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研究成果の概要（和文）：薬用植物カンゾウ（Glycyrrhiza植物）は世界で広く用いられる。主薬用成分として
トリテルペノイド化合物のグリチルリチン酸が含まれる。トリテルペノイドの生合成機構の解明に取り組んだ。
①G.uralensis において毛状根を効率的に誘導、増殖する手法を確立した。②CYP88D6遺伝子（シトクロムP450
酸化酵素）を過剰発現する形質転換培養細胞においてグリチルリチン酸量が増加することを明らかにした。③G.
uralensisのグリチルリチン酸低含量植物体からクローン植物体を得る培養手法を確立した。④G.inflataのクロ
ーン植物体を得る培養手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Glycyrrhiza plants (Licorice) is used as a natural herbal drug. 
Glycyrrhizin, a triterpenoid saponin derived from the underground parts, is a major bioactive 
compound that has several pharmacological activities. Licorice also produces other triterpenoids, 
including soyasaponins. Recent studies have revealed various oxidosqualene cyclases and cytochrome 
P450 monooxygenases required for the biosynthesis of triterpenoids in licorice.
[1] We have established a method for efficiently inducing and proliferating hairy roots in G. 
uralensis. [2] CYP88D6 has a key role in the glycyrrhizin biosynthetic pathway. We found that 
over-expression of the CYP88D6 gene can cause a marked accumulation of glycyrrhizin and 
11-oxo-b-amyrin in the transformed hairy roots. [3] We have established a culture method for 
obtaining cloned plants from G. uralensis low-content glycyrrhizic acid plants. [4] We established a
 culture method to obtain cloned plants of G. inflata.

研究分野：薬用植物学

キーワード： カンゾウ　培養細胞　テルペノイド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
医薬品原料として高品質なカンゾウを社会に供するためには、グリチルリチン酸生成に関するトリテルペノイド
生合成機構を解明することが必要である。本研究から、トリテルペノイド化合物の生合成酵素遺伝子の解析、発
現制御を明らかにした。このような基礎データのさらなる蓄積により、薬用成分含有量の高いカンゾウを品種改
良して社会に供給することが可能となる。また培養細胞による医薬品、機能性成分の生産も可能となる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 漢方薬原料の生薬「甘草（カンゾウ）」は使用量が非常に多く、日本で使用される漢方処方の
70%以上に配合される。中国や韓国などでも同様な重要生薬であり、ヨーロッパや北米でも薬用
として利用される。甘味料や健康食品としても世界中で利用され市場規模は非常に大きい。生
薬「甘草」の原料としてはマメ科薬用植物ウラルカンゾウ（Glycyrrhiza uralensis）、スペイ
ンカンゾウ（G. uralensis）の地下部が用いられ、日本での医療用途にはウラルカンゾウが主
に用いられる。主薬用成分はテルペノイド化合物のグリチルリチン酸である。日本は「甘草」
の供給を 100%輸入に依存している（輸入量・医療用：約 1,300 t／年）。その多くは中国の野生
採集などである。中国での消費拡大による乱獲などに起因してグリチルリチン酸含量の低下に
よる品質劣化が憂慮され、高品質な甘草の安定供給は極めて重要な課題である。医薬品原料等
として安定供給するためには農作物として生産する必要がある。しかしカンゾウ植物の生育は
遅く(5 年以上)、品種開発もほとんど進展していなかった。申請者らはこのような事態を打開
するため、グリチルリチン酸高含量品種の開発に取り組んでいる。この研究過程において最も
重要であるのは、「カンゾウ植物体内でどのような仕組みでグリチルリチン酸及び関連テルペノ
イドが生成されているのか？」であると痛感した。この「問い」が理解できなければ、植物体
の有効な栽培方法、薬用成分量の増強にも決定的な解決方法が得られない。一方、植物の二次
代謝化合物の生合成機能に関する研究がめざましい発展を遂げている。カンゾウ植物において
もウラルカンゾウを中心にして、テルペノイド（グリチルリチン酸など）の生合成に関わる遺
伝子解析に関する報告が数多くなされている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、カンゾウ体内のテルペノイド（グリチルリチン酸など）の生成のメカニズ
ムを各化学成分の生合成遺伝子の発現解析等から明らかにすることである。申請者らは植物体
間でグリチルリチン酸含量が大きく異なることを世界に先駆けて発見した。研究分担者らとテ
ルペノイド生合成酵素遺伝子解析を進めており過剰発現ベクターの開発や形質転換培養細胞の
作成も行っている。生合成酵素遺伝子の機能解析には当該遺伝子高発現ベクターを導入した形
質転換植物体の解析が効果的である。しかしカンゾウでは形質転換再生体を得ることがでず遺
伝子機能の評価が困難である。そこでカンゾウで外来遺伝子導入を行うことのできる唯一の手
法として根培養細胞の一種である「毛状根」を用いる。これらを総合的に融合し、グリチルリ
チン酸の生成能力の異なる植物材料を用い、形質転換培養細胞でのテルペノイド代謝を解析し
ようとするものである。 
 
