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研究成果の概要（和文）： 

 植物の環境ストレス耐性における、ペルオキシソーム局在型 BADH タンパク質の生理機能を
調べた。その結果、植物の BADH は種により様々な細胞内局在性を示したが、いずれも光合
成組織に見られた。またイネだけでなく様々な植物の BADH がアセトアルデヒドの酸化も触
媒し、触媒に必要なドメインの単離に成功した。イネにおいて BADH 遺伝子は環境ストレス
により増加したため耐性への関与が示唆されたが、通常の生育には必要ないことが示唆された。 

研究成果の概要（英文）： 

 This study was done to determine the physiological function of peroxisomal BADH protein in the 

environmental stress tolerance of plants.  Although plant BADH proteins showed various subcellular 

localization, most protein was mainly detected in photosynthetic tissues of leaves.  Various plants' 

BADHs as well as rice showed acetaldehyde oxidation activity.  The domain for the oxidation of 

acetaldehyde was identified in BADH proteins.  Although, in rice, the expression of BADH genes was 

increased by environmental stress, indicating the involvement of those genes in the tolerance, BADH 

genes seemed not necessary for the growth under normal conditions. 
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１．研究開始当初の背景 

 

ベタインアルデヒド脱水素酵素（Betaine 

aldehyde dehydrogenase; BADH)は、はじめ
は大腸菌においてベタインアルデヒド(BA）
を特異的な基質とする適合溶質グリシンベ
タイン（ベタイン）の合成酵素として単離さ
れた（Falkenberg & Strom 1990)。その後、

ベタインはホウレンソウやオオムギなど一
部の植物でも生成され、BADH はベタインの
生成を通じて植物の環境ストレス耐性に関
与するタンパク質として単離され、これまで
多くの研究がなされてきた。 

イネ科植物の BADH タンパク質およびそ
の遺伝子に注目した研究の結果、イネ科植物
のオオムギやヤンソウだけでなく、ベタイン
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を生成しないイネからも BADH 遺伝子が単
離され、その発現量は高塩、乾燥などの環境
ストレスにより増加することから、BADH は
植物の環境ストレス耐性機構においてベタ
イン生成以外の生理機能があると示唆され
てきたが（Nakamura et al. 1997)、その生理
機能はほとんど明らかになっていない。 

本研究代表者の研究により、イネの BADH

についての酵素学的解析の結果、イネの
BADH タンパク質が、ベタインの前駆体であ
る BA だけでなく、アセトアルデヒドも基質
とすることが明らかになった（Mitsuya et al. 

2009)。アセトアルデヒドは、植物が冠水状
態から脱した際に嫌気呼吸により発生した
エタノールから生成され、その毒性が非常に
高いことから（冠水後ストレス）、迅速に酸
化、解毒される必要がある。これまでは、ア
セトアルデヒドはミトコンドリア局在型ア
ルデヒドデヒドロゲナーゼにより主に酸化
されると酵素学的に示されたが（Nakazono 

et al. 2000)、本研究代表者の研究より、イネ
の BADH タンパク質がイネのペルオキシソ
ームにおいて、冠水後ストレス時のアセトア
ルデヒドの酸化に働いている可能性が示さ
れた。 

また、イネおよびオオムギの BADH は、基
質としてアミノブチルアルデヒド（AB-ald)、
アミノプロピオンアルデヒド（AP-ald)、ト
リ メ チ ル ア ミ ノ ブ チ ル ア ル デ ヒ ド
（TMAB-ald)、トリメチルアミノプロピオン
アルデヒド（TMAP-ald)も効率よく酸化する
ことが明らかになった。さらに BADH の細
胞内局在性が葉緑体（ホウレンソウ BADH)、
サイトゾルおよびペルオキシソーム（イネと
オオムギ BADH)と多様であることを併せる
と、植物の環境ストレス耐性において、
BADH タンパク質がベタイン合成だけでな
くポリアミン代謝など他の生理的機能を有
することも推察される。 

 

２．研究の目的 

上記の背景を踏まえ、本研究では、植物の
環境ストレス耐性機構における BADH タン
パク質の生理機能を解明することを目的と
し、はじめに、イネやオオムギ以外の様々な
植物における BADH タンパク質について基
質特異性のカイネティクス分析および組
織・細胞内局在性解析を行う。また、BADH

タンパク質をコードする遺伝子をノックダ
ウンさせた植物体を作出することによって、
環境ストレス耐性における BADH タンパク
質の役割を検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）様々な植物種における BADH タンパク
質のカイネティクス分析。イネ、オオムギ、
ヤンソウ、ソルガム、トウモロコシ、ホウレ

ンソウ、シロイヌナズナ、および Alternaria 
alternata (糸状菌）における BADH 遺伝子を
データベースから探索し、PCR 法によりクロ
ーニングした。その後、pET32a ベクターにサ
ブクローニングし、大腸菌 BL21 株に導入す
ることによって、それぞれのリコンビナント
BADH タンパク質を作製し、アフィニティクロ
マトグラフィによって精製した。 
（２）様々な植物種の BADH タンパク質の組

