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第1章 

 

諸論 

RuBisCO を焦点とした 

植物光合成遺伝子の大規模発現の生理学的意義と分子機構 

 

地球上の大気、海洋、陸地では、酸素(O2)と二酸化炭素 (CO2)の大規模な

吸収と排出の循環が起こっており(Field et al., 1998; Denman et al., 2007; Mikhailov 

et al., 2008)、これは我々の様に好気呼吸を行う生物と光合成を行う植物との共生

の証の１つである。人間（動物を含む）の呼吸は、年間約20 GtのO2を消費して

いるが、これは年間約300 GtのO2を発生する陸上植物の光合成に大きく支えられ

ている。逆に生物の呼吸に加え近年の化石燃料の消費によって年間約400 Gtの

CO2が大気中に排出されるが、地球上の全ての光合成生物がそれと同等に近い量

のCO2を同化し生長の糧としている。また生長した植物は、様々な場面で、我々

の生活を支える糧となっている。すなわち、この様な地球生態系において、光

合成は生物の生命活動に不可欠な物質を生産する極めて重要な化学反応系であ

る。 

光合成は、光エネルギーを利用して有機化合物を合成することであり、光

エネルギーから ATP や NADPH を合成する過程（電子伝達系と ATP 合成系）と、

CO2を有機物として固定する過程(CO2同化系)に大別される(Leister and Schneider, 

2003: Eberhard et al., 2008）。光合成の様式や光合成タンパク質の構成は生物種に

よって異なっているが、藍藻や陸上植物の葉緑体で見られる高度に進化した酸

素発生型光合成の内容は以下のように要約される(Fig. 1-1)。葉緑体のチラコイド

膜に局在する直鎖型の電子伝達系では、まず光により励起された Photosystem 

(PS) II が水から電子を引抜き、O2 と H
+をチラコイド膜内腔 (ルーメン)に発生す

る。電子は PSII、Plastoquinone (PQ)、Cytochrome b6/f complex (Cyt b6/f)、Plastocyanin、

Photosystem I (PSI)を経て Ferredoxin に渡るが、この過程で H
+がストロマからル

ーメンへ輸送される。電子は Ferredoxin-NADP
+
 oxidoreductases (FNR)によって

NADP
+に授与され、最終産物として NADPH が生産される。ATP 合成系では、

ATP synthase が電子伝達反応の過程で形成されたチラコイド膜内外の H
+の電気

化学的ポテンシャルを利用して ATP を合成する。一方の葉緑体ストロマに局在

する CO2 同化系は、11 種の Calvin-Benson-Bassham cycle (Calvin 回路)の酵素から

成り、電子伝達系と ATP 合成系により生産された NADPH と ATP を駆動力にし

ている。この Calvin 回路の初発段階では、Ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP)に CO2

が固定され 3-Phosphoglycerate（3-PGA）が 2 分子生成される。このような光合

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T39-4G7DY5J-3&_user=3304348&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000050802&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3304348&md5=67d31f0c4d996ab3a9207ec5d86f80cd#bib20#bib20
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T39-4G7DY5J-3&_user=3304348&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000050802&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3304348&md5=67d31f0c4d996ab3a9207ec5d86f80cd#bib20#bib20
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成初期産物が 3 炭素化合物である植物グループは、C3 植物と呼ばれ、大部分の

作物がこれに属している。この回路ではその後 Glyceraldehyde 3-phosphate (GAP)

などの糖リン酸が生成され、その一部はショ糖やデンプンの合成に、大部分が

RuBP の再生に用いられる(Fig. 1-1)。 

Calvin 回路の初発段階であるカルボキシラーゼ反応は、 Ribulose 

1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO)が触媒している。RuBisCO は、

Wildman らによって 1947 年に‘‘Fraction I protein”として単離・命名された酵素で

あり、その後の 62 年間長きに渡る研究史において、酵素学的諸性質と生理学的

重要性などが次々と明らかにされた(Portis and Parry 2007)。近年では光合成エン

ジニアリング(Yokota and Shigeoka, 2008)、光合成進化(Ashida et
 
al., 2005)、そして

以下に述べる様に葉緑体タンパク質の生合成モデルの１つとしてさらに脚光を

浴びている。なおこの酵素の名称は、当初の Fraction I protein から

carboxydismutase、RuBP carboxylase など様々なものに変化したが、1979 年の

Wildman 退官講演にて Eisenberg がジョークとして呼んだ‘‘RuBisCO”という愛称

で定着した(Wildman et al., 2002)。 

光合成速度は、光強度や温度などの様々な外的要因によって変動するが、

C3 植物の個葉光合成モデル (Farquhar et al. 1980; Sharkey 1985)によると、現在の

地球環境である大気 CO2 分圧(0.038% CO2)・強光条件下における光合成速度は、

RuBisCO が触媒するカルボキシラーゼ反応によって律速されている。その原因

として以下の 2 つが挙げられる。1 つ目は、RuBisCO のカルボキシラーゼ反応速

度が(C3 植物 RuBisCO の kcat (CO2)は 3.3/active site/s)、一般の酵素のそれと比べ

ると極端に低いことである(Woodrow and Berry, 1988; Bowes, 1991)。2 つ目の理由

は、RuBisCO オキシゲナーゼ反応によるカルボキシラーゼ反応の拮抗阻害であ

る(Ogren, 2003)。オキシゲナーゼ反応は、RuBP に O2 を固定し 3-PGA と

2-phosphoglycolate (2-PG)を生成する反応であるが(Fig. 1-1)、RuBisCO の同一部位

でカルボキシラーゼ反応と競合して起こる。現在の大気組成は O2 に富んでいる

ため、カルボキシラーゼ反応 2 回当たり 1 回のオキシゲナーゼ反応が起こる。2

分子の 2-PG は光呼吸代謝経路を経て 1 分子の PGA としてカルビン回路にリサ

イクルされるが、その過程で 1 分子の CO2 がミトコンドリア内に放出されてし

まう。これは C3 植物で大規模に起こっている光呼吸という現象であり、固定し

た CO2 量の 25%を放出してしまう。以上の酵素特性の問題から、強光下の光合

成は RuBisCO により律速されるが、対照的に、Calvin 回路を駆動するエネルギ

ーが不足している弱光下では、光合成速度は RuBP の再生速度に律速される。 
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Figure 1-1 電子伝達系、ATP 合成系、CO2同化系の共役から成り立つ光合成の模式図 

葉緑体のチラコイド膜で、電子伝達系と ATP 合成系により生成された NADPH と ATP は、

Calvin 回路と光呼吸経路の駆動力となる。Calvin 回路の代謝産物は、葉緑体のデンプン合成

や細胞質におけるショ糖合成に用いられる。なお光呼吸代謝経路は、葉緑体・ペルオキシ

ゾーム、ミトコンドリアの 3 区画に渡っており、光呼吸では CO2と同量の NH3 がミトコン

ドリア内に放出される。枠線の緑は葉緑体、青はペルオキシゾーム、赤はミトコンドリア

を示す。 
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 強光条件で生育した高い光合成活性を示す C3 植物葉では、RuBisCO を

含めたカルビン回路酵素、PSI や PSII といった光化学系タンパク質、葉緑体 ATP 

synthase が大量に蓄積している(Fig. 1-2)。その程度は著しく、葉の全窒素量の約

60 %を占める。中でも、RuBisCO は、葉窒素量の 20-35 % (Evans,1989)、葉可溶

性タンパク質量では 25-60 %を占めるため(Ku et al., 1979)、世界で一番存在量が

多いタンパク質としてみなされている (Ellis,1979)。また C3 植物における

RuBisCO 蓄積量は、Zea mays (Z.mays)などの C4 植物と比較して 2～5 倍、ラン藻

や緑藻の 4～6 倍と多い(Ku et al., 1979: Yokota and Canvin, 1985, Makino et al., 

2003)。この様な RuBisCO を含めた光合成タンパク質の高蓄積を阻害した場合、

植物の生長に甚大な負の影響を及ぼす。例えば、人為的に RuBisCO 蓄積量を減

尐させた Nicotiana tabacum (N. tubucum)では、その減尐の程度に比例して光合成

活性の低下、窒素量やアミノ酸レベルなどの低下を伴い、結果的に生育が抑制

されてしまう(Hudson et al.,1992; Matt et al., 2002)。また Cyt b6/f の Rieske FeS 

subunit やカルビン回路酵素である GAPDH の量を大きく減尐させた場合も、同

様の生育阻害が起こる(Ruuska et al., 2000)。従って、RuBisCO を含めた光合成タ

ンパク質の莫大な蓄積は、第一に光合成活性を最大限に発揮することに意義が

ある。RuBisCO に関しては高蓄積の第二の重要性として、窒素貯蔵が知られて

いる(Feller., 2008)。例えば、高窒素条件下の Malus domestica Borkh は、RuBisCO

を必要量以上に蓄積しており(Cheng and Fuchigami, 2001)、また N. tubucum 葉の

老化時期では葉緑体タンパク質の中でも RuBisCO が先立って分解され、その産

物は新しい器官形成に有効利用されることが示唆されている(Kato et al., 2004)。 

A                         B  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-2.  C3植物における光合成タンパク質の大規模蓄積 

A. Chenopodium album 葉における窒素の分配（彦坂, 1999 より改変）。 

B. Oryza sativa (O.sativa) 葉の一生における RuBisCO 合成量・分解量・蓄積量の推移 

（Irving and Robinson, 2006 より改変）。 
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植物の光合成タンパク質の蓄積は、RuBisCO をモデルに、葉の成長や葉緑

体の発達と関連付けて解析されている(Mullet, 1988, 1993; Sasaki et al.,1985; 1987; 

Irving and Robinson, 2006)。O.sativa 葉の一生におけるその蓄積量は、葉原基から

の葉の成長過程で徐々に増加し、葉の完全展開点の直前で最大値を示す(Fig. 

1-2)。葉の成長過程では RuBisCO の分解活性が低く、この高蓄積は生合成の能

力に大きく依存している。また葉緑体は、光合成機能を獲得したプラスチドの

一形態であるが、プロプラスチド（あるいはエチオプラスト）からの葉緑体へ

の分化過程では光合成遺伝子の大規模な発現が起こり、その産物の蓄積が促進

される。つまり植物、特に C3 植物は、葉緑体における RuBisCO を含めた光合成

タンパク質の高蓄積を達成するために、光合成遺伝子発現の能力を進化の過程

で強大に発達させてきたことが考えられる。 

植物では、緑藻などと同様に、光合成装置といった葉緑体タンパク複合

体を構成するサブユニットの遺伝子は、核と葉緑体のゲノムに分布している

(Leister and Schneider, 2003)。本論で取り扱う Arabidopsis thaliana (A.thaliana)を例

にあげると、核には葉緑体移行シグナル（予測）を有する遺伝子が約 3100 ある

が、葉緑体ゲノムには主に転写・翻訳系の基本要素と光合成に関連した遺伝子

が 130 しか存在しない(Table. 1-1)。 RuBisCO は、大小のサブユニット 8 個ずつ

からなるヘテロ 16 量体(L8S8)で機能するが、葉緑体ゲノムに大サブユニット

(LSU)をコードする遺伝子(rbcL)が、核ゲノムに小サブユニット(SSU)をコードす

る遺伝子(RbcS)ファミリーが存在している（A.thaliana は 4 個）。従って、後述す

る複雑な光合成遺伝子の大規模発現システムは、核、細胞質、葉緑体に亘る様々

な細胞内機構の協調的な働きによって支持されおり(Fig. 1-3)、それは膨大な数の

核遺伝子の機能によって制御されている。そして、それらによる遺伝子発現機

構の活性化が、光合成タンパク質の高蓄積を促していると考えられる。 

 
Table 1-1. A.thaliana の葉緑体遺伝子 (López-Juez and Pyke, 2005 より改変) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T39-4G7DY5J-3&_user=3304348&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000050802&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3304348&md5=67d31f0c4d996ab3a9207ec5d86f80cd#bib20#bib20
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Figure 1-3. 植物の光合成遺伝子発現システムの基本概念図 

光合成遺伝子発現システムは、核・細胞質・葉緑体の 3 区画に亘る。葉緑体ゲノムは一細

胞当たり数千コピー存在し、若い組織では葉緑体内包膜に局在している。光合成遺伝子は

モノあるいはポリシストロニックの単位で転写される。rbcL はモノシストロニックに転写

される。光合成遺伝子の RNA の多くは、切断、スプライシング、エディティングなどプロ

セシング過程を経て成熟型となる。植物の rbcL には、イントロン、エディティング部位は

無い（一部のAnthoceros formosaeの rbcLにのみエディティング部位が存在している(Freyer et 

al., 1997)ことを除く）。mRNA は、安定に葉緑体内に蓄積し、その後ストロマあるいはチラ

コイド膜に結合した 70S ribosome によってタンパク質に翻訳される。D1 などの膜タンパク

質はチラコイド膜で、LSU はチラコイド膜とストロマに局在する 70S ribosome の両者によ

って翻訳される。一方、核の光合成遺伝子の転写に由来する mRNA は、細胞質の 80S ribosome

によって、葉緑体移行シグナル付属（N 末端に）のタンパク質前駆体に翻訳される。前駆体

は葉緑体内のストロマあるいはチラコイド膜などの局在場所に輸送されるが、その間にシ

グナルは除去される。後に葉緑体のサブユニットと順次複合体を形成し、高分子量の光合

成装置を完成させる。またその過程で、様々なアミノ酸修飾を受ける。なお留意点として、

この概念は、光合成遺伝子の発現に限定されるものではなく、ほとんどの葉緑体タンパク

質の発現に適用される。 
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Figure 1-3 に示すように、植物の光合成遺伝子の発現システムに関わる研

究は幅広く、核の光合成遺伝子の転写機構を除けば(e.g. Tyagi and Gaur, 2003)、

葉緑体の遺伝子発現システムに研究の重点が置かれている(Mullet, 1993; Barkan 

and Goldschmidt-Clermont, 2000; Leister and Schneider, 2003; López-Juez and Pyke, 

2005 )。RuBisCO の場合、rbcL と RbcS 遺伝子の転写(Manzara and Gruissem, 1988; 

Shiina et al., 2005)、rbcL の翻訳(Zerges,2000; Marin-Navarro et al. 2007 )、SSU 前駆

体の葉緑体膜輸送(Kessler and Schnell, 2006; Jarvis et al., 2008)、フォールディング

と会合(Roy and Andrews, 2000)、LSU と SSU 翻訳後修飾(Houtz and Portis, 2003; 

Houtz et al., 2008)という過程に焦点を当てた研究が盛んである。この様な発現段

階は、光合成遺伝子発現が盛んな緑化過程などの時期において、光、葉緑体の

発達、植物ホルモンなどの様々なシグナルによって活性化されていることが知

られている。一般的に光は、プロプラスチド（あるいはエチオプラスト）から

葉緑体への分化に必須であるが、RbcS と rbcL といったいくつかの光合成遺伝子

の転写を活性化し(Klein 1991; Kim et al., 2002)、またそれらの mRNA の翻訳を正

に調節していることが報告されている(Kim and Mullet., 2003; Tang et al., 2003)。

葉緑体の発達シグナルは、葉緑体が核の光合成遺伝子発現を同調させることに

必要であり、様々なシグナル経路が想定されている(Gray et al., 2002; Kleine et al., 

2009)。また葉緑体の発達は mRNA の安定性を向上させるが、葉緑体 mRNA の

半減期は長く、特に psbA は 40 時間以上, rbcL は 15 時間であり、E.coli の mRNA

の平均的な半減期が分単位であることと比べると格段に高いことが報告されて

いる(Kim et al., 1993)。さらに発達した葉緑体では、光合成タンパク質前駆体の

輸送に特異性を示す葉緑体外包膜輸送装置が大規模に構築される(Kubis et al., 

2003; López-Juez and Pyke, 2005)。サイトカイニンは、細胞分裂の促進など様々な

作用を示す植物ホルモンの一種であり、葉緑体光合成遺伝子の転写活性化(Zubo 

et al., 2008)、光合成色素の合成促進(Yaronskaya et al., 2006)、また PSII の集光装

置である light-harvesting complex II (LHCP)の mRNA の安定性の向上に寄与する

ことなどが知られている(Flores and Tobin, 1988)。これらの事例に加え、光合成

の電子伝達活性に依存したチラコイド膜内外でのプロトン勾配の形成が光合成

タンパク質の翻訳を促進することなどが報告されている (Muhlbauer and 

Eichacker, 1998)。また一方では、葉緑体ゲノムは、成熟した葉緑体当たりでは約

30～100コピー、細胞あたりでは 1000～10000コピー存在するため(Bowman et al., 

1986, Zoschke et al., 2007)、光合成遺伝子の発現レベルの高維持にある程度貢献し

ていると想定される。総合すると、植物は、光合成遺伝子の大規模発現を達成

するために、環境や植物体の発達時期に合わせて、遺伝子発現の様々な段階を

活性化しうる複雑な分子メカニズムを獲得していることが考えられる。 

   近年、光合成遺伝子の発現に関わる多くの核遺伝子が同定され、変異体

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T39-4G7DY5J-3&_user=3304348&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000050802&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3304348&md5=67d31f0c4d996ab3a9207ec5d86f80cd#bib20#bib20
http://jxb.oxfordjournals.org/cgi/content/full/58/1/11#BIB58#BIB58
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を用いて生体内の機能が調査された。そのいくつかは植物以外の他の生物にも

普遍的に存在する遺伝子であったが、中には葉緑体に独特とも言える遺伝子も

あった。例えば、葉緑体のmRNAの安定性やプロセシング、エディティングに関

わるPentatricopeptide repeat (PPR)タンパク質は、原核生物ではほとんど存在せず、

Homo sapiens(H.sapiens)だと6個だが、陸上植物では450個(うち葉緑体に約100個)

も存在する(Lurin et al., 2004; O’Toole et al., 2008; Pfalz et al., 2009)。これから非常

に高度な転写後調節機構の存在が想定される。さらに興味深いことに、同定さ

れた核遺伝子は、葉緑体タンパク質の合成に普遍的に関与するもののみではな

く、多くが以下の様な標的タンパク質への選択性や特異性を示すものであった。

葉緑体の転写では、plastid-encoded RNA polymerase (PEP)が主にrbcLを含む光合

成遺伝子全体とrrn16などの翻訳系の一部の遺伝子を転写するが、一方の

nuclear-encoded RNA polymerase (NEP)は翻訳系の一部の遺伝子(PEPとある程度

重複)と転写装置や光合成以外の代謝に関わる遺伝子の転写を担っている(Shiina 

et al., 2005)。また葉緑体の転写後段階では、rbcLではほぼ不明だが、主に電子伝

達系の遺伝子について、葉緑体RNAのプロセシングやスプライシング、翻訳に

様々な因子が特異的に作用することが明らかにされている (Barkan and 

Goldschmidt-Clermont, 2000; Marin-Navarro et al. 2007)。さらに葉緑体の包膜輸送

においても、Translocon at the outer envelope membrane of chloroplasts (Toc)が複数

のアイソザイムを用いて、主に光合成タンパク質の輸送と非光合成タンパク質

の輸送を分別して行っていることが報告されている( Kubis et al., 2003; Kessler 

and Schnell, 2006)。従って植物は、個々の遺伝子を特異的、選択的、あるいは全

体的に制御することで、実に複雑な光合成遺伝子の発現システムを構築してい

るものと想像される。  

     一方、RuBisCO高蓄積に関わる因子に焦点を当てると(Table. 1-2; 1-3)、翻

訳後段階に関わる遺伝子の同定例は他の光合成タンパク質と比べて比較的多い

が、rbcLの転写・転写後段階に関わる因子の同定例は尐ない傾向にある。また

同定された因子のほとんどが、RuBisCOに特異性を示さず、葉緑体の発達あるい

は光合成に関連した他のタンパク質の発現にも必要とされる選択的または普遍

的因子といえるものであった。唯一、Bundle sheath defective 2(BSD2)のみがLSU

のフォールディングに関わる特異的シャペロンとして報告されている(Brutnell 

et al.,1999; Wostrikoff and Stern 2007)。すなわち現在の知見では、RuBisCO遺伝子

の発現は、他の光合成遺伝子あるいは葉緑体関連遺伝子の発現システムと大部

分が共通したシステムによって行われていると想定されている。しかしながら、

これらの因子の知見のみでは、RuBisCOの高蓄積、およびその背景にある大規模

発現システムを説明することはできない。近年報告されたRuBisCO高蓄積に関与

するいくつかの機能未知なタンパク質の存在(Table. 1-3)、未だその関与が不明な

http://jxb.oxfordjournals.org/cgi/content/full/58/1/11#BIB58#BIB58
http://jxb.oxfordjournals.org/cgi/content/full/58/1/11#BIB58#BIB58
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因子の存在(Table. 1-4)などを考慮すると、RuBisCOの遺伝子発現、あるいは

