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略号 

2,4-D: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

2,4-D-Ala: 2,4-D-alanine 

2,4-D-Asn: 2,4-D-asparagine 

2,4-D-Asp: 2,4-D-aspartic acid 

2,4-D-Gln: 2,4-D-glutamine 

2,4-D-Glu: 2,4-D-glutamic acid 

2,4-D-Gly: 2,4-D-glycine 

2,4-D-Hex: 2,4-D-hexose 

2,4-D-Hex-Hex: 2,4-D-hexose-hexose 

2,4-D-His: 2,4-D-histidine 

2,4-D-Ile: 2,4-D-isoleucine 

2,4-D-Leu: 2,4-D-leucine 

2,4-D-Phe: 2,4-D-phenylalanine 

2,4-D-Ser: 2,4-D-serine 

2,4-D-Thr: 2,4-D-threonine 

2,4-D-Val: 2,4-D-valine 

2,4-DCP: 2,4-dichlorophenol 

2,4-DCP-acetyl Hex: 2,4-dichlorophenol-acetl hexose 

2,4-DCP-Hex: 2,4-dichlorophenol-hexose 

2,4-DCP-Hex-dHex: 2,4-dichlorophenol-hexose-deoxyhexose 

2,4-DCP-Hex-dPen-acetyl dPen: 2,4-dichlorophenol-hexose-deoxypentose-acetyl 

deoxypentose 

2,4-DCP-malonyl-Hex-dHex: 2,4-dichlorophenol-malonyl-hexose-deoxyhexose 

2,4-DCP-SO3 Pen: 2,4-dichlorophenol-sulfate pentose 

AGC: automatic gain control 
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BgS: background subtraction 

CID: collision induced dissociation 

dHex: deoxyhexose 

dPen: deoxypentose 

FT-ICR: fourier transform ion cyclotron resonance 

GC/MS: gas chromatography/mass spectrometry 

GSH: glutathione 

GST: glutathione S-transferase 

GT: glycosyltransferase 

HCA: hierarchical cluster analysis 

HPLC: high performance liquid chromatography 

HRMS: high-resolution mass spectrometry or high resolution mass spectrometer 

LC/HRMS: liquid chromatography/high-resolution mass spectrometry 

LC/MS: liquid chromatography/mass spectrometry 

LC/TOFMS: liquid chromatography/time-of-flight-mass spectrometry 

M.W: molecular weight 

m/z: mass-to-charge ratio 

MCPA: 2-methyl-4-chlorophenoxy acetic acid 

MS: mass spectrometry or mass spectrometer  

NAT: N-acetyl transferase 

NMR: nuclear magnetic resonance 

OH-2,4-D: hydroxy-2,4-D 

OH-2,4-D-malonyl-Hex: hydroxy-2,4-D-malonyl-hexose 

OH-2,4-DCP: hydroxyl-2,4-dichlorophenol 

OH-2,4-DCP-acetyl Hex: hydroxyl-2,4-dichlorophenol-acetyl hexose 

OH-2,4-DCP-Hex: hydroxyl-2,4-dichlorophenol-hexose 
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OH-2,4-DCP-malonyl Hex: hydroxyl-2,4-dichlorophenol-malonyl hexose 

OPLS-DA: orthogonal projection to latent structures discriminant analysis 

PAPS: 3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulfate 

PBS: phosphate buffered saline 

Pen: pentose 

PRM: parallel reaction monitoring 

PTFE: polytetrafluoroethylene 

RDBE: ring and double bond equivalent 

RT: retention time 

S/N: signal-to-noise ratio 

SO3-2,4-DCP: sulfate-2,4-dichlorophenol 

SULT: sulfotransferase 

TOF: time-of-flight 

UDPG: uridine diphosphate glucose 

UGT: uridine diphosphate glucuronosyl-transferase 
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第一章 緒論 

 

1.1. 除草剤開発の歴史と異物代謝研究の背景 

雑草は田や畑において，有用植物と同じ環境下で互いに競合し合いながら生育して

いる．雑草による被害と防除の労力は非常に甚大であるため，有用植物を保護しなが

ら雑草のみを効率的に防除する方法，すなわち除草剤の開発が進められてきた．除草

剤は，「雑草の枯殺またはその正常な生育を阻害する目的で使用される化学物質」と

定義され (Ahrens, W. H., 1994)，1941年に植物ホルモンであるオーキシン様の作用を

もつ選択性有機除草剤 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) の開発に端を発する 

(Takematsu, T., 1982)．その当時，2,4-Dは様々な植物の成長調節を目的として使用さ

れていた．その後，2,4-D は薬剤処理量を上げることで選択的除草活性があることが

分かり，実用化された最初の除草剤となった (Ito, M., 2016)．現在では，世界中で数

百種類におよぶ除草剤が開発され，各薬剤が有する選択的除草活性を利用した化学的

防除が実施されている． 

除草剤が有する選択的除草活性は，植物生体内での異物代謝反応に強く依存してい

ることが知られている (Suzuki, I., 1993a, Yu, Q., 2014, Yuan, J. S., 2006)．植物生体内に

取り込まれた除草剤は，各種異物代謝酵素の作用で構造的変化を受け，薬理効果が低

減する (Van Eerd, L. L., 2003, Coleman, J. O. D., 1997)．この異物代謝能力は，植物種に

よって大きく異なっており，それゆえに選択的除草剤活性が発現すると考えられてい

る．したがって，雑草のみを選択的に枯殺する性能を有した除草剤開発において，新

規薬剤を効率的に開発していくためには，植物種ごとの異物代謝能力の違いに基づい

た薬物開発が必要であると考えられている (Suzuki, I., 1993a, Duke, S. O., 2011)． 

除草剤の開発プロセスは，リードジェネレーションとリードオプティマイゼーショ

ンと呼ばれる2つの過程から構成される (図1-1) (Delaney, J., 2006)．リードジェネレー

ションは，リード化合物を選定する過程であり，ランダムスクリーニング，既知生理 
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Design

1. Lead generation

2. Lead optimization

Synthesize many type of 

candaidate compounds

Determine the most 

efficacy compounds

Lead compound

Efficacy test Synthesis

① Random screening

② Modification of chemical structure of known drugs

③ Dessign based on the 3D structure of enzymes and proteins

Drug candidate

Optimize the lead compound 

for safety and efficacy

 

図 1-1. 薬物開発のスキーム 

 

活性物質の化学構造をモデルとして選抜する手法，生体内の酵素やタンパク質の三次

元構造を基にデザインする手法などが用いられる (Suzuki, I., 1993b,)．リード化合物が

選抜されると，続いてリードオプティマイゼーションが実施される．この過程では，

選抜したリード化合物の化学構造をモデルに数多くの誘導体を合成し，構造と活性の

関係を解析しながらさらなる分子設計を行う．最終的には，薬効や安全性などの面か

ら最適な構造を備えた候補化合物が選定される．従来の除草剤開発のスキームは異物

代謝過程に基づいておらず，このスキームによって選定される新規除草剤は，実に約

2~3万種類の候補化合物の中で 1化合物であると言われており (Yamaguchi, I., 2013)，

効率的かつ合理的な薬剤開発は未だ実施できていない．それゆえ，除草剤の開発過程

で，有用植物，雑草における除草剤の代謝物および推定される代謝経路を包括的に捉

え，両者の異物代謝能力の違いを評価する方法論が構築できれば，植物種間の選択性
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に基づいた候補化合物のデザインが可能になり，効率的な除草剤開発につながると考

えられる． 

 また，生体内で代謝された除草剤の多くは，代謝される前のものと比較して薬理活

性や毒性が弱くなると考えられているが，いくつかの除草剤は代謝されることで薬理

活性や毒性がむしろ強くなることが知られている (Bavcon Kralj, M., 2007)．そのため，

農作物の安全性の観点から，除草剤そのものだけでなく異物代謝過程で生じる代謝物

についても網羅的に評価する必要があるとの認識が広がってきている (EFSA panel 

on plant protection products and their residues, 2012)．以上の背景から，近年，除草剤の

代謝物情報を網羅的に取得することは重要な課題となっている． 

 

1.2. 生体内における外因性化学物質の異物代謝反応機構 

除草剤の代謝物情報を網羅的に取得するためには，生体内における各異物代謝反応

について理解する必要がある．動物および植物生体内での外因性化学物質 [除草剤や

殺虫剤などの農薬，低分子医薬品 (分子量が数十から数百程度の医薬品の総称)，環境

汚染物質など，人工的に合成された化学物質の総称] の異物代謝反応様式をそれぞれ

図 1-2，図 1-3 に示す．動物では，生体内に取り込まれた外因性化学物質は，はじめ

に酸化，還元，加水分解などの第 I相代謝反応により代謝される．これらはさらに抱

合化反応 (第 II相代謝反応) によって生体内の内在性代謝物 (グルクロン酸，硫酸，

グルタチオン，グリシンなど ) との抱合体となって，尿，胆汁中に排泄される 

(Ioannides, C., 2001, Iwabuchi, H., 1998) (図 1-2)．植物でも，生体内に取り込まれた外因

性化学物質は，基本的に動物と類似した代謝反応によって水溶性の代謝物へと変換さ

れるが，単糖類や各種アミノ酸類といった動物ではあまり知られていない内在性の代

謝物と抱合体を形成する (Mine A., 1975, Hodgson, R. H., 1973, Frear, D. S., 1976, Hall, J. 

C., 2000)．また，植物では第 II相代謝反応で生じた抱合体がさらなる抱合化反応によ

ってより極性の高い代謝物へと変換される (第 III相代謝反応) (Sandermann, H., 1992, 

Sandermann, H., 1997, Frear, D. S., 1985)．そして，これらの反応によって極性を増した 
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外因性化学物質の代謝物は最終的に液胞中に運ばれ貯蔵もしくは分解され，一部は細

胞壁の構成成分として利用されると考えられている  (Coleman, J. O. D., 1997, 

Brazier-Hicks, M., 2007, Van Eerd, L. L., 2003) (図 1-3)．第 I相代謝反応のうち中心的な

役割を果たしている代謝酵素群はシトクロム P450 と呼ばれるヘムタンパク質であり， 

Phase I   : Oxidation, hydrolysis, reduction 

Phase II  : Conjugation

Cytochrome

P-450

Uridine diphosphate 

glucuronosyl-transferase,

Sulfotransferase,

Glutathione-S-transferase,

N-acetyl transferase

Animal cell

Xenobiotic

Xenobiotic

Phase II

metabolite

Phase I metabolite Excretion

 
図 1-2. 動物における異物代謝反応様式 

 

Phase I   : Oxidation, hydrolysis, reduction 

Phase II  : Conjugation

Phase III : Secondary conjugation

Bound residues

Plant cell

Vacuole
Cytochrome

P-450

Glucosyl-transferase,

Sulfotransferase,

Glutathione-S-transferase

Xenobiotic

Phase II

metabolite

Phase I metabolite

Glucosyl-transferase,

Sulfotransferase,

N-acetyl transferase,

Malonyl transferase

Phase III

metabolite

Xenobiotic

 

図 1-3. 植物における異物代謝反応様式 
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主に細胞中の小胞体膜上に局在している  (Anzenbacher, P., 2001, Lynch, T., 2007, 

Zimmerlin, A., 1990)．すべてのシトクロム P450は分子量約 50000前後の膜結合性タン

パクであり，補欠分子族としてプロトポルフィリン IX が 1 分子存在している．シト

クロム P450 が関与する代謝反応は NAD(P)H と酸素の存在下で進行する．NAD(P)H

由来の還元力を利用して酸素分子を活性化，基質を酸化するという反応様式であり，

以下に示す化学反応式で示される． 

 

RH + NAD(P)H + O2 → ROH + NAD(P)+ + H2O 

R: Xenobiotics (外因性化学物質) 

 

シトクロムP450が触媒する反応を代謝様式別にまとめたものを図1-4に示す (代謝反

応様式とその機構の詳細は付録に記載) (Hirobe, M.，1990, Van Eerd, L. L., 2003)．シト 

Phase Description Metabolic reaction

I Oxidation, Reduction, Hydrolysis

1. Aryl/alkyl hydroxylation

2. O-dealkylation

3. N-dealkylation

4. Oxidative deamination

5. Sulfoxidation

6. Nitrogen oxidation

7. Nitroreduction

8. Hydrolysis (Ester)

9. Hydrolysis (Amide)

10. Hydrolysis (Nitrile)

O

O

 

図 1-4. シトクロム P450が触媒する異物代謝反応 (第 I相代謝反応) 
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クロム P450 によって酸化された外因性化学物質は一般的に水溶性が増し，体外 (植

物の場合，液胞) へ排泄される．シトクロム P450 が触媒する反応は，一酸素添加反

応に分類され，非常に幅広い基質群を変換できる (Guengerich F. P., 2001)．基本的には

そのほとんどが酸化反応であるが，逆反応である還元反応や加水分解反応を触媒する

ことも知られている (Guengerich F. P., 2001)．また，最近では，シトクロム P450によ

り見かけ上加水分解が起こる (厳密には酸化反応として分類される) ことが明らかと

なっている (Guengerich, F. P., 1988)．シトクロム P450以外にも様々な酵素が異物代謝

反応に関与している (Gaweska, H., 2011, Decker, M., 2009, Meyer, M. R., 2015)．例え 

ば，エステラーゼはエステル基を有する外因性化学物質の加水分解を触媒する 

(Decker, M., 2009，Meyer, M. R., 2015)． 

 これまで述べてきた各代謝反応様式とその機構は，主に第 I相代謝反応におけるシ

トクロム P450 を中心とした代謝酵素群によって基質に極性官能基が導入された事例

である．これら第 I相代謝反応に対して生体内の内在性代謝物と抱合体を形成し，よ

り極性の高い物質へと変換する代謝反応のことを抱合反応，あるいは第 II相代謝反応

と呼ばれている (代謝反応様式とその機構の詳細は付録に記載)．第 II 相代謝反応を

触媒する酵素群として，動物では，グルクロン酸転移酵素  (uridine diphosphate 

glucuronosyl-transferase: UGT)，硫酸転移酵素 (sulfotransferase: SULT)，グルタチオン

S-転移酵素 (Glutathione S-transferase: GST)，N-アセチル転移酵素 (N-acetyl transferase: 

NAT)，グリシンなどの一部のアミノ酸抱合を触媒する酵素群が知られている (図 1-5) 

(Ioannides, C., 2001, Iwabuchi, H., 1998)． 

植物でも，動物と同じく第 II相代謝反応として硫酸抱合反応，グルタチオン抱合反

応，およびアミノ酸抱合反応により，外因性化学物質をより極性の高い物質へと変換

する異物代謝反応が起こる．一方で一部，動物とは異なる異物代謝反応により外因性

化学物質の代謝物を生成する．動物では第 II相代謝反応の中でも特に中心的な役割を

果たしているのがグルクロン酸転移酵素であるが，植物ではこの酵素による異物代謝

反応はあまり知られておらず，その代わりに糖転移酵素 (glycosyltransferase: GT) によ
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る第 II相代謝反応が起こる (glucose conjugation)．また，第 II相代謝反応によって生

じた外因性化学物質の糖抱合体に糖，アセチル基，硫酸，およびマロン酸などがさら

に抱合する反応が存在する  (第 III 相代謝反応) (図 1-5) (Sandermann, H., 1992, 

Sandermann, H., 1997, Frear, D. S., 1985) ことから，植物生体内で観測される外因性化

学物質の代謝物は動物に比べて多岐にわたる． 

このように生体内での外因性化学物質の代謝物は，Phase I，Phase II (植物の場合は

これらに加えて Phase III代謝反応も含む) に分類される各代謝酵素群による働きが複

雑に組み合わさった結果の産物である．しかしながらこれまでの代謝研究では，一部

の代謝酵素による一段階反応の評価に留まっているのが現状である．外因性化学物質

の代謝物情報を網羅的に取得するためには，これら代謝酵素群による代謝反応が多段

階で起こった場合の情報を整理し活用する必要がある． 
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Phase Description Metabolic reaction Enzymes

II Conjugation

1. Glucuronidation UDP–glucuronosyltransferases  

2. Sulfo conjugation Sulfo transferases

3. Glutathione S-conjugation Glutathione S-transferases

4. N-acetylation N-acetyltransferases

5. Amino acid conjugation
Acyl-CoA synthetases +

amino acid N-acyltransferases

6. Glucose conjugation Glycosyl transferases

III Secondary conjugation

Glucose conjugation R-glucose   R-glucose-glucose Glucosyl transferases

Malonate conjugation R-glucose   R-glucose-malonate Malonyl transferases

Acetylate conjugation R-glucose   R-glucose-acetyl Acetyl transferases

Sulfate conjugation R-glucose   R-glucose-sulfate Sulfo transferases

 

図 1-5. 第 II相，第 III相代謝酵素が触媒する異物代謝反応 (第 II相，第 III相代謝反応) 

 

