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研究成果の概要（和文）：(1)活性カルボニル種（RCS）は孔辺細胞のH+ATPaseまたはその活性調節機構に作用し
青色光応答を阻害し，これによりABAシグナルとBLシグナルのクロストークを媒介することを示した。(2) RCSは
葉の老化開始シグナルであり，葉のアルデヒドオキシダーゼはRCSを消去し老化開始を抑制することを見出し
た。(3) 塩ストレスでの成長阻害はRCSの増大が要因でありRCS消去剤は障害を軽減することを明らかにした。
(4) RCSを特異的に消去する複数のGSTアイソザイムをミヤコグサなどで新たに見出した。(5) アルケナールレダ
クターゼが葉緑体で生じるアポカロテノイドの一部を消去することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found the following facts. (1) RCS suppresses the plasma membrane H+
-ATPase activity/activation in the guard cell and thereby inhibit the blue light-responsive stomata 
opening. (2) RCS act as a signal to start leaf senescence. The aldehyde oxidase in the leaf 
suppresses the initiation of senescence by scavenging RCS such as acrolein. (3) Salt stress-induced 
growth inhibition of plants was suppressed by the scavenging of RCS with the exogenously added 
carbonyl scavenger dipeptides, indicating that the RCS accumulation is a critical cause of salt 
stress-related tissue injury. (4) Several glutathione transferase Tau class isozymes in 
Thellungiella halophila and Lotus japonicus show substrate specificity for RCS such as acrolein and 
HNE, as do those in Arabidopsis thaliana. (5) Alkenal reductase (AER), which resides in the cytosol,
 can scavenge some of apocarotenoids, which are generated in the chloroplast and act as a retrograde
 signal, suggesting a signal-regulating role of AER.

研究分野： 植物生理学

キーワード： 環境ストレス　植物ホルモン　シグナル伝達　レドックスシグナル　グルタチオントランスフェラーゼ
　活性酸素　親電子物質　アクロレイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
(1) 孔辺細胞のABAシグナル経路とBLシグナル経路のクロストークをRCSが介することを初めて示した。(2) 農業
生産の世界的な阻害要因である塩ストレス障害に関し，アクロレインやHNEなどのRCSの増大が生育阻害の原因で
あり，RCS消去剤によって塩ストレス障害が軽減されることを初めて示した。(3) GSTは一般に解毒酵素として重
要性であると広く理解されていたが，GSTが植物体内でGSが何を解毒しているかは明確でなかった。本成果によ
って，複数の被子植物種で，複数のGSTUがRCSを基質として認識することが明らかとなり，GSTの生理機能として
RCS消去が大きな意味をもつことが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

植物の環境ストレス応答においては，ストレス防御遺伝子活性化や，植物ホルモンシグナル
伝達の促進には活性酸素種（ROS）が関与する。ROS は細胞内のレドックス状態に影響を与え，
タンパク質のチオール基を酸化して細胞の応答を引き起こしたり細胞に障害をもたらしたりす
る。しかし，植物細胞内での ROS の作用メカニズム，とくに ROS シグナル受容体の正体はほ
とんど未解明であった。研究代表者はこれまでに，過酸化脂質分解産物であるα,β-不飽和アル
デヒド，ケトン（活性カルボニル種（RCS）と総称）が植物において ROS の作用を細胞に伝え
る媒介因子として働くことを明らかにしてきた。 

不飽和脂肪酸から生成する RCS には構造（炭素鎖長，酸素化度，不飽和結合数）が異なる 20
種以上の分子種があり，植物組織ではこれらのなかでアクロレイン（Acr），4-ヒドロキシノネナ
ール（HNE），4-ヒドロキシヘキセナール（HHE），クロトンアルデヒド，2-ペンテナール，2-
ヘキセナールが頻繁に検出される。最も化学的反応性が高いのは Acr であり，ついで HNE であ
る。細胞内ではこれら潜在毒性の異なる RCS が異なる定常濃度で存在しており，ストレスの種
類，強度，持続時間に応じて，それぞれの濃度が別々に増大することで，ストレスシグナル作用
や細胞障害をもたらすと考えられる。既知の RCS 代謝酵素であるアルデヒドレダクターゼやア
ルデヒドデヒドロゲナーゼはアルデヒド分子種ごとの特異性は低く，細胞が多種類の RCS の個
別の濃度を調節している生化学機構はほとんど未解明である。 

RCS は親電子物質であり，Michael 付加反応でタンパク質の求核残基を修飾し，タンパク質
の構造変化による機能変化（失活または活性化）を引き起こす。植物での RCS のシグナル作用
として，アブシシン酸（ABA）による気孔閉鎖シグナル伝達の媒介，オーキシンによる側根形成
シグナル伝達の媒介，培養細胞の酸化ストレス下でのプログラム細胞死（PCD）開始シグナル作
用が明らかになっている。PCD 開始シグナルとしての RCS の直接の標的はカスパーゼ３様プ
ロテアーゼであることが明らかになっており，一方オーキシンシグナル経路での RCS の作用点
は，シグナル伝達変異株を用いた解析から，オーキシン受容体 TIR1 または AUX/IAA レプレッ
サーであると推定されている。RCS の標的タンパクを特定し，そのタンパク質との反応を解明
することは，植物の ROS シグナル伝達メカニズム解明に不可欠である。 
 