RuBisCO遺伝子と他の光合成遺伝子の共発現に関わる分子機構は、想像以上に壮

大であるものと推定される。従って、RuBisCOを含めた光合成タンパク質の大規

模発現に関わる機構を包括的に理解するためには、今後より多くの制御因子を

同定し、それが高蓄積にどの程度貢献しているのかを調べる必要がある。 
そこで本研究では、RuBisCO高蓄積の達成に必要な遺伝子（genes necessary 

for the achievement of RuBisCO accumulation, NARAと命名）の同定を通じて、

RuBisCOを含めた光合成タンパク質の大規模発現に関わる新たな知見を得るこ

とを目的に、RuBisCO高蓄積機構の正の遺伝学的解析を行った。第2章では、

RuBisCO蓄積量が低下したA.thalianaのnara変異体の選抜法を確立した。さらに

その方法で選抜した変異体の解析より、RuBisCO高蓄積に関わる新規遺伝子

NARA4, NARA5を同定した。第3章、4章では、それぞれNARA4とNARA5の遺伝

子破壊株や形質転換体を用いて、RuBisCOを含めた葉緑体光合成遺伝子の大規模

発現機構におけるNARA4とNARA5の生理学的重要性を示した。以上のことから、

RuBisCO高蓄積機構におけるNARAタンパク質の機能的関連性を考察した。 
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 Table 1-2. 高等植物 RuBisCO 高蓄積に寄与する遺伝子発現関連因子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

Table 1-3. 高等植物 RuBisCO の高蓄積に寄与しているが、機能が未証明の因子  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

Table 1-4. 高等植物 RuBisCO の高蓄積に寄与すると期待される因子の例  
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第 2 章  

正の遺伝学的手法による RuBisCO 高蓄積を担う NARA 遺伝子の同定 

 

2-1. 序論 

植物におけるRuBisCOを含めた光合成遺伝子の大規模発現に関わる核遺伝

子の同定は、1980年中盤に穏やかに始まり、1990年代後半からその報告数が劇

的に増えた（Table 1-2, 1-3, 1-4）。これは、これまでに行われていた生化学的研

究手法に加え、A.thalianaにおける遺伝学的解析の研究基盤が強大になったこと

に大きく起因している。その時代背景には、2000年のA.thaliana全ゲノム配列の

決定、DNAマーカーやEST情報の蓄積、総合データベースやT-DNA挿入系統な

どのリソースセンターの完備などが貢献している(Sato, 2001)。1990年代から現

在までにおける光合成遺伝子発現の遺伝学的解析は、生化学的アプローチから

同定された遺伝子、あるいは他の生物種のホモログに相当する遺伝子のT-DNA

挿入等による遺伝子破壊株を用いた逆遺伝学的な解析と、光合成遺伝子の発現

段階に異常を示す変異体を用いた正の遺伝学的解析に分けられる。特に正の遺

伝学的解析は、主に、葉色の異常（黄化、白色化、斑入り）、成長遅延といった

視覚的な植物体の表現型に加え、クロロフィル蛍光観察やいくつかの特別な方

法によって検出された植物体の表現型に着目し、それに関わる遺伝子座を同定

したものである(Leister, 2003; Leister and Schneider, 2003)。中でもクロロフィル蛍

光解析は、生葉を用いて光合成電子伝達系の酸化還元状態を評価することが可

能であるため、電子伝達系で機能する光合成タンパク質やその遺伝子発現制御

に関わる遺伝子の植物変異体を能率よく単離することに大きく利用された

(Miles., 1980; Meurer et al., 1996; Nyogi et al., 1998; Shikanai., et al., 1999)。また同定

された遺伝子には機能未知のものが多く含まれていた(Table, 1-3)。この事実は、

逆遺伝学的な視点からでは機能の予測が困難な遺伝子の単離とその生体内にお

ける役割を知る上で、正の遺伝学的手法が強力な研究手法の１つであることを

意味している。 
一方、現在のRuBisCOの遺伝子発現制御に関わる因子の同定は、生化学、

逆遺伝学、また上記の様なRuBisCOに非特異的な正の遺伝学的アプローチによる

研究の成果であり、これまでにRuBisCO高蓄積機構に焦点を当てた正の遺伝学的

解析は行われていない。それ故に、RuBisCO高蓄積に寄与すると証明された新規

遺伝子の数は尐ないのが現状である(Table. 1-3)。そこで本章では、RuBisCO高蓄

積機構の新たな知見を得ることを目的に、RuBisCO高蓄積に異常を示す

A.thaliana変異体の選抜法の確立と単離、変異遺伝子座の同定という正の遺伝学

的解析を行い、RuBisCO高蓄積に寄与するNARA遺伝子を同定した。 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T39-4G7DY5J-3&_user=3304348&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000050802&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3304348&md5=67d31f0c4d996ab3a9207ec5d86f80cd#bib20#bib20
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2-2. 材料と方法 

 

・試薬  

購入会社を特に規定していない試薬は、Nakalai (Tokyo, Japan)より購入した。 

 

・植物材料 

A. thaliana Columbia (Col-0)、rca 変異体 (Somerville et al., 1982; Orozco et al., 1993)、nara3, 

-4, -5, -7 変異体、 T-DNA タグラインである AtCrs1-1(Asakura and Barkan, 2006; 

SALK_026861.48.35.x)、またトランスポゾンタグラインである atpD(JIC SM line Stock # 

CS175097)および T-DNA タグライン AtpC1 (GABI-KAT line ID 837B04)を用いた。AtpDが Ler

バックグラウンドであることを除き、これらの株は全てCol-0バックグラウンドである。nara

の変異型、T-DNA あるいはトランスポゾンタグラインの遺伝子型に関しては、全てホモ接

合体のものを用いた。バッククロスに関して、他で特に規定していなければ、nara 変異体

は 3 回、それ以外は 1 回行ったものを用いた。 T-DNA とトランスポゾンのタグラインは、

Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)より購入した。rca 変異体は、Archie R. Portis, Jr

博士（University of Illinois）より分与頂いた。 

 

・生育条件 

植物体生育用の培地には、図のレジェンドで特に規定していなければ、Murashige and 

Skoog (MS) 培地用混合塩類（和光純薬, 大阪）, 3 % (w/v) sucrose, 43 mM MES (pH 5,7), 0.8 

M nicotinic acid, 0.4 M pyridoxine hydrochloride, 2.4 M thiamine hydrochloride, 553 M 

myo-inositol, 0.8 % (w/v) agar の組成の MS 培地を用いた。 

 植物体の生育環境は、他で特に規定していなければ、大気、弱光条件 50 mol photons  

m
–2 

s
–1 

(light 20 h/ dark 4 h)、24°C に設定した。 

 

・変異体スクリーニング 

EMS により突然変異誘起処理したA. thaliana の変異体 M2 種子(Lehle Seeds, TX, USA) を、

選抜培地 [ 20 mM NH4NO3 と 19 mM KNO3を除いた Murashige and Skoog (MS) 培地用混合

塩類, 50 M MSX, 30 mM Glutamine, 3 % (w/v) sucrose, 43 mM MES (pH 5,7), 0.8 M nicotinic 

acid, 0.4 M pyridoxine hydrochloride, 2.4 M thiamine hydrochloride, 553 M myo-inositol, 

0.8 % (w/v) agar ] に播種した。種子は 1 plate (90φ×20 mm)当たり、40 ~ 50 粒 を均一に播種

した。植物体は初めに、5% CO2、弱光 50 mol photons m
-2

s
-1

 (白色灯)、光周期 20 h/4 h、23℃

の環境条件(プレ選抜条件)で 2～3 週間生育させた。後に plate を、大気下、強光 130～190 mol 

photons m
-2

s
-1

 (白色灯)、連続照射下の環境条件(選抜条件)下に移し、MSX 耐性を示す個体を

選抜した。その際、同条件下で生育させた rca 変異体の外観を、MSX 耐性と判断する指標
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とした。MSX 耐性株はその後、MSX を除いた選抜培地で生育させ、後に土 (Metro-Mix 350, 

Scot-Sierra Horticultural Products Co., Marysville, OH, USA)に移植し自植種子を回収した。 

 

・NH4
+の定量 

植物体地上部における生重量当たりの NH4
+
 の蓄積量は、De Block et al. 1987 の方法を用

いて測定した。材料には、プレ選抜条件下において、選抜培地で 2 週間(0 h)生育した野生株

と rca 変異体の地上部、及びそれら植物体を選抜条件下に 20 h, 50 h 静置した植物体の地上

部を用いた。 

 

・RuBisCO 活性と RuBisCO 量の測定 

液体窒素で凍結した植物体地上部を乳鉢で破砕し、抽出バッファー[50 mM Hepes-KOH
 

(pH 8.0), 1 mM EDTA, 1mM DTT, 1mM MgCl2, and 2mM PMSF] に溶解した。粗抽出液中の

RuBisCO 活性は、Sharkey et al (1991)の方法に従い、glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) と phosphoglycerate kinase (PGK)を用いた RuBisCO 活性と NADH の酸化反応を共

役した酵素カップリング法により定量した。測定条件は以下のよう変更した。酵素反応液

は、50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 20 mM MgCl2, 20 mM NaHCO3, 2 mM 

RuBP, 0.2 mM NADH, 1 mM ATP, 5 mM creatine phosphate, 10 U creatine kinase, 40 U PGK, and 

40 U GAPDH の組成で調製した。RuBisCO initial activity は、粗抽出液を 4°C、18800g で 10s

間遠心分離を行うことで得られた上清を用いて測定した。活性値は、反応開始後 30 秒間に

おける NADH の消費速度から算出した。RuBisCO total activity は、上清を 20 mM MgCl2 と

20mM NaHCO3と室温で 10 分間インキュベートし、得られた活性型 RuBisCO を用いて測定

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。 

RuBisCO ホロ酵素を定量するために、液体窒素で凍結した植物体地上部を乳鉢で破砕し、

抽出バッファー[50 mM Hepes-KOH
 
(pH 8.0), 1 mM EDTA, 1mM DTT, 1mM MgCl2, Protease 

inhibitor cocktail tablets (Roche, Mannheim, Germany)]に溶解した。細胞破砕液を 4°C、18800g

で 20 分間遠心分離を行った。上清のタンパク質を Bradford 法で定量し、2 g の可溶性タン

パク質を 4°C、3-10%グラジエントゲル(PAGEL NPG-310L, ATTO Co, Tokyo, Japan)で分離し、

Coomassie brilliant blue R-250 により染色した。RuBisCO LSU に相当する 53 kDa のバンド強

度を NIH image (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA)を用いて定量した。求

めた値は、野生株を 100%した時の相対値で示した。 

 

・nara のマップベースクローニング 

nara 劣勢変異体を異なるエコタイプである Landsberg erecta (Ler)に外部交配し、F1 個体を

得た。その F1 個体の自植により得られた F2 子孫において、野生型の表現型を示した株及

び、それぞれの nara 変異体の見かけの表現型（nara3 変異体; 矮小・斑入り、nara5 変異体; 
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矮小・黄化、nara7 変異体; 矮小・黄化、nara10 変異体; 矮小・黄化）を示した株の個体数

を調べ、分離比を求めた。これらの F2 個体の芽生えから、簡易 DNA 抽出法(Edwards et al., 

1991)によりゲノム DNA を抽出し、PCR の鋳型として用いた。変位部位のマッピングは、

nara3 変異体の F2 子孫 571 個体、nara4 変異体の F2 子孫 840 個体、nara5 変異体の F2 子孫

557 個体、nara7 変異体の F2 子孫 789 個体を用いて行った。マッピングに用いたプライマー

は、本学の形質発現植物学講座より、マッピング支援データベースシステム、NARAMAPS

に登録されている Simple Sequence Length Polymorphisms (SSLP)と Cleaved Amplified 

Polymorphic Sequences (CAPS)プライマーを分与頂いた。nara3 遺伝子座は、5 番染色体の分

子マーカーF1N13 と T21H19 に挟まれた 42kbp のゲノム領域にマップされた。この領域に存

在する4つの遺伝子(At5g16130, At5g16140, At5g16150, At5g16180)に対する特異的プライマー

を作製し、シーケンスにより変異を同定した。nara4 遺伝子座は、1 番染色体の分子マーカ

ーT23E23 と F3I6 に挟まれた 56 kbp のゲノム領域にマップされた。この領域に存在する 27

の遺伝子(At1g23990, At1g24000, At1g24010, At1g24020, At1g24030, At1g24040, At1g24050, 

At1g24060, At1g24070, At1g24090, At1g24105, At1g24100, At1g24110, At1g24120, At1g24130, 

At1g24140, At1g24150, At1g24160, At1g24170, At1g24180, At1g24190, At1g24200, At1g24210, 

At1g24230, At1g24240, At1g24250, At1g24260) に対する特異的プライマーを作製し、シーケン

スにより変異を決定した。nara5 遺伝子座は、4 番染色体の分子マーカーM4I22 と T27E11

に挟まれた約 120 kbp のゲノム領域にマップされた。この領域に存在する 5 つの遺伝子

(At4g27340, At4g27440, At4g27585, At4g27600, At4g27670)に対するプライマーを用いたシー

ケンス解析により、At4g27600 上の変異を同定した。nara7 遺伝子座は、2 番染色体の分子

マーカーF14P14 と T22C12 に挟まれた 1.3Mbp のゲノム領域にマップされた。この領域に存

在する遺伝子、At2g13360 に対する特異的プライマーを作製し、シーケンスにより変異を同

定した。 

 

・遺伝子のシーケンス 

nara 変異体地上部から DNeasy Plant Mini Kit ™(QIAGEN)を用いてゲノム DNA を精製し、

遺伝子配列特異的プライマーを用いて PCR を行った。PCR 産物をエタノール沈澱により精

製し、Big Dye
®

 Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems, Foster City, CA）と

ABI PRISM
®
 3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）により塩基配列を決定した。

各方法は付属のプロトコールに従って行った。 

 

・RNA 抽出 

発芽後 14 日目の野生株地上部から、RNeasy Plant Mini kit (Qiagen, Tokyo, Japan)を用いて、 

Total RNA を調整した。続いて Total RNA を DNase I (FPLC pure, Amersham)で 37 °C、30 min

処理し、フェノール／クロロホルム抽出とエタノール沈澱により精製した。 
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・半定量的 RT-PCR 

Total RNA 0.5 µg を鋳型に ReverTra Ace (Toyobo, Osaka, Japan)を用いて逆転写反応を行い、

cDNA を合成した。逆転写反応のプライマーは、核遺伝子のみを調べる場合では Oligo-dT 

primer を用て行い、葉緑体遺伝子の転写産物量も調べる場合には Random primer (Toyobo)を

用いた。合成した cDNA を 1µl を鋳型に以下のプライマーを用いて PCR を行った。 

AtCRS1, 5’-TTGTGAGGTCTTTGTTCTGCTCT-3’/5’- ACACAACCAAGCCTCCAGTC -3’. 

rbcL, 5’-TGACCGAGATCTTTGGAGATGA-3’/5’-CAAGATCACGTCCCTCATTACG-3’. 

atpF, 5’-AACCGATTCTTTCGTTTACTTGGG-3’/5’-TCCTATAGCTCCTTGTAAAGCTTG-3’. 

Act8, 5’-GACATCGTTTCCATGACGGGATCA-3’/5’-CGCTGTAACCGGAAAGTTTCTCAC-3’. 

PCR 反応のサイクル数は、AtCRS1 が 30 Cyc、rbcL が 20 Cyc、atpF が 30 Cyc、Act8 が 26 Cyc

で行った。その後、PCR 反応液をアガロースゲルに同量アプライし、増幅断片を電気泳動

により分離後に Ethidium Bromide で染色した。 

 

・ウエスタンブロッティング  

液体窒素で凍結した植物体地上部を乳鉢で破砕し、抽出バッファー[50 mM Hepes-KOH
 

(pH 8.0), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM MgCl2, and 2 mM PMSF] に溶解した。粗抽出液を 4°C、

18800g で 30 分間遠心分離を行い、得られた上清を可溶性タンパク質とした。沈澱を抽出バ

ッファーで懸濁後に遠心分離を再度行う洗浄操作を 2 回繰り返し、Buffer E [125 mM 

Tris–HCl (pH 8.8), 1% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 50 mM Na2S2O5] に溶解したものを不溶

性タンパク質とした。可溶性タンパク質は Bradford 法で定量し、不溶性タンパク質は EZ 法

(Martínez-García et al., 1999)によって定量した。可溶性及び不溶性タンパク質を 12.5％

SDS-PAGE で展開し、PVDF 膜(Bio-Rad Laboratories, Tokyo, Japan)にゼミドライ式ブロッティ

ング装置(NA-1512, Nihon-Eido, Tokyo, Japan)を用いて転写した。一次抗体に関して、可溶性

タンパク質には anti-RuBisCO LSU、不溶性タンパク質には anti-ATP gamma subunitを用いた。

二次抗体には goat anti-rabbit IgG peroxidase conjugate (Funakoshi, Tokyo)を用いた。検出は、

ECL-Plus Kit (Amersham Biosciences Corp.,
 
Piscataway, NJ, USA)で付属のプロトコールに従い

行った。 
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2-3. 結果 

・RuBisCO 蓄積量が低下した A. thaliana 変異体の選抜法の確立  

RuBisCO 蓄積量が低下した変異体の効率的な選抜には、RuBisCO 蓄積量の

低下を簡便にモニターできる実験系が望ましい。そこで本論では、窒素代謝の

鍵酵素 Glutamine synthatase(GS)の特異的阻害剤 Methionine sulfoximine(MSX)に対

する植物の耐性を指標とした RuBisCO 蓄積量低下株のポジティブ選抜法を策定

した(Fig. 2-1)。 

本法は以下のような光呼吸窒素代謝の生理と植物生育へのMSXの阻害作用

に基づいている(Fig. 2-1A)。RuBisCO オキシゲナーゼ反応を初発とした光呼吸で

は、CO2 と同時に膨大量の NH3 が放出される。この光呼吸は植物葉内の最も規

模の大きい NH3 生成源として知られる(Keys et al.,1978; Frantz et al., 1982)。高濃

度の NH3 とそのイオン化形態である NH4
+は植物の生育に有害であるため(van 

der Eerden, 1982; Britto and Kronzucker 2002)、光呼吸由来の NH3 は GS によって

グルタミン酸に速やかに再同化され、生成したグルタミンは様々な代謝反応に

用いられる。また GS は、この光呼吸 NH3 の再同化以外に、光呼吸の次に規模

が大きい NH3 放出源である亜硝酸還元由来の NH3 のグルタミン酸への同化も担

っている。以上を踏まえて、培地中の栄養源から硝酸といった無機窒素を除き、

代替窒素源としてグルタミンを添加した限定条件下を設定すると、細胞内に放

出される NH3の大部分が RuBisCO オキシゲナーゼ活性に依存する光呼吸に由来

すると想定される。さらにこの条件下にて、光呼吸 NH3 の GS による再固定反

応を MSX により阻害した場合、細胞内に光呼吸 NH3 が RuBisCO オキシゲナー

ゼ活性依存的に蓄積すると予想される(Fig. 2-1A)。すなわち、この条件下では、

大量に RuBisCO を含む野生株は、光呼吸 NH3 の過剰蓄積を引き起こし枯死に至

るが、RuBisCO 量や活性が低下した変異体は、RuBisCO 活性の低下に起因して

光呼吸 NH3 の生成量が低下するため、MSX 耐性を示すと考えられる。これらの

仮説が正しい場合、RuBisCO オキシゲナーゼ活性を CO2 分圧の変化によって制

御することで、植物成長に対する MSX の阻害的効果を条件的に付与することが

可能な選抜系を確立できるはずである(Fig. 2-1B)。 

選抜法の実現可能性を検証するために、まず 5% CO2 及び 0.037%CO2（大気) 

条件下、50 µM MSX と 30 mM Glutamine を含有した培地（選抜培地）における

野生株の生育を観察した。なお 5% CO2条件下では、CO2による拮抗阻害により、

RuBisCO のオキシゲナーゼ反応がほぼ完全に抑制される。5% CO2 下では、光条

件に関係なく、野生株の生育に MSX の阻害効果は全く見られなかった(Fig. 2-2 

left, 2-3A)。これは高 CO2 濃度によって RuBisCO のオキシゲナーゼ活性が抑制さ

れると、植物の生育に MSX が阻害的な影響を示さないことを示唆している。 
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それとは対照的に、大気・強光下（選抜条件）にそれらを移した時、野生株の

葉が約 100 時間後にクロロシスを示した(Fig. 2-2, 2-3A)。一方、弱光下に設定し

た選抜条件下では生育が阻害されるものの、枯死には至らなかった(Fig. 2-3B)。

これは光強度が強いほど RuBisCO 活性が高い値を示すことに起因していると考

えられ(Salvucci et al.,1985)、A.thaliana に MSX の阻害的効果を付与するには、あ

る程度の強い光強度が必要なことがわかった。 

以上から、光強度と CO2 分圧の調節することで、野生株への MSX の致死的効

果を制御できることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-1.  NARA 変異体選抜法の基本概念図  

A. 選抜条件下における光呼吸窒素代謝のスキーム。外部からの無機素源の供給を断ち

Glutamine を窒素栄養とした条件下、光呼吸（青）由来の NH3 の同化経路を MSX（赤）で

阻害すると RuBisCO のオキシゲナーゼ反応を初発とする光呼吸依存的に NH3 が蓄積する。

番号は、本論における主要酵素 1. RuBisCO, 2. AGT1, 3. GS の触媒段階を示す。B. NARA 変

異体選抜の作業工程。変異体を選抜培地に播種し、プレ選抜条件下で 2 週間～3 週間生育さ

せる。選抜条件下に移し、100～150 時間置いた後に、MSX 耐性を示した変異体を選抜する。

次世代株を用いて RuBisCO 量を解析する。HL は High light, LL は Low light, Normal air は大

気条件を示す。 
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Figure 2-2. RuBisCO オキシゲナーゼ活性に依存した MSX の致死効果  

MSX を非含有(上)、含有(下)の選抜培地において、プレ選抜条件下で野生株と rca 

変異体を 2 週間生育させ(左)、それを大気・150 mol photons m
–2

 s
–1 

(High Light,  

HL) 条件下に移し、100 時間静置した(右)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-3. CO2濃度及び光強度に依存した植物生育に対する MSX の阻害作用  

A. CO2 濃度に依存した MSX の阻害作用。5% CO2・HL で 2 週間生育させた野生株を、大気・

HL あるいは 5% CO2・HL に 120 時間置いた。B. 光強度に依存した MSX の阻害作用。5% 

CO2・LL で 2 週間生育させた野生株を、大気・LL あるいは大気・HL に 120 時間置いた。 
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選抜条件下において、RuBisCO 活性が低下した変異体が MSX 耐性を示すか 

どうか検証するために、ポジティブコントロールとして rca 変異体への MSX の

影響を観察した(Fig. 2-2)。rca 変異体は、RuBisCO 特異的活性化因子 RuBisCO 

activase の欠損株である(Somerville et al., 1982)。通常、光強度の上昇に伴って、

野生株では RuBisCO activase の作用により RuBisCO が高い活性値を示すが、こ

の変異体ではこの活性化因子が存在しないため、低い活性値を示す。結果、選

抜培地において、RuBisCO オキシゲナーゼ反応が抑制されるプレ選抜条件では、

野生株と同様に rca 変異体の生育に MSX の阻害的な影響は全く見られなかった

(Fig. 2-2. left)。一方、RuBisCO オキシゲナーゼ反応が起こる選抜条件では、野生

株は枯死に至るのに対し、rca 変異体は生存していた(Fig. 2-2. right)。この結果は、

生体内の RuBisCO 活性の低下が、A.thaliana に MSX 耐性を付与することを実証

している。 

  選抜条件下において、上述した仮説通りに、NH3 蓄積量が RuBisCO 活性に

依存して変化するかどうか検証した。そこで野生株と rca 変異体をプレ選抜条件

下で 2 週間生育させ(0 h)、それらを選抜条件に 20、50 時間 (20, 50 h) 移した時

の地上部の NH4
+
 蓄積量を酵素学的手法により測定した(Fig. 2-4)。プレ選抜条件

下では、各植物体の NH4
+蓄積量が約 5 mol gFW

-1 と低かった。一方、各植物体

を選抜条件に 50 時間曝すと、野生株の NH4
+蓄積量は約 210 mol gFW

-1 に増加

したが、rca 変異体の NH4
+蓄積量は約 30 mol gFW

-1 とわずかにしか増加しなか

った。生育条件はやや異なるが、この NH4
+蓄積量の減尐率は、Salvucci et al (1985)

により調べられた野生株の RuBisCO 活性に対する rca 変異体の RuBisCO 活性の

減尐率とほぼ一致した。さらに、この大気下における野生株の NH4
+蓄積速度は

約 4 mol (g fresh weight)
–1

 h
–1 であり、これは A.thaliana 葉ディスクで見積もられ

た光呼吸速度 6.5 mol (g fresh weight)
–1

 h
–1 と近い値であった(Sweetlove., 2006) 。

従ってこの結果は、本選抜条件では RuBisCO オキシゲナーゼ活性に依存して細

胞内に NH3 が高蓄積することを示している。 

  

 

Figure 2-4.  

