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研究成果の概要（和文）：オンジは認知症などの疾患に対して有効性が報告されている重要な生薬であり，オン
ジサポニン類がその活性に寄与していると報告されている。本研究では，オンジの基原植物であるイトヒメハギ
 Polygala tenuifolia がオンジサポニン類を生合成するために必要な酵素遺伝子を解析した。次世代シーケン
サーを用いたトランスクリプトーム解析により，トリテルペン生合成に重要な一群の酵素遺伝子を発見し，それ
らの機能解析を実施した。その結果，オンジサポニン生合成に関与する種々の酵素遺伝子を明らかにすることが
できた。

研究成果の概要（英文）：Onji is an important crude drug for demantia, and onjisaponins are suggested
 to contribute for the activity.  In the present study, important enzyme genes responsible for 
onjisaponin biosynthesis in Polygala tenuifolia were examined by transcriptomic analyses based on 
next generation sequencing techniques.  As results, a series of gene candidates responsible for 
saponin biosynthesis has been identified, and characterized their functions.  in conclusion, it has 
been found that important enzyme genes responsible for onjisaponin biosynthesis.

研究分野： 天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに膨大な数のテルペノイドが報
告されているが，いずれも炭素数 5 の倍数を
基本骨格としており，構造的多様性に富んで
いる。テルペノイドは既に医薬品・機能性食
品・香料および工業原料として利用されてい
るものも数多く存在し，潜在的な医薬品資源
であるだけでなく，産業界でも利用価値の高
い重要な化合物群である。しかしながら，天
然資源を原料にこれらを調達するには，単離
が煩雑なことや植物での生産性が低いケー
スも多々あり，さらには資源枯渇などの数多
くの問題を抱えている。 
 遠志（オンジは）イトヒメハギ Polygala 
tenuifolia の根茎であり，安心益智・強壮・
鎮静を目標として漢方処方に配合されるが，
主な薬効として去痰作用や中枢抑制作用が
報告されている。さらに注目すべき効能とし
て，アルツハイマー症などの認知症に対して，
記憶障害の改善効果が報告され，実際に「中
年期以降の物忘れの改善」を効能効果として
承認され，製品化が可能となっており，実際
に商品化されている。その活性成分としてオ
ンジサポニン類が注目されているが，その構
造は多様，かつ複雑であり合成化学的アプロ
ーチによる利用は困難であった。一方，イト
ヒメハギ自身国内には自生しておらず，その
全てを中国からの輸入原料でまかなってい
る。また，実際にオンジとして利用可能にな
るまで，イトヒメハギを数年にわたって栽培
することから，量のみならず質の担保も必要
であった。 
 オンジサポニン類を基盤とした医薬品の
開発や将来的に予想される資源枯渇に対応
するためには，分子育種によるオンジサポニ
ン高生産系統の作出も視野にいれて研究す
る必要性がある。そのためには，オンジサポ
ニン生合成経路の全容解明が必須であるが，
まだ詳細は不明であった。これらを明らかに
することで，関与する酵素遺伝子を”有用天
然物の生産基盤となる遺伝子資源”として活
用可能となる。 
 オンジサポニン類は魅力的な生物活性を
持つ医薬品資源として将来的に様々な応用
が展開できる上，構造面から俯瞰しても高度
に酸化や配糖化などの修飾を受けており，複
雑なトリテルペンサポニン生合成の解明に
魅力的なターゲットである。 
 
２．研究の目的 
 本研究はオンジの基原植物であるイトヒ
メハギ P. tenuifoli が生産するオンジサポニ
ン生合成に関与する酵素遺伝子を同定し，サ
ポニン代謝の概要を明らかにすることであ
る。 
 具体的に以下の酵素遺伝子の解明を目的
とする。 
 オンジサポニン類はアグリコンとして 
tenuigenin が基盤となっている。これはβ
-amyrin が高度に酸化されている化合物で

