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研究成果の概要（和文）：植物二次代謝産物であるグルコシノレート（GLS）は、外敵に対する化学的防御物質
であると同時に、植物自身の生命活動を制御するシグナルとしてもはたらくと考えられている。本研究では、
GLSの多機能性と、一個体あたり20種類にも及ぶ側鎖構造の多様性との関係を明らかにすることを目指した。
様々なGLSで処理したシロイヌナズナ実生のトランスクリプトームを比較解析し，「GLSに幅広く保存される機
能」と，「特定の側鎖構造をもつGLS分子種のみが示す機能」に関する知見を得た。また、安定同位体標識GLSを
合成し、LCMSを用いた代謝物解析から、細胞内で活性発現の起点になると考えられる新しい分解経路を見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have suggested that glucosinolates work not only as chemical 
bombs to get rid of enemies but also as signal molecules regulating biological events in the 
producing plants. Especially, they are expected to play key roles in regulation of abiotic stress 
responses and developmental processes. In order to elucidate molecular basis of multi-functionality 
of glucosinolates, we focused on a great diversity in their side-chain structures; more than 20 
types of glucosinolates are found in an Arabidopsis plant. In this studyr we report omics-based 
analysis of the Arabidopsis seedlings treated with natural and synthetic glucosinolates to 
investigate how the targets of an isothiocyanate group are different depending on their side-chain 
structures.

研究分野：天然物化学
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
生存競争を勝ち抜き今日に至る自然界の
生物は，その過程で多種多様な二次代謝産物
を獲得してきた．特に植物では，側鎖構造が
異なるだけの同族化合物群が一個体から十
数種も検出される場合があり，それらの生産
意義は古くより議論の的となっている．しか
し，抗生物質や誘引物質など「他者」に働き
かけるものと比べて，「生産者自身」に作用
する化合物については，評価系の構築や実験
的証明の難しさから，広く受け入れられてい
る知見は植物ホルモンやクオラムセンシン
グなどの数例に限られるのが現状である．本
研究では，主にアブラナ科植物が生産するグ
ルコシノレート（GLS）の生理的役割に着目
した． 

GLS はアミノ酸から生合成される含硫黄
二次代謝産物であり，モデル植物として広く
利用されるシロイヌナズナも 30 種類ほど生
産する．植物組織が破壊されると，GLSは分
解酵素と反応し，昆虫などに忌避作用を示す
イソチオシアネートを生成する．そのため，
GLS は外敵に対する防御物質であると長年
考えられてきた．しかし近年，温度や光・乾
燥・硫黄欠乏など，組織破壊を伴わない環境
変化も GLS の存在量に影響することが報告
され，GLSが生産植物自身の生命活動を制御
するシグナルとしてもはたらく可能性が指
摘されている．さらに，それらの生理活性が
側鎖の構造に依存することにも注目が集ま
っている．例えば，4-methoxyindol-3-ylmethyl 
GLSが植物免疫に関わる細胞壁成分（カロー
ス）の合成に必須である一方で，4-methoxy
基を持たない類縁体はこの活性を示さない
ことが知られる．また，培地に GLSを添加し
てシロイヌナズナを育成すると，分子種によ
って生長速度への影響が異なることが報告
されている．しかし現在，GLSの内向的な生
理活性ならびに側鎖の影響に関する研究は，
GLS 生合成の変異や GLS 添加による形態・
遺伝子・代謝物の変化を，植物個体レベルの
現象論として報告しているに過ぎず，詳細な
分子メカニズムの理解には至っていない．そ
こで本研究では，生産植物・外敵双方に作用
する GLS の多機能性が側鎖の構造とどのよ
うに関連するのかを調べることとした． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，生産植物における GLS代謝・
応答システムを各 GLS 分子種について比較
解析し，生理的役割の違いを明らかにする．
特に，「GLSに幅広く保存される機能」と，「特
定の GLS 分子種のみが示す機能」という 2
つの観点から実験データを考察する．GLS分
子種ごとの機能差を細胞レベルで検出する
ため，「植物培養細胞」と「メタボローム・
トランスクリプトーム統合解析」を組み合わ

