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研究成果の概要（和文）：本研究では、葉緑体由来の活性酸素種（ROS）の下流において、転写因子であるHDおよびbZi
pが酸化的ストレス応答に重要な働きを持つことを明らかにした。また、両転写因子は植物の病原菌に対する応答にも
関与することをつきとめた。さらに、新規シグナリング因子として複数の転写因子を同定するとともに、葉緑体ROSが
アントシアニンの蓄積および光酸化的ストレス防御に必要であることを明らかにした。このように、本研究は葉緑体由
来のROSシグナリングの転写因子ネットワークと生理学的意義を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, I found that transcription factors, HD and bZip, are important for 
oxidative stress response via chloroplast-produced reactive oxygen species (ROS). The transcription factor
s were also found to be involved in the response to pathogen. In addition, several new transcription facto
rs were identified as novel regulators of ROS signaling. I also found that chloroplastic ROS is required f
or anthocyanin accumulation and photo-protection. Thus, this study revealed the transcription factors netw
ork in chloroplastic ROS signaling and its physiological significance. 
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１．研究開始当初の背景 
 行動の自由を持たない植物は、日々の環境
変化に応答（馴化）し、さらに強光、乾燥、
塩、低（高）温など複合的な激しい環境変化
（非生物的ストレスと呼ぶ）や、病原菌感染
などによる生物的ストレスに対応すること
で、生き残っている。活性酸素種（ROS）は
植物細胞内で常に生成するが、様々な環境ス
トレス条件下においてROS生成が消去系を凌
駕すると、酸化的ストレスとなって細胞機能
障害や細胞死を引き起こす。一方、植物細胞
内で生成した ROS はシグナルとして作用（酸
化的シグナリング）し、生物的および非生物
的ストレス応答時の防御系の発現やプログ
ラム細胞死などの生理現象の制御に関与す
ることが明らかになってきた。したがって、
植物のストレス応答機構を理解し、有用作物
の分子育種等に応用するためには、ROS を介
した酸化的シグナリングの分子機構の解明
が急務である。 
 そのような状況下で申請者は、主にモデル
植物であるシロイヌナズナを用いて環境ス
トレス応答における酸化的シグナリングの
初期イベントの解明を試みてきた（Plant 
Cell Physiol, 2004, 2009, 2010, 2011; J 
Biol Chem, 2008; Plant J, 2006; 他）。こ
れらの研究の過程において、植物細胞内にお
ける主要な ROS の発生源である葉緑体内で、
任意のタイミングでROSの一種であるH2O2を
生成させる実験系を初めて開発し、1）葉緑
体由来のROS生成に応答する遺伝子群(約800
個)を単離するとともに、2）葉緑体由来の ROS
は生物的および非生物的ストレス応答の両
方に関与することを見いだした(J. Biol 
Chem, 2012; Plant Signal Behav, 2012)。
この事実は、植物の生物的および非生物的ス
トレス応答は独立した分子機構を介して行
われるのではなく、互いにクロストークして
おり、その制御には葉緑体由来の ROS が重要
であることを示していた。さらに注目すべき
は、同定した遺伝子群には既報の環境ストレ
ス応答(熱ショック、傷害、耐病性など)遺伝
子だけでなく、新奇の転写因子やタンパク質
キナーゼなど、過去に酸化ストレス応答・防
御との関連性が明らかにされていない全く
新奇のものが多数含まれていたことであっ
た。よって、葉緑体 ROS 応答性遺伝子の機能
解析は新奇の酸化的シグナリングの分子機
構の解明およびROSを介したストレス応答機
構の本質的な理解に繋がると容易に予想さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、同定した 800 遺伝子の機能解析
を試みるべく、各々の破壊株ラインを作出し、
種々のストレス条件下での表現型を網羅的
に解析した。その結果、パラコート処理によ
る光酸化的ストレスおよび病原菌応答を引
き起こすエリシター（病原菌由来のペプチド
など）処理の両方に対して高感受性を示す 2

つの変異株を単離し、これらの原因遺伝子が
ホメオボックス転写因子（HD）、ロイシンジ
ッパー型転写因子（bZip）およびタンパク質
キナーゼ（MAPKKK）をコードすることを突き
止めた。すなわち、これらは葉緑体由来の ROS
の下流において生物的および非生物的スト
レス応答のクロストークに重要な役割を担
っており、これらの機能解析は酸化的シグナ
リングを介したストレス応答の本質的な役
割およびその分子機構の解明に繋がると強
く示唆された。そこで本申請では、HD、bZip
および MAPKKK の生理機能やシグナリングに
おける役割を明らかにするとともに、新規シ
グナリング因子を同定することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 HD、bZip および MAPKKK は酸化的シグナリ
ングを介したストレス応答において重要な
役割を担っていると思われる。そこで各遺伝
子の 1）過剰発現株の作出、2）ストレス応答
性、3）細胞内局在性、4）過剰発現株のスト
レス感受性、5）下流遺伝子などの多面的な
解析を通して、各遺伝子のストレス応答にお
ける重要性および位置づけを明確にすると
ともに、レドックス制御とストレス応答との
関連性を考察する。 
 また、新規シグナリング因子を同定するた
めに、申請者の同定した ROS 応答性遺伝子の
破壊株ラインから、さらなる酸化的ストレス
に高感受性の変異体をスクリーニングする
ことを目指した。 
 
