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第１章 緒言 

グルタチオン（GSH）は陸上植物に普遍的に存在する低分子のチオール化合物で、グルタ
ミン酸、システイン、グリシンから成るトリペプチド（γGlu-Cys-Gly）である。通常のペプ
チドとは異なりグルタミン酸-システイン間のアミド結合はグルタミン酸側鎖のγ位カルボ

キシ基とシステインのα位アミノ基の結合（γグルタミル結合）であるため、グルタチオン
はほとんどのペプチダーゼによる分解を受けない（Sies, 1999）。グルタチオンの生理活性は
主にシステイン残基のチオール基（-SH）に由来し、これは反応性が高いため生体内の多く

の酸化還元反応に関わる（Sies, 1999; Noctor et al., 2012）。遊離システインのチオール基は pKa 

= 8.45であり（Clement & Hartz, 1971）、これは生理的条件下で容易に解離してチオラートア
ニオンを生じ Fe3+や Cu2+を介して酸素を１電子還元することでスーパーオキシド（O2

•−）な

どの活性酸素種（ROS）を生じるため細胞毒性が強い（Viña et al., 1983; 渡辺, 平竹, 2015）。
一方で、グルタチオンのチオール基は pKa = 8.93であり（Rabenstein, 1973）、システイン残基
の N末端がγグルタミル化され、正に帯電したαアミノ基がないのでチオール基は解離しに

くく反応性が低い（渡辺, 平竹, 2015）。このため、細胞内の遊離システイン濃度は数十 µM

程度と低く保たれるのに対し（Schupp & Rennenberg, 1988）、グルタチオンは数 mM程度の高
い濃度で存在する（Foyer & Halliwell, 1976; Rennenberg, 1980）。 

グルタチオンは、γグルタミルシステイン合成酵素（γECS または GSH1）とグルタチオ
ン合成酵素（GS または GSH2）が触媒する２段階の ATP 依存的な反応によって合成される
（Meister & Tate, 1976; Rennenberg, 1980）。このうち、γグルタミルシステイン合成酵素が一

連の反応の律速となる鍵酵素であるとされる（Meister & Anderson, 1983; Noctor et al., 1996）。 
グルタチオンは植物において様々な生理機能を有する（Noctor et al., 2012）。モデル植物で

あるシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）において、AtGSH1遺伝子の欠損変異は種子の胚

発生の段階で致死性を示し（Cairns et al., 2006）、AtGSH2遺伝子の欠損変異は種子の発芽後に
致死性を示す（Pasternak et al., 2008）。AtGSH1遺伝子の変異によりグルタチオン含有率が野
生型株の 3%に減少した変異体 root meristemless1 (rml1) は、根端における細胞分裂領域が縮

小し野生型株と比べて根が極端に短い（Cheng et al., 1995; Vernoux et al., 2000）。これらの報
告は、植物の正常な発生と成長においてグルタチオンが必須であることを示す。また、グル
タチオンは光合成系や様々なストレスに伴って生じた ROSを還元して消去し、細胞内成分の

過酸化を防ぐ（Noctor et al., 2012）。この際グルタチオン自身は還元型 GSHから酸化型 GSSG

となるが、これはグルタチオンレダクターゼ（GR）により速やかに再還元されるため
（Halliwell & Foyer, 1978; Smith et al., 1989; Mhamdi et al., 2010）、細胞内の GSH : GSSG比はほ

ぼ一定（20 : 1程度）に保たれる。グルタチオンを基質とする酵素の１つにグルタチオン S-

トランスフェラーゼ（GST）がある。GSTはグルタチオン分子内の硫黄原子を他分子の求電
子的部位に結合させ、グルタチオン抱合体を形成する。これにより細胞内に侵入した生体異



 2 

物を無毒化し、植物の除草剤耐性に寄与する（Dixon & Edwards, 2010）。さらに、このグルタ
チオン化はグルコシノレートなど含硫二次代謝産物の生合成への関与が示唆されているほか

（Dixon et al., 2010）、アントシアニンの液胞への輸送にも関わる（Kitamura et al., 2004）。 

グルタチオンは動物や微生物にも普遍的に存在する生命に必須の化合物であるが、植物は
それとは別にグルタチオンと構造の似たペプチドを合成する。それがグルタチオンの重合体

であるファイトケラチンと、グルタチオンのグリシン残基が他のアミノ酸に置換したグルタ
チオン類縁体である。 

 

ファイトケラチンの生合成と生理機能 
ファイトケラチン（phytochelatin; PC）はγグルタミルシステイン部分が複数連なった構造

［(γGlu-Cys)n-Gly］をもつチオールペプチドである。繰り返しの数は最大１１と言われるが

（Gekeler et al., 1989）、重合度２～４程度のものが主に検出される。ファイトケラチンは最初
に分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）から発見された（Murasugi et al., 1981）。Murasugi et 

al. (1981) は分裂酵母においてカドミウム（Cd）ストレス条件により、グルタミン酸３分子、

システイン３分子、グリシン１分子からなるカドミウム結合性ペプチドの合成が誘導される
ことを見出した。Kondo et al. (1983) はこのペプチドをカジスチン（cadystin）と名付け、
(γGlu-Cys)3-Glyの構造を決定した（Kondo et al., 1984）。Grill et al. (1985) はインドジャボク 

（Rauvolfia serpentina）培養細胞から同様の構造［(γGlu-Cys)n-Gly (n = 3–7)］のカドミウム結
合性ペプチドを単離し、その合成が複数の植物種で重金属（Cd2+, Cu2+, Hg2+, Pb2+, Zn2+）によ
り誘導されることを示し、これをファイトケラチンと名付けた。ファイトケラチンはこれま

で解析された全ての高等植物で存在が確認されており（Grill et al., 1987; Gekeler et al., 1989）、
藻類や珪藻でも見つかっている（Rea, 2012）。 

ファイトケラチンはグルタチオンを基質として、γグルタミルシステイン部分を別のグル

タチオン分子に転移するジペプチド転移反応によって合成される（Grill et al., 1989）。この反
応を触媒するファイトケラチン合成酵素（PCS）の活性は Cd2+や Cu2+など重金属イオンによ
り著しく上昇する（Grill et al., 1989）。Vatamaniuk et al. (2000) によると、その活性化機構は

ファイトケラチン合成酵素が遊離のグルタチオンと金属-グルタチオン抱合体の２つを基質
とすることに起因する。また、Vestergaard et al. (2008)によると C末端のシステイン残基に富
む領域に Cd2+が結合することで酵素が活性化するほか、C末端配列の一部を欠いたタンパク

質断片は特定の金属イオンへの応答性を失うことから（Ruotolo et al., 2004; Uraguchi et al., 

2018）、C末端ドメインの関与が示唆されているが、反応の分子機構や立体構造の解明には至
っていない。 

ファイトケラチンはカドミウムやヒ素（As）などの有害金属ストレスに対する植物の耐性
機構に大きく寄与すると考えられている。ファイトケラチンは分子内の複数のチオール基に
よって過剰の有害金属イオンと結合して抱合体を形成する（Grill et al., 1985; Schmöger et al., 
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2000）。この抱合体形成は細胞質で行われ、次いで液胞へと輸送されることで有害金属を無毒
化し隔離すると考えられた（Vögeli-Lange & Wagner, 1990）。実際に、シロイヌナズナのファ

イトケラチン合成酵素 AtPCS1の機能欠損変異体 cad1-3はファイトケラチンを合成できずカ
ドミウムやヒ素ストレスに対して超感受性を示す（Howden et al., 1995; Ha et al., 1999）。また
液胞に PC-Cd, PC-As抱合体を輸送する輸送体タンパク質 AtABCC1/AtABCC2の機能欠損二

重変異体もヒ素やカドミウムに対する耐性が著しく低下する（Song et al., 2010; Park et al., 

2012）。これらの報告は、シロイヌナズナにおけるカドミウム、ヒ素耐性がファイトケラチン
を介した当該元素の液胞への隔離に大きく依存することを示している。 

ファイトケラチン合成酵素をコードする遺伝子はシロイヌナズナ、コムギ（Triticum 

aestivum）、分裂酵母から単離され（Clemens et al., 1999; Ha et al., 1999; Vatamaniuk et al., 1999）、
現在では DNA配列データが明らかにされた全ての高等植物において PCSホモログ遺伝子の

存在が確認できる。またそれぞれの植物種には複数コピーの PCS遺伝子が存在する（Clemens, 

2006）。シロイヌナズナには AtPCS1とは別に、機能的な PCSタンパク質をコードする AtPCS2

遺伝子が存在するが（Cazalé & Clemens, 2001）、上述の通り AtPCS1遺伝子の欠損によりファ

イトケラチン合成活性はほぼ完全に失われる（Howden et al., 1995）。これは、AtPCS1と比べ
て AtPCS2の発現量が著しく低いことや（Cazalé & Clemens, 2001）、AtPCS1は植物全体で発
現するのに対して AtPCS2は根端でのみ発現が見られること（Blum et al., 2010）に起因する

と考えられている。また、金属ストレスのない条件では AtPCS2 によるファイトケラチン合
成が微量ながら検出されることから（Kühnlenz et al., 2014）、AtPCS1との機能的な違いが示
唆されてはいるが、その生理的意義は不明である。 

 

高等植物のグルタチオン類縁体 
グルタチオンは γGlu-Cys-Glyの構造のトリペプチドであるが、植物種のなかには末端のグ

リシン残基が他のアミノ酸に置き換わったグルタチオン類縁体を合成するものがある。マメ
科の多くの植物ではβアラニンに置き換わったホモグルタチオン（hGSH, γGlu-Cys-βAla）が
見つかった（Carnegie, 1963）。コムギ、オオムギ（Hordeum vulgare）など一部のイネ科植物

からはセリンに置き換わったヒドロキシメチルグルタチオン（hmGSH, γGlu-Cys-Ser）が単離
され（Klapheck et al., 1992）、イネ（Oryza sativa）では特にカドミウムストレスにより誘導さ
れる（Klapheck et al., 1994）。トウモロコシ（Zea mays）はヒドロキシメチルグルタチオンを

合成しないが、カドミウムに暴露した際にグルタミン酸に置換したγグルタミルシステイニ
ルグルタミン酸（γECE, γGlu-Cys-Glu）が検出される（Meuwly et al., 1993）。 

このうちホモグルタチオンの生合成はグルタチオンと類似した経路が同定されており、γ

グルタミルシステインとβアラニンを基質として合成される（Macnicol, 1987; Klapheck et al., 

1988）。この反応を触媒するホモグルタチオン合成酵素（hGS）はグリシンよりβアラニンに
対して高い親和性を示すが（Macnicol, 1987; Klapheck et al., 1988）、グルタチオン合成酵素と
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配列の相同性が高く（Moran et al., 2000）、グルタチオン合成酵素遺伝子の重複によって生じ
たと推定される（Frendo et al., 2001）。ホモグルタチオンとグルタチオンの含有率はマメ科植

物のなかでも種間差、あるいは組織間の違いが大きい。エンドウ（Pisum sativum）やタルウ
マゴヤシ（Medicago truncatula）では地上部ではグルタチオンが大部分を占めるが、根や根粒
では GSH : hGSH比が 2 : 1から 8 : 1程度で検出される（Matamoros et al., 1999; Frendo et al., 

1999）。一方でダイズ（Glycine max）では組織に拘らずホモグルタチオンが大部分を占める
（Klapheck et al., 1988; Matamoros et al., 1999）。このことから、ホモグルタチオンはグルタチ
オンと類似の生理活性をもち相互に代替しうると考えられるが、その生理的意義は明らかに

されていない。 

ヒドロキシメチルグルタチオンと γECEの生合成経路は同定されていない。Meuwly et al. 

(1995) によると、トウモロコシではカドミウムによるファイトケラチン［(γGlu-Cys)n-Gly］

の合成誘導が見られた後に γECE（γGlu-Cys-Glu）が検出されることから、γECE はファイト
ケラチンの分解によって生じる可能性が示唆されていた。Klapheck et al. (1992) によると、コ
ムギにおいてγグルタミルシステイン合成酵素阻害剤によりヒドロキシメチルグルタチオン

の合成が阻害されることから、グルタチオンやホモグルタチオンと同様にγグルタミルシス
テインとセリンを基質としたライゲーション反応が示唆されていた。一方で、Skipsey et al. 

(2005) はコムギとトウモロコシのグルタチオン合成酵素 TaGS1, TaGS2, ZmGSの組み換えタ

ンパク質の in vitroにおける酵素活性を検討したが、いずれもγグルタミルシステインとセリ
ンまたはグルタミン酸を基質としたヒドロキシメチルグルタチオンと γECE の合成活性を示
さなかった。また Okumura et al. (2003) は、酵母由来のカルボキシペプチダーゼ Yが in vitro

においてグルタチオンと高濃度（> 50 mM）のセリンを含む条件でヒドロキシメチルグルタ
チオン合成活性を示したことを報告した。以上の報告から、ヒドロキシメチルグルタチオン
はグルタチオンを基質とした修飾（ヒドロキシメチル化）反応や末端アミノ酸交換反応によ

って合成されるのではないかと推定されていた（図１-１）。 

 

 
 

図１-１ 高等植物におけるグルタチオン類の生合成経路 
実線は既知の経路、破線は未同定の推定経路を示す。 
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土壌条件や植物種によるカドミウム、ヒ素の可給度の違い 
植物におけるグルタチオン類（グルタチオン、ファイトケラチン、グルタチオン類縁体）、

特にファイトケラチンの生理機能として、カドミウムやヒ素など有害金属ストレスに対する
防御応答への寄与がしばしば述べられる。一方で、カドミウム超集積植物であるグンバイナ
ズナの一種［Noccaea (Thlaspi) caerulescens］やヒ素超集積植物であるモエジマシダ（Pteris 

vittata）の当該元素への耐性はファイトケラチンに依存しないことが示唆されている（Ebbs et 

al., 2002; Zhao et al., 2003）。また、ファイトケラチンの寄与を遺伝子破壊等により直接的に検
討した例はモデル植物であるシロイヌナズナに限られ（Howden et al., 1995; Ha et al., 1999）、

イネのような栽培環境の異なる植物種を用いた検討は少ない。 

カドミウムやヒ素の化学形態および可給度はその植物が生育する土壌環境に強く影響さ
れる。シロイヌナズナが生育する畑地のような好気的土壌条件では、カドミウムは Cd2+とし

て存在し溶解性が高い（伊藤, 飯村, 1976; Honma et al., 2016）。その条件ではヒ素は大部分が
ヒ酸 As(V)として存在するが、これは土壌中の鉄化合物に吸着されるため移動性が低い（山根, 

1989; Masscheleyn et al., 1991; Takahashi et al., 2004）。一方で、イネが栽培される水田のような

嫌気的土壌条件では、土壌溶液中の硫酸イオンが硫化物イオンに還元されカドミウムと難溶
性の硫化物 CdSを形成するためカドミウムの溶解度は低くなる（伊藤, 飯村, 1976; Honma et 

al., 2016）。その条件では鉄酸化物の還元、溶出に伴い、ヒ素も溶出しまたヒ酸 As(V)から移動

性の高い亜ヒ酸 As(III)へと還元される（山根, 1989; Masscheleyn et al., 1991; Takahashi et al., 

2004）。すなわち、土壌中のカドミウムとヒ素の可給度はトレードオフの関係にある（Honma 

et al., 2016）。 

加えて、イネは他の植物種と比べてヒ素を多く吸収する傾向にある。イネはケイ素（Si）
を高集積する植物種として知られ、その吸収は２つの輸送体タンパク質 Lsi1（OsNIP2;1）と
Lsi2を介して行われる。これらは根の外皮と内皮の細胞膜に局在し、Lsi1は遠心側で発現し

て細胞内へケイ酸を取り込み（Ma et al., 2006）、Lsi2は向心側で発現してアポプラストへケ
イ酸を排出することでケイ酸を効率的に中心柱へと輸送する（Ma et al., 2007）。この２つの
輸送体タンパク質 Lsi1と Lsi2はケイ酸だけでなく亜ヒ酸 As(III)も輸送基質とするため、イネ

は効率的にヒ素を吸収する（Ma et al., 2008; Su et al., 2010）。以上のように、カドミウムとヒ
素の可給度や吸収能力の異なる植物種間では、当該元素に対する防御応答にも違いがある可
能性が考えられる。しかしながら、イネのカドミウム、ヒ素ストレス耐性機構についての報

告はほとんどなく、またグルタチオン類の生合成に関わる遺伝子の単離や生理機能の検討は
行われていなかった。 

 

本研究では、イネのグルタチオン類の生合成経路と生理機能を明らかにすることを目的と
し、それらに関わる遺伝子の単離とカドミウム、ヒ素耐性への寄与を検討した。 

第２章では、イネのファイトケラチン合成酵素についてホモログ遺伝子を探索し、OsPCS1
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と OsPCS2を見出した。組み換えタンパク質の酵素活性の検討から、OsPCS1は As(III)に対す
る応答性が高いのに対し、OsPCS2 は Cd2+に対して高い応答性を示すことを明らかにした。

遺伝子発現抑制株の表現型解析から、OsPCS2が in vivoにおけるファイトケラチン合成と個
体のヒ素耐性に寄与することを示した。またイネのカドミウム耐性へのファイトケラチンの
寄与は小さいことが示唆された。 

第３章では、グルタチオン生合成阻害剤の検討から、イネのカドミウム耐性にグルタチオ
ンやグルタチオン類縁体が寄与することを示した。イネのグルタチオン合成酵素のホモログ
遺伝子を探索し、OsGS1, OsGS2, OsGS3を見出した。遺伝子発現抑制株の表現型解析から、

OsGS1 がグルタチオン合成を介してイネのカドミウム耐性に寄与することを明らかにした。
また、OsGS2がヒドロキシメチルグルタチオンの生合成に関与することを見出した。 

第４章では、OsGS1, OsGS2, OsGS3の酵素化学的解析を行い、OsGS2がγグルタミルシス

テインとセリンを基質としたヒドロキシメチルグルタチオン合成活性を示すことを明らかに
した。またセリンとグリシンへの基質親和性の違いを検討した。 

最後に、本研究の内容を総合的に考察し、今後の課題と展望をまとめた。 
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第２章 イネのファイトケラチン合成酵素の解析 

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）では、ファイトケラチン（PC; (γGlu-Cys)n-Gly）と
呼ばれる低分子チオールペプチドの合成がカドミウム、ヒ素への耐性に寄与する（Howden et 

al., 1995; Ha et al., 1999）。ファイトケラチンは細胞内で最も豊富なチオールペプチドであるグ

ルタチオン（GSH; γGlu-Cys-Gly）を基質として酵素的に合成され（Grill et al., 1989）、分子内
の複数のシステイン残基に由来するチオール基（-SH）に富む。チオール基はカドミウムや
ヒ素との反応性が高いため、ファイトケラチンは細胞内に流入したカドミウムやヒ素と結合

して抱合体を形成し（Grill et al., 1985; Schmöger et al., 2000）、その抱合体が ABC輸送体によ
り液胞へ隔離されることでシロイヌナズナに当該元素への耐性を賦与する（Song et al., 2010; 

Park et al., 2012）。一方で、イネ（Oryza sativa）のカドミウム、ヒ素耐性機構におけるファイ

トケラチンの役割は明らかにされていなかった。イネではヒ素とカドミウムにより誘導され
るファイトケラチンの合成量に差がある（図２−１−２）ことから、それぞれの有害金属に対
する応答にも違いがある可能性が考えられた。 

本章では、イネのファイトケラチン合成酵素遺伝子を探索し、in vitroと in vivoの解析か
らイネのカドミウム、ヒ素耐性におけるファイトケラチンの役割を明らかにしようと考えた。 
 

 

第１節 PCSホモログ遺伝子の配列決定と発現量解析 

ファイトケラチン合成酵素（Phytochelatin Synthase; PCS）をコードする遺伝子は多くの高
等植物において複数コピー存在する（Clemens, 2006）。シロイヌナズナでは２つの遺伝子
（AtPCS1, AtPCS2）のうち AtPCS1がファイトケラチン合成および個体のカドミウム、ヒ素耐

性に寄与する（Ha et al., 1999; Vatamaniuk et al., 1999）。イネにも PCS 遺伝子は２コピー
（OsPCS1, OsPCS2）存在し、これまでに RNAi法による種子特異的な遺伝子発現抑制により
イネ種子のカドミウムとヒ素の含有率が減少すると報告されている（Li et al., 2007; Das et al., 

2017）。しかしながら、個体レベルでの OsPCS1と OsPCS2の生理的役割は明らかにされてい
なかった。 

本節では、イネファイトケラチン合成酵素遺伝子の配列を決定し、選択的スプライシング

によって複数のトランスクリプトが生じることを見出した。また、各バリアントの発現量を
解析した。 

 

【材料と方法】 

・	植物材料 

イネ（Oryza sativa L., 品種：日本晴） 
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・	栽培方法と培養液組成 

催芽処理として、イネ種子をマルエム容器（19 mL容）に入れ、蒸留水と 0.3% (w/v)の殺

菌剤（トリフミン；日本曹達）を加えて、30ºCで 3日間インキュベートした。種子を蒸留水
で軽くすすぎ、スライドにメッシュを張ったフロートに播種し、1 L 容プラスチックコンテ
ナに入れた培養液に浮かべて人工気象器で水耕栽培した（図２−１−１A）。人工気象器内の条

件は、温度 30ºC、相対湿度 80%、明期 12時間とした。培養液の組成を表２−１−１に示した。
カドミウムまたは亜ヒ酸を与える際は、CdSO4または NaAsO2を培養液に添加した。 

 

 

表２-１-１ 水耕栽培試験の培養液組成 
多量要素 (mM)  微量要素 (mg L-1) 
(NH4)2SO4 1  EDTA-FeNa 37.7 

KCl 0.5  H3BO3 2.86 

KH2PO4 0.25  MnCl2・4H2O 1.81 

CaCl2 0.5  CuSO4・5H2O 0.08 

MgCl2 0.5  ZnSO4・7H2O 0.22 

   (NH4)6Mo7O24･4H2O 0.1 

 

 

A B 

   

図２-１-１ イネ幼苗の水耕栽培の様子 
（A）フロートを用いた水耕栽培の様子。（B）20 穴プレートを用いた水耕栽培の様子。 
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・	イネ植物体からのチオールペプチドの抽出と定量 

イネ（品種：日本晴）を通常の培養液に播種して 7日間水耕栽培したのち、対照区、10 µM 

Cd処理区、20 µM As(III)処理区に移してさらに 7日間栽培した。1 L容プラスチックコンテナ
に培養液を入れ、20個の穴の空いたプレートを上に載せ、1つの穴に幼苗 1株ずつを入れて
根が培養液に浸るようにスポンジで固定した（図２−１−１B）。14 日齢幼苗を 4 個体ずつを

