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研究成果の概要（和文）：植物においてもポリアミンは、細胞分裂が盛んな細胞や生殖細胞に多

く含まれることから、細胞分裂、成長そして分化等のプロセスで機能するとされてきた。ポリ

アミン合成系遺伝子の発現は、塩や乾燥といった非生物的ストレスや非病原性微生物の感染時

に誘導されることから、ポリアミンはこうした環境ストレスに対する生体防御においても機能

することが示唆されていた。研究実施者は、テトラアミンであるスペルミンとサーモスペルミ

ンを合成できない変異体が塩や乾燥ストレスに高感受性となること、また細胞間隙に蓄積した

スペルミンが病原菌感染時特異的遺伝子群の発現を誘導するシグナル分子として機能すること、

を示してきた。本研究で、テトラアミンの 2 成分を迅速に定量的に分離する手法を確立し、ス

ペルミンが上記ストレス時の防御に機能することを明らかにした。また、シロイヌナズナ植物

体内でこれら２つのテトラアミンの合成部位が区分けされているかについても、各合成酵素遺

伝子のプロモーター解析から示した。上述のスペルミンシグナル伝達経路には、ポリアミンの

分解に関わるポリアミン酸化酵素が関与することが薬理的手法により示唆されていた。そこで、

シロイヌナズナに 5 種類あるポリアミン酸化酵素遺伝子の発現パターン、このうちの 4 種類の

組換え酵素のポリアミン基質の特異性等についても明らかにした。従来、植物のポリアミン酸

化酵素は末端代謝系と呼ばれる反応を触媒すると考えられていたが、シロイヌナズナのポリア

ミン酸化酵素は、いずれも動物細胞と同じ逆変換代謝系の反応を触媒することを示した。単子

葉植物のイネには、7 種類のポリアミン酸化酵素遺伝子が存在するが、このうち少なくとも 3

種類の遺伝子産物は、シロイヌナズナと同じく逆変換代謝系の反応を触媒することを明らかに

した。イネは、末端代謝系を触媒する酵素の存在が示唆されており、この点についても検討を

進めている。スペルミン合成酵素遺伝子を過剰発現するシロイヌナズナとスペルミン合成酵素

遺伝子を欠損しているシロイヌナズナを用いて、熱ショック応答反応においても重要な役割を

担っていることを示した（論文投稿中）。スペルミンは、小胞体ストレス応答反応における鍵遺

伝子のひとつ bZIP60 の発現を誘起することを報告してきたが、本研究により IRE1 がもつ

RNase 活性を高め、bZIP60 転写物をスプライシングし、活性型の bZIP60 タンパク質の産生

をもたらす事も示した（投稿準備中）。外部から加えたサーモスペルミンは、スペルミン応答遺

伝子群のほぼ全てを誘導する活性を持ち、シロイヌナズナでのキュウリモザイクウイルスの増

殖を著しく抑制する活性を持つことも明らかにした。この発見は、ポリアミン骨格をもつ化合

物が新たな植物成長化学調節物質となる可能性を示唆するものである。 

 

研究成果の概要（英文）：In plants, polyamines function in cell division, growth and differentiation 

because the polyamine contents were found to be higher in actively dividing cells and in reproductive 

organs. Expression of the genes encoding polyamine biosynthesis enzymes is often enhanced in abiotic 

and biotic stress condition. Thus polyamines are expected to function for defending host plants against 

various environmental stresses. Before starting this project, the applicant did two important findings in 

plant polyamine research; i.e., (1) spermine-deficient mutant Arabidopsis plant became hypersensitive to 
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high salinity and dehydration stresses, suggesting that spermine has a defensive role against these two 

stresses. (2) spermine has a signaling role to evoke the expression of a subset of genes involved in 

pathogen defense. In December, 2007, a research group reported that ACL5 gene which was previously 

thought to encode a spermine synthase, encodes a thermospermine (an isomer of spermine) synthase. 

With this background, first we established a method to separate those two tetraamines, spermine and 

thermospermine. Second we analyzed the spatio-temporal expression of spermine synthase gene and 

thermospermine synthase gene in Arabidopsis by monitoring β-glucuronidase reporter gene expression 

under the promoters of these genes in Arabidopsis. In spermine-signaling pathway, the involvement of 

polyamine oxidase(s) is strongly suggested. Third, therefore, characterization of polyamine oxidase 

(PAO) genes of Arabidopsis thaliana and Oryza sativa was performed. In Arabidopsis, four of the PAO 

genes were cloned into Escherichia coli expression vector. All of the recombinat PAOs catalyzed the 

back-conversion reaction but not the polyamine terminal catabolism reaction. Rice genome contains 7 

PAO genes. Of them, at least 3 PAO genes catalyzed the polyamine back-conversion reaction, strongly 

suggesting that rice plant has two catabolic pathways for polyamines. Fourth, spermine has a defensive 

role in heat shock response (submitted, revision prepared). We also demonstrated that bZIP60, one of the 

master genes in the unfolded stress response (UPR), is upregulated by spermine. The product of bZIP60 

resides in endoplasmic reticulum (ER) in physiological condition, while, once UPR is triggered, it is 

shown that bZIP60 transcript is spliced by RNase activity of IRE1. Fifth, bZIP60 transcript is spliced by 

spermine and the resulting transcript produces the active bZIP60 protein which targets into the nucleus 

