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［背景・目的］
　リグナン類とは、植物中で二分子のフェニルプロパ
ノイドが二量体化することによりできる二次代謝産物
である。リグナン類に含まれる化合物の中には、制ガ
ン作用や抗酸化作用などの生理的作用を有しているも
のがあり、機能性食品の素材や医薬品として利用でき
る可能性がある。その中でもゴマ（Sesamum indicum）
種子中に含まれているセサミンは、抗酸化作用（Nakai 
et al., 2003）や、アルコールの代謝促進（Lee et al., 2004）、
脂肪酸代謝の調節（Chen et al., 2005）に代表される
有用生理機能をもつことが明らかにされており、機能
性食品として利用されている。しかし、セサミンの原
料素材として供給可能であるのは、ゴマ油製品類の精
製工程での副産物であり、ゴマ油製品類の需要の変動
により供給が困難となることが危惧される。また、ゴ
マ種子中にセサミンなどの有用天然物質は 1%に満た
ない量しか含有されていない（Ono et al., 2006）。さ
らに、原材料であるゴマ種子の殆どは輸入に依存して
いる。以上のような事実から、今後、セサミンの需要
が増加した場合、安定的な原材料の供給源の確保が課
題となる。
　この問題に対する解決策として、ゴマ以外のリグナ
ン類高含有植物へ、リグナンの一種であるピノレジ
ノールを起点とするセサミン代謝経路を導入し、さら
に、環境条件を最適化した閉鎖型植物工場において、
セサミンを大量生産することが考えられる。現在当研
究グループでは、閉鎖系植物工場でのリグナン類高含
有植物であるレンギョウ（Forsythia suspensa）の遺伝
子組換え体を用いたセサミンの大量生産を目指してい
る。セサミンはピノレジノールを前駆体として合成さ
れるため、ピノレジノールを始めとしたリグナン類を
多く含んでいるレンギョウに、ゴマ由来ピペリトール
／ セ サ ミ ン 合 成 酵 素 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子
CYP81Q1（Ono et al., 2006）を導入、発現させると同
時に、競合経路の代謝を抑制させることでセサミンを

大量生産できるのではないかと考えている。レンギョ
ウにおけるリグナンの主な代謝経路に関しては、以前
から盛んに研究が行われており、CYP81Q1 を導入、
発現させることでセサミン生産能を付与したレンギョ
ウの培養細胞による、セサミンの合成にも成功してい
る（Kim et al., 2009）。しかし、リグナンには代謝中
間体や類縁体が数多く存在し、その代謝経路も複雑な
ものと予想され、遺伝子組換え植物を用いたセサミン
の大量生産を行うには情報が未だ不十分である。
　近年、リグナン類の一種であるラリシレジノールが、
シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）から検出され

（Nakatsubo et al., 2008）、モデル植物であるシロイヌ
ナズナ中のリグナン代謝経路の存在が示された。シロ
イヌナズナはモデル植物として植物の研究分野におい
て幅広く利用されており、ゲノム情報の解読が完了し
ているだけでなく、遺伝子組換えを簡便に行う手法が
確立しているなど、各種実験系が整備されている。以
上の理由から本植物をリグナンの研究分野にも適応す
ることができれば、本分野の研究が格段に進歩するも
のと考えられる。しかし、シロイヌナズナ中のリグナ
ン類は微量であり、関連化合物を網羅的に分析するこ
とは困難であった。
　そこで本研究では、網羅性があり、かつ微量分析も
可能なリグナン類分析系の確立を目的として、高感度
検出が可能なキャピラリー LC/ESI/MS によるリグナ
ン分析系の構築を試み、シロイヌナズナに含まれるリ
グナン関連化合物のプロファイリングを行うことで、
シロイヌナズナのリグナン研究への適用を試みた。ま
た、ゴマのピペリトール／セサミン生合成遺伝子
CYP81Q1 を導入したシロイヌナズナ中におけるリグナ
ン関連化合物のプロファイリングを行うことで、ピペ
リトール／セサミン生合成酵素がリグナン代謝経路に
及ぼす影響を明らかにし、植物工場でのセサミンの大
量生産に繋がる基礎的な知見を得ることを目的とした。

