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研究成果の概要（和文）：5-deoxystrigol（5DS）の重水素標識体を合成し、UPLC-ESI-MSによるSL分析系を確立した。
strigol（SG）を高生産するコウモリカズラ培養根による5DS標識体の代謝変換実験を行った結果、標識5DSはSGに取り
込まれなかったことから、SG は5DSを経由せずに生合成されることが示唆された。一方、SL合成アナログであるGR24を
投与した結果、7-OH-GR24への変換を確認した。つぎに、sorgomolを高生産するソルガムを用いて5DSの代謝実験を行っ
た結果、sorgomolは5DSの9位水酸化により生合成されることが明らかとなり、P450による水酸化が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Deuterium-labeled 5-deoxystrigol was synthesized, and the analytical method for st
rigolactones by UPLC-ESI-MS was established. When the root-cultures of Menispermum dauricum, which are a h
igh producer of strigol, were fed with deuterium-labeled 5-deoxystrigol, the conversion of 5-deoxystrigol 
to strigol was not detected. This suggests that strigol is not biosynthesized via 5-deoxystrigol in Menisp
ermum dauricum. On the other hand, GR24, a synthetic strigolactone analog, was metabolized to 7-OH-GR24 by
 the root cultures. Next, deuterium-labeled 5-deoxystrigol was administered to hydroponics of a high sorgo
mol-producing sorghum cultivar, Sorghum bicolor (L.) Moench, and conversion to sorgomol was investigated. 
5-deoxystrigol was metabolized to sorgomol and the conversion was inhibited by a P450 inhibitor. These res
ults suggest that sorgomol is biosynthesized from 5-deoxystrigol via a P450-dependent C-9 hydroxylation.
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 ストリゴラクトン（以下、SL）は三環性の
ラクトンとメチルフラノンがエノールエー
テル結合しているユニークな構造を有した
化合物群であり、根寄生植物（オロバンキや
ストライガ）の種子発芽を刺激する物質とし
て宿主作物（イネ科やマメ科作物）の根滲出
液から単離同定された。また、SL はアーバス
キュラー菌根菌が宿主植物を認識して菌糸
の分岐を誘導する物質として宿主植物の根
滲出液から単離同定された。さらに、植物の
枝分かれを抑制する新奇な植物ホルモンが
SL であることが近年明らかにされた。このよ
うに、SL は植物にとって非常に重要な生物活
性物質であるが、生合成、情報伝達など不明
な点が非常に多い。特に、SL の生合成には以
下に示す２つの大きな謎がある。	
 
	
 （謎１）	
 植物の根滲出液から主に見つか
る SL が植物種によって異なるという謎。	
 
	
 構造の共通性や修飾箇所から、5-デオキシ
ストリゴール（以下、5DS）を出発物質とし、
環部の酸化やアセチル化などが起こり、様々
な SL 類縁体（ストリゴールやソルゴモール
など）に変換されると予想されるが、未だ証
明されていない。SL の構造多様化は植物種に
ユニークな反応なのか、その代謝変換は SL
の活性化あるいは不活性化なのか？	
 
	
 （謎２）	
 生合成中間体／生合成経路が全
く同定されていないという謎。	
 
	
 SL 生合成変異体の解析から、原因遺伝子と
してカロテノイド開裂酵素遺伝子２種（CCD7
と CC8）が、また、酸化反応に関わると推定
される鉄含有タンパク質 D27 やシトクロム
P450であるMAX1/CYP711がそれぞれ単離同定
された。つまり、SL はカロテノイドを前駆体
として酸化的修飾により生合成されると推
定される。しかし、CCD の in	
 vitro 酵素活性
から推定されるカロテノイド中間体や ABC 環
からなる中間体を投与しても変異体の表現
型は回復せず、また変異体の化学分析からも
想定中間体は検出されないことから、SL がど
のような経路で生合成されているのか、全く
不明である。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 SL 研究に関する上記のような状況を打破
するためには、SL 生合成を正面から生物有機
化学的に解析する必要がある。コウモリカズ
ラ培養根は(+)-ストリゴール（以下、SG）を
高生産することから、ストリゴラクトン類の
生合成研究には最適な植物材料である。	
 
	
 本研究では、コウモリカズラ培養根におけ
る SG 生合成を解明することを目的とする。
（１）5DS から SG への変換過程を解明する。
（２）カロテノイド前駆体から SG までの生
合成経路、中間体、生合成酵素を解明する。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）SL 関連化合物の合成と分析系の確立。	
 
