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研究成果の概要（和文）：植物が示す二次代謝には、一連の化学反応が一つの細胞内で完結せず、複数の細胞間
を中間代謝産物が複雑に移動して進行する細胞横断型のものが知られている。本研究では、ニチニチソウを用
い、各種細胞の代謝分化の全体像を明らかにすることを目的とした。１）茎や葉における代謝産物の細胞間分布
の詳細を明らかにした。異形細胞や乳管細胞が分化してくる時期や、葉における二次代謝産物の分布変動を明ら
かにした。２）各種細胞の代謝分化を明らかにするために、遺伝子発現の解析を進めた。３）ニチニチソウ培養
細胞は、二次代謝産物を蓄積することが無いが、一方で関連酵素遺伝子がすべて発現していることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：The secondary metabolism of plants is known to be a trans-cellular type in 
which a series of chemical reactions are not completed within a single cell, but proceed by the 
complex movement of intermediate metabolites between multiple cells. In this study, we aimed to 
elucidate the whole picture of metabolic differentiation of various cells in this metabolism: 1) we 
elucidated the details of the intercellular distribution of metabolites in stems and leaves, 2) gene
 expression was analyzed to clarify the metabolic differentiation of various cells, and 3) we found 
that cultured cells do not accumulate secondary metabolites, but express all related enzymatic 
genes. 

研究分野：植物細胞生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
固着生活を送る植物は、その場の環境に適応するために様々な生理機能を発達させており、その一つが二次代謝
である。二次代謝産物は、受粉の媒介に必要な昆虫の誘引、植食動物の忌避など重要な役割を持つ。その生理活
性は、人間にも効果を示すものがあり、本研究で扱うニチニチソウ(Catharanthus roseus)は、抗がん剤として
利用される化合物を多数合成する。ニチニチソウ代謝産物の生合成経路は詳細に研究されているが、その代謝が
植物体内でどのように制御されているかは、未だほとんど知られていない。それらを明らかにすることは、植物
の代謝過程の解明としてばかりでなく、人間に有用な物質の産生にも寄与できる。

※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 
 植物は、昆虫や草食動物あるいは病原体の攻撃から自らを守るための防御物質とし
て、多彩な二次代謝産物を合成、利用している。これらの二次代謝産物は、動物への強
い生理活性を持つことで植物を外敵から守るとともに、同じ動物である人類にとっても
嗜好品や医薬品として長く利用されてきた。その代表は、ニコチン、カフェイン、ある
いはモルヒネなどである。 

—ニチニチソウにおける二次代謝過程— 
 本申請における研究材料のニチニチソウは、抗がん剤として強い薬理作用を持つビン
ブラスチンやビンクリスチンといった多数のモノテルペノイドインドールアルカロイド
（MIA）を合成することで著名な薬用植物であり、既にその生合成機構も詳細に検討さ
れている。この二次代謝産物の生合成でなによりも重
要なことは、一連の化学反応が一つの細胞内で完結せ
ず、葉肉細胞で始まった代謝が表皮細胞に引き継が
れ、異なる組織細胞を中間代謝産物が移動していき、
最後に異形細胞や乳管細胞と呼ばれる、特殊に分化し
た細胞の液胞に蓄積されるという、複数の細胞間を複
雑に横断して進行するとされていることである（図
1）。一次代謝と呼ばれる呼吸や光合成、タンパク質、
脂質などの同化・異化代謝が一つの細胞内で完結する
ことと大きく異なっている。このような二次代謝の細
胞間分化は、モルヒネを生産するケシでも知られてお
り、ある種の二次代謝の大きな特徴の一つである。一
連の代謝反応系を司る酵素遺伝子の発現場所を、in 
situ hybridizationやプロテオーム解析で同定すること
から、この代謝細胞分化が推定されてきた。 
 しかし、これまで実際の代謝産物がどこに局在する
かを生合成系全体に渡って調べた研究はなく、さらに
これらの細胞間を物質がどのように移動していくのか、それぞれの細胞での合成、蓄積
がどのように制御されて、植物体全体での二次代謝が成立しているのかは全く判ってい
なかった。 

 
２．研究の目的 
我々は、この二次代謝の細胞分化過程を明らかにするために、新規メタボローム手法を
応用することで、ニチニチソウの茎における物質局在の全体像を明らかにすることに成
功した。これまでに１）代謝物質の組織分布を明らかにする質量顕微鏡解析（図２）、
２）代謝分化に関わる各種細胞の一細
胞メタボローム解析（図３）、により中
間代謝産物の分布が教科書レベルでの
理解と大きく異なることを初めて明ら
かにした。さらに、実際の代謝過程が
どのように制御されているのかを解明
するために、分化した細胞における
RNA-seq解析を行った。また、各種細
胞の単離方法の確立、それぞれの細胞
代謝で重要な働きをする液胞、葉緑
体、核などのオルガネラ単離を目指し
ている。 
 本研究では、植物の生活において、
また人間社会においても重要な働きをする二次代謝産物の細胞横断型生合成機構におい

