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要旨

活性酸素は生体内で不可避的に生成しており、細胞構成成分を酸化することにより

細胞に毒性をもたらす。あらゆる好気性生物は活性酸素を消去する代謝系を備えてお

り、高等植物においてはスーパーオキシドディスムターゼ (SOD)、アスコルビン酸ペ

ルオキシダーゼ (APX)、カタラーゼ等の複数の酵素が活性酸素の消去に関与してい

る。本研究では、イネ活性酸素消去系酵素遺伝子群の発現応答を調べることにより、

それらの発現調節機構について考察を試みた。

これまでにイネでは2個の細胞質型SOD遺伝子の存在が知られている。イネ細胞質

型APXのcDNAクローニングを行った結果、イネには2種類の細胞質型APXが存在す

ることが明らかとなった。イネにおいて2種の細胞質型SOD遺伝子 (sodCcl，

sodCc2)と2種の細胞質型APX遺伝子 (apxa，apxb)が協調的な発現応答を示すかどう

かを調べたところ、イネ緑葉においてsodCcl，sodCc2および、apxa，apxbはいず、れもパ

ラコート、過酸化水素により誘導された。一方ABAに対する応答を調べたところ、細

胞質型SOD、細胞質型APXとも 2つの遺伝子のうち一方 (sodCc2，apxa)民生BAによ

り誘導されたが、他方は顕著な応答を示さなかった。以上の結果から、 2種のイネ細

胞質型SOD遺伝子と 2種の細胞質型APX遺伝子はABAによりそれぞれ協調的かつ異

なった制御を受けていることが示唆された。

イネ細胞質型APXはパラコートおよび、過酸化水素により誘導されるが、過酸化水素

による誘導はパラコートによる誘導に比べて早いことが明らかとなった。この結果か

ら、パラコートによる細胞質型APXの誘導は、スーパーオキシドによる直接的なもの

ではなく、 SODの反応によりスーパーオキシドから生じた過酸化水素による可能性が

考えられた。細胞内の過酸化水素レベルを変動させるためにSOD阻害剤および過酸化

水素消去酵素 (APX、カタラーゼ)阻害剤で処理を行った。その結果、 SOD阻害剤処

理によりパラコートによる細胞質型APXの誘導が抑制された。またAPX阻害剤、カタ

ラーゼ阻害剤で処理を行うと、細胞中の過酸化水素量の上昇がみられるとともに、パ

ラコートや過酸化水素処理なしでも細胞質型APXの誘導がみられた。この結果から、

細胞質型APXが細胞内の過酸化水素に応答して誘導されることが明らかとなった。ま

たパラコート処理により細胞内の過酸化水素量の上昇がみられたことから、パラコー

トによる細胞質型APXの誘導において、過酸化水素がシグナルとして働いている可能

性が示唆された。



また葉緑体型APXについても 2種類のcDNA(ストロマ型およびチラコイド型)を

単離した。チラコイド型APXは主に光合成組織において発現していたのに対して、ス

トロマ型は根においてmRNA、活性とも多量に存在した。黄化芽生えの緑化過程にお

いて、ストロマ型は顕著な応答がみられなかったが、チラコイド型は光照射により緑

化24時間まで顕著に誘導された。緑化4時間以降において光合成の電子伝達が確認され

たことから、緑化4時間から24時間までの誘導は電子伝達に起因することが示唆され

た。また光合成電子伝達の阻害剤で処理を行うとDCMU処理により葉緑体型APXの発

現が抑制されたが、 DBMIBでは抑制はみられなかったことから、葉緑体型APXはプラ

ストキノンの酸化還元状態によって調節されていることが示唆された。

水中で発芽させたイネ芽生えを空気中へ移すと、酸素分圧の上昇に伴って、活性酸素

消去系の6つの酵素の活性が上昇することが知られている。その中でも最も顕著に誘導

されるカタラーゼについて、酸素分圧の変動に対する応答を調べた。その結果カタラ

ーゼの発現は酸素分圧の上昇または低下に応答して誘導または抑制されたことから、

カタラーゼ遺伝子は酸素分圧の変動により調節されていることが明らかとなった。

酸素ストレスの防御には、活性酸素の消去、酸化的障害の修復などを行う複数の酵

素が関与している。酸素ストレスの防御に関与する 3個のイネ遺伝子、細胞質型SOD

遺伝子sodCcl、細胞質型チオレドキシン遺伝子、イネグルタレドキシン遺伝子のそれ

ぞれのプロモーターには非常に相向性の高い28bpの配列が共通して存在する。この共

通配列が、これらの遺伝子を制御するシスーエレメントである可能性を検討した。共通

配列を含むsodCclプロモーターの77bpの領域をCaMV35Sプロモーターとルシフエ

ラーゼの融合遺伝子の上流に連結してトランジエントアッセイを行った。その結果、

ルシフエラーゼ活性はスーパーオキシドにより誘導されDTIの還元により抑制された

ことから、この77bpの領域は酸化還元に応答するシスーエレメントとして機能するこ

とが明らかとなった。またゲルシフトアッセイにより、 28bpの共通配列に結合する核

タンパク質の存在を確認した。核抽出物をinvitroで過酸化水素処理を行うことによ

り、核タンパク質と共通配列との結合が促進された白また核紬出物をSDS-PAGEで分

画後Southwesternblotを行った結果、共通配列と直接結合する 2種類のタンパク質

の存在が明らかとなった。これらの結果から、酸素ストレス防御に関わる 3つの遺伝

子が、共通なシスーエレメントによりレドックス制御を受けている可能性が示唆され

た。



略号

ABA abscisic acid 

APX ascorbate peroxidase 

cAPX or cyt APX cytosolic APX 

sAPX or str APX stromal APX 

tAPX or thy APX thylakoidal APX 

BSA bovine serum alburnine 

CaMV cauliflower mosaic virus 

CAT catalase 

COX 

CTAB 

2.4-D 

DBMIB 

DCMU 

DDC 

DHAR 

DMSO 

Dτ寸

EDTA 

EST 

GR 

GUS 

HEPES 

ICL 

LUC 

LUC+ 

MDAR 

ORF 

cytochrome C oxidase 

cetyltrimethylarnmonium bromide 

2， 4-dichlorophenoxyacetic acid 

2， 5-dibromo-3-me thyl-6-isopropyl-JJbenzoGuinone 

3-(3 ，4-dichlorophenyl)-1， l-dimethyl urea 

N， N-diethyldithiocarbamate 

dehydroascorbate reductase 

dimethylsulfoxide 

dithiothreitol 

ethylenediaminetetraacetic acid 

expressed sequence tag 

glutathione reductase 

b-glucronidase 

2-[ 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonic acid 

isocitrate lyase 

luciferase 

modified luciferase 

monodehydroascorbate reductase 

open reding frame 



PAGE 

PMSF 

PVDF 

polyacrylamide gel electrophoresis 

phenylmethylsulfonyl fluoride 

polyvinylidene difluoride 

RubisCO ribulose-l，5-bisphosphate carboxylase /oxygenase 

SDS sodium dodecvlsulfate 

SOD superoxide dismutase 

cyt SOD cytosolic SOD 

pls CuZn-SOD plastidic CuZn-SOD 

TCA trichloroace tic acid 

Tris tris(hydroxymethyl) aminomethane 

UTR untranlated region 



序 ミム
再開

酸素は好気性生物にとって生命の維持に不可欠である。しかしながら、分子状酸素

(02)の還元によって生じるスーパーオキシド (02一)ならびに過酸化水素 (H202)、お

よびそれらが反応して生成するヒドロキシラジカル (OH・)等の活性酸素は、細胞の

構成成分を酸化することにより細胞に毒性をもたらす [24J。活性酸素による酸化は酵

素の不活化、膜脂質の過酸化等を引き起こし、細胞に致死的な障害を与える [101 ~ 。

活性酸素は代謝反応の副産物として生体内で不可避的に生成する。高等植物において

は、葉緑体の光化学系 Iやミトコンドリアおよびマイクロボディの電子伝達鎖におい

てスーパーオキシドが生成し [5，19，93J、またスーパーオキシドの不均化やマイクロ

ボデ、ィに局在するオキシダーゼの反応によって過酸化水素が生成している [102J。あ

らゆる好気性生物は、活性酸素を消去する代謝系を備えており、活性酸素の生成と消

去のバランスの上で生きている。このバランスが傾くことによって生じる活性酸素に

よるストレスを酸素ストレスという。

植物は移動する能力を持たないため環境条件の変動により低温、乾燥、強光等のス

トレスを受ける。このような環境ストレスは植物体内における活性酸素の生成を増大

させることが知られていることから、植物は常に酸素ストレスの脅威に曝されてい

る。他の生物と同様、高等植物においても活性酸素消去系が存在し、スーパーオキシ

ドディスムターゼ (SOD)、アスコルビン酸ペルオキシダーゼ (APX)、カタラーゼ

(CAT)、モノデヒドロアスコルビン酸還元酵素 (MDAR)、デヒドロアスコルビン酸還

元酵素 (DHAR)、グルタチオン還元酵素 (GR)の6つの酵素が活性酸素の消去に機能

している [8J(Fig. 0-1)。この代謝系において、スーパーオキシドはSODによって不

均化され過酸化水素と分子状酸素に変換される。また過酸化水素はAPXまたはカタラ

ーゼによって消去される。 APXの反応に伴ってアスコルビン酸が酸化されモノデヒド

ロアスコルビン酸、デヒドロアスコルビン酸が生じるがこれらはMDAR、DHARに

よって還元されアスコルビン酸へと再生する。 Dl-IARはその反応にグルタチオンの還

元力を必要とするが、還元型グルタチオンの供給たGRが機能している。カタラーゼの

細胞内局在はマイクロボディに限られているが、他の 5つの酵素は細胞内局在の異な

る複数のアイソザイムが存在し、主に葉緑体、ミトコンドリア、細胞質に分布してい
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る。これらの酵素のストレス防御における重要性は、センスまたはアンチセンスの形

質転換植物で証明されている。 SOD、APX、GRの過剰発現によって酸素ストレス [2，

3， 7， 47， 123 J、光阻害 [29，106J、低温 [61J、乾燥 [62J、オソン [122Jに対する耐

性の上昇がみられる。またAPXのアンチセンス形質転換体 [82J、カタラーゼのアンチ

センス形質転換体 [129Jではそれぞれオゾン、強光によって野性型に比べより顕著な

障害が観察されている。

生体内での活性酸素レベルを適正に調節するために、活性酸素消去系酵素遺伝子の

発現は精密に制御されていると考えられる。酸素ストレス下において、複数の消去系

酵素の協調的な発現がみられる。その例として、低温 [103J、強光 [10，66J、乾燥

[69J、オゾン曝露 [15，91J、酸素分圧の上昇 [120Jといったストレスにおいて複数の

活性酸素消去系酵素、特にSODとAPXの協調的な誘導が知られている。 SODとAPX

(および他の消去系酵素)が同時に誘導されることによって細胞は酸素ストレスを効

果的に防御していると考えられる。極端に過剰なSOD活性は植物にとって有害である

ことが葉緑体型SODの形質転換タバコにおいて観察されている [116J。この現象は上

昇したSOD活性により生じた過酸化水素が原因であると推測されており、 SODと他の

消去系酵素とのバランスが不可欠であることを示唆している。

本研究では活性酸素消去系酵素のうちSOD、APX、カタラーゼについて、酸素スト

レスを初めとする様々な刺激に対する発現応答を調べることにより、これらの遺伝子

の発現調節機構についての考察を試みた。とれまでに筆者の属する研究グループで

は、イネSOD遺伝子の構造および発現について研究がなされてきた。 SODには、活性

中心の金属の違いおよび細胞内局在の違いにより細胞質型CUZn-SOD、葉緑体型

CUZn-SOD、ミトコンドリア型Mn-SOD、葉緑体型Fe-SODの複数のアイソザイムが

存在する [8J。イネにおいてこれらのアイソザイムに対するcDNAおよび、核遺伝子のク

ローニングが行われ [48，49，50， 97， 98， 99J、種々のストレスに対する発現応答の解

析が進められている [47，99J。そこで筆者はSODに続く反応を触媒するAPXを中心

に、 cDNAの単離と発現応答の解析を行った。またSOD遺伝子の構造解析の結果か

ら、イネ細胞質型SOD遺伝子のプロモーター領域には新規なシスーエレメント様の配列

の存在が明らかとなっている [99，本論文第5章]。この配列は、活性酸素による障害

の修復に機能しているイネグルタレドキシン遺伝子とイネチオレドキシン遺伝子のプ
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ロモーターにも共通に存在している。この配列が遺伝子発現調節に関与しているかど

うかを検討することにより、 SOD遺伝子の発現調節機構の解明を試みた。本研究で

行ったそれぞれの研究の詳細を、 5章に分けて以下に述べることとする。
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困 2困 NADP+ 

Fig.0-1 高等植物における活性酸素消去系の反応経路

SOD:スーパーオキシドジスムターゼ、 CAT:カタラーゼ、

APX:アスコルビン酸ペルオキシダーゼ、 MDAR:モノデヒド

ロアスコルビン酸還元酵素、 DHAR:デヒドロアスコルビン酸

還元酵素、 GR:グルタチオン還元酵素、 AsA:アスコルビン酸、

MDHA:モノデヒドロアスコルビン酸、 DHA:デヒドロアスコ

ルビン酸、 GSH:還元型グルタチオン、 GSSG:酸化型グルタチ

オン。
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Fig.0-2 アスコルビン酸ペルオキシダーゼ (APX)の反応経路および

アイソザイム

略号はFig.0-1に同じ。
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第 1章

イネ細胞質型SODとイネ細胞質型APXの協調的発現

APX (EC 1.11.1.11)は高等植物、緑藻、 一部のシアノバクテリアにおいて存在する

過酸化水素消去酵素で、ある [4J0 APXには、細胞質型、葉緑体型、マイクロボデ、イ

型、 ミトコンドリア型のアイソザイムが存在する [4，45，131J (Fig. 0-2)。このうち葉

緑体型は、可溶性のストロマ型APXと膜結合型のチラコイド型APXに分かれる [70J。

最近のAPXcDNAのクローニングにより、細胞質型APX遺伝子は複数存在することが

明らかとなっている [39，44，100J 0 Jespersenらは、これらのAPXアイソザイムを、

ストロマ型、チラコイド型、可溶性細胞質型 1および2(cs1、cs2)、膜結合細胞質型

1 ---3 (cml-3)の7種類に分類している [44J0 APXは、乾燥、塩、強光、低温、紫

外線照射、オゾン、亜硫酸ガス、酸素分圧の上昇といった環境ストレスや傷害、病原

体の感染によって誘導される [15，23，34，51，54，66，69，83，91，103，115，120，128J

これまでに、 ABA、スーパーオキシド、過酸化水素、グルタチオン、メチルジャス

モン酸、フィトクロム、フラストキノンの酸化還元状態によってAPXの発現が調節さ

れていることが示されている [21，51，55，68，83，85，117J。しかし、 APX遺伝子の発

現調節機構は未だ不明な点が多い。

本研究ではAPXアイソフォームの発現調節機構に関する知見を得ることを目的とし

て、イネにおいてAPXcDNAのクローニングを行い、酸素ストレスを初めとする様々

な刺激に対するAPXの発現応答を調べた。

材料と方法

植物の育成とストレス処理

イネ (0ηrzasativa L. cv Nipponbare)を材料として用いた。種子を280Cで一晩吸

水させた後播種し、明期16時間(光量220μE/m2/s)、暗期8時間の明暗周期下で28

℃で10-14日間、水耕で育成させた。

パラコート、過酸化水素、 ABAによる薬剤j処理は、水耕液を所定濃度の薬剤液に換
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え、根から薬剤を吸収させることで行った。低温処理は、植物を4
0

Cに移すことで

行った。 12時間の低温処理後、植物を再び28
0

Cに戻して12時間栽培し低温ストレスか

ら回復させた。乾燥処理は、水耕液を抜き去り水を断つことによって行った。 12時間

の乾燥処理後、再度水を与えて12時間栽培した。塩処理は、水耕液を0.25MNaClに換

えることで行った。 48時間の処理後、 0.25MNaClを水に換えて塩ストレスから回復さ

せた。薬剤処理、ストレス処理および、ストレス後の回復は全て連続光照射下(光量220

μE/m2/s)で行った。サンプルは採取後直ちに液体窒素によって凍らせ、使用時まで

-800Cで保存した。

イネ細胞質型APXcDNAのクローニング

播種後14日目のイネ緑葉よりグアニジンチオシアネート/CsCl-超遠心法 [13Jに

よって調製したtotalRNAから、 Oligotex-dT30(宝酒造)を用いてpoly(A)+RNAを

精製した。得られたpoly(A)+RNAを鋳型にしてTimeSavercDNA synthesis kit 

(Amershむn-Pharmacia)を用いてcDNAを合成し、 λZAPIIベクター (Stratagene)

に組み込みcDNAライブラリーを作製した。

細胞質型APXをコードすると思われるイネESTクローン (accessionno. D25238) 

の配列に基づいてオリゴヌクレオチドプライマーを合成し、 PCRによってイネ緑葉由

来の一本鎖cDNAを増幅しpartialcDNAを得たo このpartialcDNAをプローブに用い

たプラークハイブリダイゼーションにより、 cDNAライブラリーのスクリーニングを

行った。得られたクローンのインサートをプローブに用いてさらにスクリーニングを

行い、より長いインサートを持つクローンを単離した。単離されたクローンをサブク

ローニング後、塩基配列の決定を行った。なおAPXaの配列は、 EMBL、DDBJ、

GenBa叫Eシークエンスデータベースにaccessionno. D45423として登録された。塩基

配列に基づく構造解析、他のAPXとのホモロジー検索および分子系統樹の作成は、

GENETYX-WINVer.3 (ソフトウェア開発)により行った。

細胞質型SOD、細胞質型APXに対するプローブの調製

イネ細胞質型SOD遺伝子、 sodCcl、sodCc2、イネ細胞質型APX遺伝子、 apxa、

apxbのそれぞ、れのcDNAの3'-UTRをPCRにより増幅し、得られたDNA断片をそれぞ
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れの遺伝子に特異的なフローブとしたロ PCRにより増幅した領域は次の通りである。

SODCc1 Caccession no. D00999) : base no. 526-760、SODCc2Caccession no. 

