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研究成果の概要：成層圏オゾンの破壊に関与する塩化メチルは，ほぼ全てが自然由来である．

近年，熱帯植物が大量の塩化メチルを放出するとの報告があり，植物が塩化メチルの重要な発

生源であることが明らかにされた．しかし，塩化メチル等のモノハロメタンの合成機構やその

生理学的役割に関する知見は不明であった．本研究では，シロイヌナズナをモデル系とし，モ

ノハロメタン合成に関わる AtHOL1 遺伝子の分子生理学的解析を行った．シロイヌナズナの
AtHOL1遺伝子は病害抵抗性に関与するという仮説モデルを提唱することができた． 
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１．研究開始当初の背景 
 対流圏のハロカーボンの中で最も量の多
い塩化メチル(CH3Cl)は，成層圏オゾンの減少
に関わる化合物であり，その大気への放出量
は年間約 1,700-13,600 Gg にも及ぶと見積も
られている．塩化メチル放出源の大部分が自
然起源であり，海洋，バイオマスの燃焼，糸
状菌や塩性沼地が放出源として知られてい
るが，放出量の約 1/2 以上もの発生源が不明
であり問題となっていた．近年，熱帯および
亜熱帯域の森林からの塩化メチル放出が報
告された．アジア熱帯林のフタバガキ科植物
だけでも，全放出量の約 1/4 に相当する塩化

メチル放出が見積もられている．また，熱帯
植物からの塩化メチル発生量が，全放出量の
3 割から 5 割に相当することが明らかにされ
た．したがって，植物が大気中の塩化メチル
の大きな放出源であると考えられる．成層圏
オゾン破壊物質のほとんどがフロン類など
人為起源であるのに対し，塩化メチルは唯一
の自然起源の塩素系オゾン破壊物質である．
モントリオール議定書の採択以降，人為起源
のフロンやハロンが減少傾向にある現在，成
層圏オゾンの消長における自然起源塩化メ
チル等のモノハロメタン(CH3X)の寄与度は増
加すると推測されている．したがって，大気
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におけるモノハロメタン収支の理解におい
て，植物からのモノハロメタン放出に関わる
機構やその生理学的意義を理解することは
重要である． 
 塩化メチル等のモノハロメタン合成機構
の研究としては，糸状菌，紅藻およびアイス
プラントの細胞抽出液において初めて，
S-adenosyl-L-methionine (SAM)依存的な，
Cl-, Br‒, I‒に対するメチル基転移活性の存在
が in vitro において示された．塩生植物
Batis maritima において Methyl chloride 
transferase (MCT)の酵素精製および cDNA ク
ローニングが報告され, 精製したMCT や大腸
菌により発現させた融合MCTタンパク質がハ
ロゲン化物イオンに活性を示すことから，そ
の生理学的役割として細胞内の Cl‒調整によ
る耐塩性の付与を仮説として挙げている．ま
た，Brassica oleracea においてハロゲン化
物イオンおよび HS-に活性を持つ酵素 Thiol 
methyltransferase (TMT)が精製された．精
製した TMT や大腸菌により発現させた TMT は，
ハロゲン化物イオンだけでなくグルコシノ
レートの分解産物として知られているNCS-や
HS-に活性を持つことが in vitro において示
された．よって，グルコシノレート分解産物
の解毒に関わる可能性が推測されている．し
かし，TMT および MCT いずれにおいても，生
理学的役割に関する仮説について in vivoに
おける直接的な証明はなされていない．これ
らの酵素群の生理学的意義の解明には，ゲノ
ム配列が解読されている植物において酵素
および遺伝子の全アイソフォームについて
解析する必要がある． 
 ゲノム配列が解読されているシロイヌナ
ズナにおいてMCT の相同遺伝子が単離された．
遺伝子破壊株において CH3Cl, CH3I, CH3Br 合
成の大部分が抑制されたことから，この遺伝
子がモノハロメタン合成に関与することが
遺 伝 学 的 に 示 さ れ HARMLESS TO OZONE 
LAYER/HOL と命名された．しかしながら，シ
ロイヌナズナ HOL の生化学的特徴および HOL
相同遺伝子の生理学的意義は示されていな
い． 
 
 
２．研究の目的 
（１）HOL遺伝子の分子系統解析 
 既往研究より，さまざまな植物からモノハ
ロメタンが放出されていることが明らかと
なっている．モノハロメタン合成に関与する
と考えられている HOL遺伝子の植物における
分布を，分子系統解析により明らかにするこ
とを目的とした． 
 
