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研究成果の概要：植物の葉緑体はバクテリアの共生を起源とするため，様々なバクテリア型の

制御システムが働いている．我々は，これまでに葉緑体がバクテリア型の緊縮制御と呼ばれる

翻訳や転写の制御機構を有することが示してきた．この緊縮制御を引き起こす物質は ppGpp
という核酸である．本研究では，植物の葉緑体がカルシウム濃度依存的に ppGpp を合成する

酵素を有することをタンパク質レベルで証明し，本酵素遺伝子を CRSH (Calcium-activated 
RelA SpoT Homolog) と命名し，研究成果を世界に先駆けて報告した．  
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研究分野：生物学 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 葉緑体はバクテリア（原核生物）の一種で
ある光合成原核生物の共生に起源を持つ細
胞内小器官（オルガネラ）であることから，
その生物学的なシステムは基本的に原核生
物型の装置を中心に構成されている．我々は
本研究開始時までに葉緑体の原核生物型の
転写酵素の機能解析を進め，イネおよびシロ
イヌナズナの葉緑体転写制御因子遺伝子を
世界に先駆けて単離するなど，独自の研究を
進めていた．さらに，葉緑体におけるユニー

クな核酸分子グアノシン 4 リン酸（ppGpp）
の生合成酵素（RelA-SpoT Homolog, RSH）
およびその遺伝子の存在を明らかにし，葉緑
体内の遺伝子転写制御には，ppGpp による転
写酵素機能修飾のメカニズムが存在する事
を作業仮説として提唱してきた． 
 植物の ppGpp 合成酵素遺伝子および候補
遺伝子として，当時までに大きく分類して３
種類の遺伝子（RSH1，RSH2 および RSH3）
が報告されており，バクテリア緊縮制御因子
に相当する葉緑体内のリボソーム依存型
ppGpp 合成酵素活性に関しては，我々がその
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詳細を生化学的に明らかにしていた．我々は
平行して植物以外の光合成真核生物として
クラミドモナスからも ppGpp 合成酵素遺伝
子を単離しその機能解析を進め，ppGpp 合成
系が葉緑体を有する真核生物に普遍的に存
在することを遺伝子・酵素活性の両面より世
界に先駆けて明らかにしていた． 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の主たる目的は，我々が単離した新
奇 ppGpp 合成酵素候補遺伝子（CRSH）の
機能を生化学的・遺伝学的に明らかにするこ
とである． 

下記の図１に模式的に示すように CRSH
遺伝子がコードするタンパク質は，アミノ末
端に葉緑体移行シグナル，カルボキシ末端側
に２つのカルシウム結合ドメインを有して
おり，バクテリアには見られない未報告なタ
イプのタンパク質構造を持つ．我々は CRSH
タンパク質が葉緑体内における Ca2+シグナ
ルのセンサータンパク質の一つであると予
想した．これはまだ世界的にも誰も提唱して
いない新たな作業仮説である．CRSH の存在
は，カルシウム依存型酵素が植物特異的にカ
ルシウムシグナルに連動して機能するシグ
ナル伝達系として進化してきたことを想起
させるものであり，真核生物のセカンドメッ
センジャーである Ca2+と，原核生物の代表的
シグナル化合物である ppGpp が葉緑体にて
「出会う」という生物学的に極めて興味深い
システムの存在を期待させるものである． 

 
図 1．CRSH タンパク質のアミノ酸配列
より予想される機能領域．A. 葉緑体移
行シグナル（cTP），RelA/SpoT に相同性
が高い領域（RelA-SpoT domain）およ
び カ ル シ ウ ム 結 合 モ チ ー フ 配 列
（EF-hand motifs）を含む．B. 3 つのイ
ネの CRSH タンパク質とシロイヌナズ
ナの CRSH の EF-hand motif アミノ酸
配列の比較． 

 
 
 
３．研究の方法 
 

遺伝子がコードするタンパク質機能を解

明する手段としては，組換えタンパク質を作
製し，その機能を試験管内で解析する生化学
的手法や，植物の突然変異を利用した遺伝子
変異株を用いる遺伝学的手法があるが，本研
究では，大腸菌などの原核生物を利用する機
能解析も進めるが，原核生物内では ppGpp
による生育阻害とともに，細胞内に含まれる
Ca2+の影響による解析系構築の困難が想定
された．従って，試験管内タンパク質合成系
による組換えタンパク質の作製を主な生化
学的手法として研究を遂行した．以下に具体
的な手法を項目毎に記載する． 
 
