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はじめに

動物学において，ホルモンは特定の
器官 ( 腺 ) で生産され血流によって標
的に運ばれて微量で作用する物質と定
義される。たとえば，昆虫おける脱皮
ホルモン（ステロイド）は前胸腺，幼
若ホルモン（セスキテルペン）はア
ラタ体で合成されて分泌される。一
方，植物においてホルモンの生合成器
官はない。植物ホルモンとして最初に
発見されたのはオーキシンで，1930
年代中頃に Kögl と Thimann によっ
て，人尿，酵母，カビなどから単離さ
れ，ホルモン活性はアベナ屈曲試験法
によって評価された。その後，1938
年には藪田貞治郎によってジベレリン
A の結晶化が行われた。それ以外に，
エチレン，サイトカイニン，アブシジ
ン酸，ブラシノステロイド，ジャスモ
ン酸，ストリゴラクトン，ペプチドホ
ルモンなどが植物ホルモンとして登場
している。植物ホルモンの研究は，わ
が国における農芸化学研究の始まりで

（中川ら 2022），植物ホルモンは農業
における利用価値が高い。例えば合成
オーキシンである 2,4-D は除草剤と
して，ジベレリンは種なしブドウの生
産に，それ以外にもサイトカイニンが
着果促進や肥大促進，エチレンは果実
の成熟促進に実用されている。しかし
ながら，ブラシノステロイド様活性物
質は未だに実用には至っていない。

ブラシノステロイドの研究は 1970
年代にアメリカ農務省の Michell と

Mandava らのグループによって精力
的に行われ，セイヨウアブラナの花
粉から，インゲン豆の第 2 節間の伸
長を促進する物質としてブラッシン
が発見された（Michell ら 1970）。さ
らにそれから約 10 年後の 1979 年
にブラッシンの化学構造が Grove ら
によって明らかにされ，ブラシノラ
イ ド (Brassinolide; BL) と 命 名 さ れ
た　(Grove ら 1979)。ブラッシンが
発見される前，わが国においても丸茂
らがイネの葉を屈曲させる活性物質
を分離し Distylium factor と命名した

（Marumo ら 1968）。残念ながら当
時のわが国の分析技術ではその構造決
定には至らなかったが，BL の化学構
造が決定されると，丸茂は東大の森謙
治（Mori 1980），東工大の池川信夫
ら（Ishiguro ら 1980）に合成を依頼
した。そして，BL とその類縁体が化
学合成され，それらが低薬量で活性を
示すことが示され，Distylium factor は
BL 同族体であることが明らかにされ
た。BL の発見の後，カスタステロン

（castasterone: CS; Yokota ら 1982）
をはじめ様々な BL 様活性化合物が
単離構造決定（Fujioka 1999），ある
いは化学合成され (McMorris 1999)，
これら BL 様活性を示す化合物はブラ
シノステロイドと総称されるように
なった。1992 年に出版された “ 植物
ホルモン入門 ”（増田芳雄 1992）で
は，ブラシノステロイドは第６番目の
植物ホルモンであると記載されてい
るが，BL が発見されてしばらくブラ
シノステロイドは植物の 2 次代謝物

で，植物ホルモンではないという意見
もあった。しかし，1996 年に，矮性
形態を示しブラシノステロイド添加で
形態回復を示す det2 変異体の原因遺
伝子が，ブラシノステロイド生合成酵
素であることが Chory らによって示
された（Li ら 1996）。また，同時期
に，矮性形態を示しながらブラシノ
ステロイド添加で形態回復しない bri1

変異体が Clouse，Chory によって発
見され，その原因遺伝子が１回膜貫通
型の Ser/Thr キナーゼであることが
Chory によって示された（Clouse ら 
1996; Li and Chory 1997）。これら
の結果から，ブラシノステロイドは欠
損すると植物に異常な矮性形態を示す
物質であり，植物成長に不可欠な役割
を果たしていることが示され，植物ホ
ルモンとしての地位を獲得した。

