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研究成果の概要（和文）：本研究はヒ素によるファイトケラチン合成酵素（OsPCS1）活性が上昇した低ヒ素イネ
の作出を目指し、以下の成果を得た。OsPCS1のC末端領域に変異を入れたDNA断片を組換え酵母株に導入し、ヒ素
耐性スクリーニングを行ったところ、いくつかの変異型OsPCS1導入により、酵母のヒ素耐性が高まった。さらに
得られたヒ素耐性OsPCS1クローンから大腸菌でOsPCS1酵素を生産させたところ、野生型のOsPCS1よりもヒ素添加
によってファイトケラチン合成量が高まった。今後はゲノム編集によりOsPCS1活性が高まったイネを作出し、コ
メのヒ素濃度を調べる。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to identify the amino acid required for arsenic (As)
-induced phytochelatin synthase (OsPCS1) activity of rice and to produce low-As rice by enhancing 
the enzyme activity. DNA fragments with random mutations in the C-terminal region of OsPCS1 were 
introduced into recombinant yeast strains and screened for arsenic tolerance. We found that several 
yeast strains with mutated OsPCS1 showed higher tolerance to As stress than those with wild-type 
OsPCS1. The OsPCS1 enzyme from the obtained As-tolerant OsPCS1 clones was produced in E. coli cells 
and the amounts of phytochelatin (PCs) by arsenic addition were measured by LC-MS-MS. The results 
showed that there was some mutated OsPCS1 that synthesized higher amounts of PCs than wild-type 
OsPCS1. In the future, rice plants with enhanced OsPCS1 activity would be produced by genome 
editing, and the As concentration in such rice plants should be analyzed.

研究分野：植物栄養学

キーワード： ヒ素　イネ　ファイトケラチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はイネのファイトケラチン合成酵素のヒ素応答性に関して、活性化に必要なアミノ酸部位やヒ素とその他
金属の認識応答性の違いを解明する研究につながる。さらにファイトケラチン合成酵素の機能強化はヒ素だけな
く、カドミウム等の有害金属の作物可食部への蓄積を抑制することが可能になると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
農耕地土壌には天然由来のヒ素が含まれており、そこで生産された作物は微量なヒ素を含ん
でいる。特に日本人が食品から摂取する無機ヒ素のうち、約 6割はコメ由来である。スウェーデ
ンでは、コメが他の食品よりもはるかに高濃度の無機ヒ素を含んでいる理由から、摂取制限を勧
告するほど、コメは健康リスクの高い食品に位置づけられている。このようにコメは無機ヒ素の
主要な摂取源であることから、コーデックス委員会ではコメの無機ヒ素濃度に関する国際基準
値（精米が 0.2mg/kg、玄米が 0.35mg/kg）を設定した。 
イネ（水稲）が他の作物に比べて高いヒ素集積を示す理由は主に２つある。一つは土壌の還元
化に伴う亜ヒ酸[As(III)]の可溶化と、もう一つはケイ酸トランスポーターを介した As(III)の
高い吸収能力である。我々はこれまでイネ変異体の解析を通してファイトケラチン合成酵素（以
下、PC合成酵素または PCS）である OsPCS1 が液胞膜トランスポーターである OsABCC1 と協調し
て、節部の液胞に As(III)を隔離し、玄米へのヒ素移行を抑制していることを明らかにした
(Hayashi et al.,Plant J. 2017)。PC 合成酵素はヒ素やカドミウム（Cd）等の有害金属によっ
て活性化され、ファイトケラチン(PCs)を生合成する。PCs は分子内にチオール基があることで、
金属イオンと抱合体を形成し、無毒化に貢献する。イネには2つのPC合成酵素（OsPCS1とOsPCS2）
が存在するが、OsPCS1 は As(III)に対する活性が高く、一方 OsPCS2 は Cd に対する親和性が高
い。この金属応答性の違いは C ドメインの活性制御部位にあるアミノ酸配列の違いが影響して
いると推定される。そのため、酵素活性制御に関わるアミノ酸を特定し、その改変によって PC
合成酵素のヒ素応答性を高めたイネを作出すれば、コメのヒ素濃度を大幅に減らせる可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究はヒ素の抱合機能を強化した PCS の改変を行い、ゲノム編集等のツールを使ったヒ素低
集積イネを作出することを目的に、以下の３つの研究課題に取り組んだ。 
 
（１）液体クロマト質量分析計（LC/MS/MS）を用いた PCs の高感度分析 
（２）組換えタンパク質による PC合成酵素活性の評価 
（３）ゲノム編集技術等を用いたヒ素低集積イネの開発 
 
３．研究の方法 
（１）液体クロマト質量分析計（LC/MS/MS）を用いた PCs の高感度分析 
  液体クロマト質量分析計 Xevo TQD（Waters 製）にメタルフリーのペンタフルオロフェニル
（PFP）基結合型カラム（150 mm x 4.6 mm, 3µm, GL Science）を装着し、0.1%トリフルオロ酢
酸（TFA）水−メタノール系の溶離液でメタノール濃度にグラジエントを持たせ PCs の分離・分析
を 1検体あたり 7分以内に完了するよう分離条件を調整した。 
質量分析では Multiple Reaction Monitoring(MRM)モードとし、各トランジションとイオン化電
圧は表 1の通りである。 
 
表 1 RM トランジションパラメーター 

化合物 
ト ラ ン ジ シ ョ ン 
(m/z) 

コ ー ン 電 圧 
(V) 

コ リ ジ ョ ン電圧 
(V) 

