
要旨

イオウは生物にとって重要な必須元素である0植物体内で、アミノ酸やビタミンな

どの形で有機イオウ化合物が存在し、重要な働きを担っている。ヒトの必須アミノ酸

の中では、システイン、シスチンおよびメチオニンが、イオウを含んでおり、含硫ア

ミノ酸と呼ばれている0グルタチオンは、システインを含むトリペプチドであり、生

体内での酸化遼元反応に寄与している0一方、分子中にイオウを含み、興味深い生物

活性を示す天然物は少なくない0これらの多くは植物の二次代謝産物であり、その含
有量は、薬用植物や食用植物の品質を決定する。

これまでの高等植物におけるイオウ代謝系に関する研究は、イオウを成長に不可欠

な栄養素の一つとしてとらえたものがほとんどであった0しかし一方で、イオウを含

む化合物の生体内での生産および蓄積は、動植物のスルス応答機構に密接に結びつ

いていることが最近明らかにされはじめた0本研究では、これまであまり顧みられな

かった、ストレスとがイオウ代謝に及ぼす影響についての研究を行い、イオウ含有二
次代謝産物の生産を一次代謝系とを関連づけた。

第1章では、イオウを含む化合物の分布、生物活性、物理的性質などについてこれ
までの知見を概説した。

イオウの還元的同化経路はA冊スルフリラーゼの下流で分岐し、APSキナーゼに

より硫酸化二次代謝産物に、∬Sレダクターゼによりシステインやグルタチオンに誘

導される0グルコシノレートは、アブラナ科植物の二次代謝産物であり、重要な野菜

やスパイスの香味物質である。分子内に酸化型、還元型のイオウを含むことから、イ

オウ代謝系がこの物質の生産と密接に関連していると考えられる。第2章では、シロ

イヌナズナを用い、イオウの還元同化系の遺伝子、特にこの分岐点に存在する遺伝子

の発現が傷害ストレス、ジャスモン酸メチル処理で誘導されることと、誘導はイオウ

含有二次代謝産物であるグルコシノレートの蓄積に結びついていることを示した。

植物体内にはシステインのチオール基と重金属のキレーションにより安定なクラス

ターを作ることにより、解毒を行うペプチドおよびタンパク質がある。ファイトケラ

チン、メタロチオネインと呼ばれ、その生産は重金属ストレス耐性と強く関連してい

る0クラスター内のイオウの量がカドミウムに比して大きい程、生体内で無毒な形に

なっていると考えられている。そこで第3章では、イオウ代謝系の遺伝子発現のカド

ミウムストレス条件下での挙動を調べた。その結果、A冊スルフリラーゼ、APSレ

ダクターゼ、亜硫酸レダクターゼなどのイオウ還元同化系の遺伝子発現が誘導される

ことが明らかになった0また、この誘導は重金属耐性に関与するチオール化合物の蓄

積に結びついているが、グルコシノレート蓄積量には影響しないことを見い出した。

グルコシノレートはイオウの形態としては特殊で、傷害応答に適合した形である。重

金属スルス条件下では、還元型イオウの要求量が大幅に増大するが、その場合でも、

グルコシノレートはイオウのプールとしては機能しない辛が明らかになった。重金属

ストレスと傷害ストレスは完全に異なる経路で認識されていると考えられる。

第4章では、イオウ代謝遺伝子を利用して、ストレス耐性植物の分子育種を行った。



イネ由来の細胞質型システイン合成酵素をタバコで過剰発現させ、カドミウム耐性を

検定した。システイン合成酵素過剰発現タバコは、野生体と比較してカドミウムに対

して耐性を示し、自家受粉させて得た種子から得た後代の植物でも耐性は維持された。

形質転換体では、チオール化合物、すなわちシステイン、グルタチオン、ファイトケ

ラチンの含有量が野生体より1．6倍から2倍に増加しており、これが耐性の一つの要

因になると考えられた。一方、湿重量当たりのカドミウム量は野生体より減少してお

り、重金属の吸収あるいは排出機構が影響を受けていることが推定された。さらに、

形質転換植物の耐性機構を明らかにする過程で、トライコームの機能を調べた。トラ

イコームは、防御物質の蓄積、排出など、植物のストレス応答に関連していることは

示唆されていたが、重金属耐性における寄与にはほとんど言及されていなかった。本

研究で、走査型電子顕微鏡およびⅩ線元素分析装置を用い、重金属の局在化と排出

にトライコームが関与しており、その発達にイオウ代謝が関与していることを示した。

以上、本論文では、傷害ストレスと重金属ストレスを具体例として、イオウ代謝系

のストレス応答と、イオウを含む二次代謝産物の生産について述べた。また、イオウ

代謝系の強化によるストレス耐性植物の分子育種を行い、カドミウム耐性植物の作出

に成功した。
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本論女中砺磯節酪びラテン名
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使用機器一党

オートクレーブは、Ⅲgh－PreSSureSteamSteri1izerBS－325（TW）を使用した。

小型遠心機は、HighSpeedre蝕geratedmicrocentrifugeMX－100汀qMⅥを使用した0

高速遠心機はAvandTW－25（BECKMAN）を使用した。

振塗培養装置は、Innova4230（NEWBRUNSWICKSCIENTnC）を使用した。

ボルテックスは、VOIJ℃ⅩGENⅡ2（Scienticindustry）を使用した。

吸光度の測定には、SpeCtrOPhotometerDU640（BECEMAN）あるいはNovaspecII

（mamaciaBi血）を使用した。

濁度の測定には、NovaspeCⅡ（mamaciaBiotec）を使用した。

PCR装置は、GeneAmpPCRSystem2400（PerkinEl汀蛤r），あるいは、GeneAmpPCR

System9700（AppliedBiosystems）を使用した。

ヒートブロックはCooIThemounitCTU－2515、あるいは、DryThemounitDTU－1B

（TAn℃C）を使用した。

pHメーターは、F34pHMetw（BECM）を使用した。

マイクロミキサーは、POLYSEALERP－2010（FUJIIMPULSE）を使用した。

シェーカーは、MicroMixerE－36（TAⅢ苫C）を使用した。

エレクトロボレーション装置は、E．coliPulser（Bio－RAD）を使用した。

シークエンサーは、373DNAsequ甜Cer（AppliedBiosystems）を使用した。

キヤピラリーシークエンサーは、310GenedcAnalyzw（ABIPRI2M）を使用した。

電気泳動用パワーサプライは、POⅧRNPAC200（BIOJM）を使用した。

UVクロスリンカーは、Ultravioletcrosslinker（Amasham）を使用した。

ハイプリダイゼーションオーブンは、Multi－ShkerovenHB、HB－Bセット（TAnちC）

を使用した。

IPフイルムの読み取りには、BAS2000あるいはBAS2500（フジフイルム）を使用し

た。

Ⅹ線フイルムは、Scienti丘chagingFilmBIOMAXMS（コダック）の、半切（35x43

αn）あるいは8切（13x18qm）を使用した。

Ⅹ線フイルム現像装置は、Ⅹ－レイプロセッサーCEPROSS（フジフイルム）を使用し

た。

HPLCポンプは、Waters600Pump、Waters630Pump、Waters616Pump（日本ウオーター

ズ）またはHPLCPUMPMODEL576、PU610－OX（GLサイエンス）を使用した。

HPLCコントローラーは、Waters600Contro11erまたはWaters600S（日本ウオーター

ズ）を使用した。

Pm装置は、Waters996PhotodiodeAmayD蝕CtOr（日本ウオーターズ）を使用した。

ステンレスカラムヒーターは、600／616用カラムヒーター（日本ウオーターズ）を

使用した。
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W検出器は、W如耶4糾チューナプル1ルノ俺検出器（日本ウオーターズ）または

SpeCtrODe鱒torMODEL502U（GLサイエンス）を使用した。

原子吸光分析装置は、Aん6500Satmicabsorption／hemissionspeCtrOPhotcmeter（島津
製作所）をを使用した。

実体顕微鏡は、S血2000－C（C即日むiss）を使用した。

光学顕微鏡は、ECL『SEE600（ニコン）を使用した。

低真空走査型電子顕微鏡（Ⅴ血戯e一匹SS肌SCanning血血血相s叩y、W－SE叫は、

S－3200NシステムおよびS－3500N（日立製作所）を使用した。

カーボン蒸着装置には、モデルE－102＋E－201（日立製作所）を使用した。

電子プロープⅩ線蛍光分析装置（E剛A）は、肝MA－2300（島津製作㈲を使用した。

エネルギー分散型Ⅹ線分析装置（EDX、energy－disperSiveX－rayanalysissystem）は、
M－700（堀場製作所）を使用した。

透過型電子顕微鏡（T別、tranSmissionelecbYmmicroscqpe）はH7100（日立製作所）を
使用した。

ミクロトームは、精密回転式ミクロトームB式（科学技術振興事業団）を使用した。

ウルトラミクロトームは、LKB－Vultramicroto耽（LKB）、およびLⅢCAULTRAm
UCT（L由ca）を使用した。

PCRプライマーに用いたオリゴヌクレオチドは、北海道システム・サイエンス株式

会社（札幌市）に受託合成を依頼し、ゲル濾過精製品を用いた。
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英文要旨

Stressrespomsesofgenes伽rsulfurassimi1ation

Sectionl：ReviewofstressandsuIfurinplants

SulfurisaneSSentialmacronutrient requiredfor plant grOW血．The assimilation

PathwayofsulfurinhigherplantsinvoIvesatleast6enzymeS，1eading丘omsulfateto

CySteineasthe丘nalproduct（Fig・l・1）・Thereductivesulfurassimi1ationpathwayis，

therefbre，COnStitutivelyoperatedtoproducecysteinetoprovidethem年IOrSOurCeOf

Sulfur－COntaining proteinsand organic substances．In plant bodies，itis used to

Synthesize organic sulfur compounds・Sulfur－COntaining essentialamino acids are

CySteine，CyStine，andmethionine・Glutathione，atripeptide，Whichcontainscystein，

WOrksonredoxreaction．
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／　●●・・・、、、

m門川hd鰊　ヽ
COmpOull由

（g】uMi鵬Ille

Phyb■bxIn）
5qm亡rt血血■鰍

C鱒血■叩血■絆

S叫ふ

軌山h血l■■叩Oh瞥

5011

l
mmm山叩

AP5

l

い耶Ⅳ照

SO3み

1

仁仙諾r●壷
Cyst血糖

／I＼
M曲b血t　→ト　PI鵬In

（画u也仙io巾t

t鵬onh

APS：a血髄ineph00pho別l肋也

PA円：phosph侃血00如phosphosul血e

d曲Ildn

汀托b仙io仙dme

pll佃血血出血）

録omp01川血

（山1h，山l出血

癖WCO虚叩1■鮎

plly伽嶋■Ⅹlm）

Fig・l・1：Sulfurassimi1ationpathway．
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ManySulfurwmpoundsarebioacdveand肌emPloyedbyplantSinself－PrOteCtion

rrkChmisms・Thuscysteinedchcompoundsarealsoinducedbyvariousstressesin

higherplahts・Glutathione，me血lothioneins，Phytochelatins，thioninsanddefensinsare

Wellknowntobepar（icularlyactivelyinvoIvedinplantdefensesystems・Natural1y

OCCumngSulbr｛Ontaimingsecondarymetabolitesa陀nOtubiquitous，butareimportant

asflavorsinfarmproduces・Forex弧ple，CruCiferaeplantSincludingArubidtpsis

Lhalianaassimi1ateglucosinolatescomposedofthioglucosideandsulfhtemoieties，and

PrOducesulfur｛OntainingphytoalexinsthroughspeCial1ydevelopedsulfurmetabolic

Pathways・Inplantbodies，thephysiologicalfunctionsofthesecompoundsarealso

thoughttoberelatedtoprotectionagainstwoundingandpathogenicattack（Fig．1・2）．
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Fig・1・2：Na（uraJlyoccurringsulfurcomJX”nds・

fhtherto，Sulfurhasminlybecnconsideredas anutrientcomponentofsulfur－
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contaimingessentialproducts・Recently，however・afewreportsthatsulfurぺOntaiming

metabolitesmayberelatedtostressresponseshaveappeared・InmyPh・Dthesis，I

havedescribedtherelationshipbetweensulfurassimi1ationandproductionofstress

relatedproductscontainingsulfur・Insectionl，Ireviewedofstress－relatedsulfur－

compoundsinplantS，includingphysicochemicalfeaturesandmedicinalandfood

industryuses．

Section2：D馳rential既PreSSionofgenesencodingenzymesinvoIvedinsulfur

BLSSimilation pathwaysin response to wounding andjasmonateinA

助α肋朋

Glucosinolates　are tyPical　sulfur｛Ontaining secondary metabolites　that are

constituents ofCruCifbrae plantS，for exapple，BTuSSica nqpus（Oilseed），B・juncea

（mustard），andB．0leacea（Cabbage）．htheseedibleplantS，glucosin01atesincreaseon

hefbivoreattack，PrObablyactingasinsectrepe11ents・Actual1ytheyareWOunding－StreSS

relatedcompounds・Inordertoascertainwhetherthisisassociatedwithincreasein

sulfursupply，IusedATtZbid4psisbecauseofthelargeamOuntOfgeneticinformation

thatisalreadyavailable．Insection2，thee飴ctsofwoundingandjasmonate（JA，Plant

hormOne，WOund related）treatment on tranSCript accumulationfor genes encoding

enzymeSinvoIvedinsulfurassimi1ationwereexamined・
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Atime－COu指eanalysisofglucosinolateassimi1ationuponwoundingwasperfbrmedin

Ordertoexaminetheearlyinductionofrehtedgenes（鞠．2・lA）．When4－Week帝1d

PlantSWereWOunded，tOtalglucosinolatecontentassayedbyHPLCincreaseduptol．9－

fbldthe basalleve148hr after treatmenL Among7derivatives，thelevelof4T

methylsulphinylbutylglucosinolate（3）variedmostdramatically．hdeed，thiscompound

appeard to beJWWly synthesized upon wounding．MeJA treatment alsoinduced

帥ICOSimlates，includingcompound3，within3haftertreatment（Fig．2・1B）．However，

elevationdidnotpersist，aSgradualdecreasetotheinitial1evelwasobservedwithin3

d町S．

ThenIanalyzedtheinductionofgenesfbrsulfurassimi1ationbywounding stress．

TranscriptsfbrÅTPsulfurylasewererapidlyincreasedwithmaximuminductionwithin

30min after wounding（椚払2・2A）．TranSCripts fbrjm kinase begantO decrease

immediatelyafterwounding，butreturnedtotheinitial1eve13hlater，Whichwasthen

maintainedupto48h．ÅPSreductasetranSCriptlevelsofchangedmuchinthesameway

asthoseforAPSkinase・SincewoundingisoftenassociatedwithproductionofJA，a

powcrfu1inducerofwound－reSPOndinggenes，ⅠalsoanalyzedRNAisolated丘omMeJA

treatedplants・RNAblotanalysesshowedadramaticincreaseoftranSCriptsforgenes

encodingÅrPsulfurylase，ÅPSreductaseand亜SkinaseuponwoundingandMeJA

treatment（恥2・2B）・These enzymesaLelocatedatthebranChingpointofsulfur

assimi1ation pathways，dehvering ApS to the prinnry and secondary metabolic

pathways，reSpeCtively・However，WhiletranscriptsforAPSkinaseaccumulatedwithin

lhafterMeJAtreatment，thosefor∬Sreductasetook3htoaccumulate．This
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diEferemcemayreflectdi脆rentialdeliveryofsulfurtoassimi1ationpathways．

Ireport here that tranSCripts ofthese genes are di飴rential1y accumulated upon

exposure to MeJA and wounding，and thatthe concentl－ation of glucosin01atesis

COnCOmitantlyincreased．Ispeculatethat，upOnWOumding，CruCifbraeplantsproduceJA，

Which activates secondary sulfur metabolic pathways，reSultingin production of

glucosinolates．

Settbm3：Di蝕renti如exp一博Siomorgenesenc血hgemヱym飴hYOIYedim5ul伽r

a隠im封8tiompa仙wayslnr拐pOmSeb粗dmiumimA血相卸海蝕戯皿

CadmiuminsoilandwatercausesseriousproblemsforplantSandanimals．Oneofthe

deftnsesystemsagainsttoxicheavymetalsinplantsistoemployacysteine（Cys）－rich

COmpOund，phytochelatin（PC），ShowntochelateheavymetalsincludingCd，Cu，Zn，

Ag，Onthe thiolmoiety of cysteine，reSultingin non－tOXic complexformation．

Accordimgly，reSistanCetOheavymetalsinaplantdependsontheamOuntOfPC，Which

is synthesizedinline with exposure．PC has been shown to consist of（Y－

glutamylcysteinyl）．－glycime residues（n＝2－11），Synthesized by polymerization of

glutathione（GSH，Y・glutamylcysteinylglycine）molecules．Acidlabile sulndesalso

Stabilize　the cadmium－PC complex aJldimprove　the emciency of cadmium
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ATP古山抽

AJlゞよ血■ぶe

AJ習rFdⅣ血占F

∫山血血Il■

．1rlln

Cd

O　　25　501（X〉　2（Xl

●●●
l■■■●●　■

懲．激怒轡轡

●●●●●

トM

椚g・3・1：RNAblothybddka也onanalysisof伽虻nptSbrenzymesinvolvdin

S111furmctabolismafter4－hourCdC12treatment．

XYl



Therate－limidngstepforPCbiosynthesisisconsideredtobetheavai1abihtyof

reducedsulfurforCyssynthesis・Undernon－StreSSedcondidons，thisreductionpathway

is moderately andconsdtudvelyoperatedtoproduceCysforsulfur－COntaimig

Substances・Insecdon3・Iinvesdgatedgenesandproducdonofsulfur｛OntAming

COmPOundsinArab物sibduringheavymetalstress．

IexminedlevelsoftranSCriptsforenzymesinvoIvedinsulfurassimi1atingpathways．

LiquidcultureseedlingsweretreatedwithCdC12（0－0・2mM）andtotalRNAandthioIs

WereeXtraCted・Aftercadmiumtreatment，tranSCriptsfor∬Psulfurylase，nSreductase，

andsulfitereductasewereincreasedinaconcentration－dependentman肥（Fjg．3・1）．

APSkinaseandcysteinesynthase，incontrast，W駅nOta鮎cted．Resultsofatime

COurSequantitativeanalysisoftotalthioIs，minlyco叩OSedofPC，glutathioneand

CySteine，areShowninFig・3・2．
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Fig・3・2：ELfbctsofcadmiumontotalthioIcompoundproduction．

Samplesw駅eX打肛血如mliquidcul加esofw鮎一切離血地物血

Glucosinolateshavebecnreportedtoactasasulfurpoolundersulfurstarvation

COnditions・hordertotestthishypothesis，Ⅰanaly2X，dglucosinolateconcentrations血r

Cadmium treatment・Noalteration was apparent，SuggeStingthat woundingand

CadmiumpoISOnlngarereCOgmizedasdi蝕rentstressesinAnzbidiosii．Accumulationof

thioIsappearedtocorrespondtogeneacdvationforsulfurassimi1ation．T鮎01swere

temporary decreased3－6hours afbr cadmium treatmt comsponding tothe

upregulationofgenes・Sulfurdenandsforsynthesisofphytochelatinsmightthusbea

Slgnaltoinducethegenesforsulfurassimi1ation．
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Asshowninthesection3，Sul餌rassimi1ationgeneswerefbundtobecoordinateけ

upregulatedbycadmium．Oneoftheratelim摘ngstepstosynthesizePCisconsidered

tobethe supply ofcysteine，Whichis synthesized by cysteine symthase（CS）from

hydrogensulndeandO－aCety1serine・Insection4，Iadoptedareversegeneticsapproach

inordertoascertainthecontributionofthesulf血・aSSimi1釦ionpathwaytocadmium

toleranCe・ItranSformed tobacco assimilation pathway to cadmium tolerance・I

transfbrmedtobacco（mcotianaEabacum）plantSwithRCゞ），aCytOSOlicCSgeneofrice

（Oryzasauva），andexaminedtheirsensitivitytocadmium．

Thetransgenicplamtshadupto3－fo1dhigherCSactivitythanwildtypePlants岬ig．

4・1）．UponexposuretoO．1mMcadmium，theyexhibitedobvioustolerancewithmuch

A
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恥41：E叩代SSion肌d叫扉CS．A）RNAbld弧alyskが血e噸ne（月Cざハhwilか

type（WT＝md什ansgenicplants（TRCS2，TRCS3）；叩）CSactiYitiesinl朋げds餌eSfhwihi・

type（Whitebars），RCS］bansgenicTRCS2（hatchedbar）andTRCS3（卵ybar）1ines，O and

lweekafterO・1mMCdq津Ⅷtment・ThedataaremeaTIS（土SE）ofthreeseparateexpcriments．
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greatergrowth（Fig・4・2A）・Geneticanalysisoftheprogenyrevealedclearsegregation

OfcadmiumtoleranCe，indicatingthetraittoresultf上omtheintroducedgcne（Fig．4・2B）．

ThelevelofPCinshootswashigherintransgenicthaninwild－typeplantSafter

でこ、、‥‥

Wid・tyPO

TRCS2

TRCS3

Fig・4・2：A）EfFectsofcadmiumonwild－tyPeandTRCS2plaTltS．Plantsonagarplateswereb・eated

withO・）mMCdC12aJldphotographedafb）r3wecks，Shoots，witha10cmheight，Ofwild－type

（1eft）and TRCS2（right）we柁employed．B）Seeds ofwi1d－tyPe，TRCS2and TRCS3were

germinatedonO・3－StrengthMSagarplatescontainingO．lmMCdCl2，incubatedfor3weeksand

Photographed．Samples arewi1dtype（upper），TRSC2（midd）e）aJ］d TRSC3（bottom）．ne bar

iれdicatesIcm．

Cadmiumtreatment，SuggeStingthatcadmiumwasactivelytrappedbyPCinplantS（Fig．

4・3）．However，the cadmiumconcentrationperg鮎shweight ofwhole tranSgenic

Plantswas20％lowerthanthatofwi1d－typeplantS，SuggeStingcadmiumtobeeither

activelyexcreted，Ordilutedoutby fast growth（Fig．4－4）．Inorderto clarifythe

reasonwhylnordertoclarifythereawnwhytheconcentrationofcadmiumwaslessin

transgenicplants，Iworkedonsystemssecretingcadmiumintobacco．

InNicotianatabacumL．，longandshorttrichomescanbedistinguished
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numberwasincreasedupto2－foldincomparisonwithuntreatedsamples・Observadon

byvariable－PreSSureSCanmingelectronmicroscopy（VP－SEM）indicatedthatcrystals

werefomdonhead ce11s ofboth■shortandlongtrichomes（Fig・4・5）・VP－SEM

equippedwithanenergy－disperSiveX－rayanalysissystem（EDX）revealedthecrystals

tocontainamOuntSOfcadmiumandcalciumatmuchhigherconcentrationsthaninthe

head cellsthemselves（Fig．4・6）．TranSmission electronmicroscopy demonstrated

crystalformadoninamOrPhousosmiophilicdepositsinvacuoles・Whenseedlingswere

treatedwithCdinthepresenceofCa，tOleranCeWaSincreasedinproportiontothe

increaseinCaconcentration．TheseresultsindicatethattobaccoplantSaCtivelyexclude
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第1章　イオウ代謝とストレス応答概静

