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第1章 
 

緒論 
 
地球の人口は、1900年は16億人であったのに対し、現在は、65億人を超える

まで増加しており、2050年には約90億人に達すると予測されている (FAOSTAT 
data, 2005)。この人口を賄う安定な食糧供給を行うためには、現在の穀物の収量

を1.7倍にする必要がある。その方法としては、農地面積の拡大や単位面積当た

りの収量の増加が考えられる。地球の全陸地面積135億 haのうち農地面積は約

50億 haであり、そのうち穀物やイモ類を生産する農地面積は15億 haである 
(FAOSTAT data, 2005)。農地を拡大するに十分な土地はあるが、開墾が期待され

る土地は半乾燥地が多く、その作業は容易ではない。また近年、自然・人為的

環境要因によって土壌が劣化し、地球の全陸地面積の約40％、農耕地の約70%が

乾燥地となっている (Edward, 1992)。乾燥は、穀物の生産量を制限する最も主要

なストレスであることから (Boyer, 1982)、単位面積当たりの収量を増加させる

のに大きな問題である。したがって、植物の乾燥応答機構を解析し、その耐性

能をを高めることができれば、食糧生産の増量に大きく貢献できると期待され

る。 
乾燥により植物は、植物体内の水分含量が低下すると、成長が阻害され、膨

圧が低下しやがて枯死に至る (Sinclair, 1983)。そのため、乾燥地で生育するよう

な植物は、生理的、形態的に適応している。例えばサボテンは、蒸散を抑える

ために葉を針状に小さくし、水分を貯えるために茎を太くするといった顕著な

形態変化により適応している (Mauseth, 2003)。また、サボテンはこのような形

態変化により非常に生育速度が遅くなるが、形態ではなく生理的な機構を発達

させ、乾燥に適応している植物もある。その例としては、光合成システムを発

展させたCAM植物が挙げられる。CAM植物は、昼は気孔を閉じ蒸散を抑え、夜

間に気孔を開き、二酸化炭素を取り込んで炭素固定を行う (Hopkins and Hüner, 
2004)。このような進化を通じて乾燥に適応した植物だけでなく、すべての植物

に共通した生理防御応答もある。すなわち、乾燥状態を感知した植物は、水分

の損失を防ぐために気孔を閉じ、蒸散を抑制するという生理的な応答である。

さらに乾燥が進行すると、細胞レベルで脱水条件に応答して親水性の低分子化

合物である適合溶質を細胞内に蓄積し、細胞を乾燥から保護するという、細胞

内代謝を光合成による物質生産からストレス防御物質の生合成に変換する応答

である (Hare et al., 1998)。 
これまでに適合溶質として、アミノ酸やアミノ酸誘導体であるプロリンやグ

リシンベタイン、糖や糖誘導体のマンニトール、トレハロースそしてフラクタ
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ンなどが知られている (Hare et al., 1998)。これらの機能としては、浸透圧調節、

膜の保護、タンパク質の保護、そして活性酸素の一種であるヒドロキシルラジ

カルの消去が報告されている (Hare et al., 1998)。これらの適合溶質の細胞内濃度

は、乾燥前は低く保たれており、乾燥に伴い急激に増加する。このことから、

その蓄積は代謝学的な応答としても興味深い。特に乾燥時の植物体は、気孔が

閉鎖すると、葉内への二酸化炭素の取り込みが激減する。その結果、炭素固定

が抑制され、乾燥時には新たに炭素骨格を得ることはできない。さらに、気孔

の閉鎖と土壌含水量の低下により、根から栄養成分を吸収することができず、

乾燥時の細胞内代謝は、限られた栄養源を用いて行われている。そのため、細

胞内構成成分の分解と再分配が、高度に調節されているのではないかと予測さ

れる。また再分配される代謝物が、いかに適合溶質生合成経路へ流れ込み、蓄

積に至るのかは非常に興味深い。解析が進んでいる適合溶質であるプロリン、

グリシンベタイン、そしてマンニトールでは、生合成の鍵酵素が同定されてお

り、生合成酵素の活性化や異化酵素の抑制により代謝の流れを大きく変動させ

て蓄積を達成している (Rontein et al., 2002; Nuccio et al., 1999; Hare et al., 1998)。
しかしながら、これらの適合溶質の研究において、適合溶質が蓄積するための

炭素もしくは窒素化合物がどのように供給されているかについてはほとんど解

析されていない。また、多量に適合溶質を蓄積したトランスジェニック植物の

生育が妨げられるという報告から(Maggio et al., 2002; Abebe et al., 2003)、適合溶

質を多量に生合成すればよいわけではなく、生態活動に適切な生合成量を制御

する必要がある。すなわち、乾燥下の炭素や窒素源が限られた植物において、

炭素や窒素源を分配する制御機構は、植物の生命活動を支える基盤であり、非

常に重要である。 
本研究室で解析している野生スイカ (Citrullus lanatus sp. No.101117-1)は、非常

にユニークな乾燥強光耐性機構を有する実験材料である。この野生スイカは、

アフリカ南部のカラハリ砂漠に自生しており、生育期間が3ヶ月の1年生植物で、

雨季に生育して乾季に結実する生活環である (Fig. 1-1A-D)。カラハリ砂漠の気

候を模倣した人工気象器内で野生スイカと栽培種スイカを生育させ、潅水停止

により乾燥ストレスを与えたところ、乾燥5日目で栽培種スイカは葉が萎凋し水

分を失っているのに対し、野生スイカは水分を保ち、葉の萎凋は観察されない

ことが明らかにされている (Fig. 1-2A-C)。またこの野生スイカは、サボテンの

ような顕著な形態変化による適応は見られず、水分消費量の多いC3型の光合成

機構を営んでいた (Miyake and Yokota, 2000; Yokota et al., 2002)。近年、さまざま

な作物において、遺伝子組成がきわめて似ている野生型と栽培型間のわずかな

遺伝子配列の違いが、形質に大きく影響していることが報告されている 
(Fridman et al., 2004, Li et al, 2005)。このことから野生スイカも、進化的にわずか
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な遺伝子の制御の違いにより乾燥強光に適応していると考えられる。 
 
 

 
 
 

 

 
 

 

Figure 1-1. アフリカ・ボツワナ共和国・カラハリ砂漠に自生する野生スイカ 
A. アフリカ大陸。ピンクでボツワナ共和国を示す。ボツワナ共和国周辺の黄土色で

示しているのがカラハリ砂漠  B. 野生スイカ  C. カラハリ砂漠の雨季の野生スイ

カ  D. カラハリ砂漠の乾季の野生スイカ 
6



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 1-2. 野生スイカと栽培スイカの水分保持能 
A. 野生スイカと栽培スイカの乾燥強光ストレスに伴う形態変化。生育条件は、明期16時
間/暗期8時間、温度35/25℃、湿度50/60％、光強度1000 µmol photons m-2 s-1である。潅水停

付与した。B. 乾燥強光に伴う野生スイカと栽培スイカの水分ポ

テンシャルの変化  C.乾燥強光に伴う野生スイカと栽培スイカの相対水分含量の変化。

(○)は野生スイカ、(□)は栽培スイカを示す。 
(中村, 2000より改変） 

止により乾燥ストレスを
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また、野生スイカの注目すべき点は、乾燥と強光との複合ストレス条件下に

おいて強い耐性能を示すところである。乾燥下の植物は、気孔を閉鎖により炭

素固定が停止するが、それまで炭素固定に使われていた光エネルギーが余剰と

なる。特に強光条件では、余剰光エネルギーが多量に発生し、植物を枯死させ

る活性酸素を産出する (Foyer et al., 1994; Apel and Hirt, 2004)。本研究室の解析か

ら野生スイカは、光合成が完全に停止して光エネルギーが余剰になるような条

件下でも、一般作物と異なり光傷害を受けず細胞内構造を保持しており (Fig. 
1-3A, B; Kawasaki et al., 2000; Yokota et al., 2002)、光傷害を回避または修復する能

力に優れている機構を持っていると予測された (Kawasaki et al., 2000)。実際に本

研究室のディファレンスディスプレイ法や二次元電気泳動により、さまざまな

光障害防御または回避機構に関わる遺伝子やタンパク質が単離された (Akashi 
et al., 2004; 吉田, 2006)。そしてそれらの因子の解析により、乾燥強光によりヒ

ドロキシルラジカルを消去するメタロチオネインの誘導されること (Akashi et 
al., 2004)、余剰光エネルギーの細胞外散逸機構 (Nanasato et al., 2005)、や葉緑体

ATP合成酵素ε サブユニットの解離による余剰エネルギー散逸機構が示唆され

ている (上妻, 2004)。 

Figure 1-3. 野生スイカの過酸化耐性 
A. 野生スイカ、キュウリそしてラディッシュの乾燥強光ストレスに伴う形態変化。生育

条件は、明期16時間/暗期8時間、温度35/25℃、湿度50/60％、 光強度1000 µmol photons m-2 
s-1である。潅水停止により乾燥ストレスを5日間付与した。野生スイカは、葉に水分を保

ち健全であるのに対して、キュウリやラディッシュは光傷害を受けている。B. 乾燥強光

ストレス時における土壌含水量と野生スイカの光合成活性。 (○)は乾燥強光ストレス及

び(●)は最潅水時の光合成速度、(□)は土壌含水量を示す。 
(Yokota et al., 2002; Kawasaki et al., 2000より改変） 
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野生スイカの乾燥強光に対する代謝適応を明らかにするために、野生スイカ

葉内の乾燥強光に伴う遊離アミノ酸濃度の変化の解析が行われた。その結果、

アルギニン生合成の中間体であるシトルリンが、乾燥強光8日目に乾燥前の50倍
にあたる25 µmol/gFWも蓄積することが明らかにされた (Fig. 1-4A; Kawasaki et 
al., 2000)。さらなる解析によりシトルリンは、細胞内の代謝を乱さない新規適合

溶質であり、既存の適合溶質の中で最も優れた活性酸素の一種ヒドロキシルラ

ジカル消去能を示すことが明らかにされた (Table 1-1; Akashi et al., 2001)。この

ことからシトルリンの蓄積は、野生スイカの乾燥強光耐性の一因を担っている

こと考えられる。また、シトルリンは一分子中に3窒素原子を含む高窒素化合物

であり、乾燥強光時の葉においてシトルリンが占める窒素量は、約75 µmol/gFW、

すなわち約1 mg/gFWに達する。一般的に植物の葉における窒素量は、3～8 
mg/gFWとされているので、乾燥強光時の野生スイカの葉のシトルリン占める窒

素量は、葉の全窒素含量の約10～30%まで蓄積すると見積もられる。乾燥強光時

の野生スイカは外来から栄養分を獲得することができないことから、これまで

の報告にないような大規模な窒素代謝の変動が起こっていると考えられた。 
 

Figure 1-4. 野生スイカ葉組織における

乾燥強光に伴う遊離アミノ酸濃度の変化

乾燥前、乾燥3日目は野生スイカ第3葉、

乾燥8日目は野生スイカ第4葉を解析し

た。赤で示すシトルリンが乾燥強光8日目

には乾燥前の50倍である約24 µg/FWま

で蓄積する。 
(Kawasaki et al., 2000より改変） 

 
 

 
Table 1-1. 適合溶質とヒドロキシルラ

ジカルの2次反応速度 
(Akashi et al., 2001より改変) 
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シトルリンを中間体に含むアルギニン生合成経路は、生物により非常に異な

っている (Fig. 1-5)。微生物では、主にタンパク質合成を行うためのアルギニン

を生合成する経路であり、その経路はフィードバック阻害や転写制御によって

高度に制御されていて、中間代謝産物が蓄積することはない。一方、動物にお

ける本経路は、肝臓において体内の窒素を排泄するために尿素を生合成するの

に重要であり、この経路においても中間代謝産物が蓄積することはない 
(Caldovic and Tuchman, 2003)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1-5. 植物におけるシトルリン代謝経路 
AGS, N-acetylglutamate synthase; AGK, N-acetylglutamate kinase; AGPR, 
N-acetylglutamate-5-phosphate reductase; AOAT, N-acetylornithine transaminase; AOD, 
N-acetylornithine deacetylase; GAT, glutamate N-acetyltransferase; CPS, carbamoylphosphate 
synthetase; OCT, ornithine carbamoyltransferase; ASS, Argininosuccinate synthetase; ASL, 
Argininosuccinate lyase 
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植物におけるアルギニン生合成経路の知見は、非常に断片的である 
(Thompson, 1960; Slocum, 2005)。経路を担う酵素遺伝子も同定されておらず、そ

の局在もほとんど明らかになっていない (Slocum, 2005)。野生スイカにおいては、

乾燥強光に伴い高蓄積するタンパク質Drought-induced polypeptide-1 (DRIP-1)が、

アセチルオルニチンを加水分解することでシトルリン生合成第5段階を担うバ

クテリアのN-acetylornithine deacetylase (AOD)と配列相同性を持つことが報告さ

れていた (Fig. 1-5; Kawasaki et al., 2000)。このことから、DRIP-1が生合成酵素と

してシトルリン蓄積に寄与することが想定される。しかしながら、DRIP-1の触

媒機能は未解明であり、シトルリン蓄積との関連も明らかになっていない。ま

た植物において、AODと同じくシトルリン生合成第5段階を触媒するアセチルオ

ルニチンのアセチル基をグルタミン酸に転移するglutamate N-acetyltransferase 
(GAT)の活性が検出されることが報告されている (Fig. 1-5; Morris and Thompson, 
1977)。野生スイカにおいてシトルリン生合成第5段階をDRIP-1とGATのどちらが

担うか明らかになっていない。 
そこで本研究では、ストレス時の乾燥強光耐性機構をもたらす代謝変動の制

御機構のモデルとして、乾燥強光時の野生スイカにおけるシトルリン蓄積機構

に注目した。第2章において、乾燥強光時のシトルリンの窒素源が、葉内の可溶

性タンパク質の約30%を占めるRuBisCOであると仮説を立て、検証した。次に第

3章において、シトルリン生合成第5段階を担う酵素を同定し、その酵素学的諸

性質から乾燥強光時の制御機構を考察した。第4章では、全11酵素からなるシト

ルリン代謝経路の迅速･簡便な酵素活性測定法を考案・確立し、乾燥強光におけ

る経路の全酵素活性の変動を解析することで、シトルリン蓄積の鍵酵素を明ら

かにした。そして同定した鍵酵素のうちの一つであるN-acetylglutamate kinase 
(AGK)と、細胞内の窒素量を制御するシグナルタンパク質であるPII proteinとの関

連について解析した。以上のことから、乾燥強光時の野生スイカにおけるシト

ルリン蓄積と窒素代謝を解析することで、栄養源の限られた植物体内での窒素

の供給と防御物質である適合溶質の生合成の高度な制御機構を考察した。 
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第2章 
乾燥強光時のシトルリン蓄積を担う窒素源の解析 

 
2-1. 序論 

 
一般に、乾燥ストレス状態の植物体は、気孔が閉鎖し根から水分を吸収で着

ないために、炭酸固定ならびに窒素栄養の吸収が妨げられる。さらに乾燥によ

り硝酸イオンをアンモニウムイオンに還元するnitrate reductase活性が低下する

ことから (Kaiser and Foyster, 1989; Foyer et al., 1998; Ferrario-Méry et al., 1998)、硝

酸イオンからの窒素供給も抑制されている。このことから、乾燥状態での植物

の代謝は限られた窒素源を有効に利用するために、これまでに光合成などの物

質生産に使われてきたタンパク質を分解して、防御応答を行うための代謝活動

に利用していると考えられる。 
植物は、さまざまな環境下において代謝を効果的に変換して適応している。

例えば、植物の老化や窒素飢餓状態における再分配は、生体内の物質の有効利

用の一例である (Gan and Amasino, 1997; Hörtensteiner and Feller, 2002)。このよう

な再分配では、それまで光合成により物質生産していた老化葉において、さま

ざまな分解酵素が発現し始め、細胞内の窒素の約75%が存在する葉緑体が分解さ

れる (Peoples and Dalling, 1988)。特に、葉緑体内のほとんどがRuBisCOであるた

め、おもにRuBisCOが分解される。そして、若葉や生殖器官がその分解産物を受

け取ることで、活発に代謝活動を行うことができる。これら一連の反応は、植

物体内の栄養分を有効に利用するために高度に制御された機構であり、アブシ

シン酸により促進され、サイトカイニンにより遅延するという植物ホルモンに

よる制御が報告されている  (Buchanan-Vollaston, 1997; Noodèn et al., 1997; 
Zeevaart and Creelman, 1988; Tadas et al., 1999; He et al., 2005)。 
野生スイカは、乾燥強光に伴いシトルリンを葉内に高濃度蓄積することが明

らかになっている (Fig. 2-1)。シトルリンは、1分子中に窒素を3原子含む高窒素

化合物であり、生合成には多くの窒素源が必要である。特に乾燥強光8日目の第

4葉におけるシトルリン中の窒素量は、約1 mg/gFWにも達する。また野生スイカ

は、葉内にシトルリンの次に分子中に窒素を4分子もつアルギニンも蓄積する。

乾燥強光8日目の第4葉におけるアルギニン中の窒素量は、約0.3 mg/gFWである。

乾燥強光時のシトルリンとアルギニンの占める窒素量は、葉の窒素量の30%程度

と見積もられ、非常に大きい値である。乾燥強光により、野生スイカには栄養

の供給が絶たれているために、シトルリンとアルギニンの生合成には、この植

物は何らかの生体内の物質を分解して再利用していると考えられる。これまで

に、乾燥などのストレスにより老化葉のタンパク質の分解が促進されるという
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報告がある (Gan and Amasino, 1997; Pic et al., 2002)。また、多くの乾燥応答性遺

伝子を制御するABAは老化を促進するシグナルである (Yang et al., 2002)。これ

らのことから、乾燥による物質生産から防御応答への代謝活動の変換は、老化

や窒素飢餓で見られる栄養源の不足を補うための代謝変換と類似の物質再利用

が起こっていると考えられる。そこで、乾燥強光時の野生スイカのシトルリン

の窒素源は、主に老化葉の主要タンパク質であるRuBisCOであるという仮説を考

えた。 
そこで仮説を検証するために、乾燥前ならびに乾燥強光1～8日目の野生スイ

カの葉の形態を観察し、すべての葉からシトルリン量とRuBisCO量を測定した。

この結果から、乾燥時の適合溶質生合成に必要な窒素の供給源を予測した。 
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2-2. 材料と方法 
 

2-2-1. 植物材料と栽培条件 
野生スイカ (Citrullus lanatus L. sp. No. 101117-1) をKawasaki et al (2000)の方

法を一部改変して栽培した。改変した点は、750 mLの紙ポットを用いたこと、

そして潅水時間を明期開始1時間後としたことである。播種後約3週間の第4葉が

完全展開した植物体をサンプルとして用いた。サンプリングは、それぞれの葉

の葉面温度と蒸散速度を測定した後に、葉を切断して重量を測定した。そして

葉一枚から3～5枚の65 mm2のリーフディスクを作成し、即座に液体窒素で凍結

し保管した。また葉面積は、葉の総重量とリーフディスクの平均重量から見積

もった。 
 

2-2-2. 蒸散速度と葉面温度の測定 
蒸散速度は、展開後の第4葉を用い、栽培条件と同じ35度、800 µmol photons m-2 s-1

の光条件下でporometer (type AP4; AT delta-T device, Cambridge, UK)により測定し

た。葉面温度は、thermometer (model AP-320, 0.25K-J1M1, Anritu meter, Tokyo)を
用いて測定した。これらの測定は、明期開始7時間後の午後3時に行った。なお

サーモグラフィーは、赤外線カメラ (TVS-8500, Nippon Avionics Ltd, Tokyo)によ

り撮影した。 
 

2-2-3. 野生スイカ葉からシトルリンの抽出 
 凍結したリーフディスクを冷やした1.5 mLチューブに入れ、50 mM 
HEPES-KOH (pH 7.6)を500 µL加えてマイクロドリルで破砕し、即座に50%(w/v)
のTCAを125 µL加えた。そして、再度すりつぶした後に、12000 gで3分間遠心分

離を行い、その上清からシトルリンを定量した。 
 
2-2-4. シトルリンの定量 
 シトルリンは、Feron反応により定量した (Boyde and Rahmatullah, 1980)。抽出

液100 µLに対して、chromogenic regent を900 µL加え、90℃で10分間インキュベ

ートし、530 nmの吸光度でシトルリン由来のcolor complexを定量した。

chromogenic regentは、チオセミカルバジドを1 mg含む0.5%(w/v)のジアセチルモ

ノキサム溶液と25%(v/v)の濃硫酸、20%(v/v)の濃リン酸、及び250 mg/LのFeCl3を

含む溶液を1:2で混合した溶液である。 
 
2-2-5. 野生スイカ葉からの可溶性タンパク質の抽出 
 凍結したリーフディスクを冷やした1.5 mLチューブに入れ、マイクロドリルで
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破砕した。この1.5 mLチューブに、50 mM potassium phosphate (pH 7.5)、5 mM DTT、
1 mM EDTAそして1 tablet/50 mL protein inhibitor cocktail tablets (Roche, Mannheim, 
Germany)からなる抽出bufferを50 µL加え、懸濁した。この細胞破砕液を４℃、

