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研究成果の概要： 
当該研究では，抗酸化反応という視点から環境ストレス応答反応における二次代謝の代謝変

動解析を行った．二次代謝物質として強い生理活性を有し医薬品原料として利用されているア
ルカロイドに注目し，ニチニチソウ，ベラドンナ等を実験植物として環境ストレスに対する代
謝変動解析に取り組んだ．まず，それぞれの植物体において一次代謝物および二次代謝物を精
密に解析するための植物材料ならびに代謝分析手法の構築を行った．構築した代謝解析系を用
いて環境ストレス負荷に対する代謝変動解析を試みた．変動が顕著な代謝物を同定し，アルカ
ロイドを中心とした各代謝物の相関関係を解析した結果，ストレスに対して挙動を共にする代
謝物群を同定した．また，当該代謝解析系を用いて他の植物においても応用研究を行い，各種
代謝物における環境ストレスによる変動を確認した．当該研究により植物の二次代謝とストレ
ス応答反応の関係が明らかになり，有用二次代謝産物の生産に向けた基礎的な知見が取得でき
た． 
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１．研究開始当初の背景 
植物の産生する二次代謝産物は，医薬品，

工業原料など様々な素材として幅広い分野
で利用されている．これまで，植物の二次代
謝については，生産性に観点をおいた研究が
中心で，その生理的意義については議論され

てこなかった．ほとんど恒常的に受ける環境
ストレス（酸化ストレス）からの防御反応，
すなわち，活性酸素消去のための抗酸化反応
の結果として二次代謝物が生成すると考え
ると，各代謝物の酸化還元電位の変化を合理
的に説明ができる．したがって，植物は種々
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の酸化ストレスに対応するために，最終二次
代謝物質の前駆体である抗酸化物質を生産
し，それらが酸化されることによる生体防御
機構を構築していると考えることができる．
また，一方で植物におけるストレス応答につ
いては，遺伝子レベルでの詳細に調べられて
いるものの，代謝変動については網羅的な解
析は行われていない． 
メタボロミクスは，ゲノム情報が転写，翻

訳過程を経て実行された表現型の一部であ
る『メタボローム（代謝物総体）』が解析対
象であるため，上流のプロテオームおよびト
ランスクリプトームといったゲノム情報の
媒体の流れを見ることでは解明できない生
体反応の解析が可能である（下図）．そこで，
当該研究では，このメタボロミクスの技術を
効果的に利用し，酸化ストレスに対する抗酸
化反応という観点から植物の二次代謝をと
らえ，ストレス応答および二次代謝に関する
新知見の取得を試みた． 

 
２．研究の目的 
当該研究は，植物の二次代謝物質を種々の

環境ストレスを受けることにより発生する
活性酸素消去のための抗酸化反応の生成物
と位置づけ，植物の産生するアルカロイドを
解析対象の二次代謝物として，ストレス応答
と二次代謝の関連を解析することを目的と
する．植物アルカロイドの生合成に関する研
究ついては，これまでに数多くの報告がある．
様々な摂動（環境ストレス，エリシター等）
を与えた際の最終産物である生理活性物質
の含量の変動については調べられているが，
上流の代謝物やその他の代謝との関連性に
ついては，詳細には調べられていない．また，
これまでに酸化ストレス緩和という観点か
ら，代謝変動を解析している例はない．当該
研究において，メタボロミクスにより代謝物
を網羅的に解析することによりストレス応
答のメカニズムに関する代謝レベルでの新
知見の取得が期待できる．また，活性酸素に
対する抗酸化反応は植物以外の生物に共通
する重要な防御反応であることから，ストレ

ス応答のメカニズムに関する代謝レベルで
の基礎的な知見を得られる当該研究は，学術
分野においても応用分野おいても非常に重
要な研究である． 
さらに，当該研究において，ストレスに対

する応答反応のメカニズムを代謝レベルで
明らかにすることにより，有用な二次代謝の
生産を目的とした栽培・育種方法や組換え植
物の作出などの生産技術開発に寄与する知
見が得られる．例えば，ニチニチソウにおい
ては熱帯産のものが有効成分の含量が高い
といわれているが，まさに，環境ストレスに
よる代謝変動を解析することにより，産地に
よる生産性の違い要因について明らかにす
ることができ，高生産，安定生産を目的とし
た育種栽培技術の構築が可能になる．また，
当該研究において蓄積するストレス応答解
析に軸をおいた二次代謝物質の生産技術は，
他の有用二次代謝物質の生産技術開発に直
接に応用できる． 
 
３．研究の方法 
(1) アルカロイド産生植物における代
謝変動解析のため技術構築 
まず，それぞれの植物における二次代謝

物の分析系の構築を試みた．ニチニチソウ

においては，前駆体であるcatharanthine，

vindolineとその酸化重合物である二量体

ア ル カ ロ イ ド の vinblastine ，

anhydrovinblastine，leurosineの分析系の

構築を試みた．また，ベラドンナにおいて

は ， ト ロ パ ン ア ル カ ロ イ ド で あ る

hyoscyamineやscopolamineの分析系の構築

を試みた．また，糖，アミノ酸，有機酸等

の低分子一次代謝物については，これまの

メタボロミクス研究において構築した

GC-MSおよびCE-MSを用いた手法を適用した．  

また，実験に用いる材料として，それぞ

れの植物体以外に，ニチニチソウにおいて

はアルカロイドの産生能が高い系統のシュ

ートカルチャー培養系および植物体への順

化系を，また，ベラドンナにおいては，毛

状根の培養系を構築し，当該研究に耐えう

る植物材料の準備をした． 

上記を統合的しストレス応答反応を代謝

レベルで精密解析に耐えうる手法の構築を

行った．さらに，15N無機窒素塩を含む培地

で生育させることによってアルカロイド関

連代謝物をin vivoラベリングする培養系を
構築し，アルカロイド関連化合物の精密解

析が可能な安定同位体希釈法によるメタボ

ローム解析系の構築を試みた．  

(2) 環境ストレス負荷における代謝変動解析 



 

