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研究成果の概要（和文）：イネの紫外線抵抗性を左右する主要因子である CPD光回復酵素は、細

胞周期に関連したリン酸化酵素によっておこる可能性を見出した。また CPD光回復酵素のリン

酸化修飾は、イネにおいてはオルガネラ移行性に関与するが、シロイヌナズナにおいては関与

しないと考えられた。CPD 光回復酵素のリン酸化修飾は、イネ科の一部の植物が獲得した機構

であり、これらの植物においてはオルガネラ移行性に関与すると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Cyclobutane pyrimidine dimer (CPD) photolyase is a crucial factor 
for determining UVB sensitivity in rice. We found the possibility that the rice CPD 
photolyase was phosphorylated by cyclin-dependent kinase. Furthermore, it was thought 
that phosphorylation of CPD photolyase was not involved in its translocation to organelles 
in Arabidopsis. Phosphorylation of CPD photolyase was specifically detected in some of 
the poaceous species. In these species, phosphorylation of CPD photolyase might be 
involved in protein transport to specific organelles. 
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１．研究開始当初の背景 

太陽光に含まれる UVB (280-320 nm)は、オ
ゾン層の破壊による地表到達量の増加が懸
念されるのみならず、現在も地表に到達し続
けており、太陽光下で生育する植物にとって
は避けることのできない負の環境因子であ
る。研究代表者の所属する研究グループでは、
主要穀物であるイネを対象に、植物の UVB抵
抗性機構に関する一連の研究を行ってきた。

その結果、UVB はイネの生育を阻害するのみ
ならず、米粒の小型化、食味を低下させる米
粒タンパク質含量の増大などを引き起こす
ことを明らかにした。また、イネ品種間の UVB
抵抗性差異の原因を探索したところ、UVB に
よって誘発される DNA 損傷 (cyclobutane 
pyrimidine dimer: CPD) を修復する CPD 光
回復酵素の活性差異が見出された。この CPD
光回復酵素の活性の差異は、酵素遺伝子の自
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然突然変異により生じていることが明らか
となった。さらに、CPD 光回復酵素を過剰発
現させた形質転換体は、野生型ササニシキよ
り強い UVB抵抗性を示し、発現抑制させた形
質転換体は著しい UVB感受性を示した。これ
らの結果より、CPD光回復酵素は、イネの UVB
抵抗性を左右する主要因子であることが明
らかとなった。 

CPD 光回復酵素は、青色光/UVA (320-400 
nm) の光エネルギーを利用して単一酵素で
CPD を修復する酵素である。CPD 光回復酵素
は、哺乳類以外のほとんど全ての生物が持つ
酵素であるが、アミノ酸配列の相同性からク
ラス I（単細胞生物型）とクラス II（高等
真核生物型）に分類されている。クラス I CPD
光回復酵素の研究は国内外を通じて広く行
われており、結晶構造も報告されているが、
イネを含めたクラス II CPD 光回復酵素の解
析はほとんど行われていない。CPD 光回復酵
素は、細胞内の存在量が非常に少ない酵素で
あるため、クラス Iの解析においても大腸菌
などを用いて過剰発現させ、精製したタンパ
ク質を用いて行われてきた。しかし研究代表
者は、CPD 光回復酵素を効率良く精製する方
法を確立し、イネ葉から CPD光回復酵素を精
製することに成功した。その結果、イネから
精製した CPD光回復酵素は、大腸菌発現タン
パク質には見られないリン酸化修飾を受け
ていることを明らかにした。また、イネにお
いて核の１つの遺伝子にコードされた CPD光
回復酵素は、DNA を含む全ての細胞内器官
（核・葉緑体・ミトコンドリア）に移行して
活性を示し、核と葉緑体にはリン酸化型が、
ミトコンドリアには非リン酸化型が主に含
まれていることが見出されたことから、イネ
の細胞内において、リン酸化修飾によって酵
素の機能部位が制御されている可能性が示
唆された。 
 

２．研究の目的 

研究代表者は、CPD 光回復酵素のリン酸化
修飾が、酵素機能にどのような影響を与える
のか、どのようなシグナルにより起こるのか
を明らかにすることを目的とする。さらに、
CPD 光回復酵素のリン酸化修飾が植物の UVB
抵抗性に与える影響と、イネ以外の植物にお
ける CPD光回復酵素のリン酸化修飾の有無を
明らかにすることを目的とし、以下の解析を
行った。 
(1) CPD 光回復酵素はリン酸化修飾により酵
素機能が変化するのか 
(2) CPD 光回復酵素のリン酸化修飾は細胞内
器官への移行性を制御するか 
(3) CPD 光回復酵素のリン酸化修飾を行うシ
グナル経路の同定 
(4) 他の植物での CPD光回復酵素のリン酸化
修飾の有無の解析 

