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序論 

 

 植物は多種多様の二次代謝産物を生合成している。呼吸や光合成を含むエネルギー

代謝や生体成分の生合成などの生物の生命維持活動に必須である一次代謝はほとん

どの細胞において機能しているのとは異なり、生命維持活動に必須ではない二次代謝

は、特定の植物群において組織および時期特異性を有している。高等植物において、

一次代謝から分岐または、そこから派生した経路である二次代謝経路が高度に発達し、

高等植物が生合成する二次代謝産物は 5万種類を越え、それぞれは生合成機構や化学

構造からテルペノイド類、アルカロイド類、フェノール類の３種類に大別される。植

物体にとって植物二次代謝産物は病害虫や病原菌からの防御をはじめ、誘引物質また

は共生細菌との相互作用などの外的環境との相互作用に重要な役割を果たしている

(Dixon et al., 1995) 。 

アルカロイドは低分子量の含窒素塩基性化合物の総称であり、その窒素原子はアミ

ノ酸に由来する(Hashimoto and Yamada, 1994; Kutchan, 1995)。ピロリジン、トロパンア

ルカロイドはオルニチンに由来し、ピペリジン、キノチリジン、インドリジンアルカ

ロイドはジリンに由来、そしてピリジンアルカロイドはニコチン酸に由来する。アル

カロイドには 12000種以上の化学構造が知られており、テルペン類についで種類が多

い化合物である。その多様な化学構造と薬理活性をもつことから医薬品や嗜好品、毒

物として利用されている。たとえば、purine alkaloidの 1つである caffein、さらにその

前駆体でありココアなどの主成分である theophylline は筋弛緩作用をもち気管支喘息

に対して、また taxolなども抗がん剤としての作用を持ち医薬品として重要とされる。 

本研究ではタバコ（Nicotiana tabacum）における主要アルカロイドであるニコチン

に着目した。ニコチンの薬理活性としてはアセチルコリン受容体に作用し、中枢よび

末梢神経を興奮させる作用をもち、また中毒症状を示すことから近年では禁煙風習が

世界的に広まっている。またニコチンは喫煙としての目的だけでなく殺虫剤として農

業的にも利用されていた。 

ニコチンそのものは、1928年に Jean Nicotによって単離され、その構造は 1893年

に Pinnerによって解明された。そのニコチンの化学構造はピペリジン環とピリジン環

が融合した構造をしている(Schevelbein, 1982)。その生合成経路は、タバコと同じナス

科の薬用植物であるベラドンナやヒヨスなどで生合成されるトロパンアルカロイド

のヒヨスアミンやスコポラミンなどに共通点を示す。タバコ植物体内で生合成される

ニコチンのピペリジン環は対称ジアミンであるオルニチン由来のプトレシンに由来

している。プトレシンは全ての生物でより高次のスペルミンやスペルミジンなどのポ

リアミンと代謝される。タバコ植物体でのニコチン生合成に特化した生合成経路は、

ポリアミン生合成経路と分岐して、putrescine N-methyltransferase (PMT) が触媒するプ
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トレシンへの N-メチル基転移反応からはじまる（Hashimoto et al., 1989）。この反応の

生成物である N-methylputrescine は、N-methylpurescine oxidase (MPO)が触媒する酸化

的脱アミノ化を受け、4-methylaminobutanalに変換される(Heim et al., 2007; Katoh et al., 

2007)。動物やマメ科植物の diamine oxidase (DAO)は putrescineも基質とするが、タバ

コを含め同様にヒヨスチアミンやスコポラミンなどのトロパンアルカロイドを生合

成するHyoscyamus nigerや Brugmansia candida x aurea hybidなどから精製されたDAO

は、methylpurescineにより高い基質特異性を示す（Mizusaki et al., 1972; Hashimoto et al.,  

1990; Walton and McLauchlan, 1990; Haslam and Young, 1992; Boswell et al, 1999)。生合成

された 4-methylaminobutanalは、自発反応により N-methyl-∆1-pyrrolinium cationとなる。

その後、NAD の代謝中間体のニコチン酸から派生する化合物と縮合することでニコ

チンが生合成される。しかしながら、外部から投与したニコチン酸はニコチンのピリ

ジン環に取り込まれるが、ニコチン酸が生合成の直接の前駆体であるかどうかは未だ

解明されていない（図 1; Steppuhn et al., 2004）。 

多くの Nicotiana 属ではニコチンを主なアルカロイドとして生合成しているが、そ

れと類縁化合物であるノルニコチン、アナバシン、アナタビンなどのアルカロイドも

生合成している（図 1; Saito et al., 1985）。ノルニコチンはニコチンの酸化的脱メチル

化反応で生合成される。アナバシンはニコチン酸由来（NAD の代謝中間体）のピリ

ジン環とリジンに由来し、∆1-ピペリジウムカチオンを経て、ニコチンと類似した様式

で生成される。アナタビンはニコチン酸（NAD の代謝中間体）由来の代謝物が縮合

することで生成される。また、より少量のアルカロイドとして anatallineやα,β-dipyridyl

といったタバコアルカロイドがアナバシン、アナタビンから生成されている（図 1、

Gosssens et al., 2003; Hakkinen et al., 2004）。これらのニコチンのタバコアルカロイドは、

種によって生合成される量が異なり、それぞれの種で異なる生合成制御を受けている

ことが示されている。 

 ニコチン生合成経路を解明する試みは、商業用品種の低ニコチン品種である LA 

Burley21を用いて行われてきた。LA Burley21は、キューバ品種において見つかった

低ニコチン品種の特性を野生型の Burley21 品種に戻し交雑によって導入した品種で

ある。LA Burley21の特徴は、野生型と比較したとき、形態学的違いはないが、低ニ

コチン含量のため病害虫に感受性を示す（Legg et al., 1969）。LA Burley21の低ニコチ

ン含量という特性は、遺伝学的解析により 2つの不完全優性の遺伝子座の変異による

ことが分かっている（Legg et al., 1971）。この二つの独立した遺伝子座（Nic1、Nic2）

では、nic1 の変異の方が低ニコチン形質を示し、nic1nic2 の二重変異体でもっとも低

ニコチン形質を示す（図 2; Legg et al., 1971）。 nic変異体においてニコチン生合成経

路の鍵酵素といえる PMT の活性や、ニコチンのピリジン環生合成の上流に位置する

quinolinate phosphoribosyl transferase (QPT)の活性が低下していることから、Nicは複数
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のニコチン生合成酵素遺伝子の発現を制御する遺伝子であると考えられ、その後のニ

コチン生合成経路の解明に用いられるようになった（Hibi et al., 1994; Saunders, 1979）。

nic1nic2 変異体を用いたディファレンシャルスクリーニング法により PMT および

NADPH依存型還元酵素の一種である A622が単離されている（Hibi et al., 1994）。A622

は NADPH依存型の還元酵素としての活性をもち、PMTと非常に類似した発現様式を

もつことからもニコチン生合成に深く関与する酵素遺伝子であると考えられている

（Shoji et al.,  2002; Sinclair et al., 2004)。N. sylvestrisの cDNAマイクロアレーを用い

た野生型と nic1nic2変異体の根における発現解析よりMPO1とMPO2が単離されてい

る。MPOは前記の様に N-methylputrescineにより高い基質特異性を示すとともに、PMT

と非常に類似した発現様式をもつことが示されいる（Heim et al., 2007; Katoh et al., 

2003, 2007）。同様に、蛍光ディファレンシャルディスプレイ法によって野生型と

nic1nic2変異体の根における発現解析により、quinolinate synthaseと相同性を持つ遺伝

子が単離された（稲井、修論、2000）。 

 ニコチン生合成経路の分子生物学的解明は、nic1ni2変異体を用いた解析だけでなく

タバコ培養細胞 BY-2を用いても行われている。タバコ BY-2細胞は植物の研究に有益

な植物培養細胞であり、細胞複製までに 13～14 時間という短さ、高度な同調系の確

立、アグロバクテリウムを用いた形質転換効率の高さといった特性を持つ（Nagata et 

al., 1992）。タバコ由来の細胞として特性も有し、傷害ホルモンのジャスモン酸処理に

よりニコチン生合成が誘導されるという特性を持っている（Blechert, 1995, Gossens et 

al., 2003）。この特性を利用しタバコ BY-2細胞にてディファレンシャルディスプレイ

解析を行い、ornithin decarboxylaseや PMT 遺伝子が同定されている（Imanishi et al., 

1997）。 

 タバコ植物におけるニコチンは、虫害に対する防御物質として機能している。事実、

ニコチンの有する強い毒性は害虫駆除に対する農薬として利用されてきた背景もあ

る。ニコチンは、タバコの根において生合成されており PMT をはじめとして前述の

ニコチン生合成酵素遺伝子群は根特異的あるいは、根において強く発現している(Hibi 

et al., 1994; Shoji et al., 2000a, 2002, Cane et al., 2005)。また、根におけるニコチン生合

成酵素遺伝子群の発現および、それに伴うニコチン生合成量はタバコの葉への傷害刺

激や虫害によって増大される（Baldwin et al., 1994; Sinclar et al., 2004; Cane et al., 2005)。

タバコの葉への傷害によって根における内在性のジャスモン酸生成量を増大させる

ことや、タバコ BY-2 細胞、タバコの根においてジャスモン酸処理によってニコチン

生合成の活性化されることからニコチン生合成酵素遺伝子はジャスモン酸シグナル

経路を経て活性化されていると考えられている(Gundlach et al , 1992; Shoji et al., 2002; 

Cane et al., 2005)。さらに、nic1nic2変異体においては、傷害やジャスモン酸処理によ

るニコチン生合成酵素遺伝子群の発現の活性化が低下する（Shoji et al., 2000, 2002; 
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Cane 2005; Katoh et al., 2007)。このことから Nic遺伝子は、これらの遺伝子のジャスモ

ン酸シグナルにも関与することを示している。 

タバコ植物体におけるニコチンは根器官で生合成され導管を通り植物体全体に運

ばれ、特に葉の液胞内に蓄積する（図 3; Wink and Robert, 1998）。PMTや A622の酵

素は根端領域では、epidermisや cortexに存在し、分化領域では cortexの最外層、導管

を取り囲む parenchyma細胞に存在している（Shoji et al., 2000a, 2002）。これらの局在

様式は、根特異的にニコチン生合成が起きているということだけでなく、ニコチン生

合成が導管を介した葉への長距離輸送と密接に関係していることを表していると考

えられる。 

アルカロイドはその薬理活性、毒性の強さから考えて潜在的に生合成する植物にと

っても毒性を示すはずであるが、アルカロイドを生合成する植物体は自身の代謝産物

の毒性を免れる解毒機能を有している。その機能は、植物細胞の中でもっとも大きな

細胞内小器官である液胞が担っていると考えられている。液胞は、成熟した植物細胞

内では 80%以上を占めることもあり、物質の蓄積を担っている機関である。植物にと

って液胞へ毒性アルカロイドを隔離し溜め込むことで、解毒機構をもつとともに防御

物質として蓄積していると考えられる。アルカロイドはその窒素原子の働きにより塩

基性の化合物である。そのため弱い塩基性をもつアルカロイドは、細胞質における中

性の pHでは疎水性の性質をもつため、脂質二重膜の液胞膜を単純拡散によって透過

できる。液胞膜上に存在するH+-ATPase（V-ATPase）およびH+-pyrophosphatase（V-PPase）

といった 2種類の H+ポンプが存在し、それぞれ ATPや PPiを基質とした加水分解エ

ネルギーにより H+を液胞内へ能動輸送している(Maeshima, 2000)。これらの働きによ

って液胞内は細胞質よりも酸性の性質を保っている。この性質により液胞内に入り込

んだ塩基性アルカロイドは、プロトン化を受けてイオン化し親水性がまして膜を透過

できずに液胞内部に蓄積するイオントラップ機構によって蓄積する場合がある（Wink 

and Roberts., 1998）。それに対して、細胞質 pHの状態では電化を持つアルカロイドは

脂質二重膜を透過することはできないため、輸送体を介した機構によって蓄積してい

る(Deus-Newmann and Zenk, 1986) (Otani et al., 2005)。 

植物体レベルでアルカロイドの輸送に関して見てみると、他の代謝物と同様に sink、

source 器官の関係を持ち輸送され蓄積していることが分かる。特定の器官や組織

（source）で生合成されたアルカロイドは、その他の器官（sink）に長距離輸送され蓄

積している。Lupanineや senecionine、swainsonineなど篩管を通り、ニコチンやトロパ

ンアルカロイド、rutacridoneなどは導管にて輸送されている（Wink and Roberts., 1998）。

その長距離輸送は生合成細胞および維管束の組織によって制御されている。細胞膜局

在性を示す multidrug resistance type ATP-binding cassette transporterである CjMDR1は、

ベルベリン輸送体として維管束導管付近において強く発現し、根組織で生合成され導
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管を通じて運ばれてきたベルベリンをシンク組織である根茎でアンローディングさ

