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研究成果の概要（和文）：トリテルペン配糖体（以下、サポニンと記述）は植物が産生する低分子化合物群の一
グループであり、天然甘味料原料として使用される甘草根に含まれる甘味成分のグリチルリチンなど多くの機能
性成分がある。本研究では、多段階にわたるサポニン生合成に関わる複数酵素について、それらのタンパク間相
互作用の有無を調べるとともに、微生物細胞内で人工的な酵素複合体(メタボロン)の形成を促進することによっ
て組換え微生物細胞におけるサポニン生産量を増加させうることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Triterpene glycosides, also known as saponins, are a group of small 
molecules found in plants. They contain various functional components, such as glycyrrhizin, a 
sweetening agent present in licorice root, which is used as a natural sweetener. Metabolon, a 
temporary structural-functional complex formed by sequential enzymes in a metabolic pathway, can be 
considered a shortcut in the pathway that enhances production efficiency. This study explores the 
potential protein-protein interactions among multiple enzymes involved in the multi-step saponin 
biosynthesis. Additionally, it investigates the possibility of enhancing saponin production in 
recombinant microbial cells by promoting the formation of an artificial enzyme complex (metabolon) 
within these cells.

研究分野： 植物代謝工学

キーワード： トリテルペン配糖体　サポニン　生合成　メタボロン　合成生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
希少な植物に特有の有用機能性成分を培養が容易な微生物を用いて、希少な植物原料に依存せず安定・安価に生
産しようとする研究が多くなされているが、本来植物細胞が行っている多段階にわたる一連の酵素反応を微生物
細胞内において再現することは必ずしも容易ではなく、実用化には生産性の向上が求められる。本研究は、微生
物細胞内で多くの生合成酵素の複合体化を人工的に促進することで生産性の向上が可能であることを示したこと
から社会的意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、薬用植物が産生する様々な薬理活性物質の生合成経路を微生物ホストにおいて再設計・構
築する合成生物学研究が精力的に行われている。私たちは、医薬品原料として重要な化合物群で
ある植物トリテルペノイド配糖体（サポニン）の生合成研究を行ってきた。最重要漢方原料であ
る甘草（カンゾウの根）から抽出される「グリチルリチン」は肝炎治療剤、甘味料原料等として
使用される有用サポニンである。私たちはこれまでに、グリチルリチン生合成の鍵となる 2種の
シトクロム P450 酸化酵素（P450）および糖転移酵素の全てを同定し、これらを含む計 7 種の酵
素遺伝子を導入した組換え酵母におけるグリチルリチンの de novo 合成に成功した 1）。しかし
ながら、その生産量は非常に低いため酵母細胞内におけるグリチルリチン生合成を促進させる
ための新たなアプローチが必要と考えられる。代謝酵素複合体（メタボロン）は、代謝経路を構
成する酵素タンパク質によって細胞内で特異的に形成される複合体のことであり、代謝中間体
を媒質中に拡散させずに酵素から別の酵素へ直接渡すこと（チャネリング）が可能となり，細胞
の代謝機能の円滑化・高効率化が図られると考えられている 2）。植物二次代謝におけるメタボロ
ン形成は、数種のフラボノイドおよび青酸配糖体の生合成経路において報告されてきたが、サポ
ニン生合成に関連する酵素生合成経路におけるメタボロン形成は明らかになっていない。そこ
で本研究では、私たちが同定してきたグリチルリチンの生合成に関わる酵素群のメタボロン形
成の有無さらには微生物細胞内において人工的にメタボロン形成を促進することでサポニン生
産量が向上するか否かを明らかにすることとした。 
 
２．研究の目的 
グリチルリチン生合成酵素群をモデルとして、植物が産生する有用物質であるサポニンの生合
成に関わる酵素タンパク質に着目し、生合成酵素間のタンパク質間相互作用の有無を明らかに
する。さらには、微生物細胞内でサポニン生合成酵素タンパク質間の相互作用を促進あるいは人
工的に複合体を形成させることにより酵母細胞内でのサポニン生産量が増高するかを検証する。
これにより、微生物細胞内で人工的メタボロンを構築し新たな代謝経路をデザインする、あるい
は代謝経路の高円滑化を図るといった代謝工学における新たな手法の開発に向けた基礎的知見
を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）酵母スプリットユビキチン法を用いたグリチルリチン生合成酵素間の相互作用解析 
トリテルペノイドの共通前駆物質である 2,3-オキシドスクアレン以降のグリチルリチン生合成
経路を図 1 に示した。グリチルリチンの生合成に関わることが判明している酵素であるβ-アミ
リン合成酵素（オキシドスクアレン環化酵素の一種）、シトクロム P450 モノオキシゲナーゼ
(CYP88D6 および CYP72A154)および還元酵素 CPR、糖転移酵素（CSyGT および UGT73P12）間に直
接的なタンパク質間相互作用があるかを解析する。上記の酵素の内、一般的に細胞質に局在する
と予想されている UGT73P12 以外はいずれも小胞体膜上に局在すると考えられるため、膜タンパ
ク質の相互作用解析に適した酵母ツーハイブリット法であるスプリットユビキチン法を用いる。
これにより、グリチルリチン生合成において鍵となる酵素間相互作用の組み合わせを明らかに
する。さらに、酵母細胞内において相互作用が観察されたタンパク質どうしが植物細胞内の環境
においても相互作用するのかを BiFC（Bimolecular Fluorescence Complementation）法により
確認する。 
    