（１）イネの新たな CRSH (RSH4) 相同遺伝
子の単離と転写解析 
① cDNA 単離 

イネ（日本晴れ）の発芽 20 日の実生よ
りmRNAを精製し，cDNA調製を行いPCR
法による遺伝子単離を行い，配列決定後に
cDNA を転写解析用のプローブ調製および
タンパク質合成用のプラスミド構築に使用
した． 

 
② CRSH 遺伝子の転写解析 

単離した遺伝子の mRNA としての転写
量を検証するために，ノザンハイブリダイ
ゼーション法およびRT-PCR法による解析
を行った． 
 

（２） 無細胞タンパク質合成による新奇
ppGpp 合成酵素の機能解析 

① CRSH1 タンパク質の葉緑体局在の検証 
コムギ胚芽抽出液を利用した無細胞タン

パク質合成系により，35S で放射能標識さ
れたシステインおよびメチオニンを含む反
応液中で CRSH の全長を含むタンパク質
を合成した．このタンパク質を単離直後の
エンドウ豆葉緑体と試験管内で共存させ，
標識された CRSH タンパク質の葉緑体移
行性について解析を進めた．対照区として，
アミノ末端領域を欠損した CRSH 変異タ
ンパク質を合成し，葉緑体移行効率の比較
を行った． 

 
② 大腸菌変異株を用いた CRSH タンパク

質の ppGpp 合成活性の検証 
 RelA や SpoT などの ppGpp 合成酵素は
大腸菌から始めに発見されたため，類似タ
ンパク質の遺伝子機能は大腸菌の RelA 
SpoT 欠損変異株を用いて行われることが
多い．本研究においても，大腸菌の ppGpp
合成酵素遺伝子を完全に失った RelA SpoT
欠損株に CRSH 遺伝子を発現させ，大腸菌
内の ppGpp 合成活性を検証した． 

 
③ 無細胞タンパク質合成系による CRSH

タンパク質の ppGpp 合成活性の検証 



 

 

大腸菌宿主による遺伝子組換え系では，
ppGpp に強い転写抑制効果があるために
ppGpp 合成酵素の調製が困難であった．従
って本研究では，コムギ胚芽無細胞タンパ
ク質合成系を用いて新奇 ppGpp 合成酵素
を調製し，ppGpp 合成酵素の機能を生化学
的に明らかにした．葉緑体内で成熟型とし
て機能する CRSH タンパク質は，アミノ末
端の葉緑体移行シグナルを切除したもので
ある．この成熟型タンパク質を GST(グル
タチオントランスフェラーゼ)との融合タ
ンパク質として合成し，GST と CRSH タ
ンパク質との境界に導入したプロテアーゼ
部位で成熟型タンパク質を切り出すことに
より CRSH タンパク質の精製を行なった． 

 
④ 変異導入による CRSH タンパク質の

EF-hand モチーフの機能解析 
Ca2+結合部位を欠損させた酵素タンパク

質を合成し、Ca2+結合部位の除去により
CRSH が Ca2+非依存的に活性を獲得する
か否かについて明らかにした．平行して，
カルシウムイオンを特異的にキレート（捕
捉）する薬剤 BAPTA を利用して反応液中
のカルシウムを人為的に除去した系での
CRSH 酵素機能の解析を行った．さらに，
Ca2+濃度条件を詳細に設定し、CRSH1 の
活性化に必要な生理学的濃度条件を明らか
にした． 

 
⑤ イネの CRSH1 変異株の選抜と遺伝子欠

損変異株の取得 
 イネには Tos17 と呼ばれる動く遺伝子レ
トロトランスポゾンが存在し，この Tos17
が入り込むことで特定の遺伝子の機能が失
われる変異株を用いるシステムが利用でき
る．CRSH1 遺伝子にこの Tos17 が入り込
んだイネ変異株を取得し，その表現型を解
析することにより CRSH の植物体全体で
の生物学的な役割が調査できることから，
この変異株の取得を目指した． 

 
 
 

（３） シロイヌナズナの CRSH 遺伝子の機
能解析 

① CRSH タンパク質の葉緑体局在性の検
証 

 イネは単子葉植物のモデルであり，シロ
イヌナズナは双子葉植物のモデル生物であ
る．植物に共通な CRSH 遺伝子の機能を解
析するために，本項目ではシロイヌナズナ
の CRSH の機能解析を進めた． 

