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研究成果の概要： 
 本研究から、植物における Nudix hydrolase（AtNUDX）は多様な生理的役割を果たしているこ
とが明らかになった。すなわち、シロイヌナズナ細胞質局在型の AtNUDX1 は酸化ヌクレオチド
浄化、AtNUDX2 は ADP-リボースのリサイクル、AtNUDX7 は NADH 代謝を介した PAR 反応制御によ
り酸化ストレス防御に機能していることを明らかにした。また、推定オルガネラ局在型の
AtNUDX15、14、19、および 23 の細胞内局在性および特異的基質も明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

Nudix hydrolase は、酸化ヌクレオチド

(8-oxo-dGTP、2-OH-dATP など)、ADP-ribose、

NADH、FAD、CoA などの生体分子が含まれるヌ

クレオシド 2-リン酸類縁体に対する加水分

解活性を有する酵素ファミリーである。高等

植物のシロイヌナズナ(At)には 27 種類の

Nudix hydrolase 相同遺伝子(細胞質型：

AtNUDX1~11, 25、ミトコンドリア型：

AtNUDX12~18、葉緑体型：AtNUDX19~24, 26, 

27)が存在している。したがって、それらは

ミトコンドリア、葉緑体、細胞質などの種々

のオルガネラで多様な代謝反応の制御に深

く関与していると推測される。しかしこれま

でに、本酵素が酸化ヌクレオチド以外のヌク

レオシド 2-リン酸類縁体の代謝に関与する

ことの生理的意義については全く明らかに

なっていない。 
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２．研究の目的 

 Nudix （Nucleoside Diphosphate linked 

some moiety X）hydrolase は、ヌクレオシド

2-リン酸類縁体に対する加水分解活性を有

する酵素ファミリーである。高等植物シロイ

ヌナズナには細胞質 (12 種)、ミトコンドリ

ア (7 種)、葉緑体 (8 種)などに計 27 種類も

の Nudix hydrolase が局在していると推測さ

れることから、各オルガネラでの種々のヌク

レオシド 2-リン酸類縁体の代謝が酸化スト

レス応答や代謝調節などの多様な細胞応答

に大きな影響を与えていることが示唆され

る（図 1）。そこで本研究では、ミトコンドリ

ア 型  (AtNUDX12 ~ 18) お よ び 葉 緑 体 型

(AtNUDX19~24, 26, 27) AtNUDXの分子特性、

および各オルガネラにおける AtNUDX による

種々のヌクレオシド 2-リン酸類縁体 (特に、

酸化ヌクレオチド, ADP-ribose, NAD(P)H, 

FAD, CoAなど) の代謝制御の全容を明らかに

することを目的とする。 
シロイヌナズナNudix hydrolaseファミリーのアライメント 
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図 1. シロイヌナズナ Nudix hydrolase ファ

ミリーの Nudix モチーフ近傍のアライメント 

* 選択的スプライシングによりペルオキシ

ソーム (PTS1)局在型 

 

 

３．研究の方法 

 シロイヌナズナにおける推定ミトコンド

リア型 (AtNUDX12~18)および葉緑体型

(AtNUDX19~24, 26, 27) AtNUDX の分子特性

を明らかにするために、大腸菌を用いてリコ

ンビナントタンパク質を生成した。得られた

リコンビナントタンパク質は Ni アフィニテ

ィークロマトグラフィーにより単一に精製

した。 

 AtNUDX の細胞内局在性を明らかにするた

めに、GFP 融合タンパク質発現プラスミドを

構築した。得られたプラスミドはアグロバク

テリアを用いて植物培養細胞（タバコ BY-2

株、シロイヌナズナ緑色培養細胞 T-87 株）

に形質転換した。 

 AtNUDX1, 2, 6, 7, 19, 23 の生理機能を明

らかにするために、それぞれの遺伝子破壊株

を SALK より入手した。また、それらの過剰

発現株は CaMV プロモーターを用いた定法に

従って作製した。 

 

４．研究成果 

(1) シロイヌナズナ全 Nudix hydrolase 

(AtNUDX1~27)の分子特性の解析 

 これまでに我々は、細胞質局在型 AtNUDX

の分子特性を明らかにしている(Ogawa et al. 

