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研究成果の概要（和文）：ミシマサイコのサイコサポニン生合成の全容を解明するために、ミシマサイコの根、茎、葉
それぞれのESTデータベースを作成した。
　サイコサポニンの生合成に関与する酵素の遺伝子を単離するために、このESTデータベースを検索した結果、16種の
新規シトクロムP450のcDNAを単離し、β-アミリンの28位の炭素を水酸化するシトクロムP450、R144792と、16α位の炭
素を水酸化するシトクロムP450、Rnn2525を同定した。次にサイコゲニンの配糖体化酵素について、β-アミリンを基質
とすると考えられるUGT73Cサブファミリーと類似性の高い2種のグリコシルトランスフェラーゼのcDNAを単離に成功し
た。

研究成果の概要（英文）： In order to identify the genes involved in saikosaponin biosynthesis, we first 
established expressed sequence tag (EST) databases of roots, leaves, and stems from Bupleurum falcatum L. 
by using next-generation sequencing platforms.
 Some candidate genes that may be concerned with the biosynthesis of saikosaponins were available by 
searching EST databases of B. falcatum. Sixteen new cDNAs encoding cytochrome P450 were isolated and were 
characterized using a yeast expression system. One of these cytochrome P450s, R144792, catalyzes the C-28 
hydroxylation of beta-amyrin, and another cytochrome P450, Rnn2525, catalyzes the C-16 alpha 
hydroxylation of beta-amyrin, that are essential for the biosynthesis of saikosaponins. Furthermore, two 
new cDNAs encoding glycosyltransferase were isolated from B. falcatum.

研究分野： 天然資源系薬学
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１．研究開始当初の背景 
 植物は、薬用資源、食料、工業原料とし

て大変有用であるが、これら植物の有用性は、
植物が作り出す20万～100万種にものぼる代
謝物によるものである。このように植物は多
種多様な物質生産能力をもつことから、植物
は有用物質生産に関与する遺伝子資源の宝
庫であるといえる。植物の有する化学的多様
性の遺伝子レベルでの解明とその応用は、人
口の爆発的増加とそれに伴う感染症の拡大、
食料問題、環境破壊など地球規模での諸問題
の解決のために極めて重要なテーマである。 
 ミシマサイコは生薬「柴胡」の基原植物で、
その根である「柴胡」は、漢方で解熱、抗炎
症などを目標に慢性肝炎、慢性腎炎などに用
いられ、小柴胡湯、柴胡桂枝湯、柴苓湯、四
逆散などの漢方方剤に配合されている。ミシ
マサイコの薬用成分であるオレアナン型ト
リテルペンサポニン（サイコサポニン A, C, D
など）には、中枢抑制（強い鎮痛、鎮静）、
抗炎症、解熱、抗潰瘍、肝タンパク質合成促
進、肝グリコーゲン量増加、コレステロール
低下作用が認められている。しかしながら、
このように重要な薬用植物であるミシマサ
イコの薬用成分サイコサポニンの生合成に
関与する酵素等の遺伝子は明らかになって
いなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、小柴胡湯、柴胡桂枝湯、柴苓
湯、四逆散などの重要な漢方方剤に配合され
ている生薬「柴胡」の基原植物であるミシマ
サイコ（Bupleurum falcatum L.）について、主
要薬用成分であるサイコサポニンの生合成
に関与する酵素群の遺伝子を推定し、単離、
解析を行い、サイコサポニン生合成の分子機
構の全容を解明すると同時に、設計・合成生
物学的な手法によって薬用植物資源の化学
的多様性を合理的にエンジニアすることを
目的とした。 
 具体的には、ミシマサイコにおけるサイコ
サポニン生合成に関与すると考えられるシ
トクロム P450、およびサイコゲニン配糖体化
酵素遺伝子の同定と機能解析を進める。また、
β-アミリンの13位と28位の炭素が酸素原子
を介してエーテル結合することで、環状エー
テルが形成される過程についても、その詳細
を明らかにする。 
 次に、得られた鍵酵素を、酵母をプラット
ホームとした異種発現系により発現させ、設
計・合成生物学的な手法によって薬用植物の
化学的多様性を合理的にエンジニアする。 
 
３．研究の方法 
 ミシマサイコのサイコサポニン生合成の全
容を分子生物学的に解明するための効率的
な方法として、次世代シークエンサーを用い
て、ミシマサイコの根、茎、葉それぞれの部
位で発現している全ての mRNA の配列の配
列を決定することによるトランスクリプト

ーム解析を行い、ミシマサイコの根、茎およ
び根の EST（expressed sequence tag）データベ
ースを作成する。次にこの EST データベース
を BLAST 検索や部位別発現量の比較をする
ことで、サイコサポニン生合成に関与すると
考えられる候補 cDNA を単離する。これら
cDNA のコードする酵素の機能を、酵母や大
腸菌の発現系を用いて解析することで、サイ
コサポニン生合成に関与する酵素遺伝子を
同定する。 
 
