
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 24 年 5 月 31 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：32660 

研究種目：新学術領域研究 

研究期間：2009～2010 

課題番号：21200068 

研究課題名（和文）活性酸素種生成酵素の網羅的解析に基づく植物 ROS ダイナミクス・  

ネットワークの解明             

研究課題名（英文）The elucidation of plant ROS dynamics-network based on global analysis

                  of NADPH oxidases, Rboh proteins 

研究代表者 

賀屋 秀隆（KAYA HIDETAKA） 

  東京理科大学・理工学部・助教 

 研究者番号：80398825 

研究成果の概要（和文）： 
 活性酸素種 (ROS) は，非常に細胞毒性が強いため，生物にとって不要なものである，と思
われがちである．しかし，ROSは，生きる上で必要不可欠な物質でもある．では，植物はどの
ように，ROSを利用しているのであろうか．シロイヌナズナには，ROSを生成する酵素が 10
種もある．本研究により，これらはCa2+あるいはリン酸化により活性化しROSを生成すること，
相互作用因子により活性が調節されることを示唆した．これらのことから，植物は，適当な組
織・タイミングでROSを生成し，毒性の強いROSを巧みに活用していることを明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Reactive oxygen species (ROS) are molecules that oxidize lipids, protein, and DNA, and create 
damage to cellular function, in general. However, ROS are essential for living cells as well as plant cells. 
How do plants utilize toxic ROS? Arabidopsis has ten enzymes, AtRbohA–J, which have 
ROS-producing activities. We showed that the each AtRboh gene was expressed in various tissues, all 
AtRboh proteins were activated by Ca2+ or phosphorylation, and some of AtRboh protein was regulated 
by several interacting proteins. These results suggested that plants generated ROS at a suitable timing 
and tissue to utilize toxic ROS. 
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１．研究開始当初の背景 
 光合成や呼吸の際，副次的に活性酸素種 
(ROS: Reactive Oxygen Species) が生成され

る．ROS は，きわめて反応性が高い物質で，

細胞に甚大な影響を及ぼすため，植物にと

っていわば毒となる物質である．その為，

植物は，ROS を消去する抗酸化物質・抗酸

化酵素を多数もつ．ところがその一方で，

植物は ROS を生成する酵素として NADPH 
oxidase を持ち合わせており，ROS を積極的

に生成する．この積極的に生成された ROS
は，形態形成・感染防御応答・環境ストレ

ス応答などに不可欠で，多様な生命現象の

局面において有益に活用されている．これ

らのことから，「諸刃の剣」に例えられる

ROS の生成は，厳密に制御されなければな

らない．しかし，その制御機構の全貌は未

解明であった． 
 
２．研究の目的 
 シロイヌナズナには，NADPH oxidase で

ある Rboh (respiratory burst oxidase homolog)
が 10 種も存在する．しかし，毒性の強い

ROS を生成する酵素が，なぜ 10 種も存在す

るのであろうか？どの様なメカニズムで活

性化するのか？については，不明な点が多

かった．本研究では，積極的に生成される

ROS の発生機構および生理学的意義の解明

を目的とし，解析をおこなった． 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト培養細胞HEK293T細胞を用いた異種