1.3. 外因性化学物質の代謝物探索手法 

生体内に取り込まれた除草剤をはじめとした外因性化学物質の代謝経路および代

謝物の特定は，主に質量分析 (mass spectrometry: MS) が使用されてきた．1960年代

から 1990 年代にかけて，ガスクロマトグラフィー/質量分析 (GC/MS) が外因性化学

物質の代謝物探索法の主流であった．しかし，生体内で代謝されることにより極性が
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増した外因性化学物質の代謝物を GC/MS で測定する場合，誘導体化などの煩雑な前

処理操作が必要であり，より簡便な分析法が求められていた．1984年，John B, Fenn

らによるエレクトロスプレーイオン化法が開発  (Yamashita, M., 1984) されたことで，

液体クロマトグラフィー/質量分析 (LC/MS) が外因性化学物質の代謝物探索研究に

使用されるようになった．LC/MSが開発されてから約 30年が経過した今日では，高

感度かつ精密質量を取得可能な高分解能質量分析計  (high-resolution mass 

spectrometry: HRMS) が各種開発されている．一般に HRMSは，1. 高い分解能 (m/Δm 

> 30000)，2. 高い質量確度 (< 10 ppm) を有したMSと定義されており，飛行時間型 

(time-of-flight: TOF)，フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型 (fourier transform ion 

cyclotron resonance: FT-ICR)，オービトラップ型 (orbitrap) などが知られている (Prasad, 

B., 2011)．近年では，HRMSを用いた外因性化学物質の代謝物を探索するための方法

論が数種報告されている (Zhang, H., 2008，Macherius, A., 2014)．例えば，Zhangらは 血

糖降下薬である Troglitazone を投与したラット (薬剤処理群) および非投与ラット 

(コントロール群) の血漿と肝臓試料を LC/HRMSで測定し，コントロール群で検出さ

れた代謝物のシグナル値を薬剤処理群から減算処理 (background subtraction: BgS) し

た．その結果，24種類の Troglitazone代謝物の推定に成功している (Zhang, H., 2008)．

また，Macherius らは，環境汚染物質であるトリクロサンをホースラディッシュに曝

露，代謝させた試料とコントロールを LC/HRMS で測定し，得られたデータを

OPLS-DA (orthogonal projection to latent structures discriminant analysis) に供した．さら

に，Sプロットを描画し，トリクロサン曝露検体に強い相関 (p(corr) > 0.5) を有する

イオンをピックアップすることで，23種類のトリクロサン代謝物の推定に成功してい

る (Macherius, A., 2014)．しかしながら，薬剤処理検体と非処理検体のMSスペクトル

の違いに基づく BgSや OPLS-DAなどの手法はいずれも，内生の代謝物変動に起因す

る偽陽性ピークと区別がつかず，正確な代謝物探索が困難となる． 
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1.4. 本研究の目的 

植物生体内での異物代謝過程に着目することは，1. 効率的な除草剤開発，2. 農作

物の安全性評価を実施するために必要不可欠である．これまでの除草剤をはじめとし

た外因性化学物質の代謝研究は，MS を用いて行われてきており，薬剤処理検体と非

処理検体 (コントロール検体) の MS スペクトルの差分解析に基づいた手法が主流で

あった．しかしながら，この手法には次のような問題点が挙げられる．第一に，外因

性化学物質を処理することで生じる内生の代謝物変動による偽陽性ピークと外因性

化学物質の代謝物を区別することが困難である．第二の問題点は，仮に候補となる代

謝物を検出できたとしてもその代謝物の化学組成や化学構造の推定は容易ではない．

最も一般的な外因性化学物質の代謝物の推定は，推定される代謝物の化学合成標準物

質を用いてクロマトグラフィーの保持時間，MS スペクトルおよび MS/MS スペクト

ルの一致度を指標に行われるが，多くの代謝物の標準物質を入手，合成することは困

難であり，また合成のためには多くの時間と労力を要する．化学構造が推定されない

代謝物および合成が不可能な代謝物は，動物や植物に処理することで得られる微量の

代謝物を単離しなければならず，非常に煩雑な工程が必要となる．したがって，植物

生体内での異物代謝過程に着目した効率的な除草剤開発や農作物の安全性評価を実

施するためには，除草剤の代謝物を網羅的に検出し，検出された代謝物の化学構造を

推定するための手法が必要となる． 

そこで本研究では，除草剤の代謝物探索のための方法論の開発および実用性の評価

を目的とした．まず，第二章では，新規の方法論を構築するための除草剤のモデルと

して古くから使用されている 2,4-D を使用した．さらに，2,4-D 処理したシロイヌナ

ズナ T87培養細胞中で生成した 2,4-D代謝物の構造推定を行い，得られた代謝物の種

類と数を指標に，開発した方法論の新規性を検証した．第三章では，シロイヌナズナ

植物個体を用いて，開発した方法論の実用性について評価した． 
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第二章 除草剤の代謝物探索のための方法論の開発 

 

2.1. 緒言 

第一章で述べたとおり，従来のMSを基盤とした除草剤の代謝物探索手法の問題点

は，1. 除草剤を処理することで生じる内生の代謝物変動による偽陽性ピークと除草剤

の代謝物を区別することが困難であること，2. 仮に候補となる代謝物を検出できたと

してもその代謝物の化学組成や化学構造の推定は容易ではないことである． 

第一の問題点である除草剤に曝露されることによって生じる内生の代謝物変動に

よる偽陽性ピークの検出の低減化および包括的な代謝物探索を行うための戦略とし

て，測定対象とする薬剤の安定同位体標識体の利用が考えられる．安定同位体標識体

は，非標識体と物理・化学的特性が同じであるため，非標識体と標識体を曝露，代謝

させ，取得したMSデータの質量差分の情報を用いて代謝物を検出することが可能と

なる．すなわち，安定同位体ラベリングおよび LC/HRMSを併用することで内生の代

謝物変動による偽陽性ピークを除去することが可能となる．これまでに，様々な安定

同位体元素 (13C, 15N, 34S, 2H) を用いて化学合成された薬剤を利用した研究がなされ

ており，代謝経路の特定やこれまで知られていなかった新規代謝物の検出，同定に成

功している (Mutlib, A. E., 2008)．さらに，近年では，標識体および非標識体を含む膨

大なMSスペクトルデータの中から外因性化学物質由来の代謝物を自動で探索できる

ソフトウェアが各種開発されてきており，代謝物探索法の高精度化や効率化が進んで

いる (Bueschl, C., 2012, Kluger, B., 2013, Kluger, B., 2014, Leeming, M. G., 2015)．しかし

ながら，これらのソフトウェアを用いた代謝物探索においては，13C 安定同位体標識

体および非標識体を 1:1で混合した薬剤を用いることを前提としており，これらのソ

フトウェアを用いた報告は 13C安定同位体標識体に限られている．2H安定同位体標識

体は，13C 安定同位体標識体に比べてコストや合成の難易度が低いという点において

比較的利用しやすいことから，2H 安定同位体標識体を用いた代謝研究はこれまでに

も数多く実施されている (Hemling, M., 1994, Liu, D. Q., 2001, Ohashi, N., 1998, Lam, W., 
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2002)．一方で，逆相クロマトグラフィーにおいて，2H 安定同位体標識体は通常，非

標識体よりも早く溶出することが知られており (Fukusaki, E., 2005)，上述したソフト

ウェアでは 2H安定同位体標識体を用いた解析をする上での制限が存在する． 

第二の問題点である除草剤の代謝物推定は，外因性化学物質の代謝反応を網羅した

in silico代謝物予測を実施することで達成できると考えられる．in silico代謝物予測は，

これまでにMeteor (Lhasa, UK) やMetabolExpert (CompuDrug, USA) に代表される様々

なソフトウェアを利用することでが有料，無料で提供されている (Langowski, J., 2002, 

Anari, M. R., 2005 )．これらのソフトウェアは設定した代謝反応に基づいて化学物質の

構造情報からその代謝反応および代謝物を予測するソフトウェアであり，in silico 代

謝物予測に基づいた外因性化学物質の代謝物の推定事例が報告されている．例えば，

Pelanderらは，検死体から採取した尿中における Quetiapineの代謝物について，液体

クロマトグラフィー飛行時間型質量分析 (LC/TOFMS) を用いて取得したデータと

Meteorを用いて予測された Quetiapineの Phase I代謝物 (酸化反応，脱離反応，加水分

解反応) を比較解析することでいくつかの Quetiapine 代謝物の推定に成功している 

(Pelander, A., 2009)．しかしながら，このようなソフトウェアを利用したこれまでの報

告例 (Pelander, A., 2009) は，主にヒトや動物における薬物の代謝反応に限られており，

植物体での除草剤の代謝物推定に適応した事例は未だ報告されていない．また，植物

生体内で生じる除草剤の代謝物は，Phase I，Phase II，および Phase IIIに分類される各

代謝反応を触媒する代謝酵素群による働きが複雑に組み合わさった結果の産物であ

ることから，包括的な除草剤の代謝物推定を達成するためには，これら異物代謝反応

の情報を複合的に捉えることが重要であると考えられる． 

さらに，HRMS/MSスペクトルの利用は，生体内分子の構造情報の特定に有用であ

る．また，除草剤および除草剤の代謝物プロファイルの経時的な変化を解析すること

は，植物生体内での除草剤の代謝反応機構の理解につながる．それゆえ，in silico 代

謝物予測に加えて，HRMS/MSスペクトルを用いた部分構造解析，および除草剤およ

びその代謝物プロファイルの経時変化の解析を併せて実施することで，信頼性の高い
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代謝物推定ならびに代謝反応機構の解明につながると考えられる． 

そこで本章では，13C および 2H 安定同位体標識体の利用，液体クロマトグラフィ

ー四重極オービトラップ型高分解能質量分析 (LC/HRMS/MS) によるプリカーサーイ

オン (MS) およびプロダクトイオン (MS/MS) の取得，データマイニング技術 (保持

時間の補正，ピーク検出，ペアードピークスフィルタリング)，第 I相代謝反応から第

III相代謝反応までを網羅した in silico代謝物予測, 代謝物プロファイルの経時的変化

を解析することで，除草剤の代謝物を高精度に推定するための新しい方法論の構築を

目的とした (図 2-1)．提案する方法論は，除草剤の代謝物候補を選定するための戦略 

(2. LC/HRMS/MS分析，3.1 ピークアライメントおよびピーク検出，3.2 統計解析，3.3 

ペアードピークスフィルタリング) と選定した代謝物候補の化学構造を推定するた

めの戦略 (3.4 経時的な代謝物プロファイリング，3.5 in silico代謝物ライブラリーお

よび HRMS/MSスペクトルを用いた化学構造推定) の 2つから構成されている．当該

方法論の構築と検証を行うためのモデル除草剤として，2,4-Dを選択した．2,4-Dはフ

ェノキシ系除草剤に分類され，植物ホルモンであるオーキシン様の作用を持ち，分裂

組織の活性化，分裂異常，形態異常など，植物の基本的生理活性の攪乱現象により除

草活性を有することが古くから知られている薬剤である (Lilienfeld, D. E., 1998, 

Terence, A. W., 2006, Song, Y., 2014, Eyer, L., 2016)．これまでに 13種類の 2,4-D代謝物

がシロイヌナズナ，コムギやダイズ，綿花など様々な植物体から同定されている 

(Chkanikov, D., 1976, Feung, C.-S., 1973, Eyer, L., 2016)．また，生体試料の選別にあたっ

ては，植物個体に比べて実験サンプルの調製が容易であること，生育ステージの違い

による影響を受けにくいことから安定した状態の細胞を回収できること，培養のバッ

チ間のばらつきを押さえることができること，薬剤の取り込み効率が安定しているこ

となどの理由を鑑みてシロイヌナズナ T87培養細胞を選択した． 
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図 2-1. 本研究で提案する外因性化学物質の代謝物探索手法 

 

2.2. 実験方法 

2.2.1. 試薬および供試化学物質 

LC-MS グレードのアセトニトリル，LC-MS グレードの酢酸アンモニウム，および

LC-MSグレードの酢酸 (LC-MS grade) は Sigma‒Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購

入した．LC-MSグレードの水は関東化学株式会社 (東京，日本) から購入した．2,4-D 

(純度  99.5 %) はナカライテスク株式会社  (京都，日本 ) から購入した．

(2,4-Dichlorophenoxy-d3) acetic-2,2-d2 acid (2H5-2,4-D; 98 % D) はセントラル薬品株式会

社 (東京，日本) から購入した. 13C8-2,4-D (98 % 13C) は 13C2-chloroacetic acid と 

13C6-2,4-dichlorophenolを用いて独自に合成した (Narender, N., 2002)．13C8-2,4-Dの合成

に利用した 13C6-2,4-dichlorophenol は 13C6-phenol を原料として独自に合成した (Wei, 

T.–B., 2000)．13C6-Phenolおよび 13C2-chloroacetic acidは大陽日本酸素 (東京，日本) か

ら 購 入 し た ． 内 部 標 準 物 質 と し て 使 用 し た ピ リ ミ カ ル ブ お よ び

2-methyl-4-chlorophenoxy acetic acid (MCPA) は和光純薬工業株式会社 (大阪，日本) か

ら購入した． 

 

2.2.2. 実験植物および化学物質の処理 

シロイヌナズナ T87 培養細胞は理化学研究所バイオリソース研究センター (筑波，
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日本) から提供していただいた．シロイヌナズナ T87培養細胞は 500 mLのフラスコ

に添加したムラシゲスクーグ (Murashige and Skoog) (Murasige, T., 1962) 液体培地 

(Goda, H., 2002) (150 mL) で 25 °C，24時間明期条件で 1週間培養した．供試化学物質

の処理については，2,4-D, 13C8-2,4-D，および 2H5-2,4-Dをそれぞれジメチルスルホキ

シドに溶解させた後，終濃度が 0.1 % (体積比) になるように培養液中に添加した．ま

たコントロール群として，ジメチルスルホキシドを終濃度が 0.1 % (体積比) になるよ

うに培養液中に添加した添加した培養液についても同様に調製を行った (図 2-1, Step 

1)．化学物質暴露後，培養液を 20 mLずつ 5本の 100 mLフラスコに分注し，25 °C，

24時間明期条件で 0, 1, 3, 7 ,10日間培養し回収した．回収した培養細胞は PBSで 3回

洗浄した後，直ちに液体窒素で凍結させ一昼夜凍結乾燥に供した．細胞培養液は 1 mL

計量し，培養細胞と同様に一昼夜凍結乾燥に供した．凍結乾燥後得られた培養細胞お

よび培養液はサンプルの抽出時まで-80 °Cで保存した． 

 

2.2.3. 試料調製方法 

サンプリング日ごとに回収した培養細胞は，4本の 2.0 mL容のエッペンドルフチュ

ーブにそれぞれ 10 mg ± 0.1 mg計量した．各エッペンドルフチューブに 3 mmのジル

コニアボール 1個と 1 mLの抽出溶媒 (水/アセトニトリル 1:1 体積比) を加え，20 Hz

で 1分間ボールミル (MM 301 Retsch, Haan, Germany) により破砕した．続いて，超音

波処理によって 5分間代謝物を室温下で抽出した後，16000 ×g, 4 °Cの条件で 5分間

遠心分離した．その後，上清 900 μLを新しいエッペンドルフチューブに回収した．

前述した条件で抽出操作を 3度繰り返し，上清をそれぞれ新しいエッペンドルフチュ

ーブに回収した．それぞれ回収した上清は遠心濃縮機に供し，アセトニトリルを除去

した後，1本のエッペンドルフチューブに混合した．続いて，一昼夜凍結乾燥に供し

溶媒を除去した．内部標準物質として 20 ngのMCPAおよびピリミカルブを含む 200 

μLの混合溶液 (水/アセトニトリル 2:1 体積比) に再溶解し，0.2 mの PTFEシリン

ジフィルターに通したものを HPLCバイアルに回収した．各サンプルは LC/HRMS分
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析に供するまで−80 °Cで保存した． 

 

2.2.4. LC/HRMS/MS分析条件 

LC/HRMS分析 (図 2-1, Step 2) および LC/HRMS/MS分析 (図 2-1, Step 3.5) には，

LC system (Prominence, Shimadzu, Kyoto, Japan) と Q Exactive plus (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) を用いた． LC systemはバイナリー高圧グラジエント

