
別紙1 論文内容の要旨

植物は､硫酸ｲｵﾝを基質として様々な硫黄化合物を合成する｡根より吸収された硫酸ｲｵﾝは還元され硫化水

素となり､ o-ｱｾﾁﾙｾ1)ﾝに取り込まれる事により最初の硫黄代謝産物であるｼｽﾃｲﾝを生成する｡このｼｽﾃ

ｲﾝ合成の最終ｽﾃﾂﾌﾟを担うのがｼｽﾃｲﾝ合成酵素で,硫黄同化経路が窒素同化経路と炭素同化経路と交わる点

に位置している｡ｼｽﾃｲﾝ合成酵素括性やｼｽﾃｲﾝ合成酵素遺伝子ｱｲｿﾌｵ-ﾑの遺伝子発規の栄養源に対す

る応答や,ｼｽﾃｲﾝ合成の律速段階を解析することにより､ｼｽﾃｲﾝ合成の削御機構を解明することが出来ると

考えられた｡このような目的で､ｲﾈを剛､て生理実験を行ったところ､硫黄欠乏条件下でｼｽﾃｲﾝ合成酵素括性

が地上部,根の両方において上昇する事が示された｡この上昇は窒素栄養の存在下のみで見られたことから､硫黄同

化経路の窒素源による削御機構の存在を示した｡この応答が遺伝子発現のﾚﾍﾞﾙで見られるのかを調べるために､ 4

個のｼｽﾃｲﾝ合成酵素遺伝子(rcs]､ rcs2､ rcs3､ rcs4)を単離した｡それぞれの遺伝子発現を解析したところ､酵

素括性ﾚﾍﾞﾙと同様に､窒素栄養依存的に硫黄欠乏条件下でrcs]のmRNA蓄積量が地上部と根の両方において上昇

していた｡窒素欠乏条件のもとでは､ｼｽﾃｲﾝ合成酵素の基質のひとつである0-ｱｾﾁﾙｾﾘﾝが欠乏するために

この応答が起きないと考えられる｡これらの事から､細胞内のｼｽﾃｲﾝ合成酵素括性は主にrc∫Jによる事が示唆さ

れ､ r(､∫ﾉの遺伝子発硯誘導に伴う酵素括性の上昇が硫黄欠乏条件下での効率的なｼｽﾃｲﾝ合成における律速段階の

1つである事が示唆された｡実際､ｾﾝｽr(,∫J過剰発規ｲﾈは明条件下において高いｼｽﾃｲﾝ含量を示した｡また､

ｲﾈをNa2S処理する事により細胞内のｼｽﾃｲﾝ含量が上昇したことから､硫酸ｲｵﾝの硫化水素までの還元もま

た､ｼｽﾃｲﾝ合成の律速となっている事が示された｡これらの結果により､ｼｽﾃｲﾝ合成は､硫化水素の生成と

ｼｽﾃｲﾝ合成酵素の括性ﾚﾍﾞﾙの､少なくとも2つのﾎﾟｲﾝﾄで削御されている事が示された｡

ｲﾈの生育障害である秋落ちの主な原因は､水田から発生する硫化水素であると考えられている｡これまでにｺ

ﾑｷﾞ由来のｼｽﾃｲﾝ合成酵素遺伝子を過剰発硯させたﾀﾊﾞｺが､有毒なﾚﾍﾞﾙの硫化水素ｶﾞｽに対して抵抗性を示

すことが報告されている事から､ｾﾝｽrc∫J過剰発規ｲﾈが秋落ちに耐性を示す可能性が示唆された｡しかし､形質

転換ｲﾈは野生型ｲﾈよりもNa2S処理に対してより感受性を示した｡これは形質転換ｲﾈにおいては,毒性を示す

ﾚﾍﾞﾙのｼｽﾃｲﾝが蓄積している事によると考えられた｡

上述のｼｽﾃｲﾝ合成経路で合成されたｼｽﾃｲﾝのほとんどはﾒﾁｵﾆﾝ､ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝ合成のために代謝さ

れると考えられる｡しかし,これら量的に主要な有機硫黄化合物以外にも植物細胞にはｼｽﾃｲﾝを起源とすると考

えられる化合物が多く存在し､それらの代謝にかかわる生化学的経路が高等植物において確認されていないものも多

い｡そのような硫黄化合物の多くは､徴生物や動物においても同様に存在しており､関連する遺伝子も数多く単離さ

れている｡そこで､そのような経路の存在を高等植物において確認するために､遺伝子の側から生化学的経路の推定

を試みた｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのDNA配列を検索したところ､これまで植物においてその存在が明らかでなかったｼｽ

