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植物において、アスコルビン酸(ASA:ビタミンのおよびトコフェロール(10C:ビタミンE)はそ

れぞれ主要な水溶性および脂溶性抗酸化剤である。これらはレドックス制御を介したストレス応答

に必須であるだけでなく、ホルモン応答、成長・発達の罰Π卸にも関与している。したがって、 ASA

およびTOC生合成の制御機構を知ることは、植物の環境適応機構の解明に重要であると考えられ

る。また、我々ヒトにとってASAおよびTOCは必須栄養素であるが、両ビタミンを合成できないた

め、植物から摂取しなけれぱならない。そこで本研究では、両ビタミン生合成系の制御機構解明お

よび植物代謝工学ヘの応用を目的に以下の3つについて検討した。

号△ 文内

1.'およびード

これまでに当研究室では、植物のASA生合成系が光遮断や光合成電子伝達系阻害剤ΦCMU)処理に

より抑制されることを明らかにしてきた(Yabuta et al.2007)。さらに、 TOC生合成系も光応答

性を示すことから、両ビタミン生合成系の制御ヘの光および葉緑体由来のシグナル伝達系(プラス

チドシグナノレ)の関与が示唆された。そとで本研究では、プラスチドシグナルのマスターレギュ

レーターであるGENOMES UNCOUPLEDI(GUNI)の欠損株(今U刀1-1ω)を用いて、光および葉緑体シグ

ナリングと両ビタミン生合成系の関与について解析した。

光照射下において、シロイヌナズナ野生株およびξ如1-1ω株にDC削あるいは葉緑体遺伝子発現の阻

害剤であるりンコマイシン(L1めを処理した。その結果、両阻害剤処理により野生株では飴Aおよ

びTOCの生合成系遺伝子群の発現抑制および両ビタミン含量の減少が認められた。一方、 g如1-1ω

株では両阻害剤処理による両ビタミンの生合成系遺伝子群の発現抑制および両ビタミン含量の減少

は部分的に回復しており、特にGDP-L-galactose phosphorylase (yrCε)およびTocopheT01

Cyclase (π)発現抑制の回復は顕著であった。これらの事実は、両ビタミン生合成系がGUN1を介

したプラスチドシグナルによって制御されていること、ⅦC2およびTCが両生合成系の律速酵素であ

ることを示唆してぃた。興味深いことに、一方、GUN1欠損は生合成系遺伝子発現の光応答性に影響

しなかった。したがって、 ASAおよびTOC生合成系は、 GUN1依存のプラスチドシグナルとGUN1非依存

の光応答により制御されていることが示唆された。

そこで、GUN1非依存の光応答経路における制御因子の同定を目的として、ルシフェラーゼレポータ

アッセイによってンπ2プロモーターの光応答に関与する領域の同定を試みた。その結果、 rπ2転

写開始点上流一70から一Ⅱ8間の領域に光応答に関与するシスエレメントが存在することが示唆され

た。次に、酵母伽e-hybrid法によって、 Vπεプロモーターの光応答領域に結合する転写因子の同疋

を試みた。町C1転写開始点上流一70から一118間の領域とレポーター遺伝子(彫ISβおよびιacz)との

融合遺伝子をゲノムに組み込んだ酵母を用いて、シロイヌナズナ転写因子CDNAライブラリーのスク

リーニングを行った。
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約30000の酵母形質転体をスクリーニングした結果、ンπニプロモーターの光応答領域に1口合する