送液ユニット，カラムオーブン，およびオートサンプラーから構成されており，シス

テムコントローラーによって各装置を制御した．LC の分析条件を以下に示す．移動

相 Aには 0.05% (体積比) の酢酸，および 5 mMの酢酸アンモニウムを添加した水を

使用し，移動相 Bには 0.05% (体積比) の酢酸，および 5 mMの酢酸アンモニウムを

添加したアセトニトリルを使用した．インジェクション量は 10 μLに設定した．流速

は 0.4 mL/minに設定した．カラムオーブン温度は 40°Cに設定した．グラジエント条

件は，B液 10 % (2分間)，B液 10‒90 % (2分間)，B液 90 % (3分間) 行った後初期状

態に戻し 4分間カラムの平衡化を行った．分析カラムは Inertsil ODS-4 (150 × 2.1 mm 

i.d.，粒子径, 3 m; GLサイエンス, 東京, 日本) を使用した．また，プリカーサーイ

オンスキャンの分析条件を以下に示す．分析は負イオンモードで実施した．シースガ

ス流速は 40 arb，Auxガス流速は 10 arbに設定した．スプレー電圧は 2.5 kVに設定し

た．キャピラリー温度は 275°C，ヒーター温度は 425 °Cに設定した．Sレンズレベル

は 50に設定した．質量分解能は 70000に設定した．C-Trapに溜めるイオン量を制御

するパラメーターである Automatic gain control (AGC) target は 1000000，Maximum 

injection time (MI) は 200ミリ秒に設定した．スキャン幅は 100–700に設定した．また，

プロダクトイオンスキャン (parallel reaction monitoring: PRM) の分析条件を以下に示

す．分析は負イオンモードで実施した．シースガス流速は 40 arb，Auxガス流速は 10 

arbに設定した．スプレー電圧は 2.5 kVに設定した．キャピラリー温度は 275 °C，ヒ

ーター温度は425 °Cに設定した．Sレンズレベルは 50に設定した．質量分解能は 17500

に設定した．AGC targetは 2000000，MIは 100ミリ秒に設定した．プリカーサーイオ
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ンの分離幅は 4.0 Da，オフセットを 0.7に設定した．プロダクトイオンスキャンの開

始幅質量電荷比は 50に設定した．衝突エネルギーは最小値を 15 V，最大値を 35 Vに

設定し，MSスペクトルを 10 Vごとに取得した． 

 

2.2.5. ピークアライメントおよびピーク検出 

保持時間の補正 (1. Retention time alignment)，ピーク検出およびピークエリア値の

算出 (2. Detect unknown compounds)，ピークのグルーピング  (3. Group unknown 

compounds，4. Fill gaps)，バックグラウンド減算 (mark background compounds) には

Compound Discoverer 2.0 (Thermo Fisher Scientific) を用いた  (図 2-1, Step 3.1)．

Compound Discoverer 2.0における各処理工程の名称は，上記の括弧内に記載してある

とおりである．処理工程のフローチャートおよびパラメーターの設定値を図 2-2，図

2-3に示す．Compound Discoverer 2.0を用いたデータ解析は，3種類のタイムコースデ

ータセット，すなわち 2,4-D処理群とコントロール群，2,4-D処理群と 13C8-2,4-D処理

群，および 2,4-D 処理群と 2H5-2,4-D 処理群について個別に実施した．それぞれのタ

イムコースデータセットには，合計 40のデータが含まれる [各薬剤処理群について 5

点のタイムコース (各 n = 4)]．まず，保持時間の補正 (1. Retention time alignment) を

ベースピーククロマトグラムに基づいて実施した．次に，ピーク検出 (2. Detect 

unknown compounds) を行った．設定した元素組成 (2,4-Dおよび外因性化学物質の代

謝反応で用いられる元素組成) に基づいてモノアイソトピックイオンおよび同位体

イオンを探索し，質量許容差 10 ppmおよび相対感度比 0.5を満足した同位体イオンに

ついてはモノアイソトピックイオンに統合した．検出されたモノアイソトピックイオ

ンのうち，同位体イオンが 1つも検出されていないものは解析対象から除外した．ま

た，得られたモノアイソトピックイオンについて，クロマトグラムを構成するデータ

ポイント数が 3ポイント未満のものについても解析対象から除外した．続いて，設定

したアダクトイオン種の Δm/zに基づいてアダクトイオン種を探索し，質量許容差 10 

ppm以内を満たしたものは，最もシグナル強度の強いアダクトイオン種に統合した後，
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ピークエリア値の算出を行った．設定したアダクトイオン種は，分析条件 (移動相溶

媒および添加剤の種類) および 2,4-D の物性情報を考慮して，[M-H]-，[M-H-HAc]-，

[M-H-H2O]-の 3種類を用いた．データファイルごとに検出された各モノアイソトピッ

クイオンについて，設定した質量許容差 10 ppmおよび保持時間差 0.2分に基づきピー

クのグルーピングを行った (3. Group unknown compounds)．あるピークグループにつ

いて，検出限界などの理由によりエリア値が算出されていないデータファイルが存在

した場合，ギャップフィリングを実施しエリア値を算出した (4. Fill gaps)．ギャップ

フィリングは，あるピークグループが有する保持時間およびモノアイソトピックイオ

ンの精密質量近傍のノイズを探索し，そのエリア値を算出するアルゴリズムである．

ギャップフィリングを実施することで，その後の統計解析に供するために必要なデー

タマトリックス作成が達成された．また，2,4-D処理群とコントロール群については，

コントロール群で検出された化合物を用いてバックグラウンド減算を行った (Mark 

background compounds)． 

Select spectra

1. Retention time alignment

2. Detect unknown compounds
Detection of extracted ion chromatogram traces 

in the full (MS1) scans by using the parameter 

settings for the mass tolerance and intensity 

threshold, and groups isotopes and adducts

3. Group unknown compounds
Grouping chromatographic peaks with the 

same M.W×RT values 

4. Fill gaps
Fill in missing peaks or peaks below the 

detection threshold for subsequence statistical 

analysis

 M (Exact mass)

Sample 1  

Sample 2  

Sample 3  

Sample 1

Sample 2

Sample 3

… …

Sample 1, 2, 3, …

 M (Exact mass)

Sample 1  

Sample 2  

Sample 3 filled gap

threshold threshold

m/z

[M-H]-

[M-H+HAc]-

In
te

n
s
it
y

m/z

monoisotopic ion

In
te

n
s
it
y isotopic ion

m/z

monoisotopic ion ([M-H]-)

In
te

n
s
it
y

 

図 2-2. Compound Discoverer 2.0 を用いた処理工程のフローチャート 
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Align Retention Times node
Alignment Model : Adaptive curve

Mass Tolerance : 10 ppm

Max. Shift (min) : 0.2

Detect Unknown Compounds node
Mass Tolerance : 10 ppm

Intensity Tolerance (%) : 50

S/N Threshold : 3

Min. Peak Intensity : 10000

Ions : [M-H]-, [M-H-H2O]-, [M-H+HAc]-

Min. Element Counts : C H N O Cl

Max. Element Counts : C60 H200 N10 O20 P10 S10 Cl3 

Group Unknown Compounds node
Mass Tolerance : 10 ppm

Max. Shift (min) : 0.05

Fill Gaps node
Mass Tolerance : 10 ppm

RT Tolerance (min) : 0.05

S/N Threshold : 10

Predict Composition
1. Prediction Settings

Mass Tolerance : 10 ppm

Min. Element Counts : C H N O Cl

Max. Element Counts : C60 H200 N10 O20 P10 S10 Cl3 

Min.RDBE : -1

Max.RDBE : 40

Min. H/C : 0.1

Max. H/C : 4

Max. # Candidates : 10

2. Pattern Matching

Intensity Tolerance (%) : 30

Intensity Threshold (%) : 0.1

Min # Isotopes : 2

Min. Spectral Fit (%) : 50

Mark Background Compounds
Max. Sample/Blank : 2

 

図 2-3. Compound Discoverer 2.0における各種パラメーター 

 

2.2.6. 統計解析 

各検体において，比較対象とする 2 群 (例えば，2,4-D 処理後 7 日の検体および

13C8-2,4-D処理後 7日の検体) をヴォルカノプロット (log2 fold change > |1|，P-value < 

0.05) に供することで，2,4-D代謝物候補を選定した (図 2-1, Step 3.2)．ヴォルカノプ

ロットの描画には Compound Discoverer ver. 2.0 (Thermo Fisher Scientific) を用いた．階

層的クラスター解析 (Hierarchical cluster analysis: HCA) には，MetaboAnalyst 3.0 (Xia, 

J., 2009) を用いた．また，クラスター間の距離の算出にはウォード法を用いた． 

 

2.2.7. ペアードピークスフィルタリング 

統計解析によって選定された 2,4-D代謝物候補について，ペアードピークスフィル

タリングに供した (図 2-1, Step 3.3)．ペアードピークスフィルタリングとは，シロイ

ヌナズナ T87 培養細胞に非標識体 2,4-D，13C8-2,4-D，および 2H5-2,4-D をそれぞれ処

理することで生じた代謝物をペアーにして解析することで，溶媒，システムノイズ，

夾雑成分に由来する偽陽性ピークの検出を大幅に低減することが可能なフィルタリ

ング技術である．ペアードピークスフィルタリングは，マイクロソフトエクセル 2013

のビジュアルベーシックアプリケーションを用いて独自に作成した．前提として，非
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標識体 2,4-D と 13C8-2,4-D に由来する代謝物ペアー，あるいは非標識体 2,4-D と

2H5-2,4-D に由来する代謝物ペアーにおいては，次の 3 条件を満たす．1. クロマトグ

ラフィーにおける保持時間が類似する，2. 質量分析計で観測される強度は同等である，

3. 両者の Δm/zは標識元素の種類 (例えば，13Cと 12Cの質量差，2Hと 1Hの質量差な

ど) および標識数を反映する．Δm/zは，以下の式で表すことができる． 

 

Δm/z = 同位体元素の質量差 × 標識数 

 

例えば，2,4-D および 13C8-2,4-D 処理したシロイヌナズナ T87 培養細胞において，求

める Δm/zは，1.0034 × 8すなわち 8.0272と算出される．ゆえに，この値に質量許容

差 (例えば 5 ppm) を考慮して算出される 8.0272 ± 0.0010に相当する Δm/zを有する代

謝物ペアーを探索すればよいことになる．さらにクロマトグラフィーにおける保持時

間差 (ΔRT) および質量分析計での検出強度の差を設定することで，偽陽性を可能な

限り低減することが可能となる．ペアードピークスフィルタリングにおける各パラメ

ーターの詳細な設定値は以下に記載する (表 2-1)． 

 

 

表 2-1. ペアードピークスフィルタリングにおける各種パラメーター 

Parameter Unlabeled and 
13C8-2,4-D-treated samples 

Unlabeled and 
2H5-2,4-D-treated samples 

Δm/z values -8.0262 -5.0314 

 -6.0201 -4.0251 

  -3.0188 

  -2.0126 

  -1.0063 

Mass tolerance (ppm) 5 5 

Intensity tolerance - - 

ΔRT (min) 0.1 0.2 
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2.2.8. 2,4-D代謝物のアノテーションおよび化学構造の推定方法 

ペアードピークスフィルタリングに供することで得られた 2,4-D代謝物候補につい

て，Metabolizer (ChemAxon Ltd., Budapest, Hungary; https://www.chemaxon.com/) を用い

て作成した 2,4-D代謝物ライブラリーと質量誤差 5 ppm以内で比較照合することでア

ノテーションを行った (図 2-1, Step 3.5)．Metabolizerは，植物生体内で起こることが

知られている外因性化学物質の既知代謝反応様式をもとに，入力した親化合物から生

じうる代謝物を in silicoで予測するソフトウェアである．in silico代謝物予測に用いた

外因性化学物質の既知代謝反応様式は，Reactor (ChemAxon Ltd) を用いて独自に作成

した (図 2-8)．作成した既知代謝反応様式を Metabolizerに登録することで，2,4-D代

謝物を予測した．また，ペアードピークスフィルタリングによって得られた全ての

2,4-D 代謝物についてプロダクトイオンスキャンを行い，得られた HRMS/MS スペク

トルから構造情報の解析を行った． 

 

2.3. 結果と考察 

2.3.1. LC/HRMS/MS分析条件の最適化 

植物は 2次代謝物を多種多様に産生する．植物界全体では 20000種を超える代謝物

が存在することが推計されており，他の生物種に比べるとはるかに多いことが知られ

ている (Pichersky, E., 2000)．例えば，シロイヌナズナのロゼッタ葉 1枚に含まれる代

謝物数は，1次代謝物，2次代謝物あわせて 5000種類存在すると言われている (Bino, 

R. J., 2004)．従って，植物中に含まれる膨大な内生の代謝物の中から除草剤の代謝物

を正確にピックアップするためには，LC でのクロマト分離，あるいはクロマト分離

が難しい代謝物についてはMSでの分離を実施する必要がある．石橋らはこれまでに

植物試料中に含まれる農薬の包括的なスクリーニングにおける質量分解能 (m/Δm = 

17500，35000，70000) の影響を Q Exactiveを用いて調査した (Ishibashi, M., 2015)．そ

の結果，標的とする農薬成分を植物試料中の夾雑成分と分離分析を行うためには，質

量分解能 70000および質量精度 5 ppm以内での分析が必要であると結論づけた．それ
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ゆえ，本研究では質量分解能を 70000に設定して分析を行った．質量分解能の設定に

続き，LC/HRMS測定条件の検討を行った．これまでに報告されている 13種類の 2,4-D

代謝物のうち，シロイヌナズナ T87 培養細胞で検出された 10 種類の 2,4-D 代謝物情

報を指標に検討を行った．検討に用いた 10種類の代謝物は次のとおりである (表 2-2)．

2,4-D骨格を有する代謝物 (グループ 1) は 2種類存在し，2,4-D-hexose (2,4-D-Hex) (M1

およびM2) である．Hydroxy-2,4-D (OH-2,4-D) 骨格を有する代謝物 (グループ 2) は

1種類存在し， OH-2,4-D (M7) である．2,4-dichlorophenol (2,4-DCP)骨格を有する代謝

物 (グループ 3) は 7種類存在し，それぞれ 2,4-D-alanine (2,4-D-Ala) (M9), 2,4-D-valine 

(2,4-D-Val) (M11), 2,4-DCP-hexose (2,4-DCP-Hex) (M13), 2,4-D-leucine (2,4-D-Leu),また

は 2,4-D-isoleucine (2,4-D-Ile) (M14), 2,4-D-aspartic acid (2,4-D-Asp) (M16), 

2,4-D-glutamic acid (2,4-D-Glu) (M19), and 2,4-D-phenylalanine (2,4-D-Phe) (M23) である．

10 種類の 2,4-D 代謝物の物理化学的性質  (LogPow， 0.79～ 3.18) (CAS: 

https://www.cas.org/content/chemical-substances/faqs) から，逆相カラムを分離担体とし

て選定した．また，2,4-D はカルボキシル基を有する酸性物質であることから，エレ

クトロスプレーイオン化法における極性についてはネガティブイオンモードで実施

した．続いて，移動相溶媒，添加剤，グラジエント条件などが LC分離および HRMS/MS

分析に及ぼす影響について，10 ppm の 2,4-D を 7 日間処理したシロイヌナズナ T87

培養細胞からの抽出試料を用いて評価を行った．その結果，移動相とグラジエント条

件の最適化を行うことで，10種類の 2,4-D代謝物すべてについて良好なピークで感度

良く分離分析を達成できた (図 2-4)．さらに，これら 10種類の 2,4-D代謝物について

HRMS/MSスペクトルを用いた構造解析を実施したところ，構造情報との間に矛盾が

なかった (図 2-5a，2-5b)．以上の結果から，最適化した LC/HRMS/MS 分析を用いる

ことで，植物試料中に含まれる膨大な夾雑成分の中から除草剤の代謝物を高精度に分

離分析することができると結論づけた．
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表 2-2. 推定された 2,4-D 代謝物一覧 

Metabolite 

ID 
RT (min)a Precursor ion 

Measured 

precursor ion      

[M-H]- b 

Δm/zc  Δm/zd 

Predicted formula of 

molecular anion 

[M-H]- 

[deviation (ppm)] 

Observed main 

fragment(s) m/zb 

Predicted formula of fragment anions 

[deviation (ppm)] 
Estimated metahbolites 

Group 1: 2,4-D structure (C8H6O3Cl2)        

M1 7.35 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
381.0154 8.0263 (8) 5.0317 (5) C14H15O8Cl2 (1.3) 

101.0244, 119.0350, 

160.9567, 161.0456, 

218.9622 

C4H5O3 (0.2), C4H7O4 (0.4), 

C6H3OCl2 (0.2), 

C6H9O5 (0.2), C8H5O3Cl2 (0.2) 

2,4-D-Hex (isomer 1) 

M2 7.46 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
381.0148 8.0269 (8) 5.0314 (5) C14H15O8Cl2 (-0.4) 

101.0244, 119.0351, 

160.9567, 161.0456, 

218.9622 

C4H5O3 (0.4), C4H7O4 (0.7), 

C6H3OCl2 (0.4), 

C6H9O5 (0.3), C8H5O3Cl2 (0.3) 

2,4-D-Hex (isomer 2) 

M3 6.93 [M-H]- 453.0364 8.0269 (8) - - 160.9566, 218.9620 C6H3OCl2 (-0.5), C8H5O3Cl2 (-0.7) Unknown 

M4 6.42 [M-H]- 463.0935 8.0261 (8) 5.0306 (5) - 160.9564, 218.9619 C6H3OCl2 (-1.3), C8H5O3Cl2 (-1.2) Unknown 

M5 6.90 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
543.0679 8.0266 (8) 5.0307 (5) C20H25O13Cl2 (0.3) 

101.0243, 119.0350, 

160.9565, 161.0455, 

179.0560, 218.9620 

C4H5O3 (-1.0), C4H7O4 (-0.1), 

C6H3OCl2 (-0.7), 

C6H9O5 (-0.4), C6H11O6 (-0.7), 

C8H5O3Cl2 (-0.7) 

