
セレン（Se）は高等動物，および一部の細菌類では，
酵素機能などを持つタンパク質中にセレノシステイン

（SeCys）残基として存在しており，生存に必須の微量元
素である。また Se がフリーラジカル消去酵素の一部であ
るために，低用量の Se 投与はヒトの癌予防効果が報告さ
れている�1）。Se の毒性は，硫黄（S）との化学的性質が似て
いるために，タンパク質および S 化合物中の S に Se が非
特異的に置換されることに起因すると考えられている�2，3）。
緑藻 Chlamydomonas reinhardtii �4），円石藻 Emiliania 
huxleyi �5） では，Se を要求するタンパク質の存在が示され
ているが，高等植物では，Se が必須であるという明確な
報告はなされていない。そのため，植物は Se 化合物のも
つ高い反応性を利用しておらず，蓄積される Se 化合物の
化学形態は，解毒を目的に変換した反応性の低い化合物と

考えられている。そのため植物では特殊な含 Se アミノ酸
の生成が知られている�6）。このような特殊なアミノ酸の生
成は，高 Se 曝露の植物において特異的な代謝系が誘導さ
れ る こ と を 示 唆 し て い る。 一 方， シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ

（Arabidopsis thaliana）にレンゲソウ（Astragalus sinicus）
由来のセレノシステインメチルトランスフェラーゼ

（SMT）遺伝子を過剰発現させることによって，Se 耐性
が向上することが報告されている�7）。また，シロイヌナズ
ナの硫酸イオントランスポーター（SULTR）1;2 ノック
アウト変異体は，細胞内の Se 濃度を減少することで，野
生株よりも高い Se 耐性をもつことが報告されている�8）。
このような遺伝子は，高濃度 Se 曝露での植物体への Se
毒性の緩和に寄与していると考えられている。私たちも，
シロイヌナズナに亜セレン酸を曝露することによって引き
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起こされる遺伝子発現変動を DNA マイクロアレイにより
解析し，主に response to heat，response to temperature 
stimulus，response to high light intensity などストレス
応答に関わる遺伝子セットが変動していることを報告して
いる�9）。これまで，植物に無機 Se 化合物を曝露し，代謝
変動の解析や植物体内の含 Se 化合物の構造決定は行われ
ているが，有機 Se 化合物曝露による報告はない。シロイ
ヌナズナ（A. thaliana）は，ゲノムが完全に配列決定され
ているために，利用可能な遺伝的ツールが多い。そのため，
多くの研究者に利用されており，他の研究報告との比較を
行いやすい。そこで本実験では，無機および有機 Se 化合
物をシロイヌナズナに曝露し，生長，Se 含量および S 代
謝関連遺伝子発現量を評価した。

実験方法

1．Se 曝露シロイヌナズナの調製
シロイヌナズナは野生株（Columbia-0）を用いた。

20 g/L スクロース，4.6 g/L ムラシゲ・スクーグ培地用混
合塩類�10），3 mg/L チアミン塩酸塩，5 mg/L ニコチン酸，
5 mg/L ピリドキシン塩酸塩，8 g/L アガーを含む培地に，
無機 Se 化合物（亜セレン酸ナトリウム・セレン酸ナトリ
ウ ム ） お よ び 有 機 Se 化 合 物（l- セ レ ノ メ チ オ ニ ン

（SeMet）・l- セレノシスチン（SeCystine）・Se- メチルセ
レノ -l- システイン（MeSeCys））を Se 濃度が 1.0，2.5，
5.0 ppm となるように添加した。培地溶液をオートクレー
ブ滅菌後，90 mm 滅菌シャーレに移し，滅菌種子を 1 粒
播種し，長日条件の光周期のもと，無菌的に 25℃で栽培
した（CLE-305，株式会社トミー精工，東京）。4 週間培
養後，1 粒の種子から得られた葉と根を分別してすべて採

Table 1  �Sequences of the specific primers used for reverse transcriptase polymerase chain 
reaction analysis

