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論文内容の要

申請者氏名鈴木賢-

申請者は有用ﾄﾛﾊﾟﾝｱﾙｶﾛｲﾄﾞであるｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生合成の細胞･組織特異性を

解析し､ｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生合成制御の仝体像を解明することを日的として､ｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ

生合成経路の初発酵素であるﾌﾟﾄﾚｯｼﾝN-ﾒﾁﾙ基転移酵素(pMT)と最終酵素であ

るﾋﾖｽﾁｱﾐﾝ6P水酸化酵素(H6H)の2つの酵素の遺伝子単離と発現解析を行っ
ている｡

まず､申請者はﾅｽ科の薬用植物ﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅから2種のIMT遺伝子(AbPMTl､

AbFMT2)のcDNAとAbPMTIのｹﾞﾉﾑｸﾛ-ﾝを単離した｡予想されるAbPMTｱﾐﾉ酸

配列にはﾀﾊﾞｺPMTに存在するｱﾐﾉ末端の繰り返し配列は存在しなかったが､ｱﾐﾉ

末端以外はﾀﾊﾞｺPMTと非常に類似したｱﾐﾉ酸配列であった｡ﾉｻﾞﾝ解析､ RT-PCR

の結果からpMT遺伝子は根特異的に発硯しており､その発硯量はAbFMTIの方が､

AbFMT2に比べて明らかに多いことが示された｡ In-situhybridizationとﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-:‥β-ｸﾞ

ﾙｸﾛﾆﾀﾞ-ｾﾞ(GUS)融合遺伝子を用いた形質転換毛状根での発硯解析の結果から､

AbFMTl遺伝子は根の内鞘細胞で特異的に発現しており､さらに5-上流領域約o.3kbに内

鞘細胞特異的発硯に必要な情報が仝て含まれることが明らかとなった｡

次に､申請者はﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅから2種のH6Hｹﾞﾉﾑｸﾛ-ﾝを単離し､ 1つは発硯してい

るAbH6〃遺伝子であり､他方は発硯していない偽遺伝子であることを示した｡ﾉｻﾞﾝ解

析､ RT-PCRの結果からAb肪〃遺伝子は根特異的に発硯しており､さらに薪でもその発

硯を検出した｡ In-situ hybridization､免疫組織化学､ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-::GUS融合遺伝子の発

現解析の結果から､ Ab肪〃遺伝子は根の内鞘細胞で特異的に発硯しており､さらに荊の

ﾀﾍﾟ-ﾀﾑ細胞と花粉母細胞でも発硯が確認された｡さらに､ AbH6Hj%伝子の5'上流領

域約o.7kbはｽｺﾎﾟﾗﾐﾝを生合成する薬用植物(ﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅ及びﾋﾖｽ)において内

鞘細胞特異的にGUSﾚﾎﾟ-ﾀ-を発硯させるが､ｽｺﾎﾟﾗﾐﾝを生合成しないﾀﾊﾞｺで

は内鞘細胞での発硯特異性が失われることを明らかにした｡

本論文によりﾄﾛﾊﾟﾝｱﾙｶﾛｲﾄﾞ生合成経路の初発酵素pMTと最終酵素H6Hの両遺

伝子が側根や培養根等の若い根の内鞘細胞で特異的に発硯していることが明らかになっ

た｡このことから､申請者はﾄﾛﾊﾟﾝｱﾙｶﾛｲﾄﾞ生合成が内鞘細胞内で全て行われて

いる可能性を示唆した｡さらに申請者は､内鞘細胞で生合成されたｽｺﾎﾟﾗﾐﾝなどの

ｱﾙｶﾛｲﾄﾞが内鞘細胞に隣接する導管組織に移動し､主根と茎の導管を経由して葉や

花などの植物全体で蓄積するというﾓﾃﾞﾙを提唱した｡
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論文審査結呆の要

