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研究成果の概要（和文）：本研究は、塩ストレス負荷時にマングローブで増加するトリテルペノイドという脂質成分が
新規に膜成分として塩分に対する防御機能を担っているのではないかとの仮説を検証した。トリテルペノイドはマング
ローブの種類を問わず塩濃度に応じて増加し、しかも真水にもどすことによりもとの濃度にもどるという可逆的な調節
をうけていることが明らかになった。また、酵母の膜のテルペノイド濃度が上がると塩存在下での増殖能が影響される
ことから、この脂質成分が膜成分として塩耐機能をもっていることが示された。さらに、塩ストレス負荷後の緊急の耐
塩機構と連携しながらマングローブにおいて長期的な防御機構として機能している可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study examined our postulate that the triterpenoids function against salt str
ess as a component of membrane lipid. Concentration of triterpenoid in all mangrove species increased with
 increasing salt concentration irrespective of salt secretor or non-salt secretor, and returned to the ini
tial level after replacement of the salt water with water. Increasing the membrane concentration of triter
penoid in yeast affected its growth rate under salinity condition which directly proved the physiological 
significance of triterpenoid in salt tolerance. Furthermore, gene expression analysis suggested that the i
ncreased triterpenoid represents the long-term salt tolerance mechanism of mangrove in conjunction with th
e other short-term adaptation system.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
これまでマングローブより耐塩性因子を分離
して農業上有用な作物を作る試みがなされて
きているが、まだ実用化には至っていない。
マングローブの耐塩性機構は一様ではなく、
様々なメカニズムが関与する複合的事象と想
定できる。これはとりもなおさず実用化のた
めにはあらゆる可能性を想定した総体的な機
構解明が重要であることを指摘している。 
２．研究の目的 
申請者は、植物体を構成する細胞膜はそれ

自身が外界に対するバリヤーであり、塩スト
レス負荷時にマングローブで増加するトリテ
ルペノイドは植物ステロールに代わる膜脂質
として基本的な防御機能を担っている可能性
を初めて指摘してきている。本研究は塩スト
レス負荷後のマングローブの耐塩性形質発現
を、耐塩性脂質であるトリテルペノイド合成
の側面から時系列的に解析・整理することに
より、トリテルペノイドの機能及びこれを取
り巻く耐塩性制御ネットワークを明らかに
し、新規塩ストレス耐性作物の創生ひいては
食糧増産等に寄与できる基礎知見を得ること
を目的とする。 
３．研究の方法 
塩分負荷に伴うマングローブのテルペノイド
濃度変化及び遺伝子発現に関するデータのさ
らなる蓄積と耐塩性制御ネットワークを明ら
かにするため網羅的な遺伝子発現解析を行
い、総体的な耐塩機構の解明を試みた。以下
の研究を実施した。 
（１）塩分負荷に伴うテルペノイド上昇は塩
腺から塩分を排出する塩分泌型のマングロー
ブでも認められるかを検証するために、塩分
泌型のヒルギダマシと非分泌型のヤエヤマヒ
ルギを塩水処理し、根及び葉のイソプレノイ
ド濃度及びテルペン合成遺伝子の発現を比較
した。 
（２）塩分処理後のテルペン濃度上昇が塩分
濃度に依存した可逆的な変化であるかを確認
するために、マングローブを塩分につづいて
真水で処理した場合のマングローブ根と葉の
テルペノイド濃度及び遺伝子発現の変化を追
跡した。 
（３）塩分を負荷した後のヤエヤマヒルギ根
の経時的な（0、1、3、6、30日）遺伝子発現
をギガシーケンサーを用いて網羅的に解析し
た。 
（４）メヒルギのトリテルペノイド合成遺伝
子（KcMS）及び植物ステロール合成遺伝子
（KcCAS）のプロモーター領域の塩基配列を
GenomeWalker Universal Kitを用いて決定し
た。 
 