選抜条件下に 0 , 20, 50 時間置いた 

時の野生株と rca 変異体の地上部に 

おける NH4
+蓄積量の推移 

データは 3 サンプル（2～5 個の 

地上部）の平均±標準偏差を示した 
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・RuBisCO 蓄積量が低下した NARA 変異体の選抜 

RuBisCO 蓄積量が低下した変異体の候補を選抜するために、およそ 13,000 粒

の A.thaliana の EMS 突然変異 M2 種子を選抜培地に播種し、選抜条件で MSX 耐

性を示す変異体を単離した(Fig. 2-5)。MSX 耐性株の出現頻度はおよそ 1~2 個

/1000 個体であったが、多数が自植種子の取得を目的としたその後の土壌での生

育過程で枯死、あるいは不稔性を示した。この原因の１つとして、これらの株

は、多くが矮小・黄化という表現型を示したため、光独立栄養成長を要求され

る土壌では生育することができなかったのかもしれない。この点に関しては、

従属栄養条件で種子を取得するなどの改良の余地がある。 

最終的に、8 個の MSX 耐性株の自植種子を取得し、M3 子孫を用いて MSX 耐

性の再現性を確認した(Fig. 2-5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-5.  NARA 変異体の選抜。  

写真は、選抜条件下にて 120 時間静置した代表的な nara 変異体を示す。  

A. M2 世代における MSX 耐性株の選抜の例。矢印は MSX 耐性株。   

B. M3 世代における nara3, nara4, nara5, nara7 の MSX 耐性。Bars = 3mm。  
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本論では、見かけの変異形質（nara3, 矮尐・斑入り；nara4、矮小・黄化；nara5、

矮小・黄化；nara7、矮小・黄化）が(Fig. 2-5)、全子孫において一様に安定して

観察された 4 つの MSX 耐性株に関して、詳細に解析を行った。これらの耐性株

は、Ler との外部交配より得られた F2 子孫の分離比が野生型 3：変異体 1 であ

ったため、1 つの核遺伝子座に変異を有する劣性変異体であることが示唆された

(Table. 2-1)。これらの変異体表現型と MSX 耐性の関連を知るために、変異体地

上部の生重量と RuBisCO L8S8 の蓄積量を解析し野生株と比較した(Fig. 2-6)。そ

の結果、4 つの変異体全てが、生重量が低下し、RuBisCO L8S8 の量が約 15～60 %

に低下していた。さらにこれらの変異体とは別に、劣性変異体ではなかった他

の 4 つの MSX 耐性株も同様に RuBisCO 量が減尐していた(data not shown)。一方、

これらの変異体の RuBisCO 活性化率は、rca 変異体の様に大きく低下していな

いことがわかった。以上のことは、これらの変異体が RuBisCO 蓄積量の低下が

原因で MSX 耐性を示したことを示唆している。またこれらの変異体は RuBisCO

高蓄積に必要な遺伝子に変異を有していることが考えられる。そこで、これら

の変異体を、RuBisCO 高蓄積に必要な遺伝子 gene necessary for the achievement of 

RuBisCO accumulation (NARA)に変異を有する nara 変異体と命名した。 

 

 

Figure 2-6.  

nara 変異体(M3 世代)の表現型 

材料は MS 培地で 2 週間生育 

させた植物体の地上部を用いた。 

A. 生重量 (n = 10)  

値は野生株の生重量を 100 %と 

した時の相対値を示す。 

B. RuBisCO L8S8 量と活性化率  

(n = 3). 全 L8S8 量の値は、野生株 

を 100 %とした時の相対値を示す。 

活性化率は、RuBisCO の 

Initial activity/ Total activity 

から求めた。活性化率は、 

全 RuBisCO L8S8 量(Total)の中で、 

活性化されている RuBisCO L8S8 

量(Active)の割合を示している。 
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Table 2-1.  F2 子孫における nara 変異体の分離比。 

Numbers of F2 seedlings 

Name  WT  Mut  Total  2
 value

a
 

nara3  375  117  492   0.39
b
 

nara4  388  117  505   0.93
b
 

nara5  418  128  546   0.71
b
 

nara7  412  149  561   0.93
b
 

a
: 2

 values were calculated based on the expected ratio of 3:1 segregation. 

b
: P > 0.05. 

 

・nara 変異体における RuBisCO 蓄積パターン 

nara 変異体の生育過程において、RuBisCO 蓄積量がどのような経緯で減尐し

たのかを知るために、nara3, -4, -5, -7 変異体の暗所芽生え（子葉）に光を照射し、

その緑化過程における RuBisCO LSU の蓄積パターンを調査した(Fig. 2-7)。野生

株の LSU の蓄積量は緑化過程で著しく増加したが、変異体における LSU の蓄積

パターンは以下の用に様々であった。野生株と比較して、nara3 変異体では光照

射後に LSU 蓄積量が低下し、nara4 変異体では大きな異常が観察されず、nara5

変異体では暗所芽生え及びその緑化過程で常に LSU 蓄積量が低下し、nara7 で

は光照射後 60 時間経過してから LSU 蓄積量が低下するという傾向にあった。こ

の様な異なる RuBisCO 蓄積パターンは、これらの nara 変異体における RuBisCO

蓄積量の低下の原因が異なる遺伝子座の変異とその影響の仕方にあることを示

唆している。なお植物生体内では、RuBisCO の LSU と SSU の量比は厳密に制御

されており、LSU は葉緑体で過剰に合成されないように翻訳段階で調節され、

L8S8 複合体以外の余った SSU は速やかに分解されることが知られている

(Rodermel et al., 1999)。nara 変異体においても、サブユニット量比の異常は全く

見られなく(data not shown)、この LSU 量の低下は RuBisCOL8S8 量の変化を反映

しているものとみなされる。 

 

Figure 2-7. nara 変異体の子葉の緑化過程 

における RuBisCO 蓄積パターン 

写真は RuBisCO LSU のバンドを示す。 

発芽後 4 日目の暗所芽生えに光を 0, 30, 

60 時間照射し、植物体地上部から可溶性 

タンパク質を抽出した。10 g タンパク質 

を、SDS-PAGE で分離し CBB で染色した。 

植物は 1 回戻し交配したものを用いた。 
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・NARA 遺伝子座のマップベースクローニング 

RuBisCO 高蓄積にどのような遺伝子が寄与しているのか、またどのような

遺伝子変異が MSX 耐性に関わっているのかを理解するために、RuBisCO 蓄積量

がそれぞれ 50. 30, 15, 60 %と減尐し、また異なる蓄積パターンを示した nara3, -4, 

-5, -7 変異体の変異部位の同定を試みた。 

nara3 遺伝子のマップベースクローニングにより、At5g16180 cording sequence 

(CDS)の+ 2047 に位置する T が C に置換されていることが判明した(Fig. 2-8)。こ

の変異により、アミノ酸配列上の 683 番目の Gln のコドンが終止コドンに置換

される。At5g16180 は、葉緑体 atpF RNA のイントロンスプライシングに必須な

Chloroplast RNA splicing 1(AtCRS1)をコードしている。 

nara4 遺伝子のマップベースクローニングにより、At1g24090 の CDS の+888

に位置する G が C に置換されていることが明らかとなった(Fig. 2-8)。At1g24090

は機能が不明な RNase H domein containing protein をコードしているため、NARA4

と命名した。この RuBisCO 高蓄積に関わる新規タンパク質である NARA4 の解

析については第 3 章で述べた。 

nara5 変異体は著しく RuBisCO 蓄積量が低下した変異体であり、RuBisCO 高

蓄積に大きく寄与している因子の異常が予想される。そこで nara5 遺伝子座のマ

ップベースクローニングを行ったところ、At4g27600 CDS の+ 626 に位置する G

が A に置換されていることが明らかとなった(Fig. 2-8)。この一塩基置換により

209 番目に位置する Gly が Glu に置換される。At4g27600 は、機能未知の

phosphofructokinase B (pfkB)-type carbohydrate kinase family protein をコードして

いる。本論では、この機能未知タンパク質を NARA5 と称し、その詳細について

は第 4 章で述べた。 

nara7 遺伝子のマップベースクローニングにより、At2g13360 の CDS 上にお

いて、+ 1156に位置するGがAに塩基置換されていることが判明した(Fig. 2-8)。

この変異により、386 番目の Ala が Thr に置換される。At2g13360 は、光呼吸経

路 に お い て Serrine : glyoxylate Aminotransferase 反 応 を 触 媒 す る 酵 素

Alanine:glyoxylate aminotransferase(AGT1)をコードしている。 

以上の解析から、nara3、nara7 はそれぞれ既知の遺伝子、AtCRS1 と AGT1

の変異体であり、nara4 と nara5 は機能未知遺伝子、NARA4 と NARA5 の変異

体であることがわかり、それぞれの遺伝子が RuBisCO 高蓄積及び MSX 耐性に

寄与していることが示唆された。 
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Figure 2-8.  NARA 遺伝子の変異の確認  

nara 変異体における各遺伝子上の変異の存在は、以下のプライマーセットを用いて PCR 

増幅した変異を含む各遺伝子断片が、制限酵素により切断されるか否かによって確認した。

nara3 の場合、変異によって PCR 増幅断片中の BsrDI の認識部位が消失するため、野生株 

ゲノム由来の PCR 増幅断片は BsrDI によって消化されるが、nara3 変異体のゲノム由来の

PCR 増幅断片は切断されない。同様に、nara4 と nara5 では、それぞれが変異により Tsp509I

とMnlIの切断部位が消失する。nara7では、逆にPvuIIの認識部位が変異により形成される。

使用したプライマーと変異体における制限酵素断片長のパターンを以下に示す。 

nara3, 5'-TGGAGTACTAATCTCAATCG-3'/5'-TGGAGTACTAATCTCAATCG-3': 157 bp 

nara4, 5‘-CACTTTCTGAGAAACAACA-3’ /5‘-ACATACCCTTAGTACATGAC-3’: 114 bp  

nara5, 5'-AACACTTTAGTTGCTCTCGC-3'/5'-GTACCCGTAAAAGCTACCG-3': 1004 bp 

nara7, 5‘-CGGTCTTAGAGCTGCTCTTG-3’/5‘-ACTTCATACCGCGAAATGGG-3’: 115, 19 bp  
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・nara3 と nara7 の表現型解析 

nara4 変異体と nara5 変異体の変異が NARA4、NARA5 の発現あるいは機能

に影響していることは 3 章と 4 章で述べるが、ここでは nara3 変異体と nara7 変

異体に関して、それぞれの変異遺伝子、AtCRS1 と AGT1 の発現あるいは機能へ

の変異の影響を調査した。 

CRS1 は、2001 年に Z.mays の薄緑色の葉を示す変異株を用いた遺伝学的解

析により、葉緑体 atpF RNA のグループ II イントロンのスプライシングのみに必

須な特異的因子として同定されたが、さらに RuBisCO LSU を含めた葉緑体タン

パク質の翻訳にも関わる未知の機能を有することが示唆された(Till et al.,2001)。

2006 年には A.thaliana においても AtCRS1 遺伝子破壊株(AtCrs1-1 株)の解析によ

り、AtCRS1 が atpF RNA のイントロンスプライシングに必須であること、また

AtCRS1 欠損株では RuBisCO LSU の蓄積量が約 3 割に低下することが報告され

た(Asakura and Barkan., 2006)。一方、nara3 変異体は、CRS1 では初めての点変異

体であり、720 アミノ酸からなる AtCRS1 の 683 番目の位置、すなわち 3 番目の

Chloroplast RNA splicing and ribosome maturation (CRM) domain の後方の位置にス

トップコドンを生じるナンセンス変異が存在している(Fig. 2-9B)。CRM ドメイ

ンは、atpFRNA のイントロンに特異的に結合する RNA 結合ドメインである

(Ostersetzer et al., 2005)。しかしながら、このナンセンス変異の AtCRS1 の機能へ

の影響は不明瞭である。そこで、この変異による AtCRS1 の機能および RuBisCO

を含めた光合成タンパク質への影響を理解することを目的に、nara3 変異体と

AtCrs1-1 株の表現型を解析した。各植物体を MS 培地で生育させたところ、

AtCRS1 の第 1 エキソンに T-DNA が挿入された AtCrs1-1 株はアルビノ形質とし

て知られているが、nara3 変異体は白と緑の斑入りの葉を示す変異体であった

(Fig. 2-9A)。この様な葉の斑入り形質は、第六エキソンの T-DNA 挿入変異体ア

リルでも、nara3 変異体よりもその程度は厳しいが観察されている(Asakura and 

Barkan., 2006)。変異の CRS1 の遺伝子発現への影響を知るために RT-PCR 解析を

行ったところ、AtCRS1 の転写産物量は AtCrs1-1 株では欠損していることが確認

されたが、nara3 変異体では変異型 mRNA が野生株と同等に蓄積していること

が判明した(Fig. 2-9C)。変異の AtCRS1 活性への影響を調べるために、atpF RNA

の唯一のイントロンを挟み込む形でプライマーを設計し、発芽後 14 日目の変異

体地上部における atpF RNA のイントロンがどの程度スプライシングされてい

るのかを RT-PCR 解析により調査した。その結果、AtCrs1-1 株では atpF mRNA

の前駆体の異常蓄積が観察され atpF mRNA 自体は検出されなかったが、nara3

変異体ではその前駆体の異常蓄積が観察されたが atpF mRNA 量もわずかに検出

された。以上の解析より、nara3 変異体は、ナンセンス変異により AtCRS1 の量

あるいは活性が著しく低下した AtCRS1 の漏出突然変異体であることがわかっ



31 

 

た。次に、このスプライシング異常が葉緑体 ATP synthase の蓄積にどう影響す

るかを調べるために、葉緑体 ATP synthase 複合体の構成因子である ATP synthase 

subunit (Atpの量をウエスタンブロッティングにより調べた。その結果、

AtCrs1-1 株では Atpが欠損していることが確認されたが、nara3 変異体では非

常に尐量の Atpが検出された。Atpは、葉緑体 ATP synthase の核コンポーネン

トであり、その欠損は葉緑体 ATP synthase の複合体全体量の著しい低下を伴う

ことが知られている(Bosco et al., 2004)。従って、nara3 変異体では葉緑体 ATP 

synthase の量が著しく減尐し、それに伴って ATP synthase 活性も大きく低下して

いることが考えられた。次に本条件下における AtCrs1-1 株と nara3 変異体にお

ける変異の RuBisCO 遺伝子発現への影響を確認した。各変異体において rbcL 

mRNA の発現量に異常はなかったが、RuBisCO LSU の蓄積量は AtCrs1-1 株では

野生株の約 30％、nara3 変異体では約 50％であった。これは、RuBisCO の高蓄

積に CRS1 の活性が重要であることを示している。しかしながら、CRS1 の 2 つ

の機能、すなわち葉緑体タンパク質の翻訳に関わる機能と atpF RNA のイントロ

ンスプライシングに関わる機能のどちらが RuBisCO の高蓄積に重要であるのか

は明確ではない。葉緑体 ATP synthase が生産する ATP は、葉緑体タンパク質の

転写や翻訳などの段階において、エネルギーや材料の供給という観点から

RuBisCO 遺伝子の発現に寄与している可能性がある。そこで葉緑体 ATP synthase

の RuBisCO 高蓄積への寄与を調べるために、葉緑体 ATP synthase のsubunit お

よび subunit の遺伝子、それぞれ AtpC1 (At4g04640)と AtpD (At4g09650) の遺伝

子破壊株における RuBisCO LSU の蓄積量を調べた。その結果、これらの遺伝子

破壊株では RuBisCO LSU 蓄積量が nara3 変異体に類似して約 50%に低下してい

た。これから、nara3 変異体の RuBisCO 蓄積量の低下は、葉緑体 ATP synthase

の量的低下が原因であると考えられた。これに関連して、nara3 のナンセンス変

異が AtCRS1 活性の１つである atpF RNA イントロンスプライシングを仲介する

機能には影響するが、もう一つの AtCRS1 の翻訳に関わる機能にはあまり影響し

ていないことが予想されるが、その詳細を理解するにはさらなる解析が必要と

される。またAtCRS1の機能に関して、AtCrs1-1株のRuBisCO量が野生株の30 %、

葉緑体 ATP synthase の遺伝子破壊株の RuBisCO 量が 50%ということを踏まえる

と、AtCRS1 の翻訳に関わる機能のみならず、AtCRS1 の atpF RNA のイントロ

ンスプライシングを担っている機能が、葉緑体 ATP synthase の蓄積を介して

RuBisCO の高蓄積に重要であることがわかった。 
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Figure 2-9.  nara3 変異体、AtCrs1-1 株、葉緑体 ATP synthase 遺伝子破壊株の表現型  

