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研究成果の概要（和文）：薬用植物カンゾウ(Glycyrrhiza	 uralensis)は生薬「甘草（カンゾウ）」

の原料植物である。カンゾウは漢方薬、医薬品原料、天然甘味料などとして広く利用される。

カンゾウは薬用成分としてグリチルリチン（トリテルペノイド化合物の一種）を主に含んでい

る。カンゾウにおけるグリチルリチン生産能力を向上させることは医薬品の安定供給にとって

重要である。本研究ではグリチルリチンを生成する生合成酵素遺伝子を解明し、培養細胞でグ

リチルリチンを生成する基礎技術を明らかにした。	 

 
 
研究成果の概要（英文）：Glycyrrhizae	 Radix,	 the	 underground	 material	 derived	 from	 

Glycyrrhiza	 uralensis	 is	 extensively	 used	 as	 an	 herbal	 medicine	 in	 worldwide.	 Biological	 

activities	 of	 licorice	 have	 been	 attributed	 to	 glycyrrhizin	 (a	 triterpenoid	 compound).	 

It	 is	 important	 to	 up-regulate	 the	 production	 of	 glycyrrhizin	 in	 G.	 uralensis.	 In	 this	 

study,	 we	 clarified	 the	 gene	 regulation	 of	 glycyrrhizin	 biosynthesis,	 and	 develop	 a	 basic	 

technique	 for	 the	 producing	 glycyrrhizin	 in	 the	 cultured	 cells.	 

 
 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
２００８年度 2,400,000	 720,000	 3,120,000	 

２００９年度 700,000	 210,000	 910,000	 

２０１０年度 700,000	 210,000	 910,000	 

年度 	 	 	 

	 	 年度 	 	 	 

総	 計 3,800,000	 1,140,000	 4,940,000	 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 
キーワード：カンゾウ、甘草、グリチルリチン、物質生産、生合成 
 
１．研究開始当初の背景 薬用植物カンゾウ(Glycyrrhiza	 uralensis)

機関番号：３０１１０	 

研究種目：基盤研究（Ｃ）	 

研究期間：2008～2010	 

課題番号：２０５８０１０２	 

研究課題名（和文）薬用植物カンゾウの医薬トリテルペノイド高生産を目的とした分子生物学的制御	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

研究課題名（英文）Molecular	 biological	 control	 for	 high	 triterpenoid	 production	 in	 

Glycyrrhiza	 plant.	 

	 

研究代表者	 

	 高上馬	 希重（KOJOMA	 MARESHIGE）	 

北海道医療大学・薬学部・准教授	 

	 研究者番号：８０３４２７８１	 

 
 



は中国および周辺諸国に自生するマメ科多

年生草本である。医薬品原料や食品添加物

（甘味料など）として世界中で利用されてお

り、我が国は 100%輸入に依存している（輸入

量：約 1万 t／年）。漢方薬原料として需要が

高く、漢方処方の 70%以上に配合される。肝

機能障害治療を目的としたエキス製剤とし

ても広く利用され医薬品として不可欠な存

在である。肝機能改善、抗炎症などの薬理作

用に加えて、抗ウイルス、抗 HIV、抗アトピ

ーなど新たな薬理作用が近年知られている。

高齢化社会に直面した我が国において、国民

の健康の維持増進や医療の観点から漢方医

薬や機能性食品の利用はますます重要性を

増している。このような背景から高品質なカ

ンゾウの安定供給は極めて重要な課題であ

る。カンゾウの主薬用成分はトリテルペノイ

ドサポニンのグリチルリチンである。近年、

市場に流通するカンゾウのグリチルリチン

含有量の低下が問題となっている。大生産地

である中国での消費拡大による乱獲や生育

地の砂漠化などに起因して、グリチルリチン

含有量の低下、品質の劣化が憂慮されている。

しかしながらカンゾウの生育は非常に遅く

(5 年以上)、育種開発はほとんど進展してい

ない．一方、グリチルリチンを主とするトリ

テルペノイドの生合成研究は数例の遺伝子

が報告されてはいるものの未解明の現状で

ある。グルチルリチンなど二次代謝化合物の

生合成研究には培養細胞を利用した代謝研

究が有効な手段であるが、グリチルリチンを

産生する培養細胞はこれまで得られていな

い。また遺伝子組み換えによる機能発現解析

は生合成研究に有効な手法であり、優良品種

の開発にも極めて有効である。しかしながら

カンゾウにおける形質転換植物体の作成は

世界的にも未だ成功例はない。	 
	 以上から、グリチルリチンや関連トリテル
ペノイドの生合成を遺伝子レベルで制御す
ることによってこれらの化合物の代謝研究
を行い、医薬品原料としてのカンゾウの生産
性を向上させることが急務の課題である。	 
 