D01000) : base no. 475-667、APXa:base no. 793-983、APXb:base no. 815-

1058。またapxaの全長cDNAおよび、イネactincDNA Caccession no. D15628、イネ

ゲノム研究プログラムより分与された)のインサートDNACapxa : EcoRI断片、 actin:

Sa1 I-Not 1断片)を制限酵素切断によりベクターより切りだし、プローブに用いた。

それぞれのフ。ローブをBcaBESTRandom Primer Labeling Kit C宝酒造)を用いて

32pで標識した。

Genomic Southern blot 

播種後14日目のイネ緑葉よりCTAB法 [77JによってゲノムDNAを抽出した。ゲノム

DNA10μgを100Uの制限酵素で一晩切断した後、アガロースゲル電気泳動により分

画した。 DNAをナイロンメンブレンにフロットした後、 δpxaおよびapxbに特異的な

プローブ、あるいはapxaの全長cDNAをハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼー

ションを、 5xDenhardt's， 6x SSPE， 0.1% SDS， 100μg/ml salrnon sperm DNA、

65
0

Cの条件で一晩行い、洗浄を550Cの6XSSC，0.1% SDS中で20分間2回行った。オ

ートラジオグラフィーにより結果を得た。

N orthern blotおよび RNAslot blot 

各サンプルよりグアニジンチオシアネート/CsCl-超遠心法により調製したtotal

問ぜA20μgをformamideにより変性させた。アガロースゲル電気泳動により分画後、

ニトロセルロースメンフレンにブロット、あるいはスロットフロッター CBio-Dot

microfiltration apparatus、BIO-RAD)を用いてニトロセルロースメンブレンにブ

ロットした。 sodCcl、sodCc2、apxa、apxbのそれぞ、れに特異的なフ。ローブおよび、

internal controlとしてイネactinフローブを用いて、ハイブリダイゼーションを、 50%

formamide， 5x Denhardt's， 6x SSPE， 0.1% SDS， 100μg/ml salmon sperm 

DNA、420Cの条件で一晩行った。洗浄を42
0

Cの2、xSSC. 0.1% SDS中で20分間2回

行った口オートラジオグラフィーあるいはバイオイメージアナライザー CBAS1000、

富士写真フィルム)により結果を得た。 BAS1000により得られたデータを定量化する
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ことによって、 mRNA量を測定した。

結果

イネ緑葉由来のmRNAからcDNAライブラリを作製し、細胞質型APXcDNAのスク

リーニングに用いた。シークエンスデータベースを検索したところ、エンドウ細胞質

型APXとホモロジーの高いイネEST(accession no. D25238)が登録されていた。イ

ネ一本鎖cDNAを鋳型としたPCRによってこのESTの配列を増幅し、得られたpartial

cDNAを用いてライブラリのスクリーニングを行った。その結果インサート長1.0kb、

0.6kbの2種類のクローンが単離され、それぞ、れAPXa、APXbと名付けた。 APXbの塩

基配列はno.D25238のESTクローンと一致した。 APXbについては、単離されたクロ

ーンをプローブに用いて再度スクリーニングを行いインサート長 1.lkbのクローンを

単離し、さらなる解析に用いた。塩基配列を決定した結果、 APXaおよびAPXbはそれ

ぞれ全長989bpおよび1138bpで、それぞれ250アミノ酸、 27.2kDaおよび251アミノ

酸、 27.1kDaのタンパク質をコードするORFを含んでいた (Fig.1-1、Fig.1-2)。ホ

モロジー検索を行った結果、これらのクローンはいずれも細胞質型APXをコードする

ことが明らかとなった。 APXa、APXbともにその推定アミノ酸配列中に、エンドウ細

胞質型APXで同定されているヘム結合部位および、活性中心のアミノ酸残基 [86Jが全て

保存されていた (Fig.1-1、Fig.1-2)。またAPXaとAPXbの推定アミノ酸配列のN末

端にはいずれもトランジットペフチドと推定される配列は存在しなかった (Fig.1-3)。

APXaとAPXbはアミノ酸レベルで84%と高いホモロジーを示した。またAPXa、APXb

の推定アミノ酸配列はエンドウ細胞質型APX[67J、シロイヌナズナ細胞質型APX1

[53Jと80%近いホモロジーを示したが、ホウレンソウAPX1[39J、ホウレンソウチラ

コイド型APX[40Jとのホモロジーは50%以下であった (Table1-1)。これまでに知ら

れているAPXのアミノ酸配列(推定アミノ酸配列を含む)を比較し分子系統樹を作成

したところ、 APXは5つのサブファミリー、すなbち葉緑体型、マイクロボディ型、

細胞質型l、細胞質型2、細胞質型3に分類された (Fig.1-4)。細胞質型1-3はそれ

ぞれ、 Jespersonら[44Jによる分類、では、 cs1、cs2、cm2および、cm3に相当した。イ
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ネAPXaとAPXbはいずれも細胞質型 lのサブファミリーに分類されたことから、

APXaとAPXbは遺伝子重複の結果生じた相同なアイソザイムであることが示唆され

た。

イネ細胞質型APX遺伝子apxaおよび、apxbのコピー数を検討するために、 apxaと

apxbのそれぞれに特異的なフ。ローブおよびapxaの全長cDNAをプローブに用いて

genomic Southern blotを行った。特異的なフローブを用いた場合には1-2本のバンド

が検出されたことから (Fig.1-5)、apxaとapxbはいずれもシングルコピーの遺伝子で

あると推定された。 apxaのcDNAの配列にはNcoIのサイトが 1箇所存在するが、それ

以外にapxaとapxbのcDNAにはここで用いた制限酵素サイトは存在しない。 apxaの全

長cDNAをプローブに用いた場合、 NcoI、KpnIの各レーンでそれぞれ3本、 2本のバ

ンドが検出された (Fig.1-5) 0 Hind IIIのレーンにおいて4本のバンドが検出されたも

のの、 apxa、apxb以外に細胞質型1のサブファミリーに属するAPX遺伝子が存在する

可能性は低いと考えられた。低いstringencyでハイフリ夕、イゼーションを行った場合

にもFigure1-5と同様な結果であったことから(データ省略)、 apxaの全長cDNAをプ

ローブとした場合も他のサブファミリーのAPXアイソフォームとはクロスハイブリダ

イズしないことが明らかとなった。

次にapxaとapxbの組織における発現をNorthernblotによって調べた。その結果、

apxaとapxbはいずれも緑葉、黄化葉、根で発現していたが、特に根で高い発現がみら

れた (Fig.1-6)。非光合成組織においても発現がみられることからapxa、apxbは細胞

質型をコードすることが確認された。

本実験により 2種類のイネ細胞質型APX遺伝子、 apxaとapxbの存在が明らかとなっ

たが、 一方イネには2種類の細胞質型SOD遺伝子 (sodCcl、sodCc2)[99Jが存在す

る。イネSODとAPXのこれらの遺伝子が様々な刺激やストレスに対してどのような発

現応答を示すかを次に調べた。まず初めに、細胞質型SODと細胞質型APXの酸素スト

レスに対する応答を調べた。イネ芽生えをパラコートあるいは過酸化水素で処理し、

Northern blotを行ってそれぞれの遺伝子の発現を調べた。その結果、 sodCcl、

sodCc2はいずれもパラコート処理、過酸化水素処理によって誘導がみられた。また

apxa、apxbの双方とも同様にパラコート、過酸化水素によって誘導されたが、細胞質

型APXの誘導は細胞質型SODに比べて顕著であった (Fig.1-7)。このように、 2種の
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細胞質型SOD遺伝子と 2種の細胞質型APX遺伝子はいずれも酸素ストレスに応答する

ことが明らかとなった。

sodCclおよびsodCc2はABAに対して異なった応答を示すことがこれまでに解って

いる [99Jことから、細胞質型APXがABAに対してどのように応答するか、また細胞質

型SODと細胞質型APXで協調的な発現がみられるかどうかを検討したロイネ緑色芽生

えをABA処理しRNAslot blotを行った。その結果Figure1-8に示すように、細胞質型

SODのうち、 sodCc2は顕著な誘導がみられたがsodCclは大きな変動はみられなかっ

た。 一方細胞質型APXでは、 apxaのm町ぜA量がABAによって上昇したが、 apxbでは

誘導はみられなかった。 sodCc2および、apxaの誘導はABA.処理24時間まで、続き、それ

らのmR1ぜA量の上昇は処理24時間でそれぞれ2.6倍、 2.3倍であった。このように 2種

の細胞質型SODと2種の細胞質型APXのうち、一方がABAによって誘導されることが

明らかとなった。

ABAは低温、乾燥、浸透圧などのストレス条件下においてセカンドメッセンジャー

としてシグナルの伝達に機能する [113J。そこでABAがシグナリングに関与すると考

えられるストレスにおいて、細胞質型SODと細胞質型APXがFigure1-8でみられたも

のと同様な応答を示すかどうかを検討した。まず初めに細胞質型SODと細胞質型APX

の低温に対する応答を調べた。イネ芽生えを4'tで処理したところ、 sodCcl、

sodCc2ともmRNA量は処理12時間でやや減少した。この減少はその後常温に戻して

12時間後にも回復しなかった。一方、細胞質型APXにおいては異なった応答がみられ

た。 apxaは12時間の低温処理の聞大きな変動はみられなかったが、処理後常温に戻す

とmRNA量が減少した。 apxbにおいては、低温処理によりmRNA量の減少がみられた

が、続いて常温に戻した後にはm応対A量は処理前と同レベルまで回復した (Fig.1-

9)。このようにapxaとapxbで逆の応答がみられた。

次に乾燥に対する細胞質型SODと細胞質型APXの応答を調べた。乾燥処理により 2

種の細胞質型SODおよび2種の細胞質型APXのうち、 sodCc2のみが処理24時間で、顕

著に誘導された。その後芽生えに再び、水を与えてストレスから回復させると、 sodCc2

mRNA量はコントロールのレベルまで低下した。他の 3つの遺伝子については顕著な

変動はみられなかった (Fig.1-10)。

次に塩処理に対する細胞質型SODと細胞質型APXの発現応答を調べた。イネ芽生え
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を0.25MNaClで処理した結果、 Figure1-11に示すようにsodCcl、sodCc2、apxa、

apxbはいず、れも48時間までmRl'J"A量の，上昇がみられたロこのように塩ストレスに対す

る応答において細胞質型SODと細胞質型APXが協調的に誘導されることが示された。

考察

イネ細胞質型APXcDNAの単離を試みた結果、 APXa、APXbの2種類のcDNAが単

離された (Fig.1-1、Fig.1-2)。これらのクローンのコードするポリペプチドにはト

ランジットペフチド様の配列が存在しないことと (Fig.1-3)、黄化葉や根などの非光

合成組織においても発現していたことから (Fig.1-6)、これらが細胞質型アイソザイ

ムのcDNAであることが確認された。ホモロジー検索の結果これまでに知られている

APXは5つのサブファミリーに分類されたが、 APXa、APXbは同じサブファミリー

(細胞質型 1)に属していた (Fig.1-4)。同一種で複数の細胞質型APXが存在してい

るのは、ホウレンソウ [39J、シロイヌナズナ [53，100J、iceplant (accesion no. 

AF079512， AF079513)であるが、複数の細胞質型1のAPXアイソザイムが存在する

のはイネのみである。細胞質型2のサブファミリーに属するシロイヌナズナAPX2は通

常は発現しておらず強光により強く誘導される [51J。また細胞質型3のサブファミリ

ーは膜結合型のアイソザイムであると推定されている [44J。このようにサブファミリ

ーの異なる細胞質型アイソザイムは、発現パターンや細胞内での局在が大きく異なっ

ており、ぞれぞれ異なった機能を果たしていると考えられる。それに対しAPXa、

APXbは極めて相同なアイソザイムであり、酵素としての性質や細胞内局在は類似して

いると考えられる。 GenomicSouthernの結果、 apxaとapxbの他に細胞質型 lに属す

る相同なアイソザイム遺伝子は存在しないことが示唆された (Fig.1-5)。この結果か

ら、イネには極めて相向性の高い2種類の細胞質型SOD遺伝子 [99Jと2種類の細胞質

型APX遺伝子が対になって存在しているといえる。

apxaとapxbの組織における発現を調べたところ、双方とも緑葉におけるmRNAレベ

ルは、黄化菜、根に比べて低かった (Fig.1-6)。本実験のNorthernblotはtotalRNA 

ベースで、行っているため、 Figure1-6の結果は、 totalRNAに占めるapxaとapxbの
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mRl'¥Aの存在比が緑葉においては小さいことを示しており、実際にapxaとapxbの発現

が緑葉において低いわけではないと考えられる。

2種の細胞質型SOD遺伝子と本実験で明らかとなった2種の細胞質型APX遺伝子が

協調的に発現しているかどうかを検討した結果、 sodCclとsodCc2、apxaとapxbはい

ずれもパラコートおよび過酸化水素により誘導されることが明らかとなった (Fig.1-

7)。細胞質型SOD、細胞質型APXとも 2種のアイソフォームは酸素ストレスにより同

様な発現調節を受けていると考えられる。これまでに細胞質型SOD、細胞質型APXの

パラコートによる誘導が活性レベルおよびm悶ぜAレベルでよく知られており [21，59，

68， 85， 87， 119J、本実験の結果はこれまでの報告と一致するものである。 一方これま

でに過酸化水素による誘導は、細胞質型SODに関しては1例 [85J、細胞質型APXに関

しては2例が [55，85J活性レベルで報告されているのみである。本実験の結果は細胞

質型SODと細胞質型APXのm悶ぜAの過酸化水素による誘導を示した初めての報告であ

る。またABAに対する応答を調べた結果、 2種の細胞質型SODと2種の細胞質型APX

はABAに対して協調的かつ異なった応答を示した (Fig.1-8)。すなわちイネ細胞質型

SODと細胞質型APXにおいては、 ABAによって協調的に誘導を受けるアイソフォーム

と、 ABAによる誘導を受けないアイソフォームがそれぞれ対をなしていることが示さ

れた。

SODとAPXの協調的誘導についてはこれまでに多くの報告例があり、本実験の結果

はそれらと一致するものである。 SODとAPXの協調的な発現が、細胞内のスーパーオ

キシドおよび、過酸化水素量を低く維持し、酸素ストレスを防御する上で必須であると

考えられる。環境ストレスは植物体内に酸素ストレスを引き起こすことが知られてお

り、低温 [36J、乾燥 [107Jによってスーパーオキシドが、低温 [26，79， 81， 88J、紫

外線照射 [76J、高温 [18，30J、強光 [51J、塩処理 [34Jによって過酸化水素が植物体

内で生成する。環境ストレスによるSODおよびAPXの協調的誘導には、植物体内で生

成する活性酸素の関与が考えられる。中でもオゾンは細胞内で過酸化水素、スーパー

オキシド、ヒドロキシラジカルに分解されることから [24J、オソンによる細胞質型

SOD mR1吋Aと細胞質型APXm貯~Aの誘導 [15 J は分解で生じた過酸化水素あるいはス

ーパーオキシドによって引き起こされていると考えられる。またFigure1-11でみられ

たように塩処理によってsodCcl、sodCc2、apxa、apxbがいずれも誘導されたことか

13 



ら、イネ緑葉の塩ストレスにおける細胞質型SODと細胞質型APXの誘導は、塩処理に

よって生じた酸素ストレス [34Jによるものと考えられる。塩ストレスのシグナル伝達

に、 ABA[113J、細胞内Ca2+[52J、MAPキナーゼ [71Jの関与が知られているが、 こ

れらに加えて活性酸素の関与する新規なシグナル伝達経路の可能性が示唆される。

本実験によりイネ細胞質型APXも細胞質型SODと同様ABAにより誘導されることが

示された (Fig.1-8) 0 ABAによるAPXの誘導はエンドウ [68J、シロイヌナズナ [79J

でも知られている。またシロイヌナズナGR[79J、トウモロコシ細胞質型SOD[33Jお

よび~n-SOD [133JにおいてABAによる誘導がみられる。イネでは細胞質型MDAR、

細胞質型GR、Mn-SODにおいてもABAによる誘導が観察されている [47，49J。この

ようにABAは複数の活性酸素消去系酵素を制御する重要な機能を果たしている。

またトウモロコシの細胞質型SODおよび~n-SODにおいては複数のアイソザイム遺

伝子がABAに対して異なった応答を示す [33，133J 0 2種の植物種で共通にみられる

このようなABAに対する応答の違いが、どのような生理的な意義を持っているのかは

興味深い口 トウモロコシの例においては、 ABA応答性のアイソザイム遺伝子は浸透圧

ストレスによっても誘導されることからABAはストレス応答に機能していると推測さ

れている [33，133J。しかしながら、イネにおいては低温、乾燥、塩のいずれのストレ

スに対しても細胞質型SODと細胞質型APXの応答は、 ABAに対するものとは異なって

いた (Fig.1-9、1-10、1-11)。よって細胞質型SODおよび細胞質型APXの発現調節

において、 ABAのストレスシグナルとしての役割は小さいと考えられる。それではイ

ネ細胞質型SODと細胞質型APXのABAによる調節はどのような生理的機能があるのだ

ろうか。ひとつの可能性としてABAの種子形成における機能が考えられる。種子形成

後期にはABA応答性の多くの遺伝子が発現する [27J。種子形成後期は種子の脱水・乾

燥が始まる時期であり、通常の芽生えにおける乾燥と同様、種子組織は酸素ストレス

に曝されると考えられる。これに対する防御として細胞質型SODと細胞質型APXが機

能しているのではないかと考えられる。登熟期のトウモロコシ種子においてカタラー

ゼが [101J、また登熟期のイネ種子において酸素ストレスの防御に機能するグルタレ

ドキシンが発現していること [65Jからも、種子形成期における酸素ストレスの重要性

が示唆される。登熟期種子における細胞質型SODおよび細胞質型APXの発現のキャラ

クタリゼーションは今後の課題である。
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1 TCT仁仁T仁仁丁仁仁T仁仁T仁GATI仁GGAG仁TC仁A仁仁仁G仁AG仁仁ATGG仁TAAGAA仁TAC仁仁仁GT仁

M A K N Y P V 

61 GTGAG仁G仁仁GAGTA仁仁AGGAGG仁仁GT仁GAGAAGGC仁AGG仁AGAAG仁TG仁G仁G仁仁仁T仁AT仁

V 5 A E Y Q E A V E K A R Q K L R A L 1 

121 G仁仁GAGAAGAGCTG仁G仁仁仁仁T仁T仁ATG仁T仁仁G仁仁T仁G仁GTGG仁ACT仁GG仁GGGGA仁GTT仁

A E K 5 仁 A P L M L 議 L A 議~ 5 A G T F 

181 GA仁GTGT仁GT仁GAAGAC仁GGGGGCC仁GTT仁GGGA仁GATGAAGA仁仁仁CGG仁GGAG仁TGT仁G

D V 5 5 K T G G P F G T M K T P A E L 5 

241 仁A仁G仁仁G仁仁AA仁G仁GGGGCTGGA仁AT仁G仁GGTG仁GGATG仁T仁GAG仁仁仁AT仁AAGGAGGAG

H A A N A G L D 1 A V R M L E P 1 K E E 

301 ATA仁仁仁A仁仁AT仁T仁仁TA仁G仁仁GATTT仁TA仁仁AG仁TIG仁仁GGAGTTGTGGC仁GT仁GAGGTG

1 P T 1 5 Y A D F Y Q L A G V V A V E V 

361 T仁仁GGTGGA仁仁TG仁仁GT仁仁仁仁TT仁仁A仁仁仁AGGAAGGGAGGA仁AAA仁仁TG仁A仁仁仁仁仁A仁仁T

5 G G P A V P F H P G R E D K P A P P P 

421 GAGGG仁仁GT仁TT仁仁TGATG仁TA仁仁AAGGGTI仁TGA仁仁A仁仁TAAGG仁AGGT仁TT仁GGTG仁G

E G R L P D A T K G 5 0 H L R Q V F G A 

481 仁AGATGGG仁TIGAGTGAT仁AGGA仁ATTGTTG仁仁仁T仁T仁TGG仁GGT仁A仁A仁仁仁TGGGAAGG

Q M G L 5 D Q D 1 V A L 5 G G ~ T L G R 
541 TG仁仁A仁AAGGAAAGAT仁TGGTTTTGAGGGA仁仁TTGGA仁AAGAAA仁仁仁T仁TG仁AGTTTGA仁

仁 H K E R 5 G F E G P T R N P L Q F 0 

601 AA仁T仁TTA仁TT仁A仁GGAG仁TT仁TGAGTGGTGA仁AAGGAGGGC仁TI仁TT仁AG仁TT仁仁TAGT

N 5 Y F T E L L 5 G 0 K E G L L Q L P 5 

661 GA仁AAAG仁仁仁TG仁TGAGTGA仁仁仁TG仁仁TI仁仁G仁仁仁A仁丁仁GT仁GAGAAATATG仁TG仁AGAT

K A L L 5 D P A F R P L V E K Y A A D 

721 GAGAAGG仁TTT仁TTTGAAGA仁TA仁AAGGAGG仁仁仁A仁仁TCAAG仁T仁T仁仁GAA仁TGGGGTT仁

E K A F F E 0 Y K E A H L K L 5 E L G F 

781 G仁TGATG仁TTAAGAGGTTI仁TAGT仁TA仁TA仁TG仁TAGTA仁ATIG仁仁仁GTGGTA仁T仁TTGT

A 0 A 本

841 TTTG仁AT仁TAGG仁TAGGG仁仁AGTGTGAA仁仁AG仁AGA仁TA仁CA仁TGTGAGT仁G仁仁T仁TGTA

901 ATAAAATTTGTICGG仁仁TATGG仁AT仁仁T仁AGTA仁GTTGT仁AATGT仁T仁GGTGGG仁TGTTA

961 TG仁T仁AA仁TG仁AATG仁TG仁AT仁仁

Fig. 1-1 APXaの塩基配列および推定アミノ酸配列

*は終止コドンを示す。白抜きで表わしたアミノ酸はヘム結合部位を、網かけ

で表わしたアミノ酸は活性中心を示す。ことに示した配列は、 DDBJ、EMBL、

GenBankシークエンスデータベースにaccessionno. D45423として登録されて
いる。

15 



1 TG了TGAGTTGGGGATTGATTGATTGATT仁GGATTGGGAAGAAGAAGAAG仁AGGGGAG仁AT

M 

61 GGG仁AG仁AAGT仁GTA仁仁仁GA仁GGTGAG仁GATGAGTACCTGG仁GGC仁GTGGG仁AAGG仁GAA

G 5 K 5 Y P T V 5 D E Y L A A V G K A N 

121 CGG仁AAG仁T仁仁G仁GG仁仁T仁AT仁GC仁GAGAAGAA仁TG仁G仁仁仁仁A仁T仁ATG仁T仁仁G仁仁T仁G仁

G K L R G L 1 A E K N 仁 A P L M L n L A 
181 GTGG仁A仁T仁TG仁TGG仁A仁仁n仁GATGTGT仁GT仁GAGGA仁仁GG仁GGG仁仁仁TT仁GG仁A仁仁AT

~ S A G T F D V 5 5 R T G G P F G T M 
241 GAAGAA仁仁仁仁GG仁GAG仁AGT仁仁仁A仁G仁仁G仁仁AA仁G仁仁GG仁仁T仁GA仁AT仁G仁仁GT仁AG仁GT

