
様式Ｃ－１９

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書

平成２４年５月１５日現在

研究成果の概要（和文）：

ヒメツリガネゴケ（Physcomitrella patens）におけるオクタデカノイド経路中（ジャス
モン酸生合成）の各種酵素の活性を調べた。その結果、いずれの酵素も高等植物と同様の
酵素活性が示された。ヒメツリガネゴケの生育においては、ジャスモン酸（JA）がほとん
ど影響を与えなかったのに対して、その生合成中間体である 12-オキソファイトジエン酸
（OPDA）は生育を阻害した。オクタデカノイド経路に関わる酵素遺伝子の変異株を作製
したが、それらの表現型は野生株と大きな差異は無かった。本研究の結果から、ヒメツリ
ガネゴケでは JA ではなく OPDA が活性化合物として機能していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：
The properties of the recombinant enzymes of the octadecanoid pathway in

Physcomitrella patens were shown to have high similarity to those in higher plants.
12-oxophytodienoic acid, but not jasmonic acid, inhibited the growth of P. patens. The genes
encoding enzymes of the octadecanoid pathway were attempted to be disrupted or
overexpressed in P. patens. Any mutant of P. patens did not show distinguishable
morphological change, respectively. This study suggests that OPDA is an important
substance in P. patens.
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１．研究開始当初の背景
コケ植物は、植物進化の過程で維管束植物

と藻類の中間に位置しており、植物の様々な
生理機能の進化的変遷を解明するうえで重

要な植物である（図１）。本研究の開始前に
モ デ ル 植 物 で あ る ヒ メ ツ リ ガ ネ ゴ ケ
（Physcomitrella patens）のゲノム解析が終
了し、高等植物の植物ホルモンであるジャス
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モン酸の生合成酵素遺伝子の存在が予想さ
れた。オーキシン、サイトカイニンおよびア
ブシジン酸はヒメツリガネゴケにおいても
植物ホルモン様活性が確認されていたが、ジ
ャスモン酸（JA）及びその類縁体のヒメツリ
ガネゴケにおける生理作用に関する報告は
ほとんど無かった。

２．研究の目的
（１）ヒメツリガネゴケにおいてもオクタデ
カノイド経路（ジャスモン酸生合成）が機能
しているのかどうか明らかにする（図２）。

（２）ジャスモン酸及びその類縁体がヒメツ
リガネゴケにおいてどの様な作用を有して
いるのか確認する。

３．研究の方法
（１）ヒメツリガネゴケのオクタデカノイド
経路に関与するアレンオキシドシンターゼ
（AOS）をコードする遺伝子（PpAOS1 及び
PpAOS2）をクローニングし、その組換えタン
パク質を大腸菌で発現させ酵素学的諸性質
を明らかにした。PpAOS1 及び PpAOS2 の GFP

融合タンパク質を発現させて細胞内局在性
を調べた。PpAOS1 及び PpAOS2 遺伝子破壊株
を作製し、その表現型を調べた。

（２）ヒメツリガネゴケのアレンオキシドシ
クラーゼ（AOC）をコードする遺伝子をクロ
ーニングし、その組換えタンパク質を用いて
各 AOC 酵素反応の立体選択性を調べた。

（３）12-オキソファイトジエン酸還元酵素
（OPR）をコードする遺伝子の中から、PpOPR1、
PpOPR3 及び PpOPR6 をクローニングし、これ
らの組換えタンパク質を作製し、その基質特
異性を調べた。

（４）高等植物では、JA 及び 12-オキソファ
イトジエン酸（OPDA）処理により生育が阻害
されることが知られている。そこで、ヒメツ
リガネゴケに JA 及び OPDA を処理し、それら
がヒメツリガネゴケの生育に与える影響を
調べた。

（５）高等植物では、傷害等の環境ストレス
によりオクタデカノイド経路の酵素遺伝子
発現が上昇することが知られている。そこで、
傷害がヒメツリガネゴケの OPDA 量及び
PpAOS1 遺伝子発現に与える影響を調べた。