せた評価系を構築する．実験にはシロイヌナ
ズナ培養細胞を使用し，様々な側鎖構造をも
つ GLSで処理した際のメタボローム・トラン
スクリプトームの変化を，代謝経路へのマッ
ピングにより可視化する．この代謝マップを
「表現型」とすることで，側鎖のわずかな違
いに由来する活性差の検出を実現する．また，
GLS の活性本体とされるイソチオシアネー
トと共有結合を形成する生体分子を，シロイ
ヌナズナ培養細胞でプロファイリングする．
結合タンパク質の情報を GLS 分子種ごとに
比較することで，これまで非特異性が高いと
考えられてきた GLSの一次ターゲットが，側
鎖構造の影響を受けている可能性を検証す
る．本研究では，天然生理活性物質を単離・
合成してきた申請者の経験を活かし，購入困
難な GLS 分子種を含めた幅広い構造活性相
関を展開する． 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では，様々な側鎖をもつグルコシノ
レート（GLS）分子種の活性差を①GLS処理
細胞のメタボローム・トランスクリプトーム
と，②放射性同位体ラベル化 GLSと結合する
内在タンパク質という 2つの角度から検証す
ることとした．各実験系の初期検討には生理
活性や構造に特徴のある5種のGLSを主に使
用した．また，候補遺伝子／タンパク質の選
抜は，GLSに共通する変化（候補 A）および
特定の GLS分子種のみが示す変化（候補 B）
の 2つの観点から行った．各実験で選出され
た候補遺伝子／タンパク質と GLS の関連性
は，発現抑制株の GLS応答性を解析すること
で証明することとした． 

①では，遺伝子・代謝物の包括的な変化を
代謝マップに投影して視覚化することで，各
GLS 分子種によって影響される代謝経路の
違いの検出を目指した．まず，植物からの単
離または有機合成により，測定対象とする各
種 GLS分子種の精製品を調製した．シロイヌ
ナズナ培養細胞（T87）の使用に先立ち，前
例に倣って GLS 精製品を含む寒天培地にて
栽培したシロイヌナズナ実生について，メタ
ボローム・トランスクリプトームデータを取
得した．得られたデータを VANTED などの
ソフトウェアを用いて代謝マップに投影し，
単一の GLSに対する「表現型」とした．各種
GLS を用いて得られたデータを比較解析し，
前述の候補 A・候補 Bに該当する遺伝子群を
選抜した．なお，(1)各種植物ホルモンの生産
量および生合成経路，(2)アミノ酸代謝経路，
(3)硫黄代謝経路の3経路の変化を特に注視し
た．得られた候補遺伝子について，T87 細胞
およびロゼッタ葉由来プロトプラストに対
して RNA干渉で一過的に発現低下させ，GLS
処理時の各種オミクスデータの比較を試み
た．特に有望な遺伝子については，シロイヌ
ナズナ植物体の遺伝子変異株を GLS 含有寒



天培地で育成し，個体レベルの影響を観察し
た． 

②においては，14C標識 GLSを合成し，細
胞内で分解されて生じたイソチオシアネー
トと共有結合する一次ターゲットを二次元
電気泳動でイメージングすることとした．
GLSの生理活性は，主要な分解産物であるイ
ソチオシアネート (R‒N=C=S)がタンパク質
やグルタチオンなどと共有結合することで
発揮されると考えられている．また，放射性
炭素(14C)で標識したイソチオシアネートを
がん細胞に処理した際には，側鎖構造に応じ
て異なるタンパク質がラベル化されること
が知られている．そこで，14C 標識した各種
GLSを T87細胞に添加し，代謝により生じた
イソチオシアネートと結合する内在分子の
オートラジオグラフィーによる網羅解析を
計画した．実験に用いる各種 GLSは，植物か
らの単離や有機合成によって調製した．GLS
は短工程かつ簡便な合成法が報告されてお
り，様々なアルデヒドと[14C]-ニトロメタンを
用いて各 GLS 分子種の画一的なラベル化を
試みた． 
 
 
４．研究成果 
 
前述の通り，様々な側鎖を持つグルコシノ
レート分子種の活性差について，①グルコシ
ノレート処理細胞のメタボローム・トランス
クリプトーム，および②グルコシノレート分
解物と直接結合する内在タンパク質という 2
つの角度からの検証を試みた．当初はシロイ
ヌナズナ培養細胞の利用を計画し，実際に理
研バイオリソースセンターからT87細胞を譲
り受けて実験系の構築を試みた．しかし，一
般に植物培養細胞は液体培養で継代し続け
なければならず，維持管理の観点から多くの
形質転換株は作成できないため，本研究の主
たる実験材料には適さなかった．続いて，遺
伝子変異体ライブラリーが充実している植
物本体からプロトプラストを作成すること
で細胞レベルの表現型を観察することを計
画した．しかしながら，プロトプラストの作
成過程で破壊されてしまう細胞が少なから
ず存在し，GLS分解酵素であるミロシナーゼ
の流出を制御できないことから，GLS添加時
の表現型を再現よく観察できる実験系の構
築には至らなかった．以上の経緯から，シロ
イヌナズナと各種遺伝子変異体を液体培地
または寒天培地で栽培し，播種後 1~2週間後
の実生を実験に用いることとした． 

①については，様々なグルコシノレートで
処理したシロイヌナズナ実生のトランスク
リプトームを比較解析し，側鎖構造に起因す
る生理活性の多様性を検証した．特に，スト
レス応答に関連する遺伝子群の発現変動パ
ターンがグルコシノレートの種類によって
大きく異なることを見出した．具体的には，

