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研究成果の概要：植物の硫黄同化経路の特徴の一つは、各酵素反応ステップに複数の酵素ア

イソザイムが関与している点であるが、各アイソフォームに特有な機能や役割については、そ
の詳細は明らかとなっていなかった。そこで本研究では、シロイヌナズナを用いて硫黄同化に
関与する各アイソザイムの役割をトランスクリプトミクス、プロテオミクス、メタボロミクス
というポストゲノム戦略によって解析し、硫黄の吸収・同化における個々のアイソザイムや細
胞機能、分担機構を解明した。 
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１．研究開始当初の背景 

植物には土壌中の硫酸イオンを取り込み、
複数の反応段階を経て硫化物イオンへと還
元した後、有機性硫黄化合物であるシステイ
ンに固定する硫黄同化、システイン生合成系
が存在する。硫黄は生物において極めて重要
な必須非金属元素である。無機硫黄は硫酸イ
オンとして植物に取り込まれ、アミノ酸であ
るシステインに固定され、その後タンパク質、
メチオニン等に変換され、我々人類を含む哺
乳類にとって初めて利用可能となる。さらに
植物には、硫黄を含むアミノ酸であるシステ

イン、メチオニンばかりではなく、細胞内の
酸化還元に関与するグルタチオンや重金属
の解毒に関与するファイトケラチン、タマネ
ギ、ニンニクなどネギ属植物に含まれるアリ
シン等の揮発性刺激臭物質、アブラナ科植物
に多く含まれるグルコシノレートなど健康
機能性、食品有用性がある含硫黄成分が存在
しており、これら物質の生合成の第一ステッ
プが硫黄同化系である。 
モデル植物であるシロイヌナズナのゲノ

ム配列が解読されたことで、硫黄同化、シス
テイン生合成に関与する、あるいは、関与す
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ると予想される酵素遺伝子がすべて明らか
となった。自然界における硫黄同化は大腸菌
などの細菌によっても行われているが、植物
の硫黄同化経路の特徴の一つは、大腸菌の場
合、硫黄同化の各ステップに関与する酵素は、
ほぼ１酵素（システイン合成酵素のみ cysK, 
cysMの二つのアイソザイムが関与している）
であるのに対して、植物（今回はシロイヌナ
ズナ）の場合、各酵素反応ステップに複数の
酵素アイソザイムが関与している点である。
大腸菌などの単細胞の細菌に対して、植物は
多細胞、多組織の複雑な生命体であること、
また植物は動物などと異なり、移動の自由が
ないため栄養や、日照、気温、乾燥等の環境
の変化に対応するために複雑なストレス防
御機構を有していると考えられる。硫黄同化
系の各ステップに複数のアイソザイムが存
在する理由も、細胞内の各オルガネラや、植
物の組織、成長時期、あるいは環境中の硫黄
栄養量によって変化する硫黄需要に対応す
るためと考えられるが、各アイソフォームに
特有な機能や役割については、その詳細は明
らかとなっていなかった。そこで本研究では、
シロイヌナズナを用いて硫黄同化に関与す
る各アイソザイムの役割をトランスクリプ
トミクス、プロテオミクス、メタボロミクス
というポストゲノム戦略によって解析し、硫
黄の吸収・同化における個々のアイソザイム
や細胞機能、分担機構を解明しようと試みた。 
 
 

２．研究の目的 

本研究では、高等植物の硫黄同化、システ
イン生合成経路を分子レベルで明らかにす
るために、シロイヌナズナを用いて、硫黄同
化、システイン生合成の最終ステップに関与
するセリンアセチル転移酵素、システイン合
成酵素、種々の硫酸化代謝物（スルホリピド、
スルホフラボノイド、グルコシノレートな
ど）の生合成における硫酸イオン供与体とし
て利用される 3’-ホスホアデノシン 5’-ホ
スホ硫酸（PAPS）を生成する APSキナーゼの
各アイソザイムについて以下に記述する未
だ明らかとなっていない疑問を解明し、それ
らアイソザイムの役割を明らかにすること
で、植物における複雑な硫黄同化機構の分子
生物学的解明を目的とした。 