地上部と根に分けてサンプリングした。植物試料を凍結乾燥したのち、ボールミルで粉砕し
た。 

チオールペプチドはモノブロモビマン（monobromobimane; mBBr）で蛍光誘導体化し HPLC

を用いて定量した（Sneller et al., 2000一部改変）。植物粉末試料 10 mgを 0.1%（v/v）トリフ
ルオロ酢酸（trifluoroacetic acid; TFA）/6.3 mM ジエチレントリアミン五酢酸（diethylene 

triamine pentaacetic acid; DTPA）250 µLと混和し、4ºCで 10分間遠心分離した。上清 125 µL

を 200 mM HEPES-KOH（pH 8.2）/6.3 mM DTPA 225 µLと混和し、50 mM mBBr（ジメチル
スルホキシドに溶解）10 µLを添加して暗所、室温で 1時間静置した後、1 Mメタンスルホ
ン酸（methanesulfonic acid; MSA）150 µLを添加して誘導体化反応を停止した。試料は解析ま

で遮光して氷上に置くか冷凍保存した。 

試料はコスモスピンフィルターG（孔径 0.2 µm; ナカライテスク）を通したのち、20 µL

を HPLC（LC-10AS; 島津製作所）に供試した。Hypersil ODS C18カラム（粒子径 5 µm, 4.6 mm 

x 250 mm; Thermo Fisher Scientific）を用い、流速 0.5 mL/minで水とメタノールのグラジエン
トで溶出した。溶離液 Aは 10%（v/v）メタノール/0.05% TFA、溶離液 Bは 80%メタノール
/0.05% TFAを用い、グラジエント溶出のタイムプログラムを次のように設定した（0 min, 溶

離液 B 28%; 15 min, 30%; 30 min, 40%; 35 min, 45%; 40 min, 58%; 45 min, 75%; 48 min, 90%; 49 

min, 100%; 55 min, 28%; 60 min, 28%）。チオール誘導体は蛍光検出器（RF-10AXL; 島津製作所）
を用いて励起波長 380 nm、蛍光波長 470 nmで検出した。標品としてグルタチオン（ナカラ

イテスク）、PC2、PC4、ヒドロキシメチルグルタチオン（hmGSH; γGlu-Cys-Ser）、γGlu-Cys

（γEC）、γGlu-Cys-Glu（γECE）（ハイペップ研究所）の人工合成品を用いて溶出ピークを同
定した。ヒドロキシメチル PC2［hmPC2; (γGlu-Cys)2-Ser］は、第２章 第２節の酵素反応の生

成物からピークを同定した。グルタチオンと PC2標品の検量線を用いて定量した。 

 

・	遺伝子断片の増幅とシークエンス 

遺伝子の配列を決定するため、イネ（品種：日本晴）cDNAを鋳型とし Polymerase Chain 

Reaction（PCR）で目的の遺伝子断片を増幅した。DNAポリメラーゼは Blend Taq（東洋紡）
を用い、TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice（タカラバイオ）で PCR増幅した。PCR産物の一

部を 1%（w/v）アガロースゲルで電気泳動し、増幅断片の特異性とサイズを確認した。PCR

産物を Mag Extractor（東洋紡）で精製し、シークエンス解析（ファスマック）を行った。PCR

とシークエンスに用いたプライマーの配列を表２−１−２に示した。 
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・	遺伝子発現量解析 

イネ（品種：日本晴）を対照区、10 µM Cd処理区、10 µM As(III)処理区で 10日間水耕栽培

し、幼苗から RNAを抽出した。１つのフロートあたり種子 10粒を播種し、3個体をまとめ
て地上部サンプルとして、残りは根サンプルとして、乳鉢と乳棒を用いて液体窒素中で磨砕
した。粉末試料から Plant Total RNA Extraction MiniPrep System（VIOGENE）を用いて total RNA

を抽出した。抽出 RNA溶液中のゲノム DNAを Recombinant DNase I（タカラバイオ）で消化
したのち、オリゴ(dT)20プライマーと逆転写酵素 ReverTra Ace（東洋紡）を用いて一本鎖 cDNA

を合成した。 

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡）と Thermal Cycler Dice Real Time System（タカ
ラバイオ）を用い、cDNAを鋳型として、遺伝子発現量をリアルタイム PCR法により測定し
た。Ubiquitinと Actin1の発現量の相乗平均の値を内部標準として ΔΔCt法で相対発現量を算

出した。トランスクリプトバリアント別での解析では、cDNAの濃度を８段階（23–210倍）に
希釈したものを鋳型として各バリアント特異的プライマーの増幅効率を算出した上で、バリ
アントの発現量を補正した。発現量解析に用いたプライマーの配列を表２−１−２に示した。 
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表２-１-２ シークエンスと遺伝子発現量解析に用いたプライマー 
クローニングとシークエンス解析 
PCS1.seq1F 5́-CCAGACTGGAACAGGGCATT-3́ 
PCS1.seq2F 5́-GCCCTACCCTATCCAGCCTA-3́ 
PCS1.seqR 5́-AGGACGAGCTAAGTGTGCTT-3́ 
PCS2.seqF 5́-AAGCAAGACGCGTCAAATCT-3́ 
PCS2.seq1R 5́-GAAACTTTTGCAAGGACACCA-3́ 
PCS2.seq2R 5́-TTTGACAACCTCGTTGCTTG-3́ 
 
遺伝子発現量解析 
PCS1-1.ex-F 5́-AACTGGAGATATTGCACCTAAGGA-3́ 
PCS1-1.ex-R 5́-GCCCAGTGAACAGCGAAA-3́ 
PCS1-1.2.ex-F 5́-GCATGGCAAAGTATTGCATAGAAG-3́ 
PCS1-1.2.ex-R 5́-TCCAGCATTGGGAGGAAGA-3́ 
PCS1-3.ex-F 5́-GGCTTCTCAGGGGTGGTAAA-3́ 
PCS1-4.ex-F 5́-CTTTATTGATCCGTGCAGTGGTA-3́ 
PCS1-3.4.ex-R 5́-ATCCTCCTTCCTCTTGTCTCCTAAC-3́ 
PCS2-1.ex-F 5́-CATTGCTCTACACAGTGAGTTGC-3́ 
PCS2-1.ex-R 5́-ATTTCACTAAGCGGGACAGAAG-3́ 
PCS2-2.3.ex-F 5́-TTTGGGAAGCCATGAATACAAC-3́ 
PCS2-2.3.ex-R 5́-TTTCATCTCTGCAACTCTGCAC-3́ 
Ubiquitin. F 5́-AGAAGGAGTCCACCCTCCACC-3́ 
Ubiquitin. R 5́-GCATCCAGCACAGTAAAACACG-3́ 
Actin1. F 5́-ATCCTTGTATGCTAGCGGTCGA-3́ 
Actin1. R 5́-ATCCAACCGGAGGATAGCATG-3́ 
PCS1.total.ex-F 5́-TCGCTTCAAATACCCTCCTCA-3́ 
PCS1.total.ex-R 5́-TCACTGCACGGATCAATAAAGG-3́ 
PCS2.total.ex-F 5́-CTTTGGGAAGCCATGAATACAAC-3́ 
PCS2.total.ex-R 5́-TTCCAGCTTTCATCTCTGCAAC-3́ 
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【結果】 

・	カドミウムとヒ素によるファイトケラチンの合成誘導 

イネ（品種：日本晴）幼苗の根におけるチオールペプチドの含有率を測定した（図２−１−
２）。カドミウムやヒ素を含まない対照区ではグルタチオンとヒドロキシメチルグルタチオン
が主要なチオールペプチドであり γECもわずかに検出されたが、ファイトケラチン類は検出

されなかった。カドミウム処理区ではグルタチオンやファイトケラチンの合成が誘導された
が、特にヒドロキシメチルグルタチオン（hmGSH; γGlu-Cys-Ser）の蓄積が著しく、ファイト
ケラチン（ PC2; (γGlu-Cys)2-Gly）やヒドロキシメチルファイトケラチン（ hmPC2; 

(γGlu-Cys)2-Ser）の含有率の増加は限定的であった。亜ヒ酸処理区でも合成が誘導されたが、
カドミウム処理区と比べると特にファイトケラチン類（PC2, hmPC2）と γECの含有率が著し
く増加した。 

 

 

 

 

図２-１-２ カドミウムとヒ素によるチオールペプチドの合成誘導 
イネ幼苗の根におけるチオールペプチドの含有率。日本晴を通常条件で７日間水耕栽培した
のち、対照区、10 µM Cd 処理区、20 µM As(III)処理区に移してさらに７日間栽培した。チ
オールペプチドを抽出し、HPLC で定量した。値は平均値 ± SE で示した（対照区, n = 3; Cd, 
As, n = 4）。グルタチオン（GSH, γGlu-Cys-Gly）、PC2［(γGlu-Cys)2-Gly］、ヒドロキシ
メチルグルタチオン（hmGSH, γGlu-Cys-Ser）、hmPC2［(γGlu-Cys)2-Ser］、γグルタ
ミルシステイン（γEC, γGlu-Cys）、γグルタミルシステイニルグルタミン酸（γECE, γ
Glu-Cys-Glu）。 
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・	相同性検索と遺伝子配列の予測 

シロイヌナズナのファイトケラチン合成酵素遺伝子 AtPCS1（accession no. AF093753）の

推定アミノ酸配列を問い合わせ配列として Rice Annotation Project Database（RAP-DB）で Basic 

Local Alignment Search Tool（BLAST）検索を行ったところ、２つの遺伝子 Os05g0415200 

(OsPCS1), Os06g0102300 (OsPCS2)がヒットした。双方のトランスクリプト配列（OsPCS1: 

AF439787; OsPCS2: AK071754, AK071958）のコード領域は既報の植物の PCS配列の半分程度
の長さしかなく、完全長のコード領域を含んでいない可能性が考えられた。 

OsPCS1について、トランスクリプト配列 AF439787のコード領域（741 bp）は AtPCS1の

N末端側半分の配列に相当した。この配列 AF439787を問い合わせ配列として National Center 

for Biotechnology Information（NCBI）の Expressed Sequence Tag（EST）データベースを対象
として BLAST検索を行ったところ、８つの cDNA断片配列（CB646798, CK083842, CB646799, 

CI275800, CI126777, C96924, CI067086, CI226673）が見つかった。これら断片配列と OsPCS1

のゲノム配列をアラインメントすると（図２−１−３A）、完全長と思われるコード領域（1560 

bp）を含む推定トランスクリプト配列（OsPCS1#1）が予測された。 

OsPCS2 について、トランスクリプト配列 AK071754 のコード領域（783 bp）は AtPCS1

の N末端側半分の配列に相当し、AK071958のコード領域（1083 bp）は開始コドンを含まな
いが AtPCS1の C末端側半分の配列に相当した。これらトランスクリプト配列と OsPCS2の

ゲノム配列をアラインメントすると（図２−１−３B）、完全長と思われるコード領域（1509 bp）
を含む推定トランスクリプト配列（OsPCS2#1）が予測された。 

推定トランスクリプト配列（OsPCS1#1, OsPCS2#1）はどちらもスプライシングの GT-AG

則に合致したエキソン、イントロンの配置であった（図２−１−３）。 
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(A) OsPCS1 

 

Genome 161>TTTTGCCGCAATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGCGGTGCCGTCGCTGTACGGGC>240 
CB646798 001>~~~~~~~~~~ATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGCGGTGCCGTCGCTGTACGGGC>70 
OsPCS1#1 161>TTTTGCCGCAATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGCGGTGCCGTCGCTGTACGGGC>240 
OsPCS1#2 001>~~~~~~~~~~ATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGCGGTGCCGTCGCTGTACGGGC>70 
OsPCS1#3 001>~~~~~~~~~~ATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGCGGTGCCGTCGCTGTACGGGC>70 
OsPCS1#4 001>~~~~~~~~~~ATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGCGGTGCCGTCGCTGTACGGGC>70 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 641>GGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCGGAAGCTTCTCGGCCAGGTTGCTGCCTGCTCGTCCGCACCTCTCTCGGAAC>720 
CB646798 471>GGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCGGAAGCTTCTCGGCCAG---------------------------------->516 
OsPCS1#1 641>GGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCGGAAGCTTCTCGGCCAG---------------------------------->686 
OsPCS1#2 471>GGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCGGAAGCTTCTCGGCCAG---------------------------------->516 
OsPCS1#3 471>GGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCGGAAGCTTCTCGGCCAG---------------------------------->516 
OsPCS1#4 471>GGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCGGAAGCTTCTCGGCCAG---------------------------------->516 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 721>TCGAATTCGACGATTTCTGTTTGCTGTTCGTTCTGAACGAATGATGTTTGTTTGGATTCGATGCAGACTGGAACAGGGCA>800 
CB646798 517>------------------------------------------------------------------ACTGGAACAGGGCA>530 
OsPCS1#1 687>------------------------------------------------------------------ACTGGAACAGGGCA>700 
OsPCS1#2 517>------------------------------------------------------------------ACTGGAACAGGGCA>530 
OsPCS1#3 517>------------------------------------------------------------------ACTGGAACAGGGCA>530 
OsPCS1#4 517>------------------------------------------------------------------ACTGGAACAGGGCA>530 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 881>ATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACACGATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTATATATTC>960 
CB646798 611>ATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACACGATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGG---------->680 
OsPCS1#1 781>ATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACACGATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGG---------->850 
OsPCS1#2 611>ATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACACGATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGG---------->680 
OsPCS1#3 611>ATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACACGATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGG---------->680 
OsPCS1#4 611>ATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACACGATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGG---------->680 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 1761>GTTTAACATGTCGGCATCTTCATATTTGGTAGGTTCATGCTTATCTCAAGGAATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGC>1840 
CB646798 0681>--------------------------------GTTCATGCTTATCTCNAGGAATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGC>728 
OsPCS1#1 0851>--------------------------------GTTCATGCTTATCTCAAGGAATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGC>898 
OsPCS1#2 0681>--------------------------------GTTCATGCTTATCTCAAGGAATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGC>728 
OsPCS1#3 0680>-------------------------------------------------------------------------------->680 
OsPCS1#4 0681>--------------------------------GTTCATGCTTATCTCAAGGAATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGC>728 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 1841>AGTGGTAAATTAACATGCCAATGCTTGGTGAATCAAATATGTAAGTGTCAAGTGTCACCCTTGATCTATTTTTTTCTCAT>1920 
CB646798 0729>AGTG---------------------------------------------------------------------------->732 
OsPCS1#1 0899>AGTG---------------------------------------------------------------------------->902 
OsPCS1#2 0729>AGTG---------------------------------------------------------------------------->732 
OsPCS1#3 0681>--TGGTAAATTAACATGCCAATGCTTGGTGAATCAAATAT---------------------------------------->718 
OsPCS1#4 0729>AGTGGTAAATTAACATGCCAATGCTTGGTGAATCAAATAT---------------------------------------->768 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 1921>TCCTTTCAATGCTATGCAGAATTGCAGGGATGAAAGCTGGCAAAGCATGGCAAAGTATTGCATAGAAGTTGTCCCAAATC>2000 
CB646798 0733>-------------------AATTGCAGGGATGAAAGCTGGCAAAGCATGGCAAAGTATTGCA~~~~~~~~~~~~~~~~~~>775 
CK083842 0008>---------------------------------------------------------------AGAAGTTGTCCCAAATC>24 
OsPCS1#1 0903>-------------------AATTGCAGGGATGAAAGCTGGCAAAGCATGGCAAAGTATTGCATAGAAGTTGTCCCAAATC>963 
OsPCS1#2 0733>-------------------AATTGCAGGGATGAAAGCTGGCAAAGCATGGCAAAGTATTGCATAGAAGTTGTCCCAAATC>793 
OsPCS1#3 0718>-------------------------------------------------------------------------------->718 
OsPCS1#4 0768>-------------------------------------------------------------------------------->768 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 2001>TTTTGAGGGATAACAGCGTAGACAATGTCCTAACAATTCTTTCCCGTTTAGTGAATCATCTTCCTCCCAATGCTGGAAAT>2080 
CK083842 0025>TTTTGAGGGATAACAGCGTAGACAATGTCCTAACAATTCTTTCCCGTTTAGTGAATCATCTTCCTCCCAATGCTGGAAAT>104 
OsPCS1#1 0964>TTTTGAGGGATAACAGCGTAGACAATGTCCTAACAATTCTTTCCCGTTTAGTGAATCATCTTCCTCCCAATGCTGGAAAT>1043 
OsPCS1#2 0794>TTTTGAGGGATAACAGCGTAGACAATGTCCTAACAATTCTTTCCCGTTTAGTGAATCATCTTCCTCCCAATGCTGGAAAT>873 
OsPCS1#3 0719>---------------------------------------------------TGAATCATCTTCCTCCCAATGCTGGAAAT>747 
OsPCS1#4 0769>---------------------------------------------------TGAATCATCTTCCTCCCAATGCTGGAAAT>797 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 2161>CCTGAAGGTCATTTTAATTTTCCATTTCTGTTGTTGGGTCAGTTTTGTTTCCTCTGTTCAACCAGTTAATGTTGTATGTT>2240 
CK083842 0185>CCTGAAG------------------------------------------------------------------------->191 
OsPCS1#1 1124>CCTGAAG------------------------------------------------------------------------->1130 
OsPCS1#2 0954>CCTGAAG------------------------------------------------------------------------->960 
OsPCS1#3 0828>CCTGAAG------------------------------------------------------------------------->834 
OsPCS1#4 0878>CCTGAAG------------------------------------------------------------------------->884 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 2241>CGCTTGCAGGAAAAGGTCCTACAGCAAATCCGTGATACTAAGCTTTTTCAGCTGGTCCACAAACTGCAATGTTCTAAGCA>2320 
CK083842 0192>---------GAAAAGATCCTACAGCAAATCCGTGATACTAGGCTTTTTCAGCTGGTCCACAAACTGCAATGTTCTAAGCA>262 
CB646799 0794<-----------------------GCAAATCCGTGATACTAAGCTTTT-CAGCTGGTCCACAAACTGCAATGTTCTAAGCA<739 
OsPCS1#1 1131>---------GAAAAGGTCCTACAGCAAATCCGTGATACTAAGCTTTTTCAGCTGGTCCACAAACTGCAATGTTCTAAGCA>1201 
OsPCS1#2 0961>---------GAAAAGGTCCTACAGCAAATCCGTGATACTAAGCTTTTTCAGCTGGTCCACAAACTGCAATGTTCTAAGCA>1031 
OsPCS1#3 0835>---------GAAAAGGTCCTACAGCAAATCCGTGATACTAAGCTTTTTCAGCTGGTCCACAAACTGCAATGTTCTAAGCA>905 
OsPCS1#4 0885>---------GAAAAGGTCCTACAGCAAATCCGTGATACTAAGCTTTTTCAGCTGGTCCACAAACTGCAATGTTCTAAGCA>955 

*         *         *         *         *         *         *         * 
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(B) OsPCS2 

 

Genome 2321>GCCCTGTTGTAGTTGCTCGTCTTTAACGGACGAAGATTCCATTTCCCAGATTGCAGCCAGTGTGTGCTGTGAAGCAACCG>2400 
CK083842 0263>GCCCTGTTTTAGTTGCTCGTCTTTAACGGACGAAGATTCCATTTCCCAGATTGCAGCCAGTGTGTGCTGTGAAGCAACCG>342 
CB646799 0738<GCCCTGTTGTAGTTGCTCGTCTTTAACGGACGAAGATTCCATTTCCCAGATTGCAGCCAGTGTGTGCTGTGAAGCAACCG<659 
OsPCS1#1 1202>GCCCTGTTGTAGTTGCTCGTCTTTAACGGACGAAGATTCCATTTCCCAGATTGCAGCCAGTGTGTGCTGTGAAGCAACCG>1281 
OsPCS1#2 1032>GCCCTGTTGTAGTTGCTCGTCTTTAACGGACGAAGATTCCATTTCCCAGATTGCAGCCAGTGTGTGCTGTGAAGCAACCG>1111 
OsPCS1#3 0906>GCCCTGTTGTAGTTGCTCGTCTTTAACGGACGAAGATTCCATTTCCCAGATTGCAGCCAGTGTGTGCTGTGAAGCAACCG>985 
OsPCS1#4 0956>GCCCTGTTGTAGTTGCTCGTCTTTAACGGACGAAGATTCCATTTCCCAGATTGCAGCCAGTGTGTGCTGTGAAGCAACCG>1035 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 2481>GAGGGGCTTAAAAATGTCATTACAGGCAAAGTGGTATCTGAAGGCAATGGACATGTTGATAAGCTTTCACCGATATCCTC>2560 
CK083842 0423>GAGGGGCTTAAAAATGGCATTACAGGCAAAGTGGTATCTGAAGGCAATGGACATGTTGATAAGCTTTCACCGATATCCTC>502 
CB646799 0578<GAGGGGCTTAAAAATGTCATTACAGGCAAAGTGGTATCTGAAGGCAATGGACATGTTGATAAGCTTTCACCGATATCCTC<499 
OsPCS1#1 1362>GAGGGGCTTAAAAATGTCATTACAGGCAAAGTGGTATCTGAAGGCAATGGACATGTTGATAAGCTTTCACCGATATCCTC>1441 
OsPCS1#2 1192>GAGGGGCTTAAAAATGTCATTACAGGCAAAGTGGTATCTGAAGGCAATGGACATGTTGATAAGCTTTCACCGATATCCTC>1271 
OsPCS1#3 1066>GAGGGGCTTAAAAATGTCATTACAGGCAAAGTGGTATCTGAAGGCAATGGACATGTTGATAAGCTTTCACCGATATCCTC>1145 
OsPCS1#4 1116>GAGGGGCTTAAAAATGTCATTACAGGCAAAGTGGTATCTGAAGGCAATGGACATGTTGATAAGCTTTCACCGATATCCTC>1195 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 2561>GACTGAAACATGCTTCTGCAATTCAACTCTGAGCAATGAAA-CTGTC-AATTATCCATCAAACACAGAC-ATTCTAACTG>2637 
CK083842 0503>GACTGAAACATGCTTCTGCAATTCAACTCTGAGCAATGAAA-CTGTC-AATTATCCATCAAACACAGAC-ATTCTAACTG>579 
CB646799 0498<GACTGAAACATGCTTCTGCAATTCAACTCTGAGCAATGAAA-CTGTC-AATTATCCATCAAACACAGAC-ATTCTAACTG<422 
C96924 0032>-----AAACATGCTTCTGCAATNCACCTCTGAGCACTGAAACCTGTCAAATTATCCATCAAACACAGACCANTCTAACTG>106 
OsPCS1#1 1442>GACTGAAACATGCTTCTGCAATTCAACTCTGAGCAATGAAA-CTGTC-AATTATCCATCAAACACAGAC-ATTCTAACTG>1518 
OsPCS1#2 1272>GACTGAAACATGCTTCTGCAATTCAACTCTGAGCAATGAAA-CTGTC-AATTATCCATCAAACACAGAC-ATTCTAACTG>1348 
OsPCS1#3 1146>GACTGAAACATGCTTCTGCAATTCAACTCTGAGCAATGAAA-CTGTC-AATTATCCATCAAACACAGAC-ATTCTAACTG>1222 
OsPCS1#4 1196>GACTGAAACATGCTTCTGCAATTCAACTCTGAGCAATGAAA-CTGTC-AATTATCCATCAAACACAGAC-ATTCTAACTG>1272 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 2638>TTCTATTACTGTCGTTACATCCTAGCACATGGTTGTGCATTGAAGATGAGAAGTTGAAAGCTGAATTTCAGAGCCTTGTT>2717 
CK083842 0580>TTCTATTACTG~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~>590 
CB646799 0421<TTCTATTACTGTCGTTACATCCTAGCACATGGTTGTGCATTGAAGATGAGAAGTTGAAAGCTGAATTTCAGAGCCTTGTT<342 
C96924 0107>TTCTATTACTGTCGTTACATCCTAGCACATGGTTGTGCATTGAAGATGAGAAGTTGAAAGCTGAATTTCAGAGCCTTGTT>186 
OsPCS1#1 1519>TTCTATTACTGTCGTTACATCCTAGCACATGGTTGTGCATTGAAGATGAGAAGTTGAAAGCTGAATTTCAGAGCCTTGTT>1598 
OsPCS1#2 1349>TTCTATTACTGTCGTTACATCCTAGCACATGGTTGTGCATTGAAGATGAGAAGTTGAAAGCTGAATTTCAGAGCCTTGTT>1428 
OsPCS1#3 1223>TTCTATTACTGTCGTTACATCCTAGCACATGGTTGTGCATTGAAGATGAGAAGTTGAAAGCTGAATTTCAGAGCCTTGTT>1302 
OsPCS1#4 1273>TTCTATTACTGTCGTTACATCCTAGCACATGGTTGTGCATTGAAGATGAGAAGTTGAAAGCTGAATTTCAGAGCCTTGTT>1352 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 2718>TCTACGGACGATCTTCCTGATCCTCTTAAACTGGAGGTGTGCTGTCTCACTCCTAGAACCTTGCATTGATTGTTTACCTT>2797 
CB646799 0341<TCTACGGACGATCTTCCTGATCCTCTTAAACTGGAG--------------------------------------------<306 
C96924 0187>TCTACGGACGATCTTCCTGATCCTCTTAAACTGGAG-------------------------------------------->222 
OsPCS1#1 1599>TCTACGGACGATCTTCCTGATCCTCTTAAACTGGAG-------------------------------------------->1634 
OsPCS1#2 1429>TCTACGGACGATCTTCCTGATCCTCTTAAACTGGAGGTGTGCTGTCTCACTCCTAGAACCTTGCATTGA~~~~~~~~~~~>1497 
OsPCS1#3 1303>TCTACGGACGATCTTCCTGATCCTCTTAAACTGGAGGTGTGCTGTCTCACTCCTAGAACCTTGCATTGA~~~~~~~~~~~>1371 
OsPCS1#4 1353>TCTACGGACGATCTTCCTGATCCTCTTAAACTGGAGGTGTGCTGTCTCACTCCTAGAACCTTGCATTGA~~~~~~~~~~~>1421 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 3358>TCTATTCTAAGTAGAGCTACTATTTATATTGACAGATATTGCACCTAAGGAGGCAGCTCCGTTATCTGAAGGCTTGTAGA>3437 
CB646799 0305<-----------------------------------ATATTGCACCTAAGGAGGCAGCTCCGTTATCTGAAGGCTTGTAGA<261 
C96924 0223>-----------------------------------ATATTGCACCTAAGGAGGCAGCTCCGTTATCTGAAGGCTTGTAGA>267 
OsPCS1#1 1635>-----------------------------------ATATTGCACCTAAGGAGGCAGCTCCGTTATCTGAAGGCTTGTAGA>1679 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 3438>GAAAAGGAGGCATATGAAGATACTTGGCCACAACCTTGGGAACAATGCTAACATGGCAACCCACTCACTTAATAATGAAT>3517 
CB646799 0260<GAAAAGGAGGCATATGAAGATACTTGGCCACAACCTTGGGAACAATGCTAACATGGCAACCCACTCACTTAATAATGAAT<181 
C96924 0268>GAAAAGGAGGCATATGAAGATACTTGGCCACAACCTTGGGAACAATGCTAACATGGCAACCCACTCACTTAATAATGAAT>347 
OsPCS1#1 1680>GAAAAGGAGGCATATGAAGATACTTGGCCACAACCTTGGGAACAATGCTAACATGGCAACCCACTCACTTAATAATGAAT>1759 