12000 gで20分間遠心分離を行い、上清をRuBisCO定量のためのSDS-PAGEサンプ

ルとした。タンパク質定量は、Bradford法 (Bradford, 1976)で行い、牛血清アルブ

ミンをスタンダードとして用いた。 
 
2-2-6. RuBisCOの定量法 
 野生スイカ葉のタンパク質抽出液とホウレンソウの精製RuBisCOを12.5％の

polyacrilamide gelで展開し、Coomassie Billiant Blue R-250により染色した。そし

てホウレンソウの精製RuBisCOをスタンダードとして、CS analyzer (ATTO, 
Amherst, NY)によりタンパク質量を見積もった。 
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2-3. 結果 
 
2-3-1. 野生スイカの各葉における乾燥強光に伴うシトルリン含量の変動 
 野生スイカの各葉におけるシトルリン濃度は、乾燥強光ストレスの進行に伴

いすべての葉において増加し、特に乾燥3日目から4日目にかけて最も大きな増

加を示していた (Fig. 2-1A)。最もシトルリンが高濃度に達したのは、第3葉であ

り約25 µmol/gFWと見積もられ、第1葉における最大シトルリン含量は、乾燥強

光4日目の7 µmol/gFW程度であった。一方、第2葉、第4葉そして第5葉における

最大シトルリン含量は、15 µmol/gFW前後の値であった。第1葉や第2葉は乾燥強

光に伴い新鮮重量が低下するので、葉内のシトルリン量が同じでも、新鮮重量

が低下しただけシトルリン濃度が高く見積もられてしまう。そこで葉1枚あたり

の総シトルリン含量を算出した (Table 2-1; Fig. 2-1B)。その結果、総シトルリン

含量が最も大きい値を示したのは、第3葉であり、続いて第4葉、第2葉、第5葉
そして第1葉の順番であった。第1葉と第2葉そして第5葉の総シトルリン含量は、

乾燥強光後期には減少傾向であった。 
 

Figure 2-1. 乾燥強光に伴

う野生スイカの各葉にお

けるシトルリン濃度と総

シトルリン量の変化 
A.乾燥強光に伴う野生ス

イカの各葉におけるシト

ルリン濃度の変化。B.乾
燥強光に伴う野生スイカ

の各葉における総シトル

リン量の変化。データは、

3個体の平均±標準誤差

を示した。 
(芳野, 2006より改変) 
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2-3-2. 野生スイカの各葉における乾燥強光に伴う形態変化 
 野生スイカの乾燥強光時のシトルリン蓄積のための窒素源を探索するために、

すべての葉組織をサンプリングし、その形態を観察した (Fig. 2-2B)。上位葉と

比較し下位葉ほど乾燥強光ストレス時に急速に黄化した。最も老化している第1
葉は、乾燥強光2日目には黄化が始まり、乾燥6日目には水分を失い葉が枯死し

てしまい、リーフディスクをサンプリングできなくなった。それに対して、第4
葉は、乾燥強光8日目でも水分を保持しており、若干黄化している程度であった。

次に、野生スイカの各葉における乾燥強光に伴う新鮮重量を測定した (Fig.2-3A)。
その結果、各葉の形態の観察結果と同じく、乾燥ストレスに伴い下位葉ほど新

鮮重量が著しく低下した。特に乾燥8日目の第1葉は、乾燥前と比較して約20%、

第2葉は約40%、第3葉は約80%に新鮮重量が低下していたのに対し、第4葉と第5
葉は乾燥前ほぼ同程度の新鮮重量を保っていた。同サンプルを用いて、各葉の

葉面積を測定した (Fig.2-3B)。各葉の葉面積の変化は、新鮮重量の変化と類似し

ていた。これらの結果から、乾燥強光により下位葉の老化が優先的に促進され

ていることが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A 

Figure 2-2. 乾燥強光ストレスを与えた野生スイ

カ葉のサンプリング 
A. サンプリングした野生スイカの葉の番号の

割り当て。老化葉である下位葉から若葉である

上位葉に順番に番号を振り当てた。B. 乾燥強光

に伴う野生スイカの各葉の形態変化 
B 
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Figure 2-3. 乾燥強光

に伴う野生スイカの各

葉における新鮮重量と

葉面積の変化 
A.乾燥強光に伴う野生

スイカの各葉における

新鮮重量の変化。B.乾
燥強光に伴う野生スイ

カの各葉における葉面

積の変化。データは、3
個体の平均±標準誤差

を示した。Fig. 2-1と同

じ植物体を用いて解析

した。 

 
2-3-3. 乾燥強光に対する野生スイカの各葉の応答 
 植物は、乾燥を感知して気孔を閉鎖し、蒸散を抑える。下位葉の新鮮重量の

低下は、上位葉と比べて気孔の閉鎖が不完全であり、蒸散により水分を失うこ

とで起こるという可能性が考えられた。そこで、乾燥ストレスに伴う野生スイ

カの各葉における蒸散速度の変動を解析した (Fig 2-4A)。乾燥前は、下位葉ほど

蒸散速度が遅い傾向が見られた。しかしながら乾燥強光2日には、すべての葉に

おいて蒸散速度が低下し、気孔が完全に閉鎖していることが示唆された。気孔

が閉鎖すると、蒸散速度が低下し、気化熱が減少することから、葉面温度が上

昇する。気孔の開度は、この葉面温度から見積もることもできる (Idso et al., 
1981; Cohen et al., 2005)。そこで蒸散速度を測定したすべての葉において、葉面

温度を測定した (Fig 2-4B)。その結果、蒸散速度の減少に伴い葉面温度が上昇し

ており、すべての葉において葉面温度上昇後の定常値は同程度であった (Fig. 
2-4, 5)。このことから、下位葉における新鮮重量の低下は、気孔の開度による水
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分損失の違いが原因ではないと考えられ、植物が積極的に下位葉の構成成分を

分解、転流していることが予測された。 

Figure 2-4. 乾燥強光に

伴う野生スイカの各葉に

おける蒸散速度と葉面温

度の変化 
A.乾燥強光に伴う野生ス

イカの各葉における蒸散

速度の変化。B.乾燥強光

に伴う野生スイカの各葉

における葉面温度の変

化。データは、3個体の平

均±標準誤差を示した。

Fig. 2-1と同じ植物体を

用いて解析した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2-5. 乾燥強光ストレスに

伴う野生スイカの葉面温度の上昇

 乾燥強光ストレス前後の野生ス

イカの形態とその植物体のサーモ

グラフィー。イメージ1と2は、そ

れぞれ乾燥前の野生スイカと、乾

燥強光ストレス5日目の野生スイ

カの写真。イメージ3と4は、イメ

ージ1と2の植物体のサーモグラフ

ィー。 
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2-3-4. 野生スイカの各葉における乾燥強光に伴うタンパク質量及びRuBisCO含

量の変動 
 乾燥強光時のシトルリン生合成の窒素源を探索するために、野生スイカの各

葉における乾燥強光に伴う可溶性タンパク質含量の変動を解析した )。
その結果、下位葉である第1葉や第2葉におけ

レスの進行に伴い減少していた。しかしなが

おけるタンパク質量は、乾燥8日目までほとん

乾燥強光時の野生スイカは、下位葉におけるタンパク質分解産物をもちいて、

植物体の生合成反応を行っていることが示唆された。次に乾燥強光時の野生ス

イカの各葉において、可溶性タンパク質の約 0 るRuBisCOを定量した 
(Fig. 2-6A)。その結果、すべての葉において、乾燥強光ストレスの進行に伴い

素量と増加したシトルリンの窒素量を比較した結果、分解された

 (Fig. 2-6A
タンパク質量は、乾燥強光スト

、上位葉である第4葉や第5葉に

変化しなかった。このことから

%を占め

る

ら

ど

3

RuBisCO量は減少していたが、下位葉ほどその減少が顕著であった。減少した

RuBisCO窒

RuBisCOの窒素量は増加したシトルリンの窒素量とほぼ同程度であった (Fig. 
2-7)。このことから、シトルリン生合成の窒素源の大部分は、RuBisCO分解産物

であることが示唆された。 

Figure 2-6. 乾燥強光に伴う

野生スイカの各葉における

タンパク質量とRuBisCO量

の変化 
A.乾燥強光に伴う野生スイ

カの各葉におけるタンパク

体の平均

質量の変化。B.乾燥強光に伴

う野生スイカの各葉におけ

るRuBisCO量の変化。データ

は、3個 ±標準誤差

を示した。Fig. 2-1と同じ植物

体を用いて解析した。 
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Figure 2-7. 乾燥強光に伴う野生スイカの各葉におけるシトルリンの窒素含量とRuBisCO

の窒素含量の変化 

(●)がシトルリンに含まれる窒素量、(○)がRuBisCOに含まれる窒素量。 
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2-4. 考察 

 本章の実験から、野生スイカは けると、すべての葉が同様に気

を閉鎖し乾燥に応答していたにもかかわらず、上位葉では新鮮重量が一定で

、第5葉を除いたすべての葉におい

て

)、上位葉と重なっていないことか

ら

 
乾燥強光を受

孔

あるのに対して、下位葉の新鮮重量が低下することが明らかになった。そして

その下位葉ほど、タンパク質含量の低下が激しく、シトルリンの蓄積も小さか

った。それに対して上位葉はタンパク質含量の低下が小さいにもかかわらず、

高濃度のシトルリンを蓄積していた。このことから乾燥強光時の野生スイカは、

下位葉の構成成分を分解して得られた炭素及び窒素を利用し、シトルリンの生

合成反応を行っていると考えられる。今回観察された老化葉における分解産物

を、若葉へ運ぶという物質移動は、老化などでみられる物質移動と類似してい

た (Gan and Amasino, 1997; Hörtensteiner and Feller, 2002)。このことから、乾燥強

光時の老化葉の枯死は、ストレスによる傷害の結果ではなく、高度に制御され

たプログラム細胞死であると考えられる。 
葉のタンパク質量におけるRuBisCO量は、第5葉では約20%であったが、その

他の葉では、約30%であった。しかしながら

乾燥強光ストレスの進行に伴うRuBisCOの減少量は、タンパク質の減少量の約

50％を占めていた (Fig. 2-6)。このことからRuBisCOは、乾燥強光下で優先的に

分解される主要なタンパク質であると考えられる。RuBisCOに含まれる窒素量は、

分子量の約17％と見積もられることから、RuBisCOから供給される窒素量はシト

ルリンが定常値に達する乾燥強光5日目には植物体あたり約2.5 mgと産出された。

このときのタンパク質の分解による窒素量が植物体当たり約4.3 mgと算出され、

約60%がRuBisCOにより担われてことが明らかになった。このときの増加したシ

トルリンが含む窒素量は、植物体あたり約2.7 mgであり、RuBisCOの分解による

窒素だけでシトルリン生合成をほぼ賄うことができると考えられる。野生スイ

カは、乾燥強光時にアルギニンも蓄積すること、そして植物は水ストレスによ

りアンモニアを蓄積するという報告があることから、その他の窒素源はこれら

の化合物に用いられている可能性が考えられる (Lawlor and Cornic, 2002)。また

今回の実験では、茎や根のシトルリン量を測定しておらず、葉以外の器官に窒

素が用いられている可能性も考えられる。 
シトルリン含量が最も高かったのは第3葉であった (Fig. 2-1A)。第3葉は葉面

積が一番大きい完全展開葉であり (Fig. 2-3B
光を最も捕捉する器官である (Fig. 2-2A)。このことから、最も活性酸素が発

生しやすい器官であると予測され、シトルリンが高濃度蓄積していることは合

理的であると考えられる。しかしながら、第3葉と同じく光を捕捉しやすい第4
葉は、第3葉ほどシトルリンを蓄積していなかった。シトルリン生合成の炭素及
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び窒素源となるタンパク質の分解が下位葉ほど盛んに起こっていることから、

第3葉においてタンパク質分解による基質の供給とシトルリン生合成のバラン

スが最もシトルリン蓄積に適していたのかもしれない。 
乾燥前の植物体において、下位葉ほど蒸散速度が低かった (Fig. 2-3A)。これ

までに、葉が影になることにより光合成が抑制され、蒸散速度が低下すること

が

分は、無機

態

明らかになっている (Rousseaux et al.,1996)。このことかから、下位葉が上位

葉により光を遮られた結果、蒸散速度が低下していたのかもしれない。このよ

うな蒸散速度が低下した葉は、黄化が進行すると報告されている (Gan and 
Amasino, 1997)。しかしながら、コントロールとして乾燥強光を与えずに8日間

生育させた野生スイカは、下位葉の黄化は認められなかった。このことから下

位葉の黄化は、乾燥強光ストレスにより促進されたと考えられる。 
スイカの果実の生育は、窒素栄養状態に大きく左右されることが知られてお

り (Hegde, 1988)、野生スイカが生育しているカラハリ砂漠の土壌成

窒素が乏しい (Doudill et al., 1998)。従って、野生スイカにとって窒素成分は、

子孫を残すために非常に大切な栄養源であると考えられる。今回の結果から、

乾燥強光下の野生スイカは、光合成が停止することで使用しなくなったRuBisCO
をはじめとするタンパク質を、上位葉の影になって生産性が見込めない老化葉

において分解する。そして、その分解産物を上位葉に転流して、最も光条件が

厳しく活性酸素が産出しやすい上位葉において、ヒドロキシルラジカルとの反

応性の高いシトルリンを生合成するということが考えられた。この応答は、乾

燥強光の限られた窒素源を、物質生産から防御反応に適切に変換するという非

常に優れた耐性機構であると考えられる。 
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第3章 
 

シトルリン生合成第 を担う酵素の同定 

 
第2章において、乾燥強光時に野 蓄積するシトルリンは、RuBisCO
分解産物であることが予測された。タンパク質は分解されると、一般的にグ

ル

る微生物において、シトルリン生合成は6段階の反応から成る (Fig. 1-5)。
ま

5段階

 
3-1. 序論 

生スイカに

の

タミンやグルタミン酸となり転流することが知られている。グルタミン酸は

数多くの代謝産物の出発物質であり、その中のひとつであるシトルリンが特異

的に蓄積していることから、グルタミン酸からシトルリン代謝経路への流量が

極めて増大していると考えられる。これまでに適合溶質の蓄積機構解析には、

まずそれらの生合成経路が決定され、そしてその知見に基づいて蓄積機構の解

析が行われている (Delauney and Verma, 1993; Hanson AD and Hitz, 1982; Stoop et 
al., 1996)。それに対して、植物におけるシトルリン生合成経路は明らかになって

いないことから (Thompson, 1960; Slocum, 2005)、野生スイカにおけるシトルリ

ン蓄積機構を明らかにするためには、その代謝経路を明らかにする必要があっ

た。 
シトルリンを中間代謝産物とするアルギニン生合成経路の解析が盛んに行わ

れてい

ず、グルタミン酸をアセチル化し、アセチルグルタミン酸となる。その後ア

セチルグルタミン酸が、リン酸化、還元、アミノ基転移の3反応によりアセチル

オルニチンに変換する。そして生合成第5段階の反応として、アセチルオルニチ

ンが脱アセチル化反応によりオルニチンに変換し、最終段階においてオルニチ

ンがカルバモイル化されシトルリンが生合成される。この生合成経路第5段階は、

微生物によって異なる2つの酵素が触媒している。ひとつは、アセチルオルニチ

ンのアセチル基を加水分解することでオルニチンと酢酸を生成する

N-acetylornithine deacetylase (AOD)であり (Vogel and Bonner, 1956)、大腸菌などに

見られる。第5段階をAODが担う経路はリニアー経路と呼ばれ (Fig. 1-5)、この

経路は、第一段階を担うN-acetylglutamate synthase (AGS)がアルギニンによりフ

ィードバック阻害を受けることで制御されている (Leisinger and Hass, 1975)。も

うひとつの酵素は、アセチルオルニチンのアセチル基をグルタミン酸に転移す

ることでアセチルグルタミン酸とオルニチンを生成し、経路の第1、第5両段階

を触媒するglutamate N-acetyltransferase (GAT)であり、酵母や枯草菌において機能

している。第5段階をGATが担う経路は、アセチルオルニチンのアセチル基を再

利用しアセチルグルタミン酸を生合成することから、アセチルリサイクル経路

 24



と呼ばれている (Sakanyan et al., 1992; Liu et al., 1995; Fig. 1-5)。アセチルリサイ

クル経路は、AGSだけでなく経路の第2段階を担うN-acetylglutamate kinase (AGK)
もアルギニンによりフィードバック阻害を受ける (Pauwels et al., 2003)。さらに

GATもアルギニンにより弱いながらもフィードバック阻害を受ける (Baetens et 
al.,1998)。このように、アセチルリサイクル経路には、経路への流量を決定する

初発段階を担う酵素がAGSとGATの2酵素存在するため、その制御機構はリニア

ー経路と異なっている。 
一方、植物におけるシトルリン生合成第5段階を担う酵素に関しては、シロイ

ヌナズナやイネにおけるゲノム解析から、AODとGATの両相同酵素遺伝子が存

在

5段階を担う酵素を同定することで、植物における

シ

 
 

することが明らかにされている  (Arabidopsis Genome Initiative, 2000; 
International Rice Genome Sequencing Project, 2005)。またこれまでに野生スイカの

シトルリン蓄積機構に関連する知見として、野生スイカは葉内に乾燥強光スト

レスに伴い新規タンパク質Drought-induced polypeptide-1 (DRIP-1)が全可溶性タ

ンパク質の約4％まで蓄積することが報告されていた (Kawasaki et al., 2000; Fig. 
3-1)。DRIP-1は、大腸菌のAODと20.4％の相同性を示し、AOD活性に必要な金属

イオンを結合する残基をすべて保存している (Fig. 3-2)。このことからDRIP-1は
AODとして機能し、シトルリン蓄積に寄与することが想定される。しかしなが

ら、DRIP-1の触媒特性は決定されておらず、DRIP-1とシトルリン蓄積との関連

は明らかになっていない。 
そこで本章では、野生スイカのシトルリン蓄積機構を明らかにする足がかり

として、シトルリン生合成第

トルリン代謝経路を明らかにした。次にこの段階を担う酵素が、シトルリン

蓄積時にどのように制御されているのか明らかにすることとした。 
 

 

Figure 3-1. 乾燥強光により誘導されるDRIP-1
A. 乾燥前後の野生スイカの葉から抽出した可溶性タンパク質の二次元電気泳動。

タンパク質 
一次元

6で等電点電気泳動を行い、 は12.5%のSDS-PAGEで展開した。B. 乾
 

目はpH4から 2次元目

燥強光に伴う野生スイカの第4葉におけるDRIP-1遺伝子の発現解析

(Kawasaki et al., 2000, Yokota et al., 2002より改変) 
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Figur st
discoideumのArgE (Dic-ArgE, accession number P54638)、そして大腸菌Escherichia c liの

rg, EP23906)

。 

elium e 3-2. 野生スイカDRIP-1 (accession number AB036420) 、細胞性粘菌Dictyo
o

ArgE (Eco-A  の推定アミノ酸配列のアライメント 
同一アミノ酸を黒、類似アミノ酸を灰色で表した。金属イオンを結合する残基を で示し

た (Javid-Majd et al., 2000)。下線は、メタロペプチダーゼを含むArgE/DapE/CPGファミリ

ーに保存されたアミノ酸配列である (Biagini and Puigserver, 2001)
(Kawasaki et al., 2000より改変) 
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3-2. 材料と方法 
 
3-2-1. 試薬 

N-acetylornithineはSigma (St. Louis, MO)で購入し、その他の試薬はNakalai 
)より購入した。 

2-2-1と同様の条件で 野生スイカを栽培、サンプリングした。また、GATタン

35℃の実験温室にて2004年の6月から8月までの2ヶ

AOD及びGAT活性は、両酵素反応の生成物であるornithineをninhydrinで発色さ

56 and Liu et al, 1995)。AOD活性測定の反応溶液

大腸菌のAOD欠損株 (JW3929)は、大腸菌BW25113 (lacIq rrnBT14 ∆lacZWJ16 
BADLD79)由来であり、KO collection (Systematic Knock 

DRIP-1遺伝子を用いた相補試験 
相補試験には2種類のベクターを用いた。一つは、DRIP-1 cDNAの全長を

下流のEcoRI-XhoI

 

(Kyoto, Japan
 
3-2-2. 植物材料と栽培条件 
 

パク質の精製には、気温25～
月間栽培した植物体をサンプルとして用いた。 
 
3-2-3. AOD、及びGAT活性測定 
 

せ測定した (Vogel and Bonner, 19
は、100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0)、10 mM N-acetylornithine、そし

て0.5 mM CoCl2またはZnCl2に酵素溶液を加え、終量を200 µLとした。一方、GAT
活性測定の反応溶液は、100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0)、10 mM 

N-acetylornithine、そして10 mM glutamateに酵素溶液を加え、終量を200 µLとし

た。それぞれの反応開始は、N-acetylornithineの添加により行い、反応停止は、

0.4 M citrateと2-methoxyethanolに1％ ninhydrinを溶解させたninhydrin溶液を1：2
で混合したninhydrin試薬を600 µL加えることで行った。酵素反応停止後、90度で

10分間反応し、溶液が室温になるまで放置した後、4 M NaOHを200 µL加え、470 
nmの吸光度を測定した。検量線は、酵素を除いた反応溶液に20、40、60、80、
100 nmolのornithineを加えた溶液を用いて作成した。AOD、GATともに、1 unit
は1分間に1 µmolのornithineを生成する酵素量と定義した。 
 
