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要旨                                            姉川	 彩 : NO. 1 
 
	 植物は、動物と比較して、光合成や二次代謝などにより複雑な代謝系を持つことが良く

知られている。近年、発展してきた生体内の代謝産物を同時分析し網羅的な解析を行う「メ

タボローム解析」は、この代謝系の機能解析に重要な手段と考えられている。一方で、植

物種やそれらの細胞や組織によっても含まれる代謝産物の種類や濃度が異なり、その絶対

量も pmol-mmol（Dunn and Ellis. 2005）と幅広いことから、分析手法の一般化や解析手法

の開発は遅れていた。植物体内には、動物に比べ分析対象となる代謝物質がはるかに多く

（ヒトの代謝物質は約 3,000種）、シロイヌナズナで 5,000種、植物界全体では合計約

200,000種の代謝物質が存在すると言われており、それらの代謝物が複雑に関連している

ため、抽出や分析に一般的なメタボロミクス手法を応用することが難しいことが要因にあ

げられる。 

	 本研究では、種々の質量分析装置を用いたメタボローム解析を植物に応用し、新たな生

理現象の解明を目指した。未だ一般化されていない質量分析装置を用いた植物メタボロー

ムの技術の確立から始め、これらの技術開発やその応用、さらには植物細胞の新しい代謝

像の一旦を明らかにすることを目標に掲げたものである。 

	 第 1章では、比較的新しいメタボローム解析の分析技術として注目され、未だ発展途上

の技術であるキャピラリー電気泳動-質量分析装置（Capillary Electrophoresis Mass 

Spectrometry; CE-MS）を植物分野に用いるための解析手法の確立を目指した。CE-MSに

用いる泳動バッファーの種類、pHの検討を行った。その結果、陽イオン性化合物は 27

種類、植物ホルモンを含む陰イオン性化合物は 77種類を、一斉分析できる手法を確立す

ることに成功した。 

	 第 2章では、この標準物質を用いた定量分析によるターゲット解析により、植物細胞(液

胞)内代謝産物の測定を行った。液胞内にはリジン、アルギニン、リンゴ酸、クエン酸が

多く検出され、過去の知見と一致する結果となった。さらに、比較的高濃度のリン酸化合

物が液胞内に存在することを初めて見出した。 

	 第 3章では、検出される全ピークを解析対象とし質量電荷比（m/z）から得られる組成

式などの精密質量データを用いた半定量・定性分析（ノンターゲット解析）を行った。こ

のノンターゲット解析では、CE-MSよりもさらに高分解能を持つフーリエ変換イオンサ

イクロトロン共鳴型質量分析装置（Fourier transform ion cyclotron resonance mass 

spectrometry; FT-ICR-MS）を用い、検出される全ピークの m/z値から組成式を作成し、シ

ュート、根、細胞、液胞、それぞれに含まれる代謝物質の化合物候補の同定を試みた。標

準物質では同定できない未知ピークの解析から、細胞と液胞に共通に存在する分子が 429

個見出され、代謝産物データベース KNApSAcK検索によるアノテーションの結果、1割

近くを同定することができた。 
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	 姉川	 彩 : NO. 2 

 
	 第 4章では、シロイヌナズナ植物体を用いて、植物の生活環ほぼすべてにおいて重要な

働きをする植物ホルモンの 1つであるオーキシンに応答する代謝変動解析を行った。シロ

イヌナズナの野生型とオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19）に対し、第 1章で確立

した CE-MSによるターゲット解析を応用することで、外部から与えたオーキシンに応答

して変動する代謝物質変動の比較解析を行った。野生型の根およびシュートで変動を示す

代謝産物が複数確認された。IAA処理による代謝変動は野生型の根で顕著に見られ、ア

ミノ酸やリン酸化合物の変動が大きいことが分かった。野生型に比べ、3つのオーキシン

非応答性変異体のシュートおよび根で変動する一次代謝産物は少なく、その変動も小さか

った。野生型植物の根で見られた変動は、過去の知見と呼吸測定の結果から、呼吸阻害に

よって引き起こされた代謝変動であることが示唆された。 

	 第 5章では、形態を保ったまま測定できる質量顕微鏡（イメージングマススペクトロメ

トリー）の技術を用いて、シロイヌナズナの根でオーキシンに応答して生体内で変動する

分子、あるいは生体内分布の変動する分子の探索を行った。このノンターゲット解析では、

根端にのみ局在を示す分子、オーキシン処理によって局在を変える分子など様々なシグナ

ルパターンを見ることができた。また、KNApSAcK検索のアノテーションの結果、20-30%

の化合物を同定することができた。 

	 質量分析装置を用いた植物メタボローム解析手法の確立によって、これまで個々に見て

いた代謝産物の一斉分析が可能となり代謝を俯瞰的に見ることが可能となった。また、分

解能の高い質量分析を用いることによって精度の高い組成式候補結果が得られ、未知化合

物の発見にもつながる可能性がある。本研究では、これらの技術の開発や応用によって植

物細胞の新しい代謝像の一旦を明らかにすることに成功した。 
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序論 
 
	 メタボロミクスは、生体内の代謝物を一斉分析することで、生物の代謝の全体像を明らか

にする手法である。特に、医療分野での応用研究が最も進んでおり、様々な疾患のバイオマ

ーカーがメタボロミクスにより明らかにされている（Soga et al. 2006; Wang et al. 2011）。一方、

植物におけるメタボロミクスは動物に比べ研究が遅れているのが現状である。これは、植物

体内には、動物に比べ分析対象となる代謝物質がはるかに多く（ヒトの代謝物質は約 3,000種）、

植物界ではシロイヌナズナで 5,000種、合計約 200,000種の代謝物質が存在すると言われてお

り（http://humanmetabolome.com; Fiehn. 2000）、それらの代謝物が複雑に関連しているため、抽

出や分析に一般的なメタボロミクス手法を応用することが難しいことが要因にあげられる。

さらに、植物種やそれらの細胞や組織によっても含まれる代謝産物の種類や濃度が異なり、

その絶対量も pmol-mmol（Dunn and Ellis. 2005）と幅広いことも植物のメタボロミクスを困難

にする理由の１つである。 

	 近年になって、種々の質量分析装置を用いたメタボロミクスによる農業・食品分野での応

用例が報告され始めた。John et al.（2006）は、GC-MSを用いて、遺伝子組み換え体コムギに

おいては、成分の変化よりも育てた環境や育った年次の成分の変化の方が大きいことを明ら

かにした。また、Kusano et al.（2011）は、GC-MS、LC-MS、CE-MSなど様々な質量分析装置

を複合的に用いて、遺伝子組み換え体トマトと品種の異なるトマトを複合的に調べ、網羅的

に解析している。その他、チーズ（Ochi et al. 2012a; b）やワイン（Inoue et al. 2011）、緑茶（Inoue 

et al. 2011）など、食品へのメタボロミクスへの応用も少しずつ増えつつある。基礎研究では、

Yokota-Hirai et al.（2004; 2005）がシロイヌナズナとイネについてのオミックス解析を行って

おり、硫黄欠乏や窒素欠乏時における遺伝子発現変動に応答し、グルコシノレートなどの二

次代謝物質が変動することを明らかにしている。 

	 本論文は 1-5章で構成されており、第 1章では、比較的新しいメタボローム解析の分析技術

として注目され、未だ発展途上の技術であるキャピラリー電気泳動-質量分析装置（Capillary 

Electrophoresis Mass Spectrometry; CE-MS）を植物分野に用いるための解析手法の確立を目指し

た。 

	 第 2 章では、植物試料（シロイヌナズナ植物体、培養細胞、プロトプラスト、培養細胞か

ら単離した液胞）における標準物質によって成分の特定できる化合物の定量解析（ターゲッ

ト解析）を行った。第 2章のターゲット解析では、第 1章で確立した CE-MSの分析手法を用

い、培養細胞からプロトプラストを経て単離液胞に至る過程での代謝変動解析を試みた。 

	 第 3 章では、検出される全ピークを解析対象とし質量電荷比（m/z）から得られる組成式な

どの精密質量データを用いた半定量・定性分析（ノンターゲット解析）を行い、第 2-3章で植

物試料を用いた 2 通りのメタボローム解析を行った。このノンターゲット解析では、CE-MS

よりもさらに高分解能を持つフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型質量分析装置（Fourier 
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transform ion cyclotron resonance mass spectrometry; FT-ICR-MS）を用い検出される全ピークの

m/z値から組成式を作成し、シュート、根、細胞、液胞それぞれに含まれる代謝物質の化合物

候補の同定を試みた。 

	 第 4 章では、シロイヌナズナ植物体を用いて、植物の生活環ほぼすべてにおいて重要な働

きをする植物ホルモンとして知られているオーキシンに応答する代謝変動解析を行った。こ

の章では、シロイヌナズナの野生型とオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19）を用いて、

1章で確立したCE-MSによるターゲット解析を行い野生型とオーキシン応答変異体において、

外部から与えたオーキシンに応答して変動する代謝物質変動の比較解析を行い、シロイヌナ

ズナ植物体の環境応答を推察した。 

	 第 5 章では、形態を保ったまま測定できる質量顕微鏡（イメージングマススペクトロメト

リー）の技術を用いて、シロイヌナズナの根でオーキシンに応答して生体内で変動する分子、

あるいは生体内分布の異なる分子の探索を行った。 

	 本研究は、種々の質量分析装置を用いたメタボローム解析を植物に応用し、新たな生理現

象の解明を目指した。未だ一般化されていない質量分析装置を用いた植物メタボロームの技

術の確立から始め、これらの技術開発やその応用、さらには植物細胞の新しい代謝像の一旦

を明らかにすることを目標に掲げたものである。 
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第1章	  キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分析装置（CE-MS）を用いたメタボローム解析 

手法の確立 

 序 

	 近年、質量分析装置を用いて、様々な条件下における代謝産物を網羅的に測定し包括的に

調べるメタボローム解析が 2004年頃から盛んに行われている。Fiehn et al. （2002）によれば、

メタボロームは、「細胞に存在する低分子の代謝産物を網羅的に分析し、同定・定量すること」

と定義されている（Harrigan & Goodacre. 2003; Sumner, Mendes & Dixon. 2003）。代謝産物を分

析するメタボローム解析は、代謝産物が遺伝子発現や各種酵素反応の最終産物であり、生物

間で互換性を有するため、ゲノム情報を利用できない植物や微生物にも幅広く適用できる技

術である。 

	 シロイヌナズナのようなゲノム情報が存在するモデル植物に対しては、メタボローム解析

によって得られた代謝物プロファイルと遺伝子発現プロファイルを統合することによって、

転写と代謝をつなぐ制御メカニズムの予測が可能になることが期待される。しかしながら、

現時点では対象とする化合物が多岐にわたり手法の標準化や自動化も進んでいない。スルー

プットの高い解析手法として運用するにはメタボローム解析の各ステップである、植物の育

成・サンプリング・誘導体化・分離分析・データ変換などの技術の確立が未だに困難であり、

また得られた膨大なデータから有用な結論を導くデータマイニングについても標準的な方法

は確立されていない（Hollywood et al. 2006; Villas Bôas et al. 2005; 福崎 2007）。 

	 これまでに、研究対象や研究目的に応じて様々な材料を用いたメタボローム解析が展開さ

れており、2009年に米国質量分析学会が行った調査では、メタボロミクスにおける各機器の

使用率は、液体クロマトグラフィー質量分析（Liquid Chromatography Mass Spectrometry; 

LC-MS）が 57%、ガスクロマトグラフィー質量分析（Gas Chromatography Mass Spectrometry; 

GC-MS）が 28%、キャピラリー電気泳動質量分析（Capillary Electrophoresis Mass Spectrometry; 

CE-MS）が 8%、NMR が 7%と報告されている。植物の代謝物質の総数は数十万以上におよ

ぶと言われている（Fiehn et al. 2000）が、1種類の質量分析装置のみでそれらの化合物を網羅

的に解析することは不可能である。質量分析装置の種類によって有用な分析範囲が異なるた

め、Fig. 1-1に示したように目的とする代謝産物に合わせた解析が行われている。低分子の揮

発性物質の分析には GC-MS、高分子の非極性物質には LC-MS、そして植物体内に多い極性

（イオン）物質の分析には CE-MS が用いられている。最近では、さらに高分解能のフーリ

エ変換-リニアイオントラップハイブリッド質量分析（Orbitrap）やフーリエ変換イオンサイ

クロトロン共鳴型質量分析（Fourier Transform-Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry; 

FT-ICR-MS）などの様々な質量分析装置を用いたメタボローム解析が進められている。下記

に、各質量分析装置を用いたメタボローム解析を行っている研究事例をいくつか紹介する。	 
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Fig. 1-1 メタボローム解析に用いられる様々な分析技術 

 

 

- GC-MSを用いたメタボローム解析 

	 GC-MSは、ピーク分離能と再現性が良く、安定した高感度分析が可能で、特に、低分子有

機酸や芳香族化合物のような揮発性物質の測定に適している。アミノ酸や糖類など植物体内

に含まれる多くの代謝物質は不揮発性であるため、トリメチルシリル化（Trimetylsilyl, TMS

化）などの誘導体化が必要である。EI イオン化法による GC-MS では、マススペクトルのフ

ラグメントパターンが得られるため、化合物の構造情報が得られる。それらのフラグメント

パターンを National Institute of Standards and Technology（NIST）が提供するマススペクトルラ

イブラリデータベースと比較すれば化合物の予測を行うことができる。また、ドイツにある

Max Plank植物分子生理学研究所では、植物の抽出物を TMS誘導体化し GC-MSで測定した

マススペクトルを収集してデータベースとして公開している（Wagner et al. 2003）。このよ

うに、他の質量分析装置を用いたメタボローム解析に比べるとデータベースも整いつつある

ため、GC-MSを用いたメタボローム解析は比較的確立された手法として動植物分野で早くか

ら利用が進んでいる。特に、医療分野では、がんの早期発見、病因解析やバイオマーカー探

索（Sugimoto et al. 2010; Sreekumer et al. 2009; Nishiumi te al. 2012; Yoshida et al. 2012）など化

学物質の生体への影響を評価する手段として実用化が始まっている。一方、植物分野では、

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）を始め、イネ（Oriza sativa）やトウモロコシ（Zea maize）

の葉中代謝産物の測定など行われており、測定される植物種も年々増えてきている傾向があ
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る。報告例として、遺伝子組み換え植物を用いたストレスマーカーの探索やストレス抵抗性

の高い植物系統の代謝物質の応答解析（Roessner et al. 2009; Glauser et al. 2010; Obata et al. 2012） 

などが挙げられる。 

 

 