れる際に機能するとされている（Shitan et al., 2003）。しかしながら、アルカロイド輸

送体の分子的な報告は、この CjMDR1以外ほとんど存在しない、さらに、生合成細胞

から排出、分泌する輸送体の存在はその研究の困難さからも報告例はない。 

これまでの研究では、高等植物の二次代謝生合成は高度に調節されていることが知

られている。前述のようにニコチンは Nic遺伝子によって生合成酵素遺伝子群の発現

が厳しく制御されている。また、フラボノイド生合成の調節遺伝子はそれぞれの特化

した経路の酵素に関して制御しているだけでなく特異的な輸送体遺伝子に関しても

制御していることが知られている（Nesi et al., 2000, 2001; Walker et al., 1999; Sharma et 

al., 2005; Mathews et al., 2003）。 

本研究では、蛍光ディファレンシャルディスプレイ法によって nic1ni2 変異体の葉

においてジャスモン酸誘導性の低下した新規転写因子様遺伝子である Jasmonate early 

inducible 1(JEI1)遺伝子の発現解析および、nic1nic2変異体の根において Nic遺伝子に

よって遺伝子発現が厳密に制御されたトランスポーター様遺伝子（NtMATE1、

NtMATE2）の機能解析を行い、ニコチン生合成に関して未知なる部分であるニコチン

生合成関連遺伝子発現制御とニコチン輸送に関して考察した。 
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図 1 ニコチン生合成経路図 
ニコチンはN-methyl-⊿1-pyrrolinium cationとNAD生合成の代謝中間体が縮合することで生合成さ

れる。四角で囲ったニコチン生合成酵素は Nicによって遺伝子発現制御されている。Nicotiana属

ではノルニコチン、アナバシン、アナタビンなどのニコチンアルカロイドも生合成されている。 
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図 2 N. tabacum cv. Burley21の野生型と nic1nic2変異体の表現型とニコチン含量 

A 野生型と nic1nic2変異体の表現型の比較 

B 野生型と nic1nic2変異体の上位葉、下位葉および根におけるニコチン含量の比較 
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図 3 タバコ植物体におけるニコチン生合成 

 ニコチンはタバコの根で生合成され地上部へ転流され葉の液胞に蓄積する。植物体が傷害スト

レスを受けるとジャスモン酸を介したシグナルによってニコチン生合成が活性化される。ニコチ

ン生合成酵素 PMTや A622は Nic依存的に根の cortex、endodermis、parenchyma細胞に発現する。 
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材料と方法 
 

植物材料 

  

発現解析には Nicotiana tabacum cv. Burley 21 および低ニコチン変異株である N. 

tabacum cv. Burley 21の nic1Nic2, Nic1nic2, nic1nic2の 4遺伝型のタバコ植物体を用い

た。それぞれの種子を一晩吸水させたのに、20％次亜塩素酸ナトリウムで5分滅菌後、

滅菌水で 3回以上洗浄したのち、0.3% (W/V) gellan gum、1.5% (W/V) sucroseを含む

1/2 B5培地(Gamborg et al., 1968)に播種した。発芽後、同様の培地を入れた Agripotに

植物体を移し 26°Cの恒温室内にて明期 16時間/暗期 8時間の条件で 4週間培養した。

N. tabacum cv. NC95の野生型と nic1nic2変異体も同様の方法で培養した。 

 ゲノミックサザン解析に用いた N. tabacum cv. Burley 21、N. tabacum cv. SR-1、N. 

sylvestris、N. tomentosiformisは前述と同様に無菌的に播種した後、播種後 2週間以上

培養した芽生えをMetro-Mix 350 : vermiculite : Loamy soil = 1 : 2 : 1の培養土に移し、

28 °Cの温室して培養した。 

 培養細胞における解析には N. tabacum cv. Bright Yellow No.2由来の培養細胞ライン、

タバコ BY-2細胞(Nagata et al., 1992)を用いた。 タバコ BY-2細胞は液体培養条件下

では 27 °C 180rpm暗所での培養を行い、一週間ごとに 100 mlの改変 LS培地に 1ml

ずつ継代培養した。固体培地での培養条件は 1.5% Agarを含む改変 LS培地（1X MS salt、

0.2g l-1 KH2PO4 、  0.1g l-1 myoinositol 、 1mg l-1 thiamine-HCl 、 0.2mg l-1 

2,4-dichlorophenoxyacetic acid、30g l-1 sucrose、 pH5.8、以下MLS培地と略す）にて 27 °C 

暗所にて培養し、約 2週間ごとに継代培養を行った。 

 

Genomic southern blot法による解析 

 

 N. tabacum cv. Burley 21、N. tabacum cv. SR-1、N. sylvestris、N. tomentosiformisの 4

種類の Nicotiana 属からゲノム DNA を 2% (W/V) cetyl trimethyl ammonium bromide

（CATB）、1.4 M NaCl、20 mM EDTA、0.2% (w/v) 2-mercaptoethanol、Tris-HCl, pH8.0 を

用いた CTAB 法により調整した。抽出したゲノム DNA を HindIII、EcoRI、BamHI、

XbaIで処理し、0.8% agarose gelを 1X TBE bufferで電気泳動により分離した。分離後 

Hybond-N+メンブレンへ 0.4 M NaOH、1 M NaClで DNAを変性、18時間トランスフ

ァーさせた。その後メンブレンを 1.5 M NaCl、0.5 M Tris, pH7.0で中和後、UV cross link

させた。プローブ、ハイブリダイゼーションおよび検出には northern blot法と同様の

手順で行った。 
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障害処理およびメチルジャスモン酸処理 

 

植物体に対する各処理に関しては以下のように行った。障害処理方法として無菌状

態で培養した植物体の第 5、6 葉の主脈に対して対象にルレットを用いて傷をつけた

(Baldwin and Ohnmeiss, 1994; Cane et al., 2005)。処理後、24、36、48時間ごとに植物体

の傷をつけた葉および根を回収した。メチルジャスモン酸処理方法としてコットンボ

ールに 0.5 mlの 100 µMのメチルジャスモン酸を吸わせたものを Agripot内に入れ密

封した(Shoji et al., 2000)。処理後、24、36、48時間ごとに植物体の第 5、6葉および根

を回収した。また、処理前の植物体の葉および根を処理 0時間として回収した。JEI1

遺伝子の葉における発現誘導性に関しては、葉を切り取り滅菌水また 20 µMのメチル

ジャスモン酸の入ったシャーレに移した。傷害処理は滅菌水中で葉を切断することで

処理を行った。 

タバコ BY-2 細胞に対するメチルジャスモン酸処理として、7 日間培養した細胞を

10 ml回収し 2,4-Dを含まないホルモン無添加のMLS培地（以下、HF-MLS培地と略

す）で 2 度洗浄した後 HF-MLS 培地で 10 倍希釈し、通常の液体培養条件下にて 12

時間以上培養を行い、その後 dimethyl sulfoxide（DMSO）にて 50 mMに希釈したメチ

ルジャスモン酸ストック溶液を 1/1000 量加え培養した。各時間培養した培養細胞を

Miracloth（Calbiochem）を用いてろ過し細胞と培液体培地に分別を行った。液体培地

はチューブに移し、液体窒素下で凍結後-80 °Cにて保存した。細胞は蒸留水で洗浄後

アルミホイルに包み、液体窒素下で凍結後-80 °Cにて保存した。メチルジャスモン酸

を加える前の培養細胞を処理 0時間として回収した。 

 

Northern blot法による発現解析 

 

 各植物体およびタバコ BY-2 細胞からの total RNA抽出には QIAGEN Rneasy plant 

Mini kit（Qiagen）を用いた。各サンプルの 10 µg total RNAを formaldehydeを含む 1% 

agarose gel を用いて電気泳動により分離させた。電気泳動後、Hybond-N+メンブレン

（Amersham Pharmacia）に 10X SSCでトランスファーさせた。メンブレンを UV-cross 

link後ハイブリダイゼーションに用いた。ハイブリダイゼーションには ULTRAhybTM 

Ultrasensitive Hybridization buffer（Ambion）を用いた。42°Cで 30分間プレインキュベ

ートした後、各遺伝子のプローブを添加し 42 °C で 16 時間インキュベートした。そ

の後 2X SSC、0.1％SDSで 42 °C 15分間、0.1X SSC、0.1% SDSで 55 °C 15分間、2回

洗浄を行い、余分なプローブを落とした。その後 BAS2500 image analyzer (Fuji Firm)

を用いてシグナルを検出した。 

 NtMATE1/2に関しては、ORF領域を5’-TATTTGCTTATGCGGTGAACTTCCC-3’, 
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5’-TTGAAGCCAAGGCAATCTCAG-3’のプライマーセットにより増幅を行い、アガロ

ースゲルで電気泳動後、ゲルからDNA断片を回収しDNAプローブとして用いた。PMT

に関しては、(Hibi et al., 1994)を参考にしプローブ作成を行った。またPI-IIに関しては、

(Balandin et al., 1995)を参考にしてプローブ作成を行った。JEI1遺伝子は、ORF領域を

5’-GTGGGAGATAAAGGAAAATG-3’, 5’-GAACGAAATGAAGTGAAAGG-3’のプライ

マーセットで増幅し、同様にプローブを作製した。 

各遺伝子断片に対して Random Primer DNA Labeling Kit ver. 2.0 （TaKaRa）を用いて
32P-dCTPで標識した。標識後、sephadex G-50（Amersham Pharmacia）を用いてプロー

ブの精製を行った。 

 rRNA の検出には total RNA を電気泳動後 ethidium bromide による染色、または、

UV-cross link後のメンブレンを 0.02% (w/v) methylene blue、0.5M sodium acetate, pH 5.2

による染色を用いた。 

 

RT-PCR法による発現解析 

 

 各サンプルから抽出したtotal RNAから一本鎖cDNAを合成しRT-PCR解析を行った。

一本鎖cDNA合成にはSuperScriptII Rnase H-Reverse Transcriptase(Invitrogen)で行った。

RT-PCRの温度設定は94°C 30秒、55°C 30秒、72°C 30秒に統一して行った。使用した

プライマーセットは、JEI1遺伝子とNtMATE1/2遺伝子に関してはノーザンブロット解

析に用いたプライマーセットを使用した。WIPK遺伝子は、5’ –ATCCTCGCCAGC 

AGTTAGCA-3, 5’-GGTCCGAGCAAGAAAATCCA-3’、PI-II遺伝子は5’- AGTTAG 

TTTCGTCGCTCATC-3, 5’-AAACGGGCAACTTATGGTAG-3’、AO遺伝子は5’-AAT 

GAACGTGACCGTGGTAG-3’,5’-GCACATTAACACCCCACTCA-3’、SPDS遺伝子は、

5’-GCTGGTTATTGGAGGAGGAG-3’, 5’- GGCAAATGATGGCAAACAGA -3’、ODC遺

伝子は、5’-CGTCTCATTCCACATCGGTAGC-3’  , 5’-GGTGAGT AACAATGGCGG 

AAGT-3’、SAMS遺伝子は、5’- CCAGATTGCCCAGGACTTGA-3’, 5’–GAGAAGTCGG 

GGTCATCACG-3、PMT遺伝子は、5’ -GCCATGATAATGGCAACGAG -3’, 5’-TTAGC 

AGCGAGATAAGGGAA-3’、 A622遺伝子は、5’-GTTTCTAGCCCCTCCAC CTT-3’, 

5'-TCATCCTCCTGATTCTTACCTTTAGAG-3'、QS遺伝子は5’-CGGTGGAGCAAAA 

GTAAGTG-3’, 5’-GAAACGGAACAATCAAAGCA-3’、QPT遺伝子は5’-TCACTGCTA 

CAGTGCATCCT-3’, 5’-TTAGAGCTTTGCCGACACCT-3’、 18S rRNA遺伝子は5'-CCAG 

GTCCAGACATAGTAAGG-3', 5'-GATGACTCGCGCTTACTAGG-3'の各プライマーセ

ットによって行った。 
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β-glucuronidase（GUS）レポーター遺伝子による発現解析 

 

 NtMATE1の組織、器官特異性発現解析をするために NtMATE1プロモーターに GUS

遺伝子を繋げたものを N. tabacum cv. SR-1に形質転換した T2世代を用いた（佐藤、修

論、2004）。 

 形質転換タバコの種子を無菌播種し 5日間培養したものを回収し、50mM potassium 

phosphate buffer, pH7.0に浸し、その後染色液（Shoji et al., 2000）に浸し 5分間脱気を

2回行った。脱気後 37 °Cにて 1時間反応させた。その後、100%、80%、70%、50%、

20%のエタノールで各 30分間ずつ処理を行い、10% glycerolでスライドガラスにマウ

ントし、顕微鏡下で観察を行った。根の切片の作成は、染色後、20mM phophate buffer, 

pH7.0でリンスし、30分間浸した。サンプルを 5% Agarose、1mM DTT、20mM phophate 

buffer, pH7.0に抱埋し DTK-1500 microslicer（DohanEM，Kyoto）でスライスした。ス

ライスしたサンプルを 10% glycerolでスライドガラスにマウントし顕微鏡下で観察し

た。 

 

NtMATE1-GFP融合タンパク質の細胞内局在解析 

 