ゴマ由来ピペリトール／セサミン合成酵素CYP81Q1を発現させた
シロイヌナズナに含まれるリグナン関連化合物のプロファイリング
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［方法］
サンプル準備
　キャピラリー LC-ESI-IT-MS 分析系構築に用いた
標準品は、（+）- ピノレジノール（pinoresinol）、（-）
- マタイレジノール（matairesinol）、（+）- ラリシレジ
ノール（lariciresinol）、（-）- セコイソラリシレジノー
ル（secoisolariciresinol）、（-）- ア ル ク チ ゲ ニ ン

（Arctigenin）、（-）- アルクチン（Arctiin）、エピピノ
レジノール（epipinoresinol）、ピノレジノールグルコ
シド（pinoresinol glucoside）、エピピノレジノールグ
ルコシド（epipinoresinol glucoside）、ピノレジノール
メチルエーテルグルコシド（pinoresinol methyl ether 
glucoside）、フィリリン（phillyrin）、フィリゲニン

（phillygenin）の 11 種類のリグナン類を準備した。内
部標準物質にはビスフェノール A（bisphenol A）を選
択した。UPLC 分析系構築に用いた標準品は、上記の
リグナン類に加え、セサミン（sesamin）を準備した。
　実験に用いたシロイヌナズナは、野生株（Wild）、
CYP81Q1 発 現 株（CYPox）、CYP81Q1 発 現 さ せ、
RNAi に よ り AtPrR1,AtPrR2 を 抑 制 さ せ た 株

（CYPox+PLR-RNAi）の三種類を用いた。それぞれの
種子を MS 寒天培地に播種し、暗所 4℃の条件で 2 日
間処理し、16 時間日長の下で 3 週間育成を行った。育
成したサンプルは地上部、地下部に分けて回収し液体
窒素で凍結後、凍結乾固を行った。抽出にはメタノー
ルを用い、固層抽出にてサンプルの精製を行った。さ
らに親水性、孔径 0.45μm のメンブレンフィルターで
ろ過した後、キャピラリー LC/ESI/MS に供した。
UPLC に供するサンプルはさらにβ - グルコシダーゼ
により全ての配糖体を無糖体に変換して分析を行った。

LC/ESI/MS システム
　キャピラリーLCはUltimate、Swithos II、Famos（LC 
packings,Amsterdam,Netherlands）、 質 量 分 析 計 は
Esquire 3000 plus（Bruker Daltonics, Billerica,MA, 
USA）を用いた。LC にはプレカラムとして 300μm i.d.×
5mm、粒子径 5μm Inertsil ODS-3 C18 column（Dionex, 
Sunnyvale,CA,USA）を、カラムにはキャピラリー
LC column，300μm i.d. ×150mm、粒子径 3μm Inertsil 
ODS-3 C18 カラム（GL Sciences）を用いた。移動相
には蒸留水 / アセトニトリル / 酢酸（95/5/0.05，v/
v/v）,（A）、とアセトニトリル / 水 / 酢酸（95/5/0.05，
v/v/v）,（B）を用いた。流速はCAP-200 splitter（Dionex）

を用いて 4μl min-1 に設定した。サンプルは分析器に
1μl 注入した .

UPLC 蛍光検出器システム
　UPLC シ ス テ ム は ACQUITY UPLC（Waters，
Milford，MA，USA）、 蛍 光 検 出 器 は ACQUITY 
UPLC FLR Detector（Waters，Milford，MA，
USA）を用いた。サンプルは 1μl を分析器に注入した。
分析用カラムは ACQUITY UPLC HSS T3 1.8μm（2.1
× 100mm，Waters，Milford，MA，USA） を 用 い、
カラム温度は 40℃に設定した。リグナン分析の溶離
液は、水 / アセトニトリル / 酢酸（95/5/0.05，v/v/v）,