Gene name 5′→3′ primer sequence Locus

APS1 
Forward TGATCGTTTCAGGCTTTCGC

AT3G22890
Reverse TGGAAAGCAAACACCGCATC

CBL
Forward TGGTCCCCAAACAAAGCTTG

AT3G57050
Reverse TTGTCCACCAACACAAGAGC

CGS
Forward TTAACCCAAACGCTGCGTAC

AT3G01120.1
Reverse AAGCGGTCGAATTCTGTTGC

HMT1
Forward AGCTGGTCCTGATCTTCTTGC

AT3G25900
Reverse TCCAAAAGCTCAACGCAAGC

HMT2
Forward TTGCAGCATCAGTTGGTAGC

AT3G63250
Reverse TGCGGTGAAAATCCTTCAGC

HMT3
Forward TGTGCGAAAGTGGCAGATTC

AT3G22740.1
Reverse TTGGTTTGCGTGTCATCTGG

MMT
Forward TCAGTTTCGCTGCTTGGATG

AT5G49810
Reverse AGCGGCATATTTCACAGTGC

MS3
Forward TGCTGCACAAAAGGTCGTTG

AT5G20980
Reverse AGCTGCATTTGTCACCCTTG

OVA1
Forward TTGCCCTGTCCATCAAATGC

AT3G55400
Reverse TACGAAGGCTGCACAAAACG

PAPS
Forward AAACACGAGGTGCTTTTGGC

AT5G03430
Reverse TGATCCTCAACAGTGCCAGAC

SULTR4;2
Forward ACATCGGCTCTCATTACTGGTG

AT3G12520.1
Reverse TTGCAACGCCAAGACCAAAC

UBQ2
Forward TACACTGCAAACGCCGTTTC

AT2G36170.1
Reverse TTGCCGGTTAGCGTTTTCAC

APS1, ATP sulfurylase 1; CBL, cystathionine beta-lyase; CGS, cystathionine gamma-syn-
thase; HMT, homocysteine S-methyltransferase; MMT, methionine S-methyltransferase; MS3, 
methionine synthase; OVA1, methionine-tRNA ligase; PAPS, phosphoadenosine phosphosul-
fate reductase; SULTR4;2, sulfate transporter 4;2; UBQ2, ubiquitin extension protein 2.
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取し，重量を測定した。葉の一部は，RNAlater Tissue 
Storage Reagent（シグマアルドリッチジャパン合同会社，
東京）に浸漬して−80℃で分析まで保管した。

2．誘導結合プラズマ質量分析による Se 含量の測定
根および葉を秤量後，ケルダールフラスコに移し，濃硝

酸 2 mL を加え，不溶物がなくなるまで加熱した。冷却後，
過塩素酸 1 mL を加え，過塩素酸の白煙が生じるまで加熱
灰化した。灰化した試料に超純水を加えて容量を 10 mL
とし，0.45 µm フィルターでろ過したものを Se 測定試料
とした。試料溶液中の Se の定量は，誘導結合プラズマ質
量 分 析 法（ICP-MS） に よ り 行 っ た。 使 用 機 種 は
ICPMS-2030（株式会社島津製作所，京都），分析質量数は
82，内部標準はロジウムとした。得られた根および葉の
Se 濃度に根および葉の重量を乗じて，植物体の Se 含量を
求めた。

3．リアルタイム PCR による遺伝子発現量の測定
各 Se 曝 露 濃 度 1 ppm の シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 葉 か ら

TRIzol�® Reagent（サーモフィッシャーサイエンティ
フィック株式会社，神奈川）を用いた方法で Total RNA
抽出を行った。抽出した Total RNA は Tray Cell™ を使
用し，RNA 濃度を測定した。調製した Total RNA を鋳型
として GoScript™ Reverse Transcription System（プロ
メガ株式会社，東京）を用いた逆転写反応により，cDNA
を合成した。この cDNA を鋳型として ThermalCycler 
Dice�® Real Time System Single 装置（タカラバイオ株式
会社，滋賀）と GoTaq�® qPCR Master Mix（プロメガ株
式会社）を用いたリアルタイム PCR により転写産物量の
定量を行った。Se 代謝に関連する遺伝子に対応するプラ
イマーの配列はウェブツールの Primer3plus（http://
primer3plus.com/）を用いて作成した（Table 1）。それぞ
れの遺伝子発現量は，サイクル比較法を用いて検出された
蛍光強度から ubiquitin extension protein 2（UBQ2）の
転写産物量に対する各遺伝子の相対的発現量として表した。