 
(1) システイン合成酵素について 

システイン生合成の最終段階は、セリンに
アセチル-CoA からアセチル基が転移されて
生成した O-アセチルセリン（OAS）と、硫酸
イオンから還元された硫化物イオンが結合
し、システインが合成される過程である。こ
れらの反応は、セリンアセチル転移酵素と、
システイン合成酵素（O-アセチルセリン(チ
オール)リアーゼ）によりおこなわれる。硫

酸イオンから硫化物イオンへの還元が主に
葉緑体でおこなわれるのに対して、このシス
テイン生合成の最終段階に関与する 2つの酵
素活性は、植物細胞の主要な 3つのコンパー
トメント（細胞質、葉緑体、ミトコンドリア）
に存在しているが、その理由は明らかではな
い。 
 
(2) セリンアセチル転移酵素について 
 セリンアセチル転移酵素はセリンとアセ
チル-CoAから OASを生成する反応を触媒する。
この反応ステップはセリン代謝（炭素・窒素
代謝）からシステイン合成（硫黄同化）への
合流点に位置することから、代謝制御のキー
ステップとして重要であると考えられる。シ
ロイヌナズナからは、細胞質、葉緑体、ミト
コンドリアにそれぞれ局在するクローンが
単離されている。これらの各アイソザイムの
うち、細胞質局在性のアイソザイムの活性は、
生合成経路の最終産物である L-システイン
により生理的濃度（10µM 以下）でフィードバ
ック阻害を受けることが明らかとなってい
る。また葉緑体、あるいはミトコンドリア局
在性のアイソザイムの活性は L-システイン
による阻害を受けないことから、フィードバ
ック阻害感受性のセリンアセチル転移酵素
が OASの供給およびシステイン生合成にとっ
て重要な制御ステップであるといえる。 
 
(3) APSキナーゼについて 
APSキナーゼは APSから 3’-ホスホアデノ

シン 5’-ホスホ硫酸（PAPS）を生成する酵素
である。PAPS は細菌の硫酸イオン還元系の中
間体であり、PAPS還元酵素により亜硫酸イオ
ンが生成される。しかし植物の場合、硫酸イ
オン還元系は PAPS を経由せず APS 還元酵素
により APSを直接還元する経路であることか
ら、生成された PAPS は種々の硫酸化代謝物
（スルホリピド、スルホフラボノイド、グル
コシノレートなど）の生合成における硫酸イ
オン供与体として利用されると考えられて
いる。シロイヌナズナゲノムには 4 つの APS
キナーゼアイソフォーム遺伝子（AKN1～
AKN4）が存在することが知られているが、そ
のうち酵素活性が確認されているものは、
AKN1 と 2 のみであり、AKN3, 4 については、
いまだ解析が成されていない。 
 

(4) 予想される結果と意義 
 本研究により植物硫黄同化、システイン生
合成に関与する酵素の各アイソザイムの機
能、役割を詳細に明らかにすることにより、
人間にとって有用な硫黄含有代謝物生合成
機構を分子レベルで理解することで、遺伝子
操作などによる有用代謝物量の改変などが
可能になると考えられる。また本研究の結果
により、オルガネラ間、細胞間、組織間の硫



 

 

黄含有物質生産、代謝のネットワークが明ら
かになることが期待されるため、多種多様で
複雑な植物の物質生合成機能を解明するた
めの手助けになると考える。 
 

 

３．研究の方法 

(1) T-DNA挿入ノックアウトシロイヌナズナ
変異体の単離 
 シロイヌナズナを用いた解析では、ストッ
クセンターにあるT-DNA挿入ノックアウト変
異体を研究に用いることが可能である。そこ
で、APSキナーゼの４つのアイソフォーム遺
伝子、セリンアセチル転移酵素の５つ、およ
びシステイン合成酵素の９つのアイソフォ
ーム遺伝子にT-DNAが挿入され遺伝子が破壊
されたノックアウト変異体株の取得と単離、
あるいは作製を行う。これら各アイソフォー
ム遺伝子のノックアウト変異体の遺伝子発
現や代謝物、ストレス応答などを比較するこ
とで、各アイソザイムの役割を明らかにでき
ると考えているので、各アイソザイムのノッ
クアウト変異体をシリーズでそろえること
は大変重要である。各ストックセンターのデ
ータベースを解析して、各アイソフォーム遺
伝子のT-DNA挿入変異体を取得する。また、
複数コピーのT-DNA挿入も考えられるため、
各アイソフォームに対して複数個のノック
アウト変異株の取得を目標とする。取得後は
RT-PCRや、リアルタイムPCRなどの遺伝子発
現解析を行うことで、目的遺伝子の破壊を確
認する。またシステインやグルタチオンなど、
各酵素アイソフォーム遺伝子の破壊により
影響を受けやすいと思われる代謝物につい
ては、この段階で測定しておく。またこのよ
うに各酵素反応ステップに複数のアイソザ
イムが関与している場合、一つのアイソザイ
ム遺伝子を破壊しただけでは、その結果が代
謝物の変化として現れにくいとも考えられ
るので、変異株を掛け合わせることにより二
重、三重変異体の作製を試みる。 
 