発現系による植物Rbrohの測定 
 HEK293T細胞にシロイヌナズナあるいは

イネのRboh遺伝子を一過的に発現させ，

Ca2+イオノフォアであるイオノマイシンあ

るいは，脱リン酸化酵素阻害剤であるカリ

クリンAにより誘導されるROSをルミノー

ル化学発光により，定量的に測定した． 

 
(2) 酵母Two-hybrid screening によるAtRbroh
相互作用因子の探索 
 シロイヌナズナ AtRboh の活性制御領域

であると考えられる N 末端領域を bait に，

シロイヌナズナの cDNA library から蛋白質

間相互作用する因子を探索した． 
 

(3) シロイヌナズナ突然変異体を用いた表現

型解析 
 シロイヌナズナ AtRboh 遺伝子に T-DNA
が挿入された突然変異体について，表現型

解析をおこなった． 
 
４．研究成果 
(1) AtRbohA–JのROS生成活性 
 シロイヌナズナ 10 種全てのAtRbohにつ

いて，HEK293Tを用いた異種発現系解析に

より，ROS生成活性を調べた．すべて，Ca2+

あるいは蛋白質リン酸化により，活性化す

ることを明らかにした．さらに，活性化能

は大きく 3 つのグループに分けることがで

きた．このことは，必要とされるROS量を

各酵素間で分担していることを示唆するも

のである． 
 

(2) AtRbohA–J遺伝子の発現解析 
 10 個全ての AtRboh 遺伝子について，

RT-PCR や promoter::GUS による発現解析を

おこなった．その結果，植物全体で発現す

るもの，花器官特異的に発現するもの，根

特異的に発現するものにカテゴライズする

ことができた．興味深いことに、8 遺伝子

が根で発現していることが判明した．この

ことは，AtRboh により積極的に生成された

ROS は，根において多様な役割を担ってい

ることを示唆するものである．根における

発現組織を細胞レベルで解析すると共に，

活性能を照合することで，ROS の役割がさ



らに明らかになると考えられる． 
 

(3) イネOsRbohBのROS生成活性 
 イネにおいて感染防御応答に関与すると

考えられているOsRbohBについても，異種

発現解析をおこなった． AtRbohと同様に

Ca2+および蛋白質リン酸化により活性化さ

れることを明らかにした．さらに，Ca2+に

よる活性化には，1st EF-handモチーフと

EF-handよりN末端側の領域が必要である

が，リン酸化による活性化には，これら

の領域は必要ではないことも明らかにし

た． 
 

(4) Ca2+–ROSシグナルネットワーク解析 
 イネCa2+チャネル候補因子OsMCA1 は細

胞膜に局在すること．OsMCA1 過剰発現株，

機能破壊株の解析より，低浸透圧下での

Ca2+上昇ならびに低浸透圧誘導性のROS生
成に関与することを示唆した． 
 

(5) Ca2+-ROSシグナルネットワークの始点 
 AtRbohD, AtRbohFのCa2+依存的な活性化

は，蛋白質リン酸化酵素阻害剤K252aにより

阻害されることを明らかにした．このこと

は，Ca2+–ROSによるポジティブフィードバ

ック制御において，AtRbohのリン酸化によ

り誘導されたROSがこのフィードバックの

始点であるという新規な概念を提唱するも

のである． 
 
(6) AtRbohD, AtRbohF相互作用因子の探索 
 シロイヌナズナにおいて感染防御応答に

おいて機能する AtrbohD, AtrbohF の活性化

制御因子を探索した．酵母 two-hybrid 
screeningにより19種の候補因子を単離した．

全ての候補因子について，AtRbohD あるい

は AtRbohF を，HEK293T 細胞に共発現させ，

活性化に関与するかどうかを調べたところ，

活性を抑制する因子，活性を促進する因子

を同定することができた． 
 
(7) CIPK26 及びSRC2 によるAtRbohFの活性

制御機構 
 酵母two-hybridスクリーニングにおいて，

AtrbohFの相互作用候補因子とした単離し

たsoybean gene regulated by cold-2 (SRC2) 
CBL-interacting protein kinases 26 (CIPK26) 
について，細胞内局在を調べたところ，

AtRbohFと同じくSRC2, CIPK26 共に細胞膜

周辺に局在した．並行して，Nicotiana 
benthamianaを用いた共免疫沈降法により，

植物細胞内での相互作用を調べたところ，

AtRbohFと蛋白質間相互作用することを明

らかにした．これらのことは，AtRbohFの活

性を制御する因子であることを強く示唆す

る．さらに，異種共発現解析により，SRC2
はAtRbohFのCa2+及びリン酸化誘導による

活性を促進すること，CIPK26 は抑制するこ

とを明らかにした． 
 根を低温にさらすROS生成が誘導される．

このROS生成にAtRbohFが関与すること，さ

らに，SRC2 が関与することを明らかにした．

このことは，  ROS生成制御において，

AtRbohFはCa2+・リン酸化だけでなく，多様

な相互作用因子により厳密に制御されてい

ることを示唆している． 
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