（２）HOL タンパク質の酵素化学的解析 
 HOL タンパク質の基質特異性等の酵素化学
的性質を明らかにすることにより，HOL タン

パク質の機能に関する知見を得ることを目
的とした． 
 
（３）HOL遺伝子の逆遺伝学的解析 
 HOL 遺伝子やその相同遺伝子の生理学的役
割に関しては，いくつかの仮説が提唱されて
いるものの，直接的な証拠は示されていない．
シロイヌナズナの３相同遺伝子（AtHOL1，
AtHOL2，AtHOL3）について，遺伝子破壊株等
を用いた逆遺伝学的解析を行い，HOL 遺伝子
の生理学的役割に関する知見を得ることを
目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
（１）HOL遺伝子の分子系統解析 
 植物における HOL 遺伝子の分布と，HOL 遺
伝子の系統関係を明らかにするために，全ゲ
ノム配列が決定されている植物種を対象と
して，塩基配列データーベースを用いた相同
性解析を行い，HOL 相同遺伝子を探索した．
また，各 HOL相同遺伝子の分子系統を明らか
にするために，Clustal W を用いて系統樹を
作製した． 
 
（２）HOL タンパク質の酵素化学的解析 
 シロイヌナズナの HOL 遺伝子（AtHOL1，
AtHOL2，AtHOL3）の cDNA を単離し，これら
を大腸菌において融合タンパク質として発
現させ，精製することにより，各 AtHOL タン
パク質を得た．これらを用いて，種々の基質
に対する親和性や反応速度を，液体クロマト
グラフを用いた測定系により，明らかにした． 
 
（３）HOL遺伝子の逆遺伝学的解析 
 シロイヌナズナの３HOL 遺伝子（AtHOL1，
AtHOL2，AtHOL3）の生理学的役割に関する知
見を得るために，各 AtHOL遺伝子が破壊され
た T-DNA 挿入シロイヌナズナを単離した．ま
た，各 AtHOL遺伝子について，過剰発現シロ
イヌナズナを作製し，これらを用いて種々の
生化学的解析，生理学的解析を行った． 
 
 
４．研究成果 
（１）HOL遺伝子の分子系統解析 
 シロイヌナズナの AtHOL1 遺伝子が，モノ
ハロメタン放出に関わることがこれまでに
報告されている．我々は，シロイヌナズナの
ゲノム配列を解析することにより，相同遺伝
子である AtHOL2，AtHOL3を同定した．また，
これまでにゲノム配列が決定されている植
物の DNA 配列情報を解析したところ，これら
の全ての植物に相同遺伝子が存在すること
を明らかにした．コケ植物から高等植物まで，
HOL 相同遺伝子が植物に普遍的に存在するこ
とを，初めて示唆した（図１）．この結果は，



モノハロメタン放出が植物に普遍的に観察
されるというこれまでの知見と矛盾しない
ものである．また，系統樹の特徴として，フ
ウチョウソウ目に属する植物に存在する HOL
相同遺伝子は，大きく２個のクラスター
（Cluster I，Cluster II）に分かれること
を示した．このことから，フウチョウソウ目
植物は，植物に普遍的な機能を持つ HOL遺伝
子に加え，フウチョウソウ目植物に特異的な
機能を持つ HOLを有することが示唆された． 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ HOL 相同タンパク質の分子系統 
多細胞植物における HOL相同遺伝子の予測さ
れるアミノ酸配列を基に Njplot program 
(unrooted)を用いて系統樹を作製した．Bar = 
0.1 amino acid substitution/site. 
Arabidopsis thaliana (AtHOL1, AtHOL2, 
AtHOL3), Brassica oleracea (TMT1, TMT2), 
Raphanus sativus (RsHOL1, RsHOL2), 
Brassica rapa (BrHOL1), Brassica napus 
(BnHOL1, BnHOL2), Batis maritima (MCT), 
Vitis vinifera (VvHOL1, VvHOL2), Populus 
trichocarpa (PtHOL), Coffea canephora 
(CcHOL), Prunus persica (PpeHOL), Oryza 
sativa (OsHOL1, OsHOL2), Zea mays (ZmHOL), 
Hordeum vulgare (HvHOL), Sorghum bicolor 
(SbHOL), Picea glauca (PgHOL), 
Selaginella moellendorfii (SmHOL1), 
Physcomitrella patens (PpaHOL)． 
 
 
 
（２）HOL タンパク質の酵素化学的解析 
 シロイヌナズナの AtHOL1 遺伝子がモノハ
ロメタン放出に関わることが，逆遺伝学的解
析により明らかにされているが，タンパク質
レベルでの生化学的解析の報告はまだない．
そこで，我々はシロイヌナズナの３個の HOL
遺伝子について，大腸菌を用いて融合タンパ
ク質を調製し，酵素化学的解析を行った．3
個の HOL タンパク質ともに，S-アデノシルメ

