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研究成果の概要（和文）：アブラナ科モデル植物及び作物種を対象にして、植物の主要栄養元素である窒素、リ
ン、硫黄の欠乏実験を実施し、経時的代謝物変動の捕捉 (カタログ化) や栄養欠乏応答マーカー代謝物/遺伝子
の特定を行った。また、アブラナ科植物に保存されているもしくは種特異的な栄養欠乏代謝応答を見出した。さ
らに、アブラナ科植物約100品種の二次代謝物の多様性解析を実施し、アブラナ科特異的特化代謝物であるグル
コシノレート類の推定生合成経路を構築した。研究成果は、査読付き国際科学雑誌（9報）および学会発表 (17
件) で発表した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted nutrient deficiency experiments of key plant 
nutrients (nitrogen, phosphorus and sulfur) in Brassica model plants and crop species to capture 
metabolite changes and identify the metabolite/gene markers of nutrient deficiency responses. 
Furthermore, we analyzed the diversity of secondary metabolites in about 100 cultivars of brassica 
species and estimated the whole biosynthetic pathways of glucosinolates, which are sulfur-containing
 specialized metabolites in Brassicaceae family. The final outputs derived from this research 
project were published in 9 peer-reviewed scientific journals and 17 conference presentations.

研究分野： 植物生理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、アブラナ科モデル植物及び作物種を対象に、窒素、リン、硫黄欠乏条件での経時的代謝物変動の捕
捉 (カタログ化) や栄養欠乏応答マーカー代謝物/遺伝子の特定を行った。得られた結果は今後、植物栄養状態
の診断、植物種ごとの最適な施肥/追肥の種類/時期の決定などに活用できる。また、本研究で構築したアブラナ
科特異的特化代謝物であるグルコシノレート類の推定生合成経路により機能ゲノミクスを行うことが可能とな
り、代謝物産生の鍵遺伝子や制御因子、作物の高産生能付加育種に応用可能な機能性遺伝子等を特定することが
できるようになった。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
土壌の栄養欠乏による植物の生育障害は農業上深刻な問題であり、栄養欠乏耐性/応答メカニ

ズムの根本的な理解は作物の生産向上に重要である。2008 年頃からリン酸等の肥料の価格高騰
が起きており、効率的な施肥条件が待ち望まれている。このような問題の解決に向け、現在まで
に植物の栄養欠乏応答の包括的理解を目指し、モデル植物であるシロイヌナズナを用いて、様々
な栄養欠乏条件下での代謝物や遺伝子発現変動を対象としたオミクス解析が多数行われてきた。
しかし、モデル植物を用いた基礎研究から作物種へと応用する上で、作物種を用いた種間比較レ
ベルでの詳細なオミクス解析はあまり行われていない。植物の栄養欠乏応答戦略は、植物種の違
いや実験室/圃場等の生育条件の違いで変化し、植物種間において共通性/多様性がある。栄養欠
乏応答において一次代謝と二次代謝の関係性は非常に重要であるが、一般的に二次代謝物は種
特異性が高いため、特定植物種の研究知見を他の植物種へ応用するのは難しいと考えられてい
る。さらに、植物の二次代謝物は、標準物質等も取得しづらいため、検出した代謝物の同定やア
ノテーション (構造推定) が一つの大きな課題となっている。植物栄養欠乏を対象としたメタボ
ロミクス解析は盛んに行われているが、一次代謝及び二次代謝の関連性を総合的に解析する研
究例は未だ少なく、また、有用代謝物等の対象代謝経路のみに着目した断片的な研究が多い。有
用代謝物産生に密接に関係する代謝物/経路の発見を可能とする包括的な代謝経路を視野に入れ
た解析が必要である。 
本研究では、モデル植物であるシロイヌナズナの栄養欠乏応答に関する蓄積した知見を、他の

アブラナ科作物種に展開していくために、アブラナ科植物に保存されている代謝応答もしくは
種特異的な応答の解明を目指した。また、植物種に機能的に保存されているマーカー遺伝子の定
義付けと経時的変動のカタログ化を行うことで、今後の他の研究結果との比較を容易にし、現在
までの断片的な研究結果を部分的につなげて評価に加えることが可能となるではないかと考え
た。また、本研究では、未知代謝物の同定や構造推定を含むアブラナ科植物の二次代謝物種間多
様性解析も研究計画に含めた。 
 