ブラシノステロイドの作用として
は，発芽促進，葉・茎・根の成長，果
実形成の促進，植物の病害抵抗性の向
上や環境ストレス耐性の向上などが知
られていて，農業資材としての応用に
も期待がかけられている。2021 年，
本誌において中野が『ブラシノステロ
イドのケミカルバイオロジー研究の農
業への応用展開へ向けて』という解説
記事を執筆し（中野 2021），そこに
おいて紹介されているが，筆者らは，
ブラシノステロイドのステロイド骨格
を簡単な構造で置き換えることに成
功し NSBR1 と命名した（Sugiura ら 
2017，2018a，2018b）。 本 稿 で は，
NSBR1 発見に至る経緯を簡単に紹介
し，最近筆者らが考案した新しい活性

非ステロイド型ブラシノライド様
活性化合物の発見と新しい活性
評価系の構築
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評価系について解説する。20 世紀に
はランダムスクリーニングによって新
規な化合物が発見されていたが，最近
の新薬開発においては，計算化学の利
用は必須で，医薬開発ではインシリコ
で候補化合物が選抜され，農薬開発に
もその技術の導入は始まっている。し
かし，インシリコ技術がどれだけ進歩
しても，選抜された化合物は合成され，
その活性は評価されなくてはならず，
できるだけ簡便で再現性よく活性を求
めることのできる活性評価系はなくて
はならない。特に，分子設計において
計算化学的な手法が使われることから，
活性が定量的に求められることが重要
である。筆者らが新たに考案した活性
評価系（Nakagawa ら 2021）は簡便
な方法で，定量的に活性を求めること
ができる方法であることを合わせて紹
介する。

1. 非ステロイド型BL様活
性化合物NSBR1発見まで
の経緯

筆者らは 1997 年にブラシノステ
ロイドを非ステロイド構造で置き換
える研究を始めた。そのきっかけと
なったのは，昆虫のステロイドホルモ
ン（脱皮ホルモン）がジベンゾイル
ヒドラジン (DBH)（図 -1）という簡
単な構造で置き換えられることが報
告され (Wing 1988; Wing ら 1988)，
DBH 類 の 一 つ で あ る tebufenozide
が農薬として実用化に至ったことで

ある。その頃は農薬開発ではまだ
まだインシリコ技術は普及しておら
ず，どちらかというとランダムスク
リーニングであった。脱皮ホルモン
(20-hydroxyecdysone) と BL の構造
が平面的に似ていることから，筆者
らはイネ葉身屈曲試験 (rice lamina 
inclination assay: RLIA) 法（Wada
ら 1981）を用いてジベンゾイルヒド
ラジンの活性を調べることから研究を
始めたが，DBH 類にブラシノライド
様活性は見い出されなかった（野津 
1998）。その頃，すでにコンピュータ
化学を使った合理的な分子設計が登場
してきていたが，農薬開発ではまだま
だ一般的ではなく，新規な化合物を設
計することはそれほど容易ではなく，
筆者らはとりあえず研究室所蔵の化合
物の活性評価を行った。しかし，この
ようなランダムスクリーニングで BL
様化合物を見つけることは容易ではな
いと考え，ブラシノステロイド類の合
成と構造活性相関研究を始めた。

その頃の筆者のメインテーマは昆虫
のステロイドホルモンである脱皮ホル
モン様活性化合物の構造活性相関研究
で，脱皮ホルモン活性発現にとってエ
クダイソンの側鎖構造が重要で，非ス
テロイド型脱皮ホルモンである DBH
類の一方のベンゾイル部が脱皮ホルモ
ン類の側鎖構造に対応していることを
報告していた（Nakagawa ら 1995）。
脱皮ホルモン類では，側鎖構造が変化
すると活性が大きく変わることから，

ブラシノステロイド類の構造活性相関
研究においても，側鎖部分に着目し
た。側鎖部分の構造を容易に変換する
ため，植薄らはまずステロール環と側
鎖をエステル結合で 連結した化合物
を合成した（Uesusuki ら 2004）。し
かし，合成したエステル誘導体の中で
最も活性の高かった化合物でも BL の
1/1000 程度で，活性をそれ以上に高
めることができなかった。そのような
中，渡辺が博士論文研究で carbonyl-
ene 反応を使って castasterone 類を
合成する方法を開発し（渡辺 2004, 
Watanabe ら 2004a），その頃大学院
生であった山本は，その方法を使っ
て 26,27-bisnorcastasterone 誘 導 体
(20S)，その epimer (20R) と，さらに
CH3 基のない（21,26,27-trisnorCS）
を 合 成 し た（Yamamoto ら 2006）。
さらに渡辺と山本は，様々な側鎖構造
をもった castasterone 誘導体の合成
を行った（Watanabe ら 2017）。こ
のようにして合成された様々なステロ
イド化合物の活性は RLIA 法で定量的
に求められた。

