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略 語  

A D P - r ibose    ad en o s in e  5 ’ - d ip h o sp h o r ib o se  

A M P          ad en o s in e  m o n o p h o sp h a t e  

A P 4 A          d i ad en o s in e  t e t r ap h o sp h a t e  

A P n A          d i ad en o s in e  p o ly p h o sp h a t e  

A tN U D X   A rab idops i s  t ha l i ana  N ud ix  h y d ro l a se  

C o A   

C P D          

C o en zy m e  A  

cy c lo b u tan e  p y r im id in e  d im er  

F A D           f l av in  ad en in e  d in u c l eo t i d e  

F M N           f l av in  m o n o n u c l eo t id e  

H vN U D X 

IP T G	    

H ordeum  vu lgare  N ud ix  h y d ro l a se  

i so p ro p y l -β - D - th io g a l ac to p y ran o s id e   

N A D H  

N D P    

N M P  

n i co t in am id e  ad en in e  d in u c l eo t id e  

n u c l eo s id e  d ip h o sp h a t e  

n u c l eo s id e  m o n o p h o sp h a t e  

N U D X   n u c l eo s id e  d ip h o sp h a t e s  l i n k ed  t o  so m e  m o ie ty  X  

8 - o x o - d G T P    8 - o x o - d eo x y g u an o s in e  5 ’ - t r i p h o sp h a t e  

8 - o x o - d G D P    8 - o x o - d eo x y g u an o s in e  5 ’ - d ip h o sp h a t e  

8 - o x o - d G M P   

P C D    

8 - o x o - d eo x y g u an o s in e  5 ’ - m onophospha t e  

p ro g ram m ed  ce l l  d ea th  

p G p      g u an o s in e  3 ’ , 5 ’ - b i sp h o sp h a t e  

p p G p p   

P R  

g u an o s in e  3 ’ , 5 ’ - t e t r ap h o sp h a t e  

p a th o g en es i s - r e l a t ed  p ro t e in  

P - X p h o sp h a t e - X  

R O S   r eac t i ve  oxygen  spec i e s  
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T C A   

U D P - g a l        

t r i ch lo ro ace t i c  a c id  

u r id in e  d ip h o sp h a t e  g a l ac to se  

U M P     u r i d in e  m o n o p h o sp h a t e  

X- g a l  5 - b ro m o- 4 - ch lo ro - 3 - in d o ly l -β - D - g a l ac to s id e   
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第 1 章 	 緒 論  

	  

	 低温、高濃度塩類、紫外線、乾燥をはじめとする環境ストレス

は、植物の生育や作物の生産に有害な影響を与える。植物の環境

ストレス下における細胞あるいは分子レベルの応答はこれまでに

多く研究された。土壌中の塩濃度の上昇で生じる塩ストレスは生

育阻害、作物収量の減少などの影響を及ぼす (  Eps te in  e t  a l ,  1980,  

Boyer,  1982)。日照り、無降水状態が続く気象条件で生じる乾燥ス

トレスは生育速度、茎の伸長、葉の拡大の減少と気孔の閉鎖をも

たらす (  Hisao  e t  a l ,  1973)。近年、諸産業や交通の急激な発展によ

り各種の汚染物質が排出され、大気汚染によるオゾン層の破壊が

問題となっている。大気中のオゾンは成層圏 (  10-50km 上空  )に存

在し、このオゾンの高濃度領域をオゾン層という。オゾンは太陽

からの紫外線を吸収し、生態系を保護する役割がある。このうち

紫外線は波長により UV-A (  320-400nm )、 UV-B (  280-320nm )、

UV-C (  100-280nm )に区分され、 UV-A と UV-B はオゾン層を通過

する。地上に到達する紫外線の 90%以上は UV-A であるが、環境

悪化によるオゾン層の破壊が今後続けば UV-B や UV-C の影響が

無視できなくなる。最近では、クロロフルオロカーボンやその他

の微量ガスの排出によってオゾン層が減少し、その結果、地球上

への UV-B の放射量は増加している (  Blumthaler  e t  a l . ,  1990 )。1982

年頃からオゾンホールが出現するようになり、その規模は年々拡

大してきた (  F ig .  1 )。 UV-C は成層圏オゾン層ですべて吸収される

が、このようなオゾン層破壊に伴って UV-C の放射量が増加すれ

ば、生物や植物に対して細胞障害や生育障害等といった悪影響を
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及ぼすことが考えられる。これらのストレス応答に適応する植物

の電子伝達や防御機構を明らかにすることは極めて重要である。  

	 植物の紫外線応答については、これまで UV-B は生理学的レベ

ルあるいは DNA レベルで植物の生育過程に障害を及ぼすことが

報告されてきた。高等植物において、 UV-B の照射を受けた DNA

は隣接する核酸塩基のピリミジン (  チミン、シトシン  )の間にシ

クロブタン型ピリミジン二量体 (  cyc lobutane  pyr imidine  d imer ;  

CPD )が形成される。このような障害は生物へ致死や変異を引き

起こし、さらに DNA の複製や転写が阻害される。高等植物では

UV-B によって生じたこれらのダメージを修復する酵素として光

回復酵素 (  photo lyase  )がよく知られている。 Photo lyase は 300nm

から 600nmにわたる紫外線の波長によって二量体を単量体へ活性

化することで光修復を行う (  Hidema e t  a l . ,  2001  )。これまでにシロ

イヌナズナでは UV-C 照射によって、細胞核のアポトーシスの出

現、オリゴヌクレオソーム DNA の断片化、カスパーゼ様プロテ

アーゼの活性化よるプログラム細胞死 (  p rogrammed ce l l  dea th ;  

PCD )が誘導されることが報告されてきた。しかし、これらの UV-C

照射による細胞内障害の防御メカニズムについての報告は少ない。 

	 環境ストレス下では植物は reac t ive  oxygen  spec ies  (  ROS )を生

成し、ROS による標的分子の酸化分解がこれらのストレス傷害の

原因となることが示されてきた。 ROS の産生が増大することで、

非特異的な酸化反応を引き起こし、酸化ヌクレオチドの生成、酵

素の不活性化、脂質の過酸化、クロロフィルの崩壊、TCA サイク

ルやアミノ酸代謝の阻害、DNA 螺旋構造の崩壊といった傷害を生

じる。DNA と巨大分子を保護するために、ROS を除去することが、
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ストレス応答に関与する最も重要な分子メカニズムであると考え

られる。  

 このような酸化ストレスによって生じた酸化ヌクレオチドを修

復する酵素として Nudix  hydro lase  (  NUDX )  が知られている。

NUDX はヌクレオシド -2 リン酸類縁体 (  nuc leos ide  diphosphate  

l inked  to  a  moie ty  X  )を加水分解して nucleos ide  monophosphate  

(  NMP )や P-X(  phosphate -X )を生成する pyrophosphohydro lase であ

る (  Bessman e t  a l . ,  1996 )。  

     nuc leos ide  d iphosphate  (  NDP ) -X +  H 2 O →  NMP + P-X 

	 NUDX は Nudix  mot i f と 呼 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列

（  GX 5 EX 7 REUXEEXGU,  U:  I le ,  Leu ,  Val  ）を保有し、ウィルスか

らヒトまで広く分布している。 NUDX は、基質特異性によって、

酸化ヌクレオチド、ジヌクレオシドポリリン酸、糖ヌクレオチド

（ ADP-r ibose、 ADP-sugar）、ジアデノシン四リン酸あるいはポリ

リン酸（  AP 4 A、AP n A (n>4)  ）、コエンザイム A (  CoA )、NAD(P)H、

FAD、キャップ化 mRNA などを基質とするサブファミリーに分類

される。したがって、 NUDX は細胞内における様々なシグナル分

子や、細胞内に対して毒性を有するヌクレオシド二リン酸化合物

を加水分解することで、これらの濃度を調節する役割を担ってい

るハウスキーピング酵素であると考えられる (  Bessman e t  a l ,  1996、

Xu e t  a l ,  2006、McLennan e t  a l ,  2006、 Kraszewska ,  2008 )。これま

でに種々の生物で NUDX の生理機能が明らかにされている。

Escher ich ia  co l i  由来 mutT は、 8-oxo-deoxyguanos ine  5’ - t r iphos-  

pha te  (  8 -oxo-dGTP ) 、 8-oxo-deoxyguanos ine  5’ -d iphosphate  

(  8 -oxo-dGDP )、 8-oxo-guanos ine  5’ - t r iphosphate	 (  8 -oxo-GTP )、
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8-oxo-guanos ine  5’ -d iphosphate	 (  8 -oxo-GDP )を加水分解する。

E.col i  の mutT 欠損株では一方向性の A:T→ C:G の DNA トランス

バージョン変異頻度が上昇することから、突然変異や転写エラー

の抑制に関与すると考えられている (  Akiyama e t  a l ,  1989、Taj i r i  e t  

a l ,  1995  )。ヒトにおいては mutT のホモログである MTH1 は

8-oxo-dGTP を加水分解するが 8-oxo-dGDP に対する活性は示さな

い。一方 NUDT5 が 8-oxo-dGDP を加水分解することで、癌や加齢

性の障害を引き起こす原因となる酸化ヌクレオチドプールの衛生

化に寄与する (  Mo e t  a l ,  1992、 I sh ibash i  e t  a l ,  2003、 Takagi  e t  a l ,  

2012 ,  Ames  e t  a l ,  1993  )。  

 高 等 植 物 の NUDX フ ァ ミ リ ー に つ い て は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ

(  Arabidops is  tha l iana  )では 28 種類 (  A tNUDX1-27、 AtDCP2  )、キ

ク (  Chrysanthemum )では 8 種類 (  ClNUDX1-8  )の NUDX 相同性遺伝

子が同定されている。これまでに AtNUDX の細胞内局在性や基質

特性は明らかになっており、細胞質型 (  AtNUDX1-11、 AtDCP2 )、

ミトコンドリア型 (  AtNUDX12-18  )、葉緑体型 (  AtNUDX19-27  )に

分類される (F ig .  1 . )。このうち AtNUDX1 は 8-oxo-dGTP 加水分解

活性、 4 個の AtNUDX (  AtNUDX13、 25、 26、 27 )は AP 4 A/AP n A 加

水分解活性、 3 個の AtNUDX (  AtNUDX6、 7、 19 )は NAD(P)H 加

水分解活性、 5 個の AtNUDX (  AtNUDX2、 6、 7、 10、 14 )  は

ADP-r ibose 加水分解活性、 3 個の AtNUDX (AtNUDX11、 15、 26 )

は CoA 加水分解活性を有する (Ogawa e t  a l ,  2005、 Ogawa e t  a l ,  

2008) 。 キ ク で は 、 ClNUDX3 、 ClNUDX8 が AP n A 

pyrophosphohydro lase  サブファミリー分類される。 AtNUDX1 は、

DNA および RNA 突然変異を抑制することが報告されている
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(Ogawa e t  a l ,  2005 、 Yoshimura  e t  a l ,  2007 ) 。 ADP-r ibose  

pyrophosphohydro lase サブファミリーに属するシロイヌナズナと

キクの NUDX (  AtNUDX2、AtNUDX7、ClNUDX2 )は非生物ストレス

によって発現増加する。 AtNUDX2、 AtNUDX7 の過剰発現シロイ

ヌナズナは ADP-r ibose の代謝を介して酸化ストレス耐性能が向

上する。 ADP-r ibose は ADP リボシル化 (  PAR )反応の分解過程で

生成される。ADP-r ibose 加水分解活性を有する NUDX は毒性レベ

ルの遊離型 ADP-r ibose を減少させ、枯渇した ATP の再供給や

nico t inamide  adenine  d inuc leo t ide  (  NAD +  )の 維 持 に 寄 与 す る

(  I sh ikawa e t  a l ,  2009、Rosshi  e t  a l ,  2002、Ogawa e t  a l ,  2005、Ogawa 

e t  a l ,  2009 )。一方、 AP 4 A pyrophosphohydrolase サブファミリーに

属する AtNUDX26、 ClNUDX6 のうち、 AtNUDX26 は乾燥ストレス

では発現増加するが、ClNUDX6 は発現応答性を示さない。さらに

AtNUDX26 は バ ク テ リ ア の 緊 縮 応 答 に 関 わ る guanos ine-3 ,  

5 - te t raphosphate  (  ppGpp )に対する加水分解活性が他の AtNUDX

と比べて最も高いことから、 AtNUDX26 は非生物的ストレス下で

ppGpp レベルの制御に機能していることが示唆された (  Ogawa e t  

a l ,  2009、 I sh ikawa e t  a l ,  2009、 I to  e t  a l ,  2012 )。これらの結果は、

植物種の違いによって NUDXアイソザイムの数と遺伝子発現制御

が異なることを示唆する。しかし、 NUDX の多様性や環境ストレ

ス下における NUDX 発現に関する研究の大部分は高等植物ではシ

ロイヌナズナとキクに限定され、単子葉植物由来の NUDX ファミ

リーの遺伝子についての報告はほとんど知られておらず、その生

理機能については未だ明らかではない。  

	 本研究では、植物の NUDX ファミリー遺伝子の多様性、環境ス
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トレス応答、機能を明らかにするために、オオムギから NUDX フ

ァミリー遺伝子を探索し、ストレスによる遺伝子発現や分子機能

について解析した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 9 

 

 
Fig.  1 .  Localization and function of  Nudix hydrolase  

      family in Arabidopsis .  
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第 2 章  オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase 遺 伝 子 の 同 定 と 分 類  

        

第 1 節 	 目 的  

	 高等植物の NUDX ファミリーについては、シロイヌナズナとキ

クからそれぞれ 28、 8 種類の遺伝子が同定されているが、単子葉

植物由来 NUDX ファミリーについての報告は少ない。そこで、本

研究ではオオムギ及びミナトカモジグサ由来 NUDXファミリー遺

伝子の探索を行い、植物間の多様性と分類について解析した。ミ

ナトカモジグサ (  Brachypodium dis tachyon  )はイネ科の単子葉植物

で 2010 年にゲノム塩基配列が解読され、ゲノムサイズが小さく

(  272Mb )、草丈が 30cm で実験室内での栽培が可能な点からモデ

ル植物として適しているため、本研究で用いた。  

  

第 2 節 	 材 料 と 方 法  

2 -1 オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase  fami ly 遺 伝 子 の 相 同 性 解 析  

	 DNA Data  Bank of  Japan  (  h t tp : / /www.ddbj .n ig .ac . jp / in t ro- j .h tml  )

から NUDX の配列情報を検索したところ、28 種類シロイヌナズナ

由来 NUDX ファミリー  (  AGI  code:  At1g68760、  At5g47650、

At1g79690 、 At1g18300 、 At2g04430 、 At2g04450 、 At4g12720 、

At5g47240 、 At3g46200 、 At4g25434 、 At5g45940 、 At1g12880 、

At3g26690 、 At4g11980 、 At1g28960 、 At3g12600 、 At2g01670 、

At1g14860 、 At5g20070 、 At5g19460 、 At1g73540 、 At2g33980 、

At2g42070 、 At5g19470 、 At1g30110 、 At3g10620 、 At5g06340 、

At5g13570) 、 14 種 類 の オ オ ム ギ 由 来 NUDX フ ァ ミ リ ー  

(  Access ion  number :  AK367316、AK354651、AK357936、 AK375942、
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AK35885、AK368722、AK366965、AK354180、AK372158、AK36156、

AK367792、 Z99996、AK359921、AK376461 )と、 19 種類のミナト

カ モ ジ グ サ 由 来 NUDX フ ァ ミ リ ー  (  Access ion  number :  

Bradi1g35490.1、Bradi3g53887.1  、Bradi1g44170.1、Bradi2g37517.1、

Bradi2g32550.1、Bradi5g08460.1、Bradi1g49810.1、Bradi3g56830.1、

Bradi1g51060.1、Bradi4g28030.2、Bradi4g37360.1、Bradi5g26560.2、

Bradi3g35160.1、Bradi5g17500.1、Bradi3g44460.1、Bradi3g35150.1、

Bradi1g54020.1、Bradi3g56830.1、Bradi3g54700.1  )  が検出できた。

これらの NUDXの塩基配列をアミノ酸配列に置換し、相同性検索、

アミノ酸配列アライメントおよび系統樹解析をそれぞれ、BLAST 

(  Al t schul  e t  a l ,  1990、 Kar l in  and  Al t schul ,  1990)、  CLUSTAL W 

(  Tompson e t  a l ,  1994  )  、MEGA 5.05  (  Tamura  e t  a l ,  2007  )  、 NJ 法  

(  Sa i tou  and  Nei ,  1987  )を用いて行った。  

 

2-2	 オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase  fami ly 遺 伝 子 の  

    ク ロ ー ニ ン グ  

	 オオムギ「はるな二条」種子を浸水後、 20℃、暗条件下で３日

間 培 養 し て 発 芽 し た 芽  150mg か ら RNeasy ®  P lan t  Mini  Ki t  

(  Qiagen  )を用いて Tota l  RNA を抽出した。 Tota l  RNA 50μg から

ol igo  (  dT )プライマーと Pr imeScr ip t  RT Master  Mix  (  Takara  )によ

り 1s t  s t rand  cDNA を合成した。  

	 NUDX ファミリー遺伝子と同定された HvNUDX1-14 の配列か

らプライマーを設計し (  Table  1  )、 PCR 反応液は 5U/μ l  Ex  Taq  HS 

(  Takara  )  0 .5μ l、 10×Ex Taq Buffer  5μ l、 2.5mM dNTP Mixture  4μ l、

10μM 正方向プライマー、10μM 逆方向プライマー  1μ l、cDNA 1μ l、
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DW 37.5μ l を混合し 50μ l に調製した。反応は［ 94℃ 15 秒、60℃ 15

秒、68℃１分］を 35 サイクル行った。得られた PCR 産物を pGEM-T 

vec tor  (  Promega  )にライゲーションし、 E.  co l i  DH5α (  Takara  )へ

形質転換後 LB 寒天培地 (  50  μg /  ml  ampic i l l in、 0.1  mM isopropyl -

β -D- th ioga lac topyranos ide  (  IPTG )、  40  μg /  ml  5-bromo-4-chloro-  

3- indoly l -β -D-ga lac tos ide(  X-ga l  )  )に植菌し、 37℃で 16 時間培養

した。その後、 QIAprep  Spin  Miniprep  Ki t  (  Qiagen  )を用いプラス

ミドを抽出し ABI 3100 Avant  DNA sequencer  により塩基配列を決

定した。  

 

第 3 節 	 結 果  

3 -1 オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase  fami ly 遺 伝 子 の 同 定  

	 28 種類シロイヌナズナ由来 NUDX ファミリーのアミノ酸配列

(  AtNUDX1-27、AtDCP2 )と相同性を示すアミノ酸配列をコードす

るオオムギ由来遺伝子を BLAST 検索し、１４個の推定 NUDX を

得た。DNA データベースから推定されるオープンリーディングフ

レームを PCR により増幅したところ推定塩基長のフラグメント

を得た。また、フラグメントの塩基配列を解析して推定したアミ

ノ酸配列はデータベースと一致することを確認した (  F ig .  2  )。  

HvNUDX1-14 の推定アミノ酸配列は AtNUDX と 40-67%の相同性

を示した (  Table  1  )。しかし、オオムギでは AtNUDX1 と AtDCP2

の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 検 出 で き な か っ た 。

HvNUDX1-14 のアミノ酸配列には、 HvNUDX4 の挿入アミノ酸 22

残基を除き、 23 残基のアミノ酸で構成される Nudix  mot i f が保存

されていた  (  F ig .  3  )。  
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3-2 オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase  fami ly の 系 統 樹 解 析  