（2）酵母細胞でのグリチルリチン生合成酵素間の複合体化の促進あるいは人工的な複合体構築 
シロイヌナズナにおけるリグニン生合成においては、小胞体膜に局在する非酵素タンパク質の
幾つかがリグニン生合成に関わる P450 の複数と相互作用し複合体化を促進する「足場タンパク
質」として機能すると推測されている。そこで、グリチルリチンの基原植物であるカンゾウにお
ける該タンパク質ホモログの探索ならびに上記酵素タンパク質との相互作用解析を行う。さら
に、互いに相互作用することが確認されているペプチド配列を N 末端あるいは C 末端に融合し
た酵素タンパク質を発現させることで実験 1 においてタンパク質間相互作用が確認されなかっ
た酵素間の相互作用を人工的に形成させる。 
 
（3）私たちは、7 種の植物由来酵素遺伝子を導入することで酵母細胞に内在する 2,3-オキシド
スクアレンからグリチルリチンを de novo 合成することに成功している 1）。そこで、実験 2に
おいて探索した「足場タンパク質」の共導入および人工的な複合体化を行った場合のグリチルリ
チン関連物質の生産量を LC-MS で測定することにより、生合成酵素複合体化によるグリチルリ
チン生合成の促進効果の有無を解析する。 
 
４．研究成果 
（1）酵母スプリットユビキチン法を用いたグリチルリチン生合成酵素間の相互作用解析 



図 1 に示すグリチルリチン生合成経路に関わる酵素間のタンパク質-タンパク質相互作用の有無
を調べた結果、一部の酵素間どうしの組み合わせにおいてのみ直接的な相互作用を確認した。し
かしながら解析に供した酵素タンパク質の全てを含む包括的な複合体の存在を示唆するデータ
は得られなかった。本実験は酵母細胞内の環境において酵素タンパク質間の相互作用を解析し
ているため、フォルスポジティブおよびフォルスネガティブデータが得られる可能性が否定で
きないため本実験に供した酵素タンパク質に関して植物細胞内の環境における相互作用の有無
を確認するための BiFC 実験用のプラスミドコンストラクトを作成し、ベンサミアナタバコ葉に
おける一過的発現による相互作用解析を行っている。 

 
（2）酵母細胞でのグリチルリチン生合成酵素間の複合体化の促進あるいは人工的な複合体構築 
特許出願を予定しているため現時点では詳細の記載を避けるが、カンゾウのトランスクリプト
ームデータベースからの小胞体膜局在タンパク質の探索から、グリチルリチン生合成酵素と相
互作用をする 2 種の足場タンパク質候補遺伝子を見出した。これら 2 種のタンパク質はそれぞ
れがグリチルリチン生合成酵素の一部と直接的な相互作用をするだけでなくダイマーを形成し
うるため、グリチルリチン生合成酵素の高次複合体化に寄与するハブの役割をしうることが示
唆された。以上の結果から、小胞体膜上における図 2に示すようなタンパク質間相互作用モデル
が予想される 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）サポニン生産酵母への足場タンパク質遺伝子導入がサポニン生産性に及ぼす効果の解析 
出芽酵母にβ-アミリン合成酵素、CYP88D6、CYP72A63（CYP72A154 のタルウマゴヤシ由来ホモログ）、
糖転移酵素（CSyGT および UGT73P12）、シロイヌナズナ由来 UDP-グルコースデヒドロゲナーゼ
（AtUGD2）およびミヤコグサ由来シトクロムP450還元酵素（LjCPR1）の遺伝子を導入することで、
酵母内在のエルゴステロール生合成経路の中間代謝産物である 2,3-オキシドスクアレンからグリ
チルレチン酸モノグルクロニド（グリチルリチンの前駆物質）を de novo 合成する酵母株を作出
した。そこで、本菌株に上記項目 2 で見出した足場タンパク質候補遺伝子を導入した結果、グリ
チルレチン酸モノグルクロニドの生産量が有意に増加することが判明した。このことから、小胞
体膜上での生合成酵素の集合体化促進がサポニン生合成の円滑化に寄与することが示唆された。 
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図2 サポニン生合成メタボロンの予想図

Split-ubiquitin法を用いた相互作用解析によってbASと
CSyGT間の相互作用が観察できた。しかし、CSyGTと
CYPとの相互作用が見られなかったことから、生合成経
路に直接的に関与しない“仲介”タンパク質（青色）を介し
たメタボロンの形成が推定される。
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