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研究成果の概要（和文）：活性カルボニル化合物(RCS)の解毒メカニズムとRCS毒性解明を行った。光合成に伴い
活性酸素(ROS)が常に生成し、ROSによるチラコイド膜脂質酸化によりRCSが生成することを見出した。RCSは葉緑
体で生成する。葉緑体局在RCS解毒酵素alkenal-one oxidoreductase (AOR)を欠損した植物では、RCSの蓄積とと
もに呼吸阻害が認められ、呼吸基質であるデンプンの分解系が酸化障害を受けることを見出した。このことが、
植物の生育抑制の原因であることを明らかにした。つまり、AORは、光合成で生成するRCSを無毒化する機能をも
つことを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the toxicity and scavenging mechanism of reactive carbonyl 
species (RCS) in higher plants. We found that in photosynthesis reactive oxygen species (ROS) was 
produced, and ROS oxidized lipids in thylakoid membranes of chloroplasts to produce RCS. In the 
mutant of Arabidopsis which was deficient in the enzyme (alkenal-one oxidoreductase (AOR)) to 
scavenge RCS, RCS accumulated and decreased respiration rate. RCS oxidatively inactivated the 
degradation enzymes of starch. The inactivation of respiration was the reason why the mutant showed 
the retarded growth, compared to wild type. That is, AOR functioned to detoxify RCS which produced 
in illuminated chloroplasts.

研究分野：植物生理学

キーワード： 光合成
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１．研究開始当初の背景 

本課題では、 -不飽和カルボニ

ル（以下、活性カルボニル RCS）の生成、解

毒メカニズムの解明に取り組んだ。現在、

RCSの生成経路は、生体内代謝活動の中で生

成する活性酸素(ROS)による脂質過酸化分解

によるものとされている。RCSは、ひとたび

生成すれば、膜脂質のさらなる酸化・修飾分

解、DNA およびタンパク質の修飾による機

能損失をもたらす。ROSと比べて寿命が長い

RCS の危険性は非常に高いと認識されてい

る。 

植物は自身が生きていくために太

陽光のエネルギーを用いて二酸化炭素から

糖を生合成する代謝活動、光合成、を葉緑体

で営んでいる。この光合成で二酸化炭素を還

元し糖を生合成する過程で、太陽光のエネル

ギーが化学エネルギー（NADPH および

ATP）の形で二酸化炭素へ注ぎこまれる。こ

のことは、当たり前のように教科書に記載さ

れるが、光合成過程が安全にスムースに進行

していないことが最近の研究で明らかにな

ってきた。これは、植物の光合成能力を上回

る太陽光のエネルギーに植物は常にさらさ

れるということ、あるいは植物が生育する環

境は必ずしも光合成能力を 100％発揮させる

状況にないことなどが提唱されてきている。

このような状況では、二酸化炭素に注ぎ込ま

れる以上の太陽光エネルギーに植物はさら

されることになってしまう。この余剰の光エ

ネルギーは葉緑体で光エネルギーを化学エ

ネルギーに変換する場である葉緑体チラコ

イド膜で酸素(O2)にわたり ROS が生成する

と考えられている。 

 

２．研究の目的 

本課題では、生化学的な解析でRCS

を解毒することができ、かつ葉緑体に局在す

る酵素 alkenal-one oxidoreductase (AOR)を

欠損した植物を用いることで、葉緑体での

ROS 生成、そして ROS による RCS 生成、

さらに RCS による代謝活動への障害の把握

と作用機作の解明を目論んだ。 

 

３．研究の方法 

（１）光合成解析①CO2固定解析では、赤外

線分析システム(Li-7000, LiCor 社)を用いて

生葉での CO2取り込み、蒸散測定を行った。

②O2発生解析では、Hansatech 社の O2電極

を用いて行った。 

（２）クロロフィル蛍光解析：Walz社の PAM

をもちいて光合成電子伝達反応解析を行っ

た。 

（３）AOR欠損株の作成：RNAi手法を用い

てシロイヌナズナで作成した。 

（４）遺伝子発現解析：Real-time PCR 解析

にて、呼吸、光合成、デンプン分解にかかわ

る遺伝子の mRNAの定量解析を行った。 

（５）デンプン蓄積解析：電子顕微鏡観察に

より、葉緑体でのデンプン粒のカウント法を

用いて定量を行った。 

 