	 シロイヌナズナとオオムギの NUDX の系統樹解析を Fig .  4 に示

した。	 HvNUDX1 は ADP-r ibose  pyrophosphohydrolase、HvNUDX3、

6、8 は AP n A pyrophosphohydrolase  、HvNUDX5 と 14 は CoA pyro-  

phosphohydro lase、 HvNUDX7 は ADP-sugar  pyrophosphohydro lase、

HvNUDX9 は NAD(P)H pyrophosphohydro lase、 HvNUDX11 は FAD 

pyrophosphohydro lase、HvNUDX12 と 13 は AP 4 A pyrophosphohydro-  

lase のサブファミリーに属した。一方、HvNUDX2、 4、 10 は既知

のサブファミリーに属さず、それぞれ AtNUDX3、 AtNUDX9、

AtNUDX20 と AtNUDX24 と基質特異未知のサブファミリーを形成

した。  

 

3 -3ミ ナ ト カ モ ジ グ サ 由 来 Nudix  hydrolase  fami ly遺 伝 子 の 相 同  

   性 検 索 と 系 統 樹 解 析  

	 AtNUDX と HvNUDX アミノ酸配列と相同性 Nudix  mot i f を示す

ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ミ ナ ト カ モ ジ グ サ 由 来 NUDX を

BLAST 検索し、 19 種類の推定 NUDX を得た。 BraNUDX1-19 の推

定アミノ酸配列は HvNUDX や AtNUDX と 39-92%の相同性を示し

た  (  Table  2  )。 BraHvNUDX1-13 は HvNUDX と 75%以上高い相同

性を示し、BraNUDX14-19 は AtNUDX のみに 50%程度の相同性を

示した。しかし AtNUDX1 のホモログをコードする遺伝子は存在

しなかった。ミナトカモジグサ、シロイヌナズナ、オオムギの

NUDX 系 統 樹 解 析 か ら 、 BraNUDX1 、 14 は ADP-r ibose  

pyrophosphohydro lase、BraNUDX3、6、8、15、17、18 は AP n A pyropho-  

sphohydrolase、 BraNUDX5、 13、 16 は CoA pyrophosphohydro lase、
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BraNUDX7 は ADP-sugar  pyrophosphohydro lase、 BraNUDX9 は

NAD(P)H pyrophosphohydro lase、 BraNUDX11 は FAD pyrophospho-  

hydro lase、 BraNUDX19 は mRNA cap のサブファミリーに属した。

一 方 BraNUDX2、 4、 10 は そ れ ぞ れ HvNUDX2、 HvNUDX4、

HvNUDX10 と基質特異性未知のサブファミリーを形成した (  F ig .  

5  )。  

 

第 4 節 	 考 察  

	 Nudix  hydoro lase は pyrophosphatase の多様なスーパーファミリ

ーであり、古細菌、細菌、真核生物等から同定されている (  She ikh  

e t  a l ,  1998、 Xu e t  a l  ,  2002 )。高等植物では 28 種類のシロイヌナ

ズナ由来 NUDX (  AtNUDX )が存在しており、組み換えタンパク質

を用いた解析により、13 種類の AtNUDX の基質特異性や生理機能

等が明らかになっている  (  Ogawa e t  a l ,  2005 ,  Ogawa e t  a l ,  2008  )。

しかしながら、植物の NUDX の報告は少なく、その多様性や機能

においても不明な点が多い。そこで単子葉植物であるオオムギと

ミナトカモジグサから NUDX 相同性遺伝子を探索した。オオムギ

では 14 種類、ミナトカモジグサでは 19 種類の相同性遺伝子が存

在した。いずれも 7 つの既知サブファミリーと基質特異性未知の

3 つのサブファミリーに分類された。 HvNUDX では mRNA cap 除

去に関わる AtDCP2 (  Gunawardana  e t  a l ,  2008 )と相同性を示さな

かったが、 BraNUDX19 は AtDCP2 と 58%の相同性を示した。

HvNUDX1-14 と BraNUDX1-13 は 高 い 相 同 性 を 示 す が 、

BraNUDX14-19 は AtNUDX のみと相同性を示す。また NUDX と相

同性を示したり Nudix  mot i f を有するホモログをコードする遺伝
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子がイネとトマトにそれぞれ 23、11個ある (  h t tp : / / r ice .p lan tb io logy.  

msu .edu/ index .sh iml、ht tp : / /www.pgb.kazusa .or. jp /kaf tom/  )。以上の

ことから、植物の種によって NUDX の多様性は異なることが明ら

か と な っ た 。 オ オ ム ギ と ミ ナ ト カ モ ジ グ サ に は 8-oxo-dGTP 

pyrophosphohydro lase ファミリーである AtNUDX1 に相同性を示す

ホモログ遺伝子が検出できなかった。AtNUDX1 は 8-oxo-dGTP や

8-oxo-dGDP を加水分解し突然変異の抑制を行うため、非常に重要

な酵素である (  Yoshimura  e t  a l ,  2007 )。 Fig .  5 で示した Ap n A 

pyrophosphohydro lase サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属 す る AtNUDX26 は

ppGpp pyrophosphohydro lase 活性をもつことが最近報告されたこ

とから (  I to  e t  a l ,  2012 )、分類された NUDX サブファミリー以外の

新たなヌクレオシドやヌクレオチドに対しても活性示したり、

AtNUDX1 のように他に分類された NUDX サブファミリーが酸化

ヌクレオチド加水分解活性に関与することが考えられる。よって、

オオムギやミナトカモジグサ等の単子葉植物にはシロイヌナズナ

とは異なる NUDX が 8-oxo-dGTP や 8-oxo-dGDP 等といった酸化ヌ

クレオチドを加水分解する機能を有する可能性が示唆された。  
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Fig .  2 .  Deduced amino ac id  sequences  from open reading frames  of   

       HvNUDX genes .  
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Table 1.  Identity of  deduced amino acid sequences of   

       HvNUDX genes with those of  AtNUDX genes.  
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Fig.  4 .  Phylogenetic  tree for barley and Arabidopsis   

      NUDX. 

 

 Bar ley  NUDX is  shown by  bold  le t te rs .   
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Table  2 .  Ident i ty  of  deduced amino ac id  sequences  of  BraNUDX  

       genes  with  those  of  HvNUDX and AtNUDX genes .  
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Fig.  5 .  Phylogenetic  tree for barley,  Brachypodium and  

      Arabidopsis  NUDX. 
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第 3 章 	 オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase 遺 伝 子 の ス ト レ ス  

        応 答 解 析  

 

第 1 節  目 的  

 植物は、紫外線、高濃度塩類、乾燥等の環境ストレス下で、TCA

サイクルやアミノ酸代謝の阻害、DNA らせん構造の崩壊といった

傷害を生じる。また、紫外線は波長により UV-A (  320-400nm ) ,  

UV-B (  280-320nm ) ,  UV-C (  100-280nm )  に区分され、環境悪化に

よるオゾン層の破壊が今後続けば、地上における UV-B や UV-C

の影響が無視できなくなる。これまで UV-B は植物の生育過程に

傷害を及ぼすことが報告されてきた。しかし ,  植物における UV-C

に対する応答・防御メカニズムは明らかではない。  

	 そ こ で 、 紫 外 線 な ど の 環 境 ス ト レ ス に 対 す る オ オ ム ギ 由 来

NUDX の応答・防御メカニズムを明らかにすることを目的として、

植物の代謝制御や生物的・非生物的ストレスに応答する NUDX に

着目し、 HvNUDX の環境ストレス応答について解析した。  

 

第 2 節  材 料 と 方 法  

2 -1  ス ト レ ス 処 理  

	 オオムギの種子を浸水後 ,  20℃に設定した恒温室内の暗条件下

で 3 日間培養し、発芽させた。発芽後、水耕栽培培養液  (  4  mM 

KNO 3、  1  mM NaH 2 PO 4、  1  mM MgSO 4、 1 mM CaCl 2、  1mg /  ml  

Fe-c i t ra te ,  pH5.5  )、メタルハライドライト  (  350  μmol  /  m 2  /  s  )照

射下  で 1 日間生育させた。紫外線については、 340nm (  UV-A )、

312nm (  UV-B )、260nm (  UV-C )波長ライトをそれぞれ 186、431、
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438 μW /  cm 2の強度で 24 時間照射した。塩処理については、100mM 

NaCl 水溶液中にオオムギの根を浸水した。乾燥処理については、 

水耕培養液を取り除き、乾燥させた。メタルハライドライト  (  350  

μmol  /  m 2  /  s  )照射をコントロールとした。これらの処理をしたオ

オムギのシュートはそれぞれ 0、2、12、24 時間後に液体窒素で凍

結し、 −80℃で保存した。  

 

2-2  RNA の 抽 出  

 RNeasy ®  P lan t  Mini  Ki t  を用い、オオムギ芽 150mg から to ta l  RNA

の抽出を行った。 Poly  (  A )  Pur i s t -MAG (  Ambion  )  を用いて Tota l  

RNA 50μg に ol igo  (  dT )  MagBeads(  Ambion  )  100  μg の磁気ビーズ

に結合させることで  mRNA を精製した。精製した mRNA は ol igo  

(dT)  プライマーを用いて Pr imeScr ip t  RT Master  Mix で反応液を調

製し、 37℃ 15 分反応後 85℃ 5 秒により 1s t  s t rand  cDNA を合成し

た。  

 

