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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

 液胞（Vacuole）は植物，やカビに普遍的なオルガネラで、細胞体積の 80-90％を占め、空間充填、

有用物質の貯蔵、細胞質の解毒・調節、代謝回転における分解機能など、様々な生理機能に深く

関わっている。 

 本課題では、 

 １）植物の各器官で多彩に分化した液胞内にどのような低分子が蓄積されているかを明らかにす

ることで、オルガネラメタボロームのための基礎データを確立する。 

 ２）液胞膜機能未知タンパク質を網羅的に改変する液胞膜エンジニアリングを進め、同時に、液

胞と細胞質に含まれる代謝産物の網羅的解析を合わせて行うことで、境界膜としての液胞膜輸送

体の変動が引き起こす代謝産物変化から、輸送機能の分子同定と解析を試みる。 

 ３）液胞膜の輸送機能を人為的に調節することで、細胞質で働く代謝機能を形質転換することな

く代謝制御する可能性を探る。 

ことを目指した。本研究は、植物細胞最大のオルガネラである液胞の機能を、トランスクリプトーム、

プロテオーム、メタボローム解析を組み合わせることで明らかにし、基礎植物科学としての液胞研

究を進めるとともに、人類に有用な物質を蓄積する液胞機能の改変や、それによる細胞質代謝制

御方法を検討する。 

 

 5 年半の研究期間中に以下の成果を得ることが出来た。 

１．シロイヌナズナ培養細胞から単離したインタクト液胞を用いて、液胞を構成する液胞内タンパク

質（プロテオーム解析）、液胞内物質（メタボローム解析）の網羅的測定を行った。 

 既に行っていた液胞膜プロテオーム解析から多数の機能未知タンパク質を見出していたが、液

胞内タンパク質のプロテオーム解析からも、機能未知タンパク質を見出すとともに、酸化還元反応

や転移反応を司る酵素が存在することから、新しい代謝経路が存在する可能性を見出した（三村

グループ）。 

 CE-MS や LC-FT-ICR-MS を用いたメタボローム解析から、液胞に含まれる代謝物質を多数見出

すことに成功した。特にこれまで液胞内には存在しないと想定されていた有機リン酸化合物等の一

次代謝物質の存在を明らかにした（三村グループ、青木グループ）。 

２．単一細胞として巨大液胞を持つシャジクモ節間細胞を用いてメタボローム解析を行い、シロイヌ

ナズナ液胞含有物との比較解析を進め、多数の一次代謝物質の存在を確認するとともに、その動

態を明らかにした（三村グループ）。 

３．超高感度12テスラFT-ICR-MSを用いた液胞内物質のノンターゲット解析から、分解産物も含め

3000 を超える物質が液胞内に存在することを見出した。また、これら物質の精密質量から、標準物

質を用いずに複数の物質を同定することに成功した（三村グループ、杉山グループ、青木グルー

プ）。 

４．薬用植物チャボイナモリを用い、液胞内に存在するとされるカンプトテシン生合成系の解析を進

め、新しい中間代謝物質を同定した（山崎グループ、青木グループ）。 

５．機能未知液胞膜タンパク質の内、液胞膜輸送に関与すると想定される三つの輸送体（MATE

輸送体（At3g21690 ） 、糖輸送体類似タンパク質（At1g75220 ） 、ABC トランスポーター

（At3g62700））について、過剰発現やノックダウンによる形質転換体を作成し、それぞれの単離液

胞を用いたメタボローム解析を行うことで、各輸送体の基質探索を進めた。 

 液胞膜輸送体の形質転換では、二倍以上濃度が変わる代謝物質はごく少数であること、それに

も関わらず濃度が大きく変動する物質が複数見出された。これらの中に輸送基質となり得るものが

存在するかどうかは今後の検討による（三村グループ、青木グループ、杉山グループ）。 

６．液胞膜の機能未知の形質転換細胞のトランスクリプトーム解析を行うことで、輸送体の遺伝子発

現変動が、細胞質の代謝過程にどのような影響を及ぼすかを検討し、一部代謝過程に変動が生じ

ることを見出した。今後は、両者の関連を明らかにする必要がある（青木グループ、三村グルー

プ）。 
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７．シソ・アントシアニン代謝系に属し、液胞膜タンパク質として知られる機能未知タンパク質の形質

転換体からインタクト液胞を単離し、メタボローム解析を進め、機能同定を試みた（山崎グループ、

三村グループ）。 

８．超高感度12テスラFT-ICR-MSを用いて、モデル植物シロイヌナズナ植物体の代謝物質を網羅

的に解析した。 

 本装置を用いることで、1ppm 以下の精度で各代謝物質の精密質量を決めることができることから、

現在、シロイヌナズナ含有物質の精密質量データベースを公開するためのデータ整理を進めてい

る（三村グループ、杉山グループ、青木グループ）。 

 

（２）顕著な成果 

１．Bunsupa S., Katayama K., Ikeura E., Oikawa A., Toyooka K., Saito K., Yamazaki M. 

(2012) Lysine Decarboxylase Catalyzes the First Step of Quinolizidine Alkaloid 

Biosynthesis and Coevolved with Alkaloid Production in Leguminosae. Plant Cell, 24 

1202-1216 

概要：本研究は、メタボロミクスとトランスクリプトミクスの統合解析によりアミノ酸代謝からアルカロイ

ド生産への分岐反応を触媒する鍵酵素の分子構造と酵素特性を明らかにしたもので、中心代謝

（一次代謝）から特異代謝（二次代謝） への代謝分配および種間での代謝多様性分化の分子基

盤を明らかにした。 

 
２．Oikawa A., Matsuda F., Kikuyama M., Mimura T., Saito K. (2011) Metabolomics of a 

single vacuole reveals metabolic dynamism in an alga Chara australis. Plant Physiology 

157(2): 544-551, DOI:10.1104/pp.111.183772 

概要：本研究は、神戸大学と理研鶴岡グループとの共同研究で、車軸藻節間細胞を用い、単一細

胞の液胞内代謝産物と、液胞外代謝産物の同時メタボロミクス解析を、環境条件との関係で初め

て明らかにした。単一細胞の解析では世界で最初の研究であり、また、液胞単離過程を経ずに液

胞内溶液を単離できることから、高等植物単離液胞との比較材料としても重要なデータとなってい

る。 

 

３．Hamaji K., Nagira M., Yoshida K., Ohnishi M., Oda Y., Uemura T., Goh T., Sato M-H, 

Terao-Morita M., Tasaka M., Hasezawa S., Nakano A., Hara-Nishimura I., Maeshima 

M., Fukaki H., Mimura T. (2009) Dynamic aspects of ion accumulation by vesicle traffic 

under salt stress in Arabidopsis. Plant & Cell Physiology 50 (12) : 2023-2033. 

概要：本研究は、シロイヌナズナ植物体と培養細胞を用い、高塩処理環境で液胞の構造がダイナ

ミックに変動すること、液胞への塩分隔離に小胞輸送過程が重要な働きをしていることを初めて明

らかにし、液胞機能の一つである解毒作用の生理機構の新しい反応を明らかにした。液胞に集積

する低分子として、有機代謝産物と無機イオンがともに重要な物質であることを示している。 
 

 

§２．研究構想 

（１）当初の研究構想  

 液胞は、植物細胞最大のオルガネラであり、細胞内環境のホメオスタシス、代謝活性の

維持に必須の働きをしている。液胞膜で機能する膜タンパク質は、液胞機能の基礎となる

が、分子レベルで機能が明確になったものは少ない。 

１）液胞膜に存在する機能未知タンパク質を網羅的に改変する液胞膜エンジニアリングを

進め、同時に、液胞と細胞質に含まれる代謝産物の網羅的解析を合わせて行うことで、境

界膜としての液胞膜輸送体の変動が引き起こす代謝産物変化を、膜の両側で調べ、輸送機

能の分子同定と解析を試みる。 

２）液胞による細胞質環境維持機構は、代謝産物の蓄積とともに、細胞質代謝活性に直接

的影響を与える。そこで、液胞膜の輸送機能を人為的に調節することで、細胞質で働く代
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謝機能を形質転換することなく、代謝制御する可能性を探る。液胞膜輸送機能の改変は、

植物液胞に貯まることが知られている有用物質の生産可能性の新しい道を開くものである。 

 

＜研究計画とその進め方＞ 

１．液胞膜を境界とする二つの細胞内コンパートメント蓄積化合物の網羅的解析 

 モデル植物として知られるシロイヌナズナの培養細胞、植物体を初めとして、種々の植

物細胞からインタクト液胞を単離する技術を開発していた。液胞内の物質蓄積を解析する

には、単に液胞膜を単離するのではなく、丸ごとの液胞をインタクトの状態で単離する必

要がある。この技術はすでに確立していた。 

 本研究課題では、このインタクト液胞単離技術を用いて、液胞内の低分子化合物を網羅

的に解析することで、オルガネラターゲット型のメタボローム解析を目指した。物質解析

は、FT-ICRMS や CE-MS、IC-MS などの質量分析手法を用いる。コントロールとしてのシロイ

ヌナズナ培養細胞からの単離液胞含有産物の測定は、計画の前半で終わらせる。 

 また、細胞質に含まれる代謝産物の網羅的解析を合わせて行うことで、生理条件によっ

て、境界膜としての液胞膜を介した二つの細胞内コンパートメント蓄積化合物がどのよう

に変動するかを比較できる実験系を確立する。細胞質の物質解析には、ミニプロトプラス

ト、細胞膜に小孔を開ける手法、あるいはガラス微小細管による細胞質物質の抽出などを

用いる。この実験のために最も有効な手法の検討を行うとともに、産物同定も進める。 

 

２．液胞膜に存在する機能未知タンパク質の解析 

 インタクト液胞単離技術を応用して、シロイヌナズナ液胞膜のプロテオーム解析を終え

ていた。その中から、複数の機能未知タンパク質を見出し、その一部についてタバコ培養

細胞での過剰発現体を作成している。また、シロイヌナズナでこれら液胞膜機能未知タン

パク質のノックアウト、あるいはノックダウン系統を作成中である。これら液胞膜輸送体

の形質転換株における、液胞内産物、細胞質産物の解析を行うことで、膜タンパク質の機

能推定を行う。この実験は、網羅的に進める必要があり、可能なタンパク質について、研

究年度中順次行っていく予定である。 

 

３．液胞膜タンパク質の発現制御による代謝変動解析 

 機能未知あるいは既知液胞膜タンパク質の形質転換体で明らかにできたメタボローム解

析と、そこで発現している酵素群のトランスクリプトーム解析とを組み合わせ、すでにか

ずさ研究所で開発されている植物細胞代謝解析プログラム上で統合し、液胞膜の改変によ

り生じる植物細胞の代謝システム制御の全体像を明らかにすることを目指した。 

 

 研究課題の遂行にあたっては、三村グループが液胞膜タンパク質の形質転換系の確立、

液胞の単離を行うとともに、CE-MS あるいは IC-MS を使って無機イオンを中心とした物質の

解析を行う、杉山班、青木班が、それぞれ FT-ICRMS を用いて、代謝化合物の網羅的分析を

進める。また、山崎班では、液胞に蓄積されることで、特に人間生活とも関係の深い二次

代謝産物の分析を行うことを予定した。さらに、細胞内代謝動向の解析をトランスクリプ

トームとバイオインフォマティクスを組み合わせて進める。これは、三村班、青木班、山

崎班が共同して行うことを計画した 

 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

１．研究を進めていく中で生まれた新たな計画研究 

★モデル植物シロイヌナズナ含有物質の精密質量データベースの構築 

 杉山グループが主に進める 12 テスラ FT-ICR-MS による測定を用いることで、小数点以下 5 桁ま

での精密質量を 1ppmの精度で求めることができる。通常、質料分析器を用いた測定の欠点は、た

とえ TOF（Time of Flight）型の MS を使用したとしても、測定できる質量は高々ミリマスにならざるを
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得ない。この時、一つの分子量に対して、数百の候補分子が出来ることが多い。かずさ DNA 研究

所では、９テスラの FT-ICR-MS を用いた測定を進めているが、それでも尚、多数の候補物質が出

て来ざるを得なかった。杉山グループがアメリカ合衆国 Old Dominion Uniersity の 12 テスラ

FT-ICR-MS で測定を進める過程で、この精度で精密質量を与えることができれば、たとえ物質名

が同定出来なかったとしても、より精度の悪い分子量データから、およその精密質量を知ることが

できるだろうと思いついた。 

 12 テスラ FT-ICR-MS は全世界でも台数が限られていて、本研究ではアメリカ合衆国 Old 

Dominion Universityの Hatcher 教授のご好意で測定させていただいた。国内では、産総研が同じ

分析器を所有していたが現在では停止していることから、この機会にシロイヌナズナ含有物質の精

密質量データベースを作成することを目的に、シロイヌナズナ植物体の茎葉部、地下部について、

可能なデータを取ることに成功した。 

 測定感度が極めて高いことから、混入物質と植物体固有の物質の仕分けにかなり苦労し、また、

インフュージョンによる分析と本機の特性から、低分子量側のピークが少なくなるという傾向あるが、

数千物質の精密質量を明らかにすることが可能となった。現在、このピーク整理と可能な組成式の

あてはめを行っており、それが終了次第、かずさ DNA 研究所から、公開することを予定している。 

 