転写因子 CDNAの候補を複数得た。現在、ルシフェラーゼレポータアッセイによって、これらの候

補因子の転写活性化能を検討している。

2

植物において、 GDP-D-mannos.(GDP-D-Man)はA訊生合成の主要な代謝中間体であるほか、タンパ

ク質のN一結合型糖鎖や細胞壁多糖のドナーとして必須の糖ヌクレオチドである。このことから、細

胞内GDP-D-M印レベルの卸H卸はそれらの経路ヘの炭素分配を決定する上で重要であると考えられ

る。これまでに当研究室では、シロイヌナズナのヌクレオシドー2リン酸類縁体加水分解酵素

(Nudix hydrola託: At刈DX)ファミリーには多様な糖ヌクレオチドや酸化ヌクレオチド、 NA酬、

FADなどに対して特異的な加水分解活性を有するものが存在し、それらのレベル制御を介して様々

な代謝やネ瑚包応答に関与することを明らかにしてきた(0部Wa et a].2005,2008)。一方で、未

だ基質特異性が明らかにされていないAt刈DXも約半数存在しており、それらがGDP-D-M飢特異的活

性を有する可ヨ獣生が考えられた。そこで、シロイヌナズナに存在する28種類の刈誠(AtwDXI-27,

AtDCP2)から、糸醐包質局在型At刈DX (AtNUDXI-H,25)のりコンビナント酵素を用いてGDP-D-Manに

対する加水分解活性を検討した。その結果、細胞質局在型のAtNUDX9はGDP-D-M飢特異的活性(GDP-

D-Man 十 H20 → GMP + mannose-1 リン酸)を有していた。そこで、 At刈DX9のGDP-D-Man代謝ヘの

関与を明らかにするために、酵素学的および分子遺伝学的な解析を試みた。

At測DX9リコンビナント酵素のカイネティクスを検討した結果、 hax:1.61 土0.15 μm0ν斑in/mg

Protein、而h:376土24 μMであった。 RT-PCRおよびWestern bloUこよるAtNUDX9 の組織特異的発現

角翠析の結果、 AtNUDX9のm脳Aおよびタンパク質レベルは根で高発現していた。さらに、 GDP-D-M飢加

水分解活性はAtNUDX9の発現パターンと相関性を示した。これまでに、 GDP-D-M釦合成不全株はNH4

ストレスに高感受性を示すことが報告されている(Qin et al.2008)。そこで、 AtN〔1DX9遺伝子破

壊株(KO一加dχ9)のNHゞストレス感受性を角羣析したところ、 KO一加dX9ではNH'ストレスによる根の生

育阻害力泳爰和されていた。この時、 KO一加dX9の心Aレベルは野生株と変化はなかったが、 NH4存在

下で生育したKO-nudX9の根においてNーグリコシノレ化タンパク質レベノレの増加が認められた。以上の

結果から、 At棚DX9はホ醐包内GDP-D-M飢レベノレの制御に機能すること、さらに釦P-D-M飢レベルは夕

ンパク質のNーグリコシル化を介して噸4+感受性を御Π卸することが示唆された。

ManカロGDP-D ノ＼刀
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植物でのビタミンE高生産には、ヒトにとって高い生理活性を有するα一TOCを増加させることが重

要である。そこで、葉緑体形質転換技術を用いてタバコおよびレタス葉緑体ゲノムに、これまでの

成果からTOC生合成系の律速因子と考えられるrCおよびγ一刀Vr (γ一TO0叩h紅01

methyltr飢Sf皎ase)遺伝子を導入し、各TOCレベルに及ぼす影響にっいて角羣析した。
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シロイヌナズナ由のTCおよびγ一TMTCDNAをPsbA ロモーター下流にLメロし、パーティクノレガン

