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研究成果の概要（和文）：日本で生育する代表的な薬用植物について、ディープ・トランスクリプトーム解析と代謝産
物解析を行った。次世代DNAシークエンサーを用いた大量のトランスクリプトームデータの取得とその解析により、重
要なマメ科の生薬基原植物であるクララ(Sophora flavescens)とクズ(Pueraria lobata)について生薬成分の生合成に
関する複数の遺伝子が推定できた。

研究成果の概要（英文）：We have conducted the deep transcriptome and metabolite analyses on the 
representative medicinal plants grown in Japan. By the transcriptomics analyses with a next-generation 
DNA sequencer, we have successfully assigned a number of genes presumably involved in the biosynthesis of 
pharmacologically-active ingredients in the Leguminous medicinal plants, Sophora flavescens and Pueraria 
lobata.

研究分野：天然資源系薬学、植物ゲノム機能科学、植物バイオテクノロジー

キーワード： 薬用資源　トランスクリプトーム　メタボローム　二次代謝物
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１．研究開始当初の背景 
 次世代 DNA シークエンサーやメタボロミ
クス解析の技術進展により、統合オミクスを
駆使したシステムゲノム機能科学が注目さ
れている。特に、薬用植物、農作物、工業原
料植物など植物の有用性を決めているのは、
ポリケチド、フェニルプロパノイド、テルペ
ノイド、アルカロイド、糖、アミノ酸、脂質
などの代謝産物であり、植物の有する化学的
多様性のゲノム基盤解明とその応用は、人口
の爆発的増加とそれに伴う感染症の拡大、食
料不足、地球温暖化など地球規模での喫緊の
諸問題解決のために極めて重要なテーマで
ある。 
 植物代謝産物の総数は 20 万～100 万種に
達すると言われ、動物よりも 100倍も化学的
多様性が大きい。従って、その植物化学的多
様性のゲノム基盤解明と応用（ファンクショ
ナルファイトケミカルゲノミクス）は、植物
遺伝子資源の有効利用にとって重要かつ急
務である。 
 本研究グループは、従来主にモデル植物シ
ロイヌナズナを用いてメタボロミクスを駆
使した植物代謝産物生合成のゲノム機能科
学に大きな成果を収めてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、日本の代表的で重要な薬用植
物について、次世代シークエンサーによるデ
ィープ・トランスクリプトミクスと代謝産物
の化学的解析の統合によって、これらの薬用
植物の特徴的な薬用成分生産に関する鍵遺
伝子を推定する。 
 さらに、遺伝子発現解析による推定機能の
確認や異種生物での機能発現による遺伝子
機能の同定と将来の合理的なエンジニアリ
ングのための基盤的データの供給を目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 主に、薬用植物であるクララ（Sophora 
flavescens）、クズ（Pueraria lobata）について
次世代シークエンサーを用いた RNA-Seq を
行った。 
クララでは、カルス、葉、花、茎、成熟し
た蕾、若い蕾、開花直前蕾、蕾の花茎、花の
花茎の９種類、クズでは葉、成熟した根、若
い根、根木部、茎の５種類の植物組織を用い
た。それぞれの total RNA から、cDNA ライ
ブラリーを作製し、Illumina (Hiseq 1000/1500)
を用いて配列データを取得後、de novo アセ
ンブルを行った。 

NOISeq-sim (http://bioconductor.org/biocLite.
R)を使用し、配列長とリード数で正規化した
RPKM値に基づき、各組織間で特徴的に発現
している遺伝子を選抜した。 
遺伝子オントロジー解析では BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 及 び
WEGO (http://wego.genomics.org.cn/cgi-bin/we
go/index.pl)を用い、Fisher's exact testによって

検定した。 
イソフラボン生合成経路におけるマッピ
ングには、KEGG (http://www.genome.jp/kegg/)
を使用した。クズにおける代謝物解析では、
各植物組織におけるダイジンとプエラリン
の含有量ついて HPLC (HITACHI D7000 
system) を用いた定量解析を行った。 
半定量的 RT-PCRでは、各植物組織より調
製した total RNAより逆転写を行い、取得し
た cDNAを鋳型に用いた。また、ハウスキー
ピング遺伝子として-アクチンの発現量を解
析した。 
 
４．研究成果 

RNA-seqにより取得した Raw sequence data
をトリミングした後、DDBJの SRAデータベ
ースにアップロードした（アクセッション番
号：クララ，DRA003182；クズ，DRA001736）。
CLC (http://www.clcbio.co.jp/)を用いてアッセ
ンブルした後、CD-HIT-EST を用いて重複し
た contig を除いた。最終的にクズからは、
83,041 個（N50; 1,145 bp）、クララからは
83,325個（N50; 1,145 bp）の contigを取得し、
更なる解析に使用した。なお、それぞれの
GC 含量は、39.9%、39.3%であり、同じマメ
科の Glycine maxの 43%、Medicago truncatula
の 40%とほぼ同じであった。配列相同性によ
る遺伝子機能解析として、遺伝子オントロジ
ー（GO）解析によりクズ又はクララに特徴的
な GO term を抽出した。クズでは細胞分裂
（GO: 0051301）と根毛伸長（GO: 0048767）
が抽出された。クズは成長速度の速い植物と
して知られているが、これらの GO termはこ
の特徴を反映したものであると考えられる。
一方、クララでは原形質膜（GO: 0005886）
と細胞質（GO: 0005737）の他にイソプレノ
イドの生合成経路の一つ MEP 経路（GO: 
0019288）が抽出された。クララは生理活性
物質としてプレニル化フラボノイドを多く
含有していることが知られていることから、
MEP 経路が抽出されたことは非常に興味深
い。 
クズの各組織間で特徴的に発現している
遺伝子を選抜するために RPKM に基づきペ
アワイズ比較を行ったところ、葉と成熟した
根の比較において 1,408 個と最も多くの発現
量の異なる遺伝子が検出された。興味深いこ
とに、クズの生理活性物質として知られるイ
ソフラボンの一つダイゼインの配糖体であ
るダイジン（ダイゼイン 7－O－グルコシド）
とプエラリン（ダイゼイン 8－C－グルコシド）
について葉と成熟した根における蓄積量を
測定したところ、これらの代謝物は成熟され
た根でのみ検出された。従って、今回検出さ
れた 1,408個の contigの中にプエラリン生合
成に関する酵素遺伝子をコードするものが
含まれている可能性が考えられる。今後はこ
れらを候補として更なる解析を進めていき
たい。 
一方、クララでも同様に RPKMに基づくペ
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