 NtMATE1 タンパク質の細胞内局在性を解析するために CaMV35S プロモーター制

御下で NtMATE1-GFP(Green Fluorescent Protein)融合タンパク質を恒常的発現する

vector を以下の手順で作成した。NtMATE1 の ORF 配列に制限酵素修飾配列を付加し

た DNA 断 片 を 5’-GGTCGACATGGGAAAAAGCATGAAG-3’, 5’-CCATGGCT 

TCCTTGTTTAGAGGTCC-3’プライマーセット用によって増幅した。増幅した DNA断

片は、pGEM-Tに TAクローニング後、シークエンスを確認した。この vectorから SalI

と NcoIで処理し ORF領域を切り出し、pAVA393(von Arnim et al., 1998)の XhoIと NcoI

領域に挿入することによって NtMATE1タンパク質の C末端側に GFP5を融合したタ

ンパク質を発現できるようにした。その後、CaMV35S プロモーターから CaMV35S

ターミネーター領域までを HindIIIで切り出し、あらかじめ HindIIIで処理しておいた

pBIN19(Frisch et al., 1995)に挿入した。このコンストラクションを A. tumefaciens strain 

EHA105 へ導入した。タバコ BY-2 細胞への導入は前述と同様の手順で行った。

NtMATE1-GFP 融合タンパク質を発現する BY-2 細胞の選抜は実体蛍光顕微鏡を用い

て行った。 

実際の細胞内局在解析には、共焦点レーザー顕微鏡 Zeiss LSM510 confocal 

microscope （Wetzlar, Germany）を用いた。さらに液胞膜を染色、観察するため液体

培 養 し た 形 質 転 換 BY-2 細 胞 に N-3-triethylammoniumpropyl)-4- 
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(6-(4-(diethylamino)phenyl)hexatrienyl)-pyridinium dibromide （FM4-64; Molecular Probes 

Inc., Eugene, OR, U.S.A.）を 32 µM加え 12時間インキュベートした後に観察を行った

(Kutsuna and Hasezawa, 2002)。 

 

NtMATE1過剰発現 BY-2細胞の作出 

 

 NtMATE1 過剰発現 BY-2 細胞を得るために、CaMV35S プロモーター制御下で

NtMATE1 タンパク質を過剰発現する vector を以下の手順で作成した。NtMATE1 の

ORF 配 列 に 制 限 酵 素 修 飾 配 列 を 付 加 し た DNA 断 片 を

5’-GGTCGACATGGGAAAAAGCATGAAG-3’, 5’-TCTAGATCATTCCTTGTTTAGAGGT 

CC-3’プライマーセット用によって増幅した。増幅した DNA断片は、pGEM-Tに TA

クローニング後、シークエンスを確認した。この vectorから SalIと XbaIで処理し ORF

領域を切り出し、pAVA319(von Arnim et al., 1998)の XhoIと XbaI領域に挿入した。そ

の後、CaMV35Sプロモーターから CaMV35Sターミネーター領域までを HindIIIで切

り出し、あらかじめ HindIIIで処理しておいた pBIN19(Frisch et al., 1995)に挿入した。

このコンストラクションを A. tumefaciens strain EHA105へ導入した。 

 タバコ BY-2細胞への形質転換方法は、(An, 1985)を参考に以下の手順で行った。7

日間液体培養したタバコ BY-2細胞をMLS培地に 4 ml継代し 4日間液体培養した。

培養後 4 mlをシャーレに移し、YEB培地で 28 °C、2日間液体培養した A. tumefaciens 

100 µlを加えた。その後 28 °C暗所で 2日間共存培養を行った。共存培養後、100 ml

のMLS培地で 2回洗浄した後、100 µg ml-1の kanamycinおよび 250 µg ml-1 carbenicillin

を加えた MLS固形培地上で 28 °C暗所で選抜培養を行った。約 1ヶ月後、生育して

きた kanamycin 耐性 BY-2 細胞を新しい選抜培地で二次選抜を行った。その後選抜さ

れた BY-2細胞から total RNAを抽出しノーザンブロット解析によって NtMATE1過剰

発現 BY-2 細胞を選抜した。その後の解析に用いるためにこれらの細胞は、抗生物質

を除いたMLS培地にて液体培養、継代を行った。 

 

NtMATE発現抑制タバコ植物体の作出 

 

 NtMATE 発現抑制タバコ植物体を得るために、CaMV35S プロモーター制御下で恒

常的にタバコ植物体内で RNA interference (RNAi)-based gene silencingを起こすための

vector を以下の手順で作成した。NtMATE1 の 3’-UTR 領域および ORF の C 末端を含

む部分配列に異なる 4 種類の制限酵素修飾配列を付加した２種類の DNA 断片を

5’-CTCGAGAAGGTGGAGTGCGC-3’, 5’-GGTACCTCAAGCTCTTTGCAA-3’のプライ

マ ー セ ッ ト と 5’-TCTAGAAAGGTGGAGTGCGC-3’, 5’-ATCGATTCAAGCTC 
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TTTGCA-3’のプライマーセットで PCR 法によって増幅した。各増幅 DNA 断片は、

pGEM-T (promega)に TAクローニング後、シークエンスを確認した。これら DNA断

片を植物RNAi用 vectorである pHANNIBAL(Wesley et al., 2001)のそれぞれの制限酵素

ペア領域に挿入した。DNA断片を挿入した pHANNIBALからセンス鎖、�pdk intron、

アンチセンス鎖を含む領域を XhoIと XbaIで処理後、あらかじめ XhoIと XbaIで処理

した pUC18に挿入した。その後 BamHIと SacIで処理後、あらかじめ BamHIと SacI

で処理しβ-glucuronidase遺伝子を除去した pBI121へ挿入した。このコンストラクトを

Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404へ導入した。また、同様に Vectorのみを導入

した control となる形質転換植物体を得るために pBI121 を A. tumefaciens strain 

LBA4404へ導入した。タバコ植物体への形質転換方法は以下の手順で行った。温室で

育てた N. tabacum cv. SR-1の葉を 10% 次亜塩素酸ナトリウム、1% tween-20で 15分

間滅菌した後、滅菌水で洗浄したものを形質転換材料とした。形質転換方法にはリー

フディスク法(Horsch et al., 1985)を用いた。T0世代の植物体を 20ライン得た後、根か

ら total RNAを抽出しノーザンブロット解析により発現量の低下しているラインを選

抜した。その自家受粉により T1 世代の種子を得た。これらの種子を用いて解析を行

った。 

 

抗 NtMATE抗体の作成と精製 

 

 抗NtMATE抗体を作成するためNtMATE1タンパク質のN末端側の推定親水性領域

に glutathione S-transferase（GST）タンパク質を融合したタンパク質を大腸菌より発現、

精製し抗原とした。NtMATE1タンパク質の N末端側（+1 bp ～ +120 bp）の領域に

制限酵素修飾配列を付加した DNA 断片を 5’-GGGATCGATGGGAAAAAGCATG-3’, 

5’-GAATTCTCACCTAAGGCGTCGAAAGTAG-3’プライマーセットによって増幅後、

BamHIと EcoRIで処理し、pGEM6P-1（GE. Healthcare Bio-Sciences）の BamHIと EcoRI

の領域に挿入した。その後挿入配列をシークエンスにより確認した。これにより GST

タンパク質の C末端側に NtMATEの N末端側親水性領域を融合させたタンパク質を

大腸菌で発現させるコンストラクションを作成した。このコンストラクションを

Escherichia coli strain BL21へ導入した。形質転換大腸菌を LB培地にて 37°C前培養し

た後、1/100量を 2X YT培地に移し培養を行った。OD600＝0.6になったときに 0.1 mM 

isopropyl-β-D-thiogalactoside（IPTG）を加えタンパク質の発現を誘導させた。誘導 3

時間後、菌体を回収した。回収した菌体より 1X Phosphate-Buffered Saline（PBS; 137 mM 

NaCl、8.1 mM Na2HPO4、2.68 mM KCl、 1.47 mM KH2PO4）、0.1% Triton X-100溶液中

で超音波処理により全タンパク質を抽出した。その後 12,000 x gで 10分間遠心後、上

清を回収しこれを全可溶性タンパク質とした。このタンパク質から Gultathione 
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Sepharose 4B（GE. Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, UK）を用いて GST融合タン

パク質を精製した。精製後、PD-10カラム（GE. Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, 

UK）を用いて脱塩処理後、Q Sepharose Fast Flowカラムを用いて分離を行い共雑タン

パク質の除去を行った。融合タンパク質のみのフラクションを回収し、限外濾過によ

り濃度 1 mg ml-1になるように濃縮を行った。濃縮した融合タンパク質を SDS PAGE

により確認した後にこれを抗原としてウサギに免疫した。抗血清の作成は QIAGEN

に委託した。 

 作製した抗血清を以下の 3段階の手順で精製を行った。まず、Protein A Separose fast 

flow（GE. Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, UK）を用いて全 IgG画分を精製した。

2 段階目として、抗原に GST 融合タンパク質を使用したことから抗 GST 抗体を除去

するために、あらかじめ大量に精製 GST タンパク質を結合させておいた Gultathione 

Sepharose 4Bと全 IgG画分をインキュベートし、その Flow-throughを回収した。3段

階目として、(Lieberherr et al., 2005)を参考したアフィニティー精製を行った。抗原と

した 50µg GST融合タンパク質を SDS-PAGE後 Hybond-P membrane（GE. Healthcare 

Bio-Sciences, Little Chalfont, UK）にブロティングし、そのメンブレンに対して 10 ml

の抗血清を加え 25°Cにて 8時間インキュベートした。その後 Tris-buffered saline buffer 

（TBS； 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 25 mM Tris, pH 7.4）で 10分間 5回以上洗浄した。

メンブレン上の抗原と結合した抗 NtMATE抗体を 2 mL 0.1 M Glycine、0.15 M HCl (pH 

2.5–3.0) で 1分間溶出しすぐにその溶液を 450 µL 0.5 M HEPES, pH 8.5で中和した。こ

の作業を 5回繰り返しタンパク質の多い画分をまとめ、これを精製抗 NtMATE抗体と

して解析に用いた。 

 

ショ糖連続密度勾配法による細胞内局在性の解析 

 

 無菌状態で生育させた N. tabacum cv. Burley 21の根または液体培養 4日目のタバコ

BY-2 細胞を回収し、 50mM 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperadinyl] ethansulfonic acid 

(HEPES)-KOH, pH7.5 、 5mM EDTA 、 1mM phenylmethylsulfonylfluoride 、 1mM 

Dithiothreitol (DTT)、2mM MgCl2、0.25M sorbitol、complete protease inhibitor (Roche, 

Meylan, France)にて 4 °Cで摩砕し、その後二重のMiraclothでろ過を行った。ろ液を

7000g 15分間 4 °Cで遠心し共雑物の除去を行い、これを全タンパク質画分とした。

その後、100,000g 60分間 4 °C遠心し、可溶性タンパク質画分と全膜タンパク質画分

とに分離させた。全膜タンパク質を 50mM HEPES-KOH, pH7.2、1mM DTT、1mM EGTA

で懸濁し、10 mlの 10%～50%のショ糖連続勾配（50mM HEPES-KOH, pH7.2、1mM DTT、

1mM EGTA、10％-50% sucrose）に重層させ、100,000g 16時間 4 °Cで遠心した。その

後、上層から 0.8 mlずつ 13 fractionsに回収した。回収した各画分を 6X SDS loading 
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buffer（0.35 M Tris-HCl, pH 6.8、10.28% (w/v) SDS、36% (v/v) glycerol、0.6 M DTT、0.012% 

bromophenol blue）と混ぜ、100 °C 5分間処理し、SDS-PAGE用サンプルとした。 

SDS-PAGEで分離後 Hybond-P membraneに転写し、Blocking buffer（1X TBS、1% 

Bovine Serum Albumin (BSA)、0.1% TritonX-100）で室温にて 1時間以上浸しブロッキ

ング処理をした。その後 Blocking bufferに一次抗体を加えたもので室温にて 1時間以

上穏やかに振とうした。その後メンブレンをwashing buffer（1X TBS、0.1% TritonX-100）

で 4 回洗浄した。二次抗体反応として Blocking buffer に Anti-Rabbit Ig, HRP-Linked 

Whole Ab Donkey （GE. Healthcare Bio-Sciences）を加えたもので室温にて 1時間穏や

かに振とうした。Washing bufferにて 4回以上洗浄した後 ECL-Plus kit（GE. Healthcare 

Bio-Sciences, Little Chalfont, UK）にてタンパク質を検出した。各抗体に関しては以下

の通りである。抗 NtMATE抗体は 1000倍に希釈したもの、抗 P-ATPase抗体および抗

V-ATPase抗体は 3000倍に希釈したもの、抗 Anti-BiP抗体は 10000倍に希釈したもの

を用いた。二次抗体には、抗ラビット IgG-HRP抗体（GE. Healthcare Bio-Sciences）を

20000倍希釈したものを用いた。 

 

免疫電子顕微鏡法による NtMATEの局在解析 

 

 野生型および NtMATE1 過剰発現タバコ BY-2 細胞を 3 日間培養したもの、または

MeJA処理を行ったものを flat specimen carrierに置き、高圧凍結装置（EM-PACT; Leica 

Microsystem）にて凍結した。凍結したサンプルを 1% glutaraldehyde、1% OsO4を含む

anhydrous acetoneを用いて-80 °Cで 3、4日間固定した。サンプルの入っているチュー

ブを automatic freeze-substitution system (EM-AFS; Leica Microsystems)を用いて3段階に

分けて 4 °Cまで加温した（step 1; -20 °Cまで 3 °C h-1、step 2; 4 °Cまで 1 °C h-1、step3; 