2-3  RT-PCR 

	 RT-PCR 反応液は 5U/μ l  Ex  Taq  HS 0 .5μ l、 10×Ex Taq Buffer  5μ l、

2.5mM dNTP Mixture  4μ l、 10μM 正方向プライマー、 10μM 逆方向

プライマー  1μ l、cDNA 1μ l、DW 37.5μ l を混合し 50μ l に調製した。  

	 HvNUDX、 α -Tubul in、 pathogenes is - re la ted  pro te in-3  (  PR3 )遺伝

子の配列からプライマーを設計し  (Table  3)、PCR を 94℃ 1 分後に

［ 94℃ 15 秒、 60℃ 15 秒、 68℃ 1 分］を 25-40 サイクル行った。た

だし、 HvNUDX8 については、 94℃ 1 分後に［ 94℃ 15 秒、 60℃ 20

秒 ］ を 30 サ イ ク ル 行 っ た 。 増 幅 し た DNA は 3%  (w/v)  
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Nusieve3:1Agarose  (   Takara   )アガロースゲルを用いた電気泳動で

分離した。検出したバンド強度は LAS4000  (  GE Heal thcare  )で測定

し定量化した。内部標準に α -Tubul in を用いて、各遺伝子発現量

をノーマライズした。  

 

2-4  リ ア ル タ イ ム PCR 

	 反応液は SYBR Premix  Ex Taq  (Takara)  10μ l、 10μM 正方向プラ

イマー  2μ l、10μM 逆方向プライマー  2μ l、 DW 4μ l、希釈 cDNA 2μ l

を混合し 20μ l に調製した。リアルタイム PCR システム Light  

Cycler2 .0  (Roche)を用いて 95℃で 10 秒後に［ 95℃ 5 秒、60℃ 20 秒］

を 40 サイクル行った。内部標準に α -Tubul in を用いて、各遺伝子

発現量をノーマライズした。  

 

第 ３ 節 	 結 果  

3 -1  非 生 物 的 ス ト レ ス に よ る オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase  

    遺 伝 子 の 発 現  

	 オオムギ幼芽に各種ストレス処理 (  UV-C、塩、乾燥  )を行い、0、

2、 12、 24 時間後の HvNUDX の発現量を半定量的 RT-PCR 法によ

り 解 析 し た (  Table  4 、 Fig .  6  ) 。 UV-C 処 理 で 4 種 類 の

HvNUDX (  HvNUDX6、 7、 12、 14 )が有意に発現増加した。乾燥処

理で 7 種類の HvNUDX (  HvNUDX1、 2、 6、 7、 11、 12、 13  )は有意

に発現量が増加した。一方、塩処理では HvNUDX1、6 の遺伝子が

24 時間後に 1.5 倍以上発現増加したものの、 T 検定で有意差は認

められなかった。  
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3-2  紫 外 線 ス ト レ ス 下 に よ る オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase   

    遺 伝 子 の 発 現  

	 オオムギ幼芽に UV-A (  340nm )、UV-B (  312nm )、UV-C (  260nm )

の紫外線を 24 時間照射後に to ta l  RNA を抽出してリアルタイム

PCR 法により解析した (  F ig .  7  )。その結果、HvNUDX4 は UV-A と

UV-B でそれぞれ、 1.3 倍、 1.4 倍、 HvNUDX6 は UV-B と UV-C で

それぞれ 7.8 倍、14.9 倍、HvNUDX7 は UV-C で 2.6 倍、HvNUDX12

は UV-C で 1.2 倍、HvNUDX14 は UV-C で 2.0 倍有意に発現量が増

加した。  

 

第 4 節 	 考 察  

	 14 種類のオオムギ由来 NUDX を単離し、これらの遺伝子を 7 種

類の NUDX サブファミリーと 3 種類の未知のサブファミリーに分

類した。そこで、 HvNUDX の環境ストレス応答や防御機構を明ら

かにするために、非生物的ストレス条件下での HvNUDX 発現量の

変化を RT-PCR で解析した。 UV-C で 4 種類 (  HvNUDX6、 7、 12、

14 )、乾燥で 7 種類 HvNUDX (  HvNUDX1、2、6、7、11、12、13  )  の

発現量が増加し、このうち 3 種類の遺伝子  (  HvNUDX6、7、12 )  が

UV-C と乾燥条件で発現量が増加した。HvNUDX1 と相同性遺伝子

である AtNUDX2、7 は、塩と乾燥条件下で発現量が増加し  (  Ogawa 

e t  a l ,  2009 ,  I sh ikawa e t  a l ,  2009  ) 、 い ず れ も ADP-r ibose  

pyrophosphohydro lase のサブファミリーに分類される。さらに、

ADP-r ibose  pyrophosphohydro lase のサブファミリーに分類される

キクの ClNUDX2 も同様に塩と乾燥条件下で発現量が増加する

(  Huang e t  a l ,  2012  )。 ADP リボシル化は細胞内のアポトーシス誘
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導や細胞障害を引き起こす要因となるため、ADP-r ibose の細胞内

レベルの維持は重要である  (  Han  e t  a l ,  2000 ,   McDonald  e t  a l ,  

1994 ,  Sandra  e t  a l ,  2001  )。よって、オオムギ、シロイヌナズナ、

キ ク で 非 生 物 的 ス ト レ ス に よ り 発 現 量 が 増 加 す る ADP-r ibose  

pyrophosphohydro lase サブファミリー遺伝子は、植物において重

要な役割を果たすことが示唆される。 AP n A pyrophosphohydro lase  

に分類される 3 種類の HvNUDX のうち HvNUDX6 は UV-C と乾燥

ストレスで 24 時間後にそれぞれ、 2.48 倍、 9.16 倍発現量が増加

した。AP n A pyrophosphohydrolase に分類される ClNUDX3、 8 も同

様に非生物的ストレス  (  乾燥、塩、熱、低温  )  で発現量が増加

する  (  Huang e t  a l ,  2012  )。哺乳類では、細胞外の AP n A は血圧と

神経伝達の調整に関与する  (  Miras -Por tuga l  e t  a l ,  1998  )。長鎖

AP n A の蓄積は、様々なリン酸化酵素を阻害し、細胞傷害の影響を

及ぼす  (  Bone  e t  a l ,  1986 ,  Shoyah  ,1985 )。よって、 Fig .  4、 Fig .7-8

の結果から HvNUDX6は酸化ストレス等に蓄積された AP n Aを加水

分解することで、細胞内の AP n A レベルを正確に調節することが

予 測 さ れ る 。 ADP-sugar  pyrophosphohydro lase に 分 類 さ れ る

HvNUDX7 は UV-C ストレスで 12 時間後に 1.62 倍、乾燥で 24 時

間後に 4.33 倍発現量が増加した。 FAD pyrophosphohydro lase に分

類される HvNUDX11 は乾燥ストレスで 24 時間後に 1.76 倍発現量

が増加した。 ADP-sugar と FAD pyrophosphohydro lase に分類され

る ClNUDX1、 7 は非生物的ストレス  (  乾燥、塩、熱、低温  )で発

現量が増加する (  Huang e t  a l ,  2012  )。 CoA pyrophosphohydro lase に

分類される HvNUDX14 は UV-C で 24 時間後に 1.40 倍発現量が増

加したが、CoA pyrophosphohydro lase に分類される ClNUDX4 は非
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生物的ストレス下で応答を示さなかった (  Huang e t  a l ,  2012 )。し

かし、 ADP-sugar、 FAD、 CoA  pyrophosphohydro lase のサブファ

ミリーに分類される AtNUDX14、 23、 11、 15、 22 のストレス応答

や 環 境 ス ト レ ス 下 に お け る 生 理 機 に 関 し て は 不 明 な 点 が 多 い

(  Ogawa e t  a l ,  2005 ,  Ogawa e t  a l ,  2008  )。 AP 4 A はアポトーシスやス

トレス応答において DNA の複製や修復の制御に関与する重要な

シ グ ナ ル 分 子 で あ る (  McLennan ,  2000 ) 。 AP 4 A 

pyrophosphohydro lase に分類される HvNUDX12、 13 は乾燥ストレ

スで 24 時間後にそれぞれ 1.68 倍、 1.69 倍発現量が増加し、

AtNUDX26 と同様の結果であった  (  I to  e t  a l ,  2012  )。 HvNUDX12

は UV-C ストレスで 24 時間後に 1.25 倍発現量が増加したが、AP 4 A 

pyrophosphohydro lase に分類される ClNUDX6 は非生物的ストレス

下で応答を示さなかった  (  Huang e t  a l ,  2012 )。基質特異性未知サ

ブファミリーに分類される HvNUDX2 は乾燥ストレスで 24 時間後

に 1.92 倍発現量が増加したが、HvNUDX4、10 は UV-C、乾燥、塩

ストレスのいずれに対しても応答を示さなかった。UV-C (  260nm )

照射でタバコの葉に蓄積する (  Brederode  e t  a l ,  1991  )  ことが報告

されている PR-3 遺伝子について、 UV-C ストレス 24 時間後のオ

オムギでは HvPR-3 遺伝子の発現量が 110 倍有意に増加した。こ

れらの結果から、植物の NUDX はハウスキーピング酵素としてだ

けでなく、ストレス耐性酵素遺伝子として、代謝や制御において

役割を果たすことが示唆された。  

	 環境悪化に伴うオゾン層の破壊により 2065 年までに地球上の

60%以上のオゾン層が破壊されることが予測されている。オゾン

層 の 消 失 は 生 物 学 的 に 有 害 な 紫 外 線 の 増 加 を 引 き 起 こ す
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(  Newman e t  a l ,  2009  )。そのため、地上に達する有害な紫外線は

UV-B だけでなく UV-C の増加も懸念される。そこで HvNUDX の

紫外線応答について解析した。 UV-A では HvNUDX4、 UV-B では

HvNUDX4、 6、UV-C では、HvNUDX6、 7、 12、 14 の発現が誘導さ

れ、 HvNUDX7、 12、 14 が UV-C で特異的に応答した。よって、

HvNUDX は紫外線の波長により応答性が異なることが明らかとな

り、 HvNUDX6、 7、 12、 14 が UV-C により受ける障害を回避修復

する機能をもつ可能性があると考えられる。  
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Table 3.  Primers for RT-PCR. 
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Fig.  6 .  Expression profi les  of  HvNUDX genes under abiotic    

        s tress .  
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  Tota l  RNAs i so la ted  f rom shoots  of  bar ley  under  UV-C (◆ ) ,  sa l in i ty  

(□ ) ,  and  drought  (△ )  condi t ions  were  subjec ted  to  semi-quant i ta t ive  

RT-PCR.  Express ion  leve ls  were  normal ized  wi th  tha t  o f  the  

α -Tubul in  gene  as  an  in te rna l  cont ro l .  The  e r ror  bar  represents  

s tandard  e r ror  of  the  mean  for  th ree  exper iments .  *p  <  0 .05  and  **p  <  

0 .01 .   
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Fig.  7 .  Expression levels  of  HvNUDX genes under UV for  

       24  h by quantitative RT-PCR. 

