
別紙1 論文内容の要旨

硫黄はすべての生物の必須元素であり､ﾀﾝﾊﾟｸ質の折りたたみや酵素の触媒や細胞の酸化還元状態の

維持に重要な役割を果たしている｡植物と微生物は硫酸などの無機硫黄化合物を同化して､ｼｽﾃｲﾝや

ﾒﾁｵﾆﾝやｸﾞﾙﾀﾁｵﾝといった有機硫黄化合物を合成することができる｡ -方､動物は主に植物が合

成した有機硫黄化合物を利用している｡植物では､硫酸ﾄﾗﾝｽﾎﾞ-ﾀ-によって細胞内に取り込まれた

硫酸は､主にﾌﾟﾗｽﾁﾄﾞに運ばれて､活性化と還元の作用を受け､硫化水素となる｡生じた硫化水素はｼ

ｽﾃｲﾝ合成酵素によって､ｱｾﾁﾙｾﾘﾝに付加されてｼｽﾃｲﾝとなる｡近年､植物から硫黄同化経

路に関わる遺伝子が､数多く単離されてきた｡その結果､硫黄同化のほとんどのｽﾃｯﾌﾟには3つ以上の

ｱｲｿｻﾞｲﾑが存在することが分かってきた｡特に､ｼｽﾃｲﾝ合成酵素はESTｸﾛ-ﾝを含めると7

種以上存在することが示唆された｡ｼｽﾃｲﾝとｼｽﾃｲﾝ合成の前駆体であるｱｾﾁﾙｾﾘﾝが､転写

ﾚﾍﾞﾙあるいは活性ﾚべﾙで硫黄同化経路に関わる酵素を制御していることが分かっており､ｼｽﾃｲﾝ

合成酵素は硫黄同化経路の鍵酵素の-つであると考えられている｡しかし､複数のｱｲｿｻﾞｲﾑの必要性

については､ほとんど何も分かっていない｡そこで､ﾓﾃﾞﾙ植物であるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅを用いて､ｼｽﾃ

ｲﾝ合成酵素遺伝子のｱｲｿｻﾞｲﾑの役割の違いを明らかにすることを目的として､以下の研究を行った｡

7種類すべての酵素の性質を調べるために､ GSTとの融合ﾀﾝ/1oｸ質を大腸菌で発現させて､精製し

たo精製ﾀﾝﾊﾟｸ質のｼｽﾃｲﾝ合成酵素活性を測定したところ､ cs26を除くすべてのﾀﾝ/1oｸ質がｼｽ

ﾃｲﾝ合成酵素活性を示したが､ AtcysD2､ AtcysClのｱｾﾁﾙｾﾘﾝへの親和性が低く､ｼｽﾃｲﾝ合

成能ﾉ]が低いことが分かった｡これらのﾀﾝﾊﾟｸ質はすべてﾋﾟﾘﾄﾞｷｻﾙﾘﾝ酸を補酵素として持ってお

り､その吸光特性からいくつかのｱﾐﾉ酸との親和性を調べた結果､ AtcysClがｼｽﾃｲﾝに親和性が高

いことが示された｡そこで､ｼｽﾃｲﾝ合成酵素と同じﾋﾟﾘﾄﾞｷｻﾙﾘﾝ酸依存性酵素のβﾌｱﾐﾘ-に

属するｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素活性を測定したところ､ AtcysClが高いｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素活性を持

つことが分かった｡ｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素は､ｴﾁﾚﾝ合成の際に生成される青酸ｲｵﾝをｼｽﾃｲﾝ

のｽﾙﾌﾋﾄﾞﾘﾙ基と置換することによって,解毒すると考えられている｡

それぞれのﾀﾝ/iｸ質の植物における役割を調べるために, PCRを用いたT-DNA挿入株の単離を試み

た結呆､ AtcysClにT-DNAが挿入された株を単離することができた｡ T-DNA挿入株では､ｼｱﾉｱﾗﾆ

ﾝ合成酵素活性が野生型とくらべて約20%にまで減少しており､ AtcysClが最も主要なｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合

成酵素であることが分かった｡この結果は､ｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素活性がﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱでもっとも高