織および細胞内局在性解析。イネ科植物（オ
オムギ、ヤンソウ、オーチャードグラス、ロ
ーズグラス）、ヒユ科植物（ホウレンソウ、
オカヒジキ）、キク科植物（ヒマワリ）を土
耕において生育させ、それらの葉を FAA 固定
し、抗ホウレンソウ BADH 抗体、抗 HvCMO 抗
体を用いた蛍光抗体法を行った。さらに、そ
れらの葉を用いて、ベタイン濃度の測定を
NMR を用いて行い、BADH および CMO タンパク
質の発現量をウェスタンブロット分析によ
り調べた。 
（３）イネおよびシロイヌナズナの BADH 遺

伝子ノックダウン植物体の作出。シロイヌナ
ズナ BADH 遺伝子ノックアウト株をデータベ
ースより検索し、Arabidopsis Biological 
Resource Center より入手した。またイネの
ノックダウン株の作出のために、OsBADH1 お
よび OsBADH2 遺伝子のタンパク質コード領域
をアンチセンス方向に pCAMBIA121 ベクター
に組み込んだアンチセンス用コンストラク
トを作製し、イネ品種日本晴のカルスにアグ
ロバクテリウム法により導入した。 
 
４．研究成果 
（１）様々な植物種における BADH タンパク

質のカイネティクス分析 
本研究では、PCR 法によりオオムギ（BBD1, 
BBD2)、ヤンソウ（LcBADH1, LcBADH2）、ソ



 

 

ルガム（SbBADH1, SbBADH2）、トウモロコシ
（ ZmBADH1, ZmBADH2 ）、シロイヌナズナ
（AtBADH10A8, AtBADH10A9）、ホウレンソウ
(SoBADH), Alternaria alternata 
(AaBADH-like)を単離した。このうち、SoBADH
および AaBADH タンパク質は作製の段階で不
溶化しリコンビナントタンパク質を精製す
ることができなかったが、そのほかのリコン
ビナント BADHタンパク質は精製に成功した。
BA およびアセトアルデヒドを基質としてカ
イネティクス分析を行った結果、全てのリコ
ンビナント BADH タンパク質が BAを基質とし
たが、高親和性および低親和性の二つに分か
れた。さらにアセトアルデヒドについては、
基質とするものとしないものの二つに分か
れた（図１）。 
オオムギについて、低親和性かつアセトア

ルデヒドを基質とする BBD1、高親和性かつア
セトアルデヒドを基質としない BBD2 を持つ
ことが分かったため、次に BBD1 と BBD2 を４
つの領域に分け、モザイク状に融合させたリ
コンビナントタンパク質を作製した。BA とア
セトアルデヒドを基質としたカイネティク
ス分析の結果、BA に対する親和性に関わるド
メインは BBD2 の後半 1/4 の領域、アセトア
ルデヒド活性の有無に関わるドメインは
BBD1の後半1/2の領域に存在することが示さ
れた（図２）。 

 
（２）様々な植物種の BADH タンパク質の組

織および細胞内局在性解析 
オオムギ、ヤンソウ、オーチャードグラス、

ローズグラス、ホウレンソウ、オカヒジキお
よびヒマワリを土耕栽培し、１ヶ月育てた後
に塩化ナトリウム水溶液を処理することに
よって塩ストレスを与えた。その後、最上位
展開葉を用いて以下の実験を行った。ベタイ
ン濃度を測定したところ、その濃度は植物種
により様々であったが、塩処理によって有意
に増加した。ベタイン合成に関わるふたつの
タンパク質（BADHと CMO)の発現解析の結果、
各植物において、BADH または CMO のいずれか
の発現量が塩処理によって増加した。イネ科

C4 植物（ローズグラス）では、今回用いた抗
CMO 抗体により CMO タンパク質が検出されな
かった。BADH および CMO タンパク質の組織お
よび細胞内局在性解析の結果、細胞内局在性
は科によって異なること、組織内局在性は主
にカルビン回路を持つ組織に特に多くタン
パク質が見られることが分かった（表１）。 

 
 
（３）イネおよびシロイヌナズナの BADH 遺

伝子ノックダウン株の作出 
シロイヌナズナの BADH 遺伝子ノックアウ

ト株を、ABRC のデータベースより検索し、入
手した。その後、各ラインの種子を複数栽培
し、葉を採取して全 RNA を抽出し、cDNA を合
成した。PCR 法により、AtBADH 遺伝子の存在
を確認したところ、いずれのラインにおいて
も AtBADH 遺伝子が増幅されたため、ノック
アウト株を単離することが出来なかった。 
次に、イネの BADH 遺伝子（ OsBADH1, 

OsBADH2)をアンチセンス方向に挿入した
OsBADH1anti-pCAMBIA121 、
OsBADH2anti-pCAMBIA121）をイネ品種日本晴
カルスに導入し、T2 世代の種子を得ることに
成功した。それぞれのラインを栽培し、葉か
ら全 RNA を抽出して cDNA を作製した。それ
ぞれ OsBADH1 と OsBADH2 遺伝子の存在量をリ
アルタイム PCR 法により調べたところ、野生
型に比べて 1/2-1/4 量に減少したラインを見
つけることに成功した。しかし、OsBADH1 と
OsBADH2 の塩基配列が相同であったため、両
方の遺伝子が減少した傾向が見られた。これ
らの BADH 遺伝子ノックダウンイネは、通常
条件下において正常な生育を示した。 
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