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研究成果の概要（和文）：トリテルペノイドサポニンは多くの生薬の活性成分や天然甘味成分として知られる植
物成分の一グループである。マメ科の薬用植物カンゾウ（甘草）は肝庇護薬、抗炎症剤、甘味料原料として用い
られるサポニンであるグリチルリチンのほか、マメ科植物が共通して生産するソヤサポニンを生合成するがその
制御機構は不明である。本研究では、カンゾウにおけるソヤサポニン生合成酵素の転写を活性化するbHLH型転写
因子（GubHLH3）の同定に成功した。また、チルリチン生合成酵素遺伝子の発現を活性化する転写因子の候補と
してGubHLH3とは異なる5種の転写因子を新たに選抜し解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Plants produce a vast array of useful small molecules called secondary 
metabolites. Glycyrrhizin is a triterpenoid saponin produced only in roots and stolons of 
Glycyrrhiza species (licorice) in the legume family. It is widely used as medicines and natural 
sweetener. Besides glycyrrhizin, licorice also produces soyasaponins. Biosynthesis of saponins is 
strictly regulated as it is often limited in the specific organs or tissues, or induced in response 
to external or internal stimuli. However regulatory mechanism of triterpenoid biosynthesis is 
largely unknown. The objective of this research is to identify transcription factors (TFs) 
regulating saponins biosynthesis in licorice. We identified a bHLH-type TF able to activate 
transcription of soyasaponin biosynthetic genes. We also identified some candidate TFs potentially 
regulate glycyrrhizin biosynthetic genes.

研究分野：植物二次代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は多様な有用低分子化合物（植物二次代謝産物）を生産する。トリテルペノイドサポニン(サポニン）は多
くの生薬の活性成分や天然甘味成分として知られる植物成分の一グループである。肝庇護薬、抗炎症剤、甘味料
原料として用いられるサポニンであるグリチルリチンを生産する薬用植物カンゾウ（甘草）の根は漢方処方の7
割以上に配合されている。本研究で得られた、サポニン生合成の制御機構に関する知見は有効成分含量が高い植
物系統の作出や栽培条件の確立において有用な情報である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 植物が生産する多様なトリテルペン関連化合物（トリテルペノイド：6個のイソプレン単位か
らなる炭素数 30の鎖状化合物、2,3-オキシドスクアレンを共通前駆体とする化合物群）は、様々
な生薬の主活性成分として知られている他、医薬品原料、化粧料原料、天然甘味料原料等として
多用されている。トリテルペノイドの生合成は、器官・組織特異的に、あるいは種々の環境要因
に応答して緻密に制御されている。しかしながら、その生合成制御機構に関する知見は少ない。
そこで本研究では、植物有用トリテルペノイドの代表格である「グリチルリチン」を産生するマ
メ科薬用植物カンゾウを主な研究材料として、トリテルペノイド生合成酵素遺伝子の発現制御
に関わるシス因子および転写制御因子の同定を目指した。 
 
２．研究の目的 
 植物におけるトリテルペノイドの生合成制御機構を、生合成酵素遺伝子の転写制御のレベル
で明らかにする。特に、日本国内で最も使用量が多い生薬である甘草の基原植物であるマメ科カ
ンゾウに着目し、カンゾウが特異的に生産するグリチルリチンやマメ科植物全般が共通して生
産するソヤサポニンといった異なるトリテルペノイドの生合成が各器官・組織によってどのよ
うに制御（作り分け）されているのかを明らかにすべく、先に同定したグリチルリチンおよびソ
ヤサポニン生合成酵素遺伝子の発現制御に関わるシス因子および転写制御因子を同定する。こ
れにより、植物トリテルペノイド生合成制御の分子機構を解明するとともに、同定した転写制御
因子を高発現する形質転換カンゾウ毛状根を作出し、転写因子を利用した植物トリテルペノイ
ド代謝工学・物質生産への応用につながる基礎的知見を得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酵素遺伝子のプロモーター単離と候補転写因子の機能解析 
 薬用植物カンゾウにおいて各種トリテルペノイド（グリチルリチン、ソヤサポニン、オレアノ
ール酸、ベツリン酸）の生合成に関わるオキシドスクアレン環化酵素（β-アミリン合成酵素、ル
ペオール合成酵素）およびシトクロム P450酸化酵素（CYP88D6、CYP72A154、CYP93E3、
CYP72A566、CYP716A179）遺伝子のプロモーター領域の単離と GUSレポーターコンストラ
クトの作成を行った。同時に、カンゾウのトランスクリプトームデータから、トリテルペノイド
生合成制御に関与する転写因子の候補を選抜し、遺伝子クローニングならびにエフェクターコ
ンストラクトの作成を行った。これらの候補転写因子の各酵素遺伝子プロモーターに対する転
写活性化能をタバコ BY2プロトプラストを用いたトランジェントアッセイ法により解析する。 
 