1/2 MS寒天培地に 50 μMの GLSを混ぜたも
のでシロイヌナズナ野生株（Col-0）を 2週間
培養し，実生全体から抽出した total RNAを
用いてマイクロアレイを行った．実験には
sinigrin (SIN), glucoraphanin (GRA), benzyl 
glucosinolate (BGLS), phenethyl glucosinolate 
(PGLS)の 4 種の GLS を使用した．コントロ
ールと合わせて 5群・各 3反復のデータに対
してDunnett’s testによって有意差検定したと
ころ，1つ以上の処理区で P ≤ 0.05となる遺
伝子（DEG）が計 5,068 個抽出された．処理
する GLSによって DEG数は大きく異なり，
最少の GRA 処理区では 831 個に対し，最大
の PGLS 処理区では 3,270 個に及んだ．得ら
れたDEGについてGene Ontology (GO)解析を
行い，GLS に共通する変化，特定の GLS 分
子種のみが示す変化に該当する遺伝子群を
探索した．共通する変化としては，”innate 
immune response” や ”regulation of defense 
response”など，各種ストレス応答に関与する
GO にアノテートされる遺伝子が多く抽出さ
れていることがわかった．GLSは病害応答や
環境ストレスによってその内生量を変化さ
せることが知られるため，この結果は妥当と
言える．また，特定の GLS分子種のみが示す
変化として見られた顕著な例は，PGLS 処理
区でのみキシログルカンの恒常性維持に関
与する遺伝子群が発現上昇していた点であ
る．これは「一個体あたり 20 種以上にも及
ぶ GLSの側鎖多様性は，生理的役割の違いに
起因する」という仮説に迫る重要な知見であ
り，現在，キシログルカン生合成と PGLSの
関係を検証中である． 

一方，トランスクリプトームの結果の再現
性を検証する過程で，シロイヌナズナに添加
した GLS が予想よりも速やかに分解されて
いることが分かった．これは植物組織の破壊
を伴わない未知の分解機構を介すると考え
られ，植物細胞内で生成する分解産物が従来
の経路と異なる可能性が生じた．組織破壊を
伴わない GLS 分解に関する知見の乏しさか
ら，これまでに得られた表現型について，分
解産物の複雑さを加味して説明するのは困
難であった．すなわち，GLSの生理的役割を
知るために，細胞内の GLS代謝経路をより明
確にする必要が生じた．そこで，側鎖構造に
由来する活性差の検証に先立って，GLSに共
通する細胞内分解のメカニズム解明を目指
し，次の実験を行った． 

脂肪族アミノ酸由来 GLS (glucoraphanin)を
重水素でラベルした誘導体を合成し，LC-MS
を用いて分解産物の網羅的解析を行った．そ
の結果，対応するイソチオシアネートの一時
的な上昇に続いて化合物 X, Y の蓄積が観察
された．この現象について，グルタチオンを
必要とすること，古典的な GLS分解酵素には
依存しないこと，近縁のグルコシダーゼ遺伝
子が発現上昇することを見出した．遺伝子発
現および GLS量の変動が GLS添加時の応答



と類似している環境ストレス条件が存在す
ることから，GLSの内生量を制御する分解機
構が存在し，過剰な GLSを抑制する方向には
たらいたと推測される．トランスクリプトー
ム解析による関連遺伝子の探索と，遺伝子変
異体を用いた検証が次の課題である． 

②についてはまず，論文記載の GLS合成法
を再現し，トリプトファン由来 GLSの化学合
成を行った．その後，分子ターゲット同定を
指向したプローブ化合物を作製した．具体的
には，細胞壁合成を特異的に制御することが
知られる 4-methoxyindol-3-ylmethyl GLSにつ
いて，アルキンタグを導入した誘導体を作成
し，オリジナルと同様の生理活性を保持する
ことが確認できた．今後は，この誘導体で処
理したシロイヌナズナの全タンパク質を抽
出し，蛍光官能基やビオチンと結合させるこ
とで，誘導体の分解物と直接結合している生
体分子を可視化後，MS 解析により同定でき
ると期待される．一方で，放射性同位体標識
GLSの合成には，収率・廃棄物・コストの面
から合成ルートの再検討が必要であり，この
点が課題である．代替案およびルート検討の
一環として安定同位体標識 GLS の取得を計
画し，前述の glucoraphanin-d5を DMSO-d6か
ら合成したところ，質量分析装置を用いた
GLS 分解物の網羅解析に極めて有効である
ことが示された．現在， THF-d8, CD3I, 
[34S]-thiourea などを原料とし異なる部位をラ
ベル化した GLSの合成を進めており，放射性
同位体標識技術への応用を計画している． 
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