A. 発芽後 14 日目の nara3 変異体と AtCrs1-1 株。Bar = 5 mm。 B. ATCRS1 の遺伝子(上)と

タンパク質（下）の構造。各矢印は、T-DNA の挿入部位あるいは nara3 変異体の変異部位

を示す。 C. AtCRS1 と rbcL の RT-PCR 解析。 D. atpF RNA イントロンスプライシングの

RT-PCR 解析。 E. RuBisCO LSU と ATP subunit のイムノブロット解析。 F. 葉緑体 ATP 

synthase subunit および subunit の遺伝子破壊株における RuBisCO LSU の蓄積量。図は

CBB 染色像。E と F では、野生株と変異体のタンパク質をそれぞれ同量アプライしている。 
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   一方、nara7 変異体において、変異の AGT1 活性への影響を調べるために、

nara7 変異体の生長への CO2 の影響を調べた。1982 年に光呼吸変異体として単

離された AGT1 欠損株は(Somerville
 
and Ogren., 1982)、大気において土壌では子

葉の段階で枯死に至るが、High CO2 条件下で光呼吸を抑制すると野生株と同等

に生育するという光呼吸変異体に特徴的な表現型を示すことが知られている

(Liepman and Olsen., 2001)。そこで nara7 変異体を大気下の土壌で生育させたと

ころ AGT1 欠損株で知られている様に子葉の段階で枯死に至った。一方、High 

CO2 で生育させるとそれは野生株と同等に生育することができた。従って、nara7

変異体の矮小な表現型や RuBisCO 高蓄積が AGT1 の変異に由来することが示唆

された。またこの変異部位である Ala は、他生物種の AGT1 にも高度に保存さ

れていることから(Liepman and Olsen., 2001)、AGT1 活性に重要であることが示

唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-10.  外気 CO2濃度に対する nara7 変異体の生長変化 

nara7 変異体を土壌において、大気条件下（左）あるいは 0.3% CO2条件下（右）で 2 週間

生育させた。Bar = 1 cm。 
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2-4. 考察 

本章では、正の遺伝学的アプローチにより RuBisCO 高蓄積に寄与する

NARA 遺伝子を単離することを目的に、RuBisCO 蓄積量が低下した nara 変異体

を体系的に取得する方法として、A.thaliana の MSX 耐性を指標にした選抜法を

確立した。この方法は、外環境の CO2 濃度と光強度を調節することで植物体に

MSX の致死効果を任意に付与することができる。またそのような致死条件では、

RuBisCO 活性化率や蓄積量が低下した変異体が MSX 耐性を示すことを、rca 変

異体の MSX 耐性試験と nara 変異体の選抜により実証した。その原理は光呼吸

窒素代謝とその MSX の阻害作用に基づいていると解釈される。MSX は、窒素

代謝の鍵酵素 GS の不可逆的拮抗阻害剤であり(Gill and Eisenberg, 2001)、MSX を

処理された植物は、外来の無機窒素の同化反応及び光呼吸といった代謝経路由

来の NH3 の再同化反応が阻害されるため、グルタミンなどの窒素化合物の枯渇、

NH3 の高蓄積を伴って枯死に至ることが知られている(Lea and Ridley., 1989)。そ

こで本選抜系では、MSX 存在下におけるグルタミンなどの窒素化合物の枯渇を

防止することを目的に、NO3 と NH3 の代替窒素源としてグルタミンを添加した

(Fig. 2-1)。グルタミンと MSX を含有した選抜培地において、5% CO2 条件下で

は、野生株は通常の MS 培地で生育させたものと同等に大きく生育し、またそ

の生育に対する MSX の阻害効果は全く見られなかった(Fig. 2-2)。これは、MSX

存在下でもグルタミンが野生株の細胞内に安定に供給され有効利用されている

ことを示している。また RuBisCO のオキシゲナーゼ反応が抑制されているこの

条件下では、MSX の除草剤としての効果が無効化されていることがわかった。

これは MSX の致死効果が、C3 植物最大の NH3 放出源である RuBisCO オキシゲ

ナーゼ反応を初発とした光呼吸に起因するという事を示唆している。一方、5% 

CO2 から大気に、弱光から強光に生育条件を変えた時、選抜培地で生育した野生

株はNH4
+の高蓄積を伴って約 100時間後に枯死に至った(Fig. 2-2)。この様なCO2

濃度および光条件に依存し、膨大な NH4
+の高蓄積を伴って現れる MSX の致死

効果は、光呼吸 NH4
+の高蓄積による毒性効果が原因であることを示している。

実際、本選抜条件下における植物の NH4
+の蓄積速度は、既知の光呼吸 NH3 の放

出速度とおおよそ一致している。また RuBisCO 活性が低下した rca 変異体では

NH4
+の高蓄積を伴わず MSX 耐性を示すこと、光呼吸変異体である nara7 変異体

が MSX 耐性を示したことなどがこれを支持している。 

MSX 耐性株の選抜当初、RuBisCO の高蓄積には様々な細胞内機構が寄与し

ていることが考えられたため、本選抜法により RuBisCO 蓄積量が低下した多数

の変異体が取得できることが予期された。しかしながら本選抜法が、RuBisCO

蓄積量が低下した変異体を特異的に選抜できるかどうかという点に関しては、
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不明瞭であった。なぜなら、in vivo における RuBisCO オキシゲナーゼ反応の速

度は、RuBisCO の蓄積量以外の要因にも大きく依存しているからである。その

ような要因は、RuBisCO の基質である RuBP の再生、RuBisCO 触媒段階以降の

光呼吸代謝反応などが例として挙げられる。すなわち、これらに大きく関わっ

ている光合成の電子伝達系、カルビン回路、光呼吸代謝酵素の変異体なども MSX

耐性を示す可能性がある。しかし興味深いことに、二次選抜として行った

RuBisCO 蓄積量の定量では、本論で単離された 8 個の MSX 耐性株に加えて本研

究室の西村より単離された 4 個の MSX 耐性株 (Nishimura et al., unpublished)、計

12 個の MSX 耐性株の全てが野生株と比較して全て約 15～60％に RuBisCO 蓄積

量が低下していた。この理由は、RuBisCO 蓄積量やその原因遺伝子を関連付け

て以下の様に 2 つの場合に分けて説明できるかもしれない。 

 

Table 2-2. 本選抜法により同定された NARA 遺伝子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

まず 50～60%という RuBisCO 量の比較的穏やかな低下を示した変異体は、

RuBisCO 遺伝子発現に直接的に貢献する遺伝子の機能に影響する変異か、ある

いは RuBisCO の高蓄積に間接的に影響する遺伝子に変異を有していると思われ

る。例えば前者の考えは、変異の遺伝子機能への影響の程度やその遺伝子の

RuBisCO 高蓄積への貢献度合いにも依存するだろうが、西村により単離された

nara10 変異体が該当していると思われる(Table 2-2)。これは遺伝子欠損すると胚
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致死を引き起こすことが知られている葉緑体のタンパク質翻訳段階の必須因子

Glutamyl-tRNA synthetase (GluRS)に点変異を有している。従って、GluRS 活性へ

の致命的とはならない程度の変異の負の影響によって、葉緑体における

RuBisCO LSU の翻訳阻害が起こり、結果として変異体における RuBisCO 量の低

下に繋がっていると考えられる。一方、後者の考えに関しては、RuBisCO の高

蓄積に負の影響を与える変異の二次的な影響が考えられる。これには AtCRS1 に

変異を有する nara3 や光呼吸変異体である nara7 変異体、また既知の光合成電子

伝達系に関わる因子のアンチセンス植物体などの例が該当すると思われる。

nara3 変異体の RuBisCO 蓄積量の低下は(Fig. 2-9)、AtCRS1 の変異による葉緑体

atpF RNA のイントロンスプライシング異常によって引き起こされた葉緑体 ATP 

synthase 量の著しい低下が原因であることがわかった。今までに葉緑体 ATP 

synthase の RuBisCO 高蓄積への貢献度は解析されていなかったため、本論の解

析によりこれらの関係が明確となった。それは nara3 変異体の子葉の緑化過程に

おける RuBisCO 蓄積パターンと総合すると(Fig. 2-7)、葉緑体の発達過程におい

て葉緑体 ATP synthase は、RuBisCO 高蓄積に必要な ATP を供給しており、それ

が絶たれると RubisCO 蓄積量が半分程度に低下するということである。一方、

nara7 変異体に関して、RuBisCO 蓄積量の低下の根本的な原因は不明であるが、

その低下は緑化の初期では起こらず、後期（照射後 60 時間）において起こる(Fig. 

2-7)。AtAGT1 はペルオキシゾームに局在する光呼吸代謝酵素であるため、この

変異体における RuBisCO 蓄積量の低下も、光呼吸経路の異常に起因した二次的

な影響によるものと思われる。またこの様な 2 次的な影響に関してさらに言及

すると、RuBisCO 遺伝子発現システム以外のいくつかの細胞内機構や代謝と

RuBisCO 高蓄積との関連を解析した研究結果が尐数報告されている。光合成電

子伝達反応の必須因子である Rieske FeS protein の量が極度に減尐したアンチセ

ンス N. tubucum では RuBisCO total activity が約 50%低下するという報告から

(Ruuska et al., 2000)、電子伝達活性も何らかの形で RuBisCO の高蓄積にやや貢献

しているものと思われる。また、葉緑体の分裂に異常を有し、葉緑体の数が著

しく減尐する accumulation and replication of chloroplasts (arc) 変異体シリーズに

おいても、同程度の RuBisCO 量の減尐が報告されている(Pyke and Leech, 1992; 

Austin and Webber, 2005)。これに関して、分裂が阻害された葉緑体は肥大化する

ため、葉緑体分裂の異常のみでは RuBisCO 高蓄積を劇的に阻害する要因にはな

らないように見える。一方、RuBisCO 高蓄積にほとんど影響を与えない重要な

表現型として、多くの nara 変異体の外観と類似して、矮小で斑入りの表現型を

示す葉緑体 Chaperonin 60  subunit の欠損株や(Ishikawa et al.,2003)、矮小かつ黄

化した外観を示す葉緑体 Hsp100 の変異体では RuBisCO 蓄積量が減尐しないこ

とが報告されている(Sjögren et al.,2004)。つまり、植物体の黄化や矮小といった
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表現型は、必ずしも RuBisCO 蓄積量の低下を引き起こすわけではないと考えら

れる。またカルビン回路酵素である GAPDH のアンチセンス N. tubucum は、

GAPDH 活性と共に CO2 固定速度が著しく低下しても RuBisCO の高蓄積にはほ

とんど影響しない(Ruuska et al., 2000)。これは RuBisCO と同じくカルビン回路で

機能する遺伝子の異常は、RuBisCO 高蓄積に大きく関係してこないことを意味

している。以上のことから、RuBisCO 蓄積量が約半分に低下した変異体では、

二次的な影響も含めて多様な方面から、変異が RuBisCO の遺伝子発現あるいは

分解速度に影響し、RuBisCO の高蓄積に負の影響を与えているものと考えられ

る。また nara3 変異体は RuBisCO 蓄積量の低下と ATP 合成酵素の蓄積異常が、

また nara7 変異体は RuBisCO 蓄積量の低下というよりもむしろ光呼吸代謝段階

の異常が、結果的に光呼吸 NH3 の低下を導き MSX 耐性へと繋がっていると思わ

れる。 

これらとは対照的に、0～30 %という RuBisCO 量の大きな低下を示した変

異体は、RuBisCO 遺伝子発現に大きく寄与する遺伝子の著しい機能低下、ある

いは欠損を伴っていることが支配的である傾向にある。その様な遺伝子は、Table 

1-2 と Table 1-3 に示した様に、機能未知因子も含まれるが、RuBisCO を含めた

光合成遺伝子の大規模発現システムで機能している遺伝子と定義される場合が

非常に多い。従って、このような劇的な RuBisCO 蓄積量の低下を示した nara4

変異体と nara5 変異体、そして西村により単離された nara12 変異体は(Table 2-2)、

それぞれ原因遺伝子の機能は未知であるが、RuBisCO を含めた光合成遺伝子の

大規模発現システムで機能している可能性が高いと考えられる。また緑化過程

における RuBisCO 蓄積パターンを見ると、NARA5 遺伝子はプロプラスチド（あ

るいはエチオプラスト）及び葉緑体における遺伝子発現システムで機能し、一

方の NARA4 遺伝子は子葉の緑化とは異なる時期において主に機能しているこ

とが予想される。 

以上のことから、本論では、RuBisCO 蓄積量が低下した変異体の選抜法を

確立し、RuBisCO 高蓄積に関わる 2 つの新規遺伝子、NARA4 と NARA5 を同定す

ることができた。これらの遺伝子の解析は、RuBisCO の高蓄積、およびその背

景にある大規模な遺伝子発現システムを総合的に理解する上で大きく貢献でき

ると期待される。 

 

 

 

 

 

 



38 

 

第 3 章 

第 1 本葉における光合成遺伝子発現を担う NARA4 の分子遺伝学的解析 

 

3-1.  序論 

生物に共通して、生命を維持するためのタンパク質を合成する際に、その

設計図となる mRNA が合成される。この設計図を正しく、かつ必要量を作製す

るためには、ゲノム複製、転写、RNA のプロセシングや安定性などが極めて大

事な段階である。諸論で述べたように、光合成タンパク質の高蓄積の達成には、

光合成遺伝子の mRNA が大規模に合成されることが一つの要因にある。実際、

核と葉緑体の両者において、光合成遺伝子の mRNA が低下した場合、それは光

合成タンパク質量の低下を引き起こす報告が多くある。核の方では、RbcS のア

ンチセンス N. tubucum が RbcS mRNA の減尐の程度と類似して RuBisCO SSU の

タンパク質量の低下を示す(Rodermel, 1999)。葉緑体では、転写かあるいは mRNA

の安定性に異常を有する変異体の多くが(Table I, II)、rbcL を含めた光合成遺伝子

の転写産物の蓄積量の低下と共に、RuBisCO LSU といった光合成タンパク質量

の低下を示す。従って、光合成遺伝子の mRNA の増産を担うと考えられる葉緑

体のゲノム複製、転写、RNA のプロセシングや安定性に関わる分子機構の理解

は、光合成タンパク質の高蓄積機構を知るための１つの課題である。 

第 2 章の研究から、nara4 変異体は、機能未知の RNase H domain containing 

protein、NARA4 の遺伝子に変異を有することが明らかとなり、RNase H domain 

containing protein の機能が RuBisCO 高蓄積に必要とされることが示唆された。

TAIR データベースを検索するとこの様な名称の遺伝子は A.thaliana ゲノム上に

5 個存在するが、それらの機能は全く明らかでない。RNase H (EC. 3. 1. 26. 4) は、

RNA/DNA 鎖の RNA 鎖を特異的に分解する生物普遍的な酵素であり、中でも

E.coli RNase H がよく研究されている。E.coli RNase H の生理学的な機能は、ゲ

ノム複製の際の岡崎フラグメントの RNA 鎖の分解（岡崎, 2002）、本来の複製起

点 oriC 以外からの R-loop 依存のゲノム複製開始反応の抑制(Kogoma., 1997)、遺

伝子の転写時に形成された R-loop による転写阻害の抑制(Drolet, 2006)などが知

られている。つまり、RNase H はゲノム複製の制御や遺伝子の転写を円滑に進め

るための重要な因子の 1 つとして位置づけられている。他の生物種の RNase H

とは異なり、植物 RNase H の生理学的重要性に関わる知見は非常に乏しいのが

現状である。1978 年にニンジンの根由来の培養細胞にて初めて植物 RNase H の

活性が測定され酵素学的な解析がなされた(Sawai et al., 1978; 1979)。それから、

対数増殖期の細胞における RNase H 活性と DNA polymerase 活性の上昇パター
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ンが類似していたため、植物 RNase H も他の生物と同様に DNA 複製に関与する

ことが予想された。しかしながら、これらの知見のみでは、植物 RNase H の機

能を完全に理解したとは言えない。 

本論では、NARA4 がどのように RuBisCO 高蓄積に関わるのかを理解する

ために、nara4 変異体やその遺伝子破壊株を解析し、NARA4 が第一本葉におけ

る RuBisCO を含めた光合成遺伝子産物の高蓄積に寄与していることを明らかに

した。これは、植物 RNase H の新しい生理学的重要性を示唆していると考えら

れる。また、NARA4 が RNase H ドメインを介してゲノム複製や RuBisCO 遺伝

子の転写に関わることを考察した。 
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3-2. 材料と方法 

 

・植物材料 

A. thaliana Columbia (Col-0)、nara4-1変異体、nara4-2変異体 (SAIL line: Stock No CS872915)、

また本章で作製した形質転換体と相補系統である、 Pro35S: NARA4/WT, Pro35S: 

NARA4/nara4-1, Pro35S: NARA4/nara4-2 、 Pro35S: NARA4-His/nara4-1, Pro35S: 

NARA4-FLAG/nara4-1, Pro35S: NARA4-4Myc/nara4-1,, Pro35S: NARA4-sGST/nara4-2 を用いた。

これらの株は全て Col-0 バックグラウンドである。nara4-1 の変異型、nara4-2 の T-DNA 挿

入型に関しては、全てホモ接合体のものを用いた。バッククロスに関して、3 回行ったもの

を用いた。形質転換体は T2 あるいは T3 世代を用いた。 nara4-2 変異体は、ABRC より購

入した。 

 

・生育条件 

植物体は、土壌 (Metro-Mix 350, Scot-Sierra Horticultural Products Co., Marysville, OH, USA) 

で生育させた。生育環境は、大気、弱光(50 mol photons m
–2 

s
–1

)の連続照射下、23-24°C で

ある。生育日数は各図のレジェンドに記した。 

 

・完全長 NARA4 cDNA の取得  

発芽後 14 日目の植物体地上部から、Total RNA を 2 章で記載した方法に従い抽出した。 

ReverTra Ace -- (Toyobo, Osaka, Japan)を用いて、付属のプロトコールに従い、Total RNA か

ら以下の RACE 法に用いる cDNA を調整した。この時の逆転写のプライマーは、5'RACE で

は 5 末端リン酸化プライマー(5'-TTGACTGTACAA-3')を、3'RACE では NotI-d(T)18 primer 

(5'-AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAAT18-3')を用いた。5'RACE は、5'-Full RACE Core 

Set (TaKaRa, Shiga, Japan)を用い、方法は説明書のプロトコールに従って行った。5'UTR を含

む NARA4 の配列は、以下のプライマーを用いた 2 段階 PCR により増幅した。NARA4
 
a set: 

5'-CTCTCTTCTGTTGGGTTGAA-3'/ 5'-ACACACTACTCACAGCTACA-3'、 

NARA4 b set: 5'-TGTTGGGTTGAAGAAACCAC-3'/5'-ACACACTACTCACAGCTACA-3' 

3'RACE では、3'UTR を含む NARA4 の配列を、Not1(5'-AACTGGAAGAATTCGCGGCCGC-3')/ 

NARA4c (5’-ATGAACTGTCTGTCTCATGCGCGTTCATAC-3’)と 

Not2 (5'-GAAGAATTCGCGGCCGCAGG-3')/ NARA4c を用いた 2 段階 PCR により増幅した。 

これらの RACE 法によって得られた遺伝子断片は、pGEM
®
-T easy vector system (Promega, 

Madison, WI, USA)を用いて、付属のプロトコールに従い pGEM
®
-T easy vector にクローニン

グし、2 章で記載した方法に従い遺伝子配列を決定した。 

 

・DNA コンストラクトの構築と植物の形質転換 



41 

 

遺伝子のクローニングは、Invitrogen (http://www.invitrogen.co.jp/)の遺伝子部位特異的組換

え反応を利用した Gateway® Technology を用いて行った。方法はホームページに添付されて

いるマニュアルに従った。部位特異的組換え用の attB 配列を付加した NARA4 cDNA は、

NARA4 cDNA を鋳型に以下のプライマーセットを用いて増幅した。 

gNARA4: 5'-AAAAAGCAGGCTATGAACTGTCTGTCTCATGCG-3'/ 

5'-AGAAAGCTGGGTCTGTTTCGATATAAAATTTCACGCGCTGA-3'。 

また各種タグ(His, FLAG, 4MYC, GST)との融合用の NARA4 cDNA の増幅には、 

NARA4-Ctag:5'-AAAAAGCAGGCTTAATGAACTGTCTGTCTCATGCG/  

5'-AGAAAGCTGGGTTCGCCACCTCAACTTCTCCTTC-3' のプライマーを用いた。 

これらの増幅断片を、pDONR™221 へのサブクローニングし、発現ベクターである pGWB2, 

-8, -11, -17, -24 に導入した。pGWB Binary vectors は(Nakagawa et al., 2007)、中川強博士（島

根大学）より分与頂いた。これらの pGWB Binary vectors をエレクトロポレーション法によ

り Agrobacterium tumefaciens MP90 に導入し、floral dip 法により植物体に導入した。 

 

 ・RT-PCR 

Total RNA の抽出法と cDNA の合成は 2 章に記載した方法により行った。以下のプライマ

ーセットを用いて cDNA を鋳型に PCR を行った。各 PCR 反応は、29Cyc 行った。 

Set A, 5’-ATGCGCGTTCATACATTGCCT-3’/5’-CAACTTGAGCCTGACAATCACTCA-3’, 

Set B, 5’-AGCTATGTCAGTTCTATTCCGT-3’/5’-AACAGACTCTTAAGGCCAAA-3’, 

Set C, 5’-GCAGCAGAATACCATGCGTT-3’/5’-AATTAGCCTTCACGCCACCT-3’, 

Set D, 5’-AAGGTGACTCCAAGCTGGTC-3’/5’-CGCTGTAACCGGAAAGTTTCTCAC-3’, 

Set E, 5’-CTTGGATCCAGCTGAATCGGTGACT-3’/5’-GCACGCAGTAACTTCATCGG-3’, 

 

・Quantitative RT-PCR (real-time PCR) 

Quantitative RT-PCR は、ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, 

California, USA)を用いて、付属の説明書に従い行った。サンプルの cDNA は、2 章で記載し

た方法で調製した。PCR 反応は、32 倍あるいは 64 倍希釈した 1 µl cDNA、25 ul of Power 

SYBR
®

 Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)と以下の遺伝子特異的プライマー0.2 uM

の混合液を用いて行った。反応のサイクルは 50°C, 2 min と 95°C, 10 min を各 1 Cyc、  95°C, 

15 sec と 60°C, 1 min を 40 Cyc 行った。反応には以下の遺伝子特異的プライマーを用いた。 

NARA4: 5’-AGTGAAAGGTGACTCCAAGCTG-3’/5’-TTTTGCTTCCTTGTGGAGCTTTG-3’, 

rbcL: 5’-TGACCGAGATCTTTGGAGATGA-3’/5’-CAAGATCACGTCCCTCATTACG-3’, 

RbcS: 5’ -CCGCTCAAGTGTTGAAGGAAG-3’/5’ -GGCTTGTAGGCAATGAAACTGA-3’, 

petB: 5’-AGTGCTAGTGTTGGACAATCCAC-3’/5’-AGGGACCAGAAATACCTTGCTTAC-3’, 

rpl22: 5’-TAGCGTTCGCTGCAGCAGAA-3’/5’-CTGCCCATAAAGCACGGAGAGT-3’, 

Act2:5’-ACCTTGCTGGACGTGACCTTACTGAT-3’/5’-GTTGTCTCGTGGATTCCAGCAGCTT-3

http://www.invitrogen.co.jp/
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’, Act8, 5’-GACATCGTTTCCATGACGGGATCA-3’/5’-CGCTGTAACCGGAAAGTTTCTCAC-3’。 