２．修正点 

★シロイヌナズナ培養細胞を用いた細胞質基質の代謝物質測定 

 当初の目的では、液胞膜タンパク質を形質転換した後、液胞内代謝物質と、細胞質代謝物質の

同時測定を行うことを計画していたが、細胞膜に穴を空ける実験などからは、十分な測定物質を得

ることが出来ないと判断されたため、細胞質（あるいは細胞質基質）の代謝物質の測定はあきらめ

ることとした。 

 尚、共同研究を行っていた理化学研究所の及川博士によりシャジクモ節間細胞を用いて、液胞と

細胞質の同時代謝物質測定が進められ、液胞膜を介した物質分布を実測で明らかにすることには

成功している。 

 本研究では、細胞質物質の測定の代わりに、細胞全体での測定結果、液胞内物質と比較するこ

とで解析を行うこととした。 

 

 

§３ 研究実施体制 

（１）「三村徹郎」グループ（神戸大学） 

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

三村 徹郎 神戸大学大学院・理学研究科 教授 H18.10～H24.3 

深城 英弘 神戸大学大学院・理学研究科 准教授 H18.10～H24.3 

七條 千津子 神戸大学大学院・理学研究科 助教 H18.10～H24.3 

関口 陽子 日本ダイオネクス（株） 研究員 H18.10～H24.3 

大西 美輪 神戸大学大学院・理学研究科 学術推進研究員 H18.10～H23.9 

（H23.10離脱） 

姉川 彩 神戸大学大学院・理学研究科 学術推進研究員 H19.11～H24.3 

太田 美幸 
神戸大学大学院・理学研究科 技術補佐員 H19.01～H19.10 

（H19.10離脱） 

上原 健生 神戸大学大学院・自然科学研

究科 

博士後期課程３

年生 

H19.02～H21.03 

（H21.03離脱） 

角浜 憲明 神戸大学大学院・理学研究科 博士後期課程３

年生(CREST RA) 

H21.04〜H21.06 

（H21.06離脱） 
 

② 研究項目 

１．植物細胞からの液胞単離と液胞単離技術の改良 



 - ６ - 

２．液胞膜機能未知輸送体形質転換体の作成と液胞の単離 

３．液胞内容物のメタボローム解析、プロテオーム解析 

 

（２）「山崎」グループ  

①研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

山崎 真巳 千葉大学大学院薬学研究院 准教授 H18.10〜H24.3 

Supaart 

Sirikantaramas 
千葉大学大学院薬学研究院 

日本学術振興会

外国人特別研究員 

H18.10〜H20.3 

（H20.3離脱） 

浅野 孝 千葉大学大学院薬学研究院 研究員 
H19.4〜H21.3 

（H21.3離脱） 

中林 亮 千葉大学大学院薬学研究院 
リサーチアシスタ

ント 

H21.4〜H21.10 

（H21.10離脱） 

Somnuk 

Bunsupa 
千葉大学大学院薬学研究院 院生 

H21.4〜H23.3 

（H23.3離脱） 

弓削千容 千葉大学大学院薬学研究院 研究補助員 
H21.4〜H23.7 

（H23.7離脱） 

中林 亮 千葉大学大学院薬学研究院 研究員 
H21.10〜H22.3 

（H22.3離脱） 

中村 道美 千葉大学大学院薬学研究院 研究員 H23.4〜H24.3 

 

②研究項目 

 ・二次代謝の異なる品種および培養組織のトランスクリプトーム解析 

 ・二次代謝の異なる品種および培養組織のメタボローム解析 

 ・二次代謝関連遺伝子導入による代謝エンジニアリング 

 

（３）「杉山裕子」グループ  

①研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

杉山 裕子 兵庫県立大学環境人間学部 准教授 H18.10～H24.3 

和田 千弦 兵庫県立大学環境人間学研

究科 

M1～2 H19.4～H.21.3 

（H21.3離脱） 

橋田 紳之介 兵庫県立大学環境人間学研

究科 

M1～2 H20.4～H22.3 

（H22.3離脱） 

北野 史子 兵庫県立大学環境人間学研

究科 

M1 H.22.4～H.23.3 

（H23.3離脱） 
 

 ②研究項目 

・超高分解能質量分析装置(FT-ICR MS)を用いた液胞代謝産物解析 

 

（１）「青木」グループ  

①研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

青木 考 生体機能応用研究室 特別客員研究員 H18.10～H24.3 

飯島 陽子 同上 研究員 H18.10～H22.3 

（H22.3離脱） 

櫻井 望 ゲノムバイテク研究室 研究員 H18.10～H24.3 

佐々木 亮介 生体機能応用研究室 プロジェクト技術 H19.4～H23.10 
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員 （H23.10離脱） 

時田 岳亮 同上 プロジェクト研究

員 

H18.10～H19.3 

（H19.3離脱） 

羽生 美智子 同上 研究補助員 H20.4～H20.6 

（H20.6離脱） 

磯崎 二未 同上 研究補助員 H21.4～H22.3 

（H22.3離脱） 

印出 美幸 同上 研究補助員 H22.4～H23.3 

（H23.3離脱） 

永島 良樹 同上 プロジェクト研究

員 

H23.11～H24.3 

 

 

②研究項目 

・液胞膜タンパク質形質転換培養細胞由来の単離液胞代謝物の解析 

・液胞膜タンパク質形質転換植物体の代謝物解析 

･液胞膜タンパク質形質転換培養細胞および植物体でのトランスクリプトーム解析 
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§４ 研究実施内容及び成果  
 

★研究チームの協力関係について 

 

 各グループの研究実施内容について個別に説明を加えるまえに、本研究チームの協力

関係の全体像を示しておく。 

 本研究課題は、先行研究で三村グループが明らかにした液胞膜プロテオーム解析による

多様な液胞膜タンパク質と、山崎グループが進めていた液胞における二次代謝産物生合

成研究を元に、その中から機能未知のタンパク質を選抜し、シロイヌナズナ培養細胞と植

物体に形質転換をし、タンパク質の機能解析を行うとともに、液胞に関連する代謝過程の

新しい制御機構を開発することを目指したものである。 

 選抜した遺伝子について、神戸大学とかずさDNA研究所において、それぞれシロイヌナ

ズナ培養細胞（Deep 系統）と培養細胞（T87 系統）、及び植物体について、形質転換体を

作成した。当初の予定では、Deep系統のみを使用する予定であったが、Deepは暗所培養

であるため、光依存的に生合成される代謝物の解析には適さないという主たる理由から、

当初予定には無かった T87 系統での形質転換体作製を開始した。また、一部植物体形質

転換体は千葉大学においても作成されている。 

 作成された形質転換体を神戸大学で生育させるとともに、インタクト液胞を単離し、プロテ

オーム解析、メタボローム解析の標品として、4 つのグループに供給し、それぞれが質量分

析を行うことで共同研究を進めている。 

 液胞サンプルに対して、 

 神戸大学では、LC-QTOF-MSを用いたプロテオーム解析、及びCE-QTOF-MSを用いた

メタボローム解析をターゲット解析とノンターゲット解析の二つの手法で進めている。また、

最終年度にはトランスクリプトーム解析も行いつつある。 

 かずさDNA研究所と兵庫県立大学では、液胞サンプルについて、それぞれ FT-ICR-MS

をもちいた網羅的解析を行っている。兵庫県立大学の杉山博士は、アメリカ合衆国 Old 

図１．研究実施体制 
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Dominion University の Patrick Hatcher 教授の下で、世界最高性能の 12 テスラ

FT-ICR-MS を用いた解析を行い、代謝産物の超精密質量の測定に成功している。かずさ

DNA 研究所では、LC-FT-ICR-MS で解析を進めた。 

 千葉大学では、主として二次代謝産物に特化した LC-Q-MS による解析を進めている。 

 また、かずさDNA研究所と千葉大学において、有用植物チャボイナモリの二次代謝過程、

及び液胞タンパク質の形質転換体について、トランスクリプトーム解析も同時に進行させて

いる。 

 同一、あるいは関連サンプルについて、各グループの解析結果を持ち寄り、その後の研

究方向を議論しながら、解析を進めている。 

 

４．１ 植物細胞液胞の分子機能解析と液胞膜エンジニアリングによる植物代謝制御

（神戸大学 三村グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 植物細胞における液胞の機能を明らかにするために、様々な細胞からインタクト液胞を単

離する技術を開発している。単離したインタクト液胞を用いて、液胞内で働くタンパク質の

プロテオーム解析、液胞に蓄積される物質のメタボローム解析を行う。また、液胞膜輸送系

タンパク質を形質転換することで、機能未知タンパク質の働きを明らかにするとともに、液胞

機能の向上と改良の可能性を探る。 

 

１）各種培養細胞および植物体からのインタクト液胞の単離。 

 シロイヌナズナ培養細胞（Deep 系統）、及び植物体葉組織からインタクト液胞を単離する

技術を確立した。インタクト液胞の単離は、１）プロトプラストの作成、２）浸透圧ショックある

いは機械的処理によるインタクト液胞の単離、３）密度勾配遠心を用いた単離インタクト液

胞の純化の過程を経て行う。それぞれの野生型細胞からインタクト液胞を単離し、液胞膜タ

ンパク質のプロテオーム解析、液胞内タンパク質のプロテオーム解析、液胞内含有物のメ

タボローム解析を行った。 

 また、かずさDNA研究所で使用しているT87系統についても、インタクト液胞単離手法を

確立した。 

２）シロイヌナズナ培養細胞（Deep 系統）の形質転換法の確立 

 シロイヌナズナ植物体には、確立された形質転換法があるが、本研究室で解析に使用し

てきた Deep 系統は、従来から形質転換が難しいと言われており、形質転換系の確立は不

可能ではなかったが、植物体のような確立した方法は知られていなかった。タバコ培養細

胞 BY-2 株形質転換のために確立された手法を参考に、形質転換用アグロバクテリウムの

作成、アグロバクテリウム培養法と形質転換のための接種時期の確定、アグロバクテリウム

の接種時期と同調させた培養細胞の成長状態などを詳細に検討した結果、Deep細胞を形

質転換する一般的手法を確立した。 

３）形質転換細胞からのインタクト液胞単離手法の確立 

 形質転換植物体、及び形質転換培養細胞は、それぞれ成長曲線、細胞壁の状態、液胞

の密度などに違いがでるため、野生型の液胞単離手法をそのまま応用することは出来ない。

そこで、形質転換液胞の単離技術の開発を進めた。 

４）単離インタクト液胞を用いたプロテオーム解析 

 野生株から単離したインタクト液胞をもちいて、液胞膜および液胞内タンパク質のプロテ

オーム解析を行った。プロテオーム解析は、Agilent 社の nanoLC-Tip-QTOF-MS を用い、

ショットガン法で行った。質量分析データは、Mascotを用い、TAIR ver.9 のデータベースを

用いて解析を行った。 

５）単離インタクト液胞を用いたメタボローム解析 

 野生株、形質転換細胞から単離したインタクト液胞をもちいて、液胞内物質のメタボロー

ム解析を行った。メタボローム解析は、Agilent 社の CE-QTOF-MS を用い、Positive, 

Negativeの二つのモードで進めた。また、神戸大学への CE-QTOF-MSの導入および解析
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手法が確立するまでに、相当程度の時間がかかることが予想されたため、液胞内代謝産物

のターゲット分析を、福崎英一郎博士、原田和生博士（大阪大学）と、斉藤和季博士、及川

彰博士（理化学研究所 Plant Science Center）の協力のもと、それぞれの研究室における

CE-MS を用いて行った。 

６）シャジクモ節間細胞の液胞及び細胞質のメタボローム解析 

 シロイヌナズナ液胞で見出された代謝産物と比較するため、液胞液の単離が容易なシャ

ジクモ節間細胞を用いて、斉藤和季博士、及川彰博士とメタボローム解析を行った。また、

及川博士に協力して、細胞質と液胞間の物質動態について解析を進めた。 

 

１．液胞膜および液胞内に含まれるタンパク質の解析 

 液胞機能を司る実体として重要な分子は、液胞膜と液胞に含まれるタンパク質である。

我々は、液胞膜タンパク質のプロテオーム解析を行うことで、これまでに多数の未知タンパ

ク質を見出しており、

それらが実際に液

胞膜に存在すること

をGFP融合タンパク

質を用いた細胞内

局在解析から明らか

にしている。 

 さらに、液胞内代

謝過程の存在を確

認するために、液胞

内タンパク質のプロ

テオーム解析を行っ

た。液胞が分解系コ

ンパートメントである

ことを示す加水分解

酵素の他に、酸化

還元酵素、転移酵

素など、様々な代謝

系酵素が見出され

た（表１）。これまで

液胞膜に機能未知

の酸化還元酵素な

どが存在することが

知られていたが、液

胞膜を介した酸化

還元能の移動などと

組み合わせることで、

液胞内でどのような

機能を果たしている

のかを明らかにする

必要がある。 
 

 

