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研究成果の概要（和文）：植物は細胞内のレドックス状態の変化をシグナルとする多様なストレス防御応答機構
を発達させている。本研究では、主要な還元物質であるNADH加水分解酵素、AtNUDX6および7による植物細胞内で
のNADH代謝の生理的意義の解明を試みた。その結果、AtNUDX6および7の発現は組織特異的およびストレス種特異
的に制御されており、両酵素による細胞内NADHレベルの調節は多くの遺伝子の発現制御を介して非生物的ストレ
ス応答に関与していた。また、細胞内NADHレベルではなくAtNUDX6および7自身、もしくは他の因子との相互作用
は生物的ストレス応答の制御に重要であり、AtNUDX6の相互作用因子を一つ同定した。

研究成果の概要（英文）：Plants have developed various defense systems in response to stress 
environments which is modulated by changes in the cellular redox state as signals. In this study, we
 tried to reveal physiological significance of the NADH metabolism in plant cells by the NADH 
pyrophosphohydrolases, AtNUDX6 and 7. It was demonstrated that the expression of AtNUDX6 and 7 is 
regulated in tissue-specific and stress-type-specific manners, and the modulation of intracellular 
NADH levels by these enzymes is involved in the abiotic stress responses through the regulation of 
expression of various genes. On the other hand, either AtNUDX6 and 7 proteins themselves or 
interaction of them with other regulatory proteins were found to play roles in the regulation of 
biotic stress responses. We identified the interactor for AtNUDX6 which might be involved in the 
biotic stress responses.

研究分野：植物分子生理学

キーワード： ストレス応答　レドックス制御　Nudix hydrolase

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内レドックス状態、すなわち酸化物質と還元物質レベルのバランスを適切に調節することは植物の様々な生
理機能の発現に不可欠であるが、生物の主要な還元物質であるNADHのレドックス変化のシグナルとしての意義に
ついては現在までほとんど研究されていなかった。本研究により、植物だけでなく、生物界全般におけるNADH代
謝やレドックス制御に関する基盤情報を得ることができた。得られた知見を利用することで、将来的には植物の
環境ストレス耐性能の強化はもちろんのこと、エネルギー代謝系の制御や栄養素としてのナイアシンの高蓄積な
ど、様々な有用形質を有する作物の分子育種技術に応用することができる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 移動の自由のない植物は、ストレスに起因して過剰に生成する活性酸素種(ROS)やその生成に
伴う細胞内の酸化還元状態(細胞内レドックス状態)の変化をシグナルとして、巧妙に多様な防
御応答機構を発動している。  
 Nudix hydrolase(NUDX)は、ヌクレオシド-2リン酸類縁体(nucleoside diphosphate linked to 
some other moiety X: NDP‑X)から NMP + P‑X への加水分解活性を持つ酵素の総称で、ウイルスか
ら動物に至る全生物界に分布する巨大なタンパク質ファミリーである。我々は植物シロイヌナズナ
における28種類のNUDX(AtNUDX1〜27, AtDCP2)をモデルとして、NUDXの網羅的な機能解明を行なっ
てきた。ここで注目すべきは、シロイヌナズナには細胞内の酸化還元状態の根幹をなす還元力
NADH に対して加水分解活性を有する 2種類の NUDX(AtNUDX6 および 7)が細胞質に局在し、非生
物的および生物的ストレスに対する応答・防御機構の制御に重要な役割を担っていることであ
った。すなわち、ストレス下において過剰に生成する ROS に起因したレドックスシグナルが、
細胞質においてレドックスバッファーとしての役割を果たす NADH レベルの変化を介して核へ
と伝えられ、その際に AtNUDX6 と 7は、細胞質の NADH レベル変化を制御するレドックスシグナ
ルの「インテグレーター」としての役割を果たしていることを強く示唆するものである。しか
し現在までに、AtNUDX6 および 7による細胞内 NADH 代謝(分解)が、どの様にして全く異なる非
生物的および生物的ストレス応答を制御しているか？ は不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では以下の4つの項目の研究を通して、AtNUDX6および7による植物細胞内でのNADH代謝
の生理的意義を包括的に理解することを試みた。 
①活性型および不活性型 AtNUDX6 および 7の一過的誘導発現が生物的・非生物的ストレス応答
性に及ぼす影響の解析、②AtNUDX6 および 7のプロモーター解析、③細胞内 NADH レベル変化と
発現レベルが相関関係を示す遺伝子群の機能解析、④AtNUDX6および7の相互作用因子の同定。 
 
