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論 文 内 容 の 要 旨

錨

植物を取 り巻 く環境は、昼夜あるいは季節 によって日々刻々と大きく変化 している。植物は酸素発生型光合成を行

うことで細胞内の酸素濃度が極めて高く、活性酸素種(ROS)を 生成 しやすい状況にある。ROSは 強い酸化力 を持つ

ため、その蓄積 はあらゆる細胞内成分に酸化的損傷をもた らす。特に、環境ス トレス下ではエネルギー代謝のバラン

ス崩壊により、ROSが 過剰に生成 され る。 したがって、環境ス トレスによる障害の多 くはROSに よる酸化的損傷に

起因してお り、植物に とってROS消 去系の発達は自然環境 へ適応す るために非常に重要であった。

一方、植物細胞でのROSの シグナ リング因子 としての機能が明らかになってきた。環境 ス トレス下におけるROS

の生成はシグナルとして認知 され、その場の環境 に適 した遺伝子の発現レベルの制御に機能 している。また、包括的

な トランスクリプ トーム解析 により、ROSの 種類や生成部位によって酸化的シグナ リングに特異性が生 じることが明

らかにされつつある。すなわち、環境ス トレス応答は様々な酸化的 シグナ リングの クロス トークによって制御されて

いる。 したがって、ROSの 発生 と抗酸化系のクロス トークからなる細胞内の レドックス状態は時 ・空間的に厳密に制

御 されなければならない。

アスコルビン酸ペルオキシダーゼ(APX)は 、アスコル ビン酸(AsA)を 電子供 与体とす る光合成生物に特有のH202

消去酵素である。APXを 中心 としたレッ ドクス制御系は、種々のオルガネラに局在 していることか ら、オル ガネラか

ら細胞レベルにおける レドックス制御に深 く関与すると考えられた。

ところで、高等植物において、AsAはD・ フルク トース・6リ ン酸(Fr面P)を 初発物質 として、D一マンノース・6リ

ン酸(Man-6P)、 レga㎞ose(レG田)、L・ ガラク トノー1,4一ラク トン(レGaL)な どを介 した経路(D-Manノ レGd経 路)