（A）、とアセトニトリル / 水 / 酢酸（95/5/0.05，v/
v/v）,（B）を用いた。流量は 0.3mLmin-1 に設定し、蛍
光 検 出 器 の 励 起 波 長 と 蛍 光 波 長 は そ れ ぞ れ
280nm,339nm に設定した。一方、セサミン分析の溶
離液は、A 液に水、B 液にメタノールを用いた。流量
は 0.25mLmin-1 に設定し、蛍光検出器の励起波長と蛍
光波長はそれぞれ 280nm、340nm に設定した。

［結果・考察］

バリデーション
　全ての標準品（1pmol）をそれぞれ質量分析器に直
接注入し、それぞれの化合物のフラグメントパターン
を分析した。ここで得た各化合物のフラグメントパ
ターンを用いて、MRM メソッドを構築した。質量分
析器とキャピラリー LC の分析条件を最適化すること
によって、11 種類の化合物を分離することに成功し
た（図 1）。溶出時間と最も高かった MS/MS フラグ
メント（m/z=356）が同じであったために、アルクチ
ゲニンとフィリゲニンを 371>356 の MRM メソッド
で分離することができなかった。しかし、371>295 と
いう新たな MRM メソッドを適用することによりア
ルクチゲニンのみを分析することに成功した。続いて
11 種類の標準品の混合液を繰り返し分析することで、
溶出時間の再現性の確認を行った（n=18）。全ての化
合物の相対標準偏差（RSD）は 15.6%以下であった（表
1）。また、シグナル／ノイズ比（S/N）が 3 となる物
質量を検出限界とし、それぞれの化合物の検出限界を
分析した結果、本分析系の検出限界が 0.5fmol（フィ
リゲニン）から 11.6 fmol（マタイレジノール）となっ
た（表 1）。検量線の直線性を示す相関係数（r2）は 0.9825
となり、定量性が高い検量線を作成することができた。
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以上の結果から、高感度でかつ定量性の高いリグナン
分析系を構築できたことを示している。

シロイヌナズナ中のリグナン関連化合物のプロファイ
リング
　新たに構築した分析系の下で、シロイヌナズナの地
上部と地下部にリグナンが含まれているかを分析した
結果、MRM を用いることで数種類のリグナン類を検
出することに成功した（図 1）。標準品との比較の結果、
地下部から検出された 6 個のピークはそれぞれピノレ
ジノール、エピピノレジノール、アルクチゲニン、ピ
ノレジノールグルコシド、エピピノレジノールグルコ
シド、フィリゲニン＋アルクチゲニンであることが分

かった。地上部からは 3 個の主要なピークを得ること
ができ、標準品との比較の結果、ピノレジノールグル
コシド、エピピノレジノールグルコシド、フィリゲニ
ンであることが分かった。アルクチゲニンは地上部で
は 371>295 の MRM メソッドを用いて検出すること
ができなかったため、地上部の Rt=24.4min のピーク
はフィリゲニンであると考えられる。これら 6 種のリ
グナン類は、シロイヌナズナから今回新たに検出され
たものである（図 2）。以上の結果からキャピラリー
LC-ESI-IT-MS を用いた新たな高感度分析系によっ
て、シロイヌナズナのようにリグナン類が微量にしか
含有されていない植物でも、配糖体と無糖体を同時に
検出、定量できることが示された。

表 1　メソッドバリデーション

図 1. 標準品とシロイヌナズナ野生株の分析結果。（A）: 標準品のクロマトグラム、（B）: シロイヌ
ナズナ地下部の抽出物のクロマトグラム、内部標準物質としてビスフェノール A を添加している。
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セサミンを蓄積するよう代謝改変を行ったシロイヌナズ
ナに含まれるリグナン関連化合物のプロファイリング
　シロイヌナズナに CYP81Q1 を導入、発現させるこ
とによって、リグナン代謝経路にどのような影響があ
る か を 調 べ る た め に、Wild CYPox,CYPox+PLR-
RNAi それぞれに含まれるピノレジノール、ラリシレ
ジノール、セサミンの含有量の測定と、ピノレジノー
ルからラリシレジノールの代謝に関わる遺伝子