- LC-MSを用いたメタボローム解析 

	 High Performance Liquid Chromatography（HPLC）による代謝物質の分析手法は、様々な性

質を有するカラム固定相および官能基特異的な誘導体化法が開発され進歩してきた。近年で

は、官能基（アミノ基、カルボキシル基、チオール基など）を特異的に誘導体化することで、

対象化合物の検出感度を上昇させることができるようになり、カラムや誘導体化試薬を選択

することによってアミノ酸、有機酸、糖などの高感度分析が可能となっている。高圧ガスで

移動相や試料などの液体を噴霧する ESIイオン源が登場する 1995年頃までは、質量分析装置

との接続は難しかったが、その後、大気圧で生成したイオンを高真空の検出器まで導くイオ

ン輸送系の改良やスプレイヤーの改良が進み、現在、汎用されている LC-MSとなった。LC-MS

は、高分子のタンパク質、核酸、脂肪酸、有機酸および二次代謝物質など幅広い代謝物質の

測定が可能でメタボロミクスの分野でよく利用されている。GC-MSと比べ、移動相溶媒に含

まれる不純物イオンや緩衝塩イオンなどが付加し、[M+H]+、[M-H]-イオンの他に[M+Na]+、

[M+K]+、[M+NH4]+、[M+CH3COO]-などの付加体イオンが生成する。このようなイオンはエ

ネルギー的に安定な場合が多く、LC-MSではフラグメントイオンが観測されにくい特徴があ

る。これを利用して、未知化合物の整数質量（Norminal mass）を決定する手法が取られる。

しかし、検出されるピークのほとんどが未知成分でデータベースの確立もされておらず、分

離に使用するカラムの選択、煩雑な前処理や条件の最適化など課題も多い。LC-MSを用いた

メタボローム解析の既報としては、シロイヌナズナにおける二次代謝物質の網羅的解析

（Matsuda et al. 2009）、リピドミクスを用いたリン欠乏時の植物脂質解析(Okazaki et al. 2013)、

傷害(wounding)ストレスによる代謝変動解析（Boccard et al. 2010; Grata et al. 2007）などが挙

げられる。 

 

 

- CE-MSを用いたメタボローム解析 

	 CE-MSは、イオン性代謝産物を測定するのに適した手法である。イオン性化合物を対象

とした分析をする場合、GC-MS や LC-MS では誘導体化が必要となるが CE-MS ではその

ような前処理が不要となるため、誘導体化による回収率や定量値の精度低下を防ぐことが

できる。CE-MSを用いたメタボローム解析は、分析手法や Sato et al. （2004）は、CE-MS

によるイネ葉中のアミノ酸、糖リン酸などの一次代謝産物の一斉解析を行っており、ほと

んどの代謝産物濃度は、既報にあったタバコ葉中の濃度（Scheible et al. 2000）と同程度で、
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シロイヌナズナ葉中（Fiehn et al. 2000）の 10分の１程度であることを報告している。また、

Oikawa et al.（2011）は、シャジクモを用いて単一細胞メタボローム解析を試み、細胞質お

よび液胞における変動を 125の既知代謝物質について報告している。その他にも、シロイ

ヌナズナの野生型および aox 変異体を用いた窒素欠乏時の代謝変動解析（Watanabe et al. 

2010）、イネを用いた幼植物での代謝機能解析（Abiko et al. 2010; Asano et al. 2010; Kurai et al. 

2011）、エゾノギシギシ属のシュウ酸を含む代謝変動解析（Miyagi et al. 2010, 2013a, 2013b）

などが報告されている。 

	 これらの中でキャピラリー電気泳動を前段に設置した質量分析技術は、生体内の一般的

な代謝産物の解析に最も有用性が高いため、その利用を試みることとした。しかし、分析

手法や解析方法は、なお発達段階にあり、その分析手法や解析方法は一般化されていると

は言えない。本研究では、まず最初に、植物中に含まれる代謝物質を一斉分析するための

泳動条件の開発を進めた。	 

	 電気泳動（Capillary electrophoresis: CE）は、溶液中で電位差により荷電粒子が移動する

現象である。電気泳動による分離は、電場（Ε）中での溶質の移動速度（!!）の差に基づ

いているもので、あるイオンの移動速度（!）は下記の式で示される。 

! =   !!Ε 

	 つまり、イオン半径が小さく高電荷のイオンは移動度が高く、イオン半径が大きく電荷

の小さいイオンは移動度が小さくなる。実際の移動度は pH および泳動液の組成やイオン

強度に依存するため、試料に適した泳動バッファーの種類や pHの検討が必要となる。CE

では、一般的に泳動液が満たされている内径（i.d.  ） 25-75 µmのキャピラリーカラム内で

の電気泳動を行う。このカラム内に泳動液を満たして分析を行うため、キャピラリー内壁

およびこれに接する泳動液の間に電気二重層が形成される。ここに、電圧が印加されると

泳動液が溶媒を伴って移動し、電気浸透流（Electroosmotic flow: EOF）が生ずる。EOFの

大きさは、キャピラリーカラムの材質や移動層の pHにも影響を受けること（Lukacs et al. 

1985）が知られており、EOFをコントロールするには、キャピラリー表面の電荷あるいは

泳動バッファーの粘度を変える必要がある。CEで良好な分離を得るためには EOFのコン

トロールと溶質の移動度を考慮する必要がある。 

	 CE-MSは、Doleらのグループ（Mack et al. 1970）によって開発され、試料溶液が電場の

かかった質量分析装置のイオン化室に入ると溶媒が急速に蒸発することによってイオン

性物質が濃縮されると同時にイオン化され、検出器側へ飛行する。CE-MSでは、中性およ

び非極性の化合物が分離・検出できない。また移動時間が一定しないため、検出ピークの

同定の自動化が難しいとされてきた。しかし、CE-MS は高速かつ高分離で、GC-MS や

LC-MS に比べて注入量が数 nl と極微量ですむことが大きな利点として挙げられる。さら

に、誘導体化や固相抽出などの煩雑な前処理も不要なため、植物体内中の代謝物質を一斉

分析する有用な分析技術として注目されている。 
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	 本章では、植物体内中の主要代謝物質として報告のある化合物の標準物質を可能な限り

入手し、CE-MSでの一斉分析の条件検討を行い手法の確立を目指した結果をまとめる。さ

らに、植物体内に微量に存在し、植物生理活性の調節物質として知られる植物ホルモンを

代謝産物と同時分析する手法の開発を行った。 

 

1-1. 実験材料と方法 

1-1-1. 植物材料と生育条件 

	 実験には、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana, Columbia accession）を使用した。95％エ

タノールで 15分間滅菌処理した種子を 4℃、36時間以上低温処理後、Murashige Skoog (MS)

培地（0.6% gellan gum, pH 6.2）60 mlを流し入れ固めた角形プレート（栄研化学株式会社）

に播種し、23±1℃、24時間連続光照射条件（光強度 : 270-340 µmol m-2 s-1）に設定した人工

気象器（BIOTRON, NKSystem, Japan）内で垂直に立てて 3週間生育させた。試料は、生育の

そろったものを 2 ml粉砕チューブにサンプリングし、ジルコニアビーズを入れて液体窒素で

凍結し、-80℃で保存した。使用した MS培地の組成を Table 1-1に示す。 

 

Table 1-1. MS培地の組成 
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1-1-2. 試薬 

	 分析に使用した試薬類は、すべて MS gradeを用いた。 

	 LC-MS grade Methanolは、試薬調整および分析時のシース液に用い、positive modeおよび

negative mode分析用泳動バッファーは LC-MS grade acetonitrile, formate, ammonium formate, 

1%アンモニア水を用いてそれぞれ調整した。陽イオン性化合物用内部標準物質として

Methionine Sulfone（MeS）を、陰イオン性化合物用内部標準物質として Camphor-10-Sulfonic 

acid （C10F）を用いた。植物ホルモン測定の際に用いた内部標準物質として deuterium abscisic 

acid（d6-ABA）、 deuterium indole-3-acetic acid（d5-IAA）、deuterium jasmonic acid（d2-JA）を

用いた。LC-MS grade Ethanolは難溶解性の試薬調整に用いた。 

 

 

1-1-3. キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分析装置（CE-MS） 

	 分析に使用した装置は、Agilent社製のキャピラリー電気泳動を前段に設置した飛行時間型

質量分析装置 Agilent 6510 Q-TOF System（Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA）である。

フューズドシリカキャピラリーカラムは、専用カッターで 100 cmにカットし、外側を覆うポ

リビニルフィルムをライターで焼いた後 MeOHで拭き取り、内側のガラス部分が両端ともに

5 mm程度見えるようにした。下記に記述するテイラーコーンの生成に影響を与えるため MS

側へ入る切り口が垂直になるように調整し、イオン化室に設置されるスプレイヤーにセット

した。分析前に 15分間使用する泳動バッファーでフラッシングをしてカラム内壁の平衡化を

行った後、電圧を印加して電流が流れることを確認してから分析を進めた。 

	 この飛行時間型質量分析装置（Time of Flight; TOF）に使用されている最もソフトなイオン

化法であるエレクトロスプレーイオン化（electrospray ionization; ESI）法は、タンパク質、炭

水化物、核酸などの生体高分子や極性低分子の定性・定量分析に幅広く利用されている。Fig. 

1-2 にイオンの生成過程の概略図を示す。前段の CEに設置された内径 50 µmのフューズド

シリカキャピラリーカラム内で分離された溶質は、質量分析装置のインターフェース（入り

口側）に組み込まれている中空 3重構造のスプレイヤー（a）から窒素ガスおよび 50％ MeOH

シース液と共に噴霧される。大気圧下で 3 - 4 kVの高電圧を印可すると液中のイオンが気相

中に単離される（c）。この溶液は、テイラーコーン（b）と呼ばれる円錐の形状になっており

イオンの生成に非常に重要なバランスとなる。飛行時間型質量分析計は、イオンの飛行時間

が質量電荷比 m/z によって異なることを利用したもので、m/z が小さいイオンほど速く飛行

し、逆に大きいイオンほど遅くなる。飛行距離を長くし、分解能を高くすることも可能であ

るが（Toyoda. 2003; Okumura. 2004）、一般的な分解能は 15,000-20,000と言われている。ここ

での分解能（Resolution）とは、隣接した 2つのピークを分離する能力のことで、質量分析計

を評価する基準でもあり、検出されるピーク分離を判断する指標ともなっている。一般的に、

分解能を表すときは質量 m で検出されたピーク強度をその 50％強度のピーク幅で割った値
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とされている（福崎. 2013）。分解能 20,000の機器では質量 1,000の化合物について、±0.05 の

誤差幅で同定が可能と考えれば良い。イオン源でイオン群はパルス化され一定の加速電圧で

加速される。ある一定の距離を飛行する間に飛行時間の差によって分離され、m/z の小さい

イオンから順に検出器で検出される。加速開始から検出器までのイオンの飛行時間を記録す

るとマススペクトルを得ることができる。陽イオン性化合物を測定する場合は positive mode

で分析し[M+H]+、[M+Na]+、[M+K]+などのイオンとしてマススペクトルを得ることができ、

陰イオン性化合物を測定する場合は negative modeで分析し、多くのイオンは[M-H]- として

マススペクトルを得ることができる。 

	 分析をする前は装置内のコンタミネーションがないことを確認し、10種類の化合物が混合

されたキャリブレーションミクスチャーを用いてキャリブレーションを行った。キャリブレ

ーションの結果、軸ズレが 1 ppmを超える場合は、チューニングを行った。CE-MSで精度の

高いメタボローム分析を行うために装置面で欠かせないポイントとして、キャピラリーカラ

ムのカッティング技術、スプレイヤーへのカラムのセッティング、日常的なイオンソースの

洗浄やマス軸補正のためのチューニング作業などが挙げられる。 
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Fig. 1-2 イオン源のしくみとイオンの生成過程(これならわかるマス) 

 

	 	 	 	 	 1-2. 結果と考察 

     1-2-1. CE-MS分析条件の検討 

	 本研究で対象とする代謝産物は多岐に渡り、その濃度範囲も幅広くサンプルあたりの絶対

量で pmol – mmolまでおおよそ 10桁以上のばらつきがあることもある。一方で、質量分析装

置の検出器のダイナミックレンジは、多くの場合、2~5桁である。質量分析装置を用いた一

斉分析では、代謝パスウェイ上に存在し分析手法的にも検出可能だが、サンプル中の含有量

が少ないために検出できないということがよく起こるため、各標準物質を用いて泳動条件の

検討と検出下限値の算出を行った。CEでは移動時間が一定しないため各サンプルの分析は 3

ないし 4回連続分析し、検出時間と面積値のそろった再現性の良いデータを解析に用いた。

陽イオン物質測定時の泳動バッファーは、1 M酢酸アンモニウムと 1 Mギ酸アンモニウムで

検討した。酢酸アンモニウムは、質量分析装置のマス軸補正に用いる purine [M+H]+ = 121.05
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と検出イオンが一致するため使用を中止した。	 

	 CE で汎用されているフューズドシリカキャピラリーを用いて陰イオン性化合物を CE-MS

で分析すると、陰極（CE）側から陽極（MS）側へ泳動が行われるが、EOF が発生しその流

れは電気泳動とは逆向きになるため、電気泳動は止まってしまう。この現象を防ぐために、

曽我らは、陰イオン性化合物の一斉分析について、キャピラリー表面に塩基性物質をコーテ

ィングした SMILE（+）キャピラリーによる分析や中性ポリマーをコーティングしたキャピ

ラリーを用い、さらにエアポンプで加圧送液を行う方法（Soga et al. 2002a, 2002b）を考案し

ている。しかし、この方法は EOFの反転が安定せず測定のばらつきが大きいこと、いくつか

の陰イオン性化合物は分析できないこと、さらにコーティングキャピラリーはコスト面で難

しいことから、汎用されているフューズドシリカキャピラリーを用いて EOFを安定して発生

させ、陰イオン性化合物を一斉分析する条件検討を行った。 

	 泳動バッファーの pHは、pH=8.5、pH=9、pH=10の 3種類で検討した。それぞれの条件で

得られたいくつかの化合物のエレクトロフェログラムを Fig. 1-3、Fig. 1-4にそれぞれ示す。  

 

 

Fig. 1-3 pHの異なる泳動バッファーを用いて分析して得られたフマル酸（m/z = 115.0036）と   

     リンゴ酸（m/z = 133.0143）のエレクトロフェログラム  
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Fig. 1-4 pH の異なる泳動バッファーを用いて分析して得られた 6-ホスホグルコン酸（6PG, m/z = 

275.0179）とフルクトース-1,6-ビスリン酸（FBP, m/z = 338.9888）のエレクトロフェログラム 

 

	 pHを高くすることによって EOFの流れを加速させ、陰イオン性化合物を陰極(MS)側へ移

動させることができた。クエン酸やリンゴ酸などの多価有機酸は遅い泳動時間に検出される

ため分析時間の短縮は期待できないが、安定した EOFを発生させることができるようになっ

た。泳動バッファーの pH が高いほど有機酸類は検出時間が遅くなる傾向があるが、ピーク

分離が良くなり検出感度も良くなることが明らかとなった。リン酸化合物では、G6P,F6P,G1P

など糖リン酸化合物の分離時間や検出感度に泳動バッファーの pH による顕著な差は見られ

なかったが、6PGと FBP で pHが低い泳動バッファーほど検出ピークがブロードになる傾向

が見られ、連続分析で再現性の良いデータが得られなかった。各標準物質のピーク分離、連

続分析による再現性の結果から、陰イオン性物質の分析には、30 mMのギ酸アンモニウム(pH 

10)の泳動バッファーを用いることとした。実サンプルの状態によって、試料注入の条件を変

更することもあるが標準的な分析条件を Fig. 1-5に示す。分析時間の短縮、EOFの安定性を

考慮し、泳動開始 1分後から 30ないし 50 mbarの加圧を行った。 

4x10

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

27.504
769402

4x10

0

1

2

3

4

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

25.383
495230

4x10

0

1

2

3

4

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

26.689
603485

6PG	  :	  m/z	  =	  275.0179

6PG	  :	  m/z	  =	  275.0179

6PG	  :	  m/z	  =	  275.0179

pH	  =	  8.5

pH	  =	  9

pH	  =	  10

Counts vs. Migration Time (min)