３．研究の方法 
(1) G. uralensis 毛状根作成手法および増殖条件の改良 
 先行研究では G. uralensis での毛状根の誘導効率、成長増殖量が十分ではなかった。そこで
G. uralensis の毛状根の成長におよぼす種々の培養条件（①基本培地、②植物ホルモン、③
添加糖）の検討を行った。 
 
(2) G. uralensis 毛状根による CYP88D6 遺伝子の導入 
 種子から幼植物体に Agrobacretium rhizogenes を感染させ毛状根を作成した。カンゾウの
cDNA 情報から CYP88D6 遺伝子断片を合成し、CaMV35S プロモーターの制御下におき、さらに GFP
（sGFP-S65T）遺伝子をレポーターとしたバイナリーベクターを構築した。この CYP88D6 遺伝子
過剰発現ベクターを A. rhizogenes を介してカンゾウへの導入を試みた。なお同様のベクター
構成で CYP88D6 遺伝子を除外したものをコントロールとして用いた。 
 
(3) G. uralensis グルチルリチン酸「低含量」・「高含量」植物体のクローン植物体および
毛状根の作成 
 我々の先行研究で選抜した G. uralensis グルチルリチン酸「低含量」・「高含量」植物体の
茎切片を用いて、クローン植物体の作成を行った。さらにクローン植物体に A. rhizogenes を
感染させることで毛状根の誘導を試みた。 
 
(4) G.inflata のクローン植物体の作成 
 上記３項目では G.uralensis を用いた。本項目(4)では Glycyrrhiza inflata（シンキョウカ
ンゾウ）を用いた。G. inflata は日本薬局方には収載されない植物種ではあるがグリチルリチ
ン酸を生成する。植物個体が大きく成長も早いため研究材料として有意性があると考えられた。
G. inflata 植物体の茎切片を用いて、クローン植物体の作成を行った。 
 
４．研究成果 
(1) G. uralensis 毛状根作成手法および増殖条件の改良 
 ①基本培地、②植物ホルモン、③添加糖、などの検討を行った結果、①において従来の 6.46
倍、②において 1.27 倍、③において 2.99 倍に、それぞれ培養組織の乾燥重量を増加すること
ができた。さらに Agrobacterium rhizogenes の感染条件を検討することで毛状根誘導を高率で
得ることができた。毛状根における形質転換選択マーカーとして GFP（オワンクラゲ緑色蛍光



タンパク遺伝子）を用いた。植物体内で発現しやすいように改良された sGFP-S65T を用いた。
742 個の毛状根クローンを獲得し、このうち GFP による緑色蛍光が認められたものが 121 クロ
ーンであり、GFP 発現率は 16.3%であった。 
 
(2) G. uralensis 毛状根による CYP88D6 遺伝子の導入 
 CYP88D6 遺伝子を導入した毛状根クローンを作成した。増殖が旺盛な 14 クローンを選び出し
た。選抜した 14 クローンの毛状根をさらに培養増殖し、得られた毛状根組織を試料としてグリ
チルリチン酸の定量分析を行った。CYP88D6 遺伝子過剰発現ベクター導入毛状根クローンにお
いて、コントロールに対して最大で約 4倍のグリチルリチン酸含有率を示すクローンが見出さ
れた。さらに、各毛状根組織から total RNA を抽出し RT-PCR による発現解析を行った結果、グ
リチルリチン高含有クローンでは全てにおいて CYP88D6 遺伝子の発現量がコントロールに対し
て顕著に増加していた。本研究から、CYP88D6 遺伝子を過剰発現する毛状根の作出に成功し、
毛状根組織内でグリチルリチン酸の生成を増加させることが可能であることを明らかにした。 
 
(3) G. uralensis グルチルリチン酸「低含量」・「高含量」植物体のクローン植物体および
毛状根の作成 
 我々の先行研究で得られている培養条件を第一に検討した。Murashige-Skoog 培地（MS培地）
を基本として、種々の植物生長ホルモン濃度の検討を行った。グルチルリチン酸「低含量」植
物体において、MS 培地においてクローン植物体の獲得ならびに増殖を確認した。「高含量」植
物体では MS 培地では褐変枯死し、クローン植物体を得ることができなかった。クローン植物体
の得られた「低含量」において毛状根の誘導を試みた。葉、茎など様々な感染組織を検討した
結果、特殊な培養組織を作成することで、毛状根の誘導ならびに GFP による緑色蛍光を確認す
ることができた。さらなる誘導条件の検討を進行中である。 
 
(4) G.inflata のクローン植物体の作成 
 我々の先行研究で得られているG. uralensisおよびG. glabraの培養条件を第一に検討した。
MS 培地を基本として、種々の植物生長ホルモン濃度の検討を行った。その結果、MS 培地におい
てクローン植物体の獲得ならびに増殖を確認した。 
 
 本研究の成果をさらに発展させ、グリチルリチン酸などのテルペノイド化合物の生合成遺伝
子発現の解析に応用することによって、カンゾウ属植物のグリチルリチン酸生合成機構の解明
に寄与することが期待できる。 
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