 

２．植物細胞からの液胞単離と液胞内物質のメタボローム解析 

 液胞メタボロームの基盤データとするため、シロイヌナズナ培養細胞 Deep 系統および植

物体から単離したインタクト液胞について、代謝産物の解析を CE-MS を用いて行った。そ

図２．液胞膜及び液胞内タンパク質のプロテオーム解析 

表 1：液胞内に含まれるタンパク質 
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の際、液胞内物質の存在量、細胞全体の含有量を、液胞内標識酵素であるマンノシダー

ゼ活性を基準に比較した。 

 

 これまで知られていた多くの有機酸、アミノ酸が改めて見いだされた。液胞内含有量につ

いても、これまでの文献値に近い値を見いだすことができた。一部のアミノ酸では、細胞内

含有量が、単離液胞

よりも小さくなったもの

が見出された。 

 インタクト液胞を単

離するためには、植

物細胞の細胞壁を除

いたプロトプラストの

作成が必須であり、そ

のためセルラーゼ等

の酵素類で 3 時間程

処理する必要がある。

この間に代謝産物の

濃度が変動する可能

性を検討し、多くのア

ミノ酸では、プロトプラ

スト作成中に細胞内

濃度が大きく上昇す

ることを見出した。単

離液胞における代謝

物解析には、この可

能性を考慮する必要

があることが判った。 

 ターゲット分析で明

らかになった各代謝

化合物をメタボリック

マップにあてはめた

のが図４である。これ

までも知られていた

ことではあるが、代謝

末端にあるアミノ酸と、

TCA 回路中の特有

の有機酸が、特に液

胞に蓄積することが

示された 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．シロイヌ

ナズナ単離液

胞に見出され、

CE-MS で定量

された代謝産

物。 

上 ： Positive 

mode での測定 

左 ： Negative 

mode での測定 

図 4．代謝マップ

上にあてはめた

各種化合物の細

胞内分布。 
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 一方、これまで液胞内には存在が知られていなかった多数の有機リン酸化合物が見いだ

された。これは教科書にも知られていない新しい知見である。これら有機リン酸化合物は、

濃度自体は高いものではないが、明らかに液胞内に存在することから、これまで想定され

ていなかった植物細胞のリン酸代謝において液胞が重要な役割を果たしている可能性を

示唆している。本実験系では、オルガネラ単離過程での細胞質低分子化合物の混入や、

上に述べたように単離過

程での代謝産物の濃度変

化を回避することが困難な

ことから、液胞液だけを単

離することが可能なシャジ

クモ節間細胞を用いて、液

胞内物質の同定を行って

みることとした。これには理

研（鶴岡）の及川彰博士に

協力を仰いだ。 

 図５に示すように、液胞

内液への細胞質の混入を

ほぼ防ぐことができるシャ

ジクモにおいても、同様の

結果を得ることができた。 

 シャジクモでは、最大で

細胞質の3割近い糖リン酸

が液胞中に含まれていた

ことから、液胞が有機リン

酸代謝において重要なオ

ルガネラであることが明らかとなった（図６）。 

 現在、これらの有機リン酸化合物がどのような機構で液胞内に輸送されるのか、またその

生理学的意味が何かあるのかについて、液胞膜輸送系、オートファジー解析、プロテオー

ム解析および液胞内酵素活性測定などを組み合わせて検討中である。 

 理研とは、さらにシャジクモを用いた解析を進め、液胞と細胞質の間での代謝物質の分

布及び、光環境に応じた分布動態を明らかにした（Oikawa et al. 2011）（図６） 
 

図６（参考）：シャジクモ節間細胞で明らか

にされた、代謝産物の液胞、細胞質分布動態

（左）と糖リン酸の分布(右、黄：細胞質、

青：液胞)。いずれも明 12 時間、暗 12 時間

の時間変化で表されている 

Concentration (M) 

Concentration (mM) 

図５．シャジクモ節間細胞模式図と、シャジクモ液胞液に含まれ

ていた代謝化合物 
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３．液胞膜機能未知タンパク質の形質転換と液胞内代謝産物の変動 

 液胞機能の解析のためには、液胞膜で機能しているタンパク質の機能解析が必須である。

これまでに液胞膜プロテオーム解析で見出した機能未知タンパク質について、発現量を人

為的に改変することで、液胞内物質の変動をメタボローム解析し、基質同定を進めることと、

液胞膜輸送タンパク質の量的変動が、細胞質の代謝過程にどのような影響を与えうるかの

解析を進めた。 

 ここでは、MATE

型膜輸送体

（At3g21690）、

糖輸送体類似膜

タンパク質

（At1g75220）、さ

らにABC輸送体

（At3g62700）の

三種類の膜輸送

系に着目して検

討を行った。MATE 型膜輸送体、糖輸送体類似膜タンパク質については、青木グループ

により詳細な解析が行われている（後述）。 

 三村グループでは、ABC 輸送体を、シロイヌナズナ培養細胞で過剰発現させ、インタクト

液胞を単離するとともに、メタボローム解析を進めた（図７）。 
 

 CE-MS を用いたターゲット解析、ノンターゲット解析のいずれにおいても、多数の液胞内

物質の量的変動が見出された。しかし、代謝物質の変動量は、そのほとんどが二倍内の増

減に収まるものであり、５倍を超えて変動したものは 20 程度しかなかった。現在、異なる形

質転換系列を用いてこの変動を確認するとともに、精密質量から物質の推定を進めている

（図８）。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 液胞内タンパク質を網羅的に明らかにした研究は、過去に一報あるが、その後は研究さ

れていない。液胞内代謝産物の網羅的解析も本研究が始めてのものである。はじめにも書

いたように、液胞は植物の生理機能の維持に重要なだけでなく、人類社会の存在が植物

に負っている多様な化合物のほとんどを貯蔵する器官である。 

 私達が見出した新しい酵素系や代謝産物の実態は、いずれも液胞機能の多様性を示唆

図７．液胞膜タンパク質を形質転換した培養細胞 

 

図８．ABC 輸送体の過剰発現株から単離した液胞と野生株液胞に含まれる代謝産物含量

の相対値比較。 

左：Positive mode での測定 右：Negative mode での測定 
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するものである。 

 さらに、液胞膜輸送系タンパク質を形質転換すると、極く一部の代謝産物のみが大きく濃

度変動を起こすことが示された。まだ形質転換したタンパク質と代謝産物の一義的関係付

けは出来ていないが、液胞機能に関連するタンパク質を形質転換することで、植物の代謝

過程を新しい側面から制御できる可能性を示唆するものである。 

 

 

４．２ 液胞に関わる二次代謝を中心としたメタボローム解析とトランスクリプトー

ム解析（千葉大学 山崎グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 植物液胞には、多様な植物二次代謝産物が蓄積される。そこで液胞機能を根本的に理

解するためには、二次代謝との関係を考慮する必要がある。山崎グループでは、アミノ酸

に由来して生産され液胞に蓄積するアントシアニン・フラボノイド類ならびに様々な生理活

性を有するアルカロイド類の生合成・代謝経路の発現制御、細胞内物質輸送メカニズムを、

トランスクリプトームならびにメタボローム解析を統合解析することにより明らかにし、植物細

胞内の代謝ネットワーク制御に関する基礎的知見を得ることを目的とした。 

 二次代謝の変異体である成分変種あるいは人工的に作出した二次代謝変異体について

トランスクリプトームならびにメタボロームの包括的解析を行い、これらを統合解析すること

によりメタボローム変動に関連する遺伝子群をプロファイリングした。さらに代謝制御の候補

遺伝子について、機能解析を進めた。 

 まず転写制御因子に関しては過剰発現体および遺伝子抑制体を作成してこれらの変異

体におけるメタボロームならびにトランスクリプトーム変動を解析することにより導入遺伝子

の代謝制御機能と標的遺伝子群を明らかにした。触媒酵素遺伝子については組換えタン

パク質を用いた in vitro機能解析ならびに遺伝子組換え植物における in vivo機能解析を

行い下記の成果を得た。 

１．メタボロミクスとトランスクリプトミクスによるカンプトテシン生合成経路のマイニング 

 抗がん性アルカロイドであるカンプトテシンの生合成の初期段階は、ニチニチソウアルカ

ロイドをはじめとする多くのインドールアルカロイドと共通であり、トリプトファン由来のトリプタ

ミンとセコロガニンが縮合した生合成中間体ストリクトシジンを経るが、それ以降のカンプト

テシンに特徴的な後期の生合成経路については、触媒酵素も生合成中間体もいまだに不

明である。そこでメタボロミクスとトランスクリプトミクスを組み合わせて生合成経路のマイニン

グを行った（図９）。 

図９．カンプトテシン生合成と液胞 
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 カンプトテシンを高

生産するチャボイナ

モリ毛状根の培養系

において、トリプトフ

ァ ン 脱 炭 酸 酵 素

(TDC)あるいはセコ

ロガニン合成酵素

(SLS) の 発 現 を

RNAi 法により抑制

した TDCi 毛状根と

SLSi 毛状根を作出

した（図１０）。TDCi

毛 状 根 な ら び に

SLSi 毛状根では当

該遺伝子の発現抑

制と相関してカンプ

トテシンならびに既知の関連化合物の蓄積量が減少した。これらの RNAi 毛状根について

LC/FT-MS 分析によるメタボローム解析を行い、カンプトテシン等と同様に減少する質量イ

オンピークをプロファイルし、それぞれの精密質量から組成式を推定した。これらを仮想生

合成中間体と仮定するとカンプトテシン生合成の後期過程には、複数の酸化還元反応、脱

水反応、脱グリコシル化などが関与することが示唆された。さらに TDCi毛状根に 5−フルオ

ロトリプタミンを添加した結果、複数の仮想生合成中間体のフッ素化体が検出されこれらが

トリプタミン以降の生合成経路を構成する中間体であることが示された（図１１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 OpMYB1 は、チャボイナモリの毛状根特異的に発現する遺伝子のプロファイリングによっ

てクローニングされ、C 末端側に EAR (ERF-associated amphiphilic repression)モチーフを

有する R2R3-MYB 転写因子であり、OpMYB1 を過剰発現させたチャボイナモリ毛状根で

は、カンプトテシン蓄積量の減少が見られる。そこでこの OpMYB1 過剰発現毛状根につい

て次世代シークエンサー（イルミナ社 HiSeq2000）によるトランスクリプトーム解析を行った。

これらのシークエンスデータについて pathway enrichment analysis および GO enrichment 

analysis を行ったところ、OpMYB1 過剰発現によりフェニルプロパノイド等の二次代謝経路

および酸化還元に関与する酵素群が有意に変動していることが示された。この結果は、

OpMYB1が二次代謝制御に関与することを示すと同時に前項のRNAサイレンシングで明

図１０．チャボイナモリ毛状根では、多様な二次代謝産物が産生される

が、培養細胞ではそのようなものは産生されない。 

図１１．形質転換毛

状根とメタボロー

ム解析を用いて明

らかになった液胞

内カンプトテシン

生合成経路 



 - １６ - 

らかになったアルカロイド生合成とフラボノイド生合成との関係を再び示すものであった。今

後、OpMYB1の制御下にある遺伝子について詳細な解析を行う予定である。 

 

２．キノリチジンアルカロイド生産とポリアミン代謝の関係の解明 

 ルピナス属植物はタンパク質原料および動物飼料として重要な作物であるが、含有され

るキノリチジンアルカロイドによって作物としての利用が制限される。そのためにアルカロイ

ドを含有する「ビター品種」とアルカロイド非含有「スイート品種」が育種されてきた。本研究

では、ホソバルピナス(Lupinus angusutifolius)のスイート品種とビター品種間で PCR-select 

cDNA subtraction を行うことによりビター品種特異的に発現する遺伝子をプロファイリングし

た。その結果、ビター品種特異的にアルカロイド生産への関与が推測される、オルニチン

脱炭酸酵素、アミン酸化酵素、アシル転移酵素遺伝子ホモログ遺伝子が発現していること

が明らかになった（図１２）。次にプロファイルされた配列をもとに全長 cDNA（LaDC, LaAO, 

LaAT）を単離した。 

 LaDC を大腸菌で発現させた

組換え酵素は、in vitro で高いリ

ジン脱炭酸活性を示した。真核

生物のオルニチン脱炭酸酵素

は副反応としてオルニチンより炭

素数が一つ多いリジンをわずか

ながら脱炭酸することが知られ

ているが、それらに比べて LaDC

は高いリジン活性を示し、ルピナ

スではその脱炭酸酵素反応によ

りキノリチジンアルカロイド前駆

体であるカダベリンが供給される

ことが示唆された。また、カダベ

リンは一般的にマメ科に多く含ま

れるポリアミンであり、カダベリン

高含有もリジン脱炭酸酵素によるものと考えられる。LaDCを発現させたシロイヌナズナでは

カダベリンが蓄積した。また、LaAT は、BAHD ファミリーの中でもシロイヌナズナのポリアミ

ンアシル転移酵素と最も相同性が高いことから、LaAT は、LaDC により過剰に生成するカ

ダベリンの代謝に関与することが推測された。 

 今後、LaAOの機能解析を行う予定である。今後は、これらの酵素を異なる植物種で発現

させることにより代謝エンジニアを行うことを予定している。 

 