(2) 組換え酵素を用いた各アイソザイムの
酵素学的研究 
 例えばAPSキナーゼの２つのアイソフォー
ムAKN3とAKN4は、シロイヌナズナゲノムに存
在し、予想されるアミノ酸配列が、既にクロ
ーニングされているAPSキナーゼと相同性が
高いためAPSキナーゼアイソザイムとされて
いるが、その活性は未だ示されていない。組
換え酵素を用いた酵素学的研究は、セリンア
セチル転移酵素の５つのアイソザイムにつ
いては、既に我々により行われている。その
結果、各セリンアセチル転移酵素アイソザイ
ムにより、基質親和性や、反応速度、生成産
物によるアロステリックなフィードバック
阻害の感受性などが大きく異なっていた。こ

れらアイソザイムの酵素学的特性を明らか
にせず、遺伝子発現量の変化などのみから各
アイソザイムの役割を推測することは不可
能である。そこで今回、APSキナーゼのすべ
てのアイソザイムについて組換えタンパク
を作製し、各アイソザイムの酵素学的特性を
詳細に明らかにする。 
 
(3) 各酵素アイソザイムの細胞内局在性 
 各アイソザイムの細胞内局在性について
もセリンアセチル転移酵素の５つのアイソ
ザイム（Serat1;1, 2;1, 2;2, 3;1, 3;2）に
ついては、先行して行われ、N 末配列と GFP
を融合したタンパクを用いた実験では、
Serat1;l, 3;1, 3;2 が細胞質、Serat2;1 が
葉緑体、Serat2;2 がミトコンドリアに局在す
ることを明らかにした。一方、APS キナーゼ
については、AKN3 は細胞質へ、残り３つのア
イソフォームは葉緑体へ移行すると予測さ
れた。しかしながら、APS から APS キナーゼ
により生成される PAPS は種々の硫酸化代謝
物（スルホリピド、スルホフラボノイド、グ
ルコシノレートなど）の生合成における硫酸
イオン供与体として利用されると考えられ
ており、この硫酸化反応を触媒するスルフォ
トランスフェラーゼにも複数のアイソザイ
ムが存在しているが、その局在は細胞質と予
想されている。このことから APS キナーゼに
ついて、本当に葉緑体に存在し、葉緑体で
PAPS を生成するのか、生成した PAPS は葉緑
体でどのように使われるのか、あるいは葉緑
体から細胞質へ輸送されるのかなど様々な
疑問が存在する。これらの事を明らかにする
ために、まず、コンピュータの予測だけでは
なく、実験的に各アイソザイムの細胞内局在
性を明らかに必要がある。 
 
 (4) ポストゲノム戦略を用いた T-DNA 挿入
ノックアウト変異体の解析 
 T-DNA 挿入ノックアウト変異株の取得は、
硫黄同化、システイン生合成に関与する酵素
の各アイソザイムの役割を明らかにするため
である。そのためには、そのアイソフォーム
遺伝子がノックアウトされたことにより最も
影響を受けると思われる代謝物量（システイ
ン、グルタチオンやグルコシノレート）や、
あるいは、あるストレスに対する応答につい
て、各アイソザイムのノックアウト変異株間
で明らかな違いが観察されれば、各アイソザ
イムの役割の違いというものが推測できると
考える。しかし、考えられる解析で顕著な違
いが観察されなかった場合、DNA チップを用
いたトランスクリプトーム解析や、プロテオ
ーム解析、代謝物を網羅的に解析するメタボ
ローム解析が大変有用な解析手法になると考
える。植物の硫黄同化、システイン生合成経
路は独立して存在しているわけではなく、植



