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植物遺伝子の魅力

包括的転写制御に よる植物イ ソ プ レ ノ イ ドの 代謝工 学
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　研究対象として の 植物の 魅力 の
一つ に，構造的多様性

に富 ん だ 二 次代謝産物 と それ らの 応用 可能性 の 広が りが

ある．通常 の 個体維持に必要 とされる
一次代謝産物に加

え，多種多様な二 次代謝産物 を合成す るの は．自律移動

の 自由を持たな い 植物が，絶 えず変化 を続ける外界環境

に対応す る必 要がある た め で ある と考え られ て い る．ま

た，その 構造多様性か ら，二 次代謝産物 の 中 に はそれ を

摂取する動物に とっ て有用な生理活性や薬理活性を示す

もの も多い ，したが っ て，それら植物二 次代謝産物の 生理

機能や生合成機構の 解明と，それを応用した代謝 1二学は，

植物の ス トレス耐性能の付与，お よび高付加価値な二 次代

謝産物高生産系の 構築 におい て 非常に重要な課題 で ある．

　植物二 次代謝産物はそ の 基本構造 をもとに大きく3 つ

の グル
ー

プ T すなわ ちイ ソ プ レ ノ イ ド，ア ル カ ロ イ ド，

フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ イ ドに分ける こ とが で きる．なか で も，

イソ プ レ ノ イ ドは もっ とも構造多様性に富むグ ル ープ で

あ り，自然界に 23
，
000種以 上 存在する．そ の 分布は 植

物界に特に 多く，感染防御物質や動物に対する摂食阻害

物質として，多様な生物的ス トレス に対する応答機構に

関与して い る もの が多い ．また，動物 の 体内で抗酸化物

質や生理活性物質 として 機 能す るもの も多 く，歴史的 に

医薬や栄養補助食晶 として利 用されて きてい る．さらに，

天然高分 子材 料 の 代 表格で あ る大然 ゴ ム も，cis −1，4一ポ

リイ ソ プ レ ン を基本骨 格 とするイ ソ プ レ ノ イ ドで ある．

こ の ように産業的重要性 の 高 い イ ソ プ レ ノ イ ドで あ る

が，基本的な細胞機能維持 に不可 欠なもの が非常 に多い

の もそ の 特徴 で ある．そ の ため，イソ プ レ ノ イ ドは一
次

と二 次 の 中問的な代謝物 で あ る と表現 され る こ ともあ

る．電子伝達に不可欠なキ ノ ン 類，光合成に おける光捕

集分子で ある ク ロ ロ フ ィ ル や カ ロ テ ノ イ ド，糖鎖生合成

に おける担体脂質で ある ドリコ ール，膜脂質である ス テ

ロ ール （図 O など，こ れ ら はすべ て細胞内にお い て 必

須 の 分子 で あ り，そ の 欠損は重篤な生育障害を引 き起こ

す．また，植物ホ ル モ ン の うち，ア ブ シ ジ ン 酸 　ジベ レ

リン，ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド，サイ トカ イ ニ ン，ス トリゴ

ラ ク トン はイ ソ プ レ ノ イ ドに属 し，それ らの代謝調節は

非常に重要で ある，した が っ て，イ ソ プ レ ノ イ ドの 代謝

工 学で は，い か に こ れ ら必須イ ソ プ レノ イ ドの 代謝へ の

影響を最小限に留め て 目的の 代謝産物 の 量的変化を導く

かが鍵となる．本稿で は その た め の 方法論として転写因

子 による包括的代謝制御を適用 した例につ い て 紹介す る．
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図 1．高等植物に おける イソ プ レ ノ イド生合成経路の
一

部．代謝の ハ ブ化合物とな る 直鎖状 プ レ ニ ル 「 リ ン酸を 囲い で示 す．
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酵素の過剰発現によるイソプレノイ ド代謝制御

