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＜略語＞ 

ABA    アブシシン酸 

C-4OHase   LCB C-4 ヒドロキシラーゼ 

CaMV35S   カリフラワーモザイクウイルス 35S プロモーター 

CER（Cer）   セラミド 

CSⅠ    CER シンターゼⅠ 

CSⅡ    CER シンターゼⅡ 

∆4Des    LCB-∆4 デサチュラーゼ 

∆8Des    LCB-∆8 デサチュラーゼ 

DPL    LCBP リアーゼ 

DRM    界面活性剤不溶性膜 

d17:1
4E

    C17-スフィンゲニン  

d17:1
4E

 -P   C17-スフィンゲニン 1－リン酸 

d18:0    ジヒドロスフィンゴシン 

d18:0-P    ジヒドロスフィンゴシン 1－リン酸 

d18:1
4E

    スフィンゴシン  

d18:1
4E

-P   スフィンゴシン 1－リン酸 

d18:1
8Z

    8-シス-ジヒドロキシスフィンゲニン 

d18:1-P    スフィンゲニン 1－リン酸 

d18:1
8E

    8-トランス-ジヒドロキシスフィンゲニン 

ESI    エレクトロスプレーイオン化法 

FA2H    脂肪酸 2-ヒドロキシラーゼ 

FB1    フモニシン B1 

GCS    グルコシルセラミドシンターゼ 

GlcCer    グルコシル CER 

GIPC    グリコシルイノシトールホスホ CER 

GIPC-PLD   GIPC 特異的ホスホリパーゼ D 

HPLC    高速液体クロマトグラフィー  

hCER    ヒドロキシセラミド 

HR    過敏感反応 

IPC    イノシトールホスホセラミド 
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IPCS    イノシトールホスホセラミドシンターゼ 

3-KSR    3-ケトジヒドロスフィンゴシンレダクターゼ 

JA    ジャスモン酸 

LCB    スフィンゴイド長鎖塩基 

LCBP    LCB1－リン酸 

LCBK    LCB キナーゼ 

LCFA    長鎖脂肪酸 

LC-MS/MS   高速液体クロマトグラフ－質量分析装置 

MPK    有糸分裂活性化タンパク質キナーゼ 

MRM    多重反応モニタリング 

NBD-F    4-フルオロ-7-ニトロ-2,1,3-ベンゾキサジアゾール  

ODS    オクタデシルシリル 

ORM    オロソムコイド 

PLDα1    ホスホリパーゼ Dα1 

PR    病原菌関連 

ROS    活性酸素種 

SA    サリチル酸 

SM    スフィンゴミエリン 

SPP    LCBP ホスファターゼ 

SPT    セリンパルミトイルトランスフェラーゼ 

ssSPT    小サブユニット SPT 

t18:0    ファイトスフィンゴシン  

t18:0-P    ファイトスフィンゴシン 1－リン酸  

t18:1
8Z

    8-シス-トリヒドロキシスフィンゲニン 

t18:1-P    トリヒドロキシスフィンゲニン 1－リン酸 

t18:1
8E

    8-トランス-トリヒドロキシスフィンゲニン 

VLCFA    超長鎖脂肪酸 
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＜要旨＞ 

スフィンゴ脂質は、スフィンゴイドと呼ばれる長鎖塩基（long-chain base、以下 LCB

と略す）を基本骨格にもつ一群の脂質である。スフィンゴ脂質代謝系の分解産物である

LCB1－リン酸（LCBP）は、LCB キナーゼ（LCBK）によって合成され、LCBP ホスフ

ァターゼ（SPP）により脱リン酸化されて LCB にリサイクルされるか、もしくは LCBP

リアーゼ（DPL）により C16アルデヒドとホスホエタノールアミンに分解される。した

がって、生体内における LCBP のレベルは、これら LCBP の合成系と分解系に働く酵素

の相対活性によって制御されていると考えられる。 

セラミドシンターゼ（LCB－N－アシルトランスフェラーゼ）の阻害剤であるフモニ

シン B1（FB1）を植物組織に処理すると、LCB が蓄積されるとともに、細胞死が誘導さ

れることが報告されている。一方、FB1処理の際は、LCB の蓄積を回避するために、LCBK 

によるLCBPの合成と、DPLによるLCBPの分解という反応が強く働くと考えられるが、

異化代謝経路と FB1応答との関係については、不明な点が多い。そこで本研究では、シ

ロイヌナズナの LCBK1 の過剰発現株（LCBK1-OX1, LCBK1-OX2）と抑制株

（LCBK1-KD1, LCBK1-KD2）を用いて FB1に対する影響を調べた。FB1を含む MS 培地

で植物体の表現型の観察を行ったところ、LCBK1-OX1 は野生型に比べて耐性を示し、

LCBK1-KD1 では感受性を示した。次に、LCBP 代謝に関わる形質転換体を用いて、FB1

処理した際の細胞死の判定に基づく表現型解析と LC-MS/MS による LCB および LCBP

の定量分析を行った。具体的には、シロイヌナズナの LCBP 代謝に関係する 3 つの遺伝

子（LCBK1、SPP1、DPL1）について LCBK1 を過剰発現、または抑制させた形質転換体

（LCBK1-OX1、LCBK1-KD1）、および、ノックアウトミュータントの spp1、dpl1 を用

いて解析した。FB1処理したロゼット葉をトリパンブルー染色によって観察したところ、

LCBK1-KD1 および dpl1 では野生型に比べて死細胞が多く観察されたが、LCBK1-OX1

および spp1 ではほとんど観察されなかった。LCB の解析において、LCBK1-KD1 およ

び dpl1 では野生型と比較して、主にジヒドロスフィンゴシン（d18:0）が蓄積したが、

LCBK1-OX1 および spp1 においては蓄積しなかった。一方、LCBP の解析では、spp1 お

よび dpl1 において、野生型と比較して LCBP 量は増加したが、LCBK1-KD1 では減少し

た。これらの結果から、FB1によって誘導される細胞死は、d18:0 の蓄積が原因である

こと、LCBP は LCB の蓄積を回避するために変換されることがわかった。したがって、

LCBK1 による LCB をリン酸化する経路は、FB1処理における LCB の蓄積を調節し、細

胞死を制御するのに不可欠であることが示唆された。 
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＜緒論＞ 

スフィンゴ脂質とは、スフィンゴイド（長鎖塩基 long-chain base, 以下 LCB と略す）

を共通構成成分として含む複合脂質の総称であり、動物、植物、真核微生物と一部の原

核生物（Sphingomonas や Sphingobacterium）に幅広く存在している[1-5]。スフィンゴ脂

質は 1874 年に J.L.W. Thudichum らによって動物の神経組織から発見され、この脂質の

特性が珍しいもので謎だったことから、Sphinx の謎を連想させて Sphingo と名づけられ

たといわれている[1]。植物では 1961 年に H. Carter らによって初めてスフィンゴ脂質の

存在が報告された[6]。植物におけるスフィンゴ脂質は、細胞内に約 500 種類の分子種

が存在すると言われており、モデル植物であるシロイヌナズナでは 200 種類以上の分子

種が存在する[4]。植物における LCB は、メチル化、ヒドロキシル化、リン酸、脱リン

酸化、二重結合の数と位置を組み合わせることによってそれぞれ固有の分子種を生み出

しており、これらの分子種や代謝反応に関わる酵素遺伝子が、植物の形態発生、老化、

生物、非生物的なストレス応答といった様々なことに関与する生理活性分子として重要

であることが示唆されている。スフィンゴ脂質は、細胞膜の構築に不可欠な構成成分で

あり、植物細胞の細胞膜において 40%以上占めていると予想されている[7-8]。また、ス

フィンゴ脂質は、脂質ラフトと呼ばれるステロールとタンパク質を多く含んだマイクロ

ドメインに多いことが界面活性剤不溶性膜（DRM）画分を用いた実験から報告されて

いる[7-8]。なお、本論文では、LCB のアミノ基にアシル基（またはヒロドキシアシル

基）がアミド結合したものを総称して「セラミド（CER）」と呼ぶ。 

動物のスフィンゴ脂質は、ガングリオシドのような各種の糖類が結合したスフィンゴ

糖脂質と、スフィンゴミエリン（SM）のような CER の C-1 位の水酸基にリン酸および

ホスホン酸誘導体が結合したスフィンゴリン脂質の 2 つに大別される。一方、植物のス

フィンゴ脂質は、グリコシルイノシトールホスホ CER（GIPC）、グルコシル CER（GlcCer）

が主成分であり、その他に中間代謝産物と考えられる CER、遊離 LCB、LCB1－リン酸

（LCBP）などが検出される。GlcCer と GIPC は、細胞膜の外膜と液胞膜内の主要な構

成成分であり、マイクロドメインを構成する主要成分ではないかといわれている[9-10]。

LCBP は、アブシシン酸（ABA）を介した気孔の開閉に関与するシグナル伝達物質とし

て機能することが報告されている[11-12]。シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）にお

いて、GlcCer と GIPC の含量を合計すると、スフィンゴ脂質全体の 9 割以上を占めてい

る。一方、遊離 LCB や LCBP は合計で 1%程度であり、微量でしか存在しない [3]。 

シロイヌナズナの葉におけるスフィンゴ脂質代謝経路を Fig. 1 に示した。LCB の de 
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novo 代謝経路は、セリンパルミトイルトランスフェラーゼ（SPT）による L-セリンとパ

ルミトイル CoA の脱炭酸縮合反応から始まり、3-ケトジヒドロスフィンゴシンが生成

される[13-14]。3-ケトジヒドロスフィンゴシンは、3-ケトジヒドロスフィンゴシンレダ

クターゼ（3-KSR）の触媒により、ジヒドロスフィンゴシン（d18∶0）に変換される[15]。

d18:0 は、LCB-C4 ヒドロキシラーゼ（C-4OHase）によってファイトスフィンゴシン（t18

∶0）に変換される[16]。 

d18:0 は CER シンターゼⅠ（CSⅠ）によって炭素鎖 16 の長鎖脂肪酸（LCFA）と結

合した後、LCB-∆8 デサチュラーゼ（∆8Des）によって d18∶1 を有する CER に変換され

る[17]。一方、t18:0 は CER シンターゼⅡ（CSⅡ）によって、炭素鎖 18 から 26 の超長

鎖脂肪酸（VLCFA）と結合し[18-19]、その後、∆8Des によって、t18∶1 を有する CER に

なる。次に、このような CER 分子種は、脂肪酸 2-ヒドロキシラーゼ（FA2H）によって

アシル鎖部分のα位が水酸化され、ヒドロキシセラミド（hCER）と呼ばれる CER 分子

種になる[20-22]。この hCER 分子種は、さらに CER:UDP-グルコーストランスフェラー

ゼ（GlcCer シンターゼ、GCS）によって GlcCer になるか[23]、あるいは、イノシトー

ルホスホセラミドシンターゼ（IPCS）によってイノシトールホスホセラミド（IPC）に

なる[24]。ここで生じた IPC は、その後いくつかの糖鎖修飾を経て[25-26]、GIPC にな

る。一方、スフィンゴ脂質の分解系に関して、植物や酵母には、GIPC や GlcCer を CER

に分解し、最終的にLCBに分解する経路が存在するといわれている。植物においてGIPC

や GlcCer を分解する酵素は同定されていないが、CER を LCB に分解するセラミダーゼ

は、同定されている[27-29]。 

スフィンゴ脂質の微量な中間代謝産物である遊離 LCB は、スフィンゴ脂質の生合成

経路および分解経路のいずれにおいても生じると予想されるが、遊離 LCB の生体内レ

ベルを低く保つ仕組みとして、上記で述べた遊離 LCB のアシル化の他に、スフィンゴ

脂質の異化代謝経路と呼ばれる遊離 LCB のリン酸化経路も存在する。この異化代謝経

路において、遊離 LCB は LCB キナーゼ（LCBK）によってリン酸化され、LCBP に変

換される[30-31]。一方、LCBP は LCBP ホスファターゼ（SPP）により脱リン酸化され

遊離 LCB に戻るか[32]、もしくは、LCBP は LCBP リアーゼ（DPL）によってホスホエ

タノールアミンと C16アルデヒドに分解される[33-34]。スフィンゴ脂質の代謝系から外

れたこれらの分解産物の一部は、その後グリセロ脂質の合成系に利用されると考えられ

ている[35-36]。LCBP の不飽和化は、de novo 合成から分解された不飽和化 LCB が LCBP

に変換される、もしくは LCBP に変換されてから∆8Des によって不飽和化されることが
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考えられるが、詳細はわかっていない。 

LCBP 代謝系に関与する酵素遺伝子の研究は、主としてシロイヌナズナにおいて行わ

れてきた。LCBP の脱リン酸化を触媒する SPP は、シロイヌナズナ EST と出芽酵母

（Saccharomyces cerevisiae）のゲノム配列との相同性により、At3g58490 が見つかり、

DPL を欠損した S. cerevisiae のミュータント（∆dpl1）を用いた相補性試験と in vivo の

酵素アッセイによって、At3g58490 が SPP をコードすることが報告された[32]。さらに、

SPP1 のシロイヌナズナ T-DNA ノックアウトミュータント（spp1-1、spp1-2）を用いて

d18:0-P の蓄積量を調べたところ、野生型と比べて増加したことから、SPP が LCBP レ

ベルを調節することが示唆された[32]。シロイヌナズナ培養細胞のプロトプラストにお

ける sGFP-SPP1の発現解析において、SPP1は小胞体に局在することが示唆された[32]。

また、シロイヌナズナ気孔孔辺細胞の閉鎖に及ぼす ABA の影響を調べる in vitro アッセ

イにおいて、ABA 処理によって spp1 は野生型よりも気孔が閉鎖したことから、気孔閉

鎖の ABA 情報伝達経路において、LCBP が脂質シグナルとしての役割を果たすことが

示唆された[32]。 

シロイヌナズナ DPL の研究において、西川らと Tsegaye らがそれぞれ別々に S. cerevi-

siae のアミノ酸配列との相同性検索によって At1g27980 を見つけた。DPL を欠損した S. 

cerevisiae のミュータント（∆dpl1）との相補性試験と、発現タンパク質の in vivo アッセ

イによって、At1g27980 の遺伝子産物が機能的に DPL であることが明らかになった

[33-34]。また、シロイヌナズナDPLに関するT-DNAノックアウトミュータント（dpl1-1、

dpl1-2）を用いた機能解析で、dpl1-1 と dpl1-2 の新鮮重量の減少の割合は、野生型と比

べて少なかったことから、DPL1 は乾燥ストレス耐性に重要な役割を果たすことが示唆

された[34]。さらに、シロイヌナズナの培養細胞のプロトプラストによる sGFP-DPL1

の発現解析において、DPL1 は小胞体に局在することが示唆された[34]。 

植物の LCBK の研究において、Lynch らは、トウモロコシのシュートから調製したミ

クロソームを用いて、植物においてはじめて LCBK 活性を報告した[37]。LCBK は、シ

ロイヌナズナにおいて、LCBK1（At5g23450）、LCBK2（At2g46090）、SPHK1（At4g21540）、

SPHK2（At4g21534）の 4 つのホモログが存在する。LCBK1 は西浦らによって同定され、

大腸菌の発現タンパク質を用いた in vitro アッセイによって、シロイヌナズナ LCBK1

は、d18:0 に対し基質特異性が高く、スフィンゴシン(d18:1
4E

)や t18:0 も基質とすること

が示された[31]。さらに、植物器官における遺伝子発現のレベルを RT-PCR 法を用いて

解析したところ、花での高い発現が見られた[31]。しかし、生殖器官における LCBK1
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の役割については未だにわかっていない。SPHK1 は、Worrall らによって同定された[38]。

また、SPHK2 は Guo らによって同定された[39-40]。これらの LCB キナーゼは、シロイ

ヌナズナの葉から抽出したライセートを用いた酵素活性の測定結果や、T-DNA ノック

アウトミュータント、過剰発現体の解析により、ABA を介した気孔孔辺細胞の閉鎖の

誘導と、気孔開口の阻害の両方に関わっていることが明らかにされている[40,41-42]。

しかし、この ABA を介した気孔開閉の誘導や阻害に関わるシグナル伝達経路は不明な

点が多いが、最近、ホスホリパーゼ Dα1（PLDα1）反応によって生じるホスファチジン

酸がSPHKを活性化し、SPHKによって生じる t18:0-PがPLDα1を活性化することでABA

に対する反応性が増幅され、気孔の閉鎖促進が起こることが示唆された[40]。さらに、

SPHK1 は細胞内のカルシウム流入を介した花粉管伸長の調節に重要な役割を果たして

いることが報告されている[43]。また、最近 LCBK2 が低温ストレス（22℃から 4℃）に

おける t18:0-P の一過的な蓄積に関わっており、有糸分裂活性化タンパク質キナーゼ

（MPK）遺伝子である MPK6 を介してシグナル伝達され、植物の寒冷応答に関わって

いることが報告された[44]。 

植物におけるスフィンゴ脂質代謝に関わる酵素遺伝子の研究は、ここ 10 年間で急速

に進み、葉の形態の異常だけでなく、雄性配偶体の発達や花粉管伸長のシグナリングの

調節に関わることがわかってきた[14, 25,27,43,45-46]。その中で、病害抵抗性の細胞死

とスフィンゴ脂質代謝との関連性に着目した研究が活発に行われている。細胞死は、植

物の成長に不可欠な生理的プロセスであり、病原菌感染のような環境ストレスだけでな

く、老化や器官の形成といったことにも貢献している[47-50]。特に、病害抵抗性の細胞

死の研究が古くから進められていた[51-52]。バクテリア、ウイルスのような生体栄養性

の病原菌が宿主に攻撃、あるいは侵入すると、感染した細胞が急速に細胞死を起こすこ

とによって病徴の拡大を阻止し、個体全体を護るという機構がはたらく[53-56]。一方、

カビのような屍体栄養性病原菌に対しては罹病性であり、毒物、すなわちマイコトキシ

ンを分泌することで宿主細胞を殺し、死細胞から栄養源を接種して生育を増大させる

[57-61]。このように、過敏感反応（HR）のような植物の抵抗力と病原菌の感染戦略と

の関連性が調べられているが、詳細な分子メカニズムは不明な点が多い。 

最近、スフィンゴ脂質代謝物の個々の分子種を高速液体クロマトグラフ－質量分析装

置（LC-MS/MS）を用いた網羅的分析手法が開発された[62-66]。これにより、LCB や

CER といったスフィンゴ脂質の特定の分子種が、植物病原菌の感染によって誘導され

る過敏感反応（HR）や、病原菌防御関連の遺伝子発現によって調節される細胞死の分
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子メカニズムに重要な役割を担っていることが報告されている[67-83]。その中で、屍体

