
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 
平成 25 年 5 月 16 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

ポリアミンは、植物の生長過程のみならず様々な環境ストレス耐性にも関与する機能分子であ
る事が知られている。そこで本研究では、植物の生体内ポリアミン制御調節機構を明確化する
事を目的とし、ポリアミン分解に関わるポリアミンオキシターゼ（PAO）の理解に取り組んだ。
そして、イネの 3種類の主要 PAO はペルオキシゾームに局在し、バックコンバージョン活性を
保持している事を発見した。また、スペルミンの構造異性体であるサーモスペルミンは、スペ
ルミン同様、病原菌抵抗性反応に重要である事を明らかとした。 
 

研究成果の概要（英文）： 

Polyamines are important not only for developmental processes but also for various 
environmental stress responses in plants. In order to elucidate the regulatory system 
responsible for polyamine homeostasis and action, I focused on polyamine degradation 
enzyme, polyamine oxidase (PAO), and identified three different genes coding for main 
PAOs in rice. These proteins were localized to peroxisomes and catalyzed polyamine back 
conversion. Moreover, it was found that one of the common tetraamines, thermospermine, 
is involved in disease resistance as a signal molecule like spermine. 
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１．研究開始当初の背景 

 ポリアミンは第 1級アミノ基を 2つ以上含
む脂肪族炭化水素の総称であり、代表的なポ
リアミンとして、ジアミンのプトレッシン、
トリアミンのスペルミジン、テトラアミンの
スペルミンが挙げられる。これらのポリアミ
ンは動植物問わず幅広く存在しており、核酸
と相互作用してタンパク質・核酸合成を促進

する細胞増殖因子として働くほか、植物にお
いては、形態形成、花器官の発育促進、老化
の抑制など、植物の生長を司る様々な生理過
程に影響を与える重要分子である。また、近
年の研究から、ポリアミンは病原菌感染時の
防御反応、塩、乾燥などの様々な環境ストレ
ス耐性にも寄与する事が明らかとされてい
る。その為、こうした多岐にわたるポリアミ
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ンの高機能をより理解する事は、農作物の生
産性や品質向上に応用出来る大きな可能性
を秘めている。そこで本研究では、植物にお
けるポリアミン個々の機能と生体内ポリア
ミン制御調節機構の理解に取り組む事を目
的とした。 

 

 

２．研究の目的 

 ポリアミン合成系に関する機能解析は古
くから行われており、それぞれの反応に関わ
る酵素科学的特徴やモデル植物シロイヌナ
ズナの遺伝子欠損変異体を用いた様々な知
見が蓄積している。一方、ポリアミン分解に
関わる因子、ポリアミンオキシターゼ（PAO）
に関する知見は乏しく、スペルミンやスペル
ミジンを直接低分子物質に分解する反応や、
スペルミンをスペルミジンへ、スペルミジン
をプトレッシンへと前駆物質に戻すバック
コンバージョン反応を触媒する酵素の存在
が知られている物の、依然多くの PAO に関す
る特徴は明らかとされていない。そこで本研
究の目的の 1つとして、植物の生体内ポリア
ミン制御調節機構を理解する上では避けて
は通れないポリアミン分解に関わる PAO 個々
の機能を明らかとする。 
 また、これまでの研究によって、スペルミ
ンは病原菌に対する抵抗性反応時のシグナ
ル分子として、多数の防御応答関連遺伝子群
の発現を制御する事を発見している。一方、
同様の機能はスペルミンの前駆物質である
スペルミジンやプトレッシンにおいては確
認されない。近年、スペルミン合成に関わる
と考えられていた Acl5 タンパク質が、実際
にはスペルミンの構造異性体であるサーモ
スペルミン合成に関わる事が明らかとされ、
サーモスペルミンは植物に幅広く存在する
テトラアミンであると認識されるようにな
った（スペルミンとサーモスペルミンの構造
を図 1 に示す）。そこで、スペルミンが保持
するシグナル分子活性は、テトラアミン全般
に見られる共通機能であるかを検証する事
をもう一つの目的とする。 

 

図 1. スペルミンとサーモスペルミンの構
造。 
 
 

３．研究の方法 

（1）材料、処理および遺伝子発現解析 
 実験には、シロイヌナズナおよびイネを用
いた。分子生物学・生化学的解析に用いる
様々な組織やポリアミンを処理した植物葉
は、サンプリング後直ちに液体窒素で凍結し、

使用するまで-80℃にて保存した。植物体サ
ンプルからの RNA 抽出には、ナカライ社のキ
ットを用いた。抽出 RNA は DNase 処理後、リ
アルタイム PCR法による発現遺伝子群の定量
を含む様々な分子生物学的解析に使用した。 
 
（2）ポリアミン測定 
 5％過塩素酸にて抽出、もしくは、反応を
停止したポリアミン溶液はアルカリ条件下
でベンゾイル化し、ベンゾイル化ポリアミン
をジエチルエーテルによって回収・濃縮後、
高速液体クロマトグラフィー（HPLC）解析に
供した。ベンゾイル化ポリアミンは 42%アセ
トニトリル条件下、ODS カラムにて分離し、
254nm を計測した。 
 
（3）酵素化学的解析 
 PAO 遺伝子をタンパク質発現ベクターにク
ローニングし、大腸菌 BL21 株、もしくは、
それと類似する株を用いてタンパク質発現
を行った。回収した菌体を超音波で処理する
事で可溶性タンパク質を抽出し、ヒスチジン
タグが付与している発現タンパク質をニッ
ケルカラムにて精製した。精製タンパク質は
SDS-PAGE によって純度を確認後、酵素化学的
解析に供した。ポリアミン分解産物の同定に
は HPLC を用い、基質特異性の解析にはポリ
アミンが分解される際に副産物として生じ
る過酸化水素量を分光高度計により定量し
た。 
 
