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研究成果の概要（和文）：イネの紫外線 UVB抵抗性を決定する CPD光回復酵素は、核、葉緑体、

ミトコンドリアに移行して、CPD修復の機能を担う、triple targeting proteinであることを

見出した。各オルガネラへの移行のメカニズムを解析した結果、(1)391-401番目のアミノ酸配

列（MHGFMRMYWAK）が、ミトコンドリア移行に関与し、(2)487-489番目の 3アミノ酸（KKR）は

核移行に関与していることを見出した。ミトコンドリア移行シグナル配列は、これまでに見出

されていない新規のシグナル配列であり、進化の過程で太陽光に常に曝される環境で生きるよ

うになった高等植物が、ミトコンドリア障害を防ぐために新たなミトコンドリア移行のメカニ

ズムを獲得したのではないかと推察された。 

 
研究成果の概要（英文）：Cyclobutane pyrimidine dimer (CPD) photolyase is major pathway 
for repairing CPD in plant, and CPD photolyase is a crucial factor for determining UVB 
sensitivity in plants. We found that CPD photolyase, which is encoded by a single-copy 
gene in the nuclear genome, is expressed and targeted not only to nuclei but also to 
mitochondria and chloroplasts. To clarify the molecular mechanisms of import to each 
organelle in rice, the subcellular localization analyses were performed. We found that 
the amino acids residues from 391 to 401 and from 487 to 489 are functional targeting 
signal for transport into mitochondria and nuclei, respectively. The results indicate 
that rice may have evolved a CPD photolyase that functions in all three organelles that 
contain DNA to protect cells from the harmful effects of UVB radiation. 
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１．研究開始当初の背景 

近年の成層圏オゾン層の破壊に伴う UVB量
の増加といった環境悪化は、農作物の生産性
のみならず、生態系全体にも及ぼす影響が世
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界的に危惧されている。研究代表者は、「高
等植物の UVB耐性機構」に関してイネを主た
る材料に一連の研究を行い、UVB によるイネ
の生育障害の主要因は UVBによって誘発され
る DNA損傷の 1つであるシクロブタン型ピリ
ミジン二量体（CPD）であり、この CPD を特
異的に修復する CPD光回復酵素の活性を増加
させることで、イネは UVB抵抗性を獲得でき
ること（Hidema et al. Plant J. 2007）な
どを実証してきた。高等植物において CPD光
回復酵素は、核ゲノムに１コピーでコードさ
れ、核にのみ局在し、CPD 修復の機能を担っ
ていると考えられていた。しかしながら、申
請者はこれまでの一連の研究過程で、イネに
おいては、葉緑体、ミトコンドリアへのオル
ガネラ移行推定シグナル配列は認められな
いものの（Hirouchi et al. Mol. Gene. Genom. 
2003）、イネにおいて CPD 光回復酵素は核の
みならず、葉緑体、ミトコンドリアへ移行し
て、CPD 修復の機能を担っていることを強く
示唆する結果を見出した。このように、核に
1 コピーでコードされたタンパク質が 3 つの
オルガネラに移行して機能する”triple 
targeting protein”は、他に類を見ない。
このことはまさに、太陽紫外線の下で生きる
イネ等の一部の植物は、葉緑体、ミトコンド
リアの機能を維持するために獲得した UVB適
応戦略と考えられる。また、CPD 光回復酵素
が葉緑体・ミトコンドリアへ 移行しないア
ラビドプシスは、イネと比較して明らかな
UVB 感受性を示す。これらの事実を考慮する
と、オルガネラでの CPD光回復酵素活性の有
無は、植物の UVB抵抗性にも強く関与してい
る可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これら申請者が見出した新事
実に着目し、①様々な植物の葉緑体、ミトコ
ンドリアへの CPD光回復酵素の移行の実体と
輸送のメカニズムを解明し、②各オルガネラ
での CPD光回復機能の有無と UVB抵抗性との
関係を解明することで、植物の全オルガネラ
での DNA損傷修復機能の獲得、すなわち太陽
紫外線に対するオルガネラの機能維持と個
体レベルでの UVB環境適応戦略を明らかにす
ることを目的とする。具体的には、以下に示
す課題を遂行する。 
【課題 1】種々の植物・生物種における CPD
光回復酵素の各オルガネラへの移行の実態
を明らかにする 