K N P G E Q 5 H A A N A G L D 1 A V 5 V 

301 T仁T仁GA仁仁仁仁AT仁AAGGA仁仁AACTTC仁仁AT仁仁T仁T仁仁TA仁G仁CGA仁TT仁TA仁仁AG仁TTG仁

L D P 1 K D Q L P 1 L S Y A D F Y Q L A 

361 TGG仁GTTGTGG仁仁GT仁GAGGT仁A仁仁GG仁GGA仁仁TGAGGT仁仁仁仁TT仁仁AT仁仁GGG仁AGG仁A

G V V A V E V T G G P E V P F H P G R Q 

421 GGA仁AAG仁仁TGAG仁仁T仁仁T仁仁TGAAGG仁仁GTCTT仁仁TGATG仁仁A仁A仁AAGGTT仁TGA仁仁A

D K P E P P P E G R L P D A T Q G 5 D H 

481 仁仁TAAGG仁AGGT仁TTTT仁TG仁G仁AGATGGGTTTGAGTGA仁AAGGA仁ATAGTTG仁T仁TTT仁

L R Q V F 5 A Q M G L 5 D K D 1 V A L 5 

541 TGGTGGT仁A仁A仁A仁TGGGAAGATG仁仁A仁AAGGAGAGAT仁TGG仁TTTGAGGGAG仁仁TGGA仁

G G ~ T L G R 仁 H K E R S G F E G A 通 T
601 GT仁仁AA仁仁仁TTTGAT仁TTTGA仁AA仁T仁TTA仁TT仁A仁仁GAG仁TTGTGAGTGG仁GAGAAGGA

5 N P L 1 F D N 5 Y F T E L V S G E K E 

661 AGG仁仁TT仁TT仁AG仁TGC仁AAGTGA仁AAAG仁仁仁T仁ATGG仁TGA仁仁仁AGC仁TT仁仁GT仁仁A仁T

G L L Q L P 5 議 K A L M A D P A F R P L 

721 GGTGGAGAAATATG仁TG仁GGATGAGGA仁GC仁TT仁TTTGCGGATTA仁G仁仁GAGG仁仁仁A仁仁T

V E K Y A A D E D A F F A D Y A E A H L 

781 仁AAG仁T仁T仁TGAA仁TGGGATITG仁TGAGGAATAAGAAG仁仁TTTAGAGAG仁GGGATAT仁仁G

K L 5 E L G F A E E * 
841 仁AAAAGATTAATG仁仁GATTTGTATTTTG仁G仁仁TTAGAGTCAGTA仁GAT仁AAGA仁TGT仁GT

901 GG仁GGTTGTAATAAAAATTAGTGTG仁TTTGGG仁仁AT仁TTTTTATGTGATT仁仁AATTGT仁T

961 TT仁T仁TT仁ATT仁TIG仁T汁 GATG仁T仁TTTGT仁TGGA仁仁T仁TAGA仁仁G仁仁GTATTGTA仁TG

1021 TGGAGTTT仁AAAGTTA仁仁AAG仁TATTTG仁TGT仁AAGAT

Fig. 1-2 APXbの塩基配列および推定アミノ酸配列
記号はFig.1-1に同じ。
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riceAPXa 109: 
riceAPXb 110: 
peaAPX 109: 
At APX1 109: 
spαpx1 114:ポ
sp tAPX 181: 

riceAPXa 164: 
riceAPXb 165: 
peaAPX 164: 

At APX1 164: 
sp apx1 160: 
sp tAPX 240: ，.1. 

riceAPXa 208: 
riceAPXb 209: 
peaAPX 208: 
At APX1 208: 
sp apx1 204: 
sp tAPX 300: 
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108 
113 
A 180 

163 
164 
163 

163 
159 
239 

207 

208 
207 
207 

203 
299 

250 
251 
250 

FADA 250 
NHPESNLYESNS仁ST-RL-S261 

FDPAEGITLNGTPAGAAPE 359 

262:VVL-NPTLSKTEA-V-Q仁NTDMLDP-MQLEMVAAQAA-TDTYNMPIYTAVN仁-NSLRD 313 
360:KFVAAKYSSNKRSELSDSMKEKIRAEYEGFGGSPNKPLPTNYFLNIMIVIGVLAVLSYLA 419 

Fig. 1-3 APXaおよびAPXbの推定アミノ酸配列と他のAPXとのアラインメント

イネAPXaと同じアミノ酸をドットで表し網かけで示す。 peaAPX:エン ドウ

細胞質型APX、AtAPX1:シロイヌナズナ細胞質型APX1、spAPX1:ホウレン

ソウ細胞質型APX1、sptAPX:ホウレンソウチラコイド型APX。
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rice APXa rice APXb 

rice APXa * 

rice APXb 83.9 
安

pea APX 80.0 81.5 

Arabidopsis 
78.0 80.2 APX1 

spinach 
49.8 47.6 APX1 

spinach 
45.3 46.1 tAPX 

cotton 
65.2 64.9 mbAPX 

Table 1 -1 APXaおよび:APXbのコードするAPXと他のAPXのホモロジー

peaAPX:エンドウ細胞質型APXCaccesion no. X62077)、Arabidopsis

APXl:シロイヌナズナ細胞質型APXCaccesion no. X59600)、spinach

APXl:ホウレンソウ細胞質型APXCaccesion no. D49679)、spinach

tAPX:ホウレンソウチラコイド型APXCaccesion no. D77997)、cotton

mbAPX:ワタマイクロボディ型APXCaccesion no. U37060)。
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iceplant APX1 
spinach APX1 I cytosolic 3 
iceplant APX2 
pumpkin cAPX 
tobacco 
pea 
soybean 
spinach cAPX 

cytosolic 1 
円lalze
rlce APXb 
barley 
rlce APXa 
Arabidopsis APX1 

cotton 
microbody Arabidopsis APX3 

spinach sAPX 
spinach tAPX 

iceplant sAPX 
iceplant tAPX 
pumpkin sAPX chloroplastic 
Arabidopsis sAPX 
Arabidopsis tAPX 
rlce sAPX 
rlce tAPX 
Arabidopsis APX2 

cytosolic 2 Chlamydomonas 

Fig.1-4 APXの分子系統樹

ここで用いたAPXの配列は以下から引用した。 Iceplant APX 1: accesion no. 

AF079513、spinachAPX1: D49679、iceplabt APX2: AF079512、pumpkin

cAPX: D88649、tobacco:U15933、pea:X62077、soybean:L10292、

spinach cAPX: L20864、maize:234934、barley:AJ006358、Arabidopsis

APX1: X59600、cotton:U37060、ArabidopsisAPX3: U69138、spinach

sAPX: D83669、spinachtAPX: D77997、iceplant sAPX: AF069316、ice

plant tAPX: AF069315、pumpkinsAPX: D88420、ArabidopsissAPX: 

X98925、Arabidopsis凶 PX:X98926、ricesAPX and rice tAPX:本論文第4

章、ArabidopsisAPX2: X98275、Chlamydomonas:AJ223325. 
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Fig. 1-5 APXaおよび'APXbのgenomicSouthern解析

イネゲノムDNA10μgを制限酵素で切断、泳動した後に、ナイロン

メンブレンにブロットした。 APXaまたはAPXbの3'-UTR、および

APXaの全長cDNAをフローブとしてハイブリ夕、イゼーションを行い、

6x SSC， 0.1% SDSを用い550Cで2回洗浄を行った。レーン左にDNA

サイズマーカーを示す。H:Hind III、N:Nco 1、K:Kpn 1。
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G E R G E R 

apxa apxb 

Fig. 1-6 APXaおよび'APXbの組織における発現

イネ芽生え(播種後8日目)の各組織から抽出したtotalRNA 

20μgを泳動により分画後、ナイロンメンブレンにブロットし

た。 APXaおよびAPXbの3'-UTRをフローブとしてハイブリ夕、イ

ゼーションを行い、 2xSSC， 0.1% SDSを用い42
0

Cで2回洗浄を

行った。 G:緑葉、 E:黄化葉、 R:根。
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Fig. 1-7 イネ芽生えにおける細胞質型SODと細胞質型APXの酸素ス

トレスに対する応答

播種後14日目のイネ芽生えを10μMパラコートまたは1mMH202 

で処理した。各サンフルから抽出したtotalRNA 20μgを用いて

Northern blottingを行った。 sodCcl、sodCc2、apxa、apxbのそれ

ぞれに特異的なプローブを用いてハイブリダイゼーションを行った。

レーン上の数字は処理を行った時間を示す。
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cytAPX cyt SOD 

• apxa 
図 apxb

3 
• sodCc1 
図sodCc2

3 

2 
(万一

O
T
)
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Z
Z
ε

2 
(万一

O
T
)
《
Z
Z
E

。。
24 

ABA treatment (h) 

12 。24 

ABA treatment (h) 

12 。

イネ細胞質型SODと細胞質型APXのABAに対する応答Fig. 1-8 

播種後10日目のイネ芽生えをO.lmMABAで処理した。各サンプルから抽出した

total RNA 20μgに対してRNAslot blotを行った。 sodCcl、sodCc2、apxa、apxb

のそれぞれに特異的なプローブをハイブリダイズさせた後に、同じメンブレンにイネ

actin cDNAをinternalcontrolとしてハイブリダイズさせ、得られた結果をイメー

ジアナライザーを用いて定量化した。細胞質型SODおよび、細胞質型APXのmRNA量

ここに示したデータは独立な3回

の実験の平均値である。 cytSOD:細胞質型SOD、cytAPX:細胞質型APX。
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cyt APX cyt SOD 

• apxa 
図 apxb

1.5 
• sodCc1 
図 sodCc2
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イネ細胞質型SODと細胞質型APXの低温に対する応答Fig. 1-9 

28
0

Cで10日間生育させたイネ芽生えを4
0

Cに移し、 12時間低温処理を行った。そ

の後、再び280Cに戻し12時間育成させた。 Fig.1-8と同様にRNAslot blotを行

iR12Jは、低温処理後280Cに戻し12時間イい、得られた結果をグラフに示した。

ここに示したデータは狼立な3

回の実験の平均値である。 cytSOD:細胞質型SOD、cytAPX:細胞質型APX。
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cyt APX cyt SOD 

• apxa 
図 apxb
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イネ細胞質型SODと細胞質型APXの乾燥に対する応答Fig. 1-10 

10日間水耕栽培したイネ芽生えの、水を抜いて12時間乾燥処理を行った。そ

の後、再び水を与え12時間育成させた。 Fig.1-8と同様にRNAslot blotを行

iR12Jは、再給水させたサンiR6J、い、得られた結果をグラフに示した。

ここに示したデータは独立な3回の実験の平均値である。プルを表している。

cyt SOD:細胞質型SOD、cytAPX:細胞質型APX。
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Salt Recover 

o 3 6 12 24 48 24 48 (h) 

sodCc1 

sodCc2 

apxa 

apxb 

Fig. 1-11 イネ細胞質型SODと細胞質型APXの塩ストレスに対す

る応答

10日間水耕栽培したイネ芽生えを、根を0.25MNaClに浸すとと

により塩ストレス処理を行った。 48時間処理の後、再び根を水に浸

し48時間育成させた。各サンプルから抽出したtotalRNA 20μgに

対してNorthern blottingを行った。 sodCcl、sodCc2、apxa、

apxbのそれぞれに特異的なフローブを用いてハイブリダイゼーショ

ンを行った。レーン上の数字は処理を行った時間を示す。

iRecoverJは、塩処理後、再度水に戻したサンプルを表す。
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第2章

イネ細胞質型APXの酸素ストレスに対する発現応答;シグナル

としての過酸化水素の可能性

第l章において筆者は、イネにおいて2個の細胞質型SOD遺伝子と 2個の細胞質型

APX遺伝子がいずれも酸素ストレスにより誘導されることを見出だした。本章では、

細胞質型SODと細胞質型APXの酸素ストレスに対する応答を悶ぜAレベルでより詳細に

調べることにより、それらの遺伝子の調節機構に関する知見を得ょうと試みた。本実

験では、葉緑体内で光合成により生成する活性酸素の影響を除外するために、暗所で

培養したイネ腔芽を材料として用いた。

材料と方法

植物材料の培養と薬剤処理

イネ (0.ηノzasativa L. cv Nipponbare)怪芽を材料として用いた。イネ完熟種子より

得た米ぬかを自の大きさが0.5mmのふるいを通すことにより、ぬかと匪芽に分離し

た。米ぬかは、月桂冠酒造(株)より寄贈されたものを用いた。得られた怪芽を70%エ

タノールに 3分間浸した後、次亜塩素酸ナトリウム (0.4%活性塩素)に15分間浸して

滅菌した。怪芽を滅菌蒸留水で洗浄した後、 N6液体培地に懸濁した。ロータリーシェ

ーカーで110rpmで振とうし、 280C、暗所で6-7日間培養した。培養2日目に培地を新

しいものに交換した。培養5-6日目に怪芽を小わけにし、新しい培地を加えてさらに1

日間培養を行った。培養6-7日目に、濃縮ストック薬剤液を培地に添加することによ

り、パラコート、過酸化水素等の薬剤処理を行った。所定時間の処理後、培地を捨て

怪芽を2度蒸留水で洗浄した後、サンプルとして採取した。

orthern blotting 

匪芽よりSDS/phenol法により調製したtotal悶ぜA15-20μgを、第1章 (p8)と同
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様に、ブロッティングおよび、ハイブリダイゼーションを行った。プローブとして細胞

質型sodCclの全長cDNA(EcoRI断片)あるいは細胞質型apxaの全長cDNA(EcoRI断

片)をハイブリダイズさせ、その後internalcontrolとしてイネactinフ。ローブ(第 1章

p7参照)をハイブリダイズさせた。オートラジオグラフィーあるいはバイオイメージ

アナライザー (MolecularImager、BIO-恥生D)により結果を得た。 MolecularImager 

により得られたデータを定量化することによって、 mRNA量を測定した。

過酸化水素の定量

細胞中の過酸化水素の定量は、 Ishikawaら[38Jのホモバニリン酸を用いた蛍光法、

またはWarmand Laties [126Jのルミノールの化学発光による定量法に準じて行っ

た。怪芽サンフル (0.4g)を1.5mlの氷冷した5%TCAでホモジェナイズした。ホモジェ

ネートを400x g、5分間遠心することにより、 Dowex1 x 8 (Dow Chemical)のイオ

ン交換スピンカラム(カラム体積 1ml)を通した。溶出液を5%TCAで3mlに調整した

後、過酸化水素定量に用いた。

蛍光法による定量を以下のように行った、 100μlの抽出液に等量の0.5Mカリウムリ

ン酸バッファー (pH7.5)を加えた。 25mMカリウムリン酸バッファー (pH7.5)、

1.25mMホモバニリン酸、 lUのhorseradishperoxidase (和光純薬)、 200μlの中和

させた抽出液を含む反応液 (lml)を作製し、励起波長315nm、蛍光波長425nmで蛍光

収率を測定した。

ルミノール化学発光による定量には、 50μlの抽出液に等量の0.2MNH40Hを加え、

次に50μlの0.5mMluminol， 0.2M NH40Hを加えたo 50μlの1mMK3Fe(CN)6， 0.2 

MNH40Hを加えることにより発光を開始させ、ルミノメーター (LumatLB 9507、

EG & G Berthold， Wildbad， Germany)を用いて5秒間発光を測定した。過酸化水素

に依存した発光を測定するために、 50μlの抽出液に等量の1MTris-HCl (pH 8.0)を

加え中和させた後、 250Uのカタラーゼ (Sigma)を加え室温で10分間反応させた。そ

の後、上記と同様にルミノールとフェリシアン化カリウムを加えて発光を測定した。

2つの測定の差を、過酸化水素に特異的な発光とした。
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結果

懸濁培養物は均一で簡便な薬剤処理が可能であることから、本実験ではイネ匪芽の

懸濁培養物を材料に用いた。またカルス由来の培養細胞は通常の細胞が示す生理的な

反応とは異なった応答を示す可能性が考えられるため、培養6-7日日の発芽途上のイネ

庇芽を材料として用いた。

イネ培養怪芽における、細胞質型SODの酸素ストレスに対する応答を調べるため

に、腔芽を10μMパラコートあるいは1mM過酸化水素による処理を行った。イネ細

胞質型SOD、sodCclの全長cDNAをプロープとしてNorthern blottingを行い、細胞

質型SODのmRNA量の変動を調べたo Figure 2-1に示すように、イネ培養匪芽におい

てもパラコート、過酸化水素のいずれの処理によっても細胞質型SODの一過的な誘導

がみられた。 mRTぜA量はパラコート処理により2.5倍に、過酸化水素処理により2.9倍

に上昇した。パラコート処理、過酸化水素処理のいずれにおいてもmRNA量の上昇は4

時間以内に起こり、 4-8時間にかけてピークに達した。

次に、細胞質型APXの酸素ストレスに対する応答を同様にイネ培養匪芽において調

べた。イネ細胞質型APX、apxaの全長cDNAをプローブに用いたNorthernblottingの

結果から、細胞質型APXも同様にイネ脹芽においてパラコート、過酸化水素により顕

著な誘導を受けることが明らかとなった (Fig.2-2)。転写産物量はパラコート処理に

より7.9倍に、過酸化水素処理により6.1倍に上昇した。しかしながら、 2つの処理に

おいてmRNA量は異なったカイネティクスを示した。パラコート処理においては、処

理8時間で、mRNA量が最大となったのに対し、過酸化水素処理の場合にはmRNA量は4

時間でピークに達した。また2時間のパラコート処理によりmRNA量は2.1倍に上昇し

たのに対し、 2時間の過酸化水素処理では4.2倍の上昇がみられた。このように過酸化

水素による細胞質型APXの誘導は、パラコートによる誘導に比べて速いことが明らか

となった。この結果から、細胞質型APXのパラコートによる誘導は、パラコート添加

の直接的な結果ではなく二次的な影響によるものであることが考えられた。 apxaおよ

び、apxbのそれぞれに特異的なフローフを用いたNorthemblottingを行った結果、 2

個のイネ細胞質型APX遺伝子はいずれも同様にパラコート、過酸化水素により誘導さ
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れることが明らかになった(データ省略)。

Figure 2-2の結果から、イネ細胞質型APXのパラコートによる誘導は、パラコート

による直接的なものではないことが示唆された。細胞内でパラコートにより生じたス

ーパーオキシドは、 SODの反応によりまたは自発的な不均化反応により速やかに過酸

化水素に変換されることが知られている (Fほ.2-3)。そこで細胞質型APXのパラコー

トによる誘導に、スーパーオキシドから生じた過酸化水素が関与している可能性が考

えられた (Fig.2-3)。この可能性を検討するため、活性酸素消去系酵素の阻害剤を用

いることにより細胞内の過酸化水素量を変動させることを試みた (Fig.2-4) 0 SODの

反応により過酸化水素が生成することから、 SOD阻害剤であるDDC(diethyldithio-

carbamate)の処理によって細胞中の過酸化水素量が減少することが予想された。そこ

で、イネ匪芽をパラコートとともにDDCによって処理し、細胞質型APXの応答がどの

ように影響されるかを調べた。その結果、 DDC処理によって細胞質型APXのパラコー

トによる誘導が有意に抑制された (Fig.2-5)。パラコートによるmRNA量の上昇は、

DDC処理条件下では48%にまで低下した。また細胞内の過酸化水素量を上昇させる

的で、過酸化水素消去酵素であるAPXおよびカタラーゼの阻害剤を用いた。その結

果、カタラーゼ阻害剤であるaminotriazoleあるいはAPX阻害剤であるhydroxyurea

[llJの添加により、パラコー トや過酸化水素による処理なしで細胞質型APXの顕著な

誘導がみられた (Fig.2-6)。またこの処理条件下でのイネ怪芽中の過酸化水素の定量

を行った。その結果、 4時間のaminotriazole処理またはhydroxyurea処理により、過

酸化水素量はぞれぞれ23%、39%上昇することが明らかとなった (Table2-1)。これら

の結果から、イネ細胞質型APX遺伝子は細胞内の過酸化水素量に応答していることが

示された。

次に、パラコー ト処理により怪芽中の過酸化水素量が上昇するかどうかを調べた。

過酸化水素の定量はルミノールの化学発光によって行った。 Figure2-7に示すよう

に、 1時間のパラコート処理によりルミノールの発光は39%上昇した。過酸化水素量の

上昇 (23-64%)はパラコート処理3時間まで観察された。この結果により、パラコート

による酸素ストレスによって生体内で過酸化水素が蓄積することが示された。
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考察