　イ ソ プ レ ノ イ ドは 炭素数 5の イソ ペ ン テ ニ ル ニ リン 酸

（IPP）を構造単位と して 生合成 さ れ る 化 合物の 総称 で

ある．イ ソ プ レ ノ イ ドの 生合成過程は大きく以下 の 3段

階 に分 け る こ とが 出来 る
1）．（1）IPP生 合成，（2）iPP

の head−to−tail型 重合に よる直鎖状 プ レニ ル ニ リ ン 酸の

生 合成，（3）IPP または直鎖状 イ ソ プ レ ノ イ ドの 環化，

修飾，転移 （図 1）．イ ソ プ レ ノ イ ドの 代謝工 学に お い

て は，段階 （3）に お い て 目的 とする 二 次代謝産物の 生

合成酵素 （群）をコ ー
ドする遺伝子 の 発現を増強させ る

こ とが多 い ．カ ロ テ ノ イ ドの 代謝改変 の 例 として よ く知

られ る「Golden　Rice」で は，通常ほ とんどカ ロ テ ノ イ ド

が蓄積しない イネの胚乳に お い て ，β一カ ロ テ ン （プ ロ ビ

タ ミ ン A ）生合成に 関与する 3段階 の 酵素，フ ィ トエ ン

合成酵素 （PSY ），リコ ペ ンー
β
一シ クラ

ーゼ ，フ ィ トエ ン

不飽和化酵素 （PDS ） の 遺伝子 を発現 させ る こ とで，カ

ロ テ ノ イ ドが高蓄積 した黄色の米を作出する こ とに成功

して い る
2）．そ の

一
方で，全身的なPSY の高発現は他の

代謝経路へ の 基質 の 供給を限定する た め，ク ロ ロ フ ィ ル

や α
一トコ フ ェ ロ

ー
ル の 減少

3）
や，ジ ベ レ リ ン の 減少に よ

る植 物 の 矮 小化
4）

も報告 され て い る．そ こ で ．前述 の

（1）や （2）の段階を増強する こ と に よ る代謝工学の 戦略

も進め られ て い る．特に，（1）で供給 され る IPP は すべ

ての イ ソ ブ レ ノ イ ドの 基本単位であるため，そ の 代謝制

御が注 目され て い る，

　IPP生合 成経路 に iよ メ バ u ン 酸 （MVA ）を経 由す

る MVA 経路 と，2−C一メ チ ルーD 一エ リ トリ トール ー4一リ ン

酸 （MEP ）を経由する MEP 経路の 2種類が存在して お り，

生物種によっ て保有する経路が異な っ て い る．植物以外

の 真核生物は MVA 経路，大部分 の 真性細菌は MEP 経

路に よ っ て IPP を生合成 して い る が，高等植物 は細胞内

で 2 つ の 経路 を併せ持つ （図 1）．細胞質の MVA 経路で

生合成され た IPP は ス テ ロ
ール，ユ ビキ ノ ン，ドリコ ー

ル などの 生合 成に供され，色素体 （葉緑体）内の MEP

経路で 生合成された IPPは ク ロ ロ フ ィル ，カ ロ テ ノ イ ド，

トコ フ ェ ロ ール などの 生合成に供 され る，高等植物に お

けるIPP供給 の 増強 とそれによる ド流 の イソ プ レ ノ イ ド

高蓄積化の ため，各生合成経路 の律速段階 と予想される

酵素の 過剰発現体の 作製が報告され て い る．MEP 経路

で は，1一デオキ シーD 一キシ ル ロ
ー

ス 5一リ ン 酸 （DXP ）合

成酵素 （DXS ）
5）
，　 DXP 還元酵素 （DXR ）

6〕
，1一ヒ ドロ キ
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シー2一メ チ ルー（E）一ブ テ ニ ル 4一リ ン酸還元酵素 （HDR ）
7）

