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題目 Studies on molecular response to heavy metal ions in ArabidopsIS thaliana

(ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの重金属ｲｵﾝに対する分子応答の研究)

ｶﾄﾞﾐｳﾑ､_水銀などの重金属は動植物に探刻な悪影響を与える｡近代産業はこ
れらを多用し､多くの被害を引き起こした｡汚染修復には膨大なｺｽﾄと時間がか
かる｡有機水銀で汚染された熊本県･水俣湾では､ 150ﾄﾝもの水銀ﾍﾄﾞﾛの処理
のため13年の歳月と485億円を費やした｡ -方で､大地に根ざす植物には様々な
元素を吸収する能力がある｡効率的､経済的な環境浄化方法の開発が期待される中､

これを利用して有害物質を除くｱｲﾃﾞｱが生まれた｡ phytoremediationと呼ばれ､
経済的かつ吸収させた元素の再資源化も可能として米国では既に事業化も試みられ､数
年後に市場規模は400億円に達するとの試算もある｡現実にはまだ効率などに難点が
あるため､分子育種よって重金属吸収能を高めた実用的な浄化植物の創出が期待され
ている｡だが､重金属に関する植物の分子ﾚﾍﾞﾙでの知見は少ない｡
本研究では､実用的な環境浄化植物の創出を最終目標に､植物に与える重金属元

素の影響を分子ﾚﾍﾞﾙで明らかにすることをﾃ-ﾏとした｡実験材科にはｼﾛｲﾇ
ﾅｽﾞﾅ(ｱﾌﾞﾗﾅ科)とｶﾄﾞﾐｳﾑを選んだ｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅは全ｹﾞﾉﾑ配列が明
らかになるなどﾓﾃﾞﾙ植物として分子生物学的知見が豊富である｡また､ｱﾌﾞﾗﾅ
科植物には重金属耐性や蓄積に関する能力が高い種が多い｡ｶﾄﾞﾐｳﾑは毒性が高
いうえ､生体に対して仝く不要な元素とされ､近年､環境汚染の広がりと人体への
影響が懸念される汚染物質のひとつである｡

本論文では､まず､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅに0-0.5mMのｶﾄﾞﾐｳﾑ処理を行い､ｶﾄﾞﾐ
ｳﾑによるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの生理､形態的影響の観察を行った(第1章)｡次にこ
の結果に基づき､蛍光ﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙﾃﾞｲｽﾌﾟﾚ- (FDD)法による遺伝子
mRNAのｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞ､ｶﾄﾞﾐｳﾑｽﾄﾚｽに応答する遺伝子の大規模単離､遺
伝子ﾚﾍﾞﾙでｶﾄﾞﾐｳﾑが引き起すｽﾄﾚｽの同定を行った(第2章)｡さらに､
この中から重金属代謝に関わると予想される遺伝子･蛋白質の機能解析(第3章)
へと研究を進めた｡
植物は酸化的ｽﾄﾚｽを受けると､対処するためにｱｽｺﾙﾋﾞﾝ酸ﾍﾟﾙｵｷｼﾀ

-ｾﾞ(APX)やｽ-ﾊﾟ-ｵｷｼﾄﾞｼﾞｽﾑﾀ-ｾﾞ(soD)などの様々な抗酸化酵素を
働かす｡ｶﾄﾞﾐｳﾑ処理をした植物では未処理試料に比較してAPX､ SODとも括

性が-時的に50%程度にまで低下､また培地中H202濃度も4倍程度にまで上昇し
た｡ -方で､抗酸化能を持つ還元糖｢ﾏﾝﾆﾄｰﾙ｣をｶﾄﾞﾐｳﾑに加えて涼加す
ると､培地中H202濃度の上昇は2倍程度にまで抑制され､ｶﾄﾞﾐｳﾑにより植物
体内で酸化的ｽﾄﾚｽが生じていることが示唆された｡
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このｽﾄﾚｽに対処するために､植物は遺伝子ﾚﾍﾞﾙで様々な村応をしているこ

とが予想された｡FDDによるｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞの結果､ｶﾄﾞﾐｳﾑｽﾄﾚｽに応答す