上述したように，筆者らはそれまで
脱皮ホルモン類の構造活性相関研究を
行っていたことから，ブラシノステ
ロイドと脱皮ホルモンのハイブリッ
ド構造について興味をもった。まず，
castasterone の側鎖構造を脱皮ホル
モン活性の高い ponasterone (PonA)
の側鎖構造に置き換えた化合物（CS/
PonA）が合成され，顕著な脱皮ホル

図 -1　ブラシノステロイド，脱皮ホルモン，および脱皮ホルモン様活性化合物の化学構造
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モン様活性が認められた。（Watanabe
ら 2003; 2004b）｡ CS/PonA に お い
て側鎖構造の立体化学が脱皮ホルモン
活性にとって重要であることも示され
たが，ブラシノライド様活性は認めら
れなかった。さらに，この CS/PonA
のステロール骨格部分についての構造
活性相関を調べたところ , A/B 環縮合
が trans( ブラシノステロイド型 ) から
cis（脱皮ホルモン型）に変わると，脱
皮ホルモン活性が 250 倍上昇するこ
とが明らかになった (Arai ら 2008)。

筆者らがブラシノステロイドの非ス
テロイド化を目指した研究を行ってい
る頃，Andersen らが非ステロイド型 
BL 様化合物を発表した (Andersen ら 
2001)。しかし，Andersen らによっ
て合成された化合物は混合物であっ
たことや生理活性評価に少し問題点

があった。その後，この化合物に関
しては，立体選択的合成が行われた
が（Back ら 2004），それらの生理活
性に関する記載はなく，その後もこれ
らの化合物に関しての報告は行われな
かった。筆者らの研究グループの瀧本
は卒業研究で Andersen らの発表し
た化合物（ラセミ混合物）の合成を行
い ( 瀧本 2012)，Cress を使った活性
評価系（Sekimata ら 2001,　Nagata 
ら 2001）で活性を調べたが，活性
を見出すことはできなかった。その
頃，BL の受容体 BRI1 の立体構造が 
(She ら 2011; Hothorn ら 2011)，さ
らに 2013 年に BRI1 と補助受容体
SERK1 との複合体の結晶構造が明ら
かにされた (Santiago ら 2013)。また，
ちょうどその頃，インシリコスクリー
ニングのソフトウエア LigandScout　

(Wolber and Langer 2005) の 開 発
者である Langer 博士が，筆者らに
LigandScout を紹介してくれた。 筆
者らは LigandScout を用いて，BRI1 
/SERK1 複合体の立体構造に対して，
約 500 万化合物の化合物ライブラ
リーからスクリーニングを行って 22
個の化合物を選抜し，そのうちの 15
化合物（図 -2）を購入し RLIA 法を
用いて活性評価を行った (Takimoto
ら 2016)。

残念ながら，購入した 15 個すべて
の化合物において BL 様活性は見出
されなかったが，３つの化合物（1, 
2, 14）がイネにおいて BL のアンタ
ゴニスト活性を示した (Takimoto ら 
2016)。次に，同じ化合物セットにつ
いて，シロイヌナズナを使って BL 様
活性を調べたところ，ホルモン活性は

図 -2　インシリコスクリーニングで選抜され，活性評価を⾏った化合物

図-２ インシリコスクリーニングで選抜され，活性評価を⾏った化合物
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(She ら 2011; Hothorn ら 2011)，さ
らに 2013 年に BRI1 と補助受容体
SERK1 との複合体の結晶構造が明ら
かにされた (Santiago ら 2013)。また，
ちょうどその頃，インシリコスクリー
ニングのソフトウエア LigandScout　

