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第一章. 序論 

 

様々な産業活動によって排出された有害物質の拡散を防止したり、除去した

りすることに役立つ技術として、植物が持つ土壌中の水分や養分を吸収する機

能を活用するファイトレメディエーションが注目されている。この技術の利点

は、比較的低濃度であれば、広範囲に汚染された土地を長期間にわたり穏やか

に汚染物質を処理できること、対象物質の回収・再利用が可能であることなど

が挙げられる。この方法を用いるためには対象元素に対する高濃度の吸収能力

と、耐性を合わせ持つ植物種が必要である。 

カドミウム（Cd）は、多くの植物にとって有毒な元素である（Clemens, 

2006）。多くの植物は Cd に耐性を持たない。これらの植物では土壌中の Cd は

地上部に蓄積され、この濃度が 5–10 μg/g 乾燥重量（DW）に達すると、Cd に

よる毒性の影響を強く受ける（White and Brown, 2010）。タバコ（Nicotiana 

tabacum）は、100 µM の Cd 環境下に曝露されると、植物体の重量および根の

伸長が大きく減少することが報告されている（Misra and Gedamu, 1989）。一

方、100 µg/g DW 以上の Cd が体内に入っても生育できる耐性植物の存在が知

られている（Baker et al., 2000）。乾燥重量あたり 0.1 mg/g 以上の金属量を蓄積

できる植物種は、特定元素高濃度蓄積種（ハイパーアキュムレーター＝Hyper 

Accumulator :HA）と呼ばれている（Baker et al., 2000）。吉原ら（2000）は、200

種以上の被子植物を対象に Cd 耐性と蓄積能に関する選抜試験を行った結果か

ら、植物の一般的な傾向として、「できるだけ Cd を吸収・蓄積しない」という

戦略で耐性を獲得している可能性を示した。 

Cd 耐性を示す植物のひとつに、ヘビノネゴザ（Athyrium yokoscense）がある。

ヘビノネゴザは、日本を含む東アジアに生息するシダ植物である（図 1）（Van et 

al., 2006）。ヘビノネゴザは、1000 µM の Cd 環境下でも正常に生育する。この場

合、1.5～3.5 mg/g DW の Cd を体内に蓄積する（Yoshihara et al., 2005）。 

1970 年代後半から、Cd を高濃度に蓄積しつつ耐性を維持する HA として、ヘ

ビノネゴザが注目されてきた（本間ら 1977; Nishizono et al., 1987, 1989）。ヘビノ

ネゴザは、Cd 耐性だけでなく、亜鉛（Zn）、鉛（Pb）、銅（Cu）などの重金属に

対しても強い耐性を示すことが知られている（Morishita and Boratynski, 1992）。

このことからヘビノネゴザは特殊な重金属耐性機構を有するものと考えられる。

そこで、この植物の Cd 耐性のメカニズムを明らかにすることで、植物における

重金属耐性機構や重金属の蓄積機構の理解に資する重要な知見が得られるので

はないかと考えられる。 

Cd が吸収されるメカニズムについては、主に、シロイヌナズナやイネを用い

た実験によって詳細な生理学的解析が進められている。この結果から、植物にと
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って必須元素ではない Cd は、鉄や亜鉛などの必須元素の取り込みに紛れて体内

に吸収されると考えられている（Clemens, 2006）。例えば、タバコでは 100 µM の

Cd 添加培地で 2 週間培養した際に、鉄（Fe）、Zn、マグネシウム（Mg）、および

マンガン（Mn）のうち、Fe の含有量が有意に低下する。これに対し、ヘビノネ

ゴザではこれらの必須金属の含有量に有意な変化はみられないことが示されて

いる（程島 2007）。また、Cd の HA であるグンバイナズナなどでは、高濃度の

重金属を蓄えられるメカニズムとして、根から取り込まれた重金属が即座に地

上部へと輸送され、液胞などに隔離されることが報告されている（Shen et al., 

1997, Lasat et al., 1996）。根における Cd の吸収に関するメカニズムを理解するた

めには、トランスポーターの分子生物学的レベルでの解析や、生理的な反応、そ

して根の構成成分や構造などを含む網羅的、多面的な知見が欠かせない。ヘビノ

ネゴザの Cd 耐性には基質特異性の高いトランスポーターや一度細胞内に取り

込まれた Cd を細胞質外に排出するトランスポーターの存在が示唆されている

（Yoshihara et al., 2005、程島 2007）。 

本研究では、まずヘビノネゴザの Cd 吸収に関する全体的な解析を行った（第

2 章）。次に Cd 吸収に伴って生じる生理的変化を調べた（第 3 章）。この過程で、

Cd の吸収が Ca の吸収量に影響を受けることがわかったため、Ca トランスポー

ターに関する研究を行った（第 4 章）。さらに、より詳細な分子生物学的な解析

を実施するために、ヘビノネゴザの遺伝情報の取得と cDNA ライブラリーの構

築を行い（第 5 章）、この情報をもとに、Cd ストレスに応答した遺伝子発現に関

するトランスクリプトーム解析を行った。最後に、金属の吸収に関わるトランス

ポーターの機能解析を行った（第 6 章）。これらの知見をもとに、ヘビノネゴザ

における Cd 耐性メカニズムに関する考察を行った。 

 

       
図 1 ヘビノネゴザの胞子体 
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第二章. ヘビノネゴザのカドミウム蓄積機構の評価 

 

2-1. 序論 

 

ヘビノネゴザは、地上部よりも根に多くの Cd 蓄積が起こることが報告されて

いる（Yoshihara et al., 2005）。ヘビノネゴザの Cd 吸収と蓄積の機構を詳細に解明

するため、植物体を Cd が含まれる培養液で水耕栽培し、この植物体を地上部、

根のうちの培養液に浸っていない部分（根基部）、根の端部の培養液に浸ってい

る部分（根端部）の 3 部位に分けて、それぞれの部位に含まれる Cd 量を調べた。

これをタバコの場合と比較することで、ヘビノネゴザの Cd 吸収機構の特性の解

明を試みた。ところで、多くの植物では Cd は、細胞膜に存在する Fe や Zn、Mn

などの必須元素のトランスポーターを介して細胞内に誤って取り込まれること

が知られている（Clemens, 2006）。しかし、ヘビノネゴザが Cd を吸収する際に

どの元素と競合するか不明である。さらに、この必須元素の吸収機構なども未知

である。そこで本研究では、ヘビノネゴザの Cd 耐性や蓄積メカニズムの解明に

関する知見を得るため、Cd と競合する二価の必須元素の探索を行った。すなわ

ち、Cd と同じ二価の金属元素であるカルシウム（Ca）、Mn、Zn、Fe、Cu、コバ

ルト（Co）および Mg の 7 種の必須元素と Cd 蓄積との関連性について調査し

た。これらの実験結果を、放射性 Cd 同位元素を用いて行われた細胞内に入った

Cd の植物体内の移行実験を交えて、ヘビノネゴザの Cd 蓄積機構についての考

察を行った。 

 

 

2-2. 結果 

 

2-2-1. ヘビノネゴザにおける Cd 蓄積量の解析 

 

ヘビノネゴザの胞子体を、終濃度が 0.1 μM になるように Cd を添加した 1/4MS

培養液に移し替えることで Cd への曝露を行った（図 2-1）。この Cd 濃度ではヘ

ビノネゴザ、タバコともに Cd による障害はほとんど生じなかったため、この培

養液を標準培養液とした。これにより吸収・移行した植物体の根部および地上部

の Cd 量を調べ、同様の実験を行ったタバコのそれぞれの組織での Cd 量と比較

した。ヘビノネゴザでは、検出された Cd のほとんどは根端部に存在していた（4 

µg/g DW）。根基部および地上部では 1 µg/g DW 以下であった（図 2-2）。一方、

タバコでは根端部と根基部の両方から 4 µg/g DW 以上の Cd が検出され、地上部

からは 1 µg/g DW 以下の Cd が検出された（図 2-2）。この結果から、ヘビノネゴ
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ザは Cd 吸収量がタバコよりも少なく、また、吸収した Cd のほとんどは根の端

部に留まることがわかった。一方、タバコでは吸収された Cd の多くが根基部へ

移行することがわかった。このことからヘビノネゴザとタバコでは、Cd の吸収

移行とその蓄積部位が大きく異なることがわかった。 

 

 

図 2-1 サンプリングの様子 

 液体培養に使用されるボートと呼ばれる白いプラスティックを 3

段に重ね、根が培養液に浸っている部位と浸っていない部位に分けら

れるように移植した（A）。根で培養液に浸っている部位を根端部、浸

っていない部位を根基部、さらに地上部に分けてサンプリングを行っ

た（B）。タバコについても同様に行った。 

 

 
図 2-2 乾燥重量当たりの Cd 量の比較 

 各植物体を 0.1 µM CdCl2 環境下へ 24 時間曝露したときの地上部、

根基部、根端部の Cd 量を測定した。エラーバーは標準偏差を示す（n=3、

t 検定、**p < 0.01）。  
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2-2-2. Cd 吸収に影響する二価の必須金属元素の特定 

 

植物は様々な金属元素を生育のための必須要素として環境中より取り込む必

要がある。これらの金属元素は細胞膜に存在するトランスポーター等により積

極的に取り込まれる。Cd は非必須元素であるが、これらの必須金属元素の取り

込みと競合し、トランスポーターより流入することが知られている（Clemens, 

2006）。 

Cd と競合する二価の必須元素の探索をするため、標準培養液から７種の二価

の必須金属元素を１つずつ取り除いた培養液を調製した。標準培養液より Ca、

Mn、Zn、Fe、Cu、Co および Mg のそれぞれを除いた培養液を調製し、それぞれ

を⊿Ca、⊿Mn、⊿Zn、⊿Fe、⊿Cu、⊿Co、⊿Mg 培養液と名付けた。これらの

培養液を用いて、ヘビノネゴザとタバコの植物体を 24 時間浸漬して Cd 曝露し

た。この後、地上部、根基部、根端部に分けてそれぞれ Cd 量を測定した。 

その結果、根端部におけるヘビノネゴザの Cd 量は、培養液より Ca を取り除

いた⊿Ca で最大値（47.27 μg/g DW）を示した。この培養液では標準培養液（15.28 

μg/g DW）を用いた場合に比べ約 3 倍に増加した（図 2-3A）。この他の元素を除

いた試験区では標準培養液を用いた場合との間に有意差は認められなかった

（図 2-3A）。タバコにおいても⊿Ca 培養液を用いた場合に Cd 量が 41.12 μg/g 

DW を示し、標準培養液を用いた場合（13.23 μg/g DW）のおよそ３倍の値とな

った（図 2-3B）。 

次に、根基部における Cd 量は、ヘビノネゴザでは標準培養液と比較して有意

差が認められる試験区はなかった。タバコにおける Cd 量は、⊿Ca で増加傾向

が見られ、⊿Fe、⊿Cu および⊿Co を用いた場合では有意な減少が認められた

（図 2-3C、D）。一方、地上部の Cd 濃度は、いずれの植物種および試験区にお

いても Cd 量に有意差は見られなかった（図 2-3E、F）。 
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図 2-3 特定元素を除いた培養液に曝露したときの植物体の Cd 量 

 標準培養液から各元素をそれぞれ除いた培養液へ各植物体を 24 時

間曝露したときの各部位の Cd 量を示す（ND：検出下限以下、n=4、

ダネット検定、*p < 0.05）。 

A、B：根端部、C、D：根基部、E、F：地上部 

A、C、E：ヘビノネゴザ、B、D、F：タバコ 
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2-2-3. Cd 吸収における Ca 濃度の影響 

 

前項の実験では、Ca が欠乏する Cd 含有培養液で栽培した場合に Cd 吸収量が

顕著に増加したことから、Cd の流入には Ca の吸収と何らかの関係があると考

えられた。Cd の吸収量と培養液中の Ca 濃度の関係を詳細に調べるため、標準

培養液に含まれる Ca の終濃度を 0 mM、0.25 mM、0.5 mM、0.75 mM、1.0 mM お

よび 1.25 mM に調製した培養液を作製し、同様の方法で Cd 量を測定した。 

その結果、根端部で検出された Cd 量は、ヘビノネゴザとタバコのいずれにお

いても、培養液中の Ca 濃度が少ないほど Cd 量が増加することがわかった（図

2-4A、B）根基部および地上部では、ヘビノネゴザとタバコのいずれにおいても

Ca 濃度による Cd 量の変化は認められなかった（図 2-4C～F）。 

 

 

 

図 2-4 Ca 濃度が異なる培養液に曝露したときの植物体の Cd 量 

 標準培養液の Ca 濃度を 0 mM、0.25 mM、0.5 mM、0.75 mM（標準

培養液）、1.0 mM、1.25 mM とした培養液へ各植物体を 24 時間曝露し

たときの各部位の Cd 量を示す（ND：検出下限以下、n=4 トゥーキ

ー、有意水準 5％）。 

A、B：根端部、C、D：根基部、E、F：地上部 

A、C、E：ヘビノネゴザ、B、D、F：タバコ 
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図 2-4 Ca 濃度が異なる培養液に曝露したときの植物体の Cd 量（続き） 

 

 

2-2-4. ポジトロンイメージング装置を用いた吸収した Cd 吸収動態 

 

Ca 欠乏時における Cd の吸収機構をより詳細に調査するため、ポジトロンイ

メージング装置（PETIS）を用いて、Cd の吸収動態を観察した。PETIS は、植物

体全体の元素や物質の移動を動的分析するために特別に開発された放射性同位

体を用いたイメージング法である（図 2-5、Fujimaki, 2007; Fujimaki et al., 2010）。

この手法を用いることにより、非破壊的かつ定量的に特定の元素に関するリア

ルタイムの 2 次元画像を得ることができる。また、得られたイメージング動画

と根に集まる Cd 量の変化に関する移動速度の解析により、検出された Cd 量の

吸収量と吸着量を切り分けることが可能である（Yoshihara et al., 2014）。すなわ

ち、初期の急速な濃度依存的な Cd 量の変化として検出される Cd 移行は、物理

的プロセス（吸着）に起因するものと見なすことができ、その後のほぼ一定のゆ

るやかな勾配を示す Cd 量の変化の速度から求められる値は、生理学的プロセス

（吸収）に起因するものと見なすことができる（図 2-6A、Yoshihara et al., 2014）。 

植物の根から吸収された金属元素の移行は、大きく細胞内を通過する細胞内

輸送（シンプラスト輸送）と細胞間隙を通過する細胞外輸送（アポプラスト輸送）

によるものに分けられる（Steudle and Frensch 1996）。シンプラスト輸送では、金

属イオンが比較的初期の段階で細胞膜のトランスポーターを介して細胞内へと

吸収され、輸送される。細胞内輸送された金属イオンはカスパリー線を越えて内

鞘細胞へと移行する。内鞘細胞に到達した金属イオンは、別なトランスポーター

を介して維管束内へ輸送され、維管束を伝って上方へ輸送される。一方、維管束

に移行しなかった金属イオンは、そのまま内鞘細胞内や内鞘細胞間に留まる

（Steudle and Frensch 1996）。アポプラスト輸送では細胞間隙を通って内側へ移動

する。高等植物の場合、細胞間隙に入り込んだ金属イオンは中心柱の外側にある

内皮に存在するカスパリー線によって内鞘への移動が阻まれ、表皮から内皮の
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細胞間隙に留まる。すなわち、金属イオンが維管束に到達するためには、シンプ

ラスト輸送を介する必要がある（Steudle and Frensch 1996）。 

金属イオンがシンプラスト輸送によって細胞質内へ取り込まれることを「吸

収」として取り扱い、アポプラスト輸送によって細胞質外に留まっている状態を

「吸着」と表現される。 

先行研究において、ヘビノネゴザとタバコについて、標準培養液と CaCl2 溶液

のそれぞれに浸漬して Cd 曝露させた個体の Cd 吸収の動態が観察されている

（Yoshihara et al., 2014）。その結果、ヘビノネゴザでは、根より吸収された Cd の

地上部への移行はほとんど認められず、地上部において Cd は検出されていない

（Yoshihara et al., 2014）。同様の実験を⊿Ca を用いた栽培条件で行い、このデー

タをもとに根における Cd の吸収量と吸着量を解析したところ、ヘビノネゴザで

は、標準培養液で栽培した場合の Cd の吸収率が 0.38 であり、⊿Ca では 0.15 で

あった（図 2-6B、表 1）。一方、タバコでは、標準培養液で栽培した場合の Cd の

吸収率が 0.61 であり、⊿Ca では 0.67 であった（図 2-6C、表 1）。これらの吸収

率の計算結果と、2-2-2 項で述べた実験により得られた根端部の Cd 量から、推

定吸収量と推定吸着量を算出したところ、標準培養液で栽培されたヘビノネゴ

ザにおける Cd の推定吸収量は 4.50 µg/g DW、推定吸着量は 7.33 µg/g DW であ

ると算定された。一方、⊿Ca で栽培されたヘビノネゴザにおける Cd の推定吸

収量は 4.70 µg/g DW、推定吸着量は 26.60 µg/g DW であると算定された（表 1）。

この結果から、ヘビノネゴザでは、標準培養液で栽培した場合と Ca 欠乏時の Cd

吸収量はほぼ同じであることがわかった。このことから、Ca 欠乏によって Cd 量

が増加したのは、多くが細胞に吸着した Cd であることがわかった。 

一方、標準培養液で栽培したタバコにおける推定吸収量は 7.11 µg/g DW であ

り、推定吸着量は 4.54 µg/g DW であった。また、⊿Ca における推定吸収量は

24.27 µg/g DW であり、推定吸着量は 11.95 µg/ｇDW であった（表 1）。この結果

から、タバコではCa欠乏時にCd吸収量が大きく増加していることがわかった。

これにより、タバコでは、Ca 欠乏によって増加した Cd は吸収と吸着の両方に

由来することがわかった。 
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図 2-5 ポジトロンイメージング装置（PETIS）の概略図 

 

A：生理的吸収量と物理的吸着量の概略図 

 

 

  図 2-6 根端部における Cd 量の蓄積挙動の観察結果 

A：生理的吸収量と物理的吸着量の概略図を示す。初期の急速な濃

度依存的な Cd 量の変化は物理的プロセス（吸着）、その後のほぼ一

定のゆるやかな勾配を示す Cd 量の変化は、生理学的プロセス（吸

収）に起因するものと見なすことができる。B：ヘビノネゴザ、C：

タバコのポジトロンイメージング装置（PETIS）を用いた Cd 量の蓄

積挙動を観察した結果を示す。物理的吸着量と生理的吸収量の分岐

点はそれぞれ 20 分時点、5 分時点とした。  
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表 1  Cd の吸収量と吸着量 

PETIS によって算出された吸収率と、ICP-AES によって得られた Cd

量（図 2-3）から、ヘビノネゴザとタバコの推定吸収量と推定吸着量を

算出した。 

 

 

2-3. 考察 

 

地上部、根基部、根端部に分けた Cd 量を測定した結果、ヘビノネゴザは主に

根端部に Cd を蓄積し、根基部および地上部にほとんど移行しないことがわかっ

た（図 2-2）。一方、タバコでは、根端部と根基部で同程度の Cd が検出された（図

2-2）ことから、ヘビノネゴザは流入した Cd を根端部にとどめる機構が存在す

ることが示唆された。このように Cd を根端部にとどめる機構を有する Cd 耐性

植物は他に知られておらず、このことがヘビノネゴザの Cd 耐性における大きな

特徴であると考えられた。 

本研究では、植物体に侵入した Cd が上記のいずれの機構かを調べた。培養液

に直接接している根（根端部）では、「吸収」と「吸着」の両方が検出されると

推定された。ヘビノネゴザの根端部では、Ca 欠乏条件で顕著な Cd 量の増加が

認められ（図 2-3A）、また、培養液中の Ca 濃度と植物体の根端部の Cd 量の間

に負の相関関係が認められた（図 2-4A）。このことから、環境中の Ca 量が Cd の

吸収と移行に大きな影響を及ぼすことが示唆されたが、ヘビノネゴザの根では

「吸収」がほとんど起こっておらず、検出された Cd の大部分が「吸着」による

ものであることが明らかとなった（表 1）。このことから、ヘビノネゴザでは Cd

は根の中心柱への Cd の移行が起こらず、それゆえに地上部への Cd の移行も起

こらないことがわかった。一方、タバコでは、ヘビノネゴザと同様に培養液中の

植物種 試験区 
Cd 量 

(µg/g DW) 
吸収率 

推定吸収量 

(µg/g DW) 

推定吸着量 

(µg/g DW) 

ヘビノネゴザ 1/4MS 11.83 0.38 4.50 7.33 

⊿Ca 31.30 0.15 4.70 26.60 

タバコ 1/4MS 11.66 0.61 7.11 4.54 

⊿Ca 36.23 0.67 24.27 11.95 
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Ca濃度と植物体の根端部のCd量の間に負の相関関係が認められたが（図 2-3B、