により生合成され る。 これまでに、本経路を構成する酵素群の分子特性および遺伝子 レベルでの発現調節に関する多

くの研 究が行われてきたが、その制御機構 についてはこれまでに明確な解答が得 られていないのが現状であった。

そ こで、本研究では高等植物におけるAsAに よる細胞内 レドックス状態の制御機構の解 明を目的 として、まずAsA

生合成の分子機構およびその制御機構の解明を試みた。さらに、主要なROSの 発生源である葉緑体に局在するAPX、

そ して顕著 なス トレス応答性を示す細胞質型APXに 着 目し、それ らの細胞内レ ドックス制御お よび環境ス トレス耐

性/応 答への関与について解析 した。

高等植物のAsA生 合成系の第1段 階として、ホスホマンノースイ ソメラーゼ(PMI)はFru-6Pか らManゐPへ の反

応を可逆的に触媒する。 よって、PMIは 炭素代謝か らAsA生 合成への炭素分配を介 して、AsA生 合成の制御に関与

する可能性が考えられた。そこで、シロイヌナズナに存在す る2っ のPMI遺 伝 子(PM11、2)のAsA生 合成系の制

御への関与にっいて解析 した。

PMI1お よびPMI2の リコンビナン トタンパク質を作製 し、酵素学的性質にっいて検討した ところ、PMIIお よびPMI2

はManめPに 対して同等の触媒能(κ ♂塩 値)を 示 した。興味深いことに、PMI1お よびPMI2はAsAに より基質と

拮抗的に阻害され た。

シロイヌナズナにおいて、PM】1は 顕著な光応答性を示した。 また、PMI1の 光応答性は光遮断あるいは光合成電 子

伝達系の阻害剤により顕著に抑制 された。この ときの総PMI活 性およびAsAレ ベルは、PMIlの 発現の挙動を反映 し

ていた。一方、PMI2は 通常条件Fで はほとんど発現 してお らず、長期間の光遮断お よび光合成電子伝達系の阻害に

より誘導された。さらに、PMIlの 発現抑制株ではAsAレ ベルが低 ドしていたが、PMI2遺 伝子破壊株では、AsAレ

ベルに野生株との差は認められなかった。以上の結果から、PMIIはAsA生 合成に必須であり、AsA生 合成系の制御

にも機能することが示 され た。



【》Man1レGal経 路の最終段階である レGaLか らAsAへ の変換は、ミ トコン ドリアに局在す るL-Ga1Lデ ヒ ドロゲナ

ーゼ(レGalLDH)に より触媒 され る。一方、上述 のようにAsA生 合成系は光により制御 される。そ こで、光、特に

光合成電子伝達系のL。GalLか らAsAへ の変換に及ぼす影響について解析した。

3週 齢のシロイヌナズナ葉を10mML-GaLで 処理 した ところ、光照射下においてAsAレ ベルの著 しい増加が認め

られた。一方、暗黒下ではL-Ga1L処 理によるAsAレ ベルの増加は認め られなかった。 さらに、光合成電子伝達系阻

害剤処理は、L-GaL処 理によるAsAレ ベルの瑠加を抑制 した。

次に、細胞質画分でL-Ga1Lを 酸化できるラッ ト由来のL一 グロノー1,4一ラクトンオキシダーゼ・(Gu圧0)を 過乗1}発現

させた形質転換 シロイヌナズナ(Ox-GuLO)を 作出した。野生株およびOx.GuLO株 の葉を レGalLで 処理 し、光照

射下あるいは暗黒下に静置 した。その結果、いずれの条件下において も野生株お よびOx-GuLO株 のAsAレ ベルに有

意な差は認められなかった。 したがって、光合成電子伝達系は 加 卿oに おけるレGaLDHの 活性調節を介 してL-Ga此

からAsAへ の変換を制御することが示唆 された。

光合成の場である葉緑体は最 も主要なROSの 発生源の1つ である。それに対 して葉緑体には、APXが ス トロマ

(sAPX)お よびチラコイ ド膜上(tAPX)に 局在 してお り、葉緑体レ ドックスの制御 に機能している。しかしながら、

葉緑体型APXの 光酸化的ス トレス防御への寄与については不明な点が多 く残 されている。そ こで、sAPXあ るいはtAPX

を個々に破壊 したシロイヌナズナ(KO-sAPXお よびKO-tAPX)を 用いて解析 した。

野生株、KO-tAPX株 およびKO-sAPX株 に強光(1,㎜ μE/m21s)を 照射、あるいはパラコー ト処理(25μM)を 行

ったところ、全ての植物体で光合成電子伝達活性の抑制が認められたが、野生株お よびKO-sAPX株 よりもKO-tAPX

株において顕著な低 下が認められた。また、酸化タンパク質の増加はKO・tAPX株 、KO-sAPX株 、野生株の順で顕著

であった。さらに、このときのH202レ ベルは、野生株およびKO-sAPX株 と比較 して、KO-tAPX株 において顕著な

増加が認 められた。

以上の結果よ り、風PXお よびsAPXは 光酸化的ス トレス防御に寄与 してお り、効果的な防御にはチラコイ ド膜上

での迅速なH202消 去が重要であることが示された。

広PXは 非常に不安定な酵素であ り、深刻な環境ス トレス下では容易に失活す る。 しかし、その不安定性は植物種

を超えて広く保存されてい ることから、酸化的シグナ リング との関連性が示唆 された。そこで、エス トロゲン(Est)

