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研究成果の概要（和文）：多くの生理活性物質が存在することが知られている植物トリテルペノイドの生合成に
は、シトクロームP450モノオキシゲナーゼ(CYP)の複数のサブファミリーが関わる。本研究では、酵母発現系を
用いたヘテロガスな系によりCYPの酵素機能を解析するとともに、植物内におけるCYPの本来機能の評価のため
に、ゲノム編集された植物組織を作出した。その結果、酵母発現系で複数のCYPの機能を明らかにするととも
に、シロイヌナズナ、トマト、薬用植物カンゾウなどで、CYP遺伝子破壊植物／植物組織を作成し、CYP遺伝子の
in plantaでの機能検証をすることができた。

研究成果の概要（英文）：Plants produce a wide variety of secondary (specialized) metabolites to 
survive under biotic and abiotic stress. Among them, terpenoids are those of the most structurally 
varied class of plant specialized metabolites and perform multiple important biological roles.  
Cytochrome P450s (CYPs) have a central role to enhance the diversity of the triterpenoids, C-30 
terpenoids. In this study, we analyzed the function of various CYPs in triterpenoid biosynthesis 
using yeast heterologous expression system.  Furthermore, we created gene knockout plant/plant 
tissues to confirm in planta function of those CYPs including Arabidoisis, tomato and licorice.

研究分野：植物代謝生化学
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１．研究開始当初の背景 
植物は多種多様なトリテルペノイドを生合成
する。トリテルペノイドは、直鎖の 2,3-オキ
シドスクアレンから、種々のオキシドスクア
レン環化酵素(OSC)による基本骨格形成、シト
クローム P450 モノオキシゲナーゼ(CYP)など
による部位特異的酸化修飾、UDP-糖転移酵素
(UGT)による配糖化などにより多様性が増す。
このような多数のトリテルペノイドの生理学
的意義は、ごく一部しか解明されていない。
一方、トリテルペノイドは医薬、機能性食品
などに利用されるものが多いことから物質生
産を目指した応用研究が展開されている。研
究代表者らは、①植物における動物・酵母型
OSC を経由するステロイド生合成経路の存在
証明(Suzuki et al.PCP 2006, Ohyama et al. 
PNAS 2009)、②レアプラント・カンゾウの有
用トリテルペノイド（グリチルリチン）の酸
化位置特異的 CYP (Seki et al. PNAS 2008, 
Plant Cell 2011)ならびに UGT (關ら、特願
2013-078847) の酵素機能解明、③マメ科植物
における特異的 CYP の機能解明とコンビナト
リアル生合成(Fukushima et al. PCP 2011, 
2013)など、トリテルペノイド生合成研究で世
界をリードしてきた。 
これら代謝酵素遺伝子、特にトリテルペノイ
ドの生合成に関わる CYP の機能について、サ
ブファミリーを絞って詳細に検討すること
は重要である。さらに、近年急速に発展して
きたゲノム編集技術を駆使、代謝酵素の植物
本来での機能を知ることは、植物生理学、代
謝工学の両面で重要であるが、①遺伝子破壊
(Knock out)ができる植物がごく一部のモデ
ル植物に限られている、②倍数性植物におけ
る遺伝子破壊、あるいは、たとえモデル植物
であっても冗長性のある遺伝子破壊は実質
困難である、ことなどが課題としてあった。 
 
２．研究の目的 
多くの生理活性物質が存在することが知られ
ている植物トリテルペノイドの生合成には、CYP
の複数のサブファミリーが関わる。本研究では、
酵母発現系を用いたヘテロガスな系により、その
酵素機能を解析するとともに、これら代謝酵素遺
伝子の植物内における本来の機能評価を行うた
めに、近年急速に発展してきたゲノム編集技術を
用いる。これにより、目的とする酵素遺伝子の欠
失、置換などを植物体内で行い、植物における当
該酵素ならびに当該酵素が係わるトリテルペノ
イドの機能を明らかにし、植物代謝生化学研究の
新たな基盤形成に資することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) トリテルペノイド生合成に関わるCYPに
つき、シロイヌナズナ、トマト、カンゾウ等
から cDNA を抽出し、出芽酵母発現系を用いた
ヘテロガスな系(Fukushima et al. PCP 2011, 

2013)により、その酵素機能を解析する。 
(2) ゲノム編集ツールとして、TALEN ならびに
CRISPR/Cas9 システムを用い、トリテルペノイ
ド生合成に関わるCYPの遺伝子破壊用ベクタ
ーを構築し、シロイヌナズナ、トマト、カンゾ
ウにアグロバクテリム法により導入する。得られ
た形質転換植物あるいは植物組織において、ゲノ
ム編集が起こったかどうかを Heteroduplex 
mobile assay (HMA)によりスクリーニングし、そ
の後候補のクローンからゲノム DNA を抽出しシ
ークエンスを行う。 
 
