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研究成果の概要（和文）：フェニルエタノイド配糖体(PhGs)は，薬用植物に広く分布し，様々な薬理作用をもつ
ことから，医薬品またはこれらをリード化合物とした創薬利用が期待されている。しかし，代表的化合物のアク
テオシド(Act)でさえ，生合成経路が不明で，大量発現系が構築されておらず，疾病治療に用いるための量産化
が課題となっている。そこで，Actを特異的に生合成するゴマ培養細胞を用い，エリシターによる高発現誘導，
RNA-Seqを用いたトランスクリプトーム解析，酵母異種発現酵素を用いた機能解析を行い，Actをはじめとする
PhGsの基本骨格生成に寄与するUGT活性酵素遺伝子2種をゴマ培養細胞より初めて見出すことができた。

研究成果の概要（英文）：Phenylethanoid glycosides (PhGs) are widely distributed in medical plants. 
Recent pharmacological studies of PhGs have shown extensive biological activities. Therefore, 
valuable PhGs has been expected to use for pharmaceutical applications. However, industrial mass 
production remains unresolved for effective applications such as large scale evidence-based human 
study because biosynthesis of acteoside (Act), the most representative one of PhGs, several 
downstream intermediate, key enzymes and their corresponding genes remain to be discovered. In this 
study, we examined the effective accumulation of Act by elicitation in sesame cultured cells, and 
followed to the major genomic determinants of Act biosynthesis by transcriptome analysis, and 
functional expression of the candidate genes. The two key genes, which modulate the sequential 
glucosylation step in the biosynthesis of PhGs with hydroxytyrosol unit such as Act, were identified
 in sesame cultured cells for the first time. 

研究分野： 食品科学

キーワード： フェニルエタノイド配糖体　アクテオシド　生合成経路　トランスクリプトーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PhGsは1950年に天然中から初めて見出され，そして薬理作用が明示された80～90年代以降から今に至るまで「医
薬品としての利用」が期待されているにもかかわらず，未だに生合成下流の経路が不明で，量産化できていな
い。本研究によりActをはじめとするPhGsの基本骨格生成に寄与する酵素遺伝子の一端が明らかとなった。これ
により種々のPhGsの生合成機構の解明ならびに効率的バイオ生産に拍車がかかることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
フェニルエタノイド配糖体(PhGs)は，水溶性のポリフェノールで，C6-C2 のグルコース配糖体

を基本骨格とし，様々な糖類や桂皮酸類が結合した形で，天然に広く分布している。PhGs は様々
な薬理作用を示し，また最近ではアルツハイマーやパーキンソン病への in vivo 効果が明らかに
されるなど，医薬品として，またこれらをリード化合物とした創薬利用が期待されている。しか
し，最も幅広く存在し，代表的な化合物として知られるアクテオシド(Act)でさえ，その大量発現
系が構築されておらず，疾病治療に用いるための量産化が大きな課題となっている。 
高含有植物(2~3%Act 生産)の細胞を用いたバイオ生産が試みられているものの，生合成関連遺

伝子や酵素が不明なため，高生産植物細胞同士で形質転換するなど工夫されているが，生産量は
少なく，量産化には至っていない。Act の生合成経路は植物培養細胞(オリーブやアカヤジオウ)
を用いて報告されているが，カフェ酸，サリドロサイド，ヒドロキシチロソール以降の中間体が
検出されておらず，C6-C2 から配糖体・アシル化体へと至る生合成の詳細は不明なままである。
PhGs の生産性が低い場合，関連遺伝子・酵素の発現量も低くなり，また同時に生産される他の
二次代謝物由来の妨害により，詳細な生合成経路の解明が困難になっていると予想される。 
 
２．研究の目的 
このような中，我々は，先行研究で，ゴマ(Sesamum indicum L.)の葉がアクテオシドを豊富に含

むこと，またその成長過程で，他の植物体と比べて，多量のアクテオシドを生産することを明ら
かにした(最大 12.3%)*1。また，ゴマの組織培養を試み，葉中に存在する他のフラボノイドやイ
リドイド類を生産せず，アクテオシドを高生産する培養細胞株を確立することができた。本株は，
葉中では観察されない PhGs と思われる複数のマイナー成分も生産していたことから，PhGs 生
合成関連遺伝子や酵素を『有意に』検出できる可能性を示す。そこで，本研究ではこの細胞株を
用いて，PhGs 生合成機構の網羅的解明と効率的な大量生産系の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
ゴマの培養細胞は，既報に従い，無菌播種，カルス誘導，懸濁培養し，LC-MS/MS で成分確認

したものを使用した。エリシター添加による発現誘導，高発現条件下での RNA-Seq 解析を行い，
高発現している遺伝子の網羅的探索を行った。さらに，目的候補遺伝子をクローニングし，酵母
異種発現酵素を用いた in vitro アッセイにより，酵素機能の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ゴマ培養細胞における Act 高生産条件の検討 
本細胞株は，既報*1, 2 で見出したゴマ葉中では顕著に検出されるイリドイド類(Lamalbid, 