（4）細胞内局在性の解析 
 N 末端に緑色蛍光タンパク GFP をコードす
る遺伝子を付与した PAO 遺伝子を、35S プロ
モーター下流にクローニングした。こうして
作製したコンストラクトをパーティクルガ
ンにてタマネギの表皮細胞に打ち込み、一定
時間インキュベーションしたのち、発現遺伝
子産物の局在性を蛍光顕微鏡にて観察した。 
 
（5）その他 
 その他、生物検定や生化学・分子生物学的
手法を用いて、それぞれの特徴と機能にあわ
せた機能解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）PAO の機能解析 
 データーベース上に存在する様々な PAO遺
伝子群を元に系統樹解析を行った結果、双子
葉植物のPAOのみから構成されるグループI、
単子葉植物のみから構成されるグループ II、
そして双方の因子が混在するグループ IIIと
IV の計４つのグループに分類分けされる事
が明らかとなった（図 2）。一部のシロイヌナ
ズナ PAOの酵素科学的特徴は先行研究によっ
て明らかとされている為、残りの因子の特徴



付けを行った結果、シロイヌナズナの全 PAO
タンパク質は全てバックコンバージョン活
性を有していた。一方、単子葉植物であるト
ウモロコシから単離された PAO の１つは、ポ
リアミンを直接低分子に分解する特徴を有
する事が明らかとなっている。また、系統樹
解析の結果から、単子葉植物のみのグループ
が存在する為、単子葉植物および双子葉植物
それぞれの PAO の共通点・相違点を理解する
事を目的とし、イネの全 PAO 遺伝子に着目し
た。イネには 7つの PAO 遺伝子が保存されて
おり、グループ II と IV にはそれぞれ 3種類
ずつ、グループ III には 1種類が分類される
（図 2）。そこで、茎、葉、根、花器官など様々
な組織から抽出した RNA を用いて、それぞれ
の遺伝子発現レベルをリアルタイム PCR にて
定量した所、イネの各組織で常に一定以上の
発現を示す主要 PAO は、グループ IV に属す
る OsPAO3、OsPAO4、OsPAO5 の 3 種類のみで
ある事が明らかとなった。そこで、この 3種
類の PAO を、イネの主要 PAO としてさらなる
解析を行った。 
 

 

図2. データーベース上に存在するPAOアミ
ノ酸配列を用いた系統樹解析。イネの PAO は
下線にて示している。 
At: Arabidopsis thaliana 
Bj: Brassica juncea 
Hv: Hordeum vulgare  
Md: Medicago truncatula 
Nt: Nicotiana tabacum 
Os: Oryza sativa 
Zm: Zea mays 
 
 
 酵素科学的特徴を理解する為、リコンビナ
ントタンパク質を用いてポリアミン分解活
性および基質特異性を検討した結果、OsPAO3
はスペルミジンをプトレッシンへと、OsPAO4
および OsPAO5 は、スペルミンおよびサーモ
スペルミンをスペルミジンへと分解するバ

ックコンバージョン活性を有する事を明ら
かとした（図 3およびデーター省略）。また、
これらの PAO は全てペルオキシゾームに局在
する事を観察した。 
 動物細胞におけるポリアミン分解機構は、
スペルミンもしくはスペルミジンがアセチ
ル化され、アセチル化ポリアミンが PAO によ
ってスペルミジンもしくはプトレッシンへ
と分解される二段階反応である事が知られ
ている。一方植物では、過剰に生産されたポ
リアミンはペルオキシゾームに運ばれた後、
ダイレクトに前駆物質へと分解される効率
の良いポリアミンリサイクルシステムによ
って生体内ポリアミン量が厳密に調節され
ている事が示唆された。本研究にて明らかと
されたイネのポリアミン分解系に関する特
徴を図 4 に示した。 
 
 

 

図 3. イネの主要 PAO の基質特異性。スペル
ミンに対する活性を 1とした場合の相対値で
示している。 
Spm: スペルミン 
T-Spm: サーモスペルミン 
Spd: スペルミジン 
Put: プトレッシン 
N1-AcSpm: N1-アセチルスペルミン 
NorSpm: ノルスペルミン 
 
 



 

図 4. イネの主用 PAO の分解機構のまとめ。 
黒矢印は合成経路、赤矢印は分解経路を示し
ており、OsPAO4 と OsPAO 5 はテトラアミン分
解に、OsPAO3 はトリアミン分解に寄与してい
る。 
 
 
（2）ポリアミン型機能分子の解析 
 近年、維管束分化に関与する新たなテトラ
アミンとして、スペルミンの構造異性体であ
るサーモスペルミンが発見された。これまで
の研究から、スペルミンは病原菌に対する抵
抗性反応に関与する様々な遺伝子群の発現
を制御するシグナル分子としての効果が確
認されている。そこで、サーモスペルミンが
スペルミンと同様の機能を保持するのかを
検討した結果、サーモスペルミンも多数の生
体防御関連遺伝子群の発現を引き起こし、ま
た、ウイルス感染した植物葉にサーモスペル
ミンを処理すると、ウイルスに対する抵抗性
能力が高まる事を発見した。これらの結果か
ら、ポリアミン合成の最終産物であるテトラ
アミンは環境ストレス応答に関わる高機能
分子である事が示唆された。 
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