第1節　イオウとはどんな元素か

第l項　人間とイオウの歴史

イオウは単体が天然に産出するので有史以前から知られ、聖書の中では賊mstone
と呼ばれている。

イオウの英語名sul如の名称はサンスクリット語の「火の元」を意味するs血脈に

由来するラテン語の如叫血血mに基づいている（竹本、金岡、1989）。化合物名で使

われる「チオ（伽0）」は、ギリシャ語に由来している。ギリシャ語ではイオウは

伽ion（0飢OV）というが、これは、「肉寧どを焼きその匂いでもって神々に犠牲を捧

げる」という動詞Oeのから来ている（大槻、1975）0また、英字の「硫」の文字は、

石と、音を表す瓦（流の省略形）で、溶けやすい鉱物の意味を表している。イオウは

古来、魔除けや清めの儀式に用いられ、ヨーロッパ中世の錬金術では重要な根源物質
であった。

また、イオウ原子を含む有機化合物（含硫化合物）を含む代表的植物である、ニン

ニク（A班血刀鰯臆川和）やタマネ羊（A・喝扉は、最も古い時代から栽培されていた植

物である0紀元前5000年ペルシャ地方を統治していたカルデア王朝時代、タマネギ

は災厄をはらい、幸福を招く神符の一種として用いられていた0ニンニクは、紀元前

3200年～27紬年のエジプト王朝時代から、タマネギとともに食用とされて．きたこと

が、その墳墓の壁画のなかに見られる（山崎、1973）。

これらは食用であると同時に、やはり魔除けの効があるとされ、人々は吸血鬼や悪

霊を追い払うためにニンニクを身につけたり」住居の入り口につるしたりした（加藤、

1976）0またこれらの植物は、多くの国で薬用として民間療法に用いられ、古くは、

紀元前400年、ヒポクラテスも効用を述べている。

このように、イオウおよびイオウ化合物には超自然的な力が宿っている膚じられて

きた0これは金属イオウが火山活動に伴って産出されること、鉱物でありながら燃焼

することや、特有のにおいから神秘的イメージが生まれたのに加え、古くからその薬
効や生物活性が知られていたからと考えられる。

弟2項　日本人とイオウおよぴイオウ含有化合物

日本では、イオウは古くは、「ゆのあか（由乃阿加））」「ゆのあわ（由乃阿和）」

「ゆおう（由丑」または、「いわう（伊和事）」などと呼ばれていた（赤松、1970）。

火山国でもある我が国では、親模の大小はあるが各地に硫貴鉱山や硫化鉱山がある。

温泉での有効成分としてのイオウはよく知られているが、薬用としても古くから用い
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られている（図l－1、2）。

ニンニク（大蒜）も古くから日本でも知られており、最古の歴史書といわれる「古

事記」の中にも記述が見られる。倭建命が東征の帰りに足柄の坂本で、食事をしたと

ころ、坂の神が白い鹿に化身してきたので、食べ残したニンニクを投げ付けて打ち殺

した、とされている。このように、ニンニクが悪神の化身である白鹿を打ち倒すほど

の力があったと考えられていたようである（山崎、1973）。「本草和名」に「萌」、

「保比留」と呼ばれていたことが記載されており、古代より栽培が行われていた。し

かしその後は、仏教の広まった日本においては、ニンニクはその強いにおいにより長

く禁忌の対象になっていた。また、タマネギは明治に入ってから西洋より導入された。

日本人にとっては、ワサビ（山葵、Ⅵ包泊地励由）の辛味成分である含硫化合物

（グルコシノレート類、後述）のほうがむしろ好まれていたといえる。古くから各地

の山間の沢や渓流に自生し、また栽培されてきた。ワサビは、わが国特有のスパイス

であり、最も古くから日本料理の薬味として使われてきた。平安時代の「本草和名」

という本にも「和佐比」の名がみうれる。生の魚を食べるという日本特有の食生活

は、ワサビのグルコシノレートが持つ抗菌活性に支えられていたといっても過言では

ない。

第3項　イオウの物理化学的性質

イオウはクラーク数0．026、原子番号16香の元素である。周期表では酸素と同族の

元素であり、性質も部分的には類似している。アルコール（－OH）とチオール（－SH）、

エーテル（－0－）とスルフィド（－S－）、ケトン（－C＝0）とチオケトン（－C＝S）などの化

合物は良く似た共通の物理学上の性質を示す（大饗、1989）。酸素、イオウ原子は、

ハロゲン原子と同様に、電子親和力は大きく、イオン結合の形成に際しては陰イオン

にな．りやすい（表ト1、乾ら、1981）。しかし、Sの電気陰性度の価は、2．5と、0

（3・5）よりも小さく、Cと同じくらいである。このことから、分子内の0をSに置

換した場合は、脂溶性が高まることが期待される。また、Sは表1－2に示すような種々

の酸化数をとることができることから、イオウを含む化合物の構造は多岐にわたる

（Hms，1998）。

また、水素結合エネルギーは、OH基より、SH基のほうがはるかに低い価である。

この結果、図1－3に示すように、H2PよりもH2Sの方が沸点、融点とも低い（乾ら、

柑81）。このことは、揮発性の香気物質においてイオウ化合物が多く見られることと

も関連している。イオウ原子と他の原子との結合の強さ（結合解離エネルギー）は、

酸素と他の結合よりかなり弱い（表1－3、大挙、1969）。つまり、チオールはアルコー

ルに比べて反応性が高いことがわかる。生体内での反応におけるイオウ原子の役割は、

以上述べたようなイオウ特有の物理化学的性質によるものである。
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集4項　地凍環鶉康痩料紙触紳動態と植物の役射

表14に示すように、植物は土壌中から、イオウを吸い上げ、濃縮している。無機

のイオウを生物にとって利用しやすい形にするという重要な役割を果たしている。次

に、植物および微生物は、硫酸（Sqヱ）および亜硫酸（SO3み）を還元的に剛ヒしてい

き、システインやメチオニンを生成する0偏性嫌気性細菌の一つである硫酸塩還元細

菌は、あたかも好気性細菌が酸素を利用するように、硫酸イオンを利用する。この時

にも、イオウの還元反応が起こり、硫化水素（H2芦）が放出される。

一方、システイン、メチオニン、H2Sといった還元型イオウを酸化するプロセスは、

大きく分けて3つある0わ動物、微生物、植物による好気的異化反応b）光合成の際

に還元型イオウ化合物を電子供与体として用いる、硫黄細菌による反応c）大気中に
放出されたイオウ化合物が、自然酸化されていく反応。

図1－4に生物によるイオウのサイクルを示す0このように、植物にとってはイオウ

剛ヒにその還元系が重要であり、一方、動物は生産された還元的イオウを利用してい
ることがわかる。

また、生物の生命活動だけではなく、化石燃料の燃焼により、硫酸ミストやSOxと

呼ばれるイオウ酸化物が大気中に放出されることはよく知られている。図ト5に海洋

と大気圏におけるイオウの循環と地球の気候の関連を示す0大気中の酸化型イオウは、

雨に溶け込んで海水と混ざり、海の藻類や植物プランクトンに吸収、還元的に代謝さ

れ、DMSP（血血yls山地間i血）の形になる0さらに海中の細菌により、揮発性

のD鳩（dimethylsulBde）となり、大気中に放出されるoDMSは自然酸化され、

D鳩0（d血叫1sul旭血）や硫酸（S好）となる。DⅦ0や硫酸は雨粒の核となり、

雨雲を形成させる0雲により日光が遮られると、藻類や植物プランクトンの数は減少

する0するとDⅦPやDⅦの生産量が落ち、大気中のイオウ化合物の畳も少なくな

る0このように、イオウの循環は、気候のホメオスタシスに関与している。
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□1＿1原　の電子親和，E mol‾l（乾ら、1粥1）

H

72

Li B C N O F

58　　　15　　121　　－31　　142　　　333

AI Si P S C1

26　　135　　　60　　　200　　　348

】お

324

Ⅰ

296
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1－2　イオウの　化（Hms1998）

匝可　　イオウ官能基　　　　　　化合物の例
－2

□

R－SH（鮎01）

R－S－R（乳劇鮎k）

R－S一癖ycosi血

R－S－CO－R（仙01es地相）

㌃虹R（血i血nes，

斤

R‾C‾SH
（dithioic戚d）

し呼S扇ne（p21），00飢町meA砂Zl）

hydrogensulfide，L－methionineb21）

S－glycoside短1uco血01鹿）附加）

brassitin（p27）

goitrinWprduct如m

3－butenylglucosin01ate）

brassimin（P27），dioxybrassinin（p27）

CyStine，aSParaguSicacid（P29），brassicanalD（p27）

POlythionic撼

R－S－S－R匝Su蛸血）

R－S－S－03－（血iosul蝕飢知叫

O R－S－OH（Su脆nic狐ゆ

抒
R‾S‾R

斤十O
R「C‾R

（SuI知恵de）

（S・血de）

千

R‾「R（sul加iumion）

8－methylshiphinyloctylglucosinolate（p51）

α－amanitin

al1in（P23），alJicinb25）

nupharpumi1amineA（p28）

S－如enosyl－しm¢伽血e（担1）

S由紀inol（p29）

＋2　　抒
R‾S‾OH

¢ul£nicadゆ

仔

R「斤‾R　（Sul加）

叶斤ナO
R‾C‾R

（S，Sdio裏de）

brassicanalC（p27）

1endnicacid（p28）

両　　抒

R‾斤‾OH（su伽i。戚叫
0

＋6㌃㌃。R（s。1叫　諾血励血仙）
0
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1－3　C－S結合とC－0姦。合の解剛エネルギーの比較
（大挙、1969）

ED匹Cd）

化合物
Ⅹ＝S X＝0

HX＿H　　　　　　　　　　　　　　　　　89　　　　　　　　　　116

CH3旛H　　　　　　　　　　　　　89　　　　　　　　100

qH5》H　　　　　　　　　　　　　87　　　　　　　　　99

CH3「ⅩH　　　　　　　　　　　　　67　　　　　　　　　90

qH5・ⅩH　　　　　　　　　　　　　63．5　　　　　　　　90

C6H5CH2－ⅩH J　　　　　53　l　　　　　　73

8
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Ⅸ1－4　植物と土頃中の必須元、の濃璽（Sai…d．1994）

元素 漉度（押m）　　　　　　　此

植物　　　　土壌　　　催物／土勒

C 454，㈱　　　　　20，000　　　　　　22．7

0 410，000 490，㈱　　　　　　　0．84

H 55，000

N 30，0（氾 1，∝旧　　　　　　　　30

Ca 18，000 13，700　　　　　　　1．3

Ⅹ 14，（X粕 14，∝旧　　　　　　　1．0

S 3，400 700　　　　　　　4．9

Mg 3，200 5，㈱　　　　　　　0．64

P 2，300 650　　　　　　　　3．5
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二㌣案洪、∴
’声．－，

－、＿‾▼、

臨疲
腎・ ゝ」．・

■声一

票澄盛覿盛
挙口琴田。。昌一≡竺，1■一■■

沖ヽ十　二十十★
′：lヨ■巳コ。

正二●」モこ

／S‾‥＼
S S

l l

＼　／S

結晶状のイオウ（Ss）。火山地帯では黄色の結晶の形でしばしば見られる0

巳．四叫甲

匿

■十

固Il口
†

ノ

た

田　、‾、嘉

γ

選

◆　　ノ

†．

r＝ふ

腫≡□

嘗

篇□臼

■t■■、

斬・‘‾〆ニ：ノ轟ン鞄麗藍■野整■■一
☆し’■　　　　　，．－－Å一　日■■■■

、て－、、・、J．′1欄

十　十

㌣良
一ヽ一

．短

E⊇■

ら。四日
i■＼．　　　　　1■

Jニー一丈よ表口 ■ヽ

H2C＝CH－CH2

r‾CH2‾CH＝CH2

alliciTl（AJ上山爪Sp．）

イオウ臭やニンニクを神聖視する風習は日本でも一部にみられる。青森県弘前市、鬼神社での

祭礼。この地方ではニンニクを軒先に飾って厄よけとする。

←斗ヰ十祇†十●

監一撃琵塩竃ヨとナー・・・・▲－・ご＿／・

ご．－．拷問
琵監房罷■「・　＿　し二i∝一口’。l胃

セイヨウワサビ（A〃乃OraCねmぶ血a朋、根）

£

J

．■て‾、．
や∴
㌧丁．：・・

－・ヨ・－・・・・　」．

イニー

′

■ヽ

．鹿田・日
‘才；‾遡

′

、専＿r†潔鱒㍍

ワサビ（Wa5aわねJ甲0血毘、根）

H嘉岬
HO

glucosinolate（Cruciferae）

カラシ（月mぶ5icaノuncea、種子）

アブテナ科植物ほ香辛料として重要なものが多いが、その辛味成分は、グルコシノレートと呼

ばれるイオウを含む化合物である。

Xト1イオウと相律　にAまれるイオウヒ金物＿
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ト・・∴、∴：l一、㍉・．

半裁有

弼′
目

罰

主タ●‾狩

kG古壷■

感
慧・琴轡墜漸照鞋琴

ヽ′I．

現十唱謬
顧

ロ田口8－臨
■■二「‾【

栃≠二三〆

ミ′、

1問蜘桝・

イオウ（石硫黄（せきいおう）、火口から噴出し固結
した烙流硫黄

適用：湿疹、下痢、老人性便秘

ニンニク（大森（たいさん）、A血皿戚Ⅵ皿の紫茎）
適用：下痢、寄生虫症、皮膚病

シロガラシ（自芥子（びゃくがいじ）、助琴海助の
種子）

監毒口□慧志望慧82喜の盤鮎娼u基軸鮎にみられるイオウ
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γ℃　　　　沸点
】屯0

100 ●

●

■

■

ⅡF　●

●

0　　●．

NⅡ3●●

－100

－200

●、

C】叫

鞄Te　鞄0

職Se・■′馳巧

者準ニ
和も・■　G叫

◆SiⅡ4

● E2Te

車座芋：：，Ⅲ
●　　　●　■　●●

●㌧　●

肝、モ甲・
ヽ

●●

PIち

■．■　一

CⅡ一　S叫

Ⅶr－t

一心叫

SbE3

■
■l

■
■l

G叫S叫

図1－3　　、ヒ園の’粗点と融点 1981

点線で結んでいるのは周期律でいう同族の元素。融点や沸点は
－掛こ分子量が増大するほど高くなるが、各族中で最も軽い

N叫、H20、HFが異常に高い値を示している。これらに働く分子間引力を

水素結合という。H2Sは、融点、沸点ともH20より著しく低い0

12



還元

植物、微塵物

（阿化的還元）

硫酸塩遷元細菌

（如触イ∝h血gb狐他出a）

硫酸化化餉一軒㍉紆≠．曹′噂こご訂祀
硫黄細菌（血b肛l血）
硫黄儀化細菌
紅色硫黄細菌
線色硫黄細菌

動物、微生物
画

酸化

勘助如

、’1－4　生　日芳　　　なイオウの循環ル加血仙掴．

植物は酎ヒ型イオウを取り込んで還元型にして利用する○嫌気性細菌は、呼吸の際
に酸素の代わりに硫酸を用いている。硫酸塩遼元細菌は、偏性嫌気性細菌に属し、
バチルス科の加β畑b祓おぬ属、肋血m属のものがある。硫黄酸化細菌
（地中）は、化学合成独立栄養硫黄細菌の代表的なもので、硫化水素、固
体のイオウとも酸化の基質として利用できる○紅色硫黄細菌（α血、
且池血坤）、線色硫黄細菌（地、α血m蝕胴俣野）は、光合
成硫黄劇菌である。

この他、還元型イオウは酸素の存在下で自動酸化される。
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ヽン′00か

㌢∞
DMSP 。き 〉＝O

DMSO

藤

遡1－5　イオウの∠　と　　のホメオスタシス　。1d　血．2

海中の植物プランクトンおよび光合成細菌がイオウの循環と気候のホメオスタシスに関与し
ている。
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弟2節　植物体酋轡緻坪冴りの機能

集1項　高専植物のイオウ同化経路

高等植物は、土壌中から硫酸イオンを取り込み、生体に不可欠な有機イオウ化合物

を生合成する（図1－6）。硫酸イオンの還元的同化経路は、A冊スルフリラーゼ

（A冊sul叫1鮎e）の下流で分岐する0一つは、アデノシンフォスホ硫酸（亜S）を

∬Sレダクターゼ（∬S血触）により亜硫酸に還元し、さらにその下流にある含

硫アミノ酸、タンパク質、チオール化合物に至る経路である。もう一つは、亜Sキナー

ゼ（亜S払拭）により、亜Sをフォスホアデノシンフォスホ硫酸（PAPS）に変換し、

さらにその下流の硫酸化化合物に至る経路である0硫酸基s山触は、0と結合すると

硫酸エステル（0－Sulfhte）、Cと結合するとスルホン酸（sulfonicacid、C－Sulfhte）とな

る0この還元過程の反応のうち、A冊スルフリラーゼから亜硫酸レダクターゼの反応

は主にプラスチドで起こると考えられているが、システイン合成以下は、ミトコンド

リア、細胞質でも行なわれる0グルタチオン（由血鮎0肝）の生合成は、葉緑体、細

胞質どちらでも行なわれる（bust¢k，1996；馳11，1997）。

弟2項　高等植物におけるイオウ化合物

植物体内には、アミノ酸やビタミンなどの形で有機イオウ化合物が存在し、重要な

働きを担っている0必須アミノ酸の中では、システイン、シスチンおよびメチオニン

が、イオウを含んでおり、含硫アミノ酸と呼ばれている。生体内ではほとんどがこの

形で存在する0システインのSH基は酸化されて－S－S一基となるが、これはタンパク質

の三次元構造形成に重要な役割を果たしている0メチオニンは、タンパク生合成の開

始コドンAmにコードされるアミノ酸である0植物に含まれるアミノ酸中で、含硫

アミノ酸の生体内での存在比は低い0そのため、食品栄養学において栄養価を表す

「タンパク価」では、第一制限アミノ酸が含硫アミノ酸にになっていることが多い。

S－アデノシルメチオニンは、生体内でのメチル化修飾反応の基質となっており、核

酸のメチル化（いわゆるメチレーション）にも関与している。ほかには、図1－7に示

すような補酵素類がイオウを含む生体物質として知られている。ビオチンは、カルポ

キシラーゼなどの補酵素として作用し、脂肪酸、アミノ酸の代謝に広く関連している。

チアミンは、別名ビタミンB－1で、米ぬかから初めて抽出されたビタミンとしてよく

知られている0普通は2リン酸の形で、糖の代謝に関係する酵素の補酵素として機能

している。補酵素Aもイオウを含む分子である。

グルタチオンは、イオウを含むトリペプチドである0ストレス条件下では、後述す

るように多くの役割を果たしているが、非ストレス条件下では、生体内での酸化還元

反応に寄与するとともに、イオウのトランスポートの形態として師管の中に多く含
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まれている。

ほかにも、分布は特殊になるが、根粒菌とマメ科植物の共棲に関与する因子Nod

factor（FisherandLong，1992）や、アスパラガス（A甲atqguSOfha鮎）やイネ（αγ招

ぶaぱ帽）、トウモロコシ（盈a用句侶）に含まれるペプチド性植物ホルモン

phytosulfokineの活性発現（MatsubayashiandSakagami，1996；松林、坂神、1997）には、

硫酸基の存在が必須であることが知られている。

集3項　高等植物におけるストレス応答戦略にみられるイオウ化合物

3－1グルタチオン

グルタチオンはシステインを含むいノペプチドで、酵素的に生合成される。γ－グ

ルタミルシステイン（Y－glutamylcysteine）がまず生合成され、さらにグリシンが縮合

する。

様々なストレスが活性酸素濃度を上昇させることが知られているが、グルタチオン

は活性酸素の消去に関与している。これは、還元型グルタチオンが容易に酸化型に変

換されることによる。また、グルタチオンは、グルタチオンーS一トランスフエラーゼ

の作用により、生体異物と結合し、除草剤などの異物を液胞に移行させたり、体外に

排出したりすることに関与している岬dwardsetal．，2000）。グルタチオンS一色合体と

なった化合物は、活性部位がブロックされて不活性となったり、液胞にトランスポー

トされたり、また、容易に排壮される。重要な組織を毒性の化合物から守る反応を行っ

ている。†－グルタミルシステイン合成酵素（γGCS）は、システインの量によって

律速されていることと、グルタチオンによってフィードバック阻害を受けていること

が知られている。このような機構で、生体内グルタチオン濃度は一定に保たれている。

3＿2システインリッチペプチド

また、植物に傷害ストレス、病害ストレスを与えると、システインを多く含む低分

子タンパクである、チオニン　血ionh、表1－5、図1－8A）やデイフェンシン（由良nsin、

表ト6、図1－8B）が誘導される。チオニンは、表1－5に示した植物から得られている

（FlorackandStiekema，1994）。一方デイフェンシンは、植物だけではなく、ほ乳類、

昆虫からも相同性の高いタンパク質が得られている（Br∝k鮎汀い沈al．，1995）。この2

つは、分子量、システイン残基の数、病害で発現が誘導され抗菌活性をもつこと、な

どは共通しているが、三次元構造的には異なっている。

チオニン、デイフェンシンともに、約5kDaの大きさで正に荷電した低分子タンパ

クで、細菌、真菌、酵母に対して毒性を示す。この毒性は、正に荷電したタンパク質

と、細胞に存在して負に荷電したリン脂質や、DNAまたはRNAとが電気的に相互作
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用することによる0配列上よく傍脊き絹撃一㌻又草牙シ残基は、ジスルフィド結合の形

成に関与して、強固な3次元構造を形成している0コムギけ地政m厳戒血m）のチオ

ニンは、α－アミラーゼの酵素活性を阻害す・る（JonesandMm畑恥1982）。チオニン

は卵白アルブミンなど数種のタンパク質とスルフィド結合を形成するが（m五血d

d・，1995）、このような相互作用により酵素活性を阻害していると考えられている。

3－3メタロチオネイン、ファイトケラチン

メタロチオネインは、Cd，加などとキレーションし、重金属のホメオスタシスと解

毒に関与していると考えられている（図1－8C）0動物、真菌、細菌ではよく知られ

ているが、ごく最近になって植物にも存在することが明らかにされてきている。ほ乳

類のメタロチオネインとシステインの位置が保存されているものは、ClassI灯と呼

ばれ、糎卜5に分類されている（表1－7）0伽sⅡは、システインの位置が保存

されていないメタロチオネインで、コムギ胚芽で見い出されたのをはじめとして、種々

の植物にみられる伽ser・1999）0しかし、重金属だけではなく、老化や傷害など他

のストレス応答に関与しているとみられるものも多いことから、その植物における意

義についてはまだ研究の余地が残されている血如1．，1998）。

ファイけラチンは、ClassⅢ脚とも呼ばれており、システイン含量が高く、重

金属存在下で特異的に生産される0これも、システインと重金属のキレーションによ

り安定なクラスターを作っている0遺伝子から翻訳されるのではなく、グルタチオン

からから生合成される02回～11回続くγグルタミルシステインの繰り返し構造を

持っている（St曲ns，1990；Zbnk，1996；CobbetL1999，2000）0ファイトケラチン合成

酵素は、近年になって、シロイヌナズナ（血録卸由血血喝Ha机1．，1999；

Ⅵ加mi止如1・，1999）とコムギ（r脚ガⅧちq飢餓S飢1・，1999）から相次いで得ら
れた。

3■含硫二次代謝産物

植物由来のイオウ含有化合物の多くは、人にとっては、食品の香味成分、香気成分

として知られている0これらは、元々は昆虫忌避作用や抗菌作用として、外敵に対す

る防御因子として生合成されたものを、人間が二次的に利用していると考えられてい
る0これに関しては、次の節で詳しく述べる。
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ト5　百□膠のチオニン的α誠k射止馳由ma19舛）