(manuscript in preparation). In this activation process, IRE1 is also involved. Lastly we showed that 

thermospermine has a similar signaling activity to induce the defense genes and inhibits phytoviral 

particle multiplication as spermine does. 
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１．研究開始当初の背景 

 植物ポリアミン量が種々の環境ストレス
時に変動すること、各合成系の遺伝子の発現
が変化することも明らかになっていた。本研
究開始時、ポリアミン研究における研究実施
者の独自性は、(1)非病原ウイルス感染時にお
けるスペルミンが起点となるシグナル伝達

経路の発見、そして(2)スペルミン合成欠損株
が、塩ストレスおよび乾燥ストレスに高感受
性になること、の 2 点にあった。2007 年 12

月号の FEBS Letters に、シロイヌナズナの
ACL5 遺伝子はスペルミン合成酵素遺伝子で
はなく、異性体であるサーモスペルミンを合
成する遺伝子であることが報じられた。こう



した研究開始当初の状況から、まず２つのテ
トラアミンを分離・定量するハイスループッ
ト解析法の確立が急がれた。 

 

２．研究の目的 

ポリアミンは、アミノ基を２つ以上もつ脂
肪族炭化水素の総称であるが、植物における
主要な成分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アミンのス
ペルミンとサーモスペルミンである。これら
のポリアミンは、植物の成長や分化ばかりで
なく、様々なストレス(病原菌などの攻撃、高
塩、乾燥、極温など)に応答して、ポリアミン
代謝を亢進することが知られている。さらに
、ポリアミン合成系の酵素遺伝子を過剰発現
した植物は、こうした環境ストレスに対して
耐性となることが明らかとされているが、そ
れ以上に踏み込んだ解析がなされていないの
が現状である。研究実施者らは、病原菌感染
時のポリアミンの働きについての研究を行い
、ポリアミン合成系の最終産物であるスペル
ミンが、多数の遺伝子群の発現を制御するシ
グナル分子として、過敏感細胞死を含む病原
菌抵抗性反応に大きく寄与することを明らか
にした。また、塩や乾燥といった非生物的ス
トレスにもスペルミンが重要な役割を持つ直
接的な証明を行い、スペルミンは植物にマル
チストレス耐性を付与する数少ない分子の一
つであることを提唱している。本研究は、植
物の生体防御反応におけるスペルミンの重要
性を分子レベルで明らかにすることを目的と
する。 
 

３．研究の方法 

 (1) シロイヌナズナを主な植物材料とし
て、ポリアミン合成酵素およびポリアミン分
解に関与する遺伝子の過剰発現体あるいは、
当該遺伝子の欠損変異体を用いて研究を進
めた。 

(2) こうして得られた変異体におけるポ
リアミン含量、そして各遺伝子の発現量につ
いても、高速液体クロマトグラフィーによる
解析や定量的 RT-PCR法にて調べた。 
 (3) 大腸菌におけるタンパク質産生系を
持ちいてポリアミン酸化酵素を産生・精製し、
各種ポリアミンの基質特異性についても解
析した。 
  (4) シロイヌナズナのポリアミン酵素遺
伝子の欠損変異体の多重変異体については、
交雑を繰り返して作成した。 
 (5) ポリアミン分解の反応様式について
も高速液体クロマトグラフィー解析により
行なった。 
 
４．研究成果 
本研究の成果を箇条書きで記す。 

 (1)テトラアミンであるスペルミンとサー

モスペルミンの分離・定量法を開発した。 
 (2) テトラミンであるスペルミンとサー
モスペルミン合成酵素遺伝子のプロモータ
ー解析を行い、両テトラアミンの合成される
部位の違いを明らかにした。 
 (3)スペルミンにはシグナル分子としての
機能があることを明らかにしたが、このシグ
ナル伝達経路にはポリアミン酸化酵素の関
与が強く示唆されたため、シロイヌナズナに
存在する 5種類のポリアミン酸化酵素遺伝子
および遺伝子産物の特徴づけを行なった。 
 (4) 単子葉であるイネの 7 種類のポリア
ミン酸化酵素遺伝子、およびこのうちの 3種
類のポリアミン酸化組換え酵素の特徴づけ
を行い、単子葉植物で初めてポリアミン逆変
換反応を触媒する酵素の存在を示した。 
 (5) 外部から加えたサーモスペルミンに
はスペルミンと同様な遺伝子発現を誘導す
る活性を持つことを示した。サーモスペルミ
ンは、キュウリモザイクウイルスの増殖を抑
制する活性をもつことも示した。 
 
上記 5項目については、論文発表を行なった。 
 
 (6) スペルミンが熱ショック応答時にも
生体を防御する役割を担うことを明らかに
した。（改定稿を準備中） 
 (7) スペルミンが小胞体ストレス応答時
の鍵転写因子をコードする bZIP60 遺伝子の
発現を誘導することを報告してきたが、今回、
IRE1のもつRNase活性によりスプライシング
され、活性型の bZIP60 タンパク質が作られ
る過程もスペルミンが活性化することを明
らかにした。（投稿準備中） 
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