
 

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２５年 ６月 １日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：乾燥強光耐性の野生種スイカは、ストレスに際して抗酸化性アミノ酸

であるシトルリンを高蓄積させる。シトルリン生合成経路の鍵酵素である AGKは、窒素センサ

ーP-IIタンパク質と相互作用することで、アルギニンによるフィードバック阻害が緩和される

ことを示した。また、シトルリン生合成の窒素源として、光合成タンパク質の大規模な分解が

乾燥ストレス下において誘導され、その代謝変動にストレス誘導性プロテアーゼが関与するこ

とが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：Wild watermelon is a drought-resistant plant and accumulates 
antioxidative amino acid citrulline under stress condition. It is revealed that feedback 
regulation of AGK by arginine is relaxed by the nitrogen sensor P-II protein. Massive 
degradation of photosynthetic proteins is enhanced under stress, which serves as the 
nitrogen source for citrulline biosynthesis. Stress-induced proteases are involved in 
this degradation process. 
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１．研究開始当初の背景 
環境ストレス下の植物では、光合成が抑制

されると共に、防御物質の大規模な生合成が
誘導される。しかしこれら一連の代謝変動を
統合的に制御する司令塔の分子的実体は不
明である。 
 
 

２．研究の目的 
本研究では、細胞内の炭素・窒素比(C/N)

センサーである PII タンパク質が、アフリ
カ・カラハリ砂漠に自生する野生種スイカに
おいて、環境ストレスに応答して蓄積する抗
酸化性アミノ酸であるシトルリンの生合成
の鍵酵素を活性制御するメカニズムを解明
する。これらの解析を通して、環境ストレス
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下の植物における炭素・窒素代謝の制御の全
体像を理解する。 

 
３．研究の方法 
 植物材料として、アフリカ・カラハリ砂漠
に自生する野生種スイカ Citrullus lanatus 
sp. 101117-1を用いた。シトルリン代謝経路
の各段階の酵素活性の測定では、我々が過去
に確立した酵素カップリング系による活性
測定法(Takahara et al (2007) Anal. 
Biochem., 368, 138-147)を用いた。活性測
定に用いた野生種スイカ AGK酵素および P-II
タンパク質は、大腸菌での組換え酵素として
合成し、His タグを用いてアフィニティー精
製した酵素標品を用いた。野生種スイカの葉
表面のワックス含量は、ガスクロマトグラフ
ィーにより定量した。ATP合成酵素複合体お
よびそのεサブユニットの分解パターンは、
二次元電気泳動および特異的抗体を用いた
ウェスタン法により解析した。 
 
４．研究成果 
乾燥強光ストレスに耐性を持つ野生種ス

イカは、ストレスに際してシトルリンを高蓄
積させる。シトルリンはアルギニン代謝経路
の中間体である。野生種スイカの葉の粗抽出
液を用いた活性測定解析により、シトルリン
代謝系の 12 種の代謝酵素群のうち、経路の
ボトルネックである AGK酵素は、ストレスに
伴い活性が増加するだけでなく、アルギニン
によるフィードバック阻害が解除されるこ
とが示された。 

 
組換体タンパク質を用いた生化学的解析

により、野生種スイカ由来の AGK酵素は通常
は経路の最終産物であるアルギニンにより
顕著なフィードバック阻害を受けるが、P-II
が共存する場合は、このフィードバック阻害
が緩和されることが判明した。また、P-IIタ
ンパク質が、乾燥ストレス下の野生種スイカ
葉において顕著な発現誘導を受けることが
示された。すなわち、シトルリン蓄積におい
て、ストレス誘導性の P-II タンパク質が代
謝流量を維持する役割を果たすことが示唆

された。 

 
また、P-IIは油脂生合成経路の初発酵素で

ある ACCase とも相互作用し触媒活性を増大
させるが、野生種スイカでは、乾燥ストレス
に伴い葉の表皮におけるクチクラワックス
の蓄積量が、顕著に増大することが示された。 

 

 
さらに、乾燥ストレス下において、光合成

タンパク質のうちチラコイド膜において存
在量が大きい ATP合成酵素複合体が、分解す
ることが示された。この分解過程においては、
構成因子の一つであるεサブユニットの分
解を引き金に、複合体全体の分解が引き起こ
されることが示された。また、葉緑体に存在
するεサブユニット分子の約半分の N末端が
アセチル化の翻訳後修飾を受けており、分解
過程においては、翻訳後修飾を受けていない
分子種が優先的に分解を受けることが示さ
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図1. 乾燥ストレス下の野生種スイカ葉組織における
シトルリン生合成経路の酵素活性の変化。ストレス0
日目と3日目について示す。

◆ CLAGK
■ CLAGK + CLPⅡ
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図2. P-IIタンパク質によるAGK酵素のアルギニン・

フィードバック阻害の緩和。ストレス下の野生種スイカ
葉組織のアルギニン濃度は約1 mMと見積もられる。
野生種スイカAGK酵素(CLAGK)は、単独で存在する場
合には1 mMアルギニンにより24%まで活性が低下す
る。一方、野生種スイカP-IIタンパク質の共存下では、
約95%の活性を維持する。
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図3. 乾燥ストレス下におけるATP合成酵素εサブユ

ニットの特異的分解。左図は二次元電気泳動とウェ
スタンブロッティング解析結果を指し、N末端がアセチ

ル基修飾を受けた分子種は分解をほとんど受けない
が、未修飾の分子種はストレス下で選択的に分解さ
れる様子を示す。右図は、in vitroでのεサブユニット

の特異的分解を示したもので、メタロペプチダーゼ酵
素により、未修飾のεサブユニット分子種が顕著に分
解されることを示す。



 

 

れた。さらにこの分解には、ストレス誘導性
プロテアーゼが関与する可能性が示された。
これら一連の研究結果により、環境ストレス
に際して植物葉の窒素および炭素代謝を協
調的に制御する仕組みについて、新規な分子
的現象を見出すことができた。 
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