蔓
匝車二二］

匝亘］

萱
巨車コ
匝車二］
l率車、「
一重＿＿11

巨垂口
座牽二二］

匝］

蓋
「、l、堕±「
巨車コ

コンセンサス配列

Ⅹエ⊂Cp王証問帽Y釘mア5叩QⅣmLE

RSC叩払QXレ一皿℡5SGRC脚R

植物名　　　　　　　和名　　　　　タンパク名　　軋織

臣∃

臣］

臣］

臣］

臣］

葺
医∃
匝コ

蓋
し＿丁二TTl

シロイヌナズナ　血○血印止乙1）

オオムギ　　　　　α一hαdo鮎血血

オオムギ　　　　帥鑓tb鮎（旧血

コムギ　　　　　α1一門m鮎血血

コムギ　　　　　α2－p∬D也i血

コムギ　　　　　輌血血

エンバク　　　　　α－且Yem血i（mh

エンパタ　　　　IhYmO血i00血

ライムギ．　　　馳由lo血i00血

オオムギ　　　　　DB4

オオムギ　　　　　DG3

オオムギ　　　　　m

オイルナッツ　　Ⅳ相加ね血○血

ヤドリギ　　　　　Ⅴ如ob血A2

ヤドリギ　　　　　Ⅴ血血A3
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鮎：種子（節d）、St：茎（血）、T：塊茎（伽血訂）

・18



†　・■

童

い姻醜副木練

巴1－7　闇摺のCla∬ⅠメタロチオネインR拙．1甥

N未およぴC未のコンセンサス記列に上り、1加ト5に分離される。
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システイン残基は黄色で表されている。
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算3節　生物帝位物質としヤのイオウ

集1項　天然薬物、食品中のイオウ含有化合物

天然物由来のイオウ含有化合物の多くは、植物の香味成分、香気成分として古くか

ら親しまれている0また、薬用植物としても重要なものが多い。代表的なものに、先

程述べたニンニク（A・見血皿）やタマネギ（A・α坪）などのネギ属（A遁皿甲．）に

含まれるアリシン（舶血）や、関連のジスルフィド化合物がある。一般には、ニン

ニクやタマネギの刺激臭の原因物質として知られている（図1－9）。前駆体北山は細

胞質中の小細内に貯えられており、分解酵素アリナーゼ融通se）は液胞に存在する

ため、普段がは安定に植物内に存在している。植物組織が傷を受け細胞が壊れること

により基質と酵素が接触し、分解反応が起こって、アリシンの生成が起こる。このア

リシンやさらにその分解物のスルフィド化合物は、抗菌活性、昆虫に対する摂食阻害

活性を有しているなど、植物自身にとっては生体防御物質であると考えられている

（Col助成al．，1989；小林、1999）。

もう1つの植物由来の代表的含硫化合物は、チオ配糖体のグルコシノレート

（glucosinolぬ）である0グルコシノレートはアブラナ科植物（CⅧ撤紀）を中心に

主に分布しており、一般的にはカラシ（風邪威由画やワサビ（Wり如明通頑、セイヨ

ウワサビ（Am】α蹴血冊加ゎの辛味成分として知られている（図l－10、小林、1999）。

これも、植物体内で、基質と分解酵素が別のコンパートメントに属し、細胞が破壊さ

れることにより接触、反応する0グルコシノレートもまた、抗菌活性、昆虫の摂食阻

害活性を有している0このような防御戦略はイオウ含有化合物を持つ植物に共通なの

かもしれない。これは、イオウ原子は反応性が高いため、生体内で隔離しておくこと

で他の望まない作用を避けるという意味があることも考えられえる。

さらに、アブラナ科植物は、イオウを含有するファイトアレキシンを生合成する。

（図1－11）これらは、マメ科など他植物のファイトアレキシン類と同様に、菌の接種

により誘導され、抗菌活性を持つ0これらは、グルコシノレートを前駆体としてつく

られている（Pa血おdal・，2000）0この他の植物由来のイオウ含有二次代謝産物には、

図1－12に示したようなものが挙げられる0興味深い薬理活性が報告されており、次

項に挙げるような医薬品のリード化合物として有用と考えられるものも多い。植物自

身に対する機能は検討されていない場合も多いが、キク科のマリーゴールド（了知恕

鮮血血、re賦払）に含有されるα一夕ーティユニル（α一触也ie叫）の殺線虫活性など

にみられるように、植物の防御機構の一つとして植物生理学的に理由づけられる生物
活性がみつかっているものもある。
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第2項　無機医薬品、合成医薬品

医薬品の中では30％、農薬では40％がイオウ原子を含んでおり・、生物活性物質と

してのイオウ化合物が重要な位置にあることが分かる（央島、1993）。無機イオウ化

合物、有機イオウ化合物とも、薬剤として多く用いられでいる。

無機イオウ化合物としては、まず、分子イオウ（S8）が挙げられる。古くは、「神

農本草経」に記載された漢方薬で、「石硫黄」「天生硬」とも呼ばれていた（図トカ。

これは日本薬局方には皮膚疾患剤として収載されているが、その作用機作は、皮膚

表面で徐々に硫化水素（H2S）やポリチオン酸、特にペンタチオン酸となり抗菌作用

を現すことによる。加えて皮膚のタンパク中ののS－H基は皮膚の角質化に関連して

いるが、それをS－Sに変換することにより角質軟化作用を呈する。チオ硫酸ナトリウ

ムは、重金属とシアンの解毒薬として用いられている。その作用機構は、体内に沈着

した重金属を結合し、排泄を容易にすること、シアンと結合して、毒性の弱いチオシ

アネート誘導体とすることによっている（第13改正日本薬局方解説書、1996）。

他の医薬品として用いられている有機イオウ化合物の多くは、化学合成された医薬

品である。医薬品開発においては、原形となるリード化合物の部分構造を変換させて、

さらに強い生物活性を持つ化合物を創る手法が用いられている。中でも、酸素原子を

イオウ原子に置換する手法や、炭素骨格にイオウ原子を導入する方法はドラッグデザ

インの戦略としてしばしば用いられている（Krogsgaard－LarSenetal．，1996）。胃潰瘍

の治療薬として用いられるH2型抗ヒスタミン剤の開発の歴史を図1－13に示す（高柳、

桐村、1995）。

農業用に用いられる有機イオウ化合物には、ジチオカーバメート系、チオラン系な

どが知られている。前者は殺菌剤として有用セあり、後者は主に殺虫剤として知られ

ている。チオラン系農薬は、アスパラガス酸（asparaguSicacid、P29）のような天然チ

オラン化合物をモデルに開発された農薬である。

24



∵｛∵キ・心　■－　－1■　㌧∴■∴■　二■ノ

田

丸薮

■
十∴＋＋∴＋†＋＋

譲与十＋寿哲孝■

甲

1idmおよび閲連丑虐働励　の

ヽら山血の

曜叩丁眺ヰご仙

こ‡＝㌻ざ　芋
暗加㌣「M佃＝眺仙　餌伽

劇血（抗菌活性、ニンニク臭）

の生　　′、　1

肋朗ぜl化〝刀　（ニンニク）

H量C＝＝＝cH－¢H

lr‾…＝馴

A肋爪印d（タマネギ）

Htm＝；eH

丁竹由‾甜－→－

”’T恥→－

H■M‾－・■OH

†甜，＝＝cH伽㈹l一鞘＝甜I

d山IyI血山爪血

甜に＝＝伽甜㈹一－一馴■一別＝研一

曲叩他山油

H－C－CH＝m－－－OH

↓
廿日㌢‾‾1酬は－CH＝＝s・■－○

鵬op叫S血血
（催涙作用）

HIM‾‾‾¶－－¢HICH¢H●

、、＋1－9　ユリ、ネギ　A蝕厄m憎．に　まれる含硫化合

25



グルコシノレートからイソテオシアネートの生成

R、ァ岬H

禰
グルコシノレート

m叩Sh貼亡 Y

IlO
RY‾叩

嘲
グルコシノレート

R－はアミノ酸に由来しており

100種以上が知られている

R　　岬　血n転位
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イソチオシアネート

E‥　㌍＝＝q＝＝8

◆呼

香気／香味成分
昆虫忌避活性
抗菌活性
（揮発性の場合が多い）

アブラナ細物の呑気／呑吐成分（′ト炊、1999）

ク、／鴎
ワサビ（W奴血メ叩血）
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強い対数憧、催涙性

＼8へ′〉旧
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自力ラシ（叫由肋）
香りなし（不揮発性）

∈∋　8
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図1－12－1イオウを含む二次代儲産
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Hd
H2CH2CH2CH

Nラ‾画H3
チオウレア基

＿÷シ‾三隼≡‾…

目上
H2骨CH2CH町R‾N H3

7
CN

シアノグアニジン基

ヒスタミン

プリマミド

メチアミド

シメチジン（C血虎dhe＝tag狐l叫

スミスクライン・アンド・フレンチ社は、ヒスタミンと同じレセプターに結合してブロッ
クすることで、ヒスタミンの作用（この場合は胃酸の分泌）を抑制する薬物の開発を指向
し、ヒスタミン関連物質の化学合成を行なった。最初に作られたのは、ヒスタミンの側鎖
にチオウレア基を導入したプリマミド。しかし、経口投与で思ったほどの作用がみられな

かった0そこでさらに、メチレン基CH2をSに置換したメチアミドが合成された。ここ

で、効果は10倍以上強くなり、経口投与でも使えるようになった。ところが、その側鎖の
チオウレア基の存在が、副作用として顆粒球減少症を引き起こすことがわかり、これをシ
アノグアニジン基に変えた。こうして開発されたのが、シメチジンである（高柳、桐村、
1995）。

図1－13　H2刑　ヒスタミン楽の閲儲の歴更
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第4節　本研究の酢野良す新轡㈹瑚とストレス応答一

事1項　イオウ代謝系のストレスに対する応答の検討

人類は以上述べたように天然物、あるいは合成品としてイオウ化合物の生物活性を

利用してきたが、植物自身も様々なストレス応答の場面でイオウ化合物を利用してい

る0いわば生体内で自前の農薬を合成しているといえるかもしれない。

ストレス条件下でのイオウ代謝系は、非ストレス条件下と大いに異なっていること

が推定される。例えば、ファイトケラチンは、非ストレス条件下では生合成されない

が、重金属スルス条件下で特異的に現れる。ファイけラテンは重金剛こキレーショ

ンを起こして無毒化し、さらにグルタチオン結合塑として液胞に運ぶ。液胞中ではさ

らにsul触と結合して高分子コンプレックスとなり、より無毒な形とする。カドミ

ウムの場合だと、Sとαの比が大きいほど、無毒化されていると考えられている。

このように、重金属存在下ではイオウの要求量は格段に増加すると考えられる。しか

しその一方で、システインやグルタチオンには、その濃度をほぼ一定に保つようなホ

メオスタシスの系があることも知られている。

イオウ含有二次代謝産物である、アリシン、グルコシノレート、ファイトケラチン

などの生産の要請は、その上流の一次代謝系の活性化を引き起こすと考えられる。し

かし、これまでのイオウ代謝系に関する研究は、イオウを植物の成長に必要な栄養と

してとらえたものがほとんどで、ストレス応答物質としての含硫化合物の生産とイオ

ウ同化系を組み合わせて考察したものはみられなかった0これらのイオウ含有化合物

の多くは、植物自身にストレス耐性を付与すると考えられる上に、薬理学的にも興味

深い生物活性を有していたり、農産物の味やにおいの本体の場合もある。植物体内に

おいてこれらの生産量を制御できれば、農業分野でも医薬品開発の分野でも有用な技
術であると考えられる。

本研究では、ストレス応答性二次代謝産物として、2つの物質に着目した。1つが、

傷害ストレスに関与するグルコシノレート、もう1つが、重金属ストレスに関与する

ファイトケラチンおよびチオール化合物である0前者は硫酸基と、システインに由来

すると考えられているS－glucose基を持ち、また、側銀の起源となるアミノ酸は、ト

リプトファンとともにメチオニンが多い（馳鮎erandDu，1997）。このようにイオウ代

謝系がこの化合物の生合成系に深く関与していると考えられる。後者に関しては、シ

ステイン以降の経路が重金属耐性と関連があることに関しては、様々な研究から確認

されているが、さらに上流のイオウ同化のステップとの関連についてはこれまでほと

んど研究されていない0本研究の一つの目的は、これまで検討されてこなかった、二

次代謝産物の蓄積を引き起こすストレスが一時代謝系、特に、還元剛ヒ系におよぼす

作用について検討することにある。
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弟2項　イオウ代謝系強化による重金属ストレス耐性植物の作出

植物がイオウ含有化合物を生合成しストレス応答に用いていることと、ストレスが

それらの物質の生合成系の活性化のひきがねになっていると考えられることはこれま

でに述べてきた○そこで、イオウ代謝系とストレス応答に関する次の研究として、逆

遺伝学釣手法を用いた。すなわち、イオウ代謝遺伝子を過剰発現させることでにより

ストレス耐性が付与できるかを検討した。さらに、イオウ代謝系を強化することで、

ストレス耐性植物の作出ができないかと考えた。そのモデルとして、イオウを含む生

体物質と耐性との関連について研究の蓄積がある、カドミウム耐性を指標にした。こ

れまでの研究から、システインを多く含むタンパク、ペプチドが蓄積することが重金

属耐性に重要であると考えられている。植物は、タバコを用いた。メタロチオネイン

遺伝子の導入により重金属耐性が付与されることが既に見い出されており、形質転換

が容易である0導入する遺伝子は、システイン合成酵素を選んだ。システイン生合成

量を増加させ、ファイトケラチンを過剰に蓄積させることにより、重金属耐性を付与

することを目的とした。

これらの研究を通じて、高等植物内でのイオウの利用メカニズムを解明し、イオウ

を含有する有用物質の生産とその機能について考察する。
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算2章　イオウ代謝遺伝苧め傷琶隼一撃キスモン酸に対する応答

第1節　序幹

弟1項　植物の傷書ストレス有性機構

物理的な切断や動物、虫の摂食などにより植物の組織が傷つけられ、その部位また

はより広範な部位が本来の恒常性を保てなくなることを植物の傷害とよぶ。植物は移

動できないため、急激な環境の変化にできるだけ素早く対応して自己防御する必要が

ある（大橋、1999；瀬尾ら、1999）。傷を受けた植物は一刻も早く傷を直し、そこから

の病原菌感染を防ぎ、生命を維持しようとする。その反応としては以下のようなもの
が挙げられる（原、佐野、1999）。

1）pIタンパクによる昆虫の消化機能の抑制

虫の食害を受けると、さらなる食害を防ぐために、虫の成長を阻害するPI（プロテ

アーゼインヒビター）を誘導する。PIの主な役割は、昆虫などの捕食者の消化酵素

活性を阻害し、消化不良を起こさせ、結果的に成長を抑制することと考えられている。
2）微生物細胞壁の分解

傷からの病原菌感染を防ぐため、痛苦関連遺伝子が誘導されるopR（p血ogen一
代舶血d）タンパク質と総称されている。その機能は、菌類の細胞壁成分であるキチン
やグルカンの分解である。

3）抗菌活性をもつ二次代謝産物

病原菌の感染により特異的に生産される二次代謝産物は特に、ファイトアレキシン

と呼ばれ、感染ストレスとの関連が研究されでいる0非ストレス条件下でも蓄積され

ている二次代謝産物の機能は、これまで不明とされてきたが、近年、ストレス抵抗性
物質と考えられるいくつかの知見が得られている。
4）細胞壁の修復と強化

病原体の侵入に備えるため、植物は傷を修復するとともに、細胞壁の補強を行う。

つまり、細胞壁の主成分であるリグニンの合成や重合、細胞壁を構成するヘミセルロー

スの接着に関わるエクステンシンの合成が行われる。

傷害応答のシグナル伝達については、まだ不明な点が多いが、ジャスモン酸が重要

な役割を果たしていることが明らかになりつつある。また最近、傷害ストレスのシグ

ナル伝達系において、ジャスモン酸類の上流で機能する因子も見い出されている。こ

れらのことから、ジャスモン酸処理実験は、傷害ストレスのモデルとして用いられる

とともに、傷害応答遺伝子の特徴付けにも用いられている。

第2項　グルコシノレートとは

グルコシノレートは、カラシ抽配糖体とも呼ばれ、硫酸基とチオグルコース基を持
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つ二次代謝産物である。アブラナ科をはじめとする双子葉植物に分布している（表

2－1）。グルコシノレートを含有する植物は、その分解酵素であるミロシナーゼ

（thioglucosidaase、EC3．2．3．1．）を必ず持っている。

ミロシナーゼはβ－グルコシダーゼの一種であり、図2－1に示す機構でグルコシノレー

トを分解する（Rasketal．，2000）。すると、イソチオシアネートをはじめとする分解

産物が生成する。これらはいずれも刺激性であり、昆虫忌避活性、動物に対する摂食

阻害活性、抗菌活性を示す。ミロシナーゼとグルコシノレートは、通常は別の細胞に

貯えられているが、傷害により細胞が壊れることにより接触し、反応する。グルコシ

ノレートは第1章（図ト10）でも述べたように、農産物の香気、香味成分の本体とし

て親しまれているが、植物自身に対する機能は、主に、傷害ストレス応答に関与する

因子であると考えられている。

グルコシノレートの側鎖はアミノ酸に由来している。インドールグルコシノレート、

芳香族グルコシノレート、脂肪族グルコシノレートに大別され、100種以上が知られ

ている（表2－2）。どのグルコシノレートが含有されているかは、植物の種によって

異なっている。例えば、シロイヌナズナ菓には芳香族グルコシノレートは含まれてお

らず、インドール、脂肪族のものだけである。

弟3項　グルコシノレートの機能

グルコシノレートの植物での役割は、1つには草食動物、昆虫に対する摂食阻害、

つまり傷害応答物質であると考えられている。例えば、北米産のクロキアゲハ

（御p函即eぶ）はセリ科のセロリ（4画皿卵帽血gL．Ⅴ肌血1ce（M肌）Pers．）を

好んで食べるが、セロリに少量のシニグリン（Si血如n、表2－2）を染み込ませると、

食べなくなり餓死してしまう（本田、1994）。アブラナ（且叩揖）種子から油脂を

搾った細かすは、家畜の飼料として用いられているが、グルコシノレート含有量が高

いと、家畜が嫌がって食べないため、家畜の体重が増加しない（Scbon摘al．，1997）。

一方、モンシロチョウ（触軍司、オオモンシロチョウ（触血）、コナガ

（助地mac伽血）、ダイコンバエ（物血感毘）などの幼虫にとっては、

これらは摂食刺激物質となるばかりか、成虫にとって産卵刺激物質となっている（本
田、1994）。

グルコシノレートの他の機能として、インドールグルコシノレートは、オーキシン

であるインドール酢酸の前駆体である可能性が示されている。シロイヌナズナのグル

コシノレート欠損突然変異体は、病原感染で誘導されるオーキシンの蓄積と、HSP90

の発現を欠いており、高温に感受性であった（hdwig－M皿eretal．，2000）。インドー

ルグルコシノレートから誘導されるニトリル体は、キャベツ（且αね㈹）の光屈曲性

に関与している（Kosemura成al．，1997）。

また、MBPの相同性の高い遺伝子が花芽特異的に発現していることが示されたこ

とから、シロイヌナズナにおいてグルコシノレートと植物の成長との関連性が存在す

ることも示唆されている（T血出銭al．，1999）。
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第4項　グルコシノレート生合成遺伝子

図2－2に示すように、グルコシノレートの側鎖は、アミノ酸のアラニン、バリン、

ロイシン、イソロイシン、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、メチオニ

ンに由来している。特に、脂肪属の倒鎖はメチオニンを基本骨格としており、それ

が伸長反応および酸化反応を受けることにより生合成されている。イオウを含む基本

骨格はシステインに由来している。硫酸化のステップはPAPSを基質として、スルフォ

トランスフエラーゼ（sulfbtr肌5危m¢）によって行なわれ、これがグルコシノレート

生合成系の最終ステップであるる。

青酸配糖体とグルコシノレート生合成は、同一の中間体であるアルドキシムを経る

（図2－3）oこのことはチロシンからチロシンーアルドキシム（p－hydroxyphenyl一
狐ぬ1血血）の変換反応を触媒する酵素が、青酸配糖体生合成植物であるパパイヤ

（肋間侶）、ソルガム（噸山刀肋膿め　と、グルコシノレート生合成植物で

あるシロガラシ（ぷ血軍由鋤）で保存されていることが見い出された毎正成al．，1998）
ことからも裏付けられる。

青酸配糖体は植物界に広く分布しているが、それに比べグルコシノレートの分布は

限られている（表2－1）。これは、青酸配糖体の経路を持つ植物に、新たにC＿Sリアー

ゼ活性が発達したものと考えられている。このことは、アブラナ科植物は他の植物と

比べてC－Sリアーゼ活性が高いことからも支持されている他劇1¢dal．，1999）。

グルコシノレート生合成には、このように、酸化型イオウと還元型イオウの双方が

関与しているが、最終ステップである硫酸化反応が律速であると考えられている。ま

た、スルフォトランスフエラーゼによる硫酸化反応は、動物においてはPAPSの濃度

に依存している（Ⅲ鮎S¢n，1997）。このことから、傷害ストレス条件下では、APSキ

ナーゼによるPAPS生合成反応が活性化されることが推定される。

第5項　ミロシナーゼ／グルコシノレート系

ミロシナーゼは、「ミロシン細胞（myrosinceu）」と呼ばれる異型細胞に蓄積され

ており、血虚血h沖d血鵬mの結果からも、mmもこの細胞で発現していることが

示されてい息（F独酌1．，1995）。また、カラシナ（且画料での結果からはグルコ

シノレートであるシニグリンは、アリユーロン様細胞に存在しており、ミロシン細胞

には含有されていない（鮎11ydal．，1998）。細胞が破壊されることにより、基質と酵

素が接触し、反応がおきる0　この際、MBP（myrosinase－bindingprotein）、

MBP－RP（MBP－relatedprotein）、MyAP（myrosinase－aSSdatedprotein）と複合体を形成し

て活性を示す。これらの複合体形成に関与するタンパクの量は、傷害ストレスやジャ

スモン酸、サリチル酸処理で増加することが示されている事から、これらのタンパク

が活性を制御していると考えられている＠onesandRossiter，1996）。

MBPは、機能は未知であるが、ミロシナーゼと強く相互作用することから、何ら

35



かの形でミロシナーゼ活性を制御する因子であると考えられている軸．ketal．，1995）。

MyAPは、リパーゼと相同性が高い（Tbipalensuuetal．，1997）。これは、グルコシノレー

トが分解反応を受けないアシル化体で存在しており（表2－2）、活性型の脱アシル化

体に変換する反応が叫亜に触媒されていると考えられている。

弟‘項　イオウ含有化合物と傷害ストレス

高等植物のイオウ代謝遺伝子が少なくとも6つのステップで還元的に剛ヒされるこ

とは序論で述べたとおりである0土中の硫酸イオンは、硫酸イオントランスポータに

より体内にとりこまれ、A叩スルフリラーゼにより∬Sとなって活性化される。こ

こで着目すべきは、∬Sを基質とする酵素は2種類あり、経路はここで2つに分かれ

る0一つは、亜Sキナーゼによりリン酸化されてPAPSとなり、硫酸化合物などの二

次代謝産物になる経路である0もう一つが、∬Sレダクターゼにより、亜硫酸となり、

さらにその下流のシステインに至る経路である0ストレス条件下で種々のイオウ含有

化合物が生合成されることを考えると、ストレス条件下でのイオウ代謝系は通常の状

態とは大きく異なっていることが考えられる。

第1章で述べたようにチオニン、デイフェンシンなどの抗菌性タンパクは、システ

インを多く含んでいるという特徴がある0また、第1項で述べたように、植物は傷害

応答反応の一つとして、抗菌性や、昆虫に対する抵抗性を持つ物質を生産することを

述べた0シロイヌナズナに代表されるアブラナ科植物に含まれる二次代謝産物である、

グルコシノレートヤフアイトアレキシンの生産は、傷害ストレス応答に関連している

と考えられる占アブラナ科においては特に、これらの二次代謝産物の生合成系は、イ
オウ代謝系の下流にあると考えられる。

そこで本章では、イオウ代謝関連遺伝子の応答と二次代謝産物の生産を結び付ける

研究のモデル系を構築する目的で、遺伝子レベルゐ研究が進んでいるシロイヌナズナ

を用いた0傷害および、傷害ストレスに関するシグナル物質であるジャスモン酸メ

チル（MdA）を用い、それらのストレス下の遺伝子の発現量とグルコシノレート含
量との関連を調べた。
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反2－1 グルコシノレートを生合成する植物の分類（R鵬m独1991）