本実験により非光合成組織においても、パラコートおよび過酸化水素によりイネ細

胞質型SODと細胞質型APXが誘導されることが明らかとなった (Fig.2-1、Fig.2-

2)。本実験で用いたフローブは、細胞質型SOD、細胞質型APXともcDNAの全長を用

いており、それぞれの2個のアイソザイムのいずれのmRNAにもクロスハイブリダイ

ズしていると考えられる。 Figure1-7ですでに緑葉において、細胞質型SOD遺伝子

sodCclとsodCc2、細胞質型APX遺伝子apxaとapxbがいず、れも酸素ストレスにより誘

導されることが示されている。培養怪芽においてもsodCclとsodCc2は同様に酸素ス

トレスによる誘導を受けていると考えられる。

緑葉においても培養匪芽においても酸素ストレスにより、細胞質型APXの方が細胞

質型SODに比べてより顕著に誘導された (Fig.1-7、Fig.2-1、Fig.2-2) 0 APXはア

スコルビン酸のない状態では不可逆的に失活するが [4J、酸素ストレス条件下では細

胞中のアスコルビン酸の酸化に起因すると思われるAPXの阻害が起きている [112J。

酸素ストレス下で十分なAPX活性を維持するために、細胞質型APXの高い発現が必要

であると考えられる。

細胞質型APXはパラコート、過酸化水素のいずれによっても顕著に誘導されたが、

そのタイムコースは異なっており、パラコートによる誘導は過酸化水素による誘導に

比べて遅れていた (Fig.2-2)。このことはパラコートが直接細胞質型APXを誘導して

いるわけではないことを示唆している。この結果から筆者は、パラコートによる細胞

質型APXの誘導に、スーパーオキシドから生じた過酸化水素が関与しているという仮

設を立てた。阻害剤処理によってSOD活性を阻害すると、パラコートによる細胞質型

APXの誘導は抑制された (Fig.2-5)。また過酸化水素消去酵素を阻害すると、細胞内

の過酸化水素量の上昇と細胞質型APXの誘導がみられた (Table2-1、Fig.2-6)。これ

らの結果は、細胞質型APXが細胞内の過酸化水素レベルによって調節されていること

を示している。 CUZn-SODを過剰発現する形質転換タバコ [105Jとカタラーゼのアン

チセンス形質転換タバコ [129Jにおいて内在性の細胞質型APXの発現が上昇している

ことが報告されている。これらは本実験の結果と一致するものである。またFigure2-
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7で示したように、パラコートの添加によって生体内での過酸化水素の蓄積がみられ

た。パラコー トによる過酸化水素の上昇は23-64%であり、これはFigure2-6、Table

2-1でみられた細胞質型APXを誘導しうる過酸化水素の蓄積 (23-39%)に匹敵する。こ

れらの結果を総合すると、イネ細胞質型APXの酸素ストレスに対する応答は、細胞内

の過酸化水素によって媒介されていることが示唆される。

パラコートによる細胞内の過酸化水素の蓄積は処理1時間でみられた (Fig.2-7)。

方細胞質型APXmRNA量はパラコート処理8時間で最大に達したが、これは過酸化水

素による誘導のピークと比べて4時間のずれがある。 Figure2-1で示したようにパラコ

ート処理によって細胞質型SODが誘導されるが、これにより過酸化水素の生成が増大

しさらに細胞質型APXの誘導が促進されると予想される。その結果として、細胞質型

APXmRNAの上昇が8時間まで続くと考えられる。

過酸化水素はスーパーオキシド、ヒドロキシラジカルとは異なり、細胞中では安定

でその寿命は長い白過酸化水素は、低温 [88J、高温 [18J、病原体 [12，56， 63Jに対

する防御においてシグナル分子として機能しており、ストレス防御に関与する多くの

遺伝子やタンパク質を誘導することが知られている(カタラーゼ [88，102J、ペルオキ

シダーゼ [89J、グルタチオンペルオキシダーゼおよび、グルタチオンS-トランスフェ

ラーゼ [56J、SOD[85J、PRタンパク質 [12J、alternativeoxidase [124， 125J )。

さらに過酸化水素は膜透過性分子であり、細胞間シグナルとしても機能していること

が示されている [56J。このように様々なストレス防御においてシグナル分子としての

過酸化水素の機能が知られつつあるが、本実験の結果により酸素ストレスにおいても

過酸化水素がシグナリングに機能している可能性が示唆された。

細胞質型SODと細胞質型APXの酸素ストレスによる誘導にはどのような調節機構が

関与しているのであろうか。細胞質型SODおよびAPXの発現がグルタチオンにより誘

導されるという報告 [35，55， 99Jと抑制されるという報告があり [51，130J相矛盾する

結果となっているが、これらの結果から細胞質型SODと細胞質型APXの発現調節に、

酸化還元を受けるコンポーネントの関与が示唆される。

イネ細胞質型SODはパラコート、過酸化水素により誘導されるが、いずれの処理に

おいても同様なカイネティクスで発現の誘導がみられた (Fig.2-1)。イネ細胞質型

SOD遺伝子のプロモーターにはスーパーオキシドに応答するが過酸化水素に応答しな
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いシス-エレメントが存在することから[本論文第5章]、イネ細胞質型SODはスーパ

ーオキシドと過酸化水素によってそれぞれ独立に調節されていると考えられる。大腸

菌においてはスーパーオキシド、過酸化水素によりそれぞれ調節される転写因子

SoxRSとOゎrRが知られている [14，20J。また晴乳類においても過酸化水素応答性の

転写因子 (NF-kB[104J ，AP-1 [64J )が存在する。高等植物においてもこのようなス

ーパーオキシド、過酸化水素による調節機構が存在する可能性は高い。 sodCclと

sodCc2のプロモーターにはいずれも、マウスにおいて過酸化水素による応答が報告さ

れているY-box[22Jが存在している。このエレメントが過酸化水素による誘導に関与

しているかも知れない。また過酸化水素による細胞内Ca2+の上昇 [90Jが、細胞質型

SODの調節に機能している可能性が考えられる。

これまでにエンドウとシロイヌナズナの細胞質型APX遺伝子において、プロモータ

ー領域上のシスーエレメントと考えられる配列が報告されている。エンドウのプロモー

ターではARE(Antioxidant Responsive Element)と思われるモチーフが存在してい

る[68J。ラットのグルタチオン S-トランスフエラーゼ遺伝子のAREは過酸化水素に

応答することから [95J、細胞質型APXの過酸化水素による応答はこのエレメントによ

り媒介されているかも知れないロまたヒートショックエレメントがエンドウとシロイ

ヌナズナの細胞質型APX遺伝子において保存されており、シロイヌナズナにおいては

このエレメントが酸素ストレスに対する応答に部分的に関与していることが示された

[68，100， 114J。イネ細胞質型APX遺伝子にも酸素ストレス応答配列が存在している

かどうかは今後の遺伝子解析によって明らかとなろう。また細胞質型APXの調節にお

いても、前述の大腸菌や哨乳類で報告されているものと同様な過酸化水素により調節

される転写因子や細胞内Ca2+の関与が考えられる。細胞質型SODの調節機構および細

胞質型APX遺伝子の過酸化水素による調節機構の解明は今後の課題である。
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Fig.2-1 イネ培養脹芽における細胞質型SODの酸素ストレスに対する応答

イネ懸濁培養怪芽を10μMパラコート(A，C)または1mMH202 (B， D)で処理し

た。各サンプルから抽出したtotalRNA 15μgを用いてNorthern blottingを行っ

た。sodCclの全長cDNAおよびイネactincDNAプローブとして用いた。得られた

結果を定量化し、細胞質型SODmRNA量をactinmRNA量で補正した値をグラフ

に示す。黒いバーは処理を行ったサンプルを、斜線のパーは未処理のサンプルを表

している。グラフに示したデータは独立な 3回の実験の平均値である。
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Fig.2-2 イネ培養佐芽における細胞質型APXの酸素ストレ
スに対する応答

Fig.2-1と同様に、イネ培養匪芽にパラコートあるいはH2
02処理を行いapxaの全長cDNAおよびイネactincDNAをプ
ロープとしてNorthern blottingを行った。定量し補正した
細胞質型APXmRNA量をグラフに示す。データは独立な3
回の実験の平均値である。
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とが、またAPX阻害剤、 hydroxyureaやカタラーゼ阻害剤、 aminotriazoleで処理すること

により細胞中の過酸化水素量が上昇することが予想される。
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Fig. 2-5 イネ細胞質型APXのパラコートによる誘導に対する

SOD阻害剤の効果

イネ懸濁培養匪芽を10μMパラコートおよび、1mMDDCで処理

を行い、 Fig.2-2と同様にNorthernblottingを行った。 3回の

実験のうちの代表的な結果を示している。
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Fig. 2-6 イネ細胞質型APXの発現に対するAPX阻害剤およびカ

タラーゼ阻害剤の効果

イネ懸濁培養匪芽を10mM3-arninotriazole (AT:カタラーゼ

阻害剤)あるいはO.lMhydroxyurea (HU: APX阻害剤)で処理

を行い、 totalRNA20μgを用いてFig.2-2と同様にNorthern

blottingを行った。 IcontJは未処理のサンフルを表わす。 3回

の実験のうちの代表的な結果を示している。
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Table 2-1 APX阻害剤および、カタラーゼ阻害剤の添加による、イネ培養匠芽

中の過酸化水素量の変動

Treatmen七 (time) H202 (nmole/g FW) fold 

None (0 h) 238+19 1.00 

3-Aminotriazole (4 h) 291土20 1.23 

Hydroxyurea (4 h) 330 + 12 1.39 

細胞中の過酸化水素量はホモバニリン酸を用いた蛍光法により定量した。ァー

タは2回の実験の平均±標準偏差を示している。
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Fig.2-7 パラコート処理による、イネ培養膝芽中

の過酸化水素量の変動

イネ懸濁培養腔芽を10μMパラコートで処理し、

細胞中の過酸化水素量をルミノールの化学発光によ

り定量した。データは発光の相対値で示しており、

4回の実験の平均値±標準偏差を表わしている。
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第3章

イネ葉緑体型APXのcDNAクローニングと光に対する発現応答

第l章、第2章ではイネ細胞質型APXについてcDNAのクローニングと発現応答の

解析を行った。緑色組織における主な活性酸素発生源は葉緑体の光合成電子伝達系で

あり、活性酸素の生成は光強度の変化によって影響されると考えられる。本章におい

ては、イネ葉緑体型APXについてcDNAのクローニングを行い、葉緑体型APXの光に

対する発現応答を調べた。その結果から葉緑体型APXの調節機構についての考察を

行った。

材料と方法

植物の育生と電子伝達阻害剤処理

イネ (0ヴ zasativa L. cv Nipponbare)種子を第 1章(p 6-7 )と同様に播種し明暗

周期下で14日間、あるいは暗所で8日間、水耕で育生させた。暗所で育生させた黄化芽

生えに、連続光(光量220μE/m2/s)を照射することにより緑化させた。

電子伝達阻害剤の処理は、 71<耕液に濃縮ストック薬剤液を加えることによって行っ

た。 DCMU、DBMIBともDMSO溶液をストック液としているため、 controlのサンプ

ルにも同濃度のDMSOを加えた。

イネ葉緑体型APXcDNAのクローニング

暗所で育生した黄化芽生えにそれぞれ2時間または10時間光を照射し、サンプルとし

て採取した。これらの芽生えからtotal悶ぜAを抽出し、 Oligotex-dT30(宝酒造)によ

りpoly(A)+ RNAを調製した。得られたpoly(A)+ RNAを鋳型としてSuperScript

Choice System cDNA synthesis kit (GIBCO BRL)を用いてcDNAを合成し、 λ

ZIPLOX EcoRI arms (GIBCO BRL)をベクターとしてcDNAライブラリーを作製し

た。葉緑体型APXをコードすると思われるイネEST(accession no. D23646、イネゲ

ノム研究プログラムより分与された)をプローブとしてプラークハイブリダイゼーショ
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ンにより、 cDNAライブラリーのスクリーニングを行った白単離されたクローンをサ

ブクローニング後、塩基配列の決定を行った。塩基配列に基づく構造解析および他の

APXとのホモロジー検索は、 GENETYX-WINVer.3(ソフトウェア開発)により行っ

た。

プローブの調製

ストロマ型APXcDNAの5'側のEcoRl-Sac 1断片 (1-341bp)、およびチラコイド型

APXcDNAの3'側のBarηHI-EcoRI断片 (1125-1703bp)を制限酵素で切りだし、そ

れぞれのアイソザイムに特異的なプローブとして用いたロまたイネ細胞質型apxaの全

長cDNAおよびイネ葉緑体型CUZn-SODの全長cDNA[48J (accession no. D85239) 

のインサートを制限酵素切断によりベクターより切りだしプローブに用いた。

RubisCO (リブロース二リン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ)の小サブユニット

遺伝子rbcSのプロープは以下のようにして調製した。イネ緑葉由来の 1本鎖cDNAを

鋳型としたPCRによって、イネrbcScDNA [58J (accession no. D00643)のコー ド領

域 (baseno. 50-600)を増幅し、得られたDNA断片をイネrbcSフローブとした。それ

ぞれのプローブをBcaBESTRandom Primer Labelling Kit (宝酒造)を用いて32pで標

識した。

Genomic Southern blot 

第 1章 (p8 )と同様な方法で行った。イネストロマ型APXとイネチラコイド型APX

のそれぞれに特異的なプローブを用いてハイブリダイゼーションを行った。ハイブリ

ダイゼーション、洗浄の条件は第 l章 (p8 )と同じ条件で行い、オートラジオグラフ

イーにより結果を得た。

Northern blot 

第1章 (p8)と同様に、各サンプルから抽出したtotalRNA 20μgを変性、泳動、プ

ロット後、イネストロマ型APXとイネチラコイド型APXのそれぞれに特異的なプロー

ブ、および、イネ葉緑体型CUZn-SOD、イネrbcSに対するプローブを用いてハイブリダ

イゼーションを行った。ハイブリダイゼーション、洗浄の条件は第 1章と同じ条件で
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行い、オートラジオグラフィーにより結果を得た。

APX活性の測定

播種後14日目のイネ芽生えから緑葉および根を採取し、サンフ。ル生重量0.2g当たり

1mlの抽出バッファー (50mMカリウムリン酸バッファー (pH7.0)、1mMAsA、

1mMEDTA、20%(w/v)ソルビトール)で破砕した。ホモジェネートを20，000x g、

10分間遠心した後、上清を抽出バッファーで平衡化したNAP-10脱塩カラム

(Amersham -Pharmacia)に通し、 1.5mlの抽出バッファーで溶出した。以上の操作は

全て4
0

Cあるいは氷上で行った。

得られた抽出液に対して、Am必(0ら[lJの方法によって全APX活性および葉緑体型

APX活性を測定した。ただし活性測定の反応液組成を、 50mMカリウムリン酸バッフ

ァー (pH7.0)、0.5mMAsA、0.5mMH202とした。全APX活性から葉緑体型APX活

性を差し引いた値を非葉緑体型APX活性とした。またBradford法 [9Jによりタンパク

質の定量を行った。

クロロフィル蛍光の測定

黄化芽生えの緑化過程において、葉緑体での電子伝達の有無を調べるためにクロロ

フィル蛍光の測定を行った。イネ緑色芽生えあるいは緑化途上の芽生えを暗所に移

し、 15分間暗順応させた後、 intactな芽生えのクロロフィル蛍光をP品4クロロフィル

蛍光測定装置 (p地([chlorophyll fluorometer、Walz，Germany)で測定した。 10秒お

きに飽和パルス光を0.8秒間照射し、クロロフィル蛍光を連続的に測定した。

結果

イネ黄化芽生えにぞれぞれ2時間、 10時間光を照射した緑化途上のサンプルから

cDNAライブラリーを作製し、イネ葉緑体型APXζDNAのクローニングに用いた。シ

ークエンスデータベースを検索した結果、ホウレンソウストロマ型APX[40Jとホモロ

ジーの高いイネEST(accession no. D23646)の存在を見出した。このESTクローンを
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イネゲノム研究プログラムより分与を受けスクリーニングのプローブとして用いた。

スクリーニングの結果単離されたポジティブクローンは、インサート長 1.4kb、1.7kb

の2種類に分類された。塩基配列を決定した結果、これらのcDNAはそれぞれ全長

1416bpおよび1741bpで、それぞれ359アミノ酸、 38.3kDaおよび478アミノ酸、

51.2kDaのタンパク質をコードするORFを含んでいた (Fig.3-1、Fig.3-2)。ホモロ

ジー検索を行った結果、これらのクローンはそれぞれストロマ型APX、チラコイド型

APXをコードすることが明らかとなった。ストロマ型APX、チラコイド型APXともに

エンドウ細胞質型APXで同定されている活性中心のアミノ酸残基 [86Jが全て保存され

ていた (Fig.3-1、Fig.3-2)。ストロマ型APχとチラコイド型APXはアミノ酸レベル

で87%と高いホモロジーを示した (Table3-1)。またイネ葉緑体型APXはいずれも他

の植物種の葉緑体型APXとアミノ酸レベルで80%以上のホモロジーを示したが、 一方

イネ細胞質型APXとは約45%と低いホモロジーを示した (Table3-1)。他の葉緑体型

APXのアミノ酸配列との比較から、イネの葉緑体型APXはいずれもN末端領域にトラ

ンジットペプチドと推定される配列が存在した (Fig.3-3)。またイネチラユイド型

APXは他のチラコイド型APXと同様、ストロマ型APXと比べてC末端側に長く延びた

配列を持っていた (Fig.3-3)。ホウレンソウチラコイド型APXにおいては、このC末

端に延長した配列が疎水性に富む領域を含んでいることが示されており、チラコイド

膜への結合に関与していることが示唆されている [40J。ハイドロパシ一分析の結果、

イネチラコイド型APXにおいても、 C末端の延長配列中に疎水性の高いドメインが存在

していた (Fig.3-4)。

ホウレンソウ、カボチャにおいてはストロマ型APXとチラコイド型APXが同ーの遺

伝子からdifferentialsplicingによって生じることが示されている [41，57J。イネのス

トロマ型APXとチラコイド型APXのcDNAは互いに塩基配列が異なっていたことか

ら、イネ葉緑体型APXは別々の遺伝子にコードされていることが示唆された。これを

確認するためにストロマ型APXとチラコイド型APXのそれぞれに特異的なプローブを

用いてgenorrucSou thern blotを行った。得られたバンドのパターンはそれぞれのプ

ローブで全く異なっていたことから (Fig.3-5)、イネストロマ型APXとチラコイド型

APXは独立の異なった遺伝子にコードされていることが明らかとなった。またいずれ

のハイブリダイゼーションにおいても 1-2本のバンドが検出されたことから (Fig.3-
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5)、イネストロマ型APX遺伝子とチラコイド型APX遺伝子のコピー数はいずれも 1コ

ピーであると推定された。

次に、イネストロマ型APXとチラコイド型APXの組織における発現をNorthernblot 

によって調べた。その結果、チラコイド型APXは光合成器官である茎および緑葉にお

いて高い発現がみられ、葉緑体を持たない根や黄化葉での発現は低かった (Fig.3-6)。

それに対しストロマ型APXmRNAレベルは予想、に反し根で最も高く光合成器宮では低

かった (Fig.3-6)。非光合成器官である根においてAPX活性が存在するかどうかを確

かめるために、緑葉と根のAPX活性を測定した。葉緑体型APXが嫌気条件では過酸化

水素存在下で急速に失活することを利用して [lJ、葉緑体型APX活性とそれ以外の

APX活性の分別定量を行った。ここで行った活性測定は可溶性のタンパク質に対して

行ったため、検出された葉緑体型APX活性はすべてストロマ型であると考えられる。

測定の結果、タンパク質量当たりで根では緑葉の1.9倍のAPX活性がみられた。また全

APX活性に占める葉緑体型APXの割合は、緑葉では16%であったのに対し根では30%

であった。根における葉緑体型APX活性は緑葉の3.5倍と高かった (Table3-2)。この

ように根において高い葉緑体型APX活性が存在していることが明らかとなった。

次に、イネ葉緑体型APXの光に対する発現応答を調べた。黄化芽生えに光を照射し

たサンプルに対しNorthemblotを行って、ストロマ型APXおよびチラコイド型APXの

発現を調べた。またこのとき葉緑体型CuZn-SODおよび、RubisCOの小サブユニット遺

伝子rbcSの発現応答についても調べた。その結果Figure3-7に示すように、イネスト

ロマ型APXは緑化4時間でやや誘導がみられたのに対して、チラコイド型APXの

mRr刈A量は緑化24時間まで大きく上昇した。一方、葉緑体型CuZn-SODとrbcSにお

いても発現誘導がみられたが、誘導は緑化の初期にのみ見られ、緑化4時間以降は

mRNA量に大きな変動は見られなかった。このような緑化過程における誘導は、

developmentalな誘導であるのか、光合成によって生じた酸素ストレスによるもので

あるかが問題となる。 Ohashiら[80Jはオオムギの緑化過程において葉緑体の光合成

電子伝達鎖が緑化4時間で完成することを報告している。イネの緑化過程においてどの

時点で電子伝達が始まっているかを調べるために、 」葉緑体のクロロフィル蛍光を測定

することにより電子伝達の有無を調べた。 Figure3-8に示すように、 24時間緑化させ

た芽生えに飽和パルス光を照射すると、緑葉でみられるものと同様な一過的なクロロ
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フィル蛍光のピークがみられる。これは光化学系 IIにおいて光化学反応がおこってい