を用いてタバコおよびレタス葉緑体ゲノムへ導入した。 TC遺伝子導入タバコ(PTIC)では、γ一TOC

量が野生株の約25倍に増加し、総TOC量は約2倍に増加したが、α一TO0量に有意な増加は認められな

かった。一方、γ一TMT遺伝子導入タバコ(PTy-TMT)では、γ一TMT活性が有意に増加したが、 TOC量

に変化は認められなかった。そこで、γ一TMT遺伝子とTC遺伝子を同時に導入したタバコ(PTTC一γ一

TMT)を作出したところ、総TOC含量は野生株の約2.5倍に、α一TOCは野生株の糸勺1.6倍に増加してい

た。これらの結果は、 TCおよびγ一TMTの共発現によってα一TOCの高蓄積が可能であることを示唆し

ていた。また、 TC遺伝子導入レタス(PLGTのにおいても、γ一TOC量の増加に起因して総TOC量の増

加が認められた。このことから、植物葉においても葉緑体形質転換によるTO0生合成能の強化が可

能であることが示された。

次に、我々はTO0の同族体であるトコトリエノール(TO03)に着目した。近年、 TOC3はTO0と比較し

て約50倍の抗酸化活性を示すことや、がん細胞の増殖抑制などTOC3特異的な機能を有することが明

らかにされてきた。しかし、TOC3生合成系が存在するのは単子葉植物のみであり、双子葉植物は

TOC3生合成盲皀を持たない。そこで、TOC3生合成の鍵酵素であるホモゲンチジン酸ゲラニノレゲラニル

トランスフェラーゼ(HGGT)遺伝子をタバコ核ゲノムに導入し、TOC3高蓄積作物の作出を試みた。

イネ由来のHGGTCDNAをCaMV35Sプロモーター下流に連結し、アグロバクテリウム法によりタバコ核

ゲノムへ導入した。 HGGT遺伝子導入タバコでは、野生株タバコには見られないTOC3の高蓄積が認め

られたが、TO0量に有意な変化は認められなかった。その結果として、総ビタミンE量は約2倍に増

加した。以上の結果から、 TOC3非合成植物ヘのHGGTの導入は、 TO03生合成能を付与することが示さ

れた。
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本研究では、物における凡酸化ビタミンであるアスコルビン酸(ASA:ビタミンのおよびトコ
フェロール(TOC:ビタミンE)生合成系の御Π卸機構の解明および植物代謝工学ヘの応用について検
言寸を行っている。

植物において、アスコルビン酸およびトコフェロールはそれぞれ主要な水溶性および脂溶性抗酸
化剤である。これらはレドックス制御を介したストレス応答に必須であるだけでなく、ホルモン応
答、成長・発達の制御にも関与している。したがって、 ASAおよびTOC生合成の御Ⅱ卸機構を知ること
は、植物の環境適応機構の解明に重要であると考えられる。また、我々ヒトにとってASAおよびTOC
は必須栄養素であるが、両ビタミンを合成できないため、植物から摂取しなけれぱならない。本研
究では、両ビタミン生合成系の制御機構を明らかにすると共に、ビタミン高含有植物の分子育種を
目指して、3つの項目について検討されている。
最初の項目では、光および葉緑体シグナルを介したASAおよびTO0生合成系遺伝子群の発現制御機
構の解明について検討されている。これまでに当該研究室では、植物のASA生合成系が光遮断や光
合成電子伝達系阻害剤ΦCMU)処理により抑制されることが明らかにされてきた。さらに、 TOC生
合成系も光応答性を示すことから、両ビタミン生合成系の制御ヘの光および葉緑体由来のシグナル
伝達系(プラスチドシグナノレ)の関与が示唆されている。そこでまず、プラスチドシグナルのマス
ターレギュレーターであるGENOMES UNCOUPLEDI(GUNI)の欠損株(g如1-1ω)を用いて、光および
葉緑体シグナリングと両ビタミン生合成系の関与について解析されている。光照射下において、シ
ロイヌナズナ野生株および宮如1-1ω株にDCMUあるいは葉緑体遺伝子発現の阻害剤であるりンコマイ
シン(LIN)を処理した結果、両阻害剤処理により野生株ではASAおよびTOCの生合成系遺伝子群の
発現抑制および両ビタミン含量の減少が認められている。一方、 g地1-1ω株では両阻害剤処理によ
る両ビタミンの生合成系遺伝子群の発現抑制および両ビタミン含量の減少は部分的に回復してお
リ、特にGDP-L-ga]actose phosphoTylase (ンrCε)およびTocopherol cyc]ase (π)発現抑制の回
復は顕著であった。これらの事実は、両ビタミン生合成系がGUN1を介したプラスチドシグナルに
よって制御されていること、ⅦC2およびTCが両生合成系の律速酵素であることを示唆していた。興
味深いことに、GUN1欠損は生合成系遺伝子発現の光応答性に影響していなかった。したがって、
ASAおよびTOC生合成系は、例M依存のプラスチドシグナルとGUN1非依存の光応答により制御されて
いることが示唆された。次に、 GUN1非依存の光応答経路における制御因子の同定を目的として、ル
シフェラーゼレポータアッセイによって川CZプロモーターの光応答に関与する領域の同定を試みら
れてぃる。解析の結果、ⅦC2転写開始点上流一70から一118間の領域に光応答に関与するシスエレメ
ントが存在することが示唆された。そこで次に、酵母one-hybrid法によって、町C2プロモーターの
光応答領域に結合する転写因子の同定が試みられている。 VTC2転写開始点上流一70から一118間の領
域とレポーター遺伝子(θISβおよびιacz)との融合遺伝子をゲノムに組み込んだ酵母を用いて、
シロイヌナズナ転写因子CDNAライブラリーのスクリーニングを行い、約30000の酵母形質転換体を
スクリーニングした結果、ⅦC2プロモーターの光応答領域に結合する転写因子CDNAの候補が複数え
られてぃる。今後は、ルシフェラーゼレポータアッセイなどによって、これらの候補因子の転写活
性化能の解析が望まれる。
2つめの項目では、新規GDP-D-M釦加水分解酵素であるAt刈DX9の同定および生理機能解析が行わ
れてぃる。植物において、 GDP-D-m釦00託(GDP-D-Man)はA訊生合成の主要な代謝中間体であるほ
か、タンパク質のN一結合型糖鎖や細胞壁多糖のドナーとして必須の糖ヌクレオチドである。このこ
とから、細胞内GDP-D-M釦レベルの痢Π卸はそれらの経路ヘの炭素分配を決定する上で重要であると
考えられる。これまでに当該研究室では、シロイヌナズナのヌクレオシドー2リン酸類縁体加水分解
(Nudix hy山olaso : At測DX)ファミリーには多様な糖ヌクレオチドや酸化ヌクレオチド、酵素
FADなどに対して特異的な加水分解活性を有するものが存在し、それらのレベル制御を介しNADH、