 

  Tota l  RNAs i so la ted  f rom shoots  of  bar ley  under  UV-A (A) ,  UV-B 

(B)  and  UV-C (C)  for  0  and  24  h  were  subjec ted  to  quant i ta t ive  

RT-PCR.  The  leve ls  were  normal ized  wi th  tha t  o f  the  a- tubul in  gene  as  

an  in te rna l  cont ro l  and  re la t ive  express ion  leve ls  of  the  genes  in  

shoots  under  for  24  h  were  de te rmined .  The e r ror  bar  represents  

s tandard  e r ror  of  the  mean  for  th ree  exper iments .  *p<0.05 ,  **p<0.01 .  
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第 4 章 	 UV-C で 誘 導 さ れ る オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase  

	 	 	 	 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と 機 能 解 析  

 

第 1 節 	 目 的  

	 14 種類の HvNUDX を単離し、これらの遺伝子がストレスの種類

によって応答性が異なることと、 UV-C 照射によって HvNUDX6、

7、 12、 14 の遺伝子が発現増加することを明らかにした。本研究

ではこれら 4 種類の HvNUDX のクローニングを行い、大腸菌で発

現させ、酵素科学的諸性質を明らかにし、HvNUDX と相同性を示

すシロイヌナズナ由来 AtNUDXの諸性質と比較することを目的と

した。  

 

第 2 節 	 材 料 と 方 法  

2 -1  オ オ ム ギ 由 来 Nudix  hydrolase 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と  

    発 現 タ ン パ ク の 精 製  

	 HvNUDX6、 7、  12、  14 の ORF を、コントロールのオオムギ

幼芽 1s t  s t rand  cDNA として Table  5 に示すプライマーを用いて増

幅した。得られた PCR 産物を pGEM-T vec tor  (  Promega  )にライゲ

ーションし、 E.  co l i  DH5α  (  Takara  )  へ形質転換後 LB 寒天培地  

(  50	 μg /  ml  ampic i l l in、 0.1  mM IPTG、  40  μg /  ml  X-ga l  )に植菌

し、 37℃で 16 時間培養した。その後、 QIA prep  Spin  Miniprep  Ki t  

(  Qiagen  )を用いプラスミドを抽出した。各プラスミドを制限酵素

処理して単離したフラグメントを、 HvNUDX6 は pET20b (＋ )  ベ

クター  (  Novagen  )  に挿入し、  HvNUDX7、  12、  14 は pCold  I

ベクター  (  Takara  )  に挿入し、 E.  co l i  BL 21  (  Takara  )へ形質転換
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した。  

 プラスミド pET20b (+)  /  HvNUDX6 あるいは pCold  I  /  HvNUDX7、

12、14 を保持する E.col i を LB 液体培地  (  50  μg/ml  ampic i l l in  )  を

用い、  37℃で OD 6 0 0 が 0.5 に達するまで培養し、最終濃度 0.5mM

になるように IPTG を添加し pET20b (+)  /  HvNUDX6 形質転換体は

37℃で 8 時間、 pCold  I  /  HvNUDX7、 12、 14 形質転換体は 15℃で

20 時間培養した。 10,000  rpm で 20 分間集菌後、−80℃に最低 30

分 間 保 存 し た 菌 体 に BagBuster T M  HT pro te in  ex t rac t ion  reagent  

(  Novagen  )を加え 100 rpm で 30 分間振とうし ,  細胞を溶解した。 

これを 13,000  rpm で 10 分間 4℃で遠心分離し、上清を可溶性画分、

沈殿を不溶性画分として回収した。  

	 Ni-NTA カラム (  Qiagen  )を 0.5  M NaCl、 5 mM imidazole  を含む

20 mM Tr is -  HCl  buffer  (  pH 8 .0  )で平衡化した。可溶性画分をロー

ドし 60 mM imidazole  を含む平衡化	 buffer  でカラムを洗浄し、1 

M imidazole  を含む平衡化 buffer  で吸着タンパク質を溶出した。

不溶性画分に移行した HvNUDX6、 14 はそれぞれの buffer に 6M 

guanid ine  HCl を加え、可溶化した後にカラムへロードし、 200  mM 

imidazole を含む平衡化 buffer で吸着タンパク質を溶出した。溶出

した HvNUDX7、12、14 を 1 mM di th io thre i to l  (  DTT )、100 mM NaCl

を含む  20  mM Tr is -HCl  buffer  (  pH 8 .0  )で透析し、 HvNUDX6 は

0.5  % n-dodecyl -β -D-mal tos ide と 10 % e thylene  g lycol を加え、透

析 buffer で透析した。 4℃で一晩透析した後にタンパク質液を

Ult racent -30  (  Tosho  )で濃縮した。  
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2-2  Sodium dodecyl  su l fate-polyacrylamide  ge l  e lectro-  

   phores is  (SDS-PAGE) 

	 0.1  % (w/v)SDS を含む 12 % (w/v)アクリルアミド濃度のスラブ

ゲルより電気泳動を行い、泳動後のゲルは Coomass ie  br i l l i an t  b lue  

R-250 により染色した。試料の添加と同時にマーカータンパク質

を泳動し、これを用いてタンパク質の分子量を算出した。分子量

マーカーはプレシジョン Plus スタンダード (  Bio-Rad )を用いた。  

 

2-3  タ ン パ ク 質 測 定  

	 タンパク質量の測定は Bradford 法により定量した (  Bradford  e t  

a l ,  1976 )。 Bovine  serum a lbmin  (  Frac t ionⅤ )  (  S igma-Aldr ich  )を標

準物質として、分光光度計により 595nm における吸光度を測定し

た。  

 

2 -4  酵 素 活 性 測 定  

 HvNUDX の加水分解活性は小川らの方法に基づいて測定した

(  Ogawa e t  a l ,  2005  )。精製したタンパク質、 100 mM Tr is -HCl  (  pH 

8 .0  )  、 5mM MgCl 2、 10mM DTT、 100−1000 μM 基質を含む総容量

100 μ l を 37℃、10−30 分間インキュベーションした。100mM EDTA

を 17μ l 加え反応を終結した。反応液 20μ l を Cosmosi l  C 1 8 カラム  

(  4 .6×250mm、Nacala i  Tesque  )  を使用して逆相 HPLC にて分析し

た。dGTP、dATP、dTTP、dCTP、NADH、AP 4 A、AP 5 A、UDP-gal、

CoA、 FAD を基質とした反応液は 73mM リン酸バッファー (  pH 

6 .0  )、20%メタノール、5mM TEAB を、8-oxo-dGTP と 8-oxo-dGDP

を基質とした反応液は 100mM リン酸バッファー (  pH 6 .0  )、 5%メ
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タ ノ ー ル を 溶 媒 と し て 用 い て 流 速 0.6  ml /min で 分 析 し た 。

ADP-r ibose を基質とした反応液は 0.05% TFA 含有水から、 0.02% 

TFA 含有アセトニトリルが流速 0.5  ml /min で 20 分間で 8%となる

ように勾配して分析した。 8-oxo-dGTP と 8-oxo-dGDP は 293 nm、

dGTP は 252 nm、 dCTP は 271 nm、 dTTP は 264 nm、ADP-r ibose、

NADH、 CoA、 AP 4 A、 AP 5 A、 UDP ga l は  260nm、 ppGpp は 252nm

の吸光度で反応生成物を測定した。 8-oxo-dGTP、ADP-r ibose の至

適 pH は、 Tris -HCl  buffer  (  pH7−9 )と Glycine-NaOH buffer  (  pH8.5

−11 )を用いて測定した。 8-oxo-dGTP、 ADP-r ibose の反応速度は、

それぞれ 2.5−25μM、 20−400μM における K m 値及び V m a x を算出し

た。  

 

2 -5  mutT 欠 損 大 腸 菌 に お け る 転 写 エ ラ ー 相 補 性 測 定  

	 HvNUDX12 の ORF を、オオムギ幼芽 1s t  s t rand  cDNA と下記の

プライマーを用いて増幅した。  

HvNUDX12-EcoR I -F  

5’ -TCGAATTCATGGACTCGCCGCCCGAGGG-3’、  

HvNUDX12-Xba I -R 5’ -CATCTAGATTATGACGAAGCTGCTGGAT-3’  

(  イタリック体は制限酵素配列  )。得られた PCR 産物を pGEM-T 

vec tor  にライゲーションし、E.  co l i   DH5αへ形質転換後 LB 寒天

培地  (  50	 μg /  ml  ampic i l l in、 0.1  mM IPTG 、  40  μg /  ml  X-ga l  )

に植菌し、37℃で 16 時間培養した。その後、QIA prep  Spin  Miniprep  

Ki t を用いプラスミドを抽出した。プラスミドを制限酵素処理し

て、単離したフラグメントを pTrc100 vec tor へ挿入してプラスミ

ド pTrc100 /  HvNUDX12 を 作 製 し た 。 pTrc100 と pTrc100 /  
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HvNUDX12 を E.  co l i  CC101 株野生型と 8-oxo-dGTP 加水分解能が