なおこのRbcS プライマーはA.thaliana に存在する 4 つのRbcS-1A, -1B, -2B, -3Bに共通した

配列を増幅するように設計した。psaA, clpP, rpoB, Sig6, RpoTP, RpoTmp は Ankele et al. (2007)、 

psbA は Loschelder et al. (2006)、Rpl23 は Volkov et al. (2003)、Lhcb1.1 は Panchuk et al. (2005)

に記載されたプライマーを用いた。それぞれのプライマーに対して検量線を作製し、PCR

産物の指数関数的増幅領域で Ct 値を求めた。測定した標的遺伝子の転写産物量は、特にレ

ジェンドで規定していなければ、Act2 の転写産物量で標準化し、相対値として示した。 

 

・遺伝子量の測定  

nara4 変異体第 1 本葉から DNeasy Plant Mini Kit ™(QIAGEN)を用いて、付属のプロトコル

に従い全ゲノム DNA を精製した。精製ゲノムを鋳型に、以下のプライマーセットを用いて

real-time PCR により各遺伝子量を測定した。PCR 反応は上記と同じ反応条件で行った。 

g-rbcL: 5’-GGCATATGCCTGCTTTGACC-3’/5’-AGCTTGTACACATGCTTCCAGA-3’, 

g-PetC: 5’-AGGGAGATCCGACTTACCTAGT-3’/5’-GTTCCATGGCACAACACATCC-3’, 

検量線は、rbcL と PetC の既知濃度の PCR 増幅断片を用いて作製した。 

 

・ウエスタンブロッティング  

液体窒素で凍結した葉を乳鉢で破砕し、EZ 法(Martínez-García et al., 1999)により Total 

Protein の定量と調整を行った。材料に用いた葉に関しては、各図のレジェンドに記載した。

タンパク質の電気泳動とウエスタンブロッティングは、2 章に記載した方法により行った。

一次抗体には、anti-RuBisCO LSU, anti-D1, anti-D2, anti-Cyt b6, anti-FNR, anti-COXII 抗体を用

いた。anti-D1, anti-D2, anti-Cyt b6, anti-COXII 抗体は Agrisera (http://www.agrisera.com/)より購

入した。anti-FNR 抗体は長谷俊治教授（大阪大学）より分与頂いた。NARA4-4Myc の検出

には、c-Myc 抗体(Santa Cruz Biotechnology; catalog no. sc-789)を用いた。 

 

・クロロフィル蛍光解析 

クロロフィル蛍光は、IMAG-MAX/GS, LED-Array Illumination Unit, CCD-Camera を備え付

けた IMAGING-PAM chlorophyll Fluoromerter (Walz, Effeltrich, Germany)を用いて測定し、

Fm/Fv のイメージング画像を得た。10 分間暗順化した植物体を材料に、大気・室温下にて

パルス飽和光 3,000 mol photons m
-2

s
-1 を用いて測定した。測定は付属の説明書に従った。 

 

・葉緑体の単離 

葉緑体は、Rensink et al., (1998)に記載された 40-50-70 % (v/v) Percoll 密度勾配遠心法を用

いて単離した。単離した葉緑体は、破砕バッファー(50 mM Hepes-KOH
 
(pH 8.0), 1 mM EDTA, 

1mM DTT, 1mM MgCl2, Protease inhibitor cocktail tablets )に懸濁し、氷上で破砕させた。その

後 18,800g, 4°C で 20 分間遠心分離を行い、上清をストロマ画分、沈澱を膜画分とした。 

http://www.agrisera.com/
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3-3. 結果 

 

・NARA4 遺伝子の特徴付け 

第二章における nara4 遺伝子のマップベースクローニングにより At1g24090

の Cording sequence の+888（第 7 エキソン）に位置する G が C に置換されてい

ることがわかった。A.thaliana の総合データベース The Arabidopsis Information 

Resource (TAIR) に登録されていた cDNA の Reference Sequence (Refseq)を参照す

ると、この遺伝子変異は Gln のコドンを他の Gln のコドンに置換するという同

義置換であった。しかしながら、TAIR では NARA4 cDNA の一部の断片しか登

録されていないため、提示されている cDNA の Refseq が正しいのかどうか不明

である。加えて、その Refseq は UTR の領域をカバーしていない。そこで、野生

株の地上部における NARA4 cDNA の全長配列を 5’-及び 3’-RACE 法により決定

した(Fig.3-1)。その結果、長さの異なる 2 種の NARA4 cDNA が存在することが

わかった(Fig.3-2)。そこで、RNase H domain を含んだ 1,771 bp の長い方を NARA4 

cDNA と、818 bp と短い方を NARA4’ cDNA と命名した。また前者の NARA4 

cDNA の配列は、以下の 3 つの重要な違いを除いて、データベースで登録されて

いた Refseq と一致していた。3 つの重要な違いに関して、1 つ目は nara4 変異体

における変異部位が第 7 エキソン内ではなく第 6 イントロンの末端に存在する

ことである。2 つ目はデータベースに登録されている機能未知の保存配列 COG 

3011 を含んだ領域（COG 領域）に相当する第 9、10、11 エキソンが、NARA4 cDNA

には無いことである。3 つ目は、NARA4 cDNA では、At1g24090 の Refseq でイ

ントロンとされていた配列に、終始コドンを含んだ真の第 9 エキソンが存在す

ることである。そこで Fig.3-1 には、この NARA4 cDNA をコードする遺伝子領

域を At1g24090-1 という名で表記した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-1. 決定した NARA4 の遺伝子構造 

NARA4 は、1 番染色体の BAC, T23E23 に位置する At1g24090-1 にコードされる。この遺伝

子では、選択的スプライシングにより、2 種の mRNA が生産される。遺伝子上のバーは、

黒が UTR 及びイントロン、青はエキソン、黄は選択的スプライシングによって生じたエキ

ソンを示す。また nara4-1 変異体の変異部位及び nara4-2 変異体の T-DNA の挿入位置を矢印

で示した。NARA4 が有する葉緑体移行シグナル(TP)と RNase HI ドメインをそれぞれ緑と赤

で示した。 
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A  

NARA4 cDNA 

CAAAACTCCCATTGACCCTAACTTTTGAGGATTGAGACCAAAACCCAGCTTAAACCCACCG

AGTGGGTTCGTCTTCCTTCTTCACCGGCAAGTTCTCACAAATTAATCGAGAGATTCACGTCTC

TGTGCTTCGTAAGATTTTAATTTGACTCTACTAATCAGTTTTTTACTCATTTTCATCAGTCCTCT

GGTTTTCATTTTCTGTTTTGTTTCGCCGTCGAGAAATTTCACTTTATCCGCTTCAATCATAGATA

CCCAGATTACGAATTCTGCGAAAGTGTTAAACTTTTCAACTTTGATTTCATGTTTGTAATTTGA

CATTTGTTCTTGAATCTCTGAAGCTTATCTAAAGTTGTGCGTGTGTTTTTTTTTGTGTGATAAAT

CTCAGTGTGTGGTGACTTACATTGTAATGAACTGTCTGTCTCATGCGCGTTCATACATTGCCTT

GGGACTGCTTAAGAGATCAAGCTATGTCAGTTCTATTCCGTGGAATGAATGTTTCTTCTATATG

CCTTCAAAATCATGTTTAAAGCCTGTAGCTGTGAGTAGTGTGTTTGGAATCTGTAGTGTTCATT

CTTATTCCTCAAGATCAAAGGCTGTTAAATCAAAGATGTTATCATCAACCGTTGTTTCGGCTGT

GGATAAAGAAAAGGACGCCTTTTTCGTTGTTCGGAAGGGTGATGTTATTGGAATTTATAAGGA

TTTGAGTGATTGTCAGGCTCAAGTTGGATCTTCGGTGTTTGATCTTCCGGTTAGTGTTTATAAG

GGATACTCTTTGCCTAAAGACACTGAGGAATATCTCTCTTCTGTTGGGTTGAAGAAACCACTAT

ATAGTTTAAGAGCTTCAGATTTGAAAGATGATATGTTTGGTGCTCTTACACCATGTCTTTTCCA

GGAGCCAGCTCCTTGTACAGTCAAAGTATCTGAAGATGAGACTACCTCAGAGACGAAGTCAA

AAGATGACAAAAAAGATCAACTTCCTTCAGCTTCTATATCTTATGATCCTTTGGAAAAGCTTTC

AAAGGTGGAGCCATCTGCTTATATATCAGACGAAACTTGCTTTATCGAGTTTGACGGTGCATCA

AAGGGAAATCCCGGTCTCTCCGGCGCAGCAGCGGTACTGAAAACTGAGGACGGGAGCTTGA

TTTGTAGAGTGCGTCAAGGTTTGGGAATTGCCACAAACAATGCAGCAGAATACCATGCGTTAA

TCCTAGGATTGAAGTATGCTATTGAGAAAGGTTACAAGAATATTAAAGTGAAAGGTGACTCCA

AGCTGGTCTGTATGCAGATTAAAGGTCAATGGAAGGTAAACCATGAGGTACTCGCAAAGCTCC

ACAAGGAAGCAAAACTACTTTGCAACAAATGTGTCTCTTTTGAGATCAGTCATGTACTAAGGA

ATTTAAATGCTGATGCGGATGAGCAGGCAAACTTGGCTGTCCGTCTTCCCGAAGGAGAAGTT

GAGGTGGCGTGAAGGCTAATTATCGATGAACTAATATAAAGATCCGGGAGTTACACACTAGCG

ACTAGCCACTAGAAACTGGTGAAGAACCAGAATGAGCACAGAGAATTCTCTGTCAGATCTCA

CAGAGAACAGCAGAAACTGACTCATCATTTGTCTTCTCTTTACTTCAGATGATATTTTGCCGGC

GTTCTAACGTTTTATTTTGCTTTGCTCTTACACTAGAACAGTTATATTGAAAAATTCTTTTGTAC

CATTAGGAAGTGAATAACATGCGCTTCCGTCAGCGCGTGAAATTTTATATCGAAACAG 

 
 

B  

NARA4’ cDNA 

CAAAACTCCCATTGACCCTAACTTTTGAGGATTGAGACCAAAACCCAGCTTAAACCCACCG

AGTGGGTTCGTCTTCCTTCTTCACCGGCAAGTTCTCACAAATTAATCGAGAGATTCACGTCTC

TGTGCTTCGTAAGATTTTAATTTGACTCTACTAATCAGTTTTTTACTCATTTTCATCAGTCCTCT

GGTTTTCATTTTCTGTTTTGTTTCGCCGTCGAGAAATTTCACTTTATCCGCTTCAATCATAGATA

CCCAGATTACGAATTCTGCGAAAGTGTTAAACTTTTCAACTTTGATTTCATGTTTGTAATTTGA

CATTTGTTCTTGAATCTCTGAAGCTTATCTAAAGTTGTGCGTGTGTTTTTTTTTGTGTGATAAAT

CTCAGTGTGTGGTGACTTACATTGTAATGAACTGTCTGTCTCATGCGCGTTCATACATTGCCTT

GGGACTGCTTAAGAGATCAAGCTATGTCAGTTCTATTCCGTGGAATGAATGTTTCTTCTATATG

CCTTCAAAATCATGTTTAAAGCCTGTAGCTGTGAGTAGTGTGTTTGGAATCTGTAGTGTTCATT

CTTATTCCTCAAGATCAAAGGCTGTTAAATCAAAGATGTTATCATCAACCGTTGTTTCGGCTGT

GGATAAAGAAAAGGACGCCTTTTTCGTTGTTCGGAAGGGTGATGTTATTGGAATTTATAAGGA

TTTGAGTGATTGTCAGGCTCAAGTTGGATCTTCGGTAATTATGTTTTGGCCTTAAGAGTCTGTT

GTGTATAATAGATACTCTCTTTATGATGGGAATATAAGAGCTTTCTTAATAA 

 

Figure 3-2. 2種のNARA4 cDNA配列 

A. NARA4 cDNA の塩基配列。 B. NARA4’ cDNA の塩基配列。黒と赤は、TAIR に登録さ

れている Refseq と実験で単離した cDNA 配列をもとに予想した UTR 配列と ORF を示す。 
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上記した NARA4 cDNA の情報が正しいかどうかの裏付けを取るために、野生

株、nara4 変異体 (nara4-1 変異体)、加えて NARA4 の第 8 イントロンに T-DNA

が挿入された NARA4 遺伝子破壊株 (nara4-2 変異体)における At1g24090 の遺伝

子産物の RT-PCR 解析を行った(Fig. 3-3)。PCR のプライマーには、以下の cDNA

断片を増幅可能な A, B, C, D, E, F と名付けたプライマーセットを用いた(Fig. 

3-3A)。セット A は、NARA4 cDNA と NARA4’cDNA に共通した領域、セット B

は、NARA4’ cDNA のみに存在する領域、セット C は、NARA4 cDNA のみに存在

する領域、セット D は、NARA4 cDNA＋COG 領域にのみに存在する領域、セッ

ト E は、COG 領域に相当する cDNA のみに存在する領域をそれぞれ増幅するよ

うに設計した。野生株地上部由来の cDNA を用いた PCR の結果、セット D 以外

の全てのセットで cDNA 断片の増幅が確認された。このことは、本研究の RACE

法で決定された cDNA に対応する 2 種の mRNA が発現していることを示してい

る。またこれは、このサンプルの中には、TAIR Refseq の NARA4 cDNA＋COG

領域に相当する mRNA が存在しないか、あるいは検出限界以下の量であること

を示している。一方、nara4-1 変異体の RT-PCR の結果、セット C の増幅断片が、

野生株とは異なる長さの 2 つのバンドとして検出された。そこでこの 2 つの増

幅断片の塩基配列を決定したところ、長い方は第六イントロンがスプライシン

グされていない NARA4cDNA 断片、短い方が NARA4 第六イントロンのミスス

プライシングにより生じた産物であることが判明した(Fig. 3-3C)。これらの変異

に由来するスプライシング異常は、結果として cDNA 配列上のフレームシフト

を起こし、新たな終始コドンを出現させるため、これらの nara4cDNA の遺伝子

産物は第 7 エキソン以降の領域が欠損したタンパク質しか生産できないこと考

えられる。nara4-2 変異体の RT-PCR の結果、セット C の増幅断片は検出されな

かったが、セット E の増幅断片は野生株と同等量検出された。このことは nara4-2

変異体では T-DNA の挿入により NARA4 mRNA のみの発現が欠損しており、ま

た COG 領域に相当する遺伝子が NARA4 遺伝子とは独立に発現する遺伝子単位

であることを示している。後者は COG領域のみをカバーした cDNA 配列が TAIR

で登録されていることとも一致する。 

以上のことを総合すると、データベースに登録されている At1g24090 は、

NARA4 遺伝子と COG 領域に相当する遺伝子という 2 つ遺伝子をコードしてお

り、前者の NARA4 遺伝子は NARA4 cDNA と NARA4’ cDNA に相当する 2 種の

mRNAを生産していることが明らかとなった。また nara4-1変異体および nara4-2

変異体では、それぞれ点変異によるスプライシング異常と T-DNA の挿入により、

RNase H domainを含む完全長NARA4 mRNAのみが欠損していることがわかった。

よって本論で記載した NARA4 とは、この NARA4 cDNA にコードされているタ

ンパク質のことを意味している。 
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・Product C from WT 

ATGCAGGTTCGTCAATTAAAACGTTATATATTTTTGTGCAACTAGGTAAGTTTAATGAATCATATACGCTT

TTATCTTCTCACTTTCTCAACACTTTCTGAGAAACAACAGATTAAAGGTCAATGGTCAATGGAAGGTAA 

・Upper band of Product C from nara4-1 

ATGCAGGTTCGTCAATTAAAACGTTATATATTTTTGTGCAACTAGGTAAGTTTAATGAATCATATACGCTT

TTATCTTCTCACTTTCTCAACACTTTCTGAGAAACAACAAATTAAAGGTCAATGGTCAATGGAAGGTAA   

・Lower band of Product C from nara4-1 

ATGCAGGTTCGTCAATTAAAACGTTATATATTTTTGTGCAACTAGGTAAGTTTAATGAATCATATACGCTT

TTATCTTCTCACTTTCTCAACACTTTCTGAGAAACAACAAATTAAAGGTCAATGGTCAATGGAAGGTAA 

 

Figure 3-3. 野生株とnara4変異体アリルにおけるNARA4遺伝子のRT-PCR解析 

A. NARA4 cDNA と NARA4’ cDNA、TAIR に記載されている NARA4 cDNA + COG 領域を含

んだ cDNA の構造。緑バーは COG 領域を示し、それ以外の色や矢印は Figure 3-1 のレジェ

ンドで言及した。また nara4-2 変異体ゲノムにおける T-DNA が挿入されたイントロンの部

位を赤枠で示す。cDNA の下位に位置する矢印はプライマーを示しており、それぞれ A, B, C, 

D, E, F の 6 種類の cDNA 断片を増幅できる。B. A で記載したプライマーセットを用いた

RT-PCR 解析。PCR 反応は 29 サイクル行った。C. nara4 RNA 上のミススプライシング部

位。配列は、野生株由来の Product C と nara4-1 変異体に由来する長短 2 種の Product C の塩

基配列を示す。青はエキソン、黒はイントロン、赤は変異部位、緑は終始コドンを示す。 
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・A.thaliana における NARA4 の遺伝子発現パターン 

NARA4 の遺伝子発現が活発な組織を知るために、NARA4 cDNA の配列に特

異的なプライマーを作製し、Quantitative RT-PCR により様々な器官における

NARA4 の転写産物の蓄積量を定量した(Fig. 3-4)。まず発芽後 8 日目の WT にお

ける地上部、根での NARA4 遺伝子の発現量を比較したところ、地上部での蓄積

量が多かった。次に、発芽後 9 日目の子葉、第一本葉、第二本葉における NARA4

遺伝子の転写産物量を比較したところ、第二本葉で最も多かった。発芽後 28 日

目のロゼット葉、茎葉、茎、花序では、花序において著しく高い値を示した。

以上から NARA4 は、地上部の若い器官で高発現していることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-4. 野生株の組織別における NARA4 の遺伝子発現パターン  

各器官における NARA4 の転写産物量は、Act8 の転写産物量で標準化し、A では野生株の地

上部、B では子葉、C ではロゼット葉の値を 1 とした時の相対値を示した。データは、3 サ

ンプル(各組織 1～5 個)の平均±標準偏差を示す。A. 土壌で 8 日間生育した野生株の地上部

と根における遺伝子発現パターン。 B. 土壌で 9 日間生育した野生株地上部の子葉 (C)、

第一本葉 (1
st
 RL)、第二本葉 (1

st
 RL)における遺伝子発現パターン。C. 土壌で 5 週間生育し

た野生株のロゼット葉 (1
st
 RL)、茎 (ST)、花序 (I)における遺伝子発現パターン。花序は、

茎頂分裂組織と花芽と花を含む。 
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・NARA4 タンパク質の特徴付け 

NARA4 は、353 アミノ酸からなる機能未知の RNase H domain containing protein, 

NARA4 をコードしている。NARA4 の情報を整理するために、まず NCBI Blast

により NARA4 の完全長アミノ酸配列と相同性を示すタンパク質を検索した。

NARA4 の全長に関しては、相同性が約 50％以上のタンパク質が様々な高等植物

に存在していたが、いずれも機能未知であった。その中で A.thaliana においては

NARA4 と高い相同性を示す 2 つの RNase H donmain containing protein、

AT3G01410 と AT5G51080 が存在していることが分かった。 

それらのタンパク質と NARA4 の構造を部分的に見てみると、N 末端側のお

およそ 70 番目までは保存性がほぼ無い。しかし、82～132 番目は TAIR にて

Ribosomal protein L9, N-terminal (InterPro ID: IPR009027)という保存領域が登録さ

れていた。これは、Ribosomal protein L9 の 23S rRNA 結合部位に類似しており、

酵母やヒトといった真核生物 RNase H ではこの領域が DNA/RNA との結合や

RNase H 活性を高めるのに必要な hybrid binding domain (HBD)であることが報告

されている(Cerritelli and Crouch, 2009)。一方、N 末端側 70 アミノ酸に細胞内局

在シグナルがある可能性があるため、TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services 

/TargetP/), WolF PSORT (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/),ChloroP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/)という局在予測ツールにより、その様なシ

