
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1 『 目 A 会場 39

1AO9−1 　出 芽 酵母寿 命 関連 変 異株の メ タ ボ ロ
ー

ム解析

○吉田 亮
1，原 田 和生

1，林 俊介
L，高 岡 千賀

且，田 村 隆行
2，

　向 由起夫
2，小林 昭雄

L，福崎 英
一

郎
1

（
且

阪大院
・工 ・

生命先端，2 長浜バ イオ大
・バ イオサ

．
イエ ン

　ス ）

1AO9−2　　 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の メ タボ ロ
ー

ム 解析

　　　　　　○林 俊 介
1，田丸 浩

2，秋 山 真
一3，小林 昭雄

⊥，福崎 英
一

郎
1

　　　　　　　（
1
阪大院

・．T：・生命先端，2三重 大 ・生 資、S三 重 大
・SVBL 〕

【目的 】　 カ ロ リ ー制 限 （CR 〕は 寿 命 を延 長 さ せ る こ とが で きる唯 一確 実 な

方法 で あ るが ．その 機構に つ い て は ，ス トレス 耐性 な どが 考え られ て い る

もの の，未解 明 の ま まで あ る．そ こで 本研究で は ，CR に 伴 う代謝 の 変動に

注 目 し，寿命の 延 長
・短 縮 と代謝の 変動 との 関係 を ．出芽酵母 を 用 い て 明

らか に する こ と を 目的 と した ．
【方法 と結 果 】　栄 養応 答 に 関 わ る シ グナ ル 伝達系 が 欠 損 した こ とで寿 命が

変化 し た6種 の変異 株 とGR 処 理 した 野生 株に つ い て、94種の 代謝産物 の 相

対量 を GC ．MS ，　 CE−MS を使 っ た メ タポ ロ
ー一ム解析 に よ り測 定 し、各相 対量

に基 づ い て主 成 分分析 を行 っ た 、そ の結果、各株は 宅 に 3 つ の t’成分に 基

づ き ク ラ ス タ ー
分離 した ．その う ち第 3 主 成分は 寿 命の 長短に 応 じた 分離

を表現 して お 0，各株の 代謝の 違い は寿命 と強 く関係 して い る こ とが 示唆

され た．また，この 時の 分離 に寄与 した 化合物か ら、寿命に 関係す る代謝

経路 と して，核酸 NADH ，ア ミノ酸の 代謝やTGA 回路 な どが予想 され た、
今後、寿 命関連遺伝子 を推測 し，当該変異株 に つ い て メ タボ ロ

ー
ム 解析 と

寿命観 測を行 い ，寿 命延長遺伝子 を探索する 予定で ある．

【目的 】　ゼブラ フ ィ ッ シ ュ （Danio　reTt・iの は「世 代時 間が 短 く，発生過程 の

観察が 容易 で あ る こ とか ら．脊椎勤物の初 期 発生 モ デル 生物 と し て注 目 さ

れ て お り，ア ン チ ジ ー
ン 化 合 物 を用 い た遺伝 子 の ノ ッ ク ダウ ンの 方法 論が

確立 さ れ て い る ．一方，発生 の 任意段階 で薬 物投 与 が可 能 な た め，薬物暴

露に よ る病態
・薬 効 ・

毒性 スク リーニ ン グの ア ッ セ イ系 とし て も重用 さ れ

て い る ．現 在 ，目視 あ る い は ，顕微 鏡 観 察 に よ る形 態 学 的 な 評 価 に基 づ く

表現 型 解析が 行わ れ て い る が ，再現 性，解像度 に 問題 が あ る．そ こで ．メ

タ ボ ロ
・一ム を精密な 表現 型 と捉え る こと に よ り，高 解像 度 汎 用 表 現 型 解析

シ ス テ ム の 構築を 考 案 した 、第
一
段 階 とし て，初 期 発生 段階 予測 モデル の

作成 を 試み た ．
【方法 お よ び結果】 種 々 の 発生 ス テ ージ の ゼ ブ ラフ i ッ シ ュ 受 精卵 1，S，6．
9，12，IS，24 　hpf （hours　posL−lertiTization〕を 材料か ら親 水性 画 分を 抽 出