4 °Cで 2 h）。その後 100% acetone、100% methanolで洗浄し LR White resinに抱埋した。

超薄切片の作成は、Follet-Gueye et al., 2003 に従った。超薄切片のグリッドを.5 M 

NaIO4で 30分間処理しその後、DWで 10分間 2回洗浄した。その後 0.1N HCLで処

理し DWで洗浄し、0.1 M glycine、0.1% Triton X-100で 15分間処理した。TBSで洗浄

後 TBS、10% BSAでブロッキング処理を室温で 30分間行った。一次抗体反応として

精製した NtMATE抗体を TBSで 50倍に希釈もので一晩処理した。TBSで洗浄後、二

次抗体反応として goat anti-rabbit IgGに直径 18 nm colloidal gold particlesで標識したも

のを用いた。その後 TBSで洗浄後、DWでリンスした。4% aqueous uranyl acetateで染

色した後、透過電子顕微鏡（model 1010EX; JEOL）、80 kVで観察した。透過電子顕微
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鏡写真は Gatan DualView cameraと Gatan Digital Micrograph softwareを用いて撮影し

た。 

 

アルカロイドの抽出方法 

 

 アルカロイドの抽出は以下の手順で行った。回収、凍結したタバコの組織およびタ

バコ BY-2細胞を 2日間凍結乾燥させた。凍結乾燥させたサンプル 10 mg ml-1に 0.1N 

H2SO4 を加えガラスホモジナイザーで摩砕し 20 分間超音波処理を行った。その後

12,000g 10分間遠心し上清を回収して余分な組織片を取り除いた。上清 1 mlに対して

25% NH4OHを 0.1 ml加えよく混ぜ合わせ中和した。中和後のサンプルを 12,000g 10

分間遠心し上清を Extrelut-1 column（Merck）に入れた。その後 10分間室温で放置し

た後、1 mlの chloroformを加え室温 10分間放置し 6 mlの chloroformを入れアルカロ

イドを溶出した。溶出したサンプルを 37 °Cで乾燥し 0.1% dodecane（Wako）を含む

ethanolで溶出しガスクロマトグラフィー用のサンプルとした。また、タバコ BY-2細

胞、タバコ毛状根の培地および導管液は、直接 Extrelut-1 columnに入れ同様の手順に

てサンプル調整を行った。 

  

ガスクロマトグラフィーによるタバコアルカロイドの測定 

 

 ガスクロマトグラフィーは GC-14A（Shimazu）を用いた。全アルカロイドの測定に

は Rtx-5 Amine capillary column（Restek; I.D. 0.25mm,、df 0.50 µm、30 m）を用いた。

ガスクロマトグラフィーの昇温条件は以下の通りである。 

100 °C, 10 min、150 °C, 25°C min-1、170 °C, 1 °C min-1、300°C, 30°C min-1、300 °C, 10 min、

インジェクター250°C、ディテクター300°C。 

ニコチン光学異性体を分離、測定するために、GC-14Aに supelco Chira-dex120（60 m）

を用いた。ガスクロマトグラフィーの昇温条件は以下の通りである。 

80 °C, 5min, 150 °C, 10 °C min-1 170°C, 2°C min-1, 190°C 10°C min-1, 190°C 10min、インジ

ェクター220°C、ディテクター300°C。 

 

発現抑制毛状根の作出 

 

 無菌培養した pBI121形質転換タバコとNtMATE-RNAi #24のリーフディスクを培

養した Agrobacterium rhizogenes strain 15834 と Murashige & Skoog（MS）培地

（Murashigeand Skoog, 1962）上で 2日間共存培養させた。その後リーフディスクを 250 

µg ml-1 claforanを含むMS培地上で毛状根を発根させた。毛状根をリーフディスクよ
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り切り出し 250 µg ml-1 claforanを含む B5培地（3% sucrose）上で生育させた後、pBI121

と RNAi lineで生育速度が同じものを選び、固形 B5培地（3% sucrose）上で継代培養

によりクローンを増やし、その後すべてを液体 B5培地（3% sucrose）で 28 °Cで 2週

間振とう培養（80 rpm）した。培養後、毛状根および培地を回収し、液体窒素下で凍

結させ-80 °Cにて保存した。メチルジャスモン処理は回収する 2日前に最終濃度 20µM 

メチルジャスモン酸を加えた。 

 

タバコ導管液の回収と解析 

 

 1ヶ月温室にて培養土で生育させたタバコ植物体を土壌から 3～4 cmのところで茎

を切断し計 4時間回収した。回収方法として、1.5 ml チューブにシリカウールを 500 

µl付近まで詰め込みチューブの底に小さな穴を開けた。そのチューブを切断面に置き

切断面からの出液を回収した。切断から 2時間たった後、切断面から 1 mmとところ

でカミソリで切り切断面を新しくし、さらに 2時間回収を行った。4時間後、チュー

ブのフタを閉め、新しいチューブの上に重ねた。5000g 遠心することによりガラスウ

ールに吸着した溶液を全て新しいチューブに回収した。回収した出液を2つに分割し、

ニコチン含量の測定と遊離リン酸の測定を行った。遊離リン酸の測定には、Pi assay kit

（Phospha C-test, Wako）を用いた。 

 

タバコ BY-2プロトプラストを用いた液胞へのニコチン蓄積の解析 

 

 継代後 4日間液体培養したタバコ BY-2細胞を 2% Sumizyme C、0.2% Sumizyme AP2 

(Shin-Nihonkagaku Industries Ltd., Anjo, Japan)、0.45M mannitol, pH5.5で 30 °Cで 2時間

処理した。プロトプラストは 1時間毎に顕微鏡下で観察し完全にプロトプラスト化し

ているものを用いた。酵素処理後、150g 3分間 20 °C遠心しプロトプラストを回収し

0.4M mannitol、HEPES-KOH, pH7.2、150g 3分間 20 °Cで遠心し同様の作業を繰り返し

2回洗浄した。洗浄後 0.4M mannitol、HEPES-KOH, pH7.2、10mM (-)-nicotine or 5mM 

(±)-nicotineを加えて 27 °Cで 1時間穏やかに振とう培養した。培養後 0.4M mannitol、

HEPES-KOH, pH7.2, 4 °Cで 2回洗浄を行った。これらの作業は全て氷上または 4 °C

で行った。その後、（Shimaoka, 2002）を参考に液胞の単離を行った。単離した液胞は

neutral reにて染色後顕微鏡下でカウントした。その後、前述のアルカロイド抽出方法

と同様の方法を用いて抽出、Extrelut-1 columnで精製を行いガスクロマトグラフィー

用のサンプルを調整した。 
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carboxy-SNARF-1を用いた細胞質pHの測定 

 

 タバコBY-2細胞の細胞質pHの測定には蛍光pHプローブである5-(and-6)-carboxy 

SNARFR-1 (Molecular Probes/Invtrogen)を用いた。継代後4日間液体培養したタバコBY

－2細胞を5 µMの5-(and-6)-carboxy SNARFR-1, acetoxymethyl ester(AM) (Molecular 

Probes/Invtrogen) in DMSOを加えたMLS培地で3時間培養した。carboxy－SNARF－1－

AMは膜透過性であり、細胞内に入ると非特異的エステラーゼによってAMエステル基

が切断され膜透過性がなくなり蛍光観察が可能になる蛍光物質である。 

 蛍光観察にはLSM 510 META（Zeiss）てArgon laser、514nmで励起させた。酸性側の

波長（580～591 nm）を緑色（channel 1）、塩基性側の波長（623 ～ 634 nm）を赤色

（channel 2）の2波長で蛍光をモニターし、channel 1 / channel 2の比を算出した。細胞

内pHのキャリブレーションをするためにionophore nigericin、K+-buffer（100 mM KCl, 50 

mM MES/HEPES, 10µM nigericin）で処理することにより細胞外pHと細胞内pHが等し

くさせた。あらかじめ5-(and-6)-carboxy SNARFR-1-AMを取り込ませたタバコBY-2細

胞を様々なpHのnigericin & K+-bufferで処理した。その後前述と同様に2波長の蛍光測

定を行った。 

 これらの細胞内pHの測定とpHキャリブレーションは、すべて同じ細胞群を用いた。

また、蛍光観察を行うArgon laserの条件、蛍光測定の条件、解像度の全ての同条件で、

4回 （1秒間間隔）で測定を行った。 

 
 

プロトン選択的ガラス微小電極による液胞内 pHの測定 

 

 タバコBY-2細胞の液胞内pHを測定するために(Yoshida et al., 2003))の方法に従い以

下の手順で行った。 

まずプロトン選択的ガラス微小電極を以下の手順で作成した。ガラスキャピラリ

（WPI, 1B100F-4）をアセトン中で超音波洗浄を行った後、超純水でリンスした。洗

浄したガラスキャピラリーを垂直型プラーに2本セットし、15 Aで25秒間加熱した後

10秒間かけて360°回転させる。自然冷却後、12 Aで引き伸ばした。片側を削り下り長

管 と 短 管 に 分 け た 。 2 極 と な っ た 電 極 を 200°C 1 時 間 処 理 し 、 0.1% 

tetramethylsilane(TMS)-Cl、chroloformで長管に対してシラン化処理を行った。その後

200°C 1時間処理した後、自然放冷させた。その後、2極の電極が外れないようにワッ

クスで固定し、0.1% nitrocellurose in tetrahydrofuran（THF）、H+-ionophoreをシラン化し

た長管にキャピラリーシリンジで充填した。この電極を1晩デシケーター内でTHFを

蒸発させた。実際に電極を使用する前に、nitrocelluroseを充填した長管にH+-ionophore
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を0.2 µlをキャピラリーシリンジで充填した。5分間脱気しガラス管の先端まで液が充

填されているかどうかを確認した。その後未処理の短管に500mM KClをキャピラリー

シリンジで全体に充填する。その後5分間脱気によって全体に液を充填させた。長管

に500mM KCl、100mM MES, pH6.0 (TrisでpH調整を行った)をキャピラリーシリンジで

充填させた。この際には先に充填させておいたH+-ionophoreの液面を崩さないように

気をつけた。 

 完成したガラス微小電極を3M KClで満たした電極ホルダーに差込みプレアンプに

接続し、短管側には別のプレアンプに接続された2% agarose、500mM KClを充填した

チューブを差し込んだ。校正液を入れた容器に参照電極とガラス微小電極をいれpH

校正を行った。用いた校正液の組成は、pH 4.0: 10mM DMG、10mM KCl（Trisにて調

整）、pH 5.0: 10mM DMG、10mM KCl（Trisにて調整）、pH6.0: 10mM MES、10mM KCl

（Trisにて調整）。 

pHの測定には、WPI製エレクトロメーターで電位の測定をすることにより算出した。

データはPowerLab/4spを通じChart for windows 5.0.1によって記録した。 

タバコBY-2細胞の液胞内pHを測定するために、培養細胞をglass bottom dish（IWAKI）

poly-L-lysine (sigma)でコーティングしたもので固定させた。その後新しいMLS培地を

加え、倒立顕微鏡下でpH測定を行った。液胞内pHを測定する際には、液胞にガラス

微小電極を挿す前と後でpH 4.0、pH5.0、pH6.0の3段階校正を行い電極の精度を確認し

た。また、液胞内のpHを測定しているかどうかは、pHと同時に短管側の膜電位を計

測することで確認した。 
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結果 

 

Jasmonate Early Inducible 1 (JEI1) 

 

JEI1の配列解析 

 

 タバコの葉におけるNic遺伝子によって制御されているジャスモン酸応答性遺伝子

が蛍光ディファレンシャルディスプレイ法によって単離された(高瀬、未発表)。その

中に 1時間のジャスモン酸処理した nic1nic2変異体の葉において発現誘導性が低下し

た遺伝子として JEI1 が単離された。その後単離された遺伝子断片をもとに 5’RACE

法により 1485bpの cDNAが同定され、この遺伝子は 463のアミノ酸残基からなる推

定 51kDaのタンパク質をコードしていた（図 4A）。DDBJ/EMBL/GenBankデータベー

スを用いたドメイン解析の結果、N 末端側の 24 から 120 アミノ酸残基に BTB-POZ 

(Bric a brac, Tramtrack and Broad complex/POZ virus and Zing finfer)ドメイン、C末端側

119から 456アミノ酸残基にかけてWD40様ドメインを持つことが分かった（図 4A）。 

ホモロジー解析の結果、シロイヌナズナの At5g41330、At3g09030、At4g30940、

At2g24240 タンパク質と高い相同性を示すことがわかった。At5g41330 タンパク質と

は 79％といった非常に高い相同性を持っていた（図 4B）。これらのシロイヌナズナの

タンパク質はアラビドプシスのゲノム内に 76個存在するとされる BTBドメインタン

パク質の一種であるが、その機能は未だに分かっていない(Dieterle et al., 2005)。 

 

JEI1遺伝子の発現解析 

 

 蛍光ディファレンシャルディスプレイ法によってタバコの葉においてジャスモン

酸の誘導性および Nic遺伝子による発現制御が確認された JEI1遺伝子に関して、ノー

ザンブロット解析および RT-PCR解析によりタバコ栽培品種の Burley21および NC95

の野生型、nic1nic2変異体における発現解析を行った。それぞれの植物体を 1/2 B5培

地上で 2ヶ月間生育後、メチルジャスモン酸処理を 1時間行い、葉および根を回収し

解析を行った。その結果、両栽培品種の野生型の葉において、メチルジャスモン酸処

理 1 時間後に JEI1 遺伝子の誘導が確認された。それに対して nic1nic2 変異体の葉で

は、メチルジャスモン酸による発現誘導性が大きく低下していることが分かった（図

5 A-C）。また、Burley21の野生型および nic1nic2変異体の根においてメチルジャスモ

ン酸処理 1 時間と 24 時間の発現誘導性を観察したところ、野生型と nic1nic2 変異体

においてジャスモン酸処理 1 時間後からの発現誘導性が確認された。しかしながら、

nic1nic2変異体の根における JEI1遺伝子の発現誘導性は、野生型と比較して遺伝子の
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発現誘導が弱いまたは遅れていることが示唆された（図 5 D）。それに対して、タバコ