図 1：ニチニチソウ葉組織の蛍光顕微鏡像-白
黒（左、I:異形細胞、L:乳管細胞）と細胞間
二次代謝の模式図（右）。異形細胞や乳管細胞
では、紫外線励起により青色蛍光を発するア
ルカロイド化合物の蓄積を観察することが
できる。この白黒写真では、青色蛍光が細胞
全体にグレーの染色で示されている。その周
りの葉肉細胞では、葉緑体の赤い蛍光が点状
に観察される。 

図 2：ニチニチソウ茎切片の質量顕微鏡画像。上
段に示した化合物（ドットで表されている）が、
代謝過程の進行に伴い、表皮(E)から、異形細胞(I)
や内部の維管束周辺に移動するのが判る。 



て、各種細胞の代謝分化の全体像を、細胞
生物学的観点から明らかにすることを目的
とした。本研究では、以下の４つの課題の
解明を目指した。 
１）二次代謝過程の再検討：各種組織細胞
で行われている二次代謝過程を、遺伝子発
現、酵素分布、代謝産物分布の三つから再
検討する。また、葉、茎、根といった異な
る器官で、同じ細胞種でも異なる代謝分化
が生じていることも見出している。それぞ
れの器官の代謝分化の全体像を明らかにす
る。 
２）中間代謝産物の細胞間移動機構の解
明：異種細胞間の代謝産物の移動は、原形
質連絡による細胞内空間での物質移動か、
膜輸送を介して進むことが想定される。これまでの研究から膜輸送の関与が想定される
ことから、膜輸送体について遺伝子発現解析から検討する。 
３）細胞代謝分化過程の分子解析：細胞単離の過程で、二次代謝誘導が生じることを見
出している。また、発芽個体の連続観察から、異形細胞や乳管細胞の分化過程が観察可
能なことを見出した。これらの系と分子遺伝学的解析を組み合わせ、細胞代謝分化の分
子過程を明らかにする。 
４）代謝に関与するオルガネラの機能解析：ニチニチソウの二次代謝では、一つの細胞
内でも異なるオルガネラ間で機能分化が生じていることが示唆されている。その実態を
単離オルガネラを用いて明らかにする。特に、代謝と蓄積の両者を担うと考えられる液
胞に着目する。 
 
３．研究の方法 

 実験材料として、薬用植物として著名なニチニチソウを用いる。ニチニチソウは、抗が

ん剤として働くビンブラスチンやビンクリスチンなど、多様なMIAを生成することは良く

知られている。その有用性から、生合成過程については詳細な研究が進められており、主

要な酵素群の多くが明らかになっている。既に EST データもゲノムデータも公表されて
いる。一方で、化学反応としての代謝過程の研究は進んでいるが、植物体内での生合成過

程がどのように進行するかについては、不明の点が多い。本提案では、代謝的に分化した

細胞間で代謝がどのように進行するか、各細胞の代謝分化はどのように制御されているか

を明らかにすることを目指す。 

 MIAの分析には、HPLC/UV、CE/MS、FT-ICR/MS、Orbitrap/MSを使用する。同定に必
要な中間代謝産物のうち、購入可能な標準品の収集を終えている。HPLC/UV 測定と、
Orbitrap/MSによるMS/MS測定については、これらの標準品と代謝産物（とその分解物）
の対応付けを終えている。質量顕微鏡に必要な FT-ICR/MS については産業技術総合研究

所の高橋勝利博士と、一細胞メタボロームに必要な Orbitrap/MSについては理化学研究所
の升島努博士（年度途中でご逝去）、水野初博士（現静岡県立大学）と、既に共同研究を進

めた。 
 

１）植物体葉組織や根組織における代謝産物の同定。 

 ニチニチソウの茎組織の各種細胞における代謝産物は既に明らかにした。 

・MIAの蓄積が最も活発とされる葉に含まれる代謝産物分布の詳細を明らかにする。こ
こでは、二次代謝産物の空間分布を明らかにできる「質量顕微鏡」と個々の細胞の代謝

分化をより詳細に確認できる「一細胞メタボローム」手法を用いた。 

図 3：ニチニチソウ茎組織各種細胞の単一細
胞メタボロームパターン。細胞種毎の代謝分
担過程が明らかになっている。 



２）植物体各種組織細胞における遺伝子発現の解析。 

 日立製作所が開発した極微細組織（数〜数十細胞）の採取・遺伝子発現解析手法

（Kajiyama et al. 2015）を用いて、茎の異なる代謝分化組織から RNA-seqを行い、それ
ぞれで遺伝子発現パターンが異なることを見出してた。さらに、葉や胚を用いて、遺伝