図 2-4B）、多くの Cd が根の細胞内に「吸収」されていた（表 1）。また、根基部

においては⊿Fe、⊿Cu、⊿Co で Cd 量の有意な減少が見られたことから、タバ

コの生体内で Cd は、Fe や Cu、Co と輸送や転流がされている可能性が考えられ

る（図 2-3D）。 

これらの結果から、以下の可能性が考えられた。ヘビノネゴザの根では、タバ

コと異なり、Ca 欠乏時に吸着量のみが増加したが、これが生じるためにはヘビ

ノネゴザの表皮細胞あるいは皮層細胞に多くの Cd を吸着させる特殊な構造が

存在している可能性がある。これらの細胞の細胞壁に Ca 結合サイトが存在し、

これが Cd 結合にも関与しているならば、培養液中の Ca 濃度が低い場合に Ca に

対する Cd の相対的な存在比が増すことで、この結合サイトの多くの部分に Cd

が結合したのではないかと推測される（図 2-7A）。 

一方、膜に存在する金属トランスポーターの選択性の高さが関与している可

能性が考えられる。多くの金属トランスポーターは本来輸送すべき金属イオン

とは異なる金属イオンを輸送できるとの報告例がある（Nakanishi et al., 2006; 

Miyadate et al., 2011; Ueno et al., 2009; Uraguchi et al., 2011）。ヘビノネゴザではこ

れまでに金属トランスポーターに関する研究例がなく、どのような機能を有す

るかに関する情報がない。しかし、これまでに得られた実験結果から、ヘビノネ

ゴザのトランスポーターは基質特異性が高く、特定の金属イオンの吸収が選択

的に起こるため、Cd の吸収が抑制された可能性が考えられる（図 2-7B）。  

 

図 2-7 根端部における Ca の影響（仮説） 

根端部における Ca と Cd の競合関係の仮説を図に示す。 

A：細胞壁に Ca 結合サイトが存在している場合 

B：金属トランスポーターにおける基質特異性が高い場合 
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2-4. 小括 

ヘビノネゴザでは根端部に Cd が留まることがわかった。この Cd はほとんど

が根の細胞への吸着によるもので、細胞内への吸収はほとんど起こっていなか

った。ヘビノネゴザ、タバコともに環境中の Ca 量は Cd の取り込みに大きく影

響した。しかし、ヘビノネゴザとタバコでは Ca の影響が大きく異なることが明

らかとなった。ヘビノネゴザとタバコのCdの吸収率と吸着率を算出したところ、

タバコでは吸収と吸着の両方が Ca 欠乏によって増加したのに対し、ヘビノネゴ

ザでは吸着量のみが増加していた。これは、ヘビノネゴザでは Cd の維管束内へ

の輸送がタバコよりも厳密に抑制されていることを示唆している。このことか

ら、ヘビノネゴザは、細胞壁表面に特異的な金属との結合サイトのようなものが

存在している可能性や、個々の金属イオンに対する特異性の高いトランスポー

ターが存在し、金属イオンの吸収や生体内での分配を厳密に制御する能力に長

けている可能性があるのではないかと推察された。 
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第三章. ヘビノネゴザのカドミウムストレスへの生理的応答の評価 

 

3-1. 序論 

 

 ヘビノネゴザは高濃度の Cd に汚染された土壌でも生育できるが、土壌環境中

の Cd がヘビノネゴザの個体に与える影響についてはわからないことが多く、生

化学的な事象の知見も少ない。代表的な Cd ストレスのひとつとして、酸化スト

レスが知られている。酸化ストレスとは、生体内の酸化反応と抗酸化反応のバラ

ンスが崩れ、細胞の DNA・細胞膜上のリン酸脂質・タンパク質・糖質などの傷

害を招き、生体にとって好ましくない状態に陥ることをいう（Schutzendubel et al., 

2001; Filek et al., 2008）。Cd が土壌中に存在すると、植物が必須元素を吸収する

際に混入し、細胞内での必須金属欠乏を引き起こす原因となる（Mendoza et al., 

2011）。また、Cd は後述するチオール化合物であるグルタチオンやファイトキレ

チンとよく結合する（図 3-1）。これらとの結合は細胞内の無毒化機構として働

く。しかし、これにより、本来は細胞内に生じた活性酸素種（ROS）の除去に働

くべきチオール化合物を消費してしまい、結果的に Cd ストレスが ROS の増加

を招く形となる（Clemens, 2001; Pichorner et al., 1993; Kessler and Brand, 1995; Shaw 

et al., 1995; Gallego et al., 1996; Chaoui et al., 1997; Cho and Seo, 2005; Pietrini et al., 

2003; Pompella et al., 2003）。 

抗酸化物質のひとつであるグルタチオンはチオール基を持ち、これが電子供

与体として活性酸素に作用することで、ROS を還元して除去することが報告さ

れている（Pompella et al., 2003）。この過程においてグルタチオンは酸化型グルタ

チオン（GSSG, Glutathione-S-S-Glutathione）に変換されることから、これらの比

率は細胞内酸化ストレスの評価指標として用いられている（Pastore et al., 2003）。

このほかに、チオール基を持つ物質には、グルタチオンから派生するファイトキ

レチンがある（Cobbett, 2000; Grill et al., 1989）。ファイトキレチンは、Cd 等の有

害重金属をキレートし、液胞や細胞壁に隔離、蓄積することで細胞を保護する機

能を持つ（Martinoia et al., 1993; Vogeli-Lange and Wagner, 1990; Tennstedt et al., 

2009）。ファイトキレチンは、複数の還元型グルタチオンによって構成されるた

め、グルタチオン合成の機能喪失型変異体では、Cd に対して感受性となること

が報告されている（Howden et al., 1995）。 

ヘビノネゴザでは、これらの機構の存在は明らかにされていない。この知見を

得るために、Cd 曝露した植物体における ROS の発生、チオール化合物の蓄積お

よびグルタチオン量を調べた。また、これらの事象をより深く理解するため、根

の横断面の観察およびカスパリー線形成に関する調査を行い、地下組織の構造

的な知見を得た。 
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ところで、多くの植物は、根からさまざまな物質を分泌していることが知られ

ている。これによって、根圏にある元素の動態を変化させ、この吸収のしやすさ

を変えることが知られている。例えば、ムギネ酸の分泌によって不溶性の鉄を可

溶化すること（Takemoto et al., 1979）や、根からクエン酸やシュウ酸、リンゴ酸

などを分泌することでアルミニウムをキレート化し、耐性を得ている（Yang et 

al., 2012; Ma et al., 1997a, b; Zheng et al., 1998; Delhaiza et al. 1993）。Cd に対して

も、同様の細胞外への有機酸の分泌例がいくつか報告されている（Xie et al., 2013; 

Sun et al., 2013）が、ヘビノネゴザでは、このような機構が存在するかどうかは

明らかとされていない。そこで、ヘビノネゴザの根の有機酸含量の分析を行い、

Cd 添加による増減の有無を調査した。これを、Cd 耐性を持たない植物であるタ

バコと比較した。 

 

A：還元型グルタチオン  B：酸化型グルタチオン 

   
 

C：ファイトキレチン 

 
 

図 3-1 グルタチオンおよびファイトキレチンの構造式 

 

3-2. 結果 

 

3-2-1. Cd ストレスに起因する活性酸素種（ROS）の検出 

有害な重金属イオンなどに植物体が曝露されたときに、ROS の発生が誘発さ

れ、これが大きなストレスとなることが報告されている（Andresen and Küpper, 

2013）。そこで、Cd を曝露したヘビノネゴザの根での ROS の発生の有無を調べ

た。その結果、中心柱および内皮において ROS のシグナルが観察された。しか

し、その他の部位では ROS は観察されず、Cd の曝露の有無による ROS の量的

な増加は認められなかった（図 3-2）。 
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図 3-2 活性酸素種（ROS）の検出 

 根の断面を CellROX Green reagent で染色した。Bars=100 µm 

A：Cd 非曝露の個体 

B：100 µM Cd 環境下へ 24 時間曝露した個体 

C、D：それぞれ（A）、（B）の根の中心を通る任意の線上の蛍光強度

のグラフを示す。485 nm / 520 nm（励起波長/蛍光波長） 

 

 

3-2-2. Cd 曝露した植物体におけるチオール化合物の検出および定量 

 

ヘビノネゴザにおける Cd ストレスへの生理的応答に関する知見を得るため、

チオール化合物（-SH 基を持つ物質）の検出を試みた。検出されるチオール化合

物には、ファイトキレチンや還元型グルタチオンが含まれる。チオール化合物は、

Cd 曝露条件下で中心柱への蓄積が見られた（図 3-3）。Cd による酸化ストレスの

指標および変動したチオール化合物による生体内反応の理解の一助とするため、

総グルタチオン量（還元型グルタチオンと酸化型グルタチオンの総量）を定量し

た。その結果、Cd 添加の有無による有意な量的変動は認められなかった（図 3-

4）。酸化型グルタチオン濃度を定量したところ、ほとんどの検体で検出下限以下

であった（表 2）。総グルタチオン量が変動しなかったこと、および酸化型グル

タチオンが検出されなかったことは、Cd 環境に置かれたヘビノネゴザが酸化ス

トレスを感じていないことを示唆しており、Cd 曝露による ROS の量的差異が

生じなかった結果を支持している。また、酸化型グルタチオンが検出されなかっ

たことから、総グルタチオンとして検出された物質の多くは、還元型グルタチオ

ンであることが示唆される。還元型グルタチオン量が変動していなかった一方

で、チオール化合物の蓄積が見られたことから、中心柱に蓄積したチオール化合

物はファイトキレチンであることが示唆された。 
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図 3-3 チオール化合物の検出 

根の断面を mCBI で染色した。Bars=100 µm 

A：Cd 非曝露の個体 

B：100 µM Cd 環境下へ 24 時間曝露した個体 

C、D：それぞれ（A）、（B）の根の中心を通る任意の線上の蛍光強度の

グラフを示す。394 nm / 490 nm（励起波長/蛍光波長） 

 

 

図 3-4 総グルタチオン量の定量の結果 

プレートリーダーを用いたサイクリング法よる定量の結果を示す

（n=6、t 検定、*p < 0.05）。検量線を用いてサンプル中の総グルタチ

オン濃度を算出した。 
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表 2 総グルタチオン量および酸化型グルタチオン量の定量の結果 

  

サイクリング法による総グルタチオンおよび酸化型グルタチオンの

定量結果を示す。N.D.は検出下限以下を示す。単位：µg/g FW 

 

 

3-2-3. ヘビノネゴザのカスパリー線形成に関する観察 

 

 高等植物の根の中心柱周辺にはカスパリー線が存在し、外部からの有害物質

の侵入を阻止する役割を担っている（Van, 1961）。これまで、ヘビノネゴザでは

カスパリー線の存在に関する知見はないが、前項の実験で、ROS とチオール化

合物のいずれもが中心柱付近のみで検出されたことから、ヘビノネゴザにもカ

スパリー線が存在するのではないかと思われた。カスパリー線は維管束植物で

はよく発達しているが、シダ植物では発達の度合いが様々である（Lersten, 1997）。

ヘビノネゴザの根における構造的な分化とカスパリー線の発達度合いを明らか

にするために、根の断面を観察し、カスパリー線の存在の有無を調べた。その結

果、ヘビノネゴザの根には内皮や維管束の構造が観察された（図 3-5）。フクシン

で染色したところ、中心柱周辺の領域が線状に染色された（図 3-5）。フクシン

は、リグニンと結合し赤く染色することが知られている（Barlow, 1969）。発達し

たカスパリー線には多量のリグニンが含まれることが知られており、フクシン

染色法によりカスパリー線が検出できる（Vermeer et al., 2014）。この部分がフク

シンにより染色されたことから、ヘビノネゴザの根の内皮にリグニンの集積が

ある発達したカスパリー線が存在することが示唆された。 

n 数 
総グルタチオン  

酸化型グルタチオン

（GSSG） 

1/4 MS +Cd  1/4 MS +Cd 

1 11.29008 N.D.  N.D. N.D. 

2 N.D. 6.252181  N.D. N.D. 

3 11.31372 6.148278  N.D. N.D. 

4 11.29008 5.514332  N.D. N.D. 

5 11.31372 N.D.  N.D. N.D. 

6 11.3019 5.48604  8.831801 N.D. 
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図 3-5 フクシン染色した根の断面 

通常環境下で生育した胞子体の根を用いて染色を行った。 

Bar=100 µm、矢印；カスパリー線、Ep；表皮（epidermal cells）、Co；

皮質（cortex）、Vb；維管束（vascular bundles）、En；内皮（endothelium） 

 

 

3-2-4. ヘビノネゴザおよびタバコの根における有機酸含量の解析 

 

 ヘビノネゴザの根での有機酸産生を検定するため、根に含まれる有機酸の同

定およびその定量を行った。また、Cd 曝露の有無によるこの量的変動を調べた。

Cd に曝露させた期間を 0 日、1 日、3 日、7 日、10 日、14 日と変えて、その含

有量の違いをタバコと比較した。ヘビノネゴザでは 6 時間の短期曝露実験も行

った。ヘビノネゴザの根に含まれる有機酸を調べたところ、内部標準との比較に

より、クエン酸、シキミ酸、L-乳酸、フマル酸、D-リンゴ酸が同定された（図 3-

6）。タバコの根では、ヘビノネゴザで同定された有機酸に加えて、ピルビン酸が

検出された（図 3-7）。同定された有機酸の構造式を図 3-8 に示す。Cd を含む培

養液と含まない培養液で育てた植物体の根の有機酸含有量を比較したところ、

いずれの植物種においても両者の間で有機酸含有量の違いは認められなかった

（図 3-6、3-7）。それぞれの有機酸含有量をヘビノネゴザとタバコの間で比較し

たところ、ヘビノネゴザはすべての有機酸の含有量がタバコより多かった（図 3-

9）。 
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図 3-6 ヘビノネゴザにおける同定された各有機酸の量 

 植物体の根から抽出した有機酸含有量を示す（n=6、t 検定、*p < 0.05）。 

a：6 時間曝露した植物体、b：14 日間にわたり曝露した植物体 

A：クエン酸、B：シキミ酸、C：L-乳酸、D：フマル酸、E：D-リンゴ酸 
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図 3-7 タバコにおける各有機酸の量 

 14 日間にわたり曝露した植物体の根から抽出した有機酸含有量を示す

（n=6、t 検定、*p < 0.05）。 

A：クエン酸、B：シキミ酸、C：L-乳酸、D：ピルビン酸、 

E：フマル酸、F：D-リンゴ酸 

 

A：クエン酸    B：シキミ酸  C：L-乳酸 

       
 

D：ピルビン酸  E：フマル酸  F：D-リンゴ酸 

     

図 3-8 同定された有機酸の構造式 
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  図 3-9 各有機酸量の植物間の比較 

ヘビノネゴザとタバコの各有機酸の量を比較した（N.D：No 

Data、n=6、t 検定、*p < 0.05、**p < 0.01）。 

a：1/4MS 培地へ曝露、b：+Cd 培地へ曝露 

A：クエン酸、B：シキミ酸、C：L-乳酸、D：フマル酸、E：D-リンゴ酸 
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図 3-9 各有機酸量の植物間の比較（続き） 

 

 

3-3. 考察 

 

 ヘビノネゴザの根端部においても Cd 曝露による活性酸素種（ROS）の発生誘

導が観察されなかったことから、ヘビノネゴザは Cd 曝露による酸化ストレスを

ほとんど受けていないことが示唆された（図 3-2）。また、グルタチオンの量的変

動も観察されなかった（図 3-4、表 2）ことからも、この結果が支持されると考

えられる。一般的に、細胞内に入った Cd が鉄などの遷移元素の機能を拮抗阻害

することで鉄欠乏を引き起こし、また、抗酸化機能をもつグルタチオンを浪費さ

せることにより ROS が発生することが報告されている（Andresen and Küpper, 

2013）。すなわち、Cd 曝露によって ROS が発生した場合には、この部位に Cd が

存在していると考えることができる。ヘビノネゴザの根端部における ROS の発

生部位やその量が Cd 曝露を受けない場合とほとんど変わらなかったことから、

ヘビノネゴザの中心柱やその周辺の内皮細胞に Cd がほとんど入っていない、も

しくは速やかな排除機構が働いていることを示唆している。 

 ヘビノネゴザの根では、Cd ストレスによる ROS の量的変化が起こらなかっ

たにも関わらず、チオール化合物の蓄積が中心柱で観察された（図 3-2、3-3）。

総グルタチオン量に変化が認められなかったことから、増加したチオール化合

物は還元型グルタチオンではなく、ファイトキレチンなどであると示唆された。

増加したチオール化合物がファイトキレチンであるならば、細胞内に吸収され

た Cd は速やかにキレートされ、液胞に隔離されることが期待される（Cobbett, 

2000; Grill et al., 1989）。このことから、ヘビノネゴザの細胞内においてもチオー

ル化合物を介した防御機構が存在する可能性が考えられた。 

ヘビノネゴザでは、チオール化合物の蓄積が中心柱付近のみでみられた（図 3-

3）ことから、このような防御機構は中心柱付近でのみ起きていると考えられる。

すなわち、ヘビノネゴザの表皮や皮層細胞では、これらの防御機構を保持してい
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ない、もしくは Cd が細胞内へ吸収されていないために反応がみられなかったと

考えられる。Cd が細胞内へ吸収されていないとすると、Cd 曝露によって ROS

の発生誘導が観察されなかったこと（図 3-2）を説明することができる。 

ヘビノネゴザの根の構造観察を行ったところ、中心柱付近がフクシンによっ

て染色された（図 3-5）。この結果は、ヘビノネゴザの内皮に木化した細胞壁が存

在することを示しているため、ここに発達したカスパリー線が存在することが

強く示唆される。カスパリー線の形成は、3 つのステージに分けられる（Lersten, 

1997）。ステージ 1 では薄いセルロース壁が形成される。ステージ 2 ではセルロ

ース壁が肥厚になり、これがスベリンによって覆われる。ステージ 3 では、さら

にリグニンによって二次壁が形成される（Lersten, 1997）。いくつかのシダ植物の

カスパリー線の形成について調べられているが、その形態は種によって異なる。

多くの種では内皮を形成せずカスパリー線が存在していないか、ステージ 1 に

相当する薄いセルロース壁を形成しているだけの未熟なものである（Lersten, 

1997）。一方で、ヒ素への耐性を示すことで知られているモエジマシダにはカス

パリー線が存在することが報告されている（Balestri et al., 2014）。このことから、

ヘビノネゴザやモエジマシダなどの毒性物質に耐性を有する一部のシダ植物で

はカスパリー線が発達して不要な物質の流入を抑制する機構を持っているので

はないかと考えられる。トウモロコシでは、Cd ストレスによって皮質内細胞の

木化が顕著に起こることが報告されており、内皮の木化が Cd 耐性に関与してい

る可能性が示されている（Lux et al., 2011）。ヘビノネゴザには内皮に木化した細

胞壁があり、カスパリー線の存在が示唆されることから、この構造が不要な物質

の流入を抑制する機構を担っている可能性がある。 

 細胞外へ有機酸を分泌することと Cd 耐性との関連はいくつかの植物で報告

されている。Xie et al.（2013）は、メヒルギが Cd 添加によって低分子の有機酸

（Low-Molecular Weight Organic Acid, LMWOAs）およびアミノ酸を浸出液に排出

することを示しており、これが Cd 耐性に重要な役割を担っている可能性を示し

ている。しかし、ヘビノネゴザとタバコでは Cd 添加によって有意に増加する特

定の有機酸は見つからなかった（図 3-6、3-7）。 

一方で、ヘビノネゴザの根ではタバコよりも多量の有機酸が含まれていた（図

3-9）。キャベツの Cd 耐性品種では、非耐性品種と比較して根に蓄積される Cd

の割合が多く、これらの Cd を細胞壁に局在させている。キャベツの Cd 耐性品

種の細胞壁には、多くのチオール化合物や有機酸が蓄積されている（Sun et al., 

2013）。ヘビノネゴザで観察された Cd の根端部への蓄積や多量の有機酸の蓄積

などの特徴は、キャベツの Cd 耐性品種に見られたものと類似している。また、

Vogeli-Lange and Wagner は、マルバタバコを用いて Cd 耐性について調査し、「細

胞質内でのグルタチオンや液胞内での有機酸との Cd 錯体形成メカニズムは、低
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レベルでの曝露下において顕著であるのかもしれない。より高いレベルでの曝

露下では、ファイトキレチンや硫化のような追加のメカニズムが必要である」と

結論付けている（1996）。キャベツの耐性品種やヘビノネゴザは、低レベルの Cd

曝露があったときに緊急避難的に利用される有機酸をあらかじめ根に蓄えてい

ることで強い耐性を維持しているのかもしれない。つまり、ヘビノネゴザでは、

有機酸含有量が多いことによって、これらが侵入してくる Cd をトラップする機

構として働き、結果として Cd 耐性に大きく関与しているのではないかと考えら

れる。また、ヘビノネゴザはタバコと比較して、特に L-乳酸、フマル酸、D-リ

ンゴ酸の含有量が多く（図 3-9）、これの構造式（図 3-8）を考慮すると、環状構

造よりも直鎖状の構造が Cd 耐性には有効なのかもしれない。 

 

3-4. 小括 

 

ヘビノネゴザの細胞は、Cd 曝露に伴う酸化ストレスが観察されなかった。一

方、チオール化合物は Cd 曝露に伴う蓄積が中心柱でみられた。ROS とチオール

化合物が中心柱近傍のみで検出されたことから、ヘビノネゴザでは表皮や皮層

細胞に Cd がほとんど入っていないことが示唆された。ヘビノネゴザの根には発

達したカスパリー線が存在することや、根に多くの有機酸が含まれることがわ

かった。これらの結果から、ヘビノネゴザは、根端部に吸着された Cd は細胞間

隙を通ってカスパリー線まで輸送され、ここで移送が抑制されていると考えら

れる。あるいは、皮層のそれぞれの細胞表面に Cd が吸着されて動かないのかも

しれない。中心柱周辺の細胞に吸収された Cd はファイトキレチンによって無毒

化あるいは隔離されるため、酸化ストレスの発生にはつながらないのであろう

と考えられる。  
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第四章. Ca トランスポーターの単離 