の根において Nic 遺伝子によって制御されている PMT 遺伝子や後期の傷害応答性遺

伝子である Proteinase Inhibitor-II（PI-II）遺伝子は、メチルジャスモン酸処理後 24時

間で発現の増大が確認された。これらの結果より、JEI1遺伝子の発現は、葉・根にお

いて 1時間といった短時間のメチルジャスモン酸誘導性と Nic依存的な発現様式を持

つことが分かった。その発現誘導性に対する Nic遺伝子の制御度合いは葉と根では異

なることが明らかになった。 

 タバコの葉でのメチルジャスモン酸による初期誘導性を解析するため、1/2 B5倍地

で 1ヶ月間育てた Burley21の葉に対してメチルジャスモン酸処理を行い 48時間まで

の JEI1遺伝子の発現量の変動を RT-PCRにより解析した。その結果、処理後 15分で

JEI の発現が増大し、その後徐々に減少していき、処理後 3時間後には再び発現量が

増大する、反復的な発現パターンを示した。さらに処理後 24時間後には JEI1遺伝子

は未処理葉での発現レベルまで低下していることが分かった（図 6 A）。これに対して、

Wound-Inducible Pritein Keinase (WIPK)遺伝子や PI-II遺伝子は、処理後 1から 3時間ま

での間に発現誘導性が見られた。このことから、JEI1はメチルジャスモン酸に対して

かなり早い初期応答性を示す遺伝子であることが示唆された。 

 物理的な傷害ストレスに対する発現応答性を観察するため、メチルジャスモン酸処

理のときと同様に生育させたタバコ植物体の葉を回収し、滅菌水上で葉を切断し、時

間ごとに葉を回収し RT-PCRによる発現解析を行った。その結果、JEI1遺伝子は傷害

処理後 15 分で発現の誘導性が観察され、メチルジャスモン酸処理による発現誘導性

と同様な発現様式を示した（図 6 B）。傷害処理を施した場合の WIPK遺伝子も同様の

発現様式を示し、それに対して PI-II 遺伝子は障害処理後 3 時間後に発現の増大が観

察された。 

 これらの発現解析の結果、JEI1遺伝子は、タバコの葉において Nic遺伝子依存的に

メチルジャスモン酸および傷害処理によって初期応答性を示し、既知の傷害初期応答

性のWIPK遺伝子とは異なる発現様式を持つ新規遺伝子であることが明らかになった。 

 

 

 

Nicotiana tabacum Multidrug And Toxin compound Efflux transporter (NtMATE) 1/2 

 

 

NtMATE1/2遺伝子の配列解析 

 

 NtMATE1および NtMATE2遺伝子はタバコ栽培品種の Burley21の野生型と nic1nic2
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変異体の根において nic変異依存的に発現量の減少が観察される遺伝子として蛍光デ

ィファレンシャルディスプレイ法によって単離された。（稲井、修士論文、2000）。 

 タバコの根の cDNAライブラリーより単離された NtMATE1/2 cDNAの ORFにはと

もに 500アミノ酸残基のタンパク質がコードされていた。NtMATE1/2は 96.4％の非常

に高いアミノ酸同一性を示すタンパク質であり、DDBJ/EMBL/GenBankデータベース

を用いた解析および TMHMM プログラム（http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）

による解析の結果、12 個の推定膜貫通領域を持ち、Multidrug And Toxin compound 

Extrusion transporter familyと相同性を持つことが分かった（図 7）。NtMATE1/2のアミ

ノ酸配列から推定される構造は、他の生物のMATE型トランスポーターと同様な構造

をしており、膜貫通領域間の親水性領域は非常に短く、比較的長い親水性領域は N末

端、C末端側にしか存在しないことが分かった(図 7 B)。 

NtMATE1/2 とこれまでに報告されている代表的な MATE 型トランスポーターとの

進化系統樹を作成した（図 8）。NtMATE1/2はシロイヌナズナの At1g61890、At3g21690

と非常に近縁であり、解析報告がある中では、TRANSPARENT TESTA 12（TT12）と

非常に近いことが分かった。TT12 は、その変異体の解析からシロイヌナズナ種子外

皮におけるプロアントシアニジン前駆体の液胞への隔離の少なくとも一部を担うト

ランスポーターとされている（Debeaujon et al., 2001）。他の生物種ではトマトの TT12

ホモログである MTP77 がある。シロイヌナズナの AtDTX1、ALF5、EDS5、FRD3、

ヒトの hMATE1、Vivrio parahaemolyticusの NorMとは異なるクラスターに存在するこ

とが分かった。 

 

NtMATE1/2のゲノムサザン解析 

 

 タバコ染色体上のコピー数およびその遺伝子の由来を解析するため、N. tabacumお

よび祖先種として考えられる N. sylvestrisと N. tomentosiformisにおいてゲノムサザン

解析を行った。それぞれの植物体よりゲノム DNAを抽出し、NtMATE1/2の cDNA上

に切断部位が存在しない BamHI、EcoRI、XbaI制限酵素によって完全消化後、NtMATE1

の ORF 領域の一部をプローブとしてハイブリダイゼーションを行った。その結果、

N. tabacumにおいてNtMATE1/2意外に非常に類似した配列を持つ遺伝子の存在がない

ことが示唆された（図 9）。また、祖先種である N. sylvestrisと N. tomentosiformisにも

それぞれ NtMATE1/2に近い DNAが存在し、NtMATE1/2両遺伝子が栽培品種特異的な

遺伝子ではなく祖先種から遺伝したものであることがわかった。 

 

NtMATE1/2のタバコ植物体における発現解析 
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 NtMATE1/2遺伝子の Nic依存的な発現様式に関して解析を行った。ノーザンブロッ

ト解析によって Burley21 品種の異なる Nic 遺伝子型おける NtMATE1/2 遺伝子の発現

解析を行った。その結果、NtMATE1/2遺伝子の発現量は Nic1Nic2＞Nic1nic2＞nic1Nic2

＞nic1nic2の順に減少していた（図 10 A）。これより NtMATE1/2は、Nic1、Nic2とも

に発現制御を正に受けているとともに、その効果は Nic1 の方が大きいことが分かっ

た。 

 次に、野生型および nic1nic2 における組織特異的発現様式に関して解析を行った。

その結果、NtMATE1/2は根特異的に正の Nic制御を受けていることが分かった（図 10 

B）。これらの発現様式は、PMTや A622といったニコチン生合成酵素遺伝子と同様な

Nic制御を受けている遺伝子であるということを示していた。 

 ニコチン生合成は、タバコ植物体が葉に障害を受けたときにジャスモン酸を介した

シグナルが根に伝わり、ニコチン生合成関連遺伝子群の発現が増加し生合成が活性化

する（Baldwin et al., 1994; Sinclar et al., 2004; Cane et al., 2005）。障害およびジャスモン

酸処理をタバコ植物体に行ったとき、ニコチン生合成酵素遺伝子群の遺伝子発現は増

大することが分かっていることから、NtMATE1/2も同様な処理による発現応答性を確

認するため、Burley21品種の野生型と nic1nic2変異体の葉と根を用いたノーザンブロ

ット解析を行った。障害処理は、ルレットを用いて処理することにより葉が病害虫に

食われたときの障害を模倣できるという報告から同様な方法を用いた(Cane et al., 

2005)。また、メチルジャスモン酸処理はコットンボールにメチルジャスモン酸をし

み込ませ、培養しているポットを密閉することで植物体全体にメチルジャスモン酸処

理が行われるようにした(Shoji et al., 2000b)。その結果、野生型の根においてのみ

NtMATE1/2遺伝子の発現増大性が確認された。処理後 4時間から遺伝子発現の増大が

観察され、傷害処理では処理後 24時間で遺伝子発現のピークに達し、処理後 48時間

に達すると減少しいていた（図 11）。また葉における NtMATE1/2の遺伝子発現は、そ

れぞれの処理によっても確認されなかった。この発現様式は PMT 遺伝子に非常に類

似したものであった。さらに nic1nic2における NtMATE1/2遺伝子の発現応答性はほと

んど確認されず、PMT遺伝子が若干の発現応答性を示していることから、NtMATE1/2

遺伝子の傷害処理やメチルジャスモン酸処理による発現応答性は、PMT遺伝子よりも

Nic 依存的に厳しく制御されていることが示唆された。それに対してタバコの障害応

答性遺伝子 PI-II 遺伝子は、それぞれの処理によって野生型と nic1nic2 変異体の葉と

根ともに発現誘導性を示した。 

タバコ BY-2 細胞は、メチルジャスモン酸処理によりニコチンおよびニコチン類縁

体の生合成が誘導されることが知られている（Blechert et al., 1995, Imanishi et al., 1998）。

そこで NtMATE1/2の遺伝子発現がタバコ BY-2細胞でも同様に誘導性をもつかどうか

ノーザンブロット解析および RT-PCRによって確認した。その結果、既知のニコチン
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生合成関連遺伝子と同様に発現誘導が確認された（図 12, 図 18A）。また、タバコ BY-2

細胞において JEI1 遺伝子がメチルジャスモン酸による初期応答性を示すことが示唆

された。 

 

NtMATE1プロモーターを用いた GUSレポーター遺伝子による発現解析 

 

タバコの根における NtMATE1の組織特異的な発現解析を行うため、N. tabacum cv. 

Burley 21のゲノムより単離されたNtMATE1プロモーター配列にGUSレポーター遺伝

子による発現解析を行った。 NtMATE1pro::GUS遺伝子を形質転換した N. tabacum cv. 

SR-1の T2世代を用いた（佐藤、修論、2004）。その結果、根特異的な発現様式が観察

されたことに加え、根の根端分裂領域には GUSの発現は観察されなかった（図 13 A, 

B）。さらに根の cross sectionや longitudinal sectionで染色様式を観察したところ、根端

領域では endodermisや cortexで染色が確認され、分化領域では cortexの最外層におい

てもっとも強く染色が確認された（図 13 C-E）。NtMATE1プロモーターを用いた GUS

レポーター遺伝子解析によって、根組織における組織特異的発現様式もニコチン酵素

遺伝子 PMT、A622のそれと類似することが分かった（Shoji et al., 2000a, 2002)。 

 

NtMATE1-GFP融合タンパク質による細胞内局在解析 

 

NtMATE1 タンパク質の細胞内局在性を解析するために CaMV35S プロモーター制

御下で NtMATE1-GFP(Green Fluorescent Protein)融合タンパク質を恒常的発現する形質

転換 BY-2 細胞を作製した。液体培養した形質転換 BY-2 細胞を FM4-64 で染色した。

FM4-64 は脂肪親和性の蛍光プローブであり、エンドサイトーシスにより液胞膜に取

り込まれる蛍光色素である。短時間では細胞膜を観察でき、添加後約 10 時間までは

エンドサイトーシスの過程に生じる小胞が観察されるが、添加後 12 時間後あたりに

なるとほとんどの色素が液胞膜上に取り込まれ、液胞膜が観察できるようになる

(Kutsuna et al., 1995)。NtMATE1-GFP形質転換 BY-2細胞を FM4-64で 12時間処理した

後、FM4-64とNtMATE1-GFPの蛍光を conforcal microscopyによって観察した（図 14）。

その結果、GFP由来の蛍光は細胞内に膜状の分布を示した。GFPのみを発現した場合

は、細胞質および核内にその蛍光が観察される（data not shown）が、NtMATE1-GFP

形質転換 BY-2細胞では、細胞質、核ともに GFP由来の蛍光は観察されなかった。ま

た、その他の細胞膜および小胞上の細胞内器官への GFP 蛍光の局在は観察されなか

った。細胞内の膜状の蛍光は FM4-64由来の蛍光と重なりあうことからNtMATE1-GFP

は液胞膜局在性を持つことが示された。 
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抗 NtMATE抗体を用いたウェスタンブロット解析 

 

抗NtMATE抗体を作成するためNtMATE1タンパク質のN末端側の推定親水性領域

（図 7）に glutathione S-transferase（GST）タンパク質を融合したタンパク質を大腸菌

より発現、精製し抗原とした。作製した抗体の評価を NtMATE1-GFP 形質転換 BY-2

細胞から調整した全膜タンパク質を用いて行った。その結果、NtMATE-GFP形質転換

BY-2 細胞のみにおいてアミノ酸配列から推定される分子量と近い高分子量の位置に

シグナルが検出されたことから、作製した抗体をタバコ植物体および BY-2 細胞にお

ける細胞内局在性の解析に用いた（図 15 A）。細胞内局在性解析には、N. tabacum cv. 