ることおよび励起された電子が電子伝達鎖を流れていることを示している。黄化葉で

はクロロフィル蛍光は全く検出されなかった。緑化2時間の芽生えにおいて検出される

クロロフィル蛍光はノイズレベル以下であったが、緑化4時間で飽和パルス光に対応し

た蛍光のピークが現われた。このようにイネ芽生えにおいて緑化4時間で光合成電子伝

達が確認された。この結果から、緑化4時間から24時間にかけてみられるイネチラコイ

ド型APXの誘導は、葉緑体での光合成電子伝達によって引き起こされたものである可

能性が示唆された。

また葉緑体型APXの光に対する応答を調べるもう 1つの手段として、緑葉を暗所に

移し暗順応させることを試みた。その結果、ストロマ型APX、チラコイド型APXとも

16時間の暗順応によってm悶ぜA量の低下が認められた (Fig.3-9)。このことから葉緑

体型APXが光に対して応答していることが確認された。

葉緑体型APXの緑化過程における誘導が光合成に依存しているかどうかを調べるた

めに、光合成電子伝達の阻害剤処理を試みた。本実験ではDCMUとDBMIBを用いるこ

とによってそれぞれ光化学系IIからフラストキノンに至る経路とフラストキノンからチ

トクロムb6/f複合体に至る経路の電子伝達を阻害した (Fig.3-10A)。なおDCMUに

よる電子伝達阻害によって、フラストキノンは電子を受け取ることができなくなるた

め酸化状態に、 DBMIB処理によって、フラストキノンはせき止められた電子によって

還元状態になると考えられている。イネ緑化過程の芽生えをDCMUあるいはDBMIBで

処理し、葉緑体型APXの発現がどのように影響されるかを調べた。その結果、ストロ

マ型APX、チラコイド型APXのいずれもDCMUの添加により発現の低下がみられた。

方、 DBMIB処理によってストロマ型APX、チラコイド型APXのmRNA量に顕著な変

動はみられなかった (Fig.3-10B)。この結果から葉緑体型APXは、電子伝達そのもの

ではなくプラストキノンの酸化還元状態に応じて発現していることが示唆された。

考察

本実験において緑化途上のイネ芽生えより、ストロマ型APX、チラコイド型APXを
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それぞれコードする 2種の葉緑体型APXcDNAを単離した。ストロマ型、チラコイド

型いずれのアイソザイムにおいても、細胞質型APXで同定された活性中心のアミノ酸

残基は全て保存されていた (Fig.3-1、Fig.3-2)。葉緑体型APXと細胞質型APXは酵

素としての安定性に大きな違いがあり、アスコルビン酸のない条件では葉緑体型は急

速に失活するのに対して、細胞質型では失活は緩やかに起こるか、あるいは全く失活

はみられない[4J。この安定性の違いは両アイソザイムの構造が異なることに起因す

るが、少なくとも活性中心のアミノ酸残基の違いによるものではないことが示され

た。

イネチラコイド型APXはホウレンソウなど他の植物種と同様、 C末端領域にチラコイ

ド型特有の膜結合ドメインと推定される疎水性に富む領域を持っていた (Fig.3-3、

Fig.3-4)。この構造は全ての植物のチラコイド型APXに共通な特徴であると考えられ

る。 一方、イネストロマ型APXとチラコイド型APXは、ホウレンソウやカボチャとは

異なり独立な別々の遺伝子によってコードされていることが明らかとなった (Fig.3-

5)ロシロイヌナズナにおいてもストロマ型とチラコイド型でcDNAの配列が異なってい

ることから [44Jイネと同様2種類の遺伝子が存在すると考えられる。このように葉緑

体型APXが単一の遺伝子にコードされている植物と、独立な2種類の遺伝子にコード

されている植物の、 2つのタイフに分けられることが明らかとなった。

イネ葉緑体型APXの組織における発現を調べた結果、チラコイド型APXは緑色組織

において高い発現がみられ非光合成組織において発現が低かった (Fig.3-6)。この結

果は、光合成により生成する過酸化水素の消去という葉緑体型APXの機能と一致す

る。緑色組織ではチラコイド型APXのほうがストロマ型APXよりも強く発現している

こと (Fig.3-6)、また緑化過程においてストロマ型APXよりもチラコイド型APXのほ

うがより顕著な誘導がみられることから (Fig.3-7)、葉緑体内で生成する過酸化水素

は主にチラコイド型APXによって消去されていると考えられる。

しかしながら、根におけるストロマ型APXの発現 (Fig.3-6、Table3-2)は予想を覆

えすものであった。これまでにArnakoらによりキュウリ、エンドウの根において細胞

質型APXに対してそれぞれ7.4%、6.4%の葉緑体型APX活性が存在すると報告されてい

る[lJ。しかし今回イネで得られた結果は、全APX活性に対して30%の葉緑体型APX

活性という驚異的な数字であった (Table3-2)。このような高い葉緑体型APX活性に
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は、どのような生理的機能があるのだろうか。現時点ではそれを示唆する実験的なデ

ータは何も得られていないが、 2つの可能性が考えられる。 1つはストロマ型APXが

プラスチドで生成する過酸化水素とともに他のオルガネラから生成する過酸化水素の

消去に機能している可能性である。過酸化水素は膜透過性の分子であるため、オルガ

ネラ膜を越えて細胞中に拡散する。そのためプラスチドのAPXが他のオルガネラで生

成した過酸化水素のシンクとなりうると考えられる。あるいは、エンドウのグルタチ

オン還元酵素で示されたように同ーのポリペプチドが葉緑体、ミトコンドリアの両方

にターゲットされている例が知られている [17Jことから、イネ「ストロマ型APXJが

プラスチドとミトコンドリアの両方のオルガネラで機能しているかもしれない。これ

までに多くのAPXcDNAがクローニングされているがミトコンドリア型をコードする

と思われるものは未だ発見されていない (Fig.1-4)。このことからも、葉緑体型APX

が同時にミトコンドリア型アイソザイムである可能性が考えられる。イネ根における

「ストロマ型APXJの細胞内局在の同定は、今後の興味ある課題である。

イネ芽生えの緑化過程において葉緑体型APX、葉緑体型CuZn-SODの発現応答を調

べたところ、いずれも光誘導されることが明らかとなった (Fig.3-7)ロカボチャでは

ストロマ型APXとチラコイド型APXの光誘導がタンパク質レベルで明らかとなってお

り[57J、本実験の結果を一致する。しかしストロマ型APX、葉緑体型CuZn-SODが

緑化4時間でmRNA量が上昇した後は、顕著な変動がみられなかったのに対して、チラ

コイド型APXは緑化24時間までmRNA量の急激な上昇がみられた (Fほ.3-7)。

これらの誘導には光そのものに応答したdevelopmentalな発現調節と、光合成に起

因した酸素ストレスによる発現調節の双方が関与していると考えられる。マスタード

においては、細胞質型APX、葉緑体型APXとも光誘導を受けることが報告されてお

り、その誘導にフィトクロムの関与が示唆されている [117J。本実験ではイネ細胞質

型APXはマスタードの例とは異なり、顕著な光応答を示さなかった (Fig.3-7)。

RubisCOの小サブユニット遺伝子rbcSは光誘導を受ける遺伝子のひとつである [118J

。イネrbcSの光応答を調べた結果、葉緑体型CuZn-SODと同様な挙動を示し、緑化の

初期にのみ誘導がみられた (Fig.3-7)。イネ葉緑体型CuZn-SOD遺伝子には、光に応

答するシス-エレメントとして知られるG-boxが保存されている [47J。このことは、

イネ葉緑体型CuZn-SODがrbcSと同様にファイトクロムを介して光そのものによって
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調節されている可能性を示唆している。

また葉緑体型APXは暗所へ移すことによって発現が抑制されたことから (Fig.3-

9)、光に依存して可逆的に調節を受けていることが示された。 Figure3-8の結果か

ら、イネ芽生えの緑化過程において、電子伝達鎖が完成し電子伝達が開始されるのは

緑化4時間以降である。チラコイド型APXmRNA量は緑化4時間から24時間まで上昇

を続けることから、この間のチラコイド型APXの誘導は、電子伝達によって生じる葉

緑体内の酸化還元状態の変化に起因すると考えられる。電子伝達阻害剤であるDCMじ

処理により、ストロマ型APXとチラコイド型APXはいずれも発現が抑制された (Fig.

3-10)。しかしDBMIB処理では有意な影響はみられなかったことから (Fig.3-10)、

葉緑体型APXが電子伝達そのものによって調節されているわけではない。 DCMU処

理、 DBMIB処理によりフラストキノンの酸化還元状態がそれぞれ酸化側、還元側に傾

くと考えられている。暗所ではプラストキノンは酸化状態に、光照射下では還元状態

にあることから、イネ葉緑体型APXの発現はフラストキノンの酸化還元状態に応答し

て調節されており、プラストキノンが還元/酸化状態にあるときに誘導/抑制されてい

ると考えられる。

これまでに緑藻Dunaliel1aのcab遺伝子 [25Jやシロイヌナズナの細胞質型APX遺伝

子、 APX2[51 J において、強光-~~光に対する発現応答がフラストキノンの酸化還元状

態によって調節されていることが示されている。本実験により、イネ葉緑体型APX遺

伝子の光応答においても、プラストキノンの酸化還元状態によって光強度が感知され

ていることが示唆された。 Duna1iel1aにおいては、葉緑体内で感知された強光/弱光の

シグナルはプロテインキナーゼによって核に伝達されることが示唆されている [25J。

光強度に応答するこのようなレドックスーキナーゼカスケードは、あらゆる光合成生物

に普遍に存在すると考えられる。今後のイネ葉緑体型APX遺伝子の発現調節機構の解

析により、このようなシグナル伝達経路に関する知見が得られるものと期待される。
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仁G仁T仁仁CCT仁仁仁TC仁仁A仁仁AA仁仁仁A仁CA仁仁AG仁GT仁A仁仁仁ATGG仁GG仁仁仁AG仁GA仁T仁Gd 60 
M A A Q R L A 

KG仁仁CT仁仁A仁G仁CGCCG仁G仁仁GT仁GG仁仁TTCTCCT仁仁A仁仁T仁仁T仁仁G仁仁TCGCATGG仁仁G 120 

A l H A A A P 5 A F S-5 T 5 5 A 5 H G R 
にCC仁G仁qG仁q仁GAtC仁AG仁A仁仁A仁仁GCT仁TC仁T仁仁仁GGTGG仁仁仁T仁仁仁G仁G仁q仁仁T仁仁Gd 180 
P A A R 5 5 T T A L L' P V A L P R A 5 A 
|仁AC仁仁T仁仁GCGCCG仁A仁仁TT仁T仁GG仁T仁仁TC仁仁仁仁AGGAGG仁GAAGG仁GG仁GGGGAGCGG 240 

T L R A ~ P 5 R ~ ~ . p ~が E A K A. A'".，. G 5 G 
!仁AGGT仁GGTGATGTG仁ATGG仁GT仁GGCGT仁GGCGT仁GG仁GG仁GT仁GG仁GG仁GGTGG仁GTd 300 
R 5 V Mζ~ A' 5 A S. A_ 5‘ AA  S'，A AVA  S 
GGG仁G仁GG仁GGAG仁TGAAGG仁仁G仁T仁G仁GAGGACAT仁AGGGAGζTじ仁T仁AAGA仁GA仁G仁A 360 
G A A E L K A A R E D 1 R E L L K T T H 
仁TG仁仁A仁仁仁CATC仁TGGTT仁GTCTTGGATGG仁ATGATIC仁GGTA仁GTATGACAAGAATAT 420 

C H P 1 L V ~ L G ~ ~ D S G T Y D K N 1 
TAAAGAGTGG仁CA仁AA仁GAGGTGGAG仁TAATGGAAG仁TTGAGATTTGATGTTGAGTTAAA 480 
K E W P Q R G G A N G 5 L R F D V E L K 
ACATGGAG仁仁AATG仁TGGG仁TGGTAAATG仁T仁TAAAGCTTGT仁CAA仁仁TAT仁AAGGA仁AA 540 
H G A N A G L V N A L K L V Q P 1 K D K 
ATAC仁仁AAATAT仁T仁ATATG仁GGATITATTC仁AG仁TGG仁AAGTG仁TA仁AG仁AATTGAGGA 600 
Y P N 1 S Y A D L F Q L A S A T A 1 E E 
AG仁TGGTGGT仁仁AAAGATT仁仁AATGA仁ATATGGA仁GGATTGATGT仁A仁AGGT仁仁TGAG仁A 660 
A G G P K 1 P M T Y G R 1 0 V T G P E Q 
GTGT仁仁A仁仁TGAGGGGAAG仁TTC仁仁GATG仁TGG仁仁仁AAGTG仁Ac仁TG仁GGAT仁A仁TTGAG 720 
C P P E G K L P D A G P S A P A D H L R 
GAAGGTATTTTACAGGATGGGT仁TTGATGACAAGGAGATTGTTGTG仁TGT仁TGGAG仁A仁A 780 
K V F Y R M G L D D K E 1 V V L S G A ~ 
TA仁A仁TTGGAAGGT仁仁AGA仁仁TGAACGGAGTGG仁TGGGGGAAA仁仁AGAAA仁GAAATATA仁 840 
T L G R S R P E R S G W G K P E T K Y T 
TAAGAATGG仁仁仁TGGTG仁AC仁TGGTGGG仁AAT仁GTGGA仁AG仁TGAATGG仁TTAAGTTTGA 900 
K N G P G A P G G Q S 間 T A E W L K F D 
TAAζAGTTATTT仁AAGGAGATAAAAGAGAAAAGAGAT仁AGGAT仁T仁仁TGGT仁TTG仁仁TA仁 960 
N S Y F K E 1 K E K R D Q 0 L L V L P T 
AGATG仁TG仁ATTATTTGAGGA仁仁仁AA仁ATTCAAGGT仁TATGCAGAAAAATA仁G仁AGAGGA10Z0 
i A A L F E D P T F K V Y A E K Y A E D 
仁仁AAGAAG仁ATT仁TTTAAAGA仁TATG仁仁GGAG仁T仁ATG仁TAAA仁TGAG仁AAT仁TGGGTGC1080 
Q E A F F K D Y A G A H A K L S N L G A 
AAAATT仁AAT仁仁T仁仁TGAGGGATT仁ACGTTGGA仁GGTIAATG仁GATG仁G仁ATGAG仁仁AGA1140 
K F N P P E G F T L D G 本

T仁G仁TGAAGTGG仁仁AA仁仁A仁TTTTA仁AGAAAGGATCAAGAGAGAAACA仁TACA仁AAT仁仁A1200 
ATIT仁仁TG仁T仁仁AA仁GTTGTGT仁AT仁ATT仁CAGATGAAG仁TTTT仁仁TGA仁仁A仁GAGT仁AT1260 
ATTGGATTTGGAAA仁TGAGTATT仁GAATAAAAAAA仁AGA仁TGG仁TAGAGAGG仁AAATTTG1320 
AG仁仁GAA仁TIGCGGA仁仁AAATT仁GA仁GAGAAAC仁AAAAAGAAAAA仁ATTTTAATA仁TAT 1379 

Fig.3-1 イネストロマ型APXcDNAの塩基配列および推定アミノ酸配列

*は終止コドンを示す。白ぬきで表わしたアミノ酸は活性中心を示す。網

かけで表わしたアミノ酸はトランジットペプチドと推定される配列を示す。

枠で囲んだ塩基配列は、ストロマ型APXに特異的なプローブとして用いた領

域を示す。
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AAAAA仁T仁A仁TCGA仁T仁GAG仁G仁G仁GCGC仁ATGGCGGAG仁G仁AT仁G仁仁G仁仁T仁仁CT仁仁T仁 60 

M A E R 1 A K S L し
仁仁GG仁TG仁仁T仁GCC仁T仁G仁仁TG仁T仁仁GT仁仁仁CT仁CC仁仁仁仁仁G仁G仁仁仁仁仁G仁GT仁T仁仁G仁仁 120 

P A A 5 P 5 P A P S P P p: P R'， R R V S A 
GCGG仁仁G仁仁G仁仁TCCTT仁仁仁ATG仁TG仁T仁仁A仁仁AG仁G仁仁GG仁GG仁仁T仁仁G仁仁T仁仁G仁T仁仁 180 

A A A A 5 F PζC  S .T S A ~ G L' R L R S 
仁G仁仁仁GT仁T仁G仁TTC仁CG仁AGAAGG仁TG仁GA仁GA仁GAGGAG仁GGG仁G仁G仁仁GG仁G仁GGGG 240 

R P 5 R F P; Q K A， ".A Jρ了 RS GRAGAG  
GCG仁GGG仁GGTGGTC仁GGTG仁ATGG仁GGCGG仁GG仁GGTGGCGGCGT仁仁GA仁G仁GG仁GCAG 300 

A R ' A， V ，ov. ..' R C M" 'A A， A" A 岐会A A 5 0 A A Q 
仁T仁AAGAG仁G仁仁仁GGGAGGA仁AT仁AGGGAGAT仁仁T仁AAGA仁仁A仁仁TA仁TG仁仁A仁仁仁仁AT仁 360 

L K 5 A R E 0 I R E I L K T T Y 仁 H P I 

ATGGT仁仁GT仁TTGGGTGG仁A仁GATTCTGG仁A仁GTA仁GA仁AAGAA仁AT仁GAGGAGTGG仁仁G 420 

M V ~ L G ~ ~ 0 5 G T Y 0 K N I E E W P 
仁AGAGGGG仁GGAG仁仁GA仁GGGAG仁TTGAGATTTGA仁G仁仁GAATTGAG仁仁A仁GGAG仁仁AAT 480 

Q R G G A 0 G 5 L R F 0 A E L 5 H G A N 
GCTGGT仁TGATTAATGCTTTGAAG仁TTAT仁仁AA仁仁AAT仁AAGGAζAAATA仁仁仁GGGTATA 540 

A G L I N A L K L I Q P I K 0 K Y P G I 
A仁TTATG仁TGATTTGTT仁仁AGTTGG仁AAGTG仁TA仁AG仁AATTGAGGAAG仁TGGTGGG仁仁G 600 

T Y A 0 L F Q L A 5 A T A I E E A G G P 
AAAATT仁仁AATGAAATATGGACGAGTTGATGT仁A仁AG仁AGCTGAG仁AGTG仁仁仁AC仁AGAA 660 

K I P M K Y G R V 0 V T A A E Q 仁 P P E 
GGGAGG仁TT仁仁TGATG仁仁GGT仁仁A仁GTGTG仁仁仁G仁TGAT仁AT仁TTAGGGAGGTATT仁TA仁 720 

G R L P 0 A G P R V P A 0 H L R E V F Y 
AGGATGGG仁仁TTGATGA仁AAGGAAATTGTTG仁ATTAT仁TGGAG仁A仁A仁A仁A仁TTGGAAGA 780 

R M G L 0 0 K E I V A L 5 G A ~ T L G R 
TCAAGA仁仁TGA仁AGGAGTGGCTGGGGAAAG仁仁AGAAA仁AAAATATA仁TAAGGATGGG仁仁T 840 

S R P 0 R S G W G K P E T K Y T K 0 G P 

GGTGAA仁仁TGGAGGG仁AATCATGGA仁AGTTGAATGGTTGAAGTTTGATAACAGTTA仁TT仁 900 

G E P G G Q S ~ T V E W L K F 0 N S Y F 
AAGGA仁ATAAAAGAG仁AAAGGGA仁仁AGGAT仁TTCTAGTG仁TA仁仁仁A仁AGATG仁TG仁ATTA 960 

K 0 I K E Q R 0 Q 0 L L V L P 丁 目 A A L 
TTTGAGGAT仁仁GTC仁TT仁AAGGTATATG仁仁GAAAAATATG仁AGAGGAT仁AGGAGG仁ATT仁 1020 

F E 0 P S F K V Y A E K Y A E 0 Q E A F 
TTTAAAGA仁TA仁GCTGAAGCT仁ATG仁TAAA仁TGAG仁GA仁仁TTGGTG仁AAAGTT仁GAT仁仁A1080 

F K 0 Y A E A H A K L S 0 L G A K F 0 P 

仁仁TGAGGGATTTTCACTGGACGATGAA仁仁AG仁仁GT仁GAAGAGAA陥AT仁仁TGAACCAGCA11140
P E G F S L 0 0 E P A V E E K 0 P E P A 
|仁CAG仁G仁仁AG仁AG仁AG仁A仁仁A仁仁AC仁TC仁A仁仁AGTCGAGGAGAAGAAGGAAG仁TGAA仁仁利 1200 

