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研究成果の概要：シロイヌナズナを用い、カドミウム(Cd)処理に伴う硫黄代謝系およ
び各重金属リガンドの生合成系に関与する酵素遺伝子13個の発現量とリガンド生成
量について検討したところ、Cd処理濃度で最も高発現している遺伝子は、フィトケラ
チン(PCs)合成酵素遺伝子(PCS1）であった。システイン合成能を強化した形質転換体
ではPCS1遺伝子の高発現と同時にPCs含量が増加し、カドミウムによる生育抑制が顕
著に軽減された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 2,000,000 0 2,000,000 

２００７年度 800,000 240,000 1,040,000 

２００８年度 700,000 210,000 910,000 

総 計 3,500,000 450,000 3,950,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・植物栄養学・土壌学 
キーワード：植物成長・生理、重金属ストレス応答、シロイヌナズナ、カドミウム、フィトケ

ラチン、グルタチオン、システイン、グルタチオン 
 

 

１．研究開始当初の背景 

増加する人口に見合う安全な農作物

の持続的生産は今世紀における最重要

課題のひとつである。WHO/FAO合同によ

るCodex委員会では、食品の安全規格の

制定が進められており、米がCd0.4mgKg-1

に制定され、野菜等では 0.05～ 0.11 

mgKg-1が制定されつつある。 

現在のわが国における土壌の重金属汚染

の問題は、未対策の鉱工業跡地などの比較的

高濃度ではあるが狭い汚染土壌地域の対策

も考えなければならないが、もっと重要なこ

とは、食糧の安全性を考えると農用地のよう

に重金属濃度は比較的低濃度ではあるが広

範囲の土壌から重金属を除去する方法であ

り、今のところ有効な方法は確立されておら

ず、このままでは前述した農作物のカドミウ

ムに関する Codex規格の遵守が困難となる事

態が起こることが予測される。 

そこで近年注目されるようになったのが、

植物の養分吸収機能を利用し、土壌中の重金

属 を 吸 収 ・ 除 去 す る 技 術 、 す な わ ち

Phytoremediation である。この方法は、コス

トが少なくて済むというだけではなく、重金

属を吸収した植物から重金属を回収し再利

用することが可能である。 



 

重金属汚染土壌の浄化に用いる植物

は、重金属耐性で高集積能が不可欠であ

り、その分子育種や利用技術開発には、

生態学的特性や耐性機構の生理学的解

析など基礎的な研究が重要である。しか

し、植物に取り込まれた重金属イオンに対し

て体内代謝系がどのように応答し、体内にお

ける無害化物質各々がどのような順番で作

られ、どのような役割を果たしているか総合

的に解析した研究はほとんどない。 
 
２．研究の目的 

既知の重金属無害化物質はいずれもチオ
ール基を持つシステインとそれを多く含ん
だ化合物であり、これらは植物の硫黄代謝を
経て合成されることから、本研究では、この
硫黄代謝系とその産物であるペプチド類の
生合成系が、植物体内に取り込まれたカドミ
ウムイオンに対してどのように応答するか
を検討することで、植物のカドミウム耐性の
発現機構の中で各リガンドの無害化に対す
る寄与の程度を明らかにすることを目的と
して研究を行った。しかも、本研究は、チオ
ール基を有する含硫生体分子群、すなわち重
金属無害化物質の生体内での動態を中心と
した生理学的解析と同時に、それらの生合成
に関与する酵素の合成遺伝子の発現量で解
析する分子生物学的な手法を、同一植物生体
で行ったことを特徴とする。  
 