4．統計解析
データは平均値±標準誤差で示した。植物体重量，葉重

量，根重量および Se 含量については，一元配置分散分析
を用いて検定し，個々の栽培条件ごとの差について
Tukey の多重比較検定を用いた。また葉の遺伝子発現量
については，一元配置分散分析を用いて検定し，各処理区
と Se 無添加（Blank）群間との差について，Dunnett の
多重比較検定を用いた。各群間との有意差は，p 値が 0.05
以下を有意差ありとした。統計処理は GraphPad Prism 
for Mac, ver 6.0（GraphPad Software, Inc., California, 
USA）を用いて解析した。

結果と考察

Fig. 1 に 4 週間培養したシロイヌナズナから採取した，
植物体（A），根（B），葉（C）の重量，および根（D），
葉（E）植物体（F）の Se 含量を示した。植物体重量につ
いて Blank 群と比較すると，各 Se 化合物曝露群で有意な
低下が確認された。根重量について Blank 群と比較する
と，Na2SeO4，SeMet，SeCystine お よ び MeSeCys 群 で
有意な低下が確認されたが，Na2SeO3 1.0 ppm では有意な
差はみられなかった。根重量の各 1.0 ppm 群について，
有機 Se 化合物（SeMet・SeCystine・MeSeCys）曝露群
は，無機 Se 化合物（Na2SeO4・Na2SeO3）曝露群と比較し，
根重量の有意な低下がみられた。このことから，1.0 ppm
曝露条件下では，有機 Se 化合物は無期 Se 化合物と比較
して，根の生長を抑制すると考えられる。葉重量について
Blank 群と比較すると，Na2SeO4，Na2SeO3，SeMet およ
び SeCystine 群で有意な低下が確認されたが，MeSeCys 
1.0 ppm 群では有意な差はみられなかった。MeSeCys 
5.0 ppm 群の葉重量は，他の 5.0 ppm 曝露群と比較し，
Na2SeO4 群で 7.5 倍，Na2SeO3 群で 2.6 倍，SeMet 群で 1614
倍，SeCystine 群で 11.7 倍高くなっていた。このことから
5.0 ppm 条件下では，MeSeCys は他の Se 化合物と比較し
て，葉の生長抑制が弱いことが示唆された。また植物体，
根，葉重量について各 Se 化合物曝露群ともに，曝露濃度
依存的な低下がみられた。Zhangら�11） は，シロイヌナズナ
培 養 培 地 中 の Na2SeO3 濃 度 3.5 ppm（20 µM） ま た は
Na2SeO4 濃度 9.4 ppm（50 µM）において，植物体重量が
約 50% になることを報告している。そのため，Na2SeO3

で生長阻害の影響が大きいと考えられている。しかし，本
実験において Na2SeO4 および Na2SeO3 曝露群では，曝露
濃度に関わらず同程度の植物体重量および根重量を示した
ことから，これまでの報告�11） とは結果が一致していない。
この要因として，この報告�11） では，ムラシゲ・スクーグ
寒天培地の塩類を 2 分の 1 にしている。そのため本実験で
は，培地中の無機塩類濃度，特に S 含量が異なるため，
植物体への Se 取り込みと競合する S によって，これまで
の報告�11） とは異なる結果が得られたと推測している。今
後，培地中の S 濃度を変化させ，再検証する必要がある
と考えられる。

