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研究成果の概要（和文）：植物トリテルペノイドの生合成制御機構を明らかにすべく、マメ科カンゾウ（甘草）
が生産するグリチルリチンおよびマメ科植物全般が生産するソヤサポニンに注目し、先に同定していた生合成酵
素（β-アミリン合成酵素、CYP88D6およびCYP93E3）遺伝子の発現制御に関わるプロモーター単離ならびに候補
転写因子の遺伝子単離を行った。選抜した9種の候補転写因子について上記3種の生合成遺伝子プロモーターに対
する転写活性化能を解析し、1種がソヤサポニン生合成に関わるCYP93E3（β-アミリン24位水酸化酵素）遺伝子
プロモーターからの転写を30倍以上活性化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Biosynthesis of triterpenoids is strictly regulated, as it is often limited 
to specific organs or tissues, or induced in response to external stimuli. However, the regulatory 
mechanism of triterpenoid biosynthesis is largely unknown. Glycyrrhizin is a triterpenoid saponin 
produced by Glycyrrhiza species (licorice) that is widely used as a medicine and natural sweetener.
　In addition to glycyrrhizin, licorice also produces other types of triterpenoids, such as 
soyasaponins. To elucidate the regulatory mechanisms behind tissue-type- and stimuli-dependent 
triterpenoid metabolism in licorice, we aimed to identify transcription factors (TFs) regulating the
 expression of triterpenoid biosynthetic genes. As a result, we identified a TF able to 
transactivate the CYP93E3 promoter by approximately 30-fold to promote soyasaponins biosynthesis.
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１．研究開始当初の背景 
	 植物が生産する多様なトリテルペン関連
化合物（トリテルペノイド：6 個のイソプレ
ン単位からなる炭素数 30の鎖状化合物、2,3-
オキシドスクアレンを共通前駆体とする化
合物群）は、様々な生薬の主活性成分として
知られている他、医薬品原料、化粧料原料、
天然甘味料原料等として多用されている。ト
リテルペノイドを含む植物二次代謝産物の
生合成の多くは、器官・組織、さらにはセル
タイプ特異的に、あるいは種々の環境要因に
応答して緻密に制御されている。	
	 様々に分類される二次代謝産物の中でも、
アルカロイド、フェニルプロパノイド、グル
コシノレートなどの化合物群については、そ
れぞれの生合成制御において中心的な役割
をはたす幾つかの転写制御因子がすでに同
定されている。一方、トリテルペノイド生合
成制御に関わる制御因子はモデル植物も含
めていずれの植物種からも未だ同定されて
いない。そこで本研究では、植物有用トリテ
ルペノイドの代表格である「グリチルリチ
ン」を生産するマメ科カンゾウを主な研究材
料として、生合成酵素遺伝子の発現制御に関
わるシス因子および転写制御因子の同定を
目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
	 植物におけるトリテルペノイドの生合成
制御機構を、生合成酵素遺伝子の転写制御の
レベルで明らかにする。特に、日本国内で最
も使用量が多い生薬である甘草の基原植物
であるマメ科カンゾウに着目し、カンゾウが
特異的に生産するグリチルリチンやマメ科
植物全般が共通して生産するソヤサポニン
といった異なるトリテルペノイドの生合成
が各器官・組織によってどのように制御（作
り分け）されているのかを明らかにすべく、
先に同定したグリチルリチンおよびソヤサ
ポニン生合成酵素遺伝子の発現制御に関わ
るシス因子および転写制御因子を同定する。
これにより、これまでいずれの植物種におい
ても全く明らかにされていない、植物トリテ
ルペノイド生合成制御の分子機構を解明す
るとともに、同定した転写制御因子を高発現
する形質転換カンゾウ毛状根を作出し、転写
因子を利用した植物トリテルペノイド代謝
工学・物質生産への応用につながる基礎的知
見を得ることを目的とする。さらに、カンゾ
ウで明らかになった制御機構の普遍性を評
価するために、マメ科以外の生薬原料植物か
らも新規のトリテルペノイド生合成酵素遺
伝子を単離し機能同定する。	 	
 