４．研究成果
（１）ヒメツリガネゴケのアレンオキシドシ
ンターゼ（AOS）の機能解析

ヒメツリガネゴケの 2種の AOS 遺伝子
（PpAOS1 及び PpAOS2）をクローニングした。
大腸菌を用いて PpAOS1 の組換えタンパク質
を作製し、その酵素学的性質を調べた。その
結果、本酵素の至適 pH は pH6.0 であり、高
等植物の AOS の至適 pH（7.0～8.0）とは異な
ることが明らかとなった。また、PpAOS1 は
9-ヒドロペルオキシオクタデカトリエン酸
（9-HPOT）ではなく 13-ヒドロペルオキシオ
クタデカトリエン酸（13-HPOT）を選択的に
基質とし、AOC 反応の基質である 12,13-EOT
を生成することが示された。PpAOS1と PpAOS2
のC-末端側にGFPを融合させたタンパク質を
ヒメツリガネゴケで発現させ、その細胞内局
在性を調べた。その結果、いずれも葉緑体に
局在していることが明らかとなった。また、
PpAOS1 欠損株及び PpAOS2 欠損株を作製し、
内生 OPDA 量を測定した。いずれの欠損株も
内生 OPDA 量が減少していたが、PpAOS1 欠損
株の方が著しく OPDA 内生量が少なかった。
従って、ヒメツリガネゴケでは PpAOS1 が主
に機能していることが判明した。PpAOS1 欠損
株、PpAOS2 欠損株及び PpAOS1 と PpAOS2 の二
重欠損損株を作製し、その表現型を観察した
が、いずれの欠損株も野生株と比較して大き
な差異は見られなかった。これらの結果から、
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図２. ジャスモン酸生合成経路
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ヒメツリガネゴケにおいても AOS タンパク質
は葉緑体内においてオクタデカノイド経路
内の酵素の一種として機能することが明ら
かにされた。

（２）ヒメツリガネゴケのアレンオキシドシ
クラーゼ（AOC）の機能解析

ヒメツリガネゴケの 3 種の AOC 遺伝子
（PpAOC1、PpAOC2 及び PpAOC3）をクローニ
ングした。大腸菌を用いて、それぞれの組換
えタンパク質を作製し、それらの酵素反応の
立体選択性をキラル GC-MS で調べた。OPDA は
二つの不斉炭素を有しているが、PpAOC1、
PpAOC2 及び PpAOC3 はいずれも天然型と同じ
立体化学を有する OPDA を生成することが判
明した。また、PpAOC3 は PpAOC1 及び PpAOC2
よりも遺伝子発現量が低かった。PpAOC3 の
GFP 融合タンパク質をヒメツリガネゴケで発
現させたところ、本タンパク質は葉緑体内で
発現していることが示された。PpAOC1 及び
PpAOC2 は葉緑体内で発現しているという報
告もある。これらの結果を考慮すると、いず
れも葉緑体に局在し、高等植物の AOC と同様
の酵素活性を有しすることが明らかとなっ
た。

（３）ヒメツリガネゴケの OPDA 還元酵素
（OPR）の機能解析

ヒメツリガネゴケには 7 種の OPR 遺伝子
（PpOPR1～PpOPR7）が存在した。それらの遺
伝子配列から予想されたタンパク質のアミ
ノ酸配列から、PpOPR3 及び PpOPR6 が天然型
の OPDA を還元できることが予想された。そ
こで、これらの遺伝子のクローニングを行っ
た。その他の OPR 遺伝子の中では、遺伝子発
現量が高かった PpOPR1 のクローニングを行
った。PpOPR6 は、大腸菌では組換えタンパク
質が得られなかったが無細胞タンパク質発
現系を用いたところ、組換えタンパク質が得
られた。本タンパク質は、天然型及び非天然
型いずれの OPDA も対応する OPC-8:0 に還元
した。従って、PpOPR6 はⅡ型 OPR 活性を有す
る事が明らかとなった。PpOPR1 は大腸菌によ
り組換えタンパク質が得られた。本酵素は、
非天然型の OPDA のみを還元することができ、
アミノ酸配列から推定されたⅠ型 OPRとして
の活性が示された。その一方で、PpOPR3 は大
腸菌及び無細胞タンパク質発現系いずれを
用いても組換えタンパク質が得られなかっ
た。Ⅱ型 OPR としての酵素活性が明らかとな
った PpOPR6 過剰発現株を作製した。その結
果、本過剰発現株の内生 OPDA 量は野生株に
比べて減少しており、in vivo において
PpOPR6 が機能していることが示された。しか
し、PpOPR6 過剰発現株の表現型は、野生株と
大きな違いは認められなかった。

(４)JA 及び OPDA がヒメツリガネゴケの生育
与える影響

JA または OPDA を添加した寒天培地でヒメ
ツリガネゴケを生育させた。その結果、OPDA
（1μM及び 10μM）は有意にヒメツリガネゴ
ケの生育を阻害した。また、プロトネマ細胞
の伸長も著しく阻害していた。その一方で、
OPDA 処理は茎葉体への分化を促すことも明
らかとなった。しかし、JA は 10μM において
も生育にほとんど影響を与えなかった。従っ
て、ヒメツリガネゴケにおいては JA ではな
く OPDA が活性物質として機能していること
が示唆された。

（５）内生 OPDA の変化及び OPDA が遺伝子発
現に与える影響

超音波処理によりヒメツリガネゴケに傷
害を与え内生 OPDA 量の測定を行った。その
結果、傷害処理一時間後に内生 OPDA 濃度が
著しく上昇し、その後、時間の経過とともに
OPDA 濃度が減少した。内生 OPDA 濃度と同様
に、傷害処理により PpAOS1 遺伝子発現が一
過的に誘導されていた。また、OPDA 処理によ
り PpAOS1 遺伝子発現の誘導も認められたこ
とから、OPDA による正のフィードバック機構
の存在が明らかとなった。
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