２．研究の目的 

本研究では，植物における RCS シグナルの作用メカニズムを解明すること，および RCS 制
御機構を解明することを目的として，以下の目標を設定した。 
(1) 気孔の青色光（BL）応答における RCS の機能と作用点の解明。 

孔辺細胞においてRCSは機構を閉鎖するホルモンであるABA やジャスモン酸メチル（MeJA）
のシグナルの下流で生成する。気孔開度は ABA ，MeJA および CO2 により閉鎖制御，BL によ
り開口制御を受けており，RCS がこれらのシグナルネットワークにおよぼす影響を解析し，孔
辺細胞における RCS の作用点を推定する。 
(2) PCD 開始に関与する RCS の解明。 

培養細胞での PCD 開始に RCS が関与することから，植物体の PCD の一種である葉の老化
への RCS の関与を検証し，老化を促進する RCS を特定する。また，環境ストレスによる PCD
として塩ストレス条件下での根の表皮細胞の PCD がある。そこで RCS の塩ストレス障害への
関与を検証する。 
(3) RCS を消去する植物酵素の性質解明。  

グルタチオントランスフェラーゼ（GST）Tau クラスアイソザイム（GSTU）は植物に固有
であり，とくに維管束植物ではもっとも種類の多いアイソザイムである。シロイヌナズナがもつ
28 種の GSTU のうち，活性測定した 20 アイソザイムの半数は Acr や HNE を基質とすること
を研究代表者は明らかにした。ここでは，シロイヌナズナ以外の植物の GSTU も RCS を基質と
するかをシロイヌナズナに近縁の Thellungiella halophila（アブラナ科）および Lotus japonicus
（ミヤコグサ，マメ科）の複数の GSTU で検証する。 

一方，酵素 2-アルケナールレダクターゼ（AER）は過酸化脂質に由来する RCS のα,β-不飽
和結合を特異的に還元するが，α,β-不飽和カルボニル化合物はカロテノイド酸化生成物（アポ
カロテノイド）にも複数含まれている。アポカロテノイドは葉緑体の酸化ストレスによって生じ，
レトログレードシグナル（RGS）として防御応答に寄与するとされており，細胞質局在性の AER
がアポカロテノイドを基質とするかを調べ，RGS シグナル調節機構に関する知見を得る。 
 
３．研究の方法 
(1) 気孔の青色光応答における RCS の機能と作用点 
典型的 RCS として Acr をシロイヌナズナの葉に噴霧し，その後 BL を照射し，気孔開口応答を
サーモグラフィー差分画像解析により評価した。また BL シグナル伝達に関与するフォトトロピ
ン，BLUS1，リン酸化レベルへの Acr の影響，孔辺細胞プロトプラストの H+-ATPase 活性への
Acr の影響を評価した。 
(2) 葉の老化に関与する RCS の解析 



アルデヒドオキシダーゼ（AO）はさまざまなアルデヒドを基質としてカルボン酸に参加する酵
素であり，シロイヌナズナでは長角果に特異的に発現するアイソザイム AO4 が欠損すると長角
果の RCS レベルが増大し老化が促進される。シロイヌナズナの葉で主要な AO アイソザイム
AO3 は ABA 生合成に関わることが知られているが，葉の老化制御にも関与する可能性がある。
AO3 遺伝子を欠損した aao3 株を用い，葉の老化が野生株より早いかを検証するとともに，老化
開始に伴い増大する RCS を HPLC 分析によって特定した。 
（3）塩ストレス障害に関与する RCS の解析 

植物の塩ストレス障害には ROS の関与が知られており，RCS が塩ストレスでの PCD に関
与する可能性を検証した。シロイヌナズナ種子の発芽，および実生の成長に対する NaCl の阻害
効果と，カルボニル消去ペプチドが塩ストレスを軽減するかを検証した。また塩による生育阻害
と相関する RCS を特定するために，塩ストレス時に植物体内で増大するカルボニル種を HPLC
で分別定量した。さらにタンパク質カルボニル化レベルを評価した。  
(4) RCS を基質とする新たな GST アイソザイムの探索 

シロイヌナズナ GSTU タンパクと相同性の高いタンパク質をコードする複数の GST 遺伝子
を T. halophila および L. japonicus ゲノムデータベースで検索し，リソースから T. halophila の
9 種の cDNA，L. japonicus の 6 種の cDNA を入手した。これらを大腸菌で発現させ精製したの
ち，Acr，HNE，クロトンアルデヒドに対する触媒活性を測定した。 
(5) AER のアポカロテノイドに対する基質特異性の解析 

