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有用アルカロイド生産性オウレン細胞のEST解析
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〈研究の目的と進め方〉
イソキノリンアルカロイドは、植物アルカロイドの中で

も最も大きな一群を構成しており、モルヒネやベルべリン
など、多様な生理活性を有する重要なアルカロイドである。
これまで細胞培養法を用いてベンジルイソキノリンアルカ
ロイドであるベルベリンを７ｇ／Ｌレベルで生産するオウ
レン細胞株ならびに培養法が我々のグループにより開発さ
れているが、より重要な医薬品であるコデインなどモルフ
ィナンアルカロイドに関してはまだ植物体より抽出するし
か方法がない。こうした現状を解決するためには、遺伝子
工学的手法を用いた生産性の改良が希求されてきたが、本
質的な問題として、遺伝子工学的手法によって改良するに
必要な遺伝子の単離ならびに同定が極めて限られていた。
本研究では我々が、これまでに確立したベルべリン高生産
オウレン培養細胞を用い、このオウレン培養細胞において
発現している遺伝子（EST）の配列決定を行い、ベルベリ
ンアルカロイド生合成系の全遺伝子を単離し、その全容を
明らかにすることを試みた。

〈研究開始時の研究計画〉
これまでに、約1000のEST配列を決定し、我々が従来

法で決定してきた生合成酵素遺伝子の多くが、複数個
（全体の数％相当）含まれていることを認めていた。一方、
既知の配列でESTにおいて検出されていないものがあっ
たことから、ESTの解析が不十分であることが明らかで
あった。
1) 従って、少なくとも、既知配列の全てが出現するまで、
ESTの配列決定を行なう。
2) 配列が決定され次第、データベースで相同性検索によ
る解析を行い、高生産細胞における発現遺伝子を網羅的
に収集する。
３）配列情報だけでは、遺伝子機能の推定は不十分であ
ることから、これら単離遺伝子を元に、異なるアルカロ
イド生産性を示す細胞株を用いた発現解析を行ない、生
合成関連候補遺伝子の絞り込みを行なう。
以上の３つのアプローチにて、ベルべリン生合成系の全
遺伝子候補の単離を試みた。

〈研究期間の成果〉
1) ベルべリン高生産性培養細胞より単離した約4,000の
EST配列を決定し、得られた配列中に、すくなくとも、
これまでに単離した生合成遺伝子の全てが複数含まれて
いることを認めた。従って、当初計画に示した、ほぼ十
分な数のESTの配列情報の収集を達成した。
2) 得られたEST配列情報を元に機能解析を進め、新たに、
多くの転写因子候補遺伝子配列が含まれていることを認
めた。
3) 遺伝子機能を推定するために、異なるアルカロイド生
産性を示す細胞株を用いた発現解析を行ない、アルカロ
イド生合成能と相関性をもつと考えられる遺伝子の絞り
込みを行なった。
絞り込んだ遺伝子の機能を、大腸菌や酵母において発現

した組換えタンパク質を用いて解析した。その結果、未
同定の酵素反応に対する遺伝子機能、具体的にはイソキ
ノリンアルカロイド生合成系のCYP719やその初発段階に
あたるノルコクラウリン合成酵素遺伝子の同定にも成功
し、これら手法の実用性を確認した。また、その後の研
究で、複数の転写候補遺伝子の機能を別途開発した一過
的RNAi法を用いて解析し、WRKYならびにbHLH型の転
写因子遺伝子がベルべリン生合成系の包括的な転写制御
候補遺伝子であることを示す結果を得た。

〈国内外での成果の位置づけ〉
イソキノリンアルカロイド生合成系の分子生物学研究

において、我々のグループとドイツのグループが先陣を
争っていたが、今回の網羅的遺伝子解析において、生産
性の優れた細胞を持つ我々の優位性が確立した。まだ、
公開が限定的であるため、今回の成果に対する世界的な
認知度は低いが、国内においては、EST解析を基盤とし
た二次代謝系のファンクショナルゲノミックスを先導す
るものとして広く認知されている。また、関連する一部
の海外の研究者達には、国際シンポジウム等で本手法を
紹介したことより、本EST情報の有用性が認知されてき
ている。現在、この優位性を活かして、有用アルカロイ
ド、ベルべリンをモデルとしたイソキノリンアルカロイ
ド生合成系の全容解明に向けて解析を継続している。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
単離したEST（遺伝子）の機能解析は、時間的制約等

により、まだ、十分ではなく、このことが成果の発表を
遅らせている。別途開発した一過的RNAi等による簡便な
遺伝子機能同定法により遺伝子機能の推定は進んだが、
最終的には、安定形質転換体の作製等により機能を確定
する必要がある。

〈今後の課題〉
一過的RNAiならびに過剰発現により遺伝子機能の推定

は進んだが、生合成酵素の同定には、代謝産物の同定等
が必要である。こうした遺伝子機能の同定は、単に、ゲ
ノム配列の決定と、その相同性検索による機能推定だけ
では十分ではなく、個別の機能解析が不可欠である。特
に、代謝ネットワークにより代謝はダイナミックに変動
しており、こうしたネットワークを形成する遺伝子群を
解析するメタボロミックスとゲノム解析の統合的解析手
法の開発が必要であると考えている。
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