Counts vs. Migration Time (min)

Counts vs. Migration Time (min)

4x10

0

0.5

1

1.5

2

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

4x10

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

4x10

0

1

2

3

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

F-‐1,6-‐BP	  :	  m/z	  =	  338.9888

F-‐1,6-‐BP	  :	  m/z	  =	  338.9888

F-‐1,6-‐BP	  :	  m/z	  =	  338.9888

pH	  =	  8.5

pH	  =	  9

pH	  =	  10

Counts vs. Migration Time (min)

Counts vs. Migration Time (min)

Counts vs. Migration Time (min)

27.063
456485

26.532
416835

26.938
389691

12



	 	 	 	 	 	 

Fig. 1-5 CE-MS分析条件  

 

     1-2-2. 陽イオン性化合物の測定 

        1-2-2-1. アミノ酸およびその他の陽イオン性化合物の測定 

 標準物質は、Agilent amino acid standard solution（1 nmol/µL in 0.1 M HCl, PN 5061-3330）を

適宜希釈して用い、この混合標準溶液に含まれない 4-aminobutanoic acid（GABA）、アスパラ

ギン（Asparagine, Asn）、グルタミン（Glutamine, Gln）、トリプトファン（Tryptophan, Trp）な

どのアミノ酸、その他の陽イオン性化合物については適宜調整して使用した。1 Mギ酸を泳

動バッファーに用いて、Agilent amino acid standard solution 50 µM、その他の標準物質濃度は

10 µg/mlの陽イオン性化合物を測定した結果を Fig. 1-7に示す。システインは、分解が速いた

め検出できなかったが、構造異性体であるロイシン（Leucine, Leu）、イソロイシン（Isoleucine, 

Ile）も分離でき、30分の泳動時間で 27種類の陽イオン性物質の一斉分析手法を確立できた。	 
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	 Fig. 1-6 陽イオン性標準物質のエレクトロフェログラム 

	 	 	 	  Agilent amino acid standard solution : 50 µM, その他の標準物質：10 µg/ml 
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     1-2-3. 陰イオン性化合物の測定 

      1-2-3-1. 有機酸類の測定 

 ピルビン酸（pyruvate）、フマル酸（ fumarate）、コハク酸（succinate）、アコニット酸

（cis-aconitate）、2-オキソグルタル酸（2-oxoglutarate, 2OG）、リンゴ酸（malate）、クエン酸

（citrate）、イソクエン酸（iso-citrate）、オキサロ酢酸（oxaloacetate）を 30 mMギ酸アンモニ

ウム（pH 10）で測定した結果を Fig. 1-7に示す。オキサロ酢酸は、分解が速いため検出でき

なかった。	 

	 

 

	 Fig. 1-7  30 mM ギ酸アンモニウム（pH = 10） 泳動バッファーを用いて有機酸類の 

	 	 	 標準物質（10 µg/ml）を測定して得られたエレクトロフェログラム 
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     1-2-3-2. 有機リン酸化合物の測定 

	 CEでヌクレオチドや糖リン酸化合物などのリン酸基を持つ化合物を測定する場合、キャピ

ラリー内壁のシラノール基にリン酸基が吸着するため、ピーク分離が悪くなったり、検出さ

れるピークがブロードになったりする問題があった。この内壁への吸着を解消するため、Soga 

et al.（2007）の手法にならい、泳動前にリン酸バッファーによる（75 mMリン酸ナトリウム

を含む 25 mMギ酸アンモニウム）キャピラリー内壁のコーティングを行った。この結果、Fig 

1-8. に示すようにキャピラリー内壁へのリン酸基の吸着を抑えることが可能になり、G6P、

F6P、G1P の構造異性体も分離することが可能になった。その他の構造異性体を含む有機リ

ン酸化合物の標準物質の同時測定した結果を Fig. 1-9 に示す。これらの有機リン酸化合物も

キャピラリー内壁への吸着を抑えたピーク分離が可能になった。	 

 

         

 	  Fig. 1-8 リン酸バッファー（75mMリン酸ナトリウムを含む 25mMギ酸アンモニウム） 

      コーティング処理有無による糖リン酸化合物（m/z = 259.0234）の分離の違い 
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	 Fig. 1-9  30 mM ギ酸アンモニウム（pH = 10）泳動バッファーを用いて有機リン酸化合物 

	 	 	 標準物質（100 µg/ml）を測定して得られたエレクトロフェログラム 

 

 

    1-2-3-3. アデニンヌクレオチドの測定 

 アデニンヌクレオチド類の標準物質を測定した結果を Fig. 1-10に示す。市販の標準物質で

もメーカー毎に純度が異なる場合があり、保存状態や開封期間によっても異なる結果が得ら

れることが示唆された。また、生体試料中のアデニンヌクレオチド類の測定を行う場合、凍

結乾燥中の分解やオートサンプラーにサンプルを設置している間に ATPから ADP、AMPへ

と分解が進むため、実試料での定量は行わなかった。 
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	 Fig. 1-10  30 mM ギ酸アンモニウム（pH = 10）泳動バッファーを用いて AMP, ADP, ATPの	 

	 	 	 	 	 	 	 	 標準物質（10 µg/ml）を測定して得られたエレクトロフェログラム 

	 

     1-2-4. 植物ホルモンなどの生理活性物質の測定 

 植物ホルモンを有機酸やリン酸化合物と同様の分析条件で同時測定するメソッドの開発を
試みた。インドール-3-酢酸（Indole-3-Acetic acid, IAA）, ジャスモン酸（Jasmonic acid, JA）, ア

ブシシン酸（Absicic acid, ABA）, サリチル酸（Salycyclic acid, SA）の 4化合物は、重水素化

体化合物を入手することができたため、内部標準物質としての有用性を検討した。測定した

植物ホルモン類の物理化学特性を Table 1-2.に示す。まず、アブシシン酸を用いて泳動バッフ

ァーの濃度（20 mM, 30 mM）と pH（pH 8, 8.5, 10）を検討した結果、30 mMギ酸アンモニウ

ム（pH 10）が最もピーク分離が良く、短時間で検出された。よって、植物ホルモンの測定に

使用する泳動バッファーは、有機酸や有機リン酸化合物と同様の泳動条件である 30 mMギ酸

アンモニウム（pH 10）とした。この泳動バッファーを用いて植物ホルモンを測定し、得られ

たエレクトロフェログラムを Fig. 1-11および Fig. 1-13に、マススペクトルを Fig. 1-12に示す。

アブシシン酸は 9.5 分、オーキシンは 10.3 分、ジャスモン酸は 12.0 分、サリチル酸は 15.6

分にそれぞれ検出された。次に、20-200 µMで 4点検量線を作成し検出下限値を求めたとこ

ろ、アブシシン酸の検出下限値は 0.63 µM、オーキシンの検出下限値は 0.45 µM、ジャスモン

酸の検出下限値は 0.77 µMであった。 

 

 

 

 

 

AMP	  [M-‐H]-‐=	  346.0558

ADP	  [M-‐H]-‐=	  426.0221

ATP	  [M-‐H]-‐=	  505.9885
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Table 1-2. 植物ホルモン標準物質 

 
 

 

 

	 Fig. 1-11  pHおよび濃度の異なる泳動バッファーを用いて分析して得られた 

	 	 	 	 	 アブシシン酸のエレクトロフェログラム 
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	 Fig. 1-12  30 mM ギ酸アンモニウム（pH 10）を用いて得られた 

	 	 	 	 	 ABA、IAAのエレクトロフェログラム、マススペクトル、検量線 	 
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	 	 Fig. 1-13  30 mM ギ酸アンモニウム（pH 10）を用いて得られた 

	 	 	 	 	 	 JA、SAのエレクトロフェログラム 

	 	 	  

	 さらに、植物ホルモンのひとつであるサイトカイニン類の同時測定も試みた。これまで確立

した分析条件での測定は不可能だったため、Liya et al.（2006）の方法にならった。Fig. 1-5で

示した positive mode分析時の泳動バッファーを 3%のアセトニトリルを含む 25 mM ammonium 

formate / formate（pH 3.5）に変更し、Table 1-3.に示す BA以外の 7種類の標準物質の測定を行

った。Liya et al.（2006)が用いた泳動前の水酸化ナトリウムによるプレコンディショニングは、

ガラスキャピラリーの被膜を劣化させ、化合物の検出感度にも影響を与えるため行わなかった。

測定で得られたエレクトロフェログラムを Fig. 1-14に、マススペクトルを Fig. 1-15に示す。 
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Table 1-3. サイトカイニン類標準物質 

 

 

 

	 

	 Fig. 1-14 サイトカイニン類のエレクトロフェログラム 
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Fig. 1-15 サイトカイニン類のマススペクトル 
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 1-5. まとめ 

	 植物体内に含まれる主要なアミノ酸は、プロトンを付加した形でイオン化される positive 

modeで、有機酸、有機リン酸化合物やサイトカイニン以外の植物ホルモンはプロトンが抜け

た形でイオン化される negative modeで一斉分析する手法をそれぞれ確立した。有機酸や植物

ホルモン、その他の代謝産物についてリン酸バッファーによるコーティングの影響を検討し

た結果、その影響は少なかった。陽イオン性物質の分析には 1 Mギ酸を泳動バッファーに用

い、陰イオン性物質の分析には、30 mMのギ酸アンモニウム（pH 10）を用いることとした。

泳動バッファーの pH を変えることによって測定可能な物質が増加する可能性も否定できな

いが、植物ホルモンとの同時測定ができること、CE-MSでは植物体内に多く含まれる糖類な

どの中性物質が EOFと同じ移動時間に検出され EOFの大きさに影響を与えることを考慮し、

今後の測定における泳動バッファーの pHは 10に設定することとした。サイトカイニン類の

測定は、主要な代謝物質との同時分析は不可能だが、3%のアセトニトリルを含む 25 mMギ

酸アンモニウム（pH 3.5）を泳動バッファーに用いて、7種類のサイトカイニンを positive mode

で同時測定できるメソッドを開発した。	 

	 本実験条件によって、定量性が確認され一斉分析が可能となった代謝産物は、以下に示す

通りである。	 
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  陽イオン性化合物 
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陰イオン性化合物 
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第 2章 CE-MSを用いた植物体および植物細胞における生体内物質の分布解析（ターゲット解析） 

 序 

	 第 1章の序で記述したように、様々な質量分析装置を用いたメタボローム解析が行われて

おり、代謝産物の分離・同定・定量は、対象化合物に適した分析装置を各々選択し、標準物

質と整合性の取れたデータで議論がなされている。しかし、これらの質量分析装置を用いた

定量分析では、「イオンサプレッション」と呼ばれる定量値の精度が低下する問題が生じる。

この現象は、イオン化の際、複数種類の化合物が試料に存在すると化合物間でプロトン[H]+、

ナトリウムイオン[Na]+ 、カリウムイオン[K]+ などのイオン化に必要なイオンの奪い合いが

起こり、これらのイオンとの親和性が相対的に低い化合物のイオン化が抑制されるという現

象である。この現象によって、分析対象となる化合物のイオン化効率は試料中の化合物組成

に大きく左右されるのみならず、夾雑物の組成やイオン化室の環境など種々な要因にも影響

されるため、質量分析装置を用いた絶対定量は非常に難しいとされている。 

	 解決策として、全ての分析対象化合物に対して既知濃度の安定同位体標識化合物溶液を内

部標準液として試料に添加し、抽出から分析までの一連の作業を分析対象化合物と同時に行

うことが理想ではあるが、コスト面や技術的な面から考えても現実的に困難である。また、

定量値のばらつきには、抽出効率や試料調整時の回収率、試料注入時のばらつきなどもある

ため、分析対象化合物と競合しない数種類の内部標準物質を添加した内部標準法を用いた定

量法が一般化している。しかしながら、第 1章に記述したように、メタボローム解析の農業

や食品分野での応用は少しずつ広がりつつあるが、植物体内における代謝物質の分布解析に

用いた例はまだ少ない。本章では、第 1 章で確立した CE-MS の分析手法を用いて、実際に

シロイヌナズナ培養細胞、プロトプラスト、培養細胞から単離した液胞のメタボローム解析

を行い、培養細胞からプロトプラストを経て単離液胞に至る過程で変動する代謝解析（ター

ゲット解析）を行った。 
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2-1. 実験材料と方法 

   2-1-1. 植物材料と培養条件 

	 実験には、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana, Columbia accession）を使用した。それぞ

れ、95％エタノールで 15 分間滅菌処理した種子を 4℃、36 時間以上低温処理後、Murashige 

Skoog（MS） 培地（0.6% gellan gum, pH 6.2）60 mlを流し入れ固めた角形プレート（栄研化

学株式会社）に爪楊枝を用いて播種し、23±1℃、24時間連続光照射条件（光強度 270-340 µmol 

m-2 s-1）に設定した人工気象器（BIOTRON, NKsystem, Japan）内で 10日間生育させた。生育

のそろったものを 2 ml粉砕チューブにサンプリングし液体窒素で凍結し、－80℃で保存した。 

	 シロイヌナズナの培養細胞（Arabidopsis Col-0 cell suspension）は、梅田正明博士(奈良先端

大学院大学)より分与して頂いたものを使用した。培養細胞は、MS培地に 4.5 µM 2,4-Dと 3 % 

Sucrose、0.02 % myo-Inositol、2.5 mM KH2PO4、ビタミン混合液（Nicotinic acid、Pyridoxin 

hydrochloride、Thiamine hydrochloride）を加えたもので培養した。7日ごとに新しい培地 20 ml

に 2-3 mlの培養細胞を植え継ぎ、約 130 rpm、26℃、暗黒下で振とう培養を行った。また、

プロトプラストおよび単離液胞は、Massonneau et al.（2000）の方法にならい、培養 7日目の

細胞から単離した。 

 

   2-1-2. 試薬 

 陽イオン性化合物用内部標準物質として Methionine Sulfone（MeS）を、陰イオン性化合物

用内部標準物質として Camphor-10-Sulfonic acid（C10F）を用いた。その他の試薬は、1-1-2

に表記したものと同じものを用いた。 

 

   2-1-3. 装置 

 分析に使用した装置および分析前に行った作業は、1-1-3と同様である。 

 

   2-1-4. 内部標準物質の検討 

	 CE-MSで陰イオン性物質の測定を行う場合、電気浸透流（Electroosmotic flow: EOF）の発

生により中性物質が多量に検出される時間帯が存在するため、代謝物質の定量を行う際に使

用する内部標準物質のピーク分離や検出時間が影響されないように考慮する必要性がある。

さらに、液胞サンプル中には液胞単離に使用した浸透圧物質としての糖類が多く含まれ、イ

オンサプレッションの影響を大きく受けることが予想されたため、CE-MS で分離可能と考

えられる生化学緩衝剤の中から数種類選び、内部標準物質に適しているかを検討した。検討

した化合物の物理化学特性を Table 2-1に示す。	 
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    Table 2-1. 内部標準物質として検討した化合物 