栄養性の病原真菌から分泌されるマイコトキシンが、スフィンゴ脂質代謝を撹乱させて、

細胞死を引き起こすことが知られていた[84-85]。それは、LCB の構造類似体のマイコ

トキシンの１つであり、CER シンターゼ阻害剤のフモニシン B1（FB1）である。FB1は、

Fusarium verticillioidesやFusarium moniliformeのようなフザリウム属によって生産され、

トウモロコシや小麦などといった穀類に重大な病変症状をもたらす[86-87]。FB1が蓄積

した穀物は、家畜に甚大な影響を与え、ウマでは白質脳症、ブタでは肺水腫を引き起こ

すことがわかっている[87]。また、ヒトにおいても食道がん、肝臓がん、心血管障害な

ど健康被害をもたらすことが懸念されている[87]。 

これまでに、スフィンゴ脂質代謝経路に関わる酵素遺伝子を欠損させたミュータント

を用いて FB1の感受性について研究が行われている。FB1を植物組織に処理すると、LCB

が蓄積されるとともに、細胞死が誘導される[85, 88-91]。一方、スフィンゴ脂質生合成

の初発酵素である SPTを欠損したシロイヌナズナのノックアウトミュータント（lcb2a-1）

は、FB1に対して野生型に比べて耐性を示し、LCB を蓄積しないことが報告されている

[91]。さらに、小サブユニット SPT（ssSPT）の RNAi ノックダウン株も FB1に対して耐

性を示すことがわかっている[90]。また、CER シンターゼに関するノックアウトミュー

タント（loh1-1 loh3-1）と過剰発現株（LOH1-OX）は、FB1に対して野生型よりも感受

性を示す[18,92]。これらの結果から、LCB レベルの調節に関与するスフィンゴ脂質の

de novo 合成反応が、植物の FB1に対する感受性を決めることが明らかになっている。

また、MPK6 が d18:0 の蓄積によって誘導される細胞死の下流シグナリングを調節する

ことがわかっている[73]。一方、FB1処理の際は、LCB の蓄積を回避するために、LCBK 

による LCBP の合成と、DPL による LCBP の分解というスフィンゴ脂質の異化代謝経路

の反応が強く働くと考えられている。最近、LCBP が細胞死を制御するのに重要な代謝

物であることが報告されている[93]。dpl1 は FB1に高い感受性を示すとともに、LCB や

LCBP が野生型に比べて過度に蓄積することから、DPL1 は増大した LCB や LCBP のレ

ベルの維持に重要な役割を果たすことが示唆された[32-33]（Fig. 2）。一方、FB1処理し

た spp1 の実生は、葉の白色化があまり見られないことから、おそらく野生型と比べて

LCB が減少し、LCBP が増加したことで細胞死が抑制されると予想される[32]（Fig. 2）。

しかし、LCBPのどのような分子種が FB1誘導細胞死に関与するかは解析されておらず、

スフィンゴ脂質の分解に関する代謝経路と、植物の FB1応答との関係については、まだ

不明な点が多い。 
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近年、LC-MS/MS が植物のスフィンゴ脂質代謝物の解析の強力なツールとして用いら

れており、GIPC、GlcCer、CER、遊離 LCB、LCBP のそれぞれの分子種を定量的かつ網

羅的な分析を行うスフィンゴリピドミクスが可能となった[94-96]。植物における総スフ

ィンゴ脂質の抽出方法は、Markham らによるイソプロパノール/ヘキサン/水の混合溶媒

系が主流である[62,65-66]。この混合溶媒は、元々、高度病原性真菌であるパラコクシ

ジオイデス（Paracoccidioides brasiliensis）の糖脂質の抽出に使用するものであり、試料

中のリパーゼ活性を低減することから、多くの研究者がこの抽出システムを利用してい

る。しかしながら、LCB や LCBP は複合スフィンゴ脂質と比べて、存在量が非常に少

なく、誘導体化せずに定量することは困難である。特に、LCBP は両親媒性を有する構

造で極性が高いことからイソプロパノール/ヘキサン/水の混合溶媒系ではほとんど溶出

しない。最近、アミノ酸分析に使用される蛍光誘導体化試薬 4-フルオロ-7-ニトロ-2,1,3-

ベンゾキサジアゾール（NBD-F）を用いて、LCB を誘導体化する方法が石川らによっ

て確立された[97-98]。この方法により、植物から抽出された 9 種類すべての LCB の分

子種を正確に定量することができる。ところが、植物における LCBP に特化した抽出、

定量分析法は確立されていないのが現状である。興味深いことに、ヒト肺動脈の血管内

皮細胞から抽出した LCBP 画分をアセチル誘導体化して LC-MS/MS で定量分析できる

ことが Berdyshev らによって報告されている[99]。しかしながら、アセチル化したトリ

ヒドロキシ型の LCBP は分析されていない[99]。 

本研究では、FB1 処理におけるスフィンゴ脂質代謝の変動に際し、LCBP の重要性を

理解するために、シロイヌナズナ LCBK1に注目した。第一章では、トリヒドロキシ LCBP

のスタンダードをアセチル誘導体化し、定量方法を LC-MS/MS を用いて確立させた。

さらに、植物の内在性の LCBP を同定、定量する手法を確立するために、メタノール/

水（1:1, v/v, 0.1%ギ酸）で LCBP 抽出し、アセチル誘導体化して LC-MS/MS 分析した。

第二章では、FB1 を含む培地に生育させた LCBK1 の過剰発現株（LCBK1-OX1、

LCBK1-OX2）および、LCBK1 ノックダウン株(LCBK1-KD1、LCBK1-KD2)の実生にお

ける葉と根の表現型の解析を行った。また、細胞死の表現型の解析をするために、細胞

死を判定するための指標となる導電率測定とトリパンブルー染色したロゼット葉の観

察をシロイヌナズナ LCBK1 の過剰発現株および、LCBK1 ノックダウン株を用いて行っ

た。第 1 章で確立させた手法を用いて、LCBK1 の過剰発現株および、LCBK1 ノックダ

ウン株の LCB および、LCBP の分子種組成を LC-MS/MS で定量分析した。また、スフ

ィンゴ脂質の分解系に関わる代謝経路と FB1 応答の関係をさらに詳しく調べるために、
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SPP1 および DPL1 に関するシロイヌナズナのノックアウトミュータント（spp1、dpl1）

を用いて LCB、LCBP の分子種組成と細胞死の表現型の比較を行った。第三章では、シ

ロイヌナズナの LCBK1 が様々な生物の LCBK ファミリーとどの程度保存されて、どの

ように進化してきたかを調べるために、アミノ酸配列を用いた相同性解析と分子系統樹

解析を行った。 
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Fig. 1 シロイヌナズナにおけるスフィンゴ脂質代謝経路 

黒色の矢印は LCB の de novo 合成経路、紫色の矢印はセラミド系経路、緑色の矢印は LCBP の合成・分解

経路を示している。 
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Fig. 2 シロイヌナズナにおける LCBP 代謝と FB
1
の関係 

(A) dpl1 における FB
1
応答 

(B) spp1 における FB
1
応答 
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第一章 アセチル誘導体化したスフィンゴイド長鎖塩基 1

－リン酸の LC-MS/MS 分析 

 

序論 

 植物におけるスフィンゴ脂質の研究は、スフィンゴ脂質生合成経路に関わる遺伝子の

ミュータントや形質転換体を用いた逆遺伝学的な手法で進められている。その中で、

LC-MS/MS を基盤としたスフィンゴ脂質代謝物を網羅的に分析するスフィンゴリピド

ミクスが、植物の生理学的な現象を解明するのに不可欠なツールとなっている[62,66]。

このような研究で対象となるスフィンゴ脂質代謝物は、GlcCer、GIPC、Cer、遊離 LCB、

LCBP の 5 つがあげられる。シロイヌナズナの緑葉において、複合スフィンゴ脂質であ

る GlcCer と GIPC は全体の約 95%を占めているが、遊離 LCB や LCBP は極めて微量で

ある（Fig. 3）。最近、植物サンプルからこれらすべての代謝物を抽出できる方法として、

イソプロパノール／ヘキサン／水の混合溶媒が基本的によく使用されている[65]。しか

しながら、この混合溶媒は Bligh & Dyer [100]によって確立されたクロロホルム／メタ

ノール／水の混合溶媒に比べて複合スフィンゴ脂質は可溶化できる。しかしながら、生

体内で微量であり、両親媒性を有する構造をもつ LCBP は、この混合溶媒では効率よく

抽出することができないことが予想される。さらに、誘導体化せずに各々の LCBP の分

子種を同定および定量することは非常に困難である。遊離 LCB の分析において、アミ

ノ基蛍光ラベル化剤である NBD-F を用いて誘導体化し、植物から抽出されたすべての

LCBの分子種を正確に定量できる方法が石川らによって確立された[97-98]。ところが、

植物における LCBP に特化した抽出、定量分析法は未だに確立されていない。したがっ

て、植物の内在性の LCBP を同定、定量する手法を確立するために、メタノール/水（1:1, 

v/v, 0.1%ギ酸）の混合溶媒を用いて LCBP 画分を抽出する方法を開発した。さらに、抽

出した LCBP をアセチル誘導体化し、LC-MS/MS 分析した。 
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Fig. 3 シロイヌナズナの緑葉におけるスフィンゴ脂質の存在比 
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＜実験材料と方法＞ 

 

１．使用した試薬 

有機溶媒および試薬は、和光純薬工業の高速液体クロマトグラフィー（HPLC）用、

もしくは特級グレードのものを使用した。C17スフィンゲニン 1－リン酸（d17:1
4E

-P）、

ファイトスフィンゴシン 1－リン酸（t18:0-P）は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)から

購入した。 

 

 

２．スタンダードサンプルのアセチル化 

 2.5 mM に調製した d17:1
4E

-P と t18:0-P のスタンダードサンプルをそれぞれ 1.5 ml マ

イクロチューブに移し、50℃のヒートブロック（Type 17600, Thermolyne）で温めながら

窒素ガスで乾固した。ピリジン 50 µl、無水酢酸 25 µl 加え、40℃のウォーターバス

（SB-1000, EYELA）で 20 分インキュベートした。遠心エバポレーター（CVE-100D, 

EYELA）で遠心濃縮した後、メタノール/水＝1：1 を 50 µl 加え、ボルテックス（TM-250, 

IWAKI）、ソニケーションした後、15000 rpm、1 分、室温で遠心した。上清をガラスバ

イアル（GLCTV-801, 島津ジーエルシー）に移し、LC-MS/MS で分析した。 

 

 

３．LCBP スタンダードサンプルの測定と検量線の作成 

 

 LCBP の異なる分子種におけるマススペクトルの感度を検証するために、アセチル化

した d17:1
4E

-P と t18:0-P を用いて多重反応モニタリング（MRM）のネガティブイオン

モード[M－H]－で LC-MS/MS 分析した。 
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LC-MS/MS を用いた LCBP の検出条件 

 

高速液体クロマトグラフ質量分析装置は以下の機器を用いた。 

DEGASSER（PGU-20A5, 島津） 

LIQUID CHROMATOGRAPH（LC-20ADXR, LC-10AT, 島津） 

AUTO SAMPLER（SIL-20A CXR, 島津） 

COLUMN OVEN（CTO-10A, 島津） 

Tandem quadrupole mass spectrometer（ACQUITY
®
TQD, waters） 

 

（高速液体クロマトグラフィー） 

使用したカラム   150 mm×2.0 mm id, 3 µm TSKgel ODS-100Z column（TOSOH） 

カラムの温度    40℃  

溶媒 A          メタノール/アセトニトリル（3∶2 v/v）、0.1%ギ酸、5 mM ギ酸ア

ンモニウム 

溶媒 B         水/ギ酸（1000∶1 v/v） 

流速        0.2 ml/min 

 

LCBP を分離するためのグラジエント条件のパラメーターは、Table 1 に示した。 

 

 

（タンデム四重極型質量分析条件） 

Experiment file       LCBP-Ac8.exp 

イオンモード    MRM [M－H]－ 5 チャンネル ES－ 

Span 0.6 

ES－Source 

Voltages                    Capillary(kV) 3.00 

                           Cone(V) 40  

                           Extractor(V) 2 

Temperatures                Source Temp(℃) 120 

Desolvation Temp(℃) 350 

分析時間 1～20 分 



17 

 

 

Solvent A (%) Solvent B (%) Gradient time (min) 

70 30 0 

70 30 2 

100 0 10 

100 0 16 

70 30 17 

 

LCBP 溶出後、次のサンプルを分析する前に、溶媒 A 70%、溶媒 B 30%のグラジエント

条件で 3 分間カラムを平衡化した（トータル 20 分） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1 LCBP 分子種を分離するための HPLC のグラジエント条件  
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４．アセチル化方法を用いた t18:0-P の同定 

 アセチル化した t18:0-Pのプレカーサーイオンとプロダクトイオンを同定するために、

プレカーサーイオンはネガティブフルスキャンモード、プロダクトイオンはプロダクト

イオンスキャンモードで測定した。同定したプレカーサーイオンとプロダクトイオンの

マススペクトルのパラメーターを Table 2 に示した。 
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LCBP molecular 

species 

Precursor ion 

[M-H]－ (m/z) 

Product ion 

(m/z) 

Cone Voltage 

(V) 

Collision Energy 

(V) 
Note 

d17:1-P 448.4 388.4 50 26 Berdyshev et al., 2005 

d18:1-P 462.4 402.4 50 28 Berdyshev et al., 2005 

d18:0-P 464.4 404.4 50 28 Berdyshev et al., 2005 

t18:1-P 520.4 418.4 60 32 The present study 

t18:0-P 522.4 420.4 60 32 The present study 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2 アセチル化した LCBP 分子種を MRM で検出するためのマススペクトルパラメーター 



20 

 

５．FB1未処理の植物体からの LCBP 画分の抽出方法 

 

LCBP の抽出は、Merrill らの方法を参考にして行った[101]。50 ml の遠心沈殿管

（8422CTF50, IWAKI）に 2-プロパノールを 20 ml 加え、80℃のウォーターバス（SB-1000, 

EYELA）で予熱した後、電子天秤で新鮮重量 5 g のシロイヌナズナロゼット葉あるいは

新鮮重量 10 g のカイワレダイコンのスプラウトを測定し、2-プロパノールが入った 50 

ml の遠心沈殿管（8422CTF50, IWAKI）に入れ、80℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）

で 10 分間インキュベートした。直ちに氷冷した後、メタノール/水＝1：1（0.1%ギ酸）

を 25 ml、2.5 µM d17:1
4E

 –P（内部標準）を 50 µl 加えてヒスコトロン（日音医理科器械

製作所、ジェネレータシャフトは NS-10 を使用した）で破砕した後、60℃のウォーター

バス（SB-1000, EYELA）で 10 分インキュベートし、冷却遠心機（KUBOTA 2700）で

1500 × g、10 分、室温で遠心した。上清をパスツールピペット（IK-PAS-5P, IWAKI）で

新しい 50 ml の遠心沈殿管（8422CTF50, IWAKI）に回収し、残りのペレットにメタノー

ル/水＝1：1（0.1%ギ酸）を 45 ml 加えてボルテックス（TM-250, IWAKI）した後、60℃

のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 10 分インキュベートし、冷却遠心機（KUBOTA 

2700）で 1500 × g、10 分、室温で遠心した。上清を再び 50 ml の遠心沈殿管（8422CTF50, 

IWAKI）に回収した後、ペレットにメタノール/水＝1：1（0.1%ギ酸）を 45 ml 加えてボ

ルテックス（TM-250, IWAKI）した後、60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で

10 分インキュベートし、冷却遠心機（KUBOTA 2700）で 1500 × g、10 分、室温で遠心

した。上清を 50 ml の遠心沈殿管（8422CTF50, IWAKI）に回収した後、200 ml のナス型

フラスコ（82-0730, IWAKI）に移し、ロータリーエバポレーター（N-1, EYELA）で濃縮

乾固した。ナス型フラスコ（82-0730, IWAKI）にクロロホルム/メタノール/濃塩酸＝100：

200：1 を 10 ml 加え、ソニケーションして溶解させた後、15 ml のネジ付き試験管（TST 

SCR 16-100, IWAKI）に回収した。50℃のヒートブロック（Type, 17600, Thermolyne）で

温めながら窒素ガスで乾固させた後、-20℃で保存した。 

 

 

６．FB1未処理の植物体から抽出した LCBP のアセチル化 

 

５．の方法により抽出して得られたサンプルにメタノール/水＝1：1（0.1%ギ酸）を 5 

ml 加え、60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 3 分インキュベートした後、冷

却遠心機（KUBOTA 2700）で 1500 × g、10 分、室温で遠心し、上清を新しい 15 ml のネ
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ジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に回収した。上清 1 ml を新しい 1.5 ml マイク

ロチューブに移し、50℃のヒートブロック（Type 17600, Thermolyne）で温めながら窒素

ガスで乾固した（この操作を 4 回繰り返した）。乾固したサンプルにピリジン 50 µl、無

水酢酸 25 µl 加え、40℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 20 分インキュベート

した。遠心エバポレーター（CVE-100D, EYELA）で遠心濃縮した後、メタノール/水＝1：

1 を 50 µl 加え、ボルテックス（TM-250, IWAKI）、ソニケーションした後、マイクロ遠

心機（KUBOTA 3400）で 20000 × g、1 分、室温で遠心した。上清をガラスバイアル

（GLCTV-801, 島津ジーエルシー）に移し、LC-MS/MS で分析した。 

 

 

７．LC-MS/MS を用いた LCBP の定量解析 

 

分析後、検出されたピーク面積を MSLinx ver. 4.1（waters）のソフトウェアで算出し

て、内部標準法（d17:1
4E

 –P を使用した）により LCBP の分子種組成の定量を行った。 
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＜結果＞ 

 

「LCBP 分析における LC-MS/MS 分析条件の最適化」 

 

最近の研究で、植物における LCBP の定量分析は MRM モードのポジティブイオンモ

ードで行われているが、生体内の LCBP 量は非常に少なく、誘導体化せずに植物の抽出

サンプルから LCBP を正確に定量することは難しい[62,66]。そこで我々は、LCBP をア

セチル化して定量するという分析方法を確立することを試みた。シロイヌナズナにおい

て、LCBP は主に、スフィンゲニン 1－リン酸（d18:1-P）、 スフィンゴシン 1－リン酸

（d18:0-P）、 トリヒドロキシスフィンゲニン 1－リン酸（t18:1-P）、ファイトスフィン

ゴシン 1－リン酸 （t18:0-P）の 4 つの分子種が存在し、t18:1-P、 t18:0-P が主要構成成

分である。Berdyshev らのアセチル化分析方法によると、スフィンゴシン 1－リン酸

（d18:1
4E

-P）と d18:0-P のみ分析が行われており、トリヒドロキシ型の LCBP は分析さ

れていない[99]。したがって、我々は、トリヒドロキシ型の LCBP の測定に焦点をあて

た。標品の t18:0-P を用いてネガティブフルスキャンモードで分析したところ、[M－H]