J. Biol. Chem. 280: 25277-25283,2005)。

すなわち、それらは酸化ヌクレオチド

（AtNUDX1）、ADP-ribose および NADH（AtNUDX2, 

6, 7, 10）、CoA（AtNUDX11）、ApnA（AtNUDX25）

に対して特異的な加水分解活性を有してい

た。そこで、推定ミトコンドリア型 

(AtNUDX12~18)および葉緑体型(AtNUDX19~

24, 26, 27) AtNUDX の分子特性を明らかにす

るために、それらのリコンビナントタンパク

質を用いた酵素学的性質の解析を行った。そ

の結果、AtNUDX14 は ADP-ribose、AtNUDX15

は CoA および種々の CoA 誘導体、AtNUDX19 は

NADPH、AtNUDX 23 は FAD を特異的基質とする

ことが分かった（図 2）。 

 次に、これらの AtNUDX の細胞内局在性を

GFP 融合タンパク質を用いて解析した。その

結果、AtNUDX15 はミトコンドリア、AtNUDX14、

AtNUDX19 および 23 は葉緑体に局在すること

が確認された（Ogawa & Yoshimura et al. 

Plant Physiol. 2008）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. AtNUDX の細胞内局在性と推定される機

能 

 

(2) 種々のヌクレオシド 2-リン酸類縁体

代謝の生理的意義の解明 

① DNA/RNA 酸化傷害に対する防御機構 

 AtNUDX の分子特性から、シロイヌナズナに

は細胞質局在型の AtNUDX1 が唯一の酸化ヌク

レオチド加水分解酵素として存在すること

が示された。大腸菌を用いた相補試験の結果、

AtNUDX1は大腸菌 mutT欠損株におけるDNAの

突然変異および mRNA の転写エラー発生頻度

を抑制した。また、シロイヌナズナ nudix1

破壊株では、正常および酸化ストレス条件下

での酸化塩基（8-oxo-dG）量が顕著に増加し

ていた（図 3）。これらのことから、AtNUDX1

は細胞質のヌクレオチドプールの浄化によ

り、酸化ヌクレオチドの核、ミトコンドリア

および葉緑体ゲノムへの取り込みを防いで

いることが示された（図 4）(Yoshimura et al. 

Plant Cell Physiol. 2007)。 
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図 3. AtNUDX1破壊株 (KO-nudx1)の酸化スト

レス下でのゲノム中の 8-oxo-dG 蓄積 

播種 7 日後の植物体を 3 µM パラコートを含

む培地で 7-14 日間栽培した。 
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図 4. シロイヌナズナにおけるヌクレオチド

および DNA の酸化損傷とその修復機構 

AtMMH,AtOGG1,AtMYH:酸化塩基除去修復酵素 

 

②ADP-ribose/NADH 代謝によるヌクレオ

チ ド リ サ イ ク ル お よ び poly 

(ADP-ribosyl)ation 反応の制御 

 シロイヌナズナには ADP-ribose および

NAD(P)H pyrophosphatase 活性を示す Nudix 

hydrolase アイソザイム（細胞質型 AtNUDX2, 

6, 7, 10、ミトコンドリア型 AtNUDX14、葉緑

体型 AtNUDX19）が存在することを示した。興

味深いことに、ADP/NADH 特異的 AtNUDX

（AtNUDX2 および 7）の発現は酸化ストレス

耐性能と相関していた（図 5）。過剰発現株お

よび発現抑制株における ADP-ribose, NADH, 

NAD+, ATP, poly(ADP-ribose)量の解析の結果

（図 6, 7）、AtNUDX2 はポリ(ADP-リボシル)

化サイクルから生成する遊離 ADP-リボース

のリサイクルにより、細胞内エネルギー状態

を維持することで酸化ストレス耐性に寄与

していることが示された（図 8）(Ogawa et al. 