グナルがあるかどうか NARA4 全長配列をクエリーに調べた。その結果、N 末端

の 65 アミノ酸が葉緑体移行シグナルであり、NARA4 が葉緑体に局在すること

が予想された。NARA4 ホモログである AT3G01410 と AT5G51080 の局在性に関

しては、AT3G01410 が核あるいは不明と予想され、AT5G51080 が葉緑体または

ミトコンドリアと予想された。 

一方、これらのタンパク質を含め NARA4 の C 末端側（219 番目のアミノ酸

以降）には、RNase H domain (NCBI Conserved Domain Database ID: cd06222) とい

う保存領域が存在している。RNase H には配列と構造が異なる RNase HI (Type I), 

-HII (Type 2), -III (Type 2)があるが、NARA4 はバクテリアから動物まで生物普遍

的に存在している RNase HI とおおよそ 20～30 %の相同性を示した。この様な

RNase HI を有する RNase H domain containing protein は、TAIR detabase では 5 つ

登録されており、うち 3 因子(NARA4, AT3G01410 と AT5G51080)が上記の様に長

い N 末端を有していた。またこの 3 因子は、A.thaliana ゲノム上において、機能

と構造がよくわかっている E.coli の RNase HI (Sigrell et al., 1998)と最も高い相同

性を示すタンパク質であった。そこで、NARA4 が有する RNase HI ドメインの

情報を整理するために、E.coli RNase HI と これら 3 つの RNase H domain 

containing protein のアライメントを作製した(Fig. 3-5)。その結果、全体の相同性

は約 20 %と低いが、E.coli RNase HI の活性部位を形成する必須アミノ酸や金属

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cerritelli%20SM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Crouch%20RJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.cbs.dtu.dk/services�@/TargetP
http://www.cbs.dtu.dk/services�@/TargetP
http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/
http://www.cbs.�@dtu.dk/services/ChloroP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
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結合部位は完全に NARA4 で保存されており、また RNA/DNA の結合に関わるア

ミノ酸残基も高度に保存されていた。一方、A.thaliana ゲノム上には E.coli RNase 

HII と RNase HIII に高相同性の遺伝子が 1 つ(At2g25100)あったが、それは Wolf 

PSORT により核局在と予想された。 

以上を総合すると NARA4（または AT5G51080）が、葉緑体の RNase HI と

して機能していることが示唆された。これを検証するために現在、リコンビナ

ント NARA4 の精製にとりかかっている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-5. NARA4とE.coli RNase HIのアミノ酸配列の部分アライメント 

シグナルと予想される低保存性のN末端領域は排除した。これらのタンパク質に共通したモ

チーフとして、赤線は“Ribosomal protein L9, N-terminal ”、黄色線はRNase HI domainを示す。

また紫の矢じりで示したアミノ酸よりもC末端側の構造は、上からそれぞれ、nara4-1の変異

とnara4-2のT-DNAの挿入によって破壊される。またE.coli RNase HIの構造情報をもとに、赤

星はRNase HIの活性部位を構成するアミノ酸、緑星は金属結合に関わるアミノ酸残基、青は

基質であるRNA/DNAに結合するアミノ酸の位置を示した。 
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・nara4 変異体アリルの表現型解析と相補試験 

NARA4 の生体内における機能を理解するために、nara4-1 変異体と nara4-2

変異体の表現型を解析した。nara4-1 変異体では NARA4 の RNase HI ドメインの

領域が変異により破壊されている(Fig. 3-5)。また nara4-2 変異体では、T-DNA の

挿入が RNase HI ドメインをコードしている遺伝子領域よりも後方で起こってい

るが(Fig. 3-6)、完全長 NARA4 mRNA の欠損している。これらの変異体を 9 日間

土壌で生育させたところ、矮小・黄化した外観を示し、その様子は両者極めて

類似していた。またそれは子葉ではあまり異常がみられず、それよりも上位の

葉、特に第 1 本葉が比較的厳しく黄化するという珍しい表現型を示した(Fig. 3-6)。

従って、NARA4 は本葉の葉緑体に関連した葉の生長に重要であり、 両変異体

は NARA4 の機能が同程度に低下した変異体であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-6. nara4変異体アリルとそれらの相補系統の表現型 

各植物体は土壌で9日間生育させた。 Bars = 0.5cm 
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nara4 変異体アリルにおける本葉の著しい黄化は、写真では判別しにくいが

よく見るとやや斑にみえた。またこの黄化から、光化学系の機能の低下が予測

された。そこで nara4 変異体アリルの葉のどの領域が特に異常を有するのか明確

にするために、二次元クロロフィル蛍光解析を行い PSII の最大量子収率である

Fm/Fv の値を求め、イメージ映像として可視化した(Fig. 3-7)。Fm/Fv は、PSII に

光量子があたったときの光化学反応が起こる確率を示している。9 日目の植物体

を調べた結果、本葉の特に第一葉において Fm/Fv の顕著な低下が見られ、子葉

では大きな異常は見られなかった。24 日目の nara4-1 変異体では、9 日目の植物

体よりも全体的に Fm/Fv の若干の回復が見られたが、第 1 葉でやはり顕著な低

下が観察された。以上のことから、NARA4 は本葉の特に第 1 葉における光化学

反応の最大化に必要であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-7. nara4変異体アリルにおけるFm/Fvのイメージング 

A. 発芽後9日目の植物体。Fm/Fv値のカラーイメージは下のバーに示した。 

B. 発芽後25日目の植物体。左はデジタルカメラで別に撮影したもの。Bars = 1cm。 
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nara4-2 変異体が nara4-1 変異体と同様に RuBisCO の蓄積量が低下しているか

どうか知るために、SDS-PAGE により RuBisCO 蓄積量を解析した(Fig. 3-8)。そ

の結果、nara4-2変異体においてもRuBisCO蓄積量が約 3～4割に低下していた。

次に、これらの表現型が NARA4 の欠損に起因しているかどうかを明らかにする

ために、nara4 変異体アリルに CaMV 35S プロモーター制御下で野生型 NARA4 

cDNA を発現させた。その結果、変異体における矮小・黄化といった外観の異常

に加え、RuBisCO 蓄積量の回復が見られた(Fig. 3-6; 3-8)。また NARA4 の C 末端

に各種タグ(His, FLAG, 4Myc, GST)を連結した融合タンパク質を発現させた形質

転換体においても表現型の回復が見られた(Fig. 3-6)。RT-PCR 解析により、導入

した NARA4 及び内在性の NARA4’の転写産物量を測定したところ、NARA4 の転

写産物のみの増加が観察された。以上のことから、NARA4 が RuBisCO の高蓄

積に重要であることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-8. nara4変異体アリルにおけるRuBisCO蓄積量とその相補試験 

サンプルは発芽後9日目の植物体地上部を用いた。A. Total proteinのCBB染色像。 

野生株は左から2.5 µg, 5 µg, 10 µg、それ以外の植物は10 µgのTotal proteinを泳動した。B. 

NARA4とNARA4’のRT-PCR解析。Act8は内部標準として用いた。矢印はそれぞれRuBisCO 

LSUとSSUsを示す。 
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・nara4 変異体アリルの第 1 本葉における光合成遺伝子の発現異常 

 nara4-1 変異体の子葉の緑化過程において RuBisCO 蓄積量の低下が見られな

かったこと(Fig 2-7)、また nara4 変異体アリルの本葉が著しい黄化や PSII の最大

量子収率の低下を示すことを考慮すると、NARA4 が特に第 1 本葉で RuBisCO

および他の光合成タンパク質の蓄積に関わっていることが予想された。そこで

この仮説を検証するために、nara4 変異体アリルの子葉と第 1 本葉における光合

成タンパク質のイムノブロット解析を行った(Fig. 3-9)。その結果、子葉では光合

成タンパク質の蓄積には大きな異常が見られなかった。一方の本葉では、プラ

スチド遺伝子にコードされる PSII 複合体の核である D1 と D2 タンパク質、加え

て Cyt b6/f 複合体の核コンポーネントの 1 つである Cyt b6 の量が、RuBisCO LSU

の量とおおよそ同程度に約 3～4 割に減尐していた。さらに、これらのサブユニ

ットは、それぞれの光化学系膜タンパク質複合体の蓄積量を反映する鍵コンポ

ーネントであるため、同複合体を構成する他のサブユニットも減尐しているこ

とが示唆された。これとは対照的に、核遺伝子にコードされる光合成タンパク

質である FNR やミトコンドリア遺伝子にコードされるミトコンドリア局在の

Cytochrome oxidase subunit II (COX II)は全く減尐していなかった(Fig. 3-9)。これ

らの結果は、NARA4 の機能が、子葉よりも第一本葉において、プラスチド遺伝

子にコードされる光合成タンパク質の高蓄積に必要とされることを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-9. nara4変異体アリルにおける光合成タンパク質の蓄積異常 

発芽後 9 日目の子葉（左）と第 1 本葉のイムノブロット像を示す。 
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nara4変異体における光合成タンパク質量の低下の原因を追究するために、

nara4-1変異体の子葉と第1本葉における核とプラスチドの光合成遺伝子の転写

産物量をReal-time PCRにより定量し、野生株と比較した。また様々な非光合成

遺伝子の転写産物量も測定した。まず第1本葉におけるプラスチド遺伝子にコー

ドされる光合成遺伝子の転写産物量を比較すると(Fig. 3-10A)、rbcL、PsaAをコ

ードするpsaA、D1をコードするpsbAの遺伝子発現量が約3～4割に低下していた。

一方、非光合成遺伝子であるRibosomal protein L22をコードするrpl22、Clp 

proteaseをコードするclpP、acetyl-CoA carboxylase  subunitをコードするaccD、 

PEP  subunitをコードするrpoBの転写産物量は変化しないかあるいは増加する

傾向にあった。次に、第1本葉における核ゲノムに存在する光合成遺伝子の転写

産物量を比較すると(Fig. 3-10B)、RbcSとLhcb1.1の発現量が、プラスチドの光合

成遺伝子と同程度に低下していた。 なおこのRbcSはA.thalianaに存在する4つの

RbcSの転写産物の総量を示している。一方、葉緑体の転写に関連した遺伝子、

Sig6 (gene of SIG6) , RpoTp (one of NEP gene), RpoTmp (one of NEP gene)は、変化し

ないかあるいは増加する傾向にあり、細胞質のタンパク質をコードする遺伝子 

Act8 (gene of Actin 8), Rpl23 (gene of L23 ribosomal protein)は変化しなかった。以上

のことは、NARA4が本葉における光合成遺伝子産物の高蓄積に選択的に必要と

されることを示唆している。一方、子葉では、プラスチドの光合成遺伝子と核

光合成遺伝子の両者は、変化しないかあるいは増加する傾向にあった(Fig. 

3-10C)。この子葉における転写産物の増加の原因はよくわからない。しかし、こ

の子葉の段階では、NARA4が光合成タンパク質の遺伝子発現に必要とされてい

ないことがわかった。 
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Figure 3-10. nara4-1変異体の第一本葉における光合成遺伝子の発現異常 

発芽後 9 日目の変異体を用いた。データは、3 個体平均±標準偏差であり、野生株の値を 1

とした時の相対値を示した。 A. 第 1 本葉における葉緑体光合成遺伝子の転写産物量の比較。

B. 第 1 本葉の核光合成遺伝子の転写産物量の比較。C. 子葉における葉緑体及び核光合成遺

伝子の転写産物量の比較。 
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RNase HI はゲノムの複製や遺伝子の転写に関わることや、植物では葉緑体ゲ

ノム数が非常に多く存在するということを考慮すると、nara4 変異体における光

合成遺伝子産物量の低下は、それらの遺伝子量の低下に起因していることが予

想される。そこで予備的な実験ではあるが、Real-time PCR により、変異体の第

1 葉におけるプラスチドの光合成遺伝子 rbcL の遺伝子量と核の光合成遺伝子

PetC の遺伝子量を測定した(Fig. 3-11)。その結果、変異体において rbcL/PetC の

値がおよそ 2 倍に増加していた。これは予想に反して、変異体では葉緑体ゲノ

ムのコピー数の増加と共に rbcL 遺伝子量が増加した可能性を示唆している。 

 

Figure 3-11. nara4変異体アリルにおける 

rbcL/PetC遺伝子量の比較 

発芽後9日目の変異体第1本葉におけるrbcL 

遺伝子量とPetCの遺伝子量の比を示した。 

データは、3個体平均±標準偏差である。 

 

・NARA4 の細胞内局在解析 

In Silico の局在予測の結果と一致して NARA4 が葉緑体に局在するかどうか検

証した。まず NARA4 に対するペプチド抗体、及び NARA4-His、NARA4-FLAG、

NARA4-GST、NARA4-4Myc 融合タンパク質の各種タグに対する抗体を用いて、

野生株あるいはNARA4-Tags形質転換体を材料にNARA4タンパク質の検出を試

みたが、NARA4-4Myc 以外を検出することはできなかった(data not shown)。

Pro35SNARA4-4Myc/nara4-1 から葉緑体を単離し、anti-Myc 抗体を用いたイムノ

ブロット解析を行った(Fig. 3-12)。その結果、NARA4 が葉緑体ストロマで検出さ

れた。これは NARA4 の葉緑体局在を示唆している。しかし、他の光合成タンパ

ク質である LSU や Cytb6 とは異なり NARA4-Myc のバンドが葉緑体画分に濃縮

されなかったため、NARA4 が葉緑体以外の場所にも局在しているか、あるいは

NARA4 遺伝子の過剰発現がこの解析に害を及ぼしているという疑問が残った。 

 

Figure 3-12. NARA4の局在解析 

発芽後21日目のPro35SNARA4-4Myc/nara4-1の 

葉抽出液、葉緑体、ストロマ画分と膜画分に 

おけるanti-Myc, anti-RuBisCO LSU, anti- Cyt b6, 

anti-COXII 抗体を用いたイムノブロット解析 

結果を示す。各レーンには等量のタンパク質 

をアプライしており、それは上図から下図へ、 

それぞれ 50 µg、10 µg、10 µg、25 µgである。 
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3-4 考察 

本論では、植物において初めて RNaseHI ドメインを含むタンパク質の生理

学的重要性を示した。それは、NARA4 が第 1 本葉における光合成遺伝子の転写

産物量の増加に関わることで、RuBisCO を含めた光合成タンパク質の高蓄積に

貢献しているということである。 

  NARA4 遺伝子の構造に関して、RACE 法と RT-PCR 解析により、新規な

NARA4 cDNA の構造を決定した(Fig. 3-1, -2)。一方、TAIR に記載されている COG

領域を含む At1g24090 の転写産物は検出されなかった(Fig. 3-3)。現在のところ、

同定した NARA4cDNA の部分配列に相当する cDNA や EST 情報、ペプチド情報

はわずかに存在するが (data from TAIR and AtProteome)、NARA4 と COG 領域の

連結部分をカバーした情報は存在していない。そのため、NARA4 + COG 領域と

いう遺伝子単位が存在するかどうかは不明瞭である。いずれにせよ、単離した

NARA4 cDNA に相当する NARA4 mRNA のみが nara4 変異体アリルでは欠損し

RuBisCO 蓄積量が低下すること(Fig. 3-3, -8)、また NARA4 cDNA の導入がこれ

らの変異表現型を完全に相補したことを踏まえると(Fig. 3-5, -6)、本実験により

解析した NARA4 変異株の表現系は、COG 領域を含まなく、かつ RNase HI ドメ

インを有する NARA4 の機能に起因すると結論できる。 

  nara4変異体アリルでは、子葉では大きな異常が見られず本葉の特に第1葉が

顕著に黄化し、光合成遺伝子の発現量が低下するという珍しい表現型を示した

(Fig. 3-6, -7, -9, -10)。これに類似した外観を示す変異体として、A.thalianaの変異

体であるcls8変異体が知られている(Garton et al., 2007)。この変異体は、

deoxyribonucleoside diphosphates合成酵素であるRibonucleotide reductase (RNR)の

機能低下株であり、葉緑体ゲノム/核ゲノムの量比が低下する変異体としても知

られている。これらの表現型の根本的な原因は明らかでないが、nara4変異体ア

リルにおけるrbcL/PetCの量比の増加ということを含めて考慮すると(Fig. 3-9)、

葉緑体ゲノムの複製の異常がこの様な表現型に結びつく可能性がある。あるい

はNARA4ホモログ遺伝子による機能重複の結果として本葉以外では表現型が見

られなかったことも考えられる。一方、子葉と本葉の性質の違いを示している

興味深い変異体として、Cyo1変異体とSco1変異体がある(Table 1-2, 1-3)。これら

は葉緑体分子シャペロンCYO1と葉緑体翻訳伸長因子cpEF-Gである SCO1の変

異体であり、nara4変異体とは逆に、子葉はRuBisCO蓄積量の低下を伴うアルビ

ノ形質を示すが、本葉は野生株と同じく緑の葉が生えてくるという表現型を示

す。特にCYO1が若い時期に特異的に発現しているタンパク質であるということ

から、子葉と本葉における葉緑体の遺伝子発現機構は異なるタンパク質によっ

て構成されていることが示唆される。 
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 nara4変異体アリルでは、プラスチドゲノムにコードされる光合成タンパク質

や、またそれらと複合体構造を形成している光合成タンパク質複合体のサブユ

ニットの蓄積には異常が見られるが、一方の核の光合成遺伝子由来のFNRやFBA

といったタンパク質の蓄積には異常を示さない(Fig. 3-9)。この表現型は、葉緑体

の遺伝子発現システムの異常に起因していることが考えられる。これに類似し

て、上述したCyo1変異体や、チラコイド膜の形成に異常を有するCpftsY-1 変異

体やalb3変異体では、チラコイド膜の光合成タンパク質量が著しく低下するが、

FNRなどは全く低下しないことが報告されている (Shimada et al., 2007; Asakura 

et al., 2008)。従って、NARA4が葉緑体で、光合成タンパク質の蓄積に寄与して

いることが示唆される。これは、NARA4が葉緑体に局在することが示唆された

こと(Fig3-12)、nara4変異体アリルにおけるrbcL/PetCの量比の増加によって

NARA4が葉緑体ゲノムの複製に関与することが示唆されたこと(Fig. 3-11)によ

って支持される。さらにFigure 3-10では、nara4変異体アリルにおける核及び葉

緑体の光合成遺伝子産物の量が同程度に低下している。これは、以下の理由か

ら、葉緑体の光合成遺伝子発現異常に起因すると考えられる。葉緑体の転写と

いった遺伝子発現機構に異常を有し葉緑体の光合成遺伝子産物が低下する場合

は、その異常が葉緑体から核へプラスチドシグナルとして伝達され、核の光合

成遺伝子の転写産物量が同様に低下することが知られている(Rapp and Mullet, 

1991; Gray et al., 2002)。一方、核の光合成遺伝子発現量が低下した場合、RbcSの

アンチセンスN. tubucumの表現型を例に挙げると、それはrbcL mRNAの減尐を全

く伴わない。RbcS mRNAの減尐によりRuBisCO SSU量が低下すると、RuBisCO

サブユニットの量比を揃えるために、RuBisCO LSUは葉緑体の翻訳段階で合成

が抑制されることが知られている(Rodermel, 1999) 。このようなサブユニット量

を調節するための会合に依存した各サブユニットの合成調節は、Control by 

epistasy of synthesis (CES process)と呼ばれる制御機構であり、PSII, PSI, Cyt b6, 

ATP synthaseの場合においても見られる(Choquet and Wollman, 2002; Wobbe et al., 

2008)。故に、これらの核の光合成遺伝子発現の異常は、葉緑体の光合成遺伝子

産物量に影響は与えないと考えられる。以上を総合するとnara4変異体では葉緑

体の遺伝子発現システムに異常を有しており、これからNARA4がこのシステム

機能を最大限に発揮するために必要な因子であると結論した。 

  では、どのようにNARA4が葉緑体光合成遺伝子の転写産物の蓄積に関与し

ているのであろうか？葉緑体におけるNARA4の機能を、nara4変異体の表現型と

他生物種のRNase Hの機能と関連させて考えると、NARA4が葉緑体ゲノムの過

剰複製の抑制および葉緑体光合成遺伝子の転写の円滑化に寄与しているという

仮説が立てられる。E.coli RNaseH欠損株では、通常用いられる複製起点である

OriCとは別のOriKにてR-loop依存のconstitutive stable DNA replication (構成的安



60 

 

定DNA複製)が起こることが知られている(Kogoma., 1997)。R-loopは、RNA鎖が

二本鎖DNAの片方の相補的なDNAに結合することで形成されたRNA/DNAハイ

ブリット鎖の構造であり、これはRNA polymeraseによる転写時に形成される

(Kogoma., 1997)。すなわちE.coli RNase Hは通常条件下では起こらない場所で形

成されたR-loopの分解を通じて、異常部位からのゲノム複製反応を抑制するとい

う生理学的機能を持っている。一方、これらの複製に関わる作用とは異なり、

R-loopの形成は、遺伝子の転写反応における1つの弊害としても知られている。

遺伝子上に不必要に形成されたR-loopはRNA polymeraseの伸長反応を阻害する

ことが報告されている(Drolet, 2006) 。それを防ぐべくして、生物はRNase Hを保

有しているし、またDNA二重らせん構造の巻き戻しや、転写中のRNA鎖を転写

後で働くタンパク質で包みこむかスプライグすることで、R-loopの形成を抑制し

ていると考えられている(Li and Manley et al., 2005; Drolet, 2006)。一方、植物の葉

緑体ではR-loopの解析は行われていないが、分子量が小さい葉緑体ゲノムが多量

に存在すること、また光合成遺伝子の転写も大規模に起こることを考慮すると、

葉緑体はR-loop形成の危険に非常にさらされていると予想される。つまりnara4

変異体では、R-loop形成によりゲノム複製の暴走や光合成遺伝子の転写阻害が併

発している可能性がある。NARA4は、RNaseHI活性によるR-loopの分解を通じて、

RuBisCO高蓄積に貢献しているのかもしれない。 

  NARA4 遺伝子の転写産物量が多かった第 2 葉や花序と(Fig3-4)、nara4 変異

体アリルの表現型が最も顕著に見える第 1 葉の間には、発現量と変異表現型に

関した時間や部位のずれが生じている。この原因は2つの可能性があり、1つは、

変異体の第 1葉以外の葉においてNARA4ホモログであるAt5g51080などの機能

によって NARA4 機能低下が相補されていることが考えられる。またもう 1 つの

可能性としては、NARA4 が上記の様な R-loop の分解を通じて転写の円滑化やゲ

ノムの過剰複製の抑制に関与していた場合、変異体では転写異常に起因して光

合成タンパク質量が低下し第 1 葉における黄化がその外観に現れるが、後者の

ゲノム過剰複製の抑制に関わる表現型はその外観に現れていないだけの可能性

がある。葉緑体ゲノムの複製は葉原基を含む茎頂分裂組織や若い葉組織で盛ん

であり(Baumgartner et al., 1988) 、A.thaliana の葉緑体 DNA polymerase I など同等

の部位で発現量が高いことが知られている(Mori et al., 2005)。NARA4 の遺伝子

発現パターンはこれらにおおよそ近い様に見える。つまり、葉緑体ゲノムの過

剰複製の抑制にはより多くの NARA4 が必要とされているのかもしれない。 

以上から、NARA4 が葉緑体 RNase HI であることを想定すると、植物 RNase 

H が光合成タンパク質の高蓄積を介して、光合成の最適化に寄与しているとい

う新概念が生み出される。今後、NARA4 のさらなる生理学的重要性を知るため

には、葉緑体ゲノムの複製と転写、R-loop 形成、NARA4 の関連性を調べる必要がある。 
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第 4 章 