ﾃｲﾝ代謝関連酵素である,ﾒﾙｶﾌﾟﾄﾋﾟﾙﾋﾞﾝ酸ｻﾙﾌｱ-ﾄﾗﾝｽﾌｪﾗ-ｾﾞ､亜硫酸ｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ､ †-ﾌｱﾐ

ﾘ-に属するどﾀﾐﾝB6酵素のｱﾐﾉ酸配列に有意な相同性を示した4個の遺伝子の存在が確認された｡これらの

遺伝子が実際に機能的な酵素をｺ-ﾄﾞすることを調べるために､ cDNAを単離し生化学的手法や逆遺伝学的手法を用

いて解析を行った, 2個のﾒﾙｶﾌﾟﾄﾋﾟﾙﾋﾞﾝ酸ｻﾙﾌ7-ﾄﾗﾝｽﾌｪﾗ-ｾﾞ(MST)遺伝子(AtMST], A(MST2)

をもとに作製した融合ﾀﾝﾊﾟｸ質は､酵素括性を持つ事を確認し,それぞれﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱと細胞質に局在する事を

明らかにした｡また､ AtMSTlを欠損しているTIDNA挿入変異株を単離したoこの変異株において､鉄硫黄ｸﾗｽﾀ-

を持つ酵素であるNADHﾃﾞﾋﾄﾞﾛｹﾞﾅ-ｾﾞとｱｺﾆﾀ-ｾﾞの酵素括性を測走したところ,野性株と同ﾚﾍﾞﾙであった｡

従って､このMSTの生理機能としてこれまで提唱されていた仮説である,鉄硫黄ｸﾗｽﾀｰの合成には､ A(MST]は

関わっていない事が示唆されたo亜硫酸ｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞﾎﾓﾛｸﾞ遺伝子(AtMCP)はそのｱﾐﾉ酸配列から新規のﾄﾞﾒ

ｲﾝ構造を持つﾓﾘﾌﾞﾃﾞﾝﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞし､細胞質に局在する事が分かった｡しかし､ﾓﾘﾌﾞﾃﾞﾝｺﾌｱｸﾀ-

の合成能が低下した変異株における亜硫酸ｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ括性は､野生型のものと変わらないことから､ MCPが亜硫酸

ｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞをｺ-ﾄﾞする可能性は低い事が示され､亜硫酸に類似する化合物の酸化還元反応を行っている可能性が

示唆された｡ †-ﾌｱﾐﾘ-に属するどﾀﾐﾝB6酵素遺伝子群に属すると考えられるAtPEGがｺ-ﾄﾞするﾀﾝﾊﾟｸ質

は､実際にどﾀﾐﾝB6を補酵素とする事を確認した｡この酵素は､ｼｽﾃｲﾝやｼｽﾁﾝと相互作用する事が示さ

れ､細胞質においてｼｽﾃｲﾝやｼｽﾁﾝ,またはそれに類似する化合物の代謝に関わっている事が示唆された｡

本研究により,高等植物におけるｼｽﾃｲﾝ合成の削御機構や律速段階に関する新しい知見が得られた｡また､

これまで不明であったｼｽﾃｲﾝ代謝経路の--･部を明らかにするとともに､末知の代謝経路を解明する手がかりを得

た｡これらの知見は､ｼｽﾃｲﾝ代謝経路とその制御機構の仝体像､さらには窒素や炭素などの代謝経路とのｸﾛｽ

ﾄ-ｸを理解するために役立つと考えられるo
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論文審査結果の要

