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研究成果の概要（和文）：植物のレドックス制御による環境ストレス応答の分子機構」を統合的に理解することを目指
して、(1)葉緑体ROSを介した酸化的シグナリングの制御機構、(2)Nudix hydrolaseの生理的役割について解析した。そ
の結果、(1)葉緑体由来のH2O2に特異的に応答する遺伝子群による酸化的シグナリング経路、および(2)Nudix hydrolas
eによる多様なヌクレオシド2-リン酸類縁体の分解系を介したストレス応答制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To comprehensively understand "the molecular mechanisms of environmental stress re
sponses by redox regulation in plants", the molecular mechanisms of (1) oxidative signaling via ROS produc
ed from chloroplasts and (2) physiological roles of Nudix hydrolases were analyzed. We found that (1) oxid
ative signaling pathways modulated by the genes whose expressions are specifically regulated by chloroplas
tic H202 and (2) Nudix hydrolases regulate stress responsive mechanisms via metabolisms of various nucleos
ide-2 phosphate derivatives.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 行動の自由を持たない植物は、日々の環境
変化に応答(馴化)し、さらに強光、乾燥、塩、
低(高)温など複合的な激しい環境変化(スト
レスと呼ぶ)に対応することで生き残ってい
る。環境ストレスが植物にもたらす障害の多
くは活性酸素種(ROS)に起因することが知ら
れている。ROS は植物細胞内で常に生成する
が、その過剰な蓄積は細胞内の酸化還元状態
(細胞内レドックス状態)を変化させるとと
もに、細胞内成分の酸化損傷に起因する細胞
機能障害や細胞死を引き起こす。一方、細胞
内レドックス変化はシグナルとして作用し、
環境ストレス応答時の防御系の発現をはじ
め、細胞分化や伸張、細胞周期、プログラム
細胞死、光合成反応などの生理現象の制御に
関与することが明らかになってきた。これら
の事実は、細胞内レドックス状態、すなわち
酸化物質と還元物質レベルのバランスを適
切に調節し、必要に応じて酸化的シグナルを
発信することが植物の生理作用の発現に不
可欠であることを意味している。 
 
２．研究の目的 
 そのような状況下で我々は、環境ストレス
応答におけるROSを介した酸化的シグナリン
グの初期イベントの解明を試み、(1)植物細
胞内における主要なROSの発生源である葉緑
体内で、任意のタイミングで ROS を生成させ
る実験系を開発した。(2)さらに得られた系
を利用して、葉緑体由来の ROS 生成に応答す
る遺伝子群を単離した。注目すべきは、それ
らには既報の環境ストレス応答遺伝子だけ
でなく、過去に酸化ストレス応答・防御との
関連性が明らかにされていない全く新規の
ものが多数で含まれていたことである。この
事実は、植物の種々の環境ストレス応答の制
御には、葉緑体でのレドックスバランスの変
化と(ROS の生成)と植物ホルモンシグナリン
グ経路とのクロストークが必要であること
を示している。 
 さらに我々は、多くの生体分子(酸化ヌク
レオチド、ADP-ribose、NAD(P)H、FAD、CoA、
mRNA 5’-キャップ構造など)が含まれるヌク
レオシド 2-リン酸類縁体に対する加水分解
活 酵 素 フ ァ ミ リ ー 、 Nudix(Nucleoside 
Diphosphate linked some moiety X) 
hydrolase の機能解析の結果、(1) 高等植物
シロイヌナズナには細胞内局在性の異なる
Nudix hydrolase が 27 種類 (細胞質型
AtNUDX1-11,25, ミ ト コ ン ド リ ア 型
AtNUDX13-18, 葉緑体型 AtNUDX19-24,26,27)
存在しており、それらの中で AtNUDX2 および
7は、細胞内レドックス状態の変化に応答し、
NADH および ADP-ribose の代謝制御によるエ
ネルギー恒常性や種々の細胞応答制御に機
能するポリ ADP-リボシル化反応制御を介し
て酸化ストレス防御に機能していることを
動植物で始めて示した。(2) 葉緑体局在型
AtNUDX19 は、光合成に由来した還元力の電子