3-2-4. 大腸菌AOD欠損株 
 

hsdR514 ∆araBADAH33 ∆rha
Out strain of E. coli K-12; GenoBase: http://ecoli.aist-nara.ac.jp/GB5/search.jsp)から分

譲を受けた (Mori, 2004)。 
 
3-2-5. 大腸菌AOD欠損株の

 

pBluescript II SK- (Stratagene, La Jolla, CA)のT3プロモーターの

部位に挿入した。もう一方は、DRIP-1 cDNAの全長をpSE380 (Invitrogen, Carlsbad, 
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CA)のlacリプレッサーにより制御される強力なプロモーターであるtrcプロモー

ターの下流のEcoRI-XhoI部位に挿入した。そして大腸菌AOD欠損株に2種類のプ

ラスミドベクターもしくはDRIP-1 cDNAを保持したプラスミドをそれぞれ導入

した。作製した4種類の大腸菌を、0.1 mM IPTGの有無ならびに10 mM arginine有
無の4種類のM9最小培地で37℃、2日間生育させた。 
 
3-2-6. DRIP-1タンパク質の精製 

以下のすべての作業は4℃で行い、カラムクロマトグラフィーはFPLC system 
Sweden)を用いた。乾燥強光ストレス3日目の野

SDS-PAGEで展開したタンパク質をPVDF膜  (Sequi-Blot PVDF membrane; 
ング装置 (NA-1512, Nihon-Eido, Tokyo)を用

 

(Amersham Biosciences, Uppsala, 
生スイカの生葉100 gに100 mM potassium phosphate buffer (pH 8.0)、1 mM DTT、
10 mM β-mercaptoethanol、1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、そして1% 
(w/v) polyvinylpolypyrrolidoneを含む抽出buffer100 mLを加え、ミキサーで破砕し、

ガーゼで濾した。得られた細胞破砕液は、12,000 gで30分間遠心分離を行い、上

清を得た。以下断りがない限り、遠心分離は同条件で行った。この上清を65℃
で10分間撹拌しながら熱処理を行い、その後氷上で4度まで冷却し、遠心分離を

行った。以下3種のカラムクロマトグラフィーにより精製を行い、DRIP-1抗体で

DRIP-1タンパク質が検出されるフラクションを次の精製ステップに用いた。先

ほど得られた上清を 5 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) 、 10 mM 
β-mercaptoethanol、1 mM DTT、そして20% (v/v) glycerolからなるbuffer Aで平衡

化したSephadex G-25 column (5 cm i.d. × 20 cm)で脱塩及びbuffer交換を行った。次

に得られたタンパク質溶液をbuffer Aで平衡化したhydroxyapatite column (1.6 cm 
i.d. × 10 cm; Bio-Rad, Hercules, CA)に供し、5から50 mMの濃度勾配のpotassium 
phosphateで分離、溶出した。得られたDRIP-1画分を回収し、終濃度1 Mとなるよ

うに硫酸アンモニウムを加え、50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0)、10 mM 
β-mercaptoethanol、1 mM DTT、20% (v/v) glycerol、そして1 M (NH4)2SO4で平衡

化したButyl-Sepharose Fast Flow column (1.6 cm i.d. ×10 cm; Amersham Bioscience)
に供した。1から0 Mの濃度勾配の硫酸アンモニウムで溶出を行い、DRIP-1タン

パク質が検出された画分を集めた。そしてその画分を50 mM potassium phosphate 
buffer (pH 7.0)、10 mM β-mercaptoethanol、1 mM DTT、そして20% (v/v) glycerol
で平衡化したSephadex 200 column (1.6 cm i.d. × 60 cm; Amersham Bioscience)に供

し、展開した。得られたDRIP-1画分を12.5％のpolyacrilamide gelで展開し、

Coomassie Brilliant Blue R-250により染色した。 
 
3-2-7. ウェスタンブロッティング 
 

Bio-Rad)にセミドライ式ブロッティ
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いて転写した。そして抗体染色には、DRIP-1抗体 (Yokota et al, 2002)を500倍希

釈で用い、その後二次抗体としてgoat anti-rabbit IgG peroxidase conjugate 
(Funakoshi, Tokyo)を1000倍希釈で用いた。検出は、Immunostaining HPR-1000 kit 
(Konica, Tokyo)で付属のプロトコールに従い行った。 
 
3-2-8. GAT酵素の精製 

以下のすべての作業は4℃で行い、FPLC systemならびに遠心分離の条件は、

った。野生スイカの葉300 gに100 mM potassium phosphate 
 

3-2-6と同様の条件で行

buffer (pH 8.0)、1 mM EDTA、10 mM β-mercaptoethanol、1 mM PMSF、そして1% 
(w/v) polyvinylpolypyrrolidoneからなる抽出buffer300 mL中にて、ミキサーによっ

て破砕した。その抽出液を6層に重ねたガーゼで濾し、遠心分離を行った。得ら

れた上清に終濃度10 mMとなるようにN-acetylornithineを加え、70℃で10分間撹拌

しながら熱処理を行った。そして氷上で4度まで冷却した後に、遠心分離を行っ

た。その後、得られた上清に20%飽和濃度となるように硫酸アンモニウムを加え

て、氷上で30分間ゆっくりと撹拌し、遠心分離を行った。その上清を20 mM 
potassium phosphate buffer (pH 7.0)、1 mM EDTA、10 mM β-mercaptoethanol、1 mM 
DTT、20% (v/v) glycerol、そして20% saturation of (NH4)2SO4で平衡化した

Butyl-Sepharose Fast Flow column (1.6 cm i.d. ×10 cm; Amersham Bioscience)に供し

た。30%から0%の濃度勾配の飽和硫酸アンモニウム濃度で溶出を行い、活性が

検出された画分を集めた。そしてその画分を5 mM potassium phosphate buffer (pH 
8.0)、1 mM EDTA、10 mM β-mercaptoethanol、1 mM DTT、そして20% (v/v) glycerol
からなるbuffer Aで平衡化したSephadex G-25 column (5 cm i.d. × 20 cm)で脱塩及

びbuffer交換を行った。次に得られたタンパク質溶液を、buffer Aで平衡化した

Mono Q HR column (0.5 cm i.d. × 5 cm; Amersham Bioscience)に供した。そして0か
ら200 mMの濃度勾配の KClで溶出を行い、活性が検出された画分を集め、

Centriplus YM-10 (Amicon, Bevery, MA)で1 mLまで濃縮した。次に20 mM 
potassium phosphate buffer (pH 7.0)、1 mM EDTA、10 mM β-mercaptoethanol、1 mM 
DTT、150 mM KCl、そして20% (v/v) glycerolで平衡化したSephadex 200 column 
(1.6 cm i.d. × 60 cm; Amersham Bioscience)に供し、展開した。得られた活性画分

をbuffer Aで平衡化したMono Q HR column (0.5 cm i.d. × 5 cm; Amersham 
Bioscience)とMono S HR column (0.5 cm i.d. × 5 cm; Amersham Bioscience)に供し

たところ、活性画分は素通り画分に検出された。この溶液を5 mM potassium 
phosphate buffer (pH 7.0)、10 mM β-mercaptoethanol、1 mM DTT、そして20% (v/v) 
glycerolからなるbuffer Bで平衡化したSephadex G-25 column (1.6 cm i.d. × 10 cm)
に供し、buffer置換を行った。そしてbuffer Bで平衡化したhydroxyapatite column 
(0.7 cm i.d. × 5.2 cm; Bio-Rad)に供し、5～100 mMのpotassium phosphateで分離、溶
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出した。得られた活性画分を12.5％のpolyacrylamide gelで展開し、市販の銀染色

キット(Daiichikagaku Chemical, Osaka, Japan)を用いて染色した。タンパク質定量

は、Bradford法 (Bradford, 1976)で行い、牛血清アルブミンをスタンダードとして

用いた。 
 
3-2-9. N末端アミノ酸配列の解読 

3-2-7と同様の方法でタンパク質をPVDF膜に転写した。転写したタンパク質を

タンパク質が転写されている部分を切り取っ

乾燥強光ストレス1日目の野生スイカの葉3 gからTRIzol (Invitrogen, Carlsbad, 
調整した。そしてmRNA purification kit (Amersham 

ATC-3’ 

5bを用いた。

GC-3’)

tr

 

Coomassie Brilliant R-250で染色し、

た。このメンブレンをサンプルとしてautomated protein sequencer (Model 492, 
Applied Biosystems, Foster City, CA)によりアミノ酸配列を解読した。 
 
3-2-10. GAT遺伝子の単離 
 

CA)を使用してtotal RNAを

Bioscience)によりtotal RNAからmRNAを単離した。このmRNAからMarathon 
cDNA Amplification Kit (Clontech, Palo Alto, CA)を用いてcDNA libraryを作製し、

5’-RACE法によるGAT遺伝子の単離に用いた。また3’-RACEは、First-Strand cDNA 
Synthesis Kit (Amersham bioscience)を使用し、NotI-d(T)18 bifunctional primer 
(5,-TAACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAAT(18)-3’)により作製した一本鎖

cDNAを用いて行った。そのためのprimerは、Genbankに登録されていた酵母GAT
と相同性を示す栽培種スイカのEST clone (accession number AI563351)から作製

した。作製したGAT特異的なprimerは、以下の4本である。 
 CLGAT5a 5’-GGCATCAACATCACAAGCAACAAGTGCAAG-3’  
  CLGAT5b 5’-TCCTCCATCAATCTGCTTCCATGGACC
  CLGAT3a 5’-GCTGTGGCTACGAATGAGGCCGCC-3’ 
  CLGAT3b 5’-AAGGGAGAGAAACCTGACCTTGCACTTG-3’ 
5’-RACEは、first PCRにCLGAT5aを用い、second PCRにCLGAT
3’-RACEには、first PCRにNot1 primer (5’-AACTGGAAGAATTCGCGGCC
と CLGAT3a を 用 い 、 second PCR に は Not2 primer 
(5’-GAAGAATTCGCGGCCGCAGG-3’)とCLGAT3bを用いて行った。これらRACE
法により得られた遺伝子断片は、plasmid vector pBC (S atagene, La Jolla, CA)にク

ローニングした。そして目的の遺伝子の塩基配列をBigDye Terminator Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用いてDNA sequencer (model 3100, Applied 
Biosystems)により決定した。 
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3-2-11. サザンブロッティング 
ゲノムDNAは、以前報告されている方法 (Akashi et al, 2004)に従い、野生スイ

A10 µgを制限酵素BamHI、EcoRI、EcoRV、HindIII、

GAT遺伝子の葉緑体移行シグナルと予測される配列（N末端側26アミノ酸）を

あるpTH2XA (Kohchi et al, 

、発現コンスト

クトの作製 

らPCRで増幅した。酵母GAT (ScGAT)遺伝子は、酵母のゲノムDNA

 

カの葉から調整した。ゲノムDN
そしてXhoIで切断した。そのDNA溶液を0.8%のアガロースゲルを用いて電気泳

動し、展開したDNAをHybond N+ membranes (Amersham Bioscience)に転写した。

Probeは、CLGAT3b and CLGAT3c (5’-GGTACTCGTATCCCCATCCACCG-3’)によ

るPCRで得られたGAT遺伝子の中央部の615 bpの断片を用いた。増幅したPCR産
物は、MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN, Valencia, CA)により精製し、probeの
放射ラベルはPrime-It II Random primer Labeling Kit (Stratagene)により行った。ハ

イブリダイゼーションは定法に従い行った (Sambrook et al, 1989)。 
 
3-2-12. GFP融合タンパク質を用いた細胞内局在解析 
 

PCRで増幅し、green fluorescent protein (GFP) vectorで
2001)にクローニングした。そのコンストラクトは、推定の葉緑体移行シグナル

の塩基配列とGFPの5’末端を連結し、カリフラワーモザイクウィルス35Sプロモ

ーター下で融合タンパク質が発現するように設計した。このplasmid (1 µg)を
bombardment (PDS-1000/He apparatus, Bio-Rad)によりタバコの葉に導入した。そ

して暗所、室温で一晩インキュベートした後、そのGFPの蛍光をconfocal 
microscopy (LSM510, Carl Zeiss, Jena, Germany)にて観察した。 
 
3-2-13. 野生スイカ、シロイヌナズナ、酵母のGAT遺伝子の単離

ラ

 野生スイカGAT (CLGAT)、シロイヌナズナGAT (AtGAT)遺伝子は、それぞれの

cDNA libraryか
から増幅した。CLGATとAtGATは、葉緑体移行シグナルを、またScGATはミト

コンドリア移行シグナルをそれぞれ除くようなprimerを設計した。それぞれの

primerは次のとおりである。 
 CLGAT  forward 5’-GGAATTCCATATGGTGGCTACGAATGAGGC-3’  
  reverse 5’- CCGCTCGAGTGATAATTTATTCTGTTGTAG-3’ 
  AtGAT forward 5’-GGAATTCCATATGGCAACTACCGTCGAGGA-3’ 
   reverse 5’-ACGCGTCGACAGTTCTATGAGGTGTACTCA-3’ 
  ScGAT forward 5’-AATTGGCCATATGCAACGCTCGAAGCAGCT-3’ 
   reverse  5’-CCGCTCGAGTTCTGTGCGTTTATATAACCA-3’  
下線は、PCR産物のクローニングに利用するために新たに導入した制限酵素配列

。for XhoI切である wardにはすべてNdeI切断配列、reverseはCLGATとScGATには
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断配列を、AtGATにはSalI切断配列を導入した。得られたGAT遺伝子は、N末端

側にintein-chitin binding domainが融合するように、open reading frameをpTYB12 
vector (New England Biolabs Inc, Beverly, MA)のNdeIとXhoIもしくはSalIの制限酵

素配列を利用して挿入した。配列の確認は、3-2-10で述べたのと同様の方法で行

った。 
 
大腸菌におけるリコンビナントCLGAT、AtGAT、ScGATの発現、精製 

pTYB12-CLGAT、AtGAT、そしてScGATを大腸菌ER2566 (New England Biolabs 
linを含

 

Inc)に導入した。そして、これらの形質転換大腸菌を100 µg/mLのAmpici
むLB培地において生育温度37℃で600 nmの吸光度が0.6になるまで生育させた。

その後、生育温度を15度に下げ、続いて0.3 mM IPTGを加えタンパク質発現を開

始させ一晩培養した。培養した大腸菌を8,000 g、30分間の遠心分離により集菌

し、50 mM Tris-HCl, (pH 8.0)、2 M NaCl、1 mM EDTAからなるbufferAに懸濁し、

超音波破砕を行った。細胞懸濁液を8,000 gで30分間の遠心分離を行い、得られ

た上清を抽出bufferで平衡化したchitin beads (New England Biolabs Inc)に供した。

その後、20 bed volumeの10 mM N-acetylornithineをbufferAに加えたbufferBで、カ

ラムを洗浄した。そして50 mM DTTをbufferBに加えたbufferCで置換し、室温で

16時間放置した。そしてInteinから切断されたGATは、bufferAで溶出した。この

タンパク質溶液は、Centriplus YM-10で1 mLまで濃縮した。そして20 mM 
potassium phosphate (pH 7.5)、1 mM DTT、1 mM EDTA、そして20%(w/v) glycerol
からなるbufferで平衡化したゲルろ過カラムクロマトグラフィーSephadex 200に
供し、分離・精製を行った。 
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3-3. 結果 

3-3-1野生スイカのシトルリン生合 担う酵素 
シトルリン生合成経路において、N-acetylornithineはAODもしくはGATにより

つの酵素がどのように

の葉粗抽出液から検出され

 
成第5段階を

 

ornithineへと変換されると考えられた (Fig. 1-5)。これら2
シトルリン生合成に関与しているか明らかにするために、野生スイカの葉抽出

液において両酵素の活性を測定した。その結果AOD活性は、乾燥前後、及びAOD
ホモログのDRIP-1の発現の有無に関わらず、検出限界以下 (<0.02 nmol·min-1·mg 
protein-1)であった (Fig. 3-3A, B)。細菌のAODは、活性にコバルトや亜鉛などの

二価の金属イオンにより活性化される (Javid-Majd and Blanchard, 2000)。しかし

ながら、コバルトや亜鉛イオンを反応溶液に添加しても、野生スイカの葉から

はAOD活性は検出されなかった。

またポジティブコントロールとし

て、大腸菌の粗抽出液を用いて

AOD活性を測定したところ、2.8 
µmol·min-1·mg protein-1の活性が検

出 さ れ 、 報 告 さ れ て い る 2.5 
µmol·min-1·mg protein-1と同程度で

あった (Vogel and Bonner, 1956)。
このことから、AODの活性測定法

は妥当であり、野生スイカの葉か

らAOD活性が検出されないのは活

性測定法が原因ではないと判断し

た。 
 それに対して、GAT活性は、野生

スイカ

Figure 3-3. 乾燥強光に伴う野生スイカ葉にお

けるGATおよびAOD活性、ならびにDRIP-1タ

た (Fig. 3-3A)。その比活性は3.2 
nmol·min-1·mg protein-1であり、乾燥

強光ストレスが付与されても変化

しなかった (Fig. 3-3A)。またGAT
活性は乾燥強光ストレスに伴い活

性を変化させないのに対して、

DRIP-1タンパク質は乾燥強光によ

り誘導されることから、GAT活性

とDRIP-1タンパク質量の挙動は一

致しなかった (Fig. 3-3B)。 

ンパク質蓄積量の変

A. 乾燥強光に伴うGAT (◇)ならびにAOD活性

(■)。データは、3個体の平均±標準偏差を示

化 
 

した。B. 乾燥強光に伴うDRIP-1タンパク質の

Western blot。乾燥前 (0 day)、乾燥強光ストレ

ス1、2、3、5日目の野生スイカ第4葉から抽出

した可溶性タンパク質 (20 µg)をSDS-PAGEで
展開し、DRIP-1抗体で検出した。 
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3-3-2. DRIP-1タンパク質はAOD活性を持つのか？ 
 乾燥強光ストレスを受けた野生スイカの葉はDRIP-1が発現しているにもかか

補試験を行った。DRIP-1

 

わらず、AOD活性は検出されなかったことから、DRIP-1はAOD活性を持たない

ことが示唆された。実際にDRIP-1がAOD活性を持つかどうか明らかにするため

に、リコンビナントDRIP-1を用いた解析を行った。 
 まず、DRIP-1 cDNAを用いて大腸菌AOD欠損株の相

遺伝子の発現には、プロモーターの異なる2種類の発現ベクターを用いた。一つ

は、T3プロモーターにより恒常的に発現させるpBluescript II SK-であり、もう一

方は、trcプロモーターによりIPTGにより誘導的に高発現させるpSE380である。

これらのプラスミドにDRIP-1 cDNAを挿入し、大腸菌AOD欠損株に導入した。

その結果、DRIP-1遺伝子を挿入したプラスミドの有無に関わらず、大腸菌AOD
欠損株は生育にアルギニンが必要であった (Fig. 3-4A)。また、DRIP-1遺伝子を

保持したプラスミドを導入した大腸菌AOD欠損株において、DRIP-1タンパク質

の発現が確認された (Fig. 3-4B)。このことからDRIP-1遺伝子は、大腸菌AOD欠

損株を相補せず、リコンビナントDRIP-1タンパク質はAOD活性を持たないこと

が強く示唆された。 

 
Figure 3-4. DRIP-1遺伝子を用いた大腸菌AOD欠損株の相補試験 

み (B: pBluescript, E: A. 大腸菌AOD欠損株の相補試験。大腸菌AOD欠損株にベクターの

pSE380)、またはdrip-1 cDNAを含むベクター (BD: pBluescript-drip-1, ED: pSE380-drip-1)
を導入し、M9最小培地、100 µMのアルギニンを加えたM9最小培地、100 µMのIPTGを加

えたM9最小培地、 100 µMのアルギニンと100 µMのIPTGを加えたM9最小培地の4種類の

培地にそれぞれ植菌した。培地は、37℃で2日間培養した。B.相補試験で用いた大腸菌株 
(B, BD)から抽出したタンパク質に対するDRIP-1抗体を用いたWestern blot。 LB培地で生

育させたそれぞれの株における可溶性タンパク質を12.5% (w/v)のポリアクリルアミドゲ

ルで展開し、DRIP-1抗体により検出した。 
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リコンビナントDRIP-1がAOD活性を持たないのは、植物と原核生物とのフォ

 

 

ールディング機構、及び翻訳後修飾の違いが原因であるかもしれない。そこで

次に乾燥強光ストレスを与えた野生スイカ葉からDRIP-1タンパク質をDRIP-1の
Western blotによるシグナル強度を指標に精製し、AOD活性測定を行った。DRIP-1
タンパク質の精製は、熱処理とHydroxylapatite、疎水、ゲルろ過の3種のカラム