いという報告と一一-致している｡しかし､青酸ｶﾘｳﾑやｴﾁﾚﾝの前駆体処理では､ T-DNA株の生育に

影響を与えなかったことから､ AtcysClが,ｴﾁﾚﾝの合成によって生成される青酸ｲｵﾝの解毒には関

わっていないことが示唆された｡

以上の研究結果と､ｹﾞﾉﾑﾃﾞ-ﾀべ-ｽ上に存在する新たな2つのｼｽﾃｲﾝ合成酵素ﾎﾓﾛｸﾞを使っ

た系統解析の結果を総合すると､これまでｼｽﾃｲﾝ合成酵素ﾌｱﾐﾘ-として報告されてきた高等植物

のﾀﾝﾊﾟｸ質は､ 6つのｸﾞﾙ-ﾌﾟに分類することができる｡ｸﾞﾙ-ﾌﾟ1は細胞質型の､ｸﾞﾙ-ﾌﾟ2はｵﾙ

ｶﾞﾈﾗ型のｼｽﾃｲﾝ合成酵素であり､ｸﾞﾙ-ﾌﾟ3はﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱのｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素である｡

ｸﾞﾙ-ﾌﾟ4にはｼｽﾃｲﾝ合成酵素活性を持つものと持たないものがあり､実際の機能については予測で

きていない｡また､ｸﾞﾙ-ﾌﾟ5と6に属するﾀﾝﾊﾟｸ質は機能未知であるが､ｱﾐﾉ酸配列の相同性とﾋﾟ

ﾘﾄﾞｷｻﾙﾘﾝ酸への結合能から考えると､同様のβ置換ｱﾗﾆﾝ合成反応を行う可能性が高い｡現在､

これら6つのｸﾞﾙ-ﾌﾟに属する酵素はβ置換ｱﾗﾆﾝ合成酵素ﾌｱﾐﾘ- (β-substitutedalanine synthase,

BSAS)として分類されている｡しかし､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのAtcysDl､ AtqsD2､ cs26ﾀﾝﾊﾟｸ質もｼｽﾃ

ｲﾝあるいは硫化水素を基質にする可能性は残されており､これらの酵素の硫黄代謝経路に及ぼす影響は

今後の検討課題である｡

現在､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのｹﾞﾉﾑ解析が完了し､遺伝子産物の機能解析が主流となるが､ｱﾐﾉ酸配列の

相同性のみでは実際の生理機能を解明できない場合が多数予想される｡従って､本研究で行ったｼｽﾃｲ

ﾝ合成酵素ｱｲｿｻﾞｲﾑの解析のように,酵素化学的性質の比較の重要性が増すものと考えられる｡
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論文審査結果の要旨
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植物と微生物は無機硫黄化合物を同化して､ｼｽﾃｲﾝやﾒﾁｵﾆﾝなどの有機硫黄化合物を合成する

ことができる｡硫酸ﾄﾗﾝｽﾎﾞ-ﾀ-によって細胞内に取り込まれた硫酸は､主にﾌﾟﾗｽﾁﾄﾞに運ばれて､

活性化と還元の作用を受け､硫化水素となる｡生じた硫化水素はｼｽﾃｲﾝ合成酵素によって､ｱｾﾁﾙ

ｾﾘﾝに付加されてｼｽﾃｲﾝとなる｡この経路は8種類の酵素によって触媒され､そのはとんどには3

つ以上のｱｲｿｻﾞｲﾑが存在することが分かってきた｡特に､ｼｽﾃｲﾝ合成酵素は7種存在することが

示唆された｡しかし､複数のｱｲｿｻﾞｲﾑの必要性については､ほとんど何も分かっていない｡本研究で

は､ﾓﾃﾞﾙ植物であるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅを用いて､ｼｽﾃｲﾝ合成酵素遺伝子のｱｲｿｻﾞｲﾑの役割を詳細