SR-1の根と CaMV35Sプロモーター制御下で NtMATE1タンパク質を恒常的発現する

NtMATE1過剰発現 BY-2細胞を作製し解析に用いた。抗 NtMATE抗体を精製し、タバ

コの根およびNtMATE1過剰発現BY-2細胞より調整した全膜タンパク質をショ糖密度

連続勾配法によって分画しウェスタンブロット法による細胞内局在解析を行った。そ

の結果、抗 NtMATE1 抗体によるシグナルの分布は液胞膜のマーカーである抗

V-ATPase抗体のシグナル分布と非常に類似したものであった（図 15 B, C）。それに対

し、細胞膜マーカーである抗 P-ATPase抗体や endoplasmatic reticulum（ER）マーカー

である抗 BiP 抗体のシグナル分布とは異なることから、NtMATE1 は、タバコの根お

よびタバコ BY-2細胞においても液胞膜に局在することが示唆された。 

 

免疫電子顕微鏡法による NtMATEの局在解析 

 

 精製した抗 NtMATE 抗体を用いて免疫電子顕微鏡法による NtMATE の局在解析を

行った。その結果、メチルジャスモン酸処理を行い、ニコチン生合成を誘導したタバ

コ BY-2細胞および NtMATE1過剰発現 BY-2細胞においてもそのシグナルのほとんど

を液胞膜上に観察した（図 16）。また、そのシグナルの多くが細胞質側に存在し、抗

NtMATE抗体は、NtMATE1の N末端領域を抗原とした抗体であることから NtMATE1

の N 末端および C 末端側の親水性領域が細胞質側に出るような形で液胞膜上に局在

することが示唆された（表 1）。 

 

タバコ BY-2細胞を用いたニコチン生合成の解析とニコチン輸送の観察 

 

メチルジャスモン酸処理後 48時間のタバコBY-2細胞の液体培地中および細胞内か

らニコチンアルカロイドを抽出しガスクロマトグラフィーによって測定した。タバコ

植物体では、ニコチンが主要アルカロイドとして生合成されているのに対して、メチ

ルジャスモン酸処理を施したタバコ BY-2 細胞においてはニコチン類縁体のアナタビ
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ンが多く生合成されるようになる。また、タバコ植物体では非常に少なく蓄積されて

いるアナバシン、アナタリンなどのニコチンアルカロイドの生合成量も増大する

（Gossens et al., 2003）。メチルジャスモン酸処理 48時間後の液体培地中のニコチンア

ルカロイドを測定した結果、ニコチン、アナバシン、アナタビンが細胞外へ排出され

ていることが分かった（図 17, 18）。 

NtMATE1のタバコ BY-2細胞における機能を解析するため、野生型と NtMATE1過

剰発現 BY-2 細胞とのニコチンアルカロイドの細胞外へのニコチン排出量の変化を測

定した。野生型と NtMATE1過剰発現 BY-2細胞（NtMATE1-OX1、-OX5）の細胞にた

いして、メチルジャスモン酸処理を 48 時間行い、細胞内および液体培地中のニコチ

ンアルカロイドをガスクロマトグラフィーによって測定した。その結果、細胞内のニ

コチン、アナタビン、アナバシンが減少していた。それに対して、これらのニコチン

アルカロイドの細胞外への排出量が増大していた（図 18 B）。細胞外へのニコチンア

ルカロイドの排出量の増大は、NtMATE1 過剰発現 BY-2 細胞における NtMATE1 の発

現量に対して正の相関があることが示唆された（図 18A）。 

 

NtMATE1/2発現抑制タバコにおけるニコチン輸送の変化 

 

タバコ植物体における NtMATE1/2 の機能を解析するため、NtMATE1/2 遺伝子の部

分 cDNA 配列を用いた RNAi 法によって恒常的に NtMATE1/2遺伝子の発現が抑制さ

れている NtMATE1/2 発現抑制タバコを作製した。ノーザンブロット解析よって

NtMATE1/2発現抑制タバコ（NtMATE-RNAi #18、#24）の根のおける発現抑制の効果

を調べたところ、各ラインにおいて NtMATE1/2 遺伝子の発現抑制が起きていた（図

19 A）。また、NtMATE-RNAi #24ラインの方が、#18ラインと比較して発現抑制効率

が高かった。 

作製した NtMATE1/2発現抑制タバコ（NtMATE-RNAi #18、#24）を用いて、葉と根

のニコチン含量をガスクロマトグラフィーによって測定することで、生合成器官であ

る根から蓄積器官である葉への輸送に対する NtMATE1/2 遺伝子の発現抑制の影響を

調べた。これらの形質転換体およびコントロールとして pBI121 を導入した形質転換

タバコを 1/2B5培地で 1ヶ月間生育させた後、それぞれの葉におけるニコチン含量を

比較したところ、NtMATE1/2発現抑制タバコの 2ラインにおいてニコチン含量の低下

が観察された。それに対して根のニコチン含量は増加していた（図 19 B,C）。このニ

コチン含量の変化度合いはそれぞれの NtMATE1/2 発現抑制タバコのラインにおける

発現抑制度合いと正の相関関係にあることが示唆された。この結果から、NtMATE1/2

遺伝子を発現抑制させると葉へのニコチンの転流量が減少していることが示唆され

たことから、導管液を回収し導管液中のニコチン含量を測定することで NtMATE1/2
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発現抑制によるニコチン転流量の変化を調べた。それぞれの形質転換タバコを 1ヶ月

間、温室にて土を用いて生育させた後、第 1葉より上部を茎から切断し、切断面から

出る地下部から導管液をシリカウールにて回収しニコチン含量を測定し、導管液中の

遊離リン酸含量当りのニコチン含量を比較することで転流量の変化を比較した。その

結果、pBI121 を導入し形質転換タバコと比較して、NtMATE1/2 発現抑制タバコの 2

ラインにおいてニコチン転流量の低下が観察された（図 19 C）。 

 

NtMATE1/2発現抑制毛状根におけるニコチン輸送の変化 

 

 タバコ植物体に A. rhizogenesを感染させて得られるタバコ毛状根は、植物体の場合

よりもニコチンアルカロイド生合成量が増大しかつ培地中に多くのニコチンアルカ

ロイドが分泌・排出されている（Sevon et al., 2002）。作製した pBI121形質転換タバコ

と NtMATE1/2発現抑制タバコ（NtMATE-RNAi #24）に A. rhizogenesを感染させ形質

転換毛状根をそれぞれ作出し、タバコ BY-2 細胞の場合と同様にニコチンの排出量の

変化を調べた。 

 2週間液体培養したそれぞれの形質転換毛状根のニコチン含量と液体培地中のニコ

チン含量を測定した。その結果、メチルジャスモン酸処理をした場合、しない場合に

おいても NtMATE1/2 発現抑制毛状根において培地中に分泌・排出されるニコチン含

量が低下していた（図 20）。しかしながら、毛状根内のニコチン含量にはほとんど変

化は見られなかった。このことは、タバコ毛状根の場合、植物体よりもニコチン生合

成が非常に活性化されている影響と考えられる。しかしながらニコチン生合成そのも

のが低下している可能性も否定できないが、エリシターに対する応答性が異なるなど

毛状根は通常の植物体とは異なる性質をもつことも報告されている（Neill et al., 1994）。 

 

タバコ BY-2プロトプラストを用いた液胞へのニコチン蓄積の解析 

 

過剰発現 BY-2細胞や発現抑制タバコの実験から、NtMATE1/2がニコチンの転流・

排出に関与することが示唆されたことから、細胞内レベルにおける NtMATE1とニコ

チン輸送の関係に関し NtMATE1過剰発現 BY-2細胞を用いて解析を行った。タバコ 

BY-2細胞はプロトプラスト化し、S-(-)-nicotineを含む pH7.2付近の buffer中で 1時間

間インキュベートすることでニコチンを短時間で取り込むことが分かった（data not 

shown）。そこで、野生型および NtMATE1過剰発現 BY-2細胞（NtMATE1-OX5）から

調整したプロトプラストに(S)-(-)-nicotineを含む bufferで 1時間インキュベートし、そ

の後無傷の液胞を percoll密度勾配遠心法によって単離し、液胞中のニコチン含量を測

定した。その結果、NtMATE1過剰発現 BY-2細胞では液胞数当たりのニコチン含量が
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低下していた（図 21）。 

タバコ植物で生合成されているニコチンは、(S)-(-)-nicotine の形で存在する。それ

に対して光学異性体である (R)-(+)-nicotine はほとんど存在していない（Leete, 1983; 

Mesnard et al., 2001）。また、ベンジルイソキノリンアルカロイドの reticulinは液胞へ

の蓄積にはイオントラップ機構ではなく(S)-reticulin のみが蓄積する光学異性体に対

しての特異性をもつ（Deus-Neumann and Zenk, 1986）。そこで同様の方法で NtMATE1

が関与する輸送機構がニコチン光学異性体における特異性を示すかどうかを解析し

た。まず、ニコチン光学異性体をガスクロマトグラフィーによって分離する条件を検

討し、キラルカラムによってニコチン光学異性体の分離測定方法を確立した（図 22 A）。

野生型と NtMATE1過剰発現 BY-2細胞（NtMATE1-OX5）から調整したプロトプラス

トを(±)-nicotine を含む buffer 中でインキュベート後、無傷の液胞を単離しキラルカ

ラムによってニコチン光学異性体の蓄積量をそれぞれ測定した。その結果、ニコチン

光学異性体に対しても特異性を示すことなく（±）-nicotineともに蓄積量が低下して

いた(図 22 B)。 

 

NtMATE1過剰発現による細胞内および液胞内 pHの変化 

 

hMATE1および NorMの研究から、MATE型トランスポーターは organic cation /H+ 

交換輸送体であると考えられている（otsuka et al., 2005a, 2005b）。また、液胞は液胞型

ATPase や液胞型 PPase の働きにより細胞質に対して酸性に保たれていることからも

液胞膜に局在するNtMATE1がH+勾配に依存した交換輸送体である可能性を考えられ

た。そこで、NtMATE1過剰発現 BY-2細胞における細胞内 pHを蛍光 pHプローブで

ある SNARF-1 を用いて測定を行った。SNARF-1 はアルゴンレーザー488nm または

514nm によって効果的に励起され、580nm 付近と 640nm 付近の蛍光強度の比を利用

して pHの測定が可能な pH感受性の蛍光色素である（Roos et al., 1998）。また、実験

にはアセトキシメチル化された SNARF－1（SNARF-1 AM）を用いた。SNARF-1 AM

は生細胞に対して膜透過性を示し、細胞内に取り込まれると細胞内のエステラーゼに

よって SNARF-1 に加水分解され生体膜に対する透過性が減少し細胞内に留まり細胞

内の pHの測定が可能である（図 23 A）。 

NtMATE1過剰発現 BY-2細胞（NtMATE1-OX1、OX5）を SNARF-1 AMを取り込ま

せたのちに、共焦点レーザー顕微鏡を用いて蛍光強度を測定し、細胞質の pHを算出

した。その結果、野生型 BY-2細胞では細胞質 pHがおよそ pH7.0であったのに対し、

NtMATE1-OX1 では pH6.6 に、より NtMATE1が強く発現している NtMATE1-OX5 で

は、pH5.7に減少していた（図 23 B）。SNARF-1 AMを用いたデータからそれぞれの

液胞内の pHを測定しようと考えたが、SNARF-1は中性付近に対して感受性の蛍光プ
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ローブであるのに対して、液胞内の pHは通常 pH5.5であるため測定が困難であると

考え、ガラス微小電極法を用いた液胞内 pHの測定を行った。プロトン選択的ガラス

微小電極を作製し顕微鏡下で野生型と NtMATE1-OX5 ラインの BY-2細胞の液胞に刺

し、直接的に液胞内 pHを測定した。その結果、野生型では液胞内の pH5.6であるの

に対して、NtMATE1-OX5ラインでは、pH5.8に上昇していた（図 23 C）。また、メチ

ルジャスモン酸処理を36時間施したこれらの細胞における液胞内pHを測定したとこ

ろ、未処理の細胞と同様に液胞内 pHの上昇が観察された（data not shonwn）。 
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図 4 JEI1の配列解析 

A JEI1 遺伝子の推定アミノ酸配列と近縁タンパク質のアライメント。JEI1 タンパク質

の推定される BTB/POZドメインを黒線でWD40様ドメインを点線で示している。 

B JEI1タンパク質と近縁タンパク質との系統樹解析 

Arabidopsis. thaliana : At2g24240, At3g09030, At4g30940, At5g41330。Oriza sativa : Os03g0264700, 

Os04g0501500。Medicago truncatula : ABD28655, ABE85429。 
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図 5 JEI1遺伝子の発現解析 
A N. tabacum cv. Burley21 の野生型と nic1nic2変異体の葉における JEI1遺伝子のノーザンブロッ

ト解析 

B N. tabacum cv. Burley21 の野生型と nic1nic2変異体の葉における JEI1遺伝子の RT-PCR解析 

C  N. tabacum cv. NC95 の野生型と nic1nic2変異体の葉における JEI1遺伝子の RT-PCR解析 

D  N. tabacum cv. Burley21 の野生型と nic1nic2変異体の根における JEI1遺伝子のノーザンブロ

ット解析 

SAMS : S-Adenosylmethinine Synthase  PI-II : protease inhibitor-II 
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図 6 JEI1遺伝子の傷害およびメチルジャスモン処理による初期応答性発現解析 

A  JEI1遺伝子のメチルジャスモン酸処理による初期応答性発現解析（RT-PCR） 

B  JEI1遺伝子の障害処理による初期応答性発現解析（RT-PCR） 

WIPK : wounding-inducible protein kinase  TUB : N. tabacum α-tubulin 

 

 



 
36
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図 7 NtMATE1/2の配列解析 

A NtMATE1/2と近縁MATE familyとのアミノ酸配列アライメント。実線は TMHMM

プログラムによって予測される推定膜貫通領域（TM）を示す。 

B NtMATE1/2の予測タンパク質構造 
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図 8 NtMATE1/2と近縁MATE familyとの系統樹解析 

 NtMATE1/2と他の生物種の近縁MATE familyとの系統樹。 

A. thaliana : Arabidopsis thaliana Detoxification 1 (AtDTX1), Aberrant lateral root formation 

(ALF5), Enhanced disease susceptibility5 (EDS5), Ferric reductase defective 3(FRD3), 