Plant J. 2009)。 

 また、AtNUDX7 は生体内で AtNUDX2 とは異

なり ADP-ribose だけでなく、NADH 代謝を介

した PAR 反応制御にも関与することで酸化ス

トレス防御に機能していることが示唆され

た（図 8）。さらに、その PAR 反応制御により、

DNA 一本鎖損傷および DNA 相同組換え修復因

子の発現量が制御されていた（Ishikawa et 

al. in preparation）。 
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図 5. AtNUDX2, 7 過剰発現株および AtNUDX6, 

7 破壊株のパラコート耐性能 

上段: 播種 7日後の植物体を 3 µM（上段）も

しくは 2 µM（下段）パラコートを含む培地で

7 日間栽培し、その後通常培地でさらに 7 日

間栽培した。 
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図 6. 酸 化 ス ト レ ス 下 に お け る

ADP-ribose/NADH 量の変化 

播種 7 日後の植物体を 3 µM パラコートを含

む培地で 3-7 日間栽培した。 
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図 7. 酸化ストレス下における poly 

(ADP-ribose)、NAD＋および ATP 量の変化 

播種 7 日後の植物体を 3 µM パラコートを含

む培地で 3-7 日間栽培した。 

 

Environmental!
stress!

ROS!

DNA damage!

SSBs!

Poly(ADP-ribosyl)ation!

ATP, NAD+!

ADP-ribose!
AtNUDX7!

AtNUDX7 !
Change in !

NADH/NAD+!

AtXRCC1!

AtXRCC2!

AtRAD51, AtDMC1, !

AtXRCC3, AtMND1 !

SSB repair!

HR repair!

DNA damage!

Ca2
+?!

DNA repair!

AMP!

Ribose 5-P!

Activation!

NADH!
AMP!

NMNH!

Single strand break: SSB!
Homologous recombination: HR!

Ishikawa et al.  !"#$%!

PARP!

PARG!

AtNUDX2!

Ogawa et al. (2009) Plant J. 57, 289-301!

 

図 8. 酸化ストレス下における AtNUDX2 およ

び 7 の役割 

 

③ NADPH、CoA および FAD の代謝制御 

・シロイヌナズナ野生株の葉において

AtNUDX19 に 由 来 す る NADPH 

pyrophosphohydrolase 活性が認められた。ま

た、nudix19 破壊株では細胞内 NADPH 量が増

加していた（図 9）。 

・シロイヌナズナ遺伝子破壊株の解析から、

AtNUDX11 お よ び AtNUDX15 は 全 CoA 

pyrophosphohydrolase 活性の約 20%および

50%に寄与していることが示された（図 10）。 

・ シロイヌナズナ葉の粗酵素液において、
FAD pyrophosphohydrolase 活性（135.3±5.8 

nmol/min/mg protein）が検出された。また、

イオン交換クロマトグラフィーにより、リコ

ンビナントタンパク質と同様の活性を示す、

単一のピークが認められた。AtNUDX23 発現抑

制 株 （ KD-nudx23 ） お よ び 過 剰 発 現 株

（OE-NUDX23）における FAD 加水分解活性は、

コントロール株と比較してそれぞれ 60%およ

び 150%であった（図 11）。そこで、RF、FMN

および FAD レベルを測定したところ、

OE-AtNUDX23 株のみではなく、KD-nudx23 株

においても各々の化合物レベルが減少して

いた。 

これらの結果から、AtNUDX11, 15, 19, 23

は細胞内での CoA, NADPH, FAD の代謝制御に

重要な役割を果たしていることが示唆され

た。 
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図 9. AtNUDX19 遺伝子破壊株（KO-nudx19）

の作出 

T-DNA 挿入位置（左上）、RT-PCR（左下段）、

活性（右） 

 

T-DNA insert!

AtNUDX11 (SALK_037735)!
100 bp!

AUG!

1!

UGA!

933!

AtNUDX15 (SAIL_1255_G04)!

AUG!

1!

UGA!

1473!

T-DNA insert!

AtNUDX11, 15破壊株 (KO-nudx11, 15)の解析 

RT-PCR 
WT!

KO-!

nudx11!

KO-!

nudx15!

Actin2!

AtNUDX15!

AtNUDX11!

Co
A 
py

ro
ph

os
ph

oh
yd

ro
la
se
活
性
 (％

) 

WT! KO-nudx11! KO-nudx15!

100!

46.2!

80.4!

Activity 

 

図 10. AtNUDX11 および 15 遺伝子破壊株

（KO-nudx11, 15）の作出 

T-DNA 挿入位置（左上）、活性（左下段）、RT-PCR

（右） 
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図 11. AtNUDX23 遺 伝 子 発 現 抑 制 株

（KD-nudx23）の作出 

RT-PCR（左上段）、ウエスタンブロット（左

下段）、活性（右） 
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