欠如した mutT 欠損 CC101T 株へ形質転換した。形質転換後、  LB

寒天培地  (  50	 μg /  ml  ampic i l l in、 1 mM IPTG、 0.5  mg /  ml  X-ga l  )

で 37℃ 16 時間培養した後  25℃で 2 日間静置させた。  

 β -ガラクトシダーゼ活性は Mil le r の方法により測定した (Mi l le r,  

1972)。 pTrc100 あるいは pTrc100 /  HvNUDX12 を保持する CC101

および CC101T 株を 50 μg /  ml  ampic i l l in 含む LB 液体培地に 1mM

になるように IPTG を添加し、OD 6 0 0 が 1.0 になるまで 37℃で生育

させた後、 25℃で 2 日間静置させた。その後、細胞を超音波破砕

装置で破砕し遠心分離を行い、上清を無細胞抽出液として得た。

無細胞抽出液を o -n i torophenyl -β -D-ga lac tos ide とインキュベーシ

ョンし、遊離した o  –n i torophenol を分光光度計にて A 4 2 0 n m の吸光

度を測定した。  

 

第 3 節 	 結 果  

3 -1  HvNUDX の 発 現 と 基 質 特 異 性  

	 局在部予測プログラム (  PSORT )により HvNUDX6、 7、 12、 14

はそれぞれクロロプラスト、プラストチド、サイトゾル、クロロ

プラストに局在すると予測されたが、シグナルペプチド予測プロ

グラム (  S igna lP )によりいずれもトランジットペプチドの切断部

位が予測できないことから、ORF 配列を大腸菌で発現させた。こ

れらの組換え体 HvNUDX を Ni-NTA カラムで精製し、 SDS-PAGE

で確認した (  F ig .  8  )。組換え体 HvNUDX6、7、12、14 の SDS-PAGE

での分子量はそれぞれ 23.4、 30.5、 18.8、 20.2  kDa であり、アミ

ノ酸配列から推定される分子量 23.5、 29.4、 19.0、 19.4  kDa とほ
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ぼ一致した。組換え体 HvNUDX の各基質に対する加水分解活性を

測 定 し た (  Table  6  )。 ADP-sugar  を 特 異 的 に 加 水 分 解 活 す る

AtNUDX14 と 64%の 相 同 性 を 示 す 組 換 え 体 HvNUDX7 で は

8-oxo-dGTP、 8-oxo-dGDP、 dTTP、NADH、ADP-r ibose に対してそ

れぞれ、 0.53、 0.35、 6.77、 0.05、 0.39  nmol /min/mg の加水分解活

性を示した。AP 5 A に対し最も高い加水分解活性を示す AtNUDX26

と 66%の相同性を示す組換え体 HvNUDX12 では 8-oxo-dGTP、

8-oxo-dGDP、 dGTP、 dATP、 dTTP、 dCTP、 NADH、 ADP-r ibose、

AP 4 A、AP 5 A、CoA、に対して 18.3、17.3、19.7、16.0、21.7、30.2、

0.96、 1.97、 1,071、 676、 10.4  nmol /min/mg の加水分解活性を示し

た。組換え体 HvNUDX6、 14 は活性を示さなかった。  

 

3-2  HvNUDX12 の 至 適 pH 

	 組換え体 HvNUDX12 の 8-oxo-dGTP と ADP-r ibose 加水分解活性

に及ぼす pH の影響を検討した (  F ig .  9  )。 8-oxo-dGTP 加水分解活

性の至適 pH は 8.5 で、ADP-r ibose の加水分解活性の至適 pH は 9.5

であった。  

 

3-3  HvNUDX12 の 反 応 速 度 論 解 析  

	 組換え体 HvNUDX12 の反応速度論解析を行った。 8-oxo-dGTP

加水分解活性の K m と V m a x、 V m a x  /K m はそれぞれ 698 μM、 714 

nmol /min/mg、1.0  nmol /min/mg/μM となった。ADP-r ibose 加水分解

活性の K m と V m a x、V m a x  /K m はそれぞれ 759 μM、103 nmol /min/mg、

0.1  nmol /min/mg/μM となった。  
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3-4  HvNUDX12 の 転 写 エ ラ ー 抑 制 作 用  

	 lacZ 遺伝子上の 461 コドンがアンバー変異しβ -ガラクトシダ

ーゼ活性を示さない大腸菌 CC101 株 (  野生型  )に 8-oxo-dGTP 加

水分解活性が欠損し、蓄積された 8-oxo-G が mRNA の転写に誤取

り込みされることで、トランスバージョンの変異が生じ、β -ガラ

クトシダーゼ活性を示す CC101T 株を pTrc100 /  HvNUDX12 で形

質転換し、X-gal 含有プレートで培養した。pTrc100 ベクター導入

CC101T は青色コロニーを形成したが、 Trc100 /  HvNUDX12 導入

CC101T は青色コロニー形成が抑制された。 CC101T 株のβ -ガラ

クトシダーゼ活性は、HvNUDX12 遺伝子の導入により約 73%有意

に抑制された (  F ig .  10  )。  

 

第 4 節 	 考 察  

	 ROS によって生じる DNA 内ヌクレオチドあるいはヌクレオチ

ド前駆物質の酸化は突然変異、癌、老化などを引き起こす要因で

あると考えられている。このうち 8-oxo-dGTP は DNA 複製や転写

の際にトランスバージョンの変異を引き起こす。哺乳類 NUDX で

ある MTH1 は 8-oxo-dGTP を加水分解するため、酸化ヌクレオチ

ド に よ る 変 異 誘 発 を 防 ぐ 機 能 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る

(  Egashi ra  e t  a l ,  2002 )。植物では、シロイヌナズナ由来 AtNUDX1

が 8-oxo-dGTP に対して加水分解活性を示すことが見出されてい

る (  Yoshimura  e t  a l ,  2007  )。しかし、同定した 14 種類のオオムギ

由来 NUDX には AtNUDX1 のホモログは存在しない。 UV 照射は

ROSを産生することで高分子の酸化傷害や細胞のアポトーシスを

導く。 (  Kovacs  e t  a l ,  2009 ,  McMil lan  e t  a l ,  2008 ,  Paz  e t  a l ,  2008 ,  
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Wlaschek  e t  a l ,  2001,  Valacchi  e t  a l ,2012  )  。このうち UV-C は最も

エネルギーが高く、変異原性や毒性を示し、生物学的にあらゆる

生命体に障害を与える可能性がある (  Husse in ,  2005 ,  Afaq  e t  a l ,  

2001  )  。特に DNA は塩基部分が酸化され損傷を受けるが、グア

ニンが最も酸化を受けやすい。そこで DNA ダメージの高い UV-C

で発現が誘導される NUDXにストレス除去機能があることを期待

して組換え体 HvNUDX6、 7、 12、 14 の 8-oxo-dGTP 加水分解活性

を検討した。その結果、 ADP-sugar  pyrophosphohydro lase と AP 4 A 

pyrophosphohydro lase に属する組換え体 HvNUDX7、12 は酸化ヌク

レオチドである 8-oxo-dGTP、 8-oxo-dGDP や糖ヌクレオチドであ

る ADP-r ibose に対しても加水分解活性を示した。活性を示さなか

った組換え体 HvNUDX6、 14 は Fig .9 より、沈殿画分に移行し、

グアニジン塩酸塩で変性し可溶化操作を行った際に酵素が失活し

た可能性がある。これらに関しては、グルタチオン S トランスフ

ェラーゼ (  GST )融合タンパク質精製システム等を利用した、別の

手法による精製を検討する必要があると考えられる。組換え体

HvNUDX12 の 8-oxo-dGTP の加水分解活性は組換え体 HvNUDX7

と比べ約 35 倍高い活性を示したことから、組換え体 HvNUDX12

は酸化ヌクレオチド除去で中心的な役割を果たすことが考えられ

る。さらに、組換え体 HvNUDX12 の 8-oxo-dGTP および ADP-r ibose

の加水分解活性の酵素学的な解析を行ったところ、ぞれぞれの至

適 pH は 8.5 と 9.5 であり、 8-oxo-dGTP の V m a x は ADP-r ibose に比

べ約 7 倍高い値を示した。基質により異なる至適 pH を示すこと

は細胞内の様々なストレス条件下で生じるヌクレオチドの種類に

よって選択的な代謝や制御を行うことが示唆される。これまでに
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哺乳類の卵巣細胞から単離した 30 kDa タンパク質とヒト由来線

維芽細胞から単離した 18kDa タンパク質の 8-oxo-dGTPase 活性の

至適 pH は 8.5 であることが報告されている (  Bia lkowski  e t  a l ,  

1998  )。よって、本研究の結果と一致した。 HvNUDX12 のホモロ

グである AtNUDX26 は葉緑体に局在する (  AGI  code:  Atg10620 )が、

PSORT では、HvNUDX12 はサイトゾルに局在することが予測され

た。よって NUDX は植物の種によって局在が異なることを示唆し

た。以上の結果から HvNUDX12 は酸化ストレスによって生じたサ

イトゾル中の 8-oxo-dGTP を加水分解する機能性が考えられる。

また HvNUDX12 は A:T から CG へのトランスバージョンの変異を

低下させたことから HvNUDX12 は UV-C などのストレスで生じる

酸化ヌクレオチドを加水分解し、変異の発生を抑制する機能を有

することが示唆された。  
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Table 5.  Primers for expression of  HvNUDX genes.  
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Fig.  8 .  Analysis  of  the expression of  barley HvNUDX in  

      E. col i  cel ls  by SDS-PAGE. 

 

 Tota l  ce l l  lysa te  (  l ane  T ) ,  so luble  pro te in  (  l ane  S  ) ,  inso luble  

pro te in  (  l ane  I  ) ,  fo l lowing  Ni-NTA column chromatography ( lane  P ) .  