－が主なマスシグナルであり、質量電荷比（m/z）522.4 が検出された（Fig. 4A）。このマ

ススペクトルは、第一アミン、第二アルコール 2 個にアセチル基が結合した t18:0-P の

アセチル誘導体を表している。このマススペクトルに従って、我々はマスフラグメンテ

ーションを同定するために、プロダクトイオンスキャンモードで測定した。プレカーサ

ーイオンから断片化されたプロダクトイオンは、m/z 402.4、420.4、480.4 が検出された

（Fig. 4B）。これらのプロダクトイオンは、t18:0-P のアセチル誘導体を表しており、m/z 

420.4 が主なピークであることを表している（Fig. 4B）。m/z 420.4 は、[M－H−102]－の

損失した構造であり、アセチル化したアミドとアルコール経由の[O−C−CH2]と H2O から

脱離されたものであると説明できる（Fig. 4B）。したがって、ネガティブイオン化 MRM

モードにおけるアセチル化した t18:0-Pのプレカーサーイオン/プロダクトイオンの組み

合わせはm/z 522.4＞420.4であることを特定した。LCBや GlcCerの定量分析において、

トリヒドロキシ型の分子種はエレクトロスプレーイオン化法（ESI）でのイオン化効率

が悪く、ジヒドロキシ型より低感度であることが報告されている[66,97,102]。アセチル

誘導体化した LCBP におけるマススペクトルレスポンスを算出するために、d17:1
4E

-P、

t18:0-P を用いて解析した。それぞれ異なるモル量（5、25、50、100、250 pmol）で定量

し、検量線を作成したところ、d17:1
4E

-P、t18:0-P 間で感度の違いはなかった（Fig. 4C）。

これらの結果から、アセチル化 LCBP の同定と定量化は、マスレスポンスファクターな
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しで LCBP の相対量の算出に利用することができることが明らかになった。 
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Fig. 4 LCBP の LC-MS/MS 分析 

t18:0-P はピリジンと無水酢酸を用いて誘導体化した。アセチル誘導体化した LCBP は

LC-MS/MS を用いて分析した。LC によるサンプルの分離は、Prominence UFLCXR system (島

津製作所)、分離試料は、ACQUITY TQD mass spectrometer (Waters)によって解析した。  

(A)  アセチル誘導体化した t18:0-P のプレカーサーイオン 

(B)  アセチル誘導体化した t18:0-P の m/z = 522.4 のプロダクトイオン 

(C)  アセチル誘導体化した t18:0-P の定量分析 (n = 3) 
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「植物サンプルを用いた LCBP の抽出方法の確立と分子種分析」 

 

 植物の内在性の LCBP を分析するために、シロイヌナズナの野生型のロゼット葉（新

鮮重量 300 mg）を一般的に総スフィンゴ脂質の抽出方法に使われているイソプロパノ

ール/ヘキサン/水（55:5:16, v/v/v）の混合溶媒で抽出し、アセチル誘導体化したものを

LC-MS/MS で分析した。しかしながら、すべての LCBP を検出することができなかった。

この原因は、LCBP は両親媒性の構造を有するために、イソプロパノール/ヘキサン/水

（55:5:16, v/v/v）の混合溶媒に溶解しにくいことが考えられる。また、LCBP は他のス

フィンゴ脂質代謝物に比べてごく微量でしか存在しないことから、大量の植物サンプル

を用いて抽出する必要がある。したがって、我々は Merrill らの LCBP の抽出方法を参

考にして[101]、メタノール/水（1:1, 0.1%ギ酸）の混合溶媒を用いて新鮮重量 5 g の野生

型（WT）のロゼット葉から LCBP を抽出し、アセチル誘導体化したものを LC-MS/MS

で分析した。LC-MS/MS 分析したところ、シロイヌナズナの葉において主要な分子種で

ある d18:1-P、d18:0-P、t18:1-P、t18:0-P が同定され、新鮮重量 1 g あたり 0.52～5.12 pmol

の範囲で検出された（Fig. 5A）。この抽出方法が他の植物でも適用できるかどうか確認

するために、同じアブラナ科植物であるカイワレダイコンのスプラウト（新鮮重量 10 g）

を用いて行った。LC-MS/MS で分析すると、シロイヌナズナと同様に d18:1-P、d18:0-P、

t18:1-P、t18:0-P の分子種が検出された。新鮮重量 1 g あたりに換算すると、1.36～5.34 

pmol の範囲であった（Fig. 5B）。トータル LCBP 量を比較すると、シロイヌナズナの野

生型では新鮮重量 1 g あたり、約 8 pmol なのに対し、カイワレダイコンのスプラウトで

は新鮮重量 1 gあたり、約 12 pmol であった。これらの結果から、メタノール/水（1:1, 0.1%

ギ酸）の混合溶媒により、植物の内在性の LCBP が効率よく抽出されることがわかった。 
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Fig. 5 フモニシン B1未処理の LCBP 分子種分析 

LCBP はピリジンと無水酢酸を用いて誘導体化し、LC-MS/MS を用いて分析した。LC による

サンプルの分離は、Prominence UFLCXR system (島津製作所)、分離試料は、ACQUITY TQD 

mass spectrometer (Waters)によって解析した。  

(A) シロイヌナズナ野生型における LCBP の分子種組成 

(B) カイワレダイコンにおける LCBP の分子種組成  
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＜考察＞ 

 

基本的に、哺乳類における主要な LCB の構造は、Δ4 の位置に二重結合をもつスフィ

ンゴシン（d18:1
4E）というタイプであるが、C-4 の位置にヒドロキシル化された LCB、

いわゆるトリヒドロキシ LCB は、表皮、小腸、腎臓のような組織特異的に存在するこ

とが知られている[103-105]。植物における主要な LCB の構造はトリヒドロキシ LCB で

あり、このタイプは GlcCer、GIPC のような複合スフィンゴ脂質に多く存在しており、

LCBP でも主要な構成要素である[62]。したがって、LC-MS/MS を用いてトリヒドロキ

シ LCB を有するスフィンゴ脂質代謝物を分析することは重要である。我々は、本研究

で t18:0-Pの標品を用いてアセチル誘導体化し、定量する分析手法を確立させた（Fig. 4）。

この方法で、植物の内在性の主要な LCBP を同定し、定量することができた（Fig. 5）。

ところが、この分析方法ではいくつかの問題がある。t18:0-P をネガティブフルスキャ

ンモードで分析した結果によると、質量電荷比 522.4 だけでなく、480.4 も検出された

（Fig. 4A）。このマススペクトルは、おそらく、LCBP の 2 つ目の水酸基の水素原子が

アセチル基に置換されずに生じたものであると考えられる。また、質量電荷比 564.4 も

検出されたが、このマススペクトルは同定できていないが、アセチル化するインキュベ

ート時間と温度の条件によってリン酸の水酸基にアセチル化が起こった（オーバーアセ

チレーション）と予想される。プロダクトスキャンにおいて、プレカーサーイオン[M

－H]－に対するプロダクトイオンの移行は、質量電荷比 422.4 以外にと 402.4 と 480.4 が

検出された（Fig. 4B）。402.4 は、[M－H−120]－の損失した構造であり、アセチル化した

アミドとアルコール経由の[O−C−CH2]と2分子のH2Oから脱離されたものであると予想

される。480.4 は[M－H−42]－であり、アセチル化したアミド経由の[O−C−CH2]から脱離

されたものであると説明できる。このマススペクトルは、アセチル化の条件下で、完全

に反応していないために検出されたかもしれない。 

植物における LC-MS/MS を用いたスフィンゴ脂質分析において、トリヒドロキシ型

の分子種は ESI でのイオン化効率が悪く、ジヒドロキシ型より低感度であることが報告

されているが、d17:1
4E

-P、t18:0-P のスタンダードを用いた分析では、ジヒドロキシ型と

トリヒドロキシ型間で特に違いは見られなかった（Fig. 4C）。一方、FB1 未処理のロゼ

ット葉 300 mg で LCBP を分析すると、どの分子種においても検出されなかった。LCBP

の標品である d17:1
4E

-P を用いて LC-MS/MS 分析したところ、100 fmol が検出限界であ

った。要するに、LCBP は生体内で微量でしか存在せず、新鮮重量 300 mg での LCBP

量は、検出限界以下である。しかしながら、FB1未処理の野生型のロゼット葉 5 g では、



28 

 

夾雑物が多く、アセチル化の効率も低い可能性がある。 

一般的に、アセチル化というのは、アルコールとアミンの水素原子をアセチル基に置

換する反応であるが、この反応はトリエチルアミン、ピリジンのような塩基性触媒のも

とで塩化アセチル、もしくは無水酢酸を用いて行われる。我々は、Berdyshev らと同様

にアセチル化試薬として無水酢酸とピリジンを選択した[99]。もし、大量の植物試料か

ら LCBPを抽出してアセチル化する場合、今後 N,N-ジメチル-4-アミノピリジン（DMAP）

のような求核試薬を用いて誘導体化の効率を向上させる必要があるかもしれない。 

LCBP は、様々な細胞内シグナリングに関わるシグナル分子として作用することがわ

かっている[11,12,106]。しかしながら、LCBP は生体内で微量にしか存在せず、総スフ

ィンゴ脂質のうち約 1000 分の 1 しか存在しないことが予想されている[4]。実際に、植

物組織から LCBP を抽出することは非常に難しく、LC-MS/MS で定量するのも難しい。

また、LCBP の抽出に特化したアプローチが確立していない。これまでの研究で、ほと

んどの植物スフィンゴ脂質の研究者は、植物から総スフィンゴ脂質画分を抽出するため

に、イソプロパノール/ヘキサン/水の混合溶媒系を利用し、そこからダイレクトに LCBP

を MRM のポジティブイオンモードで測定している[15,19,40,94,95]。ところが、この混

合溶媒系では、全種類のスフィンゴ脂質を網羅的に抽出することができない。実際に、

この溶媒システムで LCBP 抽出して分析したが、検出されなかった。これは、LCBP は

両親媒性を有する構造であり、LCB の C1部分の水酸基に結合しているリン酸があるた

めに極性が高く、酸性条件下以外のシステムでは溶出しにくいためであると考えられる。 

以前の研究で、LCBP の抽出にクロロホルム/メタノール/濃塩酸（100:200:1, v/v/v）の

溶媒を用いて内在性 LCBP の同定と定量が行われたが、結局のところ、クロロホルム/

メタノール溶媒系では、抽出効率が悪いことから、スフィンゴ脂質の抽出に適さない

[32]。動物における LCBP の研究で、Merrill らによってメタノール/水（1:1, v/v）の溶媒

系を用いた抽出方法が確立されている[101]。LCBP が酸性条件かつ高極性の溶媒で適用

できるか確認するために、我々はメタノール/水（1:1,v/v）で 0.1%ギ酸を含む溶媒系を

適用した。この新たな溶媒系を用いて抽出したサンプルを LC-MS/MS で分析したとこ

ろ、内在性の LCBP を検出することに成功した。また、本研究で開発した LCBP の抽出

解析方法を用いて、シロイヌナズナのサンプルだけでなく、カイワレダイコンのサンプ

ルからでもすべての LCBP を検出できたことから、植物体からの LCBP 抽出解析に適し

た方法の開発も成功した。しかしながら、溶媒の極性が比較的に高いため、水溶性の物

質も同時に抽出される。今後、より高純度の LCBP を抽出するためには、オクタデシル
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シリル（ODS）基カラムやイオン交換カラムなどを用いて、LCBP 画分を精製する必要

がある。また、今回の分析システムでは、ODS カラム（150×2.0 mm i.d.）を用いて LCBP

の分子種を分離して質量分析した。しかしながら、不飽和 LCBP のシス/トランス異性

体を分離できなかった。これは、ODS カラム（250×2.0 mm i.d.）を１つもしくはタンデ

ムに 2 本つなげたシステムで分析すると分離できる可能性がある[98,102]。今後、スモ

ールスケールで分析するために高感度で最適化された分析方法や抽出方法をさらに改

良させることがスフィンゴ脂質代謝における LCBP の重要性を理解するための鍵とな

ると予想される。 
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第ニ章 スフィンゴイド長鎖塩基 1－リン酸の代謝動態に

及ぼすフモニシン B1の影響 

 

序論 

 スフィンゴ脂質の中間代謝物である LCB、LCBP は、生体内で微量ではあるが、細

胞内シグナリングに重要な役割を担う生理活性分子である[11,12,79]。CER シンターゼ

阻害剤である FB1は、スフィンゴ脂質代謝を抑制することが動物や、植物の研究で知ら

れている[79,107-109]。FB1を植物組織に処理すると、LCB が蓄積されるとともに、細胞

死が誘導されることがスフィンゴ脂質代謝経路に関わる酵素遺伝子のノックアウトミ

ュータントや形質転換体を用いて明らかになっている[89-92]。しかしながら、この植物

の生体内の現象は、LCB が合成される前の段階であり、スフィンゴ脂質代謝のファー

ストステップである SPT や SPT のネガティブレギュレーターであるオロソムコイド

（ORM）遺伝子に焦点を当てた研究がほとんである[110]。一方、FB1処理の際は、LCB

の蓄積を回避するために、LCBK による LCBP の合成と、DPL、SPP による LCBP の分

解というスフィンゴ脂質の異化作用がはたらくと考えられる。最近、dpl1 のロゼット葉

や実生を FB1処理すると、野生型と比較して白色化し、過感受性を示すことがわかって

いる[32-33]。さらに、dpl1 は LCB と同時に LCBP も過剰に蓄積することから、LCBP

は LCB の蓄積を回避するために合成されたと考えられている[32-33]。したがって、細

胞内の LCBP/LCB のバランスが細胞死の運命を司るのではないかと予想されるが、FB1

誘導細胞死と LCBP 代謝との関係性については、まだ不明な点は多い。我々は、LCBK1

が FB1の感受性と LCBP レベルとの関係を理解するためのカギとなると予想した。そこ

で本研究では、LCBP 代謝に関わるシロイヌナズナの形質転換体を用いて、FB1 によっ

て引き起こされる細胞死と、LCB および LCBP の分子種レベルとの関係性を調べた。 
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＜実験材料と方法＞ 

 

１．使用した植物と生育条件 

実験で用いたシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の野生型はコロンビア株を用い

た。 

LCBK1 過剰発現株は、以下のように作製した。まず、野生型のロゼット葉から抽出

したゲノム DNA を用いて PCR により LCBK1 を増幅させた。この PCR 断片を Gateway 

cloning technology（Thermo Fisher Scientific）を用いて pDONR221 に導入し、エントリー

クローンを作製した。続いて 35S プロモーター制御下の発現クローンを作製するために、

デスティネーションベクターである pFASTG-02 に導入し[111]、コンストラクトを作製

した（Fig. 6）。この発現クローンをエレクトロポレーションによってアグロバクテリウ

ム（Agrobacterium tumefaciens, GV3101 株）に形質転換させ、花序浸し法を用いて野生

型に感染させた[112]。感染させた植物によって得られた形質転換種子（T1）は、蛍光

実体顕微鏡（M165FC, LEICA）を用いて選別し、最終的に T3 種子（ホモザイガス系統）

を得た（Fig. 7）。LCBK1 ノックダウン変異株は、人工的な miRNA を用いた遺伝子サイ

レンシング法（WMD3-Web MicroRNA Designer）を用いて LCBK1 特異的な microRNA

をデザインした[113-114]。LCBK1 特異的な人工 miRNA 前駆体を pRS300 を用いて作製

し、この PCR 断片を過剰発現株と同様に pDONR221 を用いてエントリークローンに導

入した（Fig. 6）。pFAST-G02 に導入して発現クローンを作製した後、アグロバクテリウ

ムに形質転換させ、花序浸し法により、野生型に感染させて最終的に T3 種子（ホモザ

イガス系統）を得た（Fig. 7）。 

実験で用いたシロイヌナズナ野生型、過剰発現株、抑制株は、土壌もしくはムラシゲ

スクーグ（MS）寒天培地で生育させ、22℃、長日条件（16 時間明期（4000～5000 ルッ

クス）／8 時間暗期）に設定したインキュベーター（MIR-553, SANYO）、もしくは恒温

室で生育させた。 
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A 

B 

Fig. 6 AtLCBK1 形質転換体の作製 

LCBK1 の形質転換体を作製するために、Gateway 法を用いてクローニングした。 

(A) AtLCBK1 過剰発現株用コンストラクトの作製 

過剰発現用コンストラクトはゲノム DNA をテンプレートにして LCBK1 の ORF を増幅し、

デスティネーションベクター（pFAST-G02）を用いてコンストラクトを作製した。 

(B) AtLCBK1 抑制株用コンストラクトの作製 

抑制用コンストラクトは WMD3 による amiRNA 法を用いて LCBK1 特異的な 20 塩基の配列

を増幅し、最終的にデスティネーションベクター（pFAST-G02）を用いてコンストラクトを

作製した。 
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Fig. 7 AtLCBK1 形質転換種子の選別 

形質転換種子を蛍光実体顕微鏡（GFP 観察用蛍光フィルターを使用）で観察した。紫色で囲

んだ種子は形質転換した T1 種子、橙色で囲んだ種子はホモと考えられる種子を示している。 
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２．使用した試薬 

有機溶媒および試薬は、和光純薬工業の HPLC、もしくは特級グレードのものを使用

した。 

33%メチルアミン溶液はシグマアルドリッチから購入した。FB1は和光純薬工業から購

入した。NBD-F、トリパンブルーは同仁化学から購入した。C17-スフィンゲニン（d17:1
4E）

は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)から購入した。 

 

 

３．実験で用いたプライマー 

LCBK1を含んだコンストラクトを作製するのに用いたプライマーと LCBK1の発現量

を確認するために用いたプライマーを下記の Table 3 にリストアップした。 
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Table 3 LCBK1 の mRNA 量を解析するために使用したプライマー 

Primer name sequence 

attB1-AtLCBK1-F 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGCAGAAGAGTGGTGTTAA-3’ 

attB2-AtLCBK1-R 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTATGAATGTCGTCCAGGAG-3’ 

attB1-amiRNA-A 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC-3’ 

attB2-amiRNA-B 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG-3’ 

amiRNA forward1-1-AtLCBK1 5’-GATTAACTATGAATGTCGTCCATTCTCTCTTTTGTATTCC-3’ 

amiRNA forward2-1-AtLCBK1 5’-GAATGGACGACATTCATAGTTAATCAAAGAGAATCAATGA-3’ 

amiRNA forward3-1-AtLCBK1 5’-GAATAGACGACATTCTTAGTTATTCACAGGTCGTGATATG-3’ 

amiRNA forward4-1-AtLCBK1 5’-GAATAACTAAGAATGTCGTCTATTCTACATATATATTCCT-3’ 

amiRNA forward1-10-AtLCBK1 5’-GATATAATACCGGTATGACTCCATCTCTCTTTTGTATTCC-3’ 

amiRNA forward2-10-AtLCBK1 5’-GATGGAGTCATACCGGTATTATATCAAAGAGAATCAATGA-3’ 

amiRNA forward3-10-AtLCBK1 5’-GATGAAGTCATACCGCTATTATTTCACAGGTCGTGATATG-3’ 

amiRNA forward4-10-AtLCBK1 5’-GAAATAATAGCGGTATGACTTCATCTACATATATATTCCT-3’ 

AtLCBK1-525-U 5’-TGTATCTGATCCAGGTCCAA-3’ 

AtLCBK1-ORF-L 5’-CTATGAATGTCGTCCAGGAG-3’ 

At-Act2-F 5’-AGAGATTCAGATGCCCAGAAGTCTT-3’ 

At-Act2-R 5’-AACGATTCCTGGACCTGCCTC-3’ 

Real-Time EF-1-alfa-F 5’-TCGCGTGTTATAGCTTCGTTTC-3’ 

Real-Time EF-1-alfa -R 5’-CGCCACCTCCGATCAAGA-3’ 

Real-Time AtLCBK1-F 5’-TGCATTGCATGGAGAAGTGATAT-3’ 