①SL 生合成の共通の生合成前駆体と推定さ

れる 5SD の重水素標識化合物を合成した。②
合成 SL である GR24 の代謝酸化物である水酸
化 GR24 を合成した。③SL 類を精密に分析定
量するための LC-MS 分析系を構築した。	
 
（２）コウモリカズラ培養根による GR24 の
代謝変換の解析：コウモリカズラ培養根に
GR24 を投与し、24 時間後に培養根および培
地中の GR24 代謝物を LC-MS により分析した。	
 
（３）コウモリカズラ培養根による 5DS の代
謝変換の解析(図１)：コウモリカズラ培養根
に同位体標識 5DS を投与し、24 時間後に培養
根および培地中の SG を LC-MS により分析し
SG の同位体存在比を天然型 SG と比較した。	
 
（４）ソルガムによるソルゴモール生合成の
解析(図１)：①②ソルガムへの同位体標識
5DS 投与実験によりソルゴモールヘの取り込
みを解析した。③酸化酵素阻害剤処理による
5DS 水酸化活性への影響を検討した。④ソル
ガムからミクロソームを調製し 5DS 水酸化活
性を検討した	
 

	
 
４．研究成果	
 
（１）SL 関連化合物の合成と分析系の確立。	
 
①重水素標識 5DS の合成：5DS の 6′位を安
定同位体である重水素で置換した 4種の立体
異性体を合成し分取精製した(図２)。	
 

 

 



	
 
②水酸化 GR24 の合成：合成 SL アナログであ
る GR24 の酸化代謝物の構造を評価するため、
A環および B環に水酸基を有する 4-OH-GR24,	
 
5-OH-GR24,	
 6-OH-GR24,	
 7-OH-GR24,	
 
8-OH-GR24の 5種の水酸化GR24の標準品を合
成した。	
 
	
 
③UPLC-MS-MS（UltraPerformance	
 LC、CQUITY®	
 
TQD）（WATERS）を用いた SL 類の精密分析系
を確立した。	
 
	
 
（２）コウモリカズラ培養根による GR24 の
代謝変換の解析。	
 
	
 継代後 60 日の培養根に GR24 を投与し培養
液中の代謝物を LC-MS 分析した結果、m/z	
 299
であるGR24が水酸化されたと推定される m/z	
 
315 の化合物へと変換された。次に GR24 の 4
種 の 立 体 異 性 体 ［ (+)-GR24,	
 
(+)-2’-epi-GR24,	
 (-)-GR24,	
 
(-)-2’-epi-GR24］を投与した結果、内生 SL
である SG と同じ立体である(+)-GR24 のみが
代謝された。A 環および B 環に水酸基を有す
る 5 種の水酸化 GR24 の合成標品と培養根に
よる代謝産物を比較解析した結果、代謝物は
７−OH-GR であると同定した。これらの結果か
らコウモリカズラ培養根は(+)-GR24 の立体
構造を選択的に認識し、その 7位を水酸化す
ることが分かった（図３）。	
 

（３）コウモリカズラ培養根による 5DS の代
謝変換の解析。	
 
	
 (+)-GR24 の場合と同様に、5DS も水酸化を
受け SG へ変換されるのではないかと期待さ
れた。そこで、安定同位体標識した 5DS をコ
ウモリカズラ培養根に投与し SG への変換が
起こるかどうかを検討した。標識 5DS は

1H
の 1 つを 2H に置き換えた化学構造であり
（図２）、投与した標識 5DS が代謝変換して
得られる SG は内生 SG に比べ分子量が 1大き
くなるため、SG の同位体比を LC-MS でモニタ
ーすることにより代謝変換を評価した。標識
5DS 投与 24 時間後の培地中の SL を分析した
結果、SG 生産は認められたが、parent	
 scan
を用いて SG の m/z	
 97 の親イオンの同位体比
をモニターしたところ、標識 5DS を投与した
コウモリカズラ培養根において検出された
SG の同位体比は天然 SG と比較して変化は見
られず、投与した標識 5DS の SG への変換は
確認できなかった（図４）。このことより SG
の 5 位の水酸基は SL 骨格が形成する 5DS 以
前に導入されることが示唆された。	
 
	
 

	
 
（４）ソルガムによるソルゴモール生合成の
解析。	
 
①ソルガムによる 5DS の代謝変換の解析。	
 
ソルガムの根滲出液からはソルゴモール
（sorgomol：以下 SR と省略）が単離同定さ
れている。そこで、5DS を前駆体として SR が
生合成されることを検証するため、高生産ソ
ルガム品種に対して 5DS の代謝実験を行った。	
 