チオニン依存的なメチル基転移酵素活性を
有することを初めて生化学的解析により示
した．また，反応速度論的解析により，AtHOL1
タンパク質が，擬ハロゲン化物イオンである
チオシアン酸イオンや硫化水素イオンに対
する活性が高いことを示した（図２）．モノ
ハロメタン放出に関わることが示されてい
る AtHOL1 遺伝子であるが，塩化物イオンに
対する活性が非常に低いことを示した．この
結果は，AtHOL1 タンパク質の生理学的基質は，
ハロゲン化物イオンではないことを示唆し
た． 
 

 
図２ AtHOL タンパク質の酵素活性 
シロイヌナズナの各HOL タンパク質の反応速
度論的解析により明らかにした kcatおよび Km
値より，各タンパク質の各基質（NCS-，Cl-，
HS-）に対する活性を示した． 
 
 
 
（３）HOL遺伝子の逆遺伝学的解析 
 シロイヌナズナの各HOL タンパク質の酵素
化学的解析より，AtHOL1 がチオシアン酸イオ
ンに対し，高い活性を示すことを明らかにし
た．In vivo 系において，さらなる解析を行
うために，各 AtHOL遺伝子を破壊したシロイ
ヌナズナを単離した．これらのシロイヌナズ
ナ株は，通常の培養条件下では，野生型シロ
イヌナズナとは形態に違いは観察されなか
った．これらの遺伝子破壊株について，チオ
シアン酸イオンに対する感受性を解析した．
その結果，AtHOL1が破壊されたシロイヌナズ
ナのみが，チオシアン酸イオンに対する感受
性を上昇させた（図３）．このことは，生体
内においてもチオシアン酸イオンが AtHOL1
の基質となり，毒性を示すチオシアン酸イオ
ンをメチル化することにより解毒している
ことを示した．また，チオシアン酸イオンが
AtHOL1 の生理学的基質であることを示唆し
た． 
 



 
図３ AtHOL 遺伝子破壊シロイヌナズナの
NCS-感受性 
培地に添加した 1 mM KSCN に対する野生株
(WT)および各 AtHOL 遺伝子破壊株(hol1, 
hol2, hol3)の感受性を解析した．1/2 MS 培
地に播種した約 2 週間目の幼苗を 1 mM KSCN
添加 1/2 MS 培地に移植後約 3 週間目の生育
を示した． 
 
 
 
 遺伝子破壊シロイヌナズナを用いた生化
学的解析により，AtHOL1 依存的にチオシアン
酸がメチル化され，チオシアン酸メチルが合
成されることを示した．また，シロイヌナズ
ナにおけるチオシアン酸イオンの合成は，酵
素タンパク質であるミロシナーゼに依存す
ることを示した．AtHOL1 により合成されるチ
オシアン酸メチルは，植物病原菌を含む複数
の微生物に対する生育阻害活性を持つこと
を in vitro 系において示した．さらに，
AtHOL1 遺伝子を破壊したシロイヌナズナは，
植物病原菌である Pseudomonas syringae pv. 
maculicola に対する抵抗性を低下させるこ
とを示した（図４）． 
 これらの結果より，AtHOL1 の生理学的役割
として，次のようなモデルが考えられる（図
５）．シロイヌナズナが蓄積するグルコシノ
レートが，傷害や病害により，ミロシナーゼ
依存的に分解され，チオシアン酸イオンが生
じる．このチオシアン酸イオンは，AtHOL1 依
存的にメチル化され，チオシアン酸メチルが
合成される．合成されたチオシアン酸メチル
は，傷害部位より感染する病原菌に対する抵
抗性に寄与することが示唆された． 
 HOL 相同遺伝子は，グルコシノレートを蓄
積する植物以外にも，植物に広く存在する．
このことから，本研究により明らかにした
AtHOL1 の機能は，系統樹（図１）の Cluster 
I に属する HOL 相同遺伝子に特異的な機能で
ある可能性が考えられ，その他の HOL相同遺

伝子は，植物に普遍的な機能を有することが
示唆される． 
 
 

図４ AtHOL1 破壊シロイヌナズナの病害抵
抗性 
P. syringae 接種シロイヌナズナ野生株およ
び AtHOL1 遺伝子破壊株（hol1）における生
存率の比較を行った．本葉を指標として，生
存個体をカウントした．生存率は，コントロ
ールの生存率を反映させて算出した．n = 
(WT: 452, hol1: 428)．WT と hol1 は，生存
率において有意差が確認された(P<0.001 by 
chi-square test) 
 
 
 

 
図５ AtHOL1 の生理学的役割に関する仮説
モデル 
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