P A P A A A P P P P P V E E K K E A E P 

民仁TC仁AGTA仁仁AGTAA仁GGTAGGAG仁AGCAGTGG仁AT仁AT仁G仁仁AG仁GGATGA仁AACAAd1260 

T P V P V T V G A A V A S S P A 0 0 N N 

|GGTG仁AG仁A仁仁G仁AA仁仁AGAG仁仁CTT仁GT仁G仁TGCGAAATA仁T仁仁TA仁GGAAAGAAGGAG1320 

G A A P Q P E P F V A A K Y S Y G K K E 
|仁TGT仁GGA仁TCGATGAAG仁AGAAGAT仁AGGG仁GGAGTA仁GAGGGATT仁GGAGG仁AG仁仁仁G1380 

L S 0 S M K Q K I R A E Y E G F G G S P 
lGA仁AAG仁仁T仁TG仁AGT仁仁AA仁TACTTCCT仁AACAT仁ATG仁T仁TTGAT仁GGAGGG仁TGG仁d1440 

D K P L Q S N Y F L N I M L L I G G L A 
「fTCTTGA仁GT仁T仁TG仁T仁GGGAG仁TGAGAG仁GATGGT仁TGATGA仁仁T仁仁T仁TGA仁GAGTG1500 
F L T S L L G S 本

lTTTTGAGTTGTT仁TG仁仁TGTG仁TAAGATTTG仁GTGTTT仁T仁TTT仁CATGTTTTGAGT仁G111560

1fATT仁仁GTAAATAAATTGAGGTAAAAGGATGGG仁ATGTGAATGGATT仁仁AGTA仁TTTCTG1620 

民A仁TT仁TTGAGTAATT仁仁T仁TAGAGAAATATTTGT仁GGAGAGAAATGT仁ACATTATCTAG1680 

↑fTGTCATGG仁T仁ATGA仁TAAAAAI 1703 

Fig. 3-2 イネチラコイド型APXcDNAの塩基配列および、推定アミノ酸配列

記号はFig.3-1に同じ。枠で囲んだ塩基配列は、チラコイド型APXに特異

的なプローブとして用いた領域を示す。



rice sAPX 

A t sAPX 

sp sAPX 

rice tAPX 
At tAPX 

sp tAPX 

1 :MAA-OR-LAALHAAAPSAFSSTSS-ASHGRP-AARSSTTALLPVALPRASA-TLRAAPS- 54 

1 :MAERVSLTLNVTLLSPPPTTTTTTMSSSLASTTAASLLLRSSSSSSRSTLTLSASSSLSF 60 

1 :一一一一一一一-M-AS-F一一一一TTTTAA-AAS-R一一一一一ーLLPSSSSSISRLSLS-SSSSSSSS 37 

1 : M-A-ER一IAASLLPAASP-SPAPS-PPPPRP-RVSAAAAASFPCCSTSAGGLRLRSRPS- 53 
1 :一一ーーー一一一一一ー一一ー一一一一一-MSVSLSAASHLLCSSTRVSLSPAVTSSSSSPVVALSSSTS 40 

1 :MTDR--LAM-AS-F一一一一TTTTAA-AAS-R一一一一一一LLPSSSSSISRLSLS-SSSSSSSS 43 

rice sAPX 

A t sAPX 
s p sAPX 
rice tAPX 

A t tAPX 

sp tAPX 

rice APXa 

55:--RL--LPQ---EAKAAGSG-RSVM一CMASASASAASAAVASGAAELKA納品県民正予 105
61 : VRSL VSSPRLSSSSP LSOKKCR 1 ASVNRSFNSTTAA TKSSSSDPDOLKN ~: . ~::.! :，K.，，，:'..rS:~ 1 2 0 
38:LKCLRSSP-L--VSHLFLRO-RGGSAYVT-K-TRFSTKCYASDPAOLKNふ!:;~:IK:fω ios 91 
54:--R一一一FPQ---KAATTRSG-RAGAGARAVVRCMAAAAVAASDAAOLKS~ ， !ι:台工丈 I 104 

今岡噸令r.;::"~.~ ' ': 
41 : PHSLGSVAS-SSLFPHSSFVLOKKHP 1 NGTSTRK 1 SPKCAASDAAOL 1 S.:K.'，trtfKVL，.R." 99 
44:LKCLRSSP-L--VSHLFLRQ-RGGSAYVT-K-TRFSTKCYASDPAOLKNf~~~JK~二三OS 97 

rice sAPX 
A t sAPX 

s p sAPX 

rice tAPX 

At tAPX 

sp tAPX 

rice APXa 

rice sAPX 

A t sAPX 

sp sAPX 

r i ce tAPX 

At tAPX 
sp tAPX 

rice APXa 

166: 

181 : 

152: 

165: 
160: 

158: 

86:EEI 

rice sAPX 226: 

A t sAPX 241 : 
sp sAPX 212: 

rice tAPX 225: 

At tAPX 220: 

sp tAPX 218: 

rice APXa 141: 

rice sAPX 285: 
At sAPX 300: 

sp sAPX 271: 

rice tAPX 284: 

At tAPX 279: 
sp tAPX 277: 

rice APXa 185: 

語'噌 1.
MAKNYPVVSAEYOEAVEK.:f，aQKL.'JA~ '1 AE 29 

284 

299 
270 

283 

278 

276 

184 

344 

359 

330 

343 

338 

336 

244 

rice sAPX 345:制獄事;を院厚EGFTLDG 359 
At sAPX 360:えJ 藤議EG-----一一ト11 372 

s p sAPX 331 :民;~O~EG---一一一一一トTLN一一一一一一一一一一一一一一一一一G一一一 345
rice tAPX 344: 沿いdEGFSLDDEPAVEEKDPEPAPAPAAAPPPPPVEEKKEAEPTPVPVTVGAAVAS403 
At tAPX 339: 縄D櫓EGIVIENVP--EKFVAAKYST-GKKELSDSM--KK一一K-IRAEY-EAIGG 387 
sp tAPX 337:~腿Ot1ÃEG--一一一一トTLN一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一G一一一 351
rice APXa 245:争fムーー控AOA 250 

sp sAPX 346:TPA--一一GAA--PEKFVAAKYSSNKD 365 

rice tAPX 404:SPADDNNGAAPOPEPFVAAKYSYGK-KELSDSMKOKIRAEYEGFGGSPOKPLOSNYFLNI 462 
A t tAPX 388: SP一一D-K-PLP-TNYFLNI1 IAIGVLVLLSTLFGGNNNSDFSGF 426 

sp tAPX 352:TPA-ー一-GAA--PEKFVAAKYSSNKRSELSDSMKEKIRAEYEGFGGSPNKPLPTNYFLNI 405 

rice tAPX 463:MLLIGGLAFLTSLLGS 

sp tAPX 406:MIVIGVLAVLSYLAGN 

Fig. 3-3 イネ葉緑体型APXと他のAPXとのアラインメント

478 

421 

イネストロマ型APXと同じアミノ酸をドットで表し網かけで示す。N末端側の影をつけ
た領域はトランジットペプチドと推定される配列を、 C末端側の影をつけた領域はチラコイ

ド型APXに特有の領域を示す。 AtsAPX:シロイヌナズナストロマ型APX、spsAPXl:ホ
ウレンソウストロマ型APX、At凶PX:シロイヌナズナチラコイド型APX、sp凶PX:ホウ
レンソウチラコイド型APX、riceAPXa:イネ細胞質型APX。配列の引用元ばTable3-1を
参照。
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rice sAPX rice tAPX 

rice sAPX 合

rice tAPX 87.2 * 

Arabisopsis 
82.7 80.6 sAPX 

spinach 
84.7 82.6 sAPX 

Arabidopsis 81.7 84.5 
tAPX 

spinach 84.7 82.6 
tAPX 

rice APXa 44.9 45.3 

Table 3-1 イネ葉緑体型APXと他のAPXとのホモロジー

ここで用いたAPXの配列は以下から引用した。ArabidopsissAPX: 

X98925、spinachsAPX: D83669、ArabidopsistAPX: X98926、

spinach tAPX: D77997、riceAPXa: D454230 
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rlce 
tAPX 
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0.0 

ー3.0

spinach 
tAPX 

3.0 

0.0 

回3.0

101 

101 

201 301 401 501 

201 301 401 501 

Fig.3-4 イネチラコイド型APXとホウレンソウチラコイド型APXのハイドロ

パシープロット

プロットの上のボックスは、それぞれのチラコイド型APXのアミノ酸配列を

表わした模式図であり、右端の網かけの領域はチラコイド型APX特有のC末端

の延長配列を表わす。プロットの縦軸の正の値が疎水性、負の値が親水性を示

す。プロットの横軸の数字はアミノ酸残基の番号を示す。
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イネ葉緑体型APXのgenomicSouthern解析

イネゲノムDNAI0μgを制限酵素で、切断、泳動した後に、 ナイロンメン

ブレンにブロットした。 ストロマ型APX、チラコイド型APXのそれぞれに

特異的なプローブを用いてハイブリダイゼーションを行い、 6xSSC， 0.1% 

SDSを用い550Cで2回洗浄を行った。 日:Hind III、K: Kpn 1、S:Sph 1、

E: EcoRV、N: Nco 1、Pv: Pvu II、X:Xba 1、P: Pst 1 。
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R S E G 

str APX 
白

、令 総説

'S 

thy APX 

cyt APX 

Fig.3-6 イネ葉緑体型APXの組織における発現

イネ緑色芽生え(播種後14日目)およびイネ黄化芽生

え(播種後8日目)の各組織から抽出したtotalRNA 20 

μgを泳動により分画後、ナイロンメンブレンにブロッ

トした。ストロマ型APX、チラコイド型APXのそれぞ

れに特異的なフローブを用いてハイブリ夕、イゼーション

を行い、 2xSSC， 0.1% SDSを用い420Cで2回洗浄を

行った。R:根、 S:茎、 E:黄化葉、 G:緑葉。
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Table 3-2 イネ緑葉および、根におけるAPX活性

green leaf 

(mM AsA/rng protein) (fold) 

七o七alAPX 

chl七 APX

non-chl七 APX

3.83 

0.63 

3.20 

1.00 

0.16 

0.84 

roo七

(mM AsA/rng pどotein) (fold) 

7.34 

2.21 

5.14 

1.00 

0.30 

0.70 

播種後14日目のイネ芽生えの葉および根のそれぞれの全APX活性、葉緑体型APX活

性、非葉緑体型APX活性を測定した。
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str APX 

thy APX 

cyt APX 

pls CuZn-
SOD 

rbcS 

Greening (h) 

o 4 8 12 24 G 

Fig.3-7 緑化過程におけるイネ葉緑体型APXの発現

暗所で8日間生育させたイネ黄化芽生えに、 220μE/m2/sの白色光を照射

した。各サンフルから抽出したtotalRNA 20μgを用いてNorthern

blottingを行った。イネストロマ型APX、イネチラコイド型APXそれぞれに

特異的なプローブ、イネ細胞質型APXaの全長cDNA、イネ葉緑体型CuZn-
SODの全長cDNA、イネrbcSのcDNAをフロープを用いてハイブリ夕、イゼー
ションを行った。レーン上の数字は光を照射した時間を示す。 iGJはコ ン

トロールとして、明暗周期で14日間生育させたイネ緑葉を示している。
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Fig.3-8 緑化過程における葉緑体電子伝達鎖の発達

暗所で8日間生育させたイネ黄化芽生えに220μE/m2/sの白色光を

照射し、クロロフィル蛍光の測定を行った。グラフ中の2本の平行な

破線はそれぞ、れFo(蛍光収率の基底値)、 Fm(蛍光収率の最大値)

を示す。黄化芽生え (greening0 h)ではFmが検出されなかったため

破線を示していない。
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ドig.;3-S) 総菜の暗]11員応時におけるイネ葉緑体型.-¥PX

の発現

明日音周期で11H間坐育させたイネ総集を暗所に移し
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1 ()II:]間暗)11日応を行ったサンフル。

(j 1 



A 

H20 1/202 

B 

str APX 

thy APX 

Fig.3-10 イネ葉緑体型APXの発現に対する葉緑体電子伝達阻害剤の効果

A、本実験で用いた電子伝達阻害剤

PS II:光化学系II、PQ:プラストキノン、 b6/f:チトクロムb6/f複合体、

PS 1:光化学系 I、Fd:フェレドキシン、 hν:光。

B、阻害剤処理による葉緑体型APXの発現の変動

暗所で8日間生育させたイネ黄化芽生えに220μE/m2/sの白色光を8時間

照射した後に、 10μMDCMUあるいは10μMDBMIBで16時間処理を行

い、 Fig4-9と同様にNorthernblottingを行った。阻害剤処理は連続光

(220μE/m2/s)照射下で行った。 rcontJは阻害剤処理なしで16時間連

続光照射を行ったサンプルを表わす。
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第4章

イネカタラーゼの酸素分圧の変動に対する発現応答

イネは嫌気条件下でも発芽する植物である。低酸素条件下である水中で発芽させた

イネ芽生えを水中から空気中へ移すと、呼吸活性が上昇し [110J、ミトコンドリア呼

吸鎖の成分であるチトクロムc、チトクロムa-a3、ヘムaが増加する [111，120J。この

ように酸素分圧の上昇に伴ってイネ芽生えでは呼吸系の発達を初めとする様々な代謝

系の変化がみられるが、これを酸素適応という。酸素適応過程においては、酸素分圧

の上昇によって活性酸素消去系の6つの酵素活性がいずれも上昇するが、中でもカタ

ラーゼ活性の上昇が最も顕著である [121J。酸素分圧の変動は、植物体内の活性酸素

の生成に直接影響することから、本章ではイネカタラーゼについてcDNAのクローニ

ングを行い、酸素分圧の変動に対する発現応答を調べた。

材料と方法

植物の育成

植物材料の育成方法はShibasakaand Tsuji [110Jによった。育成条件は暗所水中、

暗所空気中の 2通りで、これらの条件下で4日開発芽させた芽生えをそれぞれ水中芽生

え、好気芽生えと呼ぶ。イネ (0ηノzasativa L. cv Nipponbare)種子を60%エタノール

に3分間浸した後、次亜塩素酸ナトリウム (1%活性塩素)に20分間浸して表面を滅菌

したロ蒸留水で洗浄した後に、ふせたステンレス製のふるい(直径15cm)に種子を播

きガーゼで覆いをした。このふるいをWitt'sjar (直径18cm)の底に置き、水中芽生え

の場合は種子までの深さが10cmになるように、好気芽生えの場合には種子がちょうど

水に浸るように蒸留水を入れ、暗所、 30
0

Cで4日間発芽させた。水中芽生えの好気処理

の場合には、水面がふるいの高さになるように水を捨てた。好気芽生えの低酸素処理

の場合には、芽生えを10cmの深さになるように蒸留水中に沈めた。処理後、芽生えを

刈り取り直ちに液体窒素で凍らせ冷凍保存した。
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イネカタラーゼcDNAのクローニング

暗所空気中で4日間育成させたイネ芽生えよりSDS/phenol法によって調製した

total RNAから、 OligodT celluloseカラム(Amersham-Pharmacia)を用いて

poly(A)+ぼぜAを精製した。得られたpoly(A)+RNAを鋳型にしてZap-cDNA

synthesis kit (Stratagene)を用いてcDNAを合成し、 λZAPIIベクター (Stratagene)

に組み込みcDNAライブラリーを作製した。既知の植物カタラーゼ(トウモロコシ

[92J、ワタ [78J、エンドウ [43J、サツマイモ [96J)の保存領域配列に基づいて、 合

成オリゴヌクレオチドプライマーを設計した。合成したプライマーの配列は以下の通

りである(xは4種類の塩基の混合を表わし、下線部はプライマー末端に設計した制限

酵素部位を示す)。

catS: 5'-GGG.AATTCτヌACXTG(T，C)GCXGA(T，C)γf(T，C) (T，C)T-3' 

catA: 5'-GGAAGCτ寸CXGG(G，A)TA(G，A)τ寸文CCXGCXGC-3'

イネ好気芽生え由来の2本鎖cDNAを鋳型として上記のプライマーを用いてPCRを行

いpartialcDNAを得たo これをプローブに用いたプラークハイブリダイゼーションに

より、 cDNAライブラリーのスクリーニングを行った。単離されたクローンをサブク

ローニング後、塩基配列の決定を行った。なおCatBの配列は、 EMBL、DDBJ、

GenBa叫仁シークエンスデータベースにaccessionno. D26484として登録された。塩基

配列に基づく構造解析、他のAP文とのホモロジー検索は、 GENE廿 X-WINVer.3 

(ソフトウェア開発)により行った。

イネカタラーゼに対するプローブの調製

イネCatAcDNA [74J (accession no. X61626)の3'-UTR(base no. 1531-1835)を

PCRにより増幅し、得られたDNA断片をCatAに特異的なフローブとした。なおCat生

cDNAおよび、PCRに用いたプライマーはいずれも農水省生物資源研究所 肥後健一博

士より分与された。またCatBcDNAの3'-末端領域(SalI-Xho 1領域:base no. 1671-

1831)を制限酵素切断により切りだし、 CatBに特異的なプローブとした。それぞれの

プロープ、をBcaBESTRandom Primer Labeling Kit (宝酒造)を用いて32pで標識し

た。
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Northem blot 

第1章(p8 )と同様に、各サンプルから抽出したtotalRl~A 20μgを変性、泳動、ブ

ロット後、イネCatAとCatBのそれぞ、れに特異的なフローブを用いてハイブリダイゼー

ションを行った。ハイブリダイゼーション、洗浄の条件は第 1章と同じ条件で行い、

オートラジオグラフィーにより結果を得た。

酵素活性の測定および溶存酸素の測定

イネ芽生えを50mMリン酸バッファー (pH7.6)、0.1%(w /v) Triton X -100で破砕

し、ホモジェネートを10，000x g、20分間遠心した後、上清を酵素活性測定に用い

た。以上の操作は全て4
0

Cあるいは氷上で行った。カタラーゼ、チトクロムcオキシダ

ーゼ、 イソクエン酸リアーゼの活性測定はそれぞれ [110J、[121J、[16Jによった。

また低酸素処理において、芽生えを沈めている水を一部くみ取り、溶存酸素計(DO-

30A、TOADenpa Co.)を用いて水中の酸素量を測定した。

結果

イネにおいては既に登熟期種子のライブラリからカタラーゼ、cDNACatAが単離され

ている [74J。トウモロコシにおいては3種のカタラーゼアイソザイムが存在しそれら

は組織・時期によって異なった発現を示すことから [101J、イネにおいても芽生えで

発現している別のアイソザイムの存在が予想された。そこで芽生えにおいて発現して

いるカタラーゼアイソザイムのcDNAクローニングを試みた。既知のカタラーゼの保

存配列から作製したフライマーを用いてPCRを行い、イネ好気芽生え由来のcDNAを

増幅してカタラーゼpartialcDNAを得た。このpartialcD NAをプローブに用いてイネ

好気芽生えのcDNAライブラリをスクリーニングした。その結果単離されたクローン

は、制限酵素地図から見てCatAと異なるクローンであったため (Fig.4-1)、CatBと

名付けた。塩基配列を決定した結果、 CatBは全長1，831bp、492アミノ酸、 56.5kDa

のタンパク質をコードするORFを含んでいた (Fig.4-2)。またCatBの推定アミノ酸配

列には、活性中心 (His-74，Ser-113， Asn-147)とヘム結合部位のアミノ酸 (Val-73，
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Arg-111， Tyr-114， Phe-150， Pro-335， Arg-353， Tyr-357) [28Jが全て保存されて

いた (Fig.4-2) 0 CatBは、イネCab生、 トウモロコシCat1、Cat2、Cat3とそれぞれア

ミノ酸レベルで71.1、93.3、63.3、67.4%のホモロジーを示した (Table4-1)。

単離されたクローンが、イネ芽生えにおいて発現しているアイソザイムかどうかを

検討するために、 CatAとCatBの芽生えで、の発現を調べた。 CatAとCatBのそれぞ、れの

3'-UTRをプローブに用いてNorthern blotを行った結果、暗所空気中で生育させた芽

生えにおいてCatAは顕著に発現していたのに対し、 CatBmRNAレベルは極めて低

かった (Fig.4-3)0CatA、 CatBとも緑葉では黄化芽生えに比べ発現量が少なかった

(データ省略)。この結果から、芽生えにおいてはCatAのほうがCatBよりもメジャーな

アイソザイムであることが明らかとなった白またCatBは酸素分圧の変動に対しても顕

著な応答を示さなかったため(データ省略)、以降の実験はCatAについてのみ行った。

次に、イネ芽生えの酸素適応過程におけるCatAの発現を調べた。その結果Figure

4-4に示したように、水中で4日間育成させた芽生えにおいてCatAmRNAは検出され

なかったが、芽生えを空気中へ移すことにより顕著な誘導がみられた。 CatAmRl~A ';' 