Real-Time AtLCBK1-R 5’-ATGTCGTCCAGGAGCGTTACC-3’ 

Real-Time AtSPP-F 5’-CGGAGTGCAGCAAACGTACA-3’ 

Real-Time AtSPP-R 5’-AGGGAGCTCTGGTGAGAAGATTC-3’ 

Real-Time AtDPL-F 5’-TTACTCTTCAACACGTCCCTGTA-3’ 

Real-Time AtDPL-R 5’-GTGATCGGTCCTGGGTTTGC-3’ 
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４．AtLCBK1 形質転換体における遺伝子発現量の解析 

 

４－１．トータル RNA 抽出 

 

LCBK1 形質転換体の LCBP 関連遺伝子の発現量を確認するために、RNA Spin Mini 

RNA isolation Kit（GE healthcare）を用いてロゼット葉からトータル RNA を抽出した。 

 

ロゼット葉 1 枚を 2 ml のマイクロチューブに移し、ジルコニアビーズを 2 個入れて

ふたを閉めた後、液体窒素で凍らせた。ボルテックス（TM-250, IWAKI）で破砕し、

液体窒素で再び凍らせ、細かくなるまで繰り返した（計 5 回）。RA1 溶液（メルカプト

エタノール添加済み）を 353.5 µl 加え、ボルテックス（TM-250, IWAKI）した後、マイ

クロ遠心機（KUBOTA 3400）で 20000 × g、5 分、室温で遠心した。新しい 1.5 ml マイ

クロチューブに上清を移し、70%エタノールを 350 µl 加え、10 秒×2 回ボルテックス

（TM-250, IWAKI）してスピンダウンした。コレクションチューブと SV ミニカラム

（promega）を組みたてた後、ライセートをカラムに入れてマイクロ遠心機（KUBOTA 

3400）で 14000 × g、30 秒、室温で遠心した。カラムを新しいコレクションチューブに

移した後、350 µl の MDB 溶液を加え、マイクロ遠心機（KUBOTA 3400）で 14000 × g、

1 分、室温で遠心した。フロースルーを捨て、再びカラムとコレクションチューブを

セットした後、95 µl の DNase 溶液（DNaseⅠ 9.5 µl、DNase 反応バッファー  85.5 µl）

を加え、室温で 30 分インキュベートした。RA2 溶液を 200µl 加え、マイクロ遠心機

（KUBOTA 3400）で 14000 × g、1 分、室温で遠心し、フロースルーを廃棄した。カラ

ムに新しいコレクションチューブをセットした後、RA3 溶液を 600 µl 加え、マイクロ

遠心機（KUBOTA 3400）で 14000 × g、1 分、室温で遠心した。フロースルーを捨て再

びカラムとコレクションチューブをセットした後、250 µl の RA3 溶液を加え、マイク

ロ遠心機（KUBOTA 3400）で 14000 × g、2 分、室温で遠心した。カラムを 1.5 ml マイ

クロチューブにセットし、滅菌水を 50 µl 加え、マイクロ遠心機（KUBOTA 3400）で

14000 × g、1 分、室温で遠心した。カラムを捨て、抽出したトータル RNA をナノドロ

ップ 2000（Thermo Scientific）で定量した後、N2ガスで溶液を還元し、-80℃で保存し

た。 

 

 

４－２．RT-PCR 法による cDNA 合成 

 

抽出したトータル RNA を逆転写酵素を用いて cDNA 合成した。 
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RNA Spin Mini RNA 単離キット（GE healthcare）で抽出したトータル RNA を 1 µg

になるように調製し、8 µl を PCR チューブに加えた。PCR チューブに Oligo（dT）12-18 

プライマー（Invitrogen）を 1 µl、dNTP Mix（TaKaRa）を 4 µl 加え、65℃で 5 分インキ

ュベートし、氷上で 1 分間インキュベートした。5×First strand バッファー（Invitrogen）

を 4 µl、0.1 M DTT（Invitrogen）を 2 µl 加えてスピンダウンした後、M-MLV 逆転写酵

素（Invitrogen）を 1 µl 加え、サンプルを PCR Thermal Cycler Dice（TaKaRa）を用いて

37℃で 50 分、70℃で 15 分間処理した。サンプルを室温でインキュベートした後、

RNaseH溶液を 1 µl加え、スピンダウンし、サンプルを PCR Thermal Cycler Dice（TaKaRa）

を用いて 37℃で 30 分処理した後、ナノドロップ 2000（Thermo Scientific）で定量し、

-20℃で保存した。 

 

RT-PCR 反応液組成（1 本分） 

Total RNA   8 µl 

Oligo（dT）12-18 Primer  1 µl 

dNTP Mix   4 µl 

5×First strand buffer  4 µl 

0.1 M DTT   2 µl 

M-MLV RT（200V/µl）  2 µl 

Total          20 µl 

 

 

RNaseH 溶液（1 本分） 

 

RNaseH  0.2 µl 

D.W.  0.8 µl 

Total    1 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

４－３．電気泳動法による mRNA 量の発現解析 

 

調製した cDNA をテンプレートとして PCR し、Act2 発現量を確認した。 

 

PCR 反応液組成（5 本）             PCR 反応条件 

 

10×Ex Taq buffer    10 µl   94℃     3 分 

dNTP        8 µl   94℃     30 秒 

AtACT2-F      2 µl   55℃     30 秒  25cycles 

AtACT2-R      2 µl   72℃     1 分 

Ex Taq       0.5 µl   72℃     3 分 

滅菌水       72.5 µl    4℃      ∞ 

Total       95 µl 

      ↓ 

19 µl ずつ分注 

 

cDNA      1 µl×5 本   total 20 µl 

 

 

※10×Ex taq buffer 、2.5 mM dNTP Mix、Ex taq はタカラバイオ社の製品、プライマーは 

invitrogen で受託合成したものを用いた 

 

 

サンプル 2 µl、滅菌水 8 µl、10×Dye1 µl を混ぜて、1%アガロースゲル溶液で電気泳動し

た 

 

 

1%アガロースゲル溶液 16 ml 組成 

Agarose L03    （TaKaRa）                                0.16 g 

0.5×TBE                                           16 ml 

Gel Red Nucleic Acid Gel Stain 10000×in H2O   （Biotium）        1.6 µl 

 

 

5×TBE 組成（500 ml） 

Tris   27 g 

ホウ酸       13.75 g 

0.5 M EDTA 10 ml 

Up to MilliQ    500 ml    
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Act2 のバンド確認後、cDNA をテンプレートとして LCBK1 の発現量を確認した 

 

PCR 反応液組成（5 本）             PCR 反応条件 

 

10×Ex Taq buffer   10 µl   94℃           3 分 

dNTP        8 µl   94℃     30 秒 

AtLCBK1-525-U    2 µl   55℃          30 秒  25cycles 

AtLCBK1-ORF-L   2 µl   72℃           1 分 

Ex Taq       0.5 µl   72℃           3 分 

滅菌水      72.5 µl   4℃      ∞ 

Total 95 µl 

      ↓ 

19 µl ずつ分注 

cDNA      1 µl×5 本   total 20 µl 

 

※10×Ex taq buffer 、2.5 mM dNTP Mix、Ex taq はタカラバイオ社の製品、プライマーは

invitrogen で受託合成したものを用いた 

 

サンプル 3 µl、滅菌水 7 µl、10×Dye1 µl を混ぜて、1%アガロースゲル溶液で電気泳動し

た 

 

1%アガロースゲル溶液 16 ml 組成 

Agarose L03    （TaKaRa）                               0.16 g 

0.5×TBE                                           16 ml 

Gel Red Nucleic Acid Gel Stain 10000×in H2O     （Biotium）      1.6 µl 
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４－４．RT-qPCR 法による LCBP 関連遺伝子の発現解析 

 

LCBK1のmRNA発現量を数値化するために、Thermal Cycler Dice Real Time System Lite

（TaKaRa）を用いて LCBK1 の過剰発現株、抑制株を野生型と比較して定量を行った。

qPCR の試薬は、SYBR Premix Ex taqⅡ（TaKaRa）を用いた。 

 

mRNA 発現量を異なるサンプル間で比較するために、ハウスキーピング遺伝子とし

て EF-1α遺伝子を用いて相対定量を行った。相対定量を行うために、目的遺伝子とハウ

スキーピング遺伝子のそれぞれについて 5 段階濃度のスタンダード（野生型）を用いて

検量線を作成した。具体的に、合成した cDNA の原液を 1 として、0.5、0.2、0.1、0.05

と段階希釈した。 

 

検量線サンプル（5 本） 

 1 段階上からとったサンプル量 滅菌水 トータル 

1（原液）    

0.5 2.5 µl 2.5 µl 5 µl 

0.2 2.0 µl 3.0 µl 5 µl 

0.1 2.5 µl 2.5 µl 5 µl 

0.05 2.5 µl 2.5 µl 5 µl 

 

 

野生型、過剰発現株、抑制株の RNA サンプルは合成した cDNA（原液）から 2 倍希

釈したものをテンプレートとして用いた。 
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＜EF1α＞ 

qPCR 反応液組成（15 本）                             qPCR 反応条件 

SYBR Premix Ex taqⅡ             150 µl            95℃    30 秒 

Real-Time EF-1-Alfa-F              15 µl            95℃     5 秒      

Real-Time EF-1-Alfa-R              15 µl            60℃    30 秒    

滅菌水                          105 µl            95℃    15 秒 

                          Total  285 µl            60℃    30 秒  Dissociation 

         ↓                              95℃    15 秒 

19 µl ずつ分注 

         ↓ 

各 cDNA サンプルを 1 µl ずつ加えた total 20 µl 

 

＜LCBK1＞ 

qPCR 反応液組成（15 本）                             qPCR 反応条件 

SYBR Premix Ex taqⅡ             150 µl            95℃    30 秒 

Real-Time EF-1-Alfa-F              15 µl            95℃     5 秒     

Real-Time EF-1-Alfa-R              15 µl            60℃    30 秒    

滅菌水                          105 µl            95℃    15 秒 

                          Total  285 µl            60℃    30 秒  Dissociation 

         ↓                              95℃    15 秒 

19 µl ずつ分注 

         ↓ 

各 cDNA サンプルを 1 µl ずつ加えた total 20 µl 

 

＜SPP1＞ 

qPCR 反応液組成（15 本）                             qPCR 反応条件 

SYBR Premix Ex taqⅡ             150 µl            95℃    30 秒 

Real-Time EF-1-Alfa-F              15 µl            95℃     5 秒    

Real-Time EF-1-Alfa-R              15 µl            60℃    30 秒    

滅菌水                          105 µl            95℃    15 秒 

                          Total  285 µl            60℃    30 秒  Dissociation 

         ↓                              95℃    15 秒 

19 µl ずつ分注 

         ↓ 

各 cDNA サンプルを 1 µl ずつ加えた total 20 µl 

 

40 cycles 

40 cycles 

40 cycles 
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＜DPL1＞ 

qPCR 反応液組成（15 本）                             qPCR 反応条件 

SYBR Premix Ex taqⅡ             150 µl            95℃    30 秒 

Real-Time EF-1-Alfa-F              15 µl            95℃     5 秒    

Real-Time EF-1-Alfa-R              15 µl            60℃    30 秒    

滅菌水                          105 µl            95℃    15 秒 

                          Total  285 µl            60℃    30 秒  Dissociation 

         ↓                              95℃    15 秒 

19 µl ずつ分注 

         ↓ 

各 cDNA サンプルを 1 µl ずつ加えた total 20 µl 

 

 

＜SPHK1＞ 

qPCR 反応液組成（15 本）                             qPCR 反応条件 

SYBR Premix Ex taqⅡ             150 µl            95℃    30 秒 

Real-Time EF-1-Alfa-F              15 µl            95℃     5 秒    

Real-Time EF-1-Alfa-R              15 µl            60℃    30 秒    

滅菌水                          105 µl            95℃    15 秒 

                          Total  285 µl            60℃    30 秒  Dissociation 

         ↓                              95℃    15 秒 

19 µl ずつ分注 

         ↓ 

各 cDNA サンプルを 1 µl ずつ加えた total 20 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

40 cycles 

40 cycles 
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５．表現型の解析 

 

５－１．FB1処理と導電率の測定 

 

FB1処理した時の LCBK1 形質転換植物のロゼット葉におけるイオン漏出量を調べる

ために、ロゼット葉 2 枚を FB1溶液（10 µM）10 ml を試験管に入れ、24、48、72 時間

後のイオン漏出量を、導電率メーター（ES-14, HORIBA）を用いて測定した。 

 

 

FB1溶液 50 ml の場合 

MilliQ     50 ml 

10 mM FB1ストック溶液（10 µM） 50 µl 

 

 

５－２．トリパンブルー染色 

 

トリパンブルー染色方法は、Rate、Koch らのグループの手順に従って行った[115-116]。

FB1処理した葉において細胞死の判定をするために、FB1処理 48、72 時間の LCBK1 形

質転換植物のロゼット葉を用いてトリパンブルー染色した。FB1溶液で処理したロゼッ

ト葉を MilliQ で洗浄した後、1.5 ml マイクロチューブに移し、トリパンブルー溶液を 1 

ml 加え、100℃で 5 分間ボイルした。室温で一晩おいた後、トリパンブルー溶液を捨て、

抱水クロラール溶液（100 ml の MilliQ に対して 250 g の抱水クロラール）を 1 ml 加え

て、振とう台（SHM-100, IWAKI）を用いて脱色した。青色が薄くなるまで、この操作

を繰り返した。脱色後、ロゼット葉をガラスシャーレに移し、実体顕微鏡（SZX16-3131, 

OLYMPUS）で観察した。 

 

トリパンブルー溶液 （ロゼット葉 4 枚あたり） 

フェノール  1 g 

グリセロール  1 ml 

乳酸   1 ml 

トリパンブルー  1 ml 

MilliQ   1 mg 
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５－３．FB1を添加した MS 培地を用いた植物体と根の解析 

 

FB1を含む MS 培地に野生型、LCBK1 形質転換株の種子を播種するために、種子の滅

菌を行った。種子を 1.5 ml マイクロチューブに入れた後、70%エタノールを 1 ml 加え、

1 分間チューブを上下撹拌して洗浄した。マイクロ遠心機で 5 秒遠心した後、上清を取

り除き、5%滅菌液（キッチンブリーチを薄めたもの）を 1 ml 加えて 15 分間チューブを

上下撹拌して洗浄した。マイクロ遠心機で 5 秒遠心した後、上清を取り除き、1 ml の

MilliQ を加えて 1 分間チューブを上下撹拌して洗浄した。マイクロ遠心機で 5 秒遠心し

た後、上清を取り除いた。1 ml の MilliQ で洗浄して上清を取り除く操作を 4 回繰り返

した。種子を MS 培地（2.3 mg ml
-1

 MS 塩、1% (w/v) スクロース、3 µg ml
-1

 チアミン

塩酸塩、5 µg ml
-1

 ニコチン酸、0.5 µg ml
-1

 ピリドキシン塩酸塩、0.2% (w/v) ゲランガム）

に 0.3 µM、0.5 µM の FB1を含むプレートに播種し、4℃で 2 日間インキュベートした。

4℃で処理した後、22℃、長日条件（16 時間明期（4000～5000 ルックス）／8 時間暗期）

に設定した恒温室で生育させた。植物体の観察は、22℃の長日条件で生育してから 18

日経過した植物体を実体顕微鏡（SZX16-3131, OLYMPUS）またはデジタルカメラ

（CASIO）で観察した。根の観察は、22℃の長日条件で生育してから 7、14 日目の根を

実体顕微鏡（SZX16-3131, OLYMPUS）またはデジタルカメラ（CASIO）で観察し、根

の伸長を測定した。 

 

 

MS 培地 組成 250 ml 角 2 号シャーレ 5 枚分 

2×MS ストック溶液    （0.5×） 62.5 ml 

1000×ビタミンストック溶液 （1×）  250 µl 

スクロース        （1%）   2.5 g 

1N KOH で pH 5.8 に調製 

Up to MilliQ             250 ml 

ゲランガム        （0.2%） 0.5 g 

 

1000×ビタミンストック溶液 100 ml 

チアミン塩酸塩     300 mg 

ニコチン酸             500 mg 

ピリドキシン塩酸塩      50 mg 

Up to MilliQ             100 ml 
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５－４．FB1処理サンプルの調整 

 

 FB1処理した時の LCBK1 形質転換植物における LCB、LCBP の含有量を調べるため

に、FB1溶液（10 µM）10 ml にロゼット葉 300 mg を浸し、22℃、長日条件（16 時間明

期（4000～5000 ルックス）／8 時間暗期）でインキュベートした。インキュベート後、

48時間経ったロゼット葉をMilliQで洗浄し、3 mlのイソプロパノールが入った 15 ml ネ

ジ付き試験管に移し、80℃のウォーターバスで 10 分間インキュベートした。インキュ

ベート後、直ちに氷冷し、-20℃で保存した。このサンプルを用いて LCB あるいは LCBP

の抽出を行った。 

 

 

10 µM FB1溶液  10 ml 

 

10 mM FB1ストック溶液  10 µl 

MilliQ    10 ml 
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６．スフィンゴ脂質分析 

 

スフィンゴ脂質の分析を行うために、野生型、過剰発現株、抑制株の FB1処理、もしくは

未処理のロゼット葉 300 mg を用いて実験を行った。 

 

 

６－１．総スフィンゴ脂質の抽出 

 

総スフィンゴ脂質の抽出は、Markham らの方法を改変して行った[66]。15 ml のネジ

付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に 2-プロパノールを 3 ml 加え、80℃のウォータ

ーバス（SB-1000, EYELA）で予熱した後、電子天秤で新鮮重量 300 mg のロゼット葉を

測定し、2-プロパノールが入った 15 ml のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に

入れ、80℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 10 分間インキュベートした。直ち

に氷冷した後、ヘキサン 250 µl、MilliQ 600 µl、10 µM d17:1
4E溶液（内部標準）を 10 µl

を加えてヒスコトロン（日音医理科器械製作所、ジェネレータシャフトは NS-10 を使用

した）で破砕した後、60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 10 分インキュベー

トし、冷却遠心機（KUBOTA 2700）で 1500 × g、10 分、室温で遠心した。上清をパス

ツールピペット（IK-PAS-5P, IWAKI）で新しい 15 ml のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, 

IWAKI）に回収し、残りのペレットに 2-プロパノール/ヘキサン/水（55：5：16）を 3 ml

加えてボルテックス（TM-250, IWAKI）した後、60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）

で 10 分インキュベートし、冷却遠心機（KUBOTA 2700）で 1500 × g、10 分、室温で遠

心した。上清を再び 15 ml のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に回収した後、

ペレットに 2-プロパノール/ヘキサン/水＝55：5：16を 3 ml加えてボルテックス（TM-250, 

IWAKI）した後、60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 10 分インキュベートし、

冷却遠心機（KUBOTA 2700）で 1500 × g、10 分、室温で遠心した。上清を 15 ml のネジ

付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に回収した後、50 ml のナス型フラスコ（82-0723, 