３．アントシアニン蓄積に関わる新規液胞膜タンパクのエンジニアリングとメタボローム解析 

 アカジソとアオジソの mRNA differential displayにより得られた、アカジソ特異的膜タンパ

ク質 8R6はGFP融合タンパク質の細胞内局在から液胞膜に局在することが示されている。

シロイヌナズナには、3つのホモログ遺伝子 (ANM1, 2, 3)が存在し、このうち ANM1 がドミ

ナントに発現し高ショ糖濃度や光照射などアントシアニン生産を誘導する環境下で発現誘

導を受けることを明らかにしてきた。そこで、本研究では、シソ 8R6 を発現したシロイヌナズ

ナおよびANM1を抑制したアンチセンス植物を作成した。現在この植物体から液胞を単離

しメタボローム解析を行っている。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 本研究では、ゲノム情報の利用できない実用植物についてもメタボロミクスを基軸とした

統合オミクス解析と逆遺伝学を展開することが可能であり、植物における多様な物質生産

制御の解明への応用の可能性が示された。植物細胞内の代謝ネットワークをトランスクリプ

トームならびにメタボローム解析等により包括的に解析により得られた基礎的知見は植物を

図１２．ビター品種特異的遺伝子フラグメント 
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利用した有用物質生産への応用展開が可能であり、今後のグリーンイノベーションに大い

に貢献すると期待される。 

 

 

４．３ 超高分解能質量分析装置を用いた液胞代謝産物解析（兵庫県立大学 杉山グ

ループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 FT-ICR MS は、現在のところ、その分解能において比肩する方法のない分析法であり、

検出された m/z 値から未知物質の分子式を推定することのできる唯一の方法である。杉山

グループは、12Tの超電導マグネットを備えたFT-ICR MSを用いて、液胞代謝物の網羅的

解析を行うことを目的として研究を進めた。 

 測定に先立ち、塩類の除去を効果的に行うことのできる前処理(固相抽出・電気透析な

ど)法を検討したところ、C18 固相抽出法では、処理を行うことにより検出ピーク数の大幅な

増加が観察され、増加したピークが処理過程でのコンタミネーションである可能性が否定

できない上に、処理によって質量スペクトルの形状があきらかに変化し、樹脂の特性より、

低極性分子を優先的に捕集し、親水性物質は失ってしまう可能性が高いこと、電気透析で

はコンタミネーションの少ない透析膜(cut off mw=300)を用いると、塩類と同時に低分子物

質も除去されてしまうこと、が分かった。したがって、上記のような前処理は行わずに測定し

た結果から、培地のコントロール試料・試薬のコントロール試料の測定により得られるブラン

クピークを差し引いたマスリストを作成することにより、試料中の有機物質の網羅的解析を

行う方針とした。 

 Deep 培養細胞の液胞・T87 過剰発現体の液胞・野生株の Shoot 細胞・Root 細胞から抽

出された有機物質試料を各 3～5 チューブずつ調製し、インフュージョンにより、FT-ICR 

MS 測定を行ったところ、異なったバッチの試料間においても、再現性よくピーク検出が行

われていることを確認した。また、付加体の検索を行ったところ、LC-MS 等では多数検出さ

れる付加体がほとんど検出されず、分子の同定が容易であるという利点があることもわかっ

た。これらにより、ブランクピークを差し引いたピークのリスト（マスリスト）を作成することの妥

当性を確認し、データベース化できることを確認した。試薬ブランク・培地ブランク・内標ブ

ランクを差し引いたピークリストの作成を行った。ポジティブ分析ではDeep培養細胞の液胞

(1651)・野生株の Shoot細胞(2080)・Root 細胞(2735)、ネガティブ分析ではDeep培養細胞

の液胞(1758)・野生株のShoot細胞(2191)・Root細胞(2450)と多数のサンプル由来ピークを

分離し、リスト化することに成功した。 

さらに、このリストに含まれるピークのなかに含まれている既知物質の検索を行った。

KNapSAckデータベースにヒットしたピークはネガティブ分析ではDeep培養細胞試料(106)、

Shoot 細胞(187)、Root 細胞(318)であった。 

また、上記リストの質量イオンピークの分子式の推定を網羅的に行うことにも取り組んだ。分

子式の候補の絞り込みには、

MatLab を用い、炭素の安定

同位体ピークをリストから除い

た後、O/C < 1.2，H/C < 2.25，

H/C > 0.35，N/C < 0.5，S/C 

< 0.2，P/C < 0.1，(S+P)/C 

< 0.2，O > 3P，H < 2C+2，

O < C+2，DBE > 0 の条件を

満たす分子式を残した後、

妥当と考えられる候補を一

つ選択するという、「半自動

化解析」を試みた。この結果、たとえば、Deep 培養細胞の液胞試料の場合、m/z<500 で

は検出ピークの 76％に相当する 452 のピークに対し、妥当と考えられる分子式を推定する

図１３ Deep 液胞試料中の検出および同定ピーク数 
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ことができた。m/z<500 の範囲で KNapSAck データベースにヒットした化合物 46 の分子式

がこの方法により計算された予想分子式と一致し、この分子式予測法の妥当性が確認でき

た(図１３)。 

液胞試料と細胞試料中に検出され、予想分子式が KnapSAck データベースの検索結果と

一致して、アノテーションがついた物質のリストを表２、表３に示す。表中で、ほとんどすべて

の物質は液胞と細胞の両方の試料中に検出された。物質の精査は必要ではあるが、現時

点で他数の糖リン酸化合物が検出されているのは興味深い(表３)。KNapSAck データベー

スに載っていなかった化合物群については、未知物質であると考えられるので、分子式の

予想法が妥当であるとの前提のもと、今後構造式や化合物グループの推定に取り組んで

いく。 

 

 

 また、青木グループの LC-FT MS によりシロイヌナズナ植物体試料において、検出が確

認されている数種のグルコシノレート化合物を、Shoot 液胞・Shoot 細胞・Root 細胞抽出試

料のFT-ICR MSにより検出されたマスリストから検索したところ、1ppm以内の誤差で検出さ

れるものが多数見つかった(表４)。これは、液胞中にグルコシノレート化合物を検出した初

めての成果である。 

 

表２ Deep 液胞・細胞試料中に検出され、予想分子式と KnapSAck データベースサーチが一致した物

質(CHO 化合物) 
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 (2)研究成果の今後期待される効果 

FT-ICR MS 分析は、現在のところ、他の質量分析に比してその分解能において比肩する

方法のない分析法であり、この方法により検出されるピークの m/z 値を分子式の推定に用

いることができる唯一の方法である。現在までに、本法により検出されたシロイヌナズナ液

胞試料・T87 過剰発現体液胞試料・植物体試料中のピークのリスト化がされ、網羅的解析

が進んでいるところであるが、網羅的に分子式を予測し、さらに予測された分子式に対して

表４.Deep 細胞および液胞試料中に見つかったグルコシノレート化合物 

Theoretical 

m/z 
Compound name Molecular Formula 

Detection 

Shoot 
Vacuole 

Shoot 

Cell 

Root 

Cell 

422.025482 3-Methylsulfinylpropyl glucosinolate C11H21NO10S3 ○ ○ × 

436.041132 4-Methylsulfinylbutyl glucosinolate C12H23NO10S3 ○ ○ ○ 

464.072432 6-Methylsulfinyl-n-hexyl-glucosinolate C14H27NO10S3 × ○ × 

478.088082 7-Methylsulfinyl-n-heptyl-glucosinolate C15H29NO10S3 ○ ○ × 

492.103732 8-Methylsulfinyloctyl glucosinolate C16H31NO10S ○ ○ ○ 

422.025482 3-Methylsulfinyl-n-propyl-glucosinolate C11H21NO10S3 ○ ○ × 

450.056782 5-Methylsulfinyl-n-pentyl-glucosinolate C13H25NO10S3 ○ ○ × 

 

 

表３ Deep 液胞・細胞試料中に検出され、予想分子式と KnapSAck データベースサーチが一致した

物質(CHONSP 化合物) 
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データベースサーチなどの手法を用いて化合物名の同定に繋げることが可能である。また、

液胞中に存在する未知の有機リン化合物やペプチド代謝物質などの同定にもつなげるこ

とができると考えられる。未知物質の同定は、すなわち、液胞の未知の機能を知ることであ

る。 
 

 

４．４ 超高分解能質量分析装置を用いた液胞代謝産物解析（かずさ DNA 研究所 青

木グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

１）シロイヌナズナ培養細胞 Deep株標準液胞代謝物のアノテーション 

神戸大学三村グループより提供されたシロイヌナズナ培養細胞 Deep 株単離標準液胞

抽出物を LC-FT-ICR/MS を用いて、ポジティブイオン ESI モード・ネガティブイオン ESI モ

ードによる分析を行ない、個々の代謝物に由来するピークの推定（アノテーション）を完了

した。ポジティブイオン ESIモードから 736代謝物、ネガティブイオン ESIモードから 713代

謝物の存在が推定された。 

検出代謝物の中で天然化合物データベースにヒットしたものは 10%程度であった。これ

ら代謝物がいかなる化合物群に属するかを見たところ、全細胞に特異的な代謝物と単離標

準液胞に特異的な代謝物の組成には明らかな差が認められた。液胞にはアミノ酸・核酸に

属する代謝物数が少なかった（図１４）。 

現在、杉山グループによって、さらに詳細な代謝物数の特定が行われており、こ

れによると液胞代謝物数はより少ない数字になる見込みである。 
 

 

２）液胞膜タンパク質形質転換培養細胞由来の単離液胞代謝物の解析 

神戸大学三村グループによる液胞膜プロテオーム解析から数十種類の機能未知液胞

膜タンパク質の存在が示唆された（Shimaoka et al., Plant Cell Physiol., 45:672-583, 2004）。

液胞機能未知タンパク質の機能を系統的に解明していくために、本研究では機能未知トラ

ンスポーター遺伝子の２つのファミリーから一遺伝子ずつを選抜し解析対象とした。１つは

MATE efflux familyに属する At3g21690、もう１つは Sugar transporter-like familyに属する

At1g75220である。 

研究方法としては、これらの遺伝子 cDNAを活用して形質転換体を作製し、コントロール

形質転換体との間で液胞代謝物組成を比較する方針をとった（図１５）。 

形質転換体作製に際して、シロイヌナズナ培養細胞系統の中でも形質転換法が確立さ

れている T87 株を使用した。過剰発現体作製のためにはカリフラワーモザイクウイルス３５S

プロモーターを使用し完全長 cDNA を発現させた。サイレンシング体作製のためには、

amiRNAまたは Inverted repeat配列をカリフラワーモザイクウイルス３５Sプロモーターで発

現させた。代謝物分析用のサンプルは液胞画分と全細胞画分両者を測定する必要性を考

図１４．Deep 株由来標準液胞代謝物の包括的アノテーション。Deep 株全細胞代謝物組成との比較

を行ない、アミノ酸・核酸の少ない液胞代謝物組成の特徴が示唆された。 
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慮し、液胞画分単離の可能な継代後５日目の細胞を用いた。 

 

① At3g21690 

MATE efflux 

family 形質

転換体での

代謝物組成

変化 

蓄積レベル

の変動している

代謝物を選抜

するために 、 

(i)空ベクターコ

ントロール形質

転換体に比べ

て２倍以上増 /

減している、(ii)

全細胞画分か

らも検出される、

(iii)三反復の測

定で再現性がみ

られる、 (iv)過剰

発現系統とサイレンシング系統で増減が反転する、という４つの基準を用いた。 

 

At3g21690 過剰発現形質転換体で LC-FT-MS により取得されたデータから上の基準を

満たして液胞で増加しているピークの選抜を試みた。保持時間(RT)と質量電荷比(m/z)、正

電荷イオンを p、負電荷イオンを n としてピークを表すこととすると、RT13.4m/z284.098_p は

標品との比較により Guanosine と同定され、過剰発現系統の単離液胞・全細胞画分で増加

し、サイレンシング系統の全細胞画分で減少が見られた（図１６）。しかしながら、サイレンシ

ング系統の単離液胞画分で 2.8 倍に増加していた。Guanosine は At3g21690 自体の基質

ではなく、基質物質の輸送に伴って副次的に増減しているのかもしれない。 

 
 

さらに At3g21690 基質候補と思われる代謝物を見出すために、ノンターゲットに基準を

満たす代謝物を選定した（図１７）。 

図１６．At3g21690 過剰

発現、サイレンシング

T87 細胞の全細胞・単離

液胞におけるグアノシ

ンの量変動。（A）Bのバ

ーの凡例。（B）過剰発現

系統でのグアノシン量

の変動。空ベクターコン

トロールを１とした。 

（C）Dのバーの凡例。（D）

サイレンシング系統に

おけるグアノシン量の

変動。空ベクターコント

ロールを１とした。 残

念ながらサイレンシン

グ系統単離液胞におい

て、グアノシンは 2.8 倍

に増加していた。 

図１５．機能未知液胞膜トランスポーター遺伝子の機能探索の方針。トラ

ンスポーターの遺伝子を利用して形質転換体を作製し、その液胞中での代

謝物変動を手掛かりとして、トランスポーターの輸送基質を絞り込む。 
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 単離液胞において過剰発現系統で増加しサイレンシング系統で減少する、すなわち

