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研究成果の概要（和文）：植物の化学多様性は、種、系統等に固有の多様な物質代謝（特異代謝）を有することによる
。これらの特異代謝は種を超えて普遍的に存在する中心代謝の産物・中間体から派生する。これまで中心代謝から特異
代謝への代謝配分の制御のしくみについてはよく知られていなかった。アミノ酸（リジン、オルニチンおよびトリプト
ファン）の代謝経路からキノリチジンアルカロイド、ニコチンアルカロイドおよびインドールアルカロイドなどの生合
成への分岐点となるアミノ酸脱炭酸及びそれに続く酸化反応について、各触媒酵素を分子生物学的に解析するとともに
それぞれの触媒酵素遺伝子の発現制御やタンパクレベルでの代謝配分調節機構について調べた。

研究成果の概要（英文）：Most of plant alkaloids are produced from amino acids. In this study, the 
molecular basis of metabolite allocation from amino acid metabolism (central metabolism) to alkaloid 
biosynthesis (specialized metabolism) was investigated. Quinolizidine alkaloids (QA) and lycopodium 
alkaloids (LA) are derived from lysine. is lysine decarboxylation. The cDNAs encoding lysine/ornithine 
decarboxylase (L/ODC) catalyzing the first step QA and LA biosynthesis were isolated from several species 
and characterized using recombinant protein expressed in E. coli. The enzymes from QA/LA-producing plants 
exhibited relatively higher lysine-decarboxylase activities comparing to those of other species. It is 
suggested that this difference leads the change in metabolic allocation from lysine metabolism to 
alkaloid biosynthesis.

研究分野：植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 植物は、多様な化合物を大量に生産して
いる。それらは生物学的・生態学的な意味
をもつばかりでなく、人類にとっても重要
な天然化合物資源である。その化学多様性
は、種、系統等に固有の特異代謝（二次代
謝）の多様性に因る。これらの特異代謝は
種を超えて普遍的に存在する中心代謝（一
次代謝）における中間体から派生する。こ
の中心代謝から特異代謝への代謝配分（代
謝アロケーション）の制御のしくみについ
てはよく知られていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、植物体内でのアミノ酸やポリ
アミンなどの中心代謝から含窒素化合物（主
に生理活性アルカロイド）を生じる特異代謝
への代謝アロケーション制御について、その
制御機構の分子基盤を明らかにすることを
目的とする。特にアミノ酸のリジン､オルニ
チンあるいはトリプトファンを前駆体とし
て生合成される植物アルカロイドについて
中心代謝から特異代謝への分岐点となる反
応段階の酵素タンパク質に関する分子生物
学的解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 リジンを前駆体として生合成されるキノ
リチジンアルカロイドおよびリコポディウ
ムアルカロイドを生産するマメ科植物およ
びヒカゲノカズラ科植物からリジンの脱炭
酸を触媒する酵素遺伝子を単離し、組換えタ
ンパク質を用いて基質特異性ならびに基質
特異性決定に必須なアミノ酸残基を明らか
にした。トリプトファンを前駆体として生合
成されるモノテルペノイドインドールアル
カロイド（カンプトテシン）を生産するアカ
ネ科チャボイナモリの毛状根において、トリ
プトファンの脱炭酸を触媒するトリプトフ
ァン脱炭酸酵素(TDC)について、RNAi 法に
よる遺伝子抑制を行い、代謝変動を解析した。
さらにトリプトファンの脱炭酸によって生
じるトリプタミンのアルカロイドへの取り
込み段階を触媒するストリクトシジン合成
酵素(STR)に点変異導入により基質特異性を
変化させたタンパク質を導入し代謝変動を
解析した。各触媒酵素を分子生物学的に解析
するとともにそれぞれの触媒酵素遺伝子の
発現制御やタンパクレベルでの代謝配分調
節機構について調べた。 
 
４．研究成果 
（１）リジン由来のキノリチジンアルカロイ
ドを生産するホソバルピナス (Lupinus 
angusutifolius)からリジン脱炭酸酵素遺伝
子の単離と機能解析を行った。ホソバルピナ
スのアルカロイド生産品種 (Fest)と非生産
品 種  (Unihervest) の 発 現 遺 伝 子 を
PCR-select cDNA subtraction法により比較
し、ビター品種特異的に発現する遺伝子配列