類名

Ab鵬撒

馳血∝光

B由紀

B軸
q睡
G血

m押知S3）

Gyms血m枇

L血m血批ae

M吻

恥叫1血

R錮ぬ

SdⅦ血〉n批

仙血拙

極北

科名

アカニア科1）

アブラナ科

プレチネイデラ科

フタロチョウソウ科2）

パパイヤ科

トウダイグサ科

リムナンテス科

ワサビノキ科

モクセイソウ科2）

サルバドラ科

ノウゼンハレン科

属／種　　　　　　　分布

1／1　オーストラリア東部

1／2　　南北アメリカ大陸、アフリカ大陸

の熱帯地方

350／3∝旧　温帯地方に広く分布

1／1

45／800

4／30

1／150

5／17

2／11

1／10

1／2

6／70

3／12

1／2

3／92

報告されているのはいずれも双子棄権物である。

1）ムタロジ科（S頑血）に近縁
2）アブラナ科と近縁

3）トウダイグサ科（輌）ツゲモドキ属。
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中国

熱帯地方に広く分布

南北アメリカ大陸、アフリカ大陸

の熱帯地方

熱帯、亜熱帯

オーストラリア

北アメリカ大陸

アフリカ大陸、南アジアの熱帯地

方

アフリカ大陸の熱帯地方

アフリカ大陸北部、ヨーロッパ、

アジア、北アメリカ大陸

アフリカ大陸、東南アジア

南北アメリカ大陸の熱帯地方

南北アメリカ大陸

この属にのみ見られる。



化合物名（瑠1u∞Sinol血8）慣用名　　　　　　分布

脂肪族グルコシノレート

¢lF＝GルーCIナ一
山lyl Sinigm セイヨウワサビ、ワ

サビ、キャベツなど

¢瞑亡け‾C町‾亡r
3－bu虎myl Glu∝肌叩m アブラナ科に広く分

布

馴F＝劇肝11甘‾¢lr■叫「
¢匹n血yl Glu∝血撤退l皿甲m セイヨウワサビ、カ

ラシ、ワサビ、など

咋〒椚「彗‾　　　　恥2句血町々心血yl恥goi血　　　　アブラナ、カラシ、
OH

キャベツ

引F＝托什‾「町‾＋＿＋　一間）－2叫m町－3⊥bu加yl印goi血　　　　ハマナ
OH

●町書‾Cr¢町‾¢r
・3－methylthioprppyl Glucoi マガリバナ、セイヨ

ウワサビ、ダイコン

など

¢rF‾‾Cr¢lr－¢r町 4－mCthylthiqpmpyl Glucd アブラナ軒に広く分

布

鱒「■‾Cr¢lr¢『「CIr■引甘‾
5－m¢叫yl血i印刷吋1　　　Glucdぬ鹿mh ●セイヨウワサビ、ダ

イコン、ハクサイ、

ルタバガなど

C嶋■鎖J■‘－■■叫「叩「叫「
3－mCthylsulphinylpmpylJGlucoi賊n マガリバナ、セイヨ

サワサビ、コールラ

ビなど

町紆‾¢r町町¢町　　　有m叫河Sulp叫沖叫1　Gl叫n　　　ダイ．コン、プロツコ

リ、芽キャベツなど

町訂‾町町町町引r「　5－m叫ulp軸yl匹m叫　Gh00和島Sh　　　　ハクサイ、カブ

イワナズナなど

町針¢に肝‾町叫‾■　　　山叩叫血叫地中ふ血肋ylGlu画n　　　ダイコン

¢r町CIr●¢r¢r
3－methyIsulphonylpropylJquc∝hcirolin セイヨウワサビ、・カ

リフラワー、カブ

町町¢r町¢rCr　・小m叫心ulph叩1叫河　Gl叩1h　　　ルタバれカブ

Ⅸ2－2－1主なグルコシノレートの忘造と分□

（印可g鉱山S如m銀皿，1987a；H如h椚婚礼鵬Ⅷ払畑町1993）

グルコシノレートは図（p39）のような基本骨格をしており、表2－2I；示すような種々の側鎖の
ものが知られている。側銀の種類によって、脂肪族、芳香族、インドールグルコシノレートに大別

される。グルコース残基にフェノールカルポン酸がエステル結合していると推定されている（右）

が、正確な構造は未だ決定されていない。
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化合物名（瑠1u00血0加）慣用名　　　　　分布

芳香族グルコシノレート
J新　　　　　　　　　一㌔・・舶‥r′

∈㌻町　叫　　　Gl叫榔血
ナスタチエウム、

セイヨウワサビ、

哲ヤサド叫　　G血血
クレソン、カラシ、

タロガラシなど

〈ヨー㌃叶

隈）－2セ血沈㌢2ヤ叫1脚u00ぬ血血　　ハルサキヤマガラ
料現小血舛叫血yl叫1（S）く凱血血　　　シ

∈∋ 叶－
榊l Shdbh シロガラシ、ダイ

コン、ノハラガラ

∈∋町・m‾m血卸町1　G血1imn血　リムナンテス

インドールグルコシノレート

①〝l町
ム

Rl＝Rヱ＝H

Rl＝叫；Rヱ＝H

3一叫l叫 Glucobmssi血

1－m叫3－細01y血血yl　叫血虚血

アブラナ科に広く

分布

アブラナ、芽キャ

ベツ、カリフラワー、

ブロッコリなど

Rl＝SO3H；R2＝H

Rl＝托Rヱ；0住

Rl＝托Rユ＝叫

RY

”謁

N－0＄03H

l－ぶ山pb3一山岬．　S山輌1u血bn鮎ほidn

4－bydzt）Xy－3－irKhlyLmcdlyl f4－hydrDXyglucobrassicin

ホソバタイセイ

カラシ、タロガラ

シ、カリフラワー

など

も耽血0町j壷血1yl叫1嘲血血カリフラワーなど

N－0∝bH

ヽ一Rさ

R㌔
g

ノ）

H

RY

嘲 R3，が＝匝1血d，a仕ⅧS

毘

グルコシノレートの基本骨格　　推定されている生体内での構造
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RY帖○卿

H村
gluco威nola比

R－N＝C：＝S

i純血i∝ymab

bH＞7）

HO my℃＄1n睨

R－¢－N

ni扇1e

（pHd）

R｛叫・福一OH

R∵CH－

「
＼′H

8
R－＄－¢－N oxazo混成nか1血ionc

血iocyana也

（hmaliphaticglucosinola吟）

叫くプH‾叫‾q＝＝叩
＄

印i血imi扇1e

（epithiospcc泊erprotein

md托2＋）

図2－1グルコシノレートの升目目盛（HalkierandD。，1997）

ミロシナーゼにより加水分解された後、転位反応を含むいくつかの反応が起こる。どの

生成物が優先して生じるかは、pHなどの加水分解の条件や、側鎖の種類により異な
る。生成物はいずれも刺激性であり、昆虫の摂食阻害活性や抗菌活性の本体であると考
えられている。
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芳香族グルコシノレート

Amm適cglu00Shol如鮎

乃msi批　　　　　恥町l血訂血把

＼
l仙exL＿＿

？

回

†

脾肪族グルコシノレート

坤C如∝血01ぬ

Mdh血e

l

dl血exL

ll l

HMelDMeⅥM飢　血辞r

l七tM血　　homol．

l？lr」？

巨］［三］［互］巨］E］E］
†　†　†　　†　†　†

インドール

グルコシノレート

bdoyl

如00血01細田

T一汗bphan

Ⅰ短mxi血5e＄

†

対応するoxh旭

p450：Cy虹忙hmm¢p450

FP：幻av血00血血鴫monooxyg¢na兇

H加kt：bmom鵬0血
DMet：dihomomethionine

TMet：trihomomethionine

l七亡Me仁吐血山omome山b血me

図2－2　アミノ胃厚からグルコシノート前靡摘オキシムまでの生
∠ゝdれ幻引遊

グルコシノレートおよび青酸配糖体に共通の中間体オキシムの生合成。アミノ酸が側鎖
の伸長と酸化を経てオキシム化合物に誘導される任h比ier皿d伽，1997）。
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三〉こH
11

N＼oH

オキシム

ゝ＿　　　　　　　ミ」＿・　　　　　七」＿

ト0］酸化郎

：〉くH2
NO2

・・・　　ヽヒ＿

「　　■‾－－ ：〉ちH2
0ノ、oH
ニトロ化合物

SH．（CySteine）

：米H．
l

NO

ト

ニ米′
tl

N

‾さu卵r

青酸配糖体

一三〉ぐ．
T　　7H

－0－N－oH

C－Sリアーゼ

：〉ちHメH
HO一町oH

ト

sH≠：端1■

N

UDPG

一

三※

PAPS

R

R

′＄H

ヽoH 1

グルコシルトランスフエラーゼ

′さg山¢080

R
N、

ト

OH

スルフォトランスフエラーゼ

〉く＿郎個。
C

ll

へoso

」

グルコシノレート

図2－3　グルコシノレート生合、経腰　オキシム以害
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第2節　実験材科および方法

弟1項　シロイヌナズナの無菌栽培

培地の調製は既法を参考にした（丹羽、1996）。1MKNO，（5ml）、1MK－PO4緩衝

液（pH5・5、2・5ml）、1MMgSq（2ml）、1MCa即OJ2（2ml）20mM托－Em

（2．5ml）血c血u扇m臨（1ml）を蒸留水に溶解させ、1Lにメスアップし、シロイヌ

ナズナ用培地を調製した。これに、アガロース（6g、0．6％）を加えてオートクレー

プ（121℃、20分）し、シャーレ（高さl．5皿、直径9qm）に20mlずつ分注し、シ

ロイヌナズナ用アガロースプレートを調製した。

シロイヌナズナ（コロンビア）の乾燥種子100叫1を1．5ml遠心チューブに小分けに

し、滅菌水で洗浄して、ゴミやサヤのかけらなどをとり除いた。滅菌溶液（1ml）を

加え、マイクロミキサーで10分間振塗した。クリーンペンチ中で、滅菌水（1ml、

10回）ですすいで滅菌溶液を除き、0．1％寒天溶液に懸濁させた。シロイヌナズナ用

アガロースプレートに播種し、4℃、4日間低温処理後、培養室（25℃、14〟10b明

暗）で1過問静置培養した。

第2項　シロイヌナズナのジャスモン敢メチル、シクロヘキシミド処理

シロイヌナズナ用アガロースプレートで無菌栽培したシロイヌナズナにMdA水溶

液（200叫M、1ml）、コントロール用水溶液（1ml）をそれぞれ加え、パラフイルム

でふたをし、揮発性成分の拡散を防ぐために透明タッパに入れてビニールテープで封

をした（最終濃度10什沌。ストレス物質未処理のもの（0時間）と、処理したもの

については1、3、6、封時間後にそれぞれサンプリングしてAm法で全RNAを抽出

した。

シクロヘキシミド（CHX）処理の際には、CHX水溶液（100け叫または滅菌水を

1ml加え1時間静置し（最終濃度叫M）、MdA水溶液を前と同様に加え（最終濃度

10脚）た（図2■A）。

滅菌溶液（1ml）；滅菌水　900叫1陥アンチホルミン100山

丁示e孤20（polyoxyethylene（2O）sofbitanmOndlaurate）2pI

MdA水溶液；20mMMbJA（生化学用、mixedisom：r，和光純薬）エタノール溶液

（100山）を、滅菌水で10血lに希釈した。

コントロール用水溶液；エタノール（100山）を、滅菌水で10mlに希釈した。
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算3項　シロイヌナズナの栽培および傷書ストレス処理

メトロミックス巾血加－mk，Sco蝕㍉0甲）‥バーミキュライト（大宝、岡山）：赤玉

土（大宝、岡山）を2：1：1の比で混合し、栽培用土とした。栽培用土をオートクレー

ブ（120℃、20分）し、シロイヌナズナ（コロンビア）の種子を播種し、4日間低温

処理した04週間温室（25℃、14日10h明暗）で育て、ロゼット葉が10－12枚展開

したところで実験に用いた0はさみで1番大きなロゼット葉に切り込みを入れ、経時

的に地上部をサンプリングした（図2棚）o MdA処理には、同様に育てたシロイヌ

ナズナをポリエチレン容器（20L）に入れ、最終濃度1脚となるようにM舶を加
え、経時的に地上部をサンプリングした（図2＿4C）。

弟4項　ATA法によるシロイヌナズナから全RNAの抽出

植物組織（0・9－1・3g）を乳鉢に入れ、液体窒素を加え凍らせ、乳棒で粉末状になる

までよく磨砕した050℃に保温したAm（aurintricad）叩1icacid）緩衝液（5mi）と

β－メルカプトエタノール（5山を加え、さらに混ぜた。抽出液をコニカルチューブ

に移し、3MKCl（0・7ml）を加え、氷上で20分冷やした0遠心（8000IpmX2仙n）

し、上清を新しいチューブに移した08MuCl（2・5ml）を加え、一紬℃の冷凍庫で1

晩おいた0遠心（8000rpmx15min）し、上清を除いた0沈殿をDEPC水（2ml）に溶

かし、bu飴redphenol（2mi）を加え、撹拝し遠心（8000rpmx20min）し、水層をとっ

てもう一度bu蝕dphenol（2ml）を加え、撹拝し遠心（8000IpmX2仙n）した。水

層を新しいコニカルにとり、5MNaCl（0・2ml）、冷エタノール（5ml）を加え、－80

℃の冷凍庫で1晩おいた0遠心（8000呼mX2仙n）し、上清を除いた。沈殿に、

DEPC水で調製した70鱒エタノール（5mi）を加え、遠心（8000rpmx20min）し、上

清を除いた0沈殿をD肝C水（1mi）に溶かした02miを取り、DE陀水で100倍に希

釈して吸光度を測定したoRNA30帖相当を1・5mlの遠心チューブにとり、スピード

バックで溶液を留去した。ローディング緩衝液（10鵬を加えて溶解させ、65℃、15
分間処理し、直ちに氷で冷やした。

Am媛衝液；300mMNaCl、50mMThs－HCl（PH8・0）、5mMⅢmQ）H8．0）、2％
SDS、1mMÅIA

D肝C水；水1L、1mi　D貯C（diethylpyrwab皿ate）

mローディング緩衝液（1検体当たり）；

如m以血血（12．5山）

37％formaldehydesolution（ホルマリン、4．25p，1）

10xMOPS緩衝液（2．5山

E政（10明知1、0．05鵬
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BPB（加m叩hmdblue）

ⅩC（xylenecy肌01）

MOPS緩衝液；20血M：3一卵－mOrPholin0）prqpansulfonicacid15血M CH3COO随

1血M EDTA・2Na・2H20

集5項　ブロープ用DNA断片の調製

シロイヌナズナ（エコタイプ・コロンビア）由来のcDNAまたはゲノムを鋳型とし、

表2－3に示したプライマーの組み合わせで、50直の系でPCRを行った。PCR産物を

エタノール沈殿を骨法通り行い精製した。非特異的な増幅があった検体については、

1％アガロース／0・5xTBEゲルを用いて電気泳動し、目的DNAのバンドを切り出し、

PrepAgene（Bio－W）を用いて回収、TE溶液として鋳型DNA断片を得た。Tベク

ター（pT7Blue）に骨法どおりサブクローニングしたoBigByeTbrminatorReady

鮎拡血M奴加代（亜川uZM、8山、M13プライマー（シークエンス用、2卿瑚、1

－カ、プラスミド（400ng相当）を入れ、合計が2叫1となるように滅菌水を加えた。

同様に、RVプライマーを用いサンプルを調製したo pcR装置で、96℃、1分間、1

サイクルの後、96℃で10秒、50℃で5秒、60℃で4分を25サイクル反応させた。反

応精製物を0・5mlの遠心チューブに移し、酢酸ナ＝ウム水溶液bM、p＝5．2、2鵬

と冷エタノール（50山）を加え、遠心（14000叩mX15mh）した。上清を除き、70

％エタノール（30山を加え、遠心（14000叩mX15mh）した。上清を除き、沈殿

を風乾し、ローディング緩衝液（20山）を加えボルテックスにかけてよく溶解させた。

98℃のヒートブロックで2分間加熱し、ただちに水冷した。キヤピラリーシークエン

サ仏以刑uSM310G胱鮎血dyz訂，托止血馳扁で解析して配列を確認した（表2－3）。

M13prmer：5一一CGCCAGmCCAGTCACGAC

RVprimeq：5’－A問ACAATTKACACAGGA

第‘項【RI標識ブロープの瀾製

鋳型DNA断片（16ng、2pl）、Ran血mprirrw（1pl）、Tt！（4pl）を1．5mlの遠心

チューブに入れ、95℃、3一分間熱処理し、直ちに水冷した010xbu蝕r（1．2叫1）、

dNTP（1・25pl）、dCTP＊（2・5pl）、BcaBESTD阻polymeraSe（BcaBESTlabelingkit、

恥KaRa、0・5山を加え、55℃、10分反応させた。95℃、3分熱処理し、直ちに水冷

した0反応液の半量をハイプリグイゼーションバッファー10ml（1本分）に加えた。
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弟7項　傷害、ジャスモン酸メチル処理シロイヌナズナのRNAプロット解析

Am法で調製した全mを各レーン30帽ずつ、1％アガロース変性ゲルにロー

ドし、1xMOPS緩衝液（800ml）で120V、1時間電気泳動した。ゲルにナイロンメ

ンプレン（Hybond－N＋、Amersham）をのせ、20xSSCで48時間キヤピラリートラン

スファーを行った。メンプレンを20xSSCで軽く洗い、Wクロスリンカー、ベーキ

ング（62℃、2時間）で固定化した。メンプレンをハイプリボトルに入れ、ハイプリ

ダイゼーションバッファー（10ml）を加え、42℃、1時間プレハイプリダイゼーショ

ンを行った。RI標識プローブをボトルに加え、42℃、16時間ハイプリグイゼーショ

ンを行った。一次洗浄（2xSSC、0．1％sDS、10ml、65℃、30min）、二次、三次洗

浄（0．1xSSC、0．1％SDS、10ml、65℃、弛血、2回）を行った。メンプレンのバ

ンドの強度は、BAS2000かBAS2500（フジフイルム、東京）を用いて定量したのち、

Ⅹ線フイルムに露光した（－82℃、1－3日間）。メンプレンのリブロービングは、金

属製バットに、0．5％SDS（100ml）を入れ、ホットスタヤラで沸騰させた。メンプレ

ンを入れ、直ちに加熱を止め、緩く3時間震塗し冷ました。ガイガーカウンターでカ

ウントがないことを確認した後、ad血のプロープを用いて再びハイプリダイゼーショ

ンを行なった。前述の手順に従って露光し、得られたバンドの強さをmプロット

解析のローディングの基準値に用いた。

1％アガロース変性ゲルの調製；

滅菌水　　　　　　　　72ml

電気泳動用アガロース　1g

lOxMOPS緩衝液　　　10ml

電子レンジで熟し溶解させ、手で持てるようになるまで冷やし、

37％ホルムアルデヒド水溶液（18血）を加えて混ぜ、

ゲルベッドに流し、コームを差し室温で固化させた。

第さ項　シロイヌナズナからグルコシノレートの抽出とHPLC分析

文献の方法に従い、一部を改良した（H喝ge8mdUn血血肌1988；ぬ出血g虎山．，1990；

Haughndal・，199り0傷害、M封A処理したシロイヌナズナ地上部（300－500mg）を、

サンプリング直後に液体窒素で凍らせ、粉砕した。沸騰させたメタノール（10ml）

中に入れ1分間煮沸した。遠心（300OTpmXlOmh）し、残査を再度熟メタノール

（10ml）上で抽出、遠心し、上清を集めた。酢酸ナトリウム緩衝液（20m町旧1、pH4）

で洗浄した、陰イオン交換カラム（mYOPAKDMM、東ソー）に上清を通し、負の

電荷を持つ化合物を結合させた。カラムを酢酸ナトリウム緩衝液（2ml、20mol、pH

4）で洗浄した。カラムにsul蝕猥e水溶液（75山、嘲匹H－1，如m肋卯ma由、0．5％
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巾、Si卯わを加え、37℃で16蘭敵応させ、≠スルフォグルコシノレート誘導し

た0生成したデスルフォグルコシノレート体を水1．5mlで溶出した。サルファターゼ

の副反応による内部標準の分解を防ぐため、98℃、2分間熱処理し、水冷した。内部

標準（NPG、仇血坤henyl－P－D－galactqpyrznoside、20mgBOmi）を水溶液とし、5pl加

えてよく混和した010mlのメスフラスコに純水でメスアップした0100什lを肝LC

分析のサンプルとした0＝孔C条件は図2－5に示した。それに加えて、mA

（phot∝触k釘叩）検知器を装着したmでもあわせて分析し、それぞれのピーク

のW吸収の情報を得た（図2－6）。それぞれの成分のピーク面積と、報告されてい

るRes匹nSe魚c加の億を用いて（H飢gh虎al．，1991）、内部標準との比で算出した

（坤昭弧d軸托mSen（1987a，b）。

集9項　傷害ストレスタバコのRNAプロット解析

タバコ傷害ストレス処理実験のため、本研究室で作製されたメンプレンを用いた

（H別間＝丈al・・2000恥b）0プローブはアラビドプシスのA用3、A雅人用班タを用い

た0メンプレンをハイプリボトルに入れ、ハイプリダイゼーションバッファー（10

血）を加え、42℃、1時間プレハイアリダイゼーションを行った。RI標識プローブを

ボトルに加え、42℃、16時間ハイプリグイゼーションを行った0lows血g飢Cy（6x

SSC、0・1％SDS、50℃、20Tnin、3回）で洗浄を行った（Ogawaetal．，1999）。メンア

レンのバンドの強度は、BAS2000あるいはBAS2500（フジフイルム、東京）を用い

て定量したのち、Ⅹ線フイルム（K適正）に露光した（一82℃、3日間）。
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匿2－3　RNAプロット目別に用いたDNAブロープ

折名　　問5’肘ライマ‾
3■側プライマー

CG皿℡C揖G且ÅCG礼（：AGC

警警；芸嘉一，門

戸］

AAAC℡CCCA姐CCCmCCGG

ATPスルフリラーゼ

∬Sキトゼ　　声可℡C髄ACCACCG℡G卿GA℡CG

∬Sレタタダーゼ　軒視GGm℃m弧鏡

芸芸；；；；≡閂≡芸器≡≡℡閑
システイン合成据　軒¶鮎m鮎℡凹蹴C

システイン合成据　回那刊燭Aで凹mG

システイン合成据　仲代¶蜘耽
γ－グルタミルシステインg血J AAG℡CC℡CCAACGG丸細論GG

グルタチオン合成据　軒mmG描

砂b埴gp血　　帖恥m∝伽偶

GAGC℡CAAACAGCCA℡G（mGC

℡GAAG℡CCACAで肥CⅧ

⊂AC℡GGA℡CAACC℡GAA⊂且A

CGC℡G℡G℡G九C℡A⊂九打Ⅸ；G

℡M℡℡CAAGCC℡CG

皿℡AGACCAAGmC

C℡CGAmC℡℡GでTGGでCACG

GAG℡GCmMC℡GC

mG℡GCGCAmCC

AQmCGC℡GGAACmCC

」＿叫恒脇1

巨慧

」ノ叫軒1
」‥叫桓棍‥1

●d洲Aライブラリをスタリーリングして得た全長をブロープとして用いた。
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M血ylJ紬瞼仰臥）