*         *         *         *         *         *         *         * 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 81>AGAGAAGCACGCATCCGATCGCCGGCGACGACCGAATCTGTGCCGGGCGGCAGGAAGGAGAGCGGCGATGGCAGCGATGG>160 
OsPCS2#1 81>AGAGAAGCACGCATCCGATCGCCGGCGACGACCGAATCTGTGCCGGGCGGCAGGAAGGAGAGCGGCGATGGCAGCGATGG>160 
OsPCS2#2 81>AGAGAAGCACGCATCCGATCGCCGGCGACGACCGAATCTGTGCCGGGCGGCAGGAAGGAGAGCGGCGATGGCAGCGATGG>160 
AK071958 00>~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~>0 
OsPCS2#3 01>~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ATGGCAGCGATGG>13 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 561>CTCTGCCTCCTCCCAGGACTGCCATCTCATCGCATCCTACCACAGGAAGCCTTTCAAACAGGTTGTTTTTGTTAATCCTT>640 
OsPCS2#1 561>CTCTGCCTCCTCCCAGGACTGCCATCTCATCGCATCCTACCACAGGAAGCCTTTCAAACAG------------------->621 
OsPCS2#2 561>CTCTGCCTCCTCCCAGGACTGCCATCTCATCGCATCCTACCACAGGAAGCCTTTCAAACAG------------------->621 
AK071958 000>~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~>0 
OsPCS2#3 414>CTCTGCCTCCTCCCAGGACTGCCATCTCATCGCATCCTACCACAGGAAGCCTTTCAAACAG------------------->474 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 641>CTCTTCTTCATTTCAAGGTCTTAATAACCAACCAATTTATCATTGCATTGCATTTCAGACTGGAACCGGCCATTTCTCTC>720 
OsPCS2#1 622>----------------------------------------------------------ACTGGAACCGGCCATTTCTCTC>643 
OsPCS2#2 622>----------------------------------------------------------ACTGGAACCGGCCATTTCTCTC>643 
AK071958 001>~~~~~~~~~ATTTCAAGGTCTTAATAACCAACCAATTTATCATTGCATTGCATTTCAGACTGGAACCGGCCATTTCTCTC>71 
OsPCS2#3 475>----------------------------------------------------------ACTGGAACCGGCCATTTCTCTC>496 

*         *         *         *         *         *         *         * 
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図２-１-３ OsPCSトランスクリプトバリアントのアラインメント 
（A）OsPCS1 のゲノム配列と４つの cDNA 断片配列（CB646798, CK083842, 
CB646799, C96924）と４つのトランスクリプト配列（#1: LC192427, #2: LC192428, 
#3: LC192429, #4: AF439787）の比較。残り４つの cDNA 断片配列（CI275800, 
CI126777, CI067086, CI226673）は他と重複するため省略した。（B）OsPCS2 のゲノ
ム配列と３つのトランスクリプト配列（#1: LC192430, #2: AK071754, #3: LC192431）
とトランスクリプト部分配列（AK071958）の比較。図中の配列は全領域ではなく、DNA
配列に違いのある領域だけを示した。白色ボックスは開始コドンまたは終始コドン、灰色ボ
ックスはスプライシングのドナー部位（GT）とアクセプター部位（AG）、黒色ボックスはゲ
ノム配列と一致しない塩基、をそれぞれ示す。 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 801>CCACTCCCACTGCTTTGGGAAGCCATGAATACAACTGATGACGCAACTGGTCTACTCAGGGGGTCTCTTCTCTACCCATC>880 
OsPCS2#1 724>CCACTCCCACTGCTTTGGGAAGCCATGAATACAACTGATGACGCAACTGGTCTACTCAGGGG------------------>785 
OsPCS2#2 724>CCACTCCCACTGCTTTGGGAAGCCATGAATACAACTGATGACGCAACTGGTCTACTCAGGGG------------------>785 
AK071958 152>CCACTCCCACTGCTTTGGGAAGCCATGAATACAACTGATGACGCAACTGGTCTACTCAGGGG------------------>213 
OsPCS2#3 577>CCACTCCCACTGCTTTGGGAAGCCATGAATACAACTGATGACGCAACTGGTCTACTCAGGGG------------------>638 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 4721>CCATCTTGATATTTGAAGGTTCATGCTTATCTCAAGGCACACTGCAGCTCCTTCATTGCTCTACACAGTGGTAAACATGC>4800 
OsPCS2#1 0786>------------------GTTCATGCTTATCTCAAGGCACACTGCAGCTCCTTCATTGCTCTACACAGTG---------->837 
OsPCS2#2 0786>------------------GTTCATGCTTATCTCAAGGCACACTGCAGCTCCTTCATTGCTCTACACAGTG---------->837 
AK071958 0214>------------------GTTCATGCTTATCTCAAGGCACACTGCAGCTCCTTCATTGCTCTACACAGTG---------->265 
OsPCS2#3 0639>------------------GTTCATGCTTATCTCAAGGCACACTGCAGCTCCTTCATTGCTCTACACA------------->687 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 4801>CAATGCTTGGTATATCGAATTCAAGTGGGTACATTGATATAATTTCCTTTATATCATTCCTTTAGCTTTTGTGCAGAGTT>4880 
OsPCS2#1 0838>----------------------------------------------------------------------------AGTT>841 
OsPCS2#2 0838>-----------------------------------------------------------------CTTTTGTGCAGAGTT>852 
AK071958 0266>----------------------------------------------------------------------------AGTT>269 
OsPCS2#3 0688>-----------------------------------------------------------------CTTTTGTGCAGAGTT>702 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 4881>GCAGAGATGAAAGCTGGAAAAGCATGGCGAAGTATTGCATGGAAGATGTACCCGATCTTCTTAAGGATGAGAGTGTAGAC>4960 
OsPCS2#1 0842>GCAGAGATGAAAGCTGGAAAAGCATGGCGAAGTATTGCATGGAAGATGTACCCGATCTTCTTAAGGATGAGAGTGTAGAC>921 
OsPCS2#2 0853>GCAGAGATGAAAGCTGGAAAAGCATGGCGAAGTATTGCATGGAAGATGTACCCGATCTTCTTAAGGATGAGAGTGTAGAC>932 
AK071958 0270>GCAGAGATGAAAGCTGGAAAAGCATGGCGAAGTATTGCATGGAAGATGTACCCGATCTTCTTAAGGATGAGAGTGTAGAC>349 
OsPCS2#3 0703>GCAGAGATGAAAGCTGGAAAAGCATGGCGAAGTATTGCATGGAAGATGTACCCGATCTTCTTAAGGATGAGAGTGTAGAC>782 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 5041>TAGGAGACAAGAGGAAGGAGGATCAGGATTAAGCAAAGAGGAGGAAGAAAGGCTTATTTTGAAGGTCATCTTCAACCTTT>5120 
OsPCS2#1 1002>TAGGAGACAAGAGGAAGGAGGATCAGGATTAAGCAAAGAGGAGGAAGAAAGGCTTATTTTGAAG---------------->1065 
OsPCS2#2 1013>TAGGAGACAAGAGGAAGGAGGATCAGGATTAAGCAAAGAGGAGGAAGAAAGGCTTATTTTGAAG---------------->1076 
AK071958 0430>TAGGAGACAAGAGGAAGGAGGATCAGGATTAAGCAAAGAGGAGGAAGAAAGGCTTATTTTGAAG---------------->493 
OsPCS2#3 0863>TAGGAGACAAGAGGAAGGAGGATCAGGATTAAGCAAAGAGGAGGAAGAAAGGCTTATTTTGAAG---------------->926 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 5121>TCTTTTCAATCTGGGATTCTGGATCAGAATTTTCTTTTTGTCTCTTTTAACACACCTTACACTGTGTGCACTTGCAGGAA>5200 
OsPCS2#1 1066>-----------------------------------------------------------------------------GAA>1068 
OsPCS2#2 1077>-----------------------------------------------------------------------------GAA>1079 
AK071958 0494>-----------------------------------------------------------------------------GAA>496 
OsPCS2#3 0927>-----------------------------------------------------------------------------GAA>929 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 5681>CTTCATGATGATCTTAAACGAGAGGTTTGTTGTATTAATCCAAACATCCCTTGCTCCCTACTCCCTAGCAAGATTTGTTT>5760 
OsPCS2#1 1549>CTTCATGATGATCTTAAACGAGAG-------------------------------------------------------->1572 
OsPCS2#2 1560>CTTCATGATGATCTTAAACGAGAG-------------------------------------------------------->1583 
AK071958 0977>CTTCATGATGATCTTAAACGAGAG-------------------------------------------------------->1000 
OsPCS2#3 1410>CTTCATGATGATCTTAAACGAGAG-------------------------------------------------------->1433 

*         *         *         *         *         *         *         * 
*         *         *         *         *         *         *         * 

Genome 6481>AAAAACATTTGTTGCACTAGTTTAGAATAACATTTTGTCTGTTGACACAGATATTGCATCTAAGACGGCAACTCCATTAT>6560 
OsPCS2#1 1573>--------------------------------------------------ATATTGCATCTAAGACGGCAACTCCATTAT>1602 
OsPCS2#2 1584>--------------------------------------------------ATATTGCATCTAAGACGGCAACTCCATTAT>1613 
AK071958 1001>--------------------------------------------------ATATTGCATCTAAGACGGCAACTCCATTAT>1030 
OsPCS2#3 1434>--------------------------------------------------ATATTGCATCTAAGACGGCAACTCCATTAT>1463 

*         *         *         *         *         *         *         * 
Genome 6561>GTGAGGTCCTGTAAAGAGGAGGAATATGGAGATCCTGTGCCACAATCCCATTAACAATGATGCAAATCGCGCAGTTGGTT>6640 
OsPCS2#1 1603>GTGAGGTCCTGTAAAGAGGAGGAATATGGAGATCCTGTGCCACAATCCCATTAACAATGATGCAAATCGCGCAGTTGGTT>1682 
OsPCS2#2 1614>GTGAGGTCCTGTAAAGAGGAGGAATATGGAGATCCTGTGCCACAATCCCATTAACAATGATGCAAATCGCGCAGTTGGTT>1693 
AK071958 1031>GTGAGGTCCTGTAAAGAGGAGGAATATGGAGATCCTGTGCCACAATCCCATTAACAATGATGCAAATCGCGCAGTTGGTT>1110 
OsPCS2#3 1464>GTGAGGTCCTGTAAAGAGGAGGAATATGGAGATCCTGTGCCACAATCCCATTAA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~>1517 

*         *         *         *         *         *         *         * 
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・	OsPCS遺伝子断片の単離とシークエンス解析 

予測したトランスクリプト配列をシークエンス解析で確認するため、推定コード領域の外

側に設計したプライマーとイネ（品種：日本晴）cDNAを鋳型として PCRを行った。OsPCS1#1

断片は PCS1.seq2F, PCS1.seqRのプライマー組で増幅し、予測した PCR産物（1992 bp）と合
致する約 2 kbの断片が得られた（図２−１−４）。OsPCS2#1断片は PCS2.seqF, PCS2.seq1Rの

プライマー組で増幅し、予測した PCR産物（1886 bp）と合致する 2 kb弱の断片が得られた
（図２−１−４）。PCR に用いたプライマーと配列の中間付近に設計したプライマー
PCS1.seq1F, PCS2.seq2Rを用いてシークエンス解析を行ったところ、OsPCS1#1（LC192427）

と OsPCS2#1（LC192430）断片の塩基配列はどちらも推定した配列と完全に一致した。 

 

 

 

 

 

図２-１-４ OsPCS遺伝子断片のクローニングの模式図と増幅断片の電気泳動 
OsPCS1#1 と OsPCS2#1 のクローニングとシークエンスに用いたプライマーの位置関係
を示した。青色は PCR とシークエンスに用いたプライマー、赤色はシークエンスに用いた
プライマーの位置。黒色ボックスはエキソン、白色ボックスは非翻訳領域（UTR）、線はイ
ントロン、エキソンの上部とイントロンの下部の数字は当該領域の塩基数、をそれぞれ示す。
PCR 増幅産物を１％アガロースゲルで電気泳動し、ラダーと比較してサイズを確認した。 
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OsPCS1#1 と OsPCS2#1 の翻訳産物の推定アミノ酸配列を他の植物種のファイトケラチン
合成酵素と比較した（図２−１−５）。OsPCS1#1と OsPCS2#1はコムギのファイトケラチン合

成酵素 TaPCS1とそれぞれ 67.5%, 76.3％の相同性があり、シロイヌナズナのファイトケラチ
ン合成酵素 AtPCS1, AtPCS2とはそれぞれ 49.2, 46.9%（OsPCS1）, 56.5, 52.5%（OsPCS2）の
相同性があった。 

 
 

 
 
図２-１-５ 高等植物の PCS アミノ酸配列のアラインメント 
イネ、コムギ、シロイヌナズナのファイトケラチン合成酵素遺伝子の推定アミノ酸配列を比
較した。ClustalW 2.1 プログラムを用いてアラインメントを行なった。アスタリスク（＊）
は保存された PCS の触媒残基を示す。アクセッション番号を以下に示す。OsPCS1, 
LC192427; OsPCS2, LC192430; TaPCS1, AF093752; AtPCS1, AF093753; AtPCS2, 
AY044049 
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・	OsPCS遺伝子のトランスクリプトバリアント 

第２章 第２節の OsPCS遺伝子の完全長 Open Reading Frame（ORF）断片を得る際の PCR

増幅とシークエンス解析から、OsPCS1#1 と OsPCS2#1 とは別のトランスクリプト配列が見
つかった。当研究室の上田の先行研究によると、OsPCS1 遺伝子配列のクローニングの際、
ベクター挿入断片をシークエンスしたところ 1497 bpと 1371 bpの２つの ORF断片が見つか

った（上田, 2012）。これをそれぞれ OsPCS1#2（LC192428）と OsPCS1#3（LC192429）とし
た。また、RAP-DB上の OsPCS1トランスクリプト配列（AF439787, ORF 741 bp）を OsPCS1#4

とした。 

OsPCS2については、OsPCS2#1の完全長 ORF断片をクローニングした際、ベクター挿入
断片をシークエンス解析すると780 bpのコード領域を含むトランスクリプト配列が見つかっ
た。これを OsPCS2#3（LC192431）とした。RAP-DB 上の開始コドンを含む OsPCS2 トラン

スクリプト配列（AK071754, ORF 783 bp）を OsPCS2#2とした。 

これらの配列はすべてスプライシングの GT-AG 則に合致したエキソン、イントロンの配
置であった（図２−１−３）ことから、選択的スプライシングにより複数のトランスクリプト

が生ずると判断した（図２−１−６）。 

 

 

 

 

図２-１-６ OsPCSトランスクリプトバリアントの模式図 
各バリアントの ORF の長さとエキソン、イントロンの配置を模式図で示した。黒色ボック
スはエキソン、白色ボックスは UTR、線はイントロン、エキソンの上部とイントロンの下部
の数字は当該領域の塩基数、をそれぞれ示す。 
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・	OsPCSトランスクリプトバリアントの発現量解析 

イネ（品種：日本晴）cDNAを鋳型とした PCRとシークエンス解析から、OsPCS1は少な

くとも４つ、OsPCS2 は少なくとも３つのトランスクリプトバリアントを生ずることがわか
った（図２−１−６）。近年、植物のイントロンを含む遺伝子のうち 60%以上が選択的スプラ
イシングを受けるといわれ、１つの遺伝子から複数の転写産物およびタンパク質が生じるこ

とで、異なる組織や発達段階における遺伝子発現変化や環境応答において重要な役割を果た
すとされる（Syed et al. 2012）。そこで、金属ストレス（カドミウム、ヒ素）により OsPCS遺
伝子のバリアントの発現量が変化するか、それぞれのバリアントに特異的なプライマーを設

計し発現量を解析した。 

イネ（品種：日本晴）を対照区、10 µM Cd処理区、10 µM As(III)処理区に播種して 10日間
水耕栽培し、RNAを抽出してリアルタイム PCRを行った。OsPCS1では４つのバリアントの

うちOsPCS1#1の発現量が大きく、対照区の根では#3, #4の 60–70倍であった（図２−１−７A）。
ヒ素ストレスにより#3以外のバリアントの発現量が有意に増加したが、それぞれの変化率に
はほとんど差がなくOsPCS1#1の発現量が最も大きいことに変わりなかった（図２−１−７A）。

カドミウムストレスによる有意な発現量変化はなかった。OsPCS2 では３つのバリアントの
うち OsPCS2#1の発現量が大きく、対照区の根では#2, #3の 30倍以上であった（図２−１−７
B）。ヒ素ストレスにより#2と#3の発現量が有意に増加したが、OsPCS2#1の発現量が最も大

きいことに変わりはなかった。カドミウムによる有意な発現量変化は見られなかった。 

地上部でも同様に OsPCS1 では４つのバリアントのうち OsPCS1#1 の発現量が大きく、
OsPCS2では３つのバリアントのうち OsPCS2#1の発現量が大きかった（図２−１−８）。カド

ミウムとヒ素による遺伝子発現への影響はなかった。 

各バリアントに共通した配列のプライマーでも発現量を解析した（図２−１−９）。OsPCS1

遺伝子は地上部での発現量が大きいが、ヒ素による発現上昇は根で見られ地上部では影響さ

れなかった。OsPCS2 遺伝子は地上部と根で発現量に大きな差はなく、カドミウムとヒ素に
よる発現量への影響もなかった。 
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図２-１-７ 根における OsPCS遺伝子のバリアント別の発現量 
（A）OsPCS1のバリアント別の発現量。（B）OsPCS2のバリアント別の発現量。対照区、
10 µM Cd 処理区、10 µM As(III)処理区で栽培した 10 日齢のイネ幼苗（品種：日本晴）か
ら RNA を抽出した。リアルタイム PCR を用いて遺伝子発現量を解析した。バリアントに特
異的なプライマーを設計し、各プライマーの PCR 増幅効率を算出した上で発現量を補正し
た。Ubiquitinと Actin1を内部標準遺伝子として用いた。値は平均値 ± SE で示した（n = 
4）。アスタリスクは対照区との有意な差を示す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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図２-１-８ 地上部における OsPCS遺伝子のバリアント別の発現量 
（A）OsPCS1のバリアント別の発現量。（B）OsPCS2のバリアント別の発現量。対照区、
10 µM Cd 処理区、10 µM As(III)処理区で栽培した 10 日齢のイネ幼苗（品種：日本晴）か
ら RNA を抽出した。リアルタイム PCR を用いて遺伝子発現量を解析した。バリアントに特
異的なプライマーを設計し、各プライマーの PCR 増幅効率を算出した上で発現量を補正し
た。Ubiquitinと Actin1を内部標準遺伝子として用いた。値は平均値 ± SE で示した（n = 
4）。対照区との有意な差はなかった（Dunnett 検定）。 
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図２-１-９ カドミウム、ヒ素による OsPCS遺伝子の発現量変化 
対照区、10 µM Cd 処理区、10 µM As(III)処理区で栽培した 10 日齢のイネ幼苗（品種：日
本晴）から RNA を抽出した。リアルタイム PCR を用いて遺伝子発現量を解析した。バリア
ントに共通した配列のプライマーを設計した。Ubiquitinと Actin1を内部標準遺伝子として
用いた。値は平均値 ± SE で示した（n = 4）。アスタリスクは対照区との有意な差を示す（p 
< 0.05, Dunnett 検定）。 
 