に検討した｡

7種類のｼｽﾃｲﾝ合成酵素を全て大腸菌で発現させ､酵素活性を測定したところ､ 1種類(∝26)を

除くすべてのﾀﾝﾊﾟｸ質がｼｽﾃｲﾝ合成酵素活性を示した｡しかし,それぞれののｱｾﾁﾙｾﾘﾝへの

親和性にはおおきな差があり､ 3種類は高い酵素活性を示し､ｼｽﾃｲﾝ合成酵素と判断されたが､残り

の3種類(AtcysDl､ AtcysD2､ AtcysCl)の活性は低く､その機能については疑間が残った｡これらのﾀ

ﾝﾊﾟｸ質はすべてﾋﾟﾘﾄﾞｷｻﾙﾘﾝ酸を補酵素として持っており､その吸光矧生からいくつかのｱﾐﾉ酸

との親和性を調べた結果､ 1種(AtcysCl)がｼｽﾃｲﾝに親和性が高いことが示された｡そこで､ｼｽ

ﾃｲﾝ合成酵素と同じﾋﾟﾘﾄﾞｷｻﾙﾘﾝ酸依存性酵素のβﾌｱﾐﾘ-に属するｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素活

性を測定したところ､ AtcysClが高いｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素活性を持つことが分かった｡

その役割を調べるために､ T-DNA挿入株を単離した｡ T-DNA挿入株では､ｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素活

性が野生型とくらべて約20%にまで減少しており､ AtcysClが最も主要なｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素である

ことが分かった｡しかし､青酸ｶﾘｳﾑやｴﾁﾚﾝの前駆体処理では､ T-DNA株の生育に影響を与えな

かったことから､ AtcysClが､ｴﾁﾚﾝの合成によって生成される青酸ｲｵﾝの解毒には関わっていない

ことが示唆された｡

以上の研究結果と､ｹﾞﾉﾑﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽ上に存在する新たな2つのｼｽﾃｲﾝ合成酵素ﾎﾓﾛｸﾞを使っ

た系統解析の結果を総合すると､これまでｼｽﾃｲﾝ合成酵素ﾌｱﾐﾘ-として報告されてきた高等植物

のﾀﾝﾊﾟｸ質は､ 6つのｸﾞﾙ-ﾌﾟに分類することができる｡ｸﾞﾙ-ﾌﾟ1は細胞質型の､ｸﾞﾙ-ﾌﾟ2はｵﾙ

ｶﾞﾈﾗ型のｼｽﾃｲﾝ合成酵素であり､ｸﾞﾙ-ﾌﾟ3はﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱのｼｱﾉｱﾗﾆﾝ合成酵素である｡

ｸﾞﾙ-ﾌﾟ4にはｼｽﾃｲﾝ合成酵素活性を持つものと持たないものがあり､実際の機能については予測で

きていない｡また､ｸﾞﾙ-ﾌﾟ5と6に属するﾀﾝﾊﾟｸ質は機能未知であるが､ｱﾐﾉ酸配列の相同性とﾋﾟ

ﾘﾄﾞｷｻﾙﾘﾝ酸への結合能から考えると､同様のβ置換ｱﾗﾆﾝ合成反応を行う可能性が高い｡現在､

これら6つのｸﾞﾙ-ﾌﾟに属する酵素はβ置換ｱﾗﾆﾝ合成酵素ﾌｱﾐﾘ- (β-substitutedalanine synthase,

BSAS)として分類されているoしかし､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのAtcysDl､ AtcysD2､ cs26ﾀﾝ/てｸ質もｼｽﾃ

ｲﾝあるいは硫化水素を基質にする可能性は残されており､これらの酵素の硫黄代謝経路に及ぼす影響は

今後の検討課題である｡

現在､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのｹﾞﾉﾑ解析が完了し､遺伝子産物の機能解析が主流となるが､ｱﾐﾉ酸配列の

相同性のみでは実際の生理機能を解明できない場合が多数予想される｡従って､本研究で行ったｼｽﾃｲ

ﾝ合成酵素ｱｲｿｻﾞｲﾑの解析のように､酵素化学的性質の比較による機能決定が今後､ますます重要に

なり,ﾌｱﾝｸｼｮﾅﾙｹﾞﾉﾐﾂｸｽの中心課題になると恩われた｡