植物は､硫酸ｲｵﾝを基質として必要な硫黄化合物を合成する｡根より吸収された硫酸ｲｵﾝは還元

され硫化水素となり､ o-ｱｾﾁﾙｾﾘﾝに取り込まれる事により最初の硫黄代謝産物であるｼｽﾃｲﾝが

生成される｡ｼｽﾃｲﾝ合成酵素によって触媒され､硫黄同化経路が窒素および炭素同化経路とｸﾛｽﾄ-

ｸする点に位置している｡本研究の第---部は､ｼｽﾃｲﾝ合成酵素およびその遺伝子発規の栄養源に対す

る応答や､ｼｽﾃｲﾝ合成の律速段階を解析した｡ｲﾈでは､硫黄欠乏条件下でｼｽﾃｲﾝ合成酵素括性

が地上部,根の両方で上昇した｡この上昇は窒素栄養を要したので,硫黄同化経路は窒素源によって制御

されることが明らかになった｡この応答を遺伝子発現のﾚﾍﾞﾙで調べるために, 4個のｼｽﾃｲﾝ合成酵

素遺伝子(rcs)､ rcs2､ ITS3､ rcs4)を単離した｡それぞれの遺伝子発硯を解析したところ､酵素括性ﾚﾍﾞ

ﾙと同様に､窒素栄養依存的に硫黄欠乏条件下でrcs)のmRNA蓄積量が地上部と根の両方において上昇

していたo rcs)の遺伝子発硯誘導に伴う酵素括性の上昇が硫黄欠乏条件下での効率的なｼｽﾃｲﾝ合成に

おける律速段階の1つである事が示唆された｡また､ｲﾈをNa2S処理する事により細胞内のｼｽﾃｲﾝ

含量が上昇したことから､硫酸ｲｵﾝの硫化水素までの還元もまた､ｼｽﾃｲﾝ合成の律速となっている

事が示された｡これらの結果により､ｼｽﾃｲﾝ合成は､硫化水素の生成とｼｽﾃｲﾝ合成酵素の括性ﾚ

ﾍﾞ.ﾙの､少なくとも2つのﾎﾟｲﾝﾄで制御されている事が示された｡次に､有毒なﾚﾍﾞﾙの硫化水素ｶﾞｽ
に対する抵抗性を期待して､ｾﾝｽrcs]過剰発硯ｲﾈを作成した｡しかし､形質転換ｲﾈは野生型ｲﾈよ

りもNa2S処理に対してより感受性を示した｡これは形質転換ｲﾈが過剰のｼｽﾃｲﾝを蓄積し,自家中

毒を起こしたと考えられた｡そこで本研究の第二部では効率良いｼｽﾃｲﾝの代謝を目指して､その分解

系を解析した｡ｼｽﾃｲﾝの多くはﾒﾁｵﾆﾝ､ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝ合成のために代謝されると考えられる｡し

かし､それ以外にも植物細胞ほｼｽﾃｲﾝを起源とする多くの化合物を持ち､それらの代謝にかかわる生

化学的経路は殆ど知られていない｡そこで､微生物や動物の系を参考に､遺伝子の側からその解明に取り

組んだ｡ﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽを検索したところ､これまで植物においてその存在が明らかでなかったｼｽﾃｲﾝ

代謝関連酵素である､ﾒﾙｶﾌﾟﾄﾋﾟﾙﾋﾞﾝ酸ｻﾙﾌｱ-ﾄﾗﾝｽﾌｪﾗ-ｾﾞ､亜硫酸ｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ､ †-ﾌｱ

ﾐﾘ-に属するどﾀﾐﾝB6酵素のｱﾐﾉ酸配列に有意な相同性を示した4個の遺伝子の存在が確認され

た｡これらの遺伝子が実際に機能的な酵素をｺ-ﾄﾞすることを調べるために､ cDNAを単離し生化学的手

法や逆遺伝学的手法を用いて解析を行った｡ 2個のﾒﾙｶﾌﾟﾄﾋﾟﾙﾋﾞﾝ酸ｻﾙﾌｱ-ﾄﾗﾝｽﾌｪﾗ-ｾﾞ

(MST)遺伝子.(AtMST]､ AtMST2)は､酵素括性を持つ事､それぞれﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱと細胞質に局在

する事を明らかにした｡また､亜硫酸ｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞﾎﾓﾛｸﾞ遺伝子(AtMCP)はそのｱﾐﾉ酸配列から

新規のﾄﾞﾒｲﾝ構造を持つﾓﾘﾌﾞﾃﾞﾝﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞし､相胞質に局在する事,さらに亜硫酸に類似

する化合物の酸化還元反応を行っている可能性が示唆された｡ †-ﾌｱﾐﾘ-に属するどﾀﾐﾝB6酵素遺

伝子群に属するAtPEGがｺ-ﾄﾞするﾀﾝﾊﾟｸ質は,実際にどﾀﾐﾝB6を補酵素とし､ｼｽﾃｲﾝやｼｽ

ﾁﾝと相互作用する事が分かった｡本研究により､高等植物におけるｼｽﾃｲﾝ合成の制御機構や律速段

階に関する新しい知見が得られた｡また､これまで不明であったｼｽﾃｲﾝ代謝経路の-部を明らかにす

るとともに､末知の代謝経路を解明する手がかりを得た｡これらの知見は､ｼｽﾃｲﾝ代謝経路とその制

御機構の仝体像､さらには窒素や炭素などの代謝経路とのｸﾛｽﾄ-ｸを理解するために役立つと考えら

れる｡

以上のように､本論文はｼｽﾃｲﾝ代謝機構の本質に迫るもので､学術上､応用上貢献するところが少

なくないoよって審査委貝-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｡