液胞に搬入される基質と思われるピークが４つ、過剰発現系統で減少しサイレンシング系

統で増加する、すなわち液胞から搬出される基質と思われるピークが 3 つ検出された。代

謝物名は未同定である。 

LC-FT-MS と並行してGC-TOF-MSを用いた分析により、一次代謝物の中でAt3g21690

の機能との関係が示唆されるものの選定を試みた。At3g21690 過剰発現 T87 細胞液胞中

ではGlutathioneとL-Threonateが選定基準を満たす増加を示した（図１８）。ただしサイレン

シング単離液胞画分の GC-TOF-MS 分析は実施しなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② At1g75220 Sugar transporter-like 形質転換体での代謝物組成変化 

At3g21690形質転換体の場合とまったく同じ判定基準を用いて、At1g75220過剰発現形

質転換体で LC-FT-MSにより取得されたデータから液胞で増加しているピークの選抜を試

み た 。 過 剰 発 現 液 胞 中 で は RT5.80m/z1139.65_p 、 RT30.4m/z523.217_p 、

RT30.5m/z699.279_p、RT30.5m/z1058.42_p、RT30.5m/z503.190_p、RT30.5m/z538.228_p

図１７．At3g21690 過剰

発現、サイレンシング

T87 細胞の全細胞・単離

液胞にいて、選定基準を

満たす代謝物ピーク。 

赤字で示した 2 つのピ

ークは、同じ代謝物がポ

ジティブ、ネガティブ両

イオンモードで検出さ

れているものである。 

 これらのピークに対

応する代謝物名は見同

定である。 

図１８．At3g21690 過剰発現 T87 細胞の液胞にて蓄積量増加が認められる一次代謝物。（A）

グラフのバーの凡例。（B）選定されたピーク。 
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などに増加がみられた（図１９）。 

 

 
 

 

 

 

 

 

LC-FT-MS と並行して GC-TOF-MS を用いた分析により、一次代謝物の中で At1g75220

の機能との関係が示唆されるものの選定を試みた。At1g75220 過剰発現 T87 細胞液胞中

では gamma-amonobutylate(GABA)が選定基準を満たす増加を示した（図２０Ａ，Ｂ）。また

Sucroseとmyo-inositolはむしろ過剰発現系統の全細胞画分で増加する傾向を示した。（図

２０Ｃ）。 

 
 

 

 

 

３）液胞膜タンパク質形質転換植物体での代謝物の解析 

シロイヌナズナ培養細胞 T87における代謝物組成は、シロイヌナズナ植物体の代謝物組

成とは異なるため、培養細胞の代謝物解析だけからでは機能未知トランスポーターの基質

候補代謝物を見落とす可能性がある。そこで、培養細胞を形質転換したものと同じコンストラ

クトを用いて、シロイヌナズナ形質転換植物体も作製し、代謝物変動の解析を試みた。 

図１９．At1g75220 過剰発現およびサイレンシング T87 細胞の全細胞・単離液胞にいて、選定

基準を満たす代謝物ピーク。 

 一部のピークに対して化合物名を対応付けることが可能であった。特に RT36.96min, 

m/z300.088 [M-H]-, N-acetyl-α-D-glucosamine 1-phosphate は、他の植物の液胞や、本単

離液胞サンプルの CE-MS 分析においても検出されている。 

図２０．At1g75220 過剰発現 T87 細胞の液胞にて蓄積量増加が認められる一次代謝物。（A）グ

ラフのバーの凡例。（B）GABA が単離液胞画分で増加していた。(C)シュークロースとミオイノ

シトールは全細胞画分で増加が見られた。 
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① At3g21690 MATE efflux family形質転換植物体での代謝物組成変化 

At3g21690 過剰発現シロイヌナズナロゼット葉（21 日目）において、RT44.5m/z467.189_p、

RT21.4m/z211.145_p、RT6.91ｍ・ｚ267.036_n、RT7.09m/z383.047_n など未知代謝物ととも

に、グルコシノレート類が増加していた（図２１）。シロイヌナズナ葉で量的に多いメチオニン

由来グルコシノレートは 4-methylsulfinylbutyl glucosinolate だが、At3g21690 過剰発現体

では比較的側鎖の長い 6-methylsulfinylhexyl glucosinolate、7- methylsulfinylheptyl 

glucosinolate、8- methylsulfinyloctyl glucosinolate などの Fold Change が大きかった。イソ

チオシアネートの Fold changeも大きいが、これらは抽出の際に対応するグルコシノレートが

加水分解を受けたものだと推定される。 

 

 

逆に At3g21690 発現をサイレンシングにより抑制した植物体では、グルコシノレート類が

減少する傾向がみられた（図２２）。この時、液胞膜コントロールとした形質転換体でもグル

コシノレート類が一様に減少していることから、この現象が At3g21690 サイレンシングに特

異的だとは結論付けられない結果となった。また、過剰発現体で増加がみられた他の未同

定代謝物に減少は見られなかった。 
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図２１．At3g21690 サイレンシングシロイヌナズナ植物体・葉の全細胞画分においてのグルコシ

ノレート類の蓄積量減少。（A）グラフのバー凡例。（B）空ベクターコントロールでのレベルを

１とした時のグルコシノレート類の蓄積レベル。どれも減少しているが、液胞膜の他のタンパ

ク質をサイレンシングしたコントロールでも減少している。 

図２２．At3g21690 過剰発現シロイヌナズナ植物体・葉の全細胞画分において蓄積量増加

が認められる代謝物。（A）グラフのバー凡例。（B）評価基準に従って判定した時に過剰発

現によって蓄積量が増加したと推定される代謝物。空ベクターコントロールでのレベルを

１とした。 
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② At1g75220 Sugar transporter-like 形質転換植物体での代謝物組成変化 

同様に At1g75220 過剰発現植物体・葉で増加している代謝物を探索した。

RT49.8m/z1018.596_p、RT6.9m/z745.140_p の２つの未同定ピークが、過剰発現形質転換

体で増加し、サイレンシング形質転換体で逆に減少する傾向を示した（図２３）。いずれも培

養細胞単離液胞に検出されたピークとは一致しなかったが、これは培養細胞と植物体の代

謝組成の違いを反映している可能性が大きい。 

 
 

 

 

 

 

４）液胞膜タンパク質形質転換培養細胞でのトランスクリプトーム解析 

At3g21690 および At1g75220 過剰発現形質転換 T87 系統を用いてトランスクリプトーム

解析を実施した。液胞膜トランスポーター遺伝子の発現を変えることにより、遺伝子発現が

広範な変動を被るかどうかを調査した。トランスクリプトーム解析にはアフィメトリクスマイクロ

アレイ・ATH1 を使用し、遺伝子発現データを統合オミクスツール・KaPPA Viewを用いて代

謝経路へマッピングすることで、代謝変化と遺伝子変化を関連付ける方針をとった。 

これらの液胞膜トランスポーター遺伝子の過剰発現によって、意外にも数多くの代謝経

路遺伝子が発現変化を被っていたが、代謝物変動と遺伝子発現変化は必ずしもリンクして

いないようであった。例えば、At3g21690 過剰発現により液胞で増加の傾向がみられたグ

ルタチオンの生合成にかかわる酵素遺伝子に大きな変化は見られなかった。グルタチオン

の増加は生合成とは関連が薄く、細胞内代謝物輸送により制御されていることが示唆され

る（図２４A）。At1g75220 の過剰発現は GABA の液胞蓄積量を増加させるが、この形質転

換体ではグルタミン酸・グルタミン代謝系のいくつかの遺伝子がアップレギュレートされてい

た（図２４B）。今後、より多くの代謝物を代謝経路にマップすることで、非代謝酵素遺伝子

の発現変化が遺伝子発現に及ぼす影響が見えてくると思われる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２３．At1g75220 過剰発現ならびにサイレンシングシロイヌナズナ植物体・葉の全細胞画分

においての代謝物蓄積変動。（A）グラフのバー凡例。（B）過剰発現（C）サイレンシング、そ

れぞれの形質転換体葉での未同定代謝物 RT49.4m/z1018.596_p と RT6.9m/z745.140_p の蓄積変

化。過剰発現体で増加し、サイレンシングで減少する傾向を示した。 

A B

図２４．（A）At3g21690 過剰発現 T87 細胞でのグルタチオン代謝経路遺伝子の発現変化。

アミノ酸代謝経路を含めて、大きな変化は見られず、代謝物変化は生合成活性の変化に依

存していないことを示唆。（B）At1g75220 過剰発現 T87 細胞でのグルタミン酸・グルタミ

ン生合成経路の遺伝子発現変化。正に制御されている。 
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その端緒を開く解析として、At1g75220 過剰発現 T87 と At3g21690 過剰発現 T87 にお

ける遺伝子発現の程度を、コントロール系統に対する Fold Change (FC)ベースで比較した。

すると有意な正の相関がみられた（図２５）。ランダムに選んだ遺伝子の過剰発現はこのよう

な相関を示さないことは確認している。２つの液胞膜トランスポーター遺伝子の過剰発現は、

細胞に対して何らかの共通した変動要因あるいはストレスを与えていることが予想される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2)研究成果の今後期待される効果 

 液胞膜トランスポーターの輸送基質を明らかにしていくことにより、輸送と貯蔵という観点

から細胞内での代謝物の蓄積量制御に対して新しい方策を提供することになると思われ

る。 
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〈国内会議〉 

1. 奥山淳 1、浅野孝 1、Sirikantaramas Supaart
1、斉藤和季 1、山崎真巳 1（1千葉大院薬）：
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いて．第 25 回日本植物細胞分子生物学会千葉大会・シンポジウム（千葉 平成 19 年 8
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節、第 27 回日本植物細胞分子生物学会（藤沢 平成 21 年 7 月 30-31 日） 
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20. 小林可菜英1、浅野孝1、佐々木亮介2、飯島陽子2、青木考2、柴田大輔2、斉藤和季1, 3、

山崎真巳1 （1千葉大院薬、2かずさDNA研、3理研PSC）：TDCi毛状根の代謝物変動解析
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会・シンポジウム（藤沢 平成21年7月30-31日） 

21. 柏原恵美1、浅野孝1、千田かおり1、佐々木亮介2、飯島陽子2、青木考2、柴田大輔2、斉
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22. 片山賀恵 1、Bunsupa S.
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ー電気泳動-質量分析装置（CE-ESI-QTOF)を用いた植物生理活性物質の分析、日本
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木考2、三村徹郎1
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25. 山崎真巳 1、浅野孝 1、柏原恵美 1、小林可菜英 1、佐々木亮介 2、飯島陽子 2、青木考
2、柴田大輔 2、斉藤和季 1, 3（1千葉大院薬、2かずさ DNA 研、3理研 PSC）：RNA サイレ

ンシングとメタボローム解析によるカンプトテシン生合成のパスウェイマイニング、第 4回メ

タボロームシンポジウム（横浜 平成 21年 11 月 18-19 日） 

26. 及川彰1、松田史生1、菊山宗弘2、三村徹郎3、斉藤和季1, 4（1理研PSC、2新潟大理、3神

戸大院理、4千葉大院薬）：単一オルガネラメタボロミクスによる単一細胞内の代謝変動解

析、ワークショップ：メタボロミクスが解き明かす代謝生物学 第32回日本分子生物学会

年会（横浜 平成21年12月9日） 

27. 山崎真巳 1、浅野孝 1、柏原恵美 1、小林可菜英 1、佐々木亮介 2、飯島陽子 2、青木考
2、柴田大輔 2、斉藤和季 1, 3（1千葉大院薬、2かずさ DNA 研、3理研 PSC）：カンプトテシ

ン生合成における遺伝子抑制とメタボローム変動解析．第 51 回日本植物生理学会年会

（熊本 平成 22 年 3 月 18-21 日） 

28. 中林亮 1、榊原圭子 2、松田史生 2、峠隆之 2、北島満里子 1、高山廣光 1、山崎真巳 1、

斉藤和季 1, 2（1千葉大院薬、2理研PSC）：シロイヌナズナにおける二つのMYB遺伝子同

時過剰発現による遺伝子発現及びフラボノイド蓄積の効果．第 51 回日本植物生理学会

年会（熊本 平成 22 年 3月 18-21 日） 

39. 及川彰 1、菊山宗弘 2、三村徹郎 3、斉藤和季 1, 4（1理研 PSC、2新潟大理、3神戸大院

理、4 千葉大院薬）：メタボロミクスによる様々な環境条件下における細胞内化合物の局

在性の解明、第 51回日本植物生理学会年会（熊本 平成 22 年 3 月 18-21 日） 

30. 大西美輪 1、姉川彩 1、七條千津子 1、Enrico Martinoia
2、深城英弘 1、三村徹郎 1（1神

戸大院理、2
Univ. of Zurich）：液胞膜エンジニアリングによる液胞代謝動態の解析、第 51

回日本植物生理学会年会（熊本 平成 22年 3月 18-21 日） 

31. 姉川彩 1、大西美輪 1、七條千津子 1、深木英弘 1、三村徹郎 1（1神戸大院理）：キャピラ

リ ー 電 気 泳 動 / 四 重 極 - 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 装 置 （ Capillary 