などを過剰発現させ た例がある が，それ らは 下流の 総カ

ロ テ ノ イ ド量や総ク ロ ロ フ ィ ル 量を 1．3〜1．6倍程度に

増加 させ る に と ど まっ た ．こ れ は，IPP 以降の 生 合成経

路 の 律速段階 で 制御 され て い る の に加え，MEP 経路自

体が多段 階 で厳密に制御されて い る こ とに よる，加 えて ，

DXS をは じめ MEP 経路の酵素は転写レベ ル に加え タ ン

パ ク質レ ベ ル で もフ ィ
ードバ ッ ク制御を受けて い る

8エ．

従 っ て，MEP 経路 に お け るある一段階の 酵素の 過剰発

現だけで は IPP 供給 の 増強に は不十分である と考えられ

て い た．

共発現遺伝子 ネ ッ トワ
ー

ク解析

　代謝経路の複数の ス テ ッ プの酵素遺伝子を同時に過剰

発現 させ た形質転換植物を作製する の は非常に煩雑で ，

各遺伝子の 発現 バ ラ ン ス を コ ン トロ
ー

ル する の も難し

い ．そ こ で，それ らの 代謝経路 の 複数 の 遺伝子発現 を包

括的に制御しうる転写因子を用い た代謝工学の ア プ ロ
ー

チが提案されて い る，前述の様に，植物の t 次代謝産物

は環境応答に 関与す る もの が 多い た め，外界刺激に応答

して その 生合成経路におけ る各酵素の 遺伝子発現が協調

的に活性化 され る例が多い ．それ らが，ある少数の 転写

因子に よ り包括的に制御されて い る場合，そ の転写因子

の発現制御を介 した効果的な代謝経路活性化の系が期待

で きる．

　二 次代謝経路 の 包括的発現制御 に関与 しうる 転写因子

を見 い だす手法 の
一

つ に，共発現遺伝子解析があ る．協

調的な発現制御を受けて い る遺伝子群 は，発現組織特異

性や環境応答性などの種々 の条件に おける発現パ ターン

に類似性が見られ る 可能性が高 い ．さらに は，それ らの

発現 制御に関与す る転写因子 の 発現 （もし くは 転写活性）

パ ターン も類似性 を示す こ とが期待 される，したが っ て，

ある代謝経路に おける機能既知の 酵素と発現挙動が近 い

遺伝了群 を探索する こ とに より，その経路に関与する未

知の 酵素や調節 タ ン パ ク質の 遺伝子が見い だ され る可能

性がある．こ の ような発想に基づ く手法が ， 共発現遺伝

子解析 と呼ばれ て い る．発現挙動の 類似性が高い 遺伝子

を探索する手法 と して，マ イ ク ロ ア レ イ解析デ ータ が 用

い られる．特に高等植物で最初に全ゲ ノ ム の 解読が終了

した シ ロ イヌ ナ ズナにお い て，戦略的な ア レイデ
ー

タの

収集と公開が進め られ て お り，それ らを データ セ ッ トに

したさまざまな遺伝子発現解析デ
ー

タベ ー
ス が開発され
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て い る．一例と して ，ATTED −II（http：！！atted ．jp！）
9’L°）