４．研究成果 
（１）塩ストレスが及ぼすヒルギダマシ及び

ヤエヤマヒルギのテルペノイド濃度への影
響。本研究においては塩腺から塩分を排出す
る塩分泌型のマングローブとしてヒルギダ
マシ、非分泌型のマングローブとしてヤエヤ
マヒルギを用いて、テルペノイド濃度及びテ
レペン合成遺伝子発現に及ぼす影響を検討
した（表１及び２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 塩分濃度の増加に伴い、塩分泌型のマング
ローブであるヒルギダマシの根及び葉にお
いてテルペン濃度は上昇した。植物ステロー
ル濃度も同様の傾向にあった。 
 同様の実験をヤエヤマヒルギについても
行った（表３、４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 塩分負荷によりヤエヤマヒルギの根及び
葉においてもテルペノイド濃度が上昇した。
また、植物ステロール濃度も塩濃度に依存し
て上昇した。メヒルギでは塩ストレスにより
葉及び根の植物ステロール濃度は減少、オヒ
ルギにおいては明確な相関は認められてい
ない。このような植物ステロールと塩濃度の

Table 3. Effect of salinity on the isoprenoid content of R. stylosa  root
Isoprenoids

0% (n =3) 0.5% (n =5) 1.5% (n =5) 2.0% (n =5) 3.0% (n =5)
Phytosterols Campesterol 5.7±2.3a 17.6±0.8a 18.9±0.4a 19.1±1.6a 25.6±1.3a

Stigmasterol 27.6±2.0 56.5±3.0a 49.4±3.2a 41.3±3.6 51.4±1.9a

β-Sitosterol 45.7±2.6 53.0±3.8 63.1±4.2a 63.5±3.4a 87.7±2.3a

Total 79.0±3.6 127.1±6.9a 131.4±6.8a 123.9±8.4a 164.7±5.0a

Triterpenoid Taraxerol 11.5±2.6 12.1±1.8 14.0±1.7 14.4±1.3 18.9±0.8a

Germanicol 12.6±0.6 14.9±1.0 15.1±1.3 15.8±0.8 17.6±1.2a

β-Amyrin 14.4±1.4 20.8±2.3 36.8±1.1a 38.8±1.4a 49.3±1.8a

Lupenone 3.5±1.3 3.2±1.1 3.1±1.3 0.6±0.3 2.6±1.5
Lupeol 4.1±0.8 6.7±0.7 9.0±2.6a 9.9±1.1a 10.6±0.5a

α-Amyrin 11.4±2.8 18.4±1.0a 19.7±0.4a 22.2±0.7a 27.4±1.8a

Total 57.5±4.1 76.1±5.1a 97.7±2.4a 101.7±2.2a 126.4±5.6a

Lanosterol 14.8±2.8 16.0±2.4 17.5±4.3 18.5±1.0 20.7±1.2a

Cyloartenol 2.3±1.0 1.0±0.3 2.1±0.8 0.3±0.2 0.6±0.2
Data are represented as the means ± SE. 
 aSignificantly different from 0% at P <0.05 using Dunnett's test
nd, not detected.

Content (µg g-1)

Table 1. Effect of salinity on the isoprenoid content of A. marina  root
Isoprenoids

0% (n =5) 0.5% (n =5) 1.5% (n =5) 2.0% (n =5) 3.0% (n =4)
Phytosterols Campesterol 2.8±0.5 9.8±1.0a 8.0±1.0a 11.9±1.7a 12.4±0.8a

Stigmasterol 16.7±3.0 23.3±4.5 28.0±2.7 32.0±4.0a 35.5±2.0a

β-Sitosterol 60.5±3.8 69.2±9.6 72.3±6.8 78.6±1.1 102.1±5.6a

Total 80.0±6.3 102.3±12.8 108.3±8.7 122.5±6.9a 150.0±11.5a

Triterpenoid β-Amyrin 3.7±0.6 8.7±0.9 9.7±0.6 15.0±2.4a 17.7±2.5a

Lupeol 66.1±6.7 71.0±7.5 96.2±7.5a 106.3±4.1a 116.7±6.4a

α-Amyrin 17.2±3.2 22.8±3.8 26.1±3.1 30.6±4.4a 38.7±2.6a

Total 87.0±5.4 102.5±9.4 132.0±6.4a 151.9±9.3a 173.1±6.7a

Lanosterol 33.0±3.1 10.8±2.8a 11.6±4.3a 9.1±1.1a 9.6±1.1a

Data are represented as the means ± SE. 
 aSignificantly different from 0% at P < 0.05 using Dunnett's test

