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研究成果の概要： 
カプサイシン含有のトウガラシ品種にカプシエイト生合成能があり、カプシエイト含有品種

にカプサイシン生合成能があることを明らかにした。両品種は、カプサイシンあるいはカプシ

エイトの最終生合成酵素と推定されるアシルトランスフェラーゼをコードする遺伝子を有して

おり、両品種で同一のものであった。カプサイシン、カプシエイトの最終合成酵素は同一であ

るが、前駆体としてバニリルアルコールが供給される場合に、カプシエイト蓄積が優位になる

ことが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
トウガラシの無辛味品種‘CH-19 甘’には、

カプシエイトとその類縁体（総称してカプシ

ノイドという）が含まれる。トウガラシ辛味

成分カプサイシンには多くの有用な作用が

あるが、あまりの刺激の強さのためにその利

用が困難となっている。一方、カプシエイト

にはほとんど辛味は無いが、カプサイシンと

同様に体脂肪の蓄積を抑制することが報告

されている。この作用が、カプサイシン受容

体（TRPV1）を介して発揮されていることが

明らかとなっている。また、最近ではカプシ

エイトの抗酸化作用、アポトーシス誘導作用、

抗ガン作用などが報告されている。 

以上のように、カプシエイトには低刺激性

でありながらカプサイシン様の様々な有用

作用があることから、カプシエイトは新たな

医薬品や機能性食品の素材として非常に有

望である。現在、カプシエイトの実用化にあ

たり、その大量供給系の開発が望まれている。 
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カプシエイト大量供給系の一つとして、環

