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研究成果の概要（和文）：過酸化水素（H2O2）は優れたシグナル分子であり、変動環境における植物の生死決定
に重要な役割を担う。本研究では、H2O2誘導性細胞死の分子機構に焦点をあて、独自のバイオアッセイ系を活用
した遺伝学的スクリーニングにより、H2O2誘導性細胞死に必要な遺伝子を複数同定した。同定した遺伝子の機能
解析を通して、H2O2生成系としての光呼吸の役割と、細胞質型アスコルビン酸ペルオキシダーゼを介したグルタ
チオン酸化機構の存在を明らかにした。そして、これらのレドックス変化の下流でシステインリッチ機能未知タ
ンパク質が細胞死の発動に関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Hydrogen peroxide (H2O2) is an excellent signaling molecule that plays a 
critical role in determining plant life and death in fluctuating environments. In this study, we 
focused on the molecular mechanism of H2O2-induced cell death and identified several genes required 
for this process through genetic screening using an original bioassay system. Functional analysis of
 the identified genes revealed the role of photorespiration as a H2O2-generating system and 
elucidated the mechanism of glutathione oxidation mediated by cytosolic ascorbate peroxidase. 
Additionally, we discovered that a cysteine-rich, functionally unknown protein downstream of these 
redox changes is involved in the initiation of cell death. 

研究分野：植物代謝生理学

キーワード： 酸化ストレス　プログラム細胞死　アスコルビン酸　グルタチオン　シグナル伝達　過酸化水素　シロ
イヌナズナ　環境順応
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、酸化ストレス誘導性細胞死に関与する遺伝子を網羅的に同定した。特に、従来は防御酵素として機
能するアスコルビン酸ペルオキシダーゼが、過度な酸化ストレス条件ではグルタチオン酸化を介して細胞死を導
くことは新しい発見であった。また、同定したシステインリッチ機能未知タンパク質はH2O2感知に関与すること
が示唆され、今後の解析により未同定の細胞内H2O2センサーの同定が期待される。このように、本研究は酸化ス
トレス誘導性細胞死の分子機構の解明に大きく貢献した。また、H2O2は変動環境における植物の生死決定に重要
な役割を担うため、本研究の成果はストレスに強い農作物の育種に大きく貢献すると期待される。

※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 
 近年の異常気象の多発により、世界中で深刻な農業被害が生じている。特に、自然災害が多発
し、食糧自給率の低い我が国では、バイオテクノロジー技術による環境耐性作物の分子育種が喫
緊の課題である。植物の生産性に影響する環境要因には光、温度、水分および土壌成分などが含
まれるが、いずれの要因の変動によっても、植物細胞では共通して活性酸素種（ROS）の蓄積が
起こる。特に、ROS の一種である過酸化水素（H2O2）は優れたシグナル分子であり、変動環境
における植物の生死決定に重要な役割を担うため、その作用機序の解明はストレスに強い農作
物の育種に大きく貢献しうる。 
 真核生物に共通の現象として、ROS に起因する酸化ストレスは遺伝的にプログラムされた細
胞死経路を活性化しうる。動物ではアポトーシスをはじめ、鉄/ROS 依存的な細胞死・フェロト
ーシスや、リポキシトーシス（Dixon et al., Cell, 2012：Ueta et al., J. Biol. Chem., 2012：他）
などが特徴付けられている。植物でも類似の細胞死が起こる可能性が示唆されているが、植物は
これらの動物経路に必要な遺伝子をほとんど持っておらず、その分子機構は不明である。また、
植物細胞では H2O2の発生源が多様であり、変動環境下では異なる H2O2シグナル伝達経路の活
性化が同時多発的に起こる。この複雑さのために、H2O2シグナリングの全体像を把握すること
は困難であり、H2O2の感知機構も未同定である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、シロイヌナズナの酸化ストレス誘導性プログラム細胞死の分子機構を解明する
ことを目的とした。この目的を達成するために、先行研究で酸化ストレス誘導性細胞死に関与す
る遺伝子を探索し、候補遺伝子としてシステインリッチ機能未知タンパク質（CRUP）、葉緑体
型グルタミン酸合成酵素（GS2）および細胞質型アスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APX1）を
同定した。そこで、これらの遺伝子の機能解析を通して、酸化ストレス誘導性細胞死の分子機構
の解明に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
 先行研究では、カタラーゼ欠損株（cat2）を酸化ストレスモデルとして遺伝学的スクリーニン
グに応用し、cat2 で生じる細胞死に関わる遺伝子候補を同定した。まず、これらの遺伝子が酸
化ストレス誘導性細胞死に必要かどうかを調べるために、候補遺伝子の欠損株と cat2 を交配さ
せ、二重欠損株を作出し、細胞死への影響を調べた。CRUP の機能は未知であったため、cDNA
をクローニングし、分子生物学的な手法によって機能解析を進めることとした。GS2 や APX1
は代謝酵素であることから、細胞内レドックス制御や光呼吸を中心とした代謝制御への関与を
調べた。 
 