Gels  were  obta ined  us ing  12% SDS-PAGE wi th  molecular  mass  marker  

se r ies  (  l ane  M )  for  ca l ibra t ion ,  wi th  de tec t ion  by  Coomass ie  

Br i l l i an t  Blue  R-250 s ta in ing .  
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Table 6.  Substrate specif it ies  of  HvNUDX proteins.  
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Fig.  9 .  Effect  of  pH on 8-oxo-dGTP and ADP-ribose  

       pyrophosphohydrolase activity of  HvNUDX12.  

 

 Hydro lys i s  of  8 -oxo-dGTP and  ADP-r ibose .  The  reac t ion  mixtures  

(  100  μ l  )  conta ined  20  μg of  HvNUDX12 pro te in  and  100  μM 

8-oxo-dGTP or  ADP-r ibose  and  the  mix ture  was  incubated  a t  37℃  fo r  

30  min  in  100mM Tr is  buffe r  (  pH 7-9  ) ,  f i l l ed  cyc le ,  o r  in  100mM 

glyc ine  buffer  (  pH 8 .5-10  or  11  ) ,  f i l l ed  t r iangle .  
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Fig.  10.  Suppression of  transcriptional  errors by  

       expression of  HvNUDX12. 

 (A )  E .co l i  ce l l s  CC101 and  CC101T harbor ing  pTrc100 and  

pTrc100/HvNUDX12 were  grown on  LB medium pla te  conta in ing  

X-ga l .  (B)  β -ga lac tos idase  ac t iv i ty  in  the  ce l l - f ree  ex t rac t s  of  E.col i  

ce l l s  CC101 and  CC101T harbor ing  pTrc100 and  pTrc100/HvNUDX12.  

The  er ror  bar  represents  the  s tandard  e r ror  of  the  mean  for  s ix   

independent  co lonies .  **p < 0 .01 .  
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第 5 章  HvNUDX12 の 基 質 特 異 性 発 現 に 関 与 す る ド メ イ ン  

 

第 1 節 	 目 的  

	 HvNUDX12 は酸化ヌクレオチドと ADP-r ibose 加水分解を示し

転写エラーを抑制する。しかし、HvNUDX12 と 66%の相同性を示

す AtNUDX26 は 酸 化 ヌ ク レ オ チ ド に 加 水 分 解 活 性 を 示 す が

ADP-r ibose に対する活性や転写エラー抑制を示さないことから、

Fig .13 に示した ADP-r ibose  pyrophosphatase  サブファミリーで保

存されている Nudix  mot i f 下流のプロリン残基をアラニンに変異

し た HvNUDX12-P81A を 作 製 し た 。 さ ら に HvNUDX12 と

AtNUDX26 のタンパク質の二次構造を予測したところ C 末領域の

構造が異なることが示唆された (  F ig .  14-15  )。このことから、

HvNUDX12 と AtNUDX26 の N 末端と C 末端を置換したキメラ酵

素  (  HvNUDX12-N/AtNUDX26-C、 AtNUDX26-N/HvNUDX12-C )を

作製し、HvNUDX12 の構造と機能を明らかにする目的で、これら

のドメイン構造が酵素反応に与える影響を検討した。  

 

第 2 節 	 材 料 と 方 法  

2 -1  部 位 特 異 的 変 異 導 入 HvNUDX12 の 作 製  

	 HvNUDX12 の 81 番目プロリン残基 (  F ig .  13  )をアラニンに変異

さ せ る た め に 、 プ ラ ス ミ ド pGEM-T/HvNUDX12 を 鋳 型 に 、

5’-TGATTTCGCCGCGGATGTCAAAGACAA-3’	 と 5’-TCCGCGGC 

GAAATCATATGTCAACCAA-3’  (  下線は変異塩基  )をプライマー

に、 Pr imeSTAR Mutagenes is  Basa l  Ki t  (  Takara  )を用いて変異導入

した。反応液はプラスミド 100 pg、10 μM 正方向プライマー、10 μM
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逆 方 向 プ ラ イ マ ー 1 μ l、 2× Pr imeSTAR Mutagenes is  Basa l  Ki t  

(  Takara  )  25  μ l、DW で全量 50 μ l とした。反応は［ 98℃ 10 秒、55℃

15 秒、72℃ 20 秒］を 30 サイクル行った。得られた PCR 産物を単

離して制限酵素処理により単離した ORF 領域を pCold  I ベクター

に挿入し、部位特異的変異 HvNUDX12 遺伝子 (  HvNUDX12-P81A )

を 構 築 し た 。 ABI 3100 Avant  DNA sequencer に よ り

HvNUDX12-P81A の塩基配列を確認した。  

 

2 -2  AtNUDX26 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と HvNUDX12 キ メ ラ  

	  酵 素 の 作 製  

	 A.  tha l iana  Columbia 種子を MS 培地で 2 週間栽培した葉から

RNeasy ®  P lan t  Mini  Ki t  を用いて Tota l  RNA を抽出した。Tota l  RNA

から ol igo  (  dT )プライマーと Pr ime Scr ip t  RT Master  Mix  により

合成した 1s t  s t rand  cDNA と下記のプライマーを用いて PCR を行

った。  

AtNUDX26-Nde I -F   

5 ’ -CTCATATGGAATCTCCTCCGAAGGAT-3’、  

AtNUDX26-Xba I -R 

5’ -AAACAGAGAGTCTAGATTTCGATTTAT-3’  (  イタリック体は制

限酵素配列  )。得られた PCR 産物を pGEM-T vec tor  にライゲーシ

ョンし、 E.  co l i  DH5α  へ形質転換後 LB 寒天培地  (  50	 μg/ml  

ampic i l l in、 0.1  mM IPTG、  40  μg /  ml  Xgal  )に植菌し、 37℃で 16

時間培養した。その後、 QIA prep  Spin  Miniprep  Ki t  を用いプラス

ミドを抽出した。プラスミドを制限酵素処理して単離したフラグ

メントを、pCold  I ベクター  に挿入し、 E.  co l i  BL 21  (  DE3 )  pLysS 
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(  STRATAGENE )へ形質転換した。  

	 キメラ酵素の作製は、はるな二条のオオムギ幼芽と A.  tha l iana  

Columbia の葉の 1s t  s t rand  cDNA を鋳型として Table  7 に示すプラ

イマーを用いて増幅した。得られた PCR 産物を pGEM-T vec tor  に

ライゲーションし、E.  co l i  DH5α  へ形質転換後 LB 寒天培地  (  50  

μg /  ml  ampic i l l in、0.1  mM IPTG、40 μg /  ml  X-ga l  )に植菌し、37℃

で 16 時間培養した。その後、 QIA prep  Spin  Miniprep  Ki t  を用い

プラスミドを抽出した。 ABI 3100 Avant  DNA sequencer により

AtNUDX26-N、AtNUDX26-C の塩基配列を確認した。各プラスミド

を制限酵素処理して単離したフラグメントを、 pCold  I ベクター  

に挿入し、HvNUDX12 キメラ遺伝子 HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C、

AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C を構築した (  F ig .  11  )。  

 

2-3  AtNUDX26、 変 異 HvNUDX12、 HvNUDX12 キ メ ラ 遺 伝  

	  子 の 発 現 と タ ン パ ク 質 精 製  

	 pCold  I  /  HvNUDX12-P81A 、 pCold  I  /  HvNUDX12-N /  

AtNUDX26-C で形質転換した E.  co l i  BL21 と	 pCold  I  /  AtNUDX26、

pCold  I  /  AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C で形質転換した E.  co l i  

BL21 (  DE3 )  pLysS は第 4 章  2 -1 と同様の方法で培養し、 10,000  

rpm で 20 分間集菌後、 − 80℃に最低 30 分間保存した菌体に

BagBuster T M  HT pro te in  ex t rac t ion  reagent  を加え 100 rpm で 30 分

間振とうし ,  細胞を溶解した。  これを 13,000  rpm で 10 分間 4℃

で遠心分離し、上清を可溶性画分として回収した。  

	 Ni-NTAカラムを 0.5  M NaCl、5 mM imidazole  を含む 20 mM Tr is -  

HCl  buffer  (  pH 8 .0  )で平衡化した。可溶性画分をロードした後に
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60 mM imidazole  を含む平衡化	 buffer  でカラムを洗浄し、 1 M 

imidazole  を含む平衡化 buffer  で吸着タンパク質を溶出した。溶

出 し た AtNUDX26 、 HvNUDX12-P81A 、  HvNUDX12-N /  

AtNUDX26-C、AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C を 1 mM di th io thre i to l  

(  DTT )、 100 mM NaCl を含む  20  mM Tr is -HCl  buffer  (  pH 8 .0  )で

透析した。4℃で一晩透析した後にタンパク質液を Ult racent -30 で

濃縮した。  

 

2-4  SDS-PAGE 

	 第 4 章  2 -1 と同様の方法で泳動し、染色した。  

 

2-5 タ ン パ ク 質 測 定  

	 第 4 章  2 -3 と同様の方法でタンパク質量を測定した。  

 

2 -6 酵 素 活 性 測 定  

	 第 4 章 2-4 と同様の方法で測定した。 Guanos ine-3’ ,5’ - te t rapho-  

spha te  (  ppGpp )を基質とした反応液は 73mM リン酸バッファー

(  pH 6 .0  )、 21%メタノール、 5mM TEAB を溶媒として用いて流速

0.6  ml /min で分析した。 ppGpp は 252nm の吸光度で反応生成物を

測定した。  

 

第 3 節 	 結 果  

3 -1 部 位 特 異 的 変 異 導 入 変 異 HvNUDX12 の 加 水 分 解 活 性  

 大腸菌で発現させた HvNUDX12-P81A を Ni-NTA カラムで精製し、

SDS-PAGE で確認した (  F ig .12  )。 SDS-PAGE で測定した分子量は
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19.1  kDa であり、アミノ酸配列から推定される分子量 19.0  kDa と