   
 

   2-1-5. 植物試料からの代謝物質の抽出 

	 シロイヌナズナ培養細胞、プロトプラスト、液胞からの代謝物質の抽出は、Ohkama-Ohtsu 

et al.（2008）の手法にならって Fig. 2-1に示すフローで行った。CE-MS 分析の条件は、Fig. 1-1

に示したものと同様である。 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

Fig. 2-1 植物試料からの代謝物質抽出  
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   2-1-6. ターゲット解析について 

	 定量に用いた標準物質リストは、第 1章に示した通りである。これらの標準物質リストの

中から m/z 値からエレクトロフェログラムが確認できる化合物について定量を行った。陽イ

オン性化合物には MeSを、陰イオン性化合物には C10Fを内部標準物質として用い、それぞ

れの代謝産物の濃度は内部標準物質に対するピーク面積比として算出した。培養細胞、プロ

トプラストおよび液胞に含まれる各代謝物質濃度は、液胞体積の指標であるα-マンノシダー

ゼ活性あたりの濃度として算出した。	 

  

 2-2. 結果と考察 

     2-2-1. 植物細胞（培養細胞・プロトプラスト・液胞）のターゲット解析 

	 培養細胞、プロトプラスト、液胞からの代謝物質の抽出は、Ohkama-Ohtsu et al.（2008） の

手法にならって Fig. 2-1に示すフローで行った。CE-MS 分析の条件は、Fig. 1-1に示したも

のと同じである。生体試料のターゲット解析では、1-2-2-3に記述した通り、分析の経過に伴

って試料中の GTP、UTP、CTPなどもリボヌクレオチドへと分解されるため、ピーク検出の

確認までは行ったが実試料での定量までは行わなかった。	 

	 液胞に含まれるアミノ酸の濃度を Fig. 2-2に、有機酸濃度を Fig. 2-3に、有機リン酸化合物

濃度を Fig. 2-4 に示す。各代謝産物の濃度を算出する際、内部標準物質で補正した濃度を算

出後、液胞のマーカー酵素として知られているα-マンノシダーゼ活性当たりの濃度として算

出し、プロトプラストは生重量が推定した細胞体積の 90％、液胞は 80％の体積を占めている

こととした。標準物質を用いてアミノ酸を含む 25個の陽イオン性化合物、有機酸や有機リン

酸化合物など 12個の陰イオン性化合物を定量した。リジン（49 ± 5.0 fmol/vacuole）やアルギ

ニン（30 ± 3.7 fmol/vacuole）の濃度が高く検出され、既に液胞に蓄積されることが知られて

いる報告（Wiemken et al. 1974; Martinoia et al. 1991）と一致する結果となった。	 

	 Tohge et al.（2011）は、大麦を材料として葉肉細胞のプロトプラストと液胞内に蓄積され

る代謝産物を GC-MSおよび UPLC-FT-MSを用いて測定し、59個の一次代謝産物と 200個の

二次代謝産物をそれぞれ同定している。プロトプラストと液胞で共通に存在するものは 213

個検出され、そのうち液胞に多く検出されるものは 12個、プロトプラストに多く検出される

ものは 34個であることを報告している。液胞に多く検出されるものとして、アラニン、イソ

クエン酸、コハク酸、リンゴ酸、ヒスチジン、トリプトファンなどの一次代謝産物やフラボ

ノイドなどの二次代謝産物などが挙げられており、本実験で液胞中に多く検出された一次代

謝産物の結果（リンゴ酸、イソクエン酸、ヒスチジンやトリプトファンが多い）と一致した。

有機酸では、リンゴ酸が 122.8 ± 27.6 fmol/vacuole検出され、従来報告されていた液胞中のリ

ンゴ酸濃度よりも高いこと（Winter et al, 1994; Emmerlich et al, 2003）が示唆されたため、同

じサンプルを用いて、従来から使用されてきた酵素法による定量を行い、CE-MSとの測定値

を比較した。その結果、CE-MSで測定した値は酵素法で測定した値の 3分の 1となった（デ
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ータ未掲載）。これは、液胞単離時に用いる糖の影響による回収率の低下、あるいはイオン化

が妨害されたことが要因として考えられる。液胞単離液による回収率低下の影響を調べるた

めに、既知濃度の標準物質を添加した単離液サンプルからの回収率実験を行った。その結果、

それぞれの化合物によって内部標準物質による濃度補正にばらつきがあることが明らかとな

り、単離液の混入が多くなるとアミノ酸濃度のほとんどは高く見積もられる傾向があり、ク

エン酸などの陰イオン性化合物は低く見積もられる可能性が示唆された。リンゴ酸が高濃度

に存在する一方、細胞の 7割近くを占める液胞（Winter et al, 1993; 1994）には、フォスファ

ターゼがあるためリン酸化合物はほとんど存在しない（Winter et al, 1994; Gerhardt et al, 1987）

と考えられてきた。我々の測定で、シロイヌナズナ培養細胞の液胞中にも比較的高濃度のリ

ン酸化合物が存在する事が明らかになった。液胞中のリン酸化合物がサンプルへの細胞質物

質の混入によるのか、本来存在するものかは、この実験だけからは明らかにできない。しか

し、液胞をダイレクトに単離することのできるシャジクモを用いたメタボローム解析でもリ

ン酸化合物が検出されたことから（Oikawa et al. 2011）、液胞内にフォスファターゼと有機リ

ン酸化合物が同時に存在することは確からしい。	 

 

     

      

	    Fig. 2-2	 液胞に含まれるアミノ酸の濃度 

 

32



     

	    Fig. 2-3	 液胞に含まれる有機酸の濃度 

      

     Fig. 2-4	 液胞に含まれる有機リン酸化合物の濃度 

	 

	 培養細胞からインタクトの液胞を単離するには、プロトプラストの作成やそこからのイン

タクト液胞の単離に数時間を要するため、その過程で代謝産物の変動が考えられる。そのた

め、単離過程における培養細胞、プロトプラスト、および液胞の 3者の代謝産物比較解析を

行った。各代謝産物濃度を液胞当たりの濃度に換算し、代謝マップにプロットしたグラフを

33



Fig. 2-5に示す。この結果、培養細胞からプロトプラストを経て液胞を単離する過程で、様々

な化合物の変動が引き起こされることが明らかとなった。液胞を単離する途中過程にあるプ

ロトプラスト中においてフマル酸、リンゴ酸、クエン酸、イソクエン酸などの陰イオン性化

合物は減少し、アミノ酸やリン酸化合物は増加したがグルタミン酸は変動しなかった。細胞

内において、グルタミン、アルギニン、リジン、トリプトファン、ヒスチジン、バリンなど

のアミノ酸やクエン酸、イソクエン酸、リンゴ酸などの有機酸といった一次代謝産物が 50 ％

以上液胞中に存在することが明らかになった。いくつかの代謝産物で培養細胞を超える濃度

で検出される物質が存在したが、これはα-マンノシダーゼ活性による補正あるいはイオンサ

プレッションによる実験誤差と考えられる。 
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     Fig. 2-5 培養細胞、プロトプラスト、液胞における各代謝産物の分布（単位：fmol / vacuole） 
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 2-3. まとめ 

	 第 1 章で確立した CE-MS の分析手法を用いて、シロイヌナズナ培養細胞、プロトプラス

トおよび培養細胞から単離した液胞のメタボローム解析を行った結果、培養細胞からプロト

プラストを経て単離液胞に至る過程で様々な化合物の変動が引き起こされることが明らかと

なった。プロトプラストと液胞の単離過程では、アミノ酸などの陽イオン性化合物は増加し、

有機酸などの陰イオン性化合物は減少することが明らかとなった。また、液胞内に多いと報

告されていたリンゴ酸、クエン酸、リジン、アルギニン以外にも変動を示す化合物があるこ

と、あるいはグルタミン酸のようにあまり変動しない化合物があることも明らかとなった。

さらに、液胞にはフォスファターゼが存在するにも関わらず、比較的高濃度の有機リン酸化

合物が存在することが明らかになった。本章では、第 1 章で確立した CE-MS による一斉分

析の手法を用いて、培養細胞、プロトプラスト、単離液胞のメタボローム解析を行い、標準

物質で定量可能な代謝産物の生体内分布を明らかにした。生体内には、未知化合物も多く含

まれるため、次章では、超高分解能質量分析装置である FT-ICR-MSを用い、植物体および植

物細胞における生体内物質の分布解析を試みた。 
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第 3章 FT-ICR-MSを用いた植物体および植物細胞における生体内物質の分布解析 

 序 

	 第 1章および第 2章の序で言及したとおり、様々な質量分析装置を用いたメタボローム解析

が行われているが、これらのほとんどは第 2章で行ったような標準物質で同定できる代謝物質

に限られたものが多く、生体内にも比較的量の多いものが報告されている。しかしながら、質

量分析装置を用いた分析で強みとなるのは、何か分からない未知ピークが数千あるいは数万と

出てくるところにある。この強みを活用し、標準物質では同定できないその他の検出される未

知ピークから m/z や組成式などの精密質量データを用いたノンターゲット解析を行う試みが

進められている（De Vos et al. 2007）。ノンターゲット解析で m/z値から分子式予測を行い、生

体内の有用な情報を得るためには、物質同定率を左右する装置の高い分解能が必須となる。分

解能とは、隣接した 2つのピークを分離する能力のことを指し、Fig. 3-1（http://www.thermosci.jp）

に示すように分解能 10,000と 100,000の装置で、m/z = 400のイオンの分離能力が異なること

が分かる。第 2 章でターゲット解析に用いた CE-TOF に比べると、FT-ICR-MS はその約 100

倍高い分解能を持つ質量分析装置である。CE-TOF の分解能ではこのピークは分離できず、1

つのピークとして検出されるが、FT-ICR-MS のような高分解能の質量分析装置では分離でき

るようになる。FT-ICR-MS のような高分解能の質量分析装置を用いて植物における代謝化合

物を網羅的に調べた研究は少ないが、LC などの分離装置を前段に組んだ質量分析装置を用い

てノンターゲット解析を試みている研究事例をいくつか紹介する。 

	 Roepenack-Lahaye et al.（2014）は、シロイヌナズナの野生型と変異体の根や葉に含まれる代

謝物質を 80 %メタノールで抽出し、CapLC-ESI-QqTOF-MSを用いた代謝物質の同定を試みて

いる。その結果、葉では 1,400、根では 800のシグナルを検出し、グルコシノレートやそれら

の分解産物、フラボノイドなどの二次代謝物質を同定している。 

また、トマトの果実やじゃがいもの塊茎を試料に、遺伝子背景や発生ステージごとの代謝物質

解析を変異体と比較したメタボローム解析の事例もある（Bino et al. 2005; Moco et al. 2006; 

Vorst et al. 2005）。ニチニチソウの培養細胞におけるテルペノールインドールアルカイドの生

合成について遺伝子発現プロファイルと代謝産物の蓄積から相互解析を試みた報告もある

（Rischer et al. 2006）が、これらノンターゲット解析の事例（報告）は、ほとんどが二次代謝

物質についての報告が多く、一次代謝物質についての報告はほとんどない。さらに、高分解能

の FT-ICR-MS を用いた植物におけるノンターゲット解析の事例は数えるほどしかなく、イチ

ゴの果実（strawberry fruit Fragaria ananassa, cv. Elsanta）やトマト（Solanum lycopersicum cv. 

Micro-Tom）の発生ステージごとにメタボローム解析を行った報告があり、一次代謝物質もい

くつか同定されているが、どちらの報告でも二次代謝物質が多く同定されている（Aharoni et al. 

2002; Iijima et al. 2008）。	 

FT-ICR-MSは、現在のところ、最も高い分解能を持つ質量分析装置であり、検出された m/z

値から未知物質の分子式を高確率で推定しうる唯一の機器である。FT-ICR-MS は、イオント
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ラップ型質量分析計の 1つであり、超伝導マグネットが作る極めて強い磁場の中でイオンをト

ラップし、そのイオンサイクロトロン周波数を測定することによってイオンの m/zを検出する

ことができる。1000.000 と 1000.001 のピークが分離でき、質量の決定精度も非常に高く、外

部標準法を用いた精度でも±1 ppmで質量を決定することが可能となっている。しかしながら、

このような高分解能・高精度の FT-ICR-MS で検出した膨大なデータから代謝に関わる有用な

情報を精査し、物質同定まで至るのは、尚困難を極めているのが現状である。 

	 

 
Fig. 3-1	 分解能について（http://www.thermosci.jp） 

 

	 FT-ICR-MSは、以下の原理で物質の質量を測定することが可能となっている。 

	 一様な磁場の中にあるイオンは磁場に垂直な平面内で回転運動(サイクロトロン運動)を行

う。FT-ICR-MS では、強磁場を得るために超伝導磁石が用いられ、その中にセルと呼ばれる

電極（円筒状や立方体など様々な形状のものがある）が設置されている。周波数 f は、m/z と

磁場の強さ（B）に依存した関数で表す次式となり、 

! =
!
!/!