２．研究の目的 
メタボロミクス解析を基盤に、アブラナ科植物に保存されているもしくは種特異的な栄養欠

乏代謝応答の解明を目指す。アブラナ科モデル植物 (5 種) 及び作物種を材料にして、１）植物
の主要栄養元素である窒素、リン、硫黄の欠乏実験を行い、２）経時的代謝物変動の捕捉、栄養
欠乏応答マーカー代謝物/遺伝子の探索、３）相関解析による種間比較を行い、栄養欠乏代謝応
答に見られる頑健性/特異性の評価を行う。本研究で得られたデータは今後、植物栄養状態の診
断、植物種ごとの最適な施肥/追肥の種類/時期の決定等に活用できる。 
 
３．研究の方法 
本研究は、以下の項目に沿って実施した。 

(1) アブラナ科モデル植物 5 種を用いた窒素、リン、硫黄経時的欠乏実験 
シロイヌナズナを含むゲノム解読が完了している 5 種類のアブラナ科植物を用いて、窒素、リ

ン、硫黄の栄養欠乏実験を行った。寒天栄養培地で生育させた約 3 週齢の植物を栄養欠乏培地に
移植し、経時的に (0、3、7 日後) サンプリングを行い、湿重量やクロロフィル含量測定の表現
型解析を行い、栄養欠乏応答の評価マ－カ－の一つとした。 
(2) 代謝物分析、栄養欠乏応答マーカー遺伝子の発現解析 
イオンクロマトグラフィ (IC) によるイオン分析、GCMS による一次代謝物分析、LCMS によ

る二次代謝物分析を行った。代謝物分析には、平均値を介さないデータ統合や代謝相関解析に適
している one extraction method (MeOH/CHCl3/H2O) を用い、同一サンプルから化学物性に応じて
代謝物を分離し、それぞれの分析に用いた。さらに本実験では、時間的栄養欠乏応答を詳細に解
析するために、シロイヌナズナやアブラナ科以外の植物種の研究で用いられている栄養欠乏応
答マーカー遺伝子の発現解析を行い、欠乏応答の指標とした。栄養欠乏応答マーカー遺伝子は、
アミノ酸配列を用いた系統樹解析及びシンテニー解析により、配列的、機能的及び進化的に類似
しているオルソログ遺伝子を選択し、すべての種に保存された共通配列上にプライマーをデザ
インした。 
(3) 生合成経路上での代謝変動解析、代謝相関解析及び種間比較解析 
生合成経路上での代謝変動解析に加え、表現型、代謝物、遺伝子発現の各解析で得られたすべ

ての結果を統合して、それぞれの組み合わせにおける相関解析や代謝ネットワーク解析を行い、
代謝物変動の生理学的解釈を行った。 
(4) モデル植物での研究結果を踏まえた作物種の研究 (1) (2) (3) 
作物種への応用展開を目的として、アブラナ科植物を含めた約 100 品種における二次代謝物

の多様性解析を行い、アブラナ科植物種レベルでのグルコシノレート類の推定生合成経路を構
築した。この多様性解析結果を利用して、アブラナ科作物品種群をグループ分けした後、硫黄欠
乏実験を実施し、代謝物分析、遺伝子発現解析、データ相関解析を行った。さらに、アブラナ科
植物以外の他の植物種への応用に向けて、栄養欠乏下で生育したトマト、ダイズ、イネ等の遺伝



子発現解析を行い、アブラナ科植物で特定した栄養欠乏応答マーカー遺伝子が他の植物種でも
利用可能であるか評価した。 
 
４．研究成果 
(1) アブラナ科モデル植物 5 種を用いた窒素、リン、硫黄経時的欠乏実験 
窒素欠乏条件下においては、5 種の植物種すべてにおいて著しい生育遅延が見られた。また、

植物種によっては、顕著なクロロフィル蓄積量の減少や色素沈着が確認された。硫黄及びリン欠
乏条件下においては子葉や成熟葉に部分的な黄化が観察された。 

 
(2) 代謝物分析、栄養欠乏応答マーカー遺伝子の発現解析 
計 136 サンプルの代謝物抽出後、代謝物分析を行い、計 171 化合物 (IC: 8 化合物、GC-MS: 81 