イネにおいて見出された、CPD 光回復酵素
の核、葉緑体、ミトコンドリアの全てのオル
ガネラへの移行が、イネに特有の現象である
のか否か明らかにする。 
【課題 2】イネ CPD光回復酵素の核、葉緑体、
ミトコンドリアへの移行に関わるシグナル

配列を同定し、各オルガネラへの輸送のメカ
ニズムを解明する 
各オルガネラへの移行シグナル配列を同

定する。次に、核ゲノムに 1コピーでコード
された CPD光回復酵素が、どのようにそれぞ
れのオルガネラへ輸送されるのか？そのメ
カニズムを解明する。 
【課題 3】各オルガネラでの DNA損傷（CPD）
が、生育に及ぼす影響を解析し、CPD 光回復
酵素の細胞内局在と UVB抵抗性との関係を明
らかにする 
 核、葉緑体、またはミトコンドリアのみで
CPD 光回復酵素が機能し得る組換え体植物を
材料に、それぞれのオルガネラ DNA上にでき
た CPD損傷が、植物の生育にどのような影響
を及ぼすのかに関して生理生化学的解析を
行い、各オルガネラでの CPD光回復機能の有
無と UVB抵抗性との関係を明らかにする。 
 本研究成果は、①高等植物における CPD光
回復酵素の生体内における新たな機能、②タ
ンパク質のオルガネラ輸送に関わる新たな
シグナル配列、輸送機構の発見は勿論のこと、
オルガネラでの CPD修復能力の有無と UVB抵
抗性を植物種間、生物種間で比較することで、
生物の多様性の獲得、生活環境に適応した進
化の過程も推察できるものと考える。また申
請者は、核以外のオルガネラで CPD光回復酵
素活性を持たない植物（ホウレンソウやアラ
ビドプシス）に着目し、各オルガネラでの CPD
の生成が植物の生育にどのような影響を及
ぼすのかを実験的に明らかにすることで、将
来的には「CPD 光回復酵素の細胞内局在の改
変による UVB耐性植物の創出」も可能である
と考える。 

 
３．研究の方法 

【課題 1】種々の植物・生物種における CPD
光回復酵素の各オルガネラへの移行の実態
に関する解析 
 本課題では、種々の植物（オオムギ、コム
ギ、トウモロコシ、ホウレンソウ、キューリ
等）や酵母、藍藻などの単細胞生物を材料に、
各オルガネラでの CPD回復酵素活性を生化学
的、分子生物学的解析により、イネにおいて
見出された、CPD 光回復酵素の核、葉緑体、
ミトコンドリアの全てのオルガネラへの移
行が、イネに特有の現象であるのか否か明ら
かにする。 
【課題 2】イネ CPD光回復酵素の核、葉緑体、
ミトコンドリアへの移行に関わるシグナル
配列の同定、ならびにオルガネラ輸送のメカ
ニズムに関する解析 
 GFP を利用したディレーション解析、なら
びに免疫組織化学的解析により、イネ CPD光
回復酵素の各オルガネラへの移行に関わる
シグナル配列を同定する。さらに、核ゲノム
に 1コピーでコードされた CPD光回復酵素が、



 

 

どのようにそれぞれのオルガネラへ輸送さ
れるのか？その輸送メカニズムに関して解
析を行う。 
【課題 3】各オルガネラでの DNA損傷（CPD）
が生育に及ぼす影響解析、ならびに、CPD 光
回復酵素の細胞内局在と UVB抵抗性に関する
解析 
 核、葉緑体、またはミトコンドリアのみで
CPD 光回復酵素が機能し得る組換え体植物を
作製する。それぞれのオルガネラ DNA上にで
きた CPD損傷が、植物の生育にどのような影
響を及ぼすのかに関して生理生化学的解析
を行い、各オルガネラでの CPD光回復機能の
有無と UVB抵抗性との関係を解析する。 
 

４．研究成果 

【課題 1】種々の植物・生物種における CPD
光回復酵素の各オルガネラへの移行の実態
に関する解析 

種々の植物（オオムギ、コムギ、トウモロ
コシ、シロイヌナズナ）や酵母を材料に、CPD
光回復酵素の各オルガネラへの移行の実態
を、オルガネラ分画、生化学的手法により調
査した。その結果、大変興味深いことに、イ
ネ、トウモロコシにおいては全てのオルガネ
ラでの局在が確認されたが、他のコムギ、オ
オムギ、シロイヌナズナでは検出されなかっ
た。すなわち、CPD 光回復酵素の局在には植
物種間差がある可能性が示唆された。また、
酵母ではミトコンドリアへの移行が確認さ
れた。 
【課題 2-1】イネ CPD 光回復酵素の核、葉緑
体、ミトコンドリアへの移行に関わるシグナ
ル配列の同定、ならびにオルガネラ輸送のメ
カニズムに関する解析 

