
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

若手研究(B)

2014～2012

ポストゲノム解析の統合による、植物液胞新規代謝機能の解明

Study on new metabolisms in plant vacuole by integration of the post-genome 
analysis

１０４３７５０１研究者番号：

大西　美輪（Ohnishi, Miwa）

神戸大学・理学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２４７１０２３５

平成 年 月 日現在２７   ６ １９

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）： 液胞は植物細胞特有の細胞内小器官であり、植物細胞体積の約８割を占め、さまざまな物
質を蓄積していることが知られている。本研究では、薬用植物として著名なニチニチソウの液胞に蓄積するアルカロイ
ドの生合成に着目した。既存研究から、アルカロイドは、植物の様々な組織や細胞小器官を経て合成されることが示さ
れていた。研究代表者らは、実際に蓄積するアルカロイドやその中間体の分布を、新技術を用いて解析した結果、これ
までの報告とは異なるアルカロイドの分布を確認することができ、ニチニチソウ液胞における新規の代謝機能の存在が
示唆された。今後、効率のよいアルカロイド生合成システムの開発につなげたい。

研究成果の概要（英文）：Vacuole is an important organelle in the plant cell. It occupies about 80% of the 
plant cell volume. It is known that a variety of substances are accumulated in the vacuole. In this 
study, we focused on the biosynthesis of alkaloids that are accumulated in the vacuole of Catharanthus 
roseus, this is one of famous medical plants. From previous studies, alkaloids have been shown to be 
synthesized through various tissues and organelles. We analyzed the localization of alkaloids and their 
intermediates by using new technology. There are some different results from previous reports. These 
results suggest the existence of novel metabolic functions in the vacuole of Catharanthus roseus. In the 
future, we would like to apply the present new knowledge to the development of efficient alkaloid 
biosynthesis system.

研究分野： 植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
  液胞は植物細胞特有のオルガネラで、植物
の生活環を通して、多彩な働きをしているこ
とが知られている。種子ではタンパク質を貯
蔵する器官として存在し、発芽に必要なエネ
ルギーを供給している。細胞分裂後、成熟し
た細胞において液胞は細胞体積の約８割を
占めることから、植物全体の成長にも大きく
貢献している。また、動くことができない植
物は、さまざまな環境ストレスを回避するた
め、細胞内に取り込まれた有害な塩や重金属、
不要タンパク質を液胞内に隔離・分解したり、
フラボノイドやアルカロイドなどの防御物
質を液胞に蓄積することで、紫外線や捕食動
物などから身を守っている。植物の成長にと
って重要な糖や有機酸などを貯蔵すること
で、必要時には、液胞から細胞質に、または
次世代への供給へとつながる。これらの機能
から、液胞にはさまざまな物質が蓄積してい
ることが考えられ、個々の物質について存在 
が報告されてきた。二次代謝産物も液胞に蓄
積される重要な化合物である。 
 これまでは細胞質の恒常性を維持するた
め、物質の貯蔵、分解の器官と考えられてい
た液胞であるが、近年、液胞は物質の生合成
に関わる反応の場であることが報告されて
きている。研究代表者らも、モデル植物であ
るシロイヌナズナの液胞のプロテオーム解
析から（Shimaoka et al.2004）、貯蔵、分解
だけでなく、酸化還元や、物質の生合成に関
わる酵素群を液胞に見出している。研究代表
者は、これまでに確立した液胞の単離技術と、
プロテオーム解析、メタボローム解析といっ
たポストゲノム解析を統合させることで、液
胞の新たな機能を解明することができるの
でないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 ニチニチソウ（Catharanthus roseus）は
薬用成分である多彩なアルカロイドを生合
成することが知られており、その生合成機構
の多くが酵素・遺伝子レベルで明らかになっ
ている。しかし、細胞内のどこで、その生合
成機構が働いているかについては不明な点
が多い。本研究では、二次代謝産物の蓄積場
所として考えられる液胞に着目し、研究代表
者の所属する研究室で開発されたインタク
ト液胞の単離技術に、メタボロミクス、プロ
テオミクスの手法を組み合わせることで、ニ
チニチソウ液胞の二次代謝に関わる酵素や
基質の同定と、液胞の代謝新規機能を解明す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 材料として、ニチニチソウ培養細胞と植物
体を用いた。ニチニチソウ液胞の新規代謝機
能を解明するため、ニチニチソウより液胞ま
たは細胞を単離して、ポストゲノム解析（プ
ロテオーム解析、メタボローム解析、トラン
スクリプトーム解析）行なった。また、メタ

