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Summary 

Th巴 effectsof the amino acid analogs azetic1in日 2'caboxylicacid (A2C)， hydroxyproline and 

thioproline， on the growth of ArabidoJうsisthaliana (L.) Heynh. ecotype Landsberg was tested for・

isolate pro!ine analog-τ日sistantmutants. “Zero growth" concentrations of εach inhibitor wer巴

30μM，l mM  and 1.5 mM  respectively. Because A2C was th巴mosteff巴ctiveinhibitor， it was used 

to isolate mutants resistant to the pro!ine analog. Growth inhibition by A2C was reversed by low 

prolin巴concentrations.Five hundred thousand of bulk-harvested M2 seeds (derivec1 from 100，000 

M， seeds of Arabidopsis mutagenized by 0.3% EMS) were germinatec1 on agar-solic1ified mec1ium 

containing 150μM A2C. 1n this medium r日sistantmutants w日reable to germinate and proc1uce 

norl11al shoots and roots. 1、hirty-nineputative mutants were selected. From this initial screeηing 

only 22 resistant l11utants were chosen as these were found to be fertile. Their progeny was re-

S巴lectec1for resistance to A2C in thεM4 generation， anc1 some resistant lines werεobtain巴d.The 

mutant R26 2 and the wild.type seec1lings were testec1 for NaCl tolerance. 1n adc1ition， the mutant 

R26-2 showec1 better tolerance than the wild-type under the low concentrations of N aCL 

Key words: Analog-r巴sistantl11utant， Arabidoρsis thaliana， Proline. 

緒 言

水ストレス誘導プロリン集積は水ストレスに対する全ての植物に共通する代謝的応答であ

りし2hプロリン集積量と酎i乾性との聞に密接な相関があることを報告する例も多い九従って，

高プロリン遺伝子型(できれば水ストレスの強さに応じて集積プロリン量をコントロールずる

もの)の品種を選抜することは，すなわち耐乾性品種の選抜であり，安定した収量に誼結する

Abbreviations: A2C， L..azeticlin巴 2-carboxylicacicl; EMS， Ethyl Methanesulfonate; Hyp， fmns-4 

hyclroxy.. L-proline; P5CS，ム'-pyrroline-5-carboxylatesynthetase; T4C， L-thiazolicline.4 .carboxylic 
acicl;もiVT，wilcl typ巴
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ものと期待されるべまた，細胞内に集積したプロリンは，細胞質のタンパク質の安定化刊膜

の安定化刊さらにはストレス回復時の窒素とエネルギーの貯蔵庫 2)としての貢献を通して，水

欠乏，塩類集積，凍害などの環境ストレスから細胞を保護しているのではないかと提唱されて

いるが，これらの説を証明するうえでも重要な貢献そする.このような期待から，プロリンア

ナログを用いてプロリンを過剰生産するさまざまな植物の作出が行われてきた.これまでで、報告

された専事主例は，懸濁細胞を用いた 4ヒドロキシプロリン (Hyp討)およびび、アゼゼ、チジン一 2一カ lルレボ

ン酸 (A2Cο)耐f性生ニンジン7，8ヘ8
リア1山lり)の例，初生葉，根由来のカノレスを用いた A2C耐性大豆11チオプロリン (T4C)および

Hyp耐性縁豆1山)の例，臨由来カノレスを用いた T4C耐性コヌカグサ15)，Hyp耐性小麦 16)の例，

NaN3処理した種子の肢を使用した Hyp耐性大麦 17)の例，様子で耐性株を作出した Hypおよ

びA2C耐性シロイヌナズナ (ecotypeBensheimを供試)18)の例がある.細胞培養による突然変

異体の選抜は非常に有効な方法であるが，この方法は，再分化系の確立されていない植物種や

長期継代培養のため細胞が再分化能を失い個体として育成することが困難な場合が多く，また

遺伝的安定性に欠けるといったことが指摘されている 1九現に，報告された事例の中で再生個体

を得たのは，大麦 17}，ポテトヘコヌカグサ15)，小麦 16)の4例である.従って，シロイヌナズナ

のように種予選抜が可能な植物は先述の理由で大きなメリットを持っている.

本報告では ecotypeLandsbergを用いて，低濃度で明確な成長阻害を示す A2Cに対する耐

性株を選抜し，その生育，遺伝的安定性およびNaCIに対する反応について調べた.

材料および方法

種子の変異~J処理

約10万粒のシロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana (L.) Heynh， Landsberg)の野生型種子

弘常温で0.3%EMS搭液に16時間撹枠しながら漫潰した.処理した種子 (M1)を数回水で洗

浄後プランターに播種し， Mz種子を得た.

