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研究成果の概要（和文）： 
葉緑体由来の活性酸素種（ROS）に応答する遺伝子群を約 800個同定し、それらの機能解析を
行った。その結果、PSI1および PSS8と名付けた新規遺伝子が葉緑体由来の ROSを介したス
トレス応答に重要であることを明らかにした。 
また、植物の環境ストレス応答に重要である熱ショック転写因子（HsfA2）の誘導機構につい
て解析し、HsfA2 の発現は HsfA1d および HsfA1e に制御されることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified approx. 800 genes responsive to reactive oxygen species (ROS) derived from 
chloroplasts.  We found that two novel genes, named PSI1 and PSS8, are important for plant 
response to oxidative stress via ROS.  Furthermore, the analysis of the expression of heat shock 
transcription factor A2 (HsfA2), a key regulator for stress response, under environmental stress 
indicated that HsfA1d and HsfA1e regulate HsfA2 expression in response to environmental stress. 
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１．研究開始当初の背景 
	 行動の自由を持たない植物は、日々の環境
変化に応答（馴化）し、さらに強光、乾燥、
塩、低（高）温など複合的な激しい環境変化
（ストレスと呼ぶ）に対応することで、生き
残っている。高等植物は酸素発生型の光合成
を行うため、他生物に比べ細胞内酸素濃度が
非常に高く（葉緑体の酸素濃度は水の酸素飽
和濃度にほぼ等しい 250	 µM）、活性酸素種

（ROS）を容易に生成しやすい状況にある。
また、種々の環境ストレス条件下では多量の
ROS を生成することも知られている。そのた
め植物は、アスコルビン酸ペルオキシダーゼ
（APX）などの種々の消去系酵素を巧みに発
現調節することにより ROS による酸化的障害
より身を守っている。ROS は植物細胞内で常
に生成するが、様々な環境ストレス条件下に
おいて ROS 生成が消去系を凌駕すると、酸化
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的ストレスとなって細胞機能障害や細胞死
を引き起こす。一方、植物細胞内で生成した
ROS はシグナルとして作用（酸化的シグナリ
ング）し、環境ストレス応答時の防御系の発
現をはじめ、細胞分化や伸張,細胞周期,プロ
グラム細胞死,光合成反応などの生理現象の
制御に関与することが明らかになってきた。
これらの事実は、細胞内の ROS レベルと抗酸
化レベルとのバランス、すなわちレドックス
状態を適切に維持することが、環境ストレス
応答・耐性に重要であるとともに定常環境条
件下における生理作用の発現にも不可欠で
あることを意味している。 
 
２．研究の目的 
	 ROS を介したレドックス制御機構は現在最

も注目されている研究分野の一つであり、多

く研究グループが全容の解明に凌ぎを削っ

ているのが現状である。しかし依然として、

環境ストレス下での ROS の生成やそれによる

レドックス変化を認知する分子機構につい

ては不明のままである。本研究では酸化的シ

グナリングによるレドックス制御の初期イ

ベントを明らかにすることを目標とし、（1）

葉緑体由来の酸化的シグナリング機構の解

析、（2）レドックス制御因子の一つである

HsfA2 の発現誘導に関わる上流因子の同定を

行う。	 
 
３．研究の方法 
1）葉緑体由来の酸化的シグナリング機構の
解析	 
	 強力な ROS 発生源である葉緑体の主要な
ROS 消去酵素である葉緑体型 APX（ストロマ
型 APX およびチラコイド型 APX）の一過的抑
制系を作成し、葉緑体型 APX の一過的な発現
抑制による ROS レベルの上昇に伴う細胞応答
をプロテオーム解析により同定を試みたが、
顕著な違いを見つける事が困難であったた
め、マイクロアレイにより転写レベルで顕著
に発現レベルが変化している遺伝子を探索
した。次いで、それらの遺伝子破壊株を入手
し、それらのストレス耐性を解析した。	 
2）HsfA2 の発現誘導に関わる上流因子の同定	 
	 プロモーター解析により、HsfA2 の誘導に
関与する cisエレメントを同定し、その条件
を元に HsfA2 の発現誘導に関与する転写因子
を検索し、その遺伝子の遺伝子破壊株を用い
て、HsfA2 の発現誘導に関わる上流因子の同
定を行った。	 
	 