 

周波数に影響するファクターは磁場強度のみとなる。この周波数は、サイクロトロン共鳴周

波数と呼ばれている。静電場と磁場によってセル内にイオンがトラップされ、ばらばらに運

動していたイオンは、高周波電圧の印可によって回転半径と速さを増しながら、同じ m/z の

イオンがひとかたまりになって運動するようになる。このひとかたまりになって回転するイ

オンは検出電極に近づいたり離れたりするので、検出電極に誘導電流が発生する。通常、セ

ルの中には様々なイオンが入っているので、それぞれのイオンの回転速度の応じた周波数の

信号が混合して検出される。この信号を時間とともに検出し、フーリエ変換すると信号強度

と周波数のスペクトルを得ることができる。FT-ICR-MS は、他の質量分析装置と比べると、

一桁ないし二桁高い質量分解能が得られ、さらに超伝導磁石を用いているため磁場の変動も

非常に小さく質量測定の精度や再現性が良いといった特徴がある。また、イオンをセル内に

トラップしたまま測定を続けられるため、微量の試料で信号ノイズ（signal-to-noise ratio; S/N
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比）の大きいきれいなスペクトルを得ることができるのが利点である。しかし、価格や大き

さ、保守性の難しさなどの面から広く普及するには至っていない。 

	 本章では、前章で明らかになった培養細胞、液胞の代謝変動物質以外の代謝物質に着目し、

CE-TOFよりもさらに高分解能の 12 Tesla FT-ICR-MSを用いて代謝化合物を限定せず検出さ

れる全てのピークについて組成式解析、データベースによる既知物質の検索を行った。 

 

 3-1. 実験材料と方法 

   3-1-1. 植物材料と培養条件 

	 植物材料とその培養条件は 2-1-1 に同じである。但し、FT-ICR-MS を用いたノンターゲッ

ト解析に使用した植物体は、シュート、根ともに 21日間生育した個体を使用した。 

 

   3-1-2. 試薬 

 使用した試薬類も 2-1-2と同様である。 

 

   3-1-3. 植物試料からの代謝物質の抽出 

	 培養細胞および液胞からの代謝物質の抽出は、2-1-5と同様に行った。シュートおよび根か

らの代謝物質の抽出は、Fig. 2-1に示したフローにならったが、2回目の上層回収時に 10 kDa

の限外ろ過フィルター（Amicon Ultra 10,000MW, Millipore, Tokyo, Japan）にかけ、エバポレー

ターによる濃縮を行った。但し、1回目の試料の Infusion測定時は、それまで使用していた 8 

µMの内部標準物質濃度では検出されなかったため、2回目以降の試料測定時は、抽出溶媒に

含まれる内部標準物質濃度を 1 mMに変更した。 

 

   3-1-4. 装置	  

	 本研究で使用された Old Dominion University の FT-ICR-MS（12 Tesla Apex Qe, Bulker 

Daltonics Inc, Billerica, MA, USA）は、磁場 12 Teslaからなり、当時としては世界最高性能の

ものであった（現在は、15 Teslaのものが市販されており、世界で数台稼働中と聞いている）。 

	 また、産業技術総合研究所の FT-ICR-MS（Bulker Daltonics Inc, Billerica, MA, USA）は、9.4 

Teslaのものを使用している。 
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 3-2. 結果と考察 

    3-2-1. 植物細胞（植物体・培養細胞・液胞）のノンターゲット解析 

     3-2-1-1. DataAnalysisを用いたマスリストの抽出 

	 12 Tesla Apex Qe FT-ICR-MS（Bulker Daltonics, Bremen, Germany）を用いて杉山裕子博士（兵

庫県立大学）の協力のもと、Old Dominion University（Virginia, USA）において、シュート、

根、培養細胞、液胞を positive mode（m/z = 100 - 2,000）、negative mode（m/z = 100 - 1,000）と

もに測定して頂き、DataAnalysis ソフトウェアから S/N > 4 の条件で抽出した m/z および

Intensityのマスリストを得た。 

 

   3-2-1-2. MatLab、AutoMFCalculatorを用いた組成式さくせい計算 

	 培養細胞、液胞、シュート、根の negative modeで分析した測定値の分子式予測には 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絞り込んだ。また、測定値の分子式予測に

は数値データが膨大になり解析に莫大な時間がかかることから、中村らが開発したインハウ

ス・ソフトウェア AutoMFCalculator（Nakamura et al. 2008）を用いて FT-ICR-MSで得られた

m/z 値と強度から組成式を求めた後に、バックグランドの削除や共通因子の探索を行った。

組成式計算に用いた各元素の種類と数を Table 3-1.に示す。この値は、飯島ら（Iijima et al. 2008）

に倣って決定し、窒素の最大数に関してはジペプチドおよびトリペプチドを考慮して maxの

値を 15とした。 

 

  Table 3-1. 組成式計算に用いた各元素の種類と数 

	  

    

   3-2-1-3. KNApSAcKによるアノテーション 

	 KNApSAcKデータベース（Afendi et al. 2012）は、奈良先端大学院大学	 金谷 重彦 博士

が中心になって開発された代謝物質データベースである。金谷博士から提供された

KNApSAcK データベースに使用されている元データを用い、フリーソフトウェア Perl 

40



（www.perl.org）を使用して、KNApSAcK データベースに自動検索をかけるプログラムを改

変したものを用いた。MatLab解析時は m/z値を、AutoMFCalculatorによる解析時は、求めら

れた組成式候補群から計算した精密質量をこのプログラムにかけ、得られた結果を Excel で

まとめる半自動解析を行った。 

	 培養細胞の positive modeでは 1,624個、negative modeでは 1,728個、液胞の positive mode

では 1,785個、液胞の negative modeでは 1,442個のピークが検出され、このうち細胞と液胞
で共通したものは 195 個しかなかった。これらのピークを KNApSAcK データベースに検索

をかけたところ、既知物質としてアノテーションのついたものはそのうちの約 10 %程度しか
なかったが、2 次代謝産物であるグルコシノレートが同定された。これは、液胞中でグルコ

シノレートを発見した初めての知見である。培養細胞とそこから単離した液胞に含まれる代

謝産物の共通ピークが少ないことから、液胞単離過程で用いる単離液の影響が大きいことが

考えられたため、単離液のみを同様の前処理を行ったサンプルを作成し、それらのマスリス

トをブランクとして差し引いた。	 

	 分子式予測は、キャリブレーションの精度を考慮し、最も精度の高い解析結果が得られる

と判断した m/z < 500について優先的に行った。培養細胞と液胞の negative modeで検出され

たデータを用いて単離液ブランクを差し引いたマスリストのうち、m/z < 500について分子式

予測と既知物質の検索を行った結果をTable 3-2.およびTable 3-3.にそれぞれ示す。その結果、

1 ppm以内の精度で組成式が確認できたものは細胞（453ピーク）と液胞（440ピーク）で、

両者に共通するピークは 429個となり、単離液ピークを差し引く有効性を確認できた。しか
し、これらのピークのうち KNApSAcK データベースでアノテーションされた物質は、ブラ

ンクを差し引く方法においても約 10 ％程度であった。これは、アノテーションに使用して

いるデータベースに登録されている物質数が充分でないこと、組成式候補に Feや Mgなどの

金属イオンが入っていないことなどが要因として考えられる。また、イオンサプレッション

やイオン化の際にかかる高エネルギーによって物質が分解あるいは結合している可能性も考

えられる。	 

	 培養細胞のみに存在すると示唆された分子は 24個、液胞のみに存在すると示唆された分子

は 12 個であった。これらのうち、KNApSAcK データベースでアノテーションされる物質は

なかった（Table 3-4）。positive modeおよび m/z > 500以上の分子についても引き続き解析を

行う予定である。	 
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  Table 3-2. 培養細胞に存在が示唆された分子候補（m/z < 500 in negative mode）（黄色は細胞のみに検出されたものを示す） 
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  Table 3-3. 液胞に存在が示唆された分子候補（m/z < 500 in negative mode）（橙色は液胞のみに検出されたものを示す） 

	 	 	 

	 
45
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47



Table 3-4. 細胞および液胞のみに検出された分子をそれぞれ抜粋 

	 

	 

	 次に、植物個体から抽出した代謝産物の infusion 分析を行い、抽出溶媒をブランクとして

差し引いたマスリストを作成して培養細胞と液胞のノンターゲット解析と同様の解析を行っ

た。その結果、シュートの positive modeでは 2,080個、根では 2,735個のピークが検出され

た。一方、negative modeではシュートで 2,191個、根では 2,450個のピークが検出された。

培養細胞、液胞、シュート、根、すべてのサンプルで共通して検出されたピーク数は 47個で、

予測分子式および KNApSAcKデータベースでアノテーションした結果を Table 3-5.に示す。

総ピーク数に対して 4つのサンプルで共通するピークが少ないのは、サンプルの組成やそれ

ぞれのサンプルが持つ夾雑物によって、代謝産物のイオン化効率が変化し検出されるピーク

に差が出てくることが考えられる。negative modeで検出されたシュートおよび根の m/z < 500

について分子式予測を行った結果を Table 3-6.および Table 3-7.にそれぞれ示す。シュートで

は 269個、根では 664個のピークについて分子式が予測され、シュートと根に共通のピーク

は 90個であった。これらについて KNApSAcKデータベースによる既知物質の検索を行った

ところ、二次代謝産物が多く、培養細胞や液胞でアノテーションされたグルコシノレートも

確認された。
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Table 3-5. 全てのサンプル（シュート、根、細胞、液胞)で共通に存在が示唆された分子候補と KNApSAcKによるアノテーション結果（m/z < 500 in negative mode） 
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Table 3-6. シュートに存在が示唆された分子候補（m/z < 500 in negative mode）  
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Table 3-7. 根に存在が示唆された分子候補（m/z < 500 in negative mode） 
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3-3. まとめ 

	 超高分解能質量分析装置 FT-ICR-MSを用いてシロイヌナズナの培養細胞、単離液胞、シュー

ト、根を試料として、検出される全てのピークのうち negative modeで検出され m/z < 500の分子

について組成式解析、データベースによる既知物質の検索を行った。組成式からのみでは未知

化合物の同定は不可能であるが、最も高い分解能を持つ FT-ICR-MSを持ってすれば、結果に示

したように 1 ppm以内の精度で候補組成式を絞り込めることが明らかになった。組成式による

培養細胞、単離液胞のそれぞれの分子内分布から、培養細胞と単離液胞に存在する分子のほと

んどは共通するものだということが明らかになったが、KNApSAcKでアノテーションされる物

質は 10％以下であった。培養細胞あるいは単離液胞特異的に存在することが示唆される分子も

あったが、その同定までは至らなかった。4つのサンプル間で共通する分子も 47個推定され、

そのうち 7つについては植物内の代謝物質として既報にある物質がアノテーションされていた。

シュート、根で共通する分子は 90個存在し、そのうち KNApSAcKでアノテーションのついた

物質は、約 24 ％であった。 
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第 4章 シロイヌナズナ植物体のオーキシン添加に応答する代謝変動解析 

 序 

 植物ホルモンは、植物自身が作り出し微量で作用する生理活性物質・情報伝達物質で多くの
植物に普遍的に存在する。植物の初期発生から、根・茎・葉の成長と発達、花の形から種子の

成熟まで、そのほとんどの過程に植物ホルモンが関与しており、植物の形態形成にとって欠か

せない因子である。植物は、また光や温度などの外部環境に応じて、その情報を細胞や器官に

与え、それに応答する仕組みも備えている。植物ホルモンの１つであるオーキシンは、発芽か

ら成長、花芽形成、開花、胚形成などの植物の発生プログラムを担う内生の因子として働くだ

けでなく、光や重力などの環境応答因子としても重要な働きを担っている。このようにオーキ

シンは、植物の生長制御に密接に関与し、農作物の収穫量増加などに直結してくるため、生合

成経路の解明、遺伝子制御やシグナル伝達に関する研究が数多く行われている（Dharmasiri et al. 

2005）。 

	 オーキシンのシグナル伝達には、核内オーキシン受容体である TRANSPORT INHIBITOR 

RESPONSE1（TIR1）と TIR1-related F-box タンパク質（AFBs）がオーキシンの存在下で

AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID（Aux/IAA）タンパク質と相互作用することが知られており、

オーキシンは、SCFTIR1/AFB 受容複合体によるユビキチン化を介してそれらの分解を促進する

（Kepinski and Leyser. 2004; Guilfoyle and Hagen. 2007）。 Aux/IAAsは、オーキシン応答性遺伝

子発現を抑制する半減期の短い核タンパク質をコードするオーキシン誘導性遺伝子である。シ

ロイヌナズナの Aux/IAAファミリーは、29のメンバー（Remington et al. 2004）で構成されてい

る。Aux/IAAタンパク質は、転写調節因子である AUXIN RESPONSE FACTOR（ARF）によっ

てヘテロ二量体となり ARF に依存するオーキシン応答性遺伝子の転写制御を抑制する。ARF

ファミリータンパク質（シロイヌナズナでは 23 のメンバーが知られている）は、オーキシン

応答性シスエレメント（AuxREs）と結合し、それらの転写を活性化あるいは抑制している。

つまり、ARF の転写因子の活性は、細胞内の Aux/IAA リプレッサーの細胞内レベルに左右さ

れる（Liscum and Reed. 2002, Mockaitis and Estelle 2008）。 

	 オーキシン自身の生合成やシグナル伝達の研究が進む一方で、オーキシンに応答する代謝に

関する研究は少なく、Table 4-1.に示すように非常に初期に、いくつかの研究が行われていた

のみである。1930年代に Bonnerがカラスムギを用いたオーキシン処理実験を行い、酸素吸収

が増加する報告を行った（Bonner 1936）。その 20 年後、エンドウやトウモロコシを使って同

様の実験が行われたが、1957 年を最後に、オーキシンに応答する代謝産物の変動解析につい

ての報告はほとんど見出せない（Hackett and Thimann 1952; Marrè and Arrigoni 1957）。また、オ

ーキシンやエチレンなどの植物ホルモンがフラボノールなどの二次代謝の生合成を制御して

いることも知られているが、一次代謝物質とオーキシンの相関関係を調べた事例はほとんどな

い（Lewis et al. 2011）。ごく最近、様々な植物ホルモンに応答する代謝過程の研究がメタボロ

ーム解析を用いて報告され始めたが、オーキシンについては言及が少ない。一方で、外部から
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与えたオーキシンによる遺伝子応答の中には代謝関連酵素遺伝子の変動が複数知られている

（Goda et al. 2004; Okushima et al. 2005; Singla et al. 2007）。 

	 シロイヌナズナのオーキシン応答突然変異体の多くは、オーキシンのシグナル伝達経路を解

明するために用いられてきた。オーキシン応答変異体の一つである transport inhibitor 

response1-1（tir1-1）は、核内オーキシン受容体 TIR1 の機能喪失変異体である。tir1-1 変異体

はオーキシン濃度によって胚軸伸長や根の伸長阻害が認められ（Ruegger et al. 1998）、比較的

弱いオーキシン非感受性を示すことが知られている。また、solitary-root-1（slr-1）は、Aux/IAA

タンパク質 IAA14の機能獲得型変異体である。slr変異は、側根形成が全くできなくなり（Fig. 

3-2）、根毛形成、根や胚軸の重力屈性応答が阻害されることが報告されている（Fukaki et al. 