Transparent testa12 (TT12), At1g61890, At3g21690    

human : hMATE1  

Vivrio parahaemolyticus : NorM  

Lycopersicon esculentum : MTP77 
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S : N. sylvestris
T : N. tomentosiformis
BL21  : N. tabacum cv. BL21
SR-1  : N. tabacum cv. SR-1
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図 9 NtMATE1/2のゲノムサザン解析 

 NtMATE1/2のN. tabacum cv. Burley21および SR-1とN. tabacumの祖先種として考え

られる N. sylvestrisと N. tomentosiformisにおけるゲノムサザン解析。プローブとして

NtMATE1の部分 cDNA断片を用いた。 
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図 10 N. tabacum cv. Burley21の野生型と nic変異体における NtMATE1/2の発現解析 

A  N. tabacum cv. Burley21における異なる Nic遺伝子型における NtMATE1/2の発現

解析 

B  N. tabacum cv. Burley21の野生型と nic1nic2変異体での NtMATE1/2の器官特異的

発現解析 
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図 11 タバコ植物体における傷害およびメチルジャスモン酸処理による NtMATE1/2

の発現応答性の解析 

 N. tabacum cv. Burley21 の野生型と nic1nic2変異体の葉と根を用いて発現解析を行

った。 

A メチルジャスモン酸処理による NtMATE1/2発現応答性のノーザンブロット解析 

B 傷害処理による NtMATE1/2の発現応答性のノーザンブロット解析 
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図 12 タバコ BY-2細胞におけるニコチン生合成関連遺伝子の発現誘導性 

 

 タバコBY-2細胞におけるメチルジャスモン酸処理によるNtMATE1/2およびニコチ

ン生合成関連遺伝子群の発現誘導性を RT-PCRによって解析した。 
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図 13 NtMATE1promoter::GUSを用いた NtMATE1の組織特異性発現解析  

 NtMATE1promoter制御下で GUSを発現する形質転換タバコを用いて NtMATE1の組

織特異性発現解析を行った。 

A-G 5日目の幼植物体  A : 植物体全体 (bar=5mm)  B : 根端部  (bar=0.2mm)   

C, D  根の分化領域 C : longitudinal section (bar=0.1mm)、D : cross section (bar=0.1mm) 

E  根の根端領域の cross section (bar=0.1mm)  

F  メチルジャスモン酸未処理の根 (bar=1mm) 

G 20µMのメチルジャスモン酸 24時間処理した根 (bar=1mm) 
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図 14 NtMATE1-GFP融合タンパク質による細胞内局在解析 

 NtMATE1-GFP 融合タンパク質を恒常的に発現する形質転換 BY-2 細胞を作製し

NtMATE1の細胞内局在性を解析した。液胞膜は FM4-64を用いて 12時間培養し蛍光

染色した。NtMATE1-GFPのシグナルは液胞膜上で観察された。 
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図 15 抗 NtMATE抗体を用いた細胞内局在性解析 

A  GFPおよび NtMATE1-GFP形質転換 BY-2細胞（GFP、NtMATE-GFP）から調整し

た全膜タンパク質に対して抗 GFP 抗体および抗 NtMATE 抗体を用いてウェスタンブ

ロット解析を行った。 

B  NtMATE1過剰発現 BY-2細胞（NtMATE1－OX5）におけるのショ糖密度勾配遠心

法による細胞内局在性解析 

C N. tabacum cv. SR-1の根におけるショ糖密度勾配遠心法による細胞内局在性解析 
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図 16 免疫電子顕微鏡法による NtMATEの細胞内局在解析 

 

NtMATE1-OX5およびメチルジャスモン酸処理を 48時間した野生型 BY-2細胞にお

いて抗 NtMATE抗体を用いて免疫電子顕微鏡法による細胞内局在解析を行った。各細

胞において、赤矢印で示すように抗 NtMATE抗体のシグナルは液胞膜上に観察された。

V : 液胞 
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表 1 免疫電子顕微鏡法による液胞膜上に存在するシグナルの分布 

抗 NtMATE 抗体を用いた免疫電子顕微鏡画像から液胞膜上のシグナルの液胞膜の

外側（outside）と内側（inside）に存在する割合（％）を測定した。 
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図 17 タバコ BY-2細胞におけるニコチンアルカロイド生合成 

メチルジャスモン酸処理 48時間後のタバコBY-2細胞における細胞内および液体培

地中のニコチンアルカロイドをガスクロマトグラフィーによって分離した。 

A メチルジャスモン酸処理後の細胞内のニコチンアルカロイドのクロマトグラム 

B メチルジャスモン酸処理後の液体培地中のニコチンアルカロイドのクロマトグラ

ム 
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図 18 NtMATE1過剰発現によるニコチンアルカロイド排出量の変化 

メチルジャスモン酸処理後の野生型と NtMATE1 過剰発現 BY-2 細胞

（NtMATE1-OX1、-OX5）における細胞内および液体培地中のニコチンアルカロイド

含量を測定した。 

A NtMATE1過剰発現 BY-2細胞における NtMATE1/2のノーザンブロット解析 

B 細胞内と液体培地中のニコチン、アナタビン、アナバシン含量 
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図 19 NtMATE1/2発現抑制タバコにおけるニコチン転流の変化 
A  NtMATE1/2発現抑制タバコ（NtMATE-RNAi #18、#24）における発現解析 

B  pBI121形質転換タバコと NtMATE1/2発現抑制タバコの葉と根のニコチン含量 (n=8) 

C pBI121形質転換タバコと NtMATE1/2発現抑制タバコの遊離リン酸当りのニコチン含量の相対

比 (pBI121 n=9; RNAi n=7) 
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図 20 NtMATE1/2発現抑制毛状根におけるニコチン排出量の変化 

pBI121形質転換タバコと NtMATE1/2発現抑制タバコ（NtMATE-RNAi #24）より作

製した毛状根を用いて解析した。それぞれ毛状根に対してメチルジャスモン酸処理を

行った場合の発現解析およびニコチン含量に関しても測定した。 

A pBI121形質転換毛状根と NtMATE1/2発現抑制毛状根における発現解析 

B pBI121 形質転換毛状根と NtMATE1/2 発現抑制毛状根の毛状根中および培地中の

ニコチン含量。(n=3) 
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図 21 タバコ BY-2プロトプラストを用いた液胞へのニコチン蓄積量の解析 

 野生型と NtMATE1過剰発現 BY-2細胞（NtMATE1-OX5）から調整した BY-2プロト

プラストを 10µM S-(-)-ニコチンを取り込ませ、各細胞から無傷の液胞を単離し液胞中

に蓄積するニコチン含量を測定した。野生型と比較して NtMATE1-OX5細胞の液胞中

に蓄積するニコチンは 59％に低下していた。(n=3) 
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図 22 NtMATE1過剰発現 BY-2細胞を用いたニコチン光学異性体の解析 

 野生型とNtMATE1過剰発現BY-2細胞を用いてニコチン光学異性体の液胞への蓄積

効率の違いを解析した。 

A キラルカラムを用いたガスクロマトグラフィーによるニコチン光学異性体の分離 

B それぞれの細胞から調整したプロトプラストに 5µM (±)-nicotineを取り込ませ液

胞単離後、液胞内の(±)-nicotine 含量を測定した。野生型と比較して NtMATE1-OX5

の液胞では光学異性体における特異性は示さず(-)-nicotineは 58 %、(+)-nicotineは 56 %

に減少していた。（n=3） 
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図 23 NtMATE1過剰発現による細胞内 pHの変化 

野生型と NtMATE1過剰発現細胞（NtMATE1-OX1、-OX5）における細胞質 pHと液

胞内 pHを測定した。 

A、B SNARF-1を用いて 2波長（緑、赤）で得た各細胞画像を重ねたもの。Aは野

生型 BY-2細胞、Bは NtMATE1-OX5。 

C SNARF-1蛍光強度より算出した各細胞質 pH（WT n=7; OX1 n=10; OX5 n=8） 

D ガラス微小電極法による各細胞の液胞内 pH (n=10) 
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考察 

 

タバコ植物体のニコチンに関する研究に関してはニコチン酵素遺伝子が単離され、

その遺伝子の発現様式や生化学的な機能が解析されることでニコチン生合成経路の

研究が進んでいる。しかしながら、これら遺伝子群の発現制御の実態や生合成された

ニコチンの輸送機構に関与する遺伝子は未だ分かっていない。本研究における JEI1

遺伝子および NtMATE1/2 遺伝子の解析からこれらのニコチン生合成に関する未知な

る領域に新たなる知見が得られたと考えられる。 

 

JEI1 

JEI1遺伝子の発現解析の結果から、タバコの葉と根において Nic依存的な発現誘導

性を示すことから JEI1 遺伝子は、ニコチン生合成に関与する遺伝子であることが示

唆された（図 5）。また、JEI1遺伝子は、傷害やメチルジャスモン酸処理後 15分とい

う早い時間で誘導され、その後遺伝子発現量が減少するといった、多くの転写因子に

代表されるような発現様式を取っていることが分かった（図 6）。JEI1 の推定アミノ

酸配列から BTB/POZドメインとWD40リピートを有するタンパク質をコードしてい

る（図 4）。シロイヌナズナには少なくとも 76の BTBドメインをもつ遺伝子が存在す

る（Dieterle et al., 2005）。これらシロイヌナズナの BTBドメインタンパク質は 11の

ファミリーに分類され、JEI1 はその中の BTB ドメインを含む potassium channel 

tetramerization ドメインと WD40 様リピート配列を持つ遺伝子のサブファミリーであ

る Class XIaに属する At5g41330や At3g09030と高い相同性を持っていた。このサブ

ファミリーに属するタンパク質の機能は未だ解明されていない。しかしながら、酵母

や動物の Cullin3が様々な BTBドメインタンパク質と結合することが報告されている

（Pintard et al.,  2004）。Cullinタンパク質はユビキチンリガーゼ複合体（E3）の構成

因子である。この複合体は 26Sプロテアソームを介して調節因子を含む基質となるタ

ンパク質を選択的に分解することで、様々な生命活動に重要な役割をしている

（Ciechanover et al., 2000）。BTBタンパク質はユビキチンリガーゼ複合体から基質タ

ンパク質へのユビキチンの結合を助ける機能を有しているとされている（Furukawa et 

al., 2003）。シロイヌナズナにおいてもユビキチン依存型プロテアソームはストレスや

植物ホルモンに対する応答などに関与することが知られている（Lechner et al., 2006）。

また、シロイヌナズナの BTBドメインタンパク質も自身の CUL3Aや CUL3Bといっ

たタンパク質と結合することが知られている（Weber et al., 2005）。他の BTBドメイン

タンパク質が cullin と結合することから JEI1 もタバコの Cillin3と結合し CUL3-BTB

型ユビキチンリガーザとしてユビキチン依存型タンパク質分解系において機能する

可能性がある。 
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JEI1遺伝子の障害初期誘導性は、タバコにおいて同様に障害に対して初期誘導性を

示す WIPK遺伝子の発現パターンと非常に類似していた（図 6 B）、(Seo et al., 1999; 

Kumar and Klessing 2000)。植物体が傷害を受けたときに一過的に WIPKが活性かされ

その後ジャスモン酸生合成量が増加する。しかしながら、ジャスモン酸に対する誘導

性は JEI1遺伝子が傷害処理と同様に一過的に発現が誘導されるのに対し、WIPK遺伝

子はジャスモン酸処理では処理後 3時間から増大していくことが示された。JEI1遺伝

子はタバコ植物体における傷害応答シグナル経路に関与する可能性が示唆された。し

かしWIPKとの発現様式の違いがWIPKの活性化によるジャスモン酸増大を介するの

かどうか今後の研究が必要である。 

Nic依存的に発現する JEI1遺伝子がどのようにニコチン生合成に関与するかを推測

した。JEI1遺伝子と同様な初期誘導性の発現様式示し、アルカロイド生合成に関与す

る遺伝子としてジャスモン酸誘導性の AP2/ERF ドメイン転写因子である

Octadecanoid-Responsive Catharanthus AP2 3（ORCA3）がある。ORCA3は Catharanthus 

roseusにおけるテルペノイドインドールアルカロイドの生合成の主要な制御因子であ

り、テルペノイドインドールアルカロイドの生合成酵素遺伝子である Strictosidine 

synthase（Str）の発現制御をしていることが分かっている（van der Fits and Memelink, 

2001, Memelink et al., 2001）。ORCA3は、Strプロモーター上に存在する jasmonate- and 

elicitor-responsive gene expression （JERE）エレメントに直接的に結合し転写制御を行

っている。それに対して JEI1は BTB/POXドメインをもちタンパク質分解系を介した

調節をする可能性が考えられたことから、ORCA3 のように直接的にニコチン生合成

酵素遺伝子の発現を調節しているのではなく、ジャスモン酸シグナルを介してニコチ

ン生合成酵素遺伝子の発現をネガティブに制御している因子を排除する、または、根

でも誘導性と Nic依存性が観察されたことから、タンパク質分解系を介してニコチン

生合成酵素そのものの安定性や活性化を制御していることが推測される。今後は JEI1

遺伝子がタバコの葉と根における発現がジャスモン酸シグナルと拮抗するサルチル

酸シグナル経路など他の植物ホルモンに対しての遺伝子発現の変動、WIPKによって

活性化するジャスモン酸生合成経路との関連性、ニコチン生合成への関連機構などを

明らかにしていかなければならない。 

 

