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研究成果の概要（和文）：　ミシマサイコのESTデータベースを検索することで、これまでに単離された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酵素、Rnn2525に加え、
23位を水酸化するR144574、16β位を水酸化するRnn9542および13位と28位間のエーテル結合を形成するCL4443を
単離した。これでサイコサポニン生合成に関与する全てのシトクロムP450を同定することに成功した。これらの
酵素遺伝子を酵母で発現させた結果、ミシマサイコの主要なサポニンであるサイコサポニンAのアグリコン、サ
イコゲニンFを生産させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：By searching the EST databases of Bupleurum falcatum L., we have isolated 
three cDNAs of cytochrome P450, R144574, which hydroxylates the carbon at position 23 of β-amyrin, 
Rnn9542 hydroxylating C-16β, and CL4443 forming an ether linkage between C-13 and C-28, in addition
 to R144792 hydroxylating C-28, and Rnn 2525 hydroxylating C-16α, which have so far been identified
 as the cytochrome P450s involved in saikosaponin biosynthesis. As a consequence, we successfully 
identified all the cytochrome P450s involved in saikosaponin biosynthesis. Furthermore, as a result 
of expressing these enzyme genes in yeast, we succeeded in producing saikogenin F, the aglycone of 
saikosaponin A, which is one of a major saponin of B. falcatum L..

研究分野： 天然資源系薬学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
サイコサポニン生合成に関与する全てのシトクロムP450を同定することに成功したことで、植物がつくる複雑な
二次代謝物の生合成機構の解明が可能となった。またミシマサイコのサイコサポニン生合成に関与する酵素の6
遺伝子を酵母内で同時に発現させることに成功した。その結果、ミシマサイコの主要なサポニンであるサイコサ
ポニンAのアグリコンを酵母で生産させることに成功した。このことにより、酵母を用いて植物が産生する有用
な代謝物を早く、大量につくりだすための基盤作りに成功したといえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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。この重要な薬用植物であるミシマサイコから、薬用成分であるサイコサポニン生合成
に関与する酵素等の遺伝子の単離し、解析を行い、ミシマサイコの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、形質転換酵母を用いた、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。 
サイコサポニンはオキシドスクアレンが閉環して生じる 5 環性トリテルペンであるβ-アミ

リンの 16 位、23 位、28 位の炭素のシトクロム P450 による水酸化、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、およびアグリコンで
あるサイコゲニンの配糖体化により生合成されると考えられるが、その全容は未だ明らかにな
っていない。これまでに我々は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
タベースを作成した。この EST データベースを BLAST 検索することで、スクアレン合成酵素
遺伝子を 1 個、スクアレンエポキシダーゼを 3 個、オキシドスクアレンを閉環する酵素遺伝子
を 6 個推定することが出来た。その結果をもとに、オキシドスクアレン閉環酵素遺伝子の cDNA
クローニングを行い、6 個の cDNA（BfOSC1～6）を単離した。これら cDNA を酵母で発現させ
機能解析を行った結果、BfOSC1, 6 はシクロアルテノール合成酵素、BfOSC2, 5 がβ-アミリン
合成酵素、BfOSC3,4 は副生成物としてβ-アミリンも合成するが、α-アミリン合成酵素活性を
もつことを明らかにしてきた。また、次世代シークエンサー解析により得られた短いリード配
列を各 BfOSC のコード領域配列にマッピングすることにより、in silico 発現解析を行った結果、
β-アミリン合成酵素は根で、α-アミリン合成酵素は葉、茎でより多く発現していることが示
唆された。またシクロアルテノール合成酵素は根、茎、葉で同程度発現していると予想された。
以上のように、ミシマサイコで発現している全てのオキシドスクアレン閉環酵素遺伝子のクロ
ーニング、機能解析に成功した。次にサイコゲニン合成に関与するシトクロム P450 について
研究を行った結果、β-アミリンの 28 位を水酸化するシトクロム P450、および 16α位を水酸化
するシトクロム P450 を含む 13 個の新規シトクロム P450 遺伝子をミシマサイコから単離する
ことに成功した。さらに、これら遺伝子の機能解析を酵母を用いて行う過程において、シトク
ロム P450 の活性発現に必要なシトクロム P450 還元酵素遺伝子も 3 種、ミシマサイコから単離
している。 
 