(Wolber and Langer 2005) の 開 発
者である Langer 博士が，筆者らに
LigandScout を紹介してくれた。 筆
者らは LigandScout を用いて，BRI1 
/SERK1 複合体の立体構造に対して，
約 500 万化合物の化合物ライブラ
リーからスクリーニングを行って 22
個の化合物を選抜し，そのうちの 15
化合物（図 -2）を購入し RLIA 法を
用いて活性評価を行った (Takimoto
ら 2016)。

残念ながら，購入した 15 個すべて
の化合物において BL 様活性は見出
されなかったが，３つの化合物（1, 
2, 14）がイネにおいて BL のアンタ
ゴニスト活性を示した (Takimoto ら 
2016)。次に，同じ化合物セットにつ
いて，シロイヌナズナを使って BL 様
活性を調べたところ，ホルモン活性は

図 -2　インシリコスクリーニングで選抜され，活性評価を⾏った化合物

図-２ インシリコスクリーニングで選抜され，活性評価を⾏った化合物
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見出されなかったが，イネにおいて
見つかった BL のアンタゴニストとは
異なる化合物（11, 12）にアンタゴ
ニスト活性が見い出された (Sugiura
ら 2017)。化合物 11 と 12 の基本構
造は同じで , ベンゼン環の置換基のみ
が異なるだけであった。BL に対して
化合物 11 および 12 を重ね合わせる
と，ベンゾイル部の置換基 3,4-F2 が
BL のステロール A 環の 2,3-(OH)2 に
対応していた。そこでベンゾイル部の
置換基を 3,4-(OH)2 に置換した化合物
を合成し，シロイヌナズナで活性評価
を行ったところ弱いながら BL 様活性
が認められた。さらに，ブラシノステ
ロイド応答遺伝子に関しても，BL 処
理と同じように応答し，アゴニストで
あることが証明され，非ステロイド型
BL 様活性物質を NSBR1（図 -3）と

命 名 し た (Sugiura ら 2017，2018a，
2018b; Nakagawa ら 2018)。NSBR1
について RLIA 法を用いてイネに対
しても BL 様活性を調べたところ，
薬 量 - 応 答 が み ら れ，ED50 を 790 
pmol/plant と決定することができ
た（Sugiura ら 2017）。しかし BL の
ED50 は 0.025 pmol/plant で，NSBR1
の活性の強さは BL の 1/30000 以下
と弱いものであった。NSBR1 の発見
のあと，伊丹らは，NSBR1 の基本骨
格であるピペラジン環の一つの N を
C に置換した UA1（図 -3）に epiBL
と同程度の活性を報告している（Itami
ら 2024）。

NSBR1 発見後，筆者らのグループ
は NSBR1 の類縁体を合成し，シロイ
ヌナズナを使って活性評価を行った
(Takimoto ら 2022)。図 -4 に示した

ように，最大濃度 (10 μM) において
NSBR1 処理区よりも胚軸が有意に伸
長したものもあったが，BL（1 uM）
処理で見られるような顕著な促進効果
は確認できず，化合物間での活性差を
定量的に議論することはできなかっ
た。また，RLIA においてこれらの化
合物の ED50 値を求めることはできな
かった。実験者が変わったことによっ
て NSBR1 類縁化合物に活性が得られ
なかったのは技術的な問題があったか
も知れないが，NSBR1 のホルモン活
性は弱く，再現性よく ED50 値を求め
ることができなかったと思われる。イ
ンシリコスクリーニングで見つかる化
合物，いわゆる ” ヒット ” は活性が低
いことが多く，そのような活性の低い
ヒットでも見落とすことのない簡便で
再現性のある活性評価系は重要である。

図 -3　BL 様活性を持つ⾮ステロイド化合物

図-3 BL 様活性を持つ⾮ステロイド化合物

図 -4　NSBR1 類縁体のシロイヌナズナ胚軸伸⻑活性（Takimoto ら 2022 に掲載されている図を修正）
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2. ブラシノステロイド類の
インシリコ解析

