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要旨 

アフリカ原産のアイスプラント(Mesembryanthemum crystallinum)は、耐乾燥性、耐塩性をもつ植物で

ストレスに応答してピニトールなどの適合物質を蓄積することが知られている。我々はピニトールを高

蓄積するアイスプラントの作出を目標としてその生合成経路に着目した。myo-イノシトールを基質とす

るイノシトールメチルトランスフェラーゼ(IMT) の下流の酵素の候補遺伝子を取得し、乾燥・塩スト

レスに応答した発現プロファイルを確認し、本研究では McIMT を高発現するアイスプラントカルス

細胞を作成した。この McIMT 過剰発現カルス細胞における IMT の下流の候補遺伝子の発現パター

ンからアイスプラントの IMT より下流の経路候補を推定するに至った。HPLC による分析を行い

その現状についても報告する。 

 Mesembryanthemum crystallinum (Mc), ice plant, is known as drought and salt tolerant plant which accumulate 

osomo-protectants including D-ononitol (ononitol) and D-pinitol (pinitol). To establish the pinitol overexpressed 

transgenic ice plant, we focused its first step of biosynthetic enzyme, inositol methyl transferase (IMT) which 

catalyze the converse of myo-inositol to ononitol. We found that only McIMT overexpression is not enough to 

accumulate pinitol in plant and ononitol epimerase (OEP) catalyzing steps is similar to that of Glycine max (Gm).  

１． アイスプラント McIMT1 過剰発現体の作成 

アイスプラント(Mesembryanthemum crystallinum)はアフリカ原産の多肉植物で、表皮組織に塩分を隔

離する塩嚢細胞を発達させ高塩濃度土壌でも生育できる。この植物に乾燥や塩などの環境ストレスを与

えると光合成型を C3 型から CAM 型へ変換し、同時にピニトールなどの環境適合物質を生合成し適応す

る。ピニトールは myo-イノシトールの類縁体で、人体では中性脂肪の増加抑制や内臓脂肪の低減、血糖

値を正常化する等の効果が期待されている 1)。そこで、アイスプラントのピニトール生合成経路に着目
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してピニトールを高生産・高蓄積が可能か検討した。 

１．１ ピニトール生合成経路について 

 ピニトールが確認

されている植物とし

てアイスプラントの

他にマメ科のタルウ

マ ゴ ヤ シ (Medicago

truncatula) や ダ イ ズ

（Glycine max）がある

2)。これまでに myo-イ

ノシトールはイノシト

ールメチルトランスフェラーゼ(IMT)によるメチル基の転移によりオノニトールに、その後オノニトー

ルエピメラーゼ(OEP)によりピニトールが合成されることが明らかにされた。アイスプラント McIMT

は同定されていたが、その下流については不明であった 3)。ダイズではピニトール合成経路における

GmIMT, GmOEP の活性も in vitroで確認され、これらの過剰発現に伴う耐塩性、耐乾燥性の増加もシロ

イヌナズナで確認された 4)5)6)。タルウマゴヤシでは２種類の OEP が２段階でピニトール合成することも

明らかにされている 7)。 

１．１．１ アイスプラント OEP の cDNA 取得と発現パターン 

タルウマゴヤシ、ダイズの各種 OEP の配列をもとにプライマーを設計し、ストレス条件下で栽培した

アイスプラントの cDNA ライブラリーから PCR による増幅を試み、プラスミドにクローニングしてそ

の塩基配列を決定した 8)。その結果アイスプラントにはタルウマゴヤシ 2 種類の MtOEP それぞれと約

60％相同性のある McOEPA(L1/L2), McOEPB(L1)、およびダイズ GmOEP と約 70％相同性のある

McOEPC(L1/L2)の存在が確認できた。そこで McIMT と McOEP 遺伝子群の根の切断による乾燥ストレス

および塩ストレス条件下(０、１、２、３時間後)での遺伝子発現を定量 PCR で解析した(図２) 。その

結果、IMT1、OEPAL1、OEPAL2、OEPBL1 については根の切断および塩ストレスによって転写誘導され、

図 2 根切断ストレス、塩ストレス条件におけるピニトール合成経路候補遺伝子の発現誘導 

図 1 ピニトール合成経路 
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OEPCL2 は根切断ストレスのときのみ転写誘導された。ただし、OEPAL1 と OEPAL2 では、その誘導パ