 
３．研究の方法 
(1) CPD 光回復酵素はリン酸化修飾により酵
素機能が変化するのか 
日本型栽培イネ品種ササニシキ（Oryza 

sativa L.）の第 4 葉を切除し、粗酵素抽出
液 [80 mMリン酸カリウム（pH 7.2）、5 mM EDTA、
2 mM DTT、10%（v/v）グリセロール] を加え、
乳鉢と乳棒を用いて磨砕した。磨砕液を遠心
分離し、上清を回収し、粗酵素液とした。 
チミン塩基が連続した配列を１箇所持つ

42塩基のオリゴヌクレオチドに対し、UVCを
照射し、CPD を誘発した。次に、この配列と
相補的であり、かつ 5‘末端がビオチン標識
されたオリゴヌクレオチドと混合した。混合
液を煮沸した後、室温まで穏やかに温度を下
げることで、オリゴヌクレオチドをアニーリ
ングさせ、二本鎖 DNA とした。この DNA を、
表面がアビジンにてコートされた磁気ビー
ズと混合することで、CPD 誘導 DNA 結合磁気
ビーズとした。 
この磁気ビーズと粗酵素液を混合し、CPD

部位に CPD光回復酵素を結合させた。混合液
を含むチューブを磁気スタンドに静置し、上
清を除いた後、洗浄液 [50 mM リン酸カリウ
ム（pH 7.2）、10 mM EDTA、2 mM DTT、10%（v/v）
グリセロール、80 mM NaCl] を加え混合する
ことで、ビーズを洗浄した。この操作を 3回
繰り返した後、溶出液 [50 mM リン酸カリウ
ム（pH 7.2）、10 mM EDTA、2 mM DTT、10%（v/v）
グリセロール、1 M NaCl] を加えて混合し、
CPD 光回復酵素を含む溶液を回収した。この
溶液を洗浄液に対して透析することで、精製
CPD光回復酵素とした。 
この精製酵素に対し、 Lambda Protein 

Phosphatase（New England Biolabs）を加え
て反応させることで、CPD 光回復酵素の脱リ
ン酸化を行い、非リン酸化型 CPD光回復酵素
とした。また、TALON PMAC Phosphoprotein 
Enrichment Kit（Clonetech Laboratories, 
Inc.）に対し、精製 CPD 光回復酵素を加え、
結合した画分を得ることで、リン酸化型 CPD
光回復酵素とした。 
これらの画分を、UVCを照射することで CPD

を誘発させたλDNA と混合し、青色光を照射
することで修復反応を行わせた。CPD 部位を
特異的に切断する UV エンドヌクレアーゼを
反応させた後、アガロースゲルを用い、アル
カリ条件下で電気泳動を行い、CPD 数を測定
することで酵素活性を測定した。 
 
(2) CPD 光回復酵素のリン酸化修飾は細胞内
器官への移行性を制御するか 
イネ CPD光回復酵素のリン酸化部位のセリ

ン残基を、非リン酸化型（アラニン）、また
は偽リン酸化型（アスパラギン酸）に置換し
た遺伝子を作製した。作製した遺伝子をバイ



 

 

ナリーベクターに組み換えた後、CPD 光回復
酵素を欠損したシロイヌナズナ（uvr2-1）に
対して、フローラルディップ法にて導入した。
目的の遺伝子が導入された系統を選抜し、後
代世代を育成することで、変異型 CPD光回復
酵素遺伝子をホモに持つ T3 世代の種子を得
た。 
非リン酸化型、または偽リン酸化型の CPD

光回復酵素を発現するシロイヌナズナを、磨
砕緩衝液 [1 M マンニトール、0.5 M EDTA、
1 M MOPS、5%（w/v）BAS、0.5 M DTT] を用
い、ブレンダーを用いて破砕した。破砕液を
ガーゼで濾過し、細胞抽出液とした。異なる
濃度のパーコール、もしくはスクロースを含
む緩衝液からなる密度勾配を作製し、細胞抽
出液を重層して遠心分離することで、細胞内
のオルガネラを分離し、核、ミトコンドリア、
葉緑体を単離した。 
単離したオルガネラからタンパク質溶液

を抽出し、SDS-PAGEを行った後、ナイロンメ
ンブランに転写した。抗 CPD光回復抗体を用
いたウエスタンブロット解析を行うことで、
各オルガネラ画分に含まれる CPD光回復酵素
のリン酸化状態を解析した。 
 
(3) CPD 光回復酵素のリン酸化修飾を行うシ
グナル経路の同定 
イネに UVB、UVA、青色光、赤色光を照射し

た後、葉から CPD光回復酵素を精製した。ま
た、精製したイネ CPD光回復酵素を、昆虫細
胞抽出液（Transdirect insect cell; 島津
製作所）と混合し、25℃、2時間反応させた。
その際、濃度を変えたマグネシウム、マンガ
ン、カルシウム、コバルトを反応液中に添加
した。CPD 光回復酵素のリン酸化状態は、上
述（2）と同様の方法にて解析した。 
 