３．研究の方法 
（１）グリチルリチン生合成酵素遺伝子プロ
モーターの系統間比較	
	 グリチルリチン生合成酵素遺伝子プロモ
ーター中のシス配列を推定するため、グリチ
ルリチン含量が異なる系統間のプロモータ

ー配列比較を行った。ウラルカンゾウにはグ
リチルリチン含量が高い「高含量」系統とグ
リチルリチン含量が低い「低含量」系統が存
在する。グリチルリチン生合成に関わる酵素
であるβ-アミリン合成酵素（bAS）およびβ
-アミリン 11 位酸化酵素（CYP88D6）をコー
ドする遺伝子の発現を両系統間で比較した
ところ両遺伝子の発現量はグリチルリチン
「高」含量系統において顕著に高いことを見
出した。そこで、これらの酵素遺伝子のプロ
モーター配列を両系統から単離し塩基配列
ならびにプロモーター活性を比較すること
で遺伝子発現に重要なシス因子の候補探索
を行った。	
	
（２）トリテルペノイド生合成酵素遺伝子の
発現制御に関わる転写因子の同定	
	 これまでに整備したカンゾウの組織・器官
別トランスクリプトームデータからトリテ
ルペノイド生合成酵素遺伝子の発現制御に
関わる候補転写因子のマイニングを行った。
具体的には、グリチルリチン生合成に関わる
bAS および CYP88D6 に加え、ソヤサポニン生
合成に関わるβ-アミリン 24 位水酸化酵素
（CYP93E3）をコードする遺伝子と発現パタ
ーンが類似する転写因子遺伝子を選抜し、全
長コード領域を含む cDNA 断片を単離した。
各候補転写因子 cDNA を構成的プロモーター
である CaMV35S プロモーターの下流に連結し
たエフェクターコンストラクトを構築し、上
記トリテルペノイド生合成酵素遺伝子プロ
モーター::GUS レポーター遺伝子に対する転
写活性化能をタバコ BY-2 培養細胞由来プロ
トプラストへのレポーター／エフェクター
コンストラクトのコ・トランスフェクション
によって解析した。	
	
（３）カンゾウ培養ストロンのトリテルペノ
イドおよび遺伝子発現プロファイリング	
	 これまでに、カンゾウ培養組織でのグリチ
ルリチン生産が試みられたが成功例はない。
培養組織ではなぜグリチルリチン生産が抑
制されるのかを明らかにするため、カンゾウ
培養ストロンと土壌栽培根のリテルペノイ
ドプロファイリングを行った。それと同時に、
カンゾウ培養ストロンのトランスクリプト
ーム解析を新たに行い、培養ストロンで特異
的に蓄積するトリテルペノイドの生合成に
関わる新規 P450 の同定を進めた。	
	
（４）薬用植物キキョウからの新規トリテル
ペノイド生合成関連 P450 の同定	
	 キキョウの根（桔梗根）に含まれるトリテ
ルペノイド配糖体の生合成に関わる新規
P450 を同定すべく医薬基盤・健康・栄養研究
所薬用植物資源研究センターにて系統保存
されているキキョウの根、葉、花弁を材料と
する RNA-seq 解析を行い、得られた約 4万の
遺伝子のうち、根での発現が高い 6種の P450
遺伝子を単離し、β-アミリン合成酵素遺伝
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子をあらかじめ導入しβ-アミリンを内在基
質から生産するように改変した出芽酵母株
に導入した。得られた組換え酵母株培養液の
溶媒抽出物をガスクロマトグラフィー質量
分析装置で分析しβ-アミリンに対する酸化
活性の有無を評価した。	
	
４．研究成果	
（１）グリチルリチン生合成酵素遺伝子プロ
モーターの系統間比較	
	 グリチルリチン「高」含量系統とグリチル
リチン「低」含量系統のそれぞれから bAS お
よび CYP88D6 遺伝子プロモーター断片を単離
し塩基配列を比較した結果、系統間でプロモ
ーター配列に多型が見られた。次に、各プロ
モーターを GUS レポーター遺伝子に連結した
コンストラクトを作成しプロモーター活性
を比較したところ、系統間でのプロモーター
GUS の発現に顕著な量的・質的な差は認めら
れなかった。このことから、系統間での生合
成遺伝子の発現レベルの違いは、プロモータ
ー配列中の多型よりも両遺伝子の発現制御
にかかわる転写制御因子の発現レベルの違
いに起因する可能性が示唆された。	
	