血血∝血山on：10pM

AJA処理実験（RNA）

E空堅彗塁竺⊇

（慧慧慧禁卿）

B　傷害ストレス実験（RNA、グルコシノレート）

麹
CJA処理実験（グルコシノレート）

姐∝机C血血on：

MdA（l■M）

℃望

四

国l由繭⊥田 十十

◆＋＋十＋十叫＋＋十＋＋〆 呵…≡由：竪彗彗翌寧日繭□ロ
ー川　　－－←

い2－4　シロイヌナズ　のJA　　書ストレス

＼†＋＋

■■■

A MdA処理植物、RNA抽出用

B　傷害ストレス処理植物、m、グルコシノレート抽出用
C MdA処理植物、グルコシノレート抽出用
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A　サンプル調製

シロイヌナズナ植物体（地上部）

（6個体、300ー5肋Tlg）

l
メタノール、加熱抽出

メタノール抽出エキス

サルファダーゼ

RYN

H潮
DEAEカラムに吸着、洗浄　　グルコシノレート

サルファターゼ処理

溶出

デスルフォグルコシノレート分簡

、1
押虻分析試料

B m分析条件

内詐標準添加、メスアップ

きら

I溶出

RY
N－OH

二㌔こ；：
デスルフォグルコシノレート

HO

Omatograph：Waters600EMultisoIventDeliverySystem
Column：TSK－GELODS－80Ts（4．6x150）

Columntemp．：40℃

Mobilep血：

100％

CH8CN

22％

1％
0％

0　　5 20　　　　30

日owr如e：1．Om〃h血

Detector：WatersTunableAbsorbanCeDetector

地tion：W226nm
Datablo血g：ChmtopacLC－6A

0％

H20

100％

45（min）

図2－5　HPLCによるグルコシノレート′一言
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A

l

1AU

（吸光度）

ロ．t2

組【t．・慣’・・冥．・潮

ロ．川

口．□8

b．□6　　⊃
く

】．□l

‥‥‥‥ご十こト＝‥‥

25□．8ロ

コ□□．山口

コ5【】．ロ8

lロロ．ロロ

ロ．ロロ　　　　　5．□ロ　　　　　ー8．OD t5．ロロ　　　　2口．ロロ　　　　2S．山口　　　　Ⅶ．□ロ　　　　コ5月8　　　　1t】．□ロ

ーIl‖‖

tR（min）

コントローラ：Waters600SMultisoIventDeliverySystem

ポンプ：Waters616恥mp
カラム：TSK－GELODS－80Ts（4．6x150）、40℃

PDA装置：Waters996PhotodiodeArrayDetector
データ処理アプリケーション：Millenium32、Waters

X2＿6　PDA hotodiodearra detector　によるIucosinolateのL

A　シロイヌナズナデスルフォグルコシノレート分画のpDAスペクトル

PDA検出装置は、三次元HPLCクロマトグラフィーとも呼ばれ、天然物抽出物など複雑な混

合物の分析の際に用いられる。保持時間（tR）とともに各ピークのUV吸収スペクトルの情

報を得て、ピークの同定に利用する。図の場合、横軸に保持時間が、縦軸にW吸収の波

形、高さにはUV吸収の強さが示されている。
B　脂肪属グルコシノレートの構造およびW吸収の波形

C　インドールグルコシノレートの構造およびUV吸収の波形
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B

C

ヒ　トグルコシノレート

H窟岬

R＝　H3C一－ぺ－（CH2）4－　　4－methylthiobutylglucosinolate（1）

H3C－S－（CH2）。

1l

n＝3：3－methylsulphinylpropylglucosinolate（2）

n＝4：4rmethylsulphinylbuthylglucosinolate（3）

n＝5：5－methylsulphinylpenthylglucosinolate（8）

n＝6：6－methylsulphinylhexyylBlucosinolate（9）

n＝7：7－methylsulphinylheptylglucosinolate（10）

n＝8：8－methylsulphinyloctylglucosinolate（4）

l

適雲迄′；感

●こ√－　i

・・し、、・■

衰攣′：二二：

B脂肪属グルコシノレートのUV吸収の波形

インドールグルコシノレート

R＝

R2

：l
N
t

cHr Rl＝R2＝H：3－indolylmethylglucosinolate（glucobrassicin，5）

Rl：OMe，R2＝H＝1－methoxy－3－indolylmethylglucosinolate（6）

Rl＝H，R2＝OMe：4－rnethoxy－3－indolylmethylglucosinolate（7）

ゥ亡＿．てJ三‡手‾

・メ逮■■・
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1ナ

・：一帯各節　結果

弟1項　傷害、ジャスモン酸メチル処理シロイヌナズナのRNAプロット解析

グルコシノレートは傷害ストレスで誘導され、昆虫忌避物質として機能していると

考えられていることと、その生合成はイオウ代謝系の下流に関連していると考えられ

ることはこれまで述べたとおりである。そこで、グルコシノレートの生産および蓄積

がイオウの供給と関連しているかを検討するため、イオウ代謝遺伝子のmm蓄積

量を調べた。用いた遺伝子は、硫酸イオントランスポータ（A乃乃）、A冊スルフリ

ラーゼ（A門功、APSキナーゼ（A用gJ）、APSレダクターゼ如9、mH43）、

システイン合成酵素の3つのアイソフォーム（り嘔諷、m班αJ、甲ACざJ）である。

ここで、硫酸イオントランスポータとり惜別の他は、葉緑体局在である（表2司）。

傷害ストレスはしばしばジャスモン酸（仏）の産生と関連しており、払およびジャ

スモン酸メチルエステル（勅は傷害応答遺伝子を誘導することが知られている。

このことから、今回、傷害ストレス処理とともにMdA処理に対する応答も検訂した。

A瑠の転写は傷害後急激に上昇し、30分で最大となる。A腰上の転写は傷害後減

少するが3時間で最初のレベルまで回復し、48時間後まで維持される。用凱タも同

様に変動する。APSレダクターゼの他のアイソフォームをコードするPR月可3は傷害

後1時間で急激に減少し、回復には2日を要した。シロイヌナズナの仏は傷害後1

時間以内に蓄積することが報告されている（加k伽metal．，1997）ことから、上記の

遺伝子のM甜Aに対する応答も併せて検討した（図2－7）oMdAによる叩川喝血鵬on

のコントロールとして、㌣グルタミルシステイン合成酵素（㌣GCS、g威力、グル

タチオン合成酵素（GS、g血2）を用いた。これらはイオウ代謝系の下流にあり、

MdAで正に誘尊されることが報告されている（追angandOliver，1998）。MbJAによ

り、A仰の転写は処理後1時問後に4倍以上に増加し、3時間後には元のレベルに

戻った。A脛Jも処理後1時間で約3倍に増加した。月Rガブタも一時的な転写の増加

がみられたが、3時間後に極大となった。ポジティブコントロールとして用いた、
g虚Jとg慮2も転写の極大は3時間後であった。それらに反し、APSレダクターゼの

他のアイソフォームである用月礼‖ま、MdA処理でほとんど変化がなかった。同様に、

A乃乃、亜硫酸レダクターゼ（叫、3種のシステイン合成酵素についても実験を行なっ
た。その結果を表24に示す。

傷害処理後の遺伝子の挙動は、3つのパターンに大別されることが分った（図2－8）。

糎Ⅰと命名した、A瑠のように、一時的に転写の増加を示す遺伝子の挙動は、傷

害の初期応答遺伝子でみられる応答パターンに類似している（H別帽＝沈al．，2000a，b）。

AAⅨJ、PR月ワタ、m班αJのような糎Ⅱの遺伝子群は、MdAで転写が増加し、傷

害後のmm蓄積量は、急速に減少し、その後急速に回復するものと特徴づけられ

る。糎Ⅲの遺伝子群はM訂Aに応答せず、傷害後m蓄積量は、急速に減少し、

その後ゆっくりと回復するものである。これらの結果から、一時的にmm量が減

少する乃匹Ⅱの遺伝子は、傷害により転写が急激に減少し、仏により回復するので
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はないかと考えられる0糎Ⅰは、傷害と払で転写が増加する、傷害初期応答遺伝

子と同じタイプに属すると考えられる0糎Ⅲは、傷害応答反応には関与していな
いか、少なくとも律速となる因子ではないと考えられる。

シクロヘキシミド（CHX）は、低い濃度で用いると、血豆Ⅶタンパク合成阻害剤と

しては作用せず、多くのスルス応答遺伝子の応答を誘起する（Be加dch飢1．，1998）。

遺伝子活性化の機構は明らかにされていないが、CHXは傷害や病害応答性遺伝子の

発現に関与していることが示されている（Suzub成al．，1998）。イオウ代謝遺伝子の

傷害応答の特徴付けの一つとして、5pMのCHXで処理してmRNAの蓄積量を調べ

た0その結果、A只ⅨJ、腰〃タ、A用削ま、未処理のものと比較してそれぞれ3倍、

4倍、20倍にmm蓄積量が増大した0植物体をMdA、CHXで同時に処理したと

ころ、協調的に強く誘導することも示された0一方、糎Ⅲに属する用捌jは、

CHX処理でも変化がなかった（図2－9）0このことにより恥Ⅰ、Ⅱに属する遺伝子
は、傷害応答性であることが確認された。

第2項　グルコシノレート分析

前項で述べた遺伝子の応答が、グルコシノレートの蓄積に反映されるかどうかを検

討するため、傷害処理、MdA処理後のグルコシノレート蓄積量を調べた。発芽後4

週間のシロイヌナズナを用い、肝LCを用いて7つの主成分について定量を行なった
（図2－10、11）。

傷害スルス処理で、稔グルコシノレート量は48時間後に1．9倍に増加した。

MdAで処理でも給グルコシノレート量は増加し、処理後3時間で極大に達した。7

成分中で、4－methylsulphinylbutylglucosinolate（3）は、傷害、MdAストレスで特異的に

表れ、それらのストレスでの含有量の変動が最も大きいことが分かった。しかし、そ

の増加は長くは続かず、3日以内に処理前のレベルまで戻った0これらの結果から、

グルコシノレートの増加は、イオウ代謝遺伝子の協調的な活性化に起因していること
が支持された。
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図2－7　傷害、MdA処理後のmRNA蓄借景の変動
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〈、ご

A　傷害ストレス処理によるmRNÅ蓄環童の変動を示す。土の上で育てた野生塑シロイヌ
ナズナ（コロンビア）を傷害ストレス処理し、経時的に地上部をにサンプリングして全
RNAを抽出し、解析を行なった。0時間でのシグナルの強度を1として相対値で示した。
B MdA処理によるmRNA蓄積量の変動を示す。アガロースプレート上で育てた野生型シ
ロイヌナズナ（コロンビア）芽生えをMdA処理し、経時的ににサンプリングして全RNAを

抽出し、解析を行なった。0時間でのシグナルの強度を1として相対値で示した。MdAと

捌〃，珊〃タ，AP∬およびWjにのmRNA蓄積に及ぼす影響を調べた．cHX（最終
濃度5pM）あるいは滅菌水はMdA処理の1時間前に加えた。0時間でのシグナルの強度を
1として相対値で示した。
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、、2－9　CHX　　およびMeJA　　によるmRNA　　　の赤

CHX（5pM）、MeJA（10pM）で1時間処理しサンプリングした。m肌着株主の変

動を処理前を1として相対値で表した。MdAで誘導される遺伝子はシクロヘキシ
ミド（C間でも誘導され、Me〟レCHXでさらに効果は強くなる。
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2－4　音害、MeJA、CHX処理による

イオウ代議遺伝子のm睨量の蓄積

遺伝子名コードする酵素　　紳胞内局在傷害ストレス　独仏処理にCHX処理によ

処理による　　よるmRNA　るmRNA

mmの変動　蓄積　　　蓄積

A門乃　硫酸イオントランス　細胞膜　　　　Ⅲ　　　　m m
ポータ

AA田　ATPスルフリラーゼ　葉緑体　　　　Ⅰ　　　　＋　　　　＋＋

AR鑑J APSキナーゼ　　　葉緑体　　　　Ⅱ　　　　＋　　　　＋

用剖タ　APSレダクターゼ　葉緑体　　　　Ⅱ　　　　　＋　　　　＋

月礼陸相　APSレダクターゼ　　葉緑体　　　　　Ⅲ

飴　　亜硫酸レダクターゼ　葉緑体　　　　Ⅲ　　　　　　　　　m

m班αJシステイン合成酵素　葉緑体　　　　Ⅱ　　　　＋　　　　m

甲ACゞJシステイン合成酵素　葉緑体　　　　Ⅲ　　　　　　　　　NT

脚　システイン合成酵素　細胞質　　　　Ⅲ　　　　　　　　　NT

傷害ストレス処理によるmmの変動パターンは図2－8を参照

ND：検出されず　NT：nOtteSted
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脂肪族グルコシノレート

H3C－一嶋－1CH2）▲－　4－mCthylthiobuty）glucosinolate（1）

鴫♭・・・・・・・・・苧ニーー（CHJn

ll

O

n＝3：3－m血ylsubhinylpropy短1ucosin01ab！（2）

n＝4：¢me血yls山phhylb血ylgl血01a随（3）

n＝8：払m血yls叫血hylo呵l由u∝血01如（4）

インドールグルコシノレート

R2

①サーサ

Rl＝R2＝H：3－indolylmethylglucosino］ate（glucobrassicin，5）

Rl＝OMらR2＝H：1－m血0Ⅹy－㌻ind咄血叫ylgluco血0触（石）

Rl＝H，R2＝OMe：4－methoxy－3－indolylmethylglucosinolate（7）

InternalStzmdard；0－miBpphenyl－P－D－galactopyranOSide叩G）

温室処理後24hrの地上部のタロマトグラム

2

J

吸光度

目

3

」

NPO し
し

5

ノ

－∴∴
0 10 20

短（mh）

30

園2－10　Hm£タロマトグラムと計析に目日いた
グルコシノレート類
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図2－11

吊害ストレス　MeJA□理∠のグルコシノレート含昌の変動

処理したシロイヌナズナ地上部を経時的にサンプリングし、HPLCで含有量を測定
した。

団　4－methylthiobutylglucosinolate（1）

町　3－methylsulphinylpropylglucosinolate（2）

□　4－metbylsulphinylbutylglucosinolate（3）

国　8－methyIsulphinyloctylglucosinolate（4）

圏　3－indolylmethylglucosinolate（5）

41－methoxy－3－indolylmethylglucosinolate（6）

ロ　4－methoxy－3－indoIylmethylglucosinolateけ）
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事1項　イオウ代謝遺伝子の傷害、ジャスモン敢メチルによる応答

mプロット解析の結果から、A冊スルフリラーゼと共に、APSレダクターゼ、

APSキナーゼのmm蓄積量が増加することが判明した。これらの遺伝子は、イオ

ウ還元同化系の分岐点に位置し、∬Sをそれぞれ一次代乱二次代謝に振り分ける機

能を果たしているoMdA処理の際、∬Sキナーゼは処理後1時間で極大に達するが、

APSレダクターゼの誘導はそれよりも遅れていた。また、APSレダクターゼの誘導

パターンは、下流のg舶およびg慮2とよく－敦していた。この時問の差は、一次代

謝系と二次代謝系のイオウ含有化合物生合成のためのイオウの分配に寄与していると

考えられる。

このようなイオウ代謝系の活性化は、含硫二次代謝産物を含むアブラナ科に特有の

ものかもしれない、という問題がここで提起される0そこで、傷害応答の研究に広く

用いられているタバコを用いて、mm量の蓄積量の予備的な検討を行なった。シロ

イヌナズナのA瑠、A書ⅨJ、用剖クを用いて、タバコの相同遺伝子の検出を試みた。

その結果、A瑠、A艦上では、シグナルは検出できなかったが、月R月7タのタバコで

の相同遺伝子は、傷害ストレス処理後1時間で極大に達することが判明した（図2＿12）。

また、当研究室で、ディファレンシャル・ディスプレイ法を用いてタバコの傷害スト

レス応答性遺伝子を単離しているが（H肌dal．，200Oa，b）、最近になって、硫酸イ

オントランスポータと相同性の高い遺伝子が単離されている。これらのことから、イ

オウ代謝系の活性化は、アブラナ科以外の植物でもあてはまることが考えられる。し

かし、この活性化と、イオウ基質の分配のメカニズムが普遍的であるかどうかは、今
後の検討が待たれる。

第2項　グルコシノレート含土の変動

傷害四0血叫侃1992）、MdA処理四∝h叩頭1994；伽ug叫dal．，1995）でグルコシ

ノレートが増加することは、アブラナ（且坪田）でも報告されている。この結果は

今回のシロイヌナズナの結果とおおまかには一敦しており、アブラナ科植物に共通の

機構が存在することが示唆される0しかし、アブラナでは、これらのストレスで処理

すると、グルコシノレートの高レベルの蓄積が長期間続くのに対し、シロイヌナズナ

では比較的短い時間で元のレベルに戻っている。これは、傷害応答性遺伝子が過剰発

現した状態は即ち、基本的な代謝系が抑制された状態であり（Baldwin，1993）、その

状態を長く続けることは、植物体にとってかえって不利であるからと考えられる。シ

ロイヌナズナの1世代当たりの時間は、1か月半から2か月であるが、アブラナでは

約9か月であり、この、植物体の寿命が、傷害応答性に関連しているのではないかと
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考えている。

また、傷害ストレスを与えた時と、MdAで処理したときの時間のずれは、グルコ

シノレートの蓄積量の結果でも見られた（McComdal．，1997）。これは、1つには

傷害後払量が上昇するまでの時間のずれが考えられる。もう1つは、グルコシノレー

トの分解酵素系のミロシナーゼも、傷害とMdAで誘導されることが報告されている。

傷害ストレス処理で、グルコシノレートが一時的にわずかに減少すること、増加がゆっ

くりであることは、分解系の活性化を支持しており、グルコシノレートのターンオー

バーが加速していることが推定される。

定量に用いた7成分中で最も変動が大きいのは、脂肪族グルコシノレートである

4－methylsubhinylbutylglucosin01ate（3）は、傷害、MbJAストレスで特異的に表れ、それ

らのストレスでの含有量の変動が最も大きい。先ほども述べたように、脂肪族グルコ

シノレートはメチオニンから生合成される。また、傷害に関連する植物ホルモンの一

つであるエチレンは、メチオニンから生合成されることも知られている。イオウ代謝

系の下流では傷害応答系が再び合流していると考えられる。

弟3項　グルコシノレート生合成系を制御した植物の分子育種

グルコシノレートは動物と植物の相互作用に深く関わる物質であり、分子育種によ

りその含量を制御することにより、有用な植物が生み出される可能性がある。これま

での研究例として、インドールグルコシノレートの前駆体であるトリプトファンを、

tryptophandec如boxylaseによりトリブタミンに誘導することにより、生成物の量を減

らした形質転換アブラナが作出されている（C鮎Ⅳa両虎al．，1994）。チロシンからチ

ロシンーアルドキシム（㌢hydmxy匝飢ylac血血x血e）の変換反応を触媒する酵素をソ

ルガム（鼠わ血血わから得、シロイヌナズナで強制発現させたところ、本来はシロイ

ヌナズナには含まれていないチロシンーグルコシノレートが生合成された（B止dal．，

1999）。

本研究により、傷害ストレスによりアブラナ科植物は仏を産生し、イオウ代謝系

を活性化し、グルコシノ「－ト生合成量を増加させることが判明した。MdAによる

遺伝子の活性化機構の解明は、今後の一つの課題であるが、このメカニズムを解明す

ることにより、グルコシノレート含量を制御することが可能ではないかと考えられる。
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傷害ストレス処理後の時間（b）
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第3章　イオウ代謝遺伝子の重金属に対する応答

第1節　序論

弟1項　重金属が植物におよほす影響とファイトケラチン

土壌や水系など環境中のカドミウムは動植物にとって著しく有害である。（S血払出

ToppiandGabbrielh・1999）0例えば、硝酸還元酵素活性はカドミウムにより著しく阻害

されることから、硝酸の吸収を阻害して植物は窒素欠乏となる仲man血舶1．，1996）。

カドミウムは水バランスに影響を与え（Coぬ弧dMo托1，1994）、光合成系を阻害するこ

とも知られている（SiedleckaandBaszynsky，1996）0また、酸化ストレスとも結びつい
ている（Gauego威al．，1996）。

シロイメナズナ、タバコ、イネなど多くの植物は、重金属ストレス存在下で、シス

テインを多く含み、重金属と親和性の高いペプチドを生合成している。これらが、ファ

イトケラチンおよびメタロチオネインである0このうち、ファイトケラチンの生産の

方が植物では重金属解毒に寄与している0システイン残基のチオール基（－SH）に重

金属が結合してキレート化合物を形成し、毒性を軽減させる（図3－1）。さらに、こ

のファイけラチンーカドミウム錯体（uMWCd／Sco叩1ex）は、ABCトランスポー

タを介し液胞に運ばれるが（伽如al・，1995；uetal．，1997）、この際、グルタチオン

包合体となっていると考えられている0液胞内ではスルフィド（S2・）などとさらに高

分子のクラスター（HMWCdβcomplex）を形成し、安定化されている（図3－2）。こ

うして、細胞質でのカドミウム濃度は低く保たれる0カドミウムはある種の酵素活性

を著しく阻害したり風脚皿dZenk，1992；馳mandez如1．，1996）、転写を抑制する

ことが知られている（CheongandKwon，1999）0液胞に運び不活性化させることで、

細胞質でこのような酵素とカドミウムが共存するのを避けている。硝酸還元酵素や、

光合成酵素RubisCo（Ribulose－1，5・－bispho甲hate－Cad）OXylase）は、重金属存在下で活性

が著しく抑えられるが、ファイけラチンの存在下では、重金属による酵素阻害が軽

減されている（馳脚皿dむnk，1992）0このように、ファイトケラチンを介する重金

属解毒の各ステップでイオウ化合物が関与している。

集2項　ファイトケラチンの分布

ファイけラチンは、酵母（伽a血叩郎卿】ね）より得られたのを最初に、

菌や藻類からも同定された（Cobbe恍，1999）0多くの植物にも存在が確認されており、

インドジャボク（肋Ⅵ肋御伽）培養細胞では、97％のカドミウムがファイト

ケラチンと結合している（馳eerandZenk，1992）ことが示すように、カドミウムの

解毒に大きく寄与している0しかし、動物では重金属耐性にメタロチオネインを用い
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ており、ファイけラチンは寄与じぞじ‘iVか．と考えられている。植物のファイけラ