４．研究成果	 
1）葉緑体由来の酸化的シグナリング機構の
解析	 
tAPX の一過的抑制植物(tAPX	 XR)の tAPX 抑制

に必要十分なエストロゲン量および処理時
間などについて検討した。その結果、300	 µM	 
エストロゲン処理により、24時間後には tAPX
の転写レベルでの発現をほぼ完全に抑制で
きる事が明らかになった。このとき膜画分の
APX 活性の顕著な低下を確認した。そこで、
100	 µM エストロゲンを処理し、48 時間
後の tAPX	 XRを用い、マイクロアレイ解
析を行った。その結果、コントロール植
物（GUS	 XR）と比較し、tAPX	 XRでは 365
個の遺伝子の発現が 2 倍以上に上昇し、
409 個の発現が 1/2 以下に抑制されてお
り、これらの遺伝子群を Responsive	 to	 
tAPX	 suppression（ RTS）遺伝子群とし
た。RTS 遺伝子群には低温ストレス応答や
耐病性に関与する遺伝子が数多く含まれて
おり、葉緑体由来の ROS は生物的および非
生物的ストレス応答に関与することが示さ
れた。さらに、多くのシグナリングに関与
する遺伝子（転写因子、タンパク質キナ
ーゼ、タンパク質分解系）が RTS 遺伝子
群に含まれていた。この中から、64 遺伝
子の発現をリアルタイム PCR により詳細
な解析を行ったところ、ほとんどの遺伝
子の発現はマイクロアレイ解析の結果
と一致していた。そこで、これらが葉緑
体由来の酸化的シグナリングの制御に関与
する分子であると考え、これらの遺伝子破壊
株を単離し、それらのパラコートによる光酸
化的ストレスに対して感受性あるいは非感
受性を示す変異株（それぞれ pssおよび psi）
の選抜を試みた。その結果、独立した 7つの
psi（psi1~7）株および 8 つの pss（pss8）
株が得られた。興味深いことに、psi1および
pss8 はエリシター処理にも高感受性を示し
たことから、PSI1 および PSS8 は葉緑体由
来の ROS を介したストレス応答のキーレギ
ュレーターであることが示唆された。	 
	 
	 
2）HsfA2 の発現誘導に関わる上流因子の同定	 
HsfA2 プロモーター5’側から徐々に欠失させ
た一連の 5’欠失系列とルシフェラーゼ(Luc)
遺伝子とを融合させたコンストラクトを作
製し、一過的にシロイヌナズナへ導入し強光
に対する Luc 活性の変動を解析した。その結
果、334~79	 bp 上流のプロモーター領域に
HsfA2 発現の誘導に関与するシスエレメント
が存在することが明らかとなった（図 1）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 



	 
この領域には Hsf の認識配列である HSE が存
在したことから、HsfA2 の発現制御にはその
他の Hsf が関与している事が示唆された。そ
こで、機能重複する転写因子に優先的に標的
遺伝子の発現を抑制するキメラリプレッサ
ー過剰発現株（CRES-T 法）により HsfA2 の発
現制御に関与する Hsf の検索を行ったところ、

HsfA1d および HsfA1e の CRES-T ラインで、
HsfA2 の強光応答が顕著に抑制されていた。
そこで HsfA1d および HsfA1e の二重遺伝子破
壊株（KO-HsfA1d/A1e）を作成し、HsfA2 の強
光応答を解析したところ、HsfA2 の発現レベ
ルは野生株と比較して顕著に低下していた
ことから、HsfA2 の強光応答に HsfA1d および
HsfA1e が関与している事が明らかとなった。
また HsfA2 の強光応答に関与する初期イベン
トを明らかにするため、HSP90 阻害剤（ゲル
ダナマイシン:GDA）およびプロテアソーム阻
害剤（MG-132）に対する応答を解析した。そ
の結果、両阻害剤処理により HsfA2 の発現は
顕著に誘導され、その誘導に伴いポリユビキ
チン化タンパク質が蓄積することを見出し
た。また強光ストレスおよび酸化的ストレス
を引き起こすパラコート処理によってもポ
リユビキチン化タンパク質の蓄積が認めら
れた。以上の結果より、通常条件下では
HsfA1d および	 HsfA1e は HSP90 と結合し、不
活性な状態となっているが、ストレス下では
蓄積した変性タンパク質をプロテアソーム
系で分解するため、HSP90 が HsfA1d および
HsfA1e と解離し、その結果、フリーとなった
HsfA1d および HsfA1e が核内に移行し、HsfA2
の誘導に機能している事が示唆された（図
２）。	 
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