で は，

遺伝子問の 発現挙動の類似性を 1か ら一1の ピ ア ソ ンの 積

率相関係数で 示し．ある遺伝子に対し相関性の高い 遺伝

子リス トをラ ン キ ン グ表示 させ る こ とが出来る．複数の

遺伝 ：F間の 相関性を示す場合 　リス ト表示だけ で は全体

を俯 瞰 しに くい た め，あ る閾値以 上 の 相関係数を持つ 遺

伝子 同士を線 で つ なぐネ ッ トワ
ー

ク 図 で 示す．こ の よう

な統計に基づ く共発現遺伝子 ネ ッ トワ
ー

ク図に加え，各

遺伝子 の構造 ・機能情報 （推定 も含む） を考慮す る こ と

で，in　siticoで解析候補を絞り込む こ とが で きる．前述の

ように，こ の 様 なア プ ロ ーチ は 植物 二 次代謝 に 関与する

酵素やそれ を包括的 に制御 しうる転写因子 の 同定に お い

て非常に うま く機能する場合が多く，グ ル コ シ ノ レート，

フ ラボ ノイ ド，ス テ ロ ール，ブラ シ ノ ス テ ロ イ ドなどの

代謝に関連する未知遺伝子の 発見に繋が っ て い る
11）．

MEP 経路を制御 しうる転写因子の 探索

　 こ れまで に，高等植物 の IPP生合成経路 を包括的に制

御する転写因子は同定され て い なか っ た．また，IPP生

合成経路を中心 とした共発現遺伝子ネ ッ トワーク を作成

し考察 した報 k−　12）はあ る が，それ を利 用 し新 規 な機能

遺伝子同定に至 っ た例 もなか っ た．そ こ で 筆者 らは，シ

ロ イヌ ナズナ の イ ソ プ レ ノ イ ド生合成酵素群をガ イ ドと

した共発現 遺伝子 ネ ッ トワ
ー

ク解析を行 う こ ととした．

は じめに，配列相同性 か ら推 定され るもの も含め，前述

の イ ソ プ レ ノ イ ド生 合成の 段階（D と段 階（2）の 酵素

遺伝子 を中心 と し た遺伝子の 集合に 対し，共発現遺伝

子ネ ッ トワ
ーク を構築 させ た．各遺伝子問の 相関係数

は，シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 約 2．3万 遺伝子 が解析 叮能 な

Affymetrix社 の ArHl　GeneChipを用 い て収集された 58

実 験 条件 （1388ア レ イ ス ラ イ ド） の デ
ー

タ を基 に

ATTED で 算出 され た もの を用 い た．相関係数 0．6以 ヒ

の遺伝子ペ ア を収集し，ネ ッ トワーク図を作製した結果，

MEP 経路お よび色素体内で機能する （推定も含む）遺伝

子群 と，MVA 経路お よび色素体以外で機能する遺伝子

群 とい う二 つ の グ ル
ー

プ に分か れ る こ とが わか っ た

（図2）．両者を比較した場合，色素体グ ル ープの方が相互

に密な ネ ッ トワーク を形成する．次に，こ れ らの 二 つ の

ネ ッ トワ
ーク グ ル

ープ に属する遺伝子群に対 し て 0．6以

Lの 相関係数を示す転写因子遺伝 r一を探索した．その 結

果，色素体 グル
ー

プ とネ ッ トワ
ー

クを形成 した転写因子

は同時に複数の 酵素遺伝子 と相関を示すの に対 し，色素
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図2．シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の イ ソ プ レ ノ イ ド生合成酵素遺伝 丁
一
群の