 

 

【考察】 

・	カドミウムとヒ素によるファイトケラチンの合成誘導の違い 

イネではヒ素によってファイトケラチン類の合成が強く誘導され、カドミウムによる PC2, 

hmPC2 の合成量はその１０分の１以下であった（図２−１−２）。向井（2011）は様々な金属
種（Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Mo, Zn, As(III), As(V), Cd）に暴露したイネ幼苗におけるファイトケラチ

ン合成量を比較し、このうち Cu, Zn, As(III), As(V), Cdによりファイトケラチン合成が誘導され、
特に As(III)と As(V)暴露時の合成量が大きいことを示した。一方で、インドジャボク（Rauvolfia 

serpentina）の培養細胞やセイヨウアカネ（Rubia tinctorum）ではカドミウムにより誘導され

るファイトケラチンの合成量がヒ素による誘導の４倍または２倍程度大きいと報告されてい
る（Grill et al., 1987; Maitani et al., 1996）。これらの結果は、金属種によるファイトケラチンの
合成誘導のレベルの違いが植物種によっても異なることを示唆する。 

ファイトケラチン生合成の調節機構としては転写レベルの制御と酵素活性の制御が考え
られる。シロイヌナズナでは AtPCS1 遺伝子は構成的に発現しておりカドミウムや銅に応答
した発現上昇を示さないことから（Ha et al., 1999; Vatamaniuk et al., 2000）、金属イオンによる
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酵素の活性化が主要な制御機構であると考えられている（Cobbett & Goldsbrough, 2002）。イ
ネの OsPCS2 も同様に構成的に発現しておりカドミウムやヒ素による発現上昇を示さなかっ

たが、OsPCS1はヒ素ストレスにより発現量が有意に増加した（図２−１−９）。この結果から、
ファイトケラチン生合成の調節機構は植物種間および遺伝子コピー間でも異なることが示唆
された。 

 

・	トランスクリプトバリアントの発現量 

イネのファイトケラチン合成酵素遺伝子 OsPCS1と OsPCS2はどちらも選択的スプライシ

ングによって複数のトランスクリプトを生じることがわかった（図２−１−６）。シロイヌナ
ズナではこのような報告はないが、ミヤコグサ（Lotus japonicus）のファイトケラチン合成酵
素遺伝子 LjPCS2では根と根粒で異なる mRNA配列が単離されている（Ramos et al., 2007）。

また非生物的ストレスは選択的スプライシングに影響を与えるとされ（Reddy, 2007）、例え
ばトウモロコシのグルタチオン S-トランスフェラーゼ遺伝子 Bz2ではカドミウムストレス条
件下で未成熟終止コドンをもつバリアントの転写量が増加する（Marrs & Walbot, 1997）。一

方で、OsPCS1 と OsPCS2 ではそのような部位やストレス条件によるバリアントの発現パタ
ーンの変化は見られず、最も長いコード領域をもつトランスクリプト（OsPCS1#1, OsPCS2#1）
の発現量がどの部位（地上部、根）と条件（対照区、カドミウム処理区、ヒ素処理区）にお

いても発現量全体の 90%以上を占めていた（図２−１−７、２−１−８）。この結果から OsPCS1

と OsPCS2 が複数のトランスクリプトを生じる生理的意義は不明であるが、少なくとも完全
長 ORFを含むバリアントが主要なトランスクリプトとして発現すると考えた。 

 

・	トランスクリプトバリアントの配列の違い 

OsPCS1と OsPCS2のバリアントの翻訳産物はいずれも N末端側の 226 aaまたは 229 aaの

配列が同一である。この N末端領域にはファイトケラチン合成酵素 AtPCS1の触媒残基であ
る Cys56, His162, Asp180（Vatamaniuk et al., 2004; Romanyuk et al., 2006）に対応するアミノ酸残
基が保存されている（図２−１−５）。Romanyuk et al. (2006) によると AtPCS1は in vitroにお

いて N末端 221 aaの断片だけでも PCS活性を示すことから、OsPCSのバリアントはいずれ
も PCS活性をもつと考えられる。Uraguchi et al. (2017) によると、OsPCS2遺伝子には本研究
で見出したトランスクリプトとは別に第２エキソンに転写開始点のあるバリアントも存在す

るが、それらは N末端の大部分を欠失しているため酵素活性は持たないと予想される。 

シロイヌナズナのグルタチオン合成酵素遺伝子 AtGS は開始コドン位置の異なる２つのト
ランスクリプトを生じ、細胞質局在型と葉緑体局在型のタンパク質に翻訳される（Wachter et 

al., 2005）。本研究で見つかった OsPCS1と OsPCS2のトランスクリプトバリアントはどれも
開始コドンの位置が同じであるため（図２−１−６）、AtGS遺伝子のような細胞内局在の違い
はないと思われる。 
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第２節 OsPCS組み換えタンパク質の酵素活性の解析 

ファイトケラチン合成酵素（PCS）は、グルタチオン（γGlu-Cys-Gly）のγグルタミルシ
ステインユニットを別のグルタチオン分子に転移するジペプチド転移反応を触媒し、ファイ
トケラチンを合成する（Grill et al., 1989）。この反応は ATPに依存しないが、カドミウムイオ

ンや亜ヒ酸の存在により酵素活性が上昇する（Vatamaniuk et al., 2000）。 

本節ではイネのファイトケラチン合成酵素 OsPCS1, OsPCS2のタンパク質としての機能を
検討するため、最も転写量の多いトランスクリプトである OsPCS1#1 と OsPCS2#1 の完全長

翻訳産物を組み換えタンパク質として調製し、その酵素活性を解析した。 

 

【材料と方法】 

・	PCS組み換えタンパク質の調製と精製 

マルトース結合タンパク（MBP）と融合させた組み換えタンパク質（MBP-OsPCS1, 

MBP-OsPCS2）を大腸菌（Escherichia coli）に発現させ、アミロース担体を用いたアフィニテ

ィークロマトグラフィーで精製した。発現コンストラクトの作成から目的タンパク質の精製
まで、pMAL Protein Fusion and Purification System（New England Biolabs）のマニュアルに従っ
た。 

OsPCS1#1と OsPCS2#1の完全長 ORF配列断片をイネ（品種：日本晴）cDNAを鋳型とし
た PCRで増幅した。DNAポリメラーゼは PrimeSTAR HS DNA Polymerase（タカラバイオ）
を用い、OsPCS1#1 断片は PCS1.proF, PCS1.proR のプライマー組で、OsPCS2#1 断片は

PCS2.proF, PCS2.proRのプライマー組で増幅した。リバースプライマーの 5´末端には制限酵
素 SbfIの認識配列を付与した。用いたプライマー配列を表２−２−１に示した。増幅した断片
をライゲーション反応により pMAL-c5X ベクターにサブクローニングし、大腸菌 NEB 

Express株（ER2523; New England Biolabs）に導入した。形質転換株から抽出したプラスミド
をシークエンス解析し、挿入された完全長 ORF 断片に PCR エラーがないことを確認した。
この際、別のトランスクリプト配列も見つかった（第２章 第１節参照）。大腸菌に目的の組

み換えタンパク質を発現させ、超音波破砕して溶菌したのち、アミロース担体を用いたアフ
ィニティークロマトグラフィーで精製した（Kellermann & Ferenci, 1982）。粗抽出液から溶出
画分までを Sodium dodecyl sulfate-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）に供試し、

目的タンパク質の精製を確認した（図２−２−１）。溶出画分のタンパク質濃度は Bradford 法
（Bradford, 1976）を用いて牛血清アルブミン（BSA）を標準物質として定量した。 
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図２-２-１ 大腸菌 OsPCS 組み換えタンパク質の精製過程の SDS-PAGE 
レーン１：大腸菌（非誘導）、２：大腸菌（誘導）、３：大腸菌粗抽出液、４：不溶性画分、
５：素通り画分、６：洗浄画分、７, ８：溶出画分 
溶出画分の約100 kDaのバンドがMBP-OsPCS1（MW: 99.9 kDa）とMBP-OsPCS2（MW: 
98.4 kDa）に相当する。溶出画分の40 kDa付近の薄いバンドはMBPタグ（MW: 42.5 kDa）
が内在性プロテアーゼにより切り出されたものと思われる。 
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表２-２-１ OsPCS 完全長 ORF 断片のクローニングに用いたプライマー 

PCS1.proF 5́-ATGGCGTCTAAACCAAGCAGC-3́ 

PCS1.proR 5́-ACTGCCTGCAGGTTAGCATTGTTCCCAAGGTTG-3́ 

PCS2.proF 5́-ATGGCAGCGATGGCATCCCT-3́ 

PCS2.proR 5́-GAGTCCTGCAGGTTAATGGGATTGTGGCACAG-3́ 

太字は開始コドンと終始コドン、下線部は制限酵素 SbfI の認識配列を示す。 
 

 

・	PCS酵素活性の測定 

反応液の組成は 200 mM HEPES-KOH (pH 8.0)、10 mMグルタチオン、50 µM各種金属塩
（MnCl2, NiSO4, CoCl2, ZnSO4, Na2MoO4, Na2HAsO4, CuSO4, NaAsO2, CdSO4のうちいずれか）
とした。反応液を 35ºCで 15分以上プレインキュベーションしたのち、1/10容の精製タンパ

ク質溶液を終濃度が 15 µg/mL（MBP-OsPCS1）または 5 µg/mL（MBP-OsPCS2）となるよう
に添加して反応を開始した。反応は 35ºCで行い、TFAを終濃度 1%（v/v）となるように添加
して反応を停止した。試料は解析まで−20ºCで冷凍保存した。 

 

・	ファイトケラチンの定量 

酵素反応生成物のチオールペプチドは mBBr で蛍光誘導体化し HPLC を用いて定量した

（Sneller et al., 2000一部改変）。酵素反応停止液 20 µLをとり、0.1% TFA/6.3 mM DTPA 180 µL

と混和して希釈し、4ºCで 10分間遠心分離した。上清 125 µLを 200 mM HEPES-KOH（pH 8.2）
/6.3 mM DTPA 225 µLと混和して酸を中和し、25 mM mBBr（ジメチルスルホキシドに溶解）

10 µLを添加して暗所、室温で 1時間静置した後、1 M MSA 150 µLを添加して誘導体化反応
を停止した。試料は解析まで遮光して氷上に置くか冷凍保存した。 

HPLC を用いた定量は第２章 第１節と同様に行ったが、グラジエント溶出のタイムプロ

グラムは次のように設定した（0 min, 溶離液B 40%; 15 min, 45%; 21 min, 58%; 25 min, 75%; 28 

min, 90%; 29 min, 100%; 35 min, 40%; 40 min, 40%）。標品としてグルタチオン（ナカライテス
ク）、PC2、PC4、γGlu-Cys（ハイペップ研究所）の人工合成品を用いて溶出ピークを同定し定

量した。PC3は、PC2と PC4の溶出ピークの間で反応時間依存的に増加するピークを PC3とし、
PC2と PC4の検量線の傾きの平均値を用いて定量した。 
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【結果】 

・	様々な金属イオン存在下における OsPCSの活性化 

精製したMBP-OsPCS1とMBP-OsPCS2を用いて、様々な金属イオン（Mn2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, 

MoO4−, Zn2+, As(III), As(V), Cd2+）のうちいずれかを含む反応液でアッセイを行い、PC合成活性
を調べた。金属イオン濃度 50 µM、反応時間 60分での PC2–4合成活性を比較した（図２−２−

２）。OsPCS1は Cu2+, As(III), Cd2+により PC2合成活性の上昇がみられ、OsPCS2は Cu2+, Zn2+, 

As(III), Cd2+によって PC2合成活性が上昇した。このうち、Cu2+存在下では重合度３以上の PC3, 

4は検出されなかった。両酵素は As(III)と Cd2+による活性上昇が著しかったが、OsPCS1 は特

に As(III)によって PC2合成活性が 70 倍に、Cd2+によって 50 倍に活性が上昇した。一方で、
OsPCS2は特に Cd2+によって PC2合成活性が 70倍に、As(III)によって 50倍に活性が上昇した。
PCS のもつグルタチオン加水分解活性により生成したと考えられる γGlu-Cys（γEC）も検出

されたが、その生成量は OsPCS1は As(III)の存在下で高いのに対し、OsPCS2は Cu2+と Cd2+の
存在下で高かった（図２−２−２）。 
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図２-２-２ 金属イオンによるOsPCS1 と OsPCS2 の活性化 
（A）OsPCS1 と（B）OsPCS2 の PC2‒4合成活性。各金属イオン 50 µM、グルタチオン
10 mMを含む緩衝液（pH 8.0）で 35ºC、60 分反応させた。対照として、金属イオンを加
えない処理区を設けた。値は平均値 ± SE で示した（n = 3）。 
 

 

・	カドミウムと亜ヒ酸による活性化の濃度依存性 

OsPCS1とOsPCS2のカドミウムとヒ素による活性化の違いについて詳細に比較するため、

PC合成活性に対する As(III)と Cd2+の濃度の影響を調べた。金属イオン濃度を 10–200 µM、反
応時間を 20分として PC2合成活性を比較した（図２−２−３）。MBP-OsPCS1は As(III) 10–50 µM

では濃度の上昇に伴って活性が上昇したが、As(III) 100 µM以上では活性が低下した。また、

Cd濃度の上昇に伴い活性が上昇したが、10–100 µMの濃度範囲では As(III)存在下の方が活性
は高かった。MBP-OsPCS2は As(III)と Cdどちらについても濃度の上昇に伴い活性が上昇した
が、Cd存在下の方が常に活性は高かった。 

図２−２−３のグラフに対して酵素反応速度論のミカエリス・メンテン式を適用した際の、
As(III)と Cd 濃度に対する速度論パラメータを算出した（表２−２−２）。OsPCS1 は As(III)に対
する Km = 3.41 µM、Cdに対する Km = 16.3 µMであり、As(III)への親和性が高いことがわかっ

た。一方で、OsPCS2は As(III)に対する Km = 47.3 µM、Cdに対する Km = 11.7 µMであり、Cd

への親和性が高いことがわかった。比活性は OsPCS2の方が OsPCS1よりも高かった。 

 

 

表２-２-２ OsPCS の Cd と As(III)による活性化の速度論パラメータ 

 Km (µM) Vmax (µmol/mg/20 min) 

MBP-OsPCS1   

As(III) 3.41 ± 1.15 90.5 ± 5.2 

Cd 16.3 ± 0.4 86.5 ± 1.0 

MBP-OsPCS2   

As(III) 47.3 ± 5.4 242.4 ± 60.6 

Cd 11.7 ± 1.6 478.3 ± 21.7 

Hanes-Woolf プロット（[S]/v vs. [S]）を用いて Kmと Vmaxを算出した。OsPCS1 の As(III)

については、As(III)濃度の上昇に伴って活性が上昇した３点（10, 20, 50 µM）のみを計算に
用いた。値は平均値 ± SE で示した（n = 3）。 
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図２-２-３ OsPCS の Cd と As(III)による活性化の濃度依存性 
（A）OsPCS1 と（B）OsPCS2 の PC2合成活性。Cd2+または As(III)を 10, 20, 50, 100, 200 
µM、グルタチオン 10 mMを含む緩衝液（pH 8.0）で 35ºC、20 分反応させた。値は平均
値 ± SE で示した（n = 3）。 
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【考察】 

・	金属種による OsPCS活性化の違い 

OsPCS1は Cu2+, As(III), Cd2+によって、OsPCS2は Cu2+, Zn2+, As(III), Cd2+によって in vitroにお
ける PCS活性が上昇した（図２-２-２）。これは、イネ幼苗において Cu, Zn, As(III), Cdに暴
露した際にファイトケラチン合成が誘導されたこと（向井, 2011）と一致する。ただし、イネ

幼苗では As(V)によってもファイトケラチン合成が誘導されたが、in vitro では OsPCS1 と
OsPCS2 のどちらも As(V)による活性化を受けなかった。植物細胞内に吸収されたヒ酸 As(V)

はグルタチオンもしくはヒ酸還元酵素によって速やかに亜ヒ酸 As(III)へと還元され

（Delnomdedieu, et al., 1994; Dhankher et al., 2006; Sánchez-Bermejo et al., 2014; Chao et al., 

2014）、イネ植物体内では大部分が As(III)として存在する（Xu et al., 2007）ので、PCSタンパ
ク質に作用する分子は As(III)であると考えた。 

 

・	OsPCS1と OsPCS2の活性化の違い 

OsPCS1と OsPCS2はどちらもカドミウムと亜ヒ酸により強く活性化されたが（図２-２-

２）、OsPCS1 は亜ヒ酸に対する親和性が高く活性化レベルも大きかったのに対し、OsPCS2

はカドミウムに対する親和性と活性化レベルが高かった（図２-２-３、表２-２-２）。この
ような金属種への親和性の違いは C末端のアミノ酸配列の違いによるかもしれない。ファイ

トケラチン合成酵素のN末端側配列には触媒残基が存在し植物種間でも高度に保存されてい
るが、C 末端側の配列は比較的多様であり（図２−１−５）その役割には不明な点が多い。
AtPCS1の N末端から 284番目以降（C末端側 200 aa）を欠いたタンパク質断片は in vitroに

おいて温度安定性が低下し、373番目以降を欠いた断片は Zn2+, Hg2+に応答した PCS活性を失
うが Cd2+, Cu2+への応答性は保持する（Ruotolo et al., 2004）。また AtPCS1の 471番目以降を
欠いたタンパク質断片は As(III)への応答性が低下する（Uraguchi et al., 2018）。これらの知見は、

C 末端ドメインが酵素の安定性や金属イオンへの応答性に関わることを示唆する。
Vestergaard et al. (2008) によると AtPCS1の C末端ドメインの Cys358, Cys359, Cys363, Cys366を
Ala に置換すると Cd2+, Zn2+に応答した PCS 活性が低下するが、本研究の OsPCS1 では

Cys358-Cys359に対応する残基は Phe382-Phe383に置換されていた（図２−１−５）。このアミノ酸
配列の置換が OsPCS1と OsPCS2の金属イオンへの応答性の違いに関わる可能性がある。 
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第３節 OsPCS遺伝子発現抑制イネの表現型解析 

シロイヌナズナでは、ファイトケラチン合成酵素遺伝子 AtPCS1を欠損した cad1-3変異体
はカドミウムやヒ素に対して超感受性を示す（Howden et al., 1995; Ha et al., 1999）。一方で、
シロイヌナズナ以外の植物種での PCS遺伝子欠損株の解析は報告されておらず、ファイトケ

ラチン合成によるカドミウムとヒ素への耐性機構が植物全般に当てはまるかはわからない。 

第２章 第１、２節でイネのファイトケラチン合成酵素遺伝子の配列決定とその遺伝子産
物がファイトケラチン合成活性をもつことを確認した。本節では、OsPCS1 と OsPCS2 の生

理機能の違いを検討するため、RNA 干渉（RNAi）法により OsPCS1, OsPCS2 遺伝子のどち
らかの発現を特異的に抑制した形質転換イネを作出し、植物体内のファイトケラチン含有率
とカドミウム、ヒ素への耐性に与える影響を解析した。 

 

【材料と方法】 

・	形質転換による PCS RNAiイネの作出 

RNAiベクターとして pANDAを用い（Miki & Shimamoto, 2004）、イネ（品種：日本晴）
をアグロバクテリウム法で形質転換して（Toki et al., 2006）、RNAiイネを作出した。pANDA

ベクターは、単子葉植物で高発現する Maize ubiquitin promoterの制御により、標的遺伝子の

発現を構成的に抑制する（Miki & Shimamoto, 2004）。OsPCS1と OsPCS2のそれぞれに特異的
な 3´非翻訳領域（3´ UTR）の 317 bpと 327 bpの配列を RNAiのトリガー配列として用いた。
トリガー配列の相同性は 39.9%であった（EMBOSS Needle）。トリガー配列断片は、イネ（品

種：日本晴）cDNAを鋳型とし PrimeSTAR HS DNA Polymerase（タカラバイオ）と、対応す
るプライマー組（PCS1.RNAi.F, PCS1.RNAi.Rまたは PCS2.RNAi.F, PCS2.RNAi.R）を用いて
PCR 増幅した。フォワードプライマーの 5´末端には TOPO クローニングのための CACC 配

列を付与した。増幅断片を Gateway®エントリーベクター pENTR/D-TOPO（Invitrogen）にサ
ブクローニングし、LR 反応によりデスティネーションベクター pANDA にクローニングし
て RNAi コンストラクトを作成した。クローニングした pENTR/D-TOPO ベクターまたは

pANDA ベクターは大腸菌 TOP10 株に導入し、M13 プライマーと RNAi プライマーまたは
Gus linkerプライマーと RNAi.Rプライマーを用いてコロニーPCRを行い、挿入断片の有無と
挿入方向を確認した。完成した pANDA ベクターをアグロバクテリウム（Agrobacterium 

tumefaciens）EHA105株（Hood et al., 1993）に導入し、イネ（品種：日本晴）完熟種子胚由来
カルスを用いて形質転換した（Toki et al., 2006）。形質転換イネからゲノム DNAを抽出して
鋳型とし、Gus-linkerプライマーと RNAi.Rプライマーを用いて PCRを行い、RNAiコンスト

ラクトの導入を確認した。用いたプライマーの配列を表２−３−１に示した。 
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表２-３-１ PCS RNAi コンストラクトの作成と形質転換の確認に用いたプライマー 

PCS1.RNAi.F 5́-CACCACATGGCAACCCACTCACTT-3́ 

PCS1.RNAi.R 5́-AGGACGAGCTAAGTGTGCTT-3́ 

PCS2.RNAi.F 5́-CACCGCATCTAAGACGGCAACTCC-3́ 

PCS2.RNAi.R 5́-GAAACTTTTGCAAGGACACCA-3́ 

M13F 5́-GTAAAACGACGGCCAG-3́ 

M13R 5́-CAGGAAACAGCTATGAC-3́ 

Gus-linker.F 5́-CATGAAGATGCGGACTTACG-3́ 

Gus-linker.R 5́-ATCCACGCCGTATTCGG-3́ 

下線部は TOPO クローニングのために付与した配列を示す。M13 プライマーは
pENTR/D-TOPO ベクター中の配列、Gus linker プライマーは pANDA ベクター中の配列で
ある。 
 

 

 

・	遺伝子発現量解析 

作出した PCS RNAiイネと野生型株（品種：日本晴）を通常の培養液（表２−１−１）で４
週間水耕栽培した。培養液は１週間ごとに交換した。１個体ずつ地上部と根から RNA を抽

出し、リアルタイム PCR を用いて OsPCS1 と OsPCS2 遺伝子の発現量を解析した。RNA 抽
出および発現量解析は第２章  第１節と同様に行った。プライマーは、PCS1.total.ex-F, 

PCS1.total.ex-Rおよび PCS2.total.ex-F, PCS2.total.ex-Rを用い、Ubiquitinと Actin1を内部標準

として用いた（表２−１−２）。 

 