プラスチドの光合成遺伝子の大規模発現を担う NARA5 の分子遺伝学的解析 

 

4-1.  序論 

プロプラスチドから葉緑体への分化は、光合成という観点から説明すると、

豊富な光合成タンパク質または機能的な光合成システムを備えたオルガネラへ

の形質変化とみなせる。これは、Mullet (1993)が提唱した単子葉の葉緑体分化モ

デルに従うと、葉の生長と関連付けて、いくつかの段階におおまかに分けて説

明される。まず葉原基のプロプラスチド（あるいはエチオプラスト）にて、プ

ラスチドゲノムの複製が活性化される。プラスチドゲノムには、ゲノム複製に

関わる遺伝子が無いため、これは核遺伝子によって制御されているが、in vivo

におけるその分子機構の詳細はよくわかっていない (Sato, 2003; 2005)。次に葉

の生長過程において、まずプラスチドゲノム上の転写・翻訳系に関わる遺伝子

の発現が活性化される。この活性化は、T7 Phage-type RNA ploymerase である NEP

転写システムによる（ただし翻訳系の一部は PEP 転写システムによる）の活性

化に起因している (Shiina, 2006)。続いてすぐ様、プラスチドゲノム上の光合成

遺伝子の転写が活性化される。これは、Eubacterial-type RNA ploymerase である

PEP による転写の活性化に大きく依存している(Shiina, 2006)。その後に葉緑体が

発達していくと、大半の光合成遺伝子の転写活性は低下するが、光合成遺伝子

の中でも D1 や D2 タンパク質のサブユニット遺伝子の発現は高いままで維持さ

れる。これは光化学系 II が光阻害を受けやすいため、壊れた光化学系 II を素早

くターンオーバーするために必要とされる。またこのようなプラスチド遺伝子

の遺伝子発現と期を合わせて、核における光合成遺伝子などの葉緑体機能に関

連した遺伝子群の発現が促進される。 

  この様な葉緑体の分化過程において、光合成タンパク質の高蓄積を達成す

るためには、NEP 及び PEP 転写システムの活動が 1 つの鍵段階となっている。

NEP 転写システムの構成や活性制御に関わる研究は PEP のそれよりも遅れてい

るが、いくつかの転写関連因子と共に働くことや、PEP 転写システムで転写さ

れた Glu-tRNA が NEP 活性を抑制することで分化過程における NEP から PEP 転

写システムへのスイッチングが行われるというモデルなどが報告されている

(Liere and Maliga, 2001; Hanaoka et al., 2005; Shiina, 2006)。一方、光合成遺伝子、

または翻訳に関わる一部の遺伝子を転写する PEP 転写システムは、そのプロモ

ーターの認識に必要な Sigma factors (SIGs)と複合体を形成して機能することが

知られている(Allison et al., 1996; Kanamaru et al., 2001; Ishizaki et al., 2005)。その

活性調節に関しては、光による SIGs の発現レベルの増大や、光や Redox signal
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を介した Sigma factors (SIGs)のリン酸化と脱リン酸化を通じた調節機構などが

報告されている(Shiina, 2006; Lysenko, 2007)。また SIGs は A.thaliana において 6

つ存在し(AtSig1～At Sig 6)、それぞれが異なるプラスチド遺伝子セットの転写に

必要とされることがわかっている(Tozawa et al., 2007)。 

第 2 章の研究から、nara5 変異体は、機能未知の pfkB-type carbohydrate kinase 

(pfkB-CK) family protein、NARA5 の遺伝子に変異を有することが明らかとなった。

nara5 変異体は、単離した nara 変異体の中で最も RuBisCO 蓄積量が低下した株

であるため、NARA5 が RuBisCO 高蓄積に大きく貢献していることが予想され

る。pfkBs-CK は、主に核酸や糖代謝で機能する Ribokinase (RK), Adenosine kianse 

(ADK), Guanosine/inosine kianse (GSK), Fructokinase, Minor 6-phosphofructokinase, 

Tagatose-6-phosphate kinase, 2-dehydro-3-deoxygluconokinase といった多数の

carbohydrate kinase を含む大きな kinase family の 1 つである(Wu et al., 1991; Bork 

et al., 1993)。一方、植物のゲノム上にはこれらと類似したアミノ酸配列を有する 
pfkB-CK family protein がいくつか存在し、A.thaliana では NARA5 を含め 17 個存

在する。しかしながら、それらの機能は全く明らかになっていない。 

  本章では、生体内における NARA5 と RuBisCO 高蓄積の関連を理解するた

めに、nara5 変異体やその遺伝子破壊株の遺伝学的解析を行った。その解析を通

じて、プラスチド及び葉緑体への分化過程において、NARA5 がプラスチドの光

合成遺伝子の転写産物、特に rbcL の転写産物の高蓄積に、また翻訳に必須な

rRNA の高蓄積に不可欠であることを明らかにした。これは、NARA5 が PEP 転

写システムに関わることで RuBisCO 高蓄積に貢献しているということを示唆し

ており、pfkB-CK family protein の生体内の新しい生理学的重要性を示していると

考えられる。 
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4-2. 材料と方法 

 

・植物材料 

A thaliana Columbia (Col-0)、nara5-1 変異体、nara5-2 変異体 (GABI-KAT line: ID 718C05)、

本章で作製した形質転換体と相補系統である Pro35S: NARA5/WT, Pro35S: NARA5/nara5-1, 

Pro35S: NARA5-sGFP/nara5-1, Pro35S: NARA5-His/nara5-2, Pro35S: NARA5-sGFP/nara5-2 を用い

た。これらの株は全て Col-0 バックグラウンドである。nara5-1 の変異型、nara5-2 の T-DNA

挿入型に関しては、全てホモ接合体のものを用いた。バッククロスに関して、nara5-1 変異

体が 3 回、nara5-2 変異体が 2 回行ったものを用いた。 nara5-2 変異体は、ABRC より購入

した。 

 

・生育条件 

植物体の生育に用いた MS 培地の組成は 2 章に記載した。生育環境は、大気、弱光条件[ 50  

mol photons m
–2 

s
–1 

(light 18 h/ dark 6 h) ]、23°C である。生育日数は各図のレジェンドに記し

た。 

 

・DNA コンストラクトの構築と植物の形質転換 

遺伝子のクローニングは、第 3 章で記載した NARA4 のクローニングと同様に行った。 

attB サイトを付加した NARA5 cDNA は、発芽後 14 日目の植物体地上部の cDNA から以下

のプライマーを用いて増幅した。 

5’-AAAAAGCAGGCTCCATGGCGTTCTCCCTCCTCTC-3’/ 

5’-AGAAAGCTGGGTCGAGGTTTCATCAAGACCCAACATCT-3’. 

また His タグ及び sGFP と融合するための NARA5 cDNA の増幅用プライマーには、 

5’-AAAAAGCAGGCTCCATGGCGTTCTCCCTCCTCTC-3’/ 

5’-AGAAAGCTGGGTCGAGGTTTCATCAAGACCCAACATCT-3’を用いた。 

発現ベクターは pGWB2, -5, -8 を用いた。 

 

・Quantitative RT-PCR (real-time PCR) 

3 章で記載した方法に従い行った。付加的な RT-PCR プライマーは以下のものを用いた。 

NARA5, 5’-TGAATTCATACAAGTCCATGCTAAT-3’/5’-TCATCCACAACTCCAGAGAAATC-3’; 

psbD は Ankele et al. (2007)で使用されたものを用いた。また測定した各遺伝子の転写産物量

は、特にレジェンドで規定していなければ、Act2 の転写産物量で標準化して、相対値とし

て示した。 

 

 



64 

 

・ウエスタンブロッティング  

レジェンドで特に規定していないものに関しては、液体窒素で凍結した植物体地上部を

乳鉢で破砕し、EZ 法(Martínez-García et al., 1999)により Total Protein の定量と調整を行った。 

タンパク質の電気泳動とウエスタンブロッティングは、2 章に記載した方法により行った。

一次抗体は 3 章で記載したものに加え、anti-PsaA と anti-ATPの抗体を用いた。PsaA に対す

る抗体は Agrisera (http://www.agrisera.com/)より購入した。anti-ATP抗体は久堀徹教授（東京

大学）より分与頂いた。 

   

・顕微鏡観察 

LSM510 confocal laser scanning microscope (Carl Zeiss Microimaging, Jena, Germany)を用いた。 

励起光源(488 nm)はアルゴンレーザーを用いた。sGFPシグナルは500 to 530 nmのバンドパス

フィルターで、クロロフィルの自家蛍光はLP 650 ( > 650 nm) optical filterを用いて検出した。 

測定は付属の説明書に従った。 

 

・クロロフィル蛍光解析 

クロロフィル蛍光パラメータは Munekage らの方法に準じ、MINI-PAM portable 

chlorophyll fluorometer(Walz, Effeltrich, Germany)で測定した(Munekage et al., 2001)。植物体の

暗順化は尐なくとも 10 分間行い、Fm の測定には 800 ms のパルス飽和光 3,000 mol photons 

m
-2

s
-1 を用い、Ft の測定には 5 分間の励起光 120 mol photons m

-2
s

-1 を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.agrisera.com/
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4-3. 結果 

NARA5 遺伝子の特徴付け 

NARA5は、471アミノ酸からなるタンパク質であり、4番染色体のBAC, T29A15に

位置するAt4g27600にコードされる。NARA5のN末端には葉緑体移行シグナル（TP）

の存在が予測されると、TAIRにて記載されている。 

 

 

 

 

 

Figure 4-1. NARA5の遺伝子座 

染色体上のNARA5遺伝子座の 

位置を示した。nara5-1変異体の 

変異部位とnara5-2変異体のT-DNA 

の挿入位置を矢じりで示した。 

また、NARA5が有するTPと 

pfkB-CKに保存された2つの 

モチーフを示した。 

 

 

 

 

NARA5の特徴を解析するために、NCBI Blastによりゲノムデータベースの

中からNARA5の完全長アミノ酸配列と相同性を示すタンパク質を検索した。 

植物において、Vitis vinifera, hypothetical protein (GB: CAN82032)、O. sativa, 

hypothetical protein (GB: NP_001065468)、Physcomitrella patens, predicted protein 

(GB: XP_001764628) が、それぞれ 67.1%,  60.7%, 51.4% と高い相同性を示した

(Fig. 4-2)。しかしいずれも機能が不明であった。 

一方、バクテリアやヒトを含む様々な生物種において、NARA5と約10～20 %

と低い相同性を示すホモログが多数発見された。その中の大半は機能が不明な

pfkB-type carbohydrate kinase family proteinであったが、中には、RK, ADK, GSKと

機能が同定・予測されているタンパク質が多く存在した。そこで機能と結晶構

造が明らかになっているE.coli RK (GB: NP290391)、Human ADK (GB: AAA97893)

とNARA5のアミノ酸配列のアライメントをClustal Wのアルゴリズムに従い作製

した(Fig. 4-2)。 
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Figure 4-2. NARA5, 植物のNARA5ホモログ、E.coli RK, H. sapiens ADKのアミノ酸配列の

アライメント 矢じりはTargetPにより予測されたTPの切断部位、星印はnara5変異体におけ

る変異部位、下線は上からNXXE motif (Maj et al., 2002) とPFKB_KINASES_2 (PROSITE: 

S00584)をそれぞれ示している。後者の配列は[DNSK]-[PSTV]-X-[STAG](2)-[GD]-D-X(3) 

-[SAGV]-[AG]-[LIVMFY]-[LIVMSTAP]である。 
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これらの生物の pfkB-CK において、NARA5 の変異部位である Gly 209 は完

全に保存されていた。これは Gly 209 が NARA5 を含め、このファミリーのタン

パク質の高次構造または触媒に重要であることを示唆している。また NARA5

は、これらの pfkB family に共通した 2 つの短い高度保存配列モチーフを保有し

ていた(Fig. 4-2)。1 つ目は NXXE motif であり、これは RK や ADK, GSK 活性に

重要な Mg
2+ と PO4

2- の結合に関わっている (Maj et al.,2002)。 2 つ目は

PFKB_KINASES_2 というモチーフであり、これは ATP に結合する配列の一部や

リン酸基転移に重要な Asp 残基を含んでいる(Schumacher et al. 2000)。しかしな

がら、これらの pfkB-CK 活性に重要なアミノ酸、例えば RK や ADK のそれぞれ

の基質である Ribose や Adenosine、または反応に必要な ATP などの結合に関わ

るアミノ酸は、NARA5 や NARA5 ホモログではあまり保存されていなかった。

この結果は、NARA5 がこれらの pfkB-CK とは異なる機能を有していることを示

唆している。 

NARA5の系統学的位置付けを明確にするために、Clustal Wのアルゴリズム

を用いて、機能が同定されている様々な生物種のRK, ADK, GSKとNARA5ホモロ

グのアミノ酸配列を用いて系統樹を作製した(Fig. 4-3)。この際に、A.thalianaゲ

ノムにおいてNARA5と最も高い相同性を示したpfkB-CK family protein, 

At1G19600(16.6 %)とそのホモログ、AtADK2(14.6 %; Moffatt et al., 2000)、および

本論で後述する2つのpfkB-CK family protein, AT1G69200とAT3G54090を系統樹

に含めた。興味深いことにNARA5は、藍藻や高等植物における高相同性の機能

未知タンパク質と共に、既知の pfkB-CKとは異なる分岐に位置した。以上のこ

とは、NARA5がこれらのpfkB-CKとは異なる機能を有しているという仮説を支

持している。 

一方、NARA5がこれらのpfkB-CK活性を有するかどうかを判断するために、

E.coli由来のHis-tag融合NARA5 (TPに相当する64残基を除去したもの)を精製し、

その後にHis-tagを切断除去したNARA5を用いて、ATP依存のGK, RK, ADK活性

を測定したが、活性を検出することはできなかった(data not shown)。 

以上から、NARA5が既知のpfkB-CKとは異なる機能を獲得していることが 

示唆された。 
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Figure 4-3. NARA5 を含めた機能未知の pfkB-CK family protein と機能が同定されている

pfkB-CK のアミノ酸配列系統樹 機能が、未知なものは赤で、既知なものは青で示した。

NARA5, RK, ADKのアミノ酸配列のアライメントはClustalWのアルゴリズムに従い作製し、

系統樹の作画には TreeView を用いた。スケールバーは 0.1 substitutions/site を示す。 
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・A.thaliana における NARA5 の遺伝子発現パターン 

NARA5 の遺伝子発現が活発な時期や組織を知るために、Quantitative 

RT-PCR により様々な器官や暗所芽生えの緑化過程における NARA5 の転写産物

を定量した(Fig. 4-4, 4-5)。 

発芽後 8 日目の WT における地上部、根での NARA5 遺伝子の転写産物量を

比較したところ、NARA5 が主に地上部で高発現していることがわかった(Fig. 

4-4A)。そこで、地上部における遺伝子発現パターンを知るために、発芽後 28

日目のロゼット葉、茎葉、茎、花序において、転写産物を定量した(Fig. 4-4B)。

その結果、NARA5 遺伝子はロゼット葉、茎葉、花序において比較的発現量が高

く、茎では発現量が低い事がわかった。このような各器官における NARA5 の遺

伝子発現パターンは植物における RuBisCO 遺伝子の発現パターンとおおよそ一

致していた(Manzara and Gruissem, 1988)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-4. 野生株の組織別における NARA5 の遺伝子発現パターン  

各器官におけるNARA5の転写産物量は、Act8の転写産物量で標準化し、野生株の地上部 (A) 

あるいはロゼット葉 (B)の値を 1 とした時の相対値を示した。 

A. MS 培地で 8 日間生育した野生株の地上部と根における遺伝子発現パターン。 

B. 土壌で 5 週間生育した野生株のロゼット葉 (RL)、茎葉 (CL)、茎 (ST)、花序 (I)におけ

る遺伝子発現パターン。データは、3 サンプル(各組織 1～5 個)の平均±標準偏差を示す。 
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第二章で記載したように nara5 変異体暗所芽生えの緑化過程における

RuBisCO 蓄積量が常に低下しているため、NARA5 がこの時期に RuBisCO 高蓄

積に寄与していることが予想される。そこで発芽後 4 日目の暗所芽生えの緑化

過程における植物体の NARA5 転写産物量と RuBisCO LSU の遺伝子である rbcL

の転写産物量を定量し、比較した(Fig. 4-5)。その結果、NARA5 は暗所芽生えで

も発現しており、その発現量は緑化過程で大きく増加した。またその増加は、

rbcL よりもやや先立って起こることがわかった。これは葉緑体の分化過程にお

いて、RuBisCO の遺伝子発現が起こる直前で、NARA5 が必要とされることを示

唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-5. 暗所芽生えの緑化過程における NARA5 と rbcL の遺伝子発現パターン  

発芽後 4 日目の暗所芽生え(0 h) に光を 10、30、60 時間照射した後に、植物体から Total RNA

を抽出し、Quantitative RT-PCR により各転写産物量を定量した。 

データは、3 サンプル(各尐なくとも 10 個体を含む)の平均±標準偏差であり、暗所芽生えを

1 とした時の相対値を示す。 
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・NARA5 変異体の表現型解析と相補試験 

NARA5 の生体内における機能を理解するために、第二章で単離した点変異

体である nara5 変異体に加えて、NARA5 の第一イントロン(Cording sequence の

+393)に T-DNA タグが挿入されている NARA5 遺伝子破壊株を解析した。この

T-DNA 挿入株は、nara5 変異体よりも顕著に黄化した外観を示し(Fig. 4-6A)、シ

ョ糖を含有した MS 培地という従属栄養条件下でないと生育することはできな

かった。また nara5 変異体は、野生型と NARA5 遺伝子破壊株の中間の外観を示

すことから、NARA5 の漏出変異体であることが示唆された。RT-PCR 解析によ

り、NARA5 遺伝子破壊株は NARA5 の転写産物が欠損していることがわかった

(Fig. 4-6B)。それとは対照的に nara5 変異体では nara5 の転写産物の量が野生型

とほぼ同等であったことから、nara5 の変異がその遺伝子発現には影響していな

いことが示唆された。一方、E.coli NARA5 リコンビナントタンパク質を認識で

きる NARA5 のペプチド抗体を作製し、野生株や変異体における NARA5 タンパ

ク質の検出を試みたが、NARA5 タンパク質を検出することはできなかった(data 

not shown)。次に、NARA5 遺伝子の欠損による RuBisCO 高蓄積への影響を知る

ために、NARA5 遺伝子破壊株における RuBisCO 蓄積量を調べたところ、12.5 %

以下と著しく低下していた(Fig. 4-6C)。 

これらの植物体における表現型が NARA5 の点変異や欠損に起因しているこ

とを証明するために、CaMV 35S プロモーター制御下で完全長 NARA5 を nara5

変異体と NARA5 遺伝子破壊株で発現させた(Fig. 4-6)。その結果、これらの相補

株では、NARA5 遺伝子が過剰発現されていなかったが、それらの矮小・黄化と

いった外観と NARA5 の RuBisCO 蓄積量が野生型レベルにまで回復した。従っ

て、nara5 変異体アリルの表現型が NARA5 活性の低下あるいは欠損に起因して

いることがわかった。そこでこれらの nara5変異体アリル、nara5変異体とNARA5

遺伝子破壊株を、それぞれ nara5-1 変異体と nara5-2 変異体と命名した。一方、

NARA5 の C 末端に His-tag あるいは sGFP を連結した融合タンパク質、

NARA5-His と NARA5-sGFP を変異体に導入した相補株においても、表現型の完

全な回復が見られた。このことは、これらの融合タンパク質が機能的であるこ

とを示している。一方、野生型をバックグラウンドに NARA5 の過剰発現体の作

製を試みたが、以上の株と同様に NARA5 が過剰発現した株は得られなかった

(Fig. 4-6B)。 

以上の解析から、NARA5 が A.thaliana の RuBisCO 高蓄積に大きく貢献して

おり、またそれは植物体の光独立栄養生長に不可欠であることが明らかとなっ

た。 
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Figure 4-6. nara5 変異体アリルとその相補系統の表現型 

A. 発芽後 14 日目の nara5 変異体アリルとその形質転換体。Bars = 0.5 cm  

B.  A で示した植物体地上部における NARA5 の転写産物量の RT-PCR 解析像。  

C.  A で示した植物体地上部における Total proteins の CBB 染色像。各レーンには、 

野生株は左から 1.25 µg、2.5 µg、5 µg、10 µg、変異体や形質転換体は 10 µg のタンパク質を

アプライした。矢印はそれぞれ RuBisCO の大小のサブユニットを示す。 
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NARA5 の細胞内局在性 

NARA5 は、葉緑体移行の予測シグナルを有することから、葉緑体で機能し

ていることが考えられる。そこで、NARA5-sGFP 融合タンパク質を発現した

nara5-1 変異体相補株の蛍光顕微鏡観察により、NARA5 が葉緑体に局在するか

どうか検証した(Fig.4-7)。観察材料に関して、この形質転換体の sGFP シグナル

の強度が弱かったことに加え、葉緑体の自家蛍光が sGFP シグナルの蛍光波長に

やや重なってくるため、若い芽生えの胚軸に存在する自家蛍光の低い葉緑体に

おける sGFP 蛍光を観察した。その結果、葉緑体の自家蛍光と sGFP 蛍光の像が

重なったことから、NARA5 が葉緑体に局在することが示唆された。これを支持

して 4 つの局在予測アルゴリズム、Target P, WolF PSORT, ChloroP, PREDOTAR 

(http://www.inra.fr/predotar/)の全てが、高スコアで NARA5 が葉緑体に局在すること

を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-7. sGFP を用いた NARA5 の局在解析 

Pro35S:NARA5-sGFP/ nara5-1 の暗所芽生えに光を 4 時間照射し、その後に胚軸のフック周辺

を共焦点蛍光顕微鏡により観察した。赤は葉緑体の自家蛍光、緑は sGFP 蛍光、黄色はそれ

らが重なりあった領域を示す。Bar = 15 mm。  

 

 

 

 

http://www.inra.fr/predotar/
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・NARA5 変異体における光合成タンパク質の蓄積異常 

NARA5 が RuBisCO 以外の葉緑体タンパク質の高蓄積に関与するか調べた。 

まず nara5 変異の光合成能力への影響を調べるために、野生株と nara5-1 変

異体のクロロフィル蛍光パラメータを比較した(Table 4-1)。PSII の最大量子収

率である Fv/Fm に加え、PSII の量子収率II が著しく低下していた。また、QA

の還元レベルを示す 1-qP が高い値を示していた。これらの結果は、nara5-1 変

異体では、PSII 活性の低下、および PSII 以降の電子伝達反応が停滞しているこ

とを示している。これより RuBisCO 以外の光合成タンパク質量が著しく低下し

ていることが予想された。 

 

Table 4-1.  nara5-1 変異体のクロロフィル蛍光パラメータ.  