３．研究の方法 
 AtNUDX6および7の一過的誘導発現は、女性ホルモンであり植物の代謝に何ら影響しないエス
トロゲン(ES)による誘導発現系を利用した。両酵素の野生型(活性型)および不活性型変異体
(E154Q)のES誘導発現系をシロイヌナズナのAtNUDX6および7の遺伝子破壊株(KO-nudx6および
KO-nudx7)に導入し、自家交配後のT3世代を実験に用いた(野生型: KO-nudx6/IE-NUDX6株および
野生型: KO-nudx7/IE-NUDX7株、変異型: KO-nudx6/IE-NUDX6 E154Q株およびKO-nudx7/IE-NUDX7 
E154Q株)。タンパク質間相互作用の解析は、常法に従い酵母ツーハイブリッド法、BiFC法およ
びin vitroプルダウンアッセイ法を用いた。プロモーター解析は、AtNUDX6および7のプロモー
ター領域 約2000 bpとβ−グルクロニダーゼ(GUS)もしくはホタルルシフェラーゼ(LUC)をレポ
ーター遺伝子として連結したコンストラクトを導入したシロイヌナズナT3世代を用いた。マイ
クロアレイ解析およびリアルタイムRT-PCRによる発現解析は常法に従った。 
 
４．研究成果 
①活性型および不活性型AtNUDX6および7の一過的誘導発現が生物的・非生物的ストレス応答性
に及ぼす影響の解析 
 AtNUDX6および7の野生型および不活性型変異体の一過的誘導発現系を導入したシロイヌナズ
ナ株において(KO-nudx6/IE-NUDX6株、KO-nudx7/IE-NUDX7株、KO-nudx6/IE-NUDX6 E154Q株およ
びKO-nudx7/IE-NUDX7 E154Q株)、ES処理により野生型のAtNUDX6および7の一過的発現に伴い細
胞内NADHレベルが減少したが、不活性型の発現では変化が見られなかった(図1)。そこで、それ
らの株におけるES処理に伴う細胞内NADHレベルの変化もしくは両酵素自身の存在量の変化が、
非生物的ストレス応答を含む多様な細胞応答の制御のためのタンパク質修飾機構であるポリ
ADPリボシル化(PAR)反応やその下流遺伝子の発現、および生物的ストレスに応答したサリチル
酸(SA)による全身獲得抵抗性のマスターレギュレーターであるNPR1制御下の遺伝子発現とSAレ
ベルを解析した。その結果、KO-nudx6/IE-NUDX6株およびKO-nudx7/IE-NUDX7株において、ES処
理による経時的なNADHレベルの低下に伴うPAR活性の増加が認められた(図2)。一方、NADHレベ
ルに変化が見られなかったKO-nudx6/IE-NUDX6 E154Q株およびKO-nudx7/IE-NUDX7 E154Q株にお
いては、ES処理後のPAR活性に大きな変化は認められなかった。したがって、PAR反応の制御に
は細胞内NADH量の調節が重要であることが示された。また、ES処理後のNPR1依存的なSA応答性
遺伝子の発現量は、野生型および変異型に関わらずKO-nudx6/IE-NUDX6株とKO-nudx6/IE-NUDX6 
E154Q株で増加、KO-nudx7/IE-NUDX7株とKO-nudx7/IE-NUDX7 E154Q株で減少した(図3)。さらに、
KO-nudx7株で SAが過剰蓄積することが知られているが、 ES処理後のSAレベルは
KO-nudx7/IE-NUDX7株とKO-nudx7/IE-NUDX7 E154Q株で減少した。以上の結果から、NPR1依存的
生物的ストレス応答の制御には、細胞内NADHレベルではなくAtNUDX6および7自身、もしくは他
の相互作用因子の存在が重要であることが示された。 
 
②AtNUDX6および7のプロモーター解析 
 プロモーター::GUS遺伝子を導入したシロイヌナズナ株を用いた発現解析の結果、AtNUDX6は
ロゼッタ葉とカーリン葉の先端や花芽の苞片全体に、AtNUDX7は、ロゼッタ葉とカーリン葉、基



部、花芽、根、長角果など広範囲の組織で発現していることが明らかとなった。 
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図1. AtNUDX6および7の一過的発現が細胞内NADH量に及ぼす影響
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図2. AtNUDX6および7の一過的発現がPAR活性に及ぼす影響  
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図3. AtNUDX6および7の一過的発現がNPR1依存的SA誘導性
遺伝子の発現に及ぼす影響   
 