共発現遺伝子 ネ ッ トワ
ー

ク 解析．相関係数 0．6以 Eを示す 遺伝

子問を矢印で 結 んで 表現 して い る．

体以外の グループとネ ッ トワーク を形成 した転写因子は

1〜2個の 酵素遺伝子 としか相関を示さない こ とが わ

か っ た，こ れ らの 結果 は，色素体内の イ ソ プ レ ノ イ ド代

謝経路は よ り協調的な発現制御をうけて い る 可能性を示

唆して い る．

　共発現遺伝子 ネ ソ トワ
ー

ク解析に より絞り込 まれた候

補転写因了の 機能を迅速 に解析する ため．シ ロ イヌ ナ ズ

ナ T87培養細胞 に お い て こ れ ら を過剰発現 さ せ ，　 MEP

経路の酵素遺伝 f’を中心とした発現解析を行っ た，こ の

なかで ，bHLH （basic　helix−loop−helix）型転写因子であ

るPIF5（phytochU
’
ome −interacting　factor　5）

13）
および type−B

Response　RegUlator型転写因子で あ る ARR14 （Arabidopsis

R．esponse 　Regulator　14）
［4 ）に関し，各転写因子 の 過剰発現

レベ ル に応 じ て，MEP 経路 の 多段階 の 酵素遺伝子 の 発

現 上 昇がみられた．興味深 い こ とに，上記 の 二 種を含 め

ほ とん どの 候補転 写因子 の 過剰発現細胞 で は DXS の 発

現が強く抑制され て い た．こ れ は，DXS （図 1）が MEP

経路 の 特に重要な律速段階で あり，DXS の 発現制御 を
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介 し色素体内イ ソ プ レ ノ イ ド代謝を調節する別の転写制

御機構が存在する こ とを示して い る． しか し，PIF5や

ARRI4 の 過剰発現体で は DXS 以外 の MEP 経路の 酵素

遺伝子 の 発現 上昇を受け，色素体内イ ソ プ レ ノ イ ドで あ

る ク ロ ロ フ ィ ル ，カ ロ テ ノ イ ドの 蓄積量が対照株 の 2〜

3倍程度まで 上昇 して い た，こ こで ，過剰発現細胞で は

カ ロ テ ノ イ ド生合成に おける律速酵素 とされ る PSY お

よびPDS ，ク ロ ロ フ ィ ル の 側鎖に供され る フ ィ チ ル ニ

リ ン 酸の 生合成 を触媒する ゲ ラ ニ ル ゲ ラ ニ ル ニ リ ン 酸還

元酵素（GGR ）（図 1）の 発現量は有意な変化を示さなか っ

た，また，詳細なカ ロ テ ノ イ ド分析 の 結果，前述 の 律速

酵素以降で分岐 した複数の 生合成経路に由来するカロ テ

ノ イ ド群の 蓄積量が同時に ヒ昇 して い た，以上 の結果は，

MEP 経路 の 増 強 とそ れに よる IPP供給 の 上昇が下流の

代謝物 の 蓄積 をもた らした こ と を示 唆して い る．PIF5

は赤色光受容体で あ る phytochrome　B を介 した光に応答

した遺伝子発現制御に 関与する転写因子で あ る
13）．また，

ARRI4 は植物 における詳細な機能は不明で あ っ たが．

同 じフ ァ ミ リ
ー

に属する転写因子がサイ トカ イニ ン応答

の 遺伝子発現に 関与するた め，関連性 が示唆され て い

た
14〕．こ れ ら は い ずれもIPP生合成へ の 関与は報告がな

く，共発現遺伝子ネ ッ トワ
ーク解析に より新た に 機能を

見 い だす こ とがで きた．

今後の展開

　共発現遺伝子ネ ッ トワ
ーク解析に よ り見 い だされた転

写因子の 過剰発現 の 効果 は，MEP 経路の
一
段階 の 酵素

遺伝子の 過剰発現 よ りも効果的 で あ る こ とが示 された，

植物の MEP 経路の酵素遺伝子を制御する転写因子 の 報

告は こ れ まで に なく，転写因子の 過剰発現の みで イ ソ プ

レ ノ イ ド生合成能を包括的に 向上 させ る こ とが 口f能な新

規な代謝工 学ツ
ール として の 応用展開が期待 される．ま

た，こ の手法で IPP生合成が増強 された細胞に対し，テ

ル ベ ノ イ ドや カロ テ ノ イ ドな どの 個別 の 代謝経路 におけ

る律速酵素の過剰発現を付加する こ とで，宿主植物 へ の

影響が よ り少な い 有用イ ソ ブ レ ノ イ ド高生産系 の 開発が

期待 で きる．今後 こ れ らの 転写因子を介 したイ ソ プ レ

ノ イ ド代謝制御 の 詳細な分子機構 と，それ らの E位に存

在する シ グナ ル 伝達機構 の 解明を推進する こ とで，よ り

高度な代謝制御が達成 で きると期待される．
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