による一過的なtAPX発 現抑制系を構築し、tAPXの 発現抑制の遺伝子発現に及ぼす影響にっいて解析 した。

筑PXの 一過的発現抑制用株(tAPXXR19株)お よびコン トロール株 に100μMEstを 噴霧した。その結果、tAPXXR19

株においてのみ、Est処 理24時 間後に{APXの 転写レベルの著 しい低下が認められ、48時 間後にはtAPXタ ンパ ク質

の減少およびAPX活 性の低下が認められた。 しか し、笛PXの 一過的抑制は光合成電子伝達活性お よび酸化タンパク

質レベルに影響しなかった。一方、tAPXの 一一過的抑制に伴い、既知のいくつかのROS応 答性遺伝子群の誘導あるい

は抑制が認め られた。そ こで、Est処 理48時 間後のコン トロール株お よびtAPXXR19株 を用いてマイクロアレイを

行 った。その結果、広PX発 現の抑制に伴いプログラム細胞死や老化に関与する遺伝子群の誘導、光合成や生長、発

達に関与する遺伝子群の抑制が認められた。よって、光酸化的ス トレス条件下において、tAPXの 不安定性 を介 した

葉緑体 レドックス状態の変化はプログラム細胞死や老化の誘導に特異的に寄与している可能性が考えられた。

APXア イ ソザイムの中で細胞質型APX(cAPX)の みが強光照射やパラコー ト処理などの光酸化的ス トレスに対 し

て顕著な応答性を示す・よって・cAPXが 細胞内 レドックス制御に重要な機能を持つことが示唆 された
。そこで、H202、

あるいはROSを 生成 させ る薬剤、光合成電子伝達系阻害剤などを用いて、タバコにおけるcAPXの 発現への影響に

っいて解析 した ところ・タバコcAPXの 発現はH202レ ベルおよびPQの レドックスによって制御 され ることが明らか

になった。

そこで次に・光 ・酸化的ス トレス時の主要なH202生 成部位である葉緑体内のH202消 去能を向上させた形質転換 タ

バ コTpτAP・12お よびT43-】 を用いて検討 した。強光下での野生株および形質転換株において
、細胞内H202レ ベルお

よびcAPX発 現の増加・そ してPQの レドックスを反映するqpの 低下が認められた。 しか し、強光照射2時 間後まで

の細胞 内H202レ ベルの増加に、野生株 と形質転換株に差が認められたのに対 し
、cApx発 現の増加お よびqpの 低下

に差は認め られ なかった。次に、野生株および形質転換株にパラコー トを噴霧 した。その結果、全ての植物で細胞内

H202レ ベルお よびcApx発 現の増加が認められたが、qpに 有意な変化は認められなかった。 さらに、形質転換株にお

ける細胞内H202レ ベルおよびcAPX発 現の増加に、野生株と比較して明らかな遅延が認められた。以上の結果か ら、

cApxの 強光応答は、初期段階ではPQの レドックスが関与 し、その後、継続するス トレスにより葉緑体で蓄積 した

H202も また関与することが示唆された。

ジャスモン酸(JA)は 植物の傷害ス トレス応答に関与するホルモンである。JAはNADPHオ キシダーゼの活性化

を介して細胞外でROSを 生成 させ、防御遺伝子を誘導する。 しか し、ROSは 強い酸化力を持っため、細胞外ROSの

機能発現制御にはcAPXに よる レドックス制御系が重要であ ることが示唆された。そこで、シロイヌナズナcAPX

(APXl)の 遺伝子破壊株(KO-APX1)を 用いて、APX1のJAを 介 した酸化的シグナ リングへの影響について解析 し

た。

まず、APX1欠 損の傷害ス トレス耐性 に及ぼす影響について解析 した。野生株およびKO-APX1株 の葉に傷害(カ

ット)を 与えたところ、KO-APX1株 でのみ生育の遅延が認 められた。傷害付与後の葉におけるH202の 蓄積 は、野生

株では傷害部位でのみ認 められたが、KO-APX1株 では広範囲に認め られ、細胞死 も増加 した。 さらに、野生株お よ

びKO-APX1株 を10陣MJAメ チル(MeJA)を 含む培地上で生育 させた ところ、KO-APX1株 において著 しい生育阻

害、H202お よび酸化タンパク質レベルの顕著な増加が認められた。これらの結果か ら、傷害ス トレス時において、APXl

の欠損はJAに より細胞外で発生 したH202に 対する感受性を強めることが明らかになった。

そこで、野生株お よびKO・APX1株 に、MeJA(50ドM)を 噴霧 し、JA応 答性 あるいはパラコー ト応答性遺伝子群

の挙動を比較 した。その結果、両株でJA応 答性遺伝子の誘導は認められた。一方、野生株 ではROS応 答性遺伝子の

誘導は認め られ なかったが、KO。APX1株 では誘導が認め られ た。以上の結果 より、APX1は 酸化的シグナ リングを

介 した細胞内の レドックス制側 こ大 きく貢献 していることが明らかになった。
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨

光や温度、水分な どの環境の変化(ス トレス)は 植物 の生産性に莫大な被害 をもたらす。 これ らは植物細胞

内における光合成や呼吸などのエネルギー代謝を崩壊 させ、それにより活性酸素種(ROS)を 増大させる。ROS

は強い酸化力を持つため、その蓄積はあ らゆる細胞内成分 に酸化的損傷をもたらし、植物体 を枯死させ る。 一

方近年、ROSは 環境ス トレス応答においてシグナ リング因子 として機能することが明らかになってきた。 した

がって、植物の環境ス トレス応答を理解するためには、ROSの 生成 と抗酸化系のクロス トークか らなる細胞内

のレ ドックス状態の制御機構の解明が不可欠である。

アスコルビン酸(AsA)は 高等植物において最も豊富に存在す る抗酸化剤であ り、自信の強い抗酸化活性に加

え、アスコルビン酸ペルオキシダーゼ(APX)の 電子供与体 としても機能す る。AsAに よる レドックス制御系

は葉緑体 、ミ トコン ドリア、マイクロボディ、細胞質に局在 している。よって、AsAは オルガネ ラから細胞 レ

ベルにおけるレドックス制御に深く関与すると考えられた。

高等植物において、AsAは ぴ フルク トースー6リ ン酸(Fru-6P)を 初発物質として、D・マンノース・6リ ン酸

(Man-6P)、L-gabcbse(L-G訓)、L・ ガラク トノー1,4一ラク トン(L-GaL)な どを介 した経路(rレ ～㎞1L心 訓 経路)