て様々な代謝や細胞応答に関与することが明らかにされてきた。一方で、耒だ基質特異性が明らか
にされてぃないAt即瞭も約半数存在しており、それらがGDP-D-M飢特異的活性を有する可能陛が考
えられる。そこで、シロイヌナズナに存在する28種類の測DX (At刈DXI-27, AtDCP2)から、細胞質
局在型AtNUDX (At刈DXI-11,25)のりコンビナント酵素を用いてGDP-D-Manに対する加水分角早活性を
検討した結果、ホ朋包質局在型のAtNUDX9はGDP-D-M釦特異的活性(GDP-D-M釦+ H20 → GMP +
mann0託一1リン酸)を有することを明らかにされた。
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At則DX9リコンビナント酵ハのカイ不ティクスが検言寸され、 vm飢は1.61 土 0.15 μmovmin/mg

Protein、 Kmは376 士 24 μMであったことが示されている。 At刈DX9のmRNAおよびタンパク質レベノレ
は根で高発現しており、 GDP-D-M飢加水分解活性はAt刈DX9の発現パターンと相関性を示していた。

これまでに、 GDP-D-M釦合成不全株はNHゞストレスに高感受性を示すことが報告されていることか

ら、 At則DX9遺伝子破壊株(KO一加dxg)のNH4、ストレス感受性が角羣析されている。 KO一加dχ9では矧ゞス
トレスによる根の生育阻害力誹爰和されており、 KO一加dχ9のASAレベルは野生株と変化はなかった

が、 NH4、存在下で生育したKO一加dxgの根においてNーグリコシル化タンパク質レベノレの増加が認めら
れている。以上の結果から、 At脚DX9は細胞内GDP-D-M飢レベルの制御に機能すること、さらにGDP-
D-M釦レベルはタンパク質のNーグリコシル化を介してNH4+感受性を罰Ⅱ卸することが示唆された。今