チン生合成遺伝子はこれまでに、コムギ（Clemdal．，1999）、シロイヌナズナ

（Hadal．，1999；Ⅴ血mi止虎al．，1999）から得られている。このように、ファイトケ

ラチンは動物以外の種に広く分布した重金属抵抗性のメカニズムと考えられる。

一方、アズキ（物叩血癒（W山血））のように、ファイトケラチンを生合成せず、

そのため重金属に非常に感受性の強い植物もある（血肌edal．，2000）。また、重金属

キレート化合物として、アミノ酸、有機酸、リグニン様化合物など、全く異なった

化合物を蓄積している植物も多種知られている（図3－3、Rau脚，1999）。このような

ことを考慮すると、ファイトケラチンもまた、重金属耐性のために特殊化した機構と

考えられる。

シロイヌナズナは、ファイトケラチン生合成系が重金属耐性に大きく寄与している

植物であることが知られている。ファイトケラチン生合成系が欠損した突然変異体で

は、カドミウムに著しく感受性になっている（How血虎al．，1995a，b）。イオウ含有

二次代謝産物の生合成研究の一環として、シロイヌナズナを用い、重金属ストレスが

イオウー次代甜糸に及ぼす影響について調べた。

65

F：：：：：：＝「■＝　■　丁



A

O

もN

B

0

H

N

0

SH

H

N

0

0

SH

0 0　　　　　0

N

H 付

図3－1ファイトケラチンの、告とカドミウムとの目互

Aフ7イトケラチンの一つ、（†JGlu－Cys）2・Gly（PC2）の構造0

グルタミン酸の側鎖とシステインのアミノ塞がアミド結合している。つまり、ゲノムに
コードされている低分子タンパクではなく、酵素的に生合成された分子であることが判

る。繰り返しの回数は2回から11固まで知られている（n＝1はグルタチオンである）D
B　カドミウムとファイトケラチン（γGlu－Cys）2Gly）との相互作用

ヵドミウムはシステインのチオールによりキレートされ安定化されている0システイン

4分子で1原子のカドミウムに結合する0
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Cystejne＋Glutamato

．・．l．・． Ⅵ＋匹凋境野

γG加amykys旭ne

G仰‾「け
Glutathione（GSH）

l
勒画8血伽卿n肋a甜

Ph岬a伽（PC）

、、3＿2　ファイトケラチンの生A A　および目口　□□　　　B

A　システインからグルタチオンを経てファイトケラチンが生合成される。硫酸イオンの取り

込み（囲1－6）から少なくとも8つの遺伝子が関与している。㌣グルタミルシステイン合成酵素

は、グルタチオンによってフィードバック阻暮されるが、このことによりグルタチオンのホメ
オスタシスが保たれていると考えられている。＿

B　イオウが関与する細胞内にとりこまれたカドミウムの解毒機構。

1）ファイトケラチンおよびLMWOow－mOIccuhr－Weight）－PC－Cd複合体が細胞質で形成され、
ABCトランスポータにより液胞に運ばれる。2）カドミウムはプロトンとのアンチポーターに

より液胞膜からもとりこまれる。液胞内では、W帥脚WdgbひPC－Cd複合体や、
C戯の結晶を形成して、無毒な状態となっている。
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第2節　実験材料および方法

弟1頑　健用植物虐よび栽培条件

シロイヌナズナ（コロンビア）種子を、滅菌水で洗浄した。滅菌溶液（1ml）を加

え、マイクロミキサーで10分問振塗した。クリーンベンチ中で、滅菌水（1ml、10

回）ですすいで滅菌溶液を除き、0・1％寒天溶液に懸濁させた。2章と同様に作製し

たシロイヌナズナ用アガロースプレートに播種し、4℃、4日間低温処理した。培養

室（25℃、長日条件）で1週間静置培養した。培養試験管（30x120m）にシロイ

ヌナズナ用培地（p43）を5mlずつ分注し、オートクレーブした。シャーレで育てた

芽生えを1本あたり5個体ずつ植え、振畳培養した（90叩m、25℃）（Y姐御C柚

al・，1999）0濃度に対する応答を検討する実験では、10日後、カドミウム水溶液

（0・1mM、最終濃度25、50、100、200叫M）を加え、4時後にサンプリングした。経

時的変化を検討する実験では、10日後、カドミウム水溶液（0．1mM、最終濃度100

ドM）を加え、1、3、6、封、48時間後にサンプリングした（図34）。

集2項　シロヌナズナから全RNAの抽出、ノザン解析

1検体当たり試験管6本分の植物体（1－1・5g）を用い、第2章の実験項（p41）に

従って全mを抽出し、メンプレンを作製した0ブロープには、第2章の表2－3に
示したイオウ代謝遺伝子を用いた。

集3項　シロヌナズナからグルコシノレートの抽出およびHPLCによる定量分
析

1検体当たり試験管3本分の植物体（600－800mg）を用い、第2章の実験項b46）

に従ってグルコシノレートを抽出した0メスアップして調製したサンプルをを用い、
HPLC分析を行なった。

第4項　シロイヌナズナから繚チオールの抽出と分析

植物体試験管2本分（300－500mg）に抽出液（1NNaOH，ただしN嘘鴫を1mlあ

たり1mg加えたもの）をサンプル1mgあたり4叫と、海砂Cを加え、乳棒と乳鉢

を用いてホモジナイズした0遠心（1300叫mx3血）した上清150叫に37％HC1

25叫を加え、氷上で冷やした0遠心（13000甲mX3mh）、上清をとり、測定サンプ

ルとしたo DTNB緩衝液（0・6mMDTNB（5，5l－dithio－bis（2－nitrobenzoicacidy120mMリ

ン酸緩衝液、pH7・5）1mlに測定サンプル2叫1を加え、412nmの吸光度を測定した。
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検量線はグルタチオン（1mM）で作製し、グルタチオン換算の値で示した（Ga11iet

al．，1996）。
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第3節　結果

第1項　カドミウム処理したシロイヌナズナのRNAプロット解析

A理、月Rガ移、PR月43、ぷrは、カドミウムの濃度依存的に誘導された（表3－1、

図3－5）0特にA瑠、用親タは強く誘導され、20叫Mで4時間処理すると、それぞ

れ13倍と10倍にmm蓄積量が増加した。g虚2の誘導は5叫Mで最も強く、高濃

度のカドミウムで抑制される傾向にあった。AA旺J、画姐、節わJはこの条件で処理

してもmm蓄積量はほとんど変動しなかった。100けMカドミウム処理で経時変化

を検討したところ、上流の遺伝子であるA瑠、PR月けタ、PR崩jでは3時間後に極大

を示し、下流のぶか、g虚2ではやや遅れて6時間後に極大を示した（図3－6）。

第2項　稔チオール皇の変動

第1項で述べたイオウ代謝遺伝子のカドミウムによる応答が、チオール量の変動に

呼応していることを確認するため、給チオール含量を経時的に測定した。その結果、

チオール量は処理後1時間、3時間、6時間ではほとんど増加せず、むしろわずかに

減少するが、24時間処理で約3倍、48時間後には4倍に増加していた（図3＿7）。

第3項　グルコシノレート含量の変動

グルコシノレートはイオウ栄養の量に応じて含有量が増減することが報告されてお

り、イオウのプールとして機能していることが推定されている。重金属ストレス条件

下では、イオウの必要量が大幅に増大する。そこでこの際にグルコシノレートが分解

され、イオウのストックとして利用されるかどうかを調べた。

ここで、材料は、血房加で液体培養したシロイヌナズナの芽生えを用いた。グルコ

シノレート含有成分のパターンを検討したところ、葉ではほとんど含まれていない、

5－methylsulphinylpenty1－（8）、6－methylsulphinylhexyl－（9）、7－methylsubhinylhqptyl－

（10）如COSinol融合が比較的多く含まれているなどパターンがやや異なっていた。そ

こで、検知器にPDAを装着したHPLCでも併せて分析し、各成分のUVスペクトル

を得た0保持時間とWスペクトルを考慮して、成分の同定を行なった（図3－8）。

定量の結果（図3－9）、重金属ストレス処理でも、グルコシノレート含量は変化し

なかった。このように、傷害ストレスと重金属ストレスは、どちらも植物にとってイ

オウを多く要求する状態になるが、異なったストレスとして認識されていることが推

定された。
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Ⅸ3－1CdG□理によるイオウ代儲遺云　のmm量の望

遠伝子名横能　　　　　　　　　　細胞内局在mRNAの　誘導されるもので

濃度依存　mRNAが最大になる

的誘導　　　　　時間

A7苫乃　硫酸イオントランスポータ　　　細胞膜　　　　m

A瑠　　ATアスルフリラーゼ　　　　　　葉緑体　　　†††　　　　　3

A牒J APSキナーゼ　　　　　　　　　葉緑体　　　　→

PR∬Jタ　APSレダクターゼ　　　　　　葉緑体　　†††　　　　　3

脚j APSレダクターゼ　　　　　　　葉緑体　　　††　　　　　3

且行　　　亜硫酸レダタターゼ　　　　　葉緑体　　　†　　　　　6

皿班CざJシステイン合成酵素　　　　　　葉緑体　　　1

甲ACSJシステイン合成酵素　　　　　　葉緑体　　　1

画A　　システイン合成酵素　　　　　　細胞質　　　　→

節ゐJ　　γ－グルタミルシステイン合成酵素　葉緑体　　　　→

節足　　グルタチオン合成酵素　　　　　細胞質　　　†　　　　　6

αめ　　　aルーbi畑山gpm血n　　　　　　　　葉緑体　　　　→

mRNA変動の濃度依存性の検討では、25、50、100、200叫Mで4時間処理した。経時的変動

は100什Mで処理し、1、3、6、封、48時間後にサンプリングしてmRNAを調製した。ND：検
出されず
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Dmの呈色反応を利用したチオールの定量法は、Ellman法として繁用されている。
4章のポストカラムHPLCによる方法も、この呈色を利用したものである
（石黒、1978）。
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’鼠登だや‘

西郷せ野村啓熱

弟1項　イオウ代謝遺伝子とイオウ含有二次代財産物の変動

イオウ還元同化系のうち、APSをシステインへと導く一連の遺伝子群がカドミウム

処理後l－3時間で極大となった。APSをPAPSに変換して硫酸化二次代謝産物に導

くAPSキナーゼは、重金属処理では変化がなく、システイン合成系のほうにイオウ

が分配されることが示唆された。また、重金属処理によりチオール化合物が蓄積され

るが、還元系のイオウ代謝遺伝子がこれに伴って協調的に転写活性化することが明ら

かになった。

イオウを含む二次代謝産物は、イオウ栄養の量に応答して増減することが知られて

おり、イオウのシンクとして機能していることが推定されている侃飢dedal．，1995）。

しかし、今回の結果から、重金属ストレス下でイオウを含む二次代謝産物グルコシノ

レートを分解して、システイン合成に向ける、という働きはないようである。この場

合、グルコシノレートはイオウのプールとしては機能していない。グルコシノレート

はチオールに比べ量的にもわずかで、昆虫忌避活性などに起因する傷害関連の応答に

適した分子であることから、重金属処理とは独立に量的に維持されていると考えられ
る。

重金属で正に誘尊される遺伝子でも、高い濃度のカドミウムでは、転写が阻害され

ることもあり、このような濃度では転写後制御機構が存在することが推定されている

地肌g狐dOliv訂，1998）0また、㌣グルタミルシステイン合成酵素（㌣GCS、g威力

はカドミウム処理で転写が増加することも報告されているが知血gandOliv叫1998）、

転写後制御の方が重要であるという報告もなされている（M叩虎al．，1998）。㌣GCS
は、今回の検討では変動ははっきりしなかった。

重金属処理後チオール含量を測定した結果、チオール量は処理後1時間、3時間、

6時間ではほとんど増加せず、むしろわずかに減少するが、24時間処理で約3倍に

増加していた。これまでの報告から、シロイヌナズナ液体培養の系で、ファイトケラ

チンはカドミウム処理後1時間後で現れることが示されている（Ⅹ羞mgandO拉ver，

1998）。このことから、カドミウム処理直後は、グルタチオンのプールを用いてファ

イトケラチンを生合成し、その後転写、翻訳レベルでの活性化が起こるようである。

チオール量が一時的に減少している時間は、イオウ代謝遺伝子のmRNA蓄積量が増

大する時間帯と一致している。重金属処理によるイオウの要請が、遺伝子の誇導をも
たらしていると考えられた。

第2項　ATPスルフリラーゼのストレス応答エレメントの検索

ATPスルフリラーゼは、イオウ欠乏で誘導され、イオウ栄養を与えるとmm量
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は減少する0この応答は、グルタチオンの量で制御されていると考えられている

虹聯血ent如1・，1999）0第2章の結果とも考えあわせると、A冊スルフリラーゼは、

S欠乏、GSH欠、傷害、重金属など様々なストレスに応答する。これは、様々なス

トレス耐性にイオウ化合物が関連していることと一致する。そこで、シロイヌナズナ

のゲノムプロジェクトで報告されているゲノム配列匝AC円H6）を利用して、A鰯

のプロ　モー　タ　領域の　シ　ス　エ　レ　メ　ント　の検索　伊L膿

http：Nwww・dna・affrc・gOjphtdocs／PLACEnを行なった（図3－10）。HA応答に関連する

と考えられるエレメントであるOBPl結合配列（0把netal．，1996）や、水ストレスに

関与するMⅦ結合配列（Ak成al．，1997）、転写因子の結合に重要であるG＿b。X

（M血血nsdal・，1995）などが存在した。MdA応答に関連するものとしては、トマト

の血A遺伝子のプロモータ領域で報告されているように（BeaudoinandRothstein，

1997）、TGAmの繰り返し配列が見られる。傷害応答に関与する転写因子WRKYの

結合配列として保存されている配列mco陀（¶GACC、駄gemetal．，1999）も存在し

た0重金属応答に関与すると考えられるエレメントとしては、ヒトメタロチオネイン

払のエンハンサ領域に存在するAm結合配列がみられる（M血劇飢1・，1987）。β

－コングリシニンはダイズの貯蔵タンパク質で、イオウ欠乏で蓄積が増大し、メチオ

ニン添加で減少する。その転写を制御するSE別の結合配列（m）も存在した

（Lessard虎al．，1991）。

また、やはり遺伝子が傷害や病害に応答して発現し、シロイヌナズナでプロモータ

解析が行なわれている血b血（乃f2・∫、Ⅵ伊血11idal．，1998）で、MdA、硝酸銀、病

原菌（風見血mα叩騨肌mfsp．加地血）に対する応答に関与する領蝮が約100塩基

の範囲までつきとめられている0この領域と相同性が高い配列がみられ、また、その

上流には、乃f2・Jのプロモータ領域と同様、ATに富んだ領域が存在する。

重金属処理では、過酸化ストレス、水ストレスなど複数の影響が植物に与えられる

ことになる0序論で述べたように、傷害ストレスと重金属ストレスは、今回の知見か

ら、異なったストレスとして認識されていることが推定された。

これらストレス応答のシス配列の候補となる配列に、それぞれ異なった転写因子が

結合するのか、イオウ代謝遺伝子をモデフアイする鍵となるようなトランス因子が存

在し、それが種々のストレスで誘導されるかの解明は、今後の課題である。
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斧4章　システイン合成辞素過剰発現タバコの作製と

カドミウム耐性の特徴づけ

第1節　序論

弟1項　逆遺伝学約手法によるイオウ代謝系のストレス耐性への関与の検討

これまでの結果から、イオウ含有化合物の生産および蓄積、ならびにイオウ代謝系

は植物ストレス応答に深く関与していることが判明した。特に第3章の結果から、重

金属ストレスがイオウ代謝系を活性化させ、その結果チオールが蓄積することがわかっ

た。重金属耐性の発現にはイオウおよびイオウ化合物を要求することが確認された。

そこで次に、イオウ代謝系が重金属ストレス応答に対する関連をさらに検討するため、

遼遠伝学的手法を用いた。すなわち、イオウ代謝遺伝子の1つであるシステイン合成

酵素を過剰発現させ、重金属耐性におよぼす影響を調べた。

第2項　システイン合成酵素の特徴とこれまでの研究

システインの生合成は、グルタチオン生合成系に’ぉいて律速段階の一つである

（N∝tO畑al．，1996）。システインはαアセチルセリン（M）と硫化水素（H2S）

がシステイン合成酵素（CS）により縮合することによって生合成される（第1章、

図1－6）植物のCSには、局在性により細胞質塑、ミトコンドリア型、葉緑体型の3

つに分類される。コムギの細胞質型システイン合成酵素を過剰発現させたタバコ

（臓0血Ia肋c∽刀CV．X弧伽）では、硫化水素、亜硫酸、パラコートに対し抵抗性に

なり、活性酸素消去作用が高くなっている（Youss¢丘狐成al．，1993、ユーセフィアン、

1997）。また、亜硝酸に対する耐性付与については、細胞質塑と葉緑体塑のいずれも

が有効であることが示されている（S由b成al．，1994、高橋ら、1999）。

システイン合成酵素をコードする遺伝子がイネから4種類得られている　庚Cざ卜4）

（Nakmu相成d．，1999）。この遺伝子を導入することで、イオウ同化系を増加させる

ことを期待した。ファイトケラチン生合成が細胞質で行なわれることを考慮し、細胞

質型の只CざJを選んだ。

イオウの取り込みからファイトケラチン生合成に至るまでは、第l章の図1－6およ

び第3章の図3－2に示すように、少なくとも8つの遺伝子が存在する。ファイトケラ

チンの生合成においては、還元型イオウの利用が律速であると考えられている

（Goldsbrough，1998）。システイン合成系の強化は、ファイトケラチンやメタロチオ

ネインを増やし、そのことによって重金属耐性を付与することが期待される。

82



圭

F

l

i
l

l

F

l

l

集3項　並伝朝揉藍㍑甘再ウム耐性の付与

イオウ代謝系の遺伝子を過剰発現させた植物でカドミウム耐性を検討したのは、マ

ウスのメタロチオネインーⅠ遺伝子をタバコに導入したのが最初の研究である（Panet

al・・1994）0その後、カラシナ（且画）を用いて、γGCSとGSを過剰発現させ

ると、ファイトケラチンが多くなり、カドミウム耐性が強くなった（孔udal．，

1999a・1999b）0酵母のメタロチオネイン遺伝子をカリフラワー（β血。d由胡，肌

ぬ呼由）に導入しても、耐性が付与でき、水耕栽培の系でも有効であることが示され

ている（Hぉegawadal・・1997）0これらの知見から、この戦略は、種々の植物に応用
できるといえる。

ファイトレメデイエーションとは、植物の機能を用いて、汚染された環境を解毒し

ようとする方法である（Salはal・，1998a）0日本では、富山県の神通川流域を初めとし

て、重金属で汚染した土壌は多く存在する（図射、Kasuya，1999）。このような重

金属汚染土壌ををファイルメデイエーションの手法を用いて削ヒしようという試み
がなされている。

重金属汚染土填でも正常に生育する植物が存在し、重金属耐性植物と呼ばれている

（表中1）0これらの植物の多くは、重量当たりの重金属の量は非常に多く、植物体

内に効率的に重金属を濃縮する0しかし、実際に汚染土壌の削ヒに用いるには、いず

れも植物体が小さいことや、生育が遅いことが問題となっている。ファイトレメデイ

エーションに適した植物の分子育種研究としては、こうした重金属耐性植物の耐性機

構や重金属蓄積機構を解明し、それをバイオマスの大きい、あるいは生育の早い植物

に導入する手法が有効である0重金属耐性を人工的に付与した植物は、ファイトレメ

デイエーションに有効に利用できると考えられる0それぞれの遺伝子の重金属耐性付

与における有効性を検討し、最終的には有用な遺伝子を多重導入するのが、有効な戦
略であると考えられる。

弟4項　重金属解毒における局在化と排出

植物の培養細胞の系を用いた場合、ファイトケラチンは明らかに主な解毒機構と

考えられるが、植物体全体で考えた場合は他の要因を考慮しなければならない。局在
化（00mp封廿Il飢也1血00）と排出（exc血皿）である。

局在化の例としては、有害重金属を液胞や細胞壁に固定化する方法がある。例えば、

Am由m血（ハマカンザシ）は銅をフェノール化合物との錯体の形で異形細胞に

蓄積している（u血叫町孤dNeumam，1997）0肋eⅧ如癒（マンテマ）では、

重金属は表層細胞（甲i血α山w血1）に蓄積されている（B血酢m如1．，1999）。水

性のシダ植物であるアゾラ（A劫肋肋血）では、カドミウムは維管束細胞と維管

束の木部細胞にリン酸化合物とともに蓄積されている（S¢1adal．，1988）。多くの重
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金属が、異形細胞内にカルシウムを含む結晶として蓄積されている（Ⅴ狐B山肌虎al．，

1980；FranCeShiand Schueren，1986；VanSteveninckand Femando，1995；Mazm andB

Mghraby，1997；Webb，1999）。ヒヤシンス（励地omibctass＆）では、異形細胞内の

重金属を含むカルシウム結晶は、多くはシュウ酸カルシウムの形であることが明らか

になっている（M血弧dnM喝h曲y，1997）。このように、重金属を局在化するこ

とにより、重要な部位を重金属から守るという戦略は、多くの植物で見られる。

重金属を排出する例としては、A．血血道で、液胞内の重金属が塩腺を介して葉の

表面に排出されているのが観察されている（N¢uma血dal．，1995）。しかし、こうし

た挙動を示す植弓削まほとんど報告されておらず、排出の機構についてはほとんど解明

されていない。

植物で物質の排出機構を司っている器官は、第一にトライコームが挙げられる。腺

状トライコーム（gl地雨chome）は、セイヨウハツカ（ペパーミント肋血ズ

p画由）で精油を蓄積、分泌している（Tume畑al・，1999）0タバコのトライコ．－ム
は、形態的に2種に分けられる。円柱上の細胞がつみかさなったような形をした軸の

上に、球形の頭頂部を持つ長いトライコームと、複数の細胞で頭頂部が形成されてい

る短いトライコームである仙kyb相成al．，1991）。長いトライコームの頚部の細胞

からは、ジテルペンを含む粘性の高い多糖（ガム）を排出していることが知られてい

る（沌chieandReid，1968；hetal．，1983）が、短いトライコームの機能はこれま

で報告されていない。

本項では、システイン合成酵素を過剰発現させた形質転換植物を作出し、カドミウ

ム耐性を検定するとともに、作出したカドミウム耐性植物の性質を詳細に調べること

で、植物のカドミウム耐性機構に新しい知見を加えた。
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転4－1重金　耐性●　（S如tれ1998a）

学名　　　　　英名　　　　　和名　　　　　　科

β和∬加ノ〟肛朗　　　Bmwnmu5血　セイヨウカラシナ　アブラナ科

乃血甲j叩・　　　伽IW∝d　　　ダンパイナズナ　　アブラナ科

肋e叩・　　　　Catc姐y　　　マンテマ　　　　　ナデシコ料

地血α■　　W址dcabbage　キャベツ　　　　　アブラナ科

R血画耶ぶa〟γⅣざ　R如ish　　　　ダイコン　　　　　アブラナ科

A如机m戌融通仇m・lM加wo止　　　イワナズナ　　　　アブラナ科

A匝以m爪血

A招御地血a　竹山ecre＄＄　　シロイヌナズナ　　アブラナ科

薫好山毘且m乃戯Ⅶ凋　Tau触cue　　　オニウシノケグサ　　イネ科

肋〟gC飢〃Jぬ∫　　K印正　　　　ケナフ　　　　　　アオイ科

エ0山ざCOm血血加古 ミヤコグサ　　　　　マメ科

肋血〟ぶ且00ぴg Sun幻ow¢r　　　ヒマワリ　　　　　　キク科
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集2節　実験村科蘭よび方法