Content (µg g-1)

Table 2. Effect of salinity on the isoprenoid content of A. marina  leaf
Isoprenoids

0% (n =4) 0.5% (n =4) 1.5% (n =4) 2.0% (n =5) 3.0% (n =5)
Phytosterols Campesterol 3.5±0.9 1.5±0.2 3.4±0.8 3.0±0.2 3.9±0.8

Stigmasterol 6.8±0.7 12.4±0.6 13.5±2.5 16.5±2.3a 19.6±1.3a

β-Sitosterol 25.4±1.9 37.4±4.1 40.5±5.7 57.3±6.7a 65.3±5.2a

Total 35.7±3.1 51.3±3.9 57.4±3.9 76.8±9.3a 88.8±6.3a

Triterpenoid β-Amyrin 2.6±0.1 3.9±0.4 10.4±2.7a 19.3±0.7a 20.9±1.8a

Lupeol 59.1±4.6 74.6±6.3 82.7±9.3 91.9±6.8a 101.1±6.4a

α-Amyrin 4.5±0.5 5.0±0.4 6.4±1.3 15.5±1.1a 20.6±1.6a

Total 66.2±4.7 83.5±6.1 99.5±11.5a 126.7±6.9a 142.6±6.1a

Lanosterol 3.8±0.9 1.2±0.3 4.8±2.0 4.4±1.1 5.0±1.4
Data are represented as the means ± SE.
aSignificantly different from 0% at P < 0.05 using Dunnett's test

Content (µg g-1)



相関はヒルギダマシやヤエヤマヒルギのよ
うな比較的耐塩性の高いマングローブに特
異な反応であることが考えられた（表３、４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 表５にテルペン及び植物ステロールと塩
濃度の相関係数を示す。殆どのテルペンが塩
濃度に対して同程度に強く相関しているの
に対し、植物ステロールではβ-シトステロ
ールの相関が他よりも高い傾向にあった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次いで、ヤエヤマヒルギの根と葉におけるテ
ルペン（RsM1、RsM2）及び植物ステロール合
成酵素（RcCAS）の遺伝子発現を調べた（図
１、２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.１ ヤエヤマヒルギ根における遺伝子発現 
 
 塩分濃度に比例して、根のテルペン合成酵
素遺伝子の発現は上昇した。植物ステロール
合成酵素遺伝子の発現も 1.5％までは塩濃度
に比例して上昇したが、以降はプラトーに達

した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.２ ヤエヤマヒルギ葉における遺伝子発現 
 
 葉においては、テルペン合成酵素 RsM1 は
1.5％塩濃度まで発現は上昇し、以降プラト
ーであったが、RsM2 は３％まで塩濃度に比例
して上昇した。 
 植物ステロール合成酵素RcCASは塩濃度に
依存して低下した。 
 
 沖縄の代表的なマングローブ４種（B. 
gymnorrhiza オヒルギ、K.candel メヒルギ、
R.stylosaヤエヤマヒルギ、A.marinaヒルギ
ダマシ）の根のテルペノイド濃度に及ぼすテ
ルペノイドの影響を図３にまとめた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.３ マングローブ根のテルペノイド濃度 
 