CPD 光回復酵素の部分配列に GFP を連結し
たコンストラクトをパーティグルガン法に
よるディレーション解析を行った結果、イネ
CPD 光回復酵素(全長 506 アミノ酸)の C 末端
領域 385-506番目のアミノ酸配列と GFPの融
合タンパク質においては、核とミトコンドリ
アへの GFPの局在が観察された。さらにより
範囲を限定して解析したところ、(1)391-401
番目のアミノ酸配列（MHGFMRMYWAK）が、ミ
トコンドリア移行に関与し、(2)487-489番目
の 3 アミノ酸（KKR）は核移行に関与してい
ることが示唆された。そこで、ミトコンドリ
ア移行に関わるシグナル配列に関して、イネ
以外の生物が有する CPD光回復酵素のアミノ
酸配列の比較を行った。その結果、課題 1の
解析から、ミトコンドリアでの活性が検出さ
れなかったシロイヌナズナ、オオムギ、コム
ギ、ホウレンソウ等においても本シグナル配
列を有しており、ミトコンドリアへ移行して
いる可能性が考えられた。そこで、シロイヌ
ナズナのミトコンドリアにおいて活性が検
出出来なかったのは、移行しているタンパク

質が少なく、活性が極めて低かったためでは
ないかと考え、シロイヌナズナの CPD光回復
酵素を過剰発現させた組換え体を作製し、ミ
トコンドリアでの活性を測定した。その結果、
ミトコンドリアにおいても活性が検出され、
高等植物においては、ミトコンドリアへも移
行して機能している可能性が高いことが示
唆された。さらに本配列は、ショウジョウバ
エも有しているものの、同じ Class II 型に
属する酵母においては、本配列は有せず、別
な配列を利用してミトコンドリアへ移行し
ていることが明らかとなった。以上の結果か
ら、進化の過程で太陽光に常に曝される環境
で生きるようになった高等生物は、ミトコン
ドリア障害を防ぐために新たなミトコンド
リア移行のメカニズムを獲得したのではな
いかと推察された。 
【課題 2-2】CPD 光回復酵素の葉緑体へ
の移行に関わるシグナル配列の同定   

葉緑体移行配 列を解析 するための
一過的発現解析条件検討を行った。そ
の結果、吸水後 5 日目のイネ第 1 葉を
用いることで、イネ CPD光回復酵素の全長
の C末端に GFPを融合したタンパク質の発現
が、核、ミトコンドリア、葉緑体で確認する
ことが出来た。そこで、イネ幼植物第 1葉を
材料に、CPD 光回復酵素遺伝子の全長、また
は部分配列に GFPを連結したコンストラクト
をパーティグルガン法によるディレーショ
ン解析に葉緑体への移行シグナル配列の同
定を試みた。その結果、CPD 光回復酵素の全
長に GFPを連結したコンストラクトでは葉緑
体への移行が確認できるものの、部分配列で
は葉緑体への移行が確認できず、移行シグナ
ル配列の同定には至らなかった。しかし CPD
光回復酵素-GFP をシロイヌナズナに導入し
た組換え体を作製し、葉緑体への移行につい
て観察したところ、葉緑体に青色光または
UVA 光を照射すると、葉緑体に CPD 光回復酵
素が蓄積してくる、すなわち葉緑体への移行
には光が必要であるという新たな事実を見
出した。 
【課題 3】各オルガネラでの DNA損傷（CPD）
が生育に及ぼす影響解析、ならびに、CPD 光
回復酵素の細胞内局在と UVB抵抗性に関する
解析 
 各オルガネラでの CPDの蓄積が生育、すな
わち UVB抵抗性にどの程度影響を及ぼすのか
を解析するために、課題 2で得られた結果を
基に、核、ミトコンドリア移行シグナルのア
ミノ酸配列の一部を変換したコンストラク
トを作製し、シロイヌナズナ CPD光回復酵素
欠損株 uvr2 に導入し、核またはミトコンド
リアに CPD 光回復酵素が移行出来ない
組換え体の作製を試みた。現在、 T3
世代の種子の獲得に成功し、UVB 抵抗
性試験を行っている。結果は、学会、
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