シロイヌナズナの生育に及ぼすプロ 1)ンアナ口グ. NaCI，マニ卜ールの影響と A2C耐性株の

選抜

種子を 5%次亜塩素酸ナトリウムと0.02%Triton-X100を含む滅菌水で 5~10分間殺菌し，

その後滅菌した純水で5閉リンスした.滅菌した種子100粒を， 0.5%シュークロース， 0.7%寒

天(和光植物堵地用)及び濃度の異なる生育阻害剤 A2C，Hyp， T4C， NaCI，マニトーノレを含

む最小培地問tこ，パスツーノレピペットを用いてシャーレ全面に均一に置かれるよう播種した.生

育盟害斉jを含む培地は，終濃度が既知の濃度になるよう考慮、したろ過滅議済みの高濃度溶液を

シャーレに添加し，オートクレープした最小培地を加えて十分に撹枠・固形化したものである.

播種したシャーレは十分な吸水が行われるよう冷蔵庫に 2日聞置いた.その後， 9日間230C連

続光のもとで栽培し，芽生えを採取，根に付着した寒天を取り除いて新鮮震を測定した.

A2C耐性株の選抜は以下のように行った.オートクレーブした0.05%寒天溶液に分散させた

約1000粒の滅菌種子(合計50万粒)を， A2C 150μMを含む境地に語種し，上記と同様に栽堵し

た.この培地で野生型の芽生えは発芽後すぐに死滅したが， A2Cに対して耐性を示す幼植物は

発芽・生長した.50万粒のM2種子から良好な発芽・生長を示した耐性f岡本を選抜し，t真重に肥

料入りピートモスの培土(ジフィー 9)に移植し，それぞれ自殖種子 (MJ を得た.さらに，

M4世代で実施した耐性の検定により特に耐性の強いものを選び，再選抜にかけ，いくつかの耐
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性系統を得た.

耐性の検定

得られた耐性株の積子を， A2COμMと野生型の芽生えがゼロ生長を示す A2C50μMを添

加した培地にそれぞれ約100粒ずつ播種して生育を比較した.栽培条件は上記の通りである.

結 果

プロリンアナログがシロイヌナズナの生育に及ぼす影響

3種類のプロリンアナログがシロイヌナズナの生育をどのように阻害するのか調べた. A2C 

が30μMと低濃度で完全に芽生えの生育を阻害したのに対し，日ypとT4Cの生育阻害濃度は

それぞれ約 1mM， 1.5mMと高かった(図 1).根の成長は葉の展開に比べ著しく阻害され，

“ゼ、ロ成長濃度"は A2Cで15μM，Hypで 1mM， T4Cは0.7mMであった.

アゼチジンー2ーカルボン酸耐性株の選抜

A2Cが低濃度で最も明瞭な阻害効果をもたらしたので A2C耐性を示す株を選抜した.EMS 

処理のM1から得た50万粒のMz種子を A2C150μMを含む寒天培地に播き，良好な発芽を示し

た39{岡本を選抜したが，多くのものは不稔であり，最終的に22個体から種子を得た.抵抗性の

検定に基づき更に抗4世代で 2回目の選抜を行い，いくつかの抵筑性系統を縛た(図 2)• 
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A2C樹性系統 R26-2の生育に及ぼす A2C

の影響

A2C酎性を示す亜系統 R26-2と野生型で

A2C耐性を比較したところ，野生型が30μM

で生育が完全に停止したのに対し， R26-2は

A2Cの阻害が緩慢で，A2C 30μMで，芽生

え，根双方の成長率は無処理に比べそれぞれ

6割， 4割と高く ，A2C 100μMでも発芽・成

長が認められた(図 3，図 4).根は野生型よ

りもほぼ 6倍高い A2C100μMで成長が停

止した.

プP[Jリンの添加が A2C阻害を軽減する

プロリンはプロリンアナログに比べ軽微で

はあったがシロイヌナズナの生育を組害した

(組害の程度は300μMで90%， 120 

1 mMで約70%，図 5).このこ 3100 

とは，ストレスのかかっていな i:: 
い通常の条件下では，内生的な 540  

プロリンは，常に，母濃度に調 32: 

Fig. 4. Growth of mutant (R26-2) and wild..type 

seedlings in petri clishes containing A2C 
Plants were grown 9 days in the pr巴S巴nc巴of
A， D no aclditions; B，E 50μM A2C; C， F 100 
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NaCIとマニトールが野生型と R26-2の食管に及ぼす

影響

初期生育に対する模擬環境ストレスの影響をみるた

めに NaCl及びマニトールを添加した. R26-2は

NaCl添加により 100mM以下の低濃度領域で若干の

酎性が認められたが，高濃度領域ではみられなかった

(図 7).一方，マニトールを添加した時の影響をみる

と野生型と R26-2の聞に差は認められなかった(デー

タは示さず).

考 察

これまで報告された事例をまとめると，選抜に用い

られた各プロリンアナログの選抜濃度は Hyp2 ~10 

mM， A2C 50~ 150μM， T4C 1~3 mMであり ，A2C

が最も生育阻害作用の強いアナログである.本実験で

も，A2Cは他の 2剤に比べ 1ケタ低い濃度でシロイヌ

ナズナの生育を明瞭に盟害した(図1). A2Cを選抜の
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ためのアチログとして用い， 1回目の選抜で，突然変

巽原 EMS処理した50万粒のM2種子から良好な発芽・生長を示した39個体の耐性植物を得た

(選抜頻度は1.3X10-4).その後， M4世代で実施した耐性の検定により船性の強いものを再選抜

にかけ，いくつかの耐性系統を得て，その中から R26-2を選びその特性について調べた.