 

 

物内で巨大で複雑な代謝物ネットワークを形
成していると思われる。そのため１つのアイ
ソフォーム遺伝子を破壊した影響をターゲッ
トを絞って解析するのではなく、遺伝子発現
やタンパク発現の変化、代謝物蓄積量の変化
をポストゲノム戦略を用いて網羅的に解析す
ることで、これまで予想していなかった遺伝
子発現ネットワークや代謝物ネットワークを
発見することが出来ることを期待する。 
 
(6) 二重、三重（四重）ノックアウト変異体
の作製と解析 
 先に書いたように、各酵素反応ステップに
複数のアイソザイムが関与している場合、一
つのアイソザイム遺伝子を破壊しただけで
は、その結果が代謝物の変化として現れにく
いとも考えられるので、変異株を掛け合わせ
ることにより二重、三重変異体の作製を試み、
その解析を行うことで硫黄同化に関与する
酵素のアイソザイムの役割を明らかにする。 
 

 

４．研究成果 
  

(1) システイン合成酵素について 
植物の硫黄同化・システイン生合成経路、

複数の酵素ステップからなり、各酵素ステッ
プには細胞内局在性などが異なる複数のアイ
ソザイムが関与している。モデル植物シロイ
ヌナズナの場合、システイン生合成の鍵酵素
であり、セリンとアセチルCoAから、システイ
ンの前駆体となるO-アセチルセリン（OAS）を
生成するセリンアセチル転移酵素 (Serat) 
には5つ、硫化物イオンとOASからシステイン
を合成するシステイン合成酵素（Bsas）には9
つのアイソフォームが存在している。これま
でに、これら各酵素アイソフォーム遺伝子に
T-DNAが挿入されたノックアウト変異体の単
離に成功し、遺伝子発現解析及び代謝物分析
を行うことにより、各アイソフォーム遺伝子
のシステイン生合成系における異なった役割
を明らかにしてきた。今回、各Bsas遺伝子の
役割を解析するために、各アイソフォームの
T-DNA挿入ノックアウトシロイヌナズナにつ
いて、その活性や代謝物を網羅的に解析した
。その結果、Bsas1のノックアウト体について
最もシステイン合成酵素活性が減少し、シス
テイン量も減少したことから、9つのBsasアイ
ソフォームのなかで、Bsas1がシステイン生合
成に最も関与しているアイソフォームである
ことが明らかとなった。またBsasのもう一つ
の反応であるβ-シアノアラニン合成に関し
ては、Bsas3のノックアウト体で最も活性が減
少することから、Bsas3の関与が示唆された。 
 
(2) セリンアセチル転移酵素について 
 モデル植物シロイヌナズナの場合、システ

イン生合成の鍵酵素であり、セリンとアセチ
ル CoAから、システインの前駆体となる O-
アセチルセリン（OAS）を生成するセリンア
セチル転移酵素 (Serat) には 5つのアイソ
フォームが存在している。今回、Serat アイ
ソフォーム遺伝子に T-DNAが挿入されたノッ
クアウト変異体を単離し、さらに各ノックア
ウト体を掛け合わせることにより２重、３重、
４重変異体の作製に成功し、それら変異体の
解析を行った。その結果、５つある Serat ア
イソフォームのうち、どれか１つが残ってい
ればシロイヌナズナは生育可能だったこと
から、シロイヌナズナゲノムに存在する５つ
の Seratアイソフォームは機能的にセリンア
セチル転移酵素活性をもつことが証明され
た。また細胞内の OAS生合成に最も関与して
いるのは、ミトコンドリアに存在する
Serat2;2 であることが明らかになった。一方、
葉緑体に存在する Seratアイソフォームであ
る Serat2;1 は、OASの生合成および、それに
続くシステインの生合成にそれほど関与し
ていないことが示唆された。細胞質に局在す
るアイソフォームである Serat1;1, Serat3;1, 
Serat3;2 は植物が種子を形成する際に重要
な役割を果たしていることが強く示唆され
た。 
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