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研究成果の概要（和文）：葉緑体からの還元力排出は，光阻害に対する防御および硝酸還元酵素

への還元力供給に必須であり，2-オキソグルタル酸/リンゴ酸輸送体とリンゴ酸脱水素酵素アイ
ソザイムからなるリンゴ酸バルブがその役割を担っている。このリンゴ酸バルブ能を増強させ

たシロイヌナズナ形質転換体では，光阻害を回避することによる環境ストレス耐性能の向上，

および硝酸同化能の向上が見られた。これらの結果は，劣悪な環境条件にも耐え，少ない肥料

投与で効率良く生育する作物開発のための足掛かりになると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Export of reducing equivalents from chloroplasts is necessary to 
prevent photoinhibition and to supply reducing power to cytosolic nitrate reductase. The 
transport process is mediated by malate valve comprising 2-oxoglutarate/malate 
transporter (OMT) and malate dehydrogenase (MDH) isozymes. We produced Arabidopsis 
transformants overexpressing OMT and stromal NADP-MDH, and found that the tolerance 
to environmental stresses and the ability of nitrate assimilation are improved in the 
transformants. Therefore, malate valve would be a new target to improve environmental 
tolerance and nitrogen metabolism of crops.  
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１．研究開始当初の背景 
	
 強光，乾燥，塩などの環境ストレス下の葉
緑体では，CO2固定反応が低下し，光化学反
応で生じる還元力が過剰となる。過剰還元力
蓄積は活性酸素生成を促し，光合成機能が低
下する光阻害の原因となる。この光阻害を回
避する機構の一つであるリンゴ酸バルブは，
ストロマの還元力を排出する圧力弁として
働いており，ストロマおよびサイトソルに局
在するリンゴ酸脱水素酵素(MDH)アイソザ

イムおよび葉緑体内包膜中のリンゴ酸/オキ
サロ酢酸交換輸送体により構成される
(Scheibe 2004 Physiol. Plant.)（図 1）。我々
はこの輸送体の候補として 2-オキソグルタ
ル酸 /リンゴ酸輸送体 (OMT)を同定した
(Taniguchi et al. 2002, 2004 Plant Cell 
Physiol.)。さらに，シロイヌナズナの OMT
遺伝子破壊株を用いて，実際に OMTが高親
和性のオキサロ酢酸輸送体としてリンゴ酸
バルブを構成していることを証明した
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(Kinoshita et al. 2011 Plant J.)。この遺伝子
破壊株はストレス条件下で光阻害に陥りや
すいだけでなく，通常生育条件下でも硝酸同
化や炭素同化の活性低下が見られた。このこ
とは，リンゴ酸バルブは過剰還元力排出のた
めだけでなく，ストロマ還元力をサイトソル
の硝酸還元酵素(NR)に供給するためにも重
要であることを示している。 

 
 
２．研究の目的 
	
 上記の結果から我々は，逆に OMT発現量
を増やしてリンゴ酸バルブを増強すれば，硝
酸同化能を増大させることができるのでは
ないかと着想した。さらに，リンゴ酸バルブ
を増強することは，ストロマが過還元状態に
なることを防ぎ，光阻害回避にも貢献するで
あろうと考えられた。そこで，本研究では，
OMT とストロマ MDH の活性を高めた形質
転換植物を作製して，リンゴ酸バルブ増強に
よる硝酸同化活性，光合成活性，環境スト
レス耐性，生産性などに向上がみられるか
どうかを調べることとした。その結果より，
リンゴ酸バルブが環境ストレス耐性能や生
産性の向上のための新たなターゲットとな
りうるのかを明らかにすることを目的とし
た。 
	
 なお，この研究を進めるにあたっては，植
物細胞においてサイトソル中の NADH 濃度
が低いことが硝酸還元反応の律速要因の一
つになっていること (Kaiser et al. 2000 
Planta)，NADPH を直接輸送するプラスチ
ド包膜の輸送体は見出されておらず，ストロ
マ還元力はリンゴ酸バルブなどにより間接
的に輸送されていること (Taniguchi and 
Miyake 2012 Curr. Opin. Plant Biol.)，リン
ゴ酸バルブはストロマの還元状態が高まっ
たときに活性化され，リンゴ酸バルブの律速
段階はリンゴ酸/オキサロ酢酸交換輸送反応
とストロマの NADP-MDH 反応であること
(Heineke et al. 1991 Plant Physiol.)が報告
されており，OMT とストロマ MDH の発現
を増やしてリンゴ酸バルブを増強する我々