（２）トリテルペノイド生合成酵素遺伝子の
発現制御に関わる転写因子の同定	
	 カンゾウおよびモデルマメ科植物タルウ
マゴヤシのトランスクリプトームデータを
用いた候補転写因子の選抜を進め、計 9種の
候補転写因子を選抜した。これらの全長コー
ド領域を含む cDNA 断片を単離し CaMV35S プ
ロモーターの下流に連結したエフェクター
コンストラクトを構築した。bAS、CYP88D6 お
よび CYP93E3 遺伝子プロモーターそれぞれに
対する転写活性化能を解析した結果、候補転
写因子のうちの 1 種（bHLH ファミリー）が
CYP93E3 遺伝子プロモーターからの転写を 30
倍以上活性化することが判明した。さらに、
CYP93E3 遺伝子プロモーターを 5‘上流側か
ら段階的に欠失させたディリーションコン
ストラクトならびに bHLH ファミリーの結合
モチーフに変異を導入した変異プロモータ
ーを用いた実験を行うことで上記の候補転
写因子が結合すると推定されるシス領域を
特定した。	
	
（３）カンゾウ培養ストロンのトリテルペノ
イドおよび遺伝子発現プロファイリング	
	 培養ストロンに含まれるトリテルペノイ
ドを分析した結果、培養ストロンではオレア
ノール酸、ベツリン酸が特異的に蓄積してお
り、逆にグリチルリチンは土壌栽培根の
1/1,000 程度しか含まないことが判明した。
そこで、オレアノール酸およびベツリン酸生
合成に特異的に関与する P450 を特定するた
めに、培養ストロンのトランスクリプトーム
解析を行い、先にタルウマゴヤシから同定し
たオレアノール酸およびベツリン酸生合成
に関与する CYP716A12 のホモログを探索した。

得られた推定オルソログである CYP716A179
の酵素活性を解析したところ、ルペオールお
よびβ-アミリンの 28位を酸化してそれぞれ
ベツリン酸およびオレアノール酸を生成す
ることが判明した（図１）。	

	
	 次に、土壌栽培根と培養ストロンにおける
各酵素遺伝子の発現を比較したところ、グリ
チルリチン経路に特異的な CYP88D6 および
CYP72A154 の発現は培養ストロンにおいて抑
制されており、逆に、ベツリン酸経路に特異
的なルペオール合成酵素（LUS）遺伝子およ
びベツリン酸とオレアノール酸経路の両方
に関わる CYP716A179 は培養ストロンのみで
発現していることが判明した（図２）。	

	 これらの観察から、今後、培養ストロンに
おいて LUS および CYP716A179 の転写を特異
的に活性化する因子、同時に、CYP88D6 およ
び CYP72A154 の転写を特異的に抑制する因子
の探索が必要であると考えられる（文献番号
２）。	
	
（４）薬用植物キキョウからの新規トリテル
ペノイド生合成関連 P450 の同定	
	 キキョウの根（桔梗根）に含まれるトリテ
ルペノイド配糖体の生合成に関わる新規
P450 を同定すべくトランスクリプトーム解
析を行い、根において高く発現する P450 遺
伝子 6 種（CYP716 および CYP72 ファミリー）
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を選抜し機能解析を行うことにより 2種の新
規 P450、CYP716A140v2 および CYP716A141 を
機能同定した。	
	 CYP716A140v2はβ-アミリン28位酸化酵素、
もう一方のCYP716A141はβ-アミリンβ16位
水酸化酵素として機能することを明らかに
した。今後、これらの P450 の根における発
現を制御する因子、カンゾウとの共通性の有
無についても興味が持たれる（文献番号１）。	
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