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論文要約 

 

 植物において葉緑体は、光合成を行うオルガネラとしてだけでなく、脂質合成やタンパク

質合成、色素合成などの場としての役割も担っている。そのため、葉緑体機能の制御は植物

にとって必須と考えられる。葉緑体は祖先型シアノバクテリアが、ホストとなる真核生物に

共生して生じたと考えられている(Yagi and Shiina, 2014)。また、祖先型シアノバクテリア

に由来とすると考えられる遺伝子が、植物の核内に数多く見つかっている（Martin et al., 

2002）。核にコードされた遺伝子の幾つかは、発現した後葉緑体に移行しそこで機能する。

すなわち、葉緑体機能の制御は、核と葉緑体との協調的な情報交換によって達成されている。 

 緊縮応答はバクテリアに広く保存された遺伝子発現・代謝調節機構として知られている

（Braeken et al., 2006, Janin et al., 2006）。緊縮応答は、特殊な核酸分子、グアノシン 5'-

二リン酸 3'-二リン酸 ppGpp が介在することによって引き起こされる反応で、細菌にとっ

て必須の細胞機能制御機構である（Braeken et al., 2006）。バクテリアにおいて、ppGpp に

よって制御される生体機能は生物種によって大きく多様化していることが知られている。

アミノ酸欠乏や鉄欠乏などの飢餓応答や胞子形成、宿主への感染などが例として挙げられ

る（Braeken et al., 2006）。 

 近年のゲノム解析の進展により、ppGpp の合成／分解酵素（RelA 及び SpoT）のホモロ

グ RelA/SpoT Homologs (RSHs)をコードする遺伝子が、植物や藻類のゲノムに保存されて

いることがわかってきた（van der Biezen et al., 2000, Givens et al., 2004）。また、ppGpp

が植物細胞から検出されたことに加え (Takahashi et al., 2004)、ヒメツリガネゴケの RSH

変異体で生育に変化が起こることが明らかとなった（Sato et al., 2015）。以上のことから、

植物における ppGppを介した緊縮応答機構の存在が示唆されている。 

 高等植物であるシロイヌナズナからは、4つの RSHが見つかっている(van der Biezen et 

al., 2000, Mizusawa et al., 2008)。これらはすべて葉緑体移行シグナルを持ち、葉緑体で機

能することが予想されている(Masuda et al., 2008, Mizusawa et al., 2008)。4つの RSHは

それぞれ RSH1, RSH2, RSH3, CRSHと名付けられており、このうち RSH2と RSH3は極

めて相同性が高いことから（>~80%）パラログと考えられる。また、ppGpp の合成／分解

に関わるドメインは、RSH の N 末端側に保存されており、RSH1 は ppGpp の分解能のみ

をもち（合成活性に必要な Gly 残基が保存されていない）、RSH2/RSH3 は ppGpp の合成

能と分解能の両方を持つことが示唆されている(Masuda et al., 2008、Mizusawa et al., 

2008)。CRSH はカルシウムイオン存在下で ppGpp の合成活性のみ持つことが知られてい

る（Masuda et al., 2008）。以上のようなシロイヌナズナの RSH間のドメイン構造の違い

が、１）植物全体に保存されているのか、２）シロイヌナズナ特有の違いなのか、３）いつ

多様化したのか、については予測の域を出ず(Atkinson et al., 2011, Masuda, 2012)、植物

の RSHの由来についても議論は定まっていない。 

 これまでに、シロイヌナズナの RSH3 過剰発現体の解析が行われ、この変異体はペイル



グリーンの表現型を示すことや、栄養欠乏への耐性が上昇することが分かった。しかしなが

ら、植物細胞内の ppGppを定量する系が完全には確立されておらず、RSH3の過剰発現に

よって見られる表現型と ppGppの蓄積量との相関を調べることができていなかった。また、

先に報告された ppGpp の定量法では、約２０グラムという多量の植物サンプルを必要とす

るため、ppGpp蓄積の時間変化や、組織別に蓄積量を調べることが困難であった。 

 そのため本研究では、１）遺伝子構造やアミノ酸配列を基にした植物型RSHの系統解析、

２）質量分析計を用いた植物由来の ppGpp の新規定量法の確立、３）確立した定量系を用

いてシロイヌナズナの RSH3過剰発現体や ppGppを一過的に蓄積する組換え体の解析、を

行った。 

 その結果、バクテリアの RelA/SpoTホモログに保存されている TGSドメインは、すべ

ての植物種の RSH1ファミリーに保存されていることがわかった。またバクテリアの

RelA/SpoTホモログに見られる ACTドメインは、シアノホラを除く藻類の RSH1ファミ

リーに保存されていた。このことから、RSH1は他の RSHに比し比較的バクテリアの

RelA/SpoTホモログに近い構造をしていることがわかった。また系統解析の結果から、植

物の RSHはデイノコッカス・テルムス門を由来にすると考えられた。次に、固相抽出カ

ラムの使用や pHを 9-10に調整したジメチルヘキシルアミン水溶液を用いることで、LC-

MS/MSによる植物由来の ppGppの定量を新鮮重約 0.1 gから可能にした。この測定系を

用いることで、１）シロイヌナズナ葉緑体の ppGpp最大濃度は約 3 µM であること、

２）RSH3過剰発現体が示す表現型は ppGppの高蓄積が根本的な原因であること、３）

ppGppが細胞質ゾル内で高蓄積すると生育遅延を引き起こすことが分かった。これらのこ

とから、植物細胞が、デイノコッカス・テルムス門始原菌から獲得した RSHを、共生し

たシアノバクテリア（すなわち葉緑体）の制御システムとして進化させてきた様子を示す

と同時に、植物における ppGppの生理作用を初めて明らかにすることができた。 


