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研究成果の概要（和文）： 
イソキノリンアルカロイド生合成系の多様性を，(1)生合成酵素と(2)転写因子の両面から分子解

剖するとともに，(3)代謝工学による代謝プロファイルの改変，さらには，合成生物学的手法を

用いた大腸菌等，異種細胞系での新規有用産物生合成系の開発，また，(4)これらの手法により

調製される新規化合物群の生理活性を評価し，植物アルカロイド生合成系の分子細胞生物学と

新たな創薬のための開発基盤を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Isoquinoline alkaloid biosynthesis was investigated at molecular level to understand their 

biosynthetic pathways and its regulation. For this purpose, cDNAs of biosynthetic enzymes and 

transcription factors were isolated and characterized. Genes of biosynthetic enzymes isolated from 

C. japonica cells were successfully used to reconstitute novel alkaloid fermentation platform with 

some microbial enzyme genes to produce reticuline from glucose in microbial cells. In addition, 

bioassay system with Caenorhabditis elegans, to evaluate lipid-accumulation-reducing activity of 

isoquinoline alkaloids was successfully applied for the screening of new candidate among 

isoquinoline alkaloids.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２１年度 12,500,000 3,750,000 16,250,000 
２２年度 8,100,000 2,430,000 10,530,000 
２３年度 7,700,000 2,310,000 10,010,000 
２４年度 7,400,000 2,220,000 9,620,000 

    
総 計 35,700,000 10,710,000 46,410,000 

 
研究分野： 農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 
キーワード：植物バイオテクノロジー，薬用植物，代謝工学，合成生物学，イソキノリンアル

カロイド，生理活性のスクリーニング 
 

機関番号：１４３０１ 

研究種目：基盤研究 A 

研究期間：２００９～ ２０１２  

課題番号：２１２４８０１３ 

研究課題名（和文） イソキノリンアルカロイド生合成系の分子解剖と再構築 

                     

研究課題名（英文） Molecular characterization of isoquinoline alkaloid biosynthesis 

and its reconstitution in plant and microbial cells  

研究代表者 

佐藤 文彦（SATO FUMIHIKO） 

京都大学・大学院生命科学研究科・教授 

 研究者番号：１０１２７０８７ 

 
 



 

様式Ｃ‐１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
１．研究開始当初の背景 
(1) 植物の二次代謝産物は 25万種にも及ぶと

