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研究成果の概要（和文）：ハイパーアキュムレーターによる重金属汚染除去技術の確立には、通常の植物の重金
属感受性の仕組みを理解する必要がある。われわれは、植物に広く存在する、デハイドリンをはじめとしたHis
型金属結合ペプチドを分析した。結果、本ペプチドは、通常天然変性状態にあるが、重金属濃度が高まると凝集
体を形成し、活性酸素の発生源として細胞障害を引き起こしうることを明らかにした。こうした性質は、脳疾患
におけるアミロイドと類似している。本ペプチドは、植物における重金属への感受性をコントロールしている可
能性がある。

研究成果の概要（英文）：It is needed to understand a role of the heavy metal-sensitivity of normal 
plants to establish the technologies of heavy metal decontamination by hyperaccumulators. We 
analyzed a His-type metal binding peptide (dehydrin) which is commonly found in plants. Although the
 peptide shows the intrinsically disordered state under the normal condition, it forms aggregates 
with generating reactive oxygen species which can damage cells at the high concentration of heavy 
metals. Such characteristics of the peptide are similar to those of amyloids in brain diseases. This
 peptide can control the sensitivity to heavy metals in plants.

研究分野： 植物生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
重金属を多量に蓄積する植物をハイパーア
キュムレーターと呼ぶ。植物による重金属汚
染除去技術の実用化には、高性能なハイパー
アキュムレーターが求められる。しかし、ハ
イパーアキュムレーターは、小型で成長が遅
いなど、欠点が多い。それを克服するため、
ハイパーアキュムレーターがもつ重金属蓄
積能力を、大型で成長が早い植物へ導入して、
優れたハイパーアキュムレーターを作出し
ようとするアイデアが生まれた。しかし、ハ
イパーアキュムレーターの金属結合分子や
金属トランスポーターを通常植物で発現さ
せても、重金属汚染環境での栽培は、成功し
ないことが多い。これは、通常植物には、重
金属の被害を受けやすい仕組みがあると考
えられるが、こうした観点からの研究はほと
んどない。 
 ところで、代表者は、植物の水ストレス蛋
白質デハイドリンの機能研究を推進してき
た。その結果、植物に、「His 型金属結合ペプ
チド」というグループがあることを提唱した。
これは、SH 型金属結合ペプチド（ファイトキ
レーチン、メタロチオネイン）や低分子キレ
ーターによって構築されてきた従来の重金
属解毒スキームに、新たなパラダイムを投げ
かける成果となった。最近、代表者は、シロ
イヌナズナのデハイドリン AtHIRD11 につい
て集中的に研究している。その結果、
AtHIRD11 はシロイヌナズナの維管束中に多
量に蓄積すること、His を多く含み（全 99 ア
ミノ酸中 13%が His）、His を介して亜鉛、銅、
ニッケルと結合することを明らかにした。最
近の予備調査により、AtHIRD11 を高発現させ
たタバコ（タバコは元々金属に強い）の成長
は、野生株に比べ、重金属によって抑制され
ること、スラスピ（シロイヌナズナに近縁の
ハイパーアキュムレーター）では、AtHIRD11
の発現は著しく抑えられていることがわか
った。 
  
２．研究の目的 
上述の背景から、His 型金属結合ペプチドは、
通常条件下では植物に害を及ぼさないが、重
金属環境下では毒性を示す可能性がある。こ
れは、神経疾患におけるアミロイドの金属イ
オンへの応答パターンと類似する。本研究で
は、His 型金属結合ペプチドの毒性発現機構
を解明し、植物の重金属感受性の仕組みの一
端を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）AtHIRD11 本来の生理機能の解明 
・CD とフーリエ変換赤外分光光度計を使って
蛋白質の二次構造を予測した。1 次元プロト
ン NMR のシグナルを Dyson & Wright 則に当
てはめ、変性状態を予測した。ゲル濾過では、
ストークス径と変性状態を関連付けた
Uversky 則を適用し、変性状態を推定した。
蛍光プローブ試験、プロテアーゼ感受性試験

