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研究成果の概要（和文）： 
 植物のプリン分解代謝は，空中固定窒素の利用に必須の代謝経路であるため，主にウレイド

型マメ科植物を対象に長い研究の歴史を持つ。しかし，大多数を占める根粒共生とは無関係な

植物においては，その確たる存在意義や重要性は不明である。本研究では汎植物的な視点から

プリン分解の生理学的役割を解明することを目指し，当該代謝が植物の持続的成長とストレス

適応という全く異なる二元的な生理的役割を担う多機能代謝である可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Plant purine catabolism has a relatively long history of physiological and biochemical studies 
particularly in ureide-type leguminous species, because it constitutes an integral part of the storage and 
translocation of symbiotically fixed nitrogen. In contrast, for the vast majority of plants that do not 
utilize a symbiotic association with Rhizobium bacteria, the general role and physiological significance 
of purine degradation remains elusive. We found that dysfunction of purine catabolism impaired the 
plant growth under normal conditions and enhanced the stress sensitivity in hash environment, 
indicating a dual role in maintaining the growth and contributing to adaptation to stress. 
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１．研究開始当初の背景 
 プリン化合物は，核酸やヌクレオチドの主
成分として，遺伝，代謝，エネルギー変換な
ど多岐にわたる生命現象に関わるが，その細
胞レベルは，de novo 合成，サルベージおよ
び分解の三つの代謝プロセスにより巧妙に
制御されている。即ち，プリン化合物はヌク

レオチドとして新生されるが，遊離のプリン
体はサルベージを経てヌクレオチドに再生
されるか，キサンチンに代謝収束されたのち
に酸化分解を受ける。サルベージによるヌク
レオチド再生は，物質およびエネルギー収支
の両面で高コストな de novo 合成を回避す
る手段として生物普遍的であるのに対し，
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様々の代謝中間体を生成する分解経路は進
化的に保存されていない。このため，最終産
物は尿酸，アラントインなど生物種によって
異なり，陸棲の高等生物では植物のみが無機
窒素（NH4

+）を生じる。従来の植物プリン分
解研究は，根粒で固定した空中窒素の貯蔵と
輸送にアラントインやアラントイン酸を利
用するウレイド型マメ科植物を中心に行わ
れてきた。しかし，大多数の植物は共生的窒
素固定とは無縁であり，極めて合目的なサルベ
ージ経路に拮抗して分解経路が備わる必然
性も分明ではない。植物プリン分解の最終産
物は NH4

+であるため，現時点では窒素リサイ
クルの一端を担うと理解されているが，その
実証的研究例はない。したがって，プリン分
解は最も植物生理学的理解が遅れている一
次代謝の一つといえる。 
 研究代表者は当該代謝の存在意義を解明す

る糸口として，その初発反応であるキサンチ

ンから尿酸への酸化を触媒するキサンチン脱

水素酵素（XDH）を標的とした逆遺伝学的解

析に着手した。シロイヌナズナにおける XDH
の発現抑制は，生育遅延，果実の縮小，稔性

低下，葉老化の早期促進などの多面的な変異

表現型をもたらすことを明らかにし，その原

因がキサンチンの蓄積ではなく，尿酸の欠乏

に因ることを示した。これはプリン分解代謝

がマメ科植物に限定されず，広く植物の成長

生理に重要な役割を担うことを遺伝子レベル

で示した最初の例である  (Nakagawa et al., 
2007)。さらに最近，XDH の発現抑制の影響

は通常条件下の成長にとどまらず，乾燥スト

レスに対する適応応答にも支障をきたすこと

を示唆する結果を得ている。これらの研究成

果に基づき研究代表者は，プリン分解代謝が

単にサルベージを免れたプリン体の除去に機

能するマイナーな代謝ではなく，通常および

ストレスの両条件下で植物の持続的成長や生

産性を支える隠された重要な生理学的役割を

持つのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 植物のプリン分解代謝が，通常生育条件下
では持続的成長を支える栄養代謝系として，
またストレス条件下では環境適応代謝系と
して，生育条件に応じて本質的に異なる二元
的な機能を担うことを提起し，これらの推定
機能の実証的な検証を通じて，曖昧であった
プリン分解代謝の植物生理学的位置づけを
明確にするとともに，その普遍的存在意義を
示すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)通常生育条件下での持続的成長における
プリン分解の普遍的役割を検証するために，

