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研究成果の概要（和文）：植物は土壌中の硫酸イオンを吸収し含硫アミノ酸であるシステインへ

と変換する硫黄同化系を有する。近年シロイヌナズナのゲノム配列をもとに硫黄同化系に属す

る酵素遺伝子群が明らかにされ、各酵素遺伝子の機能や制御機構の解明が待たれている。そこ

で本研究では、メタボロミクスやフォーカスドプロテオミクスという手法を利用し、硫黄同化

に関わる酵素の機能と酵素間の相互作用について解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Plants are able to take up sulfate from the soil solution and convert 
it into sulfur-containing amino acid cysteine. The completion of the Arabidopsis genome 
project enabled identification of genes potentially encoding enzymes involved in sulfur 
assimilation. In this project, we have analyzed physiological functions of sulfur 
assimilatory enzymes. We have also analyzed the interplay among these enzymes. 
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１．研究開始当初の背景 
 硫黄は全ての生物の生命維持に不可欠な
必須元素の１つである。植物は、主に土壌液
に含まれる硫酸イオンを細胞内に取り込み、
複数の酵素反応によって含硫アミノ酸であ
るシステインを生合成する硫黄同化系を持
つ。さらにシステインからは、別の含硫アミ
ノ酸であるメチオニンや、含硫ビタミンであ
るチアミンやビオチン、酸化還元反応や重金
属解毒作用をもつグルタチオン等、様々な含
硫代謝産物を合成することができる。一方、
我々人類を含む動物は、環境中の無機硫黄か

ら有機硫黄化合物を合成する系を持たない。
このため、動物は植物を食べることで、生命
活動に必要な有機硫黄を得ている。さらに、
アブラナ科の植物が合成する発ガン抑制に
関わるグルコシノレートや、ネギ科の植物が
合成する免疫賦活作用や発ガン抑制作用等
の様々な生理活性を示すアリインは、植物細
胞内でシステインを出発物質として合成さ
れる含硫代謝産物である。このように、植物
由来の含硫代謝産物には人類の健康的な生
活に役立つ物質が多く存在するが、これらの
含硫代謝産物の生理活性には硫黄原子の化



学的性質が深く関わっており、植物の硫黄同
化系の重要性がうかがえる。 
 近年、アブラナ科植物であるシロイヌナズ
ナのゲノム配列が明らかにされた。細菌の硫
黄同化系酵素遺伝子との配列の比較の結果、
シロイヌナズナの硫黄同化に関わると予想
される酵素遺伝子群が明らかにされた。細菌
では硫黄同化系のほとんどの酵素反応ステ
ップはそれぞれ１種類の酵素が行うのに対
し、シロイヌナズナの硫黄同化系では各酵素
反応ステップには複数の互いに似た酵素（ア
イソザイム）が関与していると考えられた。
植物の細胞には、細胞質の他に葉緑体やミト
コンドリア等の細胞内小器官が存在する。細
胞内小器官を分画して硫黄同化酵素の活性
を測定した研究や、硫黄同化系酵素の細胞内
小器官局在性を研究した結果から、植物の硫
黄同化酵素アイソザイムは細胞質・葉緑体・
ミトコンドリアの３つのコンパートメント
に分布し、各細胞内小器官で硫黄同化を行っ
ていることが示唆された。 
 それでは、硫黄同化に関与する個々の代謝
酵素は、独立して酵素反応を行っているのだ
ろうか？硫黄同化の各酵素反応で生じる代
謝中間体は化学的に不安定または細胞内毒
性が強いため細胞内濃度が低い。また、硫黄
同化系は途中で分岐しており、含硫アミノ酸
であるシステインを合成する経路と硫酸化
代謝物を合成する経路にわかれるが、両経路
への硫黄の配分は植物がどのような硫黄代
謝産物を必要としているかに応じて調節さ
れている。これらの現象を考え合わせると、
連続する反応段階の酵素同士が相互作用す
ることで効率的に代謝反応を進めたり、互い
の酵素活性を調節したりする可能性が想像
できる。また、同じ反応を触媒する酵素アイ
ソザイム間が相互作用することにより、単一
のアイソザイムとは異なる酵素特性を示す
可能性も想定できる。そこで、本研究では、
硫黄同化に関わる酵素アイソザイムの機能
や酵素間相互作用の解明を試みた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、シロイヌナズナの硫黄同化系
（硫酸イオンの吸収や蓄積、硫黄還元を介し
たシステイン合成、硫酸化反応の基質である
3’-ホスホアデノシン 5’-ホスホ硫酸の合成、
二次的な硫黄代謝産物の生合成）に関わる酵
素や制御因子等との間の物理的相互作用を
明らかにし、その相互作用がもたらす代謝機
能や代謝制御への影響を解析することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 硫黄同化酵素遺伝子を欠損する変異体
シロイヌナズナの単離と解析 
 分子生物学的研究のモデル植物であるシ