インシリコスクリーニングを行うに
あたり，ファーマコフォアの構築を
行ったが，その際にブラシノステロイ
ドの構造活性相関の結果を活用した。
先に示したように，筆者らの研究グ
ループでは BL や CS 類縁体を合成し
活性を RLIA 法によって pED50 値とし
て定量的に求めていた (Uesusuki ら 
2004; Watanabe ら 2004b; 2017)｡
筆者らは，これらブラシノステロイド
類の受容体に対する結合自由エネル
ギーを計算によって求め，pED50 値と
の関係を調べることにした。受容体に
化合物をドッキングさせて，分子動力
学（Molecular Dynamics: MD) を行っ
たのち，結合自由エネルギー (Gbind)
を MMPBSA（Molecular Mechanics 
Poisson-Boltzmann Surface Area）
法を用いて計算し，それぞれの化合物

についてリガンドが結合していない
受容体とのエネルギー差 (ΔGbind) を
求めた。MMPBSA 法では，Poisson-
Boltzmann 方程式で電荷分布が計算
され，溶媒の影響が正確に得られ高精
度の解析に適している。この方法は，
一つのリガンド−タンパク質複合体の
解析や水の影響が重要な場合に適して
いると言われている。

RLIA 法を用いて求めたブラシノス
テロイド類の pED50 とΔGbind との関
係を調べたところ，図 -5 に示したよう
に両者の間に直線関係が得られた。こ
の結果から明らかなように，ΔGbind が
小さい（受容体結合が強くなる）ほど
活性が高くなることが示された。また，
今回発見した NSBR1 もブラシノステ
ロイド類で得られた pED50 とΔGbind

との間の関係で説明できることがわか
り，BL 様化合物の分子設計にΔGbind

の計算が有用であることが示された
(Watanabe ら 2017)。図 -4 に２つの
直線関係が示されているのは，内部誘

電率internal dielectric constant (ℇin) 
の設定値の違いによる。MMPBSA に
よるΔGbind の計算にお い て 最 初 は
ℇ in = 1を用いたが，活性の弱い化合物
に関して，ΔGbind の値が正となったこ
とで，内部誘電率を 2 に変更して再
計算を行った（Nishikawa ら 2023）。
ℇin= 2を用いると，活性が得られたす
べての化合物のΔGbind は負の値とな
り，ℇin = 2を用いる方が妥当であると
考えられた。

MMPBSA計算には時間がかかること
から，水分子の効果を近似的に取り入
れる方法として MMGBSA (Molecular 
Mechanics – Generalized Born 
Surface Area) 法が考案されている。
MMGBSA 計算における溶媒効果の精
度は MMPBSA 計算に比べて若干劣る
ものの，計算が軽く迅速であるため，
大規模な計算を行うインシリコスク
リーニングには適していると考えられ
ている。MMGBSA で計算したΔGbind

でも生理活性との間に直線関係にあ

図 -5　結合自由エネルギー差（∆G bind）とホルモン活性の関係
　　　　　　（内部誘電率 1 ( 青 ) あるいは 2( 橙 ) を用いて ∆G bind を計算）
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る こ と が わ か っ た（Nishikawa ら 
2023）。また，筆者らはリガンド分子
とブラシノステロイド受容体複合体

（BRI1/SERK1）との相互作用様式を
調べた（図 -6）。その結果，BL では
ステロール A 環部の 2,3-(OH)2 が受
容体のアミノ酸残基（His, Val, Thr）
と水素結合しているが，インシリコス
クリーニングで見出された BL アンタ
ゴニスト 11では水素結合は認められ
なかった。しかし，化合物 11の 3,4-F2

を 3,4-(OH)2 に変換し BL 様活性をも
つ NSBR1 においては，3,4-(OH)2 置
換基と受容体の間に水素結合が観察さ
れた。

3. ブラシノステロイドの新
しい活性評価系

筆者らが考案した新しい活性評価系
を解説する前に，これまでに BL に特
異的な評価系として用いられてきた手
法について簡単に解説する。RLIA 法

（Maeda 1965; 前田・坂 1968）はも
ともとオーキシンの活性評価系として
名古屋大学の前田によって考案された
ものであるが，後に和田らがブラシノ
ステロイドに特異的な評価法として発
表した (Wada ら 1981)。和田の考案
した RLIA 法は『7 日間暗所 30℃で
生育させたイネ幼苗から弱赤色光下で
第２葉身基部（ラミナジョイント）を
中心として葉身および葉鞘各 1cm を