３．研究の方法 
(1) シロイヌナズナの Cd 処理にともなうイ

オウ代謝およびチオール基を有する含硫生

体分子群の合成酵素遺伝子の発現について   

水耕栽培したシロイヌナズナにCd0～50μ

Mを添加し７日間処理した。このシロイヌナ

ズナからRNeasy Plant Mini Kitを用いてRNA

の抽出・精製を行った。その後、DNase処理

し、一定量を 1st strand cDNA synthesis kit 

for RT-PCR〔AMV〕2＋を使用してRT-PCRし、cDNA

を合成した。このcDNAを鋳型として各酵素遺

伝子用プライマーを用いてPCRし、その増幅

量をサイバーグリーン法で定量した。同時に、

ハウスキーピングジーンであるアクチン遺

伝子のAct8 の発現量を測定し、これにより補

正した値を各酵素遺伝子の発現量とした。発

現量を測定した遺伝子は、ATPスルフリラー

ゼ（APS1）、APS還元酵素（APR1,2）、硫黄還

元酵素（SIR）、セリンアセチルトランスフェ

ラーゼ（Serat2;2）、システイン合成酵素

（OAS1,B,C）、γ－グルタミルシステイン合

成酵素（GSH1）、グルタチオン合成酵素（GSH2）、

フィトケラチン合成酵素（PCS1,2）、メタロ

チオネイン合成遺伝子（MT1A）の 9つである。 

(2) カドミウム処理にともなって発現する 

タンパク質の分離・同定とカドミウム結合能 

の確認 

シロイヌナズナの栽培および Cd 処理は、 

前項に準じてた。この植物から定法によりタ

ンパク質を抽出しゲル濾過クロマトグラフ

ィー用の試料溶液とした。 

Superdex75,10/300,GL のカラム（10mm×

300-310mm）に、試料溶液を250μl添加した。

50mM Tris-HCl バッファー（pH 7.5）を用い

て、流速 0.091ml/min で溶出させ、フラクシ

ョンコレクターにより、0.5ml ずつ試験管に

分取し、分光光度計で波長 254nm の吸光度を

測定した。さらに、吸光度測定後の溶出液を

原子吸光法により Cd を分析した。 

(3) システイン合成能を強化した形質転換

シロイヌナズナの作成と導入遺伝子の発現

確認 

 ホウレンソウ由来のシステイン合成酵素

（CSase）合成遺伝子 CS3F（K.Saito et 
al.1994）をGateway Technology(Invitrogen)

を 用 い て Binary vector に 導 入 し 、

pGWB2-CSase を構築した。この pGWB2-CSase

を Agrobacterium tumefaciens EHA101 に導

入し、floral dip 法を用いてシロイヌナズナ

に感染させ、システイン合成能を強化した形

質転換シロイヌナズナを作成した。また、導

入遺伝子である CS3F の発現確認は次のよう

な方法で行った。 

得られたT1 植物体からRNeasy Plant Mini 

Kitを用いてRNAを抽出・精製し、DNase処理

した。500ng相当のRNAを 1st strand cDNA 

synthesis kit for RT-PCR〔AMV〕2＋を使用し

てRT-PCRし、cDNAを合成した。このcDNAを鋳

型とし、CaMV35S-promoterとNOS-terminater

用primerを使用してPCR反応を行った。PCR終

了後、1.0％ Agarose gel電気泳動、10 分間

EtBr染色した。形質転換体については、これ

までと同様の水耕法によるものと培地plate

を用いた方法で行った。まず、水耕法による

Cd耐性試験では、非形質転換株と形質転換株

について、14日間水耕栽培した両株の水耕液

に、Cd処理濃度が50μＭとなるようにCdCl2の

原液を添加し、6日間処理栽培を行った。 

一方、培地plateを用いた試験では、非形

質転換株と形質転換株の種子それぞれを滅

菌した後、Cd含有培地plateに 1 枚当たり 25

粒を無菌播種し、明暗 12時間、21℃で 12 時

間、26℃で 8時間の条件下で約 1ヶ月間栽培

した。このCd含有培地は、pHを 5.8 に調整し

Cd濃度が 0,50,100,150,200μMとなるように

CdCl2で添加した。 

(4)システイン合成能強化がカドミウム処理

 



 