2002）。ARF7、ARF19は、シロイヌナズナで 23個の遺伝子の存在が知られている転写因子で

ある ARF のうちの 2 つであり、オーキシンに応答して側根形成に必要な遺伝子を活性化する

ことが知られている（Okushima et al. 2005, 2007）。この 2つの遺伝子を欠損させた arf7 arf19

二重変異体では、オーキシンに応答する機能が欠損しているため Fig. 4-2に示すように側根形

成能が顕著に低下する。本実験では、根端以外に極端な形態変化があまりない 3つのオーキシ

ン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19）を用いて、野生型の結果と比べることでオーキシン処理に

応答して変動する代謝産物の探索を試みた。	 

	 

Table 4-1. オーキシンの代謝応答に関する主な研究の歴史  
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Fig. 4-2	 野生型およびオーキシン応答変異体の 10日目芽生え 

 

	 本章では、第 1−2章で確立したターゲット・ノンターゲット解析手法を用い、外部から与え

たオーキシンが植物体内の代謝産物にどのような影響を与えているのかを質量分析装置によ

るメタボローム解析によって明らかにすることを目的とした。まず、CE-MS を用いてオーキ

シンの処理時間と処理濃度によって変動する代謝産物のターゲット解析を行い、さらに、イメ

ージングマススペクトロメトリーを用いて、1時間のオーキシンを処理した際に変動する分子

の生体内分布解析を試みた。 

 
 4-1. 実験材料と方法 

   4-1-1. 植物材料と生育条件 

	 実験には、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana, Columbia accession）の野生型および 3つ

のオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19二重変異体）を使用した。95％エタノールで 15

分間滅菌処理した種子を 4℃、36時間以上低温処理後、Murashige Skoog（MS）培地（0.6% gellan 

gum, pH 6.2）60mlを流し入れ固めた角形プレート（栄研化学株式会社）に爪楊枝を用いて播

種し、23±1℃、24時間連続光照射条件（光強度 270-340 µmol m-2 s-1）に設定した人口気象器

（BIOTRON, NKsystem, Japan）内で 10日間生育させた。 
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   4-1-2. オーキシン処理方法と植物試料からの代謝物質の抽出 

	 オーキシン添加に応答する代謝物質の変動を解析するために、水耕栽培を用いた 60分のオ

ーキシン処理実験を行った。水耕栽培では、植物根系全体が溶液に浸るため、迅速かつ均等

なオーキシン処理が可能となる。水耕栽培の方法を、Fig. 4-3に示す。 

 

	 	 	  
	 	 	 Fig. 4-3 水耕栽培の様子 

 

	 生育のそろった発芽後 10 日目の個体を培地から回収し、根を滅菌水で 2−3 回洗い、水分

をキムワイプで拭き取ってから滅菌した MS水耕培地（-Sucrose）へ移した。水耕培地への移

行は、約 1.5 cm四方に切ってハサミで切り込みを入れた厚さ 0.2 mmのポリプロピレンフィ

ルム（PP クラフトフィルム PF-11、アクリルサンデー、Tokyo, Japan）を用い、切れ込み部

分にシュート基部を挟み込み、24穴マイクロプレート（IWAKI, Tokyo, Japan）にフィルムで

支えるようにして行った。一昼夜静置後、高濃度のオーキシン終濃度を 10-8 M、10-7 Mに調

整した MS水耕培地（-Sucrose）を 3 mlずつ入れた 24穴マイクロプレートに個体を移した。

controlには、同量の MeOHを調整したものを用いた。各時間のオーキシン処理後、2 ml粉砕

チューブにサンプリング後（シュートは約 5－6個体、根は約 20個体）、ジルコニアビーズを

入れ液体窒素で凍結し、−80℃で保存した。植物体からの代謝物質の抽出は、Fig. 2-1に示し

たフローで行った。 

 

4-1-3. 呼吸測定 

	 呼吸測定は、Hansatech社のガラス製液相型の酸素電極（DW2/2; Hansatech Ltd, King's Lynn, 

UK）で行った。25℃のときの飽和溶存酸素濃度が 253 µMに相当することを利用して、ジオ

チナイトを用い添加前後の出力電圧を測定してキャリブレーションを行った。呼吸測定に使

用する酸素電極は、室温や外部環境に左右されやすいため、測定前に約 2時間の安定化を行

った。1時間の IAA 10-7 M処理を行った植物体をシュート（n = 10）、根（n = 10）ともに 1

個体ずつチャンバー内に入れ測定した。データ処理の際に、根の生重量が 1 gを下回るもの
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については、呼吸量が極端に大きくなり、ばらつきも大きくなるため解析から除外した。 

 

4-1-4. 分析装置について 

 4-1-4-1．CE-MSによるターゲット分析 

	 測定に使用した試薬は、全て MS gradeのものを使用した。分析条件は Fig. 1-6に示した通

りである。 

 

 4-2. 結果と考察  

	 近年の機器分析技術の進歩により、生物の遺伝子発現変動や代謝物の変動を包括的に解析す

ることが可能になり、DNA→mRNA→タンパク質→代謝産物という生物のセントラルドグマに

そったオミックス解析が盛んに進められている。本章で行った「メタボローム解析」は、遺伝

子情報が転写・翻訳過程を経て実行された最終結果である「代謝産物」が解析対象であるため、

遺伝子発現解析やタンパク質の解析では解明できない新たな生体反応を明らかにできると期

待される技術である。	 

	 本章では、シロイヌナズナの野生型とオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19）を用いて、

短時間（60分）での IAA処理における代謝変動を解析した。 

 

     - 野生型(Col-0) における根およびシュートにおける一次代謝物質の分布 

	 CE-MS を用いたメタボローム解析によって、野生型のシロイヌナズナ植物体に含まれる陽

イオン性化合物は、数 10 nmol g-1 F.W. から数万 nmol g-1 F.W.で分布していることが分かった

（Fig. 4-4 a, c）。 

また、化合物ごとに濃度（存在量）は異なるものの、総アミノ酸濃度はシュートおよび根、共

に約 30 µM g-1 F.W.で、シュートでも根でもグルタミン、アスパラギン、グルタミン酸、セリ

ンが多く含まれていることが分かった（Fig. 4-4 a, c）。根およびシュートそれぞれに含まれる

各化合物の濃度分布を比べると、濃度（存在量）の異なる化合物がいくつか見いだされた。中

でも、GABAがシュートの約 15倍高い濃度で根に検出され、アルギニンは根より約 7倍近く、

オルニチンは約 90 倍高い濃度でシュートに検出された。その他にも、シュートに比べ根のバ

リン、トレオニン、ロイシン、イソロイシン、リジン、チロシンは、2倍以上高い濃度で検出

された。陰イオン性化合物の濃度も先に示した陽イオン性化合物同様、化合物によって特徴的

な濃度分布が見出された。陰イオン性化合物には、アミノ酸類に比べると、元来、植物に含ま

れる量が少ない代謝産物が多いため検出される物質が少なくなってしまう。リンゴ酸やクエン

酸、フマル酸など含有量の多い多価有機酸類については、検出できる場合が多い。シロイヌナ

ズナ植物体の陰イオン性化合物は、数 nMから数 µMオーダーで分布しており、シュート、根

共にリンゴ酸の濃度が高く、根ではシュートに比べてフマル酸以外の有機酸量が総じて高いこ

とが分かった。有機リン酸化合物は、根で 40±3.2から 500±48 nmoles g-1 F.W.、シュートで
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30±8.0から 510±90 nmoles g-1 F.W.の範囲でそれぞれ検出された。 

	 シロイヌナズナを用いたメタボローム解析については、いくつか報告があるが、これらのほ

とんどは、新芽あるいは芽生え全体を分析に供しているものが多く、本研究のようにシュート

と根を区別した報告は少ない（Hirner et al. 2006; Sulpice et al. 2010; Tshoep et al. 2009）。さらに、

今回のような極性物質の分析に適した技術である CE-MSを用いた代謝物の測定は、非常に限

られている（Watanabe et al. 2010）。実験条件に違いはあるもののシロイヌナズナを材料に用い

た既報の代謝物質の濃度分布と比較したところ、本章で観察された総アミノ酸含量（20~50 µM 

g-1 F.W.）は、既報（20~100 µM g-1 F.W.）と類似していた（Armengaud et al. 2009; Hirner et al. 2006; 

Rawat et al. 1999; Watanabe et al. 2010）。また、含まれる代謝物質の濃度や分布パターンは、既

報と同様の傾向を示し、グルタミン酸（Glutamic acid; Glu）の濃度は、シュートでも根でも総

アミノ酸の 20-30％を占め、どのラインでも高濃度で検出された。グルタミン、セリン（Serin; 

Ser）、アスパラギン（Asparagine; Asn）も、全てのラインで高い値で検出された。どのライン

でも高濃度に検出されたグルタミンとグルタミン酸は、既報（Hirner et al. 2006; Watanabe et al. 

2010）と比べると 10~30 倍高い値で検出された。しかし、本研究で観察された高濃度のグル

タミンやグルタミン酸は、Armengaudet al.（2009）や Rawat et al.（1999）に報告されている値

とよく一致しており、Hirner et al.（2006）やWatanabe et al.（2010）の実験と大きく異なる点

は水耕栽培であり、植物の生育条件に起因する可能性が示唆された。一方、アミノ酸以外の代

謝物質濃度は、野生型やコントロールと比較した相対値を示しているものが多く（Cook et al. 

2004; Nikiforova et al. 2005; Sudre et al. 2013）、絶対量を報告しているものが少ない。絶対量を

報告しているものであってもシロイヌナズナの植物全体を試料として用いている（Armengaud 

et al. 2009; Scheible et al. 2004）ため、比較は困難だった。そこで、Watanabe et al.（2010）が低

窒素条件下で CE-MSを用いたメタボローム解析を行っている報告があったため、彼らの報告

にある代謝物質濃度との比較を試みた。本章で観察された値とは若干異なる傾向が見られ、

Watanabe et al.（2010）の報告に比べると、シュートにおける有機酸濃度は低い傾向を示した。

一方、根では、コハク酸は 3倍、リンゴ酸とクエン酸は 1.5倍程高い値を示し、他の有機酸の

値は同程度であった。この代謝物質の濃度差は、分析条件や植物の育成条件の違いによるもの

が考えられるが、具体的な理由は分からなかった。 

 

- オーキシン応答変異体の根およびシュートにおける一次代謝物質の分布 

	 野生型と同様に 3つのオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19）の一次代謝物質を測定す

ると、野生型では検出されなかったグルタチオンが検出された他、計 23 種類の陽イオン性化

合物が検出された。根における陽イオン性化合物の濃度分布は、野生型と同程度で、tir1では

7.9±0.05から 6,700±710 nmoles g-1 F.W., slrでは 5.0±2.6から 15,000±4,600 nmoles g-1 F.W., 

arf7 arf19では 20±1.7から 12,000±440 nmoles g-1 F.W.で検出された。tir1の根における総アミ

ノ酸濃度は約 20 µM g-1 F.W.で、各陽イオン性化合物の濃度分布パターンは、野生型と同じ傾
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向を示した。野生型の根の濃度分布と比べてみると、アスパラギンと GABA は野生型の根よ

りも 2から 3倍高い濃度で tir1の根に検出された。また、アデノシンは、野生型の根に比べて

9分の 1の値で検出された。一方、slrの根では総アミノ酸濃度が約 50 µM g-1 F.W.で検出され、

グルタミン、アスパラギン酸、グルタミン酸が高濃度で検出される傾向は野生型と同様の傾向

を示した。セリン、トレオニン、アラニン、グリシンは野生型の根よりも約 2から 3倍高い濃

度で検出された。プロリンとオルニチンは、野生型の根に比べて、約 12 倍高い濃度で検出さ

れ、slr の根に含まれるアミノ酸は、野生型や他のオーキシン応答変異体とは異なり、特異的

な濃度分布パターンを示した。arf7 arf19の根に含まれる陽イオン性化合物の濃度は野生型と

ほぼ同じように分布しており、総アミノ酸濃度も約 30 µM g-1 F.W.であった。野生型と同様に、

GABA、オルニチン、アルギニンなどシュートと根で濃度分布に特徴的な化合物も見出され、

その他の各陽イオン性化合物の濃度分布も野生型と同様の傾向を示した。野生型の根と比べる

と、アルギニンとトリプトファンが約 2分の 1で検出された（Fig. 4-4a）。 

	 オーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19）の根における陰イオン性化合物の濃度分布パタ

ーンは、野生型の根とほぼ同様の傾向を示した。tir1の根ではイソクエン酸、グリセロール-3-

リン酸（G3P）やリボース-5-リン酸（R5P）/リブロース-5-リン酸（Ru5P）が野生型の根より

も 2倍高かった（Fig. 3-4c）。野生型の根に比べ slrの根では 2-ホスホグリセリン酸（2PG）/3-

ホスホグリセリン酸（3PG）が約 2倍高く、クエン酸は 2.5倍、iso-クエン酸は 6倍高く検出さ

れた。一方、arf7 arf19の根では、cis-アコニット酸とコハク酸が野生型の根に比べると、約 2

分の 1の値で検出された。オーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19）のシュートにおける陽

イオン性化合物の濃度分布パターンは、いくつかの化合物を除いてほぼ同程度であった（Fig. 

4-4b）。野生型のシュートに比べると、tir1のシュートではグリシンが約 2倍高い濃度で検出さ

れ、slr のシュートではプロリンが約 7 倍高い濃度で検出された。陰イオン性化合物の濃度分

布パターンは野生型と同様だったが、いくつかの陰イオン性化合物で野生型のシュートよりも

高い濃度で検出されるものがあった。tir1のシュートでは cis-アコニット酸が 2.4倍（Fig. 4-4d）、

slr のシュートではリンゴ酸、クエン酸、コハク酸は 2 から 4 倍、フマル酸は 11 倍、cis-アコ

ニット酸は 14倍高く、slrのシュートでは有機酸が野生型のシュートに比べると総じて高く検

出され、陽イオン性化合物同様、他のサンプルとは異なる濃度分布パターンを示した。有機リ

ン酸化合物は、オーキシン応答変異体で高く検出される傾向があり、オーキシン応答変異体で

検出された各有機リン酸化合物は、野生型のシュートに比べると 2から 4倍高く検出された。 
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Fig. 4-4 野生型およびオーキシン変異体（tir1, slr, arf7 arf19)における一次代謝物質の濃度分布 

 

- 野生型およびオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19)におけるオーキシン処理に応答す
る一次代謝物質の代謝変動解析 

 1時間の IAA処理に応答して変動した野生型の一次代謝物質の濃度を Fig. 4-5に示す。シュ

ートでも根でも IAA処理濃度（10-7 M、10-8 M)に応じて各代謝物質の濃度変動が確認された。

1時間の IAA処理をしたシュートでは、10-8 M処理	 でアスパラギン酸（Aspartic acid; Asp)が
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わずかに増加する以外、IAA処理によってほとんどのアミノ酸は減少する傾向を示した（Fig. 

3-5A)。p < 0.05で有意差検定を行った結果、グリシン（Glycine; Gly)はどちらの IAA処理でも

有意に減少し、アラニン（Alanine; Ala)は 10-8 M IAA処理で有意に減少した（Fig. 4-5A)。TCA

回路のコハク酸は IAA処理によって増加する傾向を示し、10-7 M IAA処理時の増加に有意差

が確認された（Fig. 4-5B)。一方、1時間の IAA処理をした根では、ほとんどの一次代謝物質

が減少傾向を示した（Fig. 4-5D)。p < 0.05で有意差検定を行った結果、GABAが 10-7 M処理

で有意に減少しており（Fig. 4-5D)、グルコース-6-リン酸 （Glucose-6-Phosphate; G6P)も有意

に減少した。 

	 次に、オーキシンシグナル応答変異体を用いた IAA処理実験の結果を Fig. 3-6, 3-7, 3-8に示

す。tir1, slr, arf7 arf19のオーキシン変異体では、シュートでも根でも IAA処理に応答して変

動した一次代謝物質はほとんど見出されなかった。ただ、tir1のシュートで 2PG/3PGが IAA 10-7 

M処理時に有意に増加し（Fig. 4-6C)、slrのシュートでグルタミン（Glutamine; Gln)が 10-7 M

処理時に有意に減少した（Fig. 4-7A)。arf7 arf19のシュートおよび根では、IAA処理によって

有意に変動する一次代謝物質は見出せなかった（Fig. 4-8)。 
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Fig. 4-5  1時間 IAA処理に応答した野性型における一次代謝物質の変動 
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Fig. 4-6  1時間 IAA処理に応答したオーキシン変異体（tir1）における一次代謝物質の変動 
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Fig. 4-7  1時間 IAA処理に応答したオーキシン変異体（slr）における一次代謝物質の変動 
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Fig. 4-8  1時間 IAA処理に応答したオーキシン変異体（arf7 arf19）における一次代謝物質の変動 
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 Fig 4-9.  1時間 IAA処理に応答した野性型（WT）およびオーキシンシグナル応答変異体 

	 	 	  （tir1, slr, arf7 arf19)代謝マップ上の分布 
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 Fig. 4-5から Fig. 4-8に示した野生型およびオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19)の IAA