 塩分泌の如何を問わず、塩ストレスにより
根のテルペノイド濃度は上昇した。また、耐
塩性の高いマングローブ程基底レベルのテ
ルペン濃度が高いことも明らかになった。 
 
（２）塩処理に伴うテルペン濃度上昇が可逆
的な変化であるかを検討した。 
 オヒルギ及びメヒルギを異なる塩濃度条
件下で４カ月間栽培した後、塩水を真水に置
き換えてさらに４か月間維持した。 
 図４に塩水で４カ月間栽培した後、これを
真水に置き換えて塩ストレスを解除した場
合（白カラム）と継続的に塩ストレスを負荷
した場合のオヒルギとメヒルギの根のテル
ペノイド濃度を示す（図４、５）。 
 
 
 

Table 4. Effect of salinity on the isoprenoid content of R. stylosa  leaf
Isoprenoids

0% (n =5) 0.5% (n =5) 1.5% (n =4) 2.0% (n =5) 3.0% (n =5)
Phytosterols Campesterol 1.5±0.1 1.8±0.5 1.9±0.2 2.3±0.5 4.2±1.0a

Stigmasterol 2.0±0.5 3.4±1.0 2.9±0.4 3.8±0.5 5.8±1.7a

β-Sitosterol 12.8±0.5 20.7±4.3 19.5±2.3 25.9±3.8a 32.5±3.1a

Total 16.3±0.9 25.9±6.0 24.3±3.2 32.0±4.6 42.5±5.2a

Triterpenoid Taraxerol 34.4±1.0 36.3±3.5 41.3±0.6 42.2±2.0 52.5±3.1a

Germanicol nd nd nd nd nd
β-Amyrin 36.7±1.7 56.2±3.6a 75.2±2.3a 88.0±0.7a 90.9±4.5a

Lupenone nd nd nd nd nd
Lupeol 3.0±0.4 3.2±0.5 3.6±0.3 4.1±0.4 5.2±1.3
α-Amyrin 2.5±0.2 3.2±0.6 4.0±0.2 4.5±0.5 6.9±1.5a

Total 76.6±1.6 98.9±4.3a 124.1±2.4a 138.8±2.3a 155.5±3.8a

Lanosterol 4.5±0.6 5.0±0.6 7.0±0.3 9.3±1.1a 11.7±1.3a

Cyloartenol 1.1±0.3 0.9±0.3 0.5±0.1 0.6±0.0 2.5±1.5
Data are represented as the means ± SE.
aSignificantly different from 0% at P <0.05 using Dunnett's test
nd, not detected.

Content (µg g-1)

Table 5. Correlation coefficient between salt concentration and isoprenoid 
component in the root and leaf of mangrove trees.
Isoprenoids A. marina R. stylosa

Root Leaf Root Leaf
Campesterol 0.82 0.55 0.86 0.89*
Stigmasterol 0.90* 0.89* 0.42 0.89*
β-Sitosterol 0.91* 0.92* 0.94* 0.94*
Lanosterol -0.71 0.57 0.64 0.83
Taraxerol nd nd 0.98* 0.97*
Germanicol nd nd 0.94* nd
β-Amyrin 0.96* 0.93* 0.99* 0.95*
Cycloarenol nd nd -0.59 0.53
Lupenone nd nd -0.54 nd
Lupeol 0.97* 0.90* 0.95* 0.97*
α -Amyrin 0.91* 0.88* 0.96* 0.97*
Correlation coefficient in this study was calculated using Excel 2000 for Windows.
nd, not detected. *Statistically significant at P <0.05 using Student's t-test.



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.４ 塩ストレスを継続負荷或いは解除後のメ
ヒルギ根のテルペノイド濃度 
 
 これまでの結果同様、塩濃度依存的にメヒ
ルギ根のテルペノイド濃度は上昇した。この
上昇は塩水を真水に置き換えることにより、
もとのレベルまで低下した。 
 類似の実験をオヒルギについて行った。オ
ヒルギについても、塩分の増減に応じて根の
テルペノイド濃度は変動した。しかしながら、
塩分濃度が高い（２％もしくは３％）場合、
塩水を真水に置き換えても真水のみで継続
栽培した根のレベルまでは低下しなかった。
また、植物ステロール濃度についても検討し
たが、塩濃度依存的な変動は観察されなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.５ 塩ストレスを継続負荷或いは解除後のオ
ヒルギ根のテルペノイド濃度 
 
