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タバ コの主要 アル カ ロイ ドで あ るニ コチ ンはオルニチ ンとアスパ ラギン酸 をそれぞ

れ 出発 ア ミノ酸 として生合成 され る ル メチル ピロ リニ ウムカチオ ン とニ コチ ン酸が縮

合 して生成す る。 このカチオ ンは生物 に普遍的 なジア ミンで あるプ トレツシ ンか ら2

段 階で合成 され、2段 階 目の酵素反応 を触媒 す る酵 素がN一 メチル プ トレッシン酸化酵

素 （MPO） で ある。MPO1はN一 メチル プ トレッシ ンを好 んで基質 として利 用 して、酸

化 的脱 ア ミノ反応 を触媒 し、銅結合性 ジア ミン酸化酵素 ファ ミリー に分類 され る。 タ

バ コ植物 の進化 において、MPO1が どの よ うに生まれたのか 、これまで不明で あった。

本研究 では、タバ コにおいてMPO1と 相 同性 の非常 に高い類似酵素 （これ までMPO2

と呼ばれ ていた）を比較対象 に選ぶ ことに よ り、MPOの 分子進化 について考察 した も

のであ る。

本研 究の実験結果 に基づ き、MPO2、 をDAO1と 改名 したので、以下 この改変名 称 を

用 い る。まず ；タバ コ植物 にお ける両遺伝子 の発現パ ター ンを比較 した ところ、MPO1

は他 のニ コチ ン生合成酵 素 と同様 に、根 で発現 し、傷 害ホルモ ンであるジ ャスモ ン酸

によるシグナル伝 達系お よび ニ コチ ン生合成特異 的なERF型 転写因子 によ りによ り発

現制御 を受 けたb一 方 、DAO1は タバ コ植物体 の多 くの組 織 で低 レベル に構成 的 に発

現 してお り、 ジャスモ ン酸やERF型 転写 因子 に よる制御 を受 けなかった。

大腸菌で発現 させた組換 え酵素 を用 いて基質特異性 を調べ た ところ、MPO1がN一 メ

チル化 された ジア ミンに対 して親和性 が高いのに対 して、DAO1はN一 メチル化 され て

い ない ジア ミンを好んで基質 と した。MPO1とDAO1に おいて異 なるア ミノ酸残基 に

着 目して、 これ らの残基 を入れ 替 えた変異型酵素 の活性 を調べ た ところ、その一部 は

基質特異性 に寄与 している ことが判 明 した。

MPO1とDAO1は ・共 にペル オキ シソー ムに局在 す るこ とを見 出 した。 両酵素 はカル

ボ キシ末端 にペルオ キシ ソーム局在 モチー フを持 ってお り、 このモチー フによ りペル

オ キシ ソー ムに運 ばれ るこ とが明 らか となった。MPO1の 低発 現 によ りニ コチ ンが生

合成 され ないタバ コBY－2培 養 細胞 に野生型 のMPO1を 発現 させ る とニ コチ ン生合成

が回復す るが、ペルオ キシ ソーム局在 モチー フを欠失 させた変異型MPO1を 発現 させ

て もアル カ ロイ ド生 合 成 に変化 が起 き ない こ とか ら、ペ ル オ キ シ ソー ム局在 性 が

MPO1の 機能 に必須 であ ることを証明 した。

以上 の こ とか ら、ペルオ キシ ソー ムにおいてジア ミンの酸化 的分解 経路 にお いて機

能 しているDAOか ら、基 質特異性 と発現様式 を変化 させ る ことに よ りMPOが 分子進

化 した と考察 した。
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アル カ ロイ ドな どの植物 二次代謝産物 （種 特異的天然物） の生合成 を担 う酵 素は、一

次代謝 な どの基礎代謝経 路の酵素 か ら進化 した と考 え られ る。一方 、真核 生物 は細胞

内に種 々の細胞 内小器官 （オル ガネ ラ） を持 ってお り、オルガネ ラ内において も代謝

経路や代謝 酵素 は存在す る。 オル ガネ ラの代謝 酵素 か ら進化 した二次代謝酵 素 は、そ

の二次代謝 経路全体 に組 み込 まれ るために、オルガネ ラ間の代謝 中間体 の移 動が必要

とな る。 この よ うな代謝酵 素 の分子進化 とオルガネ ラ局在 は、 い くつ かの代 謝酵素 で

研 究 され てい るが、ニ コチ ン生合成 にお いてはまだ良 くわかってい なか った。 、

申請者 は銅 結合性 ジア ミン酸化酵 素 ファ ミリー に属す るア ミノ酸配列相 同性が非常

に高 い2つ の タバ コ酵素 （MPO1とDAO1） について、両酵素 の基質特異性 、細胞 内

局在性 、遺伝子発 現パ ター ン、タバ コ培養 細胞 を用 いた機 能相補性 実験 を行 った。 こ

れ ら一連 の実験結 果 よ り、 両酵 素は どち らもペル オ キシ ソーム に局在す るが、MPO1

はN一 メチル化 され た ジア ミンに対 して親和性 が高 いのに対 し、DAO1は 非 メチル化 さ

れ たジア ミンをよ り好んで基質 とす る ことを見出 した。 また、D401遺 伝子 は構成的

に低 レベル で発 現 してい るのに対 して、MPOI遺 伝 子 は根 でジャスモ ン酸誘導 的に発

現 が上昇 し、ニ コチ ン生合成 に特化 した発 現様式 を示す ことを明 らかに した。さらに、

相補実験 に よ り、ペルオ キシ ソー ム局在 がMPO1機 能 に重要 である ことを示 した。

DAOは 他 の植 物種 に も存在す るこ とか ら、ペ ルオ キシ ソー ムにお いてジア ミンを酸

化 的に脱 ア ミノ化す るこ とに よ り、ジア ミンの分解 経路 に機能 してい ると推測 され る。

脱 ア ミノ化 に際 して発 生す る過 酸化 水素 を分解す るた めに、ペ ルオ キソ ソー ムに局在

す る利 点が ある。一方 、MPO1は ナス科植物 が誕生す る時点で、D40遺 伝子 の重複 に

よ り生 まれ た後 に、基質特異性 と発 現様式 を変化 させ る ことに よ り、ニ コチ ン生合成

経 路で機能す るよ うに分子進化 した もの と考 察 された。 また、基質特異性 の変化 は数

少 ないア ミノ酸残基 の変異 に よ りもた らされた もの と考 え られ る。

MPO反 応 に よる生成物 は細胞 内で は電荷 を持 ったカチオ ン分子 として存在す る と

予想 され るこ とか ら、ペル オキ シ ソー吟 膜 を通過 す るには輸 送体が必要 とな る・ また

は、 このカチオ ンがペル オキ シ ソー ム内で電荷 を持 たない膜 透過性 の代謝 中間体 に変

換 され る可能性 もあ る。

以上 の よ うに、本論文 は タバ コにお いてアルカ ロイ ド生合 成酵素 とジア ミン代謝酵

素 を分子 生物学や生化学 を用い て解析 し、それ らの分子進化 を考察 した 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 （バ

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。
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