 

4-1. 序論 

 

 ヘビノネゴザとタバコのいずれにおいても、環境中の Ca 量が Cd 吸収に強く

影響することが示された。また、ヘビノネゴザには、個々の金属イオンに対する

トランスポーターの特異性が高く、金属イオンの吸収や生体内での分配を厳密

に制御する能力を有すると推察された。この仮説を検証するため、ヘビノネゴザ

が保持する Ca トランスポーター遺伝子の単離を試みた。本章では、Cd 吸収・耐

性に関与する Ca トランスポーターの単離を目的とし、塩ストレスおよび Ca 欠

乏に応答して発現を変化させることが明らかにされている 9 種類の Ca トランス

ポーター遺伝子（Maathuis, 2006）のホモログ遺伝子の単離を試みた。さらに、

対照とするためにハウスキーピング遺伝子であるアクチン（ACT）の単離を試み

た。また単離された部分配列を用いて、この遺伝子の発現器官の特定と、発現量

の解析を行った。 

 

4-2. 結果 

 

4-2-1. Ca トランスポーター遺伝子の単離を目指したディジェネレートプライマ

ーの作成とディジェネレート PCR 

 

 シロイヌナズナの Ca トランスポーター遺伝子のうち、塩ストレスや Ca 欠乏

時に発現量を変化させる遺伝子を選択し、このヘビノネゴザのオルソログを単

離する標的遺伝子とした。シダ植物ではヒゲノカズラ植物門のイヌカタヒバの

ゲノム配列が明らかになっている（Banks et al., 2011）。ヘビノネゴザが含まれる

シダ植物門でゲノム配列が明らかになっている植物はない。標的とした遺伝子

のディジェネレートプライマーを設計し、遺伝子の単離を試みた。 

 ヘビノネゴザのカルスから抽出した DNA と、カルス、根、葉から抽出した

RNA から合成した cDNA を鋳型として、ディジェネレートプライマーを用いて

PCR を行った。その結果、Autoinhibited Ca2+ ATPases （ACA）のオルソログにつ

いては、いずれの鋳型においても目的の遺伝子に由来すると思われる断片の増

幅が検出された（図 4-1A）。また、Na+/H+ Antiporters（NHX）と Trans Membrane 

Segment（9TMS）のオルソログについては、カルス由来の cDNA を鋳型にした際

に予想される大きさの断片の増幅が認められた（図 4-1B）。Trans Membrane 

Segment（6TMS；At2g18690）と Glutamate Receptor（GLR2.3）のオルソログにつ

いては、カルス由来の cDNA を鋳型として徐々にアニール温度を高くしていく
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ステップアップ PCR を行った場合に予想される大きさの断片の増幅が認められ

た（図 4-1C）。さらに、ACT、9TMS、GLR、および 6TMS（At4g21810）のオルソ

ログについては、葉由来の cDNA を鋳型にした際に予想される大きさの断片の

増幅が認められた（図 4-1D、E）。Cation/proton Exchangers（CAX）、6TMS（At5g35735）、

および Trans Membrane Segment（8TMS）のオルソログでは、いずれの鋳型に対

しても断片の増幅は認められなかった（図 4-1E）。 

 予想される大きさの断片の増幅が認められたものについては、反応液量 100 µl

で PCR を行った。得られた増幅産物をクローニングし、それぞれの塩基配列を

調べたところ、ACT、ACA、6TMS（At2g18690）、および 6TMS（At4g21810）の増

幅に用いたディジェネレートプライマーのセンスプライマーとアンチセンスプ

ライマーの配列が該当する増幅断片で確認された。しかし、NHX4、GLR2.3、9TMS

では目的の配列は含まれていなかった。これらの結果と各ディジェネレートプ

ライマーの適切なアニール温度を表 3 にまとめた。得られた塩基配列を図 4-2 に

示す。ヘビノネゴザから単離した ACT 遺伝子は AyACT、ACA 遺伝子は AyACA と

名付け、構造的に異なる配列は 1 から 6 までの通し番号をつけた（AyACA-1~6）。

6TMS のうち、At2g18690 のオルソログは Ay6TMS と名付け、At4g21810 のオルソ

ログは別名で DER2.1 と呼ばれていることから AyDER と命名した。 
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図 4-1 ディジェネレート PCR によって得られた 

増幅産物の電気泳動像 

A：ACA nested プライマーで得られた増幅産物 

1、2；total DNA、3、4；カルス、5、6；根由来の cDNA を鋳型 

とした。M：100 bp Ladder 

B：1～4；NHX および 5～8；9TMS プライマーで得られた増幅産物 

   1、2； 51.2℃、3、4、7、8；55.2℃、 5、6；51.6℃のアニール温度 

に設定した。カルス由来の cDNA を鋳型とした。M：λHincⅡ 

C：1～3；6TMS（At2g18690）および 4～6；GLR プライマーで 

得られた増幅産物 

   1、4；カルス、2、5；根、3、6；葉由来の cDNA を鋳型とした。 

  M：λHincⅡ 

D：1；ACT、2；NHX、3；9TMS、4；GLR プライマーで得られた増幅産物 

   葉由来の cDNA を鋳型とした。M：λHincⅡ 

E：1；6TMS（At2g18690）、2；6TMS（At4g21810）、3；6TMS 

（At5g35735）、4；CAX、5；8TMS プライマーで得られた増幅産物 

   葉由来の cDNA を鋳型とした。M：λHincⅡ 
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A：AyACT 

CACACTGGTGTGATGGTTGGKATGGGACAGAAAGATGCATATGTTGGTGACGAGGCT
CAGTCTAAACGAGGAATTTTGACCCTGAAATATACCTATTGAGCATGGTATCGTGACC
AACTGGGATGACATGGAAAAGATATGGCACCATACCTTTTATAATGAGCTCCGAGTTG
CCCCCGAAGAGCATCCTGTCTTGCTCACTGAAGCGCCTCTCAACCCAAAGGCTAATC
GAGAGAAGATGACACAAATCATGTTTGATACATTCAATGCTCCAGCTATGTATGTTGCC
ATCCAGGCTGTGCTATCCTTGTATGCCAGTGGAAGGACCACCGGTATTGTGCTGGATT
CAGGTGATGGTGTTACACACACTGTACCTATCTATGAAGGGTATGCTTTGCCGCATGCC
ATCCTTCGTCTGGATCTTGCAGGTCGTGACTTGACTGATGCTCTCATGAAGATCCTGA
CGGAACGCGGTT 

  

B：AyACA-1 

GCGTGTGAGACCATGGGAAGTGTGACTACGATCTGTAGTGATAAAACAGGCACCCTT
ACGCTCAACCAAATGACTGTGACCAAGGCATGGGTGGCAGGTGGGATGAGGGATCCT
GTTTCAGATCTAGAAAGCTTGGATAAAGAGTATTGTAATGTACTCATTGAGGGGATTC
CGCAGAATAGCAATGGCAGCGTTTTTGTTCCAGCAGGAGGGGAAGAACCGGAAGTG
ACTGGCTCACCCACGGAGAAGGCAGCATTGCTCTGGGCTTAGAGTTGGGAATGGACT
TTACACATGTGAGATCCCACTCTACTATCTTGCAAGTGGAATCCTTCAATTCCATTAAG
AAAGAGCAGGGGTGGCAGTAAGGGTAGCAGATAATGGCAAGGTGCATGTGCATTGG
AAAGGTGCCGCCGA 

  

C：AyACA-2 

GCGTGTGAGACGATGGGCAGTGCTACGACAATTTGCAGTGATAAGACTGGCACCCTT
ACCCTTAATCAGATGAATGTTATAAAAGTATGGGCTGCAGGCAAGTTTAGAGACCCCG
TTTCAGAGCTGCAGAATTTTCAGGACTTTTACAATCTGCTGCTAGAGGGCATTGCTGA
AAATAGCAGTGGCAGTGTATTTCTCCCCATGGAAGGAGGAGAGCCTGAAGTTTTCGG
GTCTCCCACAGAAAAGGCTGTCCTACTTTGGGGACTTAAACTTGGTATGGACTTTGAG
TTTGTCAGACGACAATCTACTATTATGCAAGTGGAGACATTCAACTCCGACAAGAAAC
GAGCAGGTGTAGCTGTGCAGGTTCTAGCAACTGGAAGAATTAATGCACACTGGAAAG
GAGCCGCAGA 

  

D：AyACA-3 

GCGTGTGAGACGATGGGTAGTGCCACCATGATTTGCACTGATAAGACCGGCACTTTAA
CATTGAATCAAATGACTATAGTGCAGACTTGGGTAGCGGGTGAATTTATAGATGTCGA
AGGGAAAGGCCTGTCTTTGGAAGTTCGCAGTTTAATTCTTGAGGGTATTGCACAAAA
CAGCACTGCTGATATTAACTATCTTGAAGAAGACGAAGAGCCAGAAGTGATAGGCTC
TCCTACTGAGAAAGCAGTTCTAATGTGGGGATTGAAGCTTGGTCTGGACTTTGACACT
GTAAAGTCTCTTTCTGAAGTCATTCAAGAAGAGCCATTCAACTCCATCAAGAAACGG
GCAGGAGTAGCCGTGAGAGTTGCAGAAAGTGGGAGTTTGCATGTCCATTGGCATGTC
CATTGGAAGGGAGCCGCCGA 

 

E：AyACA-4 

GCGTGTGAGACKATGGGCTCTGCWACSACCATATGTAGTGACAAGACRGGCACACTC
ACTATCAACCAGATGACAGTGGTLAAGTCATGGATTGCTGGGAAAAGCCATCTGTCTG
AGCGCGAAGATTATTCTATGAGCAGCCTGCCTAACCYATTGCGGAGCSTTCTGTTYCA
GGGAATTGCTCAAAACAGTRTGGGAAGTGTCTTTGTGCCCAGTTCTTTCAACCKRGA
AGGTTTTAGTGGGAAGATTAAACAAACCGAAGTGACSGGGTCTCCTACAGAAAAAGC
TCTCCTCTGGTGGGGCTTGAAAGCTGGTATGAGCTTCCAYGATACCARGGCGGAATCC
ACAATCCTGCAGATGGAAACRTTCAATTCCACWARGAAGCGYGCAGGTGTGGCCGTG
GAGACCKRRGAYAAGGAAATACTCATTCACTGGAARGGAGCCGSSGA 

 図 4-2 得られた増幅産物の塩基配列 

下線部は各塩基配列の PCR のプライマー配列を示す。  
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F：AyACA-5 

GCGTGCGAGACGATGGGCAGTGCTACCACAATTTGCAGTGATAAGACTGGCACCCTT
ACCCTTAATCAGATGAATGTTGTAAAAGTATGGGCTGCAGGTCATGCTGTTTCAGATC
ATGAGCTCCAGAATTTTCCCGACTTTTACAATCTGCTTCTAGAGGCCATTGCTCAAAA
CAGCAGTGGCAGTGTATTTAATCGCCCCATGCAGGCCGAAGGTGCGCGTGCAGGAGA
GCCTGAAGTTTTCGGGTCTCCCACAGAAAAGGCTGTCCTACTTTGGGGACTTAAACT
TGGTATGGACTTTGAGCTTGTCAGACGACAATCTACTATTCTGCAAGTGGAGACATTC
AACTCCGACAAGAAGCGAGCAGGTGTAGCTGTGCAGGTTTTAGCAACTGGGAGAAT
TAATGCACACTGGAAAGGTGCCGGCGA 

  

 G：AyACA-6 

GCGTGGAGACTATGGGCTCTGCAACCACCATATGTAGTGACAAGACGGGCACACTCA
CTATCAACCAGATGACAGTGGTGAAGTCATGGATTGCTGGGAAAATGGAAGATTATTC
TATGAGCAGCCTGCCTAACCCATTGCGGAGCCTTCTGTTTCAGGGAATTGCTCAAAAC
AGTGTGGGAAGTGTCTTTGTGCCCAGTTCTTTCAACCTAGAAGGTTTTAGTGGGAAG
ATTAAACAAACCGAAGTGACCGGGTCTCCTACAGAAAAAGCTCTCCTCTGGTGGGGC
TTGAAAGCTGGTATGAGCTTCCATGATACCAGGGCGGAATCCACAATCCTGCANATGG
AAACGTTCAATTCCACTAGGAAGCGTGCAGGTGTGGCCGTGGAGACCTTTGACAAGG
AAATACTCATTCACTGGAAAGGAGCCGGCGA 

 

H：Ay6TMS（At2g18690） 

TTGGAGGATATGTGACAGGGAGGACAACCTGGAGGGAGACAAAGAAGAGGACGGC
AAGGAGGGCAAGAGCGGGTGCGAAGGGCCAAGGGGTGGGCGGGGGGTCGATATCC
GCATGCAAGGACATGGCATCCACCTTCTCAGACGATATGCGCATGCCAGTCCTGCGCA
GGGAAAGGGCCCCCTTCATAATCAGGCATGCTACACAACCCCCTACTTCACCTGCAA
ATC 

  

I：AyDER（At4g21810） 

GACTTTTTGTTTCACATGTTTTTCTTGGCGCGATATTGCAAATTGCTGGAGGAGACATC
ATTCAGGGGTCGTACTGCAGACTTTTTCTACATGCTGTTTTTTGGCGGGAGTTTATTGA
CAGGACTTGTACTTCTAGGCGGCATGTTCCAACTGGTGTCTGAATCCTTGGCAAAGAT
ACTTTTTTTGAGCAATTCTCTCACCTTCATGATGGTTTACGTTTGGAGTAAACGCAATC
CTCATGTACACATGAGTTTCCTCGGACTGTTCACCTTTACGGCACCATACTTACCTTGG
GTCCTCCTCGGCTTT 

  

図 4-2 単離した塩基配列（続き） 
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表 3 ディジェネレート PCR の条件 

プライマー名 
鋳型 アニール 

温度[℃] 

センス 
プライマー 

アンチセンス 
プライマー DNA カルス 根 葉 

AyACT  ― ― ― ○ 55.2 ○ ○ 

AyGLR2.3  ○ ○* × ○ 55.2 ○ × 

AyNHX4  ○ ○ × × 55.2 ○ × 

AyCAX3  × × × × 51.6 - - 

AyACA All ○ ○ ○ ○ 48.0   

 nested ○ ○ ○ ○ 45.0 ○ ○ 

Ay6TMS 

(At2g18690) 

 
○ ○* × × 51.6 ○ ○ 

Ay6TMS 

(At4g21810) 

 
○ × × ○ 51.6 ○ ○ 

Ay6TMS 

(At5g35735) 

 
× × × × 51.6 - - 

Ay8TMS  × × × × 48.0 - - 

Ay9TMS  ○ ○ × ○ 55.2 ○ × 

ディジェネレートプライマーを用いた PCR の各鋳型に対する増幅産物の有無と適切なアニール温度、およびプ

ライマー配列の有無を示す。○：増幅産物有り/プライマー配列有り、×：増幅産物なし/プライマー配列なし。な

お、* はステップアップ PCR を行った際に得られた増幅産物を示す。 
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4-2-2. 単離した遺伝子の配列解析 

 

4-2-2-1. AyACT の配列解析 

 

 単離された AyACT の塩基配列に対応するアミノ酸配列をシロイヌナズナ、タ

バコ、イヌカタヒバの ACT と共にアライメント解析を行った。その結果、供試

した全植物間で 97％の相同性が認められた（図 4-3）。相同性検索の結果、AyACT

は ACTIN のドメインが含まれる NBD_sugar-kinase_HSP70_actin superfamily と相

同性が高いことがわかった。 

 
図 4-3 単離したヘビノネゴザの AyACT と他の植物のオルソログとの 

アライメント解析の結果 

 単離した AyACT 配列とシロイヌナズナ、タバコ、およびイヌカタヒ

バの ACT 遺伝子とのアライメント解析を行った。Ay：Athyrium 

yokoscence（ヘビノネゴザ）、At：Arabidopsis thaliana（シロイヌナズナ、

Accession No. NP_187818.1）、Nt：Nicotiana tabacum（タバコ、Accession 

No. NP_001312615.1）、Sm：Selaginella moellendorffii（イヌカタヒバ、

Accession No. XP_002977012.1）。 
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4-2-2-2. AyACA の配列解析 

 

単離された AyACA-1~6 の塩基配列に対応するアミノ酸配列について、相同性

を検索した結果、AyACA-1~6 は ACA が属する P-type ATPase P2B タンパク質に共

通するE1-E2 ATPaseドメインを持ち、E1-E1 ATPaseリン酸化サイト（DKTGTLT）

を保存していた（図 4-4）。AyACA-1~6 はシロイヌナズナの ACA と 42～61％の相

同性があり、いずれも AtACA8 との相同性が最も高かった（表 4）。シロイヌナズ

ナ、イヌカタヒバ、ヒメツリカネゴケの ACA 遺伝子のアミノ酸配列と AyACA1~6

のアミノ酸配列を用いて系統樹を作成したところ、AyACA-1~6 は大きく 4 つの

グループに分けられることがわかった（図 4-5）。すなわち、グループ 1；AyACA-

1、グループ 2；AyACA-2 と AyACA-5、グループ 3；AyACA-3、グループ 4；AyACA-

4 と AyACA-6 である。 

 

 

図 4-4 単離したヘビノネゴザの AyACA と他の植物のオルソログとの 

アライメント解析の結果 

 単離した AyACA の 6 遺伝子とシロイヌナズナおよびイヌカタヒバの

ACA 遺伝子とのアライメント解析を行った。シロイヌナズナの ACA は

大きく 3 つのグループに分けられることから、それぞれのグループか

ら 1 遺伝子ずつ解析に用いた。すべての ACA 遺伝子で E1-E2 ATPase リ

ン酸化サイト（DKTGTLT；緑マーカー箇所）が保存されていた。Ay：

Athyrium yokoscence（ヘビノネゴザ）、At：Arabidopsis thaliana（シロイ

ヌナズナ、Accession No. Q37145; AtACA1、Q9LF79; AtACA8、Q9LY77; 

AtACA12）、Sm：Selaginella moellendorffii（イヌカタヒバ、Accession No. 

EFJ08462.1）。 
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図 4-5 AyACA と他の植物のオルソログとのアミノ酸配列による分子系統樹 

 ACA 遺伝子について、ヘビノネゴザから単離した遺伝子配列に相当

する約 400 bp において分子系統樹を作成した。At：Arabidopsis thaliana

（シロイヌナズナ）、Sm：Selaginella moellendorffii（イヌカタヒバ）、Pp：

Physcomitrella patens（ヒメツリカネゴケ）、Sc：Saccharomyces cerevisiae

（出芽酵母）。解析に用いた配列を表 5 に示す。 

 

表 4 単離した各 AyACA と AtACA との相同性の割合 

遺伝子名 
相同性[％] 

AtACA1  AtACA8  AtACA12  

AyACA-1  44％  61％  51%  

AyACA-2  44％  58％  50％  

AyACA-3  42％  54％  49％  

AyACA-4  45％  52％  45％  

AyACA-5  44％  56％  47％  

AyACA-6  46％  57％  46％  
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表 5 分子系統樹の解析に用いた配列 

植物種 遺伝子名 Accession No. 

Arabidopsis thaliana 

（シロイヌナズナ） 

AtACA1 Q37145 

AtACA2 O81108 

AtACA4 O22218 

AtACA7 O64806 

AtACA8 Q9LF79 

AtACA9 Q9LU41 

AtACA10 Q9SZR1 

AtACA11 Q9M2L4 

AtACA12 Q9LY77 

AtACA13 Q9LIK7 

Selaginella moellendorffii 

（イヌカタヒバ） 

SmACA1 XP_002961827.1 

SmACA2 XP_002961828.1 

SmACA3 EFJ09492.1 

SmACA4 EFJ22392.1 

SmACA5 EFJ08462.1 

Physcomitrella patens 

（ヒメツリカネゴケ） 

PpACA1 Q70TF0 

PpACA2 Q70TF1 

PpACA3 XP_024360514.1 

PpACA4 XP_024395319.1 

PpACA5 XP_024392308.1 

Saccharomyces cerevisiae 

（出芽酵母） 
Pmc1p P38929 
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4-2-2-3. Ay6TMS および AyDER の配列解析 

 

 単離された Ay6TMS および AyDER の塩基配列に対応するアミノ酸配列につい

て、シロイヌナズナ、イネ、およびイヌカタヒバの 6TMS とのアライメント解析

を行った。その結果、Ay6TMS の他の植物種との相同性は低かった。一方、AyDER

は供試した全植物種のものに対して 82％の相同性が認められた（図 4-6、4-7）。

相同性検索を行った結果、AyDER は、Rhomboid superfamily に含まれることが示

唆された。この遺伝子は標的とした遺伝子を策定するときに用いたシロイヌナ

ズナの At4g21810 との相同性が最も高かった。 

 

図 4-6 単離したヘビノネゴザの Ay6TMS と他の植物のオルソログとの 

アライメント解析の結果 

 単離した Ay6TMS 配列とシロイヌナズナ、イネ、およびイヌカタヒバ

の 6TMS 相同遺伝子とのアライメント解析を行った。Ay：Athyrium 

yokoscence（ヘビノネゴザ）、At：Arabidopsis thaliana（シロイヌナズナ、

Accession No. Q9ZV49）、 Os ： Oryza sativa（イネ、 Accession No. 