Electropheresis-Electrospray-Quadrepole Time Of Flightmass spectrometry; 

CE-ESI-QTOF）を用いたシロイヌナズナのメタボローム解析、第 51回日本植物生理学会

年会（熊本 平成 22年 3月 18-21 日） 

32. 濱地康平 1、吉田勝久 1、大西美輪 1、小田祥久 3、植村知博 3、郷達明 1、佐藤雅彦 4、

馳澤盛一郎 2、中野明彦 3,5、深城英弘 1、前島正義 6、三村徹郎 1（1神戸大院理、2東京

大院新領域、3 東京大院理、4 京都府立人間環境、5 理研基幹研、6 名古屋大院生命農

学）：シロイヌナズナの高塩環境下における液胞動態と塩蓄積機構の解析、第 51回日本
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植物生理学会年会（熊本 平成 22 年 3 月 18-21 日） 

33. 千葉基晶 1、浅野孝 1、奥山淳 1、斉藤和季 1, 2、山崎真巳 1（1千葉大院薬、2理研PSC）：

カンプトテシンを高生産するチャボイナモリ毛状根特異的に発現する MYB 様転写因子

OpMYB1の機能解析．日本薬学会第 130年会（岡山 平成 22 年 3 月 28-30 日） 

34. 青木考1、佐々木亮介1、須田邦宏1、櫻井望1、大西美輪2、姉川彩2、三村徹郎2（1かず

さDNA研、2神戸大院理）：シロイヌナズナ液胞膜トランスポーター遺伝子過剰発現による

細胞内代謝および遺伝子発現への影響、日本植物細胞分子生物学会（仙台 平成22

年9月2日） 

35. 鹿倉友美子 1、Somnuk Bunspa
1、斉藤和季 1、山崎真巳 1（1千葉大院薬）：ルピナス属

植物におけるキノリチジンアルカロイド生合成に関与するタンパク質の細胞内局在．第

28回日本植物細胞分子生物学会（仙台）大会・シンポジム（仙台 平成22年9月2-3日） 

36. 千葉基晶 1、浅野孝 1、奥山淳 1、斉藤和季 1、山崎真巳 1（1 千葉大院薬）：カンプトテシ

ンを高生産するチャボイナモリ毛状根特異的に発現する MYB 様転写因子 OpMYB1 に

ついて．第 28 回日本植物細胞分子生物学会（仙台）大会・シンポジム (仙台 平成 22

年 9月 2-3 日) 

37. 姉川彩1、大西美輪1、七條千津子1、深城英弘1、三村徹郎1（1神戸大院理）：キャピラリ

ー電気泳動/四重極- 飛行時間型質量分析装置（CE-ESIQTOF)を用いたオーキシン添

加に応答するメタボローム解析、日本植物学会第74回大会（春日井 平成22年9月9-11

日） 

38. 姉川彩1、大西美輪1、七條千津子1、深城英弘1、三村徹郎1（1神戸大院理）：キャピラリ

ー電気泳動/四重極–飛行時間型質量分析装置（CE-ESI-QTOF）を用いたオーキシン添

加に応答する代謝産物の同時定量解析、第52回日本植物生理学会年会（仙台 平成22

年3月 東日本大震災により要旨集による発表） 

39. 佐々木亮介 1、杉山裕子 2、大西美輪 3、姉川彩 3、澤田有司 4、平井優美 4、三村徹郎
3、青木考 1（1かずさ DNA研、2兵庫県立大環境人間、3神戸大院理、4 理研 PSC）：液胞

膜トランスポーター候補遺伝子過剰発現シロイヌナズナ植物体における代謝物蓄積変

動の解析、第 52回日本植物生理学会年会（仙台 平成 23年 3月 東日本大震災により

要旨集による発表） 

40. 大西美輪1、姉川彩1、杉山裕子2、七條千津子1、深城英弘1、三村徹郎1（1神戸大院理、
2兵庫県立大環境人間）：植物液胞のポストゲノム解析、第52回日本植物生理学会年会

（仙台 平成22年3月 東日本大震災により要旨集による発表） 

41. Bunsupa, S.
 1
, Katayama, K.

 1
, Ikeura, E.

 1
, Oikawa, A.

 2
, Saito, K.

 1, 2
, Yamazaki, M.

 2
 （1

千葉大院薬、2理研PSC）: Cloning and characterization of an enzyme involved in 

quinolizidine alkaloids biosynthesis in Lupinus angustifolius.  第52回日本植物生理学

会年会（仙台 平成22年3月 東日本大震災により要旨集による発表） 

42. 山崎真巳1、樋口真理1、ワンワッタナー・ブンヤパー1、斉藤和季1（1千葉大院薬）：アカ

ジソにおけるアントシアニン生産制御に関与するMBW複合体について．第52回日本植

物生理学会年会（仙台 平成22年3月 東日本大震災により要旨集による発表） 

43. 山崎真巳1、小林可菜英1、浅野孝1、斉藤和季1（1千葉大院薬）：RNAサイレンシングな

らびに生合成中間体アナログ投与によるカンプトテシン生合成経路研究．第29回日本植

物細胞分子生物学会大会・シンポジウム (福岡 平成23年9月6-8日) 

44. Bunsupa, S.
 1
, Katayama, K.

 1
, Ikeura, E.

 1
, Oikawa, A.

 2
, Saito, K.

 1, 2
, Yamazaki, M.

 1
 （1

千葉大院薬、2理研PSC）: Gateway to thr biosynthesis of quinolizidine alkaloids: 

Molecular characterization of lysine decarboxylase from Lupinus and related plants. 第29

回日本植物細胞分子生物学会大会・シンポジウム （福岡 平成23年9月6-8日) 

 

〈国際会議〉 

1. Bunsupa S.
 1
, Katayama K.

 1
, Oikawa A.

 2
, Saito K.

 1, 2
, Yamazaki M.

 1
 （1千葉大院薬、2

理研 PSC）: Identification and characterization of lysine/ornithine decarboxylase: a novel 
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enzyme involved in the first Step of quinolizidine alkaloids biosynthesis in Lupinus 
angustifolius. 2

nd
 Banff Conference on Plant Metabolism, CS7. (June 24-28, 2010, Banff, 

Alberta, Canada) 

 

③ ポスター発表  （国内会議 26 件、国際会議 22件） 
 

〈国内会議〉 

1. 佐々木亮介 1、大西美輪 2、飯島陽子 1、櫻井望 1
 、柴田大輔 1、三村徹郎 2、青木考 1

（1 かずさ DNA 研、2 神戸大院理）：シロイヌナズナ単離液胞および培養細胞代謝

物の包括的アノテーション 日本植物生理学会第 49 会年会（札幌 平成 20 年 3 月

20-22 日） 

2. 佐々木亮介 1、大西美輪 2、飯島陽子 1、櫻井望 1、柴田大輔 1、三村徹郎 2、青木考 1（1

かずさDNA研、2神戸大院理） ： シロイヌナズナ単離液胞および培養細胞代謝物の包

括的アノテーション。日本植物生理学会第 49 会年会（札幌 平成 20 年 3 月 20-22 日） 

3. Bunsupa S.
1
, Ikeura E.

 1
, Saito K.

 1
, Yamazaki M. 

1（1千葉大院薬）: Molecular cloning and 

functional identification of a novel lysine decarboxylase from Lupinus angustifolius. 日本

薬学会第 128 年会 （横浜 平成 20 年 3 月 26-28 日） 

4. 千田かおり1、岡田岳人1、峠隆之1、及川彰2、田中健一1、川合利佳1、南部羽蘭1、金谷

重彦3、斉藤和季1、山崎真巳1（1千葉大院薬、2理研PSC、3奈良先端大）：漢方処方のメ

タボロミクス－紫胡剤類を中心として－．日本生薬学会第55回年会，1P-088．（長崎 平

成20年9月19-20日） 

5. 大西美輪：植物インタクト液胞のポストゲノム解析．第3回メタボロームシンポジウム（山形 

平成20年10月30日-11月1日） 

6. 姉川彩1、大西美輪1、七條千津子1、深城英弘1、三村徹郎1（1神戸大院理）：キャピラリー

電気泳動-四重極-飛行時間型質量分析装置（CE-ESI-QTOF）を用いたシロイヌナズナ

葉中メタボローム解析．第50回日本植物生理学会年会（名古屋 平成21年3月21-24日） 

7. Bunsupa S.
 1
, Ikeura E.

 1
, Saito K.

 1
 and Yamazaki M. 

1（1千葉大院薬）: Cloning and 

characterization of differentially expressed genes involved in quinolizidine alkaloid 

biosynthetic pathway between bitter and sweet forms of Lupinus angusutifolius. 日本薬

学会第129年会（京都 平成21年3月26-28日） 

8. 青木考 1、佐々木亮介 1、大西美輪 2、姉川彩 2、飯島陽子 1、櫻井望 1、三村徹郎 2（1か

ずさ DNA 研、2 神戸大院理）：液胞膜トランスポーターを過剰発現させたシロイヌナズナ

培養細胞を用いたメタボローム解析、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析に基づく細胞機能制

御基盤技術 」研究領域第 2 回公開シンポジウム （東京 平成 21年 10月 16 日） 

9. 大西美輪1、姉川彩1、原田和生2、及川彰3、中山泰宗2、佐々木亮介4、七條千津子1、深

城英弘1、杉山裕子5、Patrick G. Hatcher
6、福崎英一郎2、Enrico Martinoia

7、青木考4、三

村徹郎1（1神戸大院理、2大阪大院工、3理研PSC、4かずさDNA研、5兵庫県立大環境人

間、6
Old Dominion Univ.、7

Zurich Univ.）：植物細胞インタクト液胞を用いたポストゲノム

解析と液胞膜エンジニアリングによる液胞代謝動態の解析、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解

析に基づく細胞機能制御基盤技術 」研究領域第2回公開シンポジウム（東京 平成21

年10月16日） 

10. 姉川彩1、大西美輪1、七條千津子1、深城英弘1、三村徹郎1（1神戸大院理）：キャピラリ

ー電気泳動-質量分析装置（CE-ESI-QTOF）を用いたシロイヌナズナ植物体メタボローム

解析、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析に基づく細胞機能制御基盤技術 」研究領域第2回

公開シンポジウム（東京 平成21年10月16日） 

11. 山崎真巳 1、小林可菜英 1、柏原恵美 1、浅野孝 1、スパアツ・シリカンタラマス 1、佐々木

亮介 2、飯島陽子 2、青木考 2、斉藤和季 1, 3（1 千葉大院薬、2 かずさ DNA 研、3 理研

PSC）：遺伝子抑制毛状根のメタボローム解析によるカンプトテシン生合成中間体の探索、

ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析に基づく細胞機能制御基盤技術 」研究領域第 2回公開シ

ンポジウム （東京 平成 21年 10月 16日） 
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12. 青木考 1、佐々木亮介 1、大西美輪 2、姉川彩 2、飯島陽子 1、櫻井望 1、三村徹郎 2（1

かずさ DNA 研、2 神戸大院理）：液胞膜トランスポーターを過剰発現させたシロイヌナズ

ナ培養細胞を用いたメタボローム解析、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析に基づく細胞機能

制御基盤技術 」研究領域第 2 回公開シンポジウム （東京 平成 21 年 10 月 16日） 

13. 姉川彩1、大西美輪1、七條千津子1、深城英弘1、三村徹郎1（1神戸大院理)：キャピラリ

ー電気泳動-質量分析装置（CE-ESI-QTOF)を用いたシロイヌナズナメタボローム解析、

第4回メタボロームシンポジウム（横浜 平成21年11月18-19日） 

14. 大西美輪1、姉川彩1、原田和生2、及川彰3、中山泰宗2、七條千津子1、深城英弘1、福

崎英一郎2、Enrico Martinoia
4、三村徹郎1（1神戸大院理、2大阪大院工、3理研PSC、

4
Zurich Univ.)：植物細胞インタクト液胞を用いたポストゲノム解析と液胞膜エンジニアリン

グによる液胞代謝動態の解析、第4回メタボロームシンポジウム（横浜 平成21年11月

18-19日） 

15. 及川彰1、松田史生1、菊山宗弘2、三村徹郎3、斉藤和季1, 4（1理研PSC、2新潟大理、3神

戸大院理、4千葉大院薬）：オオシャジクモ節間細胞を用いた化合物の細胞内局在性お

よび挙動の解明、第4回メタボロームシンポジウム（横浜 平成21年11月18-19日） 

16. 中林亮 1、榊原圭子 2、松田史生 2、峠隆之 1、北島満里子 1、高山廣光 1、山崎真巳 1、

斉藤和季 1, 2（1千葉大院薬、2理研 PSC）：シロイヌナズナにおける 2つのMYB遺伝子同

時過剰発現による遺伝子発現及びフラボノイド蓄積への効果、第 4回メタボロームシンポ

ジウム（横浜 平成 21年 11月 18-19 日） 

17. 佐々木亮介 1、須田邦裕 1、大西美輪 2、飯島陽子 1、櫻井望 1、柴田大輔 1、三村徹郎
2、青木考 1（1かずさDNA研、2神戸大院理）：液胞膜トランスポーター候補遺伝子過剰発