４．研究成果 
1）システインリッチ機能未知タンパク質（CRUP）の機能 
 CRUP の実質的な機能は未解明であるが、これまでにオーキシン応答やミトコンドリア由来
の逆行性シグナル伝達に関与することが報告されている。また、大規模なプロテオミクスデータ
から、CRUP のシステイン残基は H2O2による酸化修飾を受けることが報告されており、このタ
ンパク質の H2O2センサーとしての機能が示唆された。CRUP と CAT2 の二重欠損株を作出し
たところ、人工的な酸化ストレス条件、温和かつ長期的な、または強烈かつ短期的な光ストレス
条件のいずれにおいても、cat2 で生じる細胞死が CRUP の欠損により抑制されることが明らか
になった。また、cat2 で生じるグルタチオン酸化などのレドックス異常は CRUP の影響を受け
なかったことから、CRUP は H2O2レベルやレドックス状態の調節には関与せず、H2O2シグナ
ルの下流で機能することがわかった。CRUP の実質的な機能の解明を目的として、cDNA のク
ローニングを試みたが、cDNA サイズが大きすぎるために全長をクローニングすることはでき
なかった。そこで、CRUP のペプチド抗体を 2 種類作成したが、ウエスタンブロット解析によ
り CRUPタンパク質に特異的なシグナルを検出することはできなかった。現在、ゲノムの精密
編集が可能なイネを用いて、分子生物学的解析に利用可能なゲノム編集株の作出を検討してい
る。 
 
2）葉緑体型グルタミン酸合成酵素（GS2）の機能 
 葉緑体型 GS2 は、フェレドキシン依存グルタミン合成酵素（Fd-GOGAT）とともに、GS-
GOGATサイクルを構成し、光呼吸に関与する。cat2 で蓄積する H2O2の発生源は光呼吸である
ことから、GS2 による光呼吸の維持が酸化ストレス誘導性細胞死に重要な役割を果たすと考え
られた。GS2 の欠損は強光ストレス条件における cat2 の細胞死を著しく抑制した。また、同様
の結果は Fd-GOGAT の欠損によっても観察された。GS2 の欠損により、cat2 におけるグルタ
チオン酸化や酸化ストレス誘導性遺伝子の発現が抑制されたことから、GS2 は酸化ストレスの
発生そのものに必要であることが示唆された。さらに、GS2 の欠損により光呼吸フラックスが



抑制されることが確認された。以上の結果から、葉緑体における GS2 と Fd-GOGAT の共役は、
光呼吸の維持、すなわち H2O2生成の維持を通して cat2 の酸化ストレス誘導性細胞死を促進す
ることが明らかになった。 
 
3）細胞質型アスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APX1）の機能 
 APX1 は細胞質でアスコルビン酸依存的に H2O2を消去する酵素である。この反応により酸化
されたアスコルビン酸は、デヒドロアスコルビン酸還元酵素（DHAR1/2）のはたらきによって
還元型へと再生されるが、その結果としてグルタチオンが酸化される。グルタチオンの酸化は、
酸化ストレス誘導性細胞死の発動に必要であることがわかっている。APX1 は DHAR1/2 と共役
することで酸化ストレス応答のグルタチオン酸化プロセスに関与すると仮説を立てた。cat2 背
景で APX1 を欠損させることで、グルタチオン酸化とともに細胞死が抑制された。トランスク
リプトーム解析の結果、APX1 と CAT2 の同時欠損により、酸化ストレス応答性遺伝子の発現が
緩和されるとともに、DNA損傷応答のマーカー遺伝子の発現が増加することがわかった。 
 次に、グルタチオン酸化における APX1 と DHAR1/2 の共役について調べるために、apx1 お
よび dhar1/2 をカタラーゼの阻害剤で処理した。野生株への阻害剤処理により、カタラーゼ活
性の低下とともにグルタチオン酸化が認められた。一方、このグルタチオン酸化は apx1 および
dhar1/2 では有意に抑制された。さらに、これらの欠損株ではともに DNA損傷応答が活性化さ
れていた。これらの結果から、cat2 において APX1 と DHAR1/2 の共役はグルタチオン酸化シ
ステムとして機能し、プログラム細胞死の発動に必要であることがわかった。 
 
 以上の結果より、cat2 で生じる酸化ストレス誘導性細胞死には、葉緑体 GS-GOGAT サイク
ルによる H2O2生成の維持と、APX1 と DHAR1/2 の共役によるグルタチオン酸化プロセスが必
要であることが明らかになった（図 1）。そして、これらのレドックス変化の下流において CRUP
が細胞死の発動に重要な役割を担う可能性が示された。 
 

図 1 酸化ストレス誘導性細胞死におけるグルタチオン酸化システムと CRUPの位置付け 
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