４．研究成果 
（1）HD の生理機能 
 HD は、パラコート処理による酸化的ストレ
ス高感受性変異株の原因遺伝子として同定
された。詳細な解析の結果、HD 欠損株は酸化
的ストレスに高感受性を示し、過剰発現株は
非感受性を示すことが分かった。HD は転写抑
制因子として機能することが分かっており、
その発現は葉緑体由来のROSによって抑制さ
れた。GFP 融合タンパク質を用いて HD の細胞
内局在性を調べたところ、HD は核のみに局在
したが、H2O2処理下では細胞質にも局在した。
興味深いことに、HD の C 末端に保存された
Cys 残基の Ser への置換は、HD の細胞質局在
性を阻害した（図 1）。よって、HD の発現お
よび局在の両方がROSによって制御されるこ



とが分かった。 
 HD 欠損株の酸化的ストレス高感受性は、酸
化損傷の増大に起因するものではないこと
が分かった。HD 欠損株を用いたマイクロアレ
イ解析の結果、HD の下流遺伝子にはストレス
防御遺伝子に加え、成長に関与する遺伝子も
含まれていた。それらの一部の遺伝子プロモ
ーターには、HD 認識シス配列が含まれており、
HD の直接的な制御が示唆された。以上より、
HD は植物のストレス応答や成長を制御する
因子であり、葉緑体由来の ROS は HD の発現
および局在性を調節することでストレス下
での成長を制御していることが示された（図
2）。本成果に関して、現在、論文を執筆中で
ある。 

 
（2）bZip の生理機能 
 bZip も、HD と同様に、酸化的ストレス高
感受性変異株の原因遺伝子として同定され
た。詳細な解析により、bZip 欠損株は酸化的
ストレスよりも、エリシターに対して顕著に
現れることから、病原菌応答への関与が強い
ことが分かった。bZip の発現は葉緑体由来の
ROS やエリシターによって強く誘導されるこ
とが分かった。興味深いことに、bZip との機
能重複性が示唆されている bZip21 は応答性
を示さず、その欠損株も野生株と同程度のス
トレス感受性を示した。葉緑体由来 ROS と、
エリシターの両方に応答する遺伝子を見い
だし、それらの bZip 欠損株における遺伝子
発現を調べることにより、本転写因子の標的
遺伝子を特定することができた。よって、
bZip は、bZip21 とは異なり、葉緑体由来の
ROS の下流で病原菌応答に関与することが分
かった。 
 
（3）MAPKKK の生理機能 
 同様に、MAPKKK もまた、酸化的ストレス高
感受性変異株の原因遺伝子として単離され
たが、詳細な解析の結果、MAPKKK の葉緑体
ROS 応答性は非常に弱く、また、MAPKKK 欠損
株の酸化的ストレス感受性は、本遺伝子の欠
損以外の要因により生じている可能性が示
唆された。よって、本研究における MAPKKK
の機能解析を中止し、後述する新規因子の同
定および機能解析にフォーカスした。 
 

（4）新規シグナリング因子の同定 
 新規シグナリング因子を同定するために、
葉緑体ROS応答性遺伝子群の破壊株および優
性抑制株のストレス感受性を網羅的に調べ
た。その結果、酸化的ストレス高感受性また
は非感受性変異株の原因遺伝子として、新た
に 9 つの転写因子を同定することができた。
これらのなかの一つは、鉄欠乏応答に関与し
ており、酸化的ストレス下でシグナルとして
のROS供給に寄与している可能性が示唆され
ている。また、後述するように、いくつかの
代謝系遺伝子も同定された。このように、葉
緑体ROSの下流における転写因子ネットワー
クが同定されてきている。 
 
（5）葉緑体由来の ROS によるアントシアニ
ン合成系の制御機構 
 変異株スクリーニングの過程において、光
酸化的ストレス下でのアントシアニン蓄積
が生じない変異株を同定した（図 3）。アント
シアニンは植物の保護色素として極めて重
要である。本変異株は、フェルラ酸５ヒドロ
キシラーゼ（FAH1）の欠損株であった。FAH1
はアントシアニン合成とも関連するフェニ
ルプロパノイド経路の代謝酵素であるが、興
味深いことに、FAH1 欠損株ではアントシアニ
ン生合成関連遺伝子の発現が抑制されてい
た。このことは、フェニルプロパノイド代謝
中間体がアントシアニン生合成遺伝子発現
を制御するシグナルになることを示唆した。 

 
 葉緑体由来の ROS は FAH1 発現とともに、
アントシアニン蓄積を促進することが分か
った。これらの事実から、葉緑体由来の ROS
は FAH1 の誘導によりフェニルプロパノイド
経路を調節し、アントシアニン合成を制御す
るシグナル量を変化させることで、合成系を
活性化すると考えられた。一連の成果を
Plant Science 誌に報告した（Maruta et al., 
2014）。現在、葉緑体 ROS の下流において、
FAH1 発現を制御する転写因子の同定を試み
ている。 
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