２．研究の目的 
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.）の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単離、解析することで、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、得られたサイコサポニン生合成に関与する遺伝子を酵母に導入
することで、酵母による薬用植物成分の生産の可能性について検討することを目的とし、以下
の研究を行う。 
 

・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未同定のシトクロム
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。 
 
・得られた複数の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ることで、
薬用植物ミシマサイコの細胞内で行われているサイコサポニン生合成の全過程を酵母内で再現
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に関与している酵素遺伝子のうち未だ同定のされてい

ないシトクロム P450 について、cDNA クローニングを行い、その機能を解析する。またサイコ
ゲニンの配糖体化酵素についてもシトクロム P450 と同様の方法で同定を試みる。その方法は、



作成したミシマサイコの EST データを、他植物で同定されたβ-アミリンを基質とするシトク
ロム P450 とのアミノ酸配列の相同性や、ミシマサイコの葉、茎、根での遺伝子発現パターン
の解析により候補を選定する。また、得られた遺伝子資源の有効利用を目的に、酵素遺伝子を
組み込んだ遺伝子組換え酵母の作製を試み、酵母による有用薬用成分生合成の可能性について
検討する。 
 
４．研究成果 
β-アミリンの 23 位の酸化に関わると考えられるシトクロム P450 を同定するために、オレア

ノール酸の 23 位を水酸化するタルウマゴヤシの CYP72A68v2 と類似したアミノ酸配列をもつ
シトクロム P450候補を 12種選定し、これらの cDNAの単離を試みた。その中でシトクロム P450、
R144574 について、β-アミリンの 28 位が水酸化された Erythrodiol を生合成する酵母で発現さ
せたところ、23 位が酸化されている新たな代謝物を生産していることが明らかとなった。以上
の結果より、R144574 はサイコサポニン A および D の生合成に関わるシトクロム P450 の 1 つ
であると考えられる。 
次に、β-アミリンの 16β位を水酸化すると報告のあったキキョウの CYP716A141 と類似した

アミノ酸配列をもつシトクロム P450 候補 2 種を選定し、その中の 1 つ、Rnn9541 を酵母で発現
させたところ、16β水酸化体の産生が確認された。 
これまでに我々が同定した 16α位、16β位、23 位、28 位の水酸化を触媒するシトクロム P450

遺伝子のミシマサイコでの葉・茎・根の発現量を解析したところ、その発現パターンの類似性
が非常に高かった。そこで、β-アミリンの 13 位と 28 位間のエーテル結合形成にもシトクロム
P450 が関与していると考えるならば、同様な発現パターンを示すと予測し、K-means 法を用い
た発現パターン分類や、系統樹や発現量比較による解析を行った。その結果シトクロム P450
遺伝子 CL4443 を選定し、形質転換酵母に導入したところ、β-アミリンの 13 位と 28 位間にエ
ーテル結合が確認された。このことより、CL4443 はサイコゲニン生合成に必要な環化反応を
触媒するシトクロム P450 であることが明らかとなった。以上の結果により、ミシマサイコに
おいてサイコサポニン生合成に関与する全てのシトクロム P450 遺伝子を同定することに成功
した。 
次に酵母を用いた薬用成分の生産を目指して、これまでに得られたミシマサイコ由来のサイコ

サポニン生合成酵素をさまざまな組み合わせで同時に発現させ、サイコゲニンおよびその関連
化合物の生産を試みた。その中でも、β-アミリンを生産する酵母に β-アミリンの 16β、23、
28 位の水酸化酵素遺伝子と 13 位 28 位間の環化酵素遺伝子およびシトクロム P450 の活性に必
要なシトクロム P450 還元酵素遺伝子の計 6 個の酵素遺伝子を導入し、同時に発現させたとこ
ろ、目的の化合物であるサイコゲニン F とサイコゲニン F の代謝物と考えられるサイコゲニン
A を酵母で生産させることに成功した。 
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