子発現の時間変動の解析を進めた。 

３）細胞代謝分化過程の分子解析： 
 葉の成長に伴った、二次代謝産物の最終蓄積場所として知られる、異型細胞（異形細胞
と乳管細胞）の観察を進め、そこに蓄積する二次代謝産物の同定を行った。また、葉の細
胞の遺伝子発現を時間変化で追いかけることで、代謝誘導に関わる遺伝子の同定が出来
る可能性を探った。 

４）代謝に関与するオルガネラの機能解析：ニチニチソウの二次代謝では、一つの細胞

内でも異なるオルガネラ間で機能分化が生じていることが示唆されている。その実態を

単離オルガネラを用いて明らかにすることを目指した。特に、代謝と蓄積の両者を担う

と考えられる液胞と核に着目した。これには、オルガネラ単離が容易な培養細胞系を用

いた。 
 
４．研究成果 

１．植物体葉組織における代謝産物の同定。 
 我々は、この二次代謝の細胞分化過程を明らかにするために、新規メタボローム手法を応

用することで、ニチニチソウの茎とさらに細胞が小さい葉における物質局在の全体像を明

らかにすることに成功した（図４）。これまでに１）

代謝物質の組織分布を明らかにする質量顕微鏡解

析、２）代謝分化に関わる各種細胞の一細胞メタボ

ローム解析、により中間代謝産物の分布が教科書レ

ベルでの理解と大きく異なることを明らかにした。 

２．細胞代謝分化過程の分子解析。 

 実際の代謝過程がどのように制御されているの

かを解明するために、分化した組織の RNA-seq解

析を進めた。また、ニチニチソウ種子を EMS処理

することで、二次代謝過程に変異を示す変異体の探

索を行っている。 

３．葉の展開に伴う、異形細胞、乳管細胞の分化状

態の解析。 

１）細胞横断型二次代謝を活発に行っている葉組織において、葉齢が進むとともに、異形細

胞、乳管細胞の液胞内蓄積産物が変化することを見出した（図５）。葉の成長に伴い、二次

代謝産物の最終蓄積場所として知られる、異型細胞（異形細胞と乳管細胞）の観察を進め、

そこに蓄積する二次代謝産物の同定を行う。また、葉の細胞の遺伝子発現を時間変化で追い

かけることで、代謝誘導に関わる遺伝子の同定が出来る可能性を探っている。 

図４：質量顕微鏡で明らかにしたニチニチソ
ウ葉組織のアルカロイド分布。（上）葉組織切
片の蛍光顕微鏡像。異形細胞と表皮細胞が蛍
光を発している。（下）アルカロイド代謝の中
間産物が順に代謝的に分化した細胞を移動し
ていくことが判る。 



２）胚発生過程に着目した、細胞代謝分

化過程の分子解析：受粉後の胚発生過程

で、異形細胞が分化してくる様子を蛍光

顕微鏡観察と蛍光スペクトル解析から明

らかにした（図６）。発芽個体の蛍光観察

から、極く初期の展開葉や形成直後の側

根において、二次代謝産物を蓄積する異

形細胞や乳管細胞の分化が、蛍光実体顕

微鏡を用いて容易に観察できることを見

出した。 

４）代謝に関与するオルガネラの機能解析：

ニチニチソウの二次代謝では、一つの細胞内

でも異なるオルガネラ間で機能分化が生じて

いることが示唆されている。その実態を単離

オルガネラを用いて明らかにする。特に、代

謝と蓄積の両者を担うと考えられる液胞と核

に着目する。これには、オルガネラ単離が容

易な培養細胞系を用いる。 

 培養細胞系では、アルカロイド合成が起こ

り難いことはよく知られており、我々の培養

細胞系においても検出は出来ていない。しか

し一方で、液胞のプロテオーム解析から、ス

トリクトシジン合成酵素が存在することを見

出しており、その他の合成系酵素の発現を調

べたところ、ほぼすべての酵素が培養細胞で

発現していることが明らかとなった。現在、

単離液胞に基質を与えれば、その後のステッ

プが一部進むことを見出した。また液胞の次のステップで関与する核の単離と核のプロテ

オーム解析も行っており、これらのオルガネラの相互作用が、アルカロイド合成にどのよう

に関与しているかの検討を進めている。 

図６：未熟種子及び成熟種子中の胚の蛍光 
(a) 未熟種子中の胚の蛍光顕微鏡像 
(b) 成熟種子中の蛍光顕微鏡像 
(c) 種子胚の蛍光スペクトル 

図５：葉組織の蛍光像。葉の成長に伴い、蛍光を発する乳
管細胞と異形細胞（白く光る部分）の分布状態が変化する
ことが判る。これは、各細胞内の Serpentine の蓄積量が
両細胞で独立に変動することによると考えられる。 
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