含む切片を切り取り，同一定温暗室中
で蒸留水に 24 時間浸漬する。そして
一定量の試料を含む 2.5mM のマレイ
ン酸カリウム水溶液 1mL を入れたサ
ンプル瓶に幼苗切片を 10 本ずつ入れ
て 30℃暗室に放置。48 時間後に切片
を取り出して葉身と葉鞘の成す角度を
分度器で測定する。』というものであっ
た。和田らの方法を用いると，BL は
1ng/ml という極めて低い濃度におい
ても，葉身を 150° まで屈曲させた。
森らによって合成された homoBL（森
ら 1981）も 5ng/ml で 150° の葉身傾
斜角度を示した。一方，オーキシンで
あるインドール酢酸処理では， 50 ㎍ /
ml という高い濃度においても屈曲角
度は 124° にしか達せず，その活性は
BL の 1/100,000 と評価された。ジベ
レリンは 100 ㎍ /ml でも弱い活性し
か示さなかった。また，和田らは小麦
を使ってより簡単にブラシノステロイ
ド類の活性評価を行える検定法も発表
し て い る (Wada ら 1985)。Mitchell
らは，ブラッシンはインゲンの節間を
伸長させるとともにその上部を著しく
肥大させることを報告したが（Michell
ら 1970），顕微鏡観察において，節間
基部の細胞が縦方向に約２倍伸長し，
節間上部では細胞分裂が顕著に促進さ
れていることを発見した。丸茂と和田
は，総説において，『ジベレリンもイ
ンゲンのテストにおいて，節間伸長を
著しく促進するが細胞分裂の促進はみ

られず，細胞伸長と分裂をともに促進
する２重作用は BL の示す極めて特異
的な生理作用と言えそうである』と
言及している ( 丸茂・和田 1981)。こ
の総説の最後に，『今後，オーキシン，
ジベレリン，サイトカイニン，アブシ
ジン酸，エチレンに次いで新 6 番目の
植物ホルモンになり得るか大変興味深
いところである』と締めくくられ，当
時は植物ホルモンとしては認知されて
いなかったことがわかる。 

BL 生合成阻害剤である brassinazole
が浅見らによって発見され (Asami
ら 2000; 2001)，人為的に矮性を誘
導することが可能となった。筆者ら
はシロイヌナズナ，クレスに対して
brassinazole 処理を行って矮化を誘
導し BL の活性評価を行った。しか
し，これらの活性評価系は，筆者らの
インシリコスクリーニングで用いる
生物検定系として適したものとは言
えなかった。また，RLIA 法を用いて
NSBR1 の活性を定量的に求めたが，
活性を再現性よく求めることができ
ず，NSBR1 を発表したことに不安が
つきまとった。そのことがきっかけと
なり，再現性よく誰でも簡単にブラシ
ノステロイド類の活性を評価できる系
はないかと考えて，以下に示すブラシ
ノステロイドの新たな活性評価系の構
築に行き着いた。

最初は，イネ発芽種子を用いて BL
による胚軸伸長促進を調べて活性を

図‐6
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図 -6　ブラシノステロイド受容体とリガンド分子の相互作用
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定量化することを考えた。すなわち，
発芽種子を，BL を含む水溶液に入れ
て，暗所で 48 時間インキュベートす
ると，胚軸が伸長し BL の濃度上昇と
ともに胚軸伸長が促進されることがわ
かった（Nakagawa ら 2021）。しか
し，対照区との差はせいぜい数ミリ程
度で，活性の定量化には煩雑さが残
り，迅速な活性評価法ではないと判断
した (Nakagawa ら 2021)。ところが，
実験中にブラシノライドで処理した発
芽種子の根が螺旋を形成することに気
がついて（図 -7），螺旋誘導を活性の
指標に用いることができないかと考え
た｡ 螺旋の形状は BL の濃度とともに
変化するため，50% 効果濃度（EC50）
として求めることは難しく，どのよう
にして定量化するかが問題となった。
濃度を下げていくと，螺旋を形成しな
いが，かなり低い濃度においても根が