化合物、LC-MS: 82 化合物) のデ－タを得た。イオン分析により、各栄養欠乏条件下での植物内
の経時的なイオン減少を確認した。 
栄養欠乏応答マーカー遺伝子の特定は、現在までのシロイヌナズナでの研究例から、ⅰ) 遺伝子

発現応答が顕著であり、ⅱ) 再添加実験においても応答する遺伝子で、ⅲ) 各栄養欠乏応答に特異
的かつ、iv) 他の植物種においても応答すると報告されている遺伝子を、各栄養欠乏応答特異的
なマーカー遺伝子候補として各 3 遺
伝子を選定した。これらの遺伝子に
ついて、配列的、進化的及び欠乏応
答的に保存されているオルソログ遺
伝子を決定し、遺伝子発現解析を行
った。解析の結果、選抜した候補遺
伝子群において、植物種に共通した
応答が確認され、アブラナ科植物 5
種に共通する栄養欠乏応答マーカー
遺伝子を特定できた (図 1)。 
 
(3) 生合成経路上での代謝変動解析、代謝相関解析及び種間比較解析 
全体的な代謝物の変動を解析するために主成分分析 PCA を行った結果、一次代謝物変動にお

いては窒素欠乏、二次代謝物変動においては植物種を主成分とした分離が観察された (図 2)。次
に、各栄養欠乏条件下における代謝物変動を生合成経路上でカタログ化した (図 3)。また、ベン
ダイアグラム解析により、5 種共通で上昇もしくは減少する栄養欠応答マーカー代謝物を見出し
た。また、代謝物変動の生理学的解釈として、含硫黄二次代謝物であるグルコシノレートの再利
用効率と硫黄欠乏耐性に関連性があることを示唆する結果が得られた。 

 
(4) モデル植物での研究結果を踏まえた作物種の研究 (1) (2) (3) 
現在までに報告されているグルコシノレートの化学構造情報 (計 200 種類) を天然物データベ

ースから取得し、化学構造や前駆体アミノ酸の種類をもとに 27 分類項目を定義することで、ア
ブラナ科植物種レベルでの予想生合成経路を構築した。また、構築した生合成経路をもとに、約
100 品種のアブラナ科植物の葉について、LCMS を用いたグルコシノレート代謝多型解析を行
った。推定生合成経路と代謝多型データの統合解析
を行い、それぞれの植物種におけるグルコシノレー
ト生合成経路とその生合成経路に関与する酵素遺伝
子群を明らかにした。また、アブラナ科作物品種を用
いて硫黄欠乏実験、代謝物分析、遺伝子発現解析を行
った結果、アブラナ科モデル植物 5 種の実験により
特定した栄養欠乏応答マーカー代謝物や遺伝子が有
効であることが示された。また、作物品種群において
もアブラナ科モデル植物 5 種と同様に、含硫黄二次
代謝物であるグルコシノレートの再利用効率と硫黄
欠乏耐性に関連性があることを示唆する結果が得ら
れた (図 4)。 



さらに、アブラナ科植物以外の他の植物種への応用に向けて、栄養欠乏応答マーカー遺伝子群
の比較ゲノムシンテニー領域解析を行った結果、タンデム複製し、新機能に分化している可能性
がある遺伝子群をいくつかの植物種で見出すことができた。また、栄養欠乏下で生育したトマト、
ダイズ、イネ等の遺伝子発現解析を行った結果、本研究で特定した栄養欠乏応答マーカー遺伝子
が他の植物種でも利用可能であることが示された。その一部の研究結果について、学会及び国際
科学雑誌 (Liu et al., 2021; Aarabi et al., 2021; Watanabe et al., 2021) で発表した。また、本研究で構
築した植物の代謝多様性に関わる鍵遺伝子特定法 (Calumpang et al., 2020; Saigo et al., 2020; 
Tohge et al., 2020; Watanabe et al., 2020; Aneklaphakij et al., 2021) 及び、植物の代謝物変動のカタロ
グ化法/マーカー特定法 (Sangpong et al., 2021) を用いて行った研究結果を論文発表した。コロナ
禍により、最終的に研究協力者であるドイツマックスプランク研究所への滞在と一部の実験は
行えなかったが、研究は概ね順調に完了したといえる。 
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