・	カドミウムまたはヒ素ストレス条件での生育試験 

生育試験の予備実験として、野生型株（品種：日本晴）を対照区とカドミウム処理区（3, 

10, 30 µM Cd）または亜ヒ酸処理区（5, 20, 50 µM As(III)）に播種して 10日間水耕栽培し、草
丈と根長を測定した。 

OsPCS1 RNAiイネの生育試験では、RNAi株と野生型株を対照区、10 µM Cd処理区、20 µM 

As(III)処理区にそれぞれ播種して 10日間水耕栽培し、草丈と根長を測定した。OsPCS2 RNAi

イネのヒ素ストレス条件の生育試験も同様に行った。 

OsPCS2 RNAiイネのカドミウムストレス条件の生育試験では、RNAiイネと野生型株を通
常の培養液で 7日間水耕栽培したのち、同程度の大きさの幼苗を選んで対照区と３つの濃度
（3, 10, 30 µM Cd）のカドミウム処理区に移した。1 L容プラスチックコンテナに培養液を入



 34 

れ、20個の穴の空いたプレートを上に載せ、1つの穴に幼苗 1株ずつを入れて根が培養液に
浸るようにスポンジで茎を固定した（図２-１-１B）。この栽培系でさらに 7 日間水耕栽培

し、14日齢幼苗の草丈と根長を測定した。 

 

・	PCS RNAiイネのチオールペプチド含有率の測定 

PCS RNAiイネと野生型株（品種：日本晴）を通常の培養液で 7日間水耕栽培したのち、
10 µM Cd処理区または 20 µM As(III)処理区に移し、さらに 8日間栽培した。チオールペプチ
ドの抽出と HPLCを用いた定量は第２章 第１節と同様に行った。 

 

・	植物体内のカドミウムとヒ素の含有率の測定 

PCS RNAiイネと野生型株（品種：日本晴）を 10 µM Cd処理区、20 µM As(III)処理区にそ

れぞれ播種して 10日間水耕栽培し、地上部と根に分けてサンプリングした。試料を試験管に
入れ 70ºC の乾熱器中で 2 日間乾燥したのち秤量した。濃硝酸 2 mL を入れ、メタルバス
（MB-3H-U；小池精密機器製作所）を用いて 80ºC から 120ºC まで段階的に温度を上げて加

熱、分解した。放冷後、過塩素酸 0.2 mLを添加し、分解液が無色になるまで 120ºCで加熱し
たのち、温度を 150ºCに上げて酸を蒸発させた。0.1%（v/v）硝酸で 10 mL定容とした。 

カドミウムは原子吸光分光光度計（AA-6300; 島津製作所）とグラファイトファーネスア

トマイザ（GFA-EX7i; 島津製作所）を用いて測定した。マトリックスモディファイヤーとし
て 10 ppm硝酸パラジウム溶液を添加した。 

ヒ素は ICP発光分光分析装置（SPS1500VR; セイコー電子工業）を用いて測定した。 
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【結果】 

・	PCS RNAiイネにおける標的遺伝子の発現抑制 

作出した PCS RNAiイネにおける標的遺伝子の発現抑制を確認するため、OsPCS1, OsPCS2

遺伝子の発現量を解析した（図２−３−１）。独立した２系統において、OsPCS1 RNAiイネで
は OsPCS1 遺伝子の発現量が野生型株の 25%程度に抑制されていたが、OsPCS2 遺伝子の発

現量には有意な減少はみられなかった。同様に、OsPCS2 RNAiイネでは OsPCS2遺伝子の発
現量が野生型株の 10%程度に抑制されていたが、OsPCS1 遺伝子の発現量には変化はみられ
なかった。 

 

 

 
 

図２-３-１ PCS RNAi イネにおける OsPCS遺伝子の発現抑制 
通常条件で４週間水耕栽培した野生型株（WT, 品種：日本晴）と PCS RNAi イネの幼苗１
個体ずつからRNAを抽出し、リアルタイムPCRでOsPCS遺伝子の相対発現量を解析した。
Ubiquitinと Actin1を内部標準遺伝子として用いた。値は野生型株に対する相対値の平均 ± 
SE で示した（n = 3）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示す（p < 0.05, Dunnett
検定）。 
 

 

���
��
�

0

0.5

1

1.5

WT 1 5 1 4

相
対

発
現

量
（

vs
. W

T）
 ��

�� ��
0

0.5

1

1.5

WT 1 5 1 4
PCS1
RNAi�

PCS2
RNAi�

A. OsPCS1� B. OsPCS2�

WT� PCS1
RNAi�

PCS2
RNAi�

WT�



 36 

・	OsPCS遺伝子発現抑制のカドミウム、ヒ素耐性への影響 

カドミウムまたはヒ素ストレスによるイネ幼苗の生育への影響を調べた。予備実験として

野生型株（品種：日本晴）の生育への影響を検討した（図２−３−２）。カドミウム条件では、
草丈はカドミウム濃度 3 µM以上で対照区より有意に減少したが、根長は 3 µMと 10 µM Cd

区で有意に増加した。亜ヒ酸条件では、草丈は 5 µM As(III)区では影響はなく亜ヒ酸濃度 20 µM

以上で対照区より有意に減少した。根長は 5 µM As(III)区で対照区より有意に増加し、50 µM 

As(III)区では有意に減少した。この検討から、PCS RNAiイネの生育は 10 µM Cdおよび 20 µM 

As(III)処理区の草丈で評価することとした。 

 

 

  
 
図２-３-２ 野生型株（日本晴）の生育へのカドミウム、ヒ素ストレスの影響 
カドミウムまたはヒ素ストレス条件でのイネ幼苗の（A）草丈と（B）根長。イネ（品種：日
本晴）を対照区、カドミウム（3, 10, 30 µM Cd）処理区または亜ヒ酸（5, 20, 50 µM As(III)）
処理区に播種して 10 日間水耕栽培し、草丈と根長を測定した。値は平均値 ± SD で示した
（Cd: n ≥ 14, As: n ≥ 10）。バー上の異なる文字は有意な差を示す（p < 0.05, Tukey 検定）。 
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OsPCS1 RNAiイネは、対照区、10 µM Cd処理区、20 µM As(III)処理区いずれの条件におい
ても野生型株と比べて有意な生育の差を示さなかった（図２−３−３）。 

 

 
 
図２-３-３ カドミウム、ヒ素ストレス条件における OsPCS1 RNAi イネの生育 
野生型株（WT, 品種：日本晴）と OsPCS1 RNAi イネを対照区、10 µM Cd 処理区、20 µM 
As(III)処理区に播種し、10 日間水耕栽培して草丈を測定した。値は平均値 ± SE で示した（n 
= 5‒7）。野生型株との有意な差はなかった（Dunnett 検定）。 
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OsPCS2 RNAiイネは、対照区では野生型株と比べて生育に差はなかったが、20 µM As(III)

処理区では野生型株より有意に生育が低下した（図２−３−４A）。一方で、カドミウム条件で

は 3, 10, 30 µM Cd処理区で生育を比較したが、野生型株と比べてほとんど生育に差がなく、
独立した２系統に共通した有意な生育低下は見られなかった（図２−３−４B）。 

 

 

 
図２-３-４ カドミウム、ヒ素ストレス条件における OsPCS2 RNAi イネの生育 
（A）ヒ素ストレス条件での OsPCS2 RNAi イネの草丈。野生型株（WT, 品種：日本晴）
と OsPCS2 RNAi イネを対照区と 20 µM As(III)処理区に播種し、10 日間水耕栽培して草丈
を測定した。値は平均値 ± SE で示した（n = 4）。（B）カドミウムストレス条件での OsPCS2 
RNAi イネの草丈。野生型株と RNAi イネを通常条件で７日間水耕栽培したのち、対照区と
3, 10, 30 µM Cd 処理区に移してさらに７日間栽培し草丈を測定した。値は平均値 ± SE で
示した（n = 4, 5）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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・	PCS RNAiイネのファイトケラチン含有率 

植物体内のファイトケラチン合成への影響を調べるため、カドミウムまたは亜ヒ酸を与え

て栽培したイネ幼苗のファイトケラチン含有率を測定した（図２−３−５）。OsPCS1 RNAiイ
ネでは、カドミウムとヒ素どちらのストレス条件においても、ファイトケラチン類（PC2, 

hmPC2）や基質であるグルタチオンの含有率に野生型株と有意な違いはなかった。一方で、

OsPCS2 RNAiイネではカドミウムストレス条件で PC2, hmPC2の含有率が顕著に減少し、グ
ルタチオンは有意差はないが増加する傾向にあった（図２−３−５A）。ヒ素ストレス条件では、
hmPC2 は野生型株と比べて有意に減少、PC2 も減少する傾向にあり、グルタチオンは野生型

株より顕著に増加した（図２−３−５B）。 

グルタチオンの類縁体（hmGSH, γECE, γEC）の含有率を図２−３−６に示した。OsPCS1 

RNAiイネでは野生型株との有意な違いはなかったが、OsPCS2 RNAiイネではカドミウムス

トレス条件で hmGSH, γECE, γECの含有率が野生型株より減少し（図２−３−６A）、ヒ素スト
レス条件では γECE含有率が野生型株より有意に減少した（図２−３−６B）。 

 

・	PCS RNAiイネのカドミウム、ヒ素含有率 

ファイトケラチンがイネ植物体内のカドミウムとヒ素の動態に及ぼす影響を調べるため、
PCS RNAiイネにおけるカドミウムとヒ素の含有率を測定した。OsPCS1 RNAiイネでは、地

上部と根のどちらにおいてもカドミウムとヒ素の含有率に野生型株とほとんど違いは見られ
なかった（図２−３−７）。一方で、OsPCS2 RNAiイネでは、地上部のカドミウム含有率は野
生型株と有意差がなかったが、根のカドミウム含有率は野生型株の半分程度に減少していた

（図２-３-８A）。また、ヒ素含有率は地上部と根のどちらにおいても野生型株より有意に
減少していた（図２-３-８B）。 

 



 40 

 

 
 
図２-３-５ PCS RNAi イネにおけるファイトケラチン類の含有率 
（A）カドミウムストレス条件と（B）ヒ素ストレス条件で栽培したイネ幼苗の根におけるグ
ルタチオン、PC2［(γGlu-Cys)2-Gly］、hmPC2［(γGlu-Cys)2-Ser］の含有率。野生型株（WT, 
品種：日本晴）と PCS RNAi イネを通常条件で７日間水耕栽培したのち、10 µM Cd 処理
区と 20 µM As(III)処理区に移してさらに８日間栽培した。チオールペプチドを抽出し、HPLC
で定量した。値は平均値 ± SE で示した（n = 3）。アスタリスクは野生型株との有意な差を
示す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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図２-３-６ PCS RNAi イネにおけるグルタチオン類縁体の含有率 
（A）カドミウムストレス条件と（B）ヒ素ストレス条件で栽培したイネ幼苗の根におけるヒ
ドロキシメチルグルタチオン（hmGSH, γGlu-Cys-Ser）、γグルタミルシステイニルグル
タミン酸（γECE, γGlu-Cys-Glu）、γグルタミルシステイン（γEC, γGlu-Cys）の含有
率。野生型株（WT, 品種：日本晴）と PCS RNAi イネを通常条件で７日間水耕栽培したの
ち、10 µM Cd 処理区と 20 µM As(III)処理区に移してさらに８日間栽培した。チオールペプ
チドを抽出し、HPLC で定量した。値は平均値 ± SE で示した（n = 3）。アスタリスクは野
生型株との有意な差を示す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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図２-３-７ OsPCS1 RNAi イネのカドミウム、ヒ素含有率 
OsPCS1 RNAi イネの地上部と根の（A）カドミウムと（B）ヒ素の含有率。野生型株（WT, 
品種：日本晴）と RNAi イネを 10 µM Cd 処理区と 20 µM As(III)処理区に播種し、10 日間
水耕栽培した。カドミウムは原子吸光分析法で、ヒ素は ICP 発光分析法で測定した。値は平
均値 ± SE で示した（n = 4）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示す（p < 0.05, 
Dunnett 検定）。 
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図２-３-８ OsPCS2 RNAi イネのカドミウム、ヒ素含有率 
OsPCS2 RNAi イネの地上部と根の（A）カドミウムと（B）ヒ素の含有率。野生型株（WT, 
品種：日本晴）と RNAi イネを 10 µM Cd 処理区と 20 µM As(III)処理区に播種し、10 日間
水耕栽培した。カドミウムは原子吸光分析法で、ヒ素は ICP 発光分析法で測定した。値は平
均値 ± SE で示した（n = 4）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示す（p < 0.05, 
Dunnett 検定）。 
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【考察】 

・	OsPCS1と OsPCS2の生理的役割 

OsPCS1 遺伝子の発現抑制はイネ幼苗のファイトケラチン含有率やカドミウム、ヒ素への
耐性に有意な影響を与えなかった（図２-３-３、２-３-５）。Hayashi et al. (2017) によると、
OsPCS1の機能欠損変異体 has2もカドミウム、ヒ素耐性の低下を示さない。一方で、OsPCS2

遺伝子の発現抑制により植物体内のファイトケラチン含有率は有意に減少し、合成の基質で
あるグルタチオンが蓄積していた（図２-３-５）。OsPCS2 RNAiイネでは OsPCS1遺伝子の
発現量に影響はなかった（図２-３-１）。以上の結果から、イネのファイトケラチン合成に

は OsPCS2が主要なファイトケラチン合成酵素として働くと考えた。 

Hayashi et al. (2017) によると、OsPCS1欠損変異体 has2と OsABCC1欠損変異体 has1はど
ちらも野生型株と比べて穀実のヒ素含有率が高く、穂主節のヒ素含有率は低い。OsABCC1

は液胞膜に局在するABC輸送体タンパク質でありファイトケラチン-ヒ素抱合体を液胞へと
輸送する（Song et al., 2014）。このことから、OsPCS1は OsABCC1とともに上位節でヒ素を
隔離することで穀実へのヒ素の転流を抑制すると考えられる（Hayashi et al., 2017）。一方で、

幼苗では OsPCS1 遺伝子の発現抑制は地上部と根のヒ素含有率に影響しなかったことから
（図２-３-７B）、OsPCS1は生育段階および組織特異的に機能すると考えた。 

 

・	イネのカドミウム、ヒ素耐性におけるファイトケラチンの役割 

OsPCS2 遺伝子の発現抑制により、ヒ素に暴露したイネ幼苗のファイトケラチン含有率が
減少し（図２-３-５）、個体のヒ素耐性が低下した（図２-３-４A）。Song et al. (2014) によ

ると、OsABCC1 の機能欠損はイネのヒ素感受性を増大させる。これらの結果は、ファイト
ケラチンを介した液胞へのヒ素の隔離がイネのヒ素耐性機構において重要な寄与を果たすこ
とを示す。 

対照的に、OsPCS2 遺伝子の発現抑制により、カドミウムに暴露したイネ幼苗のファイト
ケラチン含有率は顕著に減少したが（図２-３-５）、個体のカドミウム耐性には大きな影響
が見られなかった（図２-３-４B）。Song et al. (2014) によると、イネの OsABCC1欠損変異

体もカドミウム感受性を示さない。一方で、シロイヌナズナでは、AtPCS1欠損変異体 cad1-3

と AtABCC1/AtABCC2 二重欠損変異体はどちらもカドミウムへの感受性が顕著に増大する
（Howden et al., 1995; Park et al., 2012）。以上の結果から、シロイヌナズナとイネのカドミウ

ム耐性機構には違いがあり、イネはファイトケラチンに依存しないカドミウム耐性機構を備
えている可能性が示唆された。 

イネ幼苗ではカドミウムにより誘導されるファイトケラチン合成量はヒ素による誘導と

比べて１０分の１以下であったが（図２−１−２）、OsPCS2（と OsPCS1）は in vitroにおいて
カドミウムにより強く活性化した（図２-２-２）。この一見矛盾する結果は、イネ細胞内に
おいてカドミウムの大部分がファイトケラチンを介さない経路で液胞に輸送されることを示
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唆するかもしれない。液胞へのカドミウムの輸送に関わる既知のイネの遺伝子として
OsHMA3（heavy metal ATPase 3）が挙げられる。OsHMA3は液胞膜局在の P1B-ATPaseであり、

根の液胞に Cd2+を隔離することで地上部へのカドミウムの転流を抑制する（Ueno et al., 2010; 

Miyadate et al., 2011）。OsHMA3 がイネのカドミウム耐性に関わるという報告はないが、
OsHMA3の過剰発現はイネのカドミウム耐性を向上させる（Sasaki et al., 2014）。もう一つ可

能性のある経路として、グルタチオン-カドミウム抱合体の輸送が考えられる。出芽酵母
（Saccharomyces cerevisiae）では、グルタチオン-カドミウム抱合体が ABC輸送体 YCF1（yeast 

cadmium factor 1）により液胞へと隔離されることでカドミウム耐性を獲得する（Li et al., 1996; 

Li et al., 1997）。植物におけるグルタチオン-カドミウム抱合体の輸送体タンパク質は発見さ
れていないが、Song et al. (2003) によるとシロイヌナズナに YCF1を発現させるとカドミウ
ム耐性が向上する。以上のような、Cd2+もしくはグルタチオン抱合体の形態での液胞への隔

離が、イネのカドミウム耐性に寄与している可能性がある。 

 

・	グルタチオン類縁体の生合成へのファイトケラチン合成酵素の関与 

イネはカドミウム、ヒ素ストレス条件下でグルタチオンの類縁体であるヒドロキシメチル
グルタチオンや γECEを合成するが（図２−１−２）、その生合成経路は明らかにされていない。
本研究において、OsPCS2 遺伝子の発現抑制によりグルタチオン類縁体の含有率に変化がみ

られた。ヒドロキシメチルグルタチオンの含有率はカドミウム条件において野生型株の半分
程度に減少し、γECE の含有率はカドミウム、ヒ素条件ともに野生型株より有意に減少した
（図２-３-６）。この結果は OsPCS2 がグルタチオン類縁体の生合成に関与することを示唆

する。しかしながら、in vitro のアッセイでは MBP-OsPCS2 にグルタチオンと L-Ser または
L-Glu を与えてインキュベートしてもヒドロキシメチルグルタチオンや γECE は生成しなか
った（data not shown）。Meuwly et al. (1995) によると、トウモロコシではカドミウムに暴露し

た際、ファイトケラチン［(γGlu-Cys)n-Gly］の合成が誘導された後に γECE（γGlu-Cys-Glu）
が検出されることから、γECE はファイトケラチンの分解によって生じることが示唆されて
いた。本研究の、OsPCS2遺伝子の発現抑制で γECE含有率が減少するという結果はこの説を

支持するものである。 
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第４節 ２章 結論 

本章ではイネのファイトケラチン合成酵素遺伝子について in vitroと in vivoの解析を行い、
カドミウムやヒ素ストレスに対するイネの防御応答におけるファイトケラチンの生理的役割
を明らかにしようとした。 

第１節で、ファイトケラチン合成酵素のホモログ遺伝子を探索し、Os05g0415200 (OsPCS1)

と Os06g0102300 (OsPCS2) が見つかった。この２つの遺伝子は選択的スプライシングにより
複数のトランスクリプトを生じるが（図２−１−６）、双方とも完全長 ORFをもつバリアント

の転写量が最も大きいことを見出した（図２−１−７）。 

第２節で、OsPCS1と OsPCS2の in vitroにおける酵素活性を調べた。どちらもカドミウム
と亜ヒ酸により強く活性化しファイトケラチン合成活性を示した（図２-２-２）。また、

OsPCS1は亜ヒ酸への高い親和性を示すのに対し、OsPCS2はカドミウムに対する親和性が高
いことを見出した（図２-２-３）。 

第３節で、OsPCS1 と OsPCS2 遺伝子の発現抑制の影響を調べた。イネでは OsPCS2 が金

属ストレスに応答したファイトケラチン合成と個体のヒ素ストレス耐性に寄与することを明
らかにした（図２-３-４、２-３-５）。一方で、イネのカドミウム耐性へのファイトケラチ
ン合成の寄与は小さいことが示唆された（図２-３-４）。 
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第３章 グルタチオン合成酵素ホモログの生理的解析 

第２章の検討から、ファイトケラチン合成酵素がイネのヒ素耐性に重要であることが示さ
れた。一方で、カドミウム耐性へのファイトケラチンの寄与は小さいことが示唆され、ファ
イトケラチン合成に依存しないカドミウム耐性機構の存在が推察された。ファイトケラチン

合成酵素を持たない出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）では、ABC輸送体 YCF1がグルタ
チオン-カドミウム抱合体を液胞へと隔離することで酵母にカドミウム耐性を賦与する（Li 

et al., 1996; Li et al., 1997）。また、イネはカドミウム暴露時にグルタチオンやヒドロキシメチ

ルグルタチオンを多く蓄積する（図２−１−２）。このことから、イネのカドミウム耐性に単
量体チオールのグルタチオンやグルタチオン類縁体が関与する可能性を考えた。 

本章では、グルタチオンやグルタチオン類縁体の寄与について検証するため、グルタチオ

ン生合成阻害剤の影響を調べるとともに、イネのグルタチオン合成酵素ホモログ遺伝子を探
索し、遺伝子発現抑制イネを解析することでグルタチオンの役割を明らかにしようとした。 

 

 

第１節 グルタチオン生合成阻害剤の影響の検討 

本節では、イネのカドミウムとヒ素耐性へのグルタチオン類の寄与を検討するため、グル
タチオンの生合成阻害剤であるブチオニンスルフォキシミン（buthionine sulfoximine, BSO）
を用い、イネ幼苗の生育への影響を調べた。BSOはグルタチオン生合成経路の初発反応を触

媒するγグルタミルシステイン合成酵素（γEC synthetase; γECS）の活性を阻害することで細
胞内グルタチオンの枯渇をまねく（Griffith, 1982; 図３-１-１）。またイネ科植物では、BSO

によりグルタチオンだけでなく類縁体であるヒドロキシメチルグルタチオンの合成も顕著に

阻害される（Klapheck et al., 1992）。 

 

 
 

図３-１-１ 高等植物におけるグルタチオン類の生合成経路 
実線は既知の経路、破線は未同定の推定経路を示す。 
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【材料と方法】 

・	植物材料 

イネ（品種：日本晴） 

 

・	BSOを与えた生育試験 

イネ（品種：日本晴）を通常の培養液（表２-１-１）に播種して 7 日間水耕栽培したの
ち、６つの処理区（対照区、10 µM Cd処理区、10 µM As(III)処理区、0.5 mM BSO処理区、0.5 

mM BSO + 10 µM Cd処理区、0.5 mM BSO + 10 µM As(III)処理区）に移してさらに 7日間栽培

した。培養液 50 mLを入れたバイアルに幼苗を 1株ずつ入れ、根が培養液に浸るようにスポ
ンジで葉鞘部を固定した。移植後 4日目に培養液を交換した。14日齢幼苗の草丈、根長、新
鮮重を測定した。 

 