Sesamoside, Shanzhiside Me ester)とフラボノイド(Pedaliin)を生産せず，Act と葉中では未検出の
PhGs と思われる複数の Act 類縁体を生産する。そこでまず，様々なストレス誘導に関連した既
知のエリシター5 種を用いて，Act 生産量に及ぼす影響を調べた（図 1）。結果、ジャスモン酸メ
チルの添加で Act 生産量が処理 72 h 後に 5.5 倍増加することが判明した(0 h, 36.2 mg/L; 72 h, 199.6 
mg/L)。また、クロマト分析より Act のみが増加しており、他の二次代謝物の影響を受けずに、
Act 生合成関連酵素遺伝子のみが高発現誘導されていると考えられた。 



  
(2) RNA-Seq を用いたトランスクリプトーム解析 
クロマト分析の結果から, エリシター無添加を 0 h とし，処理後 6, 12, 24 h の細胞から RNA を

抽出し，RNA-seq 解析に供した。得られた配列データについて，CLC Genomics Workbench によ
る de novo アセンブリを行い，62008 の Contig を得た。増加した Contig の抽出および Blast 解析
の結果，Act 生合成推定経路における Tyr 代謝経路，Phe 代謝経路の関連酵素遺伝子が見出され，
さらにヒドロキシチロソールの配糖体化に関与すると思われるUDP-グルコース転移酵素（UGT）
の候補遺伝子を 7 つ，rhamnose 付加に関与すると思われる UDP-ラムノース転移酵素（URT）の
候補遺伝子を１つ，caffeic acid(caffeoyl-CoA)の付加に関与すると思われるアシル化転移酵素(AT)
の酵素遺伝子を 5 つ選抜することができた（図 2）。 

 
 
(3) 高発現した配糖化酵素遺伝子の機能解析 
候補遺伝子のうち，RPKM に基づく発現量が有意に増加した UGT 遺伝子 Contig31910(4000 倍

増加), Contig6407(250 倍増加), Contig15760(80 倍増加)を PCR で増幅後，発現ベクターにサブク
ローニングした。酵母異種発現酵素を用いた in vitro アッセイにより，ヒドロキシチロソールを
含む種々の C6-C 化合物(C6-C1 安息香酸類，C6-C2 チロソール類，C6-C3 桂皮酸類, C6-C3-C6 フ
ラボノイド類)に対する配糖化活性を検討した。しかし，残念ながら，いずれも C6-C2 に対して
全く活性を示さず，Act 生合成にかかわる酵素ではないことが判明した。最も発現量が増加して
いた Contig31910 の酵素は全ての C6-C 化合物に対して無活性であったが，Contig6407 の酵素は
C6-C3 の p-クマル酸やカフェ酸のカルボキシ基を配糖化する酵素であること，Contig15760 は C6-
C3 の p-クマル酸，カフェ酸，フェルラ酸の 4 位のフェノール性水酸基を配糖化する酵素遺伝子
であると考えられた。 
 
(4) 系統樹による C6-C2 に対する UGT 候補遺伝子の選抜と機能解析 
次いで，配糖化候補遺伝子の系統樹を構築し，C6-C2 に対する活性をもつ酵素候補遺伝子のさ

らなる絞り込みをおこなった。結果，hydroquinone-O-GT を触媒する酵素で，ヒドロキシチロソ
ールへの配糖体化活性が報告されている UGT72B14 と同じクレードに属する遺伝子 Contig13709, 
33692, 14458 が絞り込めた。また，上記 4-3 で高発現した 3 つの Contig はそれぞれ Lignan glycosyl 



transferase ファミリー，UGT84 ファミリー，UGT73 ファミリーに属すると考えられ，別の機能
を有する酵素遺伝子であることが改めて確認できた。本細胞株においてリグナン類の生成は LC-
MS/MS 分析において認められないが，エリシター処理で 4000 倍も増加するリグナン配糖化酵素
遺伝子(Contig13709)が検出されたことは興味深く，リグナン類を豊富に含むゴマ種子の方が葉中
の Act 量が多い傾向にあるという我々の実験結果の解明の糸口になるかもしれない。絞り込ん
だ候補遺伝子の機能解析を行ったところ，Contig13709 と 33692 はヒドロキシチロソールと反応
し，Act をはじめとする種々の PhGs の基本骨格となるヒドロキシチロソールグルコシドを生成
することが LC-MS/MS および NMR で確認できた。これにより，ゴマ培養細胞中よりヒドロキ
シチロソールに対して UGT 活性を示す酵素遺伝子 2 種を初めて見つけ出すことに成功した。 
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