湾曲し，明らかにコントロールとは違
うことがわかった。そこで，湾曲す
る最小効果濃度 (minimum effective 
concentration [M]: MEC) を求めるこ
とにした。50 mL 容ビーカーに 2 mL
の水を入れ，そこに BL のエタノール
溶 液 (200 nM，2 nM) を 5, 10, 20, 
30 μL とピペットマンで加えて，様々
な濃度の BL 水溶液を作成して，発芽
種子を入れた。MEC をできるだけ精
度良く決定するために，BL の処理濃
度幅を狭く調整した。図 -8 に示した
ように 3 × 10-11 M の処理濃度におい
て用いた種子数の半分以上の種子の根
に湾曲が認められたことから，それを
MEC とし，その逆対数（pMEC=10.5）
を BL の活性値とした。これを４回繰
り返して平均値 10.5 ± 0.23 (n=4) を
求めた。

次に，様々なブラシノステロイド

について pMEC を求め，先に RLIA
法で求めた pED50 値との関係を調べ
たところ，図 -9 に示すように両者
の間に良好な直線関係が認められた

（Nishikawa ら 2023）。 
一方，オーキシンのインドール -3-

酢酸（5×10-5 M）やジベレリン GA3（5
×10−6 M）処理区においては，根に螺
旋誘導は見られなかった (Nakagawa
ら 2021)。ジベレリンの濃度をさら
に 10 倍高めた 5×10−5 M 処理区では
根の伸長が阻害された。このように，
根における螺旋誘導はブラシノステロ
イド特異的であった。また，図 -7 や
図 -8 に示したように，対照区でも，
根が若干湾曲していることが観察され
ることがあるため，必ず対照区を設置
した。対照区における湾曲の原因は，
ビーカーの壁に接して曲がる物理的な
ものと，内在の BL によることが考え

図‐7

図 -7　イネの根における螺旋誘導

図 -8　根に螺旋誘導を引き起こすBLの濃度応答
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図 -9　pMEC（螺旋誘導）と pED50（RLIA）の関係
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度で，活性の定量化には煩雑さが残
り，迅速な活性評価法ではないと判断
した (Nakagawa ら 2021)。ところが，
実験中にブラシノライドで処理した発
芽種子の根が螺旋を形成することに気
がついて（図 -7），螺旋誘導を活性の
指標に用いることができないかと考え
た｡ 螺旋の形状は BL の濃度とともに
変化するため，50% 効果濃度（EC50）
として求めることは難しく，どのよう
にして定量化するかが問題となった。
濃度を下げていくと，螺旋を形成しな
いが，かなり低い濃度においても根が

湾曲し，明らかにコントロールとは違
うことがわかった。そこで，湾曲す
る最小効果濃度 (minimum effective 
concentration [M]: MEC) を求めるこ
とにした。50 mL 容ビーカーに 2 mL
の水を入れ，そこに BL のエタノール
溶 液 (200 nM，2 nM) を 5, 10, 20, 
30 μL とピペットマンで加えて，様々
な濃度の BL 水溶液を作成して，発芽
種子を入れた。MEC をできるだけ精
度良く決定するために，BL の処理濃
度幅を狭く調整した。図 -8 に示した
ように 3 × 10-11 M の処理濃度におい
て用いた種子数の半分以上の種子の根
に湾曲が認められたことから，それを
MEC とし，その逆対数（pMEC=10.5）
を BL の活性値とした。これを４回繰
り返して平均値 10.5 ± 0.23 (n=4) を
求めた。

次に，様々なブラシノステロイド

について pMEC を求め，先に RLIA
法で求めた pED50 値との関係を調べ
たところ，図 -9 に示すように両者
の間に良好な直線関係が認められた

（Nishikawa ら 2023）。 
一方，オーキシンのインドール -3-

酢酸（5×10-5 M）やジベレリン GA3（5
×10−6 M）処理区においては，根に螺
旋誘導は見られなかった (Nakagawa
ら 2021)。ジベレリンの濃度をさら
に 10 倍高めた 5×10−5 M 処理区では
根の伸長が阻害された。このように，
根における螺旋誘導はブラシノステロ
イド特異的であった。また，図 -7 や
図 -8 に示したように，対照区でも，
根が若干湾曲していることが観察され
ることがあるため，必ず対照区を設置
した。対照区における湾曲の原因は，
ビーカーの壁に接して曲がる物理的な
ものと，内在の BL によることが考え

