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研究成果の概要（和文）：医薬品原料として重要な植物二次代謝（特化代謝）産物の効率的な供給方法の確立は
喫緊の課題である。申請者は、モルヒネに代表されるイソキノリンアルカロイド（以下IQA）の生産を調節する
仕組み、特に植物ホルモンの1つであるジャスモン酸（以下JA）によってIQAの生産が誘導される仕組みを詳細に
明らかにすることを目的に、本研究を行った。
IQA生合成研究のモデルであるケシ科ハナビシソウから、JAシグナル伝達に関わる複数の制御因子（COI1や
MYC2）を単離し、それらが実際にIQAの生産調節に関わることを示した。さらに、これら因子と既知の転写因子
群が協調的にJAシグナルを伝達する仕組みの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It is quite important to establish an efficient supply system for plant 
secondary metabolites (specialized metabolites), which are pharmaceutically important raw materials 
including alkaloids, terpenoids, and phenylpropanoids. The production of isoquinoline alkaloid (IQA)
 is induced by jasmonate (JA), one of the plant hormones. In this study, we tried to elucidate the 
detailed regulatory mechanisms of IQA biosynthesis induced by JA.
California poppy (Eschscholzia californica) produces various IQAs. The expression of IQA 
biosynthesis in California poppy is reported to be regulated by a unique-type of bHLH transcription 
factors (TFs) and AP2/ERF TFs. In addition to these TFs, we isolated homologous genes of COI1, JAZ, 
and MYC2, which are core components of JA-signaling, and revealed the signaling cascade of COI1, 
MYC2, and other TFs.

研究分野： 植物二次代謝

キーワード： イソキノリンアルカロイド　ハナビシソウ　遺伝子発現制御　ジャスモン酸シグナル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、IQAに特異的なbHLHやAP2/ERF転写因子群がJAシグナル伝達系に担う機能の一端を明らかにした。JA
シグナルは植物普遍的に存在し、植物二次代謝生合成系においても極めて重要である。IQA生合成系におけるJA
シグナル伝達系の共通性や特異性を明らかにすることで、IQA生合成制御メカニズムの進化や生物学的意義の解
明にも繋がることが期待される。
また、JAはIQAに限らず様々な二次代謝産物の産生を誘導することが知られており、本研究のさらなる発展は医
薬品原料として重要な様々な植物二次代謝産物の効率的な供給系の開発に繋がることも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物が生産する二次代謝（特化代謝）産物は、医薬品原料などとして広く利用されている。近

年、医薬品の需要は急速な高まりを見せており、薬用資源の効率的な供給方法の確立は喫緊の課
題である。有用化合物の生合成経路や発現制御機構の解明、および生合成遺伝子の発現調節によ
る代謝改変（代謝工学）は、この課題解決の糸口の一つであるが、発現制御に関する知見は乏し
く、植物細胞において有用化合物の大量生産に至った例も限られる。 
申請者は morphine や berberine に代表されるイソキノリンアルカロイド（IQA）生合成系の発

現制御に関する研究を進め、これまでに複数の転写因子を単離・同定してきた 1。一般に、IQA
産生は植物ホルモンであるジャスモン酸（JA）により誘導され、これら転写因子遺伝子の発現も
JA 応答性を示すことから、これらは JA シグナル伝達系において機能する転写因子群であると
考えられた。しかし、JA シグナルがどのようなカスケードにより下流へと伝達され、IQA 生合
成遺伝子群の発現と IQA 産生を誘導しているのかは不明であった。特に、IQA 産生植物種には
他の二次代謝生合成系には見られないユニークな bHLH が機能しており、IQA 生合成系の発現
制御に関わる JA シグナルカスケードも、他の二次代謝生合成系と異なる可能性も考えられた。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、IQA 生合成系の遺伝子発現制御や IQA 産生に関わる JA シグナル伝達系