2,4-D-Hex-Hex 

M6 6.46 [M-H]- 554.1219 8.0267 (8) 5.0318 (5) - 160.9566, 218.9621 C6H3OCl2 (-0.3), C8H5O3Cl2 (-0.2) Unknown 

Group 2: OH-2,4-D structure (C8H6O4Cl2)        

M7 7.13 [M-H]- 234.9570 8.0269 (8) 4.0252 (4) C8H5O4Cl2 (-0.2) 176.9516 C6H3O2Cl2 (0.3) OH-2,4-D 

Group 3: 2,4-Dichlorophenol (DCP) structure (C6H4OCl2)       

M8 6.81 [M-H]- 240.9134 6.0201 (6) 3.0186 (3) C6H3O4SCl2 (-0.2) 160.9566 C6H3OCl2 (-0.3) SO3-2,4-DCP 

M9 7.00 [M-H]- 289.9992 8.0269 (8) 5.0312 (5) C11H10O4NCl2 (-0.2) 
71.0139, 88.0405, 

128.0354, 160.9567 

C3H3O2 (0.5), C3H6O2N (0.7), 

C5H6O3N (0.7), C6H3OCl2 (0.4) 
2,4-D-Ala 

M10 6.13 [M-H]- 305.9945 8.0268 (8) 5.0315 (5) C11H10O5NCl2 (1.1) 

74.0247, 87.0087, 

104.0353, 144.0301, 

160.9565, 217.9779 

C2H4O2N (-0.3), C3H3O3 (-0.7), 

C3H6O3N (-0.4), C5H6O4N (-0.8), 

C6H3OCl2 (-0.7), C8H6O2NCl2 (-1.1) 

2,4-D-Ser 

M11 8.20 [M-H]- 318.0308 8.0264 (8) 5.0312 (5) C13H14O4NCl2 (0.8) 
99.0452, 116.0717, 

156.0666, 160.9567 

C5H7O2 (0.5), C5H10O2N (-0.1), 

C7H10O3N (0.2), C6H3OCl2 (0.5) 
2,4-D-Val 
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M12 6.55 [M-H]- 320.0101 8.0268 (8) 5.0318 (5) C12H12O5NCl2 (1.0) 
72.0091, 74.0247, 

158.0459, 160.9565 

C2H2O2N (-0.1), C2H4O2N (-0.6), 

C6H8O4N (0.1), C6H3OCl2 (-0.8) 
2,4-D-Thr 

M13 6.53 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
323.0096 6.0202 (6) 3.0189 (3) C12H13O6Cl2 (0.4) 

101.0245, 119.0349, 

160.9567, 161.0456 

C4H5O3 (0.1), C4H7O4 (-0.4), 

C6H3OCl2 (0.1), C6H9O5 (0.1) 
2,4-DCP-Hex 

M14 8.90 [M-H]- 332.0464 8.0267 (8) 5.0310 (5) C14H16O4NCl2 (0.5) 
113.0608, 130.0875, 

160.9567, 170.0825 

C6H9O2 (0.2), C6H12O2N (1.5), 

C6H3OCl2 (0.5), C8H12O3N (1.2) 
2,4-D-Leu or 2,4-D-Ile 

M15 5.94 [M-H]- 333.0054 8.0264 (8) 5.0315 (5) C12H11O5N2Cl2 (1.0) 

70.0298, 131.0461, 

160.9565, 171.0410, 

217.9779 

C3H4ON (-0.7), C4H7O3N2 (-0.9), 

C6H3OCl2 (-1.0), C6H7O4N2 (-0.6), 

C8H6O2NCl2 (-0.8) 

2,4-D-Asn 

M16 6.22 [M-H]- 333.9889 8.0271 (8) 5.0310 (5) C12H10O6NCl2 (-0.4) 

115.0037, 132.0303, 

160.9567, 172.0252, 

217.9782 

C4H3O4 (0.3), C4H6O4N (0.2), 

C6H3OCl2 (0.4), C6H6O5N (0.2), 

C8H6O2NCl2 (0.2) 

2,4-D-Asp 

M17 6.31 [M-H]- 334.9735 8.0265 (8) 5.0309 (5) - 160.9565 C6H3OCl2 (-0.7) Unknown 

M18 6.02 [M-H]- 347.0210 8.0268 (8) 5.0317 (5) C13H13O5N2Cl2 (1.0) 
128.0354, 160.9566, 

185.0568 

C5H6O3N (-0.4), C6H3OCl2 (-0.3), 

C7H9O4N2 (-1.2) 
2,4-D-Gln 

M19 6.31 [M-H]- 348.0049 8.0271 (8) 5.0314 (5) C13H12O6NCl2 (0.5) 

102.0561, 128.0354, 

146.0460, 160.9567, 

186.0408, 217.9781 

C4H8O2N (0.5), C5H6O3N (0.7), 

C5H8O4N (0.5), C6H3OCl2 (0.4), 

C7H8O5N (-0.1), C8H6O2NCl2 (0.2) 

2,4-D-Glu 

M20 5.82 [M-H]- 356.0218 8.0266 (8) 5.0321 (5) C14H12O4N3Cl2 (2.1) 
154.0620, 160.9565, 

194.0569 

C6H8O2N3 (-1.5), C6H3OCl2 (-1.1), 

C8H8O3N3 (-1.4) 
2,4-D-His 

M21 6.56 [M-H]- 362.0211 8.0263 (8) 5.0307 (5) - 160.9565 C6H3OCl2 (-1.0) Unknown 

M22 6.02 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
365.0201 6.0199 (6) 3.0191 (3) C14H15O7Cl2 (0.1) 

101.0243, 119.0348, 

160.9564, 161.0453, 

179.0558 

C4H5O3 (-1.1), C4H7O4 (-1.5), 

C6H3OCl2 (-1.6), C6H9O5 (-1.7), 

C8H11O6 (-1.7) 

2,4-DCP-acetyl Hex 

M23 8.65 [M-H]- 366.0303 8.0270 (8) 5.0310 (5) C17H14O4NCl2 (-0.6) 

118.0664, 147.0453, 

160.9568, 164.0716, 

204.0667 

C8H8N (1.2), C9H7O2 (0.8), C6H3OCl2 

(0.7), C9H10O2N (-0.9), C11H10O3N 

(0.2) 

2,4-D-Phe 

M24 6.54 [M-H]- 372.9565 6.0195 (6) 3.0184 (3) C11H11O8SCl2 (2.1) 
96.9600, 113.0243, 

131.0348, 160.9565 

HSO4 (-1.5), C5H5O3 (-1.1), C5H7O4 

(-1.7), C6H3OCl2 (-1.2) 
2,4-DCP-SO3 Pen 

M25 6.78 [M-H]- 395.0306 6.0204 (6) 3.0190 (3) - 160.9564 C6H3OCl2 (-1.3) Unknown 

M26 6.34 [M-H]- 395.0307 6.0206 (6) 3.0190 (3) - 160.9564 C6H3OCl2 (-1.6) Unknown 

M27 6.64 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
424.0580 8.0263 (8) 5.0316 (5) - 160.9565 C6H3OCl2 (-0.7) Unknown 
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M28 6.12 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
466.0678 8.0264 (8) 5.0325 (5) - 160.9564 C6H3OCl2 (-1.6) Unknown 

M29 6.09 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
469.0672 6.0200 (6) 3.0190 (3) C18H23O10Cl2 (-0.3) 

101.0243, 119.0349, 

160.9564, 161.0453, 

163.0610, 323.0087 

C4H5O3 (-1.1), C4H7O4 (-0.9), 

C6H3OCl2 (-1.5), C6H9O5 (-1.2), 

C6H11O4 (-1.1), C12H13O6Cl2 (-2.3) 

2,4-DCP-Hex-dHex (isomer 

1) 

M30 6.21 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
469.0672 6.0205 (6) 3.0190 (3) C18H23O10Cl2 (-0.3) 

101.0243, 119.0348, 

160.9564, 61.0452, 

163.0608, 

179.0559,307.1031, 

323.0090 

C4H5O3 (-1.4), C4H7O4 (-1.4), 

C6H3OCl2 (-1.3), C6H9O5 (-2.3), 

C6H11O5 (-2.3), C6H11O6 (-1.4), 

C12H19O9 (-1.0), C12H13O6Cl2 (-1.4) 

2,4-DCP-Hex-dHex (isomer 

2) 

M31 6.02 [M-H]- 472.0056 6.0201 (6) 3.0188 (3) - 160.9564 C6H3OCl2 (-1.3) Unknown 

M32 6.02 [M-H]- 494.0267 6.0198 (6) 3.0190 (3) - 160.9564 C6H3OCl2 (-1.8) Unknown 

M33 5.81 
[M-H]-, 

[M-H+HAc]- 
511.0781 6.0201 (6) 3.0194 (3) C20H25O11Cl2 (0.3) 

71.0139, 89.0245, 

101.0244, 160.9567, 

323.0086, 469.0675 

C3H3O2 (0.4), C3H5O3 (0.7), C4H5O3 

(-0.4), C6H3OCl2 (0.2), C12H13O6Cl2 

(-2.8), C18H23O10Cl2 (0.2),  

Nozzle-skimmer 

dissociation product of M36 

M34 7.04 [M-H]- 515.0732 8.0259 (8) 5.0314 (5) - 160.9565  C6H3OCl2 (-0.5) Unknown 

M35 6.21 [M-H]- 532.0634 6.0198 (6) 3.0190 (3) - 160.9564 C6H3OCl2 (-1.5) Unknown 

M36 5.81 [M-H]- 555.0681 6.0203 (6) 3.0195 (3) C21H25O13Cl2 (0.6) 

71.0139, 89.0245, 

101.0244, 160.9566, 

323.0090, 365.0229, 

469.0675, 511.0780 

C3H3O2 (0.5), C3H5O3 (0.7), C4H5O3 

(-0.5), C6H3OCl2 (0.1), C12H13O6Cl2 

(-1.4), C14H15O7Cl2 (0.3), 

C18H23O10Cl2 (0.3), C20H25O11Cl2 

(0.2) 

2,4-DCP-malonyl-Hex-dHex 

M37 6.02 [M-H]- 597.1150 6.0207 (6) 3.0185 (3) C24H31O13Cl2 (0.5) 

101.0243, 119.0349, 

133.0505, 160.9565, 

161.0454, 179.0560 

C4H5O3 (-1.0), C4H7O4 (-1.1), C5H9O4 

(-1.1), C6H3OCl2 (-1.2), C6H9O5 

(-0.9), C6H11O5 (-0.8) 

2,4-DCP-Hex-dPen-acetyl 

dPen 

M38 5.81 [M-H]- 618.0644 6.0198 (6) 3.0190 (3) - 
160.9564, 469.0669, 

511.0772 

C6H3OCl2 (-1.5), C18H23O10Cl2 (-1.0), 

C20H25O11Cl2 (-1.4) 
Unknown 

M39 7.48 [M-H]- 634.1109 6.0195 (6) 3.0190 (3) - 160.9565  C6H3OCl2 (-1.0) Unknown 
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M40 5.98 [M-H]- 653.1411 6.0200 (6) 3.0186 (3) - 160.9564 C6H3OCl2 (-1.5) Unknown 

M41 6.77 [M-H]- 660.0907 6.0190 (6) 3.0181 (3) - 160.9565  C6H3OCl2 (-0.9) Unknown 

Group 4: Hydroxy-2,4-dichlorophenol (OH-DCP) structure (C6H4O2Cl2)      

M42 6.68 [M-H]- 339.0048 6.0201 (6) 2.0129 (2) C12H13O7Cl2 (1.3) 

101.0244, 119.0349, 

161.0454, 176.9514, 

179.0558 

C4H5O3 (-0.4), C4H7O4 (-0.9), C6H9O5 

(-0.7), C6H3O2Cl2 (-0.6), C6H11O6 

(-1.6) 

OH-2,4-DCP-Hex 

M43 6.09 [M-H]- 381.0153 6.0202 (6) 2.0126 (2) C14H15O8Cl2 (1.0) 
101.0244, 161.0457, 

176.9515, 339.0038 

C4H5O3 (0.1), C6H9O5 (1.3), 

C12H13O7Cl2 (-1.6), C6H11O6 (-1.6) 
OH-2,4-DCP-acetyl Hex 

M44 6.28 [M-H]- 425.0057  6.0193 (6) 2.0119 (2) C15H15O10Cl2 (2.1) 

101.0243, 119.0348, 

161.0454, 176.9512, 

381.0137 

C4H5O3 (-0.9), C4H7O4 (-1.3), C6H9O5 

(-1.0), C6H3O2Cl2 (-1.7), C6H11O8Cl2 

(-3.3) 

OH-2,4-DCP-malonyl Hex 

Group 5: Unknown structure        

M45 6.34 [M-H]- 190.9667 6.0201 (6) - - - - Unknown 

M46 6.54 [M-H]- 213.9731 6.0201 (6) - - - - Unknown 

M47 8.04 [M-H]- 213.9731 6.0202 (6) 2.0125 (2) - - - Unknown 

M48 5.58 [M-H]- 300.0284 8.0270 (8) 5.0315 (5) - - - Unknown 

M49 8.25 [M-H]- 304.0147 8.0271 (8) - - - - Unknown 

M50 9.50 [M-H]- 310.9887 6.0199 (6) 2.0126 (2) - - - Unknown 

M51 7.39 [M-H]- 328.9752 6.0210 (6) 3.0189 (3) - - - Unknown 

M52 10.24 [M-H]- 339.9608 6.0210 (6) 2.0124 (2) - - - Unknown 

M53 7.38 [M-H]- 353.0204 6.0198 (6) 3.0190 (3) - - - Unknown 

M54 6.52 [M-H]- 358.9859 6.0208 (6) 3.0193 (3) - - - Unknown 

M55 6.34 [M-H]- 376.0270 6.0197 (6) - - - - Unknown 

M56 7.38 [M-H]- 378.0150 6.0209 (6) 3.0191 (3) - - - Unknown 

M57 7.28 [M-H]- 382.0257 8.0270 (8) 5.0302 (5) - - - Unknown 

M58 6.24 [M-H]- 405.0631 8.0264 (8) 5.0318 (5) - - - Unknown 

M59 7.01 [M-H]- 410.0202 - 5.0311 (5) - - - Unknown 
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M60 7.35 [M-H]- 416.9917 8.0270 (8) 5.0318 (5) - - - Unknown 

M61 8.02 [M-H]- 425.0412 6.0198 (6) 3.0183 (3) - - - Unknown 

M62 6.02 [M-H]- 444.9863 6.0202 (6) 3.0193 (3) - - - Unknown 

M63 8.65 [M-H]- 451.0471 8.0267 (8) 5.0314 (5) - - - Unknown 

M64 6.63 [M-H]- 460.0345 8.0263 (8) 5.0307 (5) - - - Unknown 

M65 6.63 [M-H]- 487.0532 8.0269 (8) 5.0310 (5) - - - Unknown 

M66 6.38 [M-H]- 503.0515 8.0261 (8) 5.0310 (5) - - - Unknown 

M67 6.21 [M-H]- 505.0444 6.0196 (6) 3.0188 (3) - - - Unknown 

M68 6.63 [M-H]- 509.0735 8.0270 (8) 5.0305 (5) - - - Unknown 

M69 6.55 [M-H]- 523.0332 - 3.0193 (3) - - - Unknown 

M70 7.66 [M-H]- 532.0784 8.0269 (8) 5.0306 (5) - - - Unknown 

M71 6.36 [M-H]- 533.0889 8.0268 (8) 5.0316 (5) - - - Unknown 

M72 6.22 [M-H]- 554.0844 6.0195 (6) 3.0192 (3) - - - Unknown 

M73 6.56 [M-H]- 561.1400 8.0267 (8) 5.0314 (5) - - - Unknown 

M74 6.93 [M-H]- 561.1401 8.0266 (8) 5.0309 (5) - - - Unknown 

M75 6.21 [M-H]- 567.0450 6.0202 (6) 3.0190 (3) - - - Unknown 

M76 6.47 [M-H]- 572.1097 8.0274 (8) 5.0319 (5) - - - Unknown 

M77 6.90 [M-H]- 579.0446 8.0269 (8) 5.0313 (5) - - - Unknown 

M78 6.45 [M-H]- 593.0993 8.0268 (8) 5.0314 (5) - - - Unknown 

M79 6.90 [M-H]- 606.0642 8.0262 (8) 5.0312 (5) - - - Unknown 

M80 6.42 [M-H]- 623.1097 8.0266 (8) 5.0311 (5) - - - Unknown 

M81 6.90 [M-H]- 628.0844 8.0269 (8) 5.0313 (5) - - - Unknown 

M82 6.40 [M-H]- 675.2573 8.0264 (8) 5.0311 (5) - - - Unknown 

M83 6.39 [M-H]- 681.2462 8.0268 (8) 5.0310 (5) - - - Unknown 

aRetention time (RT) value obtained from LC/HRMS analysis with unlabeled-2,4-D-treated sample. 
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bm/z value obtained from LC/HRMS analysis with unlabeled-2,4-D-treated sample.  