されるが，その代謝系の解析は，含量が微量

であること，かつ，代謝系が多岐にわたるこ

とより，生理活性の高い，あるいは，共通性

の高い代謝系において部分的に解明されて

きた。植物種特異的な（進化上新しい）二次

代謝産物であるアルカロイド代謝において

は，伝統的な生合成酵素の精製と遺伝子の単

離に基づく研究や，細胞培養による物質生産

研究が主流であった。 

(2) 我々は，二本鎖（ds）RNA を用いた一過

的 RNAi法により，イソキノリンアルカロイ

ドであるベルベリン高産生オウレン培養細

胞の代謝解析や遺伝子機能同定が効率的に

行えることを明らかにするとともに，安定

RNAi 系を用いることにより効果的に代謝を

遮断し，代謝中間体を蓄積させることができ

ること，さらには，代謝切断により新たな代

謝経路の誘導が生じ，代謝が極めて可塑的に

変動することを明らかにしていた。 

(3) 我々は，また，各々のアルカロイド生合

成系を対象に，その生合成遺伝子，ならびに

発現制御因子の単離同定を精力的に行なっ

てきた。その結果，ベルべリン生合成系のほ

ぼ全ての遺伝子の単離に成功し，これら遺伝

子を用いて最終産物を著量蓄積する代謝改

変された形質転換細胞を作成するに至った。

さらに，アポルフィン型アルカロイドである

マグノフロリン生合成系，ベンゾフェナンス

リジン型アルカロイド生合成系においても

生合成遺伝子の単離に成功した。また，オウ

レン細胞から，ベルベリン生合成系を包括的

に制御する WRKY 遺伝子を初めて単離・同

定するとともに，イソキノリンアルカロイド

生合成系に特異的と考えられる bHLH遺伝子

の単離にも成功した。 

(4) さらに，合成生物学的手法により微生物

においてアルカロイド生合成系を再構築し，

二次代謝を試験管内で解析することを可能

にした。 
 
２．研究の目的 
 以上のように，イソキノリンアルカロイド

生合成系は植物二次代謝研究のよいモデル

と考えられた。本研究ではイソキノリンアル

カロイド生合成系を対象として，これまでの

知見をもとに，多様なイソキノリンアルカロ

イド生合成系を総合的に理解し，活用するた

めに，(1)生合成酵素と(2)転写因子の両面から

分子解剖するとともに，(3)代謝工学による代

謝プロファイルの改変，さらには，合成生物

学的手法を用いた大腸菌等，異種細胞系での

新規有用産物生合成系の開発を行うこと，さ

らには，(4)これらの手法により調製される新

規化合物群の生理活性を評価し，新たな創薬

のための開発基盤を確立することを目的と

して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 これらの目的のために，以下のような解析

を行った。 

I. 多様なイソキノリンアルカロイド生合成

系の分子解剖 

II. 包括的転写因子を用いたイソキノリンア

ルカロイド生合成系の解析 

III. 微生物異種発現系を用いたアルカロイド

生合成系の再構成と代謝工学 

IV. イソキノリンアルカロイドの新規生理活性評

価 
 
４．研究成果 
I. 多様なイソキノリンアルカロイド生合成

系の分子解剖 

1) オウレンの生合成酵素 scoulerine 



O-methyltransferase遺伝子を導入したハナビ

シソウ培養細胞の代謝プロファイル解析か

ら，ベンゾフェナンスリジン型アルカロイド

生合成系に関与すると考えられた P450 

cDNAの機能解析を組換え酵母を用いて行な

い，同 cDNA産物が protopine 6-hydroxylase

活性，ならびに，corycavineから corynoloxine

を合成する活性を有することを解明した。 

2)エメチン生合成系に関与する O-メチル化

酵素遺伝子の機能解析を進め，同産物がエメ

チン生合成の最終の２段階を触媒すること

を明らかとした。 

3)オウレン tetrahydroberberine oxidase 

(CjTHBO)遺伝子を発現したハナビシソウ培

養細胞のアルカロイドプロファイル解析か

ら，CjTHBOの発現によって代謝改変が可能

であることを明らかにした。 

4) 大腸菌で再構築したドーパミンからレチ

クリンに至るイソキノリンアルカロイドの

生合成経路に付加的に遺伝子を追加するこ

とにより，新規生合成酵素遺伝子のスクリー

ニングが可能であることを，マグノフロリン

生合成系の CYP80G2遺伝子をモデルに実証

した。 

5)また，ハナビシソウのゲノムを部分解読し，

既にに単離されている生合成遺伝子の転写

制御領域を含む，多数の配列情報を取得した。 

 

II. 包括的転写因子を用いたイソキノリンア

ルカロイド生合成系の解析 

1)オウレンアルカロイド生合成系の包括的な

転写制御因子であるWRKYならびに bHLH

が実際に生合成酵素遺伝子のプロモーター

領域に結合していることを GFPとの融合タ

ンパク質の一過的発現系，あるいは，内在の

bHLHを介したクロマチンの免疫沈降（CHIP

アッセイ）により実証した。 

2) CjbHLH1の過剰発現の効果を詳細に解析

し，その効果が一過的であること等，

CjbHLH1の転写調節活性が複雑に制御され

ていることを明らかにした。 

3)ハナビシソウ自身の CjbHLH1ホモログ遺

伝子(EcbHLH1-1, EcbHLH1-2)を単離し，その

構造と発現を解析し，それぞれが，組織特異

的に発現していること，また，ジャスモン酸

応答性を示すことを明らかとした。 

4) CjbHLH1，あるいは，CjWRKY1の活性制

御機構を解明することを目的に，CjbHLH1と

GFPの融合タンパク質遺伝子を導入したオ

ウレンプロトプラストから GFP抗体を用い

た免疫沈降を行い，沈降産物の LC-MS/MS解

析，ならびに抗体による解析を行ない，

CjbHLH1はユビキチン化されている可能性

が，一方，CjWRKY1はリン酸化を受けてい

る可能性を示唆した。 

 

III. 微生物異種発現系を用いたアルカロイド

生合成系の再構成と代謝工学 

1)ドーパミンを基質にしたイソキノリンアル

カロイドの微生物における産生に引き続き，

tyrosinase と DOPA decarboxylaseの導入によ

り，チロシンからドーパミンまでの生合成経

路をもつチロシン生産大腸菌を構築した。そ

の結果，グルコース等から効率的にイソキノ

リンアルカロイドが微生物発酵できること

を明らかとした。 

2)前述のドーパミンからレチクリン生合成系

を構成する O-メチル化酵素の反応特性をキ

メラ酵素を用いて詳細に解析し，キメラ化に

より新たな反応特性を獲得していることを

明らかとした。 

3)ドーパミンと様々なアルデヒドとのカップ

リング反応を触媒する NCSの基質特異性を

検討することで，テトラヒドロイソキノリン

構造を有する新規化合物の合成を検討した。

その結果，芳香族および脂肪族側鎖をもつケ



ト酸をカルボニル供与体とすることを明ら

かとした。 

 

IV. イソキノリンアルカロイドの新規生理活

性評価 

1) 線虫においてベルベリンが脂質蓄積を抑

制する分子機構を解析するために，ベルベリ

ン処理した線虫のマイクロアレー，ならびに

RT-PCR解析を行い，解毒酵素遺伝子の発現が

誘導されていること，また，脂質関連遺伝子

の発現に有意な変化があることを明らかにし

た。 

2)線虫の特定の遺伝子発現を抑制することに

より，より効果的にベルベリンの生理活性を

検出できる条件を見出した。 

3)ベルベリンの類縁化合物を用いて，線虫に

おける脂質蓄積抑制活性評価を行い，

sanguinarine にベルベリン以上の強い脂質蓄

積抑制効果があることを見出した。 

4) 一方、ベルベリンよりも抑制活性は低いが，

より生存活性への影響が小さい化合物を見出

した。 

5) ハナビシソウ培養細胞抽出液を用いて，

sanguinarineよりも脂質蓄積活性が高く，かつ，

細胞毒性の低い可能性のある化合物を見出し

た。 
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