クロマトグラフィーにより行った。ゲルろ過カラムクロマトグラフィーのタン

パク質ピーク画分をSDS-PAGEで展開し、Coomassie Brilliant Blue染色したところ、

単一バンドが検出された (Fig. 3-5A)。この単一バンドは、DRIP-1抗体によるウ

ェスタンブロットによりDRIP-1タンパク質であることが明らかになった (Fig. 
3-5B)。この精製DRIP-1タンパク質を50 µg用いてAOD活性測定を行った結果、

AOD活性は検出されなかった。活性が検出されなかった原因として何らかの補

因子や活性化因子が欠乏している可能性が考えられた。そこでTable. 3-1に示す

化合物を反応溶液に加えAOD活性を測定した。しかしながら、どの化合物を反

応溶液に加えても、DRIP-1タンパク質のAOD活性は検出限界以下であった。以

上のことからDRIP-1はAOD活性を持たないと考えられる。 
 

Figure 3-5. DRIP-1タンパ

Table 3-1.精製DRIP-1タンパク質を用いたAOD活性測

ium phophate (pH 7.0)、10mM 
定に加えた化合物の一覧 
反応溶液は、50 mM potass
N-acetylornithine, 0.5 mM ZnCl2、DRIP-1 100 µg、および

下記の化合物をそれぞれ加えた。  

 
 
 
 

ク質の精製 
A.乾燥強光ストレスを与

えた野生スイカの葉から

精製したDRIP-1タンパク

質のSDS-PAGE。B. DRIP-1
抗体を用いたWestern blot。
ゲルろ過カラムクロマト

グラフィーのタンパク質

ピーク画分を12.5% (w/v)
のポリアクリルアミドゲ

ルで展開し、DRIP-1抗体を

用いて検出した。 
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3-3-3. 野生スイカの葉からのGAT酵素の精製 

CDVWRKMVQISVDRSFNQITVDであった

-3-4. 野生スイカGATのcDNAの単離 

離するために、スイカESTクローン

 GATの性質を詳細に解析するため

に、野生スイカの葉からGAT酵素を

精製した (Table 3-2)。精製は、野生

スイカGATが高い熱安定性を持つこ

とを利用した。野生スイカ葉の細胞

破砕液を遠心分離し、細胞片を除い

た後に70℃で10分間熱処理を行った

ところ、24倍と高い精製倍率を示し

た。その後、疎水、陽イオン及び陰

イオン交換、ゲルろ過、そして

Hydroxylapatiteの6種のカラムクロマ

トグラフィーを行い、GAT酵素を

7000倍以上に精製した。精製最終段

階のタンパク質溶液をSDS-PAGEで
展開したところ、約27 kDaの位置に2
つのポリペプチドが検出された 
(Fig. 3-6)。これら2つのポリペプチド

のN末端アミノ酸配列を解読したと

ころ、下方のポリペプチド（αペプ

チド）のN 末端アミノ酸配列は

XATNEAANYLPEAPであり、上方の

ポリペプチド（βペプチド）のN末端

アミノ酸配列はXMLGVVTTDAVVA
（Xは同定できなかったアミノ酸）。 αペプチドのN末端アミノ酸配列は、スイカ

のESTクローンAI563351から予測されるアミノ酸配列の一部と一致した。 
 

Table 3-2. 野生スイカの葉からGATの精製

 

igure 3-6. 精製

 
 
F
GATのSDS-PAGE
Hydroxylapatite カ

ラムクロマトグラ

フィーより得られ

た活性ピーク画分

を12.5% (w/v)のポ

リアクリルアミド

ゲルで展開した。

3
 野生スイカGATのcDNAの全長を単

AI563351から遺伝子特異的なプライマーを作製し、5’-及び3’-RACEを行った。

その結果、得られたcDNAは460アミノ酸からなるタンパク質をコードしており、

このタンパク質はシロイヌナズナのAt2g37500、枯草菌のGAT、酵母のGATとそ

れぞれ71、38、26％の相同性を示した。GATのcDNAから推定されるアミノ酸配

列の27～42番目のアミノ酸と239～273番目のアミノ酸は、野生スイカの葉から

精製したGATのαペプチドとβペプチドのN末端アミノ酸配列と一致しているこ

と か ら  (Fig. 3-7) 、 こ の 酵 素 を CLGAT (Citrullus lanatus glutamate 
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N-acetyltransferase)と命名した。CLGATのN末端側の26アミノ酸は、タンパク質

局在予測ソフトCHLOROP (Nielsen et al., 1997)により、葉緑体移行シグナルペプ

チドと予測された。 

 

Figure 3-7. CLGAT (C; accession nu. AB212224)、シロイヌナズナのAt2g37500 (A; 
AAC98066)、枯草菌のGAT (B; NP389002)、そして酵母GAT (S; NP012464)のアミノ酸配

列の比較 
CLGATと同一のアミノ酸を黒、類似アミノ酸を灰色で示した。精製したCLGATの2つの

サブユニットのN末端アミノ酸配列はアライメントの上に線で示し、GATファミリーの保

存されたモチーフはアスタリスクで示した。また、▼は葉緑体移行シグナルペプチドの

推定切断部位を表しており、▽はGATの推定自己触媒切断部位を示している。 
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CLGAT遺伝子の中央部の

を行った。その結果、このlibraryから9個のクロー

/L)Lモチーフを持ち (Fig 

 

615 bpをプローブとして用い

てサザンブロットを行ったと

ころ、野生スイカには2コピー

のGAT遺伝子があることが示

唆された (Fig. 3-8)。そこで、

単離したcDNAが本研究にお

いて精製したGATをコードす

る遺伝子であることを確認す

るため、スイカESTクローン

AI563351をプローブとして、

乾燥前後の野生スイカの葉を

混ぜ合わせたサンプルから作

製したcDNA library (5×106 
プラーク)からスクリーニング

ンが単離され、すべてのクローンが上記のRACE法により単離したESTと一致し

た。このことから、野生スイカの葉において転写されているGATのmRNAは一種

類のみであり、RACE法により単離したcDNAは精製したCLGATをコードする遺

伝子であることが明らかになった。 
 CLGATは、GATファミリーに保存されているAT(M

Figure 3-8. CLGAT 

カのゲノム

のゲノミックDNAブ

ロット 
野生スイ

DNA を BamHI (lane 
1)、EcoRI (lane 2)、
HindIII (lane 3)、XhoI 
(lane 4)、EcoRV (lane 5)
で制限酵素処理し、ア

ガロースゲルで展開

した。そしてHybond-N 
Plus膜に転写し、32Pラ
ベルしたCLGATの中

央部615 bpに相当する

プローブを用い、検出

した。 

3-7, asterisk)、GATの前駆体タンパク質はモチーフのアラニンとスレオニンの間

で自己切断される (Abadjieva et al., 2000; Marc et al., 2001)。実際に精製した

CLGATのβペプチドのN末端アミノ酸配列は、保存されたモチーフの切断によっ

て生成するC末端側のサブユニットのN末端アミノ酸配列と一致する。これらの

結果から、CLGATも報告されている他生物のGATと同様に、保存配列ATMLで自

己切断することが強く示唆された。CLGATのcDNAから予測されるαペプチドと

βペプチドの分子質量は、それぞれ21.5、23.5 kDaであり、SDS-PAGEにより見積

もられる分子質量より小さかった  (Fig. 3-6)。しかしながら、CLGATを

MALDI-TOF-MSにより解析したところ、m/zが21.3と23.5 kDaの位置に2本の主要

なピークが検出され、cDNAから予測される分子質量と一致した (Fig. 3-9A)。
CLGATの多量体構造を明らかにするために、ゲルろ過カラムクロマトグラフィ

ーによりnative CLGATの分子量を解析したところ、約90 kDaであると見積もられ

た (Fig. 3-9B)。このことからCLGATは、αサブユニットとβサブユニットが2分子

ずつからなるヘテロ4量体であると示唆された。 
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A 

-3-5. CLGATの局在解析 
ら、精CLGATのcDNAの解析か

したCLGATのN末端の上流に

6アミノ酸が存在し、このアミノ

配列が葉緑体移行シグナルペ

チドであることが予測された。

LGATが実際に葉緑体に移行す

かどうか調べるために、予測さ

た葉緑体移行シグナルペプチ

とGFP (green fluorescent protein)
融合タンパク質をタバコの葉

一過的に発現させ、そのGFPの
光を共焦点顕微鏡により観察し

。葉緑体の自家蛍光を葉緑体の

ーカーとして用いた。予測され

葉緑体移行シグナルペプチドと

3

B

T

Figure 3-9. CLGATの分子質量と多量体構造 
マススペクトルは、25%アセトニトリルとA. MALDI-TOF-MSによるCLGATの分子質量。

5 mg/mLのα-cyano-4-hydroxy-cinnamic acidに精製CLGATを加えた溶液で記録した。分子

質量の重量スタンダードとして、Inulin、cytochrome c、myoglobinそしてubiquitinを用い

た。B. native CLGATの分子質量。Superdex 200カラムクロマトグラフィーによりCLGA
とマーカータンパク質を溶出し、その溶出体積から分子質量を求めた。マーカータンパ

ク質として、thyroglobulin (Thy)、ferritin (Fer)、aldolase (Ald)そしてovalbumin (Ova)を用い

た。 
Figure 3-10. CLGATのGFP融合タンパク質によ

定葉緑体移行シグナルペプチドと

る局在解析 
 CLGATの推

GFPの融合タンパク質 (A)とコントロールとし

てGFPタンパク質のみ (B)をタバコの葉に一過

的に発現させ、蛍光顕微鏡で観察した。 
9



GFPの融合タンパク質を発現させたとき、細胞質に蛍光は観察されず、GFPの緑

の蛍光は、葉緑体自家蛍光と一致した (Fig. 3-10A)。それに対して、GFPタンパ

ク質のみ発現させたときは、葉緑体を除いた細胞質と核でGFPの蛍光が観察され

た (Fig. 3-10B)。これらの観察からCLGATは、葉緑体移行シグナルペプチドによ

り葉緑体に輸送されることが強く示唆された。 
 
3-3-6. 野生スイカから精製したCLGATの酵素学的諸性質 
 野生スイカの葉から精製したCLGATの至適pHは7.0であり (Fig.3-11A)、基質

であるN-acetylornithineとglutamateに対するKm値はそれぞれ3.4、17.8 mMであっ

た (Fig. 3-11B, C)。経路の下流の代謝産物によるCLGATの制御を調べるために、

乾燥強光時に蓄積すると予測される濃度のシトルリンとアルギニン存在下で

CLGAT活性を測定した。その結果、30 mMのシトルリン、7 mMのアルギニン存

在下で、CLGATの活性は初期活性に対してそれぞれ100、98％であった。このこ

とから、CLGATは経路の下流の代謝産物により活性が阻害されないことが明ら

かになった。 
 CLGATの至適温度は、70℃と非常に高い値を示した (Fig. 3-11D)。そこで

CLGATの熱安定性を評価するために、酵素を30～90℃のさまざまな温度で30分
間インキュベートし、その残存活性を測定した (Fig. 3-11E)。その結果、CLGAT
は70℃でインキュベートすると98%活性を保持しており、80℃でインキュベート

しても初期活性の15%の活性を示した。また、至適温度の結果からアレニウスプ

ロットを作製すると、30～70℃の間で直線性を示した (Fig. 3-11F)。 
 CLGATの熱安定性が非常に高いことから、気温35℃の強光条件下で野生スイ

カに乾燥強光ストレスを与えたときの葉面温度と蒸散速度を経時的に測定した。

その結果、乾燥前の野生スイカ葉は、蒸散速度が約450 mmol H2O m-2 s-1で葉面温

度が約30℃であった (Fig. 2-4A)。それに対して、乾燥4日目の野生スイカの葉は、

蒸散速度が約15 mmol H2O m-2 s-1と低下しており、葉面温度が約44℃に増加して

いた (Fig. 2-4B)。この葉面温度の上昇は、サーモグラフィーを用いても観察で

きた (Fig. 2-5B)。 
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Figure 3-11. 野生スイカGATの酵素学的諸性質 
A. CLGATのpH依存性。酵素活性をpH 4.2～7.8の間で測定した。Citrate/ sodium phosphate 
bufferを■で、Tris-HCl bufferを△で示す。 CLGATのN-acetylornithine (B)とグルタミン酸 
(C)の濃度依存性。(B)グルタミン酸の濃度を10 mMに固定し、N-acetylornithine濃度を0.5
～15 mMの間で変化させ、活性を測定した。(C)N-acetylornithineの濃度を10 mMに固定し、

グルタミン酸濃度を0.5～30 mMの間で変化させ、活性を測定した。インセットにライン

ウェーバー・バークのプロットとその近似直線の一次式を示した。D. CLGATの温度依存

性。活性測定を20～90℃の温度で測定した。E. CLGATの熱安定性。30分間30～90℃でイ

ンキュベーションし、30℃で活性測定を行い、残存活性を示した。F. CLGATのアレニウ

スブロット。データは、3回のアッセイの平均±標準誤差を示した。 
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3-3-7. 大腸菌におけるCLGAT、AtGATそしてScGATの発現、精製 
 CLGATは植物で初めて同定されたGATであるため、決定した酵素学的諸性質

が、植物のGATに一般的な性質であるのか、または野生スイカ特異的な性質で

あるのかが判断できなかった。そこでCLGATと他植物のGATの性質を比較する

ために、大腸菌においてCLGAT、比較対象としてシロイヌナズナGAT 
(Arabidopsis thaliana glutamate N-acetyltransferase: AtGAT)、そしてよく研究がなさ

れている酵母GAT (Saccharomyces cerevisiae glutamate N-acetyltransferase: ScGAT)
を発現、精製した。これまでに大腸菌においてGATを高発現させるのが困難で

あることが報告されており (Crabeel et al., 1997; Marc et al., 2000)、唯一pTYB12 
vectorを用いたChitin binding domain-Intein融合タンパク質として発現させたとき

高発現に成功している (Kershaw et al., 2002)。これらの報告から、CLGAT、AtGAT
そしてScGATをpTYB12 vectorを用いて大腸菌ER2566において発現させたとこ

ろ、それぞれ可溶性画分に目的の分子量のバンドが強く検出された (Fig. 3-12)。
標的のタンパク質は、Chitin beadsを用いてアフィニティー精製を行い、続いて

高濃度のDTT存在下のInteinの自己切断を利用して1段階精製を行った。この精製

タンパク質に対してゲルろ過カラムクロマトグラフィーを行い、得られた精製

GATがSDS-PAGEにより95％以上の精製度であることを確認した (Fig. 3-12)。 
3-3-8. リコンビナントCLGAT、AtGAT、ScGATの酵素学的諸性質 

Figure 3-12. リコンビナントCLGAT、AtGATそしてScGATの発現と精製 
各ゲルのレーンは左からIPTG (-): IPTG添加前の粗酵素溶液、IPTG (+): IPTG添加後の粗

酵素溶液、C: Chitin beadsにより精製したタンパク質、G: Chitin beadsにより精製したタ

ンパク質をさらにゲルろ過カラムクロマトグラフィーSephadex 200で精製したタンパ

ク質を20 µg泳動した。泳動後、Coomassie Brilliant Blueで染色した。 
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 pTYB12 vectorを用いて発現

させたGATは、N末端に3アミノ

酸（アラニン、グリシン、ヒス

チジン）が付加されている。こ

の付加された3アミノ酸がGAT
の酵素学的諸性質に影響を与え

るかどうか明らかにするために、

野生スイカの葉から精製した

CLGAT と リ コ ン ビ ナ ン ト

CLGATの酵素学的諸性質を比較

した。その結果、N-acetylornithin
適温度そして至適pHはほぼ同程度の値を示した (Table. 3-3)。このことから、付

加された3アミノ酸は、GATの性質に影響を与えないと判断し、リコンビナント

CLGAT、AtGAT、そしてScGATの酵素学的諸性質を解析した。 
 CLGAT、AtGAT、ScGATの至適pHは、それぞれ7.0、8.0、7.5とほぼ同程度の

Table 3-3. 精製したCLGATとリコンビナント

CLGAT、AtGAT、ScGATの酵素学的諸性質の比較

eとglutamateのふたつの基質に対するKm値、至

値だった (Table. 3-3)。CLGAT、AtGAT、ScGATのN-acetylornithineに対するKm値

は17.4、16.5、8.4 mMであり、glutamate に対するKm値は3.9、4.2、2.8 mMであ

り、大きな違いはなかった (Table. 3-3)。CLGAT、AtGAT、ScGATの至適温度は、

それぞれ70、40、40であり、CLGATがAtGATとScGATに対して高い値を示した 
(Fig. 3-13A)。3種のGATの温度特性を詳細に明らかにするために、GATを30～
100℃のさまざまな温度で30分間インキュベートし、その残存活性を測定した。

その結果、CLGATは70℃まで活性を保っているのに対して、AtGATは50℃、

ScGATは40℃を境に活性が低下した (Fig. 3-13B)。 
 
A
Figure 3-13.リコンビナントCLGAT、AtGATお
A. 各GATの温度依存性。活性測定を20～100
性。30分間30～100℃でインキュベーションし

した。データは、3回のアッセイの平均±標準誤

そして(○)はScGATを示す。 
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よびScGATの熱応答性 
 各GATの熱安定℃の温度で測定した。 B.

、30℃で活性測定を行い、残存活性を示

差を示した。(□)はCLGAT、(△)はAtGAT、



3種のGAT活性の経路の下流の代謝産物による影響を調べるために、3種のGAT
を乾燥強光時に蓄積すると見積もられる30 mMのシトルリン、7 mMのアルギニ

ン存在下で測定した。その結果、30 mMのシトルリン存在下で、CLGAT、AtGAT、
そしてScGATの活性はすべて初期活性と変化しなかった (Fig. 3-14)。それに対し

て、7 mMのアルギニン存在下で、CLGAT、AtGAT、そしてScGATの活性は、初

期活性に対してそれぞれ100、92、74%であった (Fig. 3-14)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3-14. 各GATに対するア

ルギニンとシトルリンの影響 

白抜きがコントロール、灰色が30 

mMシトルリン存在下でのGAT活

性、黒色が7 mMアルギニン存在

下でのGAT活性。データは、3回

のアッセイの平均±標準誤差を

示した。 
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3-4. 考察 
 
 シトルリンは、既存の適合溶質の中で最も優れたヒドロキシルラジカル消去

能を示し、野生スイカに酸化ストレス耐性をもたらしていると考えられている 
(Akashi et al., 2001)。経路の研究が進んでいる微生物では、細胞内のシトルリン

濃度は、フィードバック阻害や転写制御などの厳密な制御により低く保たれて

いることが報告されている (Thompson, 1980; Cunin et al., 1986; Mass, 1994)。それ

に対して野生スイカは、乾燥強光ストレスに応答してシトルリンを葉内に高濃

度蓄積するため、濃度を低く保つような制御を打破し、経路の流量を増大させ

るような機構を持つと考えられる。しかしながら、シトルリン蓄積機構はほと

んど明らかになっていない。これまでの研究により、乾燥により誘導されるAOD
ホモログであるDRIP-1がシトルリン蓄積に関与していることが報告されていた

が (Kawasaki et al., 2000)、DRIP-1の機能は明らかになっていなかった。本研究に

より、DRIP-1が高発現している乾燥強光ストレスを受けた葉において、AOD活

性は検出されず、GAT活性が検出された (Fig. 3-3)。このことから野生スイカは、

リニアー経路ではなく、GATが第5段階を担うアセチルリサイクル経路によりシ

トルリンを生合成することが明らかになった。次にCLGATを野生スイカの葉か

ら精製、同定した。これは、植物GATを解析した初めての報告である。 
 
3-4-1. 乾燥強光時の葉内環境とCLGATの酵素学的特性 
 乾燥強光下で植物は、水の損失を避けるために気孔を閉鎖する。そのため、

蒸散速度が低下し、気化熱が低下することにより葉面温度が上昇する (Radin et 
al., 1991)。本研究では、野生スイカの葉面温度は、乾燥強光ストレスにより30
から44℃に上昇していた (Fig. 2-5)。野生スイカが生育する砂漠環境において、

乾燥強光ストレスを受けた野生スイカは、葉面温度を60℃まで上昇させること

が報告されている (Larcher, 1995)。本研究において解析したCLGATの至適温度

は、AtGATやScGATと比較して20～30℃高い70℃であり、好熱性細菌Bacillus 
stearothermophilusのGATの至適温度に匹敵する高い値を示した  (Marc et al., 
2000)。さらに、CLGATの熱安定性もAtGATやScGATと比較して約20℃高く、B. 
stearothermophilusのGATが75℃で30分間のインキュベートにより活性を失うの

に対し、CLGATは80℃で30分間インキュベートしても15％活性を保持していた 
(Marc et al., 2000)。以上の結果から、CLGATはその他植物のGATと異なり、乾燥

強光時の高い葉面温度に適応した性質を獲得していることが考えられる。 
 乾燥強光ストレス受けた野生スイカは、葉内にシトルリンとアルギニンをそ

れぞれ30及び7 mMも高濃度蓄積する (Kawasaki et al., 2000)。そこで、GATが経

路の下流の代謝産物であるシトルリンやアルギニンによりどの程度阻害を受け
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るのか解析した。その結果シトルリンを蓄積する野生スイカのCLGATは、シト