 AtNUDX6および7のプロモーター::LUC遺伝子を導入したシロイヌナズナ株それぞれから、低、
中、高と段階的に異なるLUC発光量を示す複数の系統を確立した。それらを用いて、非生物的ス
トレスとして活性酸素発生剤であるパラコート(PQ)処理、および擬似的な生物的ストレスとし
てSA処理に対するAtNUDX6および7の発現応答性を検討した。その結果、葉では生物的ストレス
処理24時間後までにAtNUDX6と7の両方が発現誘導され、3日後にはほぼ定常レベルに戻った(図
4)。非生物的ストレス処理では24時間後までにAtNUDX7のみが発現誘導され、3日後まで高レベ
ルを維持していた。一方、根では非生物的ストレス処理により両者の発現が僅かに増加するの
みであった。これらの結果から、AtNUDX6および7の発現は組織特異的およびストレス種特異的
に制御されていることが明らかになった。 
 
③細胞内NADHレベル変化と発現レベルが相関関係を示す遺伝子群の機能解析 
 我々は、シロイヌナズナ野生株と比較して細胞内NADHレベルが段階的に増加しているAtNUDX6
および7の単一および二重KO株（KO-nudx6, KO-nudx7, WKO-nudx6/7）を用いたジーンチップ解
析の結果、発現レベルが細胞内NADHレベル変化と正および負の相関関係(相関係数 R ≧ 0.90 / 
R ≦ -0.90)を示した遺伝子(NADH-responsive gene, NRG)を、それぞれ196個および100個同定
している。NRGには転写因子やシグナル伝達因子を含むストレス応答関連遺伝子が多数(23.5%)
含まれていたが、既報の細胞内ROSや抗酸化物質レベルにより発現制御されている遺伝子群とは
ほとんど重複が認められなかったことから、既報のレドックスシグナルとは異なるNADH独自の
経路の存在が予想された。そこで、NADHの前駆体であるキノリン酸処理により人為的に細胞内
NADHレベルを増加させ、それら遺伝子のNADHレベルによる発現変化の検証を行った結果、ほと
んどの遺伝子において同様に発現の増加および減少が認められた。一方、主要な抗酸化物質で
あるアスコルビン酸の細胞内レベルの増加はそれら遺伝子の発現にほとんど影響しなかった。
これらの結果から、NRGの発現は細胞内NADH特異的に制御されていることが明らかになった。 
 次に、NRGの中から12種の遺伝子に対する13株のT-DNA挿入株を取得し、発現解析を行った結
果、3株のT2世代において転写が完全に抑制、5株において転写が一部抑制、2株において過剰発
現していることを確認した。そこで、それらの株のPQ処理による生物的ストレス応答性および
SA処理による生物的ストレス応答性を解析した結果、野生株よりもPQ耐性能が増加および低下
していた2株を見出した。それらの株の中で、NAC転写因子の一つ、ANAC016の遺伝子破壊株は、
K0-nudx7株と同様にPQ処理下でのダメージの亢進を示すアントシアニンの高蓄積が認められた
(図5)。また本株では、ストレス下でAtNUDX7やDNA修復因子であるAtRAD51B、AtRAD51Cの発現の
亢進が認められた(図6)。これらの結果から、NRGは種々のストレス下での細胞内NADHレベルの



変化に応答して、防御応答機構の制御に機能していると考えられた。 
 

  
④AtNUDX6および7の相互作用因子の同定 
 AtNUDX6および7の存在自体が重要な役割を果たす可能性があるため、酵母ツーハイブリッド
システムを用いて相互作用因子の同定を試みた。AtNUDX6の一過的発現に伴いSAシグナル経路関
連遺伝子の発現変動が認められた株から調製したcDNAライブラリーを用いてスクリーニングを
行った。その結果、AtNUDX6の相互作用候補因子として低分子量GTPaseタンパク質ファミリーの
一つ(RGP1)を同定した。そこで、リコンビナントタンパク質を用いてin vitroプルダウンアッ
セイを行った結果、RGP1は活性型/不活性型AtNUDX6のいずれとも相互作用することを確認した
(図7)。さらにBiFC解析の結果、AtNUDX6とRGP1はシロイヌナズナ葉細胞の細胞質で相互作用す
ることが明らかになった(図8)。RGP1の発現は、AtNUDX6と同様にSA処理により増加した。また、
細胞内SAレベルが増加しているKO-nudx7株では両遺伝子の発現が増加していた。KO-nudx6株で
はRGP1の発現が、KO-rgp1株ではAtNUDX6の発現が抑制されていた。今後、RGP1の遺伝子破壊株
およびAtNUDX6遺伝子との二重遺伝子破壊株を作出し、種々のストレス耐性能やAtNUDX6に制御
されることがわかっている遺伝子の発現応答性の変化やRGP1の機能との関連が予想される膜輸
送に及ぼす影響を解析する予定である。 
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