キャリアーであるNADPHに対して特異的分解
活性を有しており、葉緑体内のレドックス制
御に深く関わっている可能性を見いだした。 
 これらの事実は、当該 AtNUDX の酸化スト
レス応答・防御への貢献と共に、それらが
NADHやNADPHなどの代謝による細胞内レドッ
クス制御を介して環境ストレス応答・防御の
「キーレギュレーター」としての役割を果た
している可能性を強く示すものであり、本研
究課題の根幹を担う分子機構であると考え
た。 
 そこで、「植物のレドックス制御による環
境ストレス応答の分子機構」を統合的に理解
することを目指して、(1) 葉緑体 ROS を介し
た酸化的シグナリングの分子機構、(2) ヌク
レオシド 2-リン酸代謝による細胞内レドッ
クス制御機構について解析する。 
 
３．研究の方法 
 RTS遺伝子群の欠損株はSALKから入手した。
優勢抑制（CRES-T）ラインは産業技術総合研
究所の高木優博士から分譲していただいた。
遺伝子の発現解析はリアルタイム RT-PCR に
より行った。マイクロアレイ解析はアフィメ
トリクスのGeneChipを用いて行った。AtNUDX
の酵素活性測定は HPLC を用いて行った。 
 
４．研究成果 
 葉緑体由来のH2O2を介したシグナル伝達経
路を明らかにするために、植物の葉緑体内に
おけるH2O2消去のための鍵酵素であるチラコ
イド膜結合型アスコルビン酸ペルオキシダ
ーゼ（tAPX）の誘導抑制系を、エストロゲン
誘導型 RNAi 法により構築した（IS-tAPX）（図
1）。すなわち、任意のタイミングにおいて葉
緑体で H2O2を生成させることができる。 
 通常生育条件下において tAPX の発現抑制
を誘導したところ、葉緑体における酸化損傷
の増大とともに、約 800 もの遺伝子群の発現
に 変 化 が 見 ら れ ， Responsive to tAPX 
Silencing（RTS）遺伝子群と名付けた（図 1）。 
 

 
図 1. tAPX 発現の誘導抑制系を用いた葉緑
体由来の H2O2 に応答する遺伝子群の同定 
A. エ ス ト ロ ゲ ン 誘 導 RNAi の 原 理 、 B. 
IS-tAPX におけるエストロゲン処理後の tAPX 
mRNA の発現抑制、C. 同条件下での tAPX 
タンパク質の発現抑制、D. RTS 遺伝子群の
機能分類 
 



これらの遺伝子群に既知のROS応答性遺伝子
群は含まれておらず、葉緑体由来の H2O2の特
異的なシグナル作用を裏付ける結果となっ
た。さらに、RTS 遺伝子群には強光やアブシ
ジン酸応答性遺伝子が多数含まれること、そ
して tAPX の抑制により低温ストレス応答お
よび耐病性に関与する遺伝子群の発現がそ
れぞれ抑制および促進されることが分かっ
た。事実、tAPX 誘導抑制株は低温ストレスに
対して高感受性を示し、本変異株では耐病性
ホルモンであるサリチル酸生合成および応
答が促進されていた。興味深いことに、これ
らの現象の多くは，tAPX 欠損株では認められ
なかった。 
 以上の結果から、葉緑体由来の H2O2は特異
的なシグナル機能を持ち、アブシジン酸やサ
リチル酸などの植物ホルモンのクロストー
クを介して生物的および非生物的ストレス
応答の制御に関与すること、そしてその調節
因子として葉緑体型APXが機能することが明
らかになった（図 2）。 
 

 