・	カドミウムとヒ素の含有率の測定 

上記の生育試験を行った個体を用いてカドミウムとヒ素の含有率を測定した。測定方法は

第２章 第３節と同様に行った。 
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【結果】 

・	グルタチオン生合成を阻害したイネ幼苗の生育 

BSO によりグルタチオン合成を阻害した際のイネ幼苗の生育を比較した（図３-１-２）。
BSOを添加しない場合では、カドミウムとヒ素による新鮮重の有意な減少は見られなかった。
カドミウムやヒ素を含まない場合では BSOを添加しても新鮮重に影響しなかったが、カドミ

ウムまたはヒ素を含む処理区では BSO の添加によって新鮮重が有意に減少した。草丈は、
BSOの添加によって全ての処理区で有意に低下したが、カドミウムまたはヒ素を含む処理区
の方が BSOによる低下の度合いが大きかった。 

 

 

 

図３-１-２ BSO 処理したときのイネの生育 
（A）イネ幼苗全体の新鮮重量と（B）草丈。イネ（品種：日本晴）を通常の培養液に播種し
て７日間水耕栽培したのち、６つの処理区（対照区、10 µM Cd 処理区、10 µM As(III)処理
区、0.5 mM BSO 処理区、0.5 mM BSO + 10 µM Cd 処理区、0.5 mM BSO + 10 µM As(III)

処理区）に移してさらに７日間栽培した。値は平均値 ± SE で示した（n = 5）。バー上の異
なる文字は有意な差を示す（p < 0.05, Tukey 検定）。 
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・	イネ幼苗のカドミウム、ヒ素含有率 

BSO を与えて栽培したイネ幼苗のカドミウムとヒ素の含有率を測定した（図３-１-３）。

BSOの添加により根のカドミウム含有率が顕著に減少し、地上部のカドミウム含有率は有意
に増加した（図３-１-３A）。一方で、ヒ素の含有率は BSOにより地上部と根のどちらも有
意に減少した（図３-１-３B）。 

 

 

 

 

 

図３-１-３ BSO 処理したときのカドミウムとヒ素の含有率 
イネ幼苗の地上部と根の（A）カドミウムと（B）ヒ素の含有率。カドミウムは原子吸光分析
法で、ヒ素は ICP 発光分析法で測定した。値は平均値 ± SE で示した（n = 5）。アスタリス
クは処理区間の有意な差を示す（p < 0.05, Student t 検定）。 
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【考察】 

・	グルタチオンの生合成阻害がイネのカドミウム、ヒ素耐性に与える影響 

グルタチオンの合成阻害によりイネ幼苗のカドミウムとヒ素への耐性が低下した（図３-
１-２）。これはイネの金属ストレス耐性においてグルタチオンが重要な役割を果たすことを
示す。ヒ素耐性の低下はグルタチオンの減少によりファイトケラチン合成が滞ったためと考

えられる。一方で、ファイトケラチン合成の抑制はカドミウム耐性に大きな影響を与えなか
ったことから（図２-３-４）、グルタチオンまたはグルタチオン類縁体は単量体チオールと
してイネのカドミウム耐性に寄与することが示唆された。グルタチオンはカドミウムストレ

スによって生じた活性酸素種（ROS）の消去系においても重要な役割を果たすことから
（Jozefczak et al., 2012）、抗酸化作用もしくは抱合体形成によってイネのカドミウム耐性に寄
与すると考えた。 

 

・	カドミウムとヒ素の体内動態への影響 

グルタチオンの合成阻害によって根のカドミウム含有率が４分の１程度に減少し地上部

のカドミウム含有率は増加した（図３-１-３A）。この結果は、グルタチオンなどのチオー
ルペプチドがイネの根でカドミウムを隔離することで地上部への転流を抑制していることを
示唆する。また、イネの根に蓄積するカドミウムの大部分はチオールペプチドと結合した形

態で存在すると考えられる。山岡ら（2010）は、X 線吸収端微細構造（XAFS）解析により
イネにおけるカドミウムの化学形態を分析し、イネの根に含まれるカドミウムのほとんどが
Cd−S 結合をもつ化学形態で存在することを報告しており、本研究の結果はこれを支持する

ものである。 

グルタチオン合成阻害により根のヒ素含有率は半分程度に減少し、地上部のヒ素含有率も
減少した（図３-１-３B）。これは OsPCS2 RNAi イネでも同様であった（図２-３-８B）。

この結果から、イネの根でファイトケラチンと結合していない遊離の亜ヒ酸 As(III)は速やかに
根の細胞外へと排出され、地上部へは転流されにくいことが示唆された。Zhao et al. (2010) に
よると、イネ幼苗にヒ酸 As(V)を与えると吸収された As(V)の 80%以上は As(III)として速やかに

根から排出される。 
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第２節 GSホモログ遺伝子の相同性検索と発現量解析 

第３章 第１節の検討から、グルタチオンやグルタチオン類縁体がイネのカドミウム耐性
に関わることが示された。 

グルタチオンは、γグルタミルシステイン合成酵素（γECS または GSH1）とグルタチオ

ン合成酵素（GSまたは GSH2）が触媒する２段階の反応によって合成される（図３-１-１）。
シロイヌナズナでは両酵素はそれぞれ単一の遺伝子にコードされ、AtGSH1 または AtGSH2

の欠損は致死性を示すほか（Cairns et al., 2006; Pasternak et al., 2008）、AtGSH1の変異により

GSH合成量が減少した cad2-1変異体はカドミウム感受性を示す（Howden et al., 1995; Cobbett 

et al., 1998）。一方で、イネのグルタチオン生合成に関わる酵素および遺伝子の解析はこれま
で行われていない。 

本節では、イネのグルタチオン合成酵素遺伝子を同定するためシロイヌナズナのグルタチ
オン合成酵素 AtGS のホモログ遺伝子を探索し、植物の既知のグルタチオン合成酵素遺伝子
の配列と比較した。また、金属ストレスに応答した遺伝子発現量の変化を解析した。 

 

【材料と方法】 

・	ホモログ遺伝子の相同性検索 

シロイヌナズナのグルタチオン合成酵素 AtGSの推定アミノ酸配列を問い合わせ配列とし、
RAP-DB で BLAST 検索を行ったところ、３つの遺伝子 Os11g0642800, Os12g0263000, 

Os12g0528400 が見つかったため、これらを順に OsGS1, OsGS2, OsGS3 と名付けた。OsGS1

のトランスクリプト配列（AK068792）は完全長の ORF（1623 bp）を含んでいたが、他２つ
のトランスクリプト配列（OsGS2, AK099555; OsGS3, AK103004, AK058922）はコード領域の
部分配列であった。そこで、これらの配列（OsGS2, AK099555; OsGS3, AK103004）を問い合

わせ配列として NCBI で再度 BLAST 検索したところ、完全長トランスクリプト配列の候補
（OsGS2, EU267952; OsGS3, XM_015762575）が見つかった。OsGS2のトランスクリプト配列
（EU267952）は完全長の ORF（1623 bp）を含んでいた。これはジャポニカ品種 Ilpumbyeo

由来の配列であったが、エキソン領域の塩基配列は日本晴ゲノムの対応する領域と完全に一
致した。OsGS3 のトランスクリプト配列（XM_015762575）はコンピュータ解析で予測され
た推定トランスクリプトであった。 

 

・	遺伝子断片の増幅とシークエンス解析 

OsGS2 と OsGS3 の推定トランスクリプト配列をシークエンス解析で確認するため、推定

コード領域の外側に設計したプライマーとイネ（品種：日本晴）cDNAを鋳型として PCRを
行った。OsGS2断片は GS2.seqF, GS2.seqRのプライマー組、OsGS3断片は GS3.seqF, GS3.seqR

のプライマー組を用いた。DNA ポリメラーゼは Blend Taq（東洋紡）を用い、TaKaRa PCR 
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Thermal Cycler Dice（タカラバイオ）で PCR増幅した。PCR産物の一部を 1% (w/v)アガロー
スゲルで電気泳動し、増幅断片の特異性とサイズを確認した。PCR産物を Mag Extractor（東

洋紡）で精製し、PCR増幅に用いたプライマーと GS2.ex-F, GS2.ex-R, GS3.ex-Rプライマーを
用いてシークエンス解析（ファスマック）を行った。PCRとシークエンスに用いたプライマ
ーの配列を表３−２−１に示した。OsGS2 と OsGS3（LC385880）の増幅断片の塩基配列は推

定トランスクリプト配列と完全に一致した。 

 

・	分子系統解析 

高等植物のグルタチオン合成酵素 GS とホモグルタチオン合成酵素 hGS 遺伝子の ORF 配
列を用い、Clustal W 2.1プログラムの隣接結合法（neighbor-joining method）で系統樹を作成
した（Larkin et al., 2007）。植物種は、アブラナ科：シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）、

セイヨウカラシナ（Brassica juncea）、マメ科：ダイズ（Glycine max）、ミヤコグサ（Lotus 

japonicus）、タルウマゴヤシ（Medicago truncatula）、エンドウ（Pisum sativum）、イネ科：イ
ネ（Oryza sativa）、トウモロコシ（Zea mays）、コムギ（Triticum aestivum）、オオムギ（Hordeum 

vulgare）を用いた。アクセッション番号は以下の通り。AtGS (AJ243813), BjGS (Y10984), 

Gm-hGS (AJ272035), LjGS (AF279703), Lj-hGS (AY219337), MtGS (AF194421), Mt-hGS 

(AF075700), PsGS (AF231137), Ps-hGS (AF258319), OsGS1 (AK068792), OsGS2 (EU267952), 

OsGS3 (LC385880), ZmGS (AJ579383), TaGS1 (AJ579380), TaGS2 (AJ579381), TaGS3 (AJ579382), 

TaGS4 (predicted, AK455907), HvGS1 (predicted, AK354495), HvGS2 (predicted, AK364878)。この
うち TaGS4 (AK455907), HvGS1 (AK354495), HvGS2 (AK364878)は、本研究で OsGS1または

OsGS2 のトランスクリプト配列を問い合わせ配列として NCBI で BLAST 検索した結果見つ
かった配列であり、アノテーションはされていない。 

 

・	遺伝子発現量解析 

イネ（品種：日本晴）を対照区、10 µM Cd処理区、10 µM As(III)処理区で 10日間水耕栽培
し、幼苗から RNA を抽出した。リアルタイム PCR を用いてグルタチオン合成酵素遺伝子

OsGS1, OsGS2, OsGS3とγグルタミルシステイン合成酵素様遺伝子 OsECSs（Os05g0129000, 

Os07g0462000）の相対発現量を解析した。２つの OsECS 遺伝子は塩基配列が 95％同一であ
り、それぞれに特異的なプライマーを設計することが難しかったため、双方に共通するプラ

イマーを設計して解析に用いた。RNA 抽出および発現量解析は第２章 第１節と同様に行っ
た。プライマーは、GS1.ex-F, GS1.ex-R、GS2.ex-F, GS2.ex-R、GS3.ex-F, GS3.ex-R および
ECSs.ex-F, ECSs.ex-Rを用い（表３−２−１）、Ubiquitinと Actin1を内部標準として用いた。 
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表３-２-１ シークエンスと遺伝子発現量解析に用いたプライマー 
GS1.seqR 5́-TCCGTAGCTTGGCAATGTC -3́ 
GS2.seqF 5́-CACCAACTCCGATCGAACA-3́ 
GS2.seqR 5́-GTACCTCAATCTCGGCTGATAG-3́ 
GS3.seqF 5́-ACTTCGGTTCGACAGTTCGGCAC-3́ 
GS3.seqR 5́-TGCCATTCAAAAACTGCAAA-3́ 
GS1.ex-F 5́-GCGCACCAAAGTTTCTTCATC-3́ 
GS1.ex-R 5́-GACCCTCTGCTTTACCACTCATC-3́ 
GS2.ex-F 5́-TGGGCTGAGTTCAACAATCAA-3́ 
GS2.ex-R 5́-CACCCCATACATTTCTCTCAAGG-3́ 
GS3.ex-F 5́-TTGAAGCCCCAACGTGAA-3́ 
GS3.ex-R 5́-GGCAAACACCACCACGAA-3́ 
ECSs.ex-F 5́-TGAATGACTGGGAGAACCATCTAA-3́ 
ECSs.ex-R 5́-GGCAAAGCACACAATCTCCTC-3́ 

 

 

【結果】 

・	相同性検索と分子系統解析 

シロイヌナズナのグルタチオン合成酵素 AtGSとの相同性に基づき、イネの３つのホモロ

グ遺伝子（OsGS1, OsGS2, OsGS3）を見出した。イネ（品種：日本晴）cDNA を鋳型とした
PCR とシークエンス解析から、これら３つの遺伝子のトランスクリプト配列（OsGS1, 

AK068792; OsGS2, EU267952; OsGS3, LC385880）を確認した。これらの翻訳産物の推定アミ

ノ酸配列を他の植物種のグルタチオン合成酵素と比較した（図３-２-１）。OsGS1, OsGS2, 

OsGS3はコムギのグルタチオン合成酵素 TaGS1とそれぞれ 82.7, 61.8, 77.9%の相同性があり、
シロイヌナズナのグルタチオン合成酵素 AtGSとはそれぞれ 62.1, 56.8, 67.0%の相同性があっ

た。 

アブラナ科、マメ科、イネ科植物のグルタチオン合成酵素遺伝子 GSとホモグルタチオン
合成酵素遺伝子 hGS の完全長 ORF 配列から系統樹を作成した（図３-２-２）。同じ科に属

する植物種の遺伝子はそれぞれまとまったクラスターを形成したが、マメ科クラスターの中
で GS遺伝子群と hGS遺伝子群は別の小クラスターを形成した。OsGS1と OsGS3は既報のイ
ネ科植物グルタチオン合成酵素 TaGS1や ZmGSと同じクラスターに属したが、OsGS2はそれ

とは離れた位置にあった。BLAST検索の結果、OsGS2と高い相同性のある推定 GS遺伝子配
列（TaGS4, HvGS2）がコムギとオオムギにも見つかり、これら３つの遺伝子が他のイネ科植
物の GS遺伝子とは別のクラスターを形成した。 
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図３-２-１ 高等植物のグルタチオン合成酵素アミノ酸配列のアラインメント 
イネ、コムギ、シロイヌナズナのグルタチオン合成酵素遺伝子の推定アミノ酸配列を比較し
た。ClustalW 2.1 プログラムを用いてアラインメントを行なった。アクセッション番号を以
下に示す。OsGS1, AK068792; OsGS2, EU267952; OsGS3, LC385880; TaGS1, 
AJ579380; AtGS, AJ243813 

OsGS1    1 MSSYVTTPHHHHHHGCCSGSRRLQAPAPPARPRLVVAAAARHVALPPRRAVAS-RAMSAE
OsGS2    1 MAAAAARSGAHPPSFASSLGRCRVLPVVVVRRPGGAARPSPLLAPARCAAAVGTAAPKVE
OsGS3    1 ------------------------------------------------------MSAAAE
TaGS1    1 MSSCVSSSHHH-------CARRLPAPPPRAH-----LAAADSCASPYRRRVGSLRAMGAE
AtGS     1 MGSGCSSLSYSSSSTCSATVFSISSPPSSSSSLKLNPSSFLFQNPKTLRNQPPLRCGRSF

OsGS1   60 APLGVAPAAAEEEMA-A-VVDEMAEEAAVWCAVHGLVVGDRAEPRSGTIPGVGLVHAPFA
OsGS2   61 GGGRRSSEQGQLAVAPARLVDELVEEALVWSSQHGLVVGDKNHPRSGKAPGVGLLHAPFA
OsGS3    7 GRPPAAAAAG-----------EMVREATAWCALHGLVVGDRADPRSGTVPGVGLVHAPFS
TaGS1   49 APSSVAPAAG-RKAS-A-VQAEMVEAAAMWCAMHGLVVGDRGNPRSGTVPGVGLVHAPFS
AtGS    61 KMESQKPIFDLEKLDDE-FVQKLVYDALVWSSLHGLVVGDKTYQKSGNVPGVGLMHAPIA

OsGS1  118 LLPTRFPASFWKQARELAPIFNDLVDRVSLDGEFLQDSLSRTRQVDDFTSRLLDIHAKMM
OsGS2  121 LLPMSFSKVYWDQAVELAPLFNELVDRVSLDGDFLQETLARTKEVDSFTGRLLDIHAKMM
OsGS3   56 LLPTHLPESHWRQACELAPIFNELVDRVSLDGDFLQDSLSKTKQVDDFTSRLLEIHRKMM
TaGS1  106 LLPTRFPASFWKQACELAPIFNELVDRVSLDGKFLQGSLSRTKQVDDFTARLLEIHAKMM
AtGS   120 LLPTGFPEAYWKQACDVTPLFNELIDRVSLDSKFLQDSLSRTKKVDVFTSRLLDIHSKML

OsGS1  178 EVNKEEDIRLGLHRSDYMLDSGTNSLLQIELNTISSSFPGLSSLVSELHRTLLNRHGKVL
OsGS2  181 KLNKKEDVRLGLTRSDYMIDGATDQLLQVELNTISTSSNGLACGVCELHRNLIRQHEREL
OsGS3  116 EINKEENIRLGLHRSDYMLDSETNSLLQIELNTISASFPGLGSLVSELHRTLIDQYGHLF
TaGS1  166 AVNKKEDIRLGLHRSDYMLDSETNSLLQIELNTISTSFPGLGSLVSELHRTLLNQYGEVL
AtGS   180 ERNKKEDIRLGLHRFDYMLGEETNSLLQIEMNTISCSFPGLSRLVSQLHQSLLRSYGDQI

OsGS1  238 GLDSKRIPQNWAATQFAEALSMAWTEFNNKSAVIMMVVQPEERNMYDQYWLINHLKESHG
OsGS2  241 GLDPESVVGNTAIAQHAEALAGAWAEFNNQSSVVLVVVQPEERYMYDQYWITVALREMYG
OsGS3  176 CLDSKRVPGNEASSQFAKALARAWDEFNVDSAVIMMIVQPEERNMYDQYWLAKHLKESHG
TaGS1  226 GLDSERIPRNWAAIQFAEALGKAWVEYNNGSAVVMMIVQAEERNMYDQYWLINHLKESHG
AtGS   240 GIDSERVPINTSTIQFADALAKAWLEYSNPRAVVMVIVQPEERNMYDQHLLSSILREKHN

OsGS1  298 VKTIRKTLAQVEAEGQVLPDGTLVVDGQTVSVVYFRAGYSPNDYPSEAEWRARLLMEQSS
OsGS2  301 VTTIRKTMAAIDAEGELRPDGTLTIDGLPVAVVYFRAGYTPNDYPSEAEWRARLLIECSS
OsGS3  236 ITTIRKTLSEVEAEGHVLPDGTLVIDGKTVSVVYFRAGYTPNDYPSEAEWAARLLLEQSS
TaGS1  286 VMTIRKTLAQVEAEGLVLPDGTLVVDGRPVAVVYFRAGYAPTDYPSEVEWSARLLIEQSS
AtGS   300 IVVIRKTLAEVEKEGSVQEDETLIVGGQAVAVVYFRSGYTPNDHPSESEWNARLLIEESS

OsGS1  358 AIKCPSISYHLVGTKKIQQELAKPNILERFLNNKEDIAKLRKCFAGLWSLDNEEIVKTAI
OsGS2  361 AIKCPSIAHHLVGTKKIQQELAKENVLERFLDNKADIEKVRKCFAGLWSLENDSIVMSAI
OsGS3  296 AVKCPSISYHLVGTKKIQQELARPNVLERFLENKEEITKIRKCFAGLWSLDDEEIVKSAI
TaGS1  346 AIKCPSISYHLVGTKKIQQELAKPSVLERFLDNEEDIAKLCKCFAGLWSLDNEEIVKSAI
AtGS   360 AVKCPSIAYHLTGSKKIQQELAKPGVLERFLDNKEDIAKLRKCFAGLWSLDDSEIVKQAI

OsGS1  418 EKPDLFVLKPQREGGGNNIYGYDLRETLVRLQKEQGEALAAYILMQRIFPRASLTHLVQG
OsGS2  421 ESPELFVLKPQREGGGNNIYGDNLRETLISLKKDGSNELAAYILMQRIFPPASLCYLVRD
OsGS3  356 QKPELFVLKPQREGGGNNIYGIDVRETLIRLQKEGGDALAAYILMQRIFPKASLSNLVRG
TaGS1  406 EKPDLFVLKPQREGGGNNLYGHDLRETLIRLKNKQGEALAAYILMQRIFPRASLTQLVQG
AtGS   420 EKPGLFVMKPQREGGGNNTYGDDVRENLLRLQKEGEEGNAAYILMQRIFPKVSNMFLVRE

OsGS1  478 GVCFEDLTISELGIFGAYLRNKDKVVLNNQCGYLMRTKVSSSNEGGVAAGFAVLDSILLT
OsGS2  481 GTCIRENAVSEFGIFGAYLRNKDRVIINDQCGYLMRTKAASLNEGGVVAGYAFLNSVFLT
OsGS3  416 GVCHEALTISELGIYGAYLRNNDKVVMNEQSGYLMRTKVSSSDEGGVAAGFAVLDSLYLT
TaGS1  466 GVCFEELSISELGIFGSYLRNKDKVVINNQCGYLMRTKVSSSNEGGVAAGFAVLDSILLT
AtGS   480 GVYHKHQAMSELGVYGAYLRSKDKVIVNEQSGYLMRTKIASSDEGGVAAGFGVLDSIYLN

OsGS1  538 DEW-
OsGS2      ----
OsGS3  476 DKAM
TaGS1  526 DE--
AtGS   540 ----
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図３-２-２ 高等植物のグルタチオン、ホモグルタチオン合成酵素遺伝子の系統樹 
高等植物のグルタチオン合成酵素（GS）、ホモグルタチオン合成酵素（hGS）遺伝子の ORF
配列を用い、Clustal W 2.1 プログラムの隣接結合法（neighbor-joining method）で系統
樹を作成した。分枝点の数字はブートストラップ値（/1000）を示す。略称とアクセッショ
ン番号を以下に示す。AtGS (Arabidopsis thaliana GS, AJ243813), BjGS (Brassica 
juncea GS, Y10984), Gm-hGS (Glycine max hGS, AJ272035), LjGS (Lotus japonicus 
GS, AF279703), Lj-hGS (L. japonicus hGS, AY219337), MtGS (Medicago truncatula 
GS, AF194421), Mt-hGS (M. truncatula hGS, AF075700), PsGS (Pisum sativum GS, 
AF231137), Ps-hGS (P. sativum hGS, AF258319), ZmGS (Zea mays GS, AJ579383), 
TaGS1 (Triticum aestivum GS1, AJ579380), TaGS2 (T. aestivum GS2, AJ579381), 
TaGS3 (T. aestivum GS3, AJ579382), TaGS4 (T. aestivum predicted GS mRNA, 
AK455907), HvGS1 (Hordeum vulgare predicted GS mRNA, AK354495), HvGS2 (H. 
vulgare predicted GS mRNA, AK364878) 
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・	細胞内局在の予測 

TargetP（Emanuelsson et al., 2000）とWoLF PSORT（Horton et al., 2007）を用いて、OsGS1, 

OsGS2, OsGS3の推定アミノ酸配列の N末端配列から翻訳産物の細胞内局在を予測した（表
３-２-２）。OsGS1 と OsGS2 は葉緑体局在、OsGS3 は細胞質または葉緑体に局在すると予
測された。 

