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研究成果の概要（和文）：植物は外敵から身を守るため、アルカロイドなど生理活性物質を生産する。これら物
質は特定の器官や細胞内小器官に蓄積されるが、その輸送機構の知見は限られている。本研究では、根で生合成
され葉に蓄積されるタバコのニコチンをアルカロイド転流のモデルとして、輸送体の解析を行った。葉の液胞膜
に局在するJAT2や根の細胞膜に局在するNUP1など複数の輸送体を同定・解析し、ニコチンの転流機構について多
くの成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Plants produce various metabolites including secondary metabolite, such as 
alkaloids, to adapt to their environment. Most secondary alkaloids are stored in a particular 
organelle of a specific organ, however, our knowledge of transport mechanism is limited. In this 
study, we investigated nicotine translocation mechanism from roots to leaves in Nicotiana tabacum. 
We identified and characterized some transporters, i.e., JAT1, JAT2, and NUP1. These transporters 
are related to nicotine transport, biosynthesis, and defense mechanism in tobacco. Application of 
these new knowledge to metabolic engineering might be useful for high production of valuable 
compounds in future.

研究分野：植物細胞分子生物学
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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産物は極めて多
彩な化学構造や生理活性を有し、医薬品原料
などに用いられている。しかし近年、乱獲に
よる資源の枯渇、主な輸入先である中国の輸
出規制などが進み、植物由来の薬用資源の確
保は日本における急務の課題となっている。
そこで植物を用いた安定供給を目的として、
これまでに生合成酵素や培養細胞に関する
研究が進められてきたものの、生合成酵素の
過剰発現などのみで大量生産に至った例は
少ない。これは、生産された二次代謝産物が
器官間や細胞内オルガネラ間をダイナミッ
クに移動し、蓄積器官の液胞などに集積され
るという視点が欠けていたためである。これ
ら輸送・蓄積は、自らが作り出した代謝産物
の生理活性（毒性）から植物が身を守る防御
機構であり、二次代謝産物の生産に必須であ
る。そのため、植物を用いた安定生産系の確
立には、代謝生成（生合成）と輸送体による
液胞などへの隔離が協調することが決定的
に重要である。しかしながら、タバコのニコ
チンが根から葉へ転流される現象など 70 年
も前から知られていたにも関わらず、輸送の
分子メカニズムはまったく明らかとなって
いなかった。 
 我々はこの未解明な領域について解明を
進めてきた。薬用植物オウレンにおける薬用
部位（根茎）への抗菌アルカロイドの蓄積に、
ABC (ATP-binding cassette) 輸送体が関与
することを報告し（Sakai, Shitan et al., 
JXB 2003）、その分子実体として CjMDR1 を単
離、根茎でのアルカロイド蓄積に働くことを
証明した（Shitan et al., PNAS 2003）。 
 我々はその後、多くの薬用アルカロイドを
生産するナス科植物のモデルとして、タバコ
においてニコチンが根から葉の液胞へと転
流される機構の解析を進めてきた。タバコは、
強い細胞毒性を示すニコチンを葉の液胞に
蓄積することで、その毒性を回避するととも
に、昆虫から身を守る防御物質として用いて
いる。我々はベルギーのグループと共同研究
を行い、ニコチンを生産する培養細胞のトラ
ンスクリプトーム解析によりニコチン輸送
体候補として 3つの MATE 型輸送体（Nt-JAT1、
JAT2、MATE1）を見出した。さらに JAT1 につ
いて解析を行い、本タンパク質が根から転流
されてきたニコチンを葉の液胞に輸送する
ことにより、ニコチン転流及び液胞への高蓄
積に寄与していること（Morita, Shitan et 
al., PNAS 2009）や MATE1 の根の液胞膜にお
けるニコチン輸送能などを明らかとしてき
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の成果をさらに発展深化
させ、根から葉への転流において未解明な、
根における導管へのローディング、葉におけ
る導管からのアンローディングに関わるト
ランスポーターを同定する。また、葉の液胞

内へのニコチン輸送の新たな分子の同定や、
花へのニコチン輸送体の同定についても行
う。これら解析から、アルカロイドの転流機
構を包括的に解明することを目的として解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究は植物二次代謝の輸送機構を多面
的に解析したもので、用いた研究方法は多岐
にわたる。主な研究方法としては、分子生物
学的な手法によるベクター構築や遺伝子発
現解析、GFP 融合タンパク質の共焦点顕微鏡
観察、酵母細胞などを用いた細胞輸送解析な
どであり、一般的な実験手法に準拠して行っ
た。 
 