ルリンを蓄積しない生物由来であるAtGATやScGATと同様にシトルリンにより

阻害を受けなかった (Fig. 3-16)。このことから、GATは生物種に関係なく、シト

ルリンによりフィードバック阻害を受けないと考えられる。一方、AtGATや
ScGATは、7 mMのアルギニンにより活性を8及び26％阻害されたのに対して、

CLGATはアルギニンによる活性を阻害は認められなかった (Fig. 3-14)。酵母の

GATは、5 mMのアルギニン存在下で活性が10%阻害されることが報告されてお

り (Crabeel et al., 1997)、リコンビナントScGATの解析結果を支持している。その

他の報告として、これまでにThermus aquaticus ZO5のGATがアルギニンにより強

く阻害されること (Ki = 1.75 mM; Van de Casteele et al., 1990)、そしてThermus 
thermophilus HB27のGATはアルギニンにより弱く阻害されること (Ki = 26 mM; 
Baetens et al., 1998)が報告されている。これらのことから、CLGATはGATファミ

リーの中でもアルギニンに対して非感受性であり、乾燥強光時のアルギニンが

細胞内に高蓄積した条件下でも機能し続ける性質を持っていると考えられる。

ところで、微生物のGATは触媒反応生成物であるオルニチンにより阻害される

ことが報告されている (Liu et al., 1995; Marc et al., 2000)。乾燥強光時の野生スイ

カは葉内にオルニチンを約0.1 mM蓄積する (Kawasaki et al., 2000)。この濃度は、

報告されている微生物のGATのオルニチンに対するKi値1～3 mMより1オーダー

低いことから (Marc et al., 2000)、乾燥強光時の野生スイカ葉において、CLGAT
はオルニチンによりほとんど阻害されていないと推察される。 
 CLGATの酵素学的諸性質から、シトルリン蓄積に対するCLGATの役割を議論

することができる。CLGATは乾燥強光に伴い活性を増加させないが (Fig. 3-3)、
葉面温度が30から44℃に増加することにより活性を増加させると考えられる。

Fig. 3-11Fに示すCLGATのアレニウスの式 (logV = -1920/T+6.81; Vは反応速度; T
は反応温度) から30℃、44℃における活性を算出すると、44℃における活性は、

30℃における活性の約2倍であると算出される。さらにCLGATの基質であるグル

タミン酸は、乾燥強光に伴い2.5から7.5 mMに増加することから (Kawasaki et al., 
2000)、Fig. 3-11Cに示すグルタミン酸に対するラインウェーバー・バークの式 
(1/V = 0.14/S+0.0079)からグルタミン酸が2.5、7.5 mMにおけるCLGATの活性を算

出した。その結果、グルタミン酸が2.5 mMから7.5 mM増加したとき、CLGAT活
性は約2.5倍になると算出される。CLGATはシトルリン生合成第5段階だけでな

く、初発段階も触媒することから、CLGATは乾燥強光に伴う基質の増加と反応

温度の上昇により、経路へのグルタミン酸骨格の流量を約5倍に増加させること

が示唆される。このようにCLGATは、高い熱安定性や下流代謝産物によるフィ

ードバック阻害の欠如というユニークな性質を獲得することで、シトルリン蓄

積に貢献していると考えられる。 
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3-4-2. CLGATの局在 
 GFP融合タンパク質を用いた局在解析により、CLGATは葉緑体タンパク質で

あると示唆された (Fig. 3-10)。酵母やNeurospora crassaにおいて、GATを含むオ

ルニチン生合成酵素はミトコンドリアタンパク質であり  (Liu et al., 1995; 
Crabeel et al., 1997; Jauniaux et al., 1978; Davis, 1986)、生合成されたオルニチンは

細胞質へ輸送され、シトルリンを介しアルギニンに代謝される (Jaumiaux et al., 
1978; Crabeel et al., 1996; Davis, 1986)。動物では、オルニチンは植物や微生物と

異なりプロリン生合成の前駆体であるグルタミン酸セミアルデヒドから生合成

され、ミトコンドリアにおいてornithine carbamoyltransferase (OCT)によりシトル

リンへと代謝された後、細胞質でアルギニンへと変換される (Caldovic and 
Tuchman, 2003)。一方、植物ではシトルリン代謝酵素の局在の知見はほとんどな

いが、Canavalia lineateにおいてシトルリン生合成第6段階をになうOCT、ならび

にイネにおいて生合成第2段階をになうN-acetylglutamate kinase (AGK) が葉緑体

に局在することが報告されている (Lee et al., 2001; Sugiyama et al., 2004)。このこ

とから、植物におけるシトルリン生合成は、葉緑体で起こるかもしれない。実

際、シロイヌナズナのシトルリン生合成を担う6つの酵素は、さまざまな局在予

想プログラムにより葉緑体移行シグナルペプチドを持つことが予測されている 
(Slocum, 2005)。葉緑体は、余剰光エネルギーによりヒドロキシルラジカルが盛

んに産出する器官である。このような器官でシトルリンを生合成することで、

ヒドロキシルラジカルと即座に反応し、細胞内に傷害が広がるのを防いでいる

のかもしれない。 
 
3-4-3. CLGATタンパク質の生合成 
 CLGATは、ひとつの前駆体ポリペプチド由来のα、βの2つのサブユニットから

構成される (Fig. 3-6)。精製したCLGATのβサブユニットのN末端アミノ酸配列は、

CLGATのcDNAから推定される高度に保存されたモチーフであるATMLの自己

触媒的切断サイトのアミノ酸配列と一致した。このことから、CLGATは、他生

物のGATにおける報告と同様に、前駆体タンパク質が自己触媒的に切断され2つ
のサブユニットを生成し、それらが会合してα 2 β 2ヘテロ４量体を形成すること

が示唆された (Marc et al., 2000, 2001; Abadjieva et al., 2000)。GATの自己触媒的切

断は、保存モチーフのスレオニンの側鎖のヒドロキシル基の酸素分子が、アラ

ニンのα位のペプチド結合を形成する炭素に求核攻撃することで形成した反応

性の高いエーテル結合が加水分解されることで起こると考えられている (Fig. 
3-15; Marc et al., 2001; Paulus, 2000)。植物において、このような機構で自己触媒

的切断を起こすタンパク質はいくつか報告されているが (Perler, 1998; Paulus, 
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2000)、自己触媒的切断を起こす葉緑体タンパク質としては、CLGATが初めての

例である。CLGATは、翻訳後の自己触媒的切断、葉緑体への移行、そして多量

体の形成と多数の段階を経て生合成されることが明らかになったが、その生合

成がどのような順番で成し遂げられるのかは明らかになっていない。 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-15. GATの
自己触媒的切断の

分子機構 
(Marc et al., 2001よ
り引用) 

 
このCLGATの生合成について2つの可能性が考えられる。ひとつは、CLGAT

は細胞質で自己触媒的に切断され、α、βサブユニットが個別に葉緑体に輸送さ

れるという可能性である (Fig. 3-16A)。ミトコンドリアに局在する酵母のGATで
は、αサブユニットはミトコンドリア移行シグナルペプチドによりミトコンドリ

アに輸送される。一方、βサブユニットは、酵母に単独で発現させたとき、ミト

コンドリア移行シグナルペプチドを持たないにもかかわらず、約60%がミトコン

ドリアに局在することが明らかになっている (Abadjieva et al., 2000)。この報告

は、βサブユニット単独でも細胞小器官に移行しうると考えられ、この可能性を

支持している。一方もうひとつは、CLGATは翻訳され葉緑体に移行した後に、

葉緑体内で自己触媒的切断が起こるという可能性である (Fig. 3-16B)。本研究で

シグナルペプチドを取り除いたGATのN末端側にChitin binding domain-Inteinを融

合させ、大腸菌で発現させたとき、自己触媒的切断を起こしていなかった (Fig. 
3-12)。Streptomyces clavuligerusのGATの結晶構造解析から、GATのN末端は、自

己触媒切断が起こる部位に近接している (Elkins et al., 2005)。そのため、GATの
N末端側に融合させたドメインが、自己触媒的切断を起こす部位の折り畳みを阻

害し、その結果自己触媒的切断が起こらなかったと考えられる。以上のことか

ら、葉緑体移行シグナルペプチドがN末端に存在するときは、Chitin binding 
domain-Intein融合GATと同様に自己触媒的切断を阻害し、シグナルペプチドが切

断され葉緑体へ輸送されたときに初めて自己触媒的切断が起こるのかもしれな

い。 
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Figure 3-16. CLGATの生合成の２つのモデル 
A. CLGATは翻訳後、細胞質で自己触媒的切断を起こし、精製した2つのサブユニットが

個別に葉緑体に移行し成熟CLGATを形成するモデル。B. CLGATは翻訳後、葉緑体に輸送

され、葉緑体内で自己触媒的切断を起こし、精製したサブユニットが成熟タンパク質を

形成するモデル。 

 
 
 
 
 
3-4-4. DRIP-1タンパク質の機能 
 乾燥誘導性タンパク質であるDRIP-1は、シトルリン生合成第5段階を触媒する

AODのホモログであるが、その機能は未解明である。本研究から、DRIP-1が高

発現した乾燥強光ストレスを受けた野生スイカの葉からは、AOD活性が検出さ

れなかった (Fig. 3-3)。さらにDRIP-1遺伝子は、大腸菌のAOD欠損株を相補でき

なかった (Fig. 3-4)。その上、精製DRIP-1タンパク質にさまざまな活性化因子や

補因子を加えAOD活性を測定したが、活性は検出されなかった (Table. 3-1)。以

上の結果から、DRIP-1タンパク質はAOD活性を持っていないと考えられる。そ

のため、DRIP-1とシトルリン蓄積との関連は不明である。 
これまでの報告で、カボチャにおいてDRIP-1と87%の相同性を示すSLW1遺伝
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子が、傷害や脱水ストレスに応答して発現誘導されることが明らかになってい

る (Wihelmina et al., 2000)。また、キュウリの師管液の主要タンパク質の同定を

行ったところ、多くの酸化ストレス耐性関連タンパク質が同定され、その中に

キュウリのDRIP-1ホモログも含まれていた (Walz et al., 2004)。さらに本研究室

の解析により、野生スイカにおいてDRIP-1は、花器官においても多量に発現し

ていた (澤江、2006)。花器官は、ストレス関連タンパク質が多く発現している

という報告がある (Defny-Yelin et al., 2005)。以上のことからDRIP-1は、ストレス

関連タンパク質であることが強く示唆される。今後、DRIP-1のRNAi発現抑制形

質転換体を用いた解析や、精製DRIP-1タンパク質を用いた生化学的解析により、

この機能が明らかになることが期待される。 
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第4章 
シトルリン代謝の鍵酵素とその制御 

 
4-1. 序論 

 
第3章において、シトルリン生合成第5段階をGATが担うアセチルリサイクル

経路をもつことが明らかになり、野生スイカにおけるシトルリン代謝経路が明

らかになった。また、CLGATは、乾燥強光時の葉内環境に対応した性質を持つ

ことでシトルリン蓄積に貢献していると考えられた。しかしながらその他のシ

トルリン代謝酵素を解析していないことから、シトルリン蓄積に対するGATの
貢献度は判断できない。それだけでなく、シトルリン代謝経路の中でGAT以外

にも蓄積の鍵酵素が存在する可能性がある。 
蓄積機構の解析が進んでいるプロリンは、グルタミン酸を出発物質とし、

glutamate semialdehydeと∆1-pyrroline-5-carbosylate (P5C)を介する3段階反応によ

り生合成されるが、ストレスにより初発の2段階を触媒するP5C synthaseが強く発

現誘導されることが明らかになっている(Abraham et al., 2003; Oono et al., 2003; 
Ginzberg et al., 1998)。またプロリンの分解は、proline dehydrogenase (PDH)とP5C 
dehydrogenaseにより触媒される2段階からなるが、ストレス時にPDHは強く発現

抑制されることが報告されている (Abraham et al., 2003; Miller et al., 2005)。これ

らの報告からプロリン蓄積は、生合成の初発段階を活性化させ、経路への流量

を増大させ、またプロリン分解の初発段階を抑制することにより成し遂げられ

ると考えられている。 
また、ホウレンソウやサトウダイコンにおいて蓄積するグリシンベタインは、

コリンを出発物質とし、 choline monooxygenase (CMO) と betaine aldehyde 
dehydrogenase (BADH)により2段階酸化されることで葉緑体において生合成され

る (Sakamoto and Murata, 2000)。さらにコリンは、細胞質でphosphoethanolamine 
(PE)の3段階のメチル化、及び脱リン酸化により生合成され、葉緑体に輸送され

る  (Smith et al., 2000) 。このグリシンベタインの蓄積の鍵酵素は、

S-adenosyl-L-methionine (SAM)のメチル基をPEに転移することでコリン生合成の

初発を担うphosphoethanolamine N-methyltransferaseと、CMO、そしてBADHであ

り、この3酵素遺伝子の発現、及びその活性がストレスにより増加することが明

らかになっている (Rathinasabapathi et al., 1997; Weretilnyk et al., 1990; McCue and 
Hanson, 1992; Nuccio et al., 2000)。さらに脱メチル化したSAMを再合成する経路

の酵素であるS-adenosylhomocysteine hydrolaseやadenosine kinaseの活性が、ストレ

スにより増加することが報告されている (Weretilnyk et al., 2001)。これらの報告

からグリシンベタイン蓄積は、生合成を担う酵素群の全体的に活性化され、経
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路の流量が高まることで起こると考えられている。 
これらの他の適合溶質の蓄積機構の例から、シトルリンの蓄積においても、

細胞内環境に適応したGATのような鍵酵素だけでなく、遺伝子発現及び活性が

ストレスにより大きく変動する鍵酵素が存在すると予測された。ところが、シ

トルリン代謝は、生合成を担う7酵素と異化を担う4酵素からなる非常に複雑な

経路であるため (Thompson, 1980; Slocum, 2005)、鍵酵素を予測して解析するこ

とは非常に困難である。シトルリン蓄積機構の解析する研究方向として、これ

まで解析されてきた適合溶質の蓄積機構の研究のように、生合成経路の酵素遺

伝子を同定し、その発現解析により鍵酵素を決定する方法が挙げられる (Chen 
and Murata, 2002; Nuccio et al., 1999; Rontein et al., 2002)。しかしながら、野生スイ

カの遺伝情報が乏しいこと、また遺伝子発現の変動が必ずしもタンパク質発現

や活性と相関しないことから、生合成経路の酵素群の活性を測定することが最

も現象を忠実に捉えられると考えられた。 
代謝変動の全体像を明らかにするためには、経路の全酵素を解析するにあた

って全酵素活性は同一抽出液で測定することが望ましい。そのためには、全酵

素の活性測定法が迅速、かつ簡便であることが重要である。また粗抽出液にお

いて活性測定を行うので、その活性測定法は高感度で特異的に生成物を検出で

きる必要がある。しかしながら、シトルリン代謝酵素に関して既存の活性測定

法の中には、反応生成物が検出困難であることから、粗抽出液を用いた測定に

は不適切な測定法がある (Haas and Leisinger, 1975)。またほとんどの活性測定法

が、反応停止後に反応生成物を検出する方法であり、時間がかかり多量のサン

プルを扱うのに適していない (Abadjieva et al., 2001; Albrecht and Vogel, 1964; Liu 
et al, 1995; O’Brien, 1979; Davis et al., 1980)。そのため、活性検出がリアルタイム

で行えるような活性測定法が必要であった。 
そこで本章では、第一にシトルリン代謝を担う全酵素活性を迅速、簡便に測

定するために、酵素カップリング反応を利用して活性を吸光度変化としてリア

ルタイムに測定できる活性測定法を確立した。次にシトルリン蓄積の鍵酵素を

明らかにするために、確立した活性測定法を用いてシトルリン代謝を担う全11
種の酵素活性を乾燥強光前後の野生スイカ葉抽出液から測定し、経路の全体的

な代謝の流れを考察した。さらに、葉緑体内の窒素量を制御すると報告されて

いるPII proteinがシトルリン生合成第2段階を担うAGKを制御するという報告 
(Maheswaran et al., 2004; Chen et al., in press)と、AGKが乾燥強光に伴い活性増加

していたことから、PII proteinとAGKの関連を解析した。 
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4-2. 材料と方法 

 
4-2-1. 試薬 
 N-acetylornithine、acetyl-CoA、そしてargininosuccinateはSigma (St. Louis, MO)
から購入した。ATP、NADP+、NADPHはオリエンタル酵母 (Tokyo, Japan)から購

入した。その他の試薬はNakalai (Kyoto, Japan)より購入した。またカップリング

酵素として用いたureaseは、Calbiochem (San Diego, CA)、Glutamate dehydrogenase
は、Biogenesis (Poole, UK) から購入した。 
 
4-2-2. 菌株と培養条件 
大腸菌BW25113 (lacIq rrnBT14 ∆lacZWJ16 hsdR514 ∆araBADAH33 ∆rhaBADLD79)由

来の大腸菌のアルギニン生合成酵素欠損株 (AGS欠損株, JW2786; AGK欠損株, 
JW5552; AOAT欠損株, JW3322; ArgR欠損株, JW3206)は、KO collection (Systematic 
Knock Out strain of E. coli K-12; GenoBase: http://ecoli.aist-nara.ac.jp/GB5/search.jsp)
から分譲を受けた (Mori, 2004)。 
 
4-2-3. 野生スイカの生育条件 

2-2-1と同様の条件で 野生スイカを栽培し、サンプリングした。 
 

4-2-4. 大腸菌からのタンパク質抽出 
 大腸菌は5 mLのLB培地に植菌し、37℃で一晩前培養した。300 mLのフラスコ

中に100 mLのLB培地を加え、前培養した大腸菌を1000倍希釈で植菌し、37℃で

A600が1.0になるまで培養した。8000 g、30分間の遠心分離により集菌した後に、

20 mM potassium phosphate buffer (pH 7.5)、1 mM EDTA、1 mM DTT、20% (v/v) 
glycerol、そして1 tablet/50 mL protein inhibitor cocktail tabletsからなるタンパク質

抽出bufferで懸濁し、超音波破砕を行った。細胞破砕液は、8000 gで30分間遠心

分離を行い、タンパク質抽出bufferで平衡化したPD-10カラムで脱塩した。 
 
4-2-5. 野生スイカ葉からのタンパク質抽出 
野生スイカの葉0.5 gに、100 mM HEPES, pH 7.6, 5(w/v) PVPP, 1 mM EDTA, 1 

mM DTT, 1 mM PMSFからなるタンパク質抽出bufferを2.5 mL加え、乳鉢ですりつ

ぶした。得られた植物抽出液は、12,000 g で30分間遠心後、上清を100 mM HEPES, 
pH 7.6, 1 mM EDTA, 1 mM DTTからなるbufferで平衡化した PD-10カラムで脱塩

ならびにbuffer交換し、活性測定に用いた。 
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4-2-6. 大腸菌リコンビナントタンパク質発現系の構築 
 大腸菌JM109のゲノムDNAを鋳型として、AGK、AGPR、そしてAOAT酵素遺

伝子をPCRで増幅させた。それぞれのprimerは次のとおりである。 
 AGK  forward 5’-GGAATTCCATATGATGAATCCATTAATTAT-3’  
  reverse 5’-CGCGGATCCGGCCAACAAAACTTAAGCTAA-3’ 
  AGPR forward 5’-GGAATTCCATATGTTGAATACGCTGATTGT-3’ 
   reverse 5’-CGCGGATCCAGCAGTACGCCGCCCAGTTTG-3’ 
  AOAT forward 5’-AATTGGCCATATGGCAATTGAACAAACAGC-3’ 
   reverse  5’-CGCGGATCCGACATCTTTTGCCTGATGCTT-3’  
下線部は、forward primerがNdeI、reverse primerがBamHIの制限酵素サイトを示し

ている。得られた酵素遺伝子は、N末端に6個のヒスチヂンタグが融合するよう

に、pET-15b vector (Novagen, Madison, WI)のNdeIとBamHIクローニングサイトに

挿入した。塩基配列の確認は3-2-8で述べたのと同様の方法で行った。 
 
4-2-7. リコンビナントタンパク質の精製 
 各酵素遺伝子の発現コンストラクトをE.coli BL21 (DE3) pLysS (Invitrogen, 
Carlsbad, CA)に形質転換した。この大腸菌を50 µg/mLのAmpicillinならびに

30µg/mLのchloramphenicolを含む100 mLのLB培地に植菌し、37°Cで振盪培養した。

培養液のOD600が0.4に達したときにIPTGを終濃度1 mM加え、3時間培養し、タン

パク質の発現誘導を行った。8000 gで30分間の遠心分離により菌体を収集した後、

50 mM potassium phosphate (pH 7.5)、300 mM KCl、そして10 mM imidazolからな

るbinding bufferに懸濁し、超音波破砕を行った。細胞懸濁液を8000 gで30分間遠

心分離を行い、得られた上清を生成に用いた。精製は、カップリング酵素のN末

端に付加したHis-tagを利用した。タンパク質抽出液を、binding bufferで平衡化し

たbed volume 1 mL のBD TALON Metal Affinity Resin (BD Biosciences Clontech, 
Palo Alto, CA)に供し、50 bed volumeのbinding bufferでタンパク質が検出されなく

なるまで十分に洗浄した。そして50 mM potassium phosphate (pH 7.5)、300 mM 
KCl、そして150 mM imidazolからなるelution buffer でタンパク質を溶出し、精製