し，メ トキ シ 化．シ リル 化 に よる 誘導体 化を 行
’
）た 後，G 〔：月

10F−MS 分析

に 供 した 、得 られた マ ス ク ロ マ トグ ラム を べ 一
ス ラ イン 補正 、マ ルチ プ ル

ア ライ メン b等 の 前 処理を施 した 後，保持 時間イ ン デ ッ クス を独立 変数，
ピーク強度 を従楓 変数 とした行列 デ

ータ を作成 し、多変量解析 に 供 した ．
主成 分 分析で デ

ー
タ 構造 を確認後，PLS 回帰に より，発生段 階予 測モ デル

を作成 し，有用 性を検証 した．
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【目的1 ニ チ ニ チ ソ ウ （Catfutt
’
anthtts 　rose’ms ）　Pよ4P　ttに 多様 な ア ル カ ロ イ ド

Terpenoid 　lndole 　AlkaToids 〔TIAs ）を生 合成 する ．これ らの 中に は 医薬価

値の 高い 化合物が含 まれて お り，TIAs の 生 合成 機構の 解明が望 まれ て い

る、こ れまで、TIAs 合成に 関与す る遺伝子の ク ロ
ー

ニ ン グ，発現局在 に つ

い て の 研究は 広 くなさ れて き た ．しか し実際 に 細胞 内の 代謝産物が ど の よ

うに 変動 し関わ りあ っ て い る の か ．TIAs と一次代謝 物を含め た代謝物 全体

を見る 解像度の 高い 研究はなさ れて い ない ．そ こ で 今回、TIAs の 生 合成が

活性化 され た際 の 代謝変動 を代謝産物 レ ベ ル で 解析す る こ とを 目的 と し，
メ チル ジ ャ ス モ ン 酸 （MeJA ）処理時 に お け る一次代謝 と 款 代謝 の 代 謝

物プ ロ フ ァ イ リン グ を行 っ た ．
【方法 お よび 結果】MeJA を添加 した 培地 に ニ チニ チソ ウ懸濁培養細胞 を植

え 継い で MeJA 処理 を 開始 した ．経時的 にサ ン プ リン グ を行い ，ア ミノ酸，
有機酸，槍 リン 酸，ヌ ク レ オ チ ド等 のイ オン 性代謝物は 〔：EtMS 分析に ，糖

は GCtM．　 S 分析 に，ま た TIAs は L 〔］1MS 分析に よ り測定 した．結果，処理 し

た 培養細胞で は ，S6〜48 時閲後 に
一

部の ア ミ ノ酸や TCA 同路中の 有機酸，
TIAs で あ る ア ジ ュ マ リシ ン の蓄積量の 増加が 見 られ た

一
方で ，プ ト レ ッ シ

ン や トリプ タ ミン の 蓄積量 の 増加 は 見 られ な か っ た ．

【目的】昨年度大会で 演者 ら は糖 リ ン 酸，有機酸 ，ヌ ク レオ チ ド，GoA 化 合

物 な ど ア ニ オ ン 性 代 謝 産 物 の
一

斉 分 析 を 可 能 に す る 　 capillary

elecu
’
ophoresis ！mass 　spectrometry （CE ’MS ）の 新手法 を既 に報告 した

1）．以
前 の 方 法は安価な フ ユ

ーズ ドン リカ キ ャ ピ ラ リ ーを用い て い た が ，標 準物

質混合 溶液 と生体サ ン プル 試料溶液 との 間で 移動時間の 再 現 性が 得 られ に

くか っ た ．そ こで ，移動時間 再現性の 向上 を図 るた め ，K 〔，dama らが 開 発 し

た ス ル ホ ン 化キャ ピ ラ リ
ー？｝

を用い た GEtMS 分析法 の検討 を行 っ た ．
【方法

・
結果】ス ル ホ ン 化 キ ャ ピ ラ リーを用 い た C   MS 法 に よ り ア ニ オ ン 性

代謝産 物慓準混 合溶液 を 分析 した と ころ ，移動 時間 の 再現 性 が 向 ヒした ，
ま た ，EOF が 速 ま り，結果，感度が 上 昇 し，分析時間 も短 縮 で きた ，しか しな

が ら，ピ …ク エ リア再現 性 は 低 ドした ，そ こ で，dwcl1　time を延 長 し，分 析時

間毎に 分析 対象化 合物 を変 更す る方法 を採 用 す る こ と に よ っ て ，ピ
ー

ク エ

リア再 現性 を 向上 させ た ．さ ら に ，スル ホ ン化 キ ャ ピ ラ リ
ー

に適 した サ ン

プル調 製法 を検 討 した ．以 上 の よ う に最 適化 し た分 析手 法 を用 い て ，植 物

培養細 胞 に お け る ア ニ オ ン 性代謝産 物 ア ロ フ ァ イル を行 っ た ．
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