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研究成果の概要（和文）：ポリアミン分解とストレス応答との関連性については解析がなされてこなかった。本
研究では、シロイヌナズナに５つ存在するポリアミン酸化酵素遺伝子の機能欠失変異体を用いて塩ストレス応答
を調べた。単一遺伝子欠失変異体は、野生型と同程度の感受性を示した。次に、二重欠失変異体を調べたところ
細胞質局在型酵素の欠失変異体が塩ストレスに耐性となることを見出した。この変異体では、野生型に比べ塩処
理による活性酸素種の産生が抑制されていた、しかし一方、防御遺伝子群の発現は亢進されていた。
　本研究成果は、ストレス耐性植物を作出する新たな戦略を提示したと言える。

研究成果の概要（英文）：The link between polyamine oxidases and stress responses remains elusive. 
This issue was addressed using Arabidopsis polyamine oxidase (pao) mutants. The five single pao 
mutants and wild type showed similar response to salt stress. Then two double pao mutants were 
generated by crossing, and tested the salt stress response. The pao mutant which showed the reduced 
cytoplasmic polyamine oxidase activity became high salt- and drought-tolerant compared to wild type 
plant. Upon salt stress this mutant produced less amount of reactive oxygen species and induced the 
genes of salt overly sensitive-, ABA-dependent- and ABA-independent pathways. The results suggest 
that the Arabidopsis plant silencing cytoplasmic polyamine oxidase genes shows salinity tolerance by
 reducing ROS production and inducing subsets of stress-responsive genes.

研究分野： 植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
ポリアミンは、アミノ基が 2 つ以上含まれ

る脂肪族化合物の総称である。植物の主要ポ
リアミンは、ジアミンのプトレシン、トリア
ミンのスペルミジン、そしてテトラミンのス
ペルミンとその異性体であるサーモスペル
ミンである。これらの合成経路については、
2007 年に植物に 2 つあると考えられてきた
スペルミン合成酵素遺伝子の一方がサーモ
スペルミン合成酵素遺伝子であることが明
らかになり、その全容が確立された。ポリア
ミンの分解経路については、銅を含むアミン
酸化酵素(CuAO)とFADを補酵素として要求
するポリアミン酸化酵素(PAO)が関与するこ
とが知られている。モデル植物の一つである
シロイヌナズナでは、10 個の CuAO 遺伝子
と 5 個の PAO 遺伝子が存在することがゲノ
ム解析から予測され、前者の 1 つ及び後者の
４つについては本研究開始当初までに特徴
づけがなされていた。本研究で着目したシロ
イヌナズナ PAO を AtPAO1～AtPAO5 と呼
称する。AtPAO1 は、細胞質局在型の酵素を
コードしていた。AtPAO2、AtPAO3 そして
AtPAO4は基質特異性は異なるもののいずれ
もパーオキシゾームに局在していた。残され
た AtPAO5 については、本研究開始直後にイ
タリアのグループと代表者のグループが相
次いで細胞質局在型の酵素であることを公
表した。代表者らの研究成果の新規性は、
AtPAO5酵素がサーモスペルミンを基質とし
て最も好むこと、AtPAO5 遺伝子の機能が欠
損した変異体は野生型に比べ初期生育に大
きな差異が見られないものの栄養成長から
繁殖成長への移行が大きく遅れること、等を
明らかにした点にある(Kim et al., Plant 
Physiology 2015)。代表者らは、イネに存在
する７つの PAO についても既に５つについ
て研究開始当初までに、それぞれ特徴付けを
行い公表した(Ono et al., Amino Acid 2012; 
Liu et al., Plant Cell Physiol 2014; Liu et 
al., Plant Cell Reports 2014)。 
上述のように、ポリアミン分解系に関与す

る PAO 酵素に関する知見は 2 つのモデル植
物でようやく全体像理解がなされようとし
ていた。 

 
２．研究の目的 
ポリアミンは、植物の伸長あるいは分化と

いった成長過程へ関与することがよく知ら
れている。また、環境因子が変動したときに
もポリアミン合成酵素遺伝子が応答するこ
とより環境ストレス時にも機能することが
知られている。しかし、ポリアミン分解経路
と環境ストレス応答との関連性については
全く研究がなされていなかった。従って、本
研究では、シロイヌナズナの５つの PAO 遺
伝子の機能欠失変異体を用いて両者の関係
性に迫ろうと考えた。さらに、環境ストレス
耐性を示す植物系統における耐性の分子基
盤を明らかにすることも本研究の目的とし

た。 
 
３．研究の方法 
(1)AtPAO 機能欠失変異体の取得・同定 
 オ ハ イ オ 州 立 大 に あ る Arabidopsis 

Biological Research Centerより各 AtPAO
遺伝子に T-DNA が挿入されている株を入
手した。遺伝子発現がほぼ起こっていな
い系統あるいは発現が大幅に低下してい
る系統を選抜し、以下 pao1、pao2、pao3、
pao4 そして pao5 と呼称する。 