NtMATE1/2 

NtMATE1/2遺伝子はMATE familyトランスポーターをコードする（図 7）。MATE フ

ァミリーはMultidrug transporter familyのひとつである。Multidrug transporterは、Major 

facilitator superfamily （MFS）、small multidrug resistance (SMR)、resistance nodulation 

division (RND)、ATP-binding cassette （ABC）、multidrug and toxic compound extrusion 

（MATE）の 5つのファミリーに分類される（Murakami and Yamaguchi, 2003）。これ
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らのトランスポーターは、毒性物質や薬剤を排出するトランスポーターで、ABC フ

ァミリーは ATPの加水分解によって毒性物質の輸送活性をもつのに対して、その他の

ファミリーは、H+または Na+と毒性物質の交換輸送体として機能する。MATEファミ

リーは 12 の膜貫通領域をもつがその他ファミリーに見られるような特徴的な配列を

もたない。いくつかのMATEファミリーが解析され、その機能はカチオンと低分子量

の毒性物質や薬剤などの交換輸送体である（Omote et al., 2006） 

シロイヌナズナには少なくとも 54 の MATE ファミリーが存在している（Eckardt, 

2001）。現在までに 4つのシロイヌナズナMATEファミリーの変異体の表現型解析が

なされている。これらの変異体の中でもっともNtMATE1に近縁なのは TT12である。

tt12変異体は、シロイヌナズナ種子外皮におけるプロアントシアニジンの蓄積が低下

していることから、その前駆体の液胞への隔離の少なくとも一部を担うトランスポー

ターとされている（Debeaujon et al., 2001）。eds5変異体は、サルチル酸の低下した変

異体であり PRタンパク質の発現が見られないことからサルチル酸シグナル経路の一

端を担っているとされる（Nawrath et al., 2002）。frd3変異体はイオン欠乏または鉄の

分布に異常が見られることから FRD3は植物の鉄恒常性に関与すると考えられている

（Rogers et al., 2002）。alf5変異体は、培地中の夾雑物によって側根形成が阻害される。

ALF5 は、表皮細胞で発現していることや酵母において発現させると毒性カチオンの

tetramethylammnoniumに対して耐性が付与されることが報告されている（Diener et al., 

2001）。これらは変異体の解析などから機能が推測されているが、その輸送基質は分

かっていない。変異体解析以外でその機能が推測されているのが AtDTX1である。シ

ロイヌナズナの MATE ファミリーを大腸菌の多剤排出輸送体変異体に導入し相補的

スクリーニングの結果見つかった AtDTX1は、変異大腸菌において正電荷の植物アル

カロイドや抗生物質やカドミウムなどに対して輸送活性をもつ（Li et al., 2002）。 

NtMATE1/2は TT12と相同性の高い At1g61890や At3g21690ともっとも近縁であり

これらはシロイヌナズナの単離液胞プロオーム解析の結果から液胞膜に局在する

MATEファミリーである（Shimaoka et al., 2004）。また、シロイヌナズナ以外でもっと

も近縁なのは、トマトのMTP77である。MTP77はアントシアニン生合成の転写因子

によって発現が制御されている遺伝子として単離され、液胞へのアントシアニンの蓄

積に関与するトランスポーターであるとされている（Mathews et al., 2003）。これらの

ことから NtMATE1/2を含む系統樹上のサブクラスターは、液胞膜局在性のMATEフ

ァミリーであると考えられる（図 8）。 

NtMATE1/2の発現解析の結果、その Nic依存性および傷害、メチルジャスモン酸処

理に対する応答性、器官発現様式などから NtMATE1/2 はニコチン生合成酵素遺伝子

と非常に類似した発現様式を示すことがわかった。この結果から NtMATE1/2 がニコ

チン生合成に関与するトランスポーターであると推測された。さらに、NtMATE1プロ
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モーターを用いた GUS発現解析から、NtMATE1/2は PMT遺伝子が強く発現している

組織において発現が観察されたことから、ニコチン生合成細胞において機能している

と推測された。また、タバコ BY-2 細胞におけるニコチン生合成関連遺伝子発現に関

するジャスモン酸応答性を解析した結果、NtMATE1/2遺伝子の応答性は処理後 1時間

から徐々に発現が増大した。この発現様式はニコチン生合成に特異的な PMT 遺伝子

や A622 遺伝子と非常に類似している。それ以外のニコチン生合成だけでなくポリア

ミン生合成にも関与する ODC遺伝子や NAD生合成酵素遺伝子群は、初期の段階から

発現量が多く、その発現誘導は短期間で起きているように見えた（図 12）。このこと

からも NtMATE1/2はニコチン生合成と密接な関与を示唆していると考えられる。 

タバコ BY-2 細胞を用いた細胞内のニコチンの挙動を解析したところ、生合成され

たニコチンおよびその他のニコチンアルカロイドが細胞外に排出されていた（図 17）。

さらに NtMATE1 を過剰発現させると細胞外に排出されるニコチンアルカロイド量が

著しく増大した（図 18）。細胞内局在性解析の結果から NtMATE1 は液胞膜上に局在

することから、液胞内に蓄積するニコチンアルカロイドを細胞質に排出することで細

胞外へのニコチンアルカロイドの排出を促進していると考えられる。現在までにニコ

チン生合成の最終段階である縮合反応が細胞内のどこで起きているかはわかってい

ないが、細胞内で生合成されたニコチンはその毒性から生合成最終反応は、細胞内で

隔離された細胞内小胞などで起こっているか、すみやかに液胞に隔離されるか、細胞

外に排出されると推測できる。NtMATE1過剰発現の結果と NtMATE1が液胞膜に局在

していることを考慮すると細胞内で生合成されたニコチンアルカロイドの大半は、液

胞内に蓄積していることを示唆しているように思われた。ニコチンアルカロイドが細

胞外に排出されているが、現在までに細胞膜に局在するニコチン輸送体は明らかにな

っていない（Yazaki, 2006）。 

NtMATE1過剰発現 BY-2細胞の結果から推測された機能をタバコ植物体における機

能を当てはめてみると、NtMATE1 はニコチンの根から葉への転流を促進していると

考えることができる。事実、NtMATE1/2発現抑制タバコの解析から、NtMATE1/2を発

現抑制すると導管液中のニコチン含量が低下し、葉のニコチン蓄積量が減少した（図

19）。さらに、NtMATE1/2 発現抑制毛状根では培地中へのニコチン排出量が低下する

（図 20）ことからも NtMATE1が根の生合成細胞からのニコチン排出を促進し、ニコ

チンの転流量を制御する機能の一端を担っていると言える。また、nic1nic2 変異体に

傷害処理をした場合ニコチン生合成量は少ないながらも増大するが、葉におけるニコ

チン含量の増大は観察されず、根におけるニコチン含量が増大することから nic1nic2

変異体ではニコチンの転流が阻害されている報告もある（Cane et al., 2005）。これは

Nic依存的に発現しているNtMATE1/2がニコチン転流に関与しているという考えと一

致する部分がある。 
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ニコチンアルカロイドを生合成する Nicotiana 属の中でも全てが根から葉へニコチ

ンアルカロイドを転流し蓄積しているわけではない（Saitoh et al., 1985; Sinclair et al., 

2004)。例えば、N. alata や N. longifloraでは全アルカロイドの 90％以上が根に蓄積し

ている。これら Nicotiana属では NtMATEが担う機能が欠損していている可能性が考

えられる。これらの Nicotiana属を用いた NtMATEと転流機構の解析も今後のニコチ

ン転流に関して非常に有益な研究であろう。 

免疫電子顕微鏡法による解析からNtMATE1のN末端側は、細胞質側に位置する（表

1）。その生体膜に対するトポロジーは他のMATEファミリーと同じである（Omote et 

al., 2006）。これまでの MATEファミリーの研究から MATEファミリーの代表的な機

能として H+または Na+と低分子の有機カチオンの交換輸送体として細胞内から細胞

外への物質の排出を担っている（Omote et al., 2006）。このことから考えると NtMATE

は細胞質から液胞への H+または Na+勾配に依存して基質となる物質を輸送すると考

えられる。遺伝子発現解析の解析から NtMATE1/2 がニコチン生合成に関与すると考

えると、NtMATE1/2は毒性の持つニコチンアルカロイドを液胞内に蓄積する機能を担

うとも推測される。実際に、ヒトの MATE ファミリーである hMATE1 はニコチンに

対して輸送活性をもつことが示唆されている（Otsuka et al., 2005）。しかしながら、前

述のように形質転換体を用いた解析の結果から、NtMATE1/2は液胞内から細胞質への

排出を促進しているか、液胞へニコチンが蓄積することを妨げていると思われる。ま

た、NtMATE1過剰発現 BY-2プロトプラストを用いた液胞へのニコチン蓄積の実験か

ら、外部から投与したニコチンの液胞への蓄積量が低下したこと（図 21）や、その機

構には光学異性体に対する特異性がないこと（図 22）も含めて、NtMATE1/2 はニコ

チンアルカロイドを特異的な基質としているのではなく別の機構を介して液胞内、細

胞内にニコチンアルカロイドを蓄積しにくい環境を作り出していると推測できる。 

タバコ BY-2細胞において NtMATE1を過剰発現させると細胞質 pHの酸性化と液胞

pHのアルカリ化が起きていることがわかった（図 23）。この結果より、NtMATE1は

液胞と細胞質の H+勾配に依存した物質の交換輸送をしていると推測できる。さらに

メチルジャスモン酸処理を行っていないタバコ BY-2 細胞ではニコチンアルカロイド

が存在しないことより、ニコチンアルカロイドの存在に関係なく H+との交換輸送が

起きていることを示している。つまり、NtMATE1 はタバコ細胞内に存在する有機カ

チオンと H+交換輸送体であることを示唆している。 

ニコチンは中性の pHでは疎水性の性質をもつため脂質二重膜である液胞膜を単純

拡散によって透過することが可能である。ブタ粘膜や皮膚を用いた実験からイオン化

されていない状態のニコチンは、プロトン化されているニコチンよりも透過性が高い

（Nair et al., 1997）。植物細胞内では、細胞質は pH7.0付近であることを考えると細胞

質に存在するニコチンは疎水性であり、そのため液胞膜を透過することができる。そ
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の後、液胞内に入ったニコチンは酸性状態にある液胞内でプロトン化し親水性が増す

ために膜を透過できずに液胞内部に蓄積すると考えられる。NtMATE1過剰発現による

細胞質の酸性化は細胞質に存在するニコチンのプロトン化を促進しニコチンの液胞

膜の透過性を減少させるため液胞内へのニコチンの蓄積が減少し、逆に液胞のアルカ

リ化はニコチンの脱プロトン化を進めるためニコチンの液胞膜への透過性が増し液

胞中に留まりにくくなっていることが推測できる。この NtMATE1/2 が関与するニコ

チンのプロトン化・脱プロトン化による細胞質と液胞と輸送仮説とニコチンが細胞外

に分泌され、植物体レベルでは転流されていることを考慮するとニコチンを生合成す

る細胞の細胞膜にはプロトン化したニコチンを細胞外へ輸送するトランスポーター

の存在が示唆された。 

これまでの考察より、タバコ植物体における NtMATE1/2 の関与するニコチンの細

胞外への排出機構の仮説を示す（図 24）。ニコチンが生合成されている細胞では

NtMATE1/2が発現、液胞膜上に局在する。NtMATE1/2は液胞内と細胞質との H+勾配

に依存して細胞質内に存在する有機カチオンとの交換輸送が起きる。その結果、細胞

質の酸性化および液胞内のアルカリ化が引き起こされる。この状態でのニコチンの膜

透過性は細胞質では低下し、液胞内では上昇する。それによってニコチンは液胞内に

留まりにくくなり、細胞質多量に存在するようになるが、その毒性物質として働くニ

コチンを排除するため細胞膜に局在するニコチン輸送体によって速やかににアポプ

ラストに排出される。その後導管を通り葉の液胞へ転流・蓄積すると考えられる。 

NtMATE1/2の研究を介して、タバコの根から葉へのニコチン転流には生合成細胞内

の pHの変化の関与が示唆された。しかしながら NtMATE1/2の生化学的な機能が明ら

かになったわけではない。今後、人工脂質二重膜を用いた NtMATE1/2 を介した基質

同定実験やニコチンと pH変動との関連性を深めることで、ニコチン輸送機構の解明

につながるであろう。また、ニコチンの転流には生合成細胞内の細胞膜に局在する輸

送体、導管へのローディング機構、シンク器官である葉へのアンローディング、蓄積

細胞内および液胞内への取り込みなど未知なる部分が多い。NtMATE1/2を足がかりに

他のニコチン輸送に関与する輸送体や機構が見つかることでニコチンだけでなくア

ルカロイドの輸送機構の解明にもつながっていくと考える。 
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図 24 推定されるタバコ植物体におけるニコチン輸送機構 

 ニコチン生合成細胞では、NtMATE1/2の機能により他の細胞よりも細胞質が酸性に

液胞内がアルカリ化されている。細胞質のニコチンはイオン化が増し生体膜を透過し

にくくなる。液胞内のニコチンはイオン化が減少し液胞膜と透過しやすくなる。細胞

質に存在するニコチンは推定される細胞膜局在型のニコチントランスポーターによ

ってアポプラストに排出されイオン化される。その後導管へ運ばれ地上部へ転流し葉

に蓄積する。 
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