あるため，基盤となるβ-amyrin を生合成す
るまでに関与する一連の酵素遺伝子を取得
し ， 次 い で こ れ を 酸 化 す る 一 連 の
Cytochrome P450 酵素遺伝子や糖転移酵素
の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
 オンジサポニン生合成に関わる酵素遺伝
子を網羅的に解析するため，トランスクリプ
トーム解析を実施した。 
 富山大学薬学部附属薬用植物園圃場にて
栽培しているイトヒメハギの地上部と根か
ら，それぞれ RNA を抽出し，cDNA ライブ
ラリを作製後，イルミナ社の次世代シーケン
サーMiSeq によりトランスクリプトームデ
ータを取得した。de novo アッセンブリーに
より，short sequence からコンティグを作製
し，各種データベースに対して検索し，
in-house データベースを作成するとともに，
Gene ontology 解析や KEGG orthology によ
るパスウェイ解析も実行した。 
 以上の結果から選抜したオンジサポニン
生合成に関与する候補遺伝子の全長 cDNA
を単離し，大腸菌を用いた発現系で機能解析
することで，目的遺伝子を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) オンジトランスクリプトーム解析 
 イトヒメハギのオンジサポニン生合成の
全容を効率的に解明するため，次世代シーケ
ンサーを用いた，イトヒメハギ地上部と根そ
れぞれの部位で発現している全ての mRNA の
配列を決定するトランスクリプトーム解析
を実施し，それぞれで発現している遺伝子の
データベースを作成した。 
 それぞれの部位で発現している cDNA ライ
ブラリを作製したところ，地上部より 953 万
リード，根より 1,088 万リードのショートリ
ードが得られた。ここから，低品質なリード
並びに poly-N を含むリードを除去後，
Trinity ソフトウェアを用いて de novo 斡旋
ぶりを実施し，さらに配列の冗長性を取り除
くためにクラスタリングを行ったところ，ト
ータルで 56,143 個の transcript と 47,981
個の unigene を得た。 
 得られた transcript について Nr や
SwissProtデータベースに対してBLASTp検索
を実施し，解析した。その結果，Nrでは 56,143
個，SwissProt では 24,405 個の配列が既知タ
ンパク質網野さん配列と cutoff value 1e-5 
の条件でヒットした。さらに Gene Ontology
解析や Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomic (KEGG) orthology を用いてアノテー
ション下結果，テルペン生合成やフラボノイ
ド生合成など二次代謝に関与する遺伝子マ
ップを作成できた。 
(2) トリテルペノイド生合成酵素の遺伝子
クローニング 
 前項で構築した in-house データベースの
検索結果より，スクアレン合成酵素（SQS），



スクアレンエポキシダーゼ（SQE），並びに 3
種のオキシドスクアレン環化酵素（OSCs）を
選抜することができた。さらに，OSC により
環化反応を受けて生成するトリテルペンの
酸 化 反 応 を 触 媒 す る と 予 想 さ れ る
cytochrome P450s（5 種）や配糖化酵素群も
選抜できた。 
 そこで，SQS,SQE,ならびに OSCs の全長を
クローニングした。その結果，取得した SQS
（PtSQS）とβ-アミリン合成酵素（PtAS）は
既知の遺伝子のORFと配列が一致していたが，
その他の酵素遺伝子は新規遺伝子であった。
これらに加えて，4 個の新規 CYP450s 遺伝子
の全長も取得した。これらの遺伝子のうち，
PtCYP2と命名したクローンはCYP716Aサブフ
ァミリーに属する遺伝子であり，β-アミリ
ン-28-酸化酵素であることが予測された。 
(3) トリテルペン生合成酵素の機能解析 
 オンジサポニン生合成酵素の機能解析を
するにあたり，大腸菌を宿主とした in vivo
発現系を構築した。具体的には，E. coli C-41
株にトリテルペン生合成基質となるファル
ネシル 2 リン酸（FDP）を供給するために必
要な遺伝子群を保有するプラスミド（pMBIS）
で形質転換した。ここに，PtSQS 単独，もし
くは PtSQS と PtSQE を組み込んだプラスミド
（pACYC-PtSQS or pACYC-PtSQS-PtSQE）で形
質転換し，大腸菌内で生成した酵素反応生成
物を GC-MS で解析した。この結果，PtSQS を
含むプラスミドで形質転換した大腸菌は
squalene を新たに生成することが確認され
たことより，PtSQS は SQS として機能するこ
とが判明した。さらに，PtSQS と PtSQE を発
現する大腸菌では squalene のピークに加え
て新たに 2,3-oxidosqualen のピークが検出
されたことから，SQE 活性も確認することが
できた。 
 続いて，先に構築した形質転換体をさらに
PtAS とシロイヌナズナ由来 Cytochrome P450 
reductase である ATR2 を組込んだ pET-Duet
ベクターで形質転換した。この大腸菌を培養
後，酵素反応生成物をGC-MSで解析した結果，
β-amyrin のピークを検出することができ，
PtAS はオンジサポニン生合成の重要な鍵中
間体であるβ-アミリンを合成する酵素であ
ることを明らかにした。この他に全長を取得
した OSC の一つは cycloartenol 合成酵素で
あることも同様に判明した。 
 続いてCYP716Aファミリーに属するPtCYP2
遺伝子の機能解析を行った。このために，先
に構築した形質転換体を pJBEI6411-PtCYP2
プラスミドで形質転換し，発現誘導後，抽出
物をメチル化し，GC-MS で分析した。その結
果，ごく微量ではあるが oleanolic acid 
methyl esterのピークを検出することができ
た。従って，PtCYP2 はβ-アミリン-18-酸化
酵素であることが明らかとなった。 
 以上，本研究によりイトヒメハギにおける
オンジサポニン生合成のなかでも，アグリコ
ン形成に関与する重要な酵素遺伝子の一群

を解明することができた。また，機能解析に
まではいたらなかったものの，この他にもア
グリコン部の酸化修飾に関与すると考えた
れる CYP450 遺伝子や糖転移酵素の候補遺伝
子を取得しており，これらの機能解析をすす
めることでオンジサポニン生合成経路の全
容解明の大きな一歩となった。 
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