EAZ08195.1）、Sm：Selaginella moellendorffii（イヌカタヒバ、Accession 

No. XP_002965042.1）。 
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図 4-7 単離したヘビノネゴザの AyDER と他の植物のオルソログとの 

アライメント解析の結果 

 単離した AyDER 配列とシロイヌナズナ、イネ、およびイヌカタヒ

バの DER 相同遺伝子とのアライメント解析を行った。Ay：Athyrium 

yokoscence（ヘビノネゴザ）、At：Arabidopsis thaliana（シロイヌナズ

ナ、Accession No. NP_193912.3）、Os：Oryza sativa（イネ、Accession 

No. EEE60319.1）、Sm：Selaginella moellendorffii（イヌカタヒバ、

Accession No. XP_002968796.1）。 

 

 

4-2-3. AyACA 遺伝子群および AyDER の発現部位および発現量の解析 

 

4-2-3-1. 発現器官の特定 

 

 1/4MS 培地で 8 日間育成したヘビノネゴザを地上部、根基部および根端部に

分割し、それぞれから RNA を抽出した。これより cDNA を調製し、これを鋳型

としてリアルタイム RT-PCR を行うことで発現部位の解析を行った。その結果、

AyACA 遺伝子群はすべての器官において転写産物が検出されたが、AyACA-3 は

根よりも地上部でより多くの転写産物が検出され、AyACA-5 は地上部よりも根

でより多くの転写産物が検出された（図 4-8）。AyDER では根で転写産物がわず
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かに多く検出された（図 4-8）。 

 

図 4-8 発現器官の特定 

 リアルタイム PCR を行うことで発現部位の解析を行った。図の値は、

アクチン遺伝子との相対値を示す（n=3 （Experimental duplication）、一

元配置分散分析、*p < 0.05、**p < 0.01）。 

 

 

4-2-3-2. Ca 欠乏および Cd ストレスへの発現応答の解析 

 

 1/4MS 培地、およびこれから Ca を除いた培養液（-Ca）と、1/4MS 培地に 100 

µM Cd を添加した培養液（+Cd）、Ca を除きかつ 100 µM Cd とした培養液（-

Ca+Cd）を作製した。これらの培養液で育てた植物体から RNA を抽出し、これ

より合成した cDNA を鋳型としてリアルタイム RT-PCR により Ca 欠乏および

Cd ストレスに対する発現応答を調べた。その結果、地上部ではいずれの遺伝子

においても、供試したすべての試験区で転写産物量の変化は認められなかった

（図 4-9A）。根基部では、AyACA-4 が-Ca で転写産物の量が増加し、AyACA-1 が

+Cd で、AyACA-5 が+Cd および-Ca+Cd で転写産物量が減少した（図 4-9B）。根

端部では、AyACA-3 が+Cd で、AyACA-4 が-Ca および+Cd で、AyDER が 1/4MS に

比べてその他すべての試験区で転写産物の量が減少した（図 4-9C）。AyACA-5 で

は-Ca および-Ca+Cd で転写産物量が増加した（図 4-9C）。しかし、いずれの遺伝

子においても、2 倍以上に転写産物量が増加、あるいは減少した試験区はなかっ

た。 
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図 4-9 Ca 欠乏および Cd ストレスに対する発現量の変動 

 リアルタイム RT-PCR を行うことで各遺伝子のストレス応答の解析

を行った。図の値は、アクチン遺伝子との相対値を示す（N=3 

(Experimental duplication)、t 検定、*p < 0.05、**p < 0.01）。 
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4-3. 考察 

 

 ディジェネレートプライマーを用いてヘビノネゴザの遺伝子の単離を試みた

ところ、ACT、ACA、および 6TMS（At4g21810）のオルソログ遺伝子の部分塩基

配列が得られた（図 4-2）。そこで、ヘビノネゴザから得られたそれぞれの増幅産

物は AyACT、AyACA-1~6、AyDER と呼ぶことにした。AyACT および AyDER はシ

ロイヌナズナ、タバコあるいはイネ、およびイヌカタヒバにおける各遺伝子の標

的部位領域に対し、それぞれ約 97％と 82％と高い相同性を示したことから（図

4-3、図 4-7）、各相同遺伝子オルソログの部分配列であると考えらえた。また、

ACA については、6 種類のホモログ（AyACA-1~6）を単離することができた（図

4-4）。これらの配列は、シロイヌナズナの ACA 遺伝子との間に 42％～61％のア

ミノ酸相同性を示し（表 4）、植物種間で相同性が高い E1-E1 ATPase リン酸化サ

イト（DKTGTLT）（Baxter et al., 2003）を保持していたことから（図 4-4）、これ

らはヘビノネゴザの ACA 相同遺伝子オルソログの部分配列であると考えられる。 

 ACA 遺伝子は、シロイヌナズナで 10 種類、イネで 11 種類、イヌカタヒバで 5

種類のホモログが存在することが明らかにされており、シロイヌナズナでは、P-

type ATPase の配列を基に作成した系統樹から大きく 3 つのグループに分類され

ることが知られている（Pedersen et al., 2012; Goel et al., 2011）。シロイヌナズナに

おける各 ACA 遺伝子間のアミノ酸相同性は、45％～92％である（Axelsen and 

Palmgren, 2001）。得られた AyACA 遺伝子群が ACA ファミリー内のいずれの遺伝

子と相同性が高いかを調べたが、単離した部分配列がどの遺伝子グループに属

するかを識別することは困難であった。そこで、AyACA-1~6 と、他の植物種の

ACA 遺伝子の標的部位領域を用いて系統樹を作成し、クラスター解析を行った。

その結果、シロイヌナズナの AtACA 群は 3 つのグループに分類された（図 4-5）。

ヒメツリカネゴケの ACA（以下、PpACA）は、PpACA1~4 と PpACA5 の 2 つのグ

ループに、イヌカタヒバの ACA（以下、SmACA）は、SmACA1~2 と SmACA3~5 の

2 つのグループに分類された（図 4-5）。この分類は全長配列を用いて作成した系

統樹解析での結果と類似していること（Pedersen et al., 2012）から、AyACA の相

同遺伝子を調べるためには有効であると考えられた。これに基づいて分類を行

った結果、AyACA-1~6 は 4 つのグループに分けられたが、大別するとすべて

PpACA1~4 グループに属し、AtACA の中では AtACA8~10 のグループに最も近い

ことが明らかとなった（図 4-5）。AyACA-1~6 は AtACA8~10 のいずれかのオルソ

ログであると考えられた。 

 これまでに、AtACA4、AtACA12、AtACA13 は根で強く発現し、塩ストレスおよ

び Ca 欠乏によって発現量が変化することが明らかにされている（Maathuis, 

2006）。ヘビノネゴザの地上部、根基部、および根端部における AyACA（AyACA-
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1,3,4,5）の遺伝子発現と Ca 欠乏および Cd ストレスに対する発現応答を調べた。

通常条件で育てた場合、AyACA は全身で発現しており、各器官の発現量はほと

んど同じであったが、AyACA-3 は、地上部での発現量が多く、AyACA-5 は根での

発現量が多いことが示唆された（図 4-8）。シロイヌナズナでは、AtACA4 と

AtACA11 が葉の液胞に局在していることが知られている（Geisler et al., 2000; 

Baxter et al., 2003; Bolte et al., 2004; Lee et al., 2007）。このことから、AyACA-3 は、

AtACA4 または AtACA11 に近い形質をもっているのではないかと考えられる。 

 次に、Ca 欠乏および Cd ストレスへの発現応答について評価した。シロイヌ

ナズナの ACA は細胞質内から細胞質外の Ca 輸送に関わることが知られており

（McAinsh and pittman, 2009）、そのうち AtACA4 は液胞に、AtACA8~10 は細胞膜

に局在していることが知られている（Geisler et al., 2000）。今回単離した AyACA

が AtACA8~10 と同様に細胞膜に局在し、細胞質内から細胞質外への輸送に関与

していると仮定するならば、これらの遺伝子産物は吸収した物質を生体内で輸

送する仕組みに関与していると推測される。植物は、塩ストレスにさらされると

Ca の吸収量および木部への輸送量が減少することが知られており（Halperin et 

al., 1997）、塩ストレス後の ACA の発現量は、根圏からの塩の吸収を抑えつつ Ca

を必要とする葉に最大限の Ca を輸送するために、AtACA4 では減少し、

AtACA8~10 では増加することが知られている（Maathuis, 2006）。 

今回、AyACA-1,3,4,5 の発現の挙動を調べたところ、AyACA-4 は、-Ca 条件で根

基部での発現量の増加が示唆された（図 4-9B）。この AyACA-4 の挙動は塩ストレ

スときの AtACA8~10 の発現挙動と似ている（Maathuis, 2006）。このことから、

AyACA-4 は吸収された Ca の生体内での輸送に関わる可能性が考えられる。一方、

AyACA-1、AyACA-3、AyACA-5 は、根基部での Ca 欠乏に応答した発現量の変動が

起こらなかった（図 4-9B）ことから、AyACA-1、AyACA-5 は生体内で AyACA-4 と

は異なる働きをしていると考えられる。 

AyACA-4 は、+Cd および-Ca+Cd 条件で根端部での発現量の減少が示唆された

（図 4-9C）。AyACA-4 は、通常生育環境下では土壌から吸収された Ca を地上部

へ輸送する役割を担っているとすると、Cd 存在下では、根での発現量を減少さ

せることにより、Cd の地上部への輸送を抑制している可能性が考えられる。こ

のことが結果として Cd 耐性の付与に寄与しているかもしれない。AyACA-4 の発

現の挙動は、Cd 吸収に関与していることが知られている Fe トランスポーター

をコードする Nramp や IRT の Fe 欠乏下および Cd 存在下における発現の挙動と

一致する（Ishikawa et al., 2012; Connolly et al., 2002）。これに対し、AyACA-1 と

AyACA-5 は、根端部における+Cd 条件での変化は認められなかったが、+Cd 条件

で根基部での発現量の減少が示唆された（図 4-9B、C）。また、AyACA-5 は根基

部における-Ca+Cd 条件でも発現量の減少が示唆された一方で、根端部では発現
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量の増加が示唆された（図 4-9B、C）。 

 

4-4. 小括 

 

 Ca 吸収と Cd 流入との関連を詳細に解析するために、ヘビノネゴザの Ca トラ

ンスポーターの分子生物学的解析を試みた。そのために、ACT、ACA、および 6TMS

（At4g21810）の部分配列を単離した。これらの遺伝子の発現部位の特異性、お

よび Ca 欠乏と Cd ストレスへの発現応答を調べた。この結果、ヘビノネゴザに

は複数の Ca トランスポーターが存在し、それぞれが異なる機能を有すること、

細胞膜での Ca 取り込みに関するトランスポーターは Cd を察知し、流入を抑制

する機能を有する可能性があること、Ca の組織間輸送に関与するトランスポー

ターは Cd ストレスにより発現抑制が起こる可能性があることが示唆された。さ

らに詳細なゲノムワイドな解析を行うためには、ヘビノネゴザの個々の遺伝子

の全長配列を単離し、他の植物へ導入するなどの組換え体を用いた検証を行う

ことが必要であろうと思われる。 

  



44 
 

第五章. De novo トランスクリプトーム解析 

 

5-1. 序論 

 

 ヘビノネゴザが高濃度の Cd が存在する土壌環境でも障害なく生存できるの

は遺伝的な要素によるものが大きいと予想される。ヘビノネゴザ特有の遺伝子

機能により Cd の細胞内への吸収・流入を抑制し、地上組織への移動を阻止して

いるものと考えられた。これを知るためにはヘビノネゴザの遺伝子の構造およ

びその発現パターン等を明らかにする必要がある。しかしながら、ヘビノネゴザ

は、これまでにゲノムサイズや染色体数についての報告がなく、上記の研究を実

施するためには、まず、この遺伝子配列を明らかにする必要がある。ゲノムサイ

ズが不明であることや、高品質なゲノム DNA を調製することが困難であったた

め、また Cd 曝露に応答した遺伝子発現量の変動を知ることが目的であることか

ら、次世代シーケンス解析技術を利用したヘビノネゴザの転写産物の網羅的解

析を実施することとした。この遺伝情報をもとに、Cd ストレスに応答する遺伝

子を抽出し、この情報をもとにヘビノネゴザの Cd 耐性機構の理解を試みた。 

 

 

5-2. 結果 

 

5-2-1. ヘビノネゴザの RNA 抽出とその純度の検定  

 

 次世代シーケンス解析を行うためには、精製度の高い RNA が必要である。ヘ

ビノネゴザは多糖類などの夾雑物が多く、ISOGEN や TRIZOL を用いた一般的

な RNA 抽出方法では、RNA が得られなかった（表 6）。抽出された RNA の精度

を検証するため、ヘビノネゴザから total RNA を複数の手法で抽出し、調製した

RNA の検定を行った。RNA の抽出には、QIAGEN 社の RNeasy Plant Mini kit、

Thermo Fisher Scientific 社の RNA queous Micro Kit、MACGEREYNAGEL 社の

NucleoSpin RNA Plant、株式会社リーゾの RNA すいすいの 4 種を用いた。各抽

出キットで抽出した RNA を Nanodrop で吸光度と濃度を測定した結果を表 6 に

示す。その結果、QIAGEN 社、Thermo Fisher Scientific 社の RNA 抽出キットを用

いて抽出した RNA が吸光度比 A260/280 がよい値を示したため、これらについて

以下の実験を行った。 

これまでに単離に成功している AyACT 遺伝子を利用して、調製した RNA に

ゲノム DNA の混入がないことを調べた。まず、AyACT の cDNA 配列のうち、イ

ントロンが含まれると予想される領域に該当する約 150 bp の cDNA 配列を増幅
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する特異的プライマーを用いて、ヘビノネゴザのゲノム DNA を鋳型として PCR

を行った。その結果、DNA を鋳型としたときに約 450 bp と 150 bp の断片の増幅

が認められた（図 5-1）。得られた PCR 増幅産物のそれぞれについてシーケンス

解析を行ったところ、DNA を鋳型とした PCR 産物では、約 300 bp のイントロ

ンと考えられる配列の挿入が確認された（図 5-2）。 

次に調製した RNA の純度を調べた。このために、AyACT 遺伝子のエキソン部

分を増幅する特異的プライマーとイントロン部分を増幅する特異的プライマー

を作製し、これらのそれぞれをエキソンプライマーとイントロンプライマーと

名付けた。これらを用いてヘビノネゴザの RNA から調製した cDNA と、ゲノム

DNA を鋳型として PCR を行った。抽出した RNA の純度が高い場合には、cDNA

鋳型ではエキソンプライマーからのみ増幅産物が得られるが、純度が低くゲノ

ム DNA の混入があればイントロンプライマーでも断片の増幅が起こる。

QIAGEN 社の RNeasy Plant Mini kit および Thermo Fisher Scientific 社の RNA 

queous Micro Kit を用いて抽出した RNA について純度の検証を行ったところ、

いずれの方法で調製した cDNA を鋳型とした場合でもエキソン領域に相当する

約 150 bp の増幅断片が検出されたが、イントロンプライマーを用いた PCR では

増幅断片は生じなかった（図 5-3）。一方、ゲノム DNA を鋳型とした PCR では、

エキソンプライマーを用いた場合には約 450 bp の増幅断片が検出され、イント

ロンプライマーを用いた場合にも増幅断片が検出された（図 5-3）。これらのこ

とから、抽出された RNA は DNA の混入がほとんどなく、高い純度をもつ RNA

であることが分かった。そこで、RNA 調製には収量の高い QIAGEN 社の RNeasy 

Plant Mini kit を用いて以後の実験を行うことにした。 

 

  
図 5-1 DNA 鋳型としたときの AyACT プライマーの増幅産物 

1：DNA 鋳型、2：NC（RO 水）、M：100 bp Laddar 
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図 5-2 DNA 鋳型としたときに得られた増幅産物の塩基配列と 

AyACT のアライメント解析の結果 

上段：Actin ；第 4 章で同定した配列 

中段：short ；図 5-1 で得られた短い配列（150 bp 程度） 

下段：long  ；図 5-1 で得られた長い配列（450 bp 程度） 

 
図 5-3 抽出した RNA の純度検証 

A：QIAGEN 社の RNeasy Plant Mini kit を用いて抽出した RNA 

B：Thermo Fisher Scientific 社の RNA queous Micro Kit を用いて抽出した RNA 

RNA①：DNase 処理あり、逆転写酵素添加あり 

RNA②：DNase 処理あり、逆転写酵素添加なし 

RNA③：DNase 処理なし、逆転写酵素添加あり 

RNA④：DNase 処理なし、逆転写酵素添加なし 

M:100 bp Ladder  
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表 6 各抽出試薬を用いて抽出した RNA の吸光度と濃度 

 

 

5-2-2. ヘビノネゴザの De novo トランスクリプトーム解析 

 

 ヘビノネゴザ胞子体植物を終濃度 100 µM の Cd を含む培地に 24 時間置床し

て Cd ストレスを与えた。この後、根と地上部から RNA を抽出した。また、コ

ントロールとして Cd を含まない培地に置いた植物体からも RNA を調製した。

RNA 抽出結果を表 7 に示す。これらの RNA サンプルを逆転写し、Hiseq2000 シ

ーケンサー（Illumina 社）を用いて網羅的な cDNA の配列情報を得た。各サンプ

ルから 4600 万～7200 万の配列断片が得られ（表 8）、これらの合計 6 億 6100 万

の配列断片を用いて、転写配列のアセンブリを行った。アセンブリは以下の手順

で行った。1.Trimmomatic v0.36（Bolger et al., 2014）を用いてクオリティの低い

塩基を除去（トリミング）した。2. トリミングされた配列から、Trinity（v2.4.0） 

（Grabherr et al., 2013）および PCAP（Huang et al., 2003）を用いてコンティグ（配

列 断 片 群 ） を 作 成 し た 。 ア セ ン ブ リ の 結 果 は 、 FastQC 

（http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/）を用いて評価した。得

られた配列のうち、類似した配列を集約し、同じ配列が存在する場合には、これ

らが同一の遺伝子に由来するとみなしてクラスタリング処理を行った。クラス

タリングは、CD-HIT-EST（Fu et al., 2012）を用いて行った。その結果、根または

葉のいずれかで発現していた転写産物として、35,681 の独立した転写産物の塩

抽出試薬 

（キット）名 

供試器官 

（抽出試薬名） 

濃度

（ng/µl） 

総量

（µg） 
A260/280 

ISOGEN 
根 185.9 ― 5.39 

葉 61.1 ― 3.92 

TRIZOL 
根 57.8 ― 2.42 

葉 13.4 ― 1.54 

RNA queous Micro 

Kit 

根 126.1 2.52 2.13 

葉 82.0 1.64 2.12 

RNeasy Plant Mini 

kit 

根（RLC） 100.6 3.02 1.89 

根（RLT） 10.7 0.3 1.76 

葉（RLC） 278.8 8.36 1.97 

葉（RLT） 148.4 4.45 2.00 

NucleoSpin RNA 

Plant 

カルス（RAI） 140.0 8.4 1.75 

カルス（RAP） 117.5 7.05 1.96 

RNA すいすい カルス 21 0.63 ― 
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基配列を得た（表 9）。 