２．研究の目的 
(1)	 グリチルリチン生合成酵素遺伝子導入
培養細胞（毛状根）の作成 
	 β -amyrin11 位 酸 化 酵 素 遺 伝 子
（CYP88D6）を導入した培養細胞（毛状根）
の作成を行った（図１）。 
(2)	 ストロン培養細胞によるグリチルリチ
ンおよびテルペノイド生成 

	 カンゾウ培養細胞中のグリチルリチンお
よび生合成関連トリテルペノイド化合物の
生成解析のため、各種テルペノイド化合物の
定量分析を行った。 
(3)	 グリチルリチン生合成酵素遺伝子プロ
モーター領域の単離 
	 2,3-oxidosqualene 環化β-amyrin 合成酵
素遺伝子（bAS）、β-amyrin11位酸化酵素遺
伝子（CYP88D6）の遺伝子発現制御におい
て重要な役割を担うと考えられるプロモー
ター領域の単離解析を行った（図１）。 
(4)	 グリチルレチン酸によるヒト大腸がん
増殖抑制作用 
	 グリチルリチンの生合成関連物質である
グリチルレチン酸の薬理作用を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1)	 グリチルリチン生合成酵素遺伝子導入
カンゾウ培養細胞（毛状根）の作成 
	 CYP88D6 遺伝子をカンゾウ培養細胞に導
入するため、pENTR-D-TOPOベクターに組
み込むことで GATEWAY エントリークロー
ンを作成した。ベクターに GFP 遺伝子をシ
グナルマーカーとして同時に構築し、蛍光発
光の検出によって容易に遺伝子発現クロー
ンを選抜した。 
(2)	 ストロン培養細胞によるグリチルリチ
ンおよびテルペノイド生成 
	 カンゾウ腋芽組織より液体振倒培養法に
よりストロン細胞を誘導、増殖した。このス
トロン培養細胞に含まれるグリチルリチン
および 16 種のトリテルペノイド化合物の微
量定量分析を GC/MSにより行った。 
(3)	 グリチルリチン生合成酵素遺伝子プロ
モーター領域の単離 
	 bAS、CYP88D6 について、翻訳開始点か
ら約 1.8~2.0kb の 5’上流領域を PCR-based 
DNA Walking法を用いて単離し塩基配列を
決定した。得られた塩基配列を植物遺伝子の
シスエレメントデータベースを用いて解析
した。次に Gateway クローニング法により
プロモーター::GUSレポーター遺伝子コンス
トラクトを作製した。bAS、CYP88D6 のプ
ロモーター::GUSコンストラクトを、パーテ
ィクルガン法を用いカンゾウの各組織（葉お
よび培養ストロン）に導入した後 GUS 染色
を行い一過的な GUS 発現を観察した。また
各コンストラクトを導入した形質転換シロ
イヌナズナを作出し組織特異的な GUS 発現
パターンを観察した。 
(4)	 グリチルレチン酸によるヒト大腸がん
増殖抑制作用 
	 ヒト大腸がん細胞 HCT116、HT29にグリ
チルレチン酸を投与し（0.1、1.0μM）、各細
胞増殖抑制効果を調べた。 
	 
	 



	 
	 

	 
４．研究成果	 
(1)	 グリチルリチン生合成酵素遺伝子導入
カンゾウ培養細胞（毛状根）の作成 
	 CYP88D6 遺伝子を導入した培養細胞（毛
状根）クローン（14クローン）の作成に成功
した。14クローンは全て GFPによる緑色蛍
光も認められた（図２）。 
(2)	 ストロン培養細胞によるグリチルリチ
ンおよびテルペノイド生成 
	 ストロン培養細胞においてグリチルリチ
ンの生成が確認された（14.00μg/g、DW）。
また関連トリテルペノイド化合物としてβ
-amyrin（12.51）、lupeol（13.60）、oleanolic 
acid（23.80）、betulinic acid（160.90）など
の生成が確認された。しかしながらグリチル
レチン酸およびグリチルレチン酸モノグル
クロナイドは検出されなかった。 
(3)	  グリチルリチン生合成酵素遺伝子プロ
モーター領域の単離 
	 bAS 遺伝子のプロモーター断片、
CYP88D6 遺伝子のプロモーター断片配列を
明らかにした。これらのプロモーター領域が
bAS遺伝子、CYP88D6遺伝子の根特異的な
発現に必要なシス配列を含むことを明らか
にした。 
(4)	 グリチルレチン酸によるヒト大腸がん
増殖抑制作用 
	 1.0μM のグリチルレチン酸処理により、
ヒト大腸がん細胞 HCT116 の増殖を有意に
抑制することを明らかにした。 
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