境調和型である酵素法による合成法がある。

一方で、カプシエイトを多量に含む植物体の

作出が実用的な供給系として挙げられるが、

そのためには、カプシエイトの植物体内での

生合成機構を解明することが重要である。 

カプシエイト、カプサイシンの生合成経路

については、共にフェニルプロパノイド経路

で生成するフェルラ酸までは解明されてい

るが、その後の代謝経路および関与する酵

素・遺伝子に関しては不明である。おそらく

カプシエイトの化学構造上、フェルラ酸→バ

ニリン→バニリルアルコール→カプシエイ

トといった経路が推測される。一方、カプサ

イシンは、フェルラ酸→バニリン→バニリル

アミン→カプサイシンと推測される。つまり、

バニリンの代謝様式がカプシエイトとカプ

サイシンの生合成分岐点と考えられる。また、

バニリルアミン→カプサイシンを触媒する

酵素とバニリルアルコール→カプシエイト

を触媒する酵素は、特定されていない。 
以上の様に、カプシエイト生合成経路の詳

細は不明であり、これを解明することは、カ

プシエイト生産の向上に寄与するだけでな

く、未だ不明なカプサイシン生合成経路と辛

味発現因子の解明に繋がる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、カプシエイトのトウガラシ植

物体での大量生産に向けた基礎研究の一環

として、その生合成経路を解明し、カプシエ

イト生成ならびに辛味発現（カプサイシン生

成）を制御する因子を探索することを目的と

した。 
具体的には、生合成経路のうち、フェルラ

酸およびバニリンからカプシエイト、カプサ

イシンに至る物質の流れを明確にし、その代

謝に関連する酵素・遺伝子の探索を行うため

に、以下の４項目を実施した。 
１） 安定同位体前駆体と LC-MS/MSを用い

た in vivo トレーサー実験による生合
成経路の解明 

２） 生合成関連酵素を解析するため、安定同

位体前駆体と LC-MS/MSを用いた酵素
活性測定系の確立 

３） ２）の測定系を指標とした生合成酵素の
精製、解析 

４） 生合成酵素をコードする遺伝子の解析 
 
３．研究の方法 
１） 安定同位体前駆体と LC-MS/MS を用い

た in vivoトレーサー実験 
安定同位体前駆体の合成 
カプシエイト、カプサイシンの生合成前駆

体の候補物質として、フェルラ酸、バニリン、

バニリルアミン、バニリルアルコールなどに

ついて安定同位体を調製した。すなわち、市

販の[13C]-バニリンと重水をアルカリ条件下
で加熱することにより二重標識 [2H][13C]-バ
ニリンを調製した。これを出発物として、水

素化ホウ素ナトリウムによる還元で二重標

識バニリルアルコールを調製した。二重標識

バニリルアミンは、二重標識バニリンとギ酸

アンモニウムを加熱することにより調製し

た。 
トウガラシへの安定同位体前駆体の投与 
トウガラシ植物の栽培は静岡県立大学の

薬草園あるいは、京都大学の農場で行った。

実験には、カプサイシンを蓄積する品種、カ

プシエイトを蓄積する品種を用いた。 
トウガラシ果実への安定同位体前駆体の

投与は、各種前駆体の溶液を直接果実の胎座

部分（カプサイシン、カプシエイト生合成部

位）にマイクロシリンジで注入して行った。

経時的に果実を採取し、液体窒素で果実を瞬

時に凍結させ、LC-MS/MS測定まで保存した。 
LC-MS/MS による安定同位体前駆体の代謝
物の解析 
トウガラシ果実を凍結乾燥物し、酢酸エチ

ルによる抽出で、カプサイシン、カプシエイ

ト含有画分を得た。一方、0.1%酢酸含有メタ
ノール抽出で、各種前駆体を含む画分を得た。 
得られた各画分中の、LC-MS/MS による

安定同位体代謝物の定性・定量系については、

LC ではメタノール/水/酢酸混合液のグラジ
エント溶出を行った。MS でのイオン化は



 

 

ESI法あるいは APCI法で行い、それぞれの
物質の親イオンならびに特徴的なプロダク

トイオンを検出した。 
 

２）安定同位体前駆体と LC-MS/MS を用い
た酵素活性測定系の確立 
トウガラシ粗酵素液の調製 
新鮮なトウガラシ果実の胎座を採取し、氷

冷下で緩衝液を加え、ホモジナイズした。こ

れを遠心分離した上澄みを粗酵素液とした。 
ト ウ ガ ラ シ 粗 酵 素 液 の 酵 素 活 性 の

LC-MS/MSによる測定 
バニリルアルコール→カプシエイトおよ

びバニリルアミン→カプサイシンの酵素活

性は次のように測定した。二重標識基質とオ

クタン酸-CoA を溶解した緩衝液に、粗酵素
を加え反応を開始した。経時的に反応溶液を

採取して、塩酸を加えて反応を停止した。酢

酸エチルで抽出し、LC-MS/MSにより生成し
た二重標識されたカプシエイト、カプサイシ

ンを定量した。 
 

３）生合成酵素の精製、解析 
トウガラシ胎座の破砕組織をアセトンで

脱脂した後、トリス緩衝液で粗酵素を抽出し

た。続いて、カプサイシン合成活性を指標に

して、陰イオン交換樹脂、限外濾過、ゲル濾

過カラムによって酵素の精製を行った。 
 

４）生合成酵素をコードする遺伝子の解析 
トウガラシのゲノム DNAの抽出は、各種

トウガラシの葉より、キットを用いて行った。

このゲノム DNA をテンプレートとし、カプ
サイシン合成酵素の候補遺伝子 Pun1の特異
的なプライマーセットを用いて PCR 増幅を
行った。 

Pun1 遺伝子の発現については、各種トウ
ガラシの胎座から、キットを用いて RNA を
抽出し、これをキットを用いて cDNAとした。
この cDNAをテンプレートとして Pun1特異
的プライマーセットにより PCR 増幅を行っ
た。 

 

４．研究成果 

１） 安定同位体前駆体と LC-MS/MSを用い
た in vivo トレーサー実験 

カプサイシン含有品種の植物体果実にカ

プサイシンの前駆体であるバニリルアミン

を与えると、新たにカプサイシンが生成した。

カプシエイト含有品種では、バニリルアルコ

ールを与えると、新たにカプシエイトが生成

した。このことから、カプサイシンの前駆体

がバニリルアミンであり、カプシエイトの前

駆体がバニリルアルコールであることを確

認した。一方、カプサイシン含有品種にバニ

リルアルコールを投与するとカプシエイト

が、カプシエイト含有品種にバニリルアミン

を投与するとカプサイシンが蓄積した。この

ことから、どちらの品種も、カプサイシンと

カプシエイト両方の合成能を有することが

明らかとなった。 
次に、生合成的にバニリルアミンとバニリ

ルアルコールの上流に位置すると推定され

るバニリンを投与すると、カプサイシン含有

品種ではバニリルアミンとバニリルアルコ

ールの両方が蓄積したのに対し、カプシエイ

ト含有品種ではバニリルアルコールのみが

蓄積し、バニリルアミンは生成しなかった。

さらに、バニリンの上流と推定されるフェル

ラ酸を投与した場合、カプサイシン含有品種

ではバニリルアミンが優位に、カプシエイト

含有品種ではバニリルアルコールのみが生

成した。 
以上のことから、カプサイシン合成酵素、

カプシエイト合成酵素は同一である可能性

が考えられた。つまり、カプサイシン含有品

種では前駆体のバニリルアミンが優位に供

給されるため、結果としてカプサイシンが蓄

積し、カプシエイト含有品種ではバニリルア

ルコールのみが供給されるのでカプシエイ

トが蓄積すると考えられる。 
また、本研究に関連して、新規のカプサイ

シン類縁体としてカプシコニエイトを単離

し、化学構造を決定した。カプシコニエイト

は、コニフェリルアルコールを部分構造に有

していた。コニフェリルアルコールの安定同



 