 
② ppGpp 合成活性の解析 
 イネの CRSH 同様に大腸菌変異株を利
用した機能解析および無細胞タンパク質合

成系により合成したタンパク質の機能解析
を進めた． 

 
③ 遺伝子発現抑制株の表現型解析 

シロイヌナズナの CRSH 遺伝子の発現
を人為的に抑制したアンチセンス mRNA
遺伝子発現変異株を作製し，表現型の解析
を行った． 

 
 
 
４． 研究成果 
 
（１） イネの CRSH 遺伝子産物の機能解析 
バクテリア緊縮応答機構の制御物質

ppGpp ならびに ppGpp の合成酵素が植物の
葉緑体に存在していることが近年明らかに
されてきた。植物 ppGpp 合成酵素は、RSH 
(RelA-SpoT homolog)と命名され、一群の
RSH は葉緑体に局在して機能することが示
されている。我々は、植物（イネ、シロイヌ
ナズナ）から新しいタイプの RSH 遺伝子を
見出し、この遺伝子がコードするタンパク質
の機能解析を進めた。 

 
① 遺伝子の単離と転写量の比較解析 
イネゲノムの解析データより，イネには当

初クローニングに成功した CRSH に配列が
類似する遺伝子として他に 2種類が存在する
ことを新たに見いだした．これらは最終的に，
従来の RSH 遺伝子と機能的にことなるため
CRSH と新たに命名することになり，当初単
離したものを CRSH1，新たに単離した遺伝
子をそれぞれ CRSH2 および CRSH3 と命名
した．それぞれが植物体内で mRNA として
発現していることを検証するため，また，発
現量の差を調査するため，ノザンハイブリダ
イゼーションならびに RT-PCR 法を用いた
転写解析を行った．その結果，3 種類共通し
て緑色組織に特異的に発現していること，
CRSH1 の発現が最も高いことなどが判明し
た． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．イネの CRSH1 遺伝子の発現解



 

 

析結果．A. イネの CRSH1 遺伝子
（OsCRSH1）は対照区として用いた
葉緑体転写制御因子遺伝子（OsSIG1）
と同様に緑色組織（S）に特異的に発現
し，根（R）にはほとんど発現してい
ない．Rac2 は全ての組織で発現する遺
伝子．B. イネの 3 種類の CRSH 遺伝
子の発現量比較．右は 25 サイクルの
PCR でコントロールのプラスミドよ
り増幅したそれぞれの遺伝子 DNA．左
側は，mRNA を鋳型とした RT-PCR の
結果であり，サンプル１（CRSH1）の
増幅が顕著であり他の2種（2, CRSH2; 
3, CRSH3）は転写量が低いため増幅し
にくい． 
 

 
② 遺伝子産物の葉緑体局在試験 
エンドウマメ葉緑体を用いた試験管内移

行実験を行ない、成熟タンパク質の葉緑体移
行を確認した。その結果，CRSH1 タンパク
質はアミノ末端の配列をシグナル配列とし
て利用することにより葉緑体に移行すると
ともに，アミノ酸配列より予想された部位で
シグナル配列が切除され，成熟型タンパク質
となることが確認された． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．葉緑体移行試験．レーン P は，
35S 標識した全長 CRSH1 タンパク質，
Thermolysin は葉緑体に移行しないタ
ンパク質を分解するタンパク質分解酵
素．全長タンパク質が葉緑体に移行す
ると，葉緑体膜に保護されて分解され
ずに検出される．白抜き矢印は分解さ
れずに検出された葉緑体に移行してい
ないタンパク質．高効率で葉緑体移行
し，シグナル配列が切除された産物（黒
矢印）が検出されていること．右の B
は，アミノ末端を 41 残基あるいは 65
残基削除したタンパク質を A の葉緑体
移行タンパク質と同時に SDS-PAGE
にて解析したもの．シグナル切除型の
成熟タンパク質は 41 残基欠損タンパ
ク質とほぼ同一のタンパク質であるこ
とを示唆する． 

 
③ CRSH タンパク質の ppGpp 合成活性の

検証 
成熟型タンパク質のアミノ酸配列には、C

末端側に 2 つの EF-hand モチーフが存在す
ることから、カルシウムイオン結合による機
能制御系の存在が予想された。そこで、無細
胞翻訳系によりこの新規タンパク質を合
成・精製し、ppGpp 合成活性の解析を進めた。
その結果、生理学的に起こりうるカルシウム
濃度の上昇により，精製タンパク質の ppGpp
合成活性化が活性化されることを確認した． 
  

