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研究成果の概要（和文）：細胞内小器官の細胞内配置は、細胞の正常な機能維持にとても重要である。本研究で
は、植物における細胞小器官の細胞内分布を制御する新規因子を同定するため、２０,０００種の化合物を対象
に化合物ライブラリースクリーニングを行った。その結果、構造的に４つのグループに分類される９種のヒット
化合物の同定に成功した。本研究では、これらのうち１つのグループに絞って解析を進めたところ、共通骨格を
有する5種のヒット化合物の薬効を確認した。さらに、薬効に重要な構造を同定し、薬効が強まるダイマー構造
の合成に成功した。本研究により、細胞小器官の基本的な細胞内配置制御機構の解明に大きな端緒となる成果が
得られた。

研究成果の概要（英文）：Proper distribution of organelles is essential for proper cell function in 
eukaryotic cells. In this study, we performed chemical library screening to identify novel key 
regulators of organelle distribution in plants. As a result of high-throughput but careful screening
 design, we obtained 9 candidates from 20,000 chemicals, which can be divided into 4 groups by 
structure-activity relationships. We focused 1 of these groups and evaluated by time-lapse analysis.
  Then, we confirmed 5 candidates having common structures. Furthermore, we succeeded to identify 
the essential and non-essential part from hit compounds and to synthesize the dimer compound having 
strong effect on organelle distribution.  Therefore, we conclude that we could obtain important 
tools and information to elucidate the basic mechanism of organelle distribution in plants.

研究分野： 植物細胞生物学

キーワード： 化合物ライブラリースクリーニング
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の細胞内に存在する細胞小器官は、
細胞それぞれの場における細胞極性に応じ
て細胞内配置が制御されている。緑色植物特
有の細胞小器官である葉緑体は、光環境に応
じて光合成効率を最適に保つよう定位する。
この現象は、葉緑体光定位運動と呼ばれ藻類
から被子植物まで保存されている。葉緑体光
定位運動の分子機構は、近年の分子遺伝学的
手法により飛躍的に進展し、光受容体から運
動機構に至るまで陸上植物に共通の制御因
子が明らかになってきている（Suetsugu et al. 
2016）。また、同様の機構で細胞核も光定位
運動することが分かってきた（Wada 2017）。
さらに、ミトコンドリアやペルオキシソーム
の配置は直接光により制御されるものでは
ないものの、葉緑体との配置関係が光条件に
よって変化することが明らかされている
（Oikawa et al. 2015）。一方、細胞小器官の配
置制御機構は、細胞分裂により細胞質が娘細
胞に分配される際にも重要である。しかし、
細胞小器官が細胞質分裂時に娘細胞に均等
あるいは不均等に分配される仕組みや極性
成長時の不均一な配置制御などの基本的な
細胞内分布制御機構についてはあまり知ら
れておらず、制御因子もほとんど分かってい
ない状態であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、大規模な化合物ライブラリ
ースクリーニングに適した表現型スクリー
ニングによって、植物細胞内の細胞小器官の
基本的な細胞内配置機構を制御する新規因
子を見出すことであった。 
 
３．研究の方法 
本研究では、植物細胞における細胞小器官の
配置制御に関する因子を同定するため、化合
物ライブラリースクリーニング法による表
現型スクリーニングを行った。化合物ライブ
ラリースクリーニングにおいて、得られたヒ
ット化合物と構造的に類似した化合物間の
薬効を比較し、構造による薬効を予測する構
造活性相関による情報を最大限に引き出す
ためには、スクリーニングの規模は非常に重
要である。そこで、本研究では、圧倒的多数
の化合物が利用可能な名古屋大学トランス
フォーマティブ生命分子研究所ケミカルラ
イブラリーセンターの化合物ライブラリー
２０，０００種類を対象にスクリーニングを
行った。また、植物材料は、コケ植物蘚類の
ヒメツリガネゴケを用いた。ヒメツリガネゴ
ケを活用する利点として、①９６ウェルプレ
ートそれぞれに異なる化合物の入った各ウ
ェルに植物破砕液を注いだ直後から薬効を
観察することが可能であること（高いスルー
プット性）、②実体顕微鏡あるいは光学顕微
鏡の低倍対物レンズを用いた観察により、細
胞内の核や葉緑体などの細胞小器官の配置
まで観察できるため、ｌ視野で多くの細胞を