 

位体を合成し、これをトウガラシに投与する

と、カプシコニエイトが蓄積した。元来、カ

プシコニエイトを含まない品種においても、

カプシコニエイトの蓄積が確認されたこと

から、この合成酵素も、カプサイシン合成酵

素と同一であることが示唆された。 
 

２）カプサイシン合成活性の測定系の確立 
カプサイシン高含有品種‘ハバネロ’の胎

座の粗酵素液を用いて、2H、13C ラベル化し
たバニリルアミンとオクタン酸-CoA を基質
にカプサイシン合成活性測定系を構築した。

カプサイシン合成酵素の速度論的解析を行

ったところ、バニリルアミンとオクタン酸

-CoAに対するKmはそれぞれ200~1000µM、
25µM であった。カプシエイト高含有品種で
あり、元来カプサイシンを含まない‘CH-19
甘’の粗酵素液についても上記の反応を行う

と、カプサイシン合成活性が認められた。一

方、バニリルアルコールを基質としたカプシ

エイト合成活性測定法についても検討を行

った。生成するカプシエイトが、水系に不安

定であるため、正確な生成量は求められなか

ったが、明らかにカプシエイト含有品種のみ

ならず、カプサイシン含有品種にもカプシエ

イト合成活性が認められた。 
 

３）生合成酵素の精製、解析 
カプサイシン合成酵素とカプシエイト合

成酵素、あるいはカプシコニエイト合成酵素

が同一である可能性があることから、非常に

強いカプサイシン合成活性を示したトウガ

ラシ品種のハバネロについて、カプサイシン

合成活性を指標に、当該酵素の単離を試みた。

ハバネロ果実の胎座をアセトン脱脂の後、ト

リス緩衝液で溶出させた酵素原液は、

272µU/mg protein の比活性を有していた。
これをQAE-TOYOPEARL 550C陰イオン交
換樹脂で処理し、非吸着画分をさらに限外濾

過により 10KDa 以下をカットして、原液の
11.4倍の比活性画分を得た。さらに、ゲル濾
過カラムクロマトグラフィーを試みたが、こ

れ以上の酵素の精製には至らなかった。酵素

タンパク質の解析を行うためには、より詳細

な精製条件の検討と、より大量のトウガラシ

胎座サンプルからの精製が必要と考えられ

た。 
 

４）生合成酵素をコードする遺伝子の解析 
カプサイシンを蓄積する辛味品種、カプシ

エイトを蓄積する品種、そしてどちらも含有

しない無辛味品種について、カプサイシン合

成酵素と推定されているアシルトランスフ

ェラーゼの一種をコードしている Pun1遺伝
子のゲノムにおける解析を行った。その結果、

無辛味品種では Pun1が部分欠損していた。
一方、カプサイシン蓄積品種とカプシエイト

蓄積品種では Pun1遺伝子が完全長で存在し
ていた。 
胎座における Pun1遺伝子の発現では、無

辛味品種では、Pun1 の発現は全く見られな
かった。一方、カプサイシン蓄積品種とカプ

シエイト蓄積品種の両方で、Pun1 の発現が
見られた。また、両品種から得られた Pun1
遺伝子の塩基配列から推定されるアミノ酸

配列は完全に一致していた。 
以上のことから、カプサイシン合成酵素と

カプシエイト合成酵素は同一のもので、この

酵素が発現している品種では、カプサイシン

あるいはカプシエイトが蓄積し、コードする

遺伝子が部分欠損している品種は、これらの

物質を生合成できないと考えられる。 
 
本研究より、カプサイシン合成酵素とカプ

シエイト合成酵素が同一で、供給される前駆

体の種類により、蓄積する物質が異なること

が示唆された。つまり、トウガラシにおける

辛味の制御には、カプサイシン合成酵素発現

の有無が関与しているが、それだけではなく、

前駆体供給系も強く関与していることが明

らかとなった。特に、カプサイシンとカプシ

エイトの生合成には、前駆体合成におけるバ

ニリルアミンとバニリルアルコールへの分

岐が深く関わっており、今後、この分岐に関

与する酵素・遺伝子を解明することが、トウ

ガラシにおける辛味発現の解明あるいは有



 

 

用物質の生産制御を目指す上で、重要なポイ

ントであると考えられた。 
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