アセンブル結果の評価指標のひとつである N50 は、このデータセットで 2.6 kb

以上であり、各転写配列の平均長は 2 kb 以上であった（表 9、図 5-4A）。N50 は、

contig 配列を長い順に連結していった時、全体の長さの半分に達した時の配列の

長さを示す。アセンブルの際には復元したいゲノムに少しでも近づけるよう長

い配列がたくさん得られると良いため、アセンブルの結果の良し悪しを判断す

る指標となっている（Ghangal et al., 2013）。Annadurai らは、ウコンの De novo ト

ランスクリプトーム解析を行っており、その N50 は約 1500 bp であった（2013）。

彼らは、複数の植物において行われた De novo トランスクリプトームの N50 を

まとめており、その値は約 500～1500 bp とウコンの N50 の方がよりも長かった

ことから、より良いアセンブリの結果であると述べている（Annadurai et al., 2013）。

今回のヘビノネゴザの De novo トランスクリプトーム解析で得られた N50 は 2 

kb 以上であったことから、アセンブリの結果は良好であると判断した。 

次に、TransDecoder v.3.0.1（https://transdecoder.github.io/）を用いて、得られた

配列中でタンパク質をコードしている領域を探索した。また、タンパク質の機能

検索およびドメイン検索を BLAST search（v2.3.0+）と HMMER package（Johnson 

et al., 2010）のそれぞれを用いてアノテーションを行った。 

アセンブリおよびアノテーション結果の評価指標のひとつとして、BUSCO 

（Simão et al., 2015）解析を行った。BUSCO は、アセンブリの定量的評価のため

開発された方法である。数百種のゲノムデータから、90％以上の種が保存してい

るシングルコピーオルソログを core gene set と定義して、これがアセンブルされ

た配列中にどれだけあるかによって評価を行う。作成したヘビノネゴザのライ

ブラリー中に、陸上植物を指す有胚植物の core gene set がどれだけあるか調べた

ところ、957 の配列（66％）が全長一致していることが分かった。また、70 の配

列（5％）とは配列の一部が一致した（図 5-4B）。これは、有胚植物の 90％が保

持している配列のうち、約 70％をヘビノネゴザが保持していることを示してい

る。 

また、ヘビノネゴザが持つ遺伝子のオルソログを OrthoMCL プログラム（Chen 

et al., 2006）を用いて調べた。OrthoMCL プログラム（Chen et al., 2006）は、複数

生物種における配列の類似性をもとにオーソログのクラスタリングを実行する

プログラムである。他の植物と、ヘビノネゴザが持つ遺伝子のオルソログを比較

することで、アノテーションの精度を評価した。比較した植物には、被子植物の

モデル植物であるシロイヌナズナ（A.thaliana）、シダ植物で唯一ゲノム解読がな

されているイヌカタヒバ（S.moellendorffii）、および原始的な植物であるゼニゴケ

（M. polymorpha）を用いた。その結果、ヘビノネゴザがもつ遺伝子のうち 78％

は少なくともイヌカタヒバ（S.moellendorffii）、ゼニゴケ（M. polymorpha）、シロ



49 
 

イヌナズナ（A.thaliana）のいずれかがもつオルソログのグループに属している

と予測された（図 5-4C）。この結果は、ヘビノネゴザの配列に対して行ったアノ

テーションが、他の植物と共通のオルソロググループを持つことを示している。

進化系統における原始的な生物から高等植物まで、いずれかの植物とも共通す

るオルソロググループを持つことは、ヘビノネゴザの配列に対して行ったアノ

テーションが多くのドメインを網羅していることを示している。 

これらのデータから、作成したヘビノネゴザの cDNAデータライブラリーは、

他の有胚植物と共通の配列を約 70％保持しており、かつ多くのドメインを網羅

しているアノテーションが行われていることから、発現解析を行う際にリファ

レンス配列をとして用いることが可能な高い品質を有するものであると判断し

た。そこで、得られたデータライブラリーは DRA008924 として DDBJ に登録し

た。 

得られた cDNA データライブラリーから予想される翻訳産物について

BLASTP を用いてその機能の内訳を調べた。その結果、76.8％の遺伝子が既知の

遺伝子との相同性が認められた一方で、機能が既知の遺伝子と相同性が認めら

れたのは、全体の 28.2％であった（図 5-4D）。このことからヘビノネゴザでは多

くの機能未知の遺伝子が発現していることが示唆された。 

 
図 5-4 ヘビノネゴザのトランスクリプトーム解析の結果 

A：35,681 の独立した転写配列の長さの分布を示す。 

B：有胚植物の core gene set を用いた BUSCO 解析の結果を示す。 

C：ヘビノネゴザの転写産物とイヌカタヒバ（S.moellendorffii）、ゼニゴ

ケ（M. polymorpha）、シロイヌナズナ（A.thaliana）の転写産物との

OrthoMCL 解析の結果を示す。上段の数字；遺伝子クラスターの数、中

段の数字；クラスター内の遺伝子の数、下段の数字；遺伝子の総数を示

す。図のセクションの数字は、クラスターの数を示す。 

D：NCBI nr データベースに基づく、配列類似性を示した転写産物の割

合を示す。 



50 
 

 

図 5-4 ヘビノネゴザのトランスクリプトーム解析の結果（続き） 

 

 

表 7 RNA 抽出結果 

組織 曝露培地 実験反復 総量(µg) A260/280 

根 

1/4MS 

-1 13.30 1.91 

-2 12.52 1.92 

-3 9.66 1.86 

Cd 

-1 7.06 1.92 

-2 6.66 1.89 

-3 11.14 1.86 

葉 

1/4MS 

-1 10.74 2.04 

-2 25.26 2.01 

-3 15.22 2.04 

Cd 

-1 20.30 2.01 

-2 19.76 2.03 

-3 19.18 2.00 
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表 8  マッピングに用いたリード数およびその割合 

 

表 9 de novo トランクリプト―ムのアセンブリにおける各統計値 

組織 曝露培地 実験反復 総リード数 
マッピングされた 

リード数 

マッピングされた 

リード数の割合（％） 

両端からの解読データ

がある割合（%） 

根 

1/4MS 

1 48,230,866 45,805,297 94.97 90.83 

2 57,181,790 54,423,271 95.18 91.44 

3 50,025,214 47,598,471 95.15 91.76 

Cd 

1 55,842,456 52,930,001 94.78 91.33 

2 48,564,620 46,185,852 95.1 91.71 

3 47,405,502 44,597,098 94.08 89.98 

葉 

1/4MS 

1 68,156,644 64,627,722 94.82 91.08 

2 72,690,788 68,962,500 94.87 90.6 

3 55,572,558 52,693,188 94.82 91.37 

Cd 

1 56,730,274 53,794,918 94.83 90.33 

2 54,409,480 51,606,502 94.85 91.3 

3 46,753,554 44,035,626 94.19 90.72 

項目   

転写配列の数 35,681 

転写配列の平均長さ（bp） 2,193 

転写配列の N50 の長さ（bp） 2,668 

GC 含量（%） 44.86 
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5-2-3. Gene Ontology 解析（GO 解析） 

 

 組織間における発現遺伝子の違いを調べるため、根および地上部間で発現量

の異なる遺伝子を調べた。そのための方法は、前項の cDNA ライブラリーを作

成する際に得られたリード数を Cd 曝露と非曝露のサンプルを比較することで

行うやり方を採用した（Love et al., 2014、図 5-5）。すなわち、遺伝子配列を決定

するために用いたシーケンスリードの本数をカウントし、これを遺伝子配列の

長さで補正した値（＝Reads Per Million mapped reads ; RPM）を遺伝子の発現量と

して用いる方法である。発現量が多い遺伝子ほど、RPM は高い値を示す。リー

ド数のカウントは、BWA 0.7.17-r1188 program（Li and Durbin, 2010）を用いて行

った。算出された RPM について、DESeq2 プログラム（Love et al., 2014）を用い

て根と地上部の 2 群間を比較した。その結果、根では 3617 遺伝子、地上部では

3861 遺伝子が、各組織と比較して発現が多いことがわかった（表 10）。それぞれ

の組織で発現が多い遺伝子群に関して GO 解析を行った。GO は、遺伝子の生物

的プロセス、細胞の構成要素および分子機能に着目して、遺伝子に付けられるア

ノテーションである。ある遺伝子に付けられた GO を調べることによって、そ

の遺伝子の機能や細胞内局在がある程度推定できる（The Gene Ontology 

Consortium, 2015）。BLAST2GO によって提供される GO エンリッチメント分析

関数を使用し、P-value < 0.05 として選択した転写産物の GO 解析を行った。そ

の結果、根で多く発現していた遺伝子には、生物学的プロセスでは抗酸化プロセ

スや防御機構、ストレス応答機構などに関与する遺伝子が、分子機能では鉄やカ

ルシウムと結合する機構や抗酸化機構を持つ遺伝子などがあることがわかった

（図 5-6A、B）。一方、地上部で多く発現していた遺伝子には、生物学的プロセ

スでは細胞壁組織やその合成に関与する遺伝子が、分子機能では抗酸化活性を

持つ遺伝子などがあることがわかった（図 5-6C、D）。 

 

 
図 5-5 発現解析方法の概略図 

 リファレンス配列を構成するために供したリード数を比較することで

発現量の違いを調べた。比較にはリード数をリファレンス配列長で補

正した値（Reads Per Million mapped reads; RPM）を用いた。 

 



53 
 

 
 

 

図 5-6 Gene Ontology 解析の結果 

A：根で発現が多い遺伝子群が関わる生物学的プロセス 

B：根で発現が多い遺伝子群の分子機能 

C：地上部で発現が多い遺伝子群が関わる生物学的プロセス 

D：地上部で発現が多い遺伝子群の分子機能 
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図 5-6 Gene Ontology 解析の結果（続き） 

 

表 10 根と地上部間で発現量が異なる遺伝子数 

 
根で発現量が 

多い遺伝子数 

地上部で発現量が 

多い遺伝子数 

遺伝子数 3617 3861 
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5-2-4. Cd 環境下における遺伝子の発現解析 

 

 ヘビノネゴザの Cd 環境下における生体内での応答、および Cd 輸送や耐性

に関わる遺伝子を調べるため、Cd 曝露した植物体で発現量を変化させた遺伝子

を抽出し、これらの特性を調べた。Cd 曝露と非曝露の 2 群間を比較した結果、

発現量が変動した遺伝子（differentially expressed genes；DEGs）は非常に少なく、

根で 43 遺伝子、地上部で 2 遺伝子であった（図 5-7、表 11、12）。これらの DEGs

は、地上部での 1 遺伝子を除き、すべてが Cd 曝露によって発現量が増加してい

た（図 5-7、表 11、12）。ヘビノネゴザの DEGs の数は、これまでに報告されて

いる他の植物種での Cd 曝露による DEGs の数（Xu et al., 2012; He et al., 2015）

と比較しても少ないことがわかった。（表 13）DESeq2 プログラム（Love et al., 

2014）を用いた 2 群間比較を通常の解析で用いられる条件である q-value < 

0.00001 で行った場合には、根で 4 遺伝子だけが DEGs として検出された。これ

らはいずれも機能未知の遺伝子であった。また、この条件では地上部で DEGs と

して検出された遺伝子はなかった。 

q-value < 0.01としたときに、根でDEGsとして検出された 43遺伝子の中には、

窒素トランスポーター（NPF family）遺伝子（Athyo41034c000010）とカタラーゼ

遺伝子（Athyo6890c000010, Athyo71933c000010 and Athyo38788000010）が含まれ

ており、根における発現量はそれぞれが 2.7 倍、3.9 倍、3.8 倍、3.7 倍に増加し

ていた（表 11）。地上部で検出された 2 つの DEGs は、いずれも機能未知の遺伝

子であり、その変動も 2 倍程度であった。これらの結果は、ヘビノネゴザの地上

部では Cd の影響がほとんどないことを示唆している（表 12）。 

DEGs として検出されたトランスポーター遺伝子は、窒素化合物の輸送に関わ

る NPF family トランスポーター遺伝子のみであった（表 11）。この遺伝子は遺伝

子群を形成しているが、変動が認められた NPF 遺伝子は Athyo41034c000010 の

みであった。この配列とシロイヌナズナの NPF で系統樹を作成したところ、

Athyo41034c000010 は、NPF2 のグループと最も近いことがわかった（図 5-8）。 
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図 5-7 Cd 曝露による発現量変化 

全 35681 の遺伝子を解析対象とした。根（A）と葉（B）それぞれに

おける各遺伝子の発現量を散布図で示した。発現量が増加した遺伝子

（DEGs）を黒丸で示し、減少した遺伝子を白抜きで示した。DEGs は、

DESeq2 プログラムを用いて選出した（fold change ≥ 2、q < 0.01）。 

 

図 5-8 ヘビノネゴザとシロイヌナズナの NPF のアミノ酸分子系統樹 

ヘビノネゴザの根において Cd 曝露で発現が上昇した NPF トランス

ポーター（Athyo41034c000010）とシロイヌナズナの NPF ファミリーで

分子系統樹を作成した。At：Arabidopsis thaliana（シロイヌナズナ）。解

析には、Léran et al.（2014）に記載されている配列を用いた。   
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表 11 根で Cd 曝露によって発現量が変動した遺伝子 

 

 gene fold change up/down q-value nr 

1 Athyo92163c000010 23.16073373 up 1.61E-16 No hits found 

2 Athyo21557c000010 9.625562252 up 0.002171728 ref|XP_015884040.1| PREDICTED: early nodulin-like protein 1 [Ziziphus jujuba] 

3 Athyo42140c000010 7.505023462 up 0.006337214 
ref|XP_001769046.1| predicted protein [Physcomitrella patens] gb|EDQ66124.1| 

predicted protein [Physcomitrella patens] 

4 Athyo26874c000010 5.762488597 up 3.65E-06 

ref|XP_002974525.1| hypothetical protein SELMODRAFT_174236 [Selaginella 

moellendorffii] gb|EFJ24045.1| hypothetical protein SELMODRAFT_174236 

[Selaginella moellendorffii] 

5 Athyo32260c000010 5.617188224 up 0.003538873 No hits found 

6 Athyo15998c000010 5.282091726 up 0.006422023 gb|KZN03281.1| hypothetical protein DCAR_012037 [Daucus carota subsp. sativus] 

7 Athyo25361c000010 5.221176419 up 0.000530127 No hits found 

8 Athyo8415c000010 4.900945519 up 0.000483032 

ref|XP_010696405.1| PREDICTED: L-type lectin-domain containing receptor kinase 

VIII.1 [Beta vulgaris subsp. vulgaris] gb|KMS96979.1| hypothetical protein 

BVRB_7g179860 [Beta vulgaris subsp. vulgaris] 

9 Athyo65500c000010 4.826923787 up 4.82E-06 gb|OVA00995.1| Protein of unknown function DUF620 [Macleaya cordata] 

10 Athyo7758c000010 4.776235003 up 0.000645382 

ref|XP_017422651.1| PREDICTED: BURP domain protein RD22-like [Vigna 

angularis] gb|KOM40319.1| hypothetical protein LR48_Vigan04g051700 [Vigna 

angularis] angularis] 

11 Athyo28256c000010 4.660627094 up 2.61E-05 

ref|XP_002989121.1| hypothetical protein SELMODRAFT_129215 [Selaginella 

moellendorffii] gb|EFJ09915.1| hypothetical protein SELMODRAFT_129215 [Selaginella 

moellendorffii] 
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表 11 根で Cd 曝露によって発現量が変動した遺伝子（続き） 

 gene fold change up/down q-value nr 

12 Athyo53194c000010 4.605804336 up 0.003538873 No hits found 

13 Athyo32077c000010 4.576294755 up 0.003255492 
ref|XP_002281594.1| PREDICTED: 30-kDa cleavage and polyadenylation specificity factor 30 

[Vitis vinifera]  

14 Athyo95714c000010 4.292681244 up 0.004959726 gb|ABK23514.1| unknown [Picea sitchensis] gb|ABK26522.1| unknown [Picea sitchensis] 

15 Athyo65056c000010 4.241966888 up 0.004171858 No hits found 

16 Athyo6890c000010 3.888842836 up 9.15E-05 

gb|AGC65520.1| catalase [Eriobotrya japonica] gb|AGC65522.1| catalase [Eriobotrya japonica] 

gb|AGC65523.1| catalase [Eriobotrya japonica] gb|AGC65524.1| catalase [Eriobotrya japonica] 

gb|AGE15297.2| catalase 2 [Eriobotrya japonica] 

17 Athyo733c000010 3.801384764 up 0.006422023 No hits found 

18 Athyo71933c000010 3.752645065 up 0.006300123 

gb|AGC65520.1| catalase [Eriobotrya japonica] gb|AGC65522.1| catalase [Eriobotrya japonica] 

gb|AGC65523.1| catalase [Eriobotrya japonica] gb|AGC65524.1| catalase [Eriobotrya japonica] 

gb|AGE15297.2| catalase 2 [Eriobotrya japonica] 

19 Athyo38788c000010 3.700115653 up 0.003010537 

gb|AGC65520.1| catalase [Eriobotrya japonica] gb|AGC65522.1| catalase [Eriobotrya japonica] 

gb|AGC65523.1| catalase [Eriobotrya japonica] gb|AGC65524.1| catalase [Eriobotrya japonica] 

gb|AGE15297.2| catalase 2 [Eriobotrya japonica] 

20 Athyo50110c000010 3.597876391 up 0.004442943 ref|XP_010916374.2| PREDICTED: protein TOO MANY MOUTHS [Elaeis guineensis] 

21 Athyo646c000010 3.541909647 up 0.002545133 
ref|XP_019638204.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC109480454 [Branchiostoma 

belcheri] 

22 Athyo29829c000010 3.507230605 up 0.004536319 
gb|ADM76637.1| extensin-like protein [Picea sitchensis] gb|ADM76673.1| extensin-like 

protein [Picea sitchensis] 
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表 11 根で Cd 曝露によって発現量が変動した遺伝子（続き） 

 gene fold change up/down q-value nr 

23 Athyo45306c000010 3.440215517 up 0.006283918 gb|ADE75884.1| unknown [Picea sitchensis] 

24 Athyo19712c000010 3.375010235 up 0.004442943 gb|ABK23533.1| unknown [Picea sitchensis] 

25 Athyo14848c000010 3.374948631 up 1.35E-07 
ref|XP_010691855.1| PREDICTED: gibberellin-regulated protein 1-like [Beta vulgaris subsp. 

vulgaris] 

26 Athyo50600c000010 3.34605093 up 0.000284835 
gb|OAE22061.1| hypothetical protein AXG93_3719s1410 [Marchantia polymorpha subsp. 

ruderalis] 

27 Athyo78396c000010 3.316586798 up 2.61E-05 gb|EPS62290.1| fasciclin-like arabinogalactan protein 13, partial [Genlisea aurea] 

28 Athyo29734c000010 3.298344953 up 0.004442943 
gb|OAE24973.1| hypothetical protein AXG93_3856s1020 [Marchantia polymorpha subsp. 

ruderalis] 

29 Athyo20012c000010 3.226284058 up 0.000448475 
ref|XP_012438085.1| PREDICTED: high mobility group B protein 7 [Gossypium raimondii] 

gb|KJB49541.1| hypothetical protein B456_008G147700 [Gossypium raimondii] 

30 Athyo1531c000010 3.188540256 up 0.00065894 
ref|XP_002972662.1| hypothetical protein SELMODRAFT_98542 [Selaginella moellendorffii] 

gb|EFJ25883.1| hypothetical protein SELMODRAFT_98542 [Selaginella moellendorffii] 

31 Athyo928c000010 3.135359894 up 9.15E-05 
gb|OAE25316.1| hypothetical protein AXG93_4620s1300 [Marchantia polymorpha subsp. 

ruderalis] 

32 Athyo92064c000010 3.005911039 up 0.003211277 No hits found 

33 Athyo22650c000010 2.99573403 up 0.005686001 
ref|XP_011046751.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC105141268 [Populus 

euphratica] 

34 Athyo41034c000010 2.721527324 up 0.006422023 gb|AQX43138.1| NPF family transporter [Pinus pinaster] 

35 Athyo90447c000010 2.681357294 up 0.005686001 
ref|XP_022035748.1| arabinogalactan peptide 20-like [Helianthus annuus] gb|OTG29326.1| 

putative arabinogalactan protein 20 [Helianthus annuus] 
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表 11 根で Cd 曝露によって発現量が変動した遺伝子（続き） 

 

表 12 地上部で Cd 曝露によって発現量が変動した遺伝子 

 gene fold change up/down q-value nr 

36 Athyo13177c000010 2.602511543 up 0.005686001 
ref|XP_002273978.2| PREDICTED: leucine-rich repeat receptor protein kinase EMS1 [Vitis 

vinifera] 

37 Athyo31112c000010 2.538822662 up 0.009123895 No hits found 

38 Athyo91363c000010 2.536730943 up 0.006242106 

ref|XP_002962111.1| hypothetical protein SELMODRAFT_403643 [Selaginella 

moellendorffii] gb|EFJ37371.1| hypothetical protein SELMODRAFT_403643 [Selaginella 

moellendorffii] 

39 Athyo79728c000010 2.45436106 up 0.000386894 gb|ABK24226.1| unknown [Picea sitchensis] 

40 Athyo44248c000010 2.44765859 up 0.005686001 

ref|XP_002987470.1| hypothetical protein SELMODRAFT_426244 [Selaginella 

moellendorffii] gb|EFJ11557.1| hypothetical protein SELMODRAFT_426244 [Selaginella 

moellendorffii] 

41 Athyo11730c000010 2.285394201 up 0.00044192 
ref|XP_013893708.1| hypothetical protein MNEG_13275 [Monoraphidium neglectum] 

gb|KIY94688.1| hypothetical protein MNEG_13275 [Monoraphidium neglectum] 

42 Athyo2124c000010 2.257585948 up 0.006480232 
ref|XP_015775952.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC107354063 [Acropora 

digitifera] 

43 Athyo18057c000010 2.180200308 up 0.008434135 
ref|XP_002304146.2| hypothetical protein POPTR_0003s06190g [Populus trichocarpa] 

gb|EEE79125.2| hypothetical protein POPTR_0003s06190g [Populus trichocarpa] 

 gene fold change up/down q-value nr 

1 Athyo33452c000010 2.362995864 up 0.004548 emb|CAN70585.1| hypothetical protein VITISV_013305 [Vitis vinifera] 

2 Athyo77495c000010 0.385231995 down 0.000729 gb|ABK26794.1| unknown [Picea sitchensis] 
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表 13 ヘビノネゴザと他植物との DEGs の数の比較 

 

 

5-2-5. リアルタイム PCR を用いた再現性確認 

 

Cd ストレスによって根での発現量を 2 倍以上増加させた遺伝子として、NPF 

family 遺伝子とカタラーゼ遺伝子が得られた。そこで、これらの遺伝子に着目し、

リアルタイム PCR により根におけるその発現量を調べた。カタラーゼ遺伝子は、

最も変動幅の大きい遺伝子ひとつを代表として調査した。リアルタイム PCR を

行った結果、NPF family では 2.3 倍の発現量の増加が確認された（図 5-9A）。こ

の変動幅は、前項の発現解析で算出された値よりも小さかった。一方で、発現解

析で最も増加が認められたカタラーゼは、リアルタイム PCR で発現量の増加は

認められなかった（図 5-9B）。 

  