後は、ASA生合成系における本酵素の生理的意義が明らかにされることが望まれる。
3つめの項目では、核および葉緑体形質転換技術を用いたビタミンE高生産植物の分子育種の可能
性について検討されている。ヒトの健康機能の維持に必須であるビタミンEは、トコフェロール
(TOC)とトコトリェノール(TOC3)の2種類が存在する。ヒトの主要なビタミンE摂取源である植
物では、特定の組織に主にTOCを蓄積していること、またTOC3は一部の植物にのみ蓄積しているこ
とが明らかになっている。そこで、まずは植物組織におけるTOC含量増大を目指して、タバコおよ
びレタスの核および葉緑体ゲノムに、これまでの成果からTOC生合成系の律速因子と考えられるπ
およびツーZvr (γ一Tocopherol methyltransfer郎e)遺伝子が導入され、各TOCレベノレに及ぽす影響
にっいて角早析された。シロイヌナズナ由来のTCおよびγ一TMTCDNAをPsbAプロモーター下流に連結
し、パーティクルガンを用いてタバコおよびレタス葉緑体ゲノムへ導入された。TC遺伝子導入タバ
コ(PTTのでは、γ一TOC量が野生株の約25倍に増加し、総TO0量は約2倍に増加していたが、α一TOC
量に有意な増力nは認められなかった。一方、γ一TMT遺伝子導入タバコ(PTy-TMT)では、γ一TMT活性
が有意に増加していたが、TOC量に変化は認められなかった。γ一TMT遺伝子とTC遺伝子を同時に導
入したタバコ(PTTC一γ一TMT)では、総TOC含量は野生株の約2.5倍に、α一TOCは野生株の約1.6倍に
増加していた。これらの結果は、 TCおよびγ一TMTの共発現によってα一TOCの高蓄積が可能であるこ
とを示唆してぃた。また、 TC遺伝子導入レタス(PLGTのにおいても、γ一TO0量の増加に起因して
総TOC量の増加が認められている。このことから、植物葉においても葉緑体形質転換によるTO0生合
成能の強化が可能であることが示された。次に、 TOCの同族体であるトコトリエノール(TOC3)に
着目されてぃる。近年、 TO03はTOCと比較して約50倍の抗酸化活性を示すことや、がん細胞の増殖
抑制などTOC3特異的な機能を有することが明らかにされてきた。しかし、 TOC3生合成系が存在する
のは単子葉植物のみであり、双子葉植物はTOC3生合成能を持たない。そこで、TO03生合成の鍵酵素
であるホモゲンチジン酸ゲラニルゲラニルトランスフェラーゼ(HGGT)遺伝子をタバコ核ゲノムに
導入し、 TOC3高蓄積作物の作出を試みられた。イネ由来のHGGTCDNAをCaMV35Sプロモーター下流に
連結し、アグロバクテリウム法によりタバコ核ゲノムへ導入した形質転換タバコでは、野生株タバ
コには見られないTOC3の高蓄積が認められたが、TO0量に有意な変化は認められていない。その結
果として、総ビタミンE量は約2倍に増加していた。以上の結果から、 TO03非合成植物ヘのHGGTの導
入は、 TO03生合成能を付与することが示された。
本研究により、ASAおよびTOCの生合成は光を介して、電子伝達系の酸化還元状態およびプラスチ
ドシグナルによって制御されている事、また2つのビタミン生合成は協調的に制御されていること
が示された。現在進められている転写因子の解析、さらには予想されるシグナル伝達因子破壊株等
を用いた解析により、両シグナル伝達系路の詳細が明らかになることが期待される。また、それら
の成果をもとに、ビタミン高生産植物の作製にも成功している。今後は、有用作物ヘの応用が期待
される。本研究成果は、植物における水溶性・脂溶性抗酸化剤の生合成系制御機構の全貌解明のー
助となることは間違いなく、植物生理学分野における基礎を固めるだけでなく、サプリメント植物
の分子育種にもっながる有意義な結果であると考える。
よって、本論文は博士(農学)の学位論文として価値あるものと認める。なお、審査にあたって
は、論文に関する専攻内審査および公聴会など所定の手続きを経たうえ、平成27年2月7日、農学研
究科教授会において、論文の価値ならびに博士の学位を授与される学力が十分であると認められ
た。

- 42 -