cMass difference of isotope element (12C and 13C) × the number of labels.  

dMass difference of isotope element (1H and 2H) × the number of labels.  
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図 2-4. 10種類の 2,4-D代謝物の LC/HRMS クロマトグラム 
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図 2-5a. 10種類の 2,4-D代謝物の HRMS/MSスペクトル 
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図 2-5b. 10種類の 2,4-D代謝物の HRMS/MSスペクトル 

 

2.3.2. 安定同位体ラベリングおよびデータマイニング技術による 2,4-D代謝物 

の選定 

2,4-D 代謝物候補の探索について，3 種類のタイムコースデータセット，すなわち

2,4-D処理群とコントロール群，2,4-D処理群と 13C8-2,4-D処理群，および 2,4-D処理

群と 2H5-2,4-D 処理群を用いて安定同位体ラベリングおよびデータマイニング技術の

有用性の評価を行った．まず，各タイムコースデータセットについて，Compound 

Discoverer 2.0を用いて保持時間の補正 (retention time alignment)，ピーク検出およびピ
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ークエリア値の算出を個別に実施した．コントロール群，2,4-D 処理群について，ど

ちらか一方もしくは両群ともに観測された代謝物数は合計で 30853 であった (図

2-6a)．次に，従来から行われているバックグラウンド減算処理 (Zhang, H., 2008) を

行うことで，2,4-D 代謝物の探索を試みた．この手法は，コントロール群で検出され

た代謝物のシグナル値を 2,4-D 処理群から減算処理を行うことで，2,4-D 処理群にお

いて特異的に検出される代謝物を探索する手法である．バックグラウンド減算処理を

行うことで，30853代謝物から 4291代謝物まで絞り込むことができたものの，依然と

して候補となる代謝物数が非常に多く見られた．これは，2,4-D 薬剤処理により内生

の低分子代謝物の多くが変動していることを示唆するものであった．続いて，2,4-D

がその構造中に有する塩素元素の同位体パターンフィルタリングを用いることで，内

生の代謝物を除去することを試みた．2,4-D はその構造中に塩素元素を 2 個有するこ

とから，モノアイソトピックイオンおよび 37Cl元素を構造中に 1個もしくは 2個有す

るアイソトポマー由来のイオン (モノアイソトピックイオンからのΔm/z はそれぞれ 

1.9971，3.9942) それぞれの強度比 (理論値: 67 %，11 %) を考慮した同位体パターン

フィルタリングを用いることで，4291代謝物の中から 645代謝物まで絞り込むことが

できたものの，候補代謝物の中に偽陽性ピークが依然として多く残っていると考えら

れた．また，除草剤の構造中に含まれる塩素のようなハロゲン元素は，植物生体内で

酸化的脱ハロゲン化反応や加水分解反応により脱離することが知られており (Feung, 

C.-S., 1975)，ハロゲン元素を用いた同位体パターンフィルタリングでは偽陰性を伴う 
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図 2-6. 2,4-D代謝物探索手法の比較結果 
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可能性を否定できない．さらに，外因性化学物質の中にはその構造中にハロゲン元素

を含んでいないものも数多くあることが知られていることから，バックグラウンド減

算およびハロゲン元素を用いた同位体パターンフィルタリング手法では外因性化学

物質の代謝物を包括的に探索することは難しいと言える．  

2,4-D 処理群と 13C8-2,4-D 処理群について，どちらか一方もしくは両群ともに観測

された代謝物数は合計で 34559であった (図 2-6b)．次に，内在性代謝物を除外するた

めに，ヴォルカノプロット (Log2 Fold change > |1|，P-value < 0.05) に供し，各群で有

意な差を有した代謝物だけをピックアップしたところ，1626代謝物が得られた．2,4-D

処理群と 2H5-2,4-D処理群についても同様のデータ解析を行ったところ，36893代謝物

から 1865代謝物代謝物が得られた (図 2-6c)．続いて，ペアードピークスフィルタリ

ングを用いることで，さらなる偽陽性ピークの除去を行った．ペアードピークスフィ

ルタリングの各種パラメーター設定値は，既知の 10 種類の 2,4-D 代謝物を用いて最

適化を行った (表 2-1)．2,4-D 代謝物のクロマトグラムおよび HRMS/MS スペクトル

の一例として 2,4-D，13C8-2,4-D，および 2H5-2,4-D それぞれのアスパラギン酸抱合体 

(2,4-D-Asp，13C8-2,4-D-Asp，2H5-2,4-D-Asp) を図 2-7に示す．2,4-D-Asp，13C8-2,4-D-Asp，

および 2H5-2,4-D-Asp について，いずれもピーク形状およびピーク幅は非常に類似し

たものであった．また，2,4-D-Aspと 13C8-2,4-D-Aspのプリカーサーイオンの質量差お

よび 2,4-D-Aspと 2H5-2,4-D-Aspのプリカーサーイオンの質量差を算出したところ，そ

れぞれ 8.0266 Da (理論値からの質量差が-0.0012 Da)，5.0311 Da (理論値からの質量差

が-0.0004 Da) であり，いずれも理論値と非常に近い値であった．また，いずれも 37Cl

由来の同位体イオンがモノアイソトピックイオンとの相対感度比で理論値 ± 10 %で

検出されており，2,4-D に特有の塩素イオンが 2 個付加したことに相当するスペクト

ルが観測された．また，他の 9種類の 2,4-D代謝物についてもこれと同様の結果が得

られた．また，クロマトグラフィーにおける保持時間を比較したところ，13C8-2,4-D

由来の代謝物については，2,4-D 由来の代謝物に比べてピークトップにおける保持時

間差は最大で 0.02 分とほとんど差が見られなかったのに対し，2H5-2,4-D 由来の代謝
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物については，2,4-D 由来の代謝物に比べて全ての代謝物で溶出時間が早くなる傾向

が観測された．保持時間差の最大値は，2H5-2,4-D-Aspで観測され，2,4-D-Asp に比べ

て 0.05 分早く溶出していた．これは 2H により形成される水素結合距離が 1H のもの

と比較して短くなったことに起因し (Fukusaki, E., 2005)，化学物質の構造，2Hの標識

位置，および標識数によっては，LC カラムへの保持の低下が顕著に表れる．それゆ

え，2,4-D処理群および 2H5-2,4-D処理群においてペアードピークスフィルタリングの

保持時間差分値を 0.2分に設定した．各タイムコースデータセットで選定された 2,4-D

代謝物候補をまとめたところ，合計で 83 種類の 2,4-D 代謝物候補が得られ，そのう

ち 76種類が両データセットで共通して観測された．一方で，7種類の 2,4-D代謝物候

補についてはどちらか一方のデータセットでしか観測されていなかった．これら 7種

類の 2,4-D 代謝物候補は，他の 76 種類の候補と比較していずれもプリカーサーイオ

ンのシグナル強度が検出限界付近であり (2.0 × 104以下)，シロイヌナズナ T87培養細

胞間でのばらつきの影響を受けた結果，片方のデータセットでは観測されなかったと 
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図 2-7. 2,4-Dアスパラギン酸抱合体のクロマトグラムおよび HRMS/MSスペクトル 
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考えられた．以上の結果より，安定同位体ラベリングおよびデータマイニング技術を

利用した 2,4-D代謝物の選定手法は，従来利用されているバックグラウンド減算およ

びハロゲン元素を用いた同位体パターンフィルタリング手法と比較して移動相溶媒，

システムノイズ，および内生の代謝物などの偽陽性代謝物を大幅に除去することがで

き，高精度の代謝物探索を可能にすることが示唆された． 

 

2.3.3. Metabolizerおよび HRMS/MSスペクトルを用いた 2,4-D代謝物の 

アノテーションおよび化学構造の推定 

包括的な代謝物の推定を行うためには，第 I相代謝反応 (酸化，加水分解，脱離) に

続く第 II相代謝反応 (ヘキソース，グルタチオン，アミノ酸や硫酸などとの抱合反応），

その後の第 III相代謝反応（第 II相代謝反応で生じた抱合体に起こるさらなる抱合反

応）の情報を広く捉えることが重要である．そこで，様々な外因性化学物質を植物に

曝露した際に起こることが知られている第 I相代謝反応 (14反応) (Macherius, A., 2014, 

Hamburg, A., 2001, Van Eerd, L. L., 2003)，第 II相代謝反応 (7反応) (Van Eerd, L. L., 

2003)，および第 III相代謝反応 (4反応) (Macherius, A., 2014, Van Eerd, L. L., 2003)，に

ついて Reactorを用いて作成し，Metabolizerに登録した (図 2-8)．続いて，Metabolizer

を用いて 2,4-Dから生じる代謝物の予測を行った．まず，第 I相代謝反応の中で最大

3段階の代謝反応によって生じる 2,4-D代謝物を予測したところ，計 24種類の代謝物

が得られた (異性体は 1代謝物として計上)．得られた 24種類の代謝物と生じた代謝

反応について図 2-9 に示す．次に，得られた 24 代謝物および 2,4-D について，第 II

相代謝反応および第 III 相代謝反応のうち最大 3 段階の反応によって生じる代謝物を

予測したところ，合計で 7029代謝物が得られた (異性体は 1代謝物として計上)．得

られた代謝物すべてを 2,4-D代謝物ライブラリーに登録した．ペアードピークスフィ

ルタリングで選定された 83 種類の 2,4-D 代謝物候補について，Metabolizer を用いて

作成した 2,4-D代謝物ライブラリーと質量誤差 5 ppm以内で比較照合することでアノ

テーションを実施した．その結果，既知の 10種類の 2,4-D代謝物を含む 20種類の代 
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Phase Description Metabolic reaction Enzymes

 I

　　Oxidative dehalogenation Peroxidase

　　O -dealkylation Cytochrome P450s

　　N -dealkylation Cytochrome P450s

　　Oxidative deamination Cytochrome P450s

　　Sulfoxidation Cytochrome P450s

　　Nitrogen oxidation Cytochrome P450s

　　Nitroreduction Cytochrome P450s

　　Hydrolysis (Ester) Esterases, lipases, proteases

　　Hydrolysis (Amide) Esterases, lipases, proteases

　　Hydrolysis (Nitrile) Esterases, lipases, proteases

　　Side chain elongation No description

　　Side chain degradation No description

 II Conjugation

　　O -glucose conjugation Glucosyl transferases

　　N -glucose conjugation Glucosyl transferases

　　Glucose ester conjugation Glucosyl transferases

　　Amino acid conjugation

(ester)
No description

　　Amino acid conjugation

(amide)

Acyl-CoA synthetases +

amino acid N -acyltransferases

Glutathione S -transferases,

Nonenzymatic conjugation

　　Sulfate conjugation Sulfo transferases

 III Secondary conjugation

　　Glucose conjugation glucosyl transferases

　　Malonate conjugation Malonyl transferases

　　Acetylate conjugation Acetyl transferases

　　Sulfate conjugation Sulfo transferases

R, Aryl or alkyl; X, Halogen; Glc, Glucose; AA, Amino acid; GSH, Glutathione; Mal, Malonate; and Ac, Acetylate.

Cytochrome P450s, peroxidases,

Poly2 oxidases

Oxidation, reduction, hydrolysis, the others

　　Glutathione conjugation

　　Aryl/alkyl hydroxylation

O

O

 

図 2-8. 植物生体内における外因性化学物質の異物代謝反応様式 
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Cl a

b

Structure 1

OH

Structure 2

Cl a

OH
b

No. Structure n a (Cl) b (OH)
The number of 

phase I reactions
Phase I reactions Molecular formula Exact mass

The total number of 2,4-D 

metabolites generated by

phase II and III reactions

1 1 1 0 2 2 Oxidative dehalogenation C8H8O5 184.0372 299

2 1 1 0 3 3 Oxidative dehalogenation, aryl/alkyl hydroxylation C8H8O6 200.0321 342

3 1 1 1 1 1 Oxidative dehalogenation C8H7O4Cl 202.0033 423

4 1 1 1 2 2 Oxidative dehalogenation, aryl/alkyl hydroxylation C8H7O5Cl 217.9982 466

5 1 1 1 3 3 Oxidative dehalogenation, aryl/alkyl hydroxylation C8H7O6Cl 233.9931 466

6 1 1 2 0 0 - C8H6O3Cl2 219.9694 143

7 1 1 2 1 1 Aryl/alkyl hydroxylation C8H6O4Cl2 235.9643 385

8 1 1 2 2 2 Aryl/alkyl hydroxylation C8H6O5Cl2 251.9592 508

9 1 1 2 3 3 Aryl/alkyl hydroxylation C8H6O6Cl2 267.9541 513

10 1 2 0 2 3 Side chain elongation, Oxidative dehalogenation C9H10O5 198.0528 299

11 1 2 1 1 2 Side chain elongation, Oxidative dehalogenation C9H9O4Cl 216.0189 423

12 1 2 1 2 3
Side chain elongation, Oxidative dehalogenation, 

aryl/alkyl hydroxylation
C9H9O5Cl 232.0139 466

13 1 2 2 0 1 Side chain elongation C9H8O3Cl2 233.9850 143

14 1 2 2 1 2 Side chain elongation, aryl/alkyl hydroxylation C9H8O4Cl2 249.9800 385

15 1 2 2 2 3 Side chain elongation, aryl/alkyl hydroxylation C9H8O5Cl2 265.9749 508

16 1 3 2 0 2 Side chain elongation C10H10O3Cl2 248.0007 143

17 1 3 1 1 3 Side chain elongation, Oxidative dehalogenation C10H11O4Cl 230.0346 423

18 1 3 2 1 3 Side chain elongation, aryl/alkyl hydroxylation C10H10O4Cl2 263.9956 385

19 1 4 2 0 3 Side chain elongation C11H12O3Cl2 262.0163 143

20 2 - 0 2 3 Side chain degradation C6H6O3 126.0317 18

21 2 - 1 1 2 Side chain degradation, Oxidative dehalogenation C6H5O2Cl 143.9978 26

22 2 - 1 2 3
Side chain elongation, Oxidative dehalogenation, 

aryl/alkyl hydroxylation
C6H5O3Cl 159.9927 26

23 2 - 2 0 1 Side chain degradation C6H4OCl2 161.9639 32

24 2 - 2 1 2 Side chain degradation, aryl/alkyl hydroxylation C6H4O2Cl2 177.9588 31

25 2 - 2 2 3 Side chain degradation, aryl/alkyl hydroxylation C6H4O3Cl2 193.9537 33  

 

図 2-9. 第 I相代謝反応により得られた 2,4-D代謝物と代謝反応様式 

 

謝物のアノテーションに成功した．アノテーションされた 20 種類の 2,4-D 代謝物の

うち，これまでに報告のない 10 種類の代謝物の構造を推定するために，HRMS/MS

スペクトルを用いて部分構造解析を実施した．その結果，それぞれの代謝物に特徴的

なフラグメントイオンを観測することができた．一例として，2,4-D，13C8-2,4-D，お

よび 2H5-2,4-Dのグルタミン抱合体の HRMS/MSスペクトルを図 2-10に示す．いずれ

のMS/MSスペクトルからもグルタミン由来の C5H6NO3 ([M-H]-，m/z 128) が検出され

た．加えて，2,4-D のオルト位に付加しているカルボン酸とグルタミンがアミド結合

でつながった構造に由来するフラグメントイオンが 2,4-D-Gln，13C8-2,4-D-Gln，およ

び 2H5-2,4-D-Gln それぞれの MS/MS スペクトルから検出された (各 m/z は 185, 187, 

187)．さらに，ジクロロフェノール骨格がそれぞれの HRMS/MSスペクトルから検出

された (各 m/zは 161, 167, 164)．観測されたフラグメントイオン間の質量差分は，安

定同位体標識位置および数を考慮した場合妥当な結果であったことから，この代謝物

は 2,4-Dのグルタミン抱合体であると結論づけた．他の 9種類のアノテーションされ 
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た代謝物についても同様にして部分構造解析を行ったところ，全ての代謝物の化学構

造を推定することができた．推定された 2,4-D 代謝物は次のとおりである．2,4-D 骨

格を有する代謝物 (グループ 1) は 1種類存在し，2,4-D-Hex-Hex (M5) である．2,4-DCP

骨格を有する代謝物  (グループ 3) は 7 種類存在し，それぞれ sulfate-2,4-DCP 

(SO3-2,4-DCP) (M8), 2,4-D-serine (2,4-D-Ser) (M10), 2,4-D-threonine (2,4-D-Thr) (M12), 

2,4-D-asparagine (2,4-D-Asn) (M15), 2,4-D-Gln (M18), 2,4-D-histidine (2,4-D-His) (M20)，

および 2,4-DCP-acetyl Hex (M22) である．Hydroxyl-2,4,-dichlorophenol (OH-2,4-DCP) 