にともなうフィトケラチンの生合成におよ

ぼす影響 

 非形質転換および形質転換シロイヌナズ

ナの栽培および Cd 処理濃度は Cd0、50μＭと

し、試料の調整やフィトケラチンの抽出およ

びゲル濾過クロマトグラフィーによるフィ

トケラチンの分離精製と Cd 結合能の確認は

前項に準じた。 

(5)システイン合成能強化がカドミウム処理

にともなうフィトケラチン生合成系に関わ

る主要な酵素遺伝子の発現におよぼす影響 

  非形質転換株とシステイン合成能を強化

した形質転換株に Cd 処理したものから

RNeasy Plant Mini Kit を用いて RNA の抽出・

精製を行った。その後、これまでと同様にシ

ステイン合成酵素（OAS1）、γ－グルタミル

システイン合成酵素（GSH1）、グルタチオン

合成酵素（GSH2）、フィトケラチン合成酵素

（PCS1）の 4つの遺伝子の発現量を測定した。 

 

４．研究成果 

(1) シロイヌナズナの Cd 処理にともなうイ

オウ代謝およびチオール基を有する含硫生

体分子群の合成酵素遺伝子の発現について 

地上部において、Cd1μM 処理した時の各酵

素遺伝子の発現量は無処理区と比べてほと

んど差は見られなかった。しかし、Cd10μM

処理になると、硫黄代謝系の始めに位置する

APS 還元酵素遺伝子 APR1、APR2 の発現量が約

50%抑制されるとともに、フィトケラチン合

成酵素遺伝子 PCS1 の発現量が約 2 倍に増加

していた。一方、明らかに生育が抑制され、

クロロシスが発現する Cd50μM処理では、APS

還元酵素（APR1,2）、硫黄還元酵素（SIR）、

セ リ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

（Serat2;2）遺伝子の発現量がいずれも約

50%減少しており、フィトケラチン合成酵素

遺伝子 PCS1 の発現量のみが約 3 倍に増加し

ていた。この結果を硫黄代謝系および重金属

リガンド生合成系マップ上でシステインを

起点として考察すると、Cdが移行・集積され

る地上部では、集積量が多くなる Cd10μM お

よび 50μM の６日間処理において、硫黄代謝

系の上流域にあたる APS還元酵素や硫黄還元

酵素、あるいは o-アセチルセリンの合成に関

わる酵素遺伝子の発現が抑制されることが

示唆された。その一方で、重金属のリガンド

として無害化機能を有するとされるフィト

ケラチンは、Cd 集積量が多くなる Cd10, 50

μM 処理で無害化のために、フィトケラチン

合成酵素遺伝子の発現が高まったものと考

えられる。また、もう一つの重金属リガンド

としてのメタロチオネイン合成遺伝子 MT1A

は、Cd 処理してもほとんど発現量は変わらず、

シロイヌナズナではメタロチオネインは重

金属の無害化には機能していないことが示

唆された。 

 一方、根においては、Cd1μM 処理でγ-グ

ルタミルシステイン合成酵素遺伝子 GSH1 の

発現量が約 2倍に増加していたが、それ以外

の酵素遺伝子の発現量は無処理区とほぼ同

じであった。また、Cd10μM 処理では地上部

と同様に、APS 還元酵素遺伝子 APR1 の発現量

は約 50％減少していたが、他の各酵素遺伝子

の発現量は無処理区と比べて大きな変化は

見られなかった。また、有意差があるとは言

えないが、根ではγ-グルタミルシステイン

合成酵素遺伝子やグルタチオン合成酵素遺

伝子、フィトケラチン合成酵素遺伝子などが

無処理区の約 80％程度発現量が増加する傾

向が見られた。 

このことは、低濃度の Cd が取り込まれた

根では、その無害化に関与している可能性の

高いグルタチオン（GSH）の生合成が活性化

されることを意味している。それは、GSH が

Cd とのチオール化合物形成による無害化の

みならず、Cdによる細胞膜を構成するリン脂

質の過酸化に対して抗酸化剤としても機能

するためと考えている。そして、Cd 処理濃度

が高い場合、CSase 活性が抑制されるために、

それを補うために硫黄代謝系のもう一つの

Key となる APS 還元酵素遺伝子が発現したも

のと考えられる。根部における硫黄代謝系お