植物 
Cd 

[μM] 
組織 

DEGs 数 

参考文献 発現量 

増加 

発現量 

減少 

ヘビノネゴザ 

（Athyrium yokoscense） 

100 葉 1 1 this work 

100 根 43 0 this work 

Solanum nigrum 50 根 233 126 Xu et al., 2012 

Solanum torvum 50 根 318 316 Xu et al., 2012 

イネ 

（Oryza sativa） 

10 根 214 22 He et al., 2015 

100 根 914 248 He et al., 2015 
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図 5-9 NPF およびカタラーゼのリアルタイム PCR の結果 

A：NPF をコードする Athyo41034c000010 遺伝子 

B：カタラーゼをコードする Athyo6890c000010 遺伝子 

図の値は、アクチン遺伝子との相対値を示す（n=3、 t 検定、*p < 0.05）。 

 

 

5-2-6. 金属トランスポーター遺伝子の探索 

 

Cd 環境下における遺伝子の発現解析では、NPF 以外のトランスポーターが検

出されなかったが、ヘビノネゴザには様々な金属トランスポーターが存在する

と考えられる。そこで、他の植物で Cd の輸送に関与することが報告されている

トランスポーター遺伝子のオルソログが作成したヘビノネゴザのデータセット

に含まれているかを調べた。その結果、様々なトランスポーター遺伝子のオルソ

ログと考えられる遺伝子の存在が示唆された。BLASTP 検索により、NPF の他

に Cd 輸送に関与する遺伝子として知られている AtIRT1、OsNramp5、OsHMA3、

Hmt1、OsACA6、AhCAX1（Ortiz et al., 1992; Connolly et al., 2002; Li et al., 2010; 

Miyadate et al., 2011; Ishikawa et al., 2012; Shukla et al., 2014; Ahmadi et al., 2018）が

ヘビノネゴザの遺伝子のデータセットに含まれていることがわかった（表 14）。

各トランスポーターのアミノ酸配列と相同性が高いヘビノネゴザの遺伝子を以

下に示す ; IRT1（Athyo10186c000010）、Nramp5（Athyo2574c000010）、HMA3

（Athyo6577c000010）、Hmt1（Athyo90534c000010）、ACA6（Athyo28924c000010）、

CAX1（Athyo1380c000010）、NPF gene（Athyo44698c000010）。これらは、他の植

物種の該当するものとの相同性が 30～60％であった（表 14）。ヘビノネゴザで

検出された金属トランスポーターの数を他の植物が保持する各トランスポータ

ーの数（Migeon et al., 2010; Pedersen et al., 2012）と比較した。その結果、ヘビノ

ネゴザでは他植物が持っている IRT や Nramp、CAX それぞれの各トランスポー
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ター遺伝子の数とほぼ同数の遺伝子が見つかったが、HMA、Hmt1、ACA は、他

の植物よりも多くの遺伝子数の存在が示唆された（表 15）。 

これらのトランスポーター遺伝子はいずれも前項の発現解析では Cd 曝露に

よる発現量の変動は検出されていなかった。各トランスポーター配列と最も相

同性が高いヘビノネゴザ遺伝子の発現量を図 5-10 に示す。このことから、ヘビ

ノネゴザは多くの金属トランスポーターを有していたが、100 µM の Cd 環境で

の 24 時間の曝露では、発現量の変動に至らないことがわかった。 

 

図 5-10 ヘビノネゴザが持つ各トランスポーターのオルソログの発現量 
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表 14  ヘビノネゴザがもつ金属トランスポーターのオルソログとの相同性の割合と Cd 曝露による発現量の変動幅 

 

  

遺伝子名 subject ID 

BLASTP DEseq2 in roots 

検索対象 相同性 

（%）  
E-value 

Fold change 

value 
q-value 

NPF Athyo44698c000010 46.8 1.47E-171 1.3 7.35E-01 Athyo41034c000010 

IRT1 Athyo10186c000010 41.3 5.00E-92 1.0 9.98E-01 AtIRT; NP_567590.3 

Nramp5 Athyo2574c000010 59.7 0 1.2 9.07E-01 OsNramp; Q8H4H5.1 

HMA3 Athyo6577c000010 47.7 0 1.9 7.65E-01 OsHMA3; Q8H384.1 

Hmt1 Athyo90534c000010 36.1 1.18E-129 0.9 9.85E-01 Hmt1; CAA20865.2 

ACA6 Athyo28924c000010 58.1 0 1.6 4.97E-01 OsACA6; AGW24530.1 

CAX1 Athyo1380c000010 48.7 2.23E-113 1.1 9.98E-01 AhCAX1; AKS03561.1 
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表 15 ヘビノネゴザがもつ金属トランスポーターのオルソログと他植物がもつ金属トランスポーターの数の比較 

植物種 
トランスポーター名 

ZIP(IRT) NRAMP HMA  Hmt1 ACA CAX 

ヘビノネゴザ 

（Athyrium yokoscense） 
10 8 72* 154 92* 2 

Arabidopsis thaliana 18 7 8 - 10 6 

Popilus trichocarpa 20 9 10 - - 7 

Vitris vinfera 20 6 9 - - 4 

Oryza sativa 16 7 9 - - 6 

Sorghum bicolor 17 10 9 - - 6 

Selaginella moellendorffii 9 7 
12 

- 5 1 
(10) 

Physcomitrella patens 9 6 
9 

- 5 5 
(6) 

Chlamydomonas reinharctii 11 3 
4 

- 4 2 
(5) 

Saccharomyces cerevisiae 5 3 2 - - 1 

*同一トランスポーターの重複あり。橙セルは Migeon et al., 2010、青セルは Pedersen et al., 2012 より引用した。 
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5-3. 考察 

 

 本研究によって、ヘビノネゴザが持つ遺伝子配列と発現パターンが初めて明

らかとなった。ヘビノネゴザの De novo トランスクリプトーム解析で得られたデ

ータは、アセンブリの結果や BUSCO 解析、OrthoMCL 解析などの検証結果から、

高い品質を有するものであると判断できた。他の植物と、ヘビノネゴザが持つ遺

伝子のオルソログを比較し、アノテーションの精度を評価したところ、ヘビノネ

ゴザは、原始的な植物から高等植物まで様々な植物種で共通して保存されてい

るオルソログを持っていることが示唆された。以上のことから、作成したデータ

セットは、十分な品質のものであるといえる（図 5-4、表 8、9）。シダ植物の遺

伝子情報は乏しく、Cd に高い耐性能を示すシダ植物のトランスクリプトーム解

析は初めての報告である。 

作成したデータセットを用いて、Cd ストレスに対する発現パターンの解析を

行った結果、ヘビノネゴザでは Cd 曝露によって根で 43 遺伝子、地上部で 2 遺

伝子のみで発現量の変動が認められた（図 5-7、表 11、12）。ナス科の植物であ

る S. nigrum と S. torvum を用いた研究では、50 µM の Cd 環境下に 24 時間曝す

と、それぞれ 359 遺伝子と 634 遺伝子が発現量を変動させることが報告されて

いる（Xu et al., 2012）。類似した報告はイネにおいてもなされており、10 µM と

100 µM の Cd 環境下に 24 時間曝すと、それぞれ 236 遺伝子と 1162 遺伝子が発

現量を変動させることが報告されている（He et al., 2015）。このことから、ヘビ

ノネゴザは Cd 曝露によって発現を変動させる遺伝子が他植物と比較して著し

く少ないことがわかる（表 13）。すなわち、ヘビノネゴザの遺伝子発現変動は、

これらの植物とは大きく異なることが明らかとなった。ヘビノネゴザは Cd スト

レスに対する応答が、これらとは違う非常に特殊なものを有している可能性が

示唆される。 

根で発現量が変化した遺伝子のうち、NPF family 遺伝子とカタラーゼ遺伝子に

着目し、リアルタイム PCR を用いて発現量の増加について再現性を確認した。

その結果、NPF では、Cd 曝露によって発現量の増加がみられた。NPF は、窒素

やペプチドを輸送するトランスポーターで、8 つのグループに大別されることが

知られている（Corratgé-Faillie and Lacomb, 2017）。シロイヌナズナを用いた実験

で、AtNPF7.2（旧名：AtNPF1.8）は、細胞膜に局在しており、Cd 曝露によって

発現上昇すること（5～13 倍）や、この遺伝子の KO 個体は Cd 感受性株になる

ことが報告されている（Li et al., 2010）。しかし、ヘビノネゴザで発現上昇が見ら

れた Athyo41034c000010 は変動幅が 2.3 倍と小さく、また、系統樹から AtNPF2

のグループと近いと推察され、AtNPF7.2 と類似の機能を保持している可能性は

低いと考えられる。尚、AtNPF2 には、皮層細胞や師部への連結細胞などに発現
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している遺伝子が知られているが（Léran et al., 2014）、Cd との関連については未

知である。一方、カタラーゼ遺伝子では、発現量の増加がみられず、再現性が確

認されなかった。これは、DEG を検出する際の q-value を一般的な条件よりも緩

和した 0.01 未満に設定した際に得られた遺伝子であるため、多少のエラーが含

まれている可能性が考えられる。カタラーゼは、H2O2 を O2 にする反応を触媒す

る酵素であり、酸化ストレスの緩和に関与するとされている（Mittler, 2002）。リ

アルタイム PCR 結果より、カタラーゼ遺伝子の発現変動が見られなかったこと

は、ヘビノネゴザが酸化ストレスを受けていないことを示唆する生理学的な実

験結果を支持するものである。 

多くの植物種では Cd は主に Fe や Ca、Zn などの二価イオントランスポータ

ーやチャネルを介して細胞内に侵入する（Clemens, 2006）。これまでに ZIP 

（ZRTIRT–like proteins）ファミリーに属する IRT トランスポーターや、コムギの

LCT1 トランスポーターのオルソログ、カルシウムチャネル、および Nramp が細

胞内への Cd の取り込みに関与していることが報告されている（Clemens et al., 

1998; Connolly et al., 2002; White and Broadley, 2003; Ishikawa et al., 2012）。Cd スト

レス環境下において、NPF 以外のトランスポーター遺伝子の発現変動が検出さ

れなかったことから、ヘビノネゴザが有する金属トランスポーター遺伝子の挙

動に興味が持たれた。本研究において取得したヘビノネゴザの遺伝子情報から、

ヘビノネゴザには、LCT1 以外のこれらのトランスポーター遺伝子が保存されて

いることがわかった（表 14、15）。このことは、ヘビノネゴザが他の植物と類似

した細胞膜でのイオン輸送システムを持っていることを示唆している。これに

も関わらず、これらの遺伝子の発現量が変動しないことは、Cd に対してこれら

のトランスポーターは遺伝子レベルでの応答を行っていないことを示唆してい

る。 
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第六章. ヘビノネゴザが保持するトランスポーターの機能解析 

 

6-1. 序論 

 

ヘビノネゴザの Cd 耐性機構を明らかにするためには、これまでに提唱され

てきたトランスポーターの特異性の高さを評価する必要がある。前項のトラン

スクリプトーム解析によって遺伝子配列が明らかとなったため、各トランスポ

ーターについての詳細な解析が可能となった。本項では、これを検証するた

め、ヘビノネゴザの代表的なトランスポーター遺伝子を単離し、これを発現さ

せたイネカルスを作出することで評価を行った。発現させるヘビノネゴザのト

ランスポーターとして、イネの OsNramp5 遺伝子のオルソログに着目した。

OsNramp5 はイネの根で発現しており、細胞膜に局在し、鉄などの輸送に関与

している（Ishikawa et al., 2012）。イオンビーム照射によって OsNramp5 に変異

が生じた個体では、Cd の取り込み量が低下することから、これが環境中から細

胞内への Cd の取り込みに関与することが示唆されている（Ishikawa et al., 

2012）。前項にて得られたヘビノネゴザの遺伝子情報から OsNramp5 遺伝子のオ

ルソログを抽出し、この構造および発現量から、最も Cd 輸送に関与している

可能性が高い遺伝子を選び出し、これをイネカルスへの導入に用いた。形質転

換イネカルスに Cd ストレスを与え、細胞内に取り込まれた Fe、Mn、および

Cd 量を測定し、この遺伝子機能を検定した。 

 

 

6-2. 結果 

 

6-2-1. ヘビノネゴザの Nramp を導入したイネカルスの作出 

 

イネの根では、鉄とマンガンのトランスポーターである OsNramp5 が Cd の取

り込みに関わっていることが知られている（Ishimaru et al., 2012）。前項で明らか

となったヘビノネゴザのトランスポーター遺伝子群の塩基配列のうちで

OsNramp5 と相同性を示す遺伝子を抽出した。その結果、OsNramp5 と相同性を

持つ 14 個の遺伝子がみつかった。このうち、E-value が 0.05 以下の遺伝子を

OsNramp5 のオルソログとした（表 16）。これらの遺伝子の発現量を図 6-1 に、

翻訳したアミノ酸配列を MOTIF 検索した結果を図 6-2、表 17 に示す。この中で

根において発現量が高く、かつ機能未知のドメイン（Domain of unknown function；

DUF）を持つ Athyo15474 遺伝子に着目し、これを AyNramp5a と名付け、以後の

実験に用いた。 
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AyNramp5a にコードされているタンパク質の C－末端に 6×His を付けたレポ

ーター遺伝子を人工合成した（図 6-3）。これを鋳型として、末端に attB1、attB2

配列を付加した PCR プライマーを用いて PCR を行い、末端に att 配列を付加し

た。得られた断片を植物用バイナリベクターに移し替えた。これにより 35S プ

ロモーターの下流に AyNamp5a－6×His が含まれる pGW2－AyNramp5a－6×His 

を得た（図 6-4）。 

これを用いてイネカルスを形質転換した。形質転換したカルスでは目的の断

片である 648 bp の DNA 断片が検出された（図 6-5）。 

 

図 6-1 OsNramp5 相同遺伝子の発現量 

 

 

図 6-2 OsNramp5 相同遺伝子の MOTIF 検索の結果 

OsNramp5 の配列は Accession No.Q8H4H5.1 を用いた。 
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GGATCCATGGGGGAGCTGTTACTATATCAACTCAGTTTGCAGGAC

TGGCCACCCCATAGCACTCTTCTTCTGTGGTGTTCGGTGCTCTCAAA

CCCGCTTAGCCTCAGCCTTCACCTGCTTTGCACCATAATGGATGCCG

GCCCAGACCAGATTTTCGTCCCCGAAAAACGAGGACTGCGTACACT

CTTAGCTTACCTGGGACCGGGTTTCTTGGTCGCAATAGCGTACATCG

ATCCAGGAAACTTTGAGTCTGACCTGAAATCGGGCGCCAAGTACAA

GTACGAGTTGCTATGGATCATCGTCATCGCCAGTTGTGCAGCGTTGT

TAATTCAGAGTCTCGCCGCCAATCTCGGCGTTGTAACAGGCAAGCA

CTTAGCGGAGCATTGCAGAACGGAGTATCCTCGCAAAGTGAACTTC

CTGCTTTGGATAGCAGCTGAAGTCTCCATTGTGGCCTCTGACATCCC

TGAAGTGCTGGGAACTGCCTTTGCCCTCAACCTTCTCTTCAAGATC

CCGGTTTGGGCAGGAGTGATCCTGACAGGTCTGTCCACGTTGATTC

TCCTTGCGCTGCAACAGTACGGCGTACGCAAGCTAGAGTTCTTCAT

AGCCCTACTGGTCTTCACCATGGCTGGCTGCTTCTTTGCAGAGCTA

GCTTATGCTAGGCCACCTGTGGTTGAAGTCTTGAAAGGCATGTTCAT

TCCTCGGCTTAATGGCGATGGTGCGACTAGGCTGGCTATCTCATTGT

TGGGTGCCATGGTAATGCCTCACAATCTGTTCTTGCATTCTGCCCTG

GTGCTTTCACGCCGTACGCCGAGAACAGTTCGCGGGATAAAGGATG

CGTGCAAATTCTACTTCATGGAGTCGGCTTTTGCGCTGTTTGTCGCG

TTTCTCATCAACATCTTTGTGAACAGCGTCAGTGGTGCCGTCTGTTC

CGATCCGACTTTAGCGGCTGGAGACAAGGAGAAATGCGAGAACCT

AGACCTCAATCAAGCGAGCTTTCTCCTGAAGAACGTGCTAGGCTCC

TGGTCGAGTAAGCTCTTCGGCATAGCGTTGTTGGCCTCAGGGCAAA

GCTCTACGATTACAGGCACCTATGCAGGGCAGTATGTGATGCAAGG

GTTTCTCAATCTCCGGTTCGTTCCCTGGGTTCGGAACCTTCTCACCA

GGTCTGTTGCCATTGGACCATCACTCCTCGCAGCGATTTTTGGCGG

GTCCTCAGGTGCAGGGAATCTCATCATCATCTCCAGCATTATCCTCT

CTTTCGAACTCCCCTTCGCTTTATTGCCCCTGCTCAAGTTCACGTCC

TCGAAGACCAAGATGGGCCCGTACAAGAATCCGCTTACCGGGATTC

GAGCTCATGATTACATGGTCAATCGGATTCACCACCATCATCACCAT

TGAGAATTC 

図 6-3  人工合成した AyNramp5-6×His の配列 

AyNramp5a 発現用ベクターに使用した AyNramp5-6×His の配列を示

す。太字は開始コドンを示し、下線部分は 6×His の配列を示す。黄色

マーカー箇所は Nramp ドメインに、緑マーカー箇所は DUF ドメイン

に相当する箇所を示す。 
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図 6-4 pGWB2－AyNramp5-6×His 作製の概略 

Kan：カナマイシン耐性遺伝子 

35S： CaMV 35S プロモーター 

attB1,attB2：BP clonase recombination sites 

attR1,attR2：LR clonase recombination sites 
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図 6-5 AyNramp5 発現プラスミドを導入した 

イネカルスにおける遺伝子の検出 

A：pGWB2－AyNramp5－6×His の概要図を示す。 

  矢印で表した AyNramp5―6×His（750bp）を PCR で増幅し、 

導入検定を行った。 

B：導入遺伝子断片の電気泳動結果を示す。 

    WT：日本イネカルス 

P.C :pGWB2－AyNramp5－6×His プラスミド 

#1~9：pGWB2－AyNramp5－6×His 導入カルス（日本晴宿主） 

 

表 16 ヘビノネゴザにおける OsNramp5 相同遺伝子 

subject ID 相同性（％） アライメント長（aa） E-value 

Athyo2574c000010 59.684 506 0 

Athyo15474c000010 65.995 397 0 

Athyo45774c000010 53.947 380 3.06E-133 

Athyo88288c000010 57.273 330 3.10E-132 

Athyo32359c000010 56.231 329 9.65E-126 

Athyo44278c000010 42.073 492 7.05E-112 

Athyo17600c000010 32.143 448 1.33E-45 

Athyo5667c000010 60.000 45 1.43E-12 
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表 17 OsNramp5 相同遺伝子の MOTIF 検索の結果 

 

subject ID Pfam 保有位置（E-value） モチーフ名 

Athyo2574c000010 
Nramp 40..401(8.1e-121) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 

DUF3112 403..473(0.26) PF11309, Protein of unknown function (DUF3112) 

Athyo15474c000010 
Nramp 80..441(6.6e-119) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 

DUF4131 168..221(0.046) PF13567, Domain of unknown function (DUF4131) 

Athyo45774c000010 Nramp 1..280(2e-80) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 

Athyo88288c000010 Nramp 2..256(1.3e-68) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 

Athyo32359c000010 Nramp 1..214(1e-60) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 

Athyo44278c000010 Nramp 75..436(3.8e-121) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 

Athyo17600c000010 Nramp 26..380(7.2e-90) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 

Athyo5667c000010 Nramp 27..70(0.0012) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 

OsNramp5 

(sp|Q8H4H5.1|NRAM5_ORYSJ) 
Nramp 65..426(9.7e-118) PF01566, Natural resistance-associated macrophage protein 
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6-2-2. 形質転換カルスを用いたヘビノネゴザの Nramp5a の機能解析 

 

得られた形質転換カルスの Cd の取り込みを調べた。得られた形質転換体カル

スと非形質転換体カルスのそれぞれ 10 個ずつを、10 µM の Cd を含む培地と、

100 µM の Cd を含む培地、および Cd を含まない培地の上に 24 時間置床した。

これらのカルスを錠剤に成型し、蛍光Ｘ線解析装置を用いて金属元素類の含有

量を測定した。標準の白米粉末と Fe、Mn、Cd も含む白米粉末を用いて作成した

検量線（図 6-6）から、形質転換体と非形質転換体カルスにおける各元素の取り

込み量を算出した。その結果、形質転換体では非形質転換体よりも鉄とマンガン

の取り込み量が増加していた（図 6-7A、B）。このことから導入した AyNramp5a

が鉄とマンガントランスポーターとして機能することが分かった。さらに、形質

転換体の Cd の取り込み量を測定したところ、形質転換体では非形質転換体より

も Cd の取り込み量が大きく増加していることが分かった （図 6-7C）。このこと

から、AyNramp5a はイネの Nramp と同様に Fe、Mn のトランスポーターとして

機能するだけではなく、Cd 取り込み量にも関与することが分かった。 

 
図 6-6  Fe、Mn、Cd の標準曲線 

蛍光 X 線解析における Fe（A）、Mn（B）、Cd（C）の標準曲線を示す。 
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図 6-7 蛍光 X 線解析によるイネカルスへの Fe、Mn、Cd 取り込み量 

A：Fe の取り込み量、B：Mn の取り込み量、C：Cd の取り込み量を

示す（N=3、t 検定、*p < 0.05、**p < 0.01）。 
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6-3. 考察 