骨格を有する代謝物 (グループ 4) は 2 種類存在し，OH-2,4-DCP-Hex (M42) および

OH-2,4-DCP-acetyl Hex (M43) である．推定された 2,4-D代謝物の一覧を表 2-2に示す． 

2,4-D代謝物ライブラリーによってアノテーションできなかった 63種類の代謝物に

ついて，HRMS/MS スペクトルを用いて部分構造解析を行ったところ 24 種類の代謝

物から 2,4-D 薬剤由来の特徴的なフラグメントイオンが観測された．これら 24 種類

の代謝物は，観測された特徴的なフラグメントイオンから 3種類の代謝物群に分類す

ることができた．2,4-D代謝物の分類は次のとおりである．2,4-D骨格を有する代謝物

群 (グループ 1) に分類されたものは 3種類存在し，M3, M4, および M6であった．

2,4-DCP 骨格を有する代謝物群 (グループ 3) は 20 種類存在し，M17, M21, および

M24からM41までの代謝物であった．OH-2,4-DCP骨格を有する代謝物群 (グループ

4) は 1種類存在し，M44であった．詳細を表 2-2に示す．その他の 39種類の代謝物

についてはグループ 5 (構造情報なし) に分類された．この理由は，プリカーサーイオ

ンの強度が非常に低かったことから (シグナル強度 1.0×104–4.0×104)，特徴的なフラ

グメントイオンが観測されなかったためであった．グループ 3に分類された代謝物の

うち，M33およびM36は共通のフラグメントイオン (m/z 71, 89, 101, 161, 323, および

469) を有していたことに加えて，クロマトグムにおける保持時間が一致していた．

また，M33 のプリカーサーイオン (m/z 511.0777) は M36 のプロダクトイオン (m/z 

511.0787) と非常に近い値であった (質量誤差は 5 ppm以内)．以上のことから，M33

はM36がノズル・スキマー衝突誘起解離によって脱炭酸したことで生じた代謝物で 



 

- 45 - 

 

あることが示唆された． 

m/z

*

* *
*

* *

*

*
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7DAT_24D_p_4_PRM_CE20 #856 RT: 5.74 AV: 1 NL: 3.20E5
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図 2-10. 2,4-Dグルタミン抱合体の HRMS/MSスペクトル 

 

2.3.4. 代謝物プロファイリングを用いたさらなる 2,4-D代謝物の推定 

シロイヌナズナ T87 培養細胞および培養液中で観測された 2,4-D 代謝物について，

経時的な代謝物プロファイリングデータを推測される代謝パスウェイ上に投影した 

(図 2-11，図 2-12)．シロイヌナズナ T87培養細胞において，SO3-2,4-DCP (M8)，2,4-D-Asn 

(M15)，2,4-D-Asp (M16)，および 2,4-D-Thr (M12) を含む数種類の 2,4-D代謝物は，薬

剤処理後経時的に増加していた．一方で，OH-2,4-D (M7)，OH-2,4-DCP-Hex，

2,4-DCP-Hex (M13)，および 2,4-DCP-acetyl Hex (M22) は，薬剤処理直後から 7日目

にかけて代謝物量が増加し，処理後 7 日目から 10 日目にかけて代謝物量が減少する

傾向にあった．2,4-D-Hex (M1)，2,4-D-Hex-Hex (M5)，2,4-D-Ala (M9)，および 2,4-D-Phe 

(M23) については，薬剤処理後 0日目から 1日目にかけて代謝物量が顕著に増加する

傾向にあった．また，培養液で観測された 12 種類の 2,4-D 代謝物の経時的なプロフ
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ァイリングについても細胞で観測された同じ代謝物と同様の傾向が観測された (図

2-13)．細胞で観測された 2,4-D 代謝物が全体的に減少傾向にあるのは，これら 2,4-D

代謝物が培養液中に排出されたこと，またはさらなる代謝反応が起こった結果である

ことが示唆された．これまでに，2,4-DCPや 2,4,5-trichlorophenolのような数種類の農

薬において，その抱合体は細胞壁の構成成分として利用されるといった報告がなされ

ている (Van Eerd, L. L., 2003, Scheel, D., 1981, Brazier-Hicks, M., 2007)．それゆえ今回観

測された 2,4-D代謝物のいくつかは，細胞壁の構成成分として利用された可能性が示

唆された． 

化学構造の推定に成功した 20種類の 2,4-D代謝物および 2,4-D薬剤由来の特徴的な

フラグメントイオンが観測された 24 種類の 2,4-D 未同定代謝物の経時的な代謝物プ

ロファイリング情報を用いて，ウォード法による階層的クラスター解析を実施した 

(図 2-14)．各代謝物の経時変化における相関関係の有無については，ピアソンの相関

係数をもとに判断した．その結果，それぞれの代謝物が示す経時変化の類似性により， 

2,4-D (MW 221)2,4-DCP (MW 163)M8: SO3-2,4-DCP (MW 243)

M13: 2,4-DCP-Hex (MW 325)

Phase IPhase II

Phase I

Time (day)

Time (day)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 2 4 6 8 10

Time (day)

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

0.0000

0.0001

0.0002

0.0003

0.0004

0 2 4 6 8 10

0.0000

0.0001

0.0002

0.0003

0.0004

0.0005

0 2 4 6 8 10

0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

0.0008

0.0010

0 2 4 6 8 10

0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

0.0008

0 2 4 6 8 10

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0 2 4 6 8 10

Phase III

0.000

0.001

0.002

0.003

0 2 4 6 8 10

HO

HO

HO

Isomer 2

Isomer 1

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0 2 4 6 8 10

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0 2 4 6 8 10

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

OH-2,4-DCP (MW 179)

Phase I

HO

Phase I

Time (day)

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

Time (day)

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0 2 4 6 8 10R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

Time (day)

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

M42: OH-2,4-DCP-Hex (MW 341)M22: 2,4-DCP-acetyl Hex (MW 367)

Phase II

Time (day)

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

Time (day)

Time (day)

M7: OH-2,4-D (MW 237)

M1 and M2: 2,4-D-Hex (MW 383)

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

Phase III

Time (day)

R
e
la

ti
v
e
 p

e
a
k
 a

re
a

M5: 2,4-D-Hex-Hex (MW 545)

M43: OH-2,4-DCP-acetyl Hex (MW 383)

Phase III

Group 4

Group 1

Group 1

Group 4

Group 2

Group 3

Group 3

Group 3

Phase II

 

図 2-11. 2,4-D 代謝物の経時的な代謝物プロファイリングデータ (シロイヌナズナ T87 培養

細胞) (Mean ± SD, n=4) 
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図 2-12. 2,4-D代謝物の経時的な代謝物プロファイリングデータ (シロイヌナズナ T87培養

細胞) (Mean ± SD, n=4) 

 

係数をもとに判断した．その結果，それぞれの代謝物が示す経時変化の類似性により，

44種類の代謝物が Aから Fまでの 6種類のクラスターに分類された．化学構造の推

定に成功した 20種類の 2,4-D代謝物に関して，図 2-11，図 2-14の結果から分かるよ

うに，代謝経路上での距離が近い代謝物間において同じクラスターに分類された．例

えば，2,4-D-Hex および 2,4-D-Hex-Hex は，クラスターC に分類されており，また

OH-2,4-D，OH-2,4-DCP-Hex，OH-2,4-DCP-acetyl Hex，2,4-DCP-Hex，および 

2,4-DCP-acetyl Hex はクラスターD に分類された．さらに，クラスターD に着目した 
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図 2-13. 2,4-D 代謝物の経時的な代謝物プロファイリングデータ (培養液) (Mean ± SD, 

n=4) 

 

ところ，15種類の未同定代謝物 (M24–M26, M28–M33, M35–M39, およびM44) は 5

種類の推定された代謝物  (OH-2,4-D，OH-2,4-DCP-Hex，OH-2,4-DCP-acetyl Hex，

2,4-DCP-Hex，および 2,4-DCP-acetyl Hex) の分子量と比べて大きい傾向が観測された．

以上のことから，これら 5種類の推定された代謝物がさらなる抱合化反応によって生

じた代謝物である可能性が示唆された．フラボノイド配糖体やサポニンのような植物

の配糖体は多様な構造異性体を有する代謝物群である．このような植物の配糖体にお

いて，近年 Qiuらはアグリコンと抱合する内在性の代謝物として，デオキシヘキソー

ス (dHex) やペントース (Pen)，またはウロン酸などが存在することを明らかにした

(Qiu, F., 2016)．そこで，デオキシヘキソース，ペントース，デオキシペントース (dPen)，
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およびウロン酸との抱合反応を Metabolizer に追加し，さらなる代謝物予測を行うこ

とで 2,4-D代謝物ライブラリーを拡張した．プリカーサーイオンの精密質量 (実測値)

と 2,4-D 代謝物ライブラリーに登録されている各代謝物の精密質量 (理論値) を質量

誤差 5 ppm以内で比較照合したところ，新たに 6種類の 2,4-D代謝物 (M24，M29，

M30，M36，M37，および M44) のアノテーションに成功した．続いてアノテーショ

ンされた代謝物について，HRMS/MSスペクトルを用いた部分構造解析を行うことに

より化学構造の推定を試みた．一例としてM36 (2,4-DCP-Hexに dHexとMalが抱合し

た代謝物と推定) について，2,4-D薬剤由来 (m/z 555.0677)，13C8-2,4-D薬剤由来 (m/z  
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図 2-14. ウォード法を用いた階層的クラスター解析 
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561.0882)，および 2H5-2,4-D薬剤由来 (m/z 558.0870) の HRMS/MSスペクトルを用い

て構造解析を実施した結果を図 2-15 に示す．2,4-D 薬剤由来，13C8-2,4-D 薬剤由来，

および 2H5-2,4-D 薬剤由来の HRMS/MS スペクトルいずれにおいても DCP-Hexose に

相当するシグナル (各 m/zは 161, 167, 164) が検出された．また，それぞれのスペク

トルにおいて，マロン酸 (Mal) のニュートラルロス，炭酸 (CO2) およびデオキシヘ

キソース (dHex) のニュートラルロスと一致するスペクトルが観測された．以上の結

果から，この代謝物はジクロロフェノール骨格に Hex，dHex，Malが結合した代謝物 

(2,4-DCP-malonyl Hex-dHex) であると結論づけた．M24，M29，M30，M37，および

M44 についても同様に部分構造解析を実施することで，それぞれの代謝物の化学構

造の推定に成功した [M24: 2,4-DCP-SO3 Pen，M29: 2,4-DCP-Hex dHex (isomer 1)，M30: 

2,4-DCP-Hex dHex (isomer 2) ， M37: 2,4-DCP-Hex-dPen-acetyl dPen ， M44: 

OH-2,4-DCP-malonyl-dHex] (表 2-2)．dHex，Pen，dPen と除草剤との抱合体はこれまでに 
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図 2-15. 2,4-DCP-malonyl Hex-dHexのHRMS/MSスペクトル (Mal とHex，およびHexと

dHex の結合様式は不明であるが，各フラグメントイオンに相当する部分構造を説明するた

めに平面構造を記載した．) 
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知られていなかったが，本研究で初めてこれら単糖類と2,4-Dが結合した6種類の代謝物推

定に成功した． 

 以上の結果から，標準物質の入手が困難である代謝物の部分構造解析においても，

安定同位体ラベリングは非常に強力なツールになることが示唆された．併せて，in 

silico での外因性化学物質の代謝物予測において，外因性化学物質の代謝反応のみな

らず内生の代謝反応についても考慮することで，これまでに知られていなかった代謝

物を推定できる可能性が示唆された． 

 

2.4. 小括 

本章では，除草剤の代謝物を網羅的に推定するために，13Cおよび 2H安定同位体標

識体の利用，液体クロマトグラフィー四重極オービトラップ型高分解能質量分析 

(LC/HRMS/MS)，データマイニング技術，in silico代謝物予測，代謝物プロファイリン

グを組み合わせた新たな方法論の開発を除草剤の 1 種である 2,4-D を用いて行った．

はじめに，従来法を用いて 2,4-Dをシロイヌナズナ T87培養細胞に暴露した際に生じ

る代謝物を網羅的に探索したところ，645種の代謝物候補が得られた．次に，安定同

位体ラベリング，LC/HRMS/MS 分析，データマイニング技術を組み合わせた当該手

法を用いることで，83種の代謝物候補の選定に成功した．これらの結果から，本手法

は従来法と比較して偽陽性代謝物を大幅に低減できる可能性が示唆された．さらに，

本手法において第 I相代謝反応 (酸化，還元，加水分解など)，第 II相代謝反応 (糖や

硫酸，グルタチオンなどとの抱合反応)，および 第 III 相代謝反応 (第 II 相代謝反応

で生じた抱合体のさらなる抱合反応) を網羅した in silico代謝物予測，各代謝物の経

時的変化，および HRMS/MS スペクトル情報を解析することで，これまでに報告の

ある 10種の代謝物に加えて，16種の新規 2,4-D代謝物の推定に成功した． 

以上より，シロイヌナズナ T87培養細胞生体内における 2,4-Dの代謝物およびそれ

らの代謝経路に関する情報を包括的に把握することに成功し，本手法の有用性が示さ

れた． 
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第三章 除草剤の代謝物探索手法の実用性評価 

 

3.1. 緒言 

第二章ではシロイヌナズナ T87 培養細胞を用いた除草剤の代謝物探索手法を開発

してきたが，実際に除草剤の代謝物探索を実施している現場においてこの手法を適用

するためには課題が残る．第一に，除草剤の代謝物探索を実施している現場では，第

二章で使用したような培養細胞ではなく，モデル植物であるシロイヌナズナに加えて，

イネやコムギ，ノビエといった植物個体が用いられている．一般に個体は異なった機

能を有している複数の器官から形成されており，器官は一定の役割をおこなう組織，

組織は一定の役割を担う細胞から形成されていると捉えることができる．それゆえに，

植物個体は同じ性質を持ち均質であると考えられている培養細胞に比べて，複雑な形

態を有している．また，培養細胞では温度や pHなどの物理化学的環境条件および各

種栄養素の濃度といった生理学的環境条件を制御することが可能である一方で，植物

個体の場合，外乱要因が圧倒的に多くそれらをすべて制御することは事実上不可能で

ある (Sumner, L. W., 2003)．これら培養細胞と植物個体における様々な違いにより，

それぞれの代謝機能および内生の代謝物量が大きく異なることが知られている 

(Harada, K., 2006)．培養細胞を用いた試験では，安定同位体ラベリング，LC/HRMS/MS，

および各種データマイニング技術を最適化することで，数万と存在する内生の代謝物

やノイズなどに由来するピークの中から標的とする代謝物を高精度に選別すること

が可能であったものの，植物個体における適用性は不明である．  

そこで，本章では除草剤の代謝物探索を実施している現場において使用されている

シロイヌナズナ植物個体を用いて，第二章で開発した代謝物探索手法の実用性につい

て検証することを目的とした．  

また，経時的な 2,4-D 代謝物プロファイリングの違いについて比較することで，

2,4-D, 13C8-2,4-D，および 2H5-2,4-D薬剤処理における同位体効果 (Mutlib, A. E., 2008) 

についても検証を行った． 
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3.2. 実験方法 

3.2.1. 試薬および供試化学物質 

試薬および供試化学物質は 2.2.1.と同様のものを使用した． 

 

3.2.2. 実験植物および化学物質の処理 

シロイヌナズナの種子は理化学研究所バイオリソース研究センター (筑波，日本) 

から譲渡していただいた．種子はプラスチック製ポットに植え，25 °C，16時間明期，

8時間暗期条件で 2週間栽培した．供試化学物質の暴露については，2,4-D, 13C8-2,4-D，

および 2H5-2,4-Dをそれぞれ N,N-ジメチルホルムアミドに溶解させた (各 90.5 mMス

トック溶液) 各ストック溶液を，0.1 %サントクテン 80水溶液に溶解させた後 (各 4.5 

mM)，第 7葉目に 13 g/g-新鮮重になるように薬剤処理を施した．またコントロール

群として，供試化学物質を溶解させていない N,N-ジメチルホルムアミドを 0.1 %サン

トクテン 80に添加した水溶液を用いて同様に処理を施した． 

薬剤処理後，25 °C，16時間明期，8時間暗期条件で 0, 1, 3, 7日間栽培した．薬剤

処理を施したロゼッタ葉 (処理葉) およびそれ以外の地上部 (非処理部) をそれぞれ

サンプリングした．サンプリングした処理葉および非処理部について重量を測定した．

サンプルは 2.0 mL 容のエッペンドルフチューブに入れた後，直ちに液体窒素で凍結

させ一昼夜凍結乾燥に供した．凍結乾燥後得られたサンプルは，抽出時まで-80 °Cで

保存した． 

 

3.2.3. 試料調製方法 

サンプルが入っているエッペンドルフチューブそれぞれに 3 mmのジルコニアボー

ル 1個と 1 mLの抽出溶媒 (メタノール/クロロホルム/水= 10:4:4 体積比) を加え，20 

Hzで 1分間ボールミル (MM 301 Retsch, Haan, Germany) により破砕した．続いて，

超音波処理によって 5分間代謝物を室温下で抽出した後，16000 ×g, 4 ˚Cの条件で 5

分間遠心分離した．その後，上清 700 μLを新しいエッペンドルフチューブに回収し
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た．次に，クロロホルム 195 μLと水 195 μLを添加した後，1分間ボルテックスミキ