のアプローチは合理的であると考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
	
 カリフラワーモザイクウイルス 35S プロモ
ーター下でシロイヌナズナ葉緑体局在性の
NADP-MDH を高発現するコンストラクトを作
製し，シロイヌナズナ Columbia 野生株およ
び OMT 過剰発現株（シロイヌナズナ OMT をカ
リフラワーモザイクウイルス 35S プロモータ
ー下で発現させる形質転換体）に導入した。
野生株および組換え体を，短日条件［明
期:7.5 時間(100	
 µmol	
 m-2	
 s-1)，22	
 ℃；暗
期:16.5 時間，18	
 ℃］で生育し，実験に用い
た。	
 
	
 各植物体のロゼット葉から単離した葉緑
体を用いて，オキサロ酢酸依存的なリンゴ酸
生成・排出量を測定し，リンゴ酸バルブ能を
評価した。葉組織中のアミノ酸および有機酸
を CE/MS（キャピラリー電気泳動/質量分析）
を用いて定量した。植物体に強光（2,000	
 µmol	
 
m-2	
 s-1）照射または NaCl 溶液（150	
 mM,	
 2 週
間）を与え，葉のクロロフィル蛍光を測定し
て光阻害に対する感受性を比較した。さらに，
切り取り葉を 30	
 mM	
 K15NO3溶液に挿し，光照
射下でインキュベーション後，葉中の 15N 標
識グルタミンおよびグルタミン酸濃度を
CE/MS を用いて測定した。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 イネおよびシコクビエを対象として OMT お
よび MDH コンストラクト遺伝子の導入を試み
たが,OMT輸送活性やMDH活性が顕著に高まっ
た組換え体を得るには至らなかった。そこ
で,OMT と葉緑体局在 NADP-MDH を過剰発現さ
せたシロイヌナズナ形質転換体について，以
下の点を明らかにした。	
 
	
 
(1)	
 形質転換体のうち，葉中の NADP-MDH の
mRNA 量および活性の高い組換え体ラインと
して，MDH 過剰発現株（M-4）および MDH/OMT
二重過剰発現株（M/O-5）を得た。	
 
	
 
(2)	
 MDH/OMT 二重過剰発現株（M/O-5）から単
離した葉緑体のオキサロ酢酸依存的なリン
ゴ酸生成・排出能は野生株に比べて有意に高
く，形質転換体ではリンゴ酸バルブ能が向上
していると判断した。	
 
	
 
(3)	
 過剰発現株の通常条件下での生育は野
生株と比べて顕著な差は見られなかったが，
二重過剰発現株において葉中のタンパク質
含量の増大がみられた。また，M/O-5 の葉組
織では，2-オキソグルタル酸およびグルタミ
ン酸の増加がみられた。2-オキソグルタル酸
は OMT によってサイトソルに取り込まれ，



GS/GOGAT 回路にてグルタミン酸合成に利用
されている（図 1）。これら２つの化合物の増
加がみられたことから，M/O-5 では有機酸合
成ならびに GS/GOGAT 回路が関わるアミノ酸
合成が活性化されていると考えられた。	
 
	
 
(4)	
 強光照射や塩ストレスに植物体をさら
すと，光阻害の程度を示すクロロフィル蛍光
パラメータ Fv/Fm 値が低下するが，過剰発現
株ではその低下が野生株に比べ有意に抑え
られていた（図 2）。したがって，過剰発現株
では強光ストレスや塩ストレス障害を受け
にくくなっていると考えられた。	
 

	
 
(5)	
 硝酸同化能を評価するために，15N 硝酸溶
液を切り取り葉に吸わせ,葉中の 15N標識グル
タミンおよびグルタミン酸含量の経時変化
を調べた。その結果，二重過剰発現株におい
て 15N 標識グルタミン含量が野生株より有意
に高くなっており（図 3），硝酸還元能が向上
していると考えられた。	
 

	
 
	
 以上の結果より，NADP-MDH および OMT を二
重過剰発現させることでリンゴ酸バルブ能
が増強され，代謝機能の改変が起こることが
明らかとなった。さらに，強光による光阻害
が軽減し，塩ストレス下での光阻害も軽減さ
れる傾向がみられた。したがって，リンゴ酸
バルブ能の増強が植物の環境ストレス耐性

の向上に結び付く可能性が示された。そのメ
カニズムにはリンゴ酸バルブによるサイト
ソルへの還元力排出が大きく関わると考え
られるが，MDH/OMT の発現増強が環境ストレ
ス下での光合成炭素固定と窒素同化への還
元力配分や光阻害回避にどの程度効果的で
あるかは，今後さらに解析を進める必要があ
る。また，シロイヌナズナだけでなく，他の
作物において検証することも課題として残
されている。	
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