４．研究成果 
(1)これまでに CYP716Aサブファミリーが、β-
アミリンなどの 28 位の酸化活性を有することを、
酵母を用いた機能解析により見いだしている
(Fukushima et al. PCP 2011)。本遺伝子サブフ
ァミリーは、双子葉植物に広く見られることか
ら 、双子葉植物に共通な生理機能を有する可能
性が推察された。シロイヌナズナには、2 種の
CYP716A ファミ リー(CYP716A1, A2)がある。酵
母を用いた機能解析により、両分子種に 28 位水
酸化活性があることに加え、CYP716A2では、22α
水酸化酵素活性もあることを見出した。
CYP716A2 により生成される 22α-ヒドロキ
シ-α-アミリンは、炎症シグナルの鍵酵素で
ある 5-リポキゲナーゼ阻害活性を有するこ
とが示され、抗炎症薬への応用が期待される。
22α-ヒドロキシ-α-アミリンはパタゴニア
に生息するキク科植物からの報告されてい
る。今後名古屋議定書により外来植物へのア
クセスが難しくなると考えられるが、抗炎症
薬への応用が期待される 22α-ヒドロキシ
-α-アミリンを生産させることが可能とな
る。 
 
(2) シロイヌナズナ CYP716A サブファミリー
CYP716A1ならびにCYP716A2の両遺伝子を破壊し
た植物について、その表現型を解析した。通常の
栽培条件では表現型には異常は見られなかった。
さまざまなストレス条件化で表現型が変わるこ
とが期待される。 
 
(3) CYP716A サブファミリーは、β-アミリン
などの 28 位酸化活性を有することを、酵母
発現系を用いた機能解析により見出してい
る。より高活性の CYP716A サブファミリー分
子種を取得すべく、3 種類のオキシドスクア
レン環化酵素 OSC(aAS、bAS、LUS)、および 6
分子種のCYP716A酵素をそれぞれ組み合わせ
て酵母内で発現させ、生産された C28 位酸化
トリテルペノイドの量を比較した。その結果、
CYP716A48(オリーブ由来)、CYP716A49(シュ
ガービート由来) は上述の3種の骨格全てに
対して、最初に発見された CYP716A12(タルウ
マゴヤシ由来)より高い酸化活性を示した。 



(4)トマトでは、6 分子種の CYP716 ファミリー
酵素遺伝子が存在する。これらの6種の遺伝子に
ついて酵母を用いた機能解析を行った結果、
CYP716A44, CYP716A46 は、他の CYP716A サブフ
ァミリーの多くと同様28 位の酸化活性を示した
が、CYP716E26 については、これまでに報告のな
い 6β 位の水酸化活性を有していることを酵母
発現系により見出した(Yasumoto et al. 2017)。
さらに、CYP716A44は、根で高発現していたこと
から、CYP716A4を標的とする CRISPR/Cas9 発現
ベクターを作成し アグロバクテリウムリゾゲネ
スを介した形質転換を行った。その結果、
CYP716A4 遺伝子が欠失した毛状根を作出するこ
とができた。この毛状根について予備的にトリテ
ルペノイド分析を行ったところ、非形質転換毛状
根で検出された 28 位酸化物であるベツリンなら
びにベツリン酸が検出されないことがわかった
（図1）。 

 
図 1. CRISPR/Cas9 によるトマト CYP716E26
および CYP716A44 遺伝子破壊（CYP716A44 遺
伝子破壊株（下）では、ベツリンおよびベツ
リン酸が検出されなかった） 
 
すなわち、酵母を用いた機能解析の結果を、植物
組織においても検証することができた。これま
で CYP716A サブファミリーの CYP の多くは、
トリテルペノイドの 28 位水酸化ならびに酸
化に関わると報告されていたが、(1)の通り、
シロイヌナズナ由来の CYP716A2 が、トリテ
ルペノイドの 28位酸化のみならず 22α位の
水酸化に関わることを見出したことに加え
トマト CYP716E26 が、これまでに報告のない
6β 位の水酸化活性を有していることを見出
すことができた意義は大きい。さらに、酵母
で 28 位酸化活性を示したトマト CYP716A44
について、CYP716A44 破壊毛状根を作成し、
トリテルペノイド解析を行った結果、28位酸
化トリテルペノイドが検出されず、in planta
での本酵素遺伝子の機能検証をすることが
できた。 
 
(5) これまで単離した CYP72A154、ならびに 
CYP93E3 に加え、28 位の酸化酵素遺伝子
CYP716A179 を酵母発現系により機能同定し
た。CYP72A154、CYP93E3 については、これら
の遺伝子を標的とする CRISPR/Cas9 発現ベ
クターを作成し アグロバクテリウム・リゾ

ゲネスを介した形質転換を行った。その結果、
Single guide RNA を発現した CRISPR/Cas9 に
おいては、いずれの遺伝子をターゲットとし
た場合においても、ゲノム編集された毛状根
を取得することができなかった。それに対し、
Multiple guide RNA を発現した CRISPR/Cas9
においては CYP72A154 および CYP93E3 を標
的とし, 1 塩基から数百塩基、さらには 
1,600 塩基以上の欠失を導入することがで
きた（図 2）。これまでにカンゾウのゲノム
編集の報告はなく、本研究が初の報告となる。 

図 2. CRISPR/Cas9 によるカンゾウ CYP93E3
遺伝子破壊の例 
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