申請者氏名鈴木賢-

高等植物が作り出す多種多様の二次代謝産物の中で､特にｱﾙｶﾛｲﾄﾞとして分類さ

れる含窒素塩基性化合物は動物に対する生理活性作用が強いものが多く､古来より毒･

医薬･噂好品として利用されてきた｡ﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅを初めとするﾅｽ科薬用植物が蓄積す

るﾋﾖｽﾁｱﾐﾝ(別名ｱﾄﾛﾋﾟﾝ)やｽｺﾎﾟﾗﾐﾝは硯在でも植物から抽出･精製し

て利用される汎用性の高い医薬ｱﾙｶﾛｲﾄﾞである｡ｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生合成経路は初発酵

素ﾌﾟﾄﾚｯｼﾝN-ﾒﾁﾙ基転移酵素(pMT) ､中間段階の還元酵素､最終段階のﾋﾖｽ

ﾁｱﾐﾝ6β一水酸化酵素(H6H)が知られているが､特走の薬用植物で生合成酵素遺伝

子群の発硯調節を総括的に調べた研究はこれまでなかった｡本論文ではｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生

合成経路の初発並びに最終の酵素遺伝子の発硯制御様式をﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅにおいて詳細に調

べたもので､生合成経路仝体の調節機構を理解する上で非常に重要であるばかりでなく,

有用ｱﾙｶﾛｲﾄﾞを高産生する薬用植物を分子育種する上でも有益な結果を含んでいる｡

類似ｱﾙｶﾛｲﾄﾞであるﾆｺﾁﾝの生合成に係わるpMT遺伝子は既にﾀﾊﾞｺからｸﾛ-

ﾆﾝｸﾞされているが､本論文ではｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生合成に関与するpMT遺伝子を新たにﾍﾞ

ﾗﾄﾞﾝﾅからｸﾛ-ﾆﾝｸﾞし､その構造や発硯制御様式をﾀﾊﾞｺPMT遺伝子と比較して

いる｡二次代謝の場合､同一の反応を触媒する酵素遺伝子であってもその反応が係わる

最終二次代謝産物の種類により発硯制御が大きく異なる可能性がある｡実際､本論文で

明らかになったﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅPMT遺伝子と従来報告されているﾀﾊﾞｺPMT遺伝子は根で発

現するという点では類似しているが､根のどの細胞で発現しているのか､傷害ﾎﾙﾓﾝ

であるｼﾞﾔｽﾓﾝ酸で発硯誘導されるか､などいくつかの点で顕著な違いが認められて

いる｡

ﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅpMT遺伝子は根では内鞘細胞特異的に発硯しており､この発硯特異性はﾍﾞ

ﾗﾄﾞﾝﾅH6H遺伝子と同じである｡すなわち､ｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生合成経路の初発酵素と最

終酵素が内鞘細胞に局在することから､生合成経路仝体が内鞘細胞に局在していること

を推察している｡また､本論文では側根の内鞘細胞で生合成されたｽｺﾎﾟﾗﾐﾝが隣接

する導管を通って地上部に転流され､仝草に蓄積するというﾓﾃﾞﾙを提唱している｡

本論文では最後にｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生合成経路の複数の酵素遺伝子の5-上流領域における

保存配列について考察している｡本論文では内鞘細胞特異的発現に関与する特走のDNA

ｼｽ配列を同走するまでには至っていないが､本論文で得られたﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅPMT遺伝子

とH6H遺伝子の塩基配列情報は､将来ｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生合成に関与するDNAｼｽ配列や特

異的転写制御因子の同走に有用である｡

以上のように､本論文は薬用植物ﾍﾞﾗﾄﾞﾝﾅにおいてｽｺﾎﾟﾗﾐﾝ生合成経路の2つ

の酵素遺伝子の発硯制御を調べたもので､学術上､応用上貢献するところが少なくない｡

よって審査委員一同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値ある

ものと認めた｡


