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＜研究目的＞	

	 本研究は、ニチニチソウ異形細胞における Terpenoid Indole Alkaloid (TIA) 代謝機構の理解から、
植物における乳管細胞 (Laticifer cell) を含む異形細胞 (Idioblast cell) の形態分化と代謝分化の関連
性を解明することを目指すものである（Fig. 1）。 
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	 『①異形細胞における TIA代謝過程の解明』、『②異形細胞誘導実験系による TIA代謝転写制御シ
ステムの解明』を行う。さらに、『③TIA 代謝を制御する輸送体の探索』にも挑戦し、『④組織内の

異形細胞における代謝動態制御機構の解明』に繋げる。 

 
	 はじめに、①、②、③、④の研究計画で用いる in vivoでの遺伝子のスクリーニング方法の確立を
行った。既存のニチニチソウで行われている Virus-induced gene silencing (VIGS) のベクターを用い
て、目的遺伝子の発現がノックダウンされている部位がわかるようにするために、pTRV2 ベクター
にマーカー遺伝子 (PDS : Phytoene desaturase, CHS: Chalcone synthase) の配列を組み込んだ新規ベク
ターを作成した (Fig. 2)。 

 

 
 
	 今回作成した新規ベクターを用いて、ニチニチソウの異形細胞で行われている TIA代謝や異形細
胞の分化に関わる遺伝子を in vivoでスクリーニング、機能解析を行った。 

 
①異形細胞における TIA代謝過程の解明 

	 これまで、ニチニチソウ組織毎でアルカロイドの代謝が異なることを明らかにしてきた (Fig. 3a)。
さらに、ニチニチソウ茎組織と葉原基・葉組織の異形細胞では、異なる TIAを蓄積することも明ら
かにした (Fig. 3b-d, Yamamoto et al., 2016 and Yamamoto et al., 2019)。すなわち、同じ異形細胞でも組
織毎に異なる代謝分化が生じていると考えられる。 

	 ニチニチソウは、組織別トランスクリプトームデータや一部ドラフトゲノムデータを使用できる

植物である。これらの既存のデータや今回の海外特別研究員のプロジェクトで新たに取得した

RNA-seqデータを用いて、クラスター解析や Self-Organizing Maps (SOM) 解析をすることによって、
ニチニチソウの TIA生合成関連遺伝子と共発現している新規合成酵素の候補を取得した (Fig. 4)。 
	 これまで Cytochrome P450や Alcohol dehydrogenaseなどの酵素が、ニチニチソウの TIA生合成に
関与することが報告されている (Caputi et al., 2018)。この TIA生合成に関わる可能性が高い酵素遺
伝子に着目し、候補遺伝子を選別した。組換え大腸菌に発現させた酵素を精製して行う in vitroでの
スクリーニング法とともに、VIGSによる in vivoでのスクリーニング法にも試みた。その結果、VIGS

pTRV1 pTRV2
Agrobacterium	infiltration
(Pinching	with	forceps)

Fig. 2����
��VIGS���	�
���������.
(a) VIGS
*'+.
1�. (b) VIGS���PDS������#��������
/�%
*. Control
/�%* ()) 
PDS������#���
����"" �!
(,2�
0�	-���	��/�%* ($). (Bar = 1 cm). (c) VIGS���CHS������#��
������
&. Control
& ()) 
CHS������#���
����#����#

(,2�0�	-���	��& ($). (Bar = 1 cm).

(a) (b)

(c)

CHS

PDS

pTRV2

PDS Target	genes

pTRV2

CHS Target	genes



によるスクリーニング法により直接 TIA の生合成に影響を与えている酵素遺伝子を同定した (Fig. 
5)。Alstonine synthase (AS) ホモログをノックダウンした植物体では Ajmalicineを蓄積することが明
らかになり、この酵素は Ajmalicineからの代謝を制御していると考えられる。現在、in vitroでの解
析も含め、この酵素の機能解析を進めている。 
	 今後、海外特別研究員のプロジェクトで取得したオミクスデータを用いて、さらなる遺伝子のス

クリーニングを進め、ニチニチソウの TIA生合成に関与する遺伝子を同定していく予定である。 
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②異形細胞誘導実験系による TIA代謝転写制御システムの解明 

	 これまで ERF や bHLH などの転写因子が、アルカロイドやイリドイドの生合成に関与している
ことが報告されている (Van Der Fits et al., 2000, Van Moerkercke et al., 2015)。現在、Self-Organizing 
Maps解析によって、TIA合成酵素遺伝子と共発現している転写因子に関しても、候補遺伝子を選抜
し、VIGSによるスクリーニングを行っている (Fig. 2-4)。現在、様々な転写因子の Gene silencingを
行っているが、TIAの生合成や異形細胞の形態形成に影響を与えている遺伝子は同定できていない。
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今後、さらなる遺伝子のスクリーニングが必要になると考えられる。 

 
③TIA代謝を制御する輸送体の探索 

	 RNA-Seqのデータを元に TIA輸送体の探索も行っている。①、②の研究計画同様、RNA-Seqのデ
ータを利用した Self-Organizing Maps等の解析を通して、候補遺伝子を得た。現在、様々な輸送体の
Gene silencing を行っているが、TIA の輸送に正確に影響を与えている遺伝子は同定できていない。
今後、さらなる遺伝子のスクリーニングが必要になると考えられる。 

 
④組織内の異形細胞における代謝動態制御機構の解明 

	 TIA合成酵素のホモログの探索を行うために、これまで同定されているニチニチソウ TIA合成酵
素やそのホモログを VIGSによりノックダウンすることにより、in vivoでの TIA生合成の制御機構
の詳細を調べた。その結果、ASホモログのような酵素遺伝子を見つけることにも成功している (Fig. 
5)。現在は、ノックダウンの実験系を用いて、in vivoでの遺伝子の機能解析を行っているが、さら
なる機能の詳細を in vivoで調べるために、ニチニチソウでの過剰発現系の検討や安定的な形質転換
のための実験系の開発にも試みた。今後、これらの分子生物学的技術をニチニチソウに応用するこ

とにより、植物体内での TIA生合成機構の解明に迫りたいと考えている。 
 
	 今回の海外特別研究員のプロジェクトでは、TIA を生合成する植物 (カギカズラなど) の収集も
行った。今後、このたび収集した植物も含め、様々な植物種における異形細胞の形態形成や TIA生
合成と異形細胞の関連性について調べていく予定である。 