 

 トランスクリプトーム解析によって、ヘビノネゴザには、多くの植物が有する

金属トランスポーター遺伝子と相同性を持つ遺伝子が存在することが分かった。

これらのトランスポーター遺伝子の発現量は Cd 投与によっても変動が起こら

なかったことから、ヘビノネゴザの金属トランスポーターは Cd ストレスに対し

て遺伝子の発現レベルでの応答が起こらないことが示唆された。このことから、

ヘビノネゴザのそれぞれのトランスポーターは標的とする金属に対する特異性

が高く、異物であるCdの取り込みが抑制されているのではないかと考えられた。

そこで代表的なトランスポーター遺伝子をイネカルスで発現させ、Cd の取り込

み量の変化を調べることで、ヘビノネゴザのトランスポーターの特異性につい

ての評価を行った。 

Nramp は細胞膜に局在する鉄とマンガンのトランスポーターである。イネの

Nramp5（OsNramp5）は Cd の吸収にも関与することが知られている（Ishimaru et 

al., 2012）。ヘビノネゴザの Nramp5 オルソログである AyNramp5a 遺伝子の構造

が明らかになったため、この遺伝子を導入したイネカルスを作製した。 

AyNramp5a を発現する形質転換体カルスを、Cd を含む培地で培養し、蛍光 X

線解析装置を用いて各カルスに含まれる元素の含有量を測定したところ、

AyNramp5a を発現させたイネカルスでは、鉄とマンガンの吸収量が増加してい

ることが分かった（図 6-7A、B）。このことから、ヘビノネゴザの AyNramp5a は

鉄、マンガントランスポーターとして機能することがわかった。また、Cd スト

レス下での Cd の取り込み量を測定した結果、形質転換体では、より Cd の吸収

量が増大していた（図 6-7C）。この結果から、AyNramp5a は OsNramp5 と同じよ

うに、鉄、マンガントランスポーターとして機能するだけでなく、他の植物の

Nramp5 と同じように Fe、Mn と競合して Cd を吸収することが分かった。この

ことから、AyNramp5a は Cd を通過させる金属トランスポーターであり、特定の

金属イオンに対する特異性は高くないことが示唆された。この結果は、ヘビノネ

ゴザの膜に到達した Cd は Nramp5 などのトランスポーターを介して細胞内へ流

入することを意味する。 
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7. 総合考察 

 

Cd 蓄積を調べた結果、ヘビノネゴザでは根端部に Cd が留まっており、細胞

内への吸収はほとんど起こっておらず、Cd の維管束内への輸送が厳密に抑制さ

れていることが示唆された。生理的応答の評価より、ヘビノネゴザの細胞は、

Cd 曝露に伴う酸化ストレスが観察されなかったことや、ROS とチオール化合

物が中心柱近傍のみで検出されたことから、表皮や皮層細胞にも Cd がほとん

ど入っていないことが示唆された。このような Cd 流入を阻止する防御機構と

して、ヘビノネゴザの根に見つかった発達したカスパリー線や、根に多くの有

機酸が含まれることが関与している可能性が考えられた。ヘビノネゴザの根で

は、根端部に吸着された Cd は細胞間隙を通ってカスパリー線まで輸送され、

ここで移送が抑制されていると考えられる。あるいは、皮層のそれぞれの細胞

表面に Cd が吸着されて動かない可能性も考えられる。 

 細胞内へ Cd が流入しない機構として、ヘビノネゴザが保持するトランスポ

ーターの特異性の高さが理由として考えられてきた。この検証を行うために

は、分子生物学的研究が必要であり、そのためにヘビノネゴザの遺伝子情報が

必要であった。しかしながらヘビノネゴザのゲノム情報などは全くなかったこ

とから、新たに De novo トランスクリプトーム解析を行うことで遺伝子情報を

明らかにした。得られた遺伝子情報から、Cd ストレスによって発現量を変動さ

せる遺伝子を調べたところ、ヘビノネゴザは発現量を変動させる遺伝子はほと

んどなく、またその変動幅も小さいことがわかった。これは、蓄積機構の評価

および生理学的応答の評価で示唆された Cd が細胞内へほとんど入っていない

現象を支持するものであった。 

ヘビノネゴザはさまざまな金属トランスポーターを保持しており、他の植物

と類似した細胞膜でのイオン輸送システムを持っていることが示唆された。そ

こで細胞外から細胞内への Cd 輸送を担う OsNramp5 のオルソログである

AyNramp5a をイネカルスに導入してその機能を評価したところ、トランスポー

ターとしての機能が認められた。さらに、OsNramp5 と同様に、Fe や Mn の他

に Cd も取り込むことが明らかとなった。 

 以上のことから、ヘビノネゴザは細胞膜の金属トランスポーターは他の植物

種のトランスポーターと同様に Cd を取り込むものであるにもかかわらず、細

胞内へ Cd を流入させない特殊な機能が存在することがわかった。すなわち、

ヘビノネゴザの Cd 耐性機構には、根に多く含まれる有機酸や発達したカスパ

リー線などの構造体が大きく関与していることが強く示唆された。もしくは、

一度細胞内へ吸収された Cd を排出する機能を有しているのかもしれない。こ

のような機能があるとすると、Yoshihara et al. （2014）による PETIS を用いた



78 
 

実験において、ヘビノネゴザを曝露した培養液中の Cd は、時間とともに徐々

に増加しているように見える現象を説明することができる。 

 これらの解析により、ヘビノネゴザが有する Cd 耐性に関する全体像が明ら

かになった。ヘビノネゴザでは他の植物と類似した細胞膜でのイオン輸送シス

テムを持っている一方で、根に多く含まれる有機酸や発達したカスパリー線な

どの構造体によって Cd を細胞内への吸収を抑制している。細胞内に吸収され

た Cd に対してもファイトキレチンによる隔離機能によって、生体内の反応を

阻害しないと考えられた。これらの個々の能力の総和により他の植物が成し遂

げることができなかった高い Cd ストレス耐性を有するに至ったと考えられる

（図７）。これらの結果は、今後の重金属汚染地域における作物の育成に役立

つものと考えており、重金属耐性を保持する植物に関する基盤的な知見となる

と期待される。 

 

図 7 ヘビノネゴザの Cd 耐性機構の概略 
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8. 材料と方法 

 

8-1. 供試材料と培養条件 

 

 ヘビノネゴザ（Athyrium yokoscense）は、群馬県足尾町の足尾鉱山跡におい

て 2001 年に採集した植物体からカルス誘導し、2001 年 9 月以来液体振とうに

より 1/2MS で継代を続け、胞子体に再分化させたものを用いた（Yoshihara et al. 

2005）。培地は、1/2x ムラシゲ・スクーグ（MS）培地（Murashige and Skoog, 

1962）に 30g/L スクロース、0.3％ゲランガム、ビタミン溶液（グリシン 2.0 

mg/mL, ミオイノシト-ル 100.0 mg/mL, ニコチン酸 0.50 mg/mL, ピリドキシン

塩酸塩 0.50 mg/mL, チアミン塩酸塩 0.10 mg/mL）を添加したものを用いた。

25℃、14 h/10 h（明条件/暗条件）環境下において培養した。 

 タバコはシャーレ上の 1/2MS 固体培地に播種し、発芽後 3～4 日程度の個体

をヘビノネゴザと同条件で 1 週間程度育成し、その後 1/2MS 液体培地に移植し

て 1 週間程度育成した幼植物体を使用した。 

 

8-2. 培養液の調製 

 

 終濃度が 0.1μM になるように Cd を添加した 1/4MS 培地を標準培養液とし

た。特定元素を除いた試験では、標準培養液から二価の必須金属元素である

Ca、Mn、Zn、Fe、Cu、Co および Mg、の７つの元素をそれぞれ１つずつ除い

た培養液を調製した。それぞれを⊿Ca、⊿Mn、⊿Zn、⊿Fe、⊿Cu、⊿Co、⊿

Mg 培養液と名付けた（表 18）。Ca 濃度を変化させた試験では、標準培養液の

Ca の終濃度のみを 0 mM、0.25 mM、0.5 mM、0.75 mM、1.0 mM および 1.25 

mM に変更した培養液を調製した（表 19）。第三章以降の試験では、1/4MS に

終濃度が 100 µM となるように Cd を添加した培養液を用いた（＋Cd）。Ca 欠乏

に応答する遺伝子の発現応答を調べた試験では、1/4MS 培地から Ca を除いた

試験区を作製した。1/4MS 培地から Ca のみを除いた培養液を-Ca、これに終濃

度 100 µM となるように Cd を添加した培養液を-Ca＋Cd とした（表 20）。 
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表 18 特定金属を除いた培養液の組成 

培養液名 
濃度（μM） 

Ca Mn Co Fe Mg Zn Cu Cd 

Control 750 25 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 

⊿Ca 0 25 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 

⊿Mn 750 0 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 

⊿Co 750 25 0 25 375 7.5 0.025 0.1 

⊿Fe 750 25 0.025 0 375 7.5 0.025 0.1 

⊿Mg 750 25 0.025 25 0 7.5 0.025 0.1 

⊿Zn 750 25 0.025 25 375 0 0.025 0.1 

⊿Cu 750 25 0.025 25 375 7.5 0 0.1 

 

 

表 19 Ca 濃度を変化させた培養液の組成 

培養液名 
濃度（μM） 

Ca Mn Co Fe Mg Zn Cu Cd 

Control 

（Ca0.75mM） 
750 25 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 

Ca0mM 0 25 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 

Ca0.25mM 250 25 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 

Ca0.5mM 500 25 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 

Ca1.0mM 1000 25 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 

Ca1.25mM 1250 25 0.025 25 375 7.5 0.025 0.1 
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表 20 培養液の組成 

培養液名 
濃度（µM） 

Ca Cd 

1/4MS 750 0 

-Ca 0 0 

＋Cd 750 100 

-Ca＋Cd 0 100 

 

 

8-3. カドミウム量の測定 

 

 数か月培養したヘビノネゴザ胞子体と、ヘビノネゴザと同程度の大きさまで

成長したタバコ（N. tabacum L. cv. Petit Havana SR1）の Cd 蓄積量を測定した。

タバコは、対照植物として用いた。標準培養液、特定金属を除いた培養液（表

19）、Ca 濃度を変化させた培養液（表 19）に 24 時間曝露した植物体を 3 つの

部位（地上部、根基部、根端部）に分け、各部位の Cd 量を誘導結合プラズマ

発光分光分析装置（ICP-AES; S Optima 5300 DV, Perkin Elmer, Waltham, 

Massachusetts, USA）を用いて測定した。供試材は、65℃下に 2 日間起き乾燥さ

せ、重量測定の後に 1.5 ml の HNO3 および H2O2 溶液を添加することで灰化を

行った。溶液の添加は各 2 回行った。灰化した試料を 1N の HCl 溶液 10 ml で

溶解し、測定試料とした。 

 

8-4. ポジトロンイメージング装置を用いた Cd の動態観察 

 

 観察に用いる 107Cd は、Fujimaki et al.（2010）の方法に従って作製し、標準

培養液および⊿Ca を調製した（表 18）。試験および解析は、Yoshihara et al.

（2014）と同様の方法で実施した。 

 

8-5. 活性酸素種およびチオール化合物の検出 

 

CellROX Green Reagent（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）および

mCBI（monochlorobimane；Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）を用い

て、根の切断面における活性酸素種（ROS）の発生部位とチオール化合物の蓄

積部位を観察した。CellROX 染色は、添付のプロトコールに従い、mCBI 染色

は、Kováčik et al.（2014）と同様の方法に従った。1/4MS および終濃度が 100 

μM になるように Cd を添加した 1/4MS（+Cd）（表 20）に 24 時間曝露した植物
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体の根を各染色試薬で処理を行い、卓上ハンドミクロトーム TH（Kenis, Osaka, 

Japan）を用いて 100 µm の厚さに切断し、正立顕微鏡（ECLIPSE 80i; NIKON, 

Tokyo, Japan）で観察した。蛍光は超高圧水銀ランプ（NIKON, Tokyo, Japan）を

用いて、CellROX による染色では励起波長 495 nm / 蛍光波長 590 nm、mCBI に

よる染色では励起波長 394 nm / 蛍光波長 490 nm とした。各蛍光プローブを用

いて染色した根の蛍光強度の測定をフリーフェアとしてウェブで公開されてい

る画像解析ソフトの Image J 1.48（http://rsb.info.nih.gov/ij/）を用いて行った。 

 

8-6. グルタチオンの定量 

 

 1/4MS および+Cd（表 20）に 24 時間曝露したサンプルを液体窒素中ですり

潰し、100 mg あたり 1 ml の 0.2 N HCl を用いて抽出した（酸抽出液）。総グル

タチオン濃度は、抽出に用いた HCl の 1/10 倍量の 0.2 M NaH2PO4 pH 5.6 を酸抽

出液に加えてよく混ぜ、さらに同じく HCl の 4/5 倍量の 0.2 N NaOH を加えて

中和したものを総グルタチオン濃度定量用測定液とした。さらに、総グルタチ

オン濃度定量用測定液 200 µL に 1 µL の VPD（2-vinylpyridine）を添加して還元

型グルタチオンを除去し、12000 rpm で 5 分間の遠心分離操作を行って得られ

た上清を酸化型グルタチオン用濃度定量用測定液とした。グルタチオンおよび

酸化型グルタチオンはプレートリーダーを用いたサイクリング法によって定量

した（Queval and Noctor, 2007）。すなわち各物質の定量は、10 µL の抽出液あた

り 180 µL のグルタチオン測定反応液を添加し、5 分後に 412 nm の吸光度の経

時変化（10 秒おきに 80 回測定）をプレートリーダー（Thermo Scientific™, 

Multiskan™ GO マイクロプレートスペクトロフォトメータ; Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, USA）で測定した。測定に用いたグルタチオン測定反

応液は、終濃度が 100 mM の NaH2PO4（pH 7.5）、5 mM の EDTA、0.5 mM の

NADPH と DTNB、および 0.2 unit の Glutathione Reductase となるよう調整し

た。また、定量を行うため、還元型グルタチオンおよび還元型グルタチオン

（WAKO, Osaka, Japan）を 100 µM になるよう溶解し、標品標準液として用い

た。それぞれの標準液の希釈系列を 3 点作成し、検量線を作成した。各標準溶

液の測定結果から作製した検量線を用いてサンプル中の総グルタチオンおよび

酸化型グルタチオン濃度を算出した。 

 

8-7. カスパリー線の検出 

 

1/2MS 培地で培養したヘビノネゴザ胞子体の根を供試した。供試材は、FAA

（3.7% formaldehyde, 5% acetic acid, 50% ethanol）に 24 時間以上浸漬した後、エ



83 
 

タノールシリーズ（50、70、80、90、95、100％）にて置換を行った。置換し

た根はテクノビット 7100（Kulzer, Hanau, Germany）で包埋し、ミクロトーム

PR-50（Yamato Kohki Industrial, Saitama, Japan）を用いて暑さ 20 µm の切片を作

成した。得られた切片を 0.1％（w/v）New Fuchsin（Sigma Aldrich, St. Louis, 

USA）を用いて染色し、倒立顕微鏡（PHASE CONTRAST-2 ELWD 0.3, Nikon, 

Tokyo, Japan）観察を行った。 

 

8-8. 有機酸の同定および定量 

 

1/4MS および+Cd（表 20）にヘビノネゴザとタバコを 14 日間に渡って曝露

した。曝露開始から 0 時間、1 日、3 日、7 日、10 日、14 日後に植物体からす

べての根を切断し、サンプルとした。ヘビノネゴザでは、曝露開始から 6 時間

後にもサンプルを得た。有機酸の抽出は、Johnson et al.（1996）の方法に従っ

た。 

有機酸の同定および検出は、ACQUITY UPLC システム（Waters, 

Massachusetts, USA）を用いて行った。分離用カラムは、ACQUITY UPLC® HSS 

T3（粒子径 1.8 µm、内径 2.1 mm×長さ 150 mm; Waters, Massachusetts, USA）を

用い、カラム温度は 30℃、圧力は 1 秒あたり約 12000 psi とした。また、検出

器には PDA eλ（Waters, Massachusetts, USA）を用い、検出波長は 210 nm とし

た。溶離液には、5 mM NaH2PO4（pH 2.8）を用いた。各チューブに接続した溶

液は、以下の通りである。すなわち、A1、A2 に 80％アセトニトリルを、B1 に

超純水を、B2 に 5 mM NaH2PO4（pH 2.8）を、SW、WNW に 10％アセトニト

リルを、SNW に 100％アセトニトリルを接続した。各溶液は、それぞれを調製

後に減圧濾過を行い、不純物の除去を行った。有機酸の同定および定量を行う

ため、各有機酸試薬（クエン酸、酢酸ナトリウム、マレイン酸（WAKO, Osaka, 

Japan）および有機酸キット（Sigma-Aldrich, St. Louis, USA）内容である DL-イ

ソクエン酸、コハク酸、シキミ酸、シュウ酸、L-乳酸、フィチン酸、フマル

酸、D-リンゴ酸）を 10 mg / ml になるよう溶解し、標品標準液として用いた。

なお、ピルビン酸（WAKO, Osaka, Japan）は、10 倍希釈液（約 125 mg / ml）を

標品標準液として用いた。それぞれの標品標準液の希釈系列を 3 点作成し、検

量線を作成した。各有機酸抽出液は、5 mM NaH2PO4（pH 2.8）で 10 倍希釈し

た後に UPLC 分析に用いた。なお、これらのサンプルは分析直前に 0.20 µm メ

ンブレンフィルター（SLLGH13NK、Millex）でろ過し、Amber Screw top vial

（12×32 mm; Waters, Massachusetts, USA）に充填したものを使用した。 
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8-9. ディジェネレートプライマーの設計 

 

 シロイヌナズナで塩ストレス、および Ca 欠乏時に発現量を変化させる遺伝

子をヘビノネゴザから単離する標的遺伝子とした。標的遺伝子のアミノ酸配列

と相同性が高いアミノ酸配列上位 50 種とシダ植物であるイヌカタヒバの相同

性が高いアミノ酸上位 5 種を元にアライメントを作成した。アライメントは、

clustalw（http://www.genome.jp/tools/clustalw/）で作成した。アライメントの描画

と編集は、Gene Doc（https://genedoc.software.informer.com/2.7/）を用いて行っ

た。アミノ酸の保存性が高く、かつ 3’末端 3 塩基が特異的配列となり、プライ

マーの通りが少なくなる配列を基にイノシンを用いてディジェネレートプライ

マーを設計した。なお、ACA 遺伝子は、ACA ファミリー全体でアミノ酸配列

の相同性が高い部分を標的としたため、2 種類のプライマーを用いた。すなわ

ち、約 1000 bp を増幅する ACAall プライマーで増幅が確認され、かつ、その増

幅産物を鋳型としてさらに内側の約 400 bp を増幅する ACAnested プライマーで

の増幅産物を塩基配列決定の材料とした。その他の遺伝子については、1 種類

のプライマーでの増幅産物を塩基配列決定の材料とした。標的遺伝子の一覧、

および設計したディジェネレートプライマーの配列を表 21 に示す。 
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表 21 ターゲット遺伝子と設計したディジェネレートプライマーの配列 

遺伝子名 Gene Code プライマー名 プライマー配列（5’→3’） Tm 値 予測される増幅塩基数[bp] 
AyACT At3g12110 ACT-F CACACTGGTGTGATGGTTGGNATGGG 61－63 460 

  ACT-R TAACCGCGTTCCGTCAGGATCTTCAT 60  

AyGLR2.3 At2g24710 GLR2.3-F GAKGCNGYIGNTNGGIGAKA 52－66 300 

  GLR2.3-R AMCATIGTNGARAADATRAACCA 54－64  

AyNHX4 At5g55470 NHX-F GGNGARGGIGTNGTIAAYGA 52－60 420 

  NHX-R CATRTANGAIARRTANGCCAT 50－60  

AyCAX3 At3g51860 CAX-F GTITCNTTYYTIACNGARCA 46－56 300 

  CAX-R TGNGWCSAIARYTGRTT 42－50  

AyACA At2g41560 ACAall-F GTNGGIATNAAYACIGARTGG 52－60 1020 

 BQ619447 ACAall-R CKRCAIGGRTCYTTDATNCC 52－64  

 At3g63380 ACAnested-F GCNTGYGARACNATGGG 50－58 390 

 At3g22910 ACAnested-R TCNSCIGCNCCYTTCCA 50－56  

Ay6TMS At2g18690 6TMS-F YTIGARGAYATDTGMCARGG 50－62 180 

  6TMS-R GAYTTRCANGTRAARTA 40－50  

Ay6TMS At4g21810 6TMS-F GAYTTYYTNTTYCAYATGTT 48－58 180 

  6TMS-R RAAICCNARNARIACCCA 46－58  

Ay6TMS At5g35735 6TMS-F TIAAYGCNRTITSNTGGGG 48－56 300 

  6TMS-R YKRTGRTADAYITTCCARTA 44－60  

Ay8TMS At3g06170 8RMS-F GAYYTIACNCAYAAYTGGAA 46－58 300 

  8TMS-R TARCGIABRTAIGYRCGRTA 42－52  

Ay9TMS At4g21250 9TMS-F TIGGNATHGGNGGIGGNTGG 56－64 360 

  9TMS-R CAIGGIVBRYKRAAICCCAT 46－58  
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8-10. RNA 抽出および cDNA 合成 
 