タンパク質を得た。得られた精製タンパク質は、20 mM potassium phosphate (pH 
7.0)、20%(v/v) glycerolからなるbufferで平衡化したPD-10カラムに供し、buffer交
換を行った。すべての操作は、氷上または4℃で行った。得られた精製得られた

タンパク質を12.5％のpolyacrilamide gelで展開し、Coomassie Brilliant Blue R-250
により染色を行い、精製度を確認した。 
 
4-2-8. N-acetylglutamate 5-semialdehydeの合成と精製 
 N-acetylglutamate 5-semialdehydeの合成は、酵素反応を利用して行った 
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(Wandinger-Ness et al., 1985)。100 mM potassium phosphate (pH 7.0)、0.14 M 
α-ketoglutarate、0.12 M N-acetylornithine、そして5 µM pyridoxal phosphateからなる

反応溶液に100 µgのリコンビナントAOATを加え10 mLとし、30℃で3時間反応さ

せた。反応停止は3分間の熱処理で行い、12000 gで10分間遠心分離を行い析出し

たタンパク質を取り除いた。得られた上清は、12 NのHClを0.4 ml加え酸性化し、

そのうち1 mLを0.1 N HClで平衡化したDowex AG50W-X8 ion exchange columns 
(H+ form, 0.7 cm i.d. × 12 cm)に供した。そして10 mLのH2Oで溶出し、

N-acetylglutamate 5-semialdehydeを得た。得られた溶液は、凍結乾燥し、1 mLの
H2Oで溶解した後に、4 NのNaOHでpHを7.0に調整した。 
 
4-2-9. N-acetylglutamate 5-semialdehydeの定量 
 N-acetylglutamate 5-semialdehyde の 定 量 は 、 glutamate 5-semialdehyde と

o-aminobenzaldehydeのカップリング反応により生成する色素を利用して行った 
(Albrecht and Vogel, 1964)。適量のサンプルをH2Oで0.25 mLにメスアップし、0.15 
mLの6 N HClを加えて90℃で30分間反応させ、N-acetylglutamate 5-semialdehyde
のアセチル基を加水分解する。反応液は、室温まで冷ました後に、3.6 mMの酢

酸ナトリウムを0.5 mL加え、反応を停止させた。得られたglutamate 5-semialdehyde
溶液に0.1 mMのo-aminobenzaldehydeを加え室温で15分間反応させ、その溶液の

440 nmの吸光度を測定した。得られた溶液の440 nmの吸光度0.1が43 nmolの
glutamate 5-semialdehydeに相当する (Alberecht and Vogel, 1964)。 
 
4-2-10. シトルリン代謝酵素の活性測定 
以下の活性測定における吸光度は、U-3000 spectrophotometer (Hitachi, Tokyo)

を用いて測定した。また、すべての活性測定は、30℃で行い、buffer、基質、そ

して補因子からなる反応溶液は、前もって30℃に平衡化した。これらの反応溶

液は、活性測定を行う直前に調整した。断りのない限り、酵素溶液を加えるこ

とで反応開始とした。 
 
4-2-10-1. AGSの活性測定 

AGS活性は、AGSの反応生成物であるN-acetylglutamteを基質としてAGKと

AGPRのカップリング反応により生成するNADP+を、340 nmの吸光度 (ε=6220 
M-1 cm-1)の変化から測定した。反応溶液は、100 mM Tris-HCl (pH 9.0)、2 mM 
acetyl-CoA、10 mM glutamate、10 mM ATP、20 mM MgCl2、0.2 mM NADPH , そ
してargC 50µg、argB 20µgからなる。以下断りのない限り、glutamateを除いた

反応溶液から得られた吸光度をリファレンスとした。AGS活性の1 unitは、30℃
で1分間にNADPHが1 µmolの酸化する速度に相当する。 
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4-2-10-2. AGKの活性測定

AGK活性は、AGPRとのカップリング反応により生成するNADP+を、340 nm
の吸光度により定量することで測定した。反応溶液は、100 mM HEPES-KOH 
(pH 7.6)、10 mM N-acetylglutamate、10 mM glutamate、10 mM ATP、20 mM MgCl2、

0.2 mM NADPH , そして argC 20µgからなる。以下断りのない限り、

N-acetylglutamateを除いた反応溶液から得られた吸光度をリファレンスとした。

AGK活性の1 unitは、30℃で1分間にNADPHが1 µmolの酸化する速度に相当す

る。 
 
4-2-10-3. AGPRの活性測定 

AGPR活性は、逆反応の反応生成物であるNADPHを340 nmの吸光度により

定量することで測定した (Vogel and McLellan, 1970)。反応溶液は、100 mM 
glycine-NaOH (pH 9.0)、2 mM N-acetylglutamate 5-semialdehyde、20 mM potassium 
phosphate (pH 9.0)、0.4 mM NADP+からなる。AGPR活性の1 unitは、30℃で1分
間にNADPHが1 µmolの生成する速度とした。 
 
4-2-10-4. AOATの逆反応の活性測定 

AOAT活性は、AOATの逆反応を測定することで見積もった (Vogel and Jones, 
1970)。AOATの逆反応により生成するN-acetylglutamate 5-semialdehydeを基質と

したAGPRのカップリング反応により生成するNADPHを、340 nmの吸光度に

より定量することで測定した。反応溶液は、100 mM glycine-NaOH (pH 9.0)、
10 mM N-acetylornithine、10 mM α-ketoglutarate、5 µM pyridoxal phosphate、20 mM 
potassium phosphate (pH 9.0)、0.4 mM NADP+、そして100 µgのArgCからなる。

以下断りのない限り、N-acetylornithineを除いた反応溶液から得られた吸光度を

リファレンスとした。AOAT活性の1 unitは、30℃で1分間にNADP+が1 µmolの
還元する速度に相当する。 
 
4-2-10-5. GATの活性測定 

GAT活性は、AGS活性測定法と同様にAGKとAGPRのカップリング反応によ

り生成するNADP+を、340 nmの吸光度により定量することで測定した。反応

溶液は、100 mM HEPES-KOH (pH 7.6)、10 mM N-acetylornithine、10 mM 
glutamate、10 mM ATP、20 mM MgCl2、0.2 mM NADPH , そしてargC 50µg、argB 
20µgからなる。以下断りのない限り、glutamateを除いた反応溶液から得られた

吸光度をリファレンスとした。GAT活性の1 unitは、30℃で1分間にNADPHが1 
µmolの酸化する速度に相当する。 
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4-2-10-6. OCT及びCPSの活性測定 
 OCT活性は、生成するシトルリンをdiacetyl monoximeと反応させることで生

成する色素を定量するFeron反応を利用した (Boyde and Rahmatullah, 1980)。ま

た、CPS活性は、CPSの反応生成物であるcarbamoyl phosphate基質とするOCT
のカップリング反応により生成するシトルリンを、Feron反応により定量する

ことで測定した (Rubino et al., 1986)。これらの活性測定法の検討は、芳野の修

士論文 (2006)に詳細に記載している。 
 
4-2-10-7. ASSの活性測定 

ASS活性の測定は、ASS反応の基質であるシトルリンの減少量をFeron反応で

定量する方法である (Ratner, 1973; Hwang et al., 1996)。反応溶液は、100 mM 
HEPES-KOH (pH7.6)、1 mM citrulline、10 mM aspertate、10 mM ATP、そして10 
mM MgCl2からなる。反応後、反応液100 µlに50%(w/v) trichloroacetic acid溶液

を25 µl加え、4°C、13000 gで3 分間遠心分離した。得られた上清を100 µl回収

し、chromogenic reagentを900 µlずつ加え、90°Cで10分間反応した。反応液を

室温まで冷ました後、 530 nmの吸光度を測定した。Chromogenic reagentは、

thiosemicarbazide 1 mgを0.5%(w/w) diacetyl monoxime 溶液10 mlに溶解し、

acid-ferric solution (25%(v/v) conc.H2SO4、20%(v/v) conc.H3PO4、FeCl3 (250 
mg/L)) を20 ml加えた試薬である (Boyde and Rahmatullah, 1980)。ASS活性の1 
unitは、30℃で1分間にcitrullineが1 µmol消費する速度に相当する。 
 
4-2-10-8. ASLの活性測定 

ASL活性の測定は、ASS反応生成物であるフマル酸を240 nmの吸光度で定量

する方法である (Havir et al., 1965; Hwang et al., 1996)。反応溶液は、100 mM 
HEPES-KOH (pH 7.6)、2 mM argininosuccinateからなる。argininosuccinateを除い

た反応溶液から得られた吸光度をコントロールとした。フマル酸量は、モル吸

光係数2440 M-1 cm-1で算出した (Alberty et al., 1954)。ASS活性の1 unitは、30℃
で1分間にフマル酸が1 µmolの生成する速度である。 
 
4-2-10-9. Arginaseの活性測定 

Arginase活性は、Arginaseの反応生成物であるureaを基質とするureaseとGDH
のカップリング反応により生成するNADP+を、340 nmの吸光度により定量す

ることで測定した (Ozer, 1985)。反応溶液は、100 mM Tris-HCl (pH 9.0)、250 mM 
arginine、10 mM α-ketoglutarate、0.2 mM NADPH , そしてurease 10 U、GDH 50 
Uからなる。以下断りのない限り、arginineを除いた反応溶液から得られた吸光
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度をリファレンスとした。Arginase活性の1 unitは、30℃で1分間にNADPHが2 
µmolの酸化する速度に相当する。 
 
4-2-10-10. Ureaseの活性測定 

urease活性は、GDHのカップリング反応により生成するNADP+を、340 nmの

吸光度により定量することで測定した (Kaltwasser & Schlegel, 1966)。反応溶液

は、100 mM Tris-HCl (pH 9.0)、100 mM urea、10 mM α-ketoglutarate、0.2 mM 
NADPH , そしてGDH 50 Uからなる。以下断りのない限り、ureaを除いた反応

溶液から得られた吸光度をリファレンスとした。urease活性の1 unitは、30℃で

1分間にNADPHが2 µmolの酸化する速度に相当する。 
 
4-2-11. 野生スイカからPII 遺伝子の単離 

3-2-8で述べたMarathon cDNA Amplification Kitを用いて5’ならびに3’-RACE法
によりPII 遺伝子を単離した。primerは、本研究室により作製されたEST database
に登録されていたイネのPII 遺伝子と相同性を示すEST clone (clone number 
ROS_072_F05.b)をもとに作製した。作製したPII 遺伝子特異的なprimerは、以下

の4本である。 
 PII5a 5’-GGTGGATCTACAGAGAGGCATGGTGGGT-3’  
  PII5b 5’-CAGAGAGGATGACCGGAGGGCGATACG-3’ 
  PII3a 5’-CGCCCTCCGGTCATCCTCTCTGCTC-3’ 
  PII3b 5’-CTCCATGGCCTGAGGATAGCCTCCAC-3’ 
5’-RACEは、first PCRにPII 5aを用い、second PCRにPII 5bを用いた。3’-RACEに
は、first PCRにNot1 primerとPII 3aを用い、second PCRにはNot2 primerとPII 3bを
用いて行った。以下、クローニングとシークエンスは、3-2-8に従った。 
 
4-2-12. ウェスタンブロッティング 
 3-2-7に従った。そして抗体染色には、PII抗体 (Sugiyama et al, 2004)を1000倍
希釈で用い、その後二次抗体としてgoat anti-rabbit IgG peroxidase conjugate 
(Funakoshi, Tokyo)を5000倍希釈で用いた。検出は、ECL-Plus kit (Amersham 
Biosciences Corp, Piscataway, NJ)で付属のプロトコールに従い行った。 
 
 
 
 
 
 

 58



4-3. 結果 
 
4-3-1. シトルリン代謝酵素の迅速かつ簡便な活性測定法の考案 
 全11種のシトルリン代謝酵素の活性を迅速かつ簡便に測定するために、それ

ぞれの酵素に対して、分光学的に簡便に活性が測定できる方法を考案した。特

に、反応生成物の検出が困難、または複雑である反応に対しては、その反応生

成物を基質とし、検出が容易な生成物を産出するような酵素を利用したカップ

リング活性測定法を利用した。 
まず、AGS、AGK、AOATそしてGATについて、シトルリン生合成第3段階を

担うAGPRとカップリングさせる新規活性測定法を考案した。AGPRは、

N-acetylglutamate 5-phosphate (AGP)とNADPHを基質とし、N-acetylglutamate 5- 
semialdehyde (AGSA)とphosphateとNADP+を生成する酵素であり (Fig. 1-5)、この

酵素の活性測定は、NADPHの酸化に伴う340 nmの吸光度変化で簡便に測定でき

る (Fig. 4-1-(3); Vogel and McLellan, 1970)。シトルリン生合成第2段階を担うAGK
は、N-acetylglutamate (AG)をATPによりリン酸化し、ADPとAGPRの基質である

AGPを生成する (Fig. 1-5)。そのためAGK活性は、反応系にAGPRとNADPHを加

えることで、カップリング反応により生成するNADP＋を340 nmの吸光度で定量

することで測定できる (Fig. 4-1-(2))。さらにAGSとGATは、AGK-AGPRのカッ

プリングシステムを利用した活性測定が可能である。AGSはglutamateを
acetyl-CoAによりアセチル化し、AGとCoAを生成する酵素である (Fig. 1-5)。ま

たGATは、N-acetylornithineのアセチル基をglutamateに転移によりAGSと同様に

AGを生成する (Fig. 1-5)。AGSやGATにより生成されるAGはAGKの基質である

ため、AGSとGAT反応は、AGK/AGPRとカップリングさせることができる。こ

のカップリング反応を用いた測定系では、AGと等量のNADP＋が生成し、NADPH
の340 nmの吸光度で定量することで活性測定できる (Fig. 4-1-(1), (5))。それに対

して、AOATの活性測定は、AGPRの逆反応を利用が可能である。AOATは、AGSA
にglutamateのアミノ基を転移してN-acetylornithineとα-ketoglutarateを生成する可

逆反応を触媒する酵素である (Fig. 1-5)。AGPRは、AOATの逆反応の生成物であ

るAGSAとphosphateを基質とし、NADP+を還元に伴いAGPを生成する。このこと

から、AOATは、AGPRとカップリングさせることでAGSAと等量生成する

NADPHを340 nmの吸光度で定量することで測定できる (Fig. 4-1-(2))。 
その他のシトルリン代謝経路の活性測定法は、既存の吸光度により活性が簡

便に測定できる方法を用いた (Fig. 4-1)。OCT、CPS及びASS活性はシトルリン

を、Feron反応により定量することで測定することとした (Boyde and Rahmatullah, 
1980; Rubino et al., 1986; Ratner, 1973; Hwang et al., 1996; Fig. 4-1-(6-8))。その中で

もCPSの活性測定法は、活性を高感度に検出できるよう改良した (芳野, 2006)。
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ASLの活性測定法は、反応生成物であるフマル酸量を240 nmの吸光度で定量する

既存の簡便な方法を用いた (Havir et al., 1965; Hwang et al., 1996; Fig. 4-1-(9))。
ureaseとarginaseは、既存のGDHのカップリング反応によりNADPHの減少量を

340 nmの吸光度で定量する方法を用いた (Kaltwasser & Schlegel, 1966; Ozer, 
1985; Fig. 4-1-(10, 11))。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure  4-1. 全シトルリン代謝酵素の簡便な活性測定法の考案 
標的酵素を太字、共役させる化合物を括弧で示してある。(＊)は、新規活性測定法。(＊
＊)は、新規活性測定法で芳野の修士論文 (2006)で系を確立した反応。数字は、既存の活

性測定法。以下、参考文献を示す。1. Vogel and McLellan, 1970、2. Boyde and Rahmatullah, 
1980、3. Ratner, 1973; Hwang et al., 1996、4. Havir et al., 1965; Hwang et al., 1996、5. Ozer, 
1985、6. Kaltwasser & Schlegel, 1966 
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4-3-2. リコンビナントタンパク質発現系の調製 
 Fig.4-1のアスタリスクで示した新規活性測定法に供するために、大腸菌由来の

AGK、AGPR、AOATのリコンビナント酵素を調製した。大腸菌の各酵素遺伝子

をもちいて、大腸菌においてヒスチヂン融合タンパク質として発現させた。各

リコンビナントタンパク質に融合させたhistidine-tagを利用して精製し、

SDS-PAGEを行ったところ、それぞれの目的の分子量に単一のバンドが観察され

た (Fig. 4-2)。以下の実験には、これらのリコンビナントタンパク質を用いた。 
 
 
 

Figure  4-2. 大腸菌のAGK、AGPRそして

AOATの発現と精製 
各ゲルのレーンは左からIPTG (-): IPTG添加

前の粗酵素溶液、IPTG (+): IPTG添加後の粗

酵素溶液、P: BD Taron metal affinity columnに
より精製したタンパク質をそれぞれ20 µg泳
動した。泳動後、Coomassie Brilliant Blueで染

色した。EcAGK、EcAGPRおよびEcAOATは
それぞれ大腸菌由来のAGK、AGPR、AOAT。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-3-3. 新規活性測定法の確立 
 AGS、AGK、AOAT、そしてGAT活性が、上記の新規活性測定法により340 nm
の吸光度の変化として検出できるか試験するために、それぞれの反応溶液とそ

の基質、またはカップリング酵素を除いた溶液の340 nmの吸光度の時間変化を

観察した。活性測定法の検討に用いた標的酵素表品としては、AGKとAOATは、

本章で精製したヒスチヂンタグ融合リコンビナントタンパク質を用い、GATは
第3章で作製した精製リコンビナントScGATを用いた。AGSの検討には、AGS遺
伝子のリプレッサーであるArgRを欠損したためにAGSが多量に発現している大

腸菌ArgR欠損株の粗抽出液を用いた (Marvil and Leisinger, 1977; Mass, 1994)。な

お、ここでの活性測定では、本章の 『材料と方法』のそれぞれの活性測定法で

記しているリファレンスは用いていない。 
まず、AGKのAGPRによるカップリング活性測定の検討を行った。1mLの反応

系に0.4 µgのAGK と10 µgのAGPR、そしてAGKの基質を加えたところ、吸光度

が大きく減少した (Fig. 4-3A; filled diamonds)。それに対して、基質、もしくはカ

ップリング酵素を反応系から除いたとき、ごくわずかな吸光度が減少しか観察

されなかった (Fig. 4-3A)。これは、NADPHの自動酸化による吸光度の変化であ

ると考えられる。この問題は、実際の活性測定では、N-acetylglutamateを除いた
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反応液をリファレンスとする

ことで解決した。以上のこと

から、AGK活性に起因して吸

光度が大きく減少することが

明 ら か に な っ た 。 次 に

AGK/AGPRのカップリング反

応を用いるGATとAGSについ

て吸光度の時間変化を測定し

た。GAT活性測定は、1 mLの
反応系に0.1 µgのGAT、カップ

リング酵素である 10 µgの
AGKと10 µgのAGPR、そし

GATの基質を加えて反応を開

始したところ、吸光度が直線

的に減少した(Fig. 4-3B; filled 
diamonds)。一方、基質、もし

くはカップリング酵素を反応

系から除いたとき、ほとんど

吸光度変化が見られなかった 
(Fig. 4-3B)。わずかな吸光度の

減少の理由は、AGKと同様に

NADPHが自己参加したため

であると考えられる。そのた

め、glutamateを除いた反応液

をリファレンスとして活性を

測定した。このことから、AGKと同様にGAT活性特異的に吸光度が減少するこ

とが示された。AGSの活性測定は、1 mLの反応系に大腸菌ArgR欠損株の粗抽出

タンパク質38 µgに20 µgのAGKと50 µgのAGPRそしてAGSの基質を加えて反応

を開始させた。その結果、活性検出に必要な化合物がすべて含まれているとき

は、吸光度が大きく減少した (Fig. 4-3C; filled diamonds)。またAGSの活性測定で

は、AGKやGATと異なり、基質やカップリング酵素を反応系から除いても小さ

な吸光度変化が観察された (Fig. 4-3C)。この比較的高いバックグラウンドは、

カップリング酵素を除いたときに観察された。このことからこのバックグラウ

ンドは、用いたタンパク質粗抽出液に混在するカップリング酵素が原因である

と考えられる。そこで、活性測定のリファレンスには、基質であるglutamateを
除いた反応液をリファレンスとした。AOATの活性測定は、5 µgのAOATにカッ

Figure  4-3. AGS、AGK、GATおよびAOATの共役活

性測定における340 nmの吸光度変化 
A. AGK活性測定。◆が完全な反応溶液、以下、反応構

成成分を1つ除いたコントロール。▲がAG、△がATP、
○がAGPR。B. GAT活性測定。◆が完全な反応溶液、

以下、反応構成成分を1つ除いたコントロール。▲が

Glutamate、△がN-acetylornithine、□がATP、○がAGPR、
がAGK。 C. AGS活性測定。◆が完全な反応溶液、以

下、反応構成成分を1つ除いたコントロール。▲が

Glutamate、△がN-acetylornithine、□がATP、○がAGPR、
がAGK。 D. AGS活性測定。◆が完全な反応溶液、以

下、反応構成成分を1つ除いたコントロール。▲が

Glutamate、△がN-acetylornithine、○がAGPR。 

 62



プリング酵素である10 µgのAGPR、そしAOATの基質を加えて反応開始したとこ

ろ、吸光度が直線的に増加した (Fig. 4-3D; filled diamonds)。AOATの反応系から

α-ketoglutarateを除いたとき吸光度変化は観察されなかったが (Fig. 4-3D; open 
triangles)、N-acetylornithineもしくはAGPRを除いたとき、約2分までのわずかな