 
   図４．イネの 3 種の CRSH タンパク

質の ppGpp 合成酵素活性．[γ-32P] 
ATP と GTP を基質として反応させ，
pppGpp を放射標識核酸として検出し
た．カルシウムイオンを特異的に捕捉
する化合物（BAPTA）を加え反応液中
のカルシウムを除去するとpppGpp合
成活性が抑制される． 

 
 



 

 

  図５．ppGpp 合成活性． A. 一次元の薄
層クロマトグラフィーによる解析．カル
シウム濃度を上昇させることにより
pppGpp が生成する．B. 二次元薄層クロ
マトグラフィーによる解析．検出した
pppGpp スポットを対照区と比較した． 

 
 
④ EF-hand への点変異導入による ppGpp

合成活性のカルシウム依存性の検証 
EF-hand 領域のアミノ酸を変異導入によ

り置換することにより，カルシウム依存的
ppGpp 合成活性化作用が消失することを確
認した。 
 

 
  図６．EF-hand モチーフへの変異導入解

析．EF-hand モチーフ内のカルシウムイ
オン結合部位のアミノ酸を他のアミノ
酸に置換した変異型 CRSH1 タンパク質
（EF-1 および EF-2）を合成し，カルシ
ウム依存的なpppGpp合成活性を検証し
た。[γ-32P] ATP と GTP を基質として
反応させ，pppGpp を放射標識核酸とし
て検出した．変異を入れた 2 種のタンパ
ク質とともに，EF-hand 自体を欠損した
タンパク質もpppGpp合成能を失ってい
る． 

 
⑤ 総括 

以上より、新たに見出した RSH はカルボ
キシ末端の EF-hand モチーフによるカルシ
ウム活性制御を受ける新規 RSH タンパク質
であることを確認し、我々はこの新しい RSH
を CRSH (Calcium-activated RSH) と命名
した。本研究により植物葉緑体内にカルシウ
ムシグナルと連動する ppGpp シグナル系が
存在する事を世界に先駆けて示し、論文発表
を行なった。 
 
⑥ イネの変異株解析 
 イネゲノムの CRSH1 遺伝子領域に Tos17
が挿入した変異株に関してこれまでに 1株を

遺伝子破壊株として選抜完了しているが，今
回，もう一つ独立の変位部位を有するイネ変
異株の完全遺伝子破壊株の種子を採取する
段階まで到達した．興味深いことに，シロイ
ヌナズナにおいて観察された種子形成不能
などの表現型は見いだされなかった．シロイ
ヌナズナの CRSH がゲノム中に単一遺伝子
であるのに対し，イネゲノムには CRSH1，
CRSH2，CRSH3 の 3 種類の遺伝子が存在す
る．従って CRSH1 欠損に対し他の 2 種類の
遺伝子が機能の補填を行っている可能性が
高い．これらの変異株については引き続き解
析を進めている． 

 
 

（２）シロイヌナズナの CRSH 遺伝子の機能
解析 
① 葉緑体局在および ppGpp 合成酵素活性 
エンドウ豆の実生より単離した葉緑体を

用いて，イネの CRSH 機能解析の項目で記載
した葉緑体移行試験を行った結果，シロイヌ
ナズナの CRSH も同様にアミノ末端のシグ
ナル配列を利用した葉緑体移行をすること
を確認した．さらに，特異的抗体をもちいた
解析でもシロイヌナズナの葉緑体に CRSH
が局在することを確認した．無細胞タンパク
質合成系により合成したシロイヌナズナの
CRSHタンパク質もppGpp合成活性を有し，
この活性がカルシウムにより誘導されるこ
とを確認した．これらの結果より，双子葉植
物においても単子葉植物イネと同様に，カル
シウム依存的に機能する ppGpp 合成酵素遺
伝子が存在することが証明された． 

 
② CRSH 転写抑制による種子形成障害 

CRSH 遺伝子の発現が著しく抑制された
変異株の取得し，この変異株の解析より，
CRSH タンパク質の機能の抑制が種子の分
化を阻害してしまうことを新たに見いだし
た．この結果は，植物の生殖器官分化に
CRSH 遺伝子およびそのタンパク質が正に
機能していることを遺伝学的に示すもので
ある．結果は論文として報告した． 
 

 



 

 

  図７．シロイヌナズナの CRSH 遺伝子発
現抑制株の種子形成異常．CRSH 遺伝子の
アンチセンス mRNA を発現させたシロイ
ヌナズナ変位株（OX19）は，野生型（Col.）
と比較して種子形成異常が見られる． 
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