を実施した。コントロールとして、標準蛋白
質（血清アルブミン、γグロブリン）を用い
た。 
・ネイティブAtHIRD11の精製方法を確立し、
CD 解析に供した。 
・低濃度重金属条件での AtHIRD11 の機能に
関し、金属シャペロン活性、活性酸素消去活
性、酵素安定化活性を検出した。 
（２）金属による AtHIRD11 の構造変化の解
析と毒性発現 
・金属イオン（亜鉛、銅、ニッケル、鉄、マ
ンガン、カドミウム、対照としてマグネシウ
ム、カルシウム）を、濃度を変えて作用させ
た場合の、AtHIRD11 の状態変化を調査した。
生じた粒子を、遠心分離法、ゼータ電位粒子
径測定法によって測定した。AtHIRD11 の凝集
反応を制御する条件を見出した。AtHIRD11 の
銅凝集体に対し、アスコルビン酸依存性ヒド
ロキシルラジカル発生を、蛍光プローブによ
って測定した。さらに、合成ペプチドにより、
毒性発現ドメインを決定した。His/Ala 改変
AtHIRD11 は、遺伝子合成法でプラスミドを改
変し、大腸菌によって合成した。 
・インビボ試験として、AtHIRD11 高発現株を
作出した。重金属処理を施し、生長、活性酸
素障害（チオバルビツール酸法、カルボニル
化蛋白質検出法）により傷害度を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）シロイヌナズナの AtHIRD11 に注目し
て、CD、フーリエ変換赤外分光光度計、スト
ークス径試験、蛍光プローブ試験、プロテア
ーゼ感受性試験により、天然変性蛋白質の特
性を示すことを確認した。一方、1 次元プロ
トンNMRでは、シグナル強度が不十分なため、
データ解析が出来なかった。これらの試験は、
大腸菌発現 AtHIRD11 で行ったが、シロイヌ
ナズナに含まれるネイティブな AtHIRD11 も
また天然変性状態にあるか否かを検証した。
高塩濃度抽出と金属キレートカラムを併用
した方法で AtHIRD11 を精製し、CD 測定を行
ったところ、高度に無秩序な状態にあること
が判明した。 
 低濃度重金属条件における AtHIRD11 の機
能を調査したところ、活性酸素消去活性、酵
素安定化活性を示した。金属シャペロン活性
は検出できなかった。 
（２）AtHIRD11 は、マグネシウム、カルシウ
ムではほとんど凝集することはなかったが、
亜鉛、銅、ニッケルで容易に凝集化した。凝
集径は不定であり、生理的な溶液条件であれ
ば、重金属の濃度に依存して凝集した。凝集
状態でフーリエ変換赤外分光分析を行った
ところ、不定形構造のまま、凝集しているこ
とが判明した。電子顕微鏡による組織観察に
より、シロイヌナズナ師部細胞では、抗
AtHIRD11 抗体の抗原は、細胞質やミトコンド
リアの周辺に、集合するように存在した。 
 試験管内で AtHIRD11 の毒性を再現するた
め、AtHIRD11 の飽和銅凝集体を得て、アスコ



ルビン酸を作用させた。すると、多量のヒド
ロキシルラジカルの発生が見られた。自然沈
降させた凝集体を蛍光観察すると、ヒドロキ
シルラジカルは、凝集体の周囲から発生して
いることが示唆された。なお、His 改変
AtHIRD11 では、同濃度の銅によって凝集体は
形成されず、溶液全体でヒドロキシルラジカ
ルの発生が見られた。 
 インビボ試験として、組換えシロイヌナズ
ナを作出した。AtHIRD11 高発現株のほか、
AtHIRD11のHis/Ala改変遺伝子を高発現させ
た株を作出した。後者は、有効な発現抑制株
が作出できなかったための代替手段であっ
た。銅、亜鉛、カドミウムを含む水を、濃度
を変化させて灌水した。すると、銅処理にお
いて、低濃度の場合、野生株、AtHIRD11 高発
現株、His 欠損株の成長にはさほど差はなか
ったが、高濃度の場合、AtHIRD11 高発現株の
みで、やや成長不良傾向が見られた。しかし、
これが、AtHIRD11 の過剰発現による結果か否
かを検証することはできなかった。 
 以上の結果から次のように考察できる。
AtHIRD11 は、無あるいは低金属濃度環境下で
は、二次構造をとらない天然変性状態にある。
この時、デハイドリン特有の細胞保護作用を
発揮する。しかし、金属イオン、特に亜鉛や
銅の濃度が増すと、容易に、二次構造を形成
しないまま凝集化する。この凝集体は、カル
シウムやマグネシウムでは生じない。本凝集
は、多くの神経疾患アミロイドが、シートな
どの疎水性領域を介した堅固な凝集体を形
成することとは異なる。 
 AtHIRD11 の銅凝集体は、植物体内に含まれ
る一般的な還元剤、例えばアスコルビン酸に
よって活性酸素種の発生源となりうる。確か
に、銅イオン濃度が AtHIRD11 濃度を大きく
上回ると、銅イオンのレドックス活性が高ま
り、活性酸素種が盛んに発生する。しかし、
AtHIRD11 と銅イオンのモル比が似通ってい
る場合、銅イオンのレドックスは逆に安定化
され、活性酸素種の発生は低下する。この現
象は、実際の植物体でも起きていると考えら
れる。現に、AtHIRD11 を過剰発現させた植物
を高濃度の金属溶液で灌水した場合、野生株
より成長が抑制される。また、電子顕微鏡観
察で、AtHIRD11 凝集体は、細胞質やミトコン
ドリア周辺に存在すると予想され、重金属障
害の一端を担っていると考えられる。 
 このように、AtHIRD11 は、低濃度の重金属
環境下では植物を保護する働きを示すが、高
濃度の重金属環境下では、一転して自己毒性
を発現する可能性が示唆された。AtHIRD11 の
みならず、植物が有する天然変性蛋白質には、
同様の働きを示すものが存在すると考えら
れ、重金属中毒反応を自ら助長する植物特有
の反応を司っていると理解できる。 
 神経疾患等に関わるアミロイドには、金属
イオンが引き金となり、天然変性状態から凝
集体へ変化するものがある。植物にも、重金
属の存在により、天然変性状態から凝集体へ

変換するペプチドが存在した。こうしたアミ
ロイド様のペプチドは、恐らくは植物に普遍
的に存在し、重金属に対する感受性を制御し
ている可能性がある。 
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