根 Se 濃度について Blank 群と比較すると，SeMet 2.5
および 5.0 ppm と SeCystine 5.0 ppm 曝露群において有意
な上昇がみられた。根 Se 濃度の各 5.0 ppm 群について，
SeMet 曝 露 群 は， 無 機 Se 化 合 物（Na2SeO4・Na2SeO3）
曝露群と比較し，有意な上昇がみられた。また，葉 Se 濃
度について Blank 群と比較すると，Na2SeO4 と MeSeCys 
2.5 ppm および 5.0 ppm 群で有意な上昇がみられた。また
根および葉 Se 濃度について各 Se 化合物曝露群ともに，
曝露濃度依存的な上昇がみられた。このように SeMet 曝
露は根，Na2SeO4 曝露は葉に Se が蓄積されるといった，
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化合物の違いによって蓄積する部位の違いがみられた。こ
の こ と か ら，SeMet 曝 露 に よ る Se は 根 に 留 ま り，
Na2SeO4 曝露による Se は根から葉へ移行しやすいと考え
られる。

採取した根および葉重量に Se 濃度を乗じることで求め
た植物体中の Se 量において，1.0 ppm 条件下では無機 Se
化合物である Na2SeO4，Na2SeO3 曝露群で有機 Se 化合物
よりも高くなる傾向にあった。一方，5.0 ppm 条件下では
MeSeCys 曝露群で他の Se 化合物よりも有意に高くなっ
た。MeSeCys は，SeCys の Se にメチル基が結合した化
合物であり，セレン毒性に対する耐性の高い植物体内で生
合成されている化合物である�7）。植物において，システイ
ンやメチオニンなどの含硫アミノ酸は培地から根に移行す
ることが報告�12，13） されているため，MeSeCys がそのまま
吸収されている可能性はある。そのため他の Se 化合物と

比べ，毒性が低いと考えられる MeSeCys は，5.0 ppm 条
件下でも植物体に多くの Se を蓄積できたのではないかと
推測している。一方，SeMet 5.0 ppm 曝露群では，根と葉
の Se 濃度は高かったが，種子が芽生えた状態で生長が止
まっており，根および葉の重量が著しく低いため，植物体
に含まれる Se 量は低値を示した。

Fig. 2 に各 Se 化合物曝露 1.0 ppm の葉の S 代謝関連遺伝
子の mRNA 発現量を示した。植物中の S 取り込みに関わる
SULTR 4;2，システイン・シスタチオニン・メチオニン代謝
酵素である homocysteine S-methyltransferase（HMT）1， 
HMT2， cystathionine beta-lyase， cystathionine gam-
ma-synthase， methionine synthase-3 の発現量は試験群間
で有意な差は確認されなかった。一方，HMT3 遺伝子は，
Blank 群と比較し Na2SeO4 （p = 0.08），SeMet （p = 0.12）
および SeCystine（p = 0.09）曝露群で発現量の上昇傾向

Fig. 1  �Effects of the various selenium compounds on the weight of the plant (A), roots (B), and leaves (C), Se content in the roots (D), 
Se content in the leaves (E), and Se content in the plant (F) in Arabidopsis thaliana.

Data represent means±standard error of the means (SEM) (n = 4).
Values not sharing a common letter are significantly different at p < 0.05 according to the Tukey’s multiple comparisons test.
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がみられた。シロイヌナズナでは，MeSeCys 合成に関わ
る SMT 遺伝子は見つかっていないが，シロイヌナズナの
HMT family は A. bisulcatus において発現している SMT
と タ ン パ ク 質 一 次 配 列 の 相 同 性 が 高 い。Ab-SMT は
SeCys をメチル化し，非タンパク性アミノ酸である
MeSeCys に変換し，SeCys から生合成される SeMet のタ
ンパク質への取り込みを抑制し，Se 毒性に対する耐性獲
得に関与していることが報告されている�7）。シロイヌナズ
ナ の HMT family に 属 す る HMT1 お よ び HMT2 は，
SMT 活性を示さないことが報告されているが�14），HMT3
については未解明である。今後，Se 曝露によって発現の
上昇傾向が観察される At-HMT3 の SMT 活性の有無につ
いて解明されることが期待される。
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