IWAKI）に移し、ロータリーエバポレーター（N-1, EYELA,）で濃縮乾固した。ナス型

フラスコ（82-0723, IWAKI）に 2-プロパノール/ヘキサン/水＝55：5：16 を 1 ml 加え、

ソニケーションして溶解させた後、15 ml のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）

に回収し、50℃のヒートブロック（Type 17600, Thermolyne）で温めながら窒素ガスで乾

固させた。33%メチルアミンを 1 ml 加え、ボルテックス（TM-250, IWAKI）、ソニケー

ションし、50℃のヒートブロック（Type 17600, Thermolyne）で 1 時間弱アルカリ処理し
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た。窒素ガスで乾固した後、テトラヒドロフラン/メタノール/水＝2：1：2（0.1%ギ酸）

を 1 ml 加え、-20℃で保存した。 

 

 

６－２．LCB 画分の抽出 

 

６－１の方法で抽出したサンプルを 60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 3

分間インキュベートし、ボルテックス（TM-250, IWAKI）、ソニケーションした後、再

び 60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 3 分間インキュベートし、直ちに 1.5 ml

マイクロチューブに移した。50℃のヒートブロック（Type17600, Thermolyne）で温めな

がら窒素ガスで乾固した後、ヘキサンを 200 µl、メタノール/水=1：1 を 300 µl 加え、ボ

ルテックス（TM-250, IWAKI）し、マイクロ遠心機（KUBOTA3400）で 20000 × g、2 分、

室温で遠心した。上層を取り除いた後、ヘキサンを 200 µl 加えてボルテックス（TM-250, 

IWAKI）し、マイクロ遠心機（KUBOTA3400）で 20000 × g、2 分、室温で遠心し、上層

を取り除いた。残りの下層にクロロホルム 300 µl、25%アンモニア水 22.5 µl 加えてボル

テックス（TM-250, IWAKI）し、マイクロ遠心機（KUBOTA3400）で 20000 × g、3 分、

室温で遠心した。下層を新しい 1.5 ml マイクロチューブに移し、-20℃で保存した。 

 

 

６－３．LCB の誘導体化 

 

６－２の方法で抽出した LCB 画分のサンプルを 50℃のヒートブロック（Type 17600, 

Thermolyne）で温めながら窒素ガスで乾固させ、100%メタノールを 50 µl 加えて、ボル

テックス（TM-250, IWAKI）、ソニケーションした。0.1 M ホウ酸バッファーを 10 µl、

NBD-F（1 mg/ml）を 40 µl を加えてボルテックス（TM-250, IWAKI）し、60℃のウォー

ターバス（SB-1000, EYELA）で 20 分インキュベートした。直ちに 10%ギ酸を 10 µl 加

えて 5 分間氷冷し、マイクロ遠心機（KUBOTA3400）で 20000 × g、1 分、室温で遠心し

た。上清をガラスバイアル（GLCTV-801, 島津ジーエルシー）に移し、LC-MS/MS で分

析した。 
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６－４．LC-MS/MS の条件 

 LC-MS/MS の条件 LCB の場合 

高速液体クロマトグラフ質量分析装置 

DEGASSER （PGU-20A5, 島津） 

LIQUID CHROMATOGRAPH（LC-20ADXR, LC-20AT, 島津） 

AUTO SAMPLER（SIL-20A CXR, 島津） 

COLUMN OVEN（CTO-10A, 島津） 

Tandem quadrupole mass spectrometer（ACQUITY
®
TQD, waters） 

 

（高速液体クロマトグラフィー） 

使用したカラム   150 mm×2.0 mm id, 3 µm TSKgel ODS-100Z column（TOSOH） 

カラムの温度    40℃  

溶媒 A             水/ギ酸（1000∶1 v/v） 

溶媒 B             メタノール/アセトニトリル（3∶2 v/v） 

流速        0.2 ml/min 

 

LCBP を分離するためのグラジエント条件のパラメーターは、Table 4 に示した。 

 

 

（タンデム四重極型質量分析条件） 

Experiment file      LCB-NBD-F-7.exp 

イオンモード     MRM [M－H]－ 5 チャンネル ES－ 

Span 0.6 

ES－Source 

Voltages                    Capillary (kV) 3.00 

                           Cone (V) 40  

                           Extractor (V) 2 

Temperatures               Source Temp (℃) 120 

Desolvation Temp (℃) 350 

分析時間 1～20 分 

 

LCBのプレカーサーイオンとプロダクトイオンのMSスペクトルのパラメーター（Table 

5）と溶媒のグラジエント条件は、石川らの方法に従って行った[97]。 
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Solvent A (%) Solvent B (%) Gradient time (min) 

30 70 0 

15 85 2 

10 90 10 

0 100 16 

70 30 17 

 

LCB 溶出後、次のサンプルを分析する前に、溶媒 A 30%、溶媒 B 70%のグラジエント

条件で 3 分間カラムを平衡化した（トータル 20 分） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4 LCB 分子種を分離するための HPLC のグラジエント条件  
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LCB molecular 

species 

Precursor ion 

[M-H]－ (m/z) 

Product ion 

(m/z) 

Cone Voltage 

(V) 

Collision Energy 

(V) 
Note 

d17:1 447.3 193 25 20 Ishikawa et al., 2014 

d18:1 461.3 193 25 20 Ishikawa et al., 2014 

d18:0 463.3 193 25 20 Ishikawa et al., 2014 

t18:1 477.3 193 25 22 Ishikawa et al., 2014 

t18:0 479.3 193 25 22 Ishikawa et al., 2014 

Table 5 NBD-LCB 分子種を MRM で検出するためのマススペクトルパラメーター 
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６－５．LC-MS/MS を用いた LCB の定量解析 

 

分析後、検出されたピーク面積を MSLinx ver. 4.1（waters）のソフトウェアで算出し

て、内部標準法（d17:1
4Eを使用した）により LCB の分子種組成の定量を行った。 

 

 

６－６．FB1処理サンプルからの LCBP 画分の抽出 

 

LCBP の抽出は、Merrill らの方法を参考にして行った[101]。15 ml のネジ付き試験管

（TST SCR 16-100, IWAKI）に 2-プロパノールを 3 ml 加え、80℃のウォーターバス

（SB-1000, EYELA）で予熱した後、電子天秤で新鮮重量300 mgのロゼット葉を測定し、

2-プロパノールが入った 15 ml のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に入れ、80℃

のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 10 分間インキュベートした。直ちに氷冷した

後、メタノール/水＝1：1 を 1 ml、2.5 µM d17:1
4E

 –P（内部標準）を 50 µl 加え、ヒスコ

トロン（日音医理科器械製作所、ジェネレータシャフトは NS-10 を使用した）で破砕し

た後、60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 10 分インキュベートし、冷却遠心

機（KUBOTA 2700）で 1500 × g、10 分、室温で遠心した。上清をパスツールピペット

（IK-PAS-5P, IWAKI）で新しい 15 ml のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に回

収し、残りのペレットにメタノール/水＝1：1 を 3 ml 加えてボルテックス（TM-250, 

IWAKI）した後、60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 10 分インキュベートし、

冷却遠心機（KUBOTA 2700）で 1500 × g、10 分、室温で遠心した。上清を再び 15 ml

のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に回収した後、ペレットにメタノール/水

＝1：1 を 3 ml 加えてボルテックス（TM-250, IWAKI）した後、60℃のウォーターバス

（SB-1000, EYELA）で 10 分インキュベートし、冷却遠心機（KUBOTA 2700）で 1500 × 

g、10 分、室温で遠心した。上清を 15 ml のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）

に回収した後、50 ml のナス型フラスコ（82-0723, IWAKI）に移し、ロータリーエバポ

レーター（N-1, EYELA）で濃縮乾固した。ナス型フラスコ（82-0723, IWAKI）にクロロ

ホルム/メタノール/塩酸＝100：200：1 を 2 ml 加え、ソニケーションして溶解させた後、

15 ml のネジ付き試験管（TST SCR 16-100, IWAKI）に回収し、50℃のヒートブロック

（Type 17600, Thermolyne）で温めながら窒素ガスで乾固させた。メタノール/水＝1：1

を 1 ml 加え、ボルテックス（TM-250, IWAKI）、ソニケーションし、-20℃で保存した。 
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６－７．FB1処理サンプルから抽出した LCBP のアセチル化 

 

６－６の方法で抽出したサンプルを、60℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 3

分インキュベートし、1.5 ml マイクロチューブに移し、マイクロ遠心機（KUBOTA 3400）

で 20000 × g、3 分、室温で遠心した。上清を新しい 1.5 ml マイクロチューブに移し、50℃

のヒートブロック（Type 17600, Thermolyne）で温めながら窒素ガスで乾固した。ピリジ

ン 50 µl、無水酢酸 25 µl 加え、40℃のウォーターバス（SB-1000, EYELA）で 20 分イン

キュベートした。遠心エバポレーター（CVE-1001, EYELA）で遠心濃縮した後、メタノ

ール/水＝1：1 を 50 µl 加え、ボルテックス（TM-250, IWAKI）、ソニケーションした後、

マイクロ遠心機（KUBOTA 3400）で 20000 × g、1 分、室温で遠心した。上清をガラス

バイアル（GLCTV-801, 島津ジーエルシー）に移し、LC-MS/MS で分析した。LC-MS/MS

の分析条件と定量方法は、第一章で示した通りである。 
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＜結果＞ 

 

「AtLCBK1 形質転換植物を用いた LCBP 代謝関連酵素遺伝子の発現とフモニシ

ン B1によって引き起こされる細胞死の表現型との相関性」 

  

植物における LCB キナーゼの機能を調べるために、カリフラワーモザイクウイルス

35S プロモーター（CaMV35S）制御下で作製した過剰発現株（LCBK1-OX1, LCBK1- 

OX2）と抑制株（LCBK1-KD1, LCBK1-KD2）を用いた。抑制株の作製は、人工的な miRNA

を用いた遺伝子サイレンシング法で作製した（Fig. 6）。まず、LCBK1 の mRNA の発現

量を確認するために、リアルタイム PCR を行った。その結果、LCBK1-OX1 では野生型

と比較して LCBK1 の mRNA の発現量が 3 倍増加し、LCBK1-OX2 は 8 倍増加した（Fig. 

8）。一方、LCBK1 の mRNA の発現量は、LCBK1-KD1 では 75%減少し、LCBK1-KD2

では 90%減少した（Fig. 8）。これらの結果から、LCBK1 を過剰発現、抑制された形質

転換植物であることを確認した。これらの形質転換植物を用いて、長日条件（16 時間

明期（100 µmol m
-2

·s
-1）／8 時間暗期）で約 3 週間経った植物体の表現型を観察したと

ころ、野生型と比較して特に明白な違いは見られなかった（Fig. 9）。次に、LCBP の分

解に関わる酵素遺伝子の mRNA の発現量を調べた。SPP1 の発現量にはあまり変化が見

られなかったが、DPL1 の発現量は、過剰発現株では増加し、抑制株では減少していた

（Fig. 8）。これらの結果から、LCBK1 の発現量に伴い、LCBP の蓄積を回避するために、

LCBP の分解系の酵素遺伝子の発現量を調節されていることが示唆された。このことか

ら、LCBP の蓄積が回避されていることが予想される。 

LCBP 代謝における FB1の影響を解明するために、シロイヌナズナの LCBK1 形質転

換植物における FB1の感受性を調べた。まず、我々は LCBK1 形質転換体を 0.3 µM、0.5 

µM の FB1を含む MS プレート上で生育させた実生の表現型の解析を行った。MS プレ

ート（コントロール）に生育させて 18 日間経った実生は、すべての系統において明白

な違いはみられなかった（Fig. 10）。注目すべきことに、FB1条件下で 18 日間経った

LCBK1-OX1 の実生を観察したところ、少し個体は小さいが、野生型に比べてあまり白

色化していない個体が見られた（Fig. 10）。さらに、0.5 µM 条件下で 18 日間経った

LCBK1-OX1 の実生の一部の個体は、耐性を示した（Fig. 11）。LCBK1-KD1、LCBK1-KD2

の実生は、0.3 µM を含む MS プレートでは野生型と比べて特に違いは見られなかった

が、0.5 µM 条件下で大いに白色化し、生育が阻害された個体が示された（Fig. 11）。0.3 
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Fig. 8 AtLCBK1 形質転換体における LCBP 代謝関連酵素の qPCR 分析 

LCBP 代謝関連酵素に関わる遺伝子の発現量をリアルタイム PCR 法を用いて分析した。 

EF1-α遺伝子の発現量を内部標準として用いた。データは、野生型の値を 1 としたときの相

対値を、平均値±標準偏差（野生型と LCBK1 形質転換体のそれぞれについて n = 4）で示し

た。アスタリスクは有意差を示す（*, P < 0.05; **, P< 0.01 Student’s t-test）。右上のパネルは、

RT-PCR 法によって LCBK1 の発現量を解析したデータである。播種後、5 週間経った植物の

ロゼット葉からトータル RNA を抽出し、RT-PCR 法によって LCBK1 の発現量を調べた。野

生型と LCBK1 形質転換体は LCBK1 特異的プライマーを用いて分析した。 Actin2 は内部標

準として用いた。 
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Fig. 9 AtLCBK1 形質転換体の植物体における植物体の表現型解析 

22℃、長日条件で約 3 週間経った植物体をデジタルカメラで撮影した。 
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µM を含む MS プレートで 18 日間生育させた植物体を観察したところ、LCBK1-KD1、

LCBK1-KD2 両方とも野生型に比べて白色化し、生育が阻害されていた（Fig. 11）。LCBK1

形質転換体が示したこれらの実生の表現型の特徴を、標準（緑色で個体が大きい）、中

間（標準より小さく、一部の葉が白色化している）、重度（双葉で生育が停止し、白色

化している）の 3 つのタイプに分けて統計解析を行った（Fig. 12A）。0.3 µM FB1条件下

の LCBK1-OX1 において、約 20%が標準の表現型であることを示した（Fig. 12B）。さら

に、0.5 µM FB1条件下では、約 14%が標準の表現型であった（Fig. 12B）。興味深いこと

に、0.3 µM FB1条件下の重度の表現型の割合を比較したところ、野生型と LCBK1-KD

系統では 55~65%であるのに対し、LCBK1-OX1、LCBK1-OX2ともに約 45%であった（Fig. 

12B）。また、0.5 µM FB1条件下における LCBK1-KD1、LCBK1-KD2 の重度の表現型の

割合は、野生型より多く、80%以上が重度の表現型であることが統計解析の結果から明

らかにされた（Fig. 12B）。これらの結果から、LCBK1-OX1 は FB1に対して耐性、

LCBK1-KD1 は感受性を示すことがわかった。次に、FB1がもたらす根の表現型の影響

を明らかにするために、LCBK1 形質転換体の主根の長さを調べた。MS プレート（コン

トロール）に生育させて 7 日間経った実生における根の伸長をテストしたところ、

LCBK1-KD1 における主根の長さは、野生型に比べて著しく短かった（Figs. 13、14）。

しかしながら、MS プレートに生育させて 14 日間経った実生における主根の長さは、

LCBK1 すべての系統において、明白な違いはなかった（Figs. 13、14）。対照的に、

LCBK1-OX1 における 14 日目の根の長さは、0.3 µM 、0.5 µM FB1条件下において野生

型より大いに長かった（Figs. 13、14）。一方、LCBK1-KD1 における主根の長さは、0.3 

µM 、0.5 µM FB1条件下において野生型と変わらなかった（Figs. 13、14）。これらの結

果から、FB1条件下による根の生育は、実生の生育よりも影響を受けないことがわかり、

以前報告された Markham、Stone らの観察結果と一致している[18,117]。したがって、

LCBK1 は FB1処理によって誘導された葉の病変症状の程度の制御に役割を果たしてい

ることが示唆された。 
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Fig. 10 フモニシン B
1
にさらした時の AtLCBK1 形質転換体の影響 

FB
1
条件下で生育させた AtLCBK1 形質転換体の実生の表現型。22℃で生育後、18 日経った実

生をデジタルカメラで撮影した。  
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Fig. 11 フモニシン B
1
にさらした時の AtLCBK1 形質転換体の影響 

FB
1
条件下で生育させた AtLCBK1 過剰発現株、抑制株の実生の表現型。22℃で生育後、18 日

経った実生を実体顕微鏡で撮影した。Scale bars: (0.3 µM) 3 mm, (0.5 µM) 2 mm 



59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

Normal Medium Severe

P
h

e
n

o
ty

p
e
 (

%
) 

WT

LCBK1-OX1

LCBK1-OX2

LCBK1-KD1

LCBK1-KD2

* 

* 
* 
* 

* 
* 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

Normal Medium Severe

P
h

e
n

o
ty

p
e

 (
%

) 
WT

LCBK1-OX1

LCBK1-OX2

LCBK1-KD1

LCBK1-KD2

* 

* 

* 

* 
* 
* 

* * 

Normal Medium Severe 

FB
1
 

0.3 µM 

Normal Medium Severe 

FB
1
 

0.5 µM 

B 

A 

Fig. 12 AtLCBK1 形質転換体の植物体における実生の表現型解析 

(A) FB
1
存在下における実生の表現型。22℃で生育後、18 日目の植物体を実体顕微鏡で観察

した。実生の表現型は、標準、中間、重度の 3 つのタイプに分けた。Scale bars: 1 mm 

(B)  AtLCBK1 形質転換体における FB
1
感受性応答の統計解析。実生の表現型は、標準、中間、

重度の 3 つのタイプに分けて集計した。データは平均値±標準偏差（n = 50）で示した。ア

スタリスクは有意差を示す（*P < 0.05; **P < 0.01 Student’s t-test）。 
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Fig. 13 フモニシン B
1
にさらした時の AtLCBK1 形質転換体の根の影響 

FB1非存在下もしくは 0.3 µM、0.5 µM FB1存在下における AtLCBK1 過剰発現株、抑制株

の根の表現型。22℃で生育後、14 日経った根をデジタルカメラで撮影した。 
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Fig. 14 AtLCBK1 形質転換体の植物体における根の表現型解析 

AtLCBK1 形質転換体における主根の長さの統計解析。主根の長さは、22℃で生育後 7 日、14

日経った実生を用いて測定した。(A)生育後 7 日目の主根の長さ。(B) 生育後 14 日目の主根

の長さ。データは平均値±標準偏差（n = 20）で示した。アスタリスクは有意差を示す（*P < 0.05; 

**P < 0.01 Student’s t-test）。 
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「FB1誘導細胞死に対する LCBP 代謝関連植物の影響」 

 