４．研究成果 
 本研究によって得られた新たな知見につ
いて、以下、４つに分けて記述する。 
 
（1）根における導管へのローディング 
 根においては、細胞内で生合成されたニコ
チンは何らかの機構により導管へと運ばれ
る（ローディング）と考えられる。我々は、
葉においては液胞膜に発現する JAT1 が、根
においては液胞膜以外に局在するという予
備的データを得ていた。そこで、JAT1 の特異
的な抗体を用いて、根における細胞内局在の
解析を試みた。 
 土で栽培したタバコ植物体より根の切片
を作成し、JAT1 特異的な抗体を用いて免疫染
色を行った結果、特異的な細胞、細胞内小器
官に偏在することを観察した。本結果より、
JAT1 は根においては液胞以外の生体膜、特に
導管付近の細胞においては細胞膜に局在し、
導管へのニコチンローディングに関与して
いる可能性が示された。 
 
（2）葉における導管からのアンローディン
グ 
 葉においては、根から導管を介して運ばれ
てきたニコチンを何らかの機構で細胞内に
取り込んでいる可能性がある。我々は、その
輸送体候補として、プリンパーミエースであ
る NUP1 (nicotine uptake permease1)に着目
した。本輸送体は、すでにアメリカのグルー
プによりニコチンを取り込むことが報告さ
れていた（2011 PNAS）が、我々も解析を行
い、根の細胞膜に発現すること、ニコチンな
どのタバコアルカロイドのみならずピリド
キシンなどのビタミン B6 なども輸送基質と
して取り込む活性を有することを報告した
（ Kato, Shitan et al., Phytochemistry 
2015）。 
 さらに我々は、タバコの他のプリンパーミ
エースが葉におけるニコチン取り込みには
たらく可能性を考え、タバコゲノムよりプリ
ンパーミエースを探索し、それらのタバコ植
物における発現をリアルタイムPCRにより検
討した。複数のプリンパーミエースを見出し



たが、NUP1 と相同性の高いプリンパーミエー
スがゲノム中に極めて多いという特徴を有
することがわかり、またそれらの中に、比較
的に葉においても発現の高い分子が存在す
ることを明らかとした。 
 
（3）葉の液胞内への輸送体の同定 
 すでに葉の液胞内への輸送体として JAT1
を報告していたが、我々はさらなる分子とし
て JAT2 を同定していた。以前の科研費（若
手スタートアップ）における研究からの続き
として解析を行い、JAT2 は JAT1 とはアミノ
酸相同性が 30%程度しかないものの、同じ
MATE 型輸送体に属することを明らかとした。
また、根におけるニコチン生産を誘導する植
物ホルモンであるジャスモン酸によって短
時間で強く誘導され、植物体ではジャスモン
酸処理時においてのみ発現し、その発現は葉
にほぼ限定されることを示した。酵母細胞を
用いた輸送解析からニコチンなどのアルカ
ロイドを輸送基質とし、また植物細胞では液
胞膜に局在することを明らかとした。 
 これら成果より、JAT2 の機能として、虫害
などによってニコチン生産が増加し、より多
くのニコチンが葉へと運ばれてきた際に、
JAT1 と共に葉の液胞膜に発現し液胞内への
ニコチン輸送を行い、その結果として虫害応
答にはたらくと推定された（図１）（Shitan et 
al., Plos One 2014）。 
 
（4）花へのニコチン輸送体の同定 
 Nicotiana attenuata などの植物において
は、花にニコチンを送ることで、虫や鳥によ
る受粉効率を上昇させることが報告されて
いる。我々は、この花へのニコチン輸送には
たらく分子種を同定することを目的に、花よ
りタンパク質を単離、JAT1 や JAT2 に対する
抗体を用いてウェスタン解析を行った。その
結果、JAT2 の発現は極めて低かったが、JAT1
に関しては花の各ステージにおいて高い発
現を示していることを明らかとした。本結果
より、JAT1 は花へのニコチン輸送を通じて、
受粉にも関わる輸送体であることが示唆さ
れた（ Shitan et al., Plant signaling 
behavior 2015）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図１ タバコにおけるニコチン転流と輸送モデル＞ 

 

 以上の研究より、タバコのニコチン転流に
おける輸送機構をさらに解明することに成
功した（図１）。これら成果は以下に示すよ
うに計６件の論文・総説として報告した。 
 本研究課題を進める過程で、アルカロイド
など二次代謝産物の輸送体に関する知見や
技術を多岐にわたり修得しており、それらを
包括的にまとめた総説（Plant Biotechnology 
2014 、 Bioscience, Biotechnology, and 
Biochemistry 2016）は、今後に輸送解析を
始める研究者に役立つ情報となると考えて
いる。また、これら輸送研究の成果により、
研究者は農芸化学会の奨励賞を受賞してお
り、タバコのニコチン輸送に関する内容は以
下のURLに示す日本語の要旨にまとめてある
（ http://www.jsbba.or.jp/wp-content/upl
oads/file/award/2015/award_2015_shitan.
pdf）。 
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