よび重金属リガンド生合成系マップ上でシ

ステインを起点として考察しても地上部の

ような一定の傾向は認められなかった。 

 また、APS 還元酵素遺伝子 APR1 とフィトケ

ラチン合成酵素遺伝子 PCS2 は、template と

なる cDNA 量が 2ng および 20ng ではほとんど

定量することができず、200ng まで template

量を増やすと定量が可能となった。実際に、

PCS2 は、PCS1 に比べて地上部、根部ともに

発現が弱いという報告があり、本実験におい

ても同様の結果が得られたことから、これら

2 つの遺伝子については以後の測定を行わな

いこととした。 

また、メタロチオネイン合成遺伝子 MT1A

は、地上部・根部ともに Cd 処理しても発現

量の増加は見られなく、シロイヌナズナでは

メタロチオネインよりもフィトケラチンが

Cd の無害化に関与していることが示唆され

た。根部における硫黄代謝系および重金属リ

ガンド生合成系マップ上で地上部と根部の

各酵素遺伝子の Cd 処理にともなう発現の差

異を比較すると、明らかに地上部と根部では

Cd 処理に対する応答が異なっていた。 

 



 

図１．Cd 処理にともなうイオウ代謝系酵素遺伝子

の発現量 

 

一般的に、植物は重金属処理をした場合、

根が先に重金属に接し、それが吸収されて地

上部へ転流する。そのため、処理の影響は最

初に根に現れ、次いで地上部になることが予

想される。そして、重金属含量は、概して地

上部より根の方が高いことが多い。このこと

からすれば、根の各酵素遺伝子への影響が地

上部に先立って発現していると考えていた

が、結果は逆の様相を示し、根での酵素遺伝

子の発現の差異は小さかった。このことから、

Cd 処理の影響は、１日(24 時間)よりも短時

間に現れていることが予想されたので、次の

実験を実施した。 

地上部では、Cd 処理後 1 時間で Cd 処理濃

度に関わらずシステイン合成酵素遺伝子

OAS1 やグルタチオン合成酵素遺伝子 GSH2、

フィトケラチン合成越酵素遺伝子 PCS1 の発

現量が増加した。中でも、Cd50μＭ処理する

ことによって GSH2 および PCS1 の発現は約 6

倍にまで高まった。Cd 処理後 2時間以上が経

過しても、これらの両遺伝子は高発現が持続

していた。しかし、4 時間を経過すると APS

還元酵素 APR2 の発現量が Cdの処理濃度に関

係なく抑制され、この APR2 は 24 時間後に回

復した。一方、根では Cd 処理後 1 時間から

APR2 と PCS1 の発現量が増加し始め、Cd50μ

Ｍ処理においては、Cd の処理時間が長くなる

につれて両遺伝子の発現が顕著に増加した。

そして、APR2 は 12 時間後以降になると無処

理区との差がなくなったが、PCS1 は 144 時間

（６日目）まで高発現が持続した。 

そこで、Cd 処理後 12、24、48、72、96、

144 時間（6 日）の結果と合わせ、Cd 処理に

ともなって発現量が顕著に増加した GSH2 の

発現量の推移のようにグルタチオン合成酵

素遺伝子 GSH2 は、地上部では Cd 処理直後に

顕著に高発現するが、24 時間以降になると無

処理区と大差なくなるが、根部では Cd 処理

が低濃度の場合は 24 時間後に、高濃度の場

合は Cd 処理直後に高まったが、地上部ほど

顕著ではなかった。一方、フィトケラチン合 
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shoot 成越酵素遺伝子 PCS1 は、地上部・根部とも

に Cd 処理直後から高発現し、それが維持さ

れていた。しかし、生育阻害が現れない Cd1

μM 処理では、144 時間経過すると無処理区

と同等の発現レベルに低下した。そして、体

内 Cd 含有率が高い Cd10μM 処理以上になる

と高発現が維持（Cd10μM の根部を除く）さ

れていたが、その発現パターンにはサイクル

があることが示唆された。 
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図２．地上部と根部の対比でみた硫黄代謝および