ロイヌナズナでは、ゲノム上の遺伝子が
T-DNA の挿入により破壊された遺伝子欠損変
異体がストックセンターに保存されており、
変異体の表現型を調べることによって破壊
された遺伝子の機能を解析する逆遺伝学的
解析が容易に行える。そこで、硫黄同化酵素
遺伝子欠損変異体の代謝物プロファイルを
解析する。機能的相互作用のある酵素遺伝子
の欠損変異体どうしは、同じような代謝物プ
ロファイルを示すと予想される。また、転写
物プロファイルや酵素活性を解析し、各酵素
アイソザイムの生理的機能の解明を行う。 
(2) 硫黄同化系酵素の細胞内局在性の解析 
 シロイヌナズナの硫黄同化に関与するこ
とが予想される酵素をコードする遺伝子群
について、クラゲ緑色蛍光蛋白質（GFP）遺
伝子との融合遺伝子を作製し、シロイヌナズ
ナに発現させる。緑色蛍光の局在を顕微鏡で
観察し、硫黄同化の各反応に関与する酵素ア
イソザイムの細胞内局在を調べる。 
(3) 硫黄同化系酵素の相互作用の解析 
 同じ細胞内小器官に局在する酵素間の相
互作用が酵素機能の調節に関わっている可
能性や、硫黄同化系酵素以外の蛋白質因子が
相互作用することで酵素機能に影響を与え
る可能性を考慮し、硫黄同化酵素と物理的相
互作用する因子を酵母 two-hybrid 法や免疫
沈降法を用いて解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 硫黄同化系酵素の機能と局在の解析 
 植物が外部環境から吸収した硫酸イオン
は、ATP スルフリラーゼの機能により活性硫
酸であるアデノシン 5’-ホスホ硫酸へと変
換される。シロイヌナズナには４つの ATP ス
ルフリラーゼアイソザイム（ATPS1, ATPS2, 
ATPS3, ATPS4）が存在する。T-DNA 挿入遺伝
子欠損変異体を取得し、代謝物プロファイル、
転写物プロファイル、酵素活性等を解析した。
その結果、４つのアイソザイムのうち ATPS1
を欠損した遺伝子破壊体では、硫黄同化産物
の蓄積量の顕著な低下が観察された。また、
細胞分画実験や GFP融合蛋白質を用いた局在
性の解析から、４つのアイソザイムのうち
ATPS2 は細胞質と葉緑体の両方に局在するこ
とが示唆された。転写開始点の解析の結果、
この現象は ATPS2遺伝子の転写が葉緑体移行
配列付近の複数の箇所で始められることに
由来すると考えられた。一方、他の３つのア
イソザイムは全て葉緑体に局在することか
ら、硫酸イオンの活性化は主に葉緑体で行わ
れることが示された。 
 ATP スルフリラーゼにより合成されたアデ
ノシン 5’-ホスホ硫酸は、APS キナーゼによ
るリン酸化反応によって、硫酸化反応の基質
である 3’-ホスホアデノシン 5’-ホスホ硫
酸に変換される。シロイヌナズナには４つの



APS キナーゼアイソザイム（APK1, APK2, APK3, 
APK4）が存在する。GFP 融合蛋白質を用いた
局在解析の結果、４つのアイソザイムのうち
APK1, APK2, APK4 は葉緑体に局在するが、
APK3 は細胞質に局在することが示された。
T-DNA 挿入遺伝子欠損変異体の解析の結果、
APK1, APK2 が 3’-ホスホアデノシン 5’-ホ
スホ硫酸やグルコシノレート等の硫酸化代
謝物の合成に大きく関わっていることが示
された。ATP スルフリラーゼによる硫酸イオ
ンの活性化に続く APSキナーゼによるリン酸
化反応も、主に葉緑体で行われるが一部は細
胞質で行われることが示された。 
(2) 硫黄同化酵素の相互作用の解析 
 高親和型硫酸イオントランスポーター
SULTR1;1 および SULTR1;2 は、シロイヌナズ
ナの根の表皮と皮層の細胞膜に局在し、土壌
液中の硫酸イオンを根の細胞内に取り込む
輸送蛋白質である。SULTR1;1および SULTR1;2
の局在場所が一致していること、両方とも硫
酸イオンの吸収という同じ役割を持つこと
から、この２つのトランスポーター間の相互
作用について酵母発現系を用いて解析した。
その結果、SULTR1;1 および SULTR1;2 は物理
的に相互作用することで硫酸イオン輸送活
性が上昇することが示された。 
 ATP スルフリラーゼと APS キナーゼは連続
した酵素反応を行い、前述の局在解析で明ら
かになったように、どちらの酵素も葉緑体と
細胞質に局在する。そこで、ATP スルフリラ
ーゼと APS キナーゼ間の相互作用を酵母
two-hybrid 法で解析したところ、葉緑体局在
型の ATPスルフリラーゼアイソザイムと葉緑
体局在型の APSキナーゼアイソザイムの間で
相互作用が観察された。ATP スルフリラーゼ
の生成物であり APSキナーゼの基質であるア
デノシン 5’-ホスホ硫酸は化学的に不安定
な物質であることから、少なくとも葉緑体で
は２酵素の相互作用により酵素反応をより
効率的に行っていることが示唆された。 
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