アミノ酸アナログ耐性株の特徴のひとつは，アナログに対応、するアミノ酸の過剰生産である.

過剰生産は毒物であるアナログを天然のアミノ離で希釈することによって被害を少なくしよう

という細胞代謝の調節機構の現れとみることができる.蓄積が生じる機構が明らかにされてい

るものは少ない.プロリンアナログ耐性植物のアミノ酸生成量をみると，A2C耐性の事例で

は，タバコ 10)とダイズ12)ではプロリンの増加は認められず，シアノバクテリア11)とニンジン8)で

プロリンの増加が認められた. Hyp耐性株と T4C耐性株では全てでプロリン集積が起こった.

本実験では，ノーマルな条件では期待したプロリンの増加は認められなかった.先に報告された

ecotype Bensheimを用いたものでは Hyp耐性株 RP07でプロリンの増加がみられたが，A2C 

耐性株 RP14，18ではプロリンの増加は起こっていない18) このことは，プロリンアナログの作

用機作の違い 8，21)により，耐性のメカニズムの異なる植物が選抜されるこ之を示唆している.本

実験で得られた A2C耐性株 R26-2と同様にプロリンの増加がみられなかった A2C耐性タバ

コの耐性は，プロリンと A2Cのtransportsystemの変革(吸収の軽減)によると報告されて

いる 10) しかしながら，プロリンを共存させると， R26-2は野生型と同じように A2Cの阻害効

果が大きく後退し， 300μMプロリン添加ではその阻害が間程度であった(図 6).このこと

は， R26-2のA2C耐性はタバコの事例と異なり，細胞内部の代謝の場にあることを示唆する.

細組内プロリン含有量が低く維持されているにも関わらず高い A2C耐性を示す稲の懸濁細抱

の鮒性は，プロリンと A2Cのtransportsystemの変革(吸収の軽減)によるものではなく，

A2Cが疑似の最終産物阻害剤としてプロリン合成のフィードノマックコントロールに作用しな

い事によると報告されている22). R26-2のA2C耐ー性は稲の懸濁細胞と同じメカニズムが働い

ているのかもしれない.この点に関しては，ストレスを付加した時の R26-2の遊離アミノ酸の
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変化を調べるとともに，今後詳細な検討を要する.

R26-2は， NaCl添加により 100mM以下の低濃度領域において若干の塩耐性が認められた

(図 7).R26-2の塩耐性がプロリンによるものか検討していないが，プロリン集積が塩耐性を

増加させることが各麗のプロリンアナログ耐性株を用いて報告されている 9.11，13，同氏叫.プロリ

ンの集積はストレス誘導生合成の促進と分解の抑止によつて起こるが 25，2ヘ塩類ストレス(水

でも?引)ではi浸受透圧を調節するi搭容質としてきわめて重要な役割を持つと受け止められている 27)η)

プロリン集積の評価については全く相対i由時l時寺する報告告a がある 4)が，水ストレス耐性にプロリンが

関与するという考え方を示す報告は多い1，3) プロリン集積能を高めることが果たして植物の樹

乾性に結びつくのか.プロリン合成の律速ステップに関与する P5CSをコードする遺伝子が水

不足によって強く誘導されることがシロイヌナズナを用いて明らかとなっており21また形質

転換タバコを用いた実験では， P5CSの overexpressionは形質転換タバコのプロリン濃度を上

昇させ，同時に水不足の条件で形質転換タバコの生産性が高まったことが報告されている 2へこ

のことは，プロリンを過剰生産するよう形質転換することで植物の耐乾性が向上する可能性を

肯定している.今後，これまでに提唱されてきた水ストレス下におけるプロリン集積のプラス

の役割以6)を分子生物学的に解明していく材料として，各種のプロリンアナログ耐性シロイヌ

ナズナが利用されていくだろう.

摘 要

プロリンアナログ耐性シロイヌナズナの選抜を目的として， 3種類のアナログがシロイヌナ

ズナの生育をどのように阻害するのか調べた.ゼロ生長を示す濃度はアゼチジン 2カルボン離

(A2C)が30μMと低しなおかつ明瞭な組害を示したが，ヒドロキシプロリンとチオプロリン

は各々約 1mM， 1，5mMと高かった.A2Cは最も効果的な阻害剤であり， A2Cを耐性株の選

抜に使用した.A2Cによる阻害は低濃度のプロリン添加によって弱められた.0.3%EMS処理

のM1種子10万粒からパッチで得られたらO万粒のM2種子を A2C150μMを含む寒天培地に播き，

良好な発芽・生長を示した39{固体を選抜したが，多くは不稔であり，最終的に22の耐性個体が

得られた.得られた耐性個体を用い，更にM4世代で 2@J自の選抜を行っていくつかの耐性系統

を得た.耐性倒体 R26-2と野生型の初期生育に対する NaClの影響を調べた.R26-2はNaCl

を添加することにより低濃度領域で若干の耐性を示した.
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