る31の遺伝子を単離でき､うち1/4は機能未知の遺伝子であったが､残りはﾘﾝ酸

化酵素などのｼｸﾞﾅﾙ伝達因子､分子ｼﾔﾍﾟﾛﾝ､硫黄代謝系遺伝子などであった｡

これらの遺伝子の12時間の発現ﾊﾟﾀ-ﾝは､早期-過的に発硯するものや長時

間発現が継続するlものなどﾊﾞﾗｴﾃｲに富んでいた｡また､蛋白質ﾘﾝ酸化の阻害
剤処理により-部のmRNA菩積量は有意に減少｡ﾘﾝ酸化の関与するｼｸﾞﾅﾙ伝達

経路がｶﾄﾞﾐｳﾑｽﾄﾚｽで活性化されることも明らかとなった｡これらのうち15

はH,02や細胞内で酸化的ｽﾄﾚｽを生じさせる銅ｲｵﾝ処理に､またil 12は熟や
変性蛋白質を生じさせる代謝阻害剤の処理に応答し､酸化的ｽﾄﾚｽと蛋白変性ｽ
ﾄﾚｽがｶﾄﾞﾐｳﾑの与える主要な影響である可能性が示唆された｡

FDDで単離された遺伝子は､生体内でのｶﾄﾞﾐｳﾑｽﾄﾚｽの軽減に機能するこ

とが期待された｡よって､単離した遺伝子の幾つかを酵母内で過剰発現させ､ｶﾄﾞ

ﾐｳﾑに対する耐性を調べた結果､低温や乾燥ｽﾄﾚｽに応答するATMEKKl遺伝
子と､機能未知の遺伝子cdI19の形質転換体2種が､野生型より2-5倍高いCd耐

性を示した｡ cdI19にはﾓﾁ-ﾌ検索の結果､分子内に金属結合に機能するﾄﾞﾒｲ
ﾝと蛋白質を膜局在させるｱﾐﾉ酸配列が見つかった｡植物は通常､重金属ｲｵﾝ

をｷﾚ-ﾄ化などにより隔離して､悪影響を抑える機能が提唱されている｡ CdI19

はｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅでこのような機能を担う因子である可能性が考えられた｡
そこで､ CdI19の機能についてさらに研究を進めた｡蛋白質は金属ｲｵﾝとの結

合で多くはその構造を変化させる｡このため蛋白質の大まかな梼造観測ができる円

偏光二色性(cD)分光法により､大腸菌で発現させたcdI19蛋白のｽﾍﾟｸﾄﾙを測

走した｡その結果､蛋白質の二次碍造を反映する200-240npの領域で､ CDｽﾍﾟｸ
ﾄﾙはｶﾄﾞﾐｳﾑ､銅､水銀の添加により大く変化する-方､ｺﾊﾞﾙﾄ､ﾏﾝｶﾞﾝ､
ｶﾙｼｳﾑの添加ではほとんど変わらなかった｡ cdI19がｶﾄﾞﾐｳﾑなどと結合し､

構造を変化させたためと考えられる｡またcdI19をﾀﾊﾞｺBY2細胞中で緑色蛍光蛋

自(GFP)との融合蛋自質として発現させると､細胞膜周辺にGFPに由来すると思
われる強い蛍光が観測され､ cdI19が細胞膜上に存在する可能性が示唆された｡

GUS遺伝子をﾚﾎﾟ-ﾀ-としてCdI19遺伝子の5末端上流部1Kbのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ
-配列を組み込んだｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの形質転換体は､根の先端付近や中心柱の導管

周辺､旺軸､葉柄､花芽の付け根付近でGUS遺伝子の強い発現を示した｡ﾉ-ｻﾞ

ﾝ解析から､ cdI19は処理後4時間でｶﾄﾞﾐｳﾑのほか､水銀､鉄､鋼､ﾏ●ﾝｶﾞﾝ

ｲｵﾝにも応答し､ mRNA蓄積量を増加させることが分かった｡ cdI19はこれらの
組織で上述のｲｵﾝに応答して発現､機能し､地上部､さらに葉や花などの重要組

織に不要な重金屈ｲｵﾝが侵入するのを防いでいる可能性が考えられる｡

本研究は､ｶﾄﾞﾐｳﾑが植物体内で酸化的､蛋白変性ｽﾄﾚｽを中心として様々

の生理的変化を生じさせることを明らかにした｡これに村応するため多数のｼｸﾞﾅ

ﾙ伝達経路が活性化され､多くの遺伝子､蛋白質が発現､機能していることも示し

た｡_また､新たに得られた遺伝子の中で､ CdI19は重金属ｲｵﾝと直接､相互作用
し､植物体内における重金属ｲｵﾝの隔離や恒常性推持に関与する因子であること

が考えられた｡これまで報告例の少ない植物と重金属との分子ﾚﾍﾞﾙでの関係につ

いて多くの新しい知見を得ることができ､今後､これらの結果の応用とさらなる研

究により実用的な環境浄化植物の創出が実現できるものと期待している｡
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諭文審査結果の要旨