をプロファイリングしたところ、オルニチ
ン脱炭酸酵素(ODC)と相同性を示す DNA
配列が得られた。オルニチンはリジンより
炭素鎖１つ短いアミノ酸である。オルニチ
ン由来のアルカロイドであるニコチンを
生産するタバコは ODC を有し、タバコ
ODC はリジン脱炭酸活性(LDC 活性)を副
反応としてわずかながら示すことが知ら
れている。そこで得られた配列情報をもと
に全長 ORFを含む cDNAを単離した。こ
れを大腸菌で発現させた組換えタンパク
質を用いて触媒酵素活性を測定した結果、
ホソバルピナス由来の ODC ホモログの組
換えタンパク質は、タバコの酵素に比べて
リジンを効率よく脱炭酸する活性を有す
ることが明らかになり、これを La-L/ODC
と命名した。 
（２）L/ODC の種間での比較と分子系統
解析 
 ホソバルピナスの他にキノリチジンア
ルカロイドを生産するマメ科のクララ、イ
ヌエンジュ、クソエンドウならびにリジン
由来のリコポディウムアルカロイドを生
産するヒカゲノカズラから ODC ホモログ
酵素も同様にリジンを効率よく脱炭酸す
る活性を有することが明らかになりこれ
らを L/ODC と呼ぶこととした。これらの
リジンを効率よく脱炭酸する L/ODC の推
定アミノ酸配列を他の ODC の配列と比較
した。アミノ酸配列に基づく L/ODCsの分
子系統樹を作成すると、系統樹全体は種の
系統関係を反映した形に分岐し、キノリチ
ジンアルカロイド生産植物の L/ODC は同
じクレードにまとまった。さらにこれらの
活性中心付近のアミノ酸に共通な特徴の
あることがわかった。ホソバルピナスの
La-L/ODCの活性中心近傍の344番目のア
ミノ酸残基はフェニルアラニン(F)であっ
た。この残基は他のキノリチジンアルカロ
イド産生植物の L/ODC にも共通であった。
他の多くの植物および動物では当該残基
はヒスチジン(H)でダイズではチロシン(Y)
であった。 
（３）上記の結果を基に La-L/ODCに点変
異を導入し活性を測定した。F344H 変異
酵素ではリジンに対する Km 値が著しく
増加しリジンへの親和性が著しく低下し
た。タンパク質の立体構造モデリング解析
を行うと F344H 変異により、活性中心の
310-ヘリックス構造が伸びて酵素のキャビ
ティーサイズが小さくなりオルニチン（プ
トレシン）より大きなリジン（カダベリン）
が入れなくなる。このことからリジン由来
のアルカロイド生産植物の酵素では基質
キャビティーが広がりリジンが入りやす
くなってアルカロイド前駆体のカダベリ
ンを生成できるようになり、それがアルカ
ロイド生産につながったと推測された。こ
れらのことから、１アミノ酸残基の変異に
よる酵素の反応特性の変化が、中心代謝の



アミノ酸代謝から特異代謝への代謝配分を
決定することが明らかになった。この変異は
もとの ODC 活性を保持したまま起ったこと
が示唆された。 
（４）トリプトファン由来のモノテルペノイ
ドインドールアルカロイドであるカンプト
テシンを生産するアカネ科チャボイナモリ
を用いて、トリプトファンからアルカロイド
への代謝分岐点を触媒するトリプトファン
脱炭酸酵素(TDC)の遺伝子抑制を行った。具
体的には RNAi法により TDC遺伝子の発現
を抑制した毛状根を作出した。さらにこれら
の遺伝子抑制毛状根の代謝物をLC-FTMSな
らびに LC-TOFMSを用いて網羅的に分析し
た。遺伝子抑制を行った毛状根で最終産物の
カンプトテシンが減少し、同様に減少する代
謝物ピークも複数見られた。これらのピーク
については精密質量から推定される分子組
成から生合成中間体候補の分子構造を推定
することができた。 
（５）多様な植物モノテルペノイドインドー
ルアルカロイドの共通生合成中間体である
ストリクトシジンは、トリプトファンの脱炭
酸により生じるトリプタミンとモノテルペ
ノイドのセコロガニンが縮合することによ
り生産される。この反応はストリクトシジン
合成酵素(STR)により触媒される。点変異導
入により基質特異性を変更したニチニチソ
ウの STR(mSTR)をチャボイナモリに導入し
た毛状根を作出した。これらに 6位が F, Cl, 
Br で置換されたトリプタミンを添加したと
ころ、これらの置換トリプタミンがそれぞれ
対応するカンプトテシン誘導体に変換され
た。 
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