により生合成され る。 これまでに、AsAの 生合成の分子特性およびその制御機構 は、国内外の研究グループに

より盛んに解析されてきたが、これまでに明確な解答が得られていないのが現状であった。

そこで本論文では、高等植物におけるAsA生 合成系の制御機構および葉緑体あるいは細胞質型APXを 介 した

レドックス制御系について解析された。

一一ゼ1まAsA生 合成系の劃御曲

ホスホマンノースイソメラーゼ(PMI)は 、AsA生 合成系の第1段 階であるFru-6Pか らM㎞ 善Pへ の反応を可

逆的に触媒する。 しか し、その重要性にも関わ らず植物 では未同定であった。そ こで、シロイヌナズナに存在

する2つ のPMI遺 伝子(PMI1、2)の のリコンビナン トタンパク質を作製 し、酵素学的性質について検討 した

ところ、興味深いことに、PMUお よびPMI2はAsAに より基質 と拮抗的に阻害 された。

発現パターン解析 より、PMI1は 顕著な光応答性を示 し、それは光遮断あるいは光合成電子伝達系の阻害剤に

より顕著に抑制されることを見い出 した。PMIIの 発現は総PM活 性およびAsAレ ベル と相関関係を示したの

に対 し、PMI2は 長期間の光遮断および光合成電子伝達系の阻害により誘導 された。 さらに、PM】 の発現抑制

株ではAsAレ ベルが低下 していたが、PMI2遺 伝子破壊株では、AsAレ ベルに野生株 との差は認め られなかっ

た。よって、PMIlはAsA生 合成に必須であるとともに、その酵素学的性質および発現様式からAsA生 合成系

の制御にも機能することを明 らかに した。

DAsA生 合成系の最終段階である しGalLか らAsAへ の変換は、ミ トコン ドリアに局在する レGalLデ ヒドロ

ゲナーゼ(レGaLDH)に より触媒 される。本章では、光、特に光合成電子伝達系のL-GaLか らAsAへ の変換

に及ぼす影響について解析 した。

光照射下において、L-GalL処 理は葉のAsAレ ベルを著 しく増加 させたが、それは暗黒下あるいは光合成電子

伝達系阻害剤処理では見られなかった。 さらに、しGalL処 理は、細胞質画分で しGalLを 酸化できるラッ ト由来

レグロノー1ヰラク トンオキシダーゼ(GuLO)の 過乗1}発現の影響を受けなかった。 よって、光合成電子伝達系は

加卿oに おけるL・GalLDHの 活性調節に機能することが示唆 された。

植物細胞内において、最も主要なROSの 発生源の1っ である葉緑体には、APXが ス トロマ(sAPX)お よび

チラコイ ド膜上(tAPX)に 局在 してお り、 レドックスの制御に機能 している。本章では、sAPXあ るいはtAPX

を個々に破壊 したンロイヌナズナ(KO-sAPXお よびKO{APX)を 用いて解析 した。

一60一

野生株、KO-tAPX株 お よびKO-sAPX株 に強光を照射、あるいはパラコー ト処理(25μM)を 行ったところ、

光合成電子伝達活性の抑制、酸化 タンパ ク質の増加、H202の 蓄積はKO-tAPX株 、KO。sAPX株 、野生株の順で

顕著であった。 これらの結果 より、tAPXお よびsAPXは 光酸化的ス トレス防御に寄与 してお り、効果的な防御

にはチラコイ ド膜上での迅速なH202消 去が重要であることが明らかになった。

tAPXの 酵素学的不安定の酸化的シグナ リング制御への関与が示唆 されていた。そこで、エス トロゲン(Est)

による一一過的なtAPX発 現抑制系を構築 し、tAPXの 発現抑制の遺伝子発現に及ぼす影響にっいて解析 した。

tAPXの 一過的発現抑制用株(tAPXXRl9株)へ のEst処 理は、tAPXの 転写、タンパク質、活性 レベルを抑

制 した。tAPXの 一過的抑制は酸化的損傷を引き起こさなかったが、既知のい くつかのROS応 答性遺伝子群の

誘導あるいは抑制をもた らした。マイクロア レイ解析により、tAPXの 不安定性を介 した葉緑体 レ ドックス状態

の変化はプログラム細胞死や老化の誘導に特異的に寄与 している可能性 を示唆 した。

細胞質型APX(cAPX)は 顕著な光酸化的ス トレス応答性を示す。そこで、H202、 あるいはROSを 生成 させ

る薬剤 、光合成電子伝達系阻害剤 などを用いて、タバ コにおけるcAPXの 発現への影響について解析 したとこ

ろ、タバ コcAPXの 発現はH202レ ベルおよびPQの レドックスによって制御されることが明らかになった。

さらに、光 ・酸化的ス トレス時の主要なH202生 成部位である葉緑体内のH202消 去能を向上 させた形質転換

タバ コTpTへP-12お よびT43-1を 用いて検討 した結果、cAPXの 強光応答は、初期段階ではPQの レドックスが

関与 し、その後、継続するス トレスにより葉緑体で蓄積 したH2(hも また関与することが示唆 された。

傷害ス トレス応答に関与す るジャスモ ン酸(JA)はNADPHオ キシダーゼの活性化を介 して細胞外でROSを

生成 させ、防御遺伝子を誘導する。しか し、ROSは 強い酸化力を持つため、細胞外ROSの 機能発現制御にはcAPX

によるレ ドックス制御系が重要であると考えられた。そ こで、野生株お よびシロイヌナ ズナcAPX(APXDの

遺伝子破壊株(KO-APX1)の 葉 に傷害(カ ッ ト)を 与えた ところ、KO-APXI株 でのみ生育の遅延が認め られ

た。傷害付与後の葉におけるH202の 蓄積は、野生株では傷害部位でのみ認め られたが、KO。APX1株 では広範

囲に認められ、細胞死も増加 した。 さらに、同様の現象がJA処 理によっても認められ、傷害ス トレス時におい

て、APX1の 欠損はJAに より細胞外で発生 したH202に 対する感受性 を強めることが明らかになった。

また、APX1の 欠損はJA応 答性遺伝子の発現の混乱を引き起こした。 よって、APX1は 酸化的シグナリング

を介した細胞内の レドックス制御 に大きく貢献していることが明らかになった。

以上本論文は、植物におけるAsA生 合成酵素の分子特性、AsA生 合成系の光による制御機構について詳細に

解析されている。 さらに、葉緑体および細胞質型APXの 環境ス トレス応答における役割を明確にしている。

れ らの成果は、AsAを 介 した植物の レ ドックス制御系による環境ス トレス応答の分子機構の解明に大きく貢献

した。

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 などの所定の手続 きを経た うえ、平成21年2月9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。