AtPrR1,2 そしてピノレジノールからセサミンの代謝に
関わる遺伝子 CYP81Q1 の発現量解析を行った。
　UPLC 蛍光検出器を用いたシロイヌナズナ中のセサ
ミンの分析では、Wild では検出されなかったセサミ
ンのピークが CYPox,CYPox+PLR-RNAi の各ライン
で確認することができた（図 3）。CYP81Q1 をシロイ
ヌナズナで発現させることにより、本来シロイヌナズ
ナでは生合成されないセサミンが、シロイヌナズナ内

図 3. セサミンの検出。それぞれ標準品、Wild の抽出物、CYPox9 の抽出物、スパイク実験のクロマト
グラム。内部標準物質としてビスフェノール A（BisA）を添加し、スパイクを行うことでピーク同定を
行っている。Wild では見られなかったセサミンのピークが、CYPox9 のクロマトグラムで確認できる。

のピノレジノールを前駆体として生合成されたと考え
られる。
　Wild,CYPox,CYPox+PLR-RNAi の AtPrR1,2, と
CYP81Q1 の発現量解析の結果、CYP81Q1 を発現させ

た CYPox では、AtPrR1 の発現量が Wild での発現量
の 6~9 倍程度に上昇していた（図 4）。一方で、RNAi
の効果により CYPox+PLR-RNAi では AtPrR1 の発現
量は Wild と同程度まで抑えられていた。CYPox15 と

図 2. 今回シロイヌナズナから検出できたリグナン類と，予想されるリグナン代謝経路
実線囲いで示した 6 種のリグナン類が、今回新たにシロイヌナズナから検出された。
本分析系を用いることで、配糖体と無糖体を同時に検出、定量することができる。
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比較して CYP81Q1 が高発現した CYPox9 では、より
多くのピノレジノールをセサミンへと代謝したこと
で、CYPox15 と比較してセサミンの含有量が高くなり、
ピノレジノールの含有量が減少したと考えられる。一
方、CYPox+PLR-RNAi の各ラインでは、CYP81Q1 の
発現量の強弱に関わらず、CYPox9 に匹敵するセサミ
ンの蓄積量となった。以上の結果から、シロイヌナズ

ナで CYP81Q1 を発現させることによりセサミンを生合
成させることができ、さらに PLR-RNAi によって
AtPrR1,2 を抑制することで、セサミンの含有量が
CYP81Q1 の発 現 量に関わらず 安 定したことから、
CYP81Q1 を発現させると同時に AtPrR1,2 を抑制させる
ことで、安定してセサミンを生産できると考えられる。

図 4. 地下部での各生合成ステップに関わる遺伝子の発現量解析の結果と各化合物の定量結果。
RNAi 抑制の効果で CYPox+PLR-RNAi の各ラインの AtPrR1 の発現量が CYPox の各ラインと比較して減少していることから、
CYPox+PLR-RNAi ではセサミンへと変換されるピノレジノールの量が増加していると示唆される。そのためCYP81Q1 の発現量の強弱に
関わらず、セサミンを高いレベルで安定的に蓄積していると考えられる。

［結論］

　今回構築した分析系を用いることで、サンプル量の
少ない変異体や遺伝子組換え体であっても、リグナン
類の分析を行うことができ、シロイヌナズナをリグナ
ン研究に適用できることが示された。また、CYP81Q1

をシロイヌナズナに導入することにより、シロイヌナ
ズナでは本来生合成されないセサミンを合成させるこ
とに成功した。さらに CYP81Q1 を導入すると同時に、
競合する代謝経路を抑制させることにより、安定的に
セサミン蓄積させることができた。このことにより、
植物中の複雑な二次代謝経路を制御し、植物工場にお
けるセサミンの大量生産のための重要な知見を得るこ

とができた。また本研究を応用することで、リグナン
類を始めとした有用物質の生産に繋がる知見を得るこ
とができると考えられる。
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