４．研究成果 

用いた植物は、シロイヌナズナ野生

型(WT)および AOR の RNAi 株(deltaAOR)

である。DeltaAOR での AOR の酵素活性は

WTの約 60%へ低下していた。非常に大きな

違いは両者の生育において認められた(図１)。 

 

 

図１ A. WTおよび deltaAOR (aor-1および

aor-2)の生育写真；B. 生育に伴う個体直径の

遷移；C. WT および deltaAOR での個体乾

燥重の比較。 

 

明暗サイクルで生育させると、deltaAOR で

は WTの生育と比べて抑制され、乾燥重量で

は WT の 40％に過ぎなかった。さらに、個

体サイズ、クロロフィル量、さらに生葉にお

ける窒素量もWTに比べて減少が認められた。

一方、24時間明期で両者を生育させると乾燥

重量、個体サイズの違いは認められなかった

（図 2）。これらの結果は、delta-AORでは呼

吸能の損失が生じている可能性を示唆した、

そこで、WTおよび deltaAOR での生葉の呼

吸速度の比較を行ったところ、deltaAOR の



呼吸速度が WT の約 40％へ低下しているこ

とを見出した。 

 

図２ 24 時間明期での生育比較 A. WT お

よび deltaAOR (aor-1)の生育写真；B. 生育

に伴う個体直径の遷移；C, WT および

deltaAORでの個体乾燥重の比較。 

 

AOR は葉緑体局在酵素である。植物におけ

る呼吸基質のスタートは光合成で生成し蓄

積するデンプンであり、それは葉緑体に貯蔵

される。そこで、deltaAOR において呼吸能

低下の分子メカニズムを明らかにすべく、葉

緑体でのデンプン蓄積量の比較を行った（図

3）。その結果、明暗サイクルの生育条件で、

明期の終わりでのデンプン蓄積量はWTおよ

び deltaAOR 間で差は見いだされなかった。

しかしながら、暗期終わりでのデンプン蓄積

量が deltaAORにおいてWTと比べ顕著に多

いことが明らかとなった。これらの結果は、

WT が健全に生育する環境で常に RCS 生成

が生じていることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ WTおよび deltaAOR (aor-1)での葉緑

体デンプンの蓄積量の比較： End of day,

明期の終わり; End of night, 暗期の終わり。 

 

つぎに、RCS生成のメカニズムを検証するた

めに ROS 生成量の比較を WT および

deltaAOR 間で行った。その結果、deltaAOR

において、ROSである H2O2の蓄積が顕著に

認められた（図 4）。 

 

図４ H2O2 検出試薬による生葉での H2O2

蓄積量をWTおよびdeltaAOR (aor-1)間で比

較。色が濃いほど H2O2が蓄積している。 

 

また H2O2は葉緑体における光合成にかかわ

る酵素の活性を低下させることが知られた

いる。実際に、カルビンサイクル酵素である

fructose 1,6-bisphosphatase (FBPase)およ

び phosphoribulokinase (PRK)の酵素活性が

deltaAOR では WTよりも小さい値で会った。

また、これら酵素の失活は、高 CO2環境下で

の deltaAORの光合成速度をWTよりも低下

させる原因となっていた。これらの結果は、

ROS が光合成に伴い常に生成し、RCS 生成

をもたらしていることを示している。 

 将来的に地球温暖化をもたらす

CO2の蓄積、つまり高 CO2環境において、光

合成速度はカルビン回路の初発反応を触媒

す る ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP) 

carboxylase/oxygenase (Rubisco)により律速

されず、RuBP再正反応をになるカルビンサ

イクル酵素 FBPase などにより律速される。

今回の研究成果は、将来的地球環境で生育す

る植物の光合成および生育を支える分子メ

カニズムを解明したことになる。なぜなら、

RCS解毒酵素 AORは、カルビンサイクル酵

素の機能を保護する役割をもっていること

が明らかにされたからである。さらに、地球

温暖化では顕著な気温の上昇に至る。植物の

呼吸速度は、気温上昇に敏感であり、呼吸を

維持保護する AOR 酵素の役割は、さらに要

求されることが当然期待される。地球温暖化

にさらされる植物・作物において AOR によ

る RCS 解毒昨日は非常に重要なものとなる



であろう。 
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