 メヒルギ根のテルペン合成酵素遺伝子発
現を検討した（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.６ 塩ストレスを継続負荷或いは解除後のメ
ヒルギ根のテルペノイド合成酵素遺伝子発現 
 

 メヒルギ根のテルペノン合成酵素遺伝子
発現のパターンはテルペノイド濃度に類似
していた。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.７ 塩濃度の増減に伴うメヒルギ根のテルペ
ノイド濃度と塩濃度の相関 
 
 図７に示すように、塩濃度の増減に応じて
メヒルギ根のテルペノイド濃度も変動し、塩
ストレス依存的にテルペノイド濃度が制御
されていることが示された。オヒルギ根につ
いても同様の結果が得られた。 
 
（３）塩分を負荷した後のヤエヤマヒルギ根
の経時的な（0、1、3、6、30日）遺伝子発現
をギガシーケンサーを用いて網羅的に解析し
た（図８-1）。既に耐塩性とのかかわりが明ら
かになっている因子に絞って経日的な変動を
解析した。 
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Fig.8-1 塩分負荷後のヤエヤマヒルギ根の経日
的遺伝子発現変化 
 
耐乾性に関連する遺伝子として ppa 
(inorganic pyrophosphatase)、SOS3 
(serine/threonine-protein phosphatase 2B 
regulatory subunit)、DREB1A 
(dehydration-responsive element-binding 
protein 1A)、抗酸化関連遺伝子として SOD、
GPX、APX、CAT、GR、MDHAR、GST 及び ICDH、
マングローブから単離された耐塩機能性タ
ンパク質として aoc (allene oxide cyclase)
の変化を追跡した。 
 耐乾性関連遺伝子発現は多くが初日に高
く、以降経日的に低下していく傾向にあった。
特に DREB1A についてはその傾向が明確であ
った。一方、抗酸化酵素関連遺伝子発現は３
日目にピークがあり、以降経日的に低下して
いく傾向にあった。マングローブから耐塩性
因子として単離された aoc（別称マングリン）
は耐乾性関連遺伝子同様初日に高く、以降経
日的に低下していった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8-２ 塩分負荷後のヤエヤマヒルギ根の経日
的遺伝子発現変化 
 

 他方、申請者が着目していたテルペン
（RsM1/M2）或いは植物ステロール合成酵素
遺伝子(RsCAS)については、発現頻度は低い
ものの３０日目にむけて高くなっていく傾
向が認められた（図 8-2）。この結果は図１の
リアルタイムのデータとよく一致するもの
と判断された。 
 これらのことから、ストレス負荷の初期に
おいては耐乾性遺伝子が緊急避難的にまず
機能し、ついで、抗酸化酵素群により塩の毒
性が順次軽減され、以降時間の経過に伴いテ
ルペノイド或いは植物ステロール合成によ
り膜構造の補強が行われ、膜そのものが塩に
たいするバリヤーとして機能するというよ
うな耐塩性制御ネットワークが浮かびあが
ってきた。現在、これらの詳細について以下
（４）に記載するプロモーターの情報も併せ
て解析し、論文として発表する予定にしてい
る。 
 
（４）メヒルギのトリテルペノイド合成遺伝
子（KcMS）及び植物ステロール合成遺伝子
（KcCAS）のプロモーター領域の塩基配列を決
定した。KcMSについては内部配列を含む849bp
のプロモーター領域の塩基配列を決定した。
この領域には、植物ホルモンであるアブシジ
ン酸応答性に関与するABREやジベレリン応答
性のGAREの他に代表的なコンセンサス配列で
あるCAAT-box, CGTA-motif, G-Box等のシスエ
レメントが含まれていた。KcCASについては
867bpのプロモーター領域の配列を決定した。 
この配列には、GAREエレメントやCAAT-box等
のシスエレメントが含まれていた。 
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