 
 
表３-２-２ OsGS タンパク質の細胞内局在の予測 
TargetP v1.1 
 Len cTP mTP SP other Loc RC 
OsGS1 540 0.954 0.141 0.002 0.056 C 1 
OsGS2 540 0.910 0.269 0.005 0.017 C 2 
OsGS3 479 0.436 0.112 0.081 0.420 C 5 
WoLF PSORT       
 Chlo Mito Cyto Cysk    
OsGS1 10 4      
OsGS2 14       
OsGS3 2  9 3    
TargetP: Len, sequence length; cTP, chloroplast transit peptide; mTP, mitochondrial 
transit peptide; SP, signal peptide; Loc, prediction of localization; C, chloroplast; RC, 
Reliability class, 1: diff > 0.800, 2: 0.800 > diff > 0.600, 3: 0.600 > diff > 0.400, 4: 
0.400 > diff > 0.200, 5: 0.200 > diff. 
WoLF PSORT: Chlo, chloroplast; Mito, mitochondria; Cyto, cytoplasm; Cysk, 
cytoskeleton. 
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・	OsGS遺伝子の発現量解析 

３つの OsGS遺伝子と、グルタチオン合成の１段階目の反応を触媒するγグルタミルシス

テイン合成酵素様遺伝子 OsECSs の相対発現量を調べた（図３-２-３）。イネ（品種：日本
晴）を対照区、10 µM Cd処理区、10 µM As(III)処理区に播種して 10日間水耕栽培し、RNAを
抽出してリアルタイム PCRを行った。OsGS1遺伝子の相対発現量は他の２つの OsGS遺伝子

と比べて顕著に（1/100 程度）低かった。OsGS1 遺伝子の発現量は地上部においてカドミウ
ムとヒ素により有意に増加し、根においても増加する傾向にあった。OsGS3遺伝子の発現量
は根においてカドミウムとヒ素により有意に増加し、その発現変化は OsECS遺伝子群の発現

変化のパターンと同じであった。一方で、OsGS2遺伝子の発現量はカドミウムによっては有
意に変化せず、ヒ素によって有意に減少した。 

 

 

 
 
図３-２-３ カドミウム、ヒ素による OsGS遺伝子の発現量変化 
対照区、10 µM Cd 処理区、10 µM As(III)処理区で栽培した 10 日齢のイネ幼苗（品種：日
本晴）から RNA を抽出した。リアルタイム PCR を用いて遺伝子発現量を解析した。γグル
タミルシステイン合成酵素様遺伝子 OsECSs は２つの遺伝子に共通する配列のプライマー
を設計した。Ubiquitinと Actin1を内部標準遺伝子として用いた。値は平均値 ± SE で示し
た（n = 4）。アスタリスクは対照区との有意な差を示す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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【考察】 

・	OsGS遺伝子の配列 

イネには３つの GSホモログ遺伝子が見つかったが、OsGS1と OsGS3は既報のイネ科植物
のグルタチオン合成酵素遺伝子と高い相同性を示した（図３-２-２）。これは OsGS1 と
OsGS3 がグルタチオン合成活性を持つことを示唆する。一方で、OsGS2 は TaGS1 などとは

比較的相同性が低く、系統樹解析では OsGS1, OsGS3 とは別のクラスターに属した（図３-
２-２）。マメ科植物において GS遺伝子と hGS遺伝子は独立したクラスターを形成している
ことから、OsGS1, OsGS3と OsGS2の間にも酵素活性に違いがあることが示唆された。また

OsGS2と高い相同性を示す遺伝子配列（TaGS4, HvGS2）が新たにコムギとオオムギにも見つ
かったことから、OsGS2はイネ科植物に共通の酵素活性をもつことが予想された。この点に
ついては第４章で検討した。 

OsGS1とOsGS2は独立した２つのプログラムで葉緑体に局在すると予測されたが、OsGS3

は N末端の 60 aaを欠失しており細胞質または葉緑体に局在すると予測された（表３-２-２）。
この局在はシロイヌナズナの AtGS と同じである。AtGS 遺伝子はシングルコピーであるが、

選択的スプライシングにより葉緑体局在型と細胞質局在型の２つのトランスクリプトが生じ
るとされている（Wachter et al., 2005）。 

 

・	OsGS遺伝子の発現量変化 

カドミウムやヒ素ストレスによりOsGS1, OsGS3とOsECS遺伝子の発現量が有意に増加し
た（図３-２-３）。これはカドミウム、ヒ素ストレス条件下でイネのグルタチオン含有率が

増加すること（図２−１−２）と一致する。同様に、シロイヌナズナでもカドミウムにより
GSH1 (γECS), GSH2 (GS)遺伝子の発現量が増加する（Jozefczak et al., 2014）。一方で、OsGS2

の遺伝子発現量はヒ素ストレスにより減少した。この結果から、OsGS2は OsGS1, OsGS3と

は生理的機能に違いがあることが示唆された。 
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第３節 OsGS遺伝子発現抑制イネの表現型解析 

第３章 第２節の検討から、イネには３つのグルタチオン合成酵素遺伝子が存在し、既知
の植物のグルタチオン合成酵素との相同性や遺伝子発現変化に違いがあることがわかった。
本節では、３つの OsGS遺伝子の生理機能の違いを明らかにするため、RNAi法により OsGS1, 

OsGS2, OsGS3のいずれかの遺伝子発現を特異的に抑制した形質転換イネを作出し、植物体内
のチオールペプチドの含有率やカドミウム、ヒ素耐性への影響を解析した。 

 

【材料と方法】 

・	形質転換による RNAiイネの作出 

RNAiベクターとして pANDAを用い（Miki & Shimamoto, 2004）、イネ（品種：日本晴）

をアグロバクテリウム法で形質転換して（Toki et al., 2006）、RNAiイネを作出した。OsGS1, 

OsGS2, OsGS3それぞれに特異的な 306 bp, 289 bp, 290 bpの配列を RNAiのトリガー配列とし
て用いた。トリガー配列の相同性は 39.6–53.8%であった。対応するプライマー組（GS1.RNAi.F, 

GS1.RNAi.R、GS2.RNAi.F, GS2.RNAi.Rまたは GS3.RNAi.F, GS3.RNAi.R）を用いてトリガー
断片を PCR増幅し、第２章 第３節と同様に形質転換イネを作出した。実験には T1世代の個
体を用い、サンプリングの際に地上部と根に分けたあと、残った基部の植物片からゲノム

DNAを抽出した。これを鋳型とし、対応する RNAi.Rプライマーと Gus-linker.Rプライマー、
DNAポリメラーゼとして Blend Taq（東洋紡）を用いて PCRを行い各個体の遺伝子型を確認
した。用いたプライマーの配列を表３-３-１に示した。 

 

 

表３-３-１ GS RNAi コンストラクトの作成に用いたプライマー 
GS1.RNAi.F 5́-CACCGTCACTCACCATGCACCATC-3́ 
GS1.RNAi.R 5́-AACTGGTGCTCAACCGAATC-3́ 
GS2.RNAi.F 5́-CACCAACTCCGATCGAACA-3́ 
GS2.RNAi.R 5́-CTCCTCGACCAGCTCATCC-3́ 
GS3.RNAi.F 5́-CACCGACAAGGCGATGTAGAC-3́ 
GS3.RNAi.R 5́-TGCCATTCAAAAACTGCAAA-3́ 

下線部は TOPO クローニングのために付与した配列を示す。 
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・	遺伝子発現量解析 

作出した GS RNAiイネと野生型株（品種：日本晴）を通常の培養液（表２-１-１）で 18

日間水耕栽培した。培養液は 6 日ごとに交換した。１個体ずつ地上部と根から RNA を抽出
し、リアルタイム PCRを用いて OsGS1, OsGS2, OsGS3の遺伝子発現量を解析した。RNA抽
出およびリアルタイム PCR は第２章 第１節と同様に行った。プライマーは、GS1.ex-F, 

GS1.ex-R、GS2.ex-F, GS2.ex-Rおよび GS3.ex-F, GS3.ex-Rを用い（表３−２−１）、Ubiquitinを
内部標準として用いた。 

 

・	チオールペプチド含有率の測定 

野生型株（品種：日本晴）と GS RNAiイネを通常の培養液に播種して 10日間水耕栽培し
たのち、10 µM Cd処理区に移してさらに 10日間栽培した。培養液は 5日ごとに交換した。

20日齢幼苗を１個体ずつ地上部と根に分けてサンプリングした。地上部試料を凍結乾燥した
のち、ボールミルで粉砕した。 

チオールペプチドの抽出とmBBr誘導体化は、第２章 第１節から一部を変更して行った。

植物粉末試料 10 mgを 0.1% TFA/6.3 mM DTPA 250 µLと混和し、4ºCで 10分間遠心した。上
清 100 µLを 200 mM HEPES-KOH（pH 8.2）/6.3 mM DTPA 180 µLと混和したのち、20 mMジ
チオトレイトール（dithiothreitol; DTT）10 µLを添加し室温で 30分静置した。50 mM mBBr

（ジメチルスルホキシドに溶解）10 µLを添加して暗所、室温で 1時間静置した後、1 M MSA 

120 µLを添加して誘導体化反応を停止した。試料は解析まで遮光して氷上に置くか冷凍保存
した。 

HPLCのタイムプログラム、測定条件などは第２章 第１節と同様に行った。 

 

・	カドミウムまたはヒ素ストレス条件での生育試験 

野生型株（品種：日本晴）と GS RNAiイネを対照区と 3, 10 µM Cd処理区、5, 20 µM As(III)

処理区にそれぞれ播種して 10日間水耕栽培し、草丈、根長、地上部と根の乾物重を測定した。 

 

【結果】 

・	GS RNAiイネにおける標的遺伝子の発現抑制 

作出した GS RNAi イネにおける標的遺伝子の発現抑制を確認するため、OsGS1, OsGS2, 

OsGS3遺伝子の発現量を解析した（図３−３−１）。OsGS1 RNAiイネでは、独立した２系統に
おいて OsGS1遺伝子の発現量が野生型株の 15–24%程度に抑制されていたが、標的ではない
OsGS2, OsGS3の遺伝子発現量には有意な減少はみられなかった。同様の、標的遺伝子特異的

な発現抑制は OsGS2 または OsGS3 RNAi イネにおいても確認した。以降の実験では、主に
OsGS1 RNAi-1, OsGS2 RNAi-1, OsGS3 RNAi-3の系統を用いた。これらの系統では標的遺伝子
の発現が効果的に抑制されており他の OsGS遺伝子の発現にはほとんど影響がなかった。 
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図３-３-１ GS RNAi イネにおける OsGS遺伝子の発現抑制 
通常条件で 18 日間水耕栽培した野生型株（WT, 品種：日本晴）と GS RNAi イネの幼苗１
個体ずつからRNAを抽出し、リアルタイムPCRで OsGS遺伝子の相対発現量を解析した。
Ubiquitin を内部標準遺伝子として用いた。値は野生型株に対する相対値の平均 ± SE で示
した（n = 3）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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・	GS RNAiイネのグルタチオン、ヒドロキシメチルグルタチオン含有率 

植物体内のグルタチオン類の合成への影響を調べるため、カドミウムを与えて栽培したイ

ネ幼苗のグルタチオン類の含有率を測定した（図３-３-２）。地上部では、グルタチオンと
ヒドロキシメチルグルタチオンがチオールペプチドの大部分を占めていた。グルタチオンの
含有率は OsGS1 RNAiイネでは野生型株と比べて半分程度に減少し、OsGS2 RNAiイネでは

野生型株より有意に増加し、OsGS3 RNAiイネでは有意差はないが野生型株より減少する傾
向にあった。一方で、ヒドロキシメチルグルタチオンの含有率は OsGS1 RNAiイネでは野生
型株と比べて２倍程度に増加し、OsGS2 RNAi イネでは野生型株より顕著に減少し、OsGS3 

RNAiイネでは有意差はないが野生型株より増加する傾向にあった。 

グルタチオン合成酵素の基質であるγグルタミルシステインの含有率は OsGS1 RNAi イ
ネでは野生型株より有意に減少し、OsGS2 RNAiイネでは野生型株と比べて有意に増加し、

OsGS3 RNAiイネでは有意差はないが野生型株より増加する傾向にあった。 

 

・	OsGS遺伝子発現抑制のカドミウム、ヒ素耐性への影響 

グルタチオンやヒドロキシメチルグルタチオンのカドミウム、ヒ素耐性への寄与を調べる
ため、野生型株（品種：日本晴）と GS RNAiイネのカドミウムストレス条件（図３-３-３）
とヒ素ストレス条件（図３-３-５）の生育を比較した。対照区ではいずれの GS RNAi系統

も野生型株との有意な生育の差を示さなかった。OsGS1 RNAiイネは 3, 10 µM Cd処理区にお
いて野生型株と比べて有意に草丈と地上部乾物重が減少した（図３-３-３）。OsGS2 RNAi

イネは 10 µM Cd処理区で野生型株より草丈が有意に増加し、地上部乾物重は野生型株と差

がなかった。OsGS3 RNAiイネはカドミウム処理区において野生型株より生育が低下する傾
向にあったが有意差はなかった。独立した別の GS RNAi系統においても同様の表現型を確認
した（図３-３-４）。 

ヒ素ストレス条件では、OsGS1 RNAiイネと OsGS3 RNAiイネは 5, 20 µM As(III)処理区にお
いて野生型株と比べて有意に草丈が減少した（図３-３-５）。地上部乾物重も野生型株より
減少する傾向にあったが有意差はなかった。OsGS2 RNAiイネは草丈、地上部乾物重ともに

野生型株との有意な違いはなかった。 
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図３-３-２ GS RNAi イネにおけるグルタチオン類の含有率 
カドミウムストレス条件で栽培したイネ幼苗の地上部におけるグルタチオン（GSH, γ
Glu-Cys-Gly）、ヒドロキシメチルグルタチオン（hmGSH, γGlu-Cys-Ser）、γグルタミル
システイン（γEC, γGlu-Cys）の含有率。野生型株（WT, 品種：日本晴）と GS RNAi イ
ネを通常条件で 10 日間水耕栽培したのち、10 µM Cd 処理区に移してさらに 10 日間栽培
した。各個体からチオールペプチドを抽出し、HPLC で定量した。値は平均値 ± SE で示し
た（n = 3）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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図３-３-３ カドミウムストレス条件における GS RNAi イネの生育 
カドミウムストレス条件での GS RNAi イネの（A）草丈と（B）地上部乾物重。野生型株（WT, 
品種：日本晴）と GS RNAi イネを対照区と 3, 10 µM Cd 処理区に播種し、10 日間水耕栽
培した。値は平均値 ± SE で示した（n = 4‒6）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示
す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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図３-３-４ 独立した GS RNAi 系統のカドミウムストレス条件における生育 
野生型株（WT, 品種：日本晴）と GS RNAi イネを対照区と 10 µM Cd 処理区に播種し、
10 日間水耕栽培した。値は対照区の野生型株に対する相対値とし、平均値 ± SD で示した
（n = 4‒6）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示す（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
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図３-３-５ ヒ素ストレス条件における GS RNAi イネの生育 
ヒ素ストレス条件での GS RNAi イネの（A）草丈と（B）地上部乾物重。野生型株（WT, 品
種：日本晴）と GS RNAi イネを対照区と 5, 20 µM As(III)処理区に播種し、10 日間水耕栽培
した。値は平均値 ± SE で示した（n = 4‒6）。アスタリスクは野生型株との有意な差を示す
（p < 0.05, Dunnett 検定）。 
 

��
��

��
��

0

50

100

150

200

250

Control 5 20

草
丈

（
m

m
）

 

+ As(III) (µM)�

GS1 RNAi-1�
GS2 RNAi-1�

WT�

GS3 RNAi-3�

A�

0

5

10

15

20

25

Control 5 20

Sh
oo

t 乾
物

重
（

m
g）

 

+ As(III) (µM)�

B�



 68 

【考察】 

・	グルタチオン類の生合成への影響 

OsGS2 遺伝子の発現抑制によりイネ幼苗のヒドロキシメチルグルタチオン含有率が著し
く減少した（図３-３-２）。これは OsGS2がヒドロキシメチルグルタチオンの生合成に関与
することを示唆する。また OsGS1 RNAiイネでは野生型株と比べてグルタチオン含有率が減

少し、ヒドロキシメチルグルタチオン含有率は増加した。この結果から、ヒドロキシメチル
グルタチオンはグルタチオンと同じくγグルタミルシステインを基質として合成されること
が示唆された。 

OsGS1 遺伝子の発現抑制によりイネ幼苗のグルタチオン含有率は野生型株の半分以下に
減少した（図３-３-２）。これは OsGS1がグルタチオン合成酵素をコードすることを示唆す
る。一方で、OsGS3遺伝子の発現抑制によるグルタチオン含有率への有意な影響はなかった。

後述の第４章の検討で OsGS3はグルタチオン合成活性を示したこと（図４-５B）、OsGS3遺
伝子の発現量は OsGS1 よりも明らかに高いこと（図３-２-３）を考えると、OsGS3 遺伝子
の発現抑制の影響があまり見られないのは細胞内局在の違いによるのかもしれない。N末端

配列を用いた予測によると、OsGS1 は葉緑体に局在し OsGS3 は細胞質または葉緑体に局在
する（表３-２-２）。シロイヌナズナではγグルタミルシステイン合成酵素（γECS, GSH1）
は葉緑体に局在するが、グルタチオン合成酵素（GS, GSH2）は葉緑体局在型と細胞質局在型

のうち細胞質型バリアントの転写量が大きい（Wachter et al., 2005）。これはイネの OsGS1と
OsGS3の局在、遺伝子発現量と共通する。 

 

・	カドミウム、ヒ素耐性へのグルタチオン類の寄与 

OsGS1 遺伝子の発現抑制によりグルタチオン含有率が減少しヒドロキシメチルグルタチ
オン含有率は増加したが、イネ幼苗のカドミウムとヒ素への耐性は低下した（図３-３-３、

３-３-５）。一方で、OsGS2 遺伝子の発現抑制によりヒドロキシメチルグルタチオンの含有
率が減少したが、個体のカドミウム、ヒ素耐性に負の影響はなかった。むしろ OsGS2 RNAi

イネはカドミウムストレス条件の草丈が野生型株より有意に大きくなったが（図３-３-３）、

これはグルタチオン含有率の増加によると考えられる（図３-３-２）。これらの結果から、
OsGS1によるグルタチオン合成がイネのカドミウム耐性に重要であると考えた。加えて、そ
の生理的役割はヒドロキシメチルグルタチオンによって代替されないことが示唆された。 

グルタチオンは ROS 消去系や生体異物の解毒など様々な生理機能が知られており、それ
ら代謝系に関わる酵素の基質として使われる。Zopes et al. (1993) によると、コムギとイネの
グルタチオンレダクターゼ（GR）は酸化型ヒドロキシメチルグルタチオンの還元活性を示す

が、その親和性は酸化型グルタチオンよりも１０分の１および３０分の１程度低い。また
Klapheck et al. (1992) によると、馬肝臓由来の GSTタンパク質はヒドロキシメチルグルタチ
オンを基質とはしない。ただし、イネ科植物の GSTタンパク質に関する報告はない。以上の
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結果から、グルタチオンとヒドロキシメチルグルタチオンには、カドミウムストレスによっ
て生じた ROS の消去系やカドミウムとの抱合体形成において基質としての有効性に違いが

あることが考えられる。 

 

・	ヒドロキシメチルグルタチオンの生理的意義 

OsGS2 RNAiイネでは野生型株との表現型の差異が見られなかったことから、イネ科植物
におけるヒドロキシメチルグルタチオンの生理的意義は不明なままである。遺伝子発現量解
析では OsGS2 はヒ素ストレスにより発現量が減少していた（図３-２-３）。またイネの

RNA-seqデータベース Transcriptome ENcyclopedia Of Rice（TENOR; Kawahara et al., 2016）に
よると、低温、浸透圧、アブシシン酸などの非生物的ストレス条件下では OsGS2遺伝子の発
現量は減少する。グルタチオンは植物において還元同化された硫黄の貯蔵形態でもあること

から（Rennenberg, 1984）、ヒドロキシメチルグルタチオンはグルタチオンのようなストレス
応答性分子ではなく、イネ科植物における硫黄源として利用されるのかもしれない。 
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第４節 ３章 結論 

本章ではグルタチオン生合成阻害剤とRNAi法によるグルタチオン合成酵素遺伝子の発現
抑制イネを用いた解析により、カドミウムやヒ素ストレスへのイネの防御応答におけるグル
タチオン類の生理的役割を明らかにしようとした。 

第１節で、グルタチオン生合成阻害剤 BSOの影響を調べた。BSOによりイネ幼苗のカド
ミウム耐性は低下したことから（図３-１-２）、グルタチオンやグルタチオン類縁体が単量
体チオールとしてイネのカドミウム耐性に寄与することが示唆された。 

第２節で、グルタチオン合成酵素のホモログ遺伝子を探索し、Os11g0642800 (OsGS1), 

Os12g0263000 (OsGS2), Os12g0528400 (OsGS3) を見出した。これら３つの OsGS遺伝子は既
知の GS遺伝子との相同性や細胞内局在、金属ストレスへの応答性に違いがあり（図３-２-

１、３-２-３）、それぞれの生理機能は異なることが予想された。 

第３節で、OsGS1, OsGS2, OsGS3遺伝子の発現抑制の影響を調べた。イネでは OsGS1がグ
ルタチオン合成を介して個体のカドミウム耐性に寄与することを明らかにした（図３-３-

２、３-３-３）。また OsGS2はヒドロキシメチルグルタチオンの生合成に関与することが示
唆された（図３-３-２）。 
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第４章 イネのグルタチオン合成酵素の酵素化学的解析 

第３章の検討から、グルタチオン（γGlu-Cys-Gly）の類縁体であるヒドロキシメチルグル
タチオン（γGlu-Cys-Ser）の合成に、イネのグルタチオン合成酵素遺伝子 OsGS2 が関わるこ
とが示唆された。ヒドロキシメチルグルタチオンはイネ、コムギ、オオムギなどいくつかの

イネ科植物に特異的に存在するチオールペプチドであり（Klapheck et al., 1992）、トウモロコ
シでは γGlu-Cys-Glu（γECE）が見つかったが（Meuwly et al., 1993）、これらの生合成経路や
生理機能は明らかにされていない。Skipsey et al.（2005）によると、コムギとトウモロコシの

グルタチオン合成酵素 TaGS1, TaGS2, ZmGSは in vitroにおいてヒドロキシメチルグルタチオ
ンや γECE の合成活性を示さないことから、これらグルタチオン類縁体はグルタチオンを基
質とした修飾（ヒドロキシメチル化）反応や末端アミノ酸交換反応によって合成されると推

定されている。 

本章では、ヒドロキシメチルグルタチオン合成への OsGS2 の関与について明らかにする
ため、OsGS1, OsGS2, OsGS3の翻訳産物を大腸菌組み換えタンパク質として調製し、それら

の酵素化学的解析を行った。 

 