FB1に対する LCBK1 形質転換体の根と実生における表現型の解析の結果から、特に

実生の葉において、LCBK1-OX1 が最も耐性を示し、LCBK1-KD1 が最も感受性を示し

た。そこで、FB1誘導細胞死におけるLCBK1の役割を調べるために、我々はLCBK1-OX1

と LCBK1-KD1 それぞれ 1 系統ずつ用いた。さらに、LCBP 代謝における FB1の影響を

詳しく解明するために、LCBK1 形質転換植物だけでなく、SPP1 の T-DNA ノックアウ

トミュータント（spp1）と DPL1 の T-DNA ノックアウトミュータント（dpl1）を用い

た。シロイヌナズナのロゼット葉を FB1 処理し、電気導電率測定とトリパンブルー染

色法を用いて細胞死アッセイを行った。最初に、ロゼット葉を 0.1%メタノール溶液（コ

ントロール）、もしくは 10 µM の FB1溶液に 24、48、72 時間処理した時の葉の形態観

察を行った。FB1未処理のロゼット葉では、48 時間、72 時間処理したそれぞれの系統

間で葉の表面に退色した形跡はみられず、変化は見られなかった（Fig. 15A）。対照的

に、LCBK1-KD1 と dpl1 において、FB1処理 48 時間で葉の表面の退色が観察され、72

時間処理した葉の表面では全体的に退色していることがわかる（Fig. 15A）。一方、

LCBK1-OX1 と spp1 における葉の形態変化は、FB1処理 48、72 時間で葉の色に変化は

なかった（Fig. 15A）。次に、FB1によって誘導される死細胞を検出するために、10 µM

の FB1溶液に 48、72 時間処理したロゼット葉をトリパンブルー染色して観察した。FB1

未処理のロゼット葉では、48 時間、72 時間処理したそれぞれの系統間で変化は見られ

ず、青色に染まった細胞は出現していない（Fig. 15A）。一方、48 時間 FB1 処理した

dpl1 では、青色に染色された単一の死細胞が出現し、FB1 処理 72 時間で野生型、

LCBK1-KD1、dpl1 の葉で、青色のクラスター状の死細胞が観察された（Fig. 15A）。次

に、ロゼット葉を 0.1%メタノール溶液（コントロール）、もしくは 10 µM の FB1溶液

に 72 時間処理した時のイオンの漏出量を測定した。もし、細胞死が起こっている場合、

細胞が壊れてイオンが漏出してくるはずである。FB1 未処理のイオン漏出量は、野生

型、LCBK1-OX1、LCBK1-KD1、spp1、dpl1 間で変化は見られなかった（Fig. 16）。一

方、FB1処理した時のイオン漏出量は、特に 72 時間 FB1処理した LCBK1-KD と dpl1

では、野生型と比較してそれぞれ約 1.7、3.2 倍増加した（Fig. 16）。しかし、72 時間処

理した LCBK1-OX1 と spp1 では、野生型に比べてイオン漏出量が増加せず、未処理と

比較しても著しい増加は見られなかった（Fig. 16）。特に、dpl1 において、葉が全体的

に死細胞で覆われていることから、この結果は、イオン漏出量の結果と相関している

ことがわかる。対照的に、LCBK1-OX1 と spp1 では、48 時間、72 時間ともにほとんど
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死細胞は観察されなかった（Fig. 15A）。実際に、トリパンブルー染色によって明らか

にされた死細胞の数を調べたところ、野生型が 1 mm
2あたり 30 個であるのに対し、

LCBK1-KD1 は約 2 倍多い（Fig. 15B）。一方、LCBK1-KD1 と spp1 の死細胞の数は、

極めて少ない（Fig. 15B）。これらの結果から、FB1誘導細胞死は、LCB と LCBP の含

有量が変動することで引き起されることが予想された。 
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Fig. 15 フモニシン B
1
にさらした時の LCBP 代謝に関わる形質転換体の細胞死アッセイ 

(A) 10 µM の FB1存在下あるいは非存在下(コントロール)で処理した細胞死の表現型解析                                         

細胞死アッセイはトリパンブルー染色を用いて行った。約 6 週間経ったロゼット葉を 10 

µM のフモニシン B
1
溶液に浸し、48 時間および 72 時間経ったサンプルを実体顕微鏡で観

察した。写真は、10 µM の FB
1
存在下あるいは非存在下(コントロール)で処理した細胞死

の表現型を示している。Scale bars:  緑葉 5 mm、トリパンブルー染色像 250 µm。(B) 10 

µM の FB1存在下で 72 時間処理した時の死細胞の数。データは平均値±標準偏差（n = 4）

で示した。アスタリスクは有意差を示す（*P < 0.05; **P < 0.01 Student’s t-test） 
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Fig. 16 フモニシン B
1
に晒した時のイオン漏出量 

イオン漏出量の測定は、約 6 週間経ったロゼット葉を 10 µM のフモニシン B
1
溶液に浸し、0

時間から 72 時間経ったサンプルを用いて行った。(A) FB
1
非存在下(コントロール)で処理した

時のイオン漏出量の測定値。(B) 10 µM の FB
1
存在下で処理した時のイオン漏出量の測定値。

データは平均値±標準偏差（n = 3）で示した。アスタリスクは有意差を示す（*P < 0.05; **P 

< 0.01 Student’s t-test）。 
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「LCBP 代謝関連植物における遊離 LCB、LCBP 含有量のプロファイル」 

 

FB1処理 72 時間の野生型、LCBK1-KD1、dpl1 のロゼット葉において、クラスター状

の死細胞が観察されたことが、細胞死アッセイによって明らかとなった（Fig. 15A）。さ

らに最近、10 µMのFB1溶液に 72時間処理した野生型の葉をサンプルにしてLCB、LCBP

量を LC-MS/MS で測定したところ、12 時間処理した時の LCB、LCBP 量に比べて増加

することが Saucedo-García らによって報告されている[91]。また、LCB の分子種組成に

おいて、d18:0 が蓄積することで下流にある MPK6 を介したシグナリングを活性化し、

細胞死が誘発されることが示唆されている[91]。そこで我々は、72 時間より前に LCB、

LCBP 量が変化することによって細胞死を引き起こされているのではないかと考えた。

FB1に晒した時の LCB と LCBP の分子種組成を調べるために、LCBP 代謝関連に関わる

植物系統を、FB1を含む MS プレートで生育させたものを用いることを試みた。しかし

ながら、植物体になるには多大な時間がかかり、小さい個体を大量に集めないといけな

いため、この実験系は適していない。そこで、細胞死アッセイの方法と同様に、ロゼッ

ト葉を用いることにした。具体的に、野生型、LCBK1-OX1、LCBK1-KD1、spp1、dpl1

のロゼット葉を 0.1%メタノール溶液（コントロール）、あるいは 10 µM の FB1溶液に

48 時間浸し、これらのサンプルを LCB 抽出し、NBD-F を用いて誘導体化したものを

LC-MS/MS で分析した。 

シロイヌナズナにおいて、LCB は、ジヒドロスフィンゴシン（d18:0）、8-シス-ジヒド

ロキシスフィンゲニン（d18:1
8Z）、8-トランス-ジヒドロキシスフィンゲニン（d18:1

8E）、

ファイトスフィンゴシン（t18:0）、8-シス-トリヒドロキシスフィンゲニン（t18:1
8Z）、8-

トランス-トリヒドロキシスフィンゲニン（t18:1
8E）の 6 つの分子種が存在する。FB1未

処理のサンプルでは、飽和 LCB だけでなく、不飽和ジヒドロキシ LCB（d18:1
8Z

, d18:1
8E）、

不飽和トリヒドロキシ LCB（t18:1
8Z、t18:1

8E）をシス・トランスに分離して定量するこ

とができた（Fig. 17A、Table 6）。各 LCB の分子種は新鮮重量 1 g あたり数十～数百 pmol

の範囲で検出された（Fig. 17A、Table 4）。トータル LCB 量を野生型と比較すると、

LCBK1-KD1 と dpl1 では有意な差は見られなかった。一方、LCBK1-OX1 と spp1 は野生

型に比べて少なく、それぞれ 66%、54%減少していた（Fig. 17B）。次に、FB1処理した

各系統それぞれのサンプルでは、FB1未処理と比べてトータル LCB 量が 10～70 倍増加

した（Figs. 17B、18D）。FB1条件下でのトータル LCB 量を野生型と比較すると、

LCBK1-KD1 は 1.3 倍蓄積し、dpl1 は 2.6 倍蓄積していた（Figs. 17B、18D）。一方、

LCBK1-OX1 は 10%減少し、spp1 は 76%減少した（Figs. 17B、18D）。LCB 分子種組成 
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Fig. 17 フモニシン B
1
未処理の LCB 分子種の変動 

LCB は 4-フルオロ-7-ニトロベンゾフラザン(NBD-F)を用いて誘導体化した。NBD 誘導体化し

た LCB は LC-MS/MS によって分析した。 LC によるサンプルの分離は、Prominence UFLCXR 

system (島津製作所)、分離試料は、ACQUITY TQD mass spectrometer (Waters)によって解析し

た。 (A) FB
1
未処理(コントロール)の LCB 分子種組成 (B) FB

1
未処理(コントロール)のトー

タル LCB 量。データは平均値±標準偏差（n = 3）で示した。アスタリスクは有意差を示す

（*P < 0.05; **P < 0.01 Student’s t-test）。 
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Table 6 フモニシン B1未処理の LCB 分子種の定量分析 

LCB molecular 

species 

WT LCBK1-OX1 P value LCBK1-KD1 P value spp1 P value dpl1 P value 

d18∶1 (8Z) 0.68±0.64 0.51±0.28 0.343 0.56±0.18 0.383 0.64±0.16 0.442 1.16±0.65 0.001 

d18∶1 (8E) 12.64±1.22 6.55±1.38 0.000 13.09±0.64 0.216 7.20±0.50 0.010 15.54±1.66 0.029 

d18∶0 60.61±2.96 20.60±3.47 0.000 45.50±11.56 0.101 16.80±3.44 0.000 37.44±6.23 0.024 

t18∶1 (8Z) 1.40±0.92 2.01±1.39 0.302 1.53±0.38 0.407 1.18±0.86 0.423 3.11±0.51 0.051 

t18∶1 (8E) 175.23±35.69 39.70±6.30 0.013 160.50±19.17 0.172 52.81±4.17 0.012 227.56±15.93 0.108 

t18∶0 31.68±6.48 27.74±2.14 0.214 76.02±27.44 0.037 51.12±7.49 0.069 34.03±4.13 0.118 

 

データは Fig.17A に相当し、平均値（pmol per g fresh weight）±標準偏差（n = 3）で示した。P

値は student’s t-test から算出した。 
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Fig. 18 フモニシン B
1
で処理した時の LCB・LCBP 分子種の変動 

(A) 10 µMの FB
1
で 48時間処理した時の LCBの分子種組成 (B) 10 µMの FB

1
で 48時間処理

した時のトータルLCB量 (C) 10 µMの FB
1
で 48時間処理した時のLCBPの分子種組成 (D) 

10 µM の FB
1
で 48 時間処理した時のトータル LCBP 量 (E) A の拡大図（8-不飽和化 LCB の

分子種） データは平均値±標準偏差（n = 3）で示した。アスタリスクは有意差を示す（*P < 

0.05; **P < 0.01 Student’s t-test）。 
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Fig. 19 野生型における LCBP のイオンクロマトグラム 

野生型から抽出した LCBP 画分をアセチル誘導体化し、MRM のネガティブイオンモード[M

－H]
－
で LC-MS/MS 分析した。 
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を詳細に解析したところ、主に飽和型 LCBである d18:0、t18:0が蓄積しており（Fig. 18A）、

不飽和 LCB の d18:1
8Z、d18:1

8E、t18:1
8Z、t18:1

8Eはすべての系統において蓄積されず、

FB1未処理の含有量とほとんど変わらなかった（Fig. 18E）。以前の研究で、LCB の不飽

和化は CER が合成された後に行われることが示唆されている[118]。この結果から、LCB

の 8-不飽和化は CER に変換された後の段階で行われれ、複合スフィンゴ脂質である

GlcCer、GIPC からの分解産物由来であることが示唆された。 

d18:0 の蓄積レベルを野生型と比較すると、LCBK1-KD1、dpl1 それぞれ 1.5 倍、2.5 倍

増加した（Fig. 18A、Table 7）。逆に、LCBK1-OX1 と spp1 はそれぞれ 18%、76%少なか

った（Fig. 18A）。t18:0 の蓄積レベルを野生型と比較したところ、LCBK1 形質転換植物

間で有意差は見られず、一方で spp1は 75%少なく、dpl1は 3倍蓄積していた（Fig. 18A）。

dpl1 における t18:0 の増加は、d18:0 の蓄積を回避するために、C-4 水酸化酵素によって

変換されたためであると予想される。これらの結果から、生体内における d18:0 の蓄積

量によって、FB1誘導細胞死が引き起こされることが示唆された。 

LCB の蓄積を回避するために、LCB のヒドロキシル化以外に LCBP の合成反応が強

くはたらくと考えられる。LCBP 分析するために、野生型、LCBK1-OX1、LCBK1-KD1、

spp1、dpl1 のロゼット葉を 10 µM の FB1溶液に 48 時間浸し、これらのサンプルを第一

章に既述したように、メタノール/水（1:1, 0.1%ギ酸）の混合溶媒で LCBP 抽出し、アセ

チル誘導体化したものを LC-MS/MS で分析した。FB1処理したサンプルでは、LCBP 分

子種を検出することができ、野生型における検出された LCBP のイオンクロマトグラフ

を Fig. 19 に示した。第一章で既述したように、FB1未処理の LCBP の分子種を解析する

と、トリヒドロキシ LCB が主要である（Fig. 5A,B）。野生型におけるトータル LCBP 量

は 7.95 pmol であるが、FB1未処理のトータル LCB 量と比較したところ、LCB は LCBP

の約 35 倍多いことがわかった（Fig. 5A,17B）。FB1処理したトータル LCBP 量を野生型

と比較すると、LCBK1-OX1 はほとんど同じ蓄積量だが、LCBK1-KD1 は 49%少なかっ

た（Fig. 18D、Table 8）。一方、spp1 と dpl1 はそれぞれ 1.5 倍、3.2 倍蓄積した（Fig. 18D、

Table 6）。FB1処理した LCBP の分子種組成を解析したところ、主にジヒドロキシ LCBP

（d18:1-P、d18:0-P）が蓄積しており、トリヒドロキシ型 LCBP は特徴的な増加はみら

れず、系統間で差はなかった（Fig. 18C）。FB1処理した野生型の LCBP 量は、FB1未処

理と比べて約 360 倍増加した（Fig. 5A、18D）。興味深いことに、dpl1 における d18:0-P

レベルは、野生型と比較して 5.7 倍増加していた（Fig. 18C）。これは、d18:0 が過剰に

増加したために、LCB をリン酸化することで d18:0 の蓄積を回避したと考えられる。ま
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た、LCB は主に飽和型のジヒドロキシ LCB が蓄積するが、LCBP では飽和、不飽和の

ジヒドロキシ LCB 両方とも蓄積することから、LCBP における 8-不飽和化は LCBP に

変換されてから行われる可能性がある。 

フモニシン B1誘導細胞死は、LCBP/LCB のバランスの維持が重要であることが予想

されている。これらを確認するために、FB1処理した LCBP/LCB 比を比較したところ、

野生型が 0.39なのに対し、細胞死が起きていないLCBK1-OX1と spp1は、それぞれ 0.42、

2.5 であった（Table 9）。一方、細胞死を引き起こした LCBK1-KD1 と dpl1 は、それぞ

れ 0.15、0.49 であった（Table. 7）。注目すべきことに、LCBK1-KD1 は、細胞死アッセ

イの実験データから、死細胞が出現しているが、LCB の含有量は野生型に比べて増加

し、LCBP は減少している（Figs. 15A、18A、18C）。spp1 では、細胞死は起こっていな

いが、LCB は減少し、LCBP は増加している（Figs. 15A、18A、18C）。分子種ごとに比

較すると、dpl1 を除いて d18:0 と d18:0-P の増減が FB1誘導細胞死と相関していること

がわかった（Figs. 18A、18C、Table 7、8）。これらの結果から、LCBP は、LCB の蓄積

を回避するために蓄積したと考えられる。しかしながら、dpl1 では、トータル LCB、

LCBP 両方とも野生型と比べて増加しているにも関わらず、細胞死を引き起こしている

（Table 7）。したがって、FB1誘導細胞死は、LCB（d18:0）が引き金となって引き起こ

されることが示唆された。 
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Table 7 フモニシン B
1
で処理時の LCB 分子種の定量分析 

LCB molecular 

species 

WT LCBK1-OX1 P value LCBK1-KD1 P value spp1 P value dpl1 P value 

d18∶1 (8Z) 0.12±0.02 0.005±0.00 0.004 0.03±0.00 0.006 0.004±0.00 0.004 0.03±0.00 0.006 

d18∶1 (8E) 0.06±0.01 0.03±0.01 0.009 0.02±0.00 0.009 0.01±0.00 0.010 0.01±0.00 0.006 

d18∶0 4.68±0.48 3.85±0.17 0.043 7.05±1.24 0.050 1.12±0.14 0.003 11.48±1.43 0.005 

t18∶1 (8Z) 0.04±0.00 0.01±0.00 0.004 0.03±0.01 0.052 0.01±0.00 0.003 0.05±0.00 0.036 

t18∶1 (8E) 0.15±0.01 0.10±0.01 0.004 0.08±0.00 0.001 0.02±0.01 0.001 0.62±0.03 0.001 

t18∶0 2.22±0.16 2.62±0.22 0.137 2.29±0.49 0.437 0.55±0.06 0.001 6.78±0.89 0.007 

 

データは Fig.18A に相当し、平均値（pmol per g fresh weight）±標準偏差（n = 3）で示した。P

値は student’s t-test から算出した。 
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Table 8 フモニシン B
1
で処理時の LCBP 分子種の定量分析 

LCBP molecular 

species 

WT LCBK1-OX1 P value LCBK1-KD1 P value spp1 P value dpl1 P value 

d18∶1-P 1.05±0.03 1.04±0.05 0.439 0.56±0.03 0.037 2.23±0.05 0.021 2.04±0.15 0.031 

d18∶0-P 1.16±0.04 1.36±0.08 0.226 0.73±0.00 0.024 1.24±0.02 0.058 6.67±0.36 0.015 

t18∶1-P 0.04±0.00 0.02±0.00 0.171 0.01±0.00 0.030 0.03±0.00 0.044 0.05±0.00 0.099 

t18∶0-P 0.61±0.03 0.37±0.01 0.058 0.16±0.01 0.030 0.72±0.02 0.025 0.47±0.02 0.015 

 

データは Fig.18C に相当し、平均値（pmol per g fresh weight）±標準偏差（n = 3）で示した。P

値は student’s t-test から算出した。 
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Table 9 フモニシン B1処理時の LCB・LCBP の増減パターン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WT と比較 
LCB

（d18:0） 

LCB

（t18:0） 

LCBP 

（d18:1-P） 

LCBP 

（d18:0-P） 

LCBP/LCB比 

WT 0.39 
細胞死 

LCBK1-OX1 0.8 ↓ ― ― 1.2 ↑ 0.42 起こらない 

LCBK1-KD1 1.5 ↑ ― 0.5 ↓ 0.6 ↓ 0.15 起こる 

spp1 0.2 ↓ 0.2 ↓ 2.1 ↑ 1.1 ↑ 2.5 起こらない 

dpl1 2.5↑ 3.0 ↑ 2.0 ↑ 5.8 ↑ 0.49 起こる 

↑:多い ↓:少ない ―:変化なし 
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＜考察＞ 

 