ターンが異なり OEPAL1 のほうが IMT1 と同様のパターンを示した。OEPCL1 については転写誘導は見

られなかった 9)。以上のことから、アイスプラントのピニトール生合成では IMT と OEP によってピニ

トールが合成されている可能性が示唆できたが、OEP の過程は２種類とも遺伝子発現はみられ２つの経

路が機能していることが推測された。myo-イノシトールを基質とする初段階の McIMT は最も転写量の

変化が大きかったため、この経路の律速段階なのではないかと考えた。 

 

１．２ McIMT 過剰発現アイスプラントの作成 

 １．２．１ アイスプラント形質転換条件について 

 アイスプラントで IMT (イノシトールメチルトランスフェラーゼ)タンパク質を過剰に発現させて、

ピニトールが野生型よりも高蓄積するかどうかを検証するために、McIMT1 および GST-McIMT1 をアイ

スプラントで過剰発現させることを計画した。これまでに報告されているアグロバクテリウムを用いた

アイスプラント組織片の遺伝子組換え法をもとに、組織片をカルス誘導培地(MS 培地, 2.3 µM 2,4-D, 

4.4 µM BAP)で前培養を行った後、アグロバクテリウム濃度 OD600=0.2 でカルス誘導組織片を 10 分間共

培養後、アセトシリンゴン濃度 50 µM を含む MS 培地に数日間置床し、その後シュート誘導培地(MS 培

地, 0.5mg/L チジアズロン(TDZ), 1.0 mg/L ナフタレン酢酸(NAA), 80mM NaCl, 100 nM ファイトスル

フォカイン(PSK), 100 mg/L カルベニシリン)に選抜マーカーとして 100 mg/L カナマイシンを用いて

2 週間ごとに置床しなおして選抜培養を行った 4) 10)11)12)13)14)15)16)17)18)。 

 

 １．２．２ McIMT1 過剰発現アイスプラント形質転換体の作出 

シュート誘導培地で培養

を続けた結果、シュートの再

分化は見られなかったが、カ

ナマイシン(Km)耐性を示し

たカルス細胞の増殖がみら

れた(図４)。Km 耐性を示し

たカルス 1～10 について、

McIMT1 および GST-McIMT1

の形質転換による T-DNA 挿

入を、ゲノム PCR によって確

認した (図３)。McIMT1 は

アイスプラントゲノム上の

遺 伝 子 の 増 幅 を 示 し 、

McIMT1(ox)は過剰発現させた

遺伝子の増幅結果を示す。VirG は形質転換に用いたバイナリーベクターに存在する感染関連遺伝子を示

す。その結果 120 日間培養したカルス８(OE3),カルス 9(OE2) で強く McIMT１が発現していることが確

認できた(図５)。 
 
 

図 3 Km 耐性カルス系統の 
T−DNA の挿入確認 

図 4 Km 耐性カルス 
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２．２ McIMT 過剰発現アイスプラント(OE3)のオノニトール・ピニトール蓄積量からの課題 

アイスプラント WT カルス(a)、McIMT1 過剰発現アイス

プラントカルス(b)から、サンプルを調整して分析した(図

7)。その結果図７のようにピークが検出されたので、イノシ

トールのピーク、オノニトールとピニトールのピークそれぞ

れの積分値から、２種のカルスサンプル 1mg あたりのイノシ

トール含有量、オノニトールとピニトールの含有量を求めた

(図 8)。その結果、イノシトールの含有量はわずかに減少し

たが、オノニトールとピニトール含有量は McIMT1 過剰発現

カルスよりも、WT カルスの方が約 3.5 倍多かった。オノニ

トールとピニトールの合計量なのでこのうちのピニトール

の割合が興味深い点だが、McIMT1 を過剰発現させただけで

は顕著に下流の代謝産物が蓄積されない可能性が示された。

OE3 カルス系統以外の系統についても分析するとともに、ピ

ニトール合成経路において IMT だけが律速になっているわ

けではない可能性も十分考えられ、下流の OEP にも注目す

るべきと考える。 
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