図 2. 葉緑体由来の H2O2 シグナリングを介し
たストレス応答機構 
 
 そこで次に、RTS 遺伝子群の欠損株もしく
は転写因子の場合は優勢抑制（CRES-T）ライ
ンから、光酸化的ストレス（活性酸素発生剤
/パラコート処理）高感受性および非感受性
株（それぞれ pss および psi）を単離し、そ
の原因遺伝子の機能解析を試みた（図 3）。そ
の結果、PSI2はγ-アミノ酪酸（GABA）合成
に関与するグルタミン酸脱炭酸酵素（GAD1）
をコードしており、その欠損株はパラコート
に対して非感受性を示した（図 4）。また、GAD1
もしくはそのアイソフォームである GAD2 の
欠損により、酸化ストレス下での GABA レベ
ルが抑制されていた。GABA はシグナルとして
植物のストレス応答に関与すると考えられ
ており、葉緑体 H2O2の下流でセカンドメッセ
ンジャーとして機能し、防御遺伝子の発現制
御に寄与していると考えられた。 
 

 
図 3. 光酸化的ストレス高感受性および非感
受性株の単離 
RTS 遺伝子群の欠損株もしくは優勢抑制
（CRES-T）ラインから、パラコート高感受性お
よび非感受性株（それぞれ pss および psi）を
単離した。 
 

 

図 4. PSI2 および PSS8 の機能解析 
両株のパラコート（PQ）処理下での表現型と、
GABA もしくはアントシアニンの蓄積レベル 
 
 pss7 の原因遺伝子はフェニルプロパノイ
ド生合成に関与するフェルラ酸 5-ヒドロキ
シラーゼ（FAH1）をコードしていた（図 3）。
解析の結果、その欠損はアントシアニン生合
成系酵素の発現を抑制することが分かり（図
4）、葉緑体 H2O2によるフェニルプロパノイド
経路の調節を介したアントシアニン生合成
の制御機構の存在が示唆された。 
 その他の PSS/PSI遺伝子群の多くは転写因
子をコードしており、レドックスシグナリン
グとの関連が示唆された（図 5）。これらの機
能解析から、葉緑体由来の H2O2シグナリング
の分子機構が明らかになった。 
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図 5. PSI および PSS 遺伝子群による葉緑体
由来 H2O2 シグナリングの分子機構 
 
 AtNUDX6 は、AtNUDX2 および 7 と同様に、
in vitro で NADH と ADP-リボースの両方にピ
ロホスホハイドロラーゼ活性を示す。しかし、
AtNUDX6 の発現は種々の非生物的ストレスで
はなく、病原菌感染に対する植物独自の獲得
免疫機構 (全身獲得抵抗性) に重要な植物
ホルモンであるサリチル処理により顕著に
誘導された（図 6）。 
 

 
図 6. AtNUDX6 のサリチル酸（SA）応答性 
A. AtNUDX6 のサリチル酸処理による転写（A）、
タンパク質（B）、および活性（C）レベルの変化 
 
 そこで、AtNUDX6 過剰発現株および遺伝子
破壊株を用いて、病原菌感染応答に関連する
遺伝子群の解析を行った結果、本酵素は NADH
のみを生理的基質とし、NADH の代謝調節によ
る TRX-h5 の発現制御を介した Nonexpresser 
of Pathogenesis-Related genes 1 (NPR1)依
存的サリチル酸シグナリング経路の制御に
より、病原感染に対する獲得免疫機構に関与
することが示された（図 7）。 
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図 7. AtNUDX6 による NADH 代謝を介した生

物的ストレス応答の制御 
 
 葉緑体に局在する AtNUDX19 は NADPH 加水
分解活性を有し、その欠損は細胞内 NADPH レ
ベルの増加、光合成および抗酸化系の活性化、
光酸化的ストレス耐性能の向上をもたらす
ことが明らかになった（図 8）。 
 