(4) 他の植物での CPD光回復酵素のリン酸化
修飾の有無の解析 
コムギ、オオムギ、アワ、ヒエ、トウモロ

コシの葉から CPD光回復酵素を精製し、上述
（2）と同様の方法にて CPD 光回復酵素のリ
ン酸化状態を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) CPD 光回復酵素はリン酸化修飾により酵
素機能が変化するのか 
リン酸化修飾によって CPD光回復酵素の活

性が変化するかを解析するため、イネに含ま
れるリン酸化型と非リン酸化型の CPD光回復
酵素を分離精製する方法を検討した。イネ葉
から CPD光回復酵素を精製し、脱リン酸化酵
素を反応させることで、非リン酸化型 CPD光
回復酵素のみを含むタンパク質画分を得る
ことができた。また、リン酸化タンパク質特
異的結合カラムを用いることで、リン酸化型
CPD 光回復酵素のみを含むタンパク質画分を

得ることができた。これらの画分を用い、in 
vitro における酵素活性を測定した結果、リ
ン酸化型と非リン酸化型の CPD光回復酵素の
活性には差が見られなかった。 
 
(2) CPD 光回復酵素のリン酸化修飾は細胞内
器官への移行性を制御するか 
リン酸化修飾が CPD光回復酵素の細胞内局

在性に与える影響を明らかにするため、変異
型 CPD光回復酵素を発現する組換え植物を作
製した。リン酸化修飾を受けるアミノ酸残基
（セリン）を、非リン酸化型（アラニン）、
または偽リン酸化型（アスパラギン酸）に置
換した CPD光回復酵素を発現する遺伝子を作
製し、CPD 光回復酵素を欠損したシロイヌナ
ズナ（uvr2-1）に対して、フローラルディッ
プ法にて導入した。目的の遺伝子が導入され
た系統を選抜し、後代世代を育成することで、
変異型CPD光回復酵素遺伝子をホモに持つT3
世代の種子を得ることができた。 
非リン酸化型、または偽リン酸化型の CPD

光回復酵素を発現するシロイヌナズナから、
核、ミトコンドリア、葉緑体を単離し、CPD
光回復酵素のリン酸化修飾の有無を解析し
た。その結果、シロイヌナズナでは、イネと
は異なり、CPD 光回復酵素のリン酸化修飾は
オルガネラ移行性に影響しない可能性が考
えられた 
 
(3) CPD 光回復酵素のリン酸化修飾を行うシ
グナル経路の同定 
青色光照射によりリン酸化されるクリプ

トクロムは、その配列の相同性から、CPD 光
回復酵素と同じファミリーに分類される。そ
こで、イネ CPD光回復酵素のリン酸化修飾を
行うシグナル経路を同定するため、イネ葉に
様々な波長の光 (UVB、UVA、青色光、赤色光) 
を照射し、CPD 光回復酵素のリン酸化状態を
解析した。その結果、イネ葉に対する照射で
は、いずれの光によっても、CPD 光回復酵素
のリン酸化修飾は変化しないことが分かっ
た。 
次に、CPD 光回復酵素がどのようなシグナ

ル経路によってリン酸化修飾を受けるかを
明らかにするため、リン酸化酵素の同定を試
みた。はじめに、昆虫細胞抽出液を用いた試
験管内での CPD光回復酵素リン酸化修飾系を
確立した。様々な金属イオンを用いてリン酸
化活性の有無を検出したところ、CPD 光回復
酵素のリン酸化酵素は、補因子としてマグネ
シウムを必要とすることが明らかになった。 
また、リン酸化部位の周辺配列を用い、既

知のリン酸化モチーフとの保存性を比較検
索することで、リン酸化酵素を推定した。そ
の結果、細胞周期依存性リン酸化酵素の関与
が示唆された。そこで、試験管内リン酸化反
応系を用い、各種のリン酸化酵素阻害剤が



 

 

CPD 光回復酵素のリン酸化に与える影響を解
析した。これらの解析より、１種類のリン酸
化酵素を候補として見出すことができた。 
 
(4) 他の植物での CPD光回復酵素のリン酸化
修飾の有無の解析 

CPD 光回復酵素の遺伝子配列が明らかにな
っているイネ以外の植物から、CPD 光回復酵
素を精製し、リン酸化状態を解析した。その
結果、CPD 光回復酵素のリン酸化状態はイネ
科植物の中でも異なっており、SDS-PAGEを行
った際に検出されるリン酸化修飾によるバ
ンドシフトが、検出されない植物が存在する
ことが分かった。 
 
以上の結果より、イネ CPD光回復酵素のリ

ン酸化修飾は、イネ科の一部の植物が独自に
獲得した機構であり、細胞周期ならびにオル
ガネラ移行性に関与することで、紫外線抵抗
性に寄与している可能性が高いと考えられ
た。 
今後は、本研究において見出したリン酸化

修飾を受ける CPD 光回復酵素を持つ植物と、
リン酸化修飾を受けない CPD光回復酵素を持
つ植物の紫外線抵抗性を比較することで、
CPD 光回復酵素のリン酸化修飾が植物の紫外
線抵抗性に与える影響を明らかにすること
ができると考えられる。 
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