第1項リーファイスク法に用いる無菌タバコ野生体の栽培

タバコ（凡ぬmcv・Ⅹ如舶）の種子をプレート（直径9q恥1．5cm深き、培地

わ3xMS、0・6％アガロース、1％ショ樹）に播種し、4日間低温処理した。25℃、

16時問明期、8時間時期のサイクルで生育させた。発芽後1週間で300血エレンマ

イヤフラスコの培地（0・3ⅩMS（Mum叫野抑dSkoog，1962））、0．3xB5ビタミン混合

物、0・6％アガロース、1％ショ糖、純血）に移し、同様の条件で生育させた。

B5ビタミン混合物

10　g几　イノシトール

1gれ　チアミン塩酸

100mgれ　ニコチン酸

100m如nlビリドキシン塩酸

集2項　感染用アグロバクテリウム培養液の調製

タバコ形質転換用ベクターRCSlザml－IGをアグロバクテリウム（4卯鵬鉦ぬ血m

加血）柑A44糾に導入した株は、本研究室の中村らにより作製されたものを用

いた（国有2、純血肌肌成al・，1999）。つまり、足C引全長を含む肋卜助。Ⅰ断片を

pBⅡⅡ－IGプラスミド（Abmadal．，1992）にセンス方向に導入した。プラスミドはエ

レクトロボレーション法でA．血刀e扁血邪gLB44糾に導入した。

無菌試験管には培地a血を入れ、にカナマイシン（50喝心、ストレプトマイシ

ン（10mgれ）を添加し、RCSl－pBⅡiトⅢ／ⅦA糾糾グリセロールストック1叫1を植

菌し、28℃、1晩前培養した。300血の三角フラスコには培地100血を入れ、オー

トクレープで滅菌した0カナマイシン（50m姐）、ストレプトマイシン（10mれ）

を添加し、前培養液200叫lを植菌し、振盟培養機（180叩m）で28℃、1晩培養した。

第3項　タバコの形質転換

タバコ葉を滅菌したメスで切り、1cm角のリーフディスクを調製した。アグロバ

クテリウム培養液にリーフディスクを浸し、室温で16時間廃盤したoshoodng培地

－1にタバコ培養細胞BY2を1枚あたり約10mlまき、その上から濾紙を置いた。感

染させたタバコリーフディスクを濾紙の上に置き、25℃、3日間共培養させた。リー

フディスクをセフォタキシン水溶液（100mgP・、10mi）で軽く洗い、Shooting培地－2

に移して、25℃で培養した0再分化シュートを切り取りⅧ血g培地に植え継ぎ、さ
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らに1か月培養した。

・Sbo血g培地－1の調製

MS培地用混合塩類（lL用、4．6g、1袋）、100畑5ビタミン混合物（10血）、ショ

糖（10g、1％）、BAP（6－benzylaminoprine，1mg、最終濃度10pM）を蒸留水に溶解

させた。KOHでpHを5・7に合わせ、1Lにメスアップした0アガロース（9g、0．9

％）を加え、オートクレーブ（121℃、20分）し、冷えてから浅型シャーレ（15。mX

15m）に20mlずつ分注し、室温で固化させた。

・Sboo血g培地－2の調製

MS培地用混合塩類（1L用、4．6g、1袋）、100畑5ビタミン混合物（10ml）、ショ

糖（30g、3％）、M（0．1mg）、BAP（1mg）を蒸留水に溶解させた。KOHで

pHを5・7に合わせ、11にメスアップした。寒天未（9g、0．9％）を加え、オートク

レーブ（121℃、20分）し、冷えてから渡過滅菌した抗生物質溶液を加えた。探塑シャー

レ（15cmx20汀m）に30血ずつ分注し、室温で固化させた。

抗生物質濃度は以下に示す。

選択用抗生物質

カナマイシン（50mが．）

ハイグロマイシン（50mg軋）

セフォタキシン（250m姓）

・R血g培地の調製

MS培地用混合塩類（1L用、4．6g、1袋）、1∝kB5ビタミン混合物（10ml）、ショ

糖（30g、3％）をm水に溶解させた。KOHでpHを5．7に合わせ、1Lにメスアッ

プした0寒天未（9g、0・9％）を加え、オートクレープ（121℃、20分）し、冷えて

から濾過滅菌した抗生物質溶液を加えた。オートクレーブしておいた100血の培養

フラスコに培地を州血ずつ分注し、室温で固化させた。

抗生物質濃度は以下に示す。

選択用抗生物質　　　　　　　　　　　を

カナマイシン（50叫班．）

ハイグロマイシン（50m姓）

セフォタキシン（250mg几）
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第4項＋形質転換タバラの一分F「ミ一事ム処理、カルシウム処理

再分化した植物の肢芽を生育させることによりクローン宙を作製し、カドミウム耐

性試験に用いた0カドミウム培地の作製においては、C此ち・2・5H2Pはオートクレー

ブ前に培地（0・3xMS、0．6％アガロース、1％ショ糖）に加えた。2cm長のシュー

トを切り、カドミウムを含む培地に移した。コントロールとして、同様に肢芽から生

育させた野生体タバコを用いた。この培地上で、1過臥あるいは3週間生育させ、

生育の比較とトライコームの観察を行なった。

カルシウムのカドミウム毒性に対する作用の際は、2cm長の野生体タバコシュート

を切り、0・2mMC此ち・2・5鱒Pや肋q・2Hpを含む培地に移した。処理後3週間で、

シュートの生育を検定した。

第5項　タバコからの全RNA抽出とRⅣAプロット解析

0・1mMC肥12で1週間、3週間処理したタバコ植物体（1g）を、第2章で記載した

Am法に従って全RNAを抽出した。全mを各レーン30帽ずつ、1％アガロー

ス変性ゲルにロードし、1xMOPSbu餓汀（800血）で120V、1時間電気泳動した。以

下アラビドプシスの実験に従ってメンアレンを作製した。メンプレンをハイプリボト

ルに入れ、ハイプリグイゼーションバッファー（10ml）を加え、42℃、1時間プレハ

イアリダイゼーションを行った。全長RCざJを鋳型として作製したⅢ標識ブロープ

をボトルに加え、42℃、16時間ハイプリグイゼーションを行った。一次洗浄（2x

SSC、0・1％SDS、10mi、65℃、30min）、二次洗浄（0．1xSSC、0．1％SDS、10mi、

65℃、3伽血）を行い、Ⅹ線フイルムに露光した（－82℃、3日間）。

第6項　システイン合成酵素活性淵定

サンプル（100mg）にCS抽出液（5O血Mphosphatebu蝕r（PH7．5）、1mMEm5

血MM〆ち、2mMm、0・1％TdbnX－100、0・5mMPMSF）100山を加えピッセル

でつぶし、遠心（14000叩mX15血4℃）し、酵素抽出液をとした。反応バッファー

（1MTds－HCl、PH8・0、5pllO・5Mm、1pl15mMPLP、Ipl，滅菌水73pl）を

30℃に保温した00・2MO舶5叶0・04MNa2S5山を反応液に加え、直ちに酵素抽出

液を加え、30℃、15分インキュベーションした020％m　5叫1を加え、反応を停

止させ、遠心し上清をとった01％ニンヒドリン溶液200山と酢酸100匹1を加え、

100℃、10分インキュベーションし、氷で急冷し反応を止めたol00％放0＝を550山

加え、560nmでの吸光度を測定した。酵素抽出液のタンパク量を、プロテインアッ

セイ試薬（BioTRadProteinAssay，Bio－Rad，CA）を用いて測定し、タンパク量当たりの

活性を算出したⅣm昭血摘血．，2（朕））。
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弟7項　原子吸光分析によるカドミウムの珊定

サンプルは0・1mMCdC12で1週間処理したタバコ植物体を用い、約1gを氷冷した

乳鉢に入れたo冷抽出バッファー（Tris－HCl，50mM，PH7・2）を1gあたり1miと少

量の海砂Cを加え、乳鉢と乳棒でサンプルをよくつぶした0サンプルの4倍量（1g
あたり4血）の抽出バッファーをさらに加えよく混ぜた。

抽出液を遠心チューブにデカントで移し、遠心した（10000叩mXl肋in）上清を

1NHClで25倍に希釈し、そのうち10mlを測定に用いた。原子吸光装置は

AA－6500Sahmicabsorption／Ⅲmemissionspectrophotometer（島津製作所、京都）を使用

し、燃料ガスにはアセチレンを用いて、カドミウム量を測定した。検量線は、カドミ

ウム標準液（和光純薬）を用い、0・2、0・4、0・6、0・8、1．Oppmで作製した
汀SuC鮎s止aetal．，2000）。

集さ項　HPLCによるチオールの分析

力ドミウムで処理したタバコのシュートを用い、肝LCによるチオールの分析を行

なった汀SuC出血b如1・1999）0　サンプルに4倍（巾）の0．1％トリフルオロ酢酸と

海砂Cを加え、乳鉢と乳棒でホモジナイズした013，000叩mで5分間遠心し、上清

をとった00・45pmフィルターユニット（Ultra鮎e－MC，Mimpore，MA，USA）で遠心しろ

過（3，000呼mXlm血）した。システイン、グルタチオン、低分子ファイトケラチン

（PC2＋PC3）をポストカラム法H孔Cで測定した0低分子ファイトケラチンは、イ

ネ幼植物の水耕栽培の系を用いて酵素的に合成させ、S別S（secon叫りonmass

SPeCtrOmetry）で構造を確認した標品とco－Chromatographyを行なうことにより確認し

たロ血由如1・，1996）0ファイけラチン量は還元型グルタチオン換算量で示した。

ポンプ：グラジュント溶出系

HPLCPUMPMOD乱576（GLサイエンス）、2台

DTNち送液系

肌CPUMPPU610－0Ⅹ（GLサイエンス）

カラム：馳SmODS－HG－5（野村化学、4．6x150m）

検出器：SpeCtrOD触CtWMOD臥502U（GLサイエンス）、410nm

移動相：・ダラジエント溶出系

A液：0．05％リン酸水溶液

B液：0．05％－ノン酸水溶液＋30％アセトニトリル

A液→B液の直線グラジュント（20分間）

・DTNB送液系

50mMリン酸緩衝液（pH7．6）＋75pMDTNB
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流速：グラジュント溶出系、1溢■‥－■、’■一

m送液系　　　　加l仙血

弟9項　総チオールの分析

植物体（300－500mg）に抽出液（1NNaOHにNaBH4を1miあたり1mg加えたも

の）をサンプルImgあたり叫1加え、、海砂Cを加え、乳棒と乳鉢を用いてホモジ

ナイズした0遠心（13000甲mX3mh）した上清150直に37％Hn2叫1を加え、氷

上で冷やした0遠心（13000呼mX3mh）、上清をとり、測定サンプルとした。

DTNBbu飴r（60血Mm／120mMリン酸バッファー、PH7．5）1miに測定サンプル

20山を加え、412nmの吸光度を測定した。検量線はグルタチオン（1mM）で作製し、

グルタチオン換算の億で示した。高分子ファイトケラチンの量は、ここで測定した稔

チオール含量からシステイン、グルタチオン、低分子ファイトケラチンの量を除くこ

とにより算出した。

集10項　Tl植物の検定

形質転換体を自家受粉させ、種子を採取した。種子を70％エタノールで洗浄し、1

％次亜塩素酸で15分殺菌した。滅菌水で洗浄し、アガロースプレート培地（0．3x

MS、0・6％アガロース、1％ショ糖、0・1mMCdC122．5H20）に播種した。発芽後3週
間生育させ、耐性の検定を行なった。

弟Il項　実体顕微鏡、光学顕微鏡およびⅤトSヱMによる兼表面の観察

植物はまず実体顕微鏡（S血2∝払C、Q山勘iss、ねna、ドイツ）と光学顕微鏡

四n∬SEE600、ニコン、東京）で観察した0低真空SEM（Ⅴ加地k一匹SSu陀SC諷ning

el∝飢m血cmscqpy、ⅥH脳叫は、S－3200Nシステム（日立、東京）を用い、報告さ

れている条件に従った（KubokiandWada、1995，1996）。植物組織を1cm程度の大き

さに切り、直ちにカーボン系両面テープ（日新EM、東京）あるいは木工用ボンド

（木工用速乾セメダイン、高粘土品、水性、セメダイン株式会社、東京）を用いてア

ルミニウムスタブ（直径1・5cm）に張り付けた。－20℃に冷却したクールステージに

アルミニウムスタブを装着し、ⅤトSEM観察を行なった。トライコームの数は　葉先

端の5m㌔について数え数値化した。チャンバの圧力は40Pa、加速電圧15kVで観

察した0葉の上の結晶は、蒸留水10mlで洗い、遠心（5000呼mXlmh）して結晶を

集め、カーボンテープを貼ったアルミニウムスタブ上に置き、乾燥機（62℃、1晩）

で乾かして展著させた0上と同じ条件でW－SEM観察を行ない、結晶の観察及び計測
を行なった。
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弟12項　EPMA分析による分泌結晶の分析

E円MA（電子プローブX線蛍光分析、electronprobemicroanalysis）による結晶中の元

素の定量分析には、葉表面より単離した結晶を用いた。結晶をカーボンテープを貼っ

たアルミニウムスタブ（25m直径）に置き、モデルE－102■E－201（日立、東京）を用

い、200nmの厚さにカーボン蒸着を行なった。スタブを凱Aシステム

鱒門瓜－2300、島津製作所、京都）のチャンバにセットし、真空度を5xlO‾3に合わせ

て測定を行なった。

第13項　VP－SEM－EDXによる分泌結晶の分析

0．2mMCdCl2で3週間処理したタバコ葉を約1cmに切り、カーボンテープでアル

ミニウムスタブに装着し、クールステージを－10℃に冷却して、スタブをセットした。

EDX（エネルギー分散型Ⅹ線分析装置、energy－disperSiveXィayanalysissystem、

EMA‰7000、堀場製作所、京都）を装着したVP－SEM（S－3500N、日立、東京）を用い、

チャンバーの庄は30Pa、加速電圧15kVの条件で分析した。コントロールとして、

未処理の植物も同様に分析した。

弟14項　TEM用切片の作製とトライコーム内部の観察

トライコーム内部での結晶の生成を観察するため、0．2mMCdC12で3週間処理した

タバコ葉をTEM（透過型電子顕微鏡、tranSmissionelectronmicroscqpe）で観察した。

約5mに切断した葉を1％グルタルアルアヒド（pH6．8）、4℃、4時間処理し、次

に、2％四酸化オスミウムで2時間処理した。エタノールシリーズで脱水し、スパー

樹脂（Spurr．sresin、Polyscience，Wamington，PA）に包埋した。セミシンセクション（1

pm）を、ウルトラミクロトーム（LKB－Vu肋microtom，（LKB）およびLECA

ULMUCT（bica、オーストリア））で作製した。切片は、1％トルイジンブ

ル0で染色した。切片をT田止（H7100、日立、東京）で観察した。

弟15項　タバコのパラフィン包盤、切片の作製、VP・SEM－EDXによる分析

0．3xMS一喝訂プレート上で1週間生育させたタバコ幼植物を用いた。FAA固定液

（4ml）を底の丸いコニカルに分注し、葉の組織をかみそりで切って固定液につけ、

4℃、一晩静置した。減圧して組織に固定液を浸透させ、エタノールシリーズ、続い

てキシレンシリーズで置換した。溶かしたパラフィン（Pd叩1ast餌血由血ngmdia、

Si卯a、MO）を加え、55℃で一晩静置した。パラフィンブロックをミクロトーム（精

密回転式ミクロトームB式、科学技術振興事業団）にカッター（PATHOm、

92



220、8仇n恥馳ma、東京）を襲著し、厚さ10仰の切片を作製した。切片をカーボ

ンスタブ（直径1・5m、日新EM、東京）の上に置き、42℃、1晩おいて展着させた。

W－SEMrEDXで測定し、元素の分布を調べた。

FAA固定液

70％エタノール　　　　90ml

酢酸　　　　　　　　　5m1

37％ホルムアルデヒド　5ml

集1‘項　他の重金属で処理した点CβJタバコの分泌物

HgC12（0・lm叫、仇C12（0・2ⅠⅠ叫、NちSeq（0・2叫を含むアガープレート培地（0．3

XMS、0・6％アガロース、1％ショ塘）をそれぞれ作製し、2cm長のシュートを移し

た010日間処理し、ⅤトSEMによる観察及びⅤトSEMrEDXによる分泌物の分析を行
なった。
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図小2　タバコの形質転換に用いたベクター
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第3好　結果

弟1項　RCβJ遺伝子の発現

RαJ遺伝子をW35Sプロモータでドライブした形質転換タバコを作製した。

50以上の独立のラインの中から、カドミウム耐性の強いラインを2つ選び、ⅧCS2、

ⅧCS3と命名し、以下の実験に用いた0これらの形質転換植物は、非ストレス条件

下では野生体と生育に差はなかった（データは示さない）oRNAプロット解析で外

来遺伝子を確認した（図4jA）0カドミウム処理、未処理の植物のシステイン合成

酵素活性を測定し、野生体と形質体で比較を行なった（図4－3B）。その結果、未処

理植物では、形質転換体は野生体と比べて、CS活性は1．8－3．0倍に上昇していた。

0・1mMカドミウム処理植物では、形質転換体は野生体の約2倍であった。TRCS2で

は、カドミウム処理により活性が1・5倍に上昇したが、ⅧCS3では変化しなかった。

ⅧCS2での活性の上昇は、内在性の活性の上昇によると考えられる。一方、TRCS3

でほとんど変化がなかったのは、植物体内での上限に達していると考えられる。

第2項　システイン合成酵素タバコの重金属耐性

2cm長のシュートを0・1mMカドミウム培地に植え継ぎ、生育させた。3週間後、

野生体植物は著しい黄化が見られるなど、カドミウムの毒性を受けているが、形質転

換植物は正常に生育した（図叫）0湿重量を測定したところ、形質転換体では野生

型の約2倍であった0板の生育を測定したところ、野生体の2倍の長さであった（表

4－2）。TRCS2とTRCS3では、TRCS2の方が強い耐性を示した。

集3項　チオール含土

システイン、グルタチオンと低分子ファイトケラチン含量を、野生体、形質転換体

でH札Cを用い測定した（図小5、6）。未処理植物において、形質転換体では、シ

ステイン、グルタチオンとも野生体より高い結果を示した0ファイトケラチンは、野

生体、形質転換体とも、重金属処理前では検出されなかった0カドミウム処理により、

システイン含量はいずれも増加した。グルタチオンは、いずれの植物でもカドミウム

処理でもほとんど変化がなかった0低分子ファイトケラチンは、カドミウム処理1週

間では、野生体と形質転換体でほとんど同じであったが、3週間後には形質転換体の

ほうが著しく高くなった0また、高分子ファイけラチンは、1週間処理、3週間処

理とも、野生体より常に高かった（図“D）0この結果から、システインを含む化

合物の過剰生産が、カドミウム耐性を付与していることが示唆された。
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第4項　カドミウム含量

野生体と形質転換体全草のカドミウム含量を原子吸光分析法で測定した。その結果、

形質転換体でのカドミウム含量は野生体より20％減少していた（図4－7）。一方、形

質転換体では発育が阻害されておらず、個体当たりのバイオマスが多い。そのため、

植物体1個体当たりのカドミウム量は1．8倍であった。このことは、カドミウムは形

質転換体で活発に排出されているか、生育速度の速さにより希釈されていると考えら

れた。この点に関して情報を得るため、第6項以下の実験を行なった。

弟5項　Tl植物のカドミウム耐性の検定

自家受粉させた形質転換体から得た種子を、0．1mMCdC12を含む培地上で発芽させ、

3週間処理した。湿重量と根の長さを野生体と形質転換体で比較した（図4－8、表

4－3）。野生体の生育はカドミウムの影響で阻害されていたが、ばらつきは小さかっ

た。一方、形質転換体のめばえは生育の速度で2つのグループに分かれた。生育の遅

いグループの湿重量と根の長さの値は、野生体のものと類似していた。速い生育のグ

ループは、湿重量、根の長さとも野生体の2倍であった。この比は、TRCS2で3：1、

TRCS3で1．6：1であった。この結果から、CS遺伝子の過剰発現は後代に遺伝するこ

と、遺伝子は1コピーであると考えられた。

弟‘項　ⅤトSEMによる葉の表面の観察とトライコームの数の比軟

トライコームを介した重金属の排出の可能性を調べるため、実体顕微鏡および光学

顕微鏡を用いてカドミウム処理した葉表面を観察した。すると、結晶状の物質が葉表

面に観察されることと、トライコームはカドミウム処理前と比べ著しく発達している

ことが判明した（図4－9、10）。そこで、W－SEMを用いて、インタクトな葉表面を

さらに詳しく観察した。

タバコのトライコームは、長いものと短いものの2種存在するが、結晶の生成はい

ずれのトライコームにも見られた（図4－11）。結晶は大きなもので15叫m、平均の

直径は60叫mであり、種々の形態のものが見られた（図4－12）。植物体1個体当た

りの結晶の数は、約300ー500であった。

VP－SEMで、未処理の形質転換体（mcs2）と野生型の葉の表面を観察し、トライ

コームの数を計測したところ、形質転換体ではトライコームの数が増加していること

が判明した（表4■）。同様の結果は茎でもみられた（図4－13）。また、結晶の生成

は、TRCS2でより活発であった。野生体では、カドミウム処理でトライコームの数

は増加していた。形質転換体では、トライコームの細胞の膨張、長さの発達などは、

野生体と同様に見られたが、数の増加はみられなかった（表4－4）。
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集7項　VP－S加工雄蕊範墟磯舟泌藤島の元素分析

葉表面の結晶が排出されたカドミウムである可能性についてさらに調べるため、

EDXを装着したVFSEMでの観察と測定を行なった。ⅤトSEMを用いると、固定、

包埋、蒸着といった前処理が不必要なため（図机4、15）、葉表面の結晶をインタク

トで測定するには最適であると考えられたからである。

その結果、結晶の主成分はカルシウム、炭素、酸素で、カドミウムも含まれており、

微量成分としてマグネシウムとマンガンを含んでいた0結晶のトライコーム頭頂部に

面する部分でカドミウム濃度が高い傾向が見られた0また、トライコーム頭頂部の表

面を観察したところ、カドミウムは検出されず、結晶の元素組成とは著しく異なって

いた（図4」6、17）。

結晶が、粘液性のガムに溶解した状態で排出され、葉の表面で濃縮されたのではな

いかと考えられたため、長いトライコーム頂部から分泌液（ガム）のみを採取し、

EDXで測定した0その結果、ガムの組成は結晶のものと大きく異なり、炭素と酸素

しか検出されなかった（図小16C）。このことは、カドミウムを含む結晶の排出は分

泌液の排出とは独立に起こることを示唆している。

集さ項　EPMA分析による分泌結晶の元素分析

VP－SEMrEDXで得られた結果をさらに確認すろため、葉表面から単離した結晶の

E円止A分析を行なった。EPMA分析に用いられるWDX（波長分散型X線分析装置、

WaVelength伽SiveX－rayanalysis）検知券では、カルシウムとカドミウムのシグナル

が完全に分龍するため、定量性において優れていると考えられたからである。その儀

果はⅥトSE賂EDXタロマトグラムの結果とよく一敦しており、カドミウム量は結晶

中の2．2％と算出された（表中5、図4－18）。

集9項　TEMによるトライコーム内部の観察

結晶の生成はトライコーム細胞の中で起こっているかどうかを確認するため、TEM

を用いてトライコーム細胞の内部を観察した（図小19）。カドミウム処理前の頭頂部

の細胞は、核、ミトコンドリア、プロプラスチドを含んでいるが、生きた細胞である

こと示している0液胞中には、オスミウムに親和性が高く、電子密度の高い物質（オ

スミウム物質、OSmiqphihcmaterials）が見られる00・2mMのCdC12で2、3週間処理

した結果、頭頂部の細胞での液胞化が起こり、オスミウム物質の蓄積が見られる。こ

のようなオスミウム物質の蓄積は細胞間隙にも見られ、また、クチタラ層にも浸透し

ている。おそらくこれが生成した結晶であろうと考えられる。
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集10項　W－SEM－EDXに■よるトライコーム内部の分析