重金属リガンドの生合成に関与する酵素遺伝子の

Cd 処理後短時間における発現量の推移 

 

これらのことから、地上部においては Cd

処理濃度が高まるにつれて両遺伝子の発現

量が高まり、しかも、PCS1 は Cd 処理時間が

長く経過しても持続的に高発現しているこ

とから、Cd の無害化機構としてフィトケラチ

ンが大きな役割を果たしていることが示唆

された。しかし、実際に Cd50μM 処理すると

クロロシスが現れ、生育は大きく阻害されて

いた。これは、フィトケラチン合成酵素合成

遺伝子が高発現しても、その構成成分である

システインの生合成に関与する酵素遺伝子

の発現が促進されたり抑制されたりするこ

とで、構成成分であるシステインの供給が一

定でないために、タンパク質レベルでのフィ

トケラチンの生成量が少ないためと考えら

れる。 

 (2) カドミウム処理にともなって発現する 

タンパク質の分離・同定とカドミウム結合能 

の確認 

Cd 処理濃度にともなうフィトケラチン生

成量の変化をみると、生育があまり阻害され

なかった Cd1、10μＭ処理では、8,000Da の

ピーク高は無処理区とほぼ同じであった。ま

た、明らかに生育が阻害され、クロロシス症

状が現れる Cd50μＭ処理でも、8,000Da のピ

ーク高は無処理区および Cd1、10μＭと比較

して大きな差は見られなかった。 

 



 

 

これらのことから、Cd10、50μＭではフィ

トケラチン合成酵素遺伝子の発現量は無処

理区と比べて約 2 倍、3 倍に増えるが、フィ

トケラチンの生成量は無処理区とほぼ同じ

であった。 

また、Cd10μＭは体内 Cd 含有率が約 10μ

g/g であり、この Cd 処理濃度まではシロイヌ

ナズナの植物体内で合成されるフィトケラ

チンで無害化することが可能であるため、生

育はあまり阻害されないが、Cd 含有率が約

30μg/g にまで増加する Cd50μM 処理だと植

物体内のフィトケラチンでは完全に無害化

することができず、結果としてクロロシス症

状が発現したものと考えられる。Cd 処理濃度

が高まるにつれてフィトケラチン合成酵素

遺伝子の発現量が 2 倍、3 倍と増加している

ことから、シロイヌナズナは Cd が取り込ま

れた時、フィトケラチンを合成して無害化す

るためのシステムが発現していることが明

らかである。しかし、この植物では遺伝子の

発現量が増加しても、フィトケラチンの構成

成分であるシステインの供給が増加しない

ため、フィトケラチンが合成されないと考え

た。 

(3)システイン合成能を強化した形質転換シ

ロイヌナズナの作成と導入遺伝子の発現確

認 

CS3F の発現を確認したところ、システイン合

成能を強化した形質転換株 3個体（A;21-39、

B;17-35、C;22-43）は、CS3F が高発現してい

た。そこで、これらの 3 個体を用いて Cd 耐

性試験を行った。水耕栽培による Cd 耐性試

験の結果、非形質転換株は Cd50μＭを処理す

ることによってクロロシス症状が現れ、明ら

かに生育が阻害された。しかし、フィトケラ

チンの構成成分であるシステインの合成能

を強化した形質転換株の３line の内、

A;21-39 と C;22-43 は、生育があまり阻害さ

れず、クロロシスの症状もほとんど発現しな 

かった。特に、C;22-43 の line は形質転換株

の中で Cdによる生育阻害が最も小さかった。 

一方、培地 plate による試験では、ゲラン

ガムで固化させた培地 plate 中の Cd は、ゲ

ランガムに包埋されているため植物根圏へ

の拡散が少なく、Cd 処理の影響が顕著に現れ

る Cd 濃度は 150μM 以上であった。Cd を 150

μＭおよびが発現しているのに対し、形質転

換株はほとんど生育が阻害されず、B;17-35

以外はクロロシス症状もあまり見られなか

った。また、Cd200μＭ処理すると非形質転

換株は明らかに生育が抑制され、本葉が数枚

展開した後、枯死した。しかし、形質転換株 

は若干クロロシス症状が現れている株があ

るものの、生育はほとんど阻害されず、Cd 耐

性能の向上が見られた。水耕法による結果と

同様、培地による Cd 耐性試験でも最も生育

阻害を受けなかった形質転換株は C;22-43の

line であった。従って、今後の実験は、この

C;22-43 の line を用いて行った。 

Wild-type Transgenic

50μＭ Cd

図３．Cd50μM 処理したシステイン整合性強化植

物の生育(右) 