現シロイヌナズナ植物体の代謝物解析、第 51回日本植物生理学会年会（熊本 平成 22

年 3月 18-21 日） 

18. Aoki K.
 1

, Sasaki R.
 1

, Ohnishi M.
 2

, Anegawa A.
 2

, Sakurai N.
 1

, Mimura T.
 2

 （1かずさ

DNA 研、2神戸大院理）: Changes in metabolite accumulation by the overexpression of a 

vacuolar membrane transporter gene in Arabidopsis leaves and suspension cultured cell.、

BMB2010 （神戸 平成 22年 12月 7-10 日） 

19. 大西美輪 1、姉川彩 1、杉山裕子 2、七條千津子 1、深城英弘 1、三村徹郎 1（1神戸大院

理、2 兵庫県立大環境人間）：植物液胞のポストゲノム解析、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解

析に基づく細胞機能制御基盤技術」研究領域第 4 回公開シンポジウム（東京 平成 23

年 11月 1日） 

20. 姉川彩 1、大西美輪 1、七條千津子 1、深城英弘 1、三村徹郎 1（1神戸大院理）：キャピラ

リー電気泳動/四重極-飛行時間型質量分析装置（CE-ESI-QTOF）を用いたオーキシン

添加に応答する代謝産物の同時定量解析、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析に基づく細胞

機能制御基盤技術」研究領域第 4回公開シンポジウム（東京 平成 23 年 11月 1日） 

21. 山本浩太郎 1、大西美輪 1、姉川彩 1、七條千津子 1、深城英弘 1、山崎真巳 2、三村徹

郎 1（1神戸大院理、2千葉大院薬）：ニチニチソウ培養細胞を用いた二次代謝に関わる液

胞機能の解析、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析に基づく細胞機能制御基盤技術」研究領

域第 4回公開シンポジウム（東京 平成 23 年 11月 1日） 

22.青木考 1、佐々木亮介 1、小田原真樹 2、須田邦裕 2、大西美輪 3、姉川彩 3、杉山裕子 4、

三村徹郎 3（1かずさ DNA 研、2大阪府大生命環境、3神戸大院理、4兵庫県立大環境人

間）：液胞膜トランスポーター遺伝子形質転換細胞のメタボローム解析による輸送基質代

謝物の候補化、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析に基づく細胞機能制御基盤技術」研究領

域第 4回公開シンポジウム （東京 平成 23 年 11月 1 日） 

23. 山崎真巳1、浅野孝1、青木考2, 3、佐々木亮介2、斉藤和季1, 4（1千葉大院薬、2かずさ

DNA研、3大阪府大生命環境、4理研PSC）：RNAサイレンシングとメタボロームならびにト

ランスクリプトームによるカンプトテシン生合成経路の解明、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析

に基づく細胞機能制御基盤技術」研究領域第4回公開シンポジウム （東京 平成23年

11月1日） 
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24. 杉山裕子1、Patrick Hatcher
2、大西美輪3、姉川彩3、青木考4, 5、佐々木亮介5、三村徹

郎3（1兵庫県立大環境人間、2
Old Dominion University、3神戸大院理、4大阪府大生命

環境、5かずさDNA研）：超高分解能FT-ICR-MSによる液胞内低分子有機物のノンター

ゲット分析、ＣＲＥＳＴ「代謝調節機構解析に基づく細胞機能制御基盤技術」研究領域第

4回公開シンポジウム （東京 平成23年11月1日） 

25. 姉川彩1、大西美輪1、杉山裕子2、七條千津子1、深城英弘1、Hatcher Patrick G.
3、三村

徹郎1（1神戸大院・理・生物，2兵庫県立大・環境人間，3Department of Chemistry and 

Biohemistry, Old Dominion Univ.）：植物液胞のポストゲノム解析、第53回日本植物生理

学会年会（京都 平成22年3月16-18日） 

26. 大西美輪1、姉川彩1、Bo Burla
2、七條千津子1、Enrico Martinoia

2、深城英弘1、三村徹

郎1（1神戸大院・理，2
Univ. of Zurich）：液胞膜エンジニアリングによる液胞代謝動態の解

析、第53回日本植物生理学会年会（京都 平成22年3月16-18日） 
 

〈国際会議〉 

1. Yamazaki M.
1
, Ikeura E.

1
, Okada T.

1
 and Saito K.

1（1 千葉大院薬）: Profiling and 

characterization of bitter-lupin specific genes. EMBO Conference series on Plant 

Molecular Biology "From basic genomics to systems biology"（May 2-4, 2007，Ghent, 

Belgium）  

2. Nakabayashi R.
 1
, Yonekura-Sakakibara K.

 2
, Matsuda F.

 2
, Tohge T.

 1
, Kitajima M.

 1
, 

Yamazaki M.
 1
, Takayama H.

 1
, Saito K.

 1
 （1千葉大院薬、2理研PSC）: Arabidopsis 

metabolome-isolation and structural elucidation of flavonoids in Arabidopsis mutants for 

biosynthetic study. 7
th

 US-Japan Seminar on the Biosynthesis of Natural Products. (June 

22-27, 2008, La Jolla, California, USA) 

3. Anegawa A.
 1
, Ohnishi M.

 1
, Shichijo C.

 1
, Kosuge K.

 1
, Mimura T.

 1（1神戸大院理）: 

Analysis of plant hormones by capillary electrophoresis quadrupole time-of-flight 

(CE-Q-TOF). 5th International Conference on Plant Metabolomics (July 15-18, 2008, 

Yokohama)  

4. Ohnishi M.
 1
, Anegawa A.

 1
, Harada K.

 2
, Oikawa A.

 3
, Shichijo C.

 1
, Fukaki H.

 1
, Sugiyama 

Y.
 4
, Hatcher P.G.

 5
, Fukusaki E.

 2
, Mimura T.

 1
 （1神戸大院理、2大阪大院工、3理研PSC、4

兵庫県立大環境人間、5
Old Dominion Univ.、）: Metabolic analysis of plant intact 

vacuole. 5th International Conference on Plant Metabolomics (July 15-18, 2008, 

Yokohama)  

5. Oikawa A.
 1
, Mimura T.

 2
, Saito K.

 1, 3
 （1理研PSC、2神戸大院理、3千葉大院薬）: 

Metabolite profiling of a single vacuole in Chara Corallina. 5th International Conference 

on Plant Metabolomics (July 15-18, 2008, Yokohama)  

6. Nakabayashi R.
 1
, Yonekura-Sakakibara K.

 2
, Matsuda F.

 2
, Tohge T.

 1
, Kitajima M.

 1
, 

Takayama H.
 1
, Yamazaki M.

 1
, Saito K.

 1, 2
 （1千葉大院薬、2理研PSC）: Flavonoid 

profiling and transcriptome in Arabidopsis overexpressing two MYB genes. 5th 

International Conference on Plant Metabolomics (July 15-18, 2008, Yokohama)  

7. Yamazaki M.
 1
, Okuyama J.

 1
, Asano T.

 1
, Saito K.

 1
 （1千葉大院薬）: Characterization of 

transcription factor expressed in camptothecin producing hairy roots. 5th International 

Conference on Plant Metabolomics (July 15-18, 2008, Yokohama)   

8. Chida K.
 1
, Okada T.

 1
, Tohge T.

 1
, Oikawa A.

 2
, Tanaka K.

 1
, Kawai R.

 1
, Nanbu U.

 1
, 

Kanaya S.
 3
, Saito K.

 1
, Yamazaki M. 

1（1千葉大院薬、2理研PSC、3奈良先端大）: 

Non-target analysis of KAMPO prescriptions. 5th International Conference on Plant 

Metabolomics (July 15-18, 2008, Yokohama)   

9. Sasaki R.
 1
, Ohnishi M.

 2
, Iijima Y.

 1
, Sakurai N.

 1
, Shibata D.

 1
, Mimura T.

 2
, Aoki K.

 1（1か

ずさDNA研、2神戸大院理）: A comprehensive annotation of metabolites in the isolated 

vacuoles and suspension cultured cells of Arabidopsis. 5th International Conference on 

Plant Metabolomics (July 15-18, 2008, Yokohama) 

10. Aoki K.
 1
, Sasaki R.

 1
, Ohnishi M.

 2
, Anegawa A.

 2
, Sugiyama Y.

 3
, Iijima Y.

 1
, Sakurai N.

 1
, 

Yamazaki M.
 4

, Mimura T. 
2（1かずさ DNA 研、2神戸大院理、3兵庫県立大環境人間、4
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千葉大院薬）: Metabolomics analysis of Arabidopsis suspension cultured cells that 

overexpress a putative vacuolar membrane transporter. The 20th International Conference 

on Arabidopsis Research (June 30-July 4, 2009, Edinburgh, Scotland, United Kingdom) 

11. Yoshida K.
 1

, Ohnishi M.
 1

, Fukao Y.
 2

, Okazaki Y.
 3

, Hayashi F.
 1

, Fujiwara M.
 2

, 

Nakanishi Y.
 4
, Saito K.

 3
, Shimmen T.

 5
, Fukaki H.

 1
, Maeshima M.

 4
, Mimura T. 

1（1神戸

大院理、2 奈良先端大、3 理研 PSC、4 名古屋大院生命農学、5 兵庫県立大院生命）: 

Membrane microdomains in the plant vacuole. 3rd Asian Symposium on Plant Lipids 

(November 27-29, 2009, Yokohama)  

12. Aoki K.
 1
, Sasaki R.

 1
, Ohnishi M.

 2
, Anegawa A.

 2
, Sugiyama Y.

 3
, Suda K.

 1
, Sakurai N.

 1
, 

Mimura T. 
2（1 かずさ DNA 研、2 神戸大院理、3 兵庫県立大環境人間）: Metabolic 

changes by the overexpression of a putative vacuolar membrane transporter gene in 

Arabidopsis leaves and suspension cultured cell., 21st International Conference on 

Arabidopsis Research (June 6 – 10, 2010, Yokohama) 

13. Ohnishi M.
 1
, Anegawa A.

 1
, Harada K.

 2
, Oikawa A.

 3
, Nakayama Y.

 2
, Sasaki R.

 4
, 

Shichijo C.
 1
, Fukaki H.

 1
, Sugiyama Y.

 5
, Aoki K.

 4
, Hatcher P.G.

 6
, Fukusaki E.

 2
, Mimura 

T. 
1（1神戸大院理、2大阪大院工、3理研PSC、4かずさDNA研、5兵庫県立大環境人間、

6
Old Dominion Univ.）：Metabolomic analysis of plant intact vacuoles isolated from 

genetically engineered cells., 21st International Conference on Arabidopsis Research (June 

6 – 10, 2010, Yokohama)  

14. Aoki K.
 1
, Sasaki R.

 1
, Ohnishi M.

 2
, Anegawa A.

 2
, Sugiyama Y.

 3
, Suda K.

 1
, Sakurai N.

 1
, 

Mimura T. 
2（1かずさ DNA研、2神戸大院理、3兵庫県立大環境人間）: Metabolic 

changes by the overexpression of a putative vacuolar membrane transporter gene in 

Arabidopsis leaves and suspension cultured cell., 21st International Conference on 

Arabidopsis Research (June 6 – 10, 2010, Yokohama) 

15. Anegawa A.
 1
, Ohnishi M.

 1
, Shichijo C.

 1
, Fukaki H.

 1
, Mimura T.

 1
 （1神戸大院理）: 

Simultaneous measurements of metabolites and plant hormones in Arabidopsis thaliana 

using capillary electrophoresis electrospray quadrupole time-of-flight (CE-ESI-QTOF)., 

21st International Conference on Arabidopsis Research (June 6 – 10, 2010, Yokohama) 

16. Sugiyama Y.
 1
, Hatcher P G.

 2
, Ohnishi M.

 3
, Anegawa A., Aoki K.

 4
, Sasaki R.

 4
, Sakurai 

N.
 4

, Mimura T. 
3（1兵庫県立大環境人間、Old Dominion Univ、神戸大院理、4かずさ

DNA 研）: Analysis of low molecular weight organic molecules in Arabidopsis vacuoles 

using an ultra-high resolution Fourier Transform Ion Cyclotron Mass Spectrometry., 

CREST Workshop on Plant metabolism (June 10, 2010, Kyoto) 

17. Aoki K.
 1
, Sasaki R.

 1
, Ohnishi M.

 2
, Anegawa A.

 2
, Sugiyama Y.

 3
, Suda K.

 1
, Sakurai N.