トライコーム内部の元素組成が他の組織と異なって小るのかを検討するため、タバ

コ葉をパラフィン包埋、切片とし、VP－SE賂EDXを用いて元素の分布を測定した。

その結果、トライコーム内部では、イオウ、リン、カルシウムの濃度が他の組織と比

較して高いことが判明した（図小20）。カドミウム処理したものも、処理後のものも

同じ結果が得られた。組織内のカドミウムはこの実験では検出されなかった。これは、

包埋に用いたパラフィンに含まれる炭素、酸素の量と比較して、カドミウムは濃度的

にわずかであったことによると考えられる。

第11項　カルシウム添加実験によるカドミウムの毒性の検定

カドミウム耐性において、カルシウムを含む結晶の生成および排出が重要であるこ

とが示されたことから、カルシウムを培地に添加して、カドミウムの作用に対する影

響を調べた0野生体タバコの長さ2cmのシュートを、異なったカルシウム濃度の、

0・2血Mカドミウム培地に移して2週間育て、生育を比較した（図小21、表4j）。カ

ドミウムによる生育阻害はカルシウム濃度が上昇するにつれ軽減されていた。カドミ

ウムを含まない培地では、高濃度のカルシウム生育に影響を与えなかった。

集12項　他の重金属で処理した点CgJタバコの耐性

Rαブタバコの他の重金属処理での耐性を検討した。水銀鴨C12）、銅（CuCち）、

セレン（NちS叫）、および食塩で検討した。しかし、いずれの重金属にも耐性を示

さなかった0また、これらの重金属で処理したタバコの表面をⅦ－SEMで観察したと

ころ、いずれも結晶が観察された（図小22A）。しかし、EDX分析を行なったところ、

カドミウムの場合とは兵なり、処理に用いた重金属は検出されなかった（図小22B）。
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巴4－2　カドミウムが野生体潔よび形賞罰換坪タバコに　える書汐選

野生体、TRCS2、TRCS3のシュートを0．1mMCdCl2を含む培地に移し、1週間生育させ

て発育を比較した。示した値は7個体の平均値±帝準偏差で示した。

Wi唖　　　　TRCS2　　　　　TRCS3

根の長さ（m）　27．恥2．7　　　49．恥4．0　　　43．2＋3．6

湿重量匝g）　115．hll．3　　2糾．恥35．g　　171．h28．9
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小3　Tl植物のカドミウム耐性

野生体、TRCS2、TRCS3の種子を0．1mMCdCちを含む培地上に播種し、3週間生育させ、生育を

比較した0検体数は（）に示し、平均値±標準偏差で表した。

彼の長さ（m）　　　　　　湿重量（mg）　　　　　　　　此

u喝¢Seedhgs Smal1seedlings Largeseedlings Smallseedhgs

W舶一昨　　　　　　　5・8土1・9（加）　　　　　　　　　99．3封臥5（却）

mCS2　14・牡声・5（16）　4・牡1・3（刃　　205．3±11．Oq6）　89．5±15．8（5）　3：1

ⅧCS3　　9・3土1・9（13）　5・牡1・6（8）　196・3±17．6（13）　102．5土10．句8）1．6‥1
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巴4－4　野生ロとTRCS2のトライコームの。□の比灰

腋芽を1週間通常培地で生育させ、そのあと0．1mMα02を含む培地に移し1週間

生育させたow－SEMで観察し、葉の先端5mm2のトライコームの数を数えた。5検体
の平均値±榛準偏差を示した。

植物　　　　　　　　　　未処理　　　　　　α処理

トライコームの種類

W祉l一触

S血

long

TRCS2

Sb止

long

29．8±2．0

16．2士1．2

37．4士1．4

20．8士2．1

35．4士2．9

24．6±0．5

38．2±0．7

24．8士2．2
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表4－5　単離した結晶のEPMA分析

検出された炭素の値はカーボンテープと蒸着に

用いた炭素の値を含んでいるので、分析から外し

ている。

元素　　　　　　　％

Ca

O

GI

Mn

Mg

61．0

34．7

2．2

1．5

0．4

To也1　　　　　　　99．8
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巴4－6　カルシウムがカドミウムの騙　に唱ぼす影響

2cmの高さの野生体タバコシュートを切り取り、0・2mMαC12を含む培地に移し、3週間処理し

た07検体の平均±摩準偏差で示した。

処理帥）　　　植物の長さ匝l）　　藩主圭帥g）　1個体当たりの

結晶の数

α加　　c㌔　　シュート　　　　根

0　　　3．0　　　‘．1＋1．7　　　8．2＋2．2　　　　307車帽

0・2　　　0　　　　2．0＋0．2　　　　　0　　　　　　73＋19

0・2　　　3．0　　　3．4＋0．5　　　0．3＋0．1　　　　96＋25

0・2　　30．0　　　4．5＋1．3　　　6．2＋1．9　　　　255＋35

23＋12

0

337＋95

629＋226
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WT T73C立　¶偶　　WT TRCS2　TRCS3

丁

］
VVT TRCS2　¶1CS3　　　　WT TRCS2　TRCS3

Untreated

囲¢3　RCyJ遺伝子発現の確認

T帽atOd

A　野生体および形質転換体CTRCS2，TRCS3）におけるRNAプロット解析による外
来遺伝子（月C釘）の確乱

各レーンには全mを刃帽ロードし、電気泳動後ナイロンメンプレン（均心md－
N十）にキヤピラリートランスファーした。RCゞJをブロープとして用いハイプリグ

訟）0・さ認慧憲苧濫㌶話芸欝誓艶芳認識
値と標準偏差（±SE）で示した。

104



WT

TRCS2

号　Y

添

WT TRCS2

ヌ44　月CSJタバコのカドミウム、性

A　野生体（上）とTRC㍊（下）の若いシュート。

B　高さ10cmのシュート、野生体（左）とTRCS2（右）。
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Wlは・tyPO

TR¢＄2

TR¢＄さ

囲小8　Tl植物のカドミウム耐性

野生体、nCS2、TRCS3の種子を0．1mMCdα2

を含む培地上で発芽させ、3週間生育させた。
Bar＝1cm
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Eトライコーム先端に結晶の析出が見られる（矢印）。
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府職乱撃甘…御恥吋畔雷盟付・ゝ

、4－10、′、目　　によるトライコームと

藩屋の生、の　目、

A　野生体タバコのトライコームの観察。粘性のあるガムで覆われている（矢印）。
B O・2mMCdで処理した野生体タバコの長いトライコームの頂部の結晶（矢印）。
C O・2mMCdで処理した野生体タバコの撞いトライコームの頂部の結晶（矢印）。
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、、4－13　VP－SEM　　によるトライコームの　の

A　未処理の野生体葉の先端部におけるトライコームの分布。B訂＝1mm
B　未処理のTRC52葉の先端におけるトライコームの分布。B訂＝1mm
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㈱　　　　　ォ湖…軸紳頼

通常の方法

．j　　　　　　・．廿㌧再．！∴、

金屑、歯など

Vp－SEM

含水組凛

VP－SEM

クーリングステージ

金属、細菌、乳剤

タライオ法

サンプル

固定

脱水

乾燥

蒸着

クーリングステージ．　　　タライオステージ

蒸藩

SEM観察

園4－14　SEM視察の　順

SEMによるサンプル前処理の一般的な流れ図。今回用いた方法（W－SEM＋クーリングステ
ージ）は、含水組織の不安定な表面構造ををインタクトに観察するのに大変優れた方法で
あり、なおかつ、前処理も簡便である（Kuboki訂山W勅1996より）。
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弟4節　考察

第l項　タバコ内でのシステイン合成酵素過剰発現

本研究では、システイン合成酵素過剰発現タバコが、高いレベルのシステインやチ

オール化合物を生合成し、カドミウムを解毒、野生型より高い耐性を示すことを見い

出した。

CS活性と、一連のチオールの含量は、カドミウム処理により上昇するが、RCゞJ形

質転換体ではそのいずれも高かった。これらの結果から、高いCS活性によりシステ

イン生合成を活性化し、高いカドミウム耐性を付与していることが示唆された。チオー

ル化合物の中で、ファイトケラチンが重金属耐性において最も重要であると考えられ

ている。多くの植物で、PC生合成は重金属処理により活性化され、前駆体であるシ

ステイン、㌣グルタミルシステイン、グルタチオンの量で律速されている（む止1996；

Chenetal．，1997）。このことは、Y－GCSとGSを過剰発現させたカラシナが重金属耐

性を付与されたことからも支持される（2mudal．，1999a，b）。本研究で作出した形質転

換体もこれらと同様に、ファイトケラチンの生産の増加を示している。特に、TRCS2

では、mCS3と比べて高分子ファイトケラチンの量が多い。カドミウムーファイト

ケラチン複合体は、高分子ファイトケラチンで安定化されている（KnecrandZenk，

1997）。繰り返し配列の多い高分子ファイトケラチンは、低分子ファイトケラチンと

比べてカドミウムとの親和性が高く、より効率的にカドミウムを解毒している

（Sat血ふeetal．，1999）。本研究でも高分子ファイトケラチンの琴積が重金属耐性に

寄与していることが示された。

前述のγGCSとGSを過剰発現させたカラシナでは、湿重量当たりのカドミウム

量は野生体より高い。しかし、本研究ではカドミウム濃度は形質転換体で低くなって

いる。このことから、抵抗性の機構はカラシナとは一部異なっており、カドミウムの

取り込みか排出系に影響が出ているか、吸収されたカドミウムが速い成長により希釈

されていることが考えられた。これらの可能性の検討をさらに行なった。

第2項　形質転換タバコの重金属耐性の由来

これまでに、カラシナ（且J血αa）の葉をカドミウム処理すると、葉のトライコー

ムにカドミウムが集まり、葉全体と比較すると43倍に蓄積されることが報告されて

いる（Saltdal．，1995）。本研究では、形質転換体でトライコームの数が増加してい

ることと、タバコ葉のトライコームから結晶が排出され、それが高濃度のカドミウム

を含んでいることを見い出した。

これらの知見から、トライコームは、第1節で述べた局在化と排出の両方に関与し

ていると考えられる。トライコームにカドミウムを蓄積することで、柵状組織、海綿
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状組織などの細胞質に富む組織のカドミウム濃度を下げ、毒性を受けないようにして

いる。トライコームはカドミウム処理前からイオウ濃度が高く、細胞質ではチオール

濃度が高いことが示されている（0血誠m詑一山cda成れ2∝X））。また、大きな液胞も

存在する。このことから、これはカドミウムを効率的に解毒できる器官である。液胞

中に運ばれたカドミウムはカルシウムとともに結晶化し、さらに頭頂部から排出され

る。

これらの知見から、形質転換体のカドミウム耐性の由来は、1）チオール化合物の

蓄積でカドミウムを解毒する作用　2）カドミウムの局在化と排出に重要なトライコー

ムが発達している　という2点であることが推定された。

集3項　トライコームの発達とイオウ代謝、重金属耐性との関連

トライコームは、植物地上部の表皮細胞から伸びている毛状の構造物と定義されて

おり、ほとんどの植物にみられるが、その機能はほとんど解明されていない。いくつ

かの植物では、悪環境や、昆虫、細菌の害に対する防御機構に関連していることが推

定されている。トライコームの発達に関する研究は、おもにシロイヌナズナ突然変異

体を用いて進められており、細胞周期、細胞骨格の形成および転写因子が関与する複

雑な機構であると考えられているが、現在のところ未だ不明な点が多い（Szymansb

dd．，2000）。

システイン合成酵素とトライコームの機能および発達との関連について、近年重要

な発見が相次いでいる。グルタチオン生合成系の遺伝子であるり侶3A、鑓f∫（セリン

アセチル転移酵素）、g虚J、節妃、およびメタロチオネインの遺伝子はトライコーム

で高いレベルで発現しており、チオール濃度もトライコームで高いことが報告されて

いる（Murphyetal．，1997；Gotoretal．，1997；G血6rrez－Alcalaetal．，2000）。また、細胞質

型システイン合成酵素q侶3Aのトライコームでの転写は、カドミウムやNaClで誘導

される（Bmso成れ19弊）。トライコームと根における根毛は、類似のメカニズム

で形成されることが知られているが、根毛にもグルタチオンが蓄積しており、根毛の

発達にグルタチオンは必須である（S肌Ch乾一托m血dal．，1997）。本研究でもパラ

フィン切片でEDXスペクトル測定を行ない、トライコームのイオウの蓄積を見い出

したが、以上の情報から、このイオウにはチオールの形のものが関与していることが

推定される。

現在のところ、トライコームの発達自体に還元型イオウ（おそらくグルタチオン）

が関与していることと、その結果、重金属の解毒に特に通した器官となって、植物体

内（少なくとも地上部）のカドミウムを蓄積していると考えられる。システイン生合

成には、CSとともに、セリンアセチル転移酵素の働きが重要であり、この2つの酵

素は複合体を作って活性型となっている（Bog血0VaandHeu，1997）。セリンアセチ

ル転移酵素がトライコームで高く発現していることから、トライコームあるいはその
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前段階の細胞ではシステインの前駆体である脱が十分に供給され、システインお

よびチオールの蓄積に結びついていると考えられる。トライコームと根における根毛

は、類似のメカニズムで形成され、グルタチオンの蓄積が根毛の発達をひきおこして

いる（Sanch防托man血z威al．，1997）。地上部でも、チオールの蓄積がトライコーム

のイニシエーションの引き金になっているのかもしれない。システイン合成酵素タバ

コの耐性の一因は、トライコームの増加によりカドミウムの局在化と排出が活発に起

こっていることによると考えられた。

結晶は大きなもので150けm、平均の直径は60けmであった。植物1個体当たりの

結晶が630個であったことから考えると、4．2帽のカドミウムが排出されていると計

算される。植物1g当たりのカドミウムが1叫gであることから、この機構によるカ

ドミウム排出が耐性の一部を担っていると考えられる。本研究ではこのように、重金

属の排出器官としてのトライコームの新しい機能を見い出した。カドミウムが濃縮さ

れ、結晶化していくメカニズムはまだ不明な点が多くあるが、カルシウムが重要な役

割をになっていることは確かなようである。カドミウムは、一般的にはカドミウムは

カルシウムのアンタゴニストとして知られている。カドミウムはカルシウムと同じ膜

チャンネルを通るため、競争反応によりカルシウムの取込みを阻害する（鮎ve助成al．，

1997）。本研究で示したように、カルシウムはカドミウムとともに活発に排出される

ことでカドミウム解毒の役割を果たしている。植物体内のカルシウム結晶としては、

シュウ酸カルシウムの結晶がミネラルの蓄積に関与している（Amott，1983；Webb，

1999）。シュウ酸カルシウムの結晶は、異形細胞に存在していることが多いⅣ。bb，

1999）。同様に、タバコ葉の結晶もシュウ酸カルシウムの結晶を基本としており、そ

こにカドミウムを含んでいると考えている。そして、異形細胞の代わりにタバコでは

トライコームに結晶を蓄積し、排出しているのだろう。

第4項　VP－SEMの有用性

葉表面に排出された結晶をインタクトに観察・分析するため、近年開発された低真

空SEM（VP－SEM）を用いた（KubokiandWada，1995，1996；IwanOetal．，1999）。低真空

SEMは、N虹u血SEMとも呼ばれており、水分を含んだ食品、微生物を前処理無しで

観察できることから、種々の応用が期待されている。植物生理学的な研究にも導入さ

れつつある（IwanOetal．，1999；Sugirrmraetal．，1999）。本研究でも、葉表面の不安定

な結晶は、通常のSEMでは固定、脱水などの前処理で脱離してしまった（データは

示さない）。

弟5項　カドミウムと他の重金属で処理したときの違い

カドミウムは本来は生体内に存在しない金属であり、他の陽イオンのトランスポー
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タを介して取り込まれると考えられそいるご近年、カルシウムトランスポータを介し

てカドミウムが取り込まれることが示された（Ck和旧闇虻tal．，19粥）。このように植

物ではカドミウムはカルシウムと挙動をともにすることが多い。ⅥトSEM－EDXでの

葉表面の分析によると、カドミウム処理の際にはカドミウムを含んだ結晶が見られた

が、他の重金属ではそのような現象は見られなかった。

カドミウムは代表的な重金属と考えられているが、他の重金属との応答の差につい

てはあまりくわしく研究されていない。トライコームの重金属の局在にについても、

カドミウム以外の重金属では検討されていない。今臥重金属の排出は、検討した重

金属の中ではカドミウムに特異的であり、システイン合成酵素による耐性もカドミウ

ムにのみ見られた。生体内での挙動が、カドミウムと他の重金属で違い、これが差に

つながっていると現在考えている。

集6項　本研究を応用したファイトレメデイエーションの可能性

本研究と前後して、叫一弘貼らは、シロイヌナズナで細胞質型システイン合

成酵素を過剰発現させ、カドミウム耐性が付与できることを見い出している（2001）。

彼らの結果では、湿重量当たりのカドミウム含量は増加している。これは、カラシナ

（且力靴朋）に㌣GCSおよびGSを導入した時の結果と一敦している（孤u虎al．，

1999a，b）。このように、形質転換に用いる植物によって、遺伝子の効果が若干異なっ

ているが、双子棄権物ではシステイン合成酵素の過剰発現がカドミウム耐性に結びつ

いていることが裏付けられた。

今後は、これまで有効性を確認された遺伝子を多重導入することにより、より効率

的にカドミウムを解毒できる植物の作出が期待できる。ポプラ（坤山揖肋）や、

ユリノキ（yeuowpoplar，出血如血肌叫画如）など成長の速い木本植物は、バイオマ

スを考慮すると、ファイトレメデイエーションの材料としてもっとも優れた植物種で

あると考えられている（Rugh虎al．，1998；Salい卵帥）。この分野での今後の発展が期

待される。

また、本研究では、これまであまり考慮されなかった、重金属の排出機構について

知見を得た。重金属の排出を活性化した植物を作製することにより、汚染土填で育て

ても重金属を蓄積しない食用植物が作出できるかもしれない。

ネギ属植物においては、システインの合成と代謝が活発に行われ、下流のアリシン

などのイオウ含有二次代謝産物に誘導している（Ur弧Oetal．，2000）。本研究での結

果とも考え合わせると、システイン合成酵素に代表されるイオウ還元同化のステップ

は、生体内でのイオウ化合物の生合成の鍵反応となっている。今後は、イオウ代謝遺

伝子の発現制御の応用に向けての研究の発展が強く望まれる。
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第5草　稔括

イオウは動植物にとって重要な必須元素である。植物体内で、アミノ酸やビ

タミンなどの形で有機イオウ化合物が存在し、重要な働きを担っている。必須アミ

ノ酸の中では、システイン、シスチンおよびメチオニンが、イオウを含んでおり、

含硫アミノ酸と呼ばれている。グルタチオンは、システインを含むトリペプチドで

あり、生体内での酸化還元反応に寄与している。一方、分子中にイオウを含み、

興味深い生物活性を示す天然物は少なくない。これらの多くは植物の二次代

謝産物であり、その含有量は、薬用植物や食用植物の品質を決定する。

これまでの高等植物におけるイオウ代謝系に関する研究は、イオウを成長

に不可欠な栄養素の一つとしてとらえたものがほとんどであった。しかし一

方で、イオウを含む化合物の生体内での生産および蓄積は、動植物のストレ

ス応答機構に密接に結びついていることが最近明らかにされはじめた。本研

究では、これまであまり顧みられなかった、ストレスとがイオウ代謝に及ぼ

す影響についての研究を行い、イオウ含有二次代謝産物の生産を一次代謝系

とを関連づけた。

第1章では、分子内にイオウ含む化合物について概説した。人間がイオウ

および含イオウ化合物をどのように利用してきたかと、イオウが含まれてい

る分子の特徴、生体にとってどのような作用が期待できるかを述べた。イオ

ウ含有化合物の生合成は、生物の防御システムが関与していることを示した。

第2章では、シロイヌナズナを用い、イオウの還元同化系の遺伝子が傷害

ストレスで誘導されることと、遺伝子の誘導はイオウ含有二次代謝産物であ

るグルコシノレートの蓄積に結びついていることを示した。グルコシノレー

トは、アブラナ科植物の二次代謝産物であり、分子内に酸化塑、還元型のイ

オウを含むことから、イオウ代謝系がこの物質の生産と密接に関連している

と考えられる。またこれは、昆虫忌避活性を有するなど植物自信の防御機構

に関与しているだけでなく、重要な野菜やス’バイスの香味を決定している物

質である。分子育種によりグルコシノレートを量的、質的にモデフアイする

ことにより、有用な食用植物の作出が可能と考えられる。また、序論で述べ

たように、分子中にイオウを含み、興味深い生物活性を示す天然物は少なく

ない。これらの物質は、その含有量が、薬用植物の品質を決定するだけでな

く、合成医薬品のリード化合物としても利用可能である。このような物質を

血yル0あるいは血y血0で大量合成させるのは、生物工学的に重要である。

本研究により、イオウ代謝系の活性化が含硫二次代謝産物の増加に結びつい

ていることを示した。今後は、この応答は他の植物にも共通なのかという問

題の解明とともに、イオウ代謝を活性化する因子の単離、鍵反応の発現レベ

ルの変更による二次代謝産物含有量の制御などの研究の発展の可能性が考え
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られる。

植物体内にはシステインのチオール基と重金属のキレーションにより安定なク

ラスターを作ることにより、解毒を行うペプチドおよびタンパク質がある。ファ

イトケラチン、メタロチオネインと呼ばれ、その生産は重金属ストレス耐性

と強く関連している。クラスター内のイオウの量がカドミウムに比して大きい程、

生体内で無毒な形になっていると考えられている。そこで第3章では、イオウ代

謝系の遺伝子のカドミウムストレス条件下での挙動を調べた。その結果、

ATPスルフリラーゼ、APSレダクターゼ、亜硫酸レダクターゼなどのイオウ

還元同化系の遺伝子が誘導されることが明らかになった。また、この誘導は

重金属耐性に関与するチオール化合物の蓄積に結びついているが、グルコシ

ノレート蓄積量には影響しないことを見い出した。グルコシノレートはイオ

ウの形態としては特殊で、傷害応答に適合した形である。重金属ストレス条

件下では、還元型イオウの要求量が大幅に増大するが、その場合でも、グル

コシノレートはイオウのプールとしては機能しない辛が明らかになった。重

金属ストレスと傷害ストレスは完全に別な経路で認識されていると考えられ

る。

第4章では、イオウ代謝遺伝子のストレス応答に関する寄与を道連伝学的

手法を用いて検討した。すなわち、イネ由来の細胞質型システイン合成酵素

をタバコで過剰発現させ、カドミウム耐性を検定した。システイン合成酵素

過剰発現タバコは、野生体と比較してカドミウムに対して耐性を示し、自家

受粉させて得た種子から得た後代の植物でも耐性は維持された。形質転換体

では、チオール化合物、すなわちシステイン、グルタチオン、ファイトケラ

チンの含有量が野生体より増加しており、これが耐性の一つの要因になると

考えられた。一方、湿重量当たりのカドミウム量は野生体より減少しており、

重金属の吸収あるいは排出機構が影響を受けていることが推定された。さら

に、形質転換植物の耐性機構を明らかにする過程で、トライコームの機能を

調べた。トライコームは、防御物質の蓄積、排出など、植物のストレス応答

に関連していることは示唆されていたが、重金属耐性における寄与にはほと

んど言及されていなかった。本研究で、走査型電子顕微鏡およびⅩ線元素分

析装置を用い、重金属の局在化と排出にトライコームが関与しており、その

発達にイオウ代謝が関与していることを示した。

以上、本論文では、傷害ストレスと重金属ストレスを具体例として、イオ

ウ代謝系のストレス応答と、イオウを含む二次代謝産物の生産について述べ

た。また、イオウ代謝系を強化した形質転換体を作製し、イオウ代謝系のカ

ドミウムストレス耐性機構への寄与を確認した。イオウ代謝系の制御による

新たな有用植物の作出に、本論文の結果が寄与することを期待する。
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