 

上記手法を用いてニチニチソウおよびベ
ラドンナ等においてストレス応答の体レベ
ルでの変動解析を試みた．また，当該代謝解
析方法を用いた応用研究として，シロイヌナ
ズナ，緑茶や生薬植物であるであるトウキな
どについても，同様に解析を試みた． 
 

４．研究成果 
(1) アルカロイド産生植物における代謝
変動解析のため技術構築 
まず，前駆体である catharanthine，

vindoline とその酸化重合物である二量体ア
ル カ ロ イ ド の vinblastine ，
anhydrovinblastine，leurosine の分析系の
構築を試み，蛍光検出器用いることにより
HPLC での高感度定量分析系の構築に成功し
た．また，ベラドンナにおいては，トロパン
ア ル カ ロ イ ド で あ る hyoscyamine や
scopolamine の分析については，超高速液体
クロマトグラフィー-三連四重極質量分析
（UPLC-MS/MS）を用いた高感度の定量分析系
を構築した．最終的に上記二次代謝物とメタ
ボロミクスの手法を適用した一次代謝物と
を統合的に解析できるシステムを構築した． 
また，当該実験に用いる植物体およびアル
カロイドの産生能が高い系統のシュートカ
ルチャー培養系および植物体への順化系を
構築し，当該研究に耐えうる植物材料の準備
をした．さらに，各種環境ストレスの負荷方
法および代謝物の抽出・精製方法など再現性
および精度の高いデータを取得するための
各種条件の検討を行い，ストレス応答反応の
代謝レベルでの精密解析に耐えうる手法の
構築を行った．また，あわせて 15N 無機塩を
用い安定同位体希釈法による各種アルカロイド
ならびに関連代謝物の in vivo ラベリングに
よる精密分析法の構築に取り組み，従来の内
部標準物質添加法に比べて精度の高い代謝解
析法が可能になった．また，当該手法はラベル
化の経時変化を調べることにより代謝物のター
ンオーバーやフラックス解析にも対応可能であ
る． 

(2) 環境ストレス負荷における代謝変動解析 
当該研究において構築した代謝解析系を

用いて，ニチニチソウ葉における解析を行っ
たところ，光酸化ストレス（近紫外光照射）
により前駆体の含量が大きく減少し，二量体
の増加が確認された．さらに，低温条件下
（4 ℃）でも同様の現象が認められた（右上
図）ことから，当該反応は非酵素的にも進行
することが明らかになった． 
また，ニチニチソウの懸濁培養細胞を用い

て，ストレス負荷に対する代謝変動解析を試
みた．MeJA 処理を施した培養細胞では， 
ajmalicine の蓄積量が増加した処理後 24～
48時間にTCA回路中の有機酸や一部のアミノ
酸，糖リン酸の蓄積量の増加が見られた． 

 
一方で MeJA 処理したサンプルでは，コント
ロールでは見られた putrescine の蓄積量の
増加は見られず，putrescine の消費が促進さ
れている，あるいはその合成が抑制されてい
るという 2つの可能性が考えられた．そこで
同実験系において，15N 標識化された硝酸アン
モニウム溶液を MeJA と同時に培地へ添加す
ることで in vivo 15N 安定同位体標識化を行
い，代謝産物の 15N 標識率を測定した．その
結果，MeJA 処理を施した培養細胞では，コン
トロールと比較してputrescineの 15N標識率
が低く，putrescine の生合成が抑制されてい
ることが明らかとなった（下図）． 

図 putrescine 周辺代謝物の蓄積量と 15N 標識率の経時変化 

 
その他に，ベラドンナを用いて，パラコー
ト，MeJA 処理等を行い，トロパンアルカロイ
ド生合成経路代謝物および関連一次代謝物
の解析を行い，ペントースリン酸経路の中間
体（ribulose 5-phosphate，sedoheptulose 
7-phosphate など）は濃度依存的に蓄積量が
増加していることや MeJA 処理により



 

 

glutamine の 15N 標識率が減少し，それに伴っ
て tropine や hyoscyamine の 15N 標識率も低
下するなど，アミノ酸の代謝において大きな
変動が認められた． 
さらに，当該研究の応用研究として，シロ

イヌナズナにおける光応答反応についても
解析し，ストレス応答物質であるポリアミン
生合成系が活性化されることが明らかにな
った．また，緑茶や生薬植物であるトウキの
代謝プロファイリングを行い，各種代謝物に
おける環境ストレスによる変動が確認され
た．当該研究により植物の二次代謝とストレ
ス応答反応の関係が明らかになり，有用二次
代謝産物の生産に向けた基礎的な知見が取
得できた． 
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