を分子レベルで詳細に解き明かすことを目的とした。具体的には、植物において高度に保存され
ている JA シグナル伝達系の中枢を担う CORONATINE-INSENSITIVE1 (COI1)、Jasmonate ZIM 
domain (JAZ)、MYC2 が IQA 生合成系の JA シグナル伝達に寄与するかどうかを、変異体などを
用いて解析するとともに、JA 応答性の新規発現制御因子や、既知の制御因子との相互作用因子
などを探索し、その機能を明らかにすることで、IQA 生合成系の JA シグナルカスケードを分子
レベルで解明することを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) ハナビシソウ COI1 発現抑制株の作出と解析 
ハナビシソウ COI1 遺伝子を標的とした RNAi ベクターを作成し、アグロバクテリウムを介し

てハナビシソウに形質転換し、培養細胞株を樹立した。MeJA 処理 0, 1, 6, 24 時間後に細胞を回
収し、qRT-PCR による遺伝子発現解析とアルカロイドの分析を行った。 
(2) ハナビシソウ MYC2 ホモログの機能解析 
ハナビシソウゲノム中に存在する bHLH ファミリーの分類によって単離された MYC2 ホモロ

グ (EcMYC2) について、生合成酵素遺伝子プロモーター::Luciferase ベクターを用いたレポータ
ーアッセイによる転写誘導活性の確認を行った。また、ハナビシソウ JAZ タンパク質との相互
作用を Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) 法により解析した。さらに、アグロイン
フィルトレーション法を用いて EcMYC2 をハナビシソウ植物体に過剰発現し、qRT-PCR による
生合成遺伝子の発現解析を行った。 
(3) JA 応答性 AP2/ERF 転写因子の機能解析 
ハナビシソウゲノム中から見出された、JA 応答性の 6 つの AP2/ERF（ERF）転写因子につい

て、(2)と同様にアグロインフィルトレーション法を用いた過剰発現と遺伝子発現解析を行った。
また、DEX 誘導プロモーターを用いて ERF の発現誘導を植物体レベルで行い、qRT-PCR による
組織別遺伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
近年、申請者らはケシ科ハナビシソウのドラフトゲノム解読とデータベース整理を行い、ハナ

ビシソウの様々な遺伝子ファミリーのカタログ化と実験系の整備を行ってきた 2, 3。その結果、
ハナビシソウから COI1 ホモログ (EcCOI1)、MYC2 ホモログ (EcMYC2)、JAZ ホモログ (EcJAZ1, 
EcJAZ3) などを単離し、一過的発現用のベクターなどを作製してきた。本研究では、IQA 生合成
系の遺伝子発現制御に関わる JA シグナルカスケードの詳細を明らかにするために、上記の「研
究方法」に記載した内容の実験を行い、以下の結果を得た。 

 
(1) EcCOI1 発現抑制株の作出と解析 

JA 処理の有無に関わらず、EcCOI1 の発現が顕著に抑制された 3 つの培養細胞株を選抜し、解
析を行った結果、EcCOI1 の抑制により、IQA 生合成酵素や転写因子遺伝子の JA による発現誘
導が顕著に抑制されていた。特に IQA 生合成系の上流で機能する生合成酵素遺伝子の発現量に
顕著な差が見られた。また、EcMYC2 や EcERF の発現は JA 処理の早期に誘導が起こるが、EcCOI1
発現抑制株では JA による一過的発現誘導が抑制されていた。一方、IQA 産生植物にユニークな
bHLH 遺伝子 (EcbHLH1-1, EcbHLH1-2, EcbHLH48) は、他の転写因子遺伝子に比べて JA による
発現誘導のタイミングが遅いこと、EcCOI1 発現抑制株においてその誘導が抑制されることが示
された。さらに、IQA 蓄積量の解析の結果、生合成経路の中間体に相当する IQA の一部が EcCOI1
発現抑制株において減少していた。以上より、EcCOI1 が、IQA 生合成系の遺伝子発現調節に関