４．研究成果 
（1）ミシマサイコのサイコサポニン生合成
の全容を効率的に解明するために、次世代シ
ークエンサーを用いて、ミシマサイコの根、
茎、葉それぞれの部位で発現している全ての
mRNA の配列の配列を決定することによる
トランスクリプトーム解析を行い、ミシマサ
イコの根、茎および根の EST（expressed 
sequence tag）データベースを作成した。次世
代シークエンサーによる解析では、膨大な塩
基配列データをアセンブルし、短い数多くの
リード配列をつなぎ合わせることで、質の高
いコンティグ配列を得る必要がある。本研究
では、様々なアセンブリソフト、手法を試み、
データを詳細に解析することにより、質の高
い EST データベースが作成できた。例えば、
ミシマサイコは根を薬用部位として用いる
ことから、サイコサポニン生合成に関与する
シトクロム P450 は少なくとも根で発現して
いると考えられる。植物は動物に比べ数多く
のシトクロム P450 種をもつことが知られて
いるが、今回作成した EST データベースを検
索したところ、ミシマサイコの根で発現して
いるシトクロム P450 は 109 個であると推測
され、これら 109 個のシトクロム P450 の平
均コード領域長は約 1490bp であった。シト
クロム P450 が約 500 アミノ酸からなるタン
パク質であることから、ミシマサイコの根で
発現している P450、109 個についてほぼ全長
コード領域の情報が得られたことになり、今
回作成した EST データベースの質の高さが
保障される。この EST データを検索すること
で、サイコサポニン生合成に関与する全ての
ステップの酵素遺伝子を容易に、迅速に単離
することが出来る。さらに、このデータを解
析することで、根、茎、葉で特異的発現をし
ている遺伝子の同定はもちろん、各々の遺伝
子の発現量の高低を比較するためにノーザ
ン分析や RT-PCR を行わなくとも、in silico で
遺伝子発現解析を行うことが可能となった。 
 
（2）サイコサポニンの生合成には 11 位、16
位、23 位、28 位の 4 箇所が水酸化される必
要があるため、少なくとも 4 種類のシトクロ
ム P450 が関与していると予想される。サイ
コサポニンのアグリコンであるサイコゲニ
ン生合成に関与するシトクロム P450 を同定
するために、根、茎、葉での部位別遺伝子発
現パターンから予想された6つの候補遺伝子、



根特異的に発現していると考えられる 4 つ、
及び既に報告されているシトクロム P450 と
の類似性から 1 つの候補遺伝子の計 11 種の
ミシマサイコ由来の新規シトクロム P450 に
ついて cDNA クローニングを行い、その機能
を解析した。ミシマサイコ由来のβ−アミリ
ン合成酵素遺伝子を導入したβ−アミリン産
生酵母内で、これら 11 種のシトクロム P450
をそれぞれ発現させ、代謝物を解析した。そ
の結果、β−アミリンを基質とし得るシトク
ロム P450 は、このうち 2種で、R144792 はβ
−アミリンの 28位の炭素を水酸化し、R197504
は 28 位の炭素をカルボン酸にまで 3 段階酸
化することが明らかになった。この 2つのシ
トクロム P450 は互いのアミノ酸配列の類似
性が高いことから、構造の僅かな違いにより
反応生成物が異なっていると考えられ興味
深い。また、β−アミリンからサイコゲニン
までの生合成は数種のシトクロム P450 によ
る逐次反応であると予想されるため、複数の
シトクロム P450 遺伝子を酵母で共発現させ
る系を構築した。さらに cDNA クローニング
を進めた結果、これまでに、ミシマサイコよ
り 16 種の新規シトクロム P450 の cDNA クロ
ーニングに成功し、これらの機能解析の結果、
β-アミリンの28位の炭素を水酸化するシト
クロム P450、R144792 と、16α位の炭素を水
酸化するシトクロム P450、Rnn2525 を同定す
ることができた。これら 2 種のシトクロム
P450 は部位別の発現パターン等から、サイコ
サポニンの生合成に関与していると考えら
れる。 
 
（3）サイコゲニンからサイコサポニンへの
生合成に関与する糖転移酵素遺伝子の単離
を試みた。ミシマサイコから遺伝子を単離す
るために、まずミシマサイコの根の EST デー
タベースから糖転移酵素を検索したところ、
約 1400 個の EST を糖転移酵素遺伝子の候補
配列として得ることができた。その後、各 EST
断片の重複を解析し、さらにハルザキヤマガ
ラシ由来で、オレアナン系トリテルペノイド
を配糖体化する糖転移酵素 BvUGT73C10 との
アミノ酸配列の類似性から、糖転移酵素の候
補遺伝子を8個にまで絞り込むことができた。
サイコサポニンの生合成は根で行われてい
ると予想されているので、8 つの候補遺伝子
の中から、葉よりも根での発現量が多いと予
想される pcap10987 と pcap116407 について
プライマーをデザインし PCR を行って全長
cDNA を得ることができた。塩基配列を決定し
た結果、pcap10987 は 1473 塩基、pcap116407
は 1470 塩基のコード領域をもつことが確認
できた。この候補遺伝子産物がサイコサポニ
ン生合成に関与する糖転移酵素として働く
のかを知るために組換えタンパク質を用い
て活性をみることにした。単離した cDNA の
コード領域を大腸菌発現ベクターに組み込
み、タンパク質を発現させ抽出し SDS-PAGE
を行うと、目的タンパク質が発現しているこ

とが確認できた。しかしながら、この粗抽出
タンパク質を用いて活性測定を行ったとこ
ろ、活性は見られなかった。粗抽出タンパク
質中に目的のタンパク質の量が少ないこと
が原因ではないかと考え、現在、粗抽出タン
パク質から目的のタンパク質の精製を試み
ている。また、目的タンパク質の発現量を増
やすために、培養・誘導条件も検討中である。 
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