（２）転写因子を高発現する形質転換毛状根の作出と遺伝子発現解析 
 トリテルペノイド生合成酵素遺伝子の転写を活性化する転写因子を高発現するカンゾウおよ
びミヤコグサ形質転換毛状根を作出しトランスクリプトームおよびトリテルペノイド含量にお
よぼす効果を解析する。これにより、トリテルペノイド生合成と同時に制御されている遺伝子群
を網羅的に解析する。 
 
４．研究成果 
（１）トリテルペノイド生合成酵素遺伝子のプロモーター単離と候補転写因子の機能解析 
 これまでに整備したカンゾウの組織・器官別トランスクリプトームデータからトリテルペノ
イド生合成酵素遺伝子の発現制御に関わる候補転写因子のマイニングを行った。具体的には、グ
リチルリチン生合成に関わる bAS および CYP88D6 に加え、ソヤサポニン生合成に関わるβ-アミ
リン 24位水酸化酵素（CYP93E3）をコードする遺伝子と発現パターンが類似する計 9種の転写因
子遺伝子を選抜し、全長コード領域を含む cDNA 断片を単離した。各候補転写因子 cDNA を構成的
プロモーターである CaMV35S プロモータ
ーの下流に連結したエフェクターコン
ストラクトを構築し、上記トリテルペ
ノイド生合成酵素遺伝子プロモータ
ー::GUS レポーター遺伝子に対する転
写活性化能をタバコ BY-2培養細胞由来
プロトプラストへのレポーター／エフ
ェクターコンストラクトのコ・トラン
スフェクションによって解析した。そ
の結果、1種の bHLH 転写因子（GubHLH3）
が、ソヤサポニン生合成に関わる
CYP93E3およびCYP72A566遺伝子プロモ
ーターからの転写を顕著に活性化する
ことが判明した（図 1）。さらに、CYP93E3
遺伝子プロモーターを 5‘上流側から段
階的に欠失させたディリーションコン
ストラクトならびに bHLHファミリーの
結合モチーフに変異を導入した変異プ



ロモーターを用いた実験では転写活性化が起こらないことから、GubHLH3 はこれらのプロモータ
ーへのダイレクトな結合を介して転写を活性化しているものと推察された（Tamura et al., 
2018）。 
 
（２）転写因子を高発現する形質転換毛状根の作出と遺伝子発現解析 
 GubHLH3 を高発現するカンゾウの形質転換毛状根を作出したところ、コントロールの毛状根よ
りもソヤサポニン生合成に関わる３種の酵素遺伝子（bAS,CYP93E3,CYP72A566）の発現が有意に
増高していることが判明した（図２）。また、GubHLH3 を高発現するカンゾウの形質転換毛状根
はソヤサポニン生合成中間体をより多く蓄積していることが判明した。以上の結果から、本 bHLH
型転写因子がカンゾウにおいてソヤサポニン生合成を正に制御する因子であることが強く示唆
された（Tamura et al., 2018)）。 
 さらに、GubHLH3 の機能がマメ科において保存されたものかを調べるため、GubHLH3 を高発現
するマメ科モデル植物ミヤコグサの毛状根も作出した。その結果、ソヤサポニン生合成に関わる
３種の酵素（β-アミリン合成酵素、CYP93E3 オルソログ、CYP72A566 オルソログ）遺伝子の発現
量が増高していること、すなわち GubHLH3 が別のマメ科植物においても同様にソヤサポニン生
合成を活性化する機能を発揮しうることが判明した。 
 さらに、GubHLH3 を高発現するカンゾウおよびミヤコグサ毛状根のトランスクリプトーム
（RNA-seq）解析を行った。こ
れにより、GubHLH3 の制御下
で発現が活性化あるいは抑
制される多数の機能未知遺
伝子を発見した。これらの中
には、機能未知の糖転移酵素
や ABC トランスポーター、根
粒形成時に発現量が上昇す
る転写因子などが含まれて
いた。これによりトリテルペ
ノイド生合成に関わる未知
酵素、トリテルペノイドの細
胞外輸送に関わるトランス
ポーターの候補やソヤサポ
ニンの生物学的機能を推察
するうえで重要な情報が得
られた。 
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