処理による代謝物質の変動を代謝マップ上にプロットしたものを Fig. 4-9に示す。代謝マップ

上にプロットしたシュート、根の各一次代謝物質の変動を見ると、有意差（p < 0.05)を持って

変動する化合物は、野生型に多く、オーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19)では IAA処理

に応答して変動する代謝物質が少ないことが分かった。	 

 植物のメタボローム解析は、食糧問題や医薬品合成にも関わることから、非常に注目を集め

ているが、植物ホルモンが代謝物質に直接的に及ぼす影響を報告した例は少ない。これは、直

物体内(細胞内)で一次代謝物質の恒常性が保たれ、分析装置で検出可能な程度にホルモン処理

でそれらの濃度が変化しなかった可能性がある。しかし、本研究では、野生型のオーキシン処

理による代謝産物の変動に比べて、オーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19)の変動は小さい

ことが分かり、オーキシンに依存的な代謝変動があることが示唆された。 

	 本研究で測定された全サンプル（野生型, tir1, slr, arf7 arf19）のオーキシン処理における一次

代謝産物の変動を代謝マップ（Fig. 3-9）に示した。解糖系における G6P濃度は、野生型の根

で有意に減少し、オーキシン応答変異体では変動を示さなかった。解糖系の他の有機リン酸化

合物である DHAP、GAP、FBP と PEP は、検出下限値以下で測定できなかった。ピルビン酸

は、野生型の根と slrのシュートで検出ができなかったのに対し、他のオーキシン応答変異体

（tir1と arf7 arf19）では検出された。ピルビン酸は、代謝マップ上で解糖系の最終産物であり、

TCA 回路やアミノ酸合成、脂質やテルペノイドなどの開始物質としても重要な中間体の１つ

である。他の代謝物質と異なり、ピルビン酸の濃度は組織あるいは変異体特異的な傾向を示し、

オーキシン応答が代謝の重要な鍵となるピルビン酸の流れに影響を与えている可能性が示唆

された。また、野生型の根で観察された IAA処理による G6Pの減少は、オーキシン応答変異

体（tir1, slr, arf7 arf19）では観察されなかったため、オーキシン応答性遺伝子によって調節さ

れていることが示唆された。IAA処理に応答する TCA回路における有機酸の変動は、野生型

シュートのコハク酸で確認され、シュートと根で異なる応答をすることが分かった（Fig. 4-11）。

コハク酸とコハク酸デヒドロゲナーゼ（SDH）は、TCA マーカーであることが知られており

（Lendvai et al. 2014）、呼吸が阻害された結果とも一致する(Fig. 4-10)。他の有機酸（クエン酸、

シスアコニット酸、イソクエン酸、2-オキソグルタル酸、フマル酸）は、野生型の根で IAA

処理時に減少する傾向を示した。リジン（Lysin; Lys）、アルギニン（Arginine; Arg)、グルタミ

ンなどのアミノ酸やリンゴ酸（malate)、クエン酸（citrate)などの有機酸は液胞に蓄積すること

が知られている（Etienne et al. 2013; Tohge et al. 2011）が、細胞内のこれらの代謝産物分布は解

析中である。 

	 IAA 10-7 M処理時に野生型の根で見られたGABAの有意な減少は、シュートでは見られず、

オーキシン応答変異体でも IAA に応答する有意な変動は見られなかった。この野生型の根で

観察された変動はポリアミン合成に関与している可能性がある（Kishinami 1988; Park and Lee 

1994; Tiburcio 1997）。 
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	 IAA処理に応答する遺伝子発現は広く研究されており、Armstrong et al.（2004）は、シロイ

ヌナズナにおいて、オーキシン応答性遺伝子の 10 ％が代謝に関与していることを示した。他

にも、オーキシン処理をすると細胞の代謝に関連する遺伝子が変動することが報告されている

（Goda et al. 2004; Okushima et al. 2005; Singla et al. 2007）。オーキシンによって調節される遺伝

子発現と代謝の関係を推察するために、これまでの研究から利用可能で総合的なマイクロアレ

イデータを用いた。Laskowski et al.（2006）は、シロイヌナズナの根で 10 µM IAAを（45分~

12時間）行うと、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、リン酸代謝及び NADP

依存性リンゴ酸酵素をコードする遺伝子の発現が誘導されることを報告している。本実験で確

認されたアスパラギン酸、グルタミン酸、2-オキソグルタル酸の変動は、ASTの誘導性遺伝子

発現によって引き起こされる可能性が示唆された。また、これらの変動は、オーキシン応答変

異でも見られたので、オーキシン依存的な調節は他のオーキシンシグナル伝達経路に起因して

いる可能性が考えられた。オーキシンに応答して変動する遺伝子発現の中には、リン酸代謝に

関連する遺伝子の発現変動もあることが報告されている（Goda et al. 2004, Laskowski et al. 

2006）。本研究では、野生型の根で G6Pが有意に減少しており、オーキシン応答変異体では変

動しなかったため（Fig. 4-11）、有機リン酸化合物の代謝調節にそれらの遺伝子が関与してい

ることが示唆された。 

	 オーキシン応答遺伝子を抑制された 3つの変異体では、IAA処理による代謝変動があまり見

られず、野生型のシュートや根では IAA 処理による変動が見られたことから、Fig. 4-11 に示

した IAA処理による代謝産物の変動は、オーキシンに応答して変動する遺伝子発現の「結果」

であることが考えられる。さらに、変異体において観察された外因性の IAA に応じて代謝産

物濃度の変動が小さいことから、オーキシンシグナル伝達経路に関与する制御機構の存在が示

唆された。 
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Fig. 4-10  野生型および arf7 arf19変異体のシュートおよび根における呼吸速度	 

	 

	 IAA処理による成長阻害については 1930年代にもいくつか報告があり（Bonner. 1933; 1935）、

IAA処理によって主根の伸長が阻害され側根数が増えることはよく知られている（Okumura et 

al. 2013）。また、Bonner（1936）は、Avenaの幼葉鞘を用いて IAA処理によって 15-26 %ほど
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Mitchell et al.（1949）は、トマトの葉柄を用いて IAA処理による呼吸への影響はその処理濃度
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謝変動については、成長阻害や呼吸についてのみの知見しかなかったため、メタボローム解析

によって 1 次代謝産物の変動を確認した初めての知見となった。本章の CE-MSを用いたメタ

ボローム解析によって、半世紀以上前に報告のあった IAA 処理による代謝変動（Howard and 

Pelc. 1953）の一部を確認するとともに、変異体を組み合わせた詳細な解析から、実際にどの

代謝過程がオーキシンの制御の下にあるかを確認することが可能となった。	 
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4-3. まとめ
第 1-2 章で確立したターゲット解析の手法を用い、外部から与えたオーキシンが野生型および 3

つのオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19二重変異体）の植物体内代謝産物にどのような影響

を及ぼしているのかをメタボローム解析によって明らかにした。その結果、野生型の根およびシュ

ートで変動を示す代謝産物がいくつか確認された。IAA 処理による代謝変動は野生型の根で顕著に

見られ、アミノ酸やリン酸化合物の変動が大きいことが分かった。野生型に比べ、3つのオーキシン

非応答性変異体のシュートおよび根で変動する一次代謝産物は少なく、その変動も小さかった。既

報と本実験のアミノ酸変動から呼吸に関与していることが示唆されたため、呼吸測定を行ったとこ

ろ、野生型の根で呼吸が有意に阻害されていることが明らかとなった。また、野生型とオーキシン

応答変異体では、アミノ酸などいくつかの代謝産物でシュートおよび根における濃度分布パターン

が異なることが明らかとなり、slrにおける代謝物質の分布パターンは特異的であった。本章で明ら

かとなったこのような代謝産物濃度は、一般的な条件下での植物細胞の状態を把握する上で最も重

要で基礎的な情報となる。	 
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第 5章 質量顕微鏡（イメージングマススペクトロメトリー）を用いた外因性オーキシン処理に
応答する根端の代謝物質分布解析

序
	 近年、組織・細胞レベルで生体内の分子分布を質量顕微鏡（イメージングマススペクトロ

メトリー）で解析する手法が注目を集めている。特に、医学分野での利用が多く、マウスの

脳や肝細胞などの切片を材料として、組織内の病因分析や薬物動態の解析などに利用されて

おり、高解像度の画像の取得が可能となってきている（Setou et al. 2010; Miura et al. 2012）。 

マトリクスレーザー支援レーザー脱離イオン化法（Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionization; MALDI）を用いたイメージングマススペクトロメトリーは、細胞レベルの代謝物

質の評価に有用であると考えられている。「マトリクス」と呼ばれるレーザー光を吸収しやす

い酸性あるいはアルカリ性の有機物を混合させレーザーを照射すると、試料中の分子がイオ

ン化する。試料中にレーザー光を吸収しやすいマトリクス様の物質が含まれている場合は、

マトリクスがなくてもレーザーを照射しただけでイオン化する。原田らは、大気圧レーザー

脱離イオン化イメージングマスを用いてショウガの揮発性物質の局在を調べている（Harada 

et al. 2009）。また、吉村らは、MALDI-MSを用いてブドウ切片のイメージングを行い、ブド

ウの内果皮や外果皮にアントシアニン類が局在することを示した。果実にアントシアニンが

多く含まれることは分かっていたが、特定の部位にアントシアニンが分布していることを示

した初めての知見となった（Yoshimura et al. 2012）。また、Yeらは、1,8-bis（dimethyl-amino）

naphythalene, DMAN）という新しいマトリクスを用いてマメ科植物に共生する根粒菌が分泌

する Nod 因子をイメージングマスで高感度に検出し、その分布を MALDI-MS で報告してい

る（Ye et al. 2013）。その他にも、セイヨウオトギリソウの葉や花弁の薬用化合物の局在を脱

離エレクトロスプレーイオン化（Desorption electrospray ionization mass spectrometry, DESI）の

手法を用いて示した報告などがある（Li et al. 2013a, b）。しかしながら、シグナルの強度比で

サンプルプレート上の相対比は判断できるものの、イオンサプレッションを考慮した内部標

準物質による補正や標準物質による定量的測定など課題も多い。

	 質量分析によるイメージング解析は、生体情報と位置情報を同時に明らかにすることがで

きる分析手法である。固体試料や液体試料に UVあるいは RIレーザーを照射して急速加熱に

よる蒸発を促し局所的にイオン化を行い、イオン化した化合物を質量分析計に導入すること

で、その部位に存在する化合物を網羅的に測定することを可能にしている。

	 位置座標と対応したスペクトルデータを二次元的に少しずつラスタースキャンしながら数

万から数十万取得する。形態を保ったまま生体組織を測定でき、位置情報を得られるため、

個々の化合物について、位置情報に基づいた分布を再構成することで、物質分布の生体イメ

ージを得ることが出来る。生命科学の新しい分析手法として医学・薬学分野で広く応用され

始めている（Hayasaka. 2009; Sugiura. 2011）。 

現在行われているほとんどのイメージング解析は、試料を切片化し、イオン化補助剤であ
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るマトリクスを工作用スプレーによって塗布したものである（Hui et al. 2013; Yoshimura et al. 

2012）。しかし、この手法は、塗布するマトリクス量によってイオン化効率が変化するため、

マトリクス量の検討や均一に塗布しなければならないという技術的な問題が生じる。こうい

った問題を克服するために自動化されたマトリクス塗布装置も各メーカーから販売されてい

る。近年になって、蒸着法が開発されており、これはマトリクスを粉末のまま使用する。耐

熱ガラス容器の底面にマトリクスを均一に敷き、チャンバー内をロータリーポンプで真空状

態に保ち、温度上昇と低下を厳密にコントロールすることにより、昇華したマトリクスが上

部に位置する試料に均一に蒸着される（Hankin et al. 2007）。マトリクスは、測定する化合物

種によって使い分ける。一般に、タンパク質にはシナピン酸、脂質やペプチドなどの低分子

の測定には、2,5-ジヒドロキシ安息香酸（2,5-Dihydroxybenzoic acid:; DHBA）、α-シアノ-4-ヒ

ドロキシけい皮酸（α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid; CHCA）が用いられる。9-アミノアクリ

ジン（9-aminoacridine; 9AA）は、マトリクス由来のシグナルが少なく脂質（Harada et al. 2009）

や低分子化合物を測定する際に適したマトリクスであることが報告されている（Rachal et al. 

2002）。 

	 試料を装置に導入した後、測定する領域を設定し、レーザーを照射することで各測定地点

からデータを取得する。全ての測定領域から統合されるデータは、m/z・シグナル強度・位置

情報の 3 次元のデータとなる。これらのデータから、任意の m/z 値に対応する強度を疑似カ

ラーやグレースケールを用いて位置座標上に表示し、2 次元イメージを作成する。マススペ

クトルから 2 次元データを得るまでのソフトウェアも一般化されていないため、フリーソフ

トの BioMap（http://mardi-msi.org/）を使用して解析を始めた。しかし、取得データが 200GB

を超えるようになり、高分解能（1 ppm）データを解析可能なソフトウェアとして利用するこ

とができないため、現在は、産業技術総合研究所の高橋勝利博士が Lab View（National 

Instruments, Austin, USA）を用いて開発したイメージング解析ソフトウェア Lab MSIを用いて

2次元イメージングデータの解析を行っている。 

5-1. イメージングマスプレートの作成方法と分析条件
5-1-1. イメージングマスプレートの作成方法
イメージングマス（IMS）プレートの作成方法を Fig. 5-1に示す。透明導電膜を施した 11 

mm×11 mm×0.7 mmの Indium Tin Oxide（ITO）ガラス（Luminescence Technology Co., Hsin-Chu, 

Taiwan）表面に絵筆を使用して凍結切片作製用粘着剤 Cryoglue type Ⅰ（SECTION-LAB Co. 