	
 [6’-D]5DS 立体異性体 4 種（図２）をそれ
ぞれソルガムの水耕液に投与し、24 時間代謝
させた。水耕液から SL を抽出・精製し、LC-MS
分析に供した。コントロール（未投与）では、
SR と 少 量 の 5DS が 検 出 さ れ た 。
[6’-D]-(+)-5DSを投与するとSRのピークが
コントロールと比較して顕著に増加した。こ
の増加は 1 マスユニット大きい SR を検出す
る m/z	
 365>318 の MRM チャンネルにおいて検
出されたシグナルによるものであったこと
から、投与した[6’-D]-(+)-5DS が酸化され、
SR が 生 成 し た こ と が 分 か っ た 。	
 
[6’-D]-(-)-5DS お よ び
[6’-D]-(+)-2’-epi-5DS は水酸化物へ代謝
変 換 さ れ な か っ た 。 一 方 、
[6’-D]-(-)-2’-epi-5DS は内生に存在しな
い 2’-epi-sorgomol へ変換された。	
 
	
 
②フルリドン存在下での[6’-D]5DS の代謝
実験。	
 
	
 フィトエン不飽和化酵素を阻害すること
によりカロテノイド生合成を阻害するフル
リドンをソルガムに処理すると発芽刺激物
質の生産が減少し、SL はカロテノイドから生
合成されることが示されている。そこで、フ
ルリドンによりカロテノイド生合成を抑制
させた条件下で代謝実験を行った。1	
 µM フル
リドン処理を 3日間行い、SL 生合成を抑制さ
せた後、24 時間フルリドン存在下で 4 種の
[6’-D]5DS 立体異性体を代謝させた。その結
果、内生 SR 及び 5DS 生合成は抑えられ、上
記①と同様の結果を、より明確に得ることが
できた。以上の結果から、ソルガムでは 5DS
が水酸化されることにより SR が生合成され
ることが明らかとなった（図５）。	
 

③酸化酵素阻害剤存在下での[6’-D]5DS の
代謝実験。	
 

 

 

 



	
 5DSからSRへの水酸化を担う酵素について
の知見を得るため、シトクロム P450 阻害剤
と 2-オキソグルタル酸依存性ジオキシゲナ
ーゼ（2OGD）阻害剤の処理を行い、代謝変換
に与える影響を検証した。P450 とはヘムタン
パク質で、酸素分子から一原子の酸素を基質
に挿入するモノオキシゲナーゼである。また、
2OGD とは 2-オキソグルタル酸（2OG）と Fe2+

を補因子として利用し 2個の酸素原子を基質
と 2OG にそれぞれ 1個ずつ挿入するジオキシ
ゲナーゼである。②の条件下で、終濃度が1	
 µM、
10	
 µM、100	
 µM となるように阻害剤を培地に
添加した。その結果、SR への変換は P450 阻
害剤であるウニコナゾールによって濃度依
存的に阻害されたが、2OGD 阻害剤であるプロ
ヘキサジオンは代謝変換に影響を及ぼさな
かった。この結果から、5DS から SR への水酸
化を担う酵素はシトクロム P450 であること
が示唆された(図５)。	
 
	
 
④ミクロソーム画分による 5DS の変換	
 
	
 これまでの実験で、[6’-D]5DS の代謝実験
により in	
 planta において 5DS が sorgomol
へと変換されることを実証し、この水酸化に
関与する酵素が P450 と考えられる知見を得
た。P450 はミクロソーム画分に局在する膜結
合型酵素であり NADPH-P450 還元酵素によっ
て NADPH の電子が伝達され、酸素を活性化し
水酸化反応を触媒する。そこで、ソルガムの
根よりミクロソーム画分を調製し、無細胞抽
出液において 5DS の水酸化が確認できるかを
検証した。その結果、ミクロソーム画分にお
いて 5DS から SR への変換活性を検出した。
次に、P450 反応を阻害することが知られてい
る cytochrome	
 C および一酸化炭素 CO を共存
させたところ、変換活性は顕著に減少した。
以上の結果から、5DS から SR への水酸化を担
う酵素はシトクロム P450 であることが強く
示唆された（図５）。	
 
	
 
	
 以上の結果から、コウモリカズラ培養根に
おいて生合成されるストリゴールは、予想に
反して、5DS の５位水酸化により生成しない
ことが明らかとなった。すなわち、ストリゴ
ールはより早い中間体（例えば carlactone）
の段階で A環５位の水酸化が起こることが考
えられる。	
 
	
 一方、ソルガムが生産するソルゴモールは
5DS の水酸化により生合成されることが明ら
かとなった。さらに、その水酸化酵素はシト
クロム P450 であることが強く示唆された。	
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