モデル単子葉植物イネを対象に，プリン分解
の破綻が与える成長生理への影響を調査し
た。 
(2)変動環境への適応におけるプリン分解の
重要性を検証するために，XDH ノックダウン
によりにプリン分解が破綻したシロイヌナ
ズナ変異株を用いて，特に乾燥ストレスに対
する感受性を詳細に調査した。また，XDH 以
降の代謝酵素のノックアウト株を用いて，代
謝中間体の蓄積がもたらすストレス感受性
への影響を調査した。 
(3) プリン分解の二元的な機能発現を可能
とする転写制御機構の存在を想定し，プリン
分解酵素と転写因子の共発現解析から，プリ
ン分解制御因子の探索を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)シロイヌナズナで観察されたプリン分解
の破綻がもたらす成長障害が，植物に普遍的
なものかどうかを知る目的で，単子葉モデル
植物であるイネを対象に同様な解析を行っ
た。まず，初発酵素 XDH の阻害剤であるア
ロプリノールを用い，XDH 活性の阻害がもた
らすイネの成長に対する影響を調査した。ア
ロプリノールを含む固形培地で無菌的にイ
ネ種子を発芽させ 10 日間生育させた結果，
発芽率には有意な差は検出されなかったが，
阻害剤濃度に依存して成長量やクロロフィ
ル含量が低下することが示された。そこで，
プリン分解の破綻がイネの成長に与える影
響をより明確に示すために，XDH をノックダ
ウンした形質転換植物を作出した。得られた
形質転換イネにおける XDH の発現抑制を
mRNA と酵素活性レベルで確認後，通常栽培
条件下における生育を野生株と比較調査し
た。その結果，XDH mRNA レベルが野生株の
10%未満の複数の形質転換株では，バイオマ
スや種子稔性が顕著に低下していることが
明らかとなった。以上の結果から，プリン分
解はシロイヌナズナのような双子葉植物の
みならず，単子葉植物においても成長量や生
産性に影響を与える重要な一次代謝である
ことが示された。 
(2) 変動環境に対するプリン分解の重要性を検

証するために，シロイヌナズナのXDHノックダ

ウン株の乾燥感受性を評価した。無菌栽培した

２週齢実生に60分間の乾燥ショックを与えた後，

通常条件で７日間生育を回復させたところ，ノ

ックダウン株では野生株と比較してクロロフィ

ル含量およびバイオマスが有意に減少し，個体

生長が抑制されていた。ノックダウン株では

XDHの発現抑制に起因して尿酸が欠乏していた

が，これを予め投与してから乾燥感受性を評価

したところ，野生株との成長量の有意差は消失

し，乾燥に対する適応能を回復した。XDHの

発現抑制が乾燥ストレスへの感受性を増大させ



た生理学的要因を明らかにするため，ストレス

損傷の実態を調査したところ，ノックダウン株

では乾燥処理により細胞死や H2O2 レベルが有

意に増大していることが明らかとなった。H2O2

レベルの上昇はノックダウン株における活性酸

素消去能の低下を意味し，これが乾燥に対して

超感受性になる一因であることが示唆された。

次に，土耕栽培系でXDHノックダウン株の乾

燥感受性を検証した。３週齢植物に対して３

週間の無給水処理を施した後に再給水した結

果，野生株は生育を回復したが，ノックダウ

ン株は全て枯死した。以上の結果により，プ

リン分解がシロイヌナズナの乾燥ストレス適

応に必要な代謝であることが示された。 
 プリン分解の破綻がストレス感受性を亢進

する事実は，ストレス適応に関与するプリン

分解物の存在を示唆する。種々のプリン分解

物の中でもウレイド化合物（アラントイン，

アラントイン酸）は，ストレスに応答して蓄

積することや，抗酸化能を具えることが報告

されている。そこで，XDHの下流で働くアラ

ントイン酸分解酵素（AAH）のシロイヌナズ

ナノックアウト株を解析した。本変異株では，

AAHの欠損によりアラントイン酸のみならず，

その前駆物質アラントインの濃度も上昇し，

主要な２つのウレイドが蓄積していることが

判明した。また，本変異株の実生では，パラ

コート処理や高浸透圧条件下において，葉緑

素含量やバイオマスの低下が有意に抑えられ，

これらのストレスに対して野生株よりも耐性

であることが示された。この観察と関連して，

当該変異株では代謝や環境応答，ストレス適

応に関わる遺伝子群の発現が有意に変動して

いることがマイクロアレイ解析により明らか

となった。以上の結果から，ストレス適応に

おけるウレイド蓄積の重要性が示唆された。 
(3) ストレスに応答したプリン代謝の転写調

節ネットワークの存在を想定し，シロイヌナ

ズナの共発現データを用いて，当該代謝関連

遺伝子群に一定の相関を示す転写因子の候補

遺伝子を探索した。その結果，初発酵素 XDH
と次発酵素 UOX に対して高い発現相関を示

す転写因子様蛋白質遺伝子 2 種を見出した。

タマネギ表皮細胞における GFP 融合蛋白質

の一過的発現解析から，いずれの遺伝子産物

も核局在であることが示された。これらが実

際にプリン分解酵素の転写制御に関与する可

能性を検証するために，各々の遺伝子破壊株

の単離を試みたが，両遺伝子とも変異遺伝子

のホモ接合系統は胚性致死であることが判明

し取得には至らなかった。 
 プリン代謝酵素遺伝子群の発現は，老化過

程や乾燥などのストレスに応答して活性化さ

れることから，これらの生理現象の制御に密

接に関わる転写因子がプリン分解系の転写制

御に関わる可能性を検証した。候補選定した

転写因子のシロイヌナズナ遺伝子破壊株にお

けるプリン分解系酵素遺伝子の転写産物レベ

ルを調査した結果，老化制御に関わる ORE1・
ARF2 やストレス応答の制御に関わる NAC19
の遺伝子破壊が，一部のプリン分解酵素遺伝

子の mRNA レベルを有意に変動させ,その発

現に影響を与えることが示唆された。 
 イネ及びシロイヌナズナを用いた以上の研

究成果は，プリン分解が植物の持続的成長や

環境適応に役割を担うことを逆遺伝学的に示

したものである。しかし，これらの二元的な

生理機能の制御に関わる転写因子の同定には

至らず，この点は今後の課題である。 
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