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研究成果の概要（和文）： 
 植物界における代表的なトリテルペン骨格であるβ-amyrin、ルペオール、およびα-amyrin
をそれぞれ生成するオキシドスクアレン環化酵素の遺伝子を複数の植物種から単離し、酵母に
導入することにより、各トリテルペンを生産する組換え酵母を作出した。次に、マメ科を中心
に複数の植物種から単離したトリテルペン酸化酵素（P450）の遺伝子を、上記の各種トリテル
ペン生産酵母において様々な組み合せで発現させることにより、植物体中においては存在量の
低いトリテルペノイドを生産することに成功した。   
 
 
研究成果の概要（英文） 
 Triterpenoids, with increasing evidence of their health beneficial properties, is a 
diverse group of secondary metabolites. Cytochrome P450 monooxygenases (P450s) play 
critical roles in site-specific oxidations of triterpene skeleton; thereby create 
structural variation of triterpenoid aglycones. In this study, we identified several P450 
enzymes involved in triterpenoid biosynthesis by using “homology-based” and “gene 
co-expression analysis ”  methods. These identified P450s were coexpressed with 
oxidosqualene cyclase, such as β-amyrin synthase, in engineered yeast to produce 
rare-natural or non-natural terpenoid products. 
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１．研究開始当初の背景 
 組換え微生物を用いた植物有用二次代謝
産物の代謝工学研究の成果として、抗マラリ
ア活性を有するセスキテルペノイドである

アルテミシニンの前駆体や、イソキノリンア
ルカロイドを組み換え酵母において生産さ
せた研究が注目されていた。一方、トリテル
ペノイドの場合、トリテルペン骨格形成以降
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の生合成酵素（トリテルペン修飾酵素）遺伝
子に関する知見が乏しかったことから、上記
のような成功例は報告がなかった。一方、研
究代表者らは、肝炎治療剤として使用される
トリテルペノイド配糖体であり、マメ科の薬
用植物カンゾウの地下部に特異的に含まれ
るグリチルリチンの生合成経路において、ト
リテルペン骨格の酸化修飾に関与するシト
クローム P450 酸化酵素の遺伝子単離に成功
していたこと、また、マメ科モデル植物であ
るタルウマゴヤシ、ミヤコグサの公開 EST も
既に充実していたことから、上記グリチルリ
チン生合成関連 P450 遺伝子に対して高い相
同性を示す遺伝子の単離と機能解析を行う
ために必要な知見が得られていたことから
本研究計画の着想に至った。 
 
 
 
２．研究の目的 
 マメ科の薬用植物カンゾウが生産するグ
リチルリチンに代表にされるトリテルペノ
イド化合物の生合成酵素遺伝子、なかでもト
リテルペノイド化合物の構造多様化への寄
与が大きいシトクローム P450 酸化酵素に注
目し、その探索と機能解析を行うこと、さら
に、トリテルペノイド生合成関連遺伝子を導
入した組換え酵母を作出し、植物体中にはご
く微量にしか存在しない、あるいは非天然型
のトリテルペノイドの生産を試みる。 
 
 
 
３．研究の方法 
 モデルマメ科植物であるミヤコグサおよ

びタルウマゴヤシの公開 ESTデータベースを

精査し、研究代表者らがマメ科の薬用植物カ

ンゾウから既に単離していたグリチルリチ

ン生合成関連 P450、CYP88D6（β-amyrin 11

位酸化酵素）およびβ-amyrin の 30 位の酸化

反応を触媒する P450 について、ホモログの

探索を行った。ヒットした配列について、

RT-PCR、RACE-PCR 法により、全長 cDNA を単

離し、酵母発現ベクターを作成した。代表的

なトリテルペン骨格であるβ-アミリン、ル

ペオール、α-amyrin の合成酵素遺伝子と、

P450 還元酵素（P450 酸化酵素の酸化還元パ

ートナー）遺伝子を予め導入した酵母株に、

各 P450 の発現ベクターを導入した。得られ

た形質転換酵母を 10 ml スケールで培養した

後、培養液を溶媒抽出後、生成物を GC-MS に

より分析し、各種トリテルペン骨格に対する

酸化活性の有無を調べた。さらに、タルウマ

ゴヤシの公開大規模遺伝子発現データに基

づく遺伝子共発現解析により、β-amyrin 合

成酵素遺伝子に対して高い共発現係数を示

す P450 遺伝子を見出し、上記の方法により

酵素機能を解析した。以上の過程を経て得ら

れたトリテルペン酸化活性を有する P450 遺

伝子を複数組み合せて各種トリテルペン生

産酵母に導入した後、培養液を GC-MS により

分析した。 
 
 
 
４．研究成果 
 研究代表者らがカンゾウから既に単離し
ていた CYP88D6（β-amyrin 11 位酸化酵素）
およびβ-amyrinの30位の酸化反応を触媒す
る P450 について、モデルマメ科植物である
ミヤコグサおよびタルウマゴヤシから１０
以上のホモログ遺伝子を単離した。その結果、
タルウマゴヤシから単離した幾つかの
CYP72A サブファミリーP450 がトリテルペノ
イド合成に関与することを見出した。さらに、
新たに単離した CYP72A サブファミリーP450
と先に単離していた CYP93E3（β-amyrin 24
位水酸化酵素）を、β-amyrin 生産酵母にお
いて同時発現させることで、これまでに植物
体からの単離報告のないものも含めて複数
種のトリテルペノイド化合物を生産させる
ことができた。さらに、トリテルペノイド生
合成に関わる新たな P450 分子種の探索と機
能解析を行った。モデルマメ科植物であるタ
ルウマゴヤシの公開大規模遺伝子発現デー
タに基づく遺伝子共発現解析により、β
-amyrin 合成酵素遺伝子に対して高い共発現
係数を示す CYP716A12を見出した。β-amyrin
生産酵母を用いた酵素機能解析を行った結
果、CYP716A12 はβ-amyrin の 28 位を酸化し
オレアノール酸を生成する活性を有するこ
とが判明した。CYP716A12 はさらに、別のト
リテルペン骨格であるルペオールおよびα
-amyrin に対しても酸化活性を示し、それぞ
れベツリン酸、およびウルソール酸を生成す
ることが判明した。また、複数の植物種から
CYP716A12に対して高い相同性を示すP450を
単離し、活性を調べたところ、CYP716A12 と
同様のトリテルペン酸化活性を有すること
が判明した。さらに、β-amyrin 合成酵素、
CYP716A12、および CYP93E2 を同時発現する
組換え酵母が植物体中においてはレアなト
リテルペノイドを生産しうることを明らか
にした。 
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