吸光度の上昇が観察された (Fig. 4-3D; filled triangles, open circles)。この吸光度の

上昇は、α-ketoglutarateを添加する溶液に含まれる何らかの物質の影響によるも

のであると考えられる。これらの問題に関しては、α-ketoglutarateを添加し

N-acetylornithineを除いた反応溶液をリファレンスとすることで本実験に利用で

きる。以上の結果から、考案した4種の活性測定において、標的酵素の活性が吸

光度変化において経時的に測定できることが証明された。 
 カップリング反応を用いて活

性測定を行った場合、カップリン

グ酵素ではなく標的酵素が反応

の律速になっているときのみ、正

確な活性値を測定することがで

きる (Segel, 1975)。そこで、こ

の活性測定を用いて正確な値を

測定するために、標的酵素の量を

変動させ、そのときの活性を測定

した。その結果、AGKの測定系

では、精製AGK量が0.2～0.6 µg
の範囲においてAGK量とNADP+

生成量が正比例していた  (Fig. 
4-4A)。GATでは精製GAT量が0.05
～0.15 µgの範囲、そしてAGSで
は大腸菌ArgR欠損株のタンパク

質粗抽出液が19～57 µgの範囲に

おいて、標的タンパク質の量と活

性測定値がリニアーであった 
(Fig. 4-4B, C)。またAOATの活性

測定系では、精製AOAT量が5～20µgの範囲において、AOAT量に比例して活性が

増加した (Fig. 4-4D)。また、それぞれの活性測定系について、カップリング酵

素の量を2倍にして上記の範囲で活性測定を行っても、標的タンパク質量と活性

との直線性に影響はなかった。これらの結果から、上記の酵素量と活性測定値

が比例する実験条件では、カップリング酵素が律速因子とならず、吸光度変化

が標的酵素の活性に依存して観察されることが明らかになった。 

Figure  4-4. AGS、AGK、GATおよびAOATの共役

活性測定で測定した初期速度に対する標的酵素の

濃度の影響 
A. AGKを 0.2～1.0 µgで変化させた。 B. をGAT 
0.05～0.25 µgで変化させた。 C. AGS を19～95 µg
で変化させた。D. AOATを 5.0～25 µgで変化させ

た。データは、3回のアッセイの平均±標準誤差を

示した。 
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 実際にこれらの新規活性測定法による測定値が正確であるか検討するために、

標的酵素の基質濃度依存性を決定した。AGS、AGKそしてGATの基質濃度依存

性をカップリング活性測定法により解析した (Fig. 4-5A-F)。得られたそれぞれ

の測定値をミカエリス-メンテンの式にフィッティングしKm値を産出した。その

結果、AGKのAGに対するKm値は0.46 ± 0.04 mMであり、ATPに対するKm値は0.36 
± 0.02 mMであった (Fig. 4-5A, B)。この解析には精製ヒスチヂンタグ融合AGK
を用いたが、以前報告されている大腸菌のnative AGKのAG とATPに対するKm値 
(AG, 0.2 mM; ATP, 0.29 mM)と近い値を示した (Marco-Marin et al., 2003)。AGSの
glutamateに対するKm値は2.65 ± 0.16 mMであり、acetyl-CoAに対するKm値は0.47 
± 0.07 mMであった (Fig. 4-5C, D)。これまでに大腸菌のAGSのKm値を解析した報

告はないが、今回産出された値はヒトやNeurospora crassやRuttus norvegicusの
AGSのglutamateとacetyl-CoAに対するKm値と同等の値を示した (Caldovic et al., 
2005; Hinde et al., 1986; Kamemoto and Atkinson, 1985)。GATのglutamateに対する

Km値は8.4 ± 0.8 mMであり、N-acetylornithineに対するKm値は2.8 ± 0.1 mMであっ

た (Fig. 4-5E, F)。この値は、報告されている酵母のGATのKm値とほぼ一致した 
(Liu et al., 1995; glutamate, 7.2 mM; N-acetylornithine, 1.0 mM)。これらのことから、

カップリング活性測定法を用いてAGK、AGSそしてGAT活性が正確に測定でき

ることが明らかになった。 
 

 
 
Figure  4-5. AGS、AGKおよびGAT
の基質濃度依存性。 
A. B. AGKの基質濃度依存性。Aは、

ATPを10 mMに固定し、AGを0.1-10 
mMに変動させた。Bは、AGを10 mM
に固定し、ATPを0.05-10 mMに変動

させた。C. D. はAGSの基質濃度依

存性。Cは、glutamateを10 mMに固

定し、Acetyl-CoAを0.1-10 mMに変

動させた。Dは、Acetyl-CoAを2 mM
に固定し、AGを0.2-20 mMに変動さ

せた。 E. FはGATの基質濃度依存

性。Eは、N-acetylornithineを10 mM
に固定し、glutamateを1-80 mMに変

動させた。Fは、glutamateを40 mM
に固定し、N-acetylornithineを0.1-20 
mMに変動させた。データは、3回の

アッセイの平均±標準誤差を示し

た。 
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4-3-4. 新規活性測定法の特異性 
 考案したカップリング活性測定法の標的酵素活性に対する特異性を解析する

ために、AGS、AGK、AOATそしてArgRが欠損した大腸菌のタンパク質粗抽出

液からそれぞれの酵素活性を測定した。なお、大腸菌はGATを持たないため、

GATについての解析は行っていない。大腸菌ArgR欠損株におけるAGS、AGK、

そしてAOATの活性は、それぞれ203 ± 2、47.6 ± 3.6、471 ± 5 mU/mg proteinであ

り、大腸菌野生株における活性 (AGS, 0.518 ± 0.008 mU/mg protein; AGK, 1.76 ± 
0.06 mU/mg protein; AOAT, 2.16 ± 0.08 mU/mg protein)よりかなり高い値を示した 
(Table 4-1)。この結果はArgRがアルギニン生合成系酵素遺伝子のリプレッサーと

して機能するという報告からも支持される (Mass, 1994)。それに対して、AGS、
AGK、そしてAOATの活性は、それぞれの欠損株からは検出されなかった (Table. 
4-1)。これらの結果から、カップリング活性測定法は標的酵素活性を特異的に検

出することが明らかになった。 
 

Table 4-1. さまざまな大腸菌株において共役活性測定法で測定したAGS、
AGK、そしてAOAT活性 
データは、3回のアッセイの平均±標準誤差を示した。N.D., not determined. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-3-5. 野生スイカにおける乾燥前後の全シトルリン代謝酵素活性の変化 
 野生スイカにおけるシトルリン蓄積の鍵酵素を同定するために、考案した活

性測定法を用いて、乾燥強光前後の野生スイカの葉における全シトルリン代謝

酵素活性を測定した。活性測定に用いた野生スイカ葉は、代謝が盛んであるこ

とが望ましいため、完全展開して間もない第4葉を用いた。また、野生スイカ第

4葉において、最もシトルリンが蓄積するのが乾燥強光3日目から4日目であるた

め (Fig. 4-6; 芳野, 2006)、乾燥前と乾燥3日目の活性を比較した。活性測定の結

果、乾燥前の野生スイカのシトルリン生合成経路において、シトルリンの基質

となるオルニチン生合成の1段階を担うAGS活性が0.67 ± 0.23 mU/mg protein、第

2段階を担うAGK活性が1.56 ± 0.31 mU/mg protein、そしてシトルリンのもう一つ

の基質であるcarbamoyl-phosphateを生合成するCPSが0.17 ± 0.09 mU/mg proteinと
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生合成の入り口を担う3酵素の比

活性が小さい値を示した  (Fig. 
4-7A, B and F)。このことは、乾燥

前のシトルリン代謝経路は入り

口を担う酵素がボトルネックに

なっていることを示唆している。

一方、シトルリンを生合成する

OCTは、65.1 ± 11.0 mU/mg protein
と最も高い値を示した  (Fig. 
4-6G)。また、シトルリンの異化経

路では、シトルリン分解酵素であ

る ASS 活 性 が 、 0.044 ± 0.016 
mU/mg proteinと非常に低い値を

示し、尿素を分解するurease活性

も1.13 ± 0.48 mU/mg proteinと低い

値を示した (Fig. 4-6H, K)。 
それに対して野生スイカに乾燥

ストレスが与えられると、AGS、
AGKそしてCPSの活性がそれぞ

れ約7倍、7倍、5倍増加していた 
(Fig. 4-7A, B and F)。また、乾燥前

に顕著に比活性が低かったASS活
性が約5分の１に低下しており、

arginineの分解酵素であるarginase
活性が約 70% に低下していた 
(Fig. 4-7H, J)。その他の酵素活性

は乾燥前後の変化が10%以内であ

り、有意差はなかった  (Fig. 
4-7C-E, G, I and K)。以上の結果か

ら、乾燥強光に伴い活性が増加す

る経路の入り口を担う3酵素と、シトルリン分解を担う酵素がシトルリン蓄積の

鍵酵素となっていることが示唆された。 

Figure  4-6. 乾燥強光に伴う野生スイカ第4葉
のシトルリン含有量の変化 
A. 第4葉に含まれるシトルリン量の1日あたり

の変動量。B. 第4葉に含まれるシトルリン濃度

の1日あたりの変動量 
(芳野, 2006より、一部改変) 
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 Figure  4-7. 野生スイカの全11種のシトルリン代謝酵素の乾燥強光ストレスに伴う活性

変動 
A. AGS, B. AGK, C. AGPR, D. AOAT, E. GAT, F. CPS, G. OCT, H. ASS, I. ASL, J. arginase, K. 
urease。 は測定値が乾燥前後でt検定により5%以下で有意差がある。データは、3回の

アッセイの平均±標準誤差を示した。縦軸は、nmol of product formed/min/mg proteinであ

る。黒色は乾燥前、白色は乾燥3日目の活性を示している。 
(OCTとCPSのデータは、芳野, 2006より改変) 
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4-3-6. 乾燥強光に前後のAGKのアルギニンによるフィードバック阻害 
 これまでに、植物においてAGSとAGKがアルギニンによりフィードバック阻

害を受けることが明らかになっている (Morris and Thompson, 1977; McKay and 
Shargool, 1981)。シトルリン生合成第1段階はAGSとGATが担っており、第3章の

結果から植物のGATはアルギニンによるフィードバック阻害をほとんど受けな

いことが明らかになっている。このことから、アルギニンが高濃度に存在して

も、第1段階はGATの寄与により大きく阻害されることはないと考えられた。一

方、第2段階を担うのはAGKのみであり、アルギニンにより阻害されるとシトル

リン生合成が大きく阻害されるはずである。このことから、乾燥強光前後での

AGKのアルギニンによるフィードバック阻害を解析することとした。活性測定

は、第4章で考案したカップリング活性測

定法を用いるため、カップリング酵素であ

るAGPRがアルギニンにより阻害される

と、AGKのアルギニンに対する応答を観

察できない。大腸菌のAGKは、アルギニ

ンによるフィードバック阻害受けないこ

と が 報 告 さ れ て い る こ と か ら 
(Ramŏn-Maiques et al., 2002)、第4章で精製

した大腸菌AGK活性をカップリング活測

定法によりアルギニン存在下で測定する

ことで、アルギニンのAGPRに対する影響

を観察した。その結果、10 mMのアルギニ

ン存在下でも活性が阻害されなかったこ

とから、カップリング酵素として用いる大

腸菌のAGPRはアルギニンにより阻害さ

れないことが明らかになった (Fig. 4-8A)。
すなわち、野生スイカAGKのアルギニン

応答性の解析に、AGPRを用いたカップリ

ング活性測定法が利用可能である。次にこ

の活性測定法を用いて,乾燥前および乾燥

3日目の野生スイカ葉のタンパク粗抽出液

において10 mMアルギニン存在下でAGK
活性を測定した。乾燥前の野生スイカ葉タ

ンパク粗抽出液ではAGK活性が10 mMの

アルギニン存在下で約25%まで活性が抑

制された (Fig. 4-8B)。それに対して、乾燥

Figure  4-8. 野生スイカAGKのアルギ

ニン応答性 
A. AGK/AGPR共役活性測定に対するア

ルギニンの影響。大腸菌のAGK活性を

AGK共役活性測定によりアルギニン存

在下で測定した。 B. 乾燥前後の野生ス

イカ葉のタンパク質粗抽出液における

AGKのアルギニン応答性。白抜きはコン

トロール、灰色は10 mMアルギニン存在

下での活性を示す。データは、3回のア

ッセイの平均±標準誤差を示した。 
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3日目の野生スイカ葉タンパク粗抽出液中のAGKは、10 mMのアルギニンにより

阻害されなかった (Fig. 4-8B)。 
 
4-3-7. 野生スイカAGKとPII proteinの関連 
近年、シアノバクテリアやシロイヌナズナにおいて、AGKが、生体内の炭素・

窒素比を感知し、細胞内の窒素量を調節するシグナルタンパク質PII proteinによ

り活性制御されることが報告されている (Heinrich et al., 2004; Burillo et al., 2004; 
Ninfa and Jiang, 2005)。これらの報告によると、AGKはPII proteinとが相互作用す

ることで、触媒効率が増加し、アルギニンによるフィードバックが緩和される 
(Maheswaran et al., 2004; Chen et al., in press)。このPII proteinによる活性制御が野

生スイカの乾燥強光時のAGKの活性制御と関連があることが予想されたことか

ら、野生スイカのAGKとPII proteinの関連を明らかにすることとした。 
野生スイカPII 遺伝子のcDNAの全長を単離するために、野生スイカESTクロー

ンROS_072_F05.bから遺伝子特異的なプライマーを作製し、5’-及び3’-RACEを行

った。その結果、得られたcDNAは960 bpからなり、202アミノ酸からなる推定分

子量22.2 kDaのタンパク質をコードしていた。野生スイカのPIIの推定アミノ酸配

列は、他生物のPIIの推定アミノ酸配列と比較し、N末端側74アミノ酸とC末端側

16アミノ酸を除いて、高度に保存されおり、PII の機能に関わるT-loopや、ATP
に結合する残基も高度に保存されていた (Fig. 4-9; Jaggi et al., 1996; Moorhead 
and Smith, 2003)。また、Synechococcus sp. PIIの49番目のセリンは、リン酸化部位

であるが、野生スイカを含む植物のPIIにおいてもリン酸化部位であるセリンは、

高度に保存されていた (Fig. 4-9, white arrow; Forchhammer and Tandeau de Marsac, 
1995)。一方、大腸菌PIIのウラシル化部位である51番目のチロシンは、植物では

フェニルアラニンに置換されていた (Fig. 4-9, gray box; Arcondėguy et al., 2001)。
植物のPIIは葉緑体移行シグナルペプチドを持つと予測され、イネのPIIは、GFP
融合タンパク質を用いた解析により葉緑体へ移行することが示唆されている 
(Sugiyama et al., 2004)。野生スイカPIIをタンパク質局在予測ソフトCHLOROP 
(Nielsen et al., 1997)により解析したところ、他の植物の場合と同様にN末端側の

62アミノ酸が葉緑体移行シグナルペプチドと予測された (Fig. 4-9, underline)。 
野生スイカPIIの乾燥強光に伴う発現変動を解析するために、ストレス前と乾

燥強光1日から8日目までの野生スイカ第4葉から抽出したタンパク質を用いて

ウェスタンブロットを行った。ウェスタンブロットには、イネPIIのFig4-10Aの下

線部のリコンビナントタンパク質を抗原として作製した抗体を用いた 
(Sugiyama et al., 2004)。解析の結果、野生スイカPIIの分子量と思われる約15.5 kDa
の位置にバンドが検出され、野生スイカPIIは乾燥強光により発現誘導され、蓄

積することが明らかになった (Fig.4-9B)。 
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Figure  4-9. 各生物PII proteinのアライメントと野生スイカにおけるPII proteinの乾燥

強光に伴う発現変動 
A.野生スイカ、シロイヌナズナ、イネ、シアノバクテリアそして大腸菌におけるPII protein
のアライメント。T-loopを四角、リン酸化されるセリンを▽、ウラシル化されるチロシ

ンを▼、ATP結合残基を○で示す。また、下線部は、イネPII protein抗体作製のための抗

原としたアミノ酸配列を示す。B.野生スイカの 乾燥強光に伴うPII proteinのウェスタン

ブロット。ストレス前、および乾燥強光1日～8日目の野生スイカ第4葉の30 µg分のタン

パク質をSDS-PAGEで分離し、イネPII protein抗体で検出した。 
 
シアノバクテリアのPII protein-AGK複合体は、α-ketoglutarateがPII proteinと相互

作用することで解離し、カルシウムイオンがそのアンタゴニストになっている

ことが明らかになっている (Maheswaran et al., 2004)。仮に、野生スイカがPII 
protein-AGK複合体を形成しているとすると、α-ketoglutarateにより複合体が解離

し、AGK活性が低下し、CaCl2によりその低下が緩和されると予測される。そこ

で乾燥強光3日目の野生スイカの葉を用いて、AGK活性に対するα-ketoglutarate
とカルシウムイオンの影響を観察した。反応溶液に1 mMのα-ketoglutarateを添加

したところ、AGK活性が約4割まで減少した。それに対して、1 mMの
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α-ketoglutarate と 1 mM の CaCl2 を AGK の反応溶液に添加したところ、

α-ketoglutarate添加時に見られた活性の減少が緩和された (Fig. 4-10)。この結果

は、野生スイカAGKがPII proteinと複合体を形成していることを支持している。 
以上のことから、野生スイカAGKは、

乾燥強光に伴い、活性増加し、アルギ

ニンによるフィードバック阻害が緩和

された。この応答は、シロイヌナズナや

シアノバクテリアにおけるAGKがPII proteinと相互作用することによる活性制

御機構と類似していた。そして野生スイカにおいて乾燥強光に伴いPII proteinが
蓄積していた。これらの結果から、乾燥強光に伴う野生スイカAGKは、PII protein
により制御されている可能性が示唆された。 

 

 

 

Figure  4-10. 野生スイカAGKに対する

α-ketoglutarateとカルシウムの影響 
左のバーからコントロール、1 mM α
-ketoglutarate存在下のAGK活性、1 mM 
CaCl2 と 1 mM α -ketoglutarate存在下の

AGK活性。データは、3回のアッセイの平

均±標準誤差を示した。 
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4-4. 考察 
 
固着生活を営む植物は、細胞内の代謝を変化させ、さまざまな環境に適応し

ている。そのような応答のひとつとして、野生スイカは、乾燥強光時にシトル

リンを高蓄積する (Kawasaki et al., 2000)。植物において、シトルリン蓄積は稀有

な現象である。野生スイカ以外にシトルリンが蓄積する例として、Alnusのよう

な根粒菌と共生する植物が、導管液に高濃度シトルリンを含むことが報告され

ているが、その蓄積機構の詳細は明らかになっていない (Barnes, 1963; Lundberg 
and Lundquist, 2004)。植物がストレス時に適合溶質を蓄積するとき、その生合成

経路における鍵酵素の活性を大きく変動させる (Yokota et al., 2006; Chen and 
Murata, 2002)。このことから野生スイカのシトルリン蓄積においても、その生合

成の鍵酵素活性が大きく変動すると予測される。しかしながらシトルリン代謝

経路は、近年盛んに研究されている形態形成やストレス応答に関わるポリアミ

ンや、シグナル分子である一酸化窒素の生合成経路と直結しているにもかかわ

らず (Walters, 2003; Delledonne, 2005)、ほとんど解析されていない (Thompson, 
1980; Slocum, 2005)。そのため、植物におけるシトルリン代謝酵素活性の知見は

非常に乏しく、またその活性測定法も洗練されていない。そこで、本章ではシ

トルリン代謝経路を担う全11酵素の迅速、簡便な活性測定法を考案し、その活

性測定法を用いて野生スイカにおけるシトルリン蓄積の鍵酵素を探索し、同定

された鍵酵素の制御機構を考察した。 
 
4-4-1. カップリング反応を用いた新規活性測定法 
 シトルリン代謝経路を担う前11種の酵素活性を測定するには、迅速、簡便な

活性測定法を用いることが望ましい。特に植物のタンパク質粗抽出液は、さま

ざまなタンパク質を含むため、比特異的な活性を捕らえないような特異性の高

い活性測定である必要がある。そこでカップリング活性測定法を応用した測定

系を用いることとした。カップリング反応活性測定法は、標的酵素反応の反応

生成物を基質とするカップリング酵素を過剰量反応系に加えることで、カップ

リング酵素の反応生成物を定量して活性測定する方法である (Segel, 1975)。活性

測定が困難である反応に対して、カップリング反応を用いて吸光度により簡便

に検出できる最終産物を生成するような反応系を構築すれば、反応をリアルタ

イムに計測できる。また、化学的な活性測定法では、反応生成物の特定の構造

を検出するため、類似の構造を持つ化合物も同時に検出してしまう。そのため、

タンパク質粗抽出液を用いた解析では、注意が必要である。ところがカップリ

ング活性測定法では、カップリング酵素の基質特異性により標的酵素の反応生

成物を特異的に検出することができる。以上のことから、野生スイカの葉粗抽
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出液を用いた活性測定に適した方法であると考えられる。 
 カップリング活性測定法を利用し、シトルリン代謝を担う全11種の酵素の