わる JA シグナルカスケードの中核として機能し、下流における JA 応答性転写因子ネットワー
クの形成に関わる可能性が示唆された。 
 

(2) EcMYC2 の機能解析 
MYC2 の標的遺伝子として知られる lipoxygenase2 (LOX2) や LOX3 遺伝子プロモーターをハナ

ビシソウから単離し、ルシフェラーゼレポーターアッセイを行ったところ、確かに EcMYC2 が
転写誘導活性を有することを明らかにした。また、EcMYC2 と EcJAZ1, EcJAZ3 との相互作用が
BiFC 法により確認され、EcMYC2 は一般的な MYC2 と同様の機能を有する可能性が示された。
そこで、IQA 生合成酵素遺伝子 Ec6OMT, EcBBE, EcCHS プロモーターを用いて同様にレポータ
ーアッセイを行った結果、いずれも有意な転写誘導活性が認められ、EcMYC2 が IQA 生合成酵
素遺伝子の発現制御に関わる可能性が示された。また、EcMYC2 の一過的過剰発現においても、
ほぼ全ての IQA 生合成酵素遺伝子の有意な発現上昇が見られたほか、3 つの EcbHLH1 遺伝子群
や EcERF 遺伝子の発現も有意に上昇していた。IQA 生合成酵素遺伝子プロモーター中のシス因
子相同配列を探索した結果、MYC2 の標的である E-box や ERF の標的である GCC-box が複数見
られたが、一部どちらかが存在しないケースも確認された。したがって、EcMYC2 は、IQA 生合
成酵素遺伝子の発現を E-box を介して直接的に、あるいは他の転写因子を介して間接的に制御
している可能性が示唆された。 
 
(3) JA 応答性 EcERF 転写因子群の機能解析 
ハナビシソウのゲノム解析から、JA 応答性を示す Group IX に属する ERF 転写因子群が IQA

生合成系の遺伝子発現制御に関わる可能性が示唆されていた 4。そこで、候補として単離された
6 つの EcERF の機能を調べるために、ハナビシソウ実生における一過的過剰発現を行った。そ
の結果、5 つの EcERF の過剰発現により、IQA 生合成酵素遺伝子群の発現が有意に上昇してい
た。また、IQA 生合成系にユニークな bHLH である EcbHLH1-1 や EcbHLH1-2 の発現も有意な上
昇が認められたが、EcbHLH48 など一部発現の変化が見られないものも存在した。さらに、各
EcERF の過剰発現により発現が上昇していた生合成酵素遺伝子のセットは完全には一致してお
らず、各 EcERF 転写因子が認識する DNA 配列を詳細に解析していくことが今後必要であると
考えられた。さらに、組織特異的に産生される IQA 生合成系の制御機構を明らかにすることを
目的に、DEX 誘導プロモーターの下流に EcERF を導入したベクターをハナビシソウに形質転換
し、得られた誘導ラインの DEX 処理を行い、組織ごとの遺伝子発現解析を行った。その結果、
ハナビシソウ植物体の地上部と地下部のいずれかのみで発現が上昇する生合成酵素遺伝子が確
認され、組織ごとに制御ネットワークが異なる可能性も示唆された。 
 
以上の結果から、ハナビシソウにおいて JA シグナルは、EcCOI1-EcJAZ-EcMYC2 により伝達

され、EcMYC2 が IQA 生合成系にユニークな bHLH1 や ERF の発現、ならびに生合成酵素遺伝
子の発現を制御している可能性が考えられた。また、EcERF も IQA 生合成系にユニークな bHLH1
の発現制御に関わる可能性があり、転写因子群によるシグナルカスケードの存在が示唆された。
また、これら制御因子ネットワークによる発現調節の仕組みが植物組織ごとに異なる可能性も
示唆され、今後さらなる調節機構の解明と生産制御システムへの応用研究が進むと期待される。 
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