 
図 8. AtNUDX19 欠損株の強光ストレス耐性機
構 
 
 マイクロアレイ解析により、通常光（100 
µmol photons/m2/s）もしくは強光照射下
（1200 µmol photons/m2/s）の野生株および
KO-nudx19 間でのトランスクリプトームの変
化を比較した。その結果、KO-nudx19 株では
ストレス応答/耐性関連遺伝子に加え、多く
のホルモン応答/生合成関連遺伝子の発現が
変化していた。実際に、AtNUDX19 の欠損によ
り植物ホルモンに対する応答性が変化して
いた。 
 以上より、AtNUDX19 は ROS シグナルの発信
源として注目される葉緑体内の主要な還元
力である NADPH の代謝制御を介して、葉緑体
から核へのレトログレードシグナルにより
光合成とストレス応答・防御系のバランス制
御、さらには植物ホルモンシグナリング経路
の制御に機能していることが明らかになっ
た。 
葉緑体局在型 AtNUDX23 は FAD ピロホスホハ
イドロラーゼ活性を有していた。AtNUDX23 の
過剰発現株（OX-NUDX23）および RNAi 法によ
る発現抑制株（KD-nudx23）を用いて解析し
た結果、AtNUDX23 の発現量は葉の総 FAD ピロ
ホスホハイドロラーゼ活性と正の相関関係
にあることが示されたが、興味深いことに、
OX-NUDX23 だけでなく KD-nudx23 におけるフ
ラビン化合物（FAD、FMN および RF）量は低
下していた。また、両株および、各々のフラ
ビン化合物を含む溶液への葉の浸潤により、
フラビン生合成の鍵酵素である LS の転写レ
ベルがコントロール株よりも低下していた。 
 これらの結果より、AtNUDX23 は FAD の加水
分解によるフラビン代謝系のフィードバッ
ク調節を介して、細胞内フラビンレベルの制
御に機能することが明らかになった（図 9）。 
 



 
図 9. AtNUDX23 による FAD 代謝を介したフラ
ビン合成系の制御 
 
 AtNUDX11 および 15 は、それぞれ細胞質お
よびミトコンドリアに局在していた。さらに、
AtNUDX15 遺伝子は、3’末端側のイントロ
ンリテンション型の選択的スプライシング
によりMTPとC末端にPST1型ペルオキソー
ム移行シグナルをコードする AtNUDX15a 
mRNA を生成していたが、ミトコンドリアに
局在することが確認された。 
 AtNUDX11 の大腸菌リコンビナントタン
パク質は CoA だけでなく、マロニル-CoA、
ラウリル Lauroyl-CoA およびミリストイル
-CoA に対し高い親和性を示した。一方、
AtNUDX15および15aはどちらもCoAよりも、
スクシニル-CoA、ラウリル-CoA およびミリ
ストイル-CoA に高い親和性を示した。以上
より、AtNUDX11, 15 および 15a の TCA サイ
クルや脂肪酸代謝などへの関与が示唆され
た。 
 バ クテリ ア の緊縮 応 答に関 与 す る
Guanosine-3,5-tetraphosphate (ppGpp) に
対する加水分解活性を解析した結果、細胞質
局在型 AtNUDX11, 25,ミトコンドリア局在型
AtNUDX15 および葉緑体局在型 AtNUDX26 が、
ppGppの3'および5'位における2リン酸結合
を加水分解し、最終産物として Ganosine 
3’,5’-bisphosphate (pGp) を生成した。
特に、AtNUDX26 の ppGpp に対する Vmax値およ
び kcat/Kmは他の AtNUDX と比較して最も高い
値を示した。そこで、ppGpp 代謝と AtNUDX26
の関係を明らかにするため、AtNUDX26 および
ppGpp 代謝関連酵素遺伝子群（AtRSHs）のス
トレス応答性を検討した。その結果、乾燥条
件下において、AtNUDX26 および AtRSHs の発
現レベルの増加が認められた。これらの結果
から、AtNUDX26 はストレス下における葉緑体
内 ppGpp レベルの制御に AtRSHs と協調的に
機能していると考えられた。 
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