ヘビノネゴザの RNA 抽出は、ヘビノネゴザのカルス、根、および葉から各

抽出試薬およびキットを用いて添付のプロトコールに従い行った。抽出試薬を

用いた手法では、ISOGEN（Life technologies, Massachusetts, USA）、TRIZOL
（NIPPON GENE, Tokyo, Japan）を用いた。キットを用いた手法では、RNeasy 
Plant Mini kit（QIAGEN, Venlo, Netherlands）、RNA queous Micro Kit（Thermo 
Fisher Scientific, Massachusetts, USA）、NucleoSpin RNA Plant
（MACGEREYNAGEL, Dueren, Germany）、RNA すいすい（株式会社リーゾ, 
Tsukuba, Japan）を用いた。DNase 処理は、1 µg 相当量の RNA を

Deoxyribonuclease（RT Grade）for Heat Stop（NIPPON GENE, Tokyo, Japan）もし

くは Recombinant DNase（Takara, Kusatsu, Japan）を用いて反応温度 37℃もしく

は 42℃で、反応時間 20 分の条件で行った。反応産物は、ReverTra Ace qPCR RT 
Kit（TOYOBO, Osaka, Japan）による cDNA 合成に供した。反応には RNA 溶液

を 500 ng 相当量用い、Rever Tra Ace（TOYOBO, Osaka, Japan）1.0 μL、RNase 
Inhibitor（TOYOBO, Osaka, Japan)）0.5 µL、Oligo dT20（TOYOBO, Osaka, 
Japan）0.5 µL、dNTP Mixture（TOYOBO, Osaka, Japan）2.0 μL、5×Rever Tra Ace 
Buffer（TOYOBO, Osaka, Japan）4 μL を混合し、最終液量を 20 µL とし、42℃
で 60 分の反応を行った。その後、99℃で 5 分、4℃で 5 分の処理を行った。ま

た、Rever Tra Ace を添加せずに cDNA 合成反応を行った反応液をネガティブコ

ントロールとして用いた。 
 
8-11. ヘビノネゴザのゲノム DNA の抽出 
 
 ヘビノネゴザの羽片 1 枚を刻んでエッペンドルフチューブに入れ、これにオ

ート SK ミル（Tokken Inc., Kashiwa, Japan）用のクラッシャーを投入し、液体窒

素で冷却した後にオート SK ミルで 1600 rpm、30 秒間振盪を 5 回繰り返して粉

砕した。これに 700 μL の植物用細胞溶解試薬（1 M Tris-HCl（pH 8.0）、5 M 
NaCl、0.5 M EDTA、10% SDS）を加えて混合し、65℃で 1 時間静置した。その

後クロロホルムを 600 μL 加えて 20 分振盪し、12000 rpm、室温、5 分で遠心分

離した。水層を 500 μL 吸い取り、これに 500 μL のイソプロパノールを加えて

混合した。10000 rpm、室温、5 分間で遠心分離し、得られた沈殿に 900 μL の

冷 70％エタノールを加え、これを 12000 rpm、室温、2 分間で遠心分離した。

上清を捨て沈殿を減圧乾燥し、沈殿物を超純水 50 μL に溶解したものを DNA
溶液とした。 
 
8-12. ディジェネレート PCR 
 
 ディジェネレートプライマーを用いた PCR は、ヘビノネゴザから抽出した

DNA あるいは RNA から調製した cDNA を鋳型として Go taq（Promega, 
Madison, USA）を用いて行った。反応液は、Go taq を 4.5 µl、鋳型を 1.0 µl、
100 µM の各プライマーを 0.5 µl ずつを混合し、最終液量が 10 µl となるように

調製した。PCR 用サーマルサイクラーのプログラムは、1 サイクルを 94℃で 5
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分、その後 94℃を 30 秒、アニール温度を 30 秒、72℃を 30 秒、として 30 サイ

クル行い、さらに最後に 3’末端保護のために 72℃で 5 分間保持した。なお、ア

ニール温度は、45.0℃、48.0℃、51.6℃、55.2℃と変化させ、適切な温度を選択

した。増幅がみられたものでは、最終液量が 100 µl となるよう反応液を再調製

し、増幅産物の精製を行った。本条件での PCR の増幅産物が微量であった際

に、サーマルサイクラーの条件として、以下に示すステップアッププログラム

を行った。1 サイクルを 94℃で 5 分、その後 94℃を 30 秒、45℃を 30 秒、72℃
を 30 秒、として 5 サイクル行い、さらに 94℃を 30 秒、53℃を 30 秒、72℃を

30 秒、として 30 サイクル行い、最後に 3’末端保護のために 72℃を 5 分間保持

した。 
 
8-13. サブクローニング 
 
 ディジェネレート PCR によって得られた産物を UltraClean 15 DNA 
Purification Kit（MO BIO, California, USA）を用いて精製した。精製した PCR 産

物をエタノール沈殿により濃縮し、pGEM-T Easy Vector SystemⅠ（Promega, 
Madison, USA）を用いて、添付のプロトコールに従い大腸菌に遺伝子導入を行

った。遺伝子導入を行った大腸菌は、アンピシリン/X-Gal/IPTG を含む LB 培地

を用いて 37℃、一晩増殖させて、コロニー形成を行った。LB 培地の組成は、

Bacto pepton を 10.0 mg/L、Yeast Extract を 5.0 mg/L、NaCl を 10.0 mg/L、
Agarose を 15.0 mg/L、Ampicillin を 25.0 mg/L、X-Gal を 40.0 mg/L、IPTG を 0.1 
mM とした。コロニーを形成した大腸菌のうち、白色を呈したものを選抜し

た。選抜したコロニーは、直接 PCR 法により導入した遺伝子の確認を行った。

反応は Go taq（Promega, Madison, USA）を用いて行い、その組成は Go taq を

5.0 µl、100 µM の各プライマーを 0.05 µl ずつとし、最終液量を 10 µl とした。

用いたプライマー配列を表 22 に示す。また、この PCR 産物をシークエンスに

用いた場合の組成は、Go taq を 5.0 µl、100 µM の各プライマーを 0.01 µl ずつと

し、最終液量を 10 µl とした。導入確認された大腸菌のプラスミド抽出には、

QIAprep Miniprep spin columm（QIAGEN, Venlo, Netherlands）を用いて、添付の

プロトコールに従い行った。  
表 22 M13 の配列 

 プライマー配列（5’→3’） 
M13-Fw： CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
M13-Rv： TCACACAGGAAACAGCTATGAC 

 
 
8-14. 塩基配列の決定 
 
 BigDye® Direct Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 
USA）を用いて、添付のプロトコールに従い導入確認された大腸菌のプラスミ

ドの塩基配列の決定を行った。大腸菌の遺伝子導入確認時に行ったコロニー

PCR 産物から塩基配列を決定する場合には、ExoSAP-IT（Thermo Fisher 
Scientific, Massachusetts, USA）を用いてプライマーを除去した後に塩基配列の
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決定を行った。塩基配列の決定に用いたプライマーは、導入確認を行った際の

プライマーと同じものを用いた（表 22）。 
 
8-15. 決定した塩基配列の解析 
 
 PCR 産物から得られた塩基配列は、DNA シーケンスアセンブルソフトウェ

ア SEQUENCHER V5.0（日立ソリューションズ, Tokyo, Japan）を用いて塩基配

列の相同性解析を行った。得られた塩基配列をアミノ酸配列に翻訳し、そのア

ミノ酸配列とシロイヌナズナ、タバコもしくはイネ、およびイヌカタヒバの各

遺伝子と対応するアミノ酸配列でアライメントを作成した。 
PCR 産物から得られた塩基配列の相同遺伝子検索は、Blast

（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を用いて行い、シロイヌナズナの相同遺

伝子検索は、TAIR BLAST 2.2.8（http://www.arabidopsis.org/cgi-
bin/Blast/TAIRblast.pl）を用いて行った。Blast のプログラムは、Blastx とし、デ

ータベースは Standard (1)、Non-redundant protein sequences (nr)で行った。TAIR 
BLAST 2.2.8 のプログラムは BLASTP とし、データセットは TAIR10 Transcripts 
（-introns,+UTRs）（DNA）で行った。 
 AyACA のアミノ酸分子系統樹の作成は、PCR 産物から得られた塩基配列と、

シロイヌナズナ、イヌカタヒバ、およびヒメツリカネゴケの対応する部分配列

（Pedersen et al., 2012）を元に clustalw（http://www.genome.jp/tools/clustalw/）を

用いて近隣結合法（NJ 法）により行った。NPF トランスポーターのアミノ酸

分子系統樹の作成は、RNA-seq によって得られた配列と、シロイヌナズナの配

列（Léran et al., 2014）を元に同様の方法で作成した。アミノ酸分子系統樹の描

画は、tree view（https://treeview.software.informer.com/）を用いた。 
 
8-16. リアルタイム PCR 
 
 調製した RNA を用いて cDNA を合成した。AyACA および AyDER では、これ

を鋳型として、SYBR Premix Ex TaqⅡ（Takara, Kusatsu, Japan）を、NPF および

カタラーゼでは Thunderbird SYBR qPCR Mix（TOYOBO, Osaka, Japan）を用い

て発現量の測定を行った。用いたプライマーを表 23 に示す。反応は、

QuantStudio 3（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）を用いた。反応条

件は、ポリメラーゼ反応として 94℃を 10 分保持した後、94℃30 秒、55℃30
秒、77℃30 秒を 40 サイクル行った。発現量は、2-ΔΔCt 法を用いて相対的に評価

した。アクチンは、NPF とカタラーゼの発現量標準化のために用いた。 
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表 23 リアルタイム PCR に用いたプライマー配列 
遺伝子名 プライマー名  プライマー配列（5’→3’） 

AyACT AyACT-qF： CCATCCAGGCTGTGCTATCC 
 AyACT-qR： CACGACCTGCAAGATCCAGA 

AyACA-1 AyACA-1-qF： CTGGGCTTAGAGTTGGGAAT 
 AyACA-1-qR： ATGCACCTTGCCATTATCTGCTAC 

AyACA-3 AyACA-3-qF： GACGAAGAGCCAGAAGTGATAG 
 AyACA-3-qR： ACTCCTGCCCGTTTCTTGATG 

AyACA-4 AyACA-4-qF： GGGAAAAGCCATCTGTCTGA 
 AyACA-4-qR： CTGGGCACAAAGACACTTCC 

AyACA-5 AyACA-5-qF： GAGCTCCAGAATTTTCCCGA 
 AyACA-5-qR： AAACTTCAGGCTCTCCTGCAC 

AyDER AyDER-qF： ATTGCAAATTGCTGGAGGAG 
 AyDER-qR： GCCAAGGATTCAGACACCAG 

NPF  AyNPF-F： CGAGGCGACACTCTACATGA 
(Athyo41034c000010) AyNPF-R： AGAACCTCGTGCTTCCAAGA 

カタラーゼ AyCAT-F： GAGATGTGGAGGGTTCTGGA 
(Athyo6890c000010) AyCAT-R： AACGGCCTCTTCAACAGAGA 

 
 
8-17. PCR による cDNA に含まれるゲノム DNA 由来の不純物の検出  
 

DNase 処理および逆転写反応の有無が異なる 4 種の cDNA を供試した。コン

トロールはゲノム DNA を用いた。プライマーは、アクチンのエキソンおよび

イントロン配列に対応するプライマーを用いた（表 24）。PCR の反応溶液は、

0.5 µL の DNA 溶液または cDNA 溶液に 0.5 µL、10×Blend-Taq Buffer
（TOYOBO, Osaka, Japan）1.0 μL、dNTP Mixture（TOYOBO, Osaka, Japan）1.0 
μL、Blend-Taq DNA polymerase（TOYOBO, Osaka, Japan)）0.1 μL、10 μM のプ

ライマーを 0.5 µL ずつを加えて混合し、最終液量が 10 µL となるように調製し

た。PCR は、2720 Thermal cycler（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）

を用いて、1 サイクルを 94℃で 5 分、その後 94℃を 30 秒、55℃を 30 秒、72℃
を 30 秒として 30 サイクル行い、最後に 3’末端保護のために 72℃を 7 分間保持

した。 
 
表 24 アクチンのエキソンおよびイントロン配列に対応するプライマー配列 

 

遺伝子名 プライマー名 プライマー配列（5'→3'） 

AyACT 

エキソンプライマー-Fw CCATCCAGGCTGTGCTATCC 
エキソンプライマー-Rv  CACGACCTGCAAGATCCAGA 
イントロンプライマー①-Fw CAGTAGCAATTGGAGGAAGGA 
イントロンプライマー①-Rv CATTGTCCCACTTCAAGCCA 
イントロンプライマー②-Fw GGTGCAGATGATTGGGTTTTCT 
イントロンプライマー②-Rv CCCACTTCAAGCCATGTCATC 
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8-18. RNA シーケンス 
 
 1/4MS および+Cd（表 20）に 24 時間曝露したヘビノネゴザの根と地上部か

ら RNeasy plant mini kit（QIAGEN, Venlo, Netherlands）を用いてトータル RNA
を抽出した。抽出した RNA は、NanoDrop 2000（Thermo Fisher Scientific, 
Massachusetts, USA）と Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies, California, 
USA）を用いて精製度を確認した。RNA ライブラリーは、Truseq RNA library 
Preparation Kit（Illumina, California, USA）を用いて作成し、Hiseq2000 sequencer
（Illumina, California, USA）により 100 bp のペアエンドを得た。生データは、

DNA Data Bank of Japan（DDBJ）にアクセッションナンバーDRA008924 にて登

録された。 
 
8-19. De novo アセンブリと ORF の妥当性確認 
 
 得られたシーケンス生データは、FastQC 
（http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/）と Trimmomatic v0.36
（Bolger et al., 2014）を用いて解析を行った。Trimmomatic v0.36 は、パラメー

タを LEADING, 20; TRAILING, 20; SLIDINGWINDOW, 4:15; MINLEN, 36 に設定

して行った。トリミングされた配列のアセンブルは、Trinity（v2.4.0）（Grabherr 
et al., 2013）のパラメータを--seqType fq --SS_lib_type RF に設定して得られた配

列を元に PCAP（Huang et al., 2003）を-y 10、-t 80 の設定にて行った。得られた

データセットを相同性 80％で同一とみなし、CD-HIT-EST（Fu et al., 2012）でグ

ループ分けを行った。クラスター内で最も長い配列を用いて、タンパク質をコ

ードしている領域を TransDecoder v.3.0.1（https://transdecoder.github.io/）によって決

定した。配列比較は BLAST search（v2.3.0+）から得られた UniProt データベー

スと HMMER package（Johnson et al., 2010）中の hmmscan プログラムから得ら

れた Pfam-A データベースを用いた。タンパク質をコードしている転写配列

は、以降のリファレンス配列データセットとして用いた。リファレンス配列の

妥当性については、embryophyta_odb9 データベースを用いて、パラメータ-e 1e-
05 -m tran として BUSCO v3.0.2（Simão et al., 2015）を行った。転写産物のオル

ソログについては、BLASTP（-e 1e-5 -F F -m 8）に基づいて OrthoMCL1.4（--
mode 4）解析を行い、シロイヌナズナ（phytozome）、ゼニゴケ

（http://marchantia.info/download/）、イヌカタヒバ（ensemble plants）と共通して保

持しているオルソログを調べた。 
 
8-20. トランスクリプトーム結果に基づく発現量の解析 
 
 トリミングされた RNA のリードは、BWA 0.7.17-r1188 program（Li and 
Durbin, 2010）をパラメータ mem -M としてリファレンス配列へマッピングし

た。発現量は、reads per million mapped reads（RPM）に基づいて featureCounts 
program（Liao et al., 2014）を用いて計算した。3 反復のサンプルすべてで RPM 
≥ 1 を示した転写物は有意に発現しているとした。発現量が異なる転写物につ
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いては、R 中の DESeq2 program（Love et al., 2014）を用いて、fold change ≥ 2、
qௗ< 0.01 を満たす転写物として決定した。 
 
8-21. Gene Ontology 解析（GO 解析） 
 
 GO アノテーションに基づいて、根と地上部のサンプル間で発現が異なる転

写産物の解析を行った。 フィッシャーの正確確率検定を使用して、ベンジャ

ミニホッホベルグ法に基づく偽発見率 < 0.05 で解析を行った（The Gene 
Ontology Consortium, 2014）。 
 
8-22. AyNramp5a 発現用プラスミドの構築 
 

AyNramp5a 遺伝子配列の情報を元に、3’末端に 6×His タグを付加した遺伝子を

人工合成した（図 6-3）。合成した遺伝子（AyNramp5a‐6×His）を鋳型として、3’ 
末端に attB1、attB2 配列を付加した PCR プライマーを用いてこの領域を増幅し

た（表 25）。増幅した DNA 断片は、Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
（Promega, Madison, USA）を用いて精製した。 
増幅した断片は BP 反応により pDONR-207（Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA）へ挿入した。BP 反応は、PCR 産物 5.0 µL に、pDONR207DNA
溶液 を 1.0 μL、BP clonase（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）2.0 µL、
MilliQ 水 2.0 µL を加えて混合し、25℃で 60 分間保持することで行った。次に

LR 反応を行って pDONR-207（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）へ挿

入した AyNramp5 を pGWB2（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）へ乗

せ換えた。LR 反応は、AyNramp5a が導入された pDoner207 プラスミド溶液 3.0 
µL（150 ng 相当量）に、pGWB2DNA 溶液 1.0 µL と LR clonase（Thermo Fisher 
Scientific, Massachusetts, USA）2 µL および MilliQ 水 4 µL を加えて混合し、25℃
で 60 分間保持することで行った（図 6-4）。 

 
表 25 AyNramp5 の増幅に用いたプライマー 

 
 
8-23. イネカルスの形質転換 
 
イネカルスの形質転換は、アグロバクテリウム法を用いた（Hiei et al., 1994）。

日本晴（Oryza sativa L. cv. Nipponbare）の玄米を滅菌し、N6D 固体培地に胚の部

分を上にして置床し、28℃の明所で培養してカルスを誘導した。N6D 固体培地

は、Sucrose を 30 g、CHU（N6）Basal Salt Mixture（Sigma Aldrich, St. Louis, USA）

を 3.98 g 、 Bacto Casamino Acids を 900 mg 、 L-proline を 2878 mg 、 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid を 2 mg、N6-vitamin（200×）を 5.0 ml、ゲルライト（WAKO, 

プライマー名 プライマー配列（5'→3'） 

attB1－AyNramp5－Fw 
GGGGACCACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCAT 
GGGGGAGCTGTTACTATATCAACTCAG 

attB2－AyNramp5－Rv 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTC 
AATGGTGATGATGGTGGTGAATCCGATTGA 
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Osaka, Japan）を 4.0 mg を混合、1000 ml へメスアップして調製した。N6-vitamin
（200×）は、グリシン: 40 mg/l; ニコチン酸: 10 mg/l; ピリドキシン HCl: 10 mg/l; 
非アミン HCl: 20 mg/l; ミオイノシトール: 2.0 g/l の混合液を用いた。使用直前

に、必要に応じてクラフォラン（Sanofi S.A., Paris, France; 250 mg/mL）を 2.0 ml、
Hygromycin B（WAKO, Osaka, Japan; 50 mg/mL）を 1.0 ml 添加した。アグロバク

テリウム（Agrobacterium tumefaciens EHA105）の形質転換はエレクトロポレーシ

ョンにより行った。形質転換したアグロバクテリウムは AAM＋アセトシリンゴ

ン溶液 30 mL に懸濁し、イネカルスと混和した後に 2N6-AS 固体培地（Hiei et al., 
1994）の濾紙上に置床し、25℃，暗所で 3 日間共存培養した。AAM＋アセトシ

リンゴン溶液は、AAM 培地用ストック溶液（Hiei et al., 1994）にアセトシリンゴ

ン（Sigma Aldrich, St. Louis, USA）を 30 mg/L となるように加えることで調整し

た。形質転換カルスを選抜は、クラフォランとハイグロマイシンを含む N6D 固

体培地に置床し、28℃、明所で培養することで行った。 
形質転換カルスの遺伝子導入検定として、RNA を抽出し、調製した cDNA

を鋳型として PCR を行った。PCR に用いたプライマーを表 26 に示す。 
 

表 26 カルスの導入検定に用いたプライマー 
プライマー名 プライマー配列（5'→3'） 

Seq－Nramp5－Fw TTAATGGCGATGGTGCGACT 
Seq－Nramp5－Rv CCCGGTAAGCGGATTCTTGT 

 
 
8-24. 植物体の Cd 投与と Cd 取り込み量の分析 
 
  金属イオンの含量の分析は東京電機大学北千住キャンパスの保倉研究室にて

行った。R2 液体培地（Ohira et al.,1973）に、CdCl2を終濃度 10 µM または 100 µM
となるように加えた培養液を調製し、Cd の取り込み量を測定するための試験区

とした。WT と形質転換カルスのそれぞれ 10 個体を各試験区で 24 時間振盪培養

した。各試験区で振盪培養したイネカルスを洗浄し、凍結乾燥機（FDU-12AS; 
EYELA, Tokyo, Japan）を用いて 24 時間かけて凍結乾燥を行った。この試料をミ

キサーミル（Verder Scientific, Tokyo, Japan）で破砕し、破砕したサンプル 30 mg
を Atlas 15T manual hydraulic press（SPECAC, Kent, England）を用いて圧縮して、

10 mm 径の錠剤に成型した。この錠剤を用いて試料中に含まれる元素の量を蛍

光 X 線解析装置によって測定した。 
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