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研究成果の概要（和文）： 
硫黄欠乏に応答する遺伝子を対象とした逆遺伝学的な解析から、メチオニン由来 GSL（mGSL）生合
成の調節因子 X を見出した。X の遺伝子欠損株および相同遺伝子Ｘ‘との二重欠損株では､mGSL
生合成酵素の転写産物量が増加し､mGSL 量も増加した。逆に X の高発現株では mGSL 量が減少し
た。これらの結果から､X と X‘が mGSL 生合成の抑制因子であると結論した。X と X‘は組織普遍的に
発現し､遺伝子上流域を介して硫黄欠乏による発現誘導が起きることが明らかとなった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified gene X repress methionine-derived glucosinolate (mGSL) synthesis, by a reverse genetic 
study on the genes up-regulated by sulfur deficiency. Gene expression of X and the homologue X’ were 
detected and up-regulated in every tissue in Arabidopsis. By analyzing the plants disrupted and 
over-expressed X and X’, we revealed that mGSL accumulation can be controlled by modifying X and 
X’ transcription.  
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研究分野： 
科研費の分科・細目：基礎生物学・植物分子生物学･生理学 
キーワード：植物、シグナル伝達、硫黄、グルコシノレート、機能未知遺伝子 
 
 
１．研究開始当初の背景 
アブラナ科植物に多く含まれる含硫二次代謝
物グルコシノレート(GSL)は､病害虫に対する忌
避物質として知られ､また､発ガン抑制効果を有
する。近年､GSL 生合成酵素群の単離､同定が
相次ぎ､生合成経路の全体像が明らかになりつ
つあるが､植物体内における GSL 代謝の制御

については､ほとんど知見がない。SLIM1 は､環
境中の硫黄欠乏に応答して､硫黄同化及び
GSL 分解を正に､メチオニン由来 GSL（mGSL）
生合成を負に制御する転写因子である。 
 
 
２．研究の目的 
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代表者は､SLIM1 の制御下にある遺伝子群を
対象とした逆遺伝学的解析から､mGSL 生合成
の抑制因子 X を見出した。本研究では､植物体
内の GSL 代謝制御機構の解明を目指し､（１）X
による mGSL 生合成抑制機構の解析及び（２）
新規 GSL 分解酵素の単離･同定を行った。 
 
 
３．研究の方法 
（１）X による mGSL 生合成抑制機構の解析 
・X の相同遺伝子について 2 重､3 重変異株お

よび高発現株を作製し､硫黄十分/欠乏条件
における mGSL 生合成遺伝子の発現および
植物体内の mGSL 量を測定した。 

・X と相同遺伝子の 2 重変異株､および高発現
株を硫黄十分/欠乏条件で栽培し､GeneChip
を用いた遺伝子発現解析を行った。 

・X 自体が転写の抑制活性を持つ可能性を､一
過的転写活性化実験を行うことにより検討し
た。 

・酵母２ハイブリッドスクリーニングにより X と相
互作用するタンパク質の探索を行った。 

・X について､プロモーター-GFP 植物､プロモー
ター-コーディング領域(CDS)-GFP 植物を作
製し､X の組織・細胞内局在を解析した。 

 
（２）予測 GSL 分解酵素の機能解析 
・SLIM1 の制御下で働く２つのミロシナーゼ様遺

伝子について､遺伝子欠損株､過剰発現株を
取得し､硫黄十分/欠乏条件における植物体
内の mGSL 量を測定した。 

・ミロシナーゼ様遺伝子について､プロモーター
-GFP 植物､プロモーター-CDS-GFP 植物を
作製し､組織・細胞内局在を解析した。 

 
	
 
４．研究成果	
 
（１）X と機能を同じくする相同遺伝子の同定 
X の相同遺伝子 X’との 2 重欠損変異株を作製
した。硫黄十分(S1500)/欠乏(S15)条件におけ
る植物体内の mGSL 生合成酵素遺伝子の転写
産物量を測定したところ､野生型株(WT)では
S15 条件でこれらの転写産物量が減少するの
に対し､X 欠損変異株および 2 重欠損変異株で
はむしろ S15 条件で上昇していた (図１)。これ
は､X および X’による GLS 生合成の抑制が解
除されたためであると考えられる。また､X’単独
の欠損株ではこのような現象が認められなかっ
たことから､X の方が主要な役割を果たしている
と考えられる。 
 同様に栽培した植物について､植物体内の
GSL 量を測定したところ､S1500 条件で育てた X
欠損変異株および 2 重欠損変異株で mGSL 量 
が顕著に増加した(図２)。この時の増加の程度
は 2 重欠損変異株で特に高かった。これらの結
果から､X 遺伝子ファミリーはともに GSL 生合成
を抑制することが分かった。その後､もう一つの

相同遺伝子 X’’を見出し､3 重変異株を取得し､
解析を進めている。 
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（２）X の高発現による mGSL 蓄積の抑制 
X および X’について高発現株を作製し､(1)と同
様の解析を行った。高発現株では､欠損変異株
とは逆に mGSL 生合成酵素遺伝子の転写産物
量が減少した (図３)。mGSL 量についても測定
したところ､両高発現株ともに mGSL 量が減少し
た（図４）。減少の程度は､X 高発現株の方でよ
り強かった。（１）の結果と合わせ､X を用いる事
により植物体内の mGSL 量を調節できる事が明



らかになった。X’’についても高発現株を作製
し､解析を進めている。 
 

 

 
（３）X 標的遺伝子の探索 
(1)の 2 重変異株､および高発現株を硫黄十分/
欠乏条件で栽培した。これらの植物由来の
mRNA を用いて GeneChip を用いた遺伝子発現

解析を行い､X の標的遺伝子群を探索した。そ
の結果、mGSL 生合成酵素を含む多数の遺伝
子の発現が X や X’により変化していることが明
らかになった。これらの遺伝子の中には､mGSL
生合成を促進する転写因子 PMG も含まれてい
た。 
 
（４）X が転写抑制活性を持つ可能性の検討 
X が転写抑制活性を持つ可能性を､一過的転
写活性化実験により検討した。しかし､転写抑
制活性を見出すことはできなかった。 
 
（５）X の組織・細胞内局在部位の解析 
プロモーター-GFP 植物の観察結果より、植物
体全体で X の発現が認められることが分かった。
プロモーター-CDS-GFP 植物では GFP 蛍光が
確認できず､細胞内局在の解明には至らなかっ
た。 

 

（６）X 相互作用タンパク質の探索 
（4）で X の転写抑制活性が見出されなかったた
め、X が他のタンパク質と相互作用することによ
り GSL 生合成酵素の発現を抑制する可能性を
考え、相互作用タンパク質の探索を行った。3
種の相互作用タンパク質候補を得ることができ
た。今後､相互作用を確認し､これらのタンパク
質および X が GSL 生合成の調節に果たす役割
を明らかにしたい。 
 
（７）予測 GSL 分解酵素欠損株の解析 
SLIM1 の制御下にある機能未同定のミロシナー
ゼ様遺伝子２種について､cDNA を単離した。ま
た､遺伝子欠損変異株､高発現株を取得した。
硫黄十分/欠乏条件下における成育､GSL 量､
他の硫黄代謝物（硫酸イオン、チオール）量を
解析したが､野生型株との違いは確認できなか
った。     
 
（８）予測 GSL 分解酵素の組織・細胞内局在部
位の解析 
プロモーター-GFP 植物の観察結果より、植物
体全体で予測 GSL の発現が認められることが
分かった。プロモーター-CDS-GFP 植物では
GFP 蛍光が確認できず､細胞内局在の解明に
は至らなかった。 
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