【材料と方法】 

・	GS組み換えタンパク質の調製と精製 

マルトース結合タンパク（MBP）と融合させた組み換えタンパク質（MBP-OsGS1, 

MBP-OsGS2, MBP-OsGS3）を大腸菌に発現させ、アミロース単体を用いたアフィニティーク

ロマトグラフィーで精製した。完全長 ORF配列は、OsGS1と OsGS2は GS1.proF, GS1.proR

または GS2.proF, GS2.proR のプライマー組でイネ（品種：日本晴）cDNA を鋳型とし
PrimeSTAR HS DNA Polymerase（タカラバイオ）を用いて PCR増幅した。OsGS3の完全長

ORF配列は 5´末端が GCリッチであったため nested PCRで増幅した。１段階目は GS3.seqF, 

GS3.proR、２段階目は GS3.proF, GS3.proRのプライマー組をそれぞれ用いた。用いたプライ
マー配列を表４−１に示した。 

コンストラクトの作成と目的タンパク質の精製は第２章 第２節と同様に行ったが、大腸
菌の溶菌操作を変更し、菌液に 0.2%（v/v）Triton X-100、1 mg/mL リゾチームを添加して氷
上で 1時間静置することとした。粗抽出液から溶出画分までを SDS-PAGEに供試し、目的タ

ンパク質の精製を確認した（図４-１）。 
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図４-１ OsGS 組み換えタンパク質の精製過程の SDS-PAGE 
レーン１：大腸菌粗抽出液、２：素通り画分、３：洗浄画分、４, ５：溶出画分（OsGS3 は
10 倍希釈した。） 
溶出画分の約 100 kDa のバンドがそれぞれMBP-OsGS1（MW: 102.4 kDa）、MBP-OsGS2
（MW: 101.5 kDa）、MBP-OsGS3（MW: 95.6 kDa）に相当する。 
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表４-１ OsGS 完全長 ORF 断片の増幅に用いたプライマー 

GS1.proF 5́-ATGTCCTCCTACGTCACCACC-3́ 

GS1.proR 5́-ACTGCCTGCAGGTTACCACTCATCTGTGAGGAG-3́ 

GS2.proF 5́-ATGGCCGCCGCCGCCGCCCGTTC-3́ 

GS2.proR 5́-GCTCCCTGCAGGTCATGTCAGGAATACGCTGTTC-3́ 

GS3.seqF 5́-ACTTCGGTTCGACAGTTCGGCAC-3́ 

GS3.proF 5́-ATGAGCGCCGCCGCGGAGGGGAG-3́ 

GS3.proR 5́-ACTACCTGCAGGCTACATCGCCTTGTCGGTTAAG-3́ 

太字は開始コドンと終始コドン、下線部は制限酵素 SbfI の認識配列を示す。 
 
 

 

・	GS酵素活性の測定  

反応液の組成は、100 mM Tris-HCl（pH 8.0）、50 mM KCl、20 mM MgCl2、0.1 mg/mL BSA、
1 mM DTT、2 mM ATP、1 mM γEC（またはグルタチオン）、4 mM アミノ酸（Gly, L-Serまた
は L-Glu）とした。反応液（100 µL）を 30ºCで 15分以上プレインキュベーションしたのち、

1/10 容の精製タンパク質溶液を終濃度が 10 µg/mL（MBP-OsGS1, MBP-OsGS2）または 0.5 

µg/mL（MBP-OsGS3）となるように添加して反応を開始した。反応は 30ºC で行い、TFA を
終濃度 1%（v/v）となるように添加して反応を停止した。試料は解析まで−20ºC で冷凍保存

した。 

 

・	チオールペプチドの定量 

酵素反応生成物のチオールペプチドは mBBr で蛍光誘導体化し HPLC を用いて定量した
（Sneller et al., 2000一部改変）。酵素反応停止液 15 µLをとり、0.1% TFA/6.3 mM DTPA 135 µL

と混和して希釈し、4ºCで 10分間遠心分離した。上清 100 µLを 200 mM HEPES-KOH（pH 8.2）

/6.3 mM DTPA 180 µLと混和して酸を中和し、25 mM mBBr（ジメチルスルホキシドに溶解）
10 µLを添加して暗所、室温で 1時間静置した後、1 M MSA 120 µLを添加して誘導体化反応
を停止した。試料は解析まで遮光して氷上に置くか冷凍保存した。 

HPLC を用いた定量は第２章 第１節と同様に行ったが、グラジエント溶出のタイムプロ
グラムは次のように設定した（0 min, 溶離液B 28%; 10 min, 30%; 12 min, 40%; 16 min, 70%; 19 

min, 100%; 25 min, 28%; 30 min, 28%）。標品としてグルタチオン（ナカライテスク）、ヒドロ

キシメチルグルタチオン、γEC、γECE（ハイペップ研究所）の人工合成品を用いて溶出ピー
クを同定し、グルタチオンの検量線で定量した。 
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・	反応速度論解析 

反応液の Glyまたは L-Ser濃度を 0.2, 0.4, 0.6, 1, 2, 4, 10 mMの 7点としてアッセイを行っ

た。反応開始から 5, 10, 15, 20分の時点で反応系（100 µL）から 20 µLずつ分取し 5% TFA 5 µL

と混和することで反応を停止した。 

MBP-OsGS2の 0.2–1 mM Glyと 0.2–0.6 mM L-Serの反応生成物は、HPLC分析の検出感度

を向上させるためmBBr誘導体化のスケールを以下のように変更した。酵素反応停止液 10 µL

を 200 mM HEPES-KOH（pH 8.2）/6.3 mM DTPA 120 µLと混和し、25 mM mBBr（ジメチル
スルホキシドに溶解）10 µLを添加して暗所、室温で 1時間静置した後、1 M MSA 80 µLを

添加して誘導体化反応を停止した。HPLC分析は前述と同様に行った。 

Rソフトウェアを用いて非線形最小二乗法により、測定データがミカエリス・メンテン式
v = Vmax [S]/(Km + [S])にフィットするような速度論パラメータ（Km, Vmax）を算出した。 

 

【結果】 

・	ヒドロキシメチルグルタチオン合成活性の解析 

MBP-OsGS2 の精製タンパク質を用いてヒドロキシメチルグルタチオン合成活性の有無と、
活性が認められた場合は基質が何であるかを検討した。基質の候補としてグルタチオンまた
は γECと L-Serを与え、OsGS2タンパク質とともにインキュベートして反応産物を HPLCで

分析した（図４-２）。MBP-OsGS2に ATP存在下で γECと L-Serを与えてインキュベートし
反応産物を分析したところ、ヒドロキシメチルグルタチオンのピークが検出された。ATPを
与えなかった場合ではピークは検出されず、ATP 存在下でグルタチオンと L-Ser を与えた場

合でもヒドロキシメチルグルタチオンは生成しなかった（図４-２）。ヒドロキシメチルグル
タチオンの合成量は反応時間 30分まで直線的に増加し（図４-３A）、反応液に加える OsGS2

タンパク量依存的に増加した（図４-３B）。熱処理（95ºC, 2 min）した MBP-OsGS2精製タン

パク質やベクターコントロールでは合成活性は検出されなかった（図４-３A）。以上の結果
から、OsGS2は γECと L-Serを基質とした ATPに依存するヒドロキシメチルグルタチオン合
成活性をもつと判断した。 
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図４-２ OsGS2 組み換えタンパク質による ATP に依存した hmGSH合成 
OsGS2 酵素反応生成物の HPLC 分析のクロマトグラム。精製 MBP-OsGS2（10 µg/mL）
を 100 mM Tris-HCl (pH 8.0)、50 mM KCl、20 mM MgCl2、0.1 mg/mL BSA、1 mM 
DTT、（+/-）2 mM ATP、1 mM γEC（またはグルタチオン）、4 mM L-Ser を含む反応
液で 30ºC, 30 分インキュベートした。生成物をmBBr で誘導体化し HPLC で分析した。グ
ルタチオン、ヒドロキシメチルグルタチオン、γEC の標品を用いて溶出ピークを同定した。 
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図４-３ OsGS2 組み換えタンパク質による hmGSH生成の反応時間と酵素量依存性 
（A）反応時間依存性。精製MBP-OsGS2（10 µg/mL）を 100 mM Tris-HCl (pH 8.0)、
50 mM KCl、20 mM MgCl2、0.1 mg/mL BSA、1 mM DTT、2 mM ATP、1 mM γEC、
4 mM L-Ser を含む反応液で 30ºC でインキュベートし、開始後 5, 10, 20, 30 分に一部を
とって反応を停止した。（B）酵素量依存性。反応液に添加する OsGS2 タンパク量を変えて
（2.5, 5, 10 µg/mL）インキュベートした。生成物をmBBr で誘導体化して HPLC で分析
し、グルタチオンの検量線で定量した。 
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・	基質特異性の検討 

OsGS2の基質特異性を調べるため、γECと Glyまたは L-Gluを与えた際の生成物の有無を

検討した（図４-４）。MBP-OsGS2に ATP存在下で γECと Glyを与えてインキュベートした
ところ、グルタチオンのピークが検出された。一方で L-Glu を基質として与えた場合では、
生成物として予想される γECEのピークは検出されなかった。 

OsGS1 と OsGS3 も同様に基質特異性を調べた（図４-５）。MBP-OsGS1 と MBP-OsGS3

はどちらもグルタチオン合成活性を示したが、L-Serや L-Gluを基質としたヒドロキシメチル
グルタチオンや γECE合成活性は示さなかった。 

 

 
 
図４-４ OsGS2 組み換えタンパク質の基質特異性 
OsGS2 酵素反応生成物の HPLC 分析のクロマトグラム。精製 MBP-OsGS2（10 µg/mL）
を 100 mM Tris-HCl (pH 8.0)、50 mM KCl、20 mM MgCl2、0.1 mg/mL BSA、1 mM 
DTT、2 mM ATP、1 mM γEC、4 mM アミノ酸（L-Ser, Gly または L-Glu）を含む反応
液で 30ºC, 30 分インキュベートした。生成物をmBBr で誘導体化し HPLC で分析した。グ
ルタチオン、ヒドロキシメチルグルタチオン、γEC、γECE の標品を用いて溶出ピークを
同定した。 
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図４-５ OsGS1 と OsGS3 組み換えタンパク質の基質特異性 
（A）OsGS1 と（B）OsGS3 の酵素反応生成物の HPLC 分析のクロマトグラム。精製
MBP-OsGS1（10 µg/mL）またはMBP-OsGS3（0.5 µg/mL）を 100 mM Tris-HCl (pH 
8.0)、50 mM KCl、20 mM MgCl2、0.1 mg/mL BSA、1 mM DTT、2 mM ATP、1 mM 
γEC、4 mM アミノ酸（L-Ser, Gly または L-Glu）を含む反応液で 30ºC, 30 分インキュベ
ートした。生成物を mBBr で誘導体化し HPLC で分析した。グルタチオン、ヒドロキシメ
チルグルタチオン、γEC、γECE の標品を用いて溶出ピークを同定した。 
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・	基質選択性の検討（反応速度論解析） 

OsGS2の基質選択性を調べるため、反応液中の Glyまたは L-Ser濃度を変えた際の反応速

度の変化を分析した（図４-６）。γEC濃度は 1 mMに固定し、Glyまたは L-Serを 0.2–10 mM

の濃度範囲で変えたところ、MBP-OsGS2 のヒドロキシメチルグルタチオン合成速度はグル
タチオン合成速度よりも常に大きかった。また、MBP-OsGS2の L-Serに対する Km（2.64 ± 0.05 

mM）は Glyに対する Km（19.3 ± 1.1 mM）よりも小さかった（表４-２）。 

 

 

 
 
図４-６ OsGS2 組み換えタンパク質のセリンとグリシンに対する基質飽和曲線 
精製MBP-OsGS2（10 µg/mL）を 100 mM Tris-HCl (pH 8.0)、50 mM KCl、20 mM MgCl2、
0.1 mg/mL BSA、1 mM DTT、2 mM ATP、1 mM γEC、0.2‒10 mM L-Ser または Gly
を含む反応液で 30ºC でインキュベートし、開始後 5, 10, 15, 20 分に一部をとって反応を
停止した。生成物を mBBr で誘導体化して HPLC で分析し、グルタチオンの検量線で定量
した。Gly 0.2 mM ではピークが小さく、信頼性のある測定値が得られなかった。非線形最
小二乗法で測定値にフィットする回帰曲線を得た。値は平均値 ± SE で示した（n = 3）。 
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OsGS1 と OsGS3 についても Gly に対する速度論解析を行った（図４-７）。MBP-OsGS1

のGlyに対するKm（1.28 ± 0.10 mM）は既報のAtGSのKm（1.51 ± 0.09 mM; Jez & Cahoon, 2004）

と同程度の値であった（表４-２）。MBP-OsGS3の Glyに対する Km（0.408 ± 0.005 mM）は
他の２つの OsGSタンパク質より小さく、Vmaxは大きかった（表４-２）。 

 

 

  
図４-７ OsGS1 と OsGS3 組み換えタンパク質のグリシンに対する基質飽和曲線 
精製MBP-OsGS1（10 µg/mL）またはMBP-OsGS3（0.5 µg/mL）を 100 mM Tris-HCl 
(pH 8.0)、50 mM KCl、20 mM MgCl2、0.1 mg/mL BSA、1 mM DTT、2 mM ATP、1 
mM γEC、0.2‒10 mM Gly を含む反応液で 30ºC でインキュベートし、開始後 5, 10, 15, 
20 分に一部をとって反応を停止した。生成物をmBBr で誘導体化して HPLC で分析し、グ
ルタチオン標品を用いて定量した。非線形最小二乗法で測定値にフィットする回帰曲線を得
た。値は平均値 ± SE で示した（n = 3）。 
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表４-２ OsGS 組み換えタンパク質の速度論パラメータ 

 基質 Km (mM) Vmax (µmol min-1mg-1) 

MBP-OsGS1 Gly 1.28 ± 0.10 0.759 ± 0.015 

MBP-OsGS2 L-Ser 2.64 ± 0.05 0.524 ± 0.005 

 Gly 19.3 ± 1.1 0.459 ± 0.009 

MBP-OsGS3 Gly 0.408 ± 0.005 6.60 ± 0.41 

R ソフトウェアを用いて非線形最小二乗法により、測定データがミカエリス・メンテン式 v = 
Vmax [S]/(Km + [S])にフィットするような速度論パラメータ（Km, Vmax）を算出した。値は平
均値 ± SE で示した（n = 3）。 
 
 
 
【考察】 

・	OsGS2はヒドロキシメチルグルタチオン合成酵素をコードする 

MBP-OsGS2は in vitroにおいて γECと L-Serを基質として ATPに依存したヒドロキシメ
チルグルタチオン合成活性を示した（図４-２）。OsGS2遺伝子の発現抑制によりイネ幼苗の

ヒドロキシメチルグルタチオン含有率が顕著に減少したことから（図３-３-２）、イネにお
いて OsGS2はヒドロキシメチルグルタチオン合成酵素をコードすると結論した。 

MBP-OsGS2は γECと Glyを基質としたグルタチオン合成活性も示したが（図４-４）、Gly

よりも L-Serに対して高い親和性（Km (L-Ser) = 2.64 ± 0.05 mM , Km (Gly) = 19.3 ± 1.1 mM；表
４-２）を示した。トウモロコシやオオムギといった単子葉植物の葉組織における遊離の Gly

と L-Ser濃度は 1–10 mM程度であることから（Chapman & Leech, 1979; Dietz et al., 1990）、

OsGS2 は生理的な基質濃度において L-Ser を選択的に基質としてヒドロキシメチルグルタチ
オンを合成すると考えられる。 

コムギとオオムギにも OsGS2と高い相同性のある遺伝子配列（TaGS4, HvGS2）が見つか

った（図３-２-２）。コムギとオオムギはイネと同様にヒドロキシメチルグルタチオンを合
成することから（Klapheck et al., 1992）、これらの遺伝子産物はヒドロキシメチルグルタチオ
ン合成活性をもつことが予想される。 

 

・	γECEの合成経路 

MBP-OsGS1, -OsGS2, -OsGS3はいずれも in vitroにおいて γECと L-Gluを基質とした γECE

合成活性を示さなかった（図４-４、４-５）。Skipsey et al. (2005) によると、トウモロコシ
の ZmGSタンパク質も γECE合成活性を示さない。これらの結果は、γECEが GS活性とは独
立した経路で合成されることを示唆する。 
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Meuwly et al. (1995) や OsPCS2遺伝子の発現抑制（図２-３-６）が示唆するように、γECE

（γGlu-Cys-Glu）はファイトケラチン［(γGlu-Cys)n-Gly］の分解によって生成するのかもしれ

ない。その場合、ファイトケラチン分子内のγグルタミル結合を切断する特殊な酵素が関与
すると考えられる。 
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総合考察 

ファイトケラチンはイネのヒ素耐性に重要である 
本研究により、ファイトケラチン合成酵素 OsPCS2がイネのヒ素耐性に寄与することが示

された（図２-３-４A）。液胞膜ファイトケラチン輸送体 OsABCC1の機能欠損によってもイ

ネのヒ素耐性は低下することから（Song et al., 2014）、イネのヒ素ストレス耐性機構にはファ
イトケラチン抱合を介した液胞へのヒ素の隔離が重要であると考えた。グルタチオン生合成
阻害剤 BSOやグルタチオン合成酵素遺伝子 OsGS1, OsGS3の発現抑制によってもイネのヒ素

耐性は低下したが（図３-１-２、３-３-５）、これは基質（グルタチオン）の減少に伴うフ
ァイトケラチン合成量の減少によるものと考えられ、イネのヒ素耐性におけるファイトケラ
チンの重要性を支持するものである。 

シロイヌナズナでもヒ素耐性へのファイトケラチンの寄与は認められているが（Ha et al., 

1999; Song et al., 2010）、イネのファイトケラチン合成はヒ素ストレスへの防御応答に特化し
ているように思える。というのも、イネはカドミウムや銅と比べてヒ素に曝された際のファ

イトケラチン合成誘導が顕著であり（図２−１−２、向井, 2011）、重複遺伝子である OsPCS1

はヒ素ストレスにより発現が上昇し（図２−１−９）、OsPCS1タンパク質はヒ素への高い親和
性を示す（表２-２-２）。OsPCS1は幼苗期のファイトケラチン合成や個体のヒ素耐性には寄

与しないが（図２-３-３、２-３-５）、生殖成長期の穂主節においてヒ素を隔離し穀実への
転流を抑制する（Hayashi et al., 2017）。これらの結果から、イネは嫌気性土壌とケイ素高集積
性によりヒ素を吸収しやすい植物種であるが（Su et al., 2010）、２つのファイトケラチン合成

酵素を使い分けることで効率的にヒ素に対処していると考えた。すなわち、植物全体では
OsPCS2 がファイトケラチン合成を介してヒ素への耐性に寄与し、上位節では OsPCS1 が穀
実へのヒ素の転流抑制に寄与する。 

 

グルタチオンはイネのカドミウム耐性に重要である 
本研究により、グルタチオン合成酵素 OsGS1 がグルタチオン合成を介してイネのカドミ

ウム耐性に寄与することが示された（図３-３-２、３-３-３）。一方で、OsPCS2 のカドミ
ウム耐性への寄与は小さいことが示唆されたことから（図２-３-４B）、イネのカドミウム
ストレス耐性機構におけるグルタチオンの役割は、ファイトケラチン合成の基質としてでは

なく、抱合体形成あるいは抗酸化作用をもつ単量体チオールとして機能すると考えた。 

植物においてγグルタミルシステインまたはグルタチオンは葉緑体で合成され CLT［CRT 

(chloroquine-resistance transporter)-like transporter］タンパク質により細胞質へと輸送される

（Maughan et al., 2010）。Yang et al. (2016) によると、イネの OsCLT1の機能欠損変異体は野
生型株と比べて細胞質グルタチオン濃度が低下し、カドミウムへの感受性が増大する。これ
は、細胞質におけるグルタチオンの働きがイネのカドミウム耐性に寄与することを示唆する。 
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ヒドロキシメチルグルタチオンはγグルタミルシステインとセリンから合成される 
本研究から、グルタチオン合成酵素のホモログ遺伝子 OsGS2 がヒドロキシメチルグルタ

チオン合成酵素をコードすることが明らかになった（図３-３-２、４-２）。OsGS2 は、グ
ルタチオン合成反応と同様の、γグルタミルシステインとセリンを基質として ATPに依存し
たヒドロキシメチルグルタチオン合成反応を触媒する（図４-２）。これは先行研究で示唆さ

れていたような（Skipsey et al., 2005; Noctor et al., 2012）、グルタチオンを基質とした修飾反応
や末端アミノ酸交換反応により合成されるという説を覆すものである。コムギとオオムギに
も OsGS2と相同性の高い遺伝子 TaGS4, HvGS2が見つかったことから（図３-２-２）、これ

らはヒドロキシメチルグルタチオンを合成するイネ科植物に保存された遺伝子であると推察
される。 

一方で、ヒドロキシメチルグルタチオンの生理機能は判然としない。OsGS2遺伝子の発現

抑制により確かにヒドロキシメチルグルタチオン含有率は著しく減少したが（図３-３-２）、
通常条件、金属ストレス条件ともに生育への影響は見られなかった（図３-３-３、３-３-
５）。また、グルタチオン類縁体はグルタチオンと類似の生理活性を持つと考えられてきたが、

OsGS1遺伝子の発現抑制（グルタチオンの減少とヒドロキシメチルグルタチオンの増加）は
イネのカドミウム、ヒ素耐性を低下させた（図３-３-３、３-３-５）。この結果から、ヒド
ロキシメチルグルタチオンは金属ストレス条件におけるグルタチオンの生理機能を相補でき

ないことが示唆された。これは、グルタチオンとヒドロキシメチルグルタチオンの分子とし
ての生理活性が異なる、あるいは細胞内オルガネラ間の移動性に違いがある、と考えられる。 

 

課題と展望 
イネのカドミウム耐性におけるグルタチオンの生理的役割を知るための一助として、イネ

細胞内のカドミウムとグルタチオンの局在を調べることが考えられる。Vögeli-Lange & 

Wagner (1990) はカドミウムに暴露したタバコ（Nicotiana rustica）葉からプロトプラストお
よび液胞を単離し、細胞内のカドミウムとファイトケラチンのほとんどが液胞に共局在する
ことを示した。一方で、これまでイネに関する報告はない。山岡ら（2010）によると、イネ

の根ではカドミウムのほぼ全てが Cd–S 結合の化学形態で存在する。このことから、カドミ
ウムとグルタチオンが抱合体を形成して液胞に局在している可能性は充分にある。また、イ
ネの葉ではカドミウムの多くは Cd–O結合の化学形態で存在することから（山岡ら, 2010）、

葉では細胞壁に、あるいは有機酸と配位した形で液胞に局在しているかもしれない。 

本研究によりヒドロキシメチルグルタチオンの生合成経路が同定されたことで、その生理
機能の検討がしやすくなった。様々なストレス条件における OsGS2発現抑制イネの表現型解

析や OsGS2の異種発現系により、ヒドロキシメチルグルタチオンの生理機能を明らかにでき
るであろう。また、ヒドロキシメチルグルタチオンの合成能力を変化させることでストレス
耐性の高いイネ品種が作出できるかもしれない。 
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