Chlorophyll a fluorescence parameters
a 

 

Plant    Fv/Fm  II   1-qP 

WT    0.81 ± 0.01  0.61 ± 0.01 0.18 ± 0.01 

nara5-1    0.42 ± 0.07 0.13 ± 0.03 0.70 ± 0.10 

a
 Data represent means ± SD (n = 3).  

 

 

 

そこでNARA5変異のRuBisCO以外の光合成タンパク質の高蓄積への影響を

調べるために、発芽後 14 日目の nara5 変異体アリルを用いてウエスタン解析を

行った(Fig. 4-8)。プラスチド遺伝子に由来する光化学系タンパク質である D1、 

D2、 Cyt b6、 PsaA は全て著しく低下し、それらは nara5-1 では約 25% 以下に、

nara5-2 では約 12.5% 以下に減尐していた。また核の光合成遺伝子にコードされ

る ATPも同程度に低下していた。ATPの低下は、プラスチド遺伝子にコードさ

れる他の葉緑体 ATP synthase のサブユニット量の低下に伴って起こったものと

予想された。またこのような劇的な光合成タンパク質量の減尐は、N. tubucum 

rbcL 欠損株では見られないため(Allahverdiyeva et al., 2005)、RuBisCO 活性の低下

に起因した 2 次的な影響ではない。一方、核遺伝子にコードされるカルビン回

路酵素の FBA や光合成関連タンパク質である FNR、またミトコンドリア局在の

COX II は全く減尐していなかった。これらの結果は、NARA5 が、プラスチド遺

伝子にコードされる光合成タンパク質の高蓄積に不可欠であることを示唆して

いる。 
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Figure 4-8. nara5変異体アリルにおける光合成タンパク質のイムノブロット解析 

材料には、発芽後 14 日目の nara5-1 変異体、かつ発芽後 21 日目の nara5-2 変異体の地上部

を用いた。野生株は左から 2.5, 5, 10, 20 g Total protein を、変異体では 20 g Total protein を

各レーンにアプライした。A. プラスチド遺伝子にコードされる光合成タンパク質のイムノ

ブロット像。B. 核遺伝子にコードされる光合成タンパク質のイムノブロット像。 

 

・nara5 変異体の緑化過程におけるプラスチド光合成遺伝子の発現異常 

暗所芽生えの緑化過程における、nara5-1変異体のRuBisCO LSUの蓄積異常

(Fig. 2-7)、NARA5の転写産物の増加(Fig. 4-5)、それに加えて発芽後2,3週間目の

nara5変異体アリルにおけるRuBisCO以外の光合成タンパク質の量の著しい低下

(Fig. 4-8)を総合すると、NARA5がプラスチドから葉緑体への発達時期に、

RuBisCOを含めた光合成タンパク質の大規模発現に寄与していることが予想さ

れる。そこでこの時期におけるNARA5の役割を明確にすることを目的に、nara5

変異体アリルの緑化過程における光合成遺伝子の発現量を、プラスチドの光合

成遺伝子を中心に解析した。 

まずnara5変異体アリルの緑化過程におけるRuBisCO LSU、D2、Cyt b6、FBA、

FNRの量的推移をウエスタンブロッッティングにより調べた(Fig. 4-9)。その結果、

nara5-1変異体よりも程度が厳しく、nara5-2変異体の暗所芽生えとその緑化過程

においてRuBisCO LSU量の著しい低下が観察された。これよりNARA5は、プロ

プラスチドから葉緑体に至るまでの全ての過程において、RuBisCOの高蓄積に大

きく寄与していることがわかった。また電子伝達系タンパク質であるD2とCyt b6

は、野生株の緑化に伴って劇的に蓄積していくが、nara5変異体アリルの緑化時

期ではそのような高蓄積は見られなかった。これらとは対照的に、この時期の

変異体におけるFBA、FNRの蓄積にはほとんど異常が見られなかった。以上のこ
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とから、nara5変異体アリルでは、葉緑体の発達に伴って、核と細胞質そして葉

緑体の2重包膜の輸送段階といった光合成遺伝子の発現システムは正常に構築

されるが、葉緑体における光合成遺伝子の発現システムは正常に構築されない

ことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-9. nara5変異体アリルの緑化過程における光合成タンパク質の蓄積異常 

材料には、発芽後4日目のnara5変異体アリルの暗所芽生え(0 h)、および光を10、30、60時間

照射した芽生え全体を用いた。各レーンに同量にアプライしたタンパク質の組成と量に関

して、RuBisCO LSUとFBAは可溶性タンパク質を5 g、D2とCyt b6は不溶性タンパク質を5, 

10 g、FNRは全タンパク質10 g用いた。 

 

nara5変異体アリルにおける光合成タンパク質量の低下の原因を追究するた

めに、nara5の暗所芽生え、及びその緑化過程における光合成遺伝子の転写産物

量の変化をreal-time PCRにより追跡した(Fig. 4-10)。プラスチドゲノムにコード

される光合成遺伝子 rbcL, psaA, psbA, psbD (gene of D2 protein), petB (gene of Cyt 

b6)の転写産物量は、nara5の暗所芽生え及びその緑化過程において常に減尐して

いた。さらにポリシストロニックに転写されるrrn16, rrn23の遺伝子産物である 

16S rRNAと23SrRNAの蓄積量も低下していた。これらの遺伝子の中で、rbcLの

転写産物量がnara5-2変異体の光照射60時間において、野生株の7.8 %と最も低下

していた。rbcLと同等量存在することで知られるpsbAの転写産物は(Rapp et al., 

1992)、半分程度にしか低下していなかった。以上の遺伝子は主にPEPにより転

写される。一方、NEPによって転写されるrpoBや、PEPとNEP両者によって転写

されるclpP、そして核のRbcSの転写産物量は、光照射後の初期段階（<30 h）で

は野生株と同等かそれ以上であるが、後期（> 30 h）においてわずかに減尐し始

めた。よってこれは、3章の考察で述べたように、葉緑体の遺伝子発現の異常に

伴う二次的な影響であると思われる。従って、NARA5の機能は、主にPEPによ
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り転写される光合成遺伝子の転写産物の高蓄積と16S, 23S rRNAの高蓄積に重要

であり、特にrbcLの遺伝子産物の高蓄積に大きく貢献することが明らかとなっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 4-10. nara5変異体の緑化過程におけるプラスチド遺伝子産物の蓄積異常 

植物材料は、Figure 4-5, -9と同じものを用いた。RbcSのみが核の光合成遺伝子である。デー

タは、3サンプル(各尐なくとも10個体を含む)の平均±標準偏差であり、野生株の値を1とし

た時の相対値を示した。 
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4-4. 考察 

本論では NARA5 が、A.thaliana の暗所芽生えの緑化過程、すなわちプロプ

ラスチド（あるいはエチオプラスト）から葉緑体への分化過程において、rbcL

を中心とした光合成遺伝子の転写産物および 16S, 23S rRNA の量の増加に必要

とされることを明らかにした。これは、葉緑体における RuBisCO を含めた光合

成タンパク質の高蓄積、および植物体の光独立栄養生長に不可欠な現象である。

また以上のことは、pfkB-CK family protein が生体内において光合成遺伝子発現に

寄与していることを示した初めての報告である。 

NARA5 は、2 つの短いモチーフを除けば ADK や RK, GSK といった既知の

pfkB-CK と重要な配列相同性を示さず(Fig. 4-2)、系統解析では光合成生物の

NARA5 ホモログと共にこれらとは分岐した 1 つのクラスターを形成している

(Fig. 4-3)。NARA5 のホモログは、陸上植物に普遍的に存在し、相同性は低いが

シアノバクテリアや緑藻種にもそのホモログは存在している。これは、他の生

物の核酸合成や糖代謝経路で機能する pfkB-CKs とは異なり、植物が光合成遺伝

子発現のために特化した機能を有する pfkB-CK family protein である NARA5 を

獲得していることを示唆している。 

A.thaliana には 17 個の pfkB-CK family protein が存在するが、うち NARA5

を含め 8個がTrget PあるいはPSORTによって葉緑体に移行すると予測される。

実際、本論より NARA5 が葉緑体に局在することが示唆された(Fig. 4-7)。また

The Plastid Proteome Database (http://ppdb.tc.cornell.edu/default.aspx)では他の2つの

pfkB-CK family protein (At1G66430 AT4G28706)が葉緑体ストロマで検出された

ことが登録されている。さらに注目すべきタンパク質として、NARA5 との相同

性は低いが、AT1G69200 と AT3G54090 という pfkB-CK family protein がある(Fig. 

4-3)。これらは A.thaliana や Sinapis alba の葉緑体画分から分離された PEP を含

む葉緑体の転写活性画分(pTAC)に含まれるタンパク質の MS 解析によって検出

されていた(Pfalz et al., 2006)。pTAC には Table 1-3 に記載した RuBisCO 高蓄積に

大きく貢献する機能未知因子 pTAC2, -6, -12 も含まれている。また N. tubucum に

おいて、AT3G54090 のホモログタンパク質が、アフィニティ精製された PEP 複

合体に含まれることが報告された(Suzuki et al. 2004)。これらのタンパク質の解析

は行われていないが、以上の知見から、pfkB-CK family proteins が生体内で PEP

転写システムと共に機能していることが示唆される。 

本論では NARA5 自身の機能は明らかにできなかったが、これらの知見と

NARA5 変異体アリルの表現型から、NARA5 も PEP 転写システムで機能してい

ることが予想される。NARA5 変異体アリルでは、その暗所芽生えや緑化過程に

おいて、PEP に転写される光合成遺伝子の転写産物のみが全体的に減尐してい

http://ppdb.tc.cornell.edu/default.aspx
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る傾向にあったことがこの仮説を支持している(Fig. 4-10)。また野生株では、緑

化過程でプラスチドの光合成遺伝子や PEP subunitの遺伝子 rpoBの転写産物量

が著しく増加することに類似して、NARA5 の転写産物量が増加することがわか

った(Fig. 4-6; -10)。以上から、緑化過程における光合成遺伝子の発現量の増加に

は、NARA5によるPEP転写システムの正の調節が必要であることが推定される。

この様な変異体の表現型や遺伝子発現のパターンは、若い子葉の時期に PEP 転

写システムに必要とされる AtSIG6 の欠損株の表現型や、野生株において光誘導

的に増加するこの AtSIG6 の遺伝子発現のパターンとも類似している(Ishizaki et 

al., 2006)。異なる点として、この欠損株は生育過程でその表現型が回復すること

が知られているが、これは SIG6 よりも遅れて発現する他の SIGs による機能相

補の結果であると解釈されている。一方、N. tubucum の PEP 欠損株ではその様

な回復はみられず、アルビノ形質であることが知られている(Allison et al., 1996)。

NARA5 と高い相同性を示すタンパク質は A.thaliana ゲノムに存在していなく、

NARA5 変異体アリルの表現型も生育過程で回復しないため、NARA5 の機能は

唯一のものであると考えられる。また注目すべき点として、NARA5 変異体アリ

ルでは、PEP により転写されるプラスチド遺伝子の中でも特に rbcL の転写産物

量が顕著に低下していた(Fig. 4-10)。この結果から、NARA5 が rbcL の転写に比

較的強く関わっていることが考えられる。現在、PEP の転写遺伝子の特異性は 6

種の SIG によって決定されていると考えられている。それぞれの A.thaliana の

SIG 欠損株に関して、Sig2 では tRNA の量が顕著に低下し、同様に Sig3 では psbN

が、Sig4 では ndhF が、Sig5 では psbD が, 一方 Sig6 では PEP により転写される

プラスチド遺伝子の転写産物量が全て減尐するという表現型を示している

(Kanamaru et al., 2001; Zghidi et al., 2006; Favory et al., 2005; Tsunoyama et al., 2004; 

Ishizaki et al., 2005)。SIG1 に関しては、O.sativa の OsSig1 欠損株が PsaA operon

の特異的な発現量の低下という表現型を示す(Tozawa et al., 2007)。興味深いこと

に、これらの SIGs の欠損株において rbcL mRNA が優先的に低下するという現

象は観察されていない。このことから、SIGs による PEP 転写システムの標的特

異性の制御とは別に、NARA5 が PEP 転写システムの rbcL への特異性を強める

ために機能している可能性がある。 

  一方、mRNA の安定性も、葉緑体 mRNA の蓄積量を決定する要因であるた

め、NARA5 が主に rbcL mRNA などの光合成遺伝子の転写産物の安定化に寄与

している可能性がある。しかしながら、これを支持する他の重要な知見は無い。 

2 つのうちどちらの可能性が正しいのかわからないが、尐なくとも NARA5

は、葉緑体の分化過程における rRNA の転写産物の増加による翻訳装置の増大、

かつ光合成遺伝子、特に rbcL の転写産物量の増加に関わることで、RuBisCO を

含めた光合成タンパク質の高蓄積に寄与していると結論される。 

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1323492#bib2


80 

 

第 5 章 

結論 

 

植物は、RuBisCO を含めた光合成タンパク質の高蓄積を達成することで、

最大限の光合成反応を行うことができる。本研究では、RuBisCO を中心とした

光合成タンパク質の高蓄積と、その背景にある光合成遺伝子の大規模発現機構

に関する新たな知見を得ることを目的に、RuBisCO 蓄積量が低下した A.thaliana

変異体の選抜法を確立した。この方法は、RuBisCO オキシゲナーゼ反応を初発

とした光呼吸と植物生長に対する MSX の阻害効果に基づいている。MSX と単

一窒素源として Glutamine が存在する栄養培地では、大気・強光下において、

RuBisCO 蓄積量が多い植物体は光呼吸 NH3 の高蓄積を伴って枯死に至るが、

RuBisCO 蓄積量が低下した変異体は生存することができる。実際に、この系に

より多数のRuBisCO蓄積量が低下した nara変異体の単離が可能であることを示

した。この系は、植物の種子を選抜培地プレートに播種し、そのプレートを異

なる環境下のチャンバーに移すという操作のみで、RuBisCO 蓄積量が低下した

nara 変異体を選抜できるという簡便性が最大の利点である。さらに西村と共に、

計 6 系統の nara 劣性変異体の原因遺伝子を決定したところ、RuBisCO 高蓄積に

不可欠な新規遺伝子 NARA4, NARA5, NARA12 を発見することができた。以上

の成果は、本選抜系の有効性を示しており、これは RuBisCO 高蓄積に関わる更

なる新規因子の同定に今後大いに有効利用できると考えられる。 

興味深いことに、RuBisCO 蓄積量がやや低下した nara 変異体は既知の遺伝

子の変異体であったが、RuBisCO 蓄積量が大きく低下した nara 変異体は全て機

能未知遺伝子の変異体であった。このことは、高等植物の RuBisCO 高蓄積に関

わる分子機構は未だその一端しか理解されていなく、かつ膨大数の核遺伝子が

多角的に作用する実に巧妙な光合成遺伝子の大規模発現機構の存在を想像させ

る。この考えを支持するように、RuBisCO を除く光合成遺伝子の転写後研究が

比較的進んでいる緑藻の Chlamydomonas reinhardtii では、psaA RNA のトランス

スプライシングに尐なくとも 14 の遺伝子が関与することがわかっている

(Goldschmidt-Clermont, 1998; Barkan and Goldschmidt-Clermont, 2000)。これから、

葉緑体の遺伝子発現には数百の遺伝子が関与すると想像されている。また Table 

1-3 に挙げた例のように、未だその関与が明らかでない RuBisCO 高蓄積に関わ

る因子が高等植物には多く存在すると思われる。それらの大半は、今までの知

見をもとに考えると、RuBisCO を含めた光合成タンパク質の遺伝子発現段階に

普遍的あるいは選択的に作用すると思われるが、中には BSD2 の様に RuBisCO

http://en.wikipedia.org/wiki/Chlamydomonas_reinhardtii


81 

 

の合成に特異的に作用する因子がある可能性もある。Chlamydomonas reinhardtii

の 76-5EN 変異株の表現型は、rbcL の転写が特異的にほぼ欠損していることが報

告されている(Hong and Spreitzer.,1994)。この変異部位は同定されていないが、

この変異体の存在は、高等植物においてもこの様な RuBiCO 合成に特異的な因

子が存在することを示唆しているのかもしれない。 
RuBisCO を含めた光合成タンパク質の高蓄積には、それらの遺伝子発現の

ための装置のみならず、装置を活性化するためのシグナル、駆動力、または核

酸やアミノ酸などの材料の大規模な合成、そして光合成遺伝子の高発現に伴う

弊害の打破が必要であると考えている。活性化シグナルとしては、諸論で述べ

たように光やサイトカイニンなどの重要性が知られている。駆動力や材料に関

しては、2 章で示した NARA3 や葉緑体 ATP synthase が RuBisCO 高蓄積に必要

な ATP の生産に必要であったことが例として挙げられる。また 3 章で述べた核

酸合成経路で働く RNR の変異体表現型もその重要性を示している(Garton et al., 

2007; Yoo et al., 2009)。大規模発現に伴う弊害の打破の例としては、葉緑体の包

膜輸送装置である TOC complex が、TOC のアイソザイムを使い分けて、光合成

タンパク質と非光合成タンパク質を分別して輸送していることが挙げられる

(Kubis et al., 2003; López-Juez and Pyke, 2005)。これは多量に存在する光合成タン

パク質が、微量なハウスキーピングタンパク質の輸送を阻害しないようにする

ために必要な機構であると考えられている。3 章では、NARA4 が第 1 本葉にお

ける光合成遺伝子の大規模発現に寄与することを明らかにし、これは転写時に

形成される転写阻害という弊害を引き起こす R-loop を NARA4 の RNaseHI 活性

によって抑制しているという仮説を提唱した。これに関しては今後のさらなる

検証が必要であるが、仮にこの仮説が正しいとするならば、これは光合成遺伝

子の大規模発現に伴う弊害の打破の一例として挙げられるだろう。第 4 章では、

NARA5 が、葉緑体の分化過程において、rRNA の増加、または rbcL を中心とし

た光合成遺伝子の転写産物の増加に寄与していることを明らかにしたが、これ

は葉緑体の翻訳装置の増大に加え、RuBisCO を含めた光合成タンパク質の高蓄

積に必要な mRNA という設計図の大量生産に、NARA5 が不可欠であることを

示していると考えられる。 

  以上より、本論文では、RuBisCO 高蓄積機構の正の遺伝学的解析により、

新規因子である NARA4 と NARA5 を同定し、それらが RuBisCO を含めた光合

成遺伝子の大規模発現を通じて、植物の光合成能の最適化に貢献していること

を明らかにした。 
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