図‐7

図 -7　イネの根における螺旋誘導

図 -8　根に螺旋誘導を引き起こすBLの濃度応答
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図‐8

図 -9　pMEC（螺旋誘導）と pED50（RLIA）の関係
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られた。内在の BL によるものかどう
かは，発芽種子をブラシノライド生合
成阻害剤 brassinazol で処理すること
で確かめた。図 -10 に示したように，
brassinazol（Asami ら 2001） で 処
理すると根はまっすぐ伸長することが
確認された。

発芽種子における螺旋誘導の観察
は，非常に簡単で短時間で行うことが
でき，さらに活性を定量的に求めるこ
とが可能で，インシリコスクリーニン
グにおいて用いる活性評価系として
すぐれたものであることが示された。
筆者らのグループが発見した NSBR1
は，2.5×10-4M の処理濃度において，
半数以上の種子の根に螺旋誘導を引
き起こした ( 図 -11)。また，ブラシ
ノステロイド類で得られた pMEC と
pED50 の直線関係で NSBR1 も関係づ
けることができた。活性が弱く RLIA
で活性を求めることができなかった
ブラシノステロイド類（Uesusuki ら 
2004）についても，確実に螺旋誘導
が引き起こされ，BL 様活性化合物で
あることが確認された。

おわりに

筆者は，半世紀近く前に京都大学農
学研究科農薬化学講座で本格的に研
究を始めた．修士論文のタイトルは

『ニカメイチュウ (Chilo suppressalis)
皮膚組織培養系における昆虫成育阻
害物質のクチクル形成阻害活性』（中
川 1981）であった。すなわち，様々
なキチン合成阻害剤の活性をニカメ

イチュウの培養表皮を用いて定量的
に測定することであった。筆者がブ
ラシノステロイド研究を始めたのは，
それから 20 年近く経った 1997 年で
あった。対象が昆虫から植物へ変わっ
たが，どちらも分子設計に関連する
研究であった。約半世紀に亘る分子
設計の研究の軸は Hansch-Fujita に
よって考案された定量的構造活性相
関 (Quantitative Structure-activity 
Relationship：QSAR) (Hansch and 
Fujita 1964; Fujita ら 1964) であっ
た。研究を始めた頃 ” 定量的 ” という
言葉の重要性をあまり感じていなかっ
たが，分子設計に計算化学的手法を導
入していくにつれて，活性を”定量的”
に扱うことの重要性を認識した。本稿
で解説した新しいブラシノステロイド
の活性評価系の構築においても，活性
を定量的に求めることに拘った。最終
的に活性を定量的に求めることができ
て，以前に RLIA 法で求めた活性と相
関することを示すことができた。また，
半世紀前に研究を始めた頃に関わった
ニカメイチュウの培養表皮系は，最初
は顕微鏡で新しく形成されるクチクラ
の厚さを測定する方法であったが，活
性を定量的に求めて QSAR 解析を行
うことができた（中川 1981）。ただ，
培養表皮系は，クリーンベンチ内でニ
カメイチュウの休眠幼虫を解剖して無
菌培養するという非常に煩雑な方法
で，その上，実験材料であるニカメイ
チュウを無菌的に飼育する必要があっ
た。その後，この培養表皮を使って，
脱皮ホルモン様活性測定にも利用した

が，実験材料の準備が大変で，つねに
簡便な活性評価法を求め続け，昆虫培
養細胞を使って簡単に脱皮ホルモン類
の活性評価をできる系を構築した。実
験対象が昆虫から植物に変わったが，
筆者が研究をはじめて半世紀後，簡便
でその上再現性よく定量的に活性評価
をできる系を構築することができた。
ただ，昆虫のキチン合成阻害活性の測
定には簡便な方法を見出すことができ
ず，今でも従来の培養表皮系が必要で
ある。最後に，ブラシノステロイドは，
寒冷とか塩害などのストレス条件下で
効果が認められるということで，期待
されてきたが，他の植物ホルモンと同
じようにブラシノステロイド様化合物
が農業で実用化されることを期待して
いる。
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