 1
, 

Mimura T. 
2（1 かずさ DNA 研、2 神戸大院理、3 兵庫県立大環境人間）: Metabolic 

changes by the overexpression of a putative vacuolar membrane transporter gene in 

Arabidopsis leaves and suspension cultured cell., CREST Workshop on Plant metabolism 

(June 10, 2010, Kyoto,) 

18. Sugiyama Y.
 1
, Hatcher P.G.

 2
, Ohnishi M.

 3
, Anegawa A.

 3
, Aoki K.

 4
, Sasaki R.

 4
, Sakurai 

N.
 4
, Mimura T.

 3
 （1兵庫県立大環境人間、2

 Old Dominion Univ.、3神戸大院理、4かず

さ DNA 研）: Analysis of low molecular weight organic molecules in Arabidopsis vacuoles 

using an ultra-high resolution Fourier Transform Ion Cyclotron Mass Spectrometry., 

CREST Workshop on Plant metabolism (June 10, 2010, Kyoto) 

19. Anegawa A.
 1
, Ohnishi M.

 1
, Shichijo C.

 1
, Fukaki H.

 1
, Mimura T. 

1（1神戸大院理）: 
Simultaneous measurements of metabolites and plant hormones in Arabidopsis thaliana 

using Capillary Electrophoresis Electrospray Quadrupole Time-Of-Flight 

(CE-ESI-QTOF)., CREST Workshop on Plant metabolism (June 10, 2010, Kyoto) 

20. Ohnishi M.
 1
, Anegawa A.

 1
, Harada K.

 2
, Oikawa A.

 3
, Nakayama Y.

 2
, Sasaki R.

 4
, 

Shichijo C.
 1
, Fukaki H.

 1
, Sugiyama Y.

 5
, Aoki K.

 4
, Hatcher P.G.

 6
, Fukusaki E.

 2
, Mimura 

T. 
1（1神戸大院理、2大阪大院工、3理研PSC、4かずさDNA研、5兵庫県立大環境人間、

6
Old Dominion Univ.）: Metabolomic analysis of plant intact vacuoles isolated from 

genetically engineered cells., CREST Workshop on Plant metabolism (June 10, 2010, 

Kyoto) 
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21. Yamazaki M.
 1
, Asano T.

 1
, Kashihara E.

 1
, Kobayashi K.

 1
, Aoki K.

 2
, Sasaki R.

 2
, Iijima N.

 

2
, Saito K. 

1（1 千葉大院薬、2 かずさ DNA 研）: Pathway mining of camptothecin 

production in hairy roots of Ophiorrhiza pumila. CREST Workshop on Plant metabolism 

(June 10, 2010, Kyoto) 

22. Nakabayashi R.
 1

, Yonekura-Sakakibara K.
 2

, Urano K.
 1

, Mastuda F.
 2

, Kojima M.
 1

, 

Sakakibara H.
 2
, Shinozai K.

 2
, Tohge T.

 1
, Yamazaki M.

 1
, Saito K.

 1, 2
 （1千葉大院薬、2理

研 PSC）: A novel function of flavonoids for abiotic stress tolerance. Metabolomics2010, 

P6B-007. (June 27-July 1, 2010. Amsterdam, Netherlands) 

 

 

(４)知財出願 

ナシ 

 

(５)受賞・報道等  

   ①受賞 

 

1. 山崎真巳： 平成 22年度日本生薬学会学術貢献賞 

 「薬用成分の生合成制御に関するゲノム機能科学的研究」 
 

   ②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道（プレス発表をした場合にはその概要もお書き下さい。） 

 

1. 千葉大学：抗がん物質生産植物の自己耐性機構解明（発表論文２）の内容について朝日新

聞（平成20年4月２９日）、読売新聞（平成20年4月２９日）、薬事日報（平成20年5月９日）、日

本科学新聞（平成20年5月１６日）等で報道された。また、この成果は、Ann Osborn博士（英国

John Innes Centre）によりFaculty of 1000Biology（平成20年６月６日）で取り上げられた。 

2. 漢方方剤について植物二次代謝産物のメタボローム解析技術を応用した研究について、

BTJジャーナル（平成20年9月号）で報道された。 

3. 科学新聞 「日本薬学会第 130年会 ハイライト講演注目の 10題紹介 有用物質生産向上と

しての植物細胞」平成 22年 3月 26日 

4. 理研プレスリリース「藻類が作り出す代謝物の局在・移動を単一細胞内で初めて確認－藻類

「オーストラリアシャジクモ」の巨大単一細胞を用いてメタボローム解析－」平成 23年 9月 6日 

 

 

§６ 研究期間中の主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 
 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

H20 年 

1 月 18 日 

フーリエ変換イオンサイ

クロトロン共鳴質量分析

研究会 

兵庫県立大

学環境人間

学部 

25 人 フーリエ変換イオンサイクロト

ロン共鳴質量分析につい

て、基礎原理から研究への

応用まで 3人(うち 2名:杉

山・飯島は糖プロジェクトメン

バー)の研究者が講演し、討

論を行った。  

H20 年 

7 月 15 日〜

18 日 

5th International 

Conference on Plant 

Metabolomics 

横浜市、

Pacifico 

Yokohama  

約 250 人 植物メタボロミクスに関する

国際会議、三村と山崎が国

内組織委員として参加 

H20 年 

7 月 17 日 

JST・CREST Workshop 

“Plant metabolism and 

横浜市、

Pacifico 

約 80 人 5th International Conference 

on Plant Metabolomics 内
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its regulation” Yokohama  で、柳澤チーム、平井チー

ムとともに開催 

H20 年 

11 月 7 日 

「代謝」研究領域第１回

公開シンポジウム 

コ ク ヨ ホー

ル 

251 人 CREST 研究課題の成果に

ついて口頭およびポスター

にて発表 

H21 年 

10 月 16 日 

「代謝」研究領域第２回

公開シンポジウム 

日本科学未

来館・みら

いＣＡＮホ

ール 

155 人 CREST 研究課題の成果に

ついて口頭およびポスター

にて発表 

H21 年 

12 月 17 日 

植物化学シンポジウム 神戸大学 

百年記念館 

約 80 人 植物化学研究会と共催で

「細胞内、細胞間で構造化

される代謝」というシンポジウ

ムを開催した 

H22 年 

6 月 9日 

21st International 

Conference on 

Arabidopsis Research 

Concurrent session: 

Metabolism and Systems 

Biology 

横浜市、

Pacifico 

Yokohama  

約 500 人 21st International 

Conference on Arabidopsis 

Research 

にあわせて、植物系合同Ｃ

ＲＥＳＴセッションを開催し

た。 

H22 年 

6 月 10 日 

CREST Workshop on 

Plant metabolism 

京都市 

大学コンソ

ーシアム京

都 

26 人 上記ＣＲＥＳＴセッション招待

外国研究者と植物系ＣＲＥＳ

Ｔチーム若手による研究会

を開催した。 

H23 年 

11 月 1 日 

「代謝」研究領域第４回

公開シンポジウム 

東京大学・

弥生講堂 

139 人 CREST 研究課題の成果に

ついて口頭およびポスター

にて発表 

 

 

§７ 結び 
 

（文責 三村 徹郎、本項は中間報告書に記した文章に現時点での感想を書き加えたものである） 

★液胞を構成するタンパク質、代謝物質の網羅的解析から得られた新しい知見 

 植物細胞を特徴づけるオルガネラとして、液胞が強く注目されるようになったのは、この10〜15年

ぐらいである。しかし、その機能を分子レベルで明らかにしようとする研究は、まだ始まったばかりで

ある。 

 研究代表者の三村は、ドイツの光合成代謝で著名な研究室に留学し、そこで、液胞の新しい単

離方法を習い、それをさらに改良しながら無機イオン代謝の研究に結びつける努力をしてきた。そ

の後、液胞の機能をより広い観点から明らかにしようと、本研究で、ポストゲノム手法としてのプロテ

オームとメタボローム解析法を結びつける研究をしてみたいと思い、今にいたっている。 

 液胞については、自分なりに理解しているつもりだったが、今回、この研究を始めてみて、液胞に

ついて、まだこれだけ新しいことが出てくるのかと自分でもかなり驚いたというのが正直なところであ

る。 

 液胞研究に近いところにいた分、教科書的発想にとらわれていた面もあるが、まず、液胞膜タン

パク質プロテオーム解析から、液胞膜に電子伝達に関わるタンパク質が見出された。液胞内で酸

化還元反応が起こっているとは、それまであまり考えたこともなかったが、液胞内にも、それに見合

う酸化還元系の酵素タンパク質が存在するようなので、その他のタンパク質と併せて考えると、液胞

というのは葉緑体やミトコンドリアと同様、ある種の代謝コンパートメントとして存在するという可能性
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が非常に高くなったと思われる。これは、蓄積・分解系と考えられてきた液胞機能に新しい描像を

加えるものである。 

 実際、山崎グループで明らかにされつつある二次代謝物質の生成過程には、多数の酸化還元

反応が関わっている。こられの反応に必要な電子をどのように供給するかは、これらの二次代謝産

物が、有用薬剤や産業的に重要な物質であることを考えると、基礎科学としてのみならず、応用分

野においても重要な意味を持つと考えている。これを明確にするために、最終年度に入ってからで

はあるが、多彩な抗ガン剤を産生することで著名なニチニチソウ培養細胞で同様の解析を始めるこ

ととした。 

 チャボイナモリ、ニチニチソウともモデル植物ではないため、分子レベルの詳細な解析を可能に

するリソースが揃っている訳ではない。しかし、質量分析器を中心としたポストゲノム解析と、次世代

シークエンサーの発展は、これら有用性の高い非モデル植物の解析を可能にしつつあると感じて

いる。 

 

 さらに、長年植物細胞におけるリン酸代謝を扱ってきた人間として、フォスファターゼだらけの液

胞内に有機リン酸化合物が存在するということも大きな驚きだった。液胞にリン酸化合物が運びこま

れる機構は、オートファジーぐらいだろうと勝手に思いこんでいたが、今回得られたデータなどから、

膜によって調節される輸送機構を考える必要があり、さらに細胞質のリン酸化合物の濃度調節に

機能している可能性も考えられそうである。 

 いずれも、ポストゲノム解析手法の中から得られた新しい知見であり、新しい実験手法が生物の

新しい側面に光をあててくれたものである。これらのデータをどのように統合していくかが、今後の

成果に極めて重要だと考えている。 

 

★質量分析計を用いたプロテオーム、メタボローム解析 

 上記の知見のもととなったポストゲノム解析手法としての、プロテオーム、メタボローム解析は、強

力な武器ではあるが、逆に極めて難しい研究手法であることも強く認識できるようになった。論文や

学会発表などの華麗なデータを見ていると、これらの実験が大変強力な武器として多くの方々に認

識されていると思われ、また自分自身もそのように捉えていた。しかし、実際に自分の研究室で実

験を始めてみると、質量分析機という装置を制御することがいかに困難か、また出てきた膨大なデ

ータの中から、意味のある結果を見出すのに必要な手順がどれほど面倒かということを日々実感さ

せられている。 

 また、質量分析器を、常に安定して稼働可能な状態においておくための多額な費用は、残念な

がらこの CREST だけでは準備できなかった。そのため、神戸大学理学研究科にも随分と会計的サ

ポートを受けざるを得なかったことをここに記しておきたい。 

 当初、測定は質量分析を専門としている研究室に依頼し、自分の研究室ではそのための材料調

整を主に行い、質量分析機による測定は副次的に行えば良いと考えて実験計画を立てていたが、

それではこの解析手法の本質が全く判らないまま、研究の方向性にも十分な理解が出来ずに研究

を進めるということになったはずである。その点で、自前の質量分析器を持つことを強く薦めていた

だいた前領域総括の故鈴木紘一先生には、お礼を申し上げたい。 

 最先端研究機器を利用し、それを理解するための機会を与えてもらえたことに、大変感謝してい

る。 

 

★将来の見通し 

 CREST としての研究はまもなく終了するが、道半ばのデータも多いことから、何とか解析を続けて

いくことを目指している。特に、質量分析機による測定結果の解析として、世界的にもデータベース

が完全でないノンターゲット分析において、最終目的に十分なレベルの物質同定が可能かどうか

は、尚難しい点が残っている。他の分子・細胞生物学的手法と組み合わせていくことで、これを達

成したいと考えている。 

 また、ポストゲノム解析を上手く組み合わせることで、モデル植物ではない植物でも解析可能な手

法の一般化を進めたい。これが可能になれば、応用面での有用性は極めて高いものになると期待
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している。 

 

★CREST について 

 研究が進むにつれて、当初の実験計画だけでは処理仕切れない部分がいくつも出てきたが、こ

れまで追加の支援を十分にいただくことで、計画につまずきが出ることなく進んで来ている。この点

については、大変感謝している。 

 また、研究費の使用法についても、現場の実情に合わせた柔軟な使用を認めていただき、研究

を実施する側としては現在まで問題を感じたことはない。 

 本領域では、特に他の植物関連２チーム（柳澤修一チーム、平井優美チーム）との協力体制が

順調に行われ、国際会議やワークショップの開催は、いつも一緒にさせていただけた。事務的な面

はもとより、研究面でも常に強い刺激を得ることが出来たことに感謝する。 

 