Ltd., Hiroshima, Japan）を塗り、数分乾燥させる。1時間のオーキシン処理を行った後、根端

を約 1 cm切り取り、control、IAA処理の順になるように粘着剤を塗った ITOガラス上に並べ

て、1日凍結乾燥した。凍結乾燥後、試料が浮かないようにするためスライドガラス上に IMS

プレートを裏返して置き、試料を潰さないように上から少し押さえた。IMS作成後の写真例

を Fig. 5-2に示す。 
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Fig. 5-1  イメージングマス（IMS）プレートの作成（オレンジで示した部分に粘着剤を塗布) 

Fig. 5-2 イメージングマス用に作成したプレート 

（左側 4本: 野生型の controlと IAA処理、右側 4本: arf7 arf19の controlと IAA処理を交互

に並べたサンプル; arabi-root-ARFWT-ICICICIC-2-wm-pos-140119より） 

	 一般に、イメージングマススペクトロメトリーでは、試料のイオン化を促進するためにマ

トリックスをエアブラシでスプレーする、あるいは蒸着を行う。予備実験段階でマトリック

スなしで野生型と変異体、さらにオーキシン処理有無で変動するシグナルが多く見られため、

マトリックス有無の両条件下で実験を進めた。マトリックス蒸着によるイオン化促進のため、

9AA、DHBA、CHCAの 3種類のマトリックス蒸着による実験を行った。

5-1-2. 装置
イメージング分析に使用された FT-ICR-MS（9.4 Tesla Apex Qe, Bulker Daltonics Inc, Billerica 

MA USA）は、（独）産業技術総合研究所（産総研）の高橋勝利博士により大幅に改良され、

デュアル MALDI/ESI イオンソースが外され、上下方向にも駆動可能に設計されている。試

料ステージは、ITO ガラスをイオンファネルカートリッジに水平に挿入することができるよ
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うに設計されており、XYZ軸方向に±1 µmの誤差内で駆動する。UVレーザー（FTSS-355-Q4; 

CryLas GmbH, Berlin, Germany）は、355 nmの波長で 1kHz最大 42 µJを照射することが可能

で、照射パルスは 1.4 ns以下である。UV照射のスポット径は、理論上で約 5 µm 集光可能な

設計になっている。この産総研で設計された試料ステージが上下左右方向に駆動するインタ

ーフェスを持つ FT-ICR-MSは、世界的にも唯一無二の装置となっている。特に、植物試料の

イメージングマス分析を行う際、サンプルによって厚みや組織形態が異なるため、UV 照射

の集光点を調整できることが最大の利点となっている。本研究で用いたシロイヌナズナの根

は約 100 µmの厚さで、産総研で改良された IMS装置で植物組織を分析する際のおおよその

最大値ということが予備実験で分かっている。UV レーザー照射領域は、測定時に自身で決

定することが可能になっており、根端約 3 mmの領域になるように設定した。UVレーザー照

射の焦点深度は、装置に組み込まれた CCD カメラに映された IMS プレート上で試料中心部

になるように合わせた。分析終了後の IMSプレートを確認すると、Fig. 5-3に示すように約

10-20 µmの照射点を確認できた。このように根では全組織に UVレーザーが照射され、植物

体全体に含まれる分子がイオン化され、情報が得られていることが示唆された。

Fig. 5-3  UV照射後の根端の様子 

5-2. 結果と考察
植物体を破砕し、その抽出物を LCや CEなどの分離分析を前段に設置した質量分析装置で

網羅的に分析する手法では、個体に含まれる代謝物質は混合物として測定され、個々の代謝

物質の局在を細胞レベルで把握することは難しい。形態を保ったまま測定できるイメージン

グマスの技術を用いれば、環境に応じて生体内で変動する分子、あるいは生体内分布の異な

る分子がどのように局在しているのか、細胞あるいは組織レベルで解析することが可能とな

る。

81



5-2-1. 陰イオン性化合物分析用マトリクス(9AA)による蒸着を行った場合
9AAは、フェノール類、カルボン酸、スルホン酸、アミンなどの低分子化合物を測定する

際に適したマトリクスであることが報告されている（Rachal et al. 2002）。 9AA蒸着を施し分

析に供した結果、蒸着せずにイメージングをした際に見られていた根端のシグナルが消える

傾向が確認され、マトリクスなしのサンプルと共通するシグナルは 95個しかなかった。マト

リクスなしのサンプルと比べると検出されるシグナルも 174 個と減少し、マトリクス蒸着に

よってイオン化が阻害されたことが考えられた。negative modeで感度よく代謝物質をイメー

ジング解析する際には、マトリクス蒸着の検討が必要となったため、既に報告のある DHBA

および CHCAを用いたマトリクス蒸着の検討を行う必要がある。ここでは、マトリクス蒸着

なしでも各イオンのシグナル局在が確認できたため、マトリクスなしで進めた実験について

記す。

5-2-1. マトリクスを蒸着しない場合
FT-ICR-MS（9.4 Tesla Apex Qe, Bulker Daltonics, Billerica MA USA）を用い、positive mode 

（n=2）および negative mode（n=2）で取得したデータを LabMSI v1.0.12beta にて解析した（こ

こでの nは ITOガラスの枚数。接着した根は、control、IAA処理のものを 4~8本）。 

平均スペクトル（Total Ion Chromatogram, bin size = 0.001）でシグナルの確認ができた center 

mass値と局在の詳細を textに抽出した。その後、AutoMFCalculator（Nakamura et al. 2008）を

用い、C:95、H:182、N:15、O:45、S:5、P:6、tolerance: m/z = 0.001の条件で組成式を作成し、

組成式のできた実測値（m/z）を METLIN（検索条件: MW < 200の場合 10 ppm、MW > 200

の場合 5 ppm）および KNApSAcK（tolerance: m/z = 0.001）でデータベース検索を行い、化合

物の候補検索を行った。（KNApSAcK では脂質やいくつかの代謝物質が登録されていないた

め、METLINでのデータベース検索も行った。）

データ解析のフローチャートを Fig. 5-4 に、野生型の根のイメージングデータ解析で得ら

れた結果を Table. 5-1に示す。シグナルの確認できた数を total signalとし、AutoMFcalculator

で組成式のついた数を formulaとした。AutoMFcalculatorを用いた positive mode の解析は、

[M+H]+、[M+Na]+および[M+K]+の和集合リストを作成し重複を除いた数とし、negative mode 

の解析は、[M+H]-で行った。METLINデータベース検索時は、各付加体にチェックを入れた

解析を行い、Δ1 ppm以下の数を示した。KNApSAcKデータベース検索は positive modeのデ

ータに関しては組成式のついた実測値（m/z）を検索にかけ、各付加体の和集合リストを作成

し、重複を除いた数とした。どのデータでもシグナル数（シグナルの局在が確認される数）

は positive modeでの分析時の方が多い傾向だった。イメージングマスを用いた分子分布のイ

メージングデータから①根全体で検出されるシグナル、②根端部分でのみ検出されるシグナ

ル、③根端以外で検出されるシグナルなど様々なパターンが確認された。確認されたシグナ
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ルの m/z 値を解析にかけた結果、AutoMFcalculator で組成式のつく割合は、それぞれ全体の

95-97%（positive mode）、 83-87%（negative mode）だった。組成式のついた m/z値について

METLIN および KNApSAcK による同定を試みたところ、METLIN でアノテーションのつく

割合は、positive mode、negative modeともに約 30 %で、KNApSAcKでアノテーションのつく

割合は、positive modeでは約 38%、negative modeでは約 20 %だった。また、組成式のついた

もののうち、KNApSAcK データベース上で Arabidopsis thaliana に登録されている割合は約

4-5 %だった。

Fig. 5-4 	 データ解析のフローチャート

Table 5-1.  野生型の根の IMSデータ解析結果 
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Fig. 5-5  野生型の rootをイメージングマススペクトロメトリーで分析した結果

a) positive mode, b) negative mode, Scale bar : 1 mm

Fig. 5-5 a）および b）に示されているような測定領域全体や根を取り囲むようなシグナル

は、バックグランドイオン（Back Ground; BG）なので組成式作成やデータベース検索などの

同定作業から除外した。

negative modeで検出された m/z = 179.0561のイオンは、glucoseなどの糖が候補化合物とし

て同定され、根端に強く、また根の全体にシグナルが確認された（Fig. 5-5 b）。このように、

FT-ICR-MSで糖が一価のイオン（[M+H]+や[M-H]-）として検出されるのは稀で、その理由は

よく分からないが、毎回、negative modeで検出されやすい傾向だった（Fig. 5-5 b）。糖リン酸

化合物（m/z = 261.0375: G6Pや F6Pなどがアノテーションされている）は、positive modeで

は根端以外に（m/z = 261.0375）、negative modeでは根端にシグナル（m/z = 259.0223)が確認さ

れた。Phosphatidic acid （PAs）などのリン脂質は、positive modeでは根の全体にシグナル（m/z 

= 737.4520）が確認され、negative modeでは根端にシグナル（m/z = 391.2258）が確認された

（Fig. 5-5 a）。その他のリン脂質（Phosphatidylcholine; PC、Phosphatidylethanolamine; PEなど）

も positive modeで検出されやすく、ナトリウムやカリウムの付加体イオンも検出されていた。

しかし、実測 m/z値や候補組成式から同定されるこれらの物質が正しいかどうかは、MS/MS

のフラグメントイオン情報や NMRなどを用いた構造決定が必要となる。 

4-2-1.の CE-MS を用いたターゲット分析による代謝変動解析に併せて、イメージングマス

スペクトロメトリーを用いたノンターゲット分析による代謝変動解析を試みた。野生型およ

び arf7 arf19変異体の根を用いて、1時間、10-7 M IAA処理に応答して変動する分子の局在解

析を行った。野生型と arf7 arf19 変異体では、それぞれに異なるパターンを示すシグナルが

m/z = 261.0375 m/z = 737.4520

BG

BG

m/z = 179.0561 m/z = 391.2258m/z = 183.0177 m/z = 259.0223

Positive

Negative

m/z = 407.0948 m/z = 408.1638

 1
 m

m

根端以外の部分にシグナル 根の全体にシグナル 根端にシグナル根端に強いかつ
根の全体にシグナル

根の一部にシグナル根端以外の部分にシグナル 根端にシグナル根端に強いかつ
根の全体にシグナル

a)

b)
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確認された(Fig. 5-6)。IAA処理によって変動する分子の存在も示唆され、controlのみで検出

されるシグナルや IAA処理によって、根端部分に強いシグナルが検出されるもの、また根端

以外の部分にシグナルが検出されるものなどが確認された。negative modeでは、m/z = 160 - 

700、postive modeでは m/z = 200 - 1130にシグナルが検出され、positive modeでは 2千以上の

シグナルが確認された。negative modeでは m/z = 300 - 500に検出されるシグナルが多く、2

次代謝物質が多くアノテーションされていた。

Fig. 5-6  IAA処理有無の野生型と arf7 arf19二重変異体の根をイメージングマス 

スペクトロメトリーで分析した結果
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 5-3. まとめ 

	 本章では、第 4 章で明らかになったオーキシン処理によって変動するアミノ酸や有機酸な

どの代謝物質以外に、標準物質では同定できない代謝物質を含めたノンターゲット解析を行

った。シロイヌナズナの根を材料とし、新技術であるイメージングマスを用いたメタボロー

ム解析を行い、IAA処理や遺伝子組み換えによって変動する分子の探索を試みた。その結果、

根の代謝産物には IAA処理によって特異的なパターンを示す分子が存在することが明らかと

なり、分子特異的に様々なシグナルパターンを示すことが分かった。また、第 2 章で行った

シュート、根、培養細胞、液胞におけるノンターゲット解析で見いだされた未知化合物の根

における局在をイメージングマスで確認することができた。イメージングマスで検出された

シグナルのうち、KNApSAcK や METLIN などの化合物データベースで同定される化合物は

20-30 ％だった。m/z 値から推定される化合物を同定するには MS/MSや NMRなどの構造決

定解析が必要となるが、環境に応じて変動する分子あるいは遺伝子発現レベルによる代謝物

質の差を組織レベルで確認することができた。 
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総論 
 
	 メタボロミクスを利用する際に注意しなければいけない点として、「対象となる生体の代謝物すべ

てを一斉分析し網羅的に解析することは不可能である」という事実を認識しておく必要がある。各

種分析装置の特性を知った上で、対象化合物に適した分析手法の取捨選択、日々のメンテナンス、

適切なアプローチがあってこそ、精度の高い精密質量データを取得できる可能性が高くなる。 

	 本研究では、 1 章でキャピラリー電気泳動 -質量分析装置（Capillary Electrophoresis Mass 

Spectrometry; CE-MS）を植物分野に用いるための解析手法の確立を行った。既存の手法に加えて、

植物ホルモンも同時定量できるように分析条件を整えた。続く第 2-3 章では、第 1 章で確立した手

法を用い、シロイヌナズナ培養細胞、プロトプラストおよび培養細胞から単離した液胞のメタボロ

ーム解析を行った。標準物質による定量解析であるターゲット解析では、培養細胞からプロトプラ

ストを経て単離液胞に至る過程でアミノ酸や有機酸などの一次代謝物質が変動していることが分か

り、単離液胞には比較的高濃度の有機リン酸化合物も存在することが明らかになった。さらに、高

分解能である FT-ICR-MSを用いたノンターゲット解析では、1 ppm以内の精度で候補組成式を絞り

込めることが明らかになった。組成式による培養細胞、単離液胞それぞれのノンターゲット解析か

ら、培養細胞と単離液胞に存在する分子のほとんどは共通するものだということが明らかになった

が、KNApSAcK でアノテーションされる物質は 10 ％以下であった。第 4-5 章では、外部から与え

たオーキシンが野生型および 3つのオーキシン応答変異体（tir1, slr, arf7 arf19二重変異体）の植物

体内代謝産物にどのような影響を及ぼしているのかをメタボローム解析によって明らかにすること

ができた。 

	 質量分析装置を用いた種々の分析は、一見、ハードルが高そうに見えるが、実はそうではない。

もちろん、トラブルシューティングや日々のメンテナンスのために知識を習得することは必要にな

るが、訓練と慣れでクリアできる程度で大きな問題にはならない。質量分析装置の醍醐味は、自分

が手をかけた分だけ”クロマトグラム”あるいは”マススペクトル”として結果に現れる点である。分析

装置は、往々にしてそういう部分があるが、自分が相手にしている装置にどれだけ情を注げるか、

それが精度の高い、生物学的に意味のあるデータ取得につながる。 

	 質量分析装置の制御や解析は、すべてがコンピューターで制御され、マウス１つでデータ取得ま

でできる時代にはなったが、課題も多い。本研究で用いた CE-MSは、GC-MSや LC-MSのように自

動化された解析ソフトが存在しないため、解析に多少時間がかかるのが弱点である。CE-MS は、

GC-MS や LC-MS のように移動時間が一定にならないため、コンピューターの自動解析でピッキン

グされるデータにミスが見つかることが度々ある。そのため、自動解析後に人間の目で再確認して

いる現状がある。実際に、植物試料から極性化合物を抽出し、CE-MS分析にかけターゲット解析を

行っても、定量解析可能な対象化合物数は 100 にも満たない。これらを総合して考えると、手間は

多少かかっても、自分の目で 1 つ 1 つ確認しながらデータ解析を行うことで、自動解析によるピー

クピッキングのミスは減少し、より真実に近いデータのみを精査できるのではないだろうか。今後、
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メタボローム解析における CE-MSの発展には、データマイニングをいかに自動化できるかが鍵とな

ってくるだろう。 

	 本研究を通して、様々な質量分析装置と触れ合い、それらの特徴や限界を改めて知ることができ

た。今後、メタボローム解析を進める研究者に重要となるのは、プラットホームの選択である。幸

い、国内には、数カ所にメタボローム基盤研究を支える研究所あるいは大学がある。費用やマシー

ンタイムの問題があるかもしれないが、対象化合物が決定しており量的な議論がしたい（ターゲッ

ト解析）場合は、理化学研究所、Human Metabolomics Technology. Inc（山形県鶴岡市）、東京大学や

大阪大学に整備された質量分析装置に精通した研究者と共同研究することが重要であろう。ノンタ

ーゲット解析がしたい場合は、FT-ICR-MS などの高分解能の質量分析装置が必要になってくるため

難しいかもしれないが、産総研や他大学、あるいは海外にアプローチすることも重要であろう。 

	 メタボローム解析は、まだやっと始まったばかりの研究技術である。今後、本研究で明らかにな

ったノンターゲット解析による植物体内の分子分布や野生型と変異体を用いたターゲット解析によ

る代謝物分布の結果が、植物における生理学実験の基礎データとして有用になることを期待すると

ともに、この技術がどのように発展していくかが将来の大きな課題であると思う。 
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