(2)使用したポリアミン 
  プトレシン、スペルミジンおよびスペル

ミンは東京化成、もしくは和光純薬製の
ものを用いた。サーモスペルミンは城西
大学・薬学部の新津教授が合成されたも
のをご分与いただいた。 

(3)遺伝子発現解析 
定量的 RT-PCR 解析は、Applied Biosystems
社の real-time RT-PCR 解析マシンを用い
て行った。 

(4)塩ストレスおよび乾燥ストレス処理 
  塩ストレス処理：野生株と AtPAO 機能欠

失変異体の種子を滅菌処理後、0～100mM 
NaClを含むMS培地に播種し2週間成長さ
せた後の根の伸長を測定した。乾燥処
理：野生株と AtPAO 機能欠失変異体の種
子を土に播種し 2 週間、週に 1 度 50 mL
の水を与えて成長させた。その後、それ
ぞれを 2 群に分け、一方をこれまでと同
様に週に 1 度給水を行い、他方には水を
全く与えずに成長させ 2 週間後の生育を
観察した。 

(5)二重変異体の作成 
  pao1 と pao5、pao2 と pao4 の二重機能欠

失変異体をそれぞれの交配により作成し
た。 

(6)水分消失検定 
   本検定は Weigel and Glazebrook (2002)

に述べられた方法によって行った。 
(7)Na および K濃度の測定 
   2 週間生育させた幼植物を塩処理し、十分

に水洗いした後65℃で2日間乾燥させた。
乾燥した試料を硝酸で処理し、ろ過液を
ICP 分光光度計で測定を行った。 

(8)ポリアミン酸化酵素活性 
   上記活性は、Liu and Liu (2004)に述べ

られた手法に準じて測定した。 
(9)活性酸素種の測定 
  過酸化水素量の測定：Messner and Boll 

(1994)の手法に準じて測定した。スーパ
ーオキシド量の測定：Doke (1983)に述べ
られたようにニトロブルーテトラゾリウ
ム(NBT)還元能に基づき測定した。In situ
染色法：NBT とジアミノベンチジンを用い
た組織染色法によりスーパーオキシドと
過酸化水素量の植物体内の分布を調べた。 

(10)高速液体クロマトグラム法によるポリ
アミン分析 

   植物体からのポリアミン抽出、ベンゾイ



ル誘導体化、そして高速液体クロマトグ
ラム法は、Naka et al. (2010)およびSagor 
et al.(2015)に述べた方法に準じて行っ
た。 

 
４．研究成果 
 既述したようにシロイヌナズナ植物には
５つの PAO 遺伝子が存在している。５つの単
一 PAO 遺伝子欠失変異体と野生株の間には、
明瞭な塩ストレスに対する感受性の差が見
られなかった。そこで、次に二重機能欠失変
異体の作成を行った。その際、遺伝子がコー
ドする酵素の細胞内局在性を考慮した。
AtPAO1 と AtPAO5 は細胞質に、他の三者はパ
ーオキシゾームに局在していたことより、
pao1pao5 そして pao2pao4 の 2 つの二重変異
体 を 得た。 因 みに、 後 者につ い て は
pao2pao3pao4 の三重変異体の作成も試みた
が成功していない。興味深いことに、
pao1pao5 は野生型に比べ、塩ストレスに対し
ても乾燥ストレスに対しても耐性となって
いた。一方、pao2pao4 は野生型とほぼ同程度
の塩ストレス、乾燥ストレス感受性を示した。 
 pao1pao5 がストレス耐性となった分子基
盤を明らかにするために、種々の解析を行っ
たところ、この二重変異体では野生株に比べ
Na 含量が野生株の 75%であったこと、PAO 活
性は野生株の約 62%に低下していること、塩
ストレス後の過酸化水素量及びスーパーオ
キシド量が野生株の 81%そして 72%レベルに
低下していることを明かにした。さらには、
塩ストレス時に機能することが知られてい
る SOS(salt overly sensitive)経路、ABA 依
存的およびABA非依存的防御経路の多くの遺
伝子群の発現が昂進している事実を明らか
にした。上記の結果は、細胞質局在型のポリ
アミン分解経路の活性抑制が塩ストレス時
の活性酸素種の産生を抑え、同時に一群のス
トレス時の防御遺伝子群の発現を高めるこ
とで、宿主植物をストレスから保護すること
を可能にすることを示した。 
本研究成果は、ポリアミン酸化酵素遺伝子

発現の制御による新たなストレス耐性植物
作出の戦術の可能性を提示したことになる。 
 この間、Selaginella 植物におけるシロイ
ヌナズナにおける PAO5 と同じ分子系統樹に
属するPAO遺伝子の単離と酵素の特徴づけを
行い公表した(Sagor et al. 2015)。また、
イネの OsPAO6 cDNA の公知情報に大きな誤り
があることを明らかにした。さらにイネ植物
における 7種の PAO遺伝子の種々の条件下で
の発現変動についても解析を行った（論文投
稿準備中）。 
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