同時に観察可能であること（スクリーニング
における高い再現性）、③陸上植物において
発生に関わる多くの因子が保存されている
ことから、ヒメツリガネゴケに薬効を示す化
合物は、被子植物にも同様の薬効を示す可能
性が高いこと（農作物にも効力のある波及効
果）などが挙げられる。 
  

図１に、本研究で実際に行ったケミカルスク
リーニングの手順を示す。まず、ヒメツリガ
ネゴケ原糸体をホモジナイザーにより破砕
しプレート８枚にプレーティングし、５日間
培養した。プレート８枚分のヒメツリガネゴ
ケ原糸体を集め５０ミリリットルチューブ
５本に分け、ヒメツリガネゴケ生育用液体培
地（BCDAT）を２０ミリリットル注いだ。
それぞれのチューブの原糸体を再びホモジ
ナイザーで破砕し、９６ウェルプレートそれ
ぞれに異なる化合物の入った各ウェルに１



００マイクロリットルずつ分注した。 
 観察は、化合物処理した翌日に実体顕微鏡
で１ウェルずつ観察しておき、処理１週間後
に、電動顕微鏡（Axio Observer）を用いて
10 倍対物レンズで各ウェル４ポジションを
タイル状に自動撮影し、貼り合せ機能により
広い視野を獲得する方法を用いて行った。葉
緑体の配置に変化のあったウェルについて
は、対物レンズを 20 倍に上げて高解像度撮
影を行った。 
 化合物濃度は明条件下で１０，３０，１０
０マイクロモルの濃度で行った。その結果、
処理１日後に比べて、一週間後の薬効が弱ま
る化合物が見られたため、培養中の光による
化合物の分解の可能性を考慮し、暗条件下で
化合物濃度１０，３０マイクロモルの実験も
行った。また、化合物標品はジメチルスルホ
キシド（DMSO）に溶解し、すべてのスクリ
ーニング条件において表現型に影響のない
DMSO 濃度は１％で行った。 
 
４．研究成果 
化合物ライブラリースクリーニングは、まず
はヒット化合物を得なければ始まらない。そ
のため、時間を要してもヒット化合物を獲得
する確率が上がるような至適なスクリーニ
ング法が望まれる。そこで、本研究では当初
計画を見直し、１化合物の１つの実験につき
日数を分けた２度の観察を行い、異なる化合
物濃度条件、さらには暗条件下での実験も加
えてスクリーニングを断行し、２００００化
合物すべてのスクリーニングを本研究期間
中に完了した。その結果、葉緑体の配置に影
響を与える９つのヒット化合物が得られた。
９つのヒット化合物の薬効には構造的な相
関があり、4 グループ（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ）に
大別された。このことは、グループごとに内
在性のターゲット因子は異なり、葉緑体の配
置を制御する複数の異なる因子に対する化
合物が得られた可能性が考えられる。本研究
では、４グループのうち、５つの化合物を含
む最も大きなグループのＡグループについ
て、更に詳細な薬効評価を遂行した。具体的
には、Ａグループの５化合物について、化合
物濃度１０，３０マイクロモルで、インター
バル時間２０分おきのタイムラプスイメー
ジングを暗条件下で行った。その結果、４化
合物（A-1,A-2, A-3, A-4）において、葉緑
体の配置の変化を確認できた。次に、これら
の類似化合物のタイムラプス解析を進めた
ところ、新たに薬効を示す1つの化合物（A-5）
の同定に成功した。タイムラプス解析により
明らかになった薬効を示す合計5化合物の構
造を比較したところ、すべてに共通する五員
環構造を見出した（図２）。また、Ｒ１の 
構造多様性は大きくても活性を維持してい
ることから、ヒット化合物の標的タンパク質
を同定するためのプローブ化は、この部位で
行うことができると考えられた。さらに、Ｒ
１部位を中心に共通骨格の二量体を有機合

成し薬効を調べたところ、1 マイクロモルで
も薬効を示し強い薬効をもつ化合物である
ことが示唆された。一方、Ｒ３の構造が変わ
ることで薬効効果がやや弱まる2つの化合物
の同定にも成功した。細胞小器官が細胞質分
裂時に娘細胞に均等あるいは不均等に分配
される仕組みや極性成長時の不均一な配置
制御などへの薬効は今後の課題であるが、本
研究により、細胞小器官の基本的な細胞内配
置制御機構の解明に大きな端緒となる成果
が得られた。 
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