ボローム解析、トランスクリプトーム解析に
ついては、新技術を用いることで、液胞や細
胞を単離することなく、オルガネラ、細胞、
組織レベルで、代謝産物や酵素の局在を明ら
かにし、また二次代謝の生合成に関与する新
規因子の探索を目指した。 
 
４．研究成果 
 平成 24 年度は、ニチニチソウの培養細胞の
単離液胞を用いて、解析を進めていたが、用
いた培養細胞系統において、アルカロイドの
生合成能が安定しないことが判明した。そこ
で、ニチニチソウ植物体から培養細胞の再構
築を行なった。 
 先行研究において、ニチニチソウのアルカ
ロイド生合成に関与する酵素の発現解析か
ら、アルカロイドはニチニチソウ葉において、
いくつかの組織間を移動しながら、さらに細
胞内のオルガネラ間の移動も経ながら合成
されていることが推測された。最終的に合成
されたアルカロイドは、異形細胞と呼ばれる
特殊な細胞に蓄積すると考えられており、そ
の異型細胞はUV照射により、蛍光を発する。
そこで、我々は、その蛍光と異形細胞特有の
細胞サイズや細胞内構造といった特徴を利
用 し 、 蛍 光 セ ル ソ ー タ ー （ FACS ：
（Fluorescence activated cell sorter）） 
を用いて、異形細胞を精度よく単離すること
に成功した。（図１） 
  

  
 平成２５年度は、単離した異形細胞を用い
て、遺伝子発現解析を行なった結果、テルペ
ノイドインドールアルカロイド（TIA）合成
経路の後半で働く酵素である D4Hや PRX1 が、
異形細胞において、高発現していることを確
認した。また、新技術である一細胞質量分析
法を用いて、茎の異形細胞、乳管細胞、表皮
細胞の代謝産物を分析した結果、異形細胞に
おいて、複数の TIA が検出された（図２）。 
 
 
  

図１ 青く光る異形細胞と異形細胞プロトプラス
トの分離。ニチニチソウ葉の切片（a）。UV で励起さ
れて青く光る異形細胞（ｂ）。分離前のプロトプラ
スト（ｃ）。FACS で分離・濃縮された異形細胞プロ
トプラスト（ｄ）。 



 さらに、組織における TIA の分布を確認す
るため、質量顕微鏡を用いた解析を行なった 
（図３）。ニチニチソウ茎切片において、複
数の TIA について、組織ごとの分布を確認す
ることができた。 

 
 異形細胞の特徴と高分解能の質量分析を
用いた新技術との組み合わせにより、TIA の
網羅的解析が可能となり、これまでに報告さ
れている遺伝子発現解析によるTIA合成経路
の解明に対して、組織レベル、細胞（オルガ
ネラ）レベルでの各 TIA の局在から、TIA 合
成経路の解析を進めた。 
 単離した異形細胞を用いても、メタボロー
ム解析、プロテオーム解析を行なった。 
 
 平成２６年度は、一細胞トランスクリプト
ーム解析の技術を利用して、異型細胞や皮層
細胞を含む微小組織からの RNA の抽出、cDNA
の合成を行い、RNAseq を行うことで、組織レ
ベルでの遺伝子発現量を比較することを試
みた。 
 
 現在、RNAseq 解析を進めており、一細胞質
量分析法や質量顕微鏡を利用して、ポストゲ
ノム解析を行なった結果、既存研究とは異な
る代謝物質の分布が確認されており、特に異
形細胞の液胞において、新規の代謝機能の存
在が示唆される。今後さらに詳細な解析を進
めることで、ニチニチソウ異形細胞の液胞に
アルカロイドが蓄積される過程を明らかに

し、効率のよいアルカロイド生合成システム
の開発につなげたいと考えている。 
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図 2 一細胞質量分析法による異形細胞のメタボ
ローム解析 
写真：青く光るニチニチソウ茎の異形細胞にキャ
ピラリーを突き刺して、細胞内液を回収する。 
グラフ：異形細胞で検出されたマススペクトル。 

図 3 質量顕微鏡によるニチニチソウ茎切片に
おける TIA の分布解析 
Secologanine は表皮細胞に局在していた。 
右下：UV 励起で青色蛍光を発する異形細胞。 
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