本研究では、植物の生体内で LCBK1 がどのように調節され、機能しているのかを明

らかにするために LCBK1 を過剰発現、抑制した形質転換体を用いて FB1に対する表現

型の解析、脂質分析を行い、スフィンゴ脂質代謝経路におけるリン酸化の重要性につい

て調べた。 

シロイヌナズナにおいて、スフィンゴ脂質の中間代謝物である LCB は、FB1誘導細胞

死のセカンドメッセンジャーとして作用することが分かっている[79-81,119]。LCB アナ

ログマイコトキシンである FB1は、CER シンターゼの阻害剤であり、d18:0 と t18:0 の

蓄積を導く。シロイヌナズナにおいて、CER シンターゼは LOH1、LOH2、LOH3 の 3

つのホモログが存在し、CSⅠと CSⅡの 2 つのグループに大別される。CSⅠは、d18:0

と LCFA の組み合わせを選択し、CSⅡは t18:0 と VLCFA の組み合わせを選択する。最

近の研究で、LOH1 と LOH3 は CSⅡのタイプであり、LOH2 は CSⅠのタイプであるこ

とがシロイヌナズナと酵母を用いた実験で報告されている[18-19]。そして、興味深いご

とに、FB1条件下での CS 活性測定の結果から、LOH1 が最も感受性が高いことから、

FB1は LOH1 を阻害することが示唆された[118]。また、CS それぞれの基質特異性を調

べたところ、LOH1 と LOH3 は t18:0 を効率的に使用するが、LOH1 が優勢な CS である

ことが示唆されている[118]。一方、LOH2 は d18:0 を使用することから、LOH1 が FB1

によって阻害されることでトリヒドロキシ LCB の供給を必要とせず、LOH2 が d18:0 を

必要とするために、LCB プールで d18:0 が蓄積すると考えられる。 

FB1誘導細胞死は、LCBP/LCB ホメオスタシスの維持が重要であることが示唆されて

いる。FB1処理したサンプルを用いた LCB 分析で、我々は t18:0 の増減が影響するとい

うより、d18:0 の蓄積が FB1誘導細胞死の引き金になることを明らかにした（Fig. 18A）。

実際に、LCBK1-KD1 と dpl1 では、FB1処理 48 時間で d18:0 が比較的蓄積しており、多

数の死細胞が FB1 処理 72 時間の葉で観察された（Fig. 15、18A）。この現象は、d18:0

が許容範囲を超えたとき、48から 72時間の間で細胞死が引き起こされると推測できる。

また、LCBK1-OX1 において、t18:0 の含有量は野生型、LCBK1-KD1 と比べて少し多い

にも関わらず、細胞死は起きていない（Fig. 15、18A）。よって、t18:0 の蓄積は LCB プ

ールにおける d18:0 許容量を超えたために、C-4OHase によって置換されたものである

と考えられる。最近、C-4OHase の T-DNA ノックアウトミュータントである sbh1-1 は、

著しくトリヒドロキシ LCB 量が減少しているが、FB1に対して感受性であり、細胞死を
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引き起こすことが報告されている[91]。また、sbh1 sbh2 ダブルミュータントはトリヒド

ロキシ LCB を欠いているが、プログラム細胞死のような病変を引き起こすことがわか

っている[16]。これは、トリヒドロキシ LCB レベルの減少が細胞死を誘発するのではな

く、d18:0 の蓄積が原因であることが考えられる[16]。しかしながら、t18:0 が必ずしも

FB1誘導細胞死に関与しないとは限らない。直接的ではないが、カルシウム依存セリン

/トレオニンタンパクキナーゼファミリーである CPK3 は、Ca
2+濃度に依存して FB1存在

下で t18:0 を仲介したプログラム細胞死のポジティブレギュレーターとして作用するこ

とが cpk3 ミュータントの解析から明らかにされた[120]。このことから、d18:0 と t18:0

は、それぞれ独立の異なる非依存的な経路に貢献しているかもしれない。 

興味深いことに、FB1処理した LCB の分子種組成を比較すると、飽和型の LCB は増

加するが、不飽和型の LCB はほとんど蓄積しない（Fig. 18A、E）。一方、LCBP ではジ

ヒドロキシ型において飽和型、不飽和型両方とも蓄積することが今回の実験データは示

した（Fig. 18C）。最近の Markham らの研究で、LOH1、LOH2、LOH3 の基質特異性を

調べたところ、不飽和ジヒドロキシ LCB（d18:1
8Z、d18:1

8E）に対する活性はなかったこ

とから、これらの基質は CER 合成にリサイクルされないことが示唆された[118]。した

がって、d18:1
8Z、d18:1

8Eは、CER から分解されたものが LCB プールに供給されるはず

だが、FB1処理した d18:1
8Z、d18:1

8Eの含有量は、FB1未処理と比べて少し多くなってい

る（Fig. 17A、18A）。植物において、de novo 合成最終産物である GlcCer は、d18:1
8Z、

d18:1
8Eタイプの LCB を多く含むことがわかっている[121-124]。一方、GIPC は d18:1

8Z、

d18:1
8Eタイプの LCB はほとんど存在しない[62,96]。このことから、LCB プールに蓄積

した d18:1
8Z、d18:1

8Eは、GlcCer の分解産物由来であることが示唆された。一方、FB1

未処理の野生型におけるLCBPの分子種組成はトリハイドロキシLCBPが主に占めてい

るが、FB1処理した時の野生型における LCBP の分子種組成は、ジヒドロキシ LCBP の

方が増加しており、d18:0-P の増加だけでなく、d18:1-P の増加がみられた（Fig. 18C）。

不飽和 LCB 量は変化していないことから、LCBP の 8-不飽和化は LCBP に変換された

後に行われることが示唆された。 

気孔は、植物独自の構造であり、空気と水蒸気の交換、光合成、病原菌侵入の抑制な

どのような多面的な応答シグナリングに貢献している[125-127]。最近、ABA を介した

気孔閉鎖の促進には、LCBP がセカンドメッセンジャーとして作用することがわかって

いる[38-42]。この機構に関わる LCBP の分子種は、ジヒドロキシ LCBP 型ではなく、ト

リヒドロキシ LCBP 型が重要な役割を果たしていることが報告されている[40]。今回の
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実験で、FB1処理した時の LCBP の分子種組成はジヒドロキシ型がほとんど占めている

ことがわかった。特に、dpl1 において、過剰な d18:0-P の蓄積が確認できたが、この現

象もおそらく d18:0 の蓄積を回避するために、LCBK によって LCBP に変換されたと考

えられる（Fig. 18A、18C）。したがって、ジヒドロキシ LCBP は細胞死の制御に重要な

代謝物であることが示唆された。また、LCBK1 形質転換植物における LCB・LCBP の

増減と細胞死アッセイの結果は、FB1誘導細胞死の原因を理解するのに重要であること

がわかった。特に、d18:0 と d18:0-P が細胞死応答に重要な代謝物であることが予想さ

れる（Fig. 20）。しかしながら、LCBK1-OX1 における d18:0-P の蓄積は、dpl1 と比べて

少ない（Fig. 18C）。これは、DPL1 の mRNA 量が増加しているために、d18:0-P があま

り蓄積しないと考えられる（Fig. 8）。しかしながら、mRNA 量が増加してもタンパク質

が増加しているとは限らない。今後、タンパク質の発現量も調べる必要がある。また、

spp1 ではトータル LCBP が蓄積し、細胞死を引き起こさないが、dpl1 においてトータ

ル LCBP の蓄積が顕著であるにも関わらず、細胞死を引き起こしている（Fig. 15、18C）。

さらに、LCBP/LCB 比においても、dpl1 は細胞死と関連性がない（Table 9）。おそらく、

LCB 量が LCBP 量より大量に蓄積したために、細胞死が引き起こされたと予想される

が、詳細はわからない。今後、LCBK1 形質転換体と LCBP 代謝関連酵素遺伝子の形質

転換体もしくはノックアウトミュータントをかけあわせたダブルミュータント（e.g. 

LCBK1-OX/spp1, LCBK1-OX/dpl1）を用いて解析する必要がある。 

 FB1に関する研究は、主に葉を用いて行われている。スフィンゴ脂質代謝に関わる酵

素遺伝子の多くは、生殖器官、特に花粉で発現が高いことが知られている。シロイヌナ

ズナ eFP Browser の DNA マイクロアレイデータによる遺伝子発現プロファイルによる

と[128]、LCBK1 は成熟した花粉に発現が高いことが示されている。しかし、FB1処理し

た花を用いた研究は行われていない。したがって、生殖器官を構成するおしべ、めしべ

など、パーツごとに分けて大量に集めたサンプルを FB1処理し、LCB・LCBP 分析する

必要がある。しかしながら、今回の研究で作製した LCBK1-OX は CaMV35S プロモー

ターの制御下である。このプロモーターは、花粉ではほとんど発現しないことがわかっ

ている[129]。生殖器官で LCBK1 がどのような役割を担っているか調べるために、花粉

に発現させることが可能であるユビキチンプロモーター（UBQ10）制御下で形質転換体

を作製することができる手法を利用することが必須となる[130]。今後、LCBK1 の発現

を調節する形質転換体を用いて、生殖器官を FB1処理した試料中の LCB・LCBP の分子

種組成を葉と比較し、それぞれの器官での LCBK1 の役割を明らかにしたい。 



79 

 

シロイヌナズナにおいて、LCB の C-4 部分を不飽和化する酵素である∆4 デサチュラ

ーゼ（∆4Des）は、葉では発現せず、花において特異的に発現が高いことが知られてい

る。このため、葉の d18:1
4Eはほとんど存在しない[95,131]。一方、動物の∆4Des は、CER

合成後に行われることがわかっている[132]。興味深いことに、シロイヌナズナの CER

シンターゼのホモログである LOH2 は、主として d18:1
4Eを取り込むことから、LCB の

4-不飽和化は CER 合成の前の段階で行われることが予想されている。もし、この仮説

が正しいとすれば、花を FB1処理すると d18:1
4Eもしくはスフィンガジエニン（d18:2

4E,8E、

d18:2
4E,8Z）が主な分子種になる可能性がある。この問題は LCBK1 と∆4Des の形質転換

体を用いることで解決できるかもしれない。 

スフィンゴ脂質と FB1に関する研究と同時に、生体栄養性病原菌や屍体栄養性病原菌

を用いた細胞死の研究も大きく進んでいる。病原菌感染させると、スフィンゴ脂質の中

間代謝物である CER や LCB が引き金となって活性酸素種（ROS）の生産、植物防御応

答に関わるシグナリングなどのような免疫応答がはたらくことがわかってきている

[79-81]。セラミドキナーゼをコードする acd5 ミュータントやイノシトールホスホセラ

ミドシンターゼをコードする RPW8 ミュータントは、Cer、防御応答に関わるサリチル

酸（SA）、病原菌関連（PR）タンパク質を蓄積するために、自発的な細胞死を引き起こ

し、生体栄養性病原菌に対して耐性をもつことがわかっている[24,78]。このようにスフ

ィンゴ脂質は、SA を介した全身獲得抵抗性シグナル伝達経路に重要な役割を果たして

いるが、最近、灰色カビ病菌である Botrytis cinerea（B. cinerea）とトマト斑葉細菌病菌

である Pseudomonas syringae pv tomato （Pst）を dpl1 ミュータントに感染したところ、

SA と SA 関連遺伝子に顕著な違いは見られないが、特に B. cinerea 接種後の応答で、ジ

ャスモン酸（JA）の蓄積と JA 関連遺伝子の発現が増加し、耐性を持つことが確認され

た[133]。このことから、DPL1 は SA と JA の抵抗性誘導シグナル伝達経路の選択に関

わる制御因子であり、スフィンゴ脂質代謝物の修飾が屍体栄養性病原菌に対する防御応

答にも重要であることが示唆された。また、病原菌接種によって LCB、LCBP 量は増加

するが、特に d18:0 と t18:0-P が病原菌の種類によって細胞死と ROS の蓄積を左右する

キープレイヤーであることが報告されている[133]。興味深いごとに、我々の FB1処理し

た時の LCBP のデータでは、t18:1-P よりも t18:0-P の方が多い（Fig. 10C）。しかしなが

ら、植物に悪影響をもたらす病原菌は多数存在し、宿主に感染するための戦略パターン

も様々である。今後、LCBK1 によってもたらされる LCB、LCBP 含有量の調節と、そ

の下流で作用する SA、JA のような植物ホルモンを介したシグナル伝達経路に関わる防
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御応答関連遺伝子の発現量、病原菌応答における ROS の発生機構との関連性を調べる

ことで、植物免疫応答におけるスフィンゴ脂質の役割の解明につながるかもしれない。 
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Fig. 20 シロイヌナズナにおける LCBK1 と FB1の関係 

(A) LCBK1-OX における FB1応答 

(B) LCBK1-KD における FB1応答 

A 

B 
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第三章 LCBK ファミリーにおけるアミノ酸配列の相同性

比較と分子系統樹解析 

 

序論 

スフィンゴ脂質の中間代謝物の 1 つである LCBP は、様々な細胞内反応、及び生理機

能に関わるシグナル分子として作用する生理活性脂質である[11-12]。LCBP は、長鎖塩

基キナーゼによって合成され、この酵素は動物、微生物、植物に至るまで幅広く保存さ

れていることがわかっている[30-31,134-136]。長鎖塩基キナーゼは、ホスファチジルイ

ノシトール 3-キナーゼやジアシルグリセロ―ルキナーゼのような脂質キナーゼファミ

リーに分類されている[137]。これまでに、長鎖塩基キナーゼファミリーには、C1、C2、

C3、C4、C5 の 5 つの保存された機能ドメインを有していることが、アミノ酸の一次配

列を用いた構造解析から明らかにされている[138-139]。C2 ドメインは、ATP 結合領域、

C4 ドメインは基質認識に重要な領域である[138-139]。C1-C3、C5 ドメインはジアシル

グリセロ―ルキナーゼや CER にリン酸を付加させる酵素であるセラミドキナーゼにも

高度に保存されているが、C4 ドメインは長鎖塩基キナーゼファミリー独自の保存され

た機能ドメインであることがわかっている[138-139]。 

シロイヌナズナの LCBK には LCBK1（At5g23450）、LCBK2（At2g46090）、SPHK1

（At4g21450）、SPHK2（At4g21534）の 4 つのホモログが存在する。これら 4 つの遺伝

子は、ヒトやマウスのスフィンゴシンキナーゼ遺伝子を用いたホモロジー検索により、

候補遺伝子として明らかにされ、発現タンパク質を用いた in vivo アッセイによって同

定された[30-31, 38-39]。しかしながら、これらのシロイヌナズナ LCBK が他の植物だけ

でなく、動物、微生物の LCBK 遺伝子と比較してどのように進化してきたのかはまだ不

明な点が多い。そこで本研究では、シロイヌナズナの LCBK1 が様々な生物の LCBK 遺

伝子とどの程度保存されて、どのように進化してきたかを調べるために、アミノ酸配列

を用いた相同性解析と分子系統樹解析を行った。 
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＜実験方法＞ 

 

１．LCBK のアミノ酸配列解析 

LCBKホモログのアミノ酸配列はNCBI、GenBank、JGIのデータベースから抽出した。

アミノ酸配列は多重アラインメントプログラム（CLUSTAL W）を用いてアラインメン

トした[140]。アラインメントした LCBKホモログのアミノ酸配列の類似性は、EsPript 3.0

プログラムを用いて確認した[141]。NCBI、GenBank、JGI のアミノ酸配列データの登録

番号は以下の通りである: Mus musculus SPHK1, NP_001165944.1; Mus musculus SPHK2, 

NP_001166032.1; Homo sapiens SPHK1, AAF73423.1; Homo sapiens SPHK2, AAQ02408.1; 

Oryzias latipes SPHK, XP_011476505.1; Oryzias latipes SPHK, XP_011483655.1; Danio rerio 

SPHK1, XP_002667585.2; Danio rerio SPHK2, XP_009290770.1; Ciona intestinalis SPHK, 

XP_009858111.1; Apis mellifera SPHK, XP_394823.3; Linepithema humile SPHK, 

XP_012228731.1; Drosophila melanogaster SPHK1, AAF48045.1; Drosophila melanogaster 

SPHK2, AAF47706.3; Caenorhabditis elegans SPHK1, NP_001022017.1; Aurantiochytrium 

limacinum SPHK, gm1.4070_g; Aplanochytrium kerguelense SPHK, 

estExt_Genewise1.C_40029; Saccharomyces cerevisiae LCB4, NP_014814.1; Saccharomyces 

cerevisiae LCB5, NP_013361.1; Oryza sativa LCBK1, AAP54628.1; Oryza sativa SPHK1, 

BAD30563.1; Oryza sativa LCBK, NP_001048817.1; Arabidopsis thaliana LCBK1, 

BAB07787.1; Arabidopsis thaliana SPHK1, NP_193885.6; Arabidopsis thaliana SPHK2, 

NP_001190787.1; Arabidopsis thaliana LCBK2, NP_566064.1; Arabidopsis lyrata LCBK1, 

XP_002874132.1; Lotus japonicas LCBK1, BAD86587.1; Glycine max LCBK, 

XP_003524575.1; Glycine max SPHK, XP_003545841.1; Solanum lycopersicum LCBK, 

XP_004230034.1; Solanum lycopersicum SPHK, XP_004232808.1; Cucumis sativus LCBK, 

XP_004147089.1; Cucumis sativus SPHK, XP_004155653.1. 

 

 

２．LCBK の分子系統解析 

１．で用いたアミノ酸配列をもとに、MEGA6.0 を使用し、近隣結合法による分子系

統樹を作成した[142-144]。 
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＜結果＞ 

 

LCBK ファミリーに属するタンパク質をコードする遺伝子配列は、植物以外でも動物、

菌類、ラビリンチュラ類などの幅広い分類群でデータベース上に登録されており、ヒト、

マウス、ゼブラフィッシュ、ショウジョウバエでは、シロイヌナズナと同様に SPHK1

と SPHK2 の 2 つのパラログが報告されている[134-135,145-147]。これまでに、LCBK フ

ァミリーには 5 つの保存された機能ドメインがあることが報告されている[31,148]。今

回、植物、動物、菌類、ラビリンチュラ類を含む 19 種の生物から 33 個の LCBK ファ

ミリーのアミノ酸配列を取得し、配列を比較した。その結果、これらの機能ドメインの

配列は、先行研究で報告されているように、よく保存されていることが示された（Fig. 