簡便な測定法を考案した (Fig. 4-1)。考案した活性測定法では、7酵素がNAD(P)H
由来の340 nmの吸光度、ひとつの酵素fumarate由来の240 nmの吸光度、そして3
酵素がFeron反応によるcitrulline誘導体由来の530 nmの吸光度により測定できる。

このように反応測定法が類似であるため、迅速に11種の酵素を測定することが

可能であると考えられる。全11酵素のうち、5酵素AGS、AGK、AOAT、GATそ
してCPSが新規活性測定法である。CPSについては、芳野の修士論文 (2006)にて

詳しく記載している。CPSを除く4酵素の活性測定法は、シトルリン生合成第3
段階を担うAGPRの活性測定が簡便であることから、AGPRとカップリングさせ

る方法である。この4酵素の新規活性測定法の検討を行ったところ、それぞれの

活性を正確に検出できることが明らかになった (Fig.4-3-4-5)。また、大腸菌欠損

株を用いた解析から、特異的に活性を検出できることが明らかになった (Table. 
4-6)。以上のことから、新規カップリング活性測定法は、迅速、簡便かつ特異性

の高い測定法であることが明らかになった。さまざまな生物の代謝経路を解析

する際、活性測定が困難な酵素反応は多く存在する。これらの困難を乗り越え

るために、カップリング活性測定法が非常に効果的であると考えられる。特に

大腸菌は、古くからの代謝研究により代謝マップが充実しており、そのゲノム

解読も完了している (Blattner et al., 1997)。このことから、検出困難なさまざま

な酵素に対して、大腸菌の代謝酵素を用いたカップリング活性測定法を考案し、

活用できると期待される。 
 
4-4-2. 乾燥強光に伴う野生スイカの全シトルリン代謝酵素の活性変動 
シトルリンは、5段階の反応により生合成されたオルニチンと、1段階の反応

により生合成されたcarbamoyl phosphateからOCTにより生合成され、4段階の反

応によりアンモニアと二酸化炭素とオルニチンに異化される。本研究では、野

生スイカのシトルリン代謝を担う全11種の酵素の乾燥強光に伴う活性変動を解

析した (Fig. 4-7)。5段階からなるオルニチン生合成経路において、AGS、AGK
が乾燥強光により活性をそれぞれ7倍増加していた (Fig. 4-7A-E)。これまでに、

微生物では、オルニチン代謝の制御がAGS、AGKそしてGATにより制御されて

いると報告されている (Caldovic and Tuchman, 2003)。植物では、ビートにおい

てAGSがアルギニンにより阻害されること (Morris and Thompson, 1977)、そして

エンドウにおいてAGKがアルギニンにより阻害されることが明らかになってい

る (McKay and Shargool, 1981)。また、第3章の結果から、植物のGATはほとんど

アルギニンにより阻害を受けなかった。このことから、植物におけるオルニチ

ン生合成制御の鍵酵素は、第1段階のAGSと第2段階のAGKであると考えられる。
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そのため今回の結果から野生スイカは、アルギニンにより制御されるAGSと
AGK 活性を増加させ、フィードバックを打破するとともに、経路の流量を増大

させ、オルニチン生合成量を増加させていると考えられる。 
また、グルタミン酸をアセチル化する第1段階はAGSとGATにより触媒される

が、植物においては、主にGATが第1段階を担っておりAGSはN-acetylglutamtae
を補充する役割を担うことが示唆されている (Shargool and Jain, 1985)。今回の活

性測定では、乾燥前の野生スイカにおけるAGS活性は、0.67 ± 0.23 mU/mg protein
であり、GAT活性が3.24 ± 0.34 mU/mg proteinであり、GATの比活性が約5倍高く 
(Fig. 4-7A, E)、この仮設を支持していた。第3章の結果から、野生スイカからア

セチル基を加水分解するAOD活性は検出されなかった。このことから、オルニ

チン生合成経路のアセチル中間体は、GATによりリサイクルされるのみであり、

その量は変化しないと考えられる。そのため、AGSによりacetyl-CoAを用いて生

合成されたAGは、アセチル中間体量を増加させ、その結果オルニチン生合成経

路の流れが速まると考えられる。 
carbamoyl phosphateを生合成するCPSは、乾燥強光に伴い3倍活性増加していた 

(Fig. 4-7F)。carbamoyl phosphateは、シトルリン生合成のOCTとピリミジン生合成

のAspartate carbamoyltransferase (ACT)の基質である。ACTのcarbamoyl phosphate
に対するKm値はOCTより低く、通常carbamoyl phosphateはピリミジン生合成に優

先的に利用されると考えられている (Garcia-Espaňa et al, 1989)。乾燥強光時の野

生スイカでは、OCT活性が変化していないが (Fig. 4-7G)、シトルリンが高濃度

蓄積する。このことから、シトルリン生合成にcarbamoyl phosphateを優先的に利

用する制御機構が存在すると考えられる。その一つの可能性として、ACT活性

が抑制され、carbamoyl phoshpateがシトルリン代謝経路に流れることが考えられ

る。また、これまでに植物において、CPSとACTは、ピリミジン生合成の最終産

物であるuridine monophosphate (UMP)により活性抑制されること (O’Neal and 
Naylor, 1976; Ong and Jacson, 1972)、そしてUMPによるCPSの阻害はオルニチンに

より緩和されることが報告されている (Kollöffel and Verkerk, 1982; O’Neal and 
Naylor, 1976)。これらのことから、もうひとつの可能性として、乾燥強光時の野

生スイカは、UMPが増加しACTとCPS活性を抑制し、さらにAGSとAGKの活性

化により増加したオルニチンがCPSの阻害を緩和することで、carbamoyl 
phosphateがシトルリン生合成に利用されていることが考えられる。 
一方、シトルリン異化経路においては、シトルリン分解酵素であるASSとアル

ギニンを異化するarginaseがそれぞれ20%、70%に低下していた (Fig. 4-7H, J)。乾

燥強光時の野生スイカは、シトルリンとアルギニンが蓄積することから 
(Kawasaki et al., 2000)、これらの分解酵素の活性低下は、蓄積の一因であると考

えられる。野生スイカにおける乾燥前のASS活性は、0.044 ± 0.016 mU/mg protein
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とその他のシトルリン代謝酵素と比較して非常に低い値を示した (Fig. 4-7H)。
Canavalia lineataのカルスにおいてASSはOCTの約5分の1の活性であった 
(Hwang et al., 1996)。このことから野生スイカは、他の植物と比較してASS活性

が低く、シトルリンが蓄積しやすいのかもしれない。アルギニンが細胞内に高

濃度蓄積すると細胞内の代謝を乱す可能性がある (Akashi et al., 2001)。そのため、

野生スイカがアルギニンを高濃度蓄積するのは、不利であるように思われる。

アルギニンは、一酸化窒素生合成やポリアミン生合成にも利用される。そのた

め、乾燥強光時のarginase活性の減少は、アルギニンを蓄積するためではなく、

アルギニンから派生する生合成経路の制御に関与している可能性がある。 
以上のことから野生スイカは、乾燥強光時に経路の入り口である初発段階を

担うAGS、AGKそしてCPSの3酵素の活性を増加させることで、経路への窒素化

合物の流量を増大し、そしてシトルリン分解酵素ASSの活性を抑制することでシ

トルリン蓄積を達成していると考えられる。 
 
4-4-3. 野生スイカAGKの制御 
野生スイカにおいてシトルリン蓄積の鍵酵素として同定さしたAGSとAGKは、

他の植物ではアルギニンによりフィードバック阻害を受けることが報告されて

いる (Morris and Thompson, 1977; McKay and Shargool, 1981)。AGSはアルギニン

非感受性のGATとともにシトルリン第1段階を制御していることから、AGKがシ

トルリン代謝の制御に最も重要であると考えられた。さらに乾燥強光に伴い

AGKのアルギニンによるフィードバック阻害が緩和された (Fig. 4-8B)。このこ

とからAGKは、活性増加とフィードバック阻害の脱感作により、アルギニン濃

度が高まる乾燥強光時においてもシトルリン蓄積を促進し続けると考えられる。 
シアノバクテリアやシロイヌナズナのAGKは、PII protein と相互作用し、触媒

効率を増加させ、アルギニンによるフィードバック阻害を緩和することが報告

されている (Maheswaran et al., 2004; Chen et al., in press)。この活性制御は、野生

スイカAGKの乾燥に伴う活性制御と関連していると予測される。そこで野生ス

イカの乾燥強光時のAGKのPII proteinによる制御を考察するために、野生スイカ

からPII 遺伝子を単離したところ、野生スイカのPII 遺伝子から推定されるアミ

ノ酸配列は、T-loopとリン酸化に関わるセリンを高度に保存していた (Fig. 4-9A, 
white box and white arrow)。シアノバクテリアにおいてT-loopとリン酸化に関わる

セリンは、AGKとの相互作用に重要とされる(Burrilo et al., 2004; Maheswaran et al., 
2004)。これらのことから野生スイカPIIは、AGKを活性制御する他生物のPIIに必

要な構造を兼ね備えており、野生スイカPIIは構造的にはAGKと相互作用する構

造を有していた。さらに、野生スイカPII protein発現量を解析したところ、乾燥

強光により葉内に蓄積していた (Fig. 4-9B)。また、PII protein と相互作用してい
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ると予測される乾燥3日目の野生スイカAGKが、α-ketoglutarateにより活性が低下

し、カルシウムイオンにより活性低下が緩和された。この応答は、シアノバク

テリアのAGKとPII proteinの複合体の応答と類似していた (Maheswaran et al., 
2004)。以上のことから、野生スイカAGKの乾燥強光に伴う活性増加は、PII protein
により制御されていることが示唆された。今後は、乾燥強光に伴うAGKの発現

量の変化、ならびに野生スイカPIIとAGKとのin vivoでの結合を明らかにすること

で、PIIによるAGKの制御機構がより明らかになると考えられる。 
シアノバクテリアのAGKは、PII proteinと相互作用し、触媒効率が40倍増加し、

アルギニンによるフィードバックが10分の1に緩和する  (Maheswaran et al., 
2004)。このAGKの活性化は、窒素が多量な条件において、豊富にアルギニンを

含む窒素貯蔵物質であるcyanophycinを生合成する基質を供給していると考えら

れている (Ninfa and Jiang, 2005)。一方、植物では、イネとシロイヌナズナにお

いてAGKとPII proteinが相互作用することが報告されており (Sugiyama et al., 
2004; Chen et al., in press)、シロイヌナズナにおいて、AGK はPIIと相互作用する

ことで、触媒効率が30%増加し、アルギニンによるフィードバックを3分の1に緩

和すると報告されている (Chen et al., in press)。しかしながら、植物におけるPII 
proteinは、窒素代謝に関わることは明らかになっているが、生理学的な機能は明

らかになっていない (Hsieh et al., 1998; Smith et al., 2002; Smith et al., 2004; 
Ferrario-Mėry et al 2005)。乾燥強光に伴う野生スイカAGKは、活性を約7倍に増加

させ、アルギニンによるフィードバックを約5分の1に緩和させる。現在のとこ

ろ、AGKのタンパク質発現量を解析していないのでこの活性変動とPII proteinの
関係は明らかではない。しかしながら、乾燥強光時の野生スイカAGKがPII protein
にのみに活性制御されると仮定すると、活性が7倍に増加していることから、植

物の制御よりむしろシアノバクテリアの制御に近いのかもしれない。AGKが活

性化されることでアルギニン生合成経路への流量を増加することから、シトル

リンを蓄積する野生スイカは、PII proteinの制御をより強くしているのかもしれ

ない。 
 シアノバクテリアにおいて、PII proteinは細胞内への硝酸イオンの取り込みも

制御しており (Lee et al., 2000)、大腸菌では、PII proteinはアンモニアトランスポ

ーターと相互作用し、不活性化させることが明らかになっている (Javelle A et al., 
2004)。このように、微生物のPII proteinは、窒素化合物の取り込みを制御してい

る。一方、植物のPII proteinは葉緑体に局在し (Sugiyama et al., 2004)、微生物の

PII proteinと局在が異なるため、微生物と機能が異なるかもしれない。しかしな

がら、シロイヌナズナのPII変異株は、野生型に比べて亜硝酸イオン耐性を示す

ようになり、また、高アンモニア培地で生育させると、野生型と比較して、炭

水化物量が増加し、窒素化合物量が減少することから、窒素化合物の取り込み
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に関与することが示唆されている (Ferrario-Mėry et al., 2005)。以上のことから、

野生スイカのPII proteinも窒素化合物の取り込みに関与していると予測される。

もしそうであれば、乾燥強光に伴うPII proteinの増加は、AGKの活性制御だけで

なく、下位葉のタンパク質の分解により生成した窒素源を、上位葉の葉緑体へ

取り込みを促進することでシトルリン蓄積に関与しているかもしれない。 
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結論 
 
シトルリンは、活性酸素ヒドロキシルラジカル消去能に優れた新規適合溶質

であり、乾燥強光に伴い野生スイカの葉組織に高蓄積する。またシトルリンは

一分子中に3窒素原子を含む高窒素化合物であり、乾燥強光時の葉の窒素含量の

約2割を占めると見積もられている。乾燥時の植物は、新たな栄養成分を取り込

むことができないため、高濃度のシトルリンを蓄積するためには、生体構成成

分の大規模な再分配が必要である。また、シトルリンはアルギニン生合成経路

の中間体であり、その高蓄積を達成するためには経路を構成する複数の酵素が

異なる制御を受ける必要があると想定される。従ってシトルリン蓄積は、スト

レス時の代謝変動の制御機構を理解する上で好適なモデルであると考えられた。

そこで本研究では、野生スイカにおけるシトルリン蓄積の制御機構を解明する

ことを目的とした。 
まずシトルリン生合成の窒素源にあたって、葉緑体の可溶性タンパク質の約5

割を占める光合成カルビン回路の鍵酵素であるRuBisCOに注目し、その蓄積量の

変動を解析した。その結果RuBisCOは、乾燥強光ストレスの進行に伴い、特に老

化葉において顕著に分解されることを見出した。さらにこの分解されたRuBisCO
の窒素量は、蓄積したシトルリンの窒素量と同程度であると見積もられ、シト

ルリンの窒素供給源は主にRuBisCOであることが考えられた。このことから、光

合成の抑制により利用効率が低下したRuBisCOがシトルリン生合成に利用され

ていることが示唆された。 
次にシトルリン蓄積機構を解析するにあたって、野生スイカは葉内に乾燥強

光に伴い新規タンパク質Drought-induced polypeptide-1 (DRIP-1)が全可溶性タン

パク質の約4％まで蓄積することが報告されていた。DRIP-1は、原核生物などに

おいてアセチルオルニチンを加水分解することでシトルリン生合成第5段階を

担うN-acetylornithine deacetylase (AOD)と相同性を持つことから、DRIP-1が生合

成酵素としてシトルリン蓄積に寄与することが想定されていた。そこで野生ス

イカのシトルリン生合成第5段階について解析したところ、野生スイカの葉抽出

液からAOD活性は検出されず、また精製DRIP-1を用いたAOD活性測定、ならび

に大腸菌のAOD相補試験から、DRIP-1はAOD活性を有さないが示された。これ

に対して、アセチルオルニチンのアセチル基をグルタミン酸に転移することで

経路の第5段階とともに初発段階を触媒するGlutamate N-acetyltransferase (GAT)
の活性が葉抽出液から検出された。さらにGATの性質を詳細に明らかにするた

めに、GATを野生スイカ葉より精製し、酵素学的諸性質を明らかにした。その

結果野生スイカGATは、他生物のGAT と異なり高い熱安定性を示し、乾燥強光

時の葉面温度の上昇に適した性質を有していた。また野生スイカGATは、代謝
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経路の下流の産物であるアルギニンやシトルリンによりフィードバック阻害を

受けなかった。以上のことから野生スイカGATは、乾燥強光時の葉内環境に適

応した特性を持つことで、シトルリン蓄積に関与すると考えられた。 
 GATは経路の一酵素であり、他にも鍵酵素が存在する可能性がある。そこで

次にシトルリン蓄積を促進する鍵酵素を明らかにするために、シトルリン代謝

を担う全11種の酵素群の活性測定を行うこととした。しかしながら、経路の酵

素反応の中には検出困難な反応が存在し、経路のすべての酵素を迅速に解析す

ることが困難であった。そこでそれぞれの酵素について、カップリング反応を

利用し、吸光度変化をモニターすることで活性を見積もることができる迅速・

簡便な活性測定系を考案、確立した。この活性測定系を用いて、乾燥ストレス

前と乾燥3日目の野生スイカの葉粗抽出液における酵素活性を比較した。その結

果、経路の第1段階を担うN-acetylglutamate synthase (AGS)、第2段階を担う

N-acetylglutamate kinase (AGK)、およびシトルリンの基質の1つであるカルバモイ

ルリン酸を生合成するcarbamoyl phosphate synthetase (CPS)の3酵素が、乾燥によ

りそれぞれ約7倍、7倍、5倍活性が増加していた。これに加えて、シトルリンの

異化酵素であるargininosuccinate synthase (ASS)の活性が5分の1に低下していた。

その他の代謝酵素活性は、乾燥前後で大きな変化が見られなかった。これらの

ことからシトルリン蓄積は、グルタミン酸からの合成経路の初発段階を担う3酵
素の活性増加により経路への炭素と窒素の流量が増大すると共に、シトルリン

異化酵素の活性が低下してシトルリン分解が抑制されることにより達成される

ことが考えられた。 
これまでにシアノバクテリアのAGKは、炭素・窒素代謝の協調的制御に関わ

るシグナルタンパク質であるPII proteinと複合体を形成することで、最大速度と

基質親和性が増加し、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

が報告されている。一方、植物ではシロイヌナズナのAGKがPII proteinと相互作

用し、活性制御機構されることがin vitroで解析されていた。そこで野生スイカの

乾燥強光ストレスに伴うPII protein量を解析したところ、シトルリンの蓄積と相

関して発現量が増加していた。さらに野生スイカAGKは、乾燥強光に伴い活性

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緩和されるこ

とを見出した。これらの結果は、野生スイカAGKがPII proteinにより活性制御さ

れることで、適合溶質の生合成代謝と、他の炭素･窒素代謝系が協調して制御さ

れる可能性を示唆する。 
以上のことから、野生スイカのシトルリンの蓄積には、光合成に関連するタ

ンパク質の窒素分がシトルリン生合成に再利用されること、グルタミン酸から

のシトルリン生合成初発段階の3酵素の活性が増加する一方、異化酵素の活性が

減少すること、そしてシトルリン生合成に関わる酵素が乾燥強光時の葉内環境
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に適応した特性を持つことに起因していると考えられる。さらにシトルリン代

謝は、他の炭素･窒素代謝系と協調して、ストレス時の限りある窒素源を効率よ

く利用できるよう厳密に制御されていることが考えられる。これら総合的な代

謝制御は、植物が悪環境に対して適応を図る上で、重要な機構ではないかと考

えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 5-1 乾燥強光に伴うシトルリン代謝経路の酵素活性制御のモデル 
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なったと思います。現在京都大学農学部、ならびに石川県立大学生物資源工学

研究所でご活躍なさっている河内孝之教授と竹村美保助教授には、私が取り組

んでいる視点と別の切り口から多くの議論をいただき、様々な角度からの議論

を楽しく行うことができました。また蘆田弘樹助手の研究から、私の研究に吸

収できることが数多くあり、多くの助言をいただいたことで、思い通りに研究

を進めることができました。心より感謝いたします。半年間と短い間でしたが、

宗景ゆり助手には鋭い指摘をいただき、感謝申し上げます。 
 PII proteinの抗体を快く分与していただきました東北大学の山谷知行教授、N末
端アミノ酸配列の解読ならびにMALDI-MSをしていただいた塚本潤子技官、ス

イカのお世話を協力していただいた萩原農場の橋詰利治氏、森川かおる技官に

深く感謝申し上げます。おかげで実験をスムーズに進めることができ、様々な

有用な情報を得ることができました。 
 ここでは、多すぎて名前を挙げることができませんが、私と同じく野生スイ

カの研究をしていた本講座に在籍していた先輩、同輩、後輩の皆様に本当にお

世話になりました。モデル植物ではない野生スイカの苦労を協力して乗り越え、

ときには傷をなめあい、ときには励ましあい、お互い高め合えたことを非常に

誇りに思います。また本研究室に在籍していたすべての皆様に、公私にわたり

助言していただき感謝申し上げます。最後に、この5年間私の好きにさせていた

だいた、父、母、姉に対しては、感謝の気持ちを言葉では表すすべもありませ

ん。 
 この5年間多大な人々から受けた影響をすべてプラスの方向で発揮できるよ

う日々精進し、また私からも少ないながら皆様に影響を与えるよう努力いたし

ますので、これからも機会があれば叱咤激励していただきたく存じ上げます。
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