の上昇は酸素適応1時間ではみられず、 3時間から24時間にかけてみられた。本実験は

暗所で行っているため、過酸化水素の主な発生源はミトコンドリアにおけるスーパー

オキシドの不均化とグリオキシゾームにおける s-酸化である。そこでミトコンドリア

およびグリオキシゾームのそれぞれのマーカー酵素であるチトクロムCオキシダーゼと

イソクエン酸リアーゼの活性、ならびにカタラーゼの活性を測定した。その結果、酸

素適応過程においてカタラーゼ活性は24時間まで上昇がみられた (Fig.4-5)。チトク

ロムcオキシダーゼ活性とイソクエン酸リアーゼ活性はいずれも空気中へ移して3時間

までの早い段階で顕著な上昇がみられた (Fig.4-5)。

CatAの発現が酸素分圧の変動によりどのように影響されるかを調べるために、暗所

空気中で発芽させた芽生えを水没させることにより低酸素処理を行った。 Figure4-6 

は、芽生えを沈めた水の中に含まれる溶存酸素量の変動を示している。水中の溶存酸

素量は、芽生えを水没後6時間で2.9mg/lから1.1mg/lまで急速に減少した。このよう

な条件で低酸素処理を行い、 CatAの発現の変動を調べたo その結果、 CatAm町吋A量

は水没後3時間で検出限界以下にまで減少した (Fig.4-7)。また空気中で育成させた芽

生えを12時間低酸素処理を行った後に再度空気中に移し酸素適応を行った。この再適
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応時において、空気中へ移して3時間でCatAmRNAが検出され、その後12時間まで

CatAの誘導がみられた (Fig.4-8)。また低酸素処理および、それに引き続く再適応にお

けるカタラーゼ、チトクロムCオキシダーゼ、イソクエン酸リアーゼの活性の変動を調

べた。その結果、 12時間の低酸素処理においていずれの酵素活性も減少はみられな

かった。またその後の酸素分圧上昇によってもいずれの酵素活性も顕著な上昇はみら

れなかった (Fig.4-9) 0 

考察

水中で発芽させたイネ芽生えの酸素適応過程において、カタラーゼアイソザイム

CatAのmRNA量の著しい増加がみられた (Fig.4-4)ロ水中で発芽させたイネ芽生えで

は、呼吸鎖の構成成分であるヘムaやフ。ロトヘムは好気芽生えに比べ少なく [120Jミト

コンドリアは未発達な状態にある。 Figure4-4でみられたCatAの誘導は、水中におい

て未発達な状態にあったオルガネラが酸素適応過程において発達するのに伴った

developmentalな発現上昇と、酸素分圧の上昇に対する応答の双方が関与していると

考えられる。実際、過酸化水素の発生源であるミトコンドリアおよびグリオキシゾー

ムのマーカー酵素活性を測定した結果、酸素適応過程においてこれらのオルガネラの

代謝が活発化していることが明らかとなった (Fig.4-5)。好気条件下で生育させた芽

生えを低酸素処理しその後再度酸素適応させたところ、ミトコンドリアおよびグリオ

キシゾームの代謝系にdevelopmentalな変化はみられなかった (Fig.4-9)。この条件

におけるCatAの発現応答を調べることにより、イネCatAの発現は酸素分圧の変動に

応答して調節されていることが明らかとなった (Fig.4-7、Fig.4-8)。

酵母の酸素適応過程においてもカタラーゼの誘導がみられるが [134J、酵母カタラ

ーゼ遺伝子CITlの酸素に対する応答はヘムによって媒介されている [94J。また土壌

細菌Rhizobiumにおいて窒素固定系遺伝子の調節を行う酸素センサ一分子が同定され

ている [31J。このような酸素による遺伝子発現調節が知られていることから、本実験

で観察されたCatAの発現応答には、酸素分圧の変動に起因する酸素ストレスによる調

節と、酸素分子そのものによる調節の双方が関与していると考えられる。
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高等植物の活性酸素消去系の酸素分圧の変動に対する応答については、これまでに

トウモロコシの細胞質型SODのタンパク質レベルが高酸素分圧により上昇することや

[60J、嫌気条件に対して耐性を持たない3種の植物、 Glyceriamaxima、Juncus

effusus、Irisgermanicaで、嫌気処理後空気中へ戻すとカタラーゼ活性が上昇するこ

とが報告されている [72J。一方、lrispseudacorusのSOD活性は逆に嫌気条件へ移す

ことによって誘導される[73J0 lrisにおけるSODの嫌気による誘導は、嫌気後の酸素

分圧の上昇によって引き起こされる酸素ストレスに対する防御として機能していると

考えられている。

本実験で用いたイネ芽生えは暗所で生育させた従属栄養条件下のものである。この

状態の芽生えにおいては、グリオキシゾームのs-酸化による呼吸基質の供給がエネル

ギ一生産にとって不可欠である。カタラーゼはAPXに比べ過酸化水素に対するアフィ

ニティは低く、またその局在はマイクロボディにのみ限定されている。しかしなが

ら、オオムギのカタラーゼ欠損変異体で葉緑体の形態異常が観察されているように

[84J、カタラーゼによる過酸化水素の消去は細胞全体の酸素ストレスの防御にとって

重要である。酸素適応過程においてAPXよりもカタラーゼの誘導が顕著であることか

らも [121J、本実験でみられたCatAの発現は、グリオキシゾームで生成する過酸化水

素を消去し細胞を酸素ストレスから保護する上で不可欠な役割を果たしていると考え

られる。
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Fig.4-1 イネCatAとCatBの制限酵素地図
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白いボックスはコード領域を、黒い実線は非翻訳領域を

示し、*は終止コドンを表している。
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ggatccαcgtggttttgctgtcaagttttαcactagagαgggtaattttgαtcttgttgggaacaatatgcctggctttt 560 
D P R G F A V K F Y T 営 E G N F D L V G N N M ~ G F F 

工tatccgagatgggatgaaattccctgacαtggtccatgctttcaagccaagtccaaagaccaatatgcαggagαactgg 640 
1 R D G M K F P D M V H A F K P S P K T N M Q E N W 

agaatαgttgatttcttttcacaccacccαgagαgcctgcacatgttctccttcctctttgacgatgtαggcatcccact 720 
R 1 V D F F S H H P E S L H M F S F L F D D V G 1 P L 

caactαcaggcacatggagggttttggtgtcaacacctacaccctαatcaatαaggatggaαagcctcaccttgtcaaat 800 
N Y R H M E G F G V N T Y T L 1 N K D G K P H L V K F 

tccactggaagcctacctgtggtgtcaaatgcctgttggatgatgaagctgtgactgttggcggcαcctgccacagccat 880 
H W K P T 仁 G V K ( L L D D E A V T V G G T ( H S H 

gccacgaaggacttgactgattctαttgcαgcagggαattacccagαgtggaagctttacatccagactαttgatcctga 960 
A T K D L T D S 1 A A G N Y P E W K L Y 1 Q T 1 D P D 

tcatgaggacagatttgacttcgatcctcttgatgtcaccαaga仁αtggccagaggatatcαtccccctgcagccagttg1040 
H E D R F D F D P L D V T K T W P E D 1 1 P L Q P V G 

gacggatggtcctgaacαaaaacattgataacttctttgcagaaaatgaacagcttgctttctgcccagcgαtaattgtc 1120 
R M V L N K N 1 D N F F A E N E Q L A F 仁 riA 1 1 V 

cctggaatccαttactctgatgataagctgctccagacaagaattttctcc~atgctgatacccaa αggcaccgtcttgg 1200 
P G 1 H Y S D D K L L Q 丁 目 1 F S ~ A D T Q R H R L G 

cccαααctatttgatgcttcctgtgaatgcaζcaaaatgtgcataccacaacααccαccαcgatggctccαtgaatttca 1280 
P N Y L M L P V N A P K ( A Y H N N H H 0 G S M N F M 

tgcαcagggatgaagaggttaactacttcccttcaaggtttgatgctgcacgtcαtgctgαgaaggtccctattcctcct 1360 
H R D E E V N Y F P S R F D A A R H A E K V P 1 P P 

cgtgttctaacaggctgtcgggαaaagtgtgtcattgacaaggagaacaatttccaacaggctggtgagagataccggtc 1440 
R V L T G 仁 R E K 仁 V 1 D K E N N F Q Q A G E R Y R S 

atttgaccctgccaggcaagαtcgttttctccagcggtgggttgatgctctctcagatcctcgtattacacatgaactcc 1520 
F D P A R Q D R F L Q R W V D A L S D P R 1 T H E L R 

gtggcatctggatctcctactggtcgcagtgtgatgcgtcccttgggcagaagctggcttcacgtctcaacctgaaaccα1600 
G 1 W 1 S Y W S Q 仁 D A S L G Q K L A S R L N L K P 

aacatgtαgαtcggccaggaggaatccagtggtggtgctatgttggacagtcaaacatgaactgtaatgtgtcgaccagc 1680 
N M • 

cgtαgtcgtgaatαaaatgtgatαcggtgatatgtαtactggtgacgcaagttgtgaaactgtatctggaatc仁tgaaaa1760 

tatgccttgζtgtgtcttgggaaagagataataαagactgαtacagtgggtgctaaaaaaaaaaaaaaaαα1832 

Fig.4-2 イネCatBの塩基配列と推定アミノ酸配列

*は終止コドンを示す。白ぬきで表わしたアミノ酸はヘム結合部位を、網かけで表わした

アミノ酸は活性中心のアミノ酸を示す。枠で囲んだ塩基配列は、スクリーニングのプロー

ブを調製するためのPCRで用いたプライマーの配列を示す。



Homologies among amino acid sequences of plant catalases 

Rice B RiceA Cotton1 Sweetpotato Pea Maize1 Maize2 Maize3 

Rice B 71.1 84.1 75.0 82.2 93.3 63.3 67.4 

RiceA 72.8 70.9 69.8 72.0 56.5 81.8 

Co仕on1 77.4 86.0 85.0 64.0 68.0 

Sweetpotato 4・ 75.3 74.0 56.6 67.7 

Pea 81.2 60.4 65.9 

Maize1 61.1 67.0 

Maize2 55.1 

Maize3 

Table 4-1 CatBのコードするカタラーゼと他の植物カタラーゼとのアミ

ノ酸配列の比較

ここで用いたカタラーゼの配列に引用元は以下の通りである。イネCat

A [Mori et al.1992J、ワタCat1 [Ni et al.1990 J、サツマイモCat

[Sakajo et al.1987J、エンドウCat[Isin and Allen 1991J、トウモロコ

シCat1、Cat3 [Redinbaugh et al.1988J、トウモロコシCat2 

[Bethards et al.1987J。
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~2kb 

probe: Cat A CatB 

Fほ.4-3 イネCatAとCatBの芽生えにおける発現

暗所空気中で発芽させた4日目または5日目の芽生えから

RNAを抽出し、 CatAとCatBに特異的なフ。ローブを用いて

Northern blotを千子った。
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Fほ.4-4 イネCatAの酸素適応過程における発現

水中で発芽させた芽生えを空気中ヘ移し酸素適応させたサンプル

からRNAを抽出し、 CatAに特異的なプローブを用いてNorthem

blotを行った。レーンの上の数字は時間を表す。 rAir-adapt.Jは

酸素適応させた芽生えを、 r Aerobic cont.Jは好気条件下で育成さ

せた芽生えを表す。
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Fig.4-5 イネ芽生えの酸素適応過程におけるカタラーゼ、チトクロムCオキシダ

ーゼ、イソクエン酸リアーゼの活性の変動

暗所水中で発芽させたイネ芽生えを空気中に移したサンプルの、それぞれの酵素

活性を測定した。全タンパク質量あたりの酵素活性を、 0時間における値を1とし

た相対値で示している。黒丸は水中で発芽させた芽生えを酸素適応させた場合の活

性を、白丸は好気条件で発芽させた芽生えの活性を表す。 CAT:カタラーゼ、

COX:チトクロムCオキシダーゼ、 ICL:イソクエン酸リアーゼ。
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イネ芽生えの水没時の水中溶存酸素量Fig.4-6 

空気中で発芽させたイネ芽生えを、水没させることに

この時の芽生えを沈めているより低酸素処理を行った。

水の溶存酸素量を測定した。 o時間における溶存酸素量

は2.9mg/lであった。
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Fig.4-7 イネ芽生えの低酸素処理におけるCatAの発現応答

空気中で発芽させた芽生えを水没させることにより低酸素処理を

したサンプルからRNAを抽出し、 CatAに特異的なプローブを用い

てNorthemblotを行った。レーンの上の数字は時間を表す。
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Fig.4-8 低酸素処理を行ったイネ芽生えの酸素分圧上昇に対する

CatAの発現応答

空気中で発芽させた芽生えを低酸素処理を行った後、再び空気中

で移し酸素適応させたサンプルからRNAを抽出し、 CatAに特異的

なプローブを用いてNorthemblotを行った。レーンの上の数字は

時間を表す。 fRe-adapt.Jは低酸素処理後、酸素適応させた芽生

えを、 f Aero. cont.Jは空気中で生育させた芽生えを表す。
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Fig.4-9 低酸素処理および、再適応におけるカタラーゼ、チトクロムcオキシダ

ーゼ、イソクエン酸リアーゼの活性の変動

空気中で発芽させた芽生えを水没させることにより12時間低酸素処理を行い、

その後空気中ヘ移して12時間酸素適応させた。全タンパク質量あたりの酵素活性

を、 0時間における値を1とした相対値で示している。 CAT:カタラーゼ、 COX:

チトクロムCオキシダーゼ、 ICL:イソクエン酸リアーゼ。



第5章

イネ酸素ストレス防御遺伝子のプロモーターに存在する共通配

列の解析

酸素ストレスの防御には、活性酸素の消去ばかりでなく、酸化による障害の修復も

不可欠である。活性酸素の消去と同様、酸化的障害の修復においても、 DNAやタンパ

ク質の修復、還元力の供給などの複数の酵素が関与している。大腸菌や酵母において

は酸素ストレスの防御に関わる複数の遺伝子が共通の転写因子 (OxyR、SoxRS、

Yap1)によって調節されている [46J。植物を含む高等生物においても同様な調節機構

が存在すると想定されるが、その実態は明らかとなっていない。

筆者の所属する研究グループではこれまでに活性酸素消去系酵素の遺伝子の他に

も、酸素ストレスの防御に関与するグルタレドキシン遺伝子の単離・解析を行ってき

た[65，109J。グルタレドキシンはチオレドキシンと同様に、夕ンパク質のジスルフイ

ド結合を還元するチオ一ルトランスフエラ一ゼ

シンとチオレドキシンはいずれも、酸素ストレスによりSH基が酸化され不活化された

タンパク質を還元して修復する機能をもっていると考えられている (Fig.5-1) 0 in 

vitroの実験では酸化されたタンパク質がグルタレドキシンとチオレドキシンによって

修復されることが示されている [132J。グルタレドキシンは活性酸素消去系酵素の一

つであるデヒドロアスコルビン酸還元酵素 (Fig.0-1参照)の活性も有している [108，

127J。またチオレドキシンがフエノキシルラジカルを消去することが知られている

[32J。これらのことからグルタレドキシンとチオレドキシンは、活性酸素消去の機能

も持っていることが示唆される。

グルタレドキシン遺伝子の構造解析および、シークエンスデータベースの検索によ

り、細胞質型SOD遺伝子sodCcl、グルタレドキン遺伝子grx、イネ細胞質型チオレド

キシン遺伝子的めのフロモーター領域には、 28bpの配列が共通に保存されていること

が明らかとなっている (Fig.5-2) 0 28bpの保存配列には、 19bpから成るパリンドロー

ム構造がみられる。またsodCclと的めのみを比較すると、共通に保存されている配列

は28bpの配列の前後77bpにわたっている (Fig.5-2)。本実験では、 3つの遺伝子に存

在するこの共通配列が遺伝子発現調節に機能しているかどうかを検討した。 sodCclと
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tαhに共通な77bpの領域を、 77bp共通配列、 3つの遺伝子に保存されている28bpの配

列を、コア配列と呼ぶこととする。

材料と方法

植物材料の培養

イネ (0/1ノzasativa L. cv Nipponbare)佐芽およびカルスを材料として用いた。

第2章 (p27)と同様にイネ匪芽を滅菌し、 N6液体培地中で懸濁培養した。

カルスの誘導および培養は以下のようにして行った。イネ完熟種子を70%エタノー

ルに1分間浸した後、次亜塩素酸ナトリウム (1%活性塩素)に60分間浸して滅菌し

た。種子を滅菌蒸留水で洗浄した後、 2mg/l2，4-D、19/1casamino acidを含むN6

固形培地に置き、 280C、暗所で3週間培養した。誘導されたカルスをG液体培地に懸濁

し、ロータリーシェーカーで110rpmで振とうし、 28
0

C、暗所で培養した。 1週間おき

にカルスの一部を新しい培地に移し培養を継続させた。

プラスミドの構築

ルシフエラーゼ (LUC)レポーターフラスミドの構築を以下のようにして行った。

イネsodCcl(accession no. L19435)のフロモーター領域のうち、 77bp共通配列

(base no. 766-842)をPCRにより増幅した。用いたフライマーの配列は以下の通りで

ある。 SODF:5'-AAGAGAAACAACATATTTAC-3¥ SODR: 5'-

AT了rAGATCGCTAAAAACAC-3'。増幅された産物を、 pBSK(Stratagene)の

EcoRVサイトにTを付加して作製したTベクターにTAクローニングによって組み込

み、得られたフラスミドを pBSK-HSと名付けた。

イネ細胞中でトランスジーンの発現量の上昇に効果のあるイネ細胞質型SOD遺伝子

sodCc2 (accession no. L19434)の5'一日onconding intron [Sakamoto A， Tanaka K 

未発表データ]をPCRにより増幅した。得られたDNA断片を、プライマーの末端に設

計したXbaIサイトおよび、BamHIサイトを用いて、 Xba1および、BamHIで切断した

pBI221に組み込んだ。これによりCaMV35SプロモーターとGUSコード領域の聞に
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sodCc2の5'-nonconding intronが挿入された。このプラスミドを35SINTGUSと名