大腸菌で発現させ精製した AER を用いて，9 種類のアポカロテノイドに対する触媒活性を測
定した。活性が検出された基質に関しては，さらに生成物の構造を LC-MS/MS 分析により推定
した。 
 
４．研究成果 
(1) BL による気孔開口シグナルを RCS が負に制御するメカニズム 

葉に RCS である Acr を添加すると，BL 照射に応答した気孔開口が抑制されることを見出し
た。これは気孔閉鎖ホルモンである ABA のシグナル伝達の下流で生成する RCS が気孔開口抑
制にも働くことを示唆する。BL の受容から気孔開口に至るシグナル伝達経路タンパクの活性化
に対する Acr の効果を解析し，Acr によってもっとも大きな阻害を受けるのは孔辺細胞細胞膜
H+-ATPase であること，また Acr の作用点は H+-ATPase を活性化するキナーゼまたは不活性
化するホスファターゼであると推定できた。これにより，RCS が孔辺細胞の ABA シグナル経路
と BL シグナル経路のクロストークを媒介する物質であることが初めて示された。 
(2) 葉の老化を開始させる RCS の発見 

シロイヌナズナ AO3 欠損株 aao3 は野生株に比べて葉の老化が早い。AO3 は ABA 生合成に
関わる酵素で aao3 株は ABA 含量が低いが，aao3 株の早期老化は ABA 欠損によるものではな
く，Acr やクロトンアルデヒドなど脂質由来の RCS の蓄積によるものであることを明らかにし
た。すなわち，RCS は葉の老化開始シグナルであり，正常な葉では AO3 が RCS を消去してい
て RCS が蓄積しないために老化が開始しないことが明らかになった。 
(3) 塩ストレス障害に関与する RCS の同定 

塩ストレス（100 mM NaCl）を与えた植物は，根の伸長阻害および葉の光化学系 II（PSII）
活性低下が認められたが，カルボニル消去ペプチドであるカルノシン（CAR）を NaCl と同時に
与えると，塩ストレス障害が軽減された。塩ストレス処理により植物体内ではイオンバランス
（Na+/K+比）の変化，H2O2 レベルの増大およびアクロレインや HNE などの RCS レベルの増
大，タンパク質カルボニル化レベルの増大が生じた。CAR は RCS レベル増大およびタンパク質
カルボニル化レベルの増大を抑制したが，イオンバランス変化，H2O2 増大には影響しなかった。
これらの結果から，アクロレインや HNE などの RCS の増大が塩ストレス障害の要因であり，
植物の RCS 消去能を高めることで塩ストレス障害が軽減できることが初めて示された。 
(4) RCS を基質とする新たな GST アイソザイムの発見 

T. halophila の GSTU３種，L. japonicus の GSTU３種のタンパク質を大腸菌で発現させるこ
とができた。T. halophila の pdh18739 タンパク，pdh02749 タンパクはアクロレイン，HNE，
クロトンアルデヒドを消去する活性を示した。このうち pdh02749 はとくに HNE に対する比活
性が高く，従来知られている植物の GST アイソザイムの中では最高の値を示した。T. halophila
の pdh13104 タンパクは GST に共通した人工基質である 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) 
に対する酵素活性があったが，RCS に対する活性は示さなかった。L. japonicus の F13 タンパ
ク，M07 タンパク，M20 タンパクはいずれもアクロレイン，HNE，クロトンアルデヒドを基質
として認識した。とくに M06 は GSTU アイソザイムの系統樹では T. halophila pdh02749 タン
パクと同じクレードに属し，HNE に対して比較的高い比活性を示した。これらの結果から，シ
ロイヌナズナおよびその近縁種である T. halophila のみならず，マメ科植物においても RCS を
消去する GST アイソザイムが存在することが初めて明らかになった。 

従来，GST は生理学的重要性をもつ解毒酵素であると広く理解されていたが，植物体内で
GST が何を解毒しているかは必ずしも明確でなかった。本成果によって，複数の被子植物種で，
複数の GSTU が RCS を基質として認識することが明らかとなり，GST が解毒する内在性基質
として RCS が大きな意義をもつことが示された。 
(5) AER のアポカロテノイドに対する基質特異性の解析（真野） 



カロテノイド酸化分解生成物のなかでα,β-不飽和カルボニル構造を持つ 9 つの分子種のう
ち，AER の基質として還元されたのはβ-イオノンなど３種であった。AER の基質とならなかっ
たβ-シクロシトラールなど他の 6 つの分子種はいずれもβ炭素にアルキル基をもっていたこと
から，AER の基質認識には RCS のβ炭素からアルキル基の分岐がないことが必要であると示唆
された。 

アポカロテノイドは葉緑体から発せられるレトログレードシグナル（RGS）の作用を持つ。
AER は細胞質に局在する酵素であり，RGS を調節する機能をもつ可能性が示された。 
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