サーで撹拌した．再び 16000 ×g, 4 ˚Cの条件で 5分間遠心分離することで 2層に分離

させ，上層 400 μLを新しいチューブに回収した．回収した上清は遠心濃縮機に供し，

メタノールを除去した後，一昼夜凍結乾燥に供し溶媒を除去した．内部標準物質とし

て 20 ngのMCPAおよびピリミカルブを含む 200 μLの混合溶液 (水/アセトニトリル 

2:1 体積比) に再溶解し，0.2 m の PTFEシリンジフィルターに通したものを HPLC

バイアルに回収した．各サンプルは LC/HRMS分析に供するまで−80 °Cで保存した． 

 

3.2.4. LC/HRMS/MS分析条件 

 LC/HRMS分析および LC/HRMS/MS分析は 2.2.4.と同様の条件で実施した． 

 

3.2.5. ピークアライメントおよびピーク検出 

保持時間の補正 (retention time alignment)，ピーク検出およびピークエリア値の算出 

(detect unknown compounds)，ピークのグルーピング (group unknown compounds，fill 

gaps) には Compound Discoverer 2.0 (Thermo Fisher Scientific) を用いた．詳細なパラメ

ーターは 2.2.5.と同じである． 

 

3.2.6. 統計解析 

各検体において，比較対象とする 2 群 (例えば，2,4-D 処理後 7 日の検体および

13C8-2,4-D処理後 7日の検体) をヴォルカノプロット (log2 fold change > |1|，P-value < 

0.05) に供することで，各群で特異的に検出された代謝物をピックアップした．ヴォ

ルカノプロットの描画にはCompound Discoverer ver. 2.0 (Thermo Fisher Scientific) を用

いた．また，2,4-D 処理群，13C8-2,4-D 処理群，2H5-2,4-D 処理群，コントロール群そ

れぞれのシロイヌナズナ植物個体における新鮮重の経時変化の統計学的有意差は，F

検定を実施した後，スチューデントの t 検定もしくはウェルチの t 検定を用いて決定

した (p < 0.01, p < 0.001)． 
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3.2.7. ペアードピークスフィルタリング 

統計解析の結果，有意差が認められた各代謝物について，ペアードピークスフィル

タリングに供した．ペアードピークスフィルタリングにおける各パラメーターの詳細

な設定値は 2.2.7.と同じである． 

 

3.2.8. 2,4-D代謝物のアノテーションおよび同定方法 

ペアードピークスフィルタリングに供することで得られた 2,4-D 代謝物候補につい

て，2.2.8.で作成した 2,4-D代謝物ライブラリーと質量誤差 5 ppm以内で比較照合する

ことでアノテーションを行った．ペアードピークスフィルタリングによって得られた

全ての 2,4-D 代謝物についてプロダクトイオンスキャンを行い，得られた HRMS/MS

スペクトルから構造情報の解析を行った． 

 

3.3. 結果と考察 

3.3.1. 2,4-D処理による植物個体の表現型解析 

開発した代謝物探索手法がシロイヌナズナ植物個体においても適用できるか否か

については，培養細胞と植物個体間の違い (代謝機能および内生の代謝物量の違い) 

だけではなく，植物個体間における各薬剤処理の違い (生体内への移行性，代謝され

る度合いなど) にも大きく依存すると考えられる．そこで，植物個体間における 2,4-D，

13C8-2,4-D，2H5-2,4-D 薬剤処理の違いを確認するために，新鮮重の経時変化および除

草活性を算出した (図 3-1)．除草活性 (%) は，コントロール群に対する薬剤処理群の

成長阻害度合いで定義され以下の式で表される． 

除草活性 (%) = 100 −
薬剤処理群の平均新鮮重 (g)

コントロール群の平均新鮮重 (g)
× 100 

 

2,4-Dおよび 2H5-2,4-D処理 3日後，7日後におけるシロイヌナズナの新鮮重は，い

ずれもコントロールと比較して有意に減少していた．また，13C8-2,4-D 処理を施した
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シロイヌナズナの新鮮重をコントロールと比較したところ，薬剤処理 7日後において

有意に減少していた．これらの結果からいずれの薬剤処理においても，シロイヌナズ

ナの成長を阻害することが示唆された．また，2,4-D，13C8-2,4-D，2H5-2,4-D薬剤処理

ごとの除草活性について比較したところ，植物個体間で顕著な違いは確認されなかっ

た． 

P-values were calculated using an unpaired t-test. *P < 0.01, ***P < 0.001
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除草活性 (%)

薬剤処理0日後 薬剤処理1日後 薬剤処理3日後 薬剤処理7日後

2,4-D処理 -26 -3.4 22 55

13C8-2,4-D処理 -15 -4.0 20 55

2H5-2,4-D処理 -19 -11 23 57
 

図 3-1. 各薬剤処理における新鮮重の経時変化および除草活性 (Mean ± SD, n=5) 

 

3.3.2. 2,4-D代謝物プロファイリング 

処理葉について，第 2章で開発した代謝物探索手法を用いて 2,4-D代謝物を探索し

た結果，28種類の 2,4-D代謝物の化学構造の推定に成功した．また，シロイヌナズナ

非処理部についても同様にして 2,4-D代謝物の探索を行なったところ，16種類の 2,4-D

代謝物の推定に成功した．非処理部で観測された代謝物は，全て処理葉で観測された

代謝物であった．また，これら 28種類の代謝物のうち，17種類はこれまでに報告さ

れていない新規の代謝物であった．シロイヌナズナ植物個体で観測された代謝物につ

いて，シロイヌナズナ T87培養細胞で観測された代謝物と比較した (図 3-2)．植物個

体のみで観測された代謝物は 6種類 [2,4-D-Hex (isomer 3)，OH-2,4-D (isomer 2，3)，

OH-2,4-D-Hex，OH-2,4-D-malonyl-Hex，2,4-D-Gly] 存在した．一方で，培養細胞のみ

で観測された代謝物は 4 種類  [2,4-D-Hex-Hex，2,4-DCP-Hex-dHex (isomer 2)，

2,4-DCP-Hex-dPen-acetyl dPen，2,4-DCP-SO3-Pen] であった．植物個体または培養細胞 
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Estimated 2,4-D metabolite Total number of reactions
The number of each reactions

New
Phase I Phase II Phase III

Detected in Arabidopsis cells and plants

2,4-D-Hex (isomer1, 2) 1 0 1 0

OH-2,4-D (isomer 1) 1 1 0 0

SO3-2,4-DCP 2 1 1 0 Yes

2,4-D-Ala 1 0 1 0

2,4-D-Ser 1 0 1 0 Yes

2,4-D-Val 1 0 1 0

2,4-D-Thr 1 0 1 0 Yes

2,4-DCP-Hex 2 1 1 0

2,4-D-Leu or 2,4-D-Ile 1 0 1 0

2,4-D-Asn 1 0 1 0 Yes

2,4-D-Asp 1 0 1 0

2,4-D-Gln 1 0 1 0 Yes

2,4-D-Glu 1 0 1 0

2,4-D-His 1 0 1 0 Yes

2,4-DCP-acetyl Hex 3 1 1 1 Yes

2,4-D-Phe 1 0 1 0

2,4-DCP-Hex-dHex (isomer1) 3 1 1 1 Yes

2,4-DCP-malonyl-Hex-dHex 4 1 1 2 Yes

OH-2,4-DCP-Hex 3 2 1 0 Yes

OH-2,4-DCP-acetyl Hex 4 2 1 1 Yes

OH-2,4-DCP-malonyl Hex 4 2 1 1 Yes

Detected in Arabidopsis cells

2,4-D-Hex-Hex 2 0 2 0 Yes

2,4-DCP-SO3 Pen 3 1 1 1 Yes

2,4-DCP-Hex-dHex (isomer 2) 3 1 1 1 Yes

2,4-DCP-Hex-dPen-acetyl dPen 5 1 1 3 Yes

Detected in Arabidopsis plants

2,4-D-Hex (isomer 3) 1 0 1 0 Yes

OH-2,4-D (isomer 2, 3) 1 1 0 0 Yes

OH-2,4-D-Hex 2 1 1 0

OH-2,4-D-malonyl-Hex 3 1 1 1 Yes

2,4-D-Gly 1 0 1 0 Yes
 

図 3-2. シロイヌナズナ T87培養細胞および植物個体で観測された代謝物一覧 

 

から観測された 32種類の 2,4-D代謝物のうち，14種類の代謝物は Phase I，Phase II，

Phase III に分類される異物代謝反応や内生の代謝物に対して起こる代謝反応 (dHex，

Pen，dPen との抱合反応) が複合的かつ多段階で生じた代謝物であった (合計で 2~5

段階の代謝反応)．さらに，そのうちの 12種類は新規の 2,4-D代謝物であったことか

ら，多段階の in silico代謝物予測を実施することの有用性が示された．処理葉だけで

観測された代謝物のうち，4種類は 2,4-D骨格に水酸基が導入された OH-2,4-D骨格を

有する代謝物であったことから，両者の違いの要因の一つとして，ベンゼン環に水酸

基を導入する代謝反応を触媒するシトクロム P450 などの第 I 相代謝酵素の発現量が

培養細胞のそれよりも多かったことが原因として考えられた．推定できた 2,4-D代謝

物について，経時的な代謝物プロファイリングデータを推測される代謝パスウェイ上
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に投影した (図 3-3－図 3-6)．また，処理葉における 2,4-Dは，薬剤処理直後から経時

的に減少する傾向が観測された．一方で，シロイヌナズナ非処理部では，処理後 3日

目にかけて増加し，処理後 3日目から 7日目にかけて減少する傾向にあった．他の除

草剤で報告されているように (Suzuki, I., 1993c)，薬剤処理した 2,4-Dは，シロイヌナ

ズナロゼッタ葉に取り込まれた後，そのうちの一部は非処理部に移行したと考えられ

た．さらに，非処理部における 2,4-Dの量は，処理後 3日目から 7日目にかけて代謝

物量が減少する傾向にあったことから，非処理部でも 2,4-Dの代謝が行われているこ

とが示唆された．処理葉での 2,4-D 代謝物の経時的な変化を確認したところ，

SO3-2,4-DCP，2,4-D-Glu，および 2,4-D-Serなど多くの代謝物で，薬剤処理後経時的に

増加する傾向が観測された．一方で，2,4-D-Aspや 2,4-D-Hisなど一部の代謝物は，薬

剤処理直後から処理後 3日目にかけて代謝物量が増加し，処理後 3日目から処理後 7

日目にかけて代謝物量が減少する傾向にあった．2,4-D-Hex は，薬剤処理後 0 日目か

ら処理後 1日目にかけて代謝物量が顕著に増加する傾向にあった．シロイヌナズナ非

処理部において，2,4-D-Hex (isomer2, 3)，および 2,4-D-Thrを除く全ての 2,4-D代謝物

は，薬剤処理直後から 3日目にかけて代謝物量が増加し，処理後 3日目から 7日目に 
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図 3-3. 2,4-D代謝物の経時的な代謝物プロファイリングデータ (処理葉) (Mean ± SD, n=5) 
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図 3-4. 2,4-D代謝物の経時的な代謝物プロファイリングデータ (処理葉) (Mean ± SD, n=5) 
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図 3-5. 2,4-D 代謝物の経時的な代謝物プロファイリングデータ (非処理部) (Mean ± SD, 

n=5) 
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図 3-6. 2,4-D 代謝物の経時的な代謝物プロファイリングデータ (非処理部) (Mean ± SD, 

n=5) 
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かけて代謝物量が減少する傾向にあった．これらの結果は，シロイヌナズナ T87培養

細胞で観測された現象と非常に類似しており，今回観測された 2,4-D代謝物のいくつ

かは，細胞壁の構成成分として利用された可能性が示唆された (Van Eerd, L. L., 2003, 

Scheel, D., 1981, Brazier-Hicks, M., 2007)． 

 2H 安定同位体標識体は，13C 安定同位体標識体に比べてコストや合成の難易度が低

いという点で，現場における除草剤の代謝物探索において利用しやすいと考えられる．

しかしながら，医薬品における 2H 安定同位体標識体薬物は，非標識体薬物と比較し

て代謝反応速度が遅い (同位体効果) ことにより，生体内での異物代謝過程における

挙動が異なることが数多く報告されている (Mutlib, A. E., 2008)．そこで，各薬剤処理

における経時的な 2,4-D代謝物プロファイリングの違いを比較することで，除草剤開

発現場において 2H 安定同位体標識体が利用できるかどうかを検証した．推定できた

28種類の 2,4-D代謝物について，各薬剤処理を施したシロイヌナズナのロゼッタ葉に

おける経時的な 2,4-D 代謝物プロファイリングを比較した (図 3-7)．選択した 2,4-D

代謝物は，第 I相代謝酵素だけではなく第 II相および第 III相代謝酵素によって代謝

された結果生じた代謝物であり，異物代謝酵素における同位体効果を網羅的に評価で

きると考えられた．図 3-7に示した各薬剤における 2,4-D代謝物プロファイリング結

果から，各薬剤処理における代謝物プロファイリングいずれにおいても有意な差は認

められなかったことから，同位体効果は観測されていないと結論づけた．この結果は

あくまでも一例に過ぎないが，除草剤の代謝物探索において，2H 安定同位体標識体

を利用できる可能性が示唆された． 

以上の結果から，シロイヌナズナ T87培養細胞で観測された異物代謝反応を植物個体

でも捉えることができ，2,4-D 処理葉から非処理部への 2,4-D 薬剤の転流やいくつか

の 2,4-D代謝物が細胞壁の構成成分として利用された可能性といった植物個体の生理

現象も同時に観測することに成功した．さらには，培養細胞で観測された代謝物のほ

とんどが処理葉で確認されたことに加えて，培養細胞では観測されていなかった 5種

類の 2,4-D代謝物を新たに推定することができたことから，第二章で開発した代謝物
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探索手法は，シロイヌナズナ植物体においても適用することができると結論づけた． 
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図 3-7. 各薬剤における 2,4-D代謝物の経時的なプロファイリングデータ (処理葉) (Mean ± 

SD, n=5) 

 

3.4. 小括 

本章では，除草剤の代謝物探索研究に使用されているシロイヌナズナ植物個体を用

いて，第二章で開発した代謝物探索手法の適用性を評価した．第二章で開発した除草

剤の代謝物探索手法を用いてシロイヌナズナ植物個体における 2,4-D代謝物の探索を

実施したところ，合計で 28種類の 2,4-D代謝物 (17種が新規) の化学構造推定に成功

した．植物個体または培養細胞から観測された 32 種類の 2,4-D代謝物のうち，14種

類の代謝物は Phase I，Phase II，Phase IIIに分類される異物代謝反応や内生の代謝物に

対して起こる代謝反応 (dHex，Pen，dPen との抱合反応) が複合的かつ多段階で生じ

た代謝物であった (合計で 2~5段階の代謝反応)．さらに，そのうちの 12種類は新規
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の 2,4-D代謝物であったことから，多段階の in silico代謝物予測を実施することの有

用性が示された．植物個体および培養細胞で共通して観測された 22 種類の 2,4-D 代

謝物に関して，処理葉での経時的 2,4-D代謝物プロファイルは T87培養細胞での代謝

物プロファイルと非常に類似していた．加えて，処理葉および非処理部での経時的

2,4-D代謝物プロファイルの結果から，2,4-D薬剤の転流や，いくつかの 2,4-D代謝物

が細胞壁の構成成分として利用されていることを示唆する生理現象を捉えることが

できた．また，各薬剤処理における除草活性の違いおよび経時的な 2,4-D代謝物プロ

ファイリングの違いについて比較することで，除草剤の代謝物探索を実施している現

場において 2H 安定同位体標識体が利用できるかどうかを検証したところ，同位体効

果は観測されておらず，2H安定同位体標識体を利用できる可能性が示唆された． 
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第 4章 総括と展望 

 