γEC 251  >  122 50 50 
GSH 308  >  162 33 28 
PC2 540  >  336 33 28 
PC3 722  >  643 33 28 
PC4 1005  >  540 65 33 
 
（２）組換えタンパク質による PC合成酵素活性の評価 
エラープローン PCR によってランダムに変異を導入した PC 合成酵素の活性を、ヒ素処理した酵
母細胞の生育（生死）から簡易に評価するため、ヒ素耐性スクリーング用の遺伝子組み換え酵母
株を作製した。ヒ素の排出トランスポーター遺伝子が欠損した遺伝子破壊株（Δacr3）にイネの
ケイ酸トランスポーター（OsLsi1）とシロイヌナズナ由来の液胞膜トランスポーター（AtABCC2）
を導入した。エラープローン PCR に用いる Mn イオンと酵母によるスクリーニングの As(III)処
理濃度について条件検討を行った。改変を伴う PCR 条件で増幅した OsPCS1 の DNA 断片と酵母で
のスクリーニング用シャトルベクターをモル比 3：1で混合（Gap-Repair Cloning を利用）し、
上記組換え酵母株にエレクトロポレーション法で導入した。改変 OsPCS1 遺伝子を導入した酵母
と対照の野生型OsPCS1を導入した酵母を亜ヒ酸を含む選択培地に塗布し30℃、5日間培養した。
ヒ素耐性を示したクローンの OsPCS1 については、タンパク質生産用のベクター（pMAL-c5X）の



maltose-binding protein（MBP）の下流に蛍光タンパク質（GFP）を融合させ、さらにその下流
に OsPCS1 を導入し、そのプラスミドを大腸菌[BL21(DE3)]に組み込んで、組換えタンパク質を生
産させた。大腸菌を超音波破砕後、上清の粗酵素液に含まれる OsPCS1 のタンパク量を蛍光プレ
ートリーダーによる GFP 蛍光強度で評価し、さらに粗抽出タンパク溶液を還元型グルタチオン
と亜ヒ酸溶液と反応させた後、上記（１）の LC/MS/MS で PCs 量を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）液体クロマト質量分析計（LC/MS/MS）を
用いた PCs の高感度分析 
UPLC/MS/MS による PCs 分析方法について、標
準品を用いて検討を行った結果、1検体 7分で
γグルタミルシステイン（γEC）、グルタチオ
ン（GSH）、PC2-4 を分離し測定できる分離用カ
ラム・溶離液等の条件と、各化合物のイオン化
およびコリジョン電圧を選定した（図１）。 
一般的な PCs 抽出液に用いられていた還元性
のキレート剤 DTPA はγEC と分子量が同じで
UPLC での保持時間も近かったため、
UPLC/MS/MS 分析用の抽出溶媒には適さないこ
とが分かった。そこで新たな還元剤の検討を
行った結果、TCEP 塩酸塩を選定した。本還元
剤を使って、幼植物地上部から PCs を抽出し
たところ、その抽出効率が向上した。 
 
（２）組換えタンパク質による PC合成酵素活性の評価 
エラープローン PCR によるランダム変異を導入するための条件検討を行った結果、1ng 分の
OsPCS1 cDNA 鋳型に対して通常の PCR 反応液に 112.5µM MnCl2を添加し、40サイクルの PCR 反応
が一塩基の変異を効率よく導入できた。一方、酵母のヒ素耐性を指標にしたスクリーニング条件
は As(III)濃度で 220µM とした。
30℃、5 日間の培養した結果、改変
OsPCS1 遺伝子のプレートからヒ素耐
性クローンが出現した（図 3）。一方、
野生型OsPCS1を塗布したプレートに
はコロニーは確認されなかった。こ
の 1 次スクリーニング操作を 2 回行
い、合計 240 のヒ素耐性クローンを
得た。この中でコロニーの生育が特
徴的だった（良いあるいは遅い）12ク
ローンを優先的に 2 次スクリーニン
グに供試した。それらのクローンを
大腸菌で遺伝子発現させるため
MBP::GFP pMAL-c5X ベクターにサブ
クローニングし、BL21(DE3)株で
PCS1 酵素生産を行った。遺伝子発現
誘導した大腸菌を集菌し、細胞を超
音波破砕した上清（粗酵素液）に還
元型グルタチオンと亜ヒ酸溶液を
加え反応させた後、LC/MS/MS で PCs
量を測定した。野生型 OsPCS1 より
も PCs 合成量が高まった、または低
かったクローンについてエラープ
ローンPCRによる変異をシーケンス
解析で確認したところ、非同義置換
変異のあった 5 クローンを選抜し
た。しかし、一方で同義置換変異で
も PCs 合成量が高まるケースもあ
り、おそらく各スクリーニングにお
いて遺伝子発現させる宿主のコド
ン使用頻度（Codon usage）が影響し
ていると考えられる。 
 
 

 
図１ファイトケラチンの LC/MS/MS 分析 

 
図２ エラープローン PCR による Mn 濃度と塩基置換数

の関係 

 
図３ 組換え酵母を用いた変異型 OsPCS1 のヒ素耐性ス

クリーニング 



（３）ゲノム編集技術等を用いたヒ素低集積イネの開発 
コシヒカリの変異集団の中から、OsPCS1 と OsPCS2 について 1塩基置換によるアミノ酸が変異し
た非同義置換系統をそれぞれ 12 系統と 18 系統選抜した。それら系統の玄米ヒ素濃度を測定し
たところ、C末端側のアミノ酸が変わることによって、コメのヒ素濃度が低下する系統があった。 
 
以上の結果から、OsPCS1 のアミノ酸変異によって、その酵素活性が高まる可能性が明らかにな
った。今後はゲノム編集などにより、実際のイネにおいても OsPCS1 活性の上昇が認められるの
か、また玄米ヒ素濃度は低下するのか、検証する予定である。 
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