21）。特に、C2 ドメインの ATP 結合部位と予想されている S/G-GDG モチーフは、33 タ

ンパク質のすべてにおいて高度に保存されていることがわかった（Fig. 21）。C4 ドメイ

ンで基質の結合に重要とされているアミノ酸残基（★印）は、動物、菌類、ラビリンチ

ュラ類、陸上植物の SPHK ではアスパラギン酸であるのに対し、陸上植物の LCBK1 で

はロイシンであった（Fig. 21）。これらの配列情報をもとに分子系統樹を作成した結果、

LCBK ファミリーは、陸上植物 LCBK2、菌類 LCB、陸上植物 LCBK1、陸上植物 SPHK

サブファミリー、ラビリンチュラ＋動物 SPHK サブファミリーの 5 つに大きく分けられ

た（Fig. 22）。また、この系統樹からは、脊椎動物、ショウジョウバエ、シロイヌナズ

ナで知られている SPHK1、SPHK2 と名付けられたパラログは、それぞれの系統で独立

に生じたものであることが示唆された。さらに、陸上植物 LCBK1 は、陸上植物 LCBK2、

陸上植物 SPHK サブファミリーと異なり、独立して生じていることも明らかとなった。 
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Fig. 21 LCBK ファミリーにおける保存されたドメイン構造のアミノ酸一次配列 

アミノ酸配列は多重アラインメントプログラム（CLUSTAL W）を用いて整列し、EsPript 3.0

を用いて解析した。同一のアミノ酸はマゼンタ、類似のアミノ酸はオレンジで示している。

C2 ドメインの実線は ATP と基質の結合部位を示しており、▼印は ATP 結合に重要な残基

を示している。C4 ドメインの★印は基質の結合に重要な残基を示している。略名は以下の

通りである：  

Sc, Saccharomyces cerevisiae; Mm, Mus musculus; Hs, Homo sapiens; Dr, Danio rerio; Dm, 

Drosophila melanogaster; Ce, Caenorhabditis elegans; At, Arabidopsis thaliana Os, Oryza sativa; 

Al, Arabidopsis lyrata; Lj, Lotus japonicus. 
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Fig. 22 LCBK ファミリーの分子系統樹 

分子系統樹は MEGA6.0 を使用し、CLUSTAL W で整列させたアミノ酸配列のデータを用い

て近隣結合法で作成した。分岐の信頼度はブートストラップ法を用いて検定した。節の上

の数字は 1000 回の反復で得られたブートストラップ値を示す。部位あたり 0.2 回のアミノ

酸置換に相当する枝の長さをスケールバーで示した。 
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＜考察＞ 

 

これまでに、LCBK ファミリーが幅広い分類群で見つかっており、今回の研究でその

アミノ酸配列が高度に保存されていることから、LCBK ファミリーの機能の重要性が示

唆された。陸上植物＋ラビリンチュラ＋動物 SPHK サブファミリーでは、これらの分岐

は生物の系統関係を反映していた。そのため、SPHK サブファミリーが幅広い分類群で

共通した機能をもつことが考えられる。また、脊椎動物とショウジョウバエ、シロイヌ

ナズナの SPHK1 と SPHK2 はオーソログではなく、それぞれの分類群で遺伝子重複によ

り独立に生じたことが示された。これらのうち、ショウジョウバエとシロイヌナズナの

SPHK1 と SPHK2 は、それぞれ昆虫、陸上植物の他種の SPHK に対するよりも、同種の

パラログ間で最も近縁であることが示されており、比較的最近の遺伝子重複により生じ

たものであることが推測される（Fig. 22）。一方、脊椎動物の SPHK1 と SPHK2 は、ホ

ヤと脊椎動物の分岐後に脊椎動物の初期進化の過程で生じたものであると考えられる

（Fig. 22）。脊椎動物の進化の過程で SPHK1 と SPHK2 がよく保存されていることは、

各パラログに特有の機能の重要性を示唆している。 

これまでに、マウスの SPHK1 と SPHK2 のダブルノックアウトミュータントは血管と

神経の発生異常のために胚性致死になることがわかっている[149]。また、キイロショ

ウジョウバエの SPHK1と SPHK2のダブルノックアウト個体は致死になることがわかっ

ており、SPHK2 のシングルミュータントでは飛行能力の低下と排卵の異常をもたらす

[150]。一方、マウス、ショウジョウバエにおける SPHK1 あるいは SPHK2 のシングル

ミュータントは生存できることから、この 2 つの遺伝子はいくつかの機能的な重複性を

もっていることが示唆されている[149-150]。ゼブラフィッシュにおいて、母系性と接合

子性の両方のSPHK2遺伝子産物が供給されないSPHK2ノックアウトミュータント胚で

は、二叉心臓になることから、SPHK2 は心臓の発生に不可欠であることが示唆された

[151]。このように、SPHK1 と SPHK2 が多様な分類群や組織で、発生過程や生殖など様々

な機能に関与していることから、SPHK サブファミリーがそれぞれの分類群で機能分化

していることがわかる。 

LCBK1とLCBK2の2つのサブファミリーは、陸上植物＋ラビリンチュラ＋動物SPHK

サブファミリーよりも系統樹上で離れており、これまでに陸上植物以外で見つかってい

ないことから、これらは陸上植物の系統で独立に進化したといえる。分子系統樹上で他

のサブファミリーから最も遠く離れている LCBK2 は、ほかの LCBK のホモログと比べ

てあまり研究が進んでいなかった。最近、シロイヌナズナにおいて、低温ストレス（22℃
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から 4℃）にさらすと t18:0-P が合成され、一過的に蓄積することがわかっている[44]。

この現象に関わる遺伝子は、SPHK1 ではなく、LCBK2 が低温応答における t18:0-P の生

産に必要であることが示唆された[44]。したがって、LCBK2 は低温にさらしたときにの

み発現する遺伝子であり、その機能がシロイヌナズナで知られている他のホモログには

見られないことから、陸上植物が低温環境に適応する過程で独自に獲得された遺伝子の

1 つであると考えられる。したがって、LCBK は陸上植物における脂質代謝調節の機能、

および多様性を考える上で重要な遺伝子といえる。LCBK2 と同様に、LCBK1 の進化も

大変興味深いが、その機能は本研究で用いられたシロイヌナズナ以外での植物ではあま

り知られていない。今後、様々な植物種で LCBK1 の機能解析が進むことで、その重要

性と進化的な背景が理解できるだろう。 

マウス SPHK1 遺伝子を用いた in vitro 実験で、基質認識の場所として予想されている

C4 ドメインの 177 番目のアスパラギン酸をアスパラギンに置換すると、SPHK1 活性が

減少したことから、177 番目のアスパラギン酸が基質認識に関与することが報告されて

いる[138]。しかし、177 番目を置換しただけでは SPHK 活性は完全に消失しないことか

ら、C4 ドメイン内の違うアミノ酸残基、あるいはそれ以外のドメインに基質認識に重

要な部位が存在することが示唆された[138]。さらに、ヒト SPHK1 遺伝子においても 178

番目のアスパラギン酸がスフィンゴシンの基質認識に重要であることが示唆されてい

る。また、178 番目のアスパラギン酸とともに、81 番目のアスパラギン酸と 168 番目の

セリンがそれぞれスフィンゴシンの水酸基とアミノ基の部分と水素結合して相互作用

を形成することが、基質結合を安定化させるのに重要であることがわかっている[139]

（Fig. 23）。 

以前の研究で、このモチーフの 82 番目のグリシンは ATP の結合に関わることが報告

されているが、81 番目のアスパラギン酸の触媒作用がわかっていない[152]。最近、ヒ

ト SPHK1 における結晶構造解析の研究で、アスパラギン酸をアラニンに置換すると、

ATP の加水分解とリン酸基の転移に対する活性が著しく減少することから、81 番目の

アスパラギン酸は基質へのリン酸基の転移反応に重要であることが示され、SPHK1 の

触媒作用に決定的な残基であることが明らかになった[139]。したがって、C2 ドメイン

の S
79

GDG
82モチーフが ATPと基質の両者との結合に重要な役割を有することが示唆さ

れた[139]。実際に、33 種の LCBK ファミリーのアミノ酸配列を比較したところ、C2 ド

メインの S/G-GDG モチーフは、これらすべての LCBK ファミリータンパク質において

保存されていることがわかった（Fig. 21）。一方、C4 ドメインで基質の結合に重要とさ
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れている部位が、動物、菌類、ラビリンチュラ類、陸上植物 SPHK ではアスパラギン酸

であるのに対し、陸上植物 LCBK1 ではロイシンである（Fig. 21）。植物における LCBK1

の基質カイネティクスについてはほとんど解析が進んでおらず、アミノ酸残基の違いが

基質認識にどのように影響をもたらすかは不明である。興味深いことに、大腸菌の組換

えタンパク質を用いた LCBK1 の基質特異性を調べたところ、d18:0 を基質として好む

ことがわかっている[31]。一方、LCBK のホモログである LCBK2、SPHK1、SPHK2 は

t18:0 を好む[40]。第二章で、FB1処理したサンプルを LC-MS/MS 分析すると、ジヒドロ

キシ LCB・LCBP が蓄積することが明らかになり、これらの代謝物の増減が細胞死の程

度と相関している。したがって、LCBK1 が FB1条件下における LCB から LCBP への変

換を担っており、ジヒドロキシ LCBP が植物免疫応答におけるシグナリングに重要な生

理活性分子かもしれない。今後、LCBK1 の結晶構造解析と保存されたモチーフに存在

するアミノ酸置換による動態解析を組み合わせることで、LCBK1 の機能解明につなが

るだろう。 
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Fig. 23 ヒト SPHK1 における LCB 結合モデル 

LCB-HsSPHK1 複合体 3D モデルの作製は、PyMol を用いて行った。SPHK1 の側鎖は、細い

棒状で示した（Asp81, Ser168 and Asp178）。水素結合は、黄色の破線で示した。 



92 

 

＜総合考察＞ 

 

 本研究では、シロイヌナズナのスフィンゴ脂質代謝における LCBキナーゼ 1（LCBK1）

の生理的役割を明らかにすることを目的とした。第一章では、生体内で極微量成分であ

る LCBP を、LC-MS/MS を用いて定量する方法を確立した。第二章では、LCBK1 の過

剰発現株とノックダウン株を用いてFB1処理によってもたらされる表現型とLC-MS/MS

を用いた LCB および LCBP の分子種組成の関連性を調べた。その結果、LCBP 代謝が

FB1誘導細胞死の制御に重要であることが明らかになった。第三章では、LCBK1 がどの

ように進化してきたかをアミノ酸の一次配列を用いた相同性解析と分子系統樹解析を

行った。その結果、LCBK1 は同じシロイヌナズナ LCBK ファミリーに属する SPHK1、

SPHK2 遺伝子とは独立して生じたことが明らかとなった。 

細胞膜には、スフィンゴ脂質やステロール脂質を主成分とする膜脂質の不均一分布

（特定の区画）が存在し、これはマイクロドメイン（脂質ラフト）と呼ばれている。マ

イクロドメインは、膜タンパク質との相互作用に重要な足場となり、細胞の情報伝達、

膜輸送、病原菌の侵入など、様々な細胞機能に関与していることが示唆されている[9-10]。

最近、CER 骨格のアシル鎖部分におけるα水酸化を触媒する酵素 FA2H は、シロイヌナ

ズナやイネの耐病性と関係することが報告されている[153-154]。スフィンゴ脂質の大半

を占める GlcCer や GIPC は、マイクロドメインの主要な構成成分と考えられているが、

マイクロドメインはダイナミックに膜中で配置を変えており、さらに大きな極性基を持

たない CER 分子は、膜の裏側から表側へとフリップフロップすることも可能である。

このダイナミクスの一端は、スフィンゴ脂質代謝における GlcCer や GIPC 合成と分解

の過程で生じると考えられるが、いまだに分からないことが多い。興味深いことに、FB1

処理した植物サンプルを LC-MS/MS で分析したところ、8-不飽和の LCB が検出される

ことが本研究で明らかとなった。したがって、スフィンゴ脂質の分解系で生じた遊離

LCB や LCBP が病原菌に対する植物免疫反応の細胞情報、あるいは ABA を介した気孔

開閉の細胞情報に貢献するのではないかと考えられる。しかし、LCB から複合スフィ

ンゴ脂質の合成に関わる酵素遺伝子は同定されているが、複合スフィンゴ脂質の分解に

関わる酵素遺伝子は、ほとんど同定されていない。最近、GIPC を CER1－リン酸に加

水分解する GIPC 特異的ホスホリパーゼ D（GIPC-PLD）活性が、アブラナ科の根、緑

化していない葉や茎にあることがわかっている[155]。モヤシや長ネギの白い葉の部分

でも GIPC-PLD 活性が検出されているが、この GIPC-PLD をコードする遺伝子は、まだ
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見つかっていない[156]。興味深いことに、動物において、SM や GlcCer のアシル基を

加水分解してサイコシン（ガラクトシルセラミド分解由来のリゾ型スフィンゴ脂質）の

ような代謝物を生じさせるデアシラーゼ遺伝子が同定されている[157-158]。最近、

GlcCer を合成できないミュータント（gcs-1）にグルコサイコシン（d18:1 タイプの LCB

にグルコースが結合したもの）を添加することによって、合成機能が相補されるという

報告がある[23]。つまり、GlcCer から CER、最終的に LCB へと分解する経路のほかに、

GlcCer からグルコサイコシンに分解するという別の経路が、植物にも存在することが予

想される。しかしながら、複合スフィンゴ脂質の分解系がどのように de novo 合成経路、

および異化代謝経路で生じる代謝物のバランスを維持しているかは不明である。将来的

に、複合スフィンゴ脂質の分解経路と LCBP 代謝との関係性を調べることで、植物の生

命活動におけるスフィンゴ脂質の意義がわかるかもしれない。今後、植物で GlcCer と

GIPC 経由の分解経路に関わる酵素遺伝子が同定されることを期待したい。 

本研究では、FB1誘導細胞死は LCBP 代謝に依存し、LCBK1 は LCBP 代謝に重要な役

割があることがわかった。したがって、LCBK1 はこれらの分子メカニズムを解明する

ためのキープレイヤーになると考えられる。しかし、病原菌とスフィンゴ脂質の関係性

を調べた研究は、主に双子葉植物で行われており、単子葉植物ではほとんどされておら

ず、スフィンゴ脂質と免疫応答を解明するための架け橋となる知見が少ない。今後、双

子葉植物だけでなく、植物と微生物の研究でよく用いられており、単子葉植物であるイ

ネを用いてスフィンゴリピドミクスの観点から解析したいと考えている[159]。 

シロイヌナズナにおけるスフィンゴ脂質代謝に関わる酵素の多くは、小胞体、ゴルジ

装置に局在していることがわかっている[160]。ところが、LCBK のホモログである

SPHK1 と SPHK2 は液胞膜に局在することが、Nicotiana benthamiana、あるいはシロイ

ヌナズナを用いた細胞内局在解析から明らかとなった[39]。一方、LCBK1 の細胞内局在

は明らかになっていないが、最近、植物に対して強力な先天性免疫応答を誘導するエリ

シター（植物誘引物質）として作用するフラジェリンペプチド（flg22）を処理したシロ

イヌナズナ培養細胞から細胞膜を単離して、LC-MS/MS で定量的プロテオーム解析する

と、LCBK1 の活性が上昇することがわかっている[161]。興味深いことに、動物の SPHK1

は、細胞外シグナル制御キナーゼ（ERK1/2）によって 225 番目のセリンがリン酸化さ

れると、局在場所が細胞質から細胞膜へ移行することがわかっている[162-163]。さらに、

細胞内のサイトカインを産生させることができるホルボール 12-ミリスタート 13-アセ

タート（PMA）をヒト胎児腎細胞（HEK293）に処理すると、SPHK1 はマイクロドメイ
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ンに再局在化することが DRM 画分を用いた研究からわかっている[164-165]。これらの

タンパク質解析の知見から、LCBK1 も細胞膜に局在すると考えられるが、まだ明らか

にされていない。したがって、LCBK1 のオープンリーディングフレームの上流または

下流に GFP を連結させたコンストラクトをアグロバクテリウムに形質転換し、タバコ

の表皮細胞を用いた一過性発現法により、細胞内局在を特定することが必要である。ま

た、シロイヌナズナの葉から抽出した細胞成分画分をイムノブロットし、一過性発現法

の結果と比較することで、LCBK1 の細胞内局在を明らかにしたい。これらを踏まえて、

LCBK1 が様々な細胞機能を制御するマイクロドメインにどのように関与するかを調べ

るための指標となり、大変興味深い。もし、LCBK1 が細胞膜中のマイクロドメインに

局在するならば、小胞体での de novo 合成によって生じた遊離 LCB をリン酸化するので

はなく、GlcCer、GIPC の分解から生じた遊離 LCB を基質として使われることが予想さ

れる。しかしながら、第二章で示したように、FB1処理によって蓄積された LCB と LCBP

は細胞膜ではなく、主に小胞体で合成されたものであると考えられる。さらに、SPP1

と DPL1 は小胞体に局在することから、LCBK1 の局在場所に矛盾が生じる。興味深い

ことに、シロイヌナズナの細胞内プロテオミクスデータベース（SUBA3）上では[166]、

シグナルペプチドや膜貫通領域がないことが示されている。また、LCBP は細胞内シグ

ナリングに関わる生理活性脂質である。このことから、LCBK1 は FB1にさらされると、

細胞質に移行するのではないかと考えられる。今後、FB1処理した時の LCBK1 の細胞

内局在性を明らかにしたい。FB1を分泌するフザリウム属のような死体栄養性の病原菌

は、宿主に細胞死を起こさせ、死んだ細胞から栄養を吸収することで生存をはかってい

る。植物の病気の原因の大半はカビであるが、植物のカビに対する植物の免疫機構は細

菌やウイルスに比べて進んでおらず、いまだ不明な点が多い。将来的に、植物免疫の分

子メカニズムをスフィンゴ脂質代謝の観点から解明し、実用植物を病害から護ることが

できる技術を開発したい。 

第三章で前述したように、C4 ドメインの基質認識に重要な 178 番目のアミノ酸残基

が、SPHK ではアスパラギン酸であるのに対し、LCBK1 ではロイシンである。SPHK1

は主としてトリヒドロキシ型の LCB を基質とするが、LCBK1 はジヒドロキシ型の LCB

に対して基質特異性が高いことが示唆されている[31,39]。最近、ヒト SPHK1 の結晶構

造解析で、SPHK1 はスフィンゴ脂質の構造の特徴である水酸基およびアミノ基を有す

る頭部と、炭化水素鎖を有する尾部を認識し、スフィンゴシンと結合するメカニズムが

提唱された[139]。しかし、ヒト SPHK1 がどのように頭部を認識しているのかの詳細は
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いまだ不明である[167]。動物の LCB は主にスフィンゴシンであるが、植物はスフィン

ゴシンの他に、8-不飽和ジヒドロキシ、およびトリヒドロキシ LCB、4, 8-不飽和ジヒド

ロキシ LCB が存在し、LCB 構造の多様性が見られる。植物におけるこのような LCB の

構造多様性を LCBK1 がどのように認識しているのかは大変興味深い。今後、基質認識

に重要なアミノ酸残基を違うアミノ酸残基に置換した時、発現タンパク質の活性、基質

選択性にどのような影響を及ぼすかを解析していきたい。 

植物細胞内における LCBK1 の役割を図に示した（Fig. 24）。植物が生物あるいは非生

物的なストレスにさらされたとき、細胞膜上のスフィンゴ脂質代謝が活性化され、細胞

膜近辺あるいは細胞質に局在する LCBK1 がスフィンゴ脂質代謝における異化経路を制

御することで、様々な病原菌に対する植物防御応答のシグナリングや、気孔開閉応答な

どといった分子機構に貢献するのではないかと予想される。今後、ゲノム編集技術で作

製したスフィンゴ脂質代謝を改変した植物を用いて、質量分析を基盤としたスフィンゴ

リピドミクス、プロテオミクス、細胞内局在、結晶構造解析など生理・生化学的な機能

解析を行うことで、スフィンゴ脂質代謝の LCBK1 の重要性が明らかになり、植物のス

フィンゴ脂質研究の進展につながるだろう。 
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Fig. 24 植物細胞における LCBK1 の役割を示した模式的なモデル 
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