本研究では除草剤の代謝物探索のための方法論の開発をおよび実用性の評価を実施

した．第二章では，農薬の 1種類である 2,4-Dを処理したシロイヌナズナ T87培養細

胞中で生成する 2,4-D代謝物を対象に，13Cおよび 2H安定同位体標識体の利用，液体

クロマトグラフィー四重極オービトラップ型高分解能質量分析 (LC/HRMS/MS)，デー

タマイニング技術，in silico 代謝物予測，代謝物プロファイルの経時的変化を解析す

ることで，除草剤の代謝物を推定するための新しい方法論を開発した．開発した手法

を用いて，シロイヌナズナ T87 培養細胞中の 2,4-D 代謝物を網羅的に探索したとこ

ろ，これまでに報告のある 10 種の代謝物に加えて，16 種の新規 2,4-D 代謝物の化

学構造の推定に成功した．そのうちの 6 種類の代謝物は，dHex，Pen，dPen との抱合体

であり，本研究で初めてこれら単糖類が除草剤と抱合することを明らかにした．また，提案す

る代謝物探索手法は既存の手法と比較して偽陽性代謝物を大幅に低減し，包括的な代

謝物探索を可能にした．以上の結果から，生体内における 2,4-D の代謝物およびそ

れらの代謝経路に関する情報を包括的に把握することに成功し，開発した手法の有用

性が示された． 

第三章では，除草剤の代謝研究に使用されているシロイヌナズナ植物個体を用いて，

開発した代謝物探索手法の実用性を評価した．開発した代謝物探索手法を用いてシロ

イヌナズナ植物個体における 2,4-D 代謝物の探索を実施したところ，合計で 28 種類

の 2,4-D代謝物 (17種が新規) が推定された．また，薬剤処理したロゼッタ葉および

非処理部での経時的な 2,4-D 代謝物プロファイルの結果から，2,4-D 薬剤の転流や，

いくつかの 2,4-D代謝物が細胞壁の構成成分として利用されていることを示唆する生

理現象を捉えることができた．これらの結果から，開発した本手法はシロイヌナズナ

T87培養細胞だけでなく，シロイヌナズナ植物個体でも適用することができると結論

づけた． 

本研究で提案した除草剤の代謝物探索手法の特徴の一つは，LC/HRMS/MS および
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安定同位体ラベリングを利用することで偽陽性を極限まで排除できることである．ま

た，高い質量精度を有した HRMSスペクトルからの化学組成推定，HRMS/MSスペク

トルでの非標識体および標識体薬剤代謝物の質量差分に着目した部分構造解析を実

施することで，除草剤の代謝物の構造推定が可能となった．一方で，汎用装置として

広く普及しているトリプル四重極型のMSを用いて除草剤の代謝物探索を実施する場

合，あらかじめ測定対象とする除草剤代謝物の代表的な部分構造由来のフラグメント

イオンを網羅的に予測できなければならない．仮にプロダクトイオンを予測できたと

しても，得られるプリカーサーイオンは整数質量であることから，化学組成および化

学構造の推定は困難を伴う．そのため，除草剤の代謝物を網羅的に探索するためには

HRMSの利用が望ましい． 

 HRMSを基盤とした本手法を用いて，シロイヌナズナ T87培養細胞から検出され

た 83種類の 2,4-D代謝物候補のうち，化学構造の推定ができた代謝物は 26種類であ

った．化学構造推定ができなかった 57 種類の未知代謝物の化学構造推定を推進する

ためには，in silico 代謝物ライブラリーのさらなる拡張，すなわち，既知の異物代謝

反応だけでなく生体内で起こる全代謝反応 (例えば，メチル化，リン酸化など) を網

羅し，全代謝反応を用いて多段階の in silico代謝物予測を実施すればよいと考えられ

る．これまでに dHex，Pen，dPenのような単糖類と除草剤との抱合反応は知られてい

なかったが，本研究では初めてこれら単糖類と 2,4-Dが抱合した 6種類の代謝物の化

学構造推定に成功した．これら代謝物は Phase I，Phase II，Phase IIIに分類される異物

代謝反応と内生の代謝物に対して起こる代謝反応が複合的かつ多段階で生じた代謝

物であった (合計で 3~5段階の代謝反応)．本研究では，植物生体内での内生の代謝物

に対して起こる代謝反応については，dHex，Pen，dPenのような単糖類およびウロン

酸との抱合反応のみの評価に留まっているが，生体内に取り込まれた除草剤はその他

の代謝酵素の作用によって構造的な変化を受けることが推測される．以上のことから，

生体内で起こる全代謝反応を網羅した多段階の in silico代謝物予測を活用することで，

2,4-D代謝物候補のさらなる化学構造推定を達成できることが示唆された． 
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 シロイヌナズナ処理葉で検出された OH-2,4-D は 3 種類の異性体が確認された (シ

ロイヌナズナ T87培養細胞では 1種類のみ検出) が，水酸基の置換位置を特定するこ

とはできなかった．効率的かつ合理的な除草剤開発を実施するためには，有用植物お

よび雑草における除草剤の代謝物プロファイルの違いと，各代謝物生成に関与した代

謝酵素が推定できればよいのかもしれない．しかしながら，各代謝物の毒性を評価す

ることを目的とした農作物の安全性評価では，毒性は各代謝物の化学構造に大きく依

存する上に，毒性が疑われる代謝物の評価を実施しようとした場合には，その代謝物

を別途化学合成しなければならず，代謝物の化学構造の特定は必須となる．それゆえ，

各代謝物を単離・精製し NMRに供するといった従来の代謝物構造解析を併用するこ

とも考えなければならない．また，本手法はエレクトロスプレーイオン化質量分析 

(Electrospray ionization-mass spectrometry: ESI-MS) に基づいた代謝物探索手法である

ことから，ESI-MS でイオン化しない代謝物や検出感度が悪い代謝物は検出すること

ができない．このような代謝物を検出するためには，他のイオン化法 (EI，APCI な

ど) を用いた分析が必要となる．in silico 代謝物予測で得られた化学構造をもとに

ESI-MS で検出が困難な代謝物を予測し，予測した代謝物の構造情報に基づいて最適

な分析手法を用いることで，さらなる包括性の向上が見込めると考えられる． 

本研究では，除草剤のモデルとして 2,4-Dを用いて植物生体内での除草剤の代謝物

を探索するための方法論を構築してきたが，その他の除草剤で当該方法論を適用でき

るかどうかについては示せていない．除草剤はその母核の構造類似性から 32 化合物

群に分類され，チオカーバメート系除草剤を除いた 31 化合物群の中で代表的な除草

剤は，ベンゼン核やピリジン核のような複素環を有している (Terry, R. R., 1998)．こ

れら環状構造は，植物生体内での異物代謝過程で開裂しないことが知られている 

(Terry, R. R., 1998)．当該手法は，非標識体薬物および標識体薬物に由来する代謝物ペ

アーの質量差分に基づいた代謝物探索手法であることから，ベンゼン核やピリジン核

を安定同位体で標識することで，その他の除草剤でも植物生体内で起こる異物代謝反

応によって生じる代謝物の探索が可能であると考えられる．一方で動物や微生物では
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生体内でベンゼン核やピリジン核のような環状構造を開裂，分解する代謝酵素を有し

ている (Van Eerd, L. L., 2003)．仮に，薬物が動物や微生物などの生体内で代謝される

ことで環状構造が開裂，分解したとしても，標識した元素が構造中に残る，すなわち，

安定同位体標識部位が母核に残るようデザインすることができれば，薬物代謝物ペア

ーを検出することは理論上可能であると示唆される．しかし，当該研究で提案した方

法論の拡張性を示すためには，薬剤の種類 (低分子医薬品や環境汚染物質など) およ

び解析対象となる生物種を変更して検証していくことも必要である．効率的な除草剤

開発や農作物の安全性評価だけに限らず，ヒトや動物生体内での低分子医薬品の作用

機構の解明や毒性評価，多種多様な内因性代謝物の包括的なプロファイリング手法で

あるメタボロミクスにおいて，代謝物推定は喫緊の課題である．当該手法を応用する

ことで未知代謝物の構造推定が推進され，外因性および内因性の代謝反応を理解する

ための一助になることを期待して，本博士論文の結びの言葉とする． 
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付録 

 

シトクロム P450が触媒する Phase I代謝反応様式とその機構 

外因性化学物質の中でも，直鎖のアルキル基や芳香環を有しているものは数多く存

在し，いずれもシトクロム P450 によって酸化されることで基質の化学構造中に水酸

基が導入される (Gut, I., 1996)．直鎖のアルキル基の場合，末端のメチル基もしくは末

端の隣のメチルのどちらかに水酸基が導入される (それぞれ ω酸化，ω-1酸化と呼ば

れる)．脂環式化合物についてもこれと同様の反応によって水酸基の導入が起こる． 

芳香族化合物はエポキシ化，フェノール化反応によって水酸基が導入される．エポキ

シ化された化合物は通常不安定なため，加水分解酵素 (エポキシドヒドロラーゼ) に

よって安定なジオールもしくは，フェノール化合物へと進行する．エポキシ体からフ

ェノールへの転移反応は，NIHシフトと呼ばれる反応によって分解される (Guroff, G.,  

1967, Yagi, H., 1972) (1. Aryl/alkyl hydroxylation，図 1-4)． 

エーテル，2級，3級アミンを含む外因性化学物質の主な代謝経路は O-, N-脱アル 

キル化反応である．炭素鎖長に対応したアルデヒドが O-, N-脱アルキル化反応に伴っ

て生成することが知られている (Lee, S. H., 2013, Iribame, C., 1997)．いずれの場合も脱

アルキル化によってより極性の高い化合物へと変換される．(2. O-dealkylation, 3. 

N-dealkylation，図 1-4)． 

一級アミンの酸化的脱アミノ化反応はモノアミンオキシダーゼというフラビン酵

素が主に担っている (Gaweska, H., 2011)．この酵素はミトコンドリアおよびミクロソ

ーム画分に局在しており基質特異性の違い等から A タイプおよび B タイプに分類さ

れている (Edmondson, E. D., 2009)．いずれも一級アミンからアルデヒドとアンモニア

が生成する (4. Oxidative deamination，図 1-4)． 

硫黄化合物の酸化反応様式はアミンやエーテルとは異なっている．例えば，代謝さ

れることで S-オキシド体の生成などが広く知られている．また，チオリン酸エステル

基を含んでいる化合物は有機リン系農薬として広く利用されてきたが，これらは代謝
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されることでリン酸エステルに変換される (Ellison, A. C., 2012)．この代謝によりコリ

ンエステラーゼ阻害活性が親化合物より強くなり，代謝活性化の代表例として知られ

ている (Lessire, F., 1996) (5. Sulfoxidation，図 1-4)． 

アミンの代謝経路では上述した N-脱アルキル化反応以外にもシトクロム P450によ

る窒素原子の酸化反応が起こることが知られている (Kitamura, S., 1999, Ji, L., 2013)．

一方で，三級アミンの N-オキシド化はシトクロム P450よりもフラビン含有モノオキ

シゲナーゼという酵素が主に担っている (Lang, H. D., 1998)．この酵素はミクロソー

ム画分に局在している (Siddensa, K. L., 2014) (6. Nitrogen oxidation，図 1-4)． 

 ニトロ基などの場合，還元反応を触媒することが知られている (Harada, N., 1980)．

還元反応は嫌気的条件化および低酸素濃度においてのみ進行し，酸素濃度の上昇とと

もに反応は阻害される．また，四塩化炭素のようなポリハロゲン化物も還元的代謝を

受けることが知られており，その際に生じるラジカル中間体が毒性発現に関与してい

ると考えられている (Trudell, R. J., 1982) (7. Nitrogen oxidation，図 1-4)． 
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Phase II代謝反応様式とその機構 

第 II 相代謝反応の中でも特に中心的な役割を果たしているのがグルクロン酸転移

酵素である (Kutsuno, Y., 2014)．この酵素は小胞体膜内側に局在していることが知ら

れており，ヒトでの第 II 相代謝反応全体の約 40 %を担っているという報告もある 

(Evans, W. E., 1999)．グルクロン酸転移酵素の異物代謝反応様式 (1. Glucuronidation, 

図 1-5) は，ウリジン二リン酸グルクロン酸 (Uridine diphosphate glucuronic acid) から

グルクロノシル基を外因性化学物質に転移する化学反応を触媒し，その結果として体

外への排泄が促進される．フェノール基やアルコール基に対しては，O-グルクロン酸

抱合，カルボン酸に対してはエステル型グルクロン酸抱合，第 1-3級アミンに対して

は，N-グルクロン酸抱合を触媒する．グルクロン酸転移酵素は一般に基質特異性が低

いことが知られている (Rouguieg, K., 2010)． 

硫酸抱合反応を触媒する硫酸転移酵素は，3’-Phosphoadenosine 5’-phosphosulfate 

(PAPS) が有している硫酸基を基質の水酸基やアミノ基に転移する反応  (2. Sulfo 

conjugation, 図 1-5) を触媒する．この酵素は，細胞質中に存在しており (Gamage N., 

2006)，フェノール性水酸基を有する外因性化学物質 (Glatt, H., 2004)，や数種類の芳

香族アミンの異物代謝反応が知られている (Meinl, W., 2002)． 

グルタチオン S-転移酵素は，求核性のグルタチオン (GSH) と求電子性の化合物と

の抱合反応 (3. Glutathione S-conjugation, 図 1-5) を触媒する酵素であり，小胞体膜お

よび細胞質中に存在している．グルタチオン S-転移酵素により GSH と抱合体を形成

する化合物群は非常に幅広く，ケトン，キノン，スルホキシド，エステル，ペルオキ

シド，およびオゾニドなどが知られている (van Bladeren, P. J., 2000)．グルタチオン

S-転移酵素によって代謝を受けることが知られている外因性化学物質は非常に多く，

ブスルファン，シスプラチン，エタクリン酸，およびシクロホスファミドのような医

薬品やアクロレイン，リンデン，マラチオン，およびトリジファンに代表される農薬

においても多数報告されている (Hayes, J. D., 2005)．他の抱合体形成に関わる酵素と

大きく異なる点として，他の酵素は水酸基，カルボキシル基，アミノ基，およびチオ
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ール基などの極性官能基をもつ基質にのみ抱合反応を触媒するのに対して，グルタチ

オン S-転移酵素は，脂溶性ニトロ化合物，ハロゲン化アルキルやアリール，不飽和カ

ルボニル化合物，エポキシドなどの非極性化合物をも直接 GSH と抱合できるところ

である (Miyamoto, T., 2013)．また，グルタチオン S-転移酵素は，シトクロム P450が

触媒する代謝的活性化反応によって生じた反応性中間体 (反応性代謝物) とグルタチ

オンとの反応を触媒し，これら反応性代謝物が核酸やたんぱく質などの生体高分子と

結合するのを防ぐ役割を担っている (Ishikawa, T., 1989)．また，これら抱合反応の他

にも，脂質や核酸の過酸化物による酸化ストレスからの防御 (Ishikawa, T., 1989)，植

物における種々のストレス応答に関与する抗酸化ストレス (Dagnino-Subiabre, A., 

2000) など様々な機能が報告されているが，いずれも生理的意義が明確ではないもの

も多い． 

N-アセチル基転移酵素は，アシル CoA が有しているアセチル基を基質のアミノ基

に転移する反応 (4. N-acetylation, 図 1-5) を触媒する．この酵素は細胞質中に存在し

ており (Jančová, P., 2012)，アリルアミンやヒドラジン部位を構造中に有する薬物，食

品，香料などの外因性化学物質の代謝反応が知られている． 

他の第 II相代謝反応を触媒する酵素群と違って，アミノ酸抱合反応は 2段階反応で

進む (Reilly, S. J., 2007)．アシル CoA合成酵素およびアミノ酸 N-アシル転移酵素によ

りアミノ酸抱合体が形成される (5. Amino acid conjugation, 図 1-5)．第 1段階目の反応

では，CoAが基質のカルボニル炭素へ求核攻撃してアシル CoAが生成する．続く第 2

段階目の反応では，アシル CoAのアシル基がアミノ酸 N-アシル転移酵素によってア

ミノ酸とアミド結合することで抱合体を形成する．これらの酵素は，ミトコンドリア

に存在するものだけでなく，ペルオキシソームや小胞体膜内側に局在している 

(Knights, K. M., 2007)．薬物，除草剤，殺虫剤，食品添加物などに分類される多くの外

因性化学物質はカルボン酸を有していることから，容易にアミノ酸抱合体が形成され

る．動物の生体内で観測されるアミノ酸抱合体は，グリシン抱合体である一方で，植

物では，アスパラギン酸，グルタミン酸などの酸性アミノ酸やアラニン，バリン，ロ
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イシン，およびフェニルアラニンなどの中性アミノ酸との抱合反応が知られている 

(Feung, C.-S., 1973)．植物においても，動物と同じく第 II相代謝反応として硫酸抱合

反応，グルタチオン抱合反応，およびアミノ酸抱合反応により，外因性化学物質をよ

り極性の高い物質へと変換する異物代謝反応が起こることが知られている．一方で一

部，動物とは異なる異物代謝反応により外因性化学物質の代謝物を生成することが知

られている．前述したとおり，動物においては第 II相代謝反応の中でも特に中心的な

役割を果たしているのがグルクロン酸転移酵素であるが，植物においてはこの酵素に

よる異物代謝反応はあまり知られておらず，その代わりに糖転移酵素 

(glycosyltransferase: GT) による第 II相代謝反応が知られている．糖転移酵素の代謝反

応様式は，ウリジン二リン酸グルコース (uridine diphosphate glucose: UDPG) からグル

コースを外因性化学物質に転移する化学反応 (6. Glucose conjugation, 図 1-5) を触媒

する (Mine, A., 1975)．水酸基に対しては，O-グルコース抱合，カルボン酸に対しては

エステル型グルコース抱合，第 1-3級アミンに対しては，N-グルコース抱合，チオー

ル基に対しては，S-グルコース抱合を触媒する．この糖転移酵素により抱合化される

糖類としてグルコース以外に，ラムノース，ガラクトース，キシロース，アラビノー

スなどが知られている (Singh, A., 2010)． 

 