 

(4)システイン合成能強化がカドミウム処理

にともなうフィトケラチンの生合成におよ

ぼす影響 

 非形質転換株とシステイン合成能を強

化した形質転換株について、フィトケラチン

含量を測定した結果、Cd50μＭ処理すると、

非形質転換株では-SH 基の吸収を示す 254nm

のピークはPCsI (M.W.8,000Da)だけであるが、

システイン合成能を強化した形質転換株に

は PCsII(M.W.30,000Da)のピークが明瞭に

現れ、しかも PCsI(M.W.8,000Da)のピークが

減少していた。フィトケラチン（PCs）は、

基本化合物構成がγ(Glu-Cys)n-Gly であり、

現在までに nの数が 2～11のものが発見され

ている。このｎ数が大きいほどシステイン含

量の多いフィトケラチンであり、Cd の結合数

も多くなる。今回分離した PCsII の方がｎ数

の多いフィトケラチンである。従って、フィ

トケラチンの構成成分であるシステインの

合成能を高めた形質転換株では、システイン

が恒常的に作られることによって、フィトケ

ラチン合成酵素遺伝子の高発現に伴ってフ

ィ ト ケ ラ チ ン 合 成 も 高 ま る が 、 PCsI 

(M.W.8,000Da)よりも Cd結合数が多くなる高

分子(ｎ数が大きい)の PCsII(M.W.30,000Da）

をより多く合成することが示された。以上の

ことから、フィトケラチンの生合成系は、シ

ステイン供給能が制御因子になっているこ

とを意味し、前項での仮説が正しかったこと

を証明し得た。 

(5) システイン合成能強化がカドミウム処

理にともなうフィトケラチン生合成系に関

わる主要な酵素遺伝子の発現におよぼす影

響 

 非形質転換株とシステイン合成能を強化

した形質転換株の各酵素遺伝子の発現量み

ると、非形質転換株は、Cd50μM 処理した時



 

にフィトケラチン合成遺伝子 PCS1 の発現量

のみが顕著に増加したが、システイン合成能

を強化した形質転換株は、Cd 無処理でシステ

イン合成酵素遺伝子 OAS1 は約 2 倍に増えて

おり、グルタチオン合成酵素遺伝子 GSH2 と

フィトケラチン合成酵素遺伝子 PCS1 の発現

量は約 3 倍に増えていた。この植物に Cd50

μM で６日間処理を行うことで、グルタチオ

ン合成酵素遺伝子 GSH2 の発現量が 3 倍に、

フィトケラチン合成遺伝子PCS1の発現量が6

倍に増加した。 

 これらの結果を前項の結果と合わせると、

非形質転換株のシロイヌナズナに高濃度の

Cd を処理した場合、フィトケラチン合成酵素

遺伝子の発現量が顕著に増加するが、フィト

ケラチンを構成するシステインの供給がそ

れに見合うだけ増加ないためにフィトケラ

チンが合成されず、結果としてクロロシスが

現れる。しかし、フィトケラチンを構成する

システインが、フィトケラチン合成酵素遺伝

子の高発現にともなって合成されるフィト

ケラチン量に見合うだけ供給されれば、フィ

トケラチン含量が増加し、Cd による生育抑制

が顕著に軽減された、と考察できる。 

以上の結果、植物の Cd 無害化機構にはフ

ィトケラチンが大きな役割を果たしており、

Cd に対する耐性能はフィトケラチンおよび

それを構成するシステイン合成能力の高低

によって表現されているものと考えられる。 
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