付けた [MakinoH私信J0 pBSK-HSをHindIIIおよび、Pst1で切断してインサートを

切りだし、 35SINTGUSにHindIIIサイトおよび予st1サイトで組み込んだ。これによ

りCa1v1V35Sフロモーターの上流に77bp共通配列をもったGUSプラスミド、 77HS-

35SINTGUSが構築された。

方、 35SINTGUSをBamHIおよび、Sac1切断によりGUSコード領域を除去し、代

わってpGEM-luc(Promega)のB♂ηH1 -Sac 1断片を挿入して、 GUSコード領域を

LUCコード領域に入れ替えたプラスミド、 35SINTLUCを構築した。さらに

35SINTLUCをBamHIおよびStu1切断によりLUCコード領域を除去し、 pSP-

luc+NF (Promega)由来のLUCコード領域 (pSP-luc+NFのHindIII -Xba 1断片を平

滑化してpBSKに組み込んだ後に、 BamHIおよびEcoRV切断により得られた断片)を

挿入して、得られたフラスミドを35SINTLUC+と名付けた [MakinoH私信]。

77HS-35SINTGUSをB♂ηHIおよびSac1切断によりGUSコード領域を除去し、代

わって35SINTLUC+のBamH1 -Sac 1断片を挿入して、 LUC+コード領域をもっプラ

スミド、 77HS-35SINTLUC+を作製した。

トランジェントアッセイ

イネ懸濁培養カルスに、パーティクルガン(IDERAGIE-III、タナカ)を用いて、

LUCレポータープラスミド (35SINTLUC+、77HS-35SINTLUC+)を導入した。また

internal controlとして35SINTGUSをco-transformした。 bombardmentを行ったカ

ルスをG培地に懸濁し、培地に所定量の濃縮ストック薬剤j液を加え、 28
0

C、暗所で24

時間振とう培養した。培養後、抽出バッファー (50mMリン酸ナトリウムバッファー

(pH 7.0)、10mMEDTA、10mMb-mercapto-ethanol、0.1% sarcosyl、0.1%

Triton X -100)でカルスを破砕し、 20，000x g、1分間遠心した後、上清をLUCおよ

びGUS活性測定に用いた。 LUC活性は、 LuciferaseAssay System (Promega)を用

いてルミノメーター (LumatLB 9507、EG& G Berthold， Wildbad， Germany)に

よって測定した。 GUS活性はSakamotoら[99Jの、方法に従って測定した。 LUC活性を

GUS活性で補正した値をデータとした。

81 



Northern blot 

イネsodCcl、trxh、grxのcDNAの3'-UTRをそれぞ、れに特異的なプローブとして用

いた。 sodCclフローブの調製については第 l章(p 7-8 )と同様に行った。またtrxh

プローブは以下のように調製した。イネtrxhcDNA [42J (accession no. D21836)の

塩基配列に基づいてフライマーを合成し、イネ緑葉由来の 1本鎖cDNAを鋳型として

PCRを行い、イネtηめの全長cDNAを増幅した。得られた産物を、 pBSK

(Stratagene)のEcoRVサイトにTを付加して作製したTベクターにTAクローニングに

よって組み込んだ。このようにして得られたtrχhcDNAフラスミドをEcoRIで切断す

ることにより、 trχhcDNAの3'-UTR(base no. 426-687)を切り出し、プローブとし

て用いた。またgrxcDNA [65J (accession no. X77150)の3'-UTR(base no. 361-

516)をPCRによって増幅し、得られた断片をgrχに対するプローブとした。

イネ懸濁培養匪芽を第2章 (p27)と同様にパラコート処理を行い、 total町ぜA20

μgを用いて第 1章 (p8)と同様にブロッティングおよびハイブリダイゼーションを

行った。ハイブリダイゼーション、洗浄の条件は第 1章と同じ条件で行い、オートラ

ジオグラフィーあるいはバイオイメージアナライザー (MolecularImager、BIO-

RAD)により結果を得た。

核抽出物の調製

以下の操作は全て氷上または4
0

Cで行った。培養4日目の懸濁培養庇芽に、抽出バッ

ファ ~A (50mMTris-HCl (pH 7.9)、5mMMgC12、1ロホ1PMSF、5mMDγr、

1.6m:Nl salicylhydroxamic acid、1mg/mlt-butylated hydroxytoluene)を加え、

POLYTRON PT 3100 (KINEMATICAAG)を用いて破砕した。ホモジェーネートを2

層のMiracloth(CALBIOCHEM)でろ過した後、 3，300x gで10分間遠心した。沈殿を

抽出バッファ~Aに懸濁し、再度3 ，300 x gで10分間遠心した。沈殿を抽出バッファ-

Aに懸濁した後、 Percollの密度勾配(それぞれ80%sucrose、80%Percoll、60%

Percoll、40%Percollを含む抽出バッファ~Aを )11買に重層したもの)に重層し、 4，000

xgで30分間遠心した。 80%sucroseと80%Percollの界面に形成されるバンドを回収

し、抽出バッファーAを加えた。これを3，300x gで10分間遠心し、得られた沈殿を核

画分とした。
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核画分を抽出バッファ~B (25mNI Tris-HCl (pH 7.9)、5mMMgC12、O.lmM

EDTA、25% glycerol、1mMPMSF、2mMDTI、0.5MNaCl)に懸濁し、 30分間撹

持して塩抽出を行った。 25，000x gで30分間遠心して得られた上清を、透析バッファ

ー(20mMHEPES-KOH (pH 7.9)、100mMKCl、12.5rr由1MgC12、0.2mM

EDTA、20% glycerol、1mMPMSF、2mMDTT)を用いて一晩透析した。その後

25，000 x gで30分間遠心して得られた上清を、核抽出物とした。

ゲルシフトアッセイ

28bpのコア配列のプローブは以下のようにして調製した。イネsodCclプロモータ

ーのコア配列 (baseno. 794-821)を2個直列に連結したDNA断片ができるように、

相補的な配列をもっ2本の合成オリコヌクレオチドを設計した。これらをアニールさせ

た時に両端にEcoRIとHindIIIの突出末端ができるようにそれぞれのオリゴヌクレオ

チドを合成した。それらの配列は次の通りである(下線部はオリコヌクレオチド末端に

設計した制限酵素部位を示す)。

coreII d+: 5'-AGCTTf\ATAAγ了I'AT~T~C'I.I.I.I~TATA

GATATCAATAATITAT~T~Cτγ了I'ATATAG-3'

coreII d-: 5'-AATTCTATAT~GτTIT~τTIAT~TTATT 

GATATCTATAT~GγITTÄτTI'AT~TTATTA-3' 

これらのオリゴヌクレオチドをT4ポリヌクレオチドキナ)ゼで末端をリン酸化した

後、アニールさせ、 pBSKのEcoRIおよび、HindIIIサイトに組み込んだ。このプラスミ

ドをEcoRIおよび、日ndIIIで切断しインサートDNAをベクターより切りだした。これ

をKlenowfragmentを用いた平滑化によって32pで標識し、プローブとして用いた。

標識したブPローブ2ngと核抽出物(タンパク質量で1-13μg)を混合し、結合バッフ

ァー(前項の透析バッファーと同じ組成のもの)を加えて全量を15μ!とした。室温で

30分間インキュベートして結合反応を行った後、 4%非変性ポリアクリルアミドゲル中

で電気泳動を行った。泳動バッファーには、 25mMTris、190mMglycine、1mM

EDTAを用い、 12mA、 40Cで泳動を行った。泳動後ゲルを乾燥し、オートラジオグラ

フィーあるいはバイオイメージアナライザー (MolecularImager、BIO-孔l¥D)により

結果を得たロ
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競合実験においては、標識したプローブ2ng、核抽出物2μg、competitorDNA 

40-200ngを混合し、結合バッファーを加えて全量を15μlとした後、 上記と同様に結

合反応を行った。

Southwestern blot 

核抽出物をSDS-PAGE(ゲル濃度12%)により分画した後、 10mMTris-HCl (pH 

8.3)、150mMglycine、0.05%SDS、10%methanolをtransferbuffer に用いて、

2mA/cm2で30分間通電し、 PVDF膜 (BIO-RAD)にブロットした。 SDS-PAGEおよ

びブロッティングを4
0

Cで行ったロプロット後のPVDF膜を、 5%BSAを含む結合バッ

ファー (25mMHEPES-KOH (pH 7.9)、100mMKCl、0.5mMDTI)に浸し、 室温で

一晩振とうした。 0.25%BSA、20μg/mlpoly (dI-dC) . poly (dI-dC)を含む結合

バッファーに、標識したフローブDNA20ngを加えPVDF膜を浸し、室温で4時間イン

キュベー卜して結合反応を行った。反応後、結合バッファーを用い室温で30分間、 2回

洗浄を行い、オートラジオグラフィーあるいはバイオイメージアナライザー

(Molecular Imager、BIO-RAD)により結果を得た。

結果

3個のイネ遺伝子、 sodCcl、的也、 grxに共通に存在する配列がシス-エレメントと

して機能しているかどうかを検討するために、 トランジェントアッセイを行った。

sodCclプロモーターの77bp共通配列を、 CaMV35SプロモーターとLl)Cの融合遺伝

子の上流に連結したレポーターコンストラクト (77HS-35SINTLU C +)を作製した

(Fig. 5-1)。コントロールとしてCaMV35Sプロモーターのみをもっレポーターコンス

トラクト (35SINTLUC十)を用いた (Fig.5-1)。いずれのコンストラクトもレポータ

一遺伝子の発現を上昇させるためにCaMV35SプロモーターとしUCコード領域の間に

sodCc2の5'-non-codingintronを組み込んでいる。これらのコンストラクトのそれぞ

れを、 internalcontrolのGUSレポーターコンストラクト (35SINTGUS)と同時に、

イネ懸濁培養カルスにパーティクルガンを用いて導入した。 その結果、 77bp共通配列
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をもっコンストラクトを導入したカルスのLUC活性は、 35Sプロモーターのみのコン

ストラクトのbasalな活性に比べて1.5倍に上昇していた (Fig.5-3)。この活性上昇は

1mM過酸化水素処理によって顕著な影響を受けなかった。 一方、 DTI処理によって共

通配列をもっコンストラクトのLUC活性はbasalレベルと同程度に抑えられた。また1

μMおよび、10μMパラコート処理を行うと、共通配列をもっコンストラクトを用いた

場合では、 35Sフロモーターのみのコンストラクトのそれぞれ2.6倍および2.7倍の

LUC活性がみられたロ共通配列をもっコンストラクトでのパラコート処理によるLUC

活性の誘導は、無処理のサンプルに比べ1.7倍および1.8倍であった。このように77bp

共通配列中には、スーパーオキシドに応答するシスーエレメントが存在することが明ら

かとなった。

またsodCcl、わめ、 grxの3個の遺伝子が、パラコートにより誘導されているかどう

かを調べた。イネ懸濁培養匪芽を10μMパラコートで処理し、 3つの遺伝子の3'-UTR

をそれぞれプローブに用いてNorthern blot解析によってmRNA量の変動を調べた。そ

の結果、 sodCcl、tぽ h、grxのmRNA量はいずれもパラコート処理によって上昇した

(Fig.5-4)。これにより 3つの遺伝子がinvivoでパラコートにより誘導されているこ

とが確認された。

次に、 3つの遺伝子の共通配列に結合する核タンパク質が存在するかどうかを検討す

るために、ゲルシフトアッセイを行った。イネ培養匪芽から調製した核抽出物と28bp

のコア配列を混合し結合反応を行ったところ、 DNA-タンパク質複合体のバンドが1本

検出された (Fig.5-5)。結合反応に投入する核抽出物の量を増加させるとこのバンド

の強度が上昇した。またフローブの20-100倍量の標識されていないコア配列を

competitorとして加えると、このバンドが消失したが、 poly(dI -dC)・poly(dI-dC) 

を加えた場合にはバンド強度に変化は見られなかったことから (Fig.5-5)、このバン

ドはプローブと核タンパク質との特異的な結合によるものであると考えられた。なお

パラコート処理を行った培養匪芽と未処理の培養匠芽からそれぞれ核抽出物を調製

し、プローブと核タンパク質との結合に差がみられるかどうか検討した。その結果、

いずれの場合においても1本のバンドが検出されその強度に顕著な差はみられなかった

(データ省略)。また核抽出物をinvitroで過酸化水素処理またはDTI処理をすることに

より、核タンパク質とプローブとの結合が酸化還元によって影響されるかどうかを調

85 



べた。その結果、過酸化水素処理によってDNA-タンパク質複合体のバンド強度が上

昇した (Fig.5-6)。過酸化水素処理の効果は1mM以上の濃度において観察された。

方、 DTT処理を行った場合には核タンパク質とフローフとの結合に顕著な変動はみら

れなかった。

次にSouthwestemblot解析を行い、 28bpのコア配列に結合するタンパク質のキャ

ラクタリゼーションを行った。核抽出物をSDS-PAGEで分画後メンブレンにブロット

し、コア配列をフローブとして結合反応を行った。その結果、 17kDaと24kDaの大き

さの2本のバンドが検出された (Fig.5-7)。これにより、コア配列と直接相互作用をす

る2種類のタンパク質の存在が明らかとなった。

考察

77bp共通配列をCaMV35Sフロモーターに連結したレポーターコンストラクトを用

いてトランジェントアッセイを行った結果、 sodCcl遺伝子の77bp共通配列中には、

スーパーオキシドに応答するシス-エレメントが存在することが明らかとなった (Fig.

5-3)。高等植物のSOD遺伝子において、シス-エレメントとして同定された配列はこ

れが初めてである。 77bp共通配列をもっコンストラクトのLUC活性は、スーパーオキ

シドの酸化により誘導されDTTの還元により抑制されることから (Fig.5-3)、sodCcl

はこのシス-エレメントを介してレドックス制御を受けていることが示唆された。

77bp共通配列をもっコンストラクトのLUC活性はCaMV35Sフロモーターのみのもの

に比べ1.5倍に上昇していた (Fig.5-3)。このLUC活性の上昇は、 77bpの配列中にエ

ンハンサーが存在するというわけではなく、通常の環境下において細胞中で生成する

スーパーオキシドによるものであると考えられる。 77bp共通配列はスーパーオキシド

に応答してLUCの発現を誘導したが、過酸化水素に対しては応答しなかった。大腸菌

の転写因子OxyRとSoxRはそれぞれ過酸化水素、スーパーオキシドに応答することが

知られている [14，20J。第 l章、第2章でみられたように細胞質型SODはパラコート

と過酸化水素のいずれによっても誘導されることから、 sodCcl遺伝子には他に過酸化

水素に応答するシス-エレメントが存在すると考えられる。
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シークエンスデータベースのホモロジー検索によって、イネゲノムDNA中に28bpコ

ア配列とホモロジーの高い配列 Caccessionno. D25363)が存在することが明らかと

なった (Fig.5-7)。この配列は77bp共通配列と比較しでも86%のホモロジーを示し

た。この配列が遺伝子の一部であるかどうかは明らかでないが、 sodCcl、trxh、grx

の3つの遺伝子の他にも、本実験で明らかとなったシス-エレメントにより調節される

遺伝子が存在する可能性が示唆された。またイネのフェニルフ。ロパノイド生合成系の

4ークマル酸-COA1)ガーゼ遺伝子Caccessionno. X52623)とEuglenaの光化学系 I反

応中心のサブユニットpsaB遺伝子Caccessionno. M37526)において、 28bpコア配列

とホモロジーの高い配列がみられたが、いずれの遺伝子においてもそれらの配列はプ

ロモーターではなくコード領域中のイントロンに存在しているため、シス-エレメント

として機能している可能性は小さい。

sodCcl、trxh、grxはいずれもパラコートにより誘導されることと (Fig.5-4)、

28bpのコア配列に特異的に結合する核タンパク質が存在することから (Fig.5-5)、酸

素ストレスの防御に関与する3つの遺伝子が、共通な調節機構により制御されている可

能性が示唆された。この可能性を検討するために、 77bp共通配列のうち28bpコア配列

がパラコートによる誘導に関与しているかどうかを明らかにすることが今後の課題で

ある。

28bpコア配列に結合する核タンパク質は過酸化水素により酸化されると、コア配列

への結合が促進された。このことから本実験において検出されたDNA結合タンパク質

は、レドックス制御に関与するものであることが示唆された。本実験において用いて

いる核抽出物は2mMDTIを含むバッファーに懸濁していることから、核タンパク質は

還元状態で存在していると思われる。過酸化水素処理の効果がlmM以上でみられたこ

と、 Dγr処理により核タンパク質とDNAの結合に影響がみられなかったこと、また in

vivoでのパラコー ト処理によって核タンパク質とDNAの結合に顕著な変化がみられな

かったのは、このためであると思われる。

核タンパク質をSDS-PAGEにより分画後、 Southwesternblotを行った結果、 28bp

コア配列と直接相互作用する2種類のタンパク質の存在が明らかとなった。これらのタ

ンパク質は、複合体としてコア配列に結合している可能性が考えられるが、それぞれ

のタンパク質単独でDNAに結合することができると推測される。このことから、
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Southwester screeningあるいはonehybrid法によってコア配列に結合するタンパク

質のcDNAクローニングが可能であることが示唆された。今後、 DNA結合タンパク質

cDNAをクローニングすることにより、この共通配列を制御する転写因子とレドック

ス制御機構について解析を進めたい。
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Intemal controlとしてGUSレポーターコンストラクト35SINTGUSをco-transformしてGUS活性を測

タネ/々子伝

B.35SINTL 

定し、 LUC活性をGUS活性で補正した値を示している。データはコントロールプラスミドである

35SINTLUC+のLUC活性を1とした相対値で示している。
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白χh、gχの応答パラコートに対するsodCcl、Fig.5-4 

sodCcl、イネ培養腔芽を10μMパラコートで処理を行い、

t戊 h、grχのそれぞれのcDNAの3・-UTRをプローブに用いて

Northern blotを行った。 0時間におけるmRNA量を1とした相

対値で示している。



competitor -

υ8 
3 ム
ム古
刀玄
〉、ヲミ
....... _<_ g_ o.. 

nuclear 
extract 

nuclear 
extract + + + + 

... 

Fig.5-5 ゲルシフトアッセイによるDNA結合タンパク質の検索

4時闘

イネ培養怪芽より調製した核抽出物を用いて、 28bpコア配列をプローブとして結合反

応を行い非変性ポリアクリルアミドゲルにより分画した。

A.結合反応に加える核抽出物の量を変化させた。最も左のレーンは核抽出物を加えてい

ない。レーン左から順にO、1、4、13μgの核抽出物を用いた。

B.競合実験によるプローブDNAと核タンパク質の結合特異性の検討。最も左のレーン

はcompetitorを加えていない。左から 2番目および3番目のレーンはそれぞれプローブ

の50倍量、 100倍量の非標識の28bpコア配ヂJjをcompetitorとして加えた。最も右のレー

ンはプローブ、の50f音量のpolyCdI-dC)・polyCdI-dC)を加えた。
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Fig.5-6 核抽出物の酸化還元による28bpコア配列に結合する核タ

ンパク質の結合活性の変動

イネ培養怪芽より調製した核抽出物を過酸化水素により酸化また

はDTTにより還元した後に、 28bpコア配列をプロープとしてゲル

シフトアッセイを行った。
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Fig.5-7 Southwestem blot解析による28bpコア配列に結合する

核タンパク質のキャラクタリゼーション

イネ培養匪芽より調製した核抽出物をSDS-PAGEにより分画後

PVDF膜にプロットし、 28bpコア配列をプローブとして結合反応を

行った。いずれのレーンも同ーの核抽出物サンプルを泳動してい

る。



A 1 AAGCGAAACAACATATTTACAAACGAAAAATAATTTATAAATAAAACTTTTATATATGTGTTTTTAGCGATCTAAA 76 

11 111111111111111 1111 111 1 111111 1111111111111111111 11 11 111111111111 

B 224 AAACGAAACAACATATTTGCAAAAGAATAGTAATTTGTAAATAAAACTTTTATATACGTATTCGTAGCGATCTAAA 149 

A: 77bp homologous sequence (sodCcl) 

B:悶cegenorr註cDNA (accession no. D25363) 

Fig.5-8 77bp共通配列と相向性の高いイネゲノムDNAの配列

sodCclの77bp共通配列と、イネゲノムDNA(accession no. D25363)の配列を示す。 77bp共

通配列中で、 grx、tlχhとの間で保存されている配列を赤い網かけで、 またsodCclとtηめに保存

されている配列を青い網かけで示している。
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植物はSOD、APX、カタラーゼを初めとする複数の活性酸素消去系酵素を持ってお

り、それらの酵素遺伝子の調節によって酸素ストレスを防御している。本研究ではイ

ネ活性酸素消去系酵素遺伝子群の発現応答を調べることにより、それらの発現調節機

構について考察を試みた。

本研究ではまず、 SODとAPXの細胞質型と葉緑体型アイソフォーム、およびカタラ

ーゼについて、様々な刺激やストレスに対する発現応答を調べた。その結果、細胞質

型SODと細胞質型APXは酸素ストレスやABAにより、チラコイド型APXは光照射によ

り、カタラーゼは酸素分圧の上昇によってmRNAレベルで誘導された。これらの誘導

のいくつかについては、発現調節に関与する示唆が得られた。細胞質型APXの発現調

節においては過酸化水素が酸素ストレスのシグナルとして、葉緑体型APXにおいては

プラストキノンの酸化還元状態が光強度のシグナルとして機能していることが示唆さ

れた。また細胞質型SODと細胞質型APXのアイソフォームは、それぞれABAにより誘

導されるタイプとABAに応答しないタイプに分かれており、 ABAにより協調的な発現

制御を受けていることが示された。

筆者はまた、細胞質型SOD遺伝子sodCclに存在するシス-エレメント様の配列につ

いて解析を行い、その発現調節機構の解明を試みた。このシス-エレメント様の配列

は、酸素ストレスの防御に関与する遺伝子である、イネ細胞質型チオレドキシン遺伝

子trxhとグルタレドキシン遺伝子grxのフロモーターにおいても共通に存在する。この

共通配列は、スーパーオキシドに応答するシスーエレメントとして機能することが明ら

かとなった。またsodCcl、わめ、 grxはいずれもパラコートにより誘導されたことか

ら、これらの遺伝子が共通な制御を受けている可能性が示唆された。 3つの遺伝子に

共通な配列に結合する核タンパク質の存在が確認されたが、過酸化水素処理による酸

化によってこの核タンパク質の結合が促進された。これらの結果から、酸素ストレス

の防御に関わる複数の遺伝子が共通なシスーエレメントによってレドックス制御を受け

ている可能性が示された。このような調節機構は大腸菌や酵母では知られているもの

の、高等生物では未解明である。今後、この共通配列に結合するタンパク質のクロー

ニングを行い、このシス-エレメントを制御する転写因子を解明することにより、酸素

ストレス防御遺伝子の調節機構を明らかにしたい。
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