申請者氏名鈴木伸昭

本研究では､実用的な環境浄化植物の創出を最終目標に､植物に与える重金属元素の影響を

分子ﾚﾍﾞﾙで明らかにすることをﾃ-ﾏとした｡実験材料にはｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ(ｱﾌﾞﾗﾅ科)

とｶﾄﾞﾐｳﾑを選んだ｡

本論文では､まず､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅに0-0.5mMのｶﾄﾞﾐｳﾑ処理を行い､ｶﾄﾞﾐｳﾑによる

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの生理､形態的影響の観察を行った(第1章)｡短期間の生長には目立った変化

を与えない0.15mM程度の処理でも､根には深刻な害を与えること､それは特に生長点､つま

り､盛んに分裂している細胞で顕著なことなどが分かった｡こうしたｽﾄﾚｽに対して遺伝子

ﾚべﾙでの対応を調べるために,蛍光ﾃﾞｨﾌｱﾚﾝｼﾔﾙﾃﾞｨｽﾌﾟﾚ- (FDD)法による遺伝

子mRNAのｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞ,ｶﾄﾞﾐｳﾑｽﾄﾚｽに応答する遺伝子の大規模単離､遺伝子ﾚﾍﾞ

ﾙでｶﾄﾞﾐｳﾑが引き起すｽﾄﾚｽの同定などを行った(第2章)｡その結果､ｶﾄﾞﾐｳﾑｽﾄ

ﾚｽに応答する31の遺伝子を単離した｡それらを機能別に分類したところ､ﾘﾝ酸化などの関

与するｼｸﾞﾅﾙ伝達経路にかかわるもの､ H202や細胞内で酸化的ｽﾄﾚｽを生じさせる銅ｲｵ

ﾝに応答するもの､熱など変性蛋白質を生じさせる因子に応答するもの､などが発見された｡

結局､酸化的ｽﾄﾚｽと蛋白変性ｽﾄﾚｽがｶﾄﾞﾐｳﾑの与える主要な影響であることが示唆

された｡得られた遺伝子の中から特に､重金属代謝に関わると予想される遺伝子･蛋白質の機

能解析(第3章)へと研究を進めた｡単離した遺伝子の幾つかを酵母内で過剰発現させ､ｶﾄﾞ

ﾐｳﾑに対する耐性を調べた結呆､低温や乾燥ｽﾄﾚｽに応答するATMEKKl遺伝子と､機能

禾知の遺伝子cdI19の形質転換体2種が､野生型より2-5倍高いCd耐性を示した｡ cdI19には

ﾓﾁｰﾌ検索の結呆､分子内に金属結合に機能するﾄﾞﾒｲﾝと蛋白質を膜局在させるｱﾐﾉ酸

配列が見つかった｡実際､ cdI19をﾀﾊﾞｺBY2細胞中でGFPとの融合蛋白質として発現させる

た結果､細胞膜上に存在することが示めされた｡大腸菌で発現させたcdI19蛋白はｶﾄﾞﾐｳﾑ,

銅､水銀を強く結合したが､ｺﾊﾞﾙﾄ､ﾏﾝｶﾞﾝ､ｶﾙｼｳﾑには結合しなかった｡これらの

結果はcdI19が重金属ｲｵﾝと直接､相互作用し､植物体内における重金属ｲｵﾝの隔離や恒

常性維持に関与する因子であることを示唆する｡

今後､これらの結果に基づいた応用研究により実用的な環境浄化植物の創出が実現できる可能

性を開いたことは､本研究の大きな成呆である｡

以上のように､本論文はこれまで報告例の少ない植物と重金属との分子ﾚﾍﾞﾙでの関係につ

いて多くの新しい知見を与えるもので､学術上､応用上責献するところが少なくない｡よって

審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