ほぼ一致した。 HvNUDX12-P81A の加水分解活性を HPLC で測定

したところ、 HvNUDX12 で加水分解活性を示した dCTP、 NADH、

CoA については活性を示さなかった。 8-oxo-dGTP、 8-oxo-dGDP、

dGTP、 dATP、 dTTP、 ADP-r ibose、 AP 4 A、 AP 5 A、 FAD、 ppGpp に

対して 20.7、 22.2、 9.52、 9.98、 7.39、 1.82、 552、 121、 7.50、 153 

nmol /min/mg の加水分解活性を示した。 ADP-r ibose の加水分解活

性は HvNUDX12 と比較して同等であり、ppGpp の加水分解活性は

HvNUDX12 に比べ半分に減少した。dGTP、dATP、dTTP に関して

は HvNUDX12 と比べそれぞれ 52%、 38%、 66%加水分解活性が低

下した  (  Table  8  )。  

 

3 -2  HvNUDX12 キ メ ラ 酵 素 の 加 水 分 解 活 性  

 8 -oxo-dGTP 加水分解活性を示す E.col i  MutT の立体構造解析より、

2 つのグリシン残基 (  G38、 G59 )、 4 つのグルタミン酸残基 (  E44、

E53、 E56、 E57 )、 1 つのアルギニン残基 (  R52 )が活性に重要なア

ミノ酸残基であることが示されている (  Nakamura  e t  a l ,  2010  )。

AP 4 A pyrophosphatase の活性モチーフは Nudix  mot i f 下流のチロシ

ン 残 基 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る (  Dunn e t  a l ,  1999 )。

HvNUDX12 と AtNUDX26 はいずれもこれらの残基を保存してい

る  (  F ig .  13  )。そこで HvNUDX12 と AtNUDX26 の二次構造を予測

したところ (  h t tp : / /b io inf .cs .uc l .ac .uk /ps ipred /)、 HvNUDX12 には 4

個の β -ストランド (  S1−4 )と 5 個の α -ヘリックス (  H1−5 )が存在し、

AtNUDX26 は 4 個の β -ストランド (  S1−4 )と 5 個の α -ヘリックス

(  H1−5 )が存在する他に 1 個の β -ストランド (  S5  )が H3 に隣接し
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て存在した (  F ig .  14  )。また、 Chou-Fasman 法  (  Chou and  Fasman,  

1974 )による二次構造予測でも AtNUDX26 には S5に相当する領域

が確認できた (  F ig .  15  )。そこで C 末領域の二次構造の違いが

HvNUDX12 と AtNUDX26 の基質特異性や酵素活性に関与してい

ることを確認するために、 HvNUDX12 の C 末領域を AtNUDX26

の C 末領域に置換した HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C と HvNUDX12

の C 末領域を AtNUDX26 の C 末領域に置換した AtNUDX26-N /  

HvNUDX12-C を 作 製 し た 。 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た AtNUDX26、

HvNUDX12-N /  AtNUDX-C および AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C を

Ni-NTA カラムで精製し、 SDS-PAGE で確認した。 AtNUDX26、

HvNUDX12-N /  AtNUDX-C および AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C の

SDS-PAGE で測定した分子量はそれぞれ 17.8、 21.5、 18.9  kDa で

あり、アミノ酸からの推定分子量 18.7、 19.4、 19.1  kDa とほぼ一

致した  (  F ig .  12  )。これらの加水分解活性を HPLC で測定したと

ころ、 AtNUDX26 は NADH、 ADP-r ibose、 UDP-galac tose、 FAD に

対して活性を示さなかったが、8-oxo-dGTP、8-oxo-dGDP、dGTP、

dATP、 dTTP、 dCTP、 AP 4 A、 AP 5 A、 CoA、 ppGpp に対して 29.7、

28.5、 15.7、 14.4、 19.3、 47.3、 659、 303、 38.4、 213 nmol /min/mg

の加水分解活性を示した。 C 末端領域を AtNUDX26 と置換した

HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C は、dGTP、dATP、dTTP、dCTP、UDP-gal、

FAD に対して活性を示さなかったが、 8-oxo-dGTP、 8-oxo-dGDP、

NADH、 ADP-r ibose、 AP 4 A、 AP 5 A、 CoA、 ppGpp に対して 6.83、

20.7、 0.07、 0.39、 167、 37.6、 16.5、 108 nmol /min/mg の加水分解

活性を示した。N 末端領域を AtNUDX26 と置換した AtNUDX26-N 

/  HvNUDX12-C は、 dCTP、 NADH、 ADP-r ibose、 UDP-galac tose、
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FAD に対して活性を示さなかったが、 8-oxo-dGTP、 8-oxo-dGDP、

dGTP、 dATP、 dTTP、 AP 4 A、 AP 5 A、 CoA、 ppGpp に対して 15.3、

16.7、 11.6、 6.43、 11.5、 588、 342、 22.1、 183 nmol /min/mg の加水

分解活性を示した。HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C の 8-oxo-dGTP に

対する活性は HvNUDX12 より 63%低下するが、 8-oxo-dGDP 加水

分解活性は HvNUDX12 と同等であった。また、 HvNUDX12-N /  

AtNUDX26-C は dGTP、 dATP、 dTTP に対する活性は消失したが

AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C は活性を示し、 AP 4 A、 AP 5 A、 ppGpp

に対する活性が AtNUDX26 と同等であった  (  Table  8  )。  

 

第 4 節 	 考 察  

	 シロイヌナズナには 28 種類の AtNUDX が存在し、それぞれの

基質特異性や機能は異なっている。そのうち HvNUDX12 と 66%

相同性を示し HvNUDX12 と同様に AP 4 A pyrophosphohydro lase の

サブファミリーに分類される AtNUDX26 は、葉緑体に局在し、

AP 4 A だけでなく酸化ヌクレオチド、CoA、ppGpp に対しても加水

分解活性を示すが、ADP-r ibose に対する活性や転写エラー抑制作

用を示さない。 (Ogawa e t  a l ,  2008)。一方、HvNUDX12 は酸化ヌク

レオチドと ADP-r ibose 加水分解活性を示し、転写エラーを抑制す

る。このことから、HvNUDX12 の構造と機能との関係を明らかに

するために ADP-r ibose  pyrophosphatase サブファミリーで保存さ

れる ADP-r ibose 加水分解活性の活性中心のアミノ酸である 81 番

目プロリン残基をアラニン残基へ変異した HvNUDX12-P81A と、

HvNUDX12 と AtNUDX26 のタンパク質の二次構造の C 末領域が

異なることから、N 末端から Nudix  mot i f  までの N 末領域と Nudix  
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moti f から C 末端までの C 末領域をそれぞれ置換したキメラ酵素

を 作 製 し て 、 基 質 特 異 性 の 変 化 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、

HvNUDX12-P81A の ADP-r ibose へ の 加 水 分 解 活 性 は 組 換 え 体

HvNUDX12 と同等であったが、 ppGpp に対する活性は組換え体

HvNUDX12 に 比 べ 半 分 に 減 少 し た (  Table  8  )。 こ れ ま で に

ADP-r ibose  pyrophosphatase サブファミリーに分類される NUDX

は Nudix  mot i f 下流のプロリン残基であることが報告されている

が (  Dunn e t  a l ,  1999 )、今回の結果から、HvNUDX12 の ADP-r iboses

加水分解活性には ADP-r ibose  pyrophosphatase サブファミリーと

は異なりプロリン残基は重要でないが ppGpp 加水分解活性に関与

していることが明らかとなった。 HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C は

8-oxo-dGTP 加水分解活性が組換え体 HvNUDX12 の 33%に低下し

たが、 AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C では大きな変化は無かった。

また、AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C は HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C

と比較して AP 4 A、AP 5 A、ppGpp 加水分解活性はそれぞれ、3.5 倍、

9.1 倍、 1.7 倍高い活性を示した (  Table  8  )。これらの結果から、

HvNUDX12 の C 末領域は 8-oxo-dGTP、 AP 4 A、 ppGpp 加水分解活

性に重要であり、 AtNUDX26 とは異なる構造が活性に関与してい

ることを明らかにした。  
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Table 7.  Primers for expression of  HvNUDX12 and  

       AtNUDX26 genes.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 58 

 

 

Fig.  11.  Construction of  HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C  

       and  AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C.  
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Fig.  12.  Analysis  of  the expression of  mutant or chemeric  

        HvNUDX12 and AtNUDX26 in E. col i  cel ls  by  

        SDS-PAGE. 

 

	 Tota l  ce l l  lysa te  ( lane  T) ,  so luble  pro te in  ( lane  S) ,  pur i f ied  pro te in  

( lane  P) ,  fo l lowing  Ni-NTA column chromatography.  Gels  were  

obta ined  us ing  12% SDS-PAGE wi th  molecular  mass  marker  se r ies  

( lane  M)  for  ca l ibra t ion ,  wi th  de tec t ion  by  Coomass ie  Br i l l i an t  Blue  

R-250 s ta in ing .   
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Table 8.  Substrate specif it ies  of  AtNUDX26 ,  mutant or  

        chemeric HvNUDX12 proteins.  
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Fig.  13.  Alignment of  amino acid sequences among  

       HvNUDX12, AtNUDX26, HvNUDX12-N /   

       AtNUDX26-C, AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C.  

 

 The gray  box  ind ica tes  the  Nudix  mot i f .	 The b lack  down-poin t ing  

t r iangles   denote  the  mot i f  o f  human ADP-r ibose  pyrophosphatase  

(  ADPRase  )  subfami ly  (  Zha  e t  a l ,  2008 ) .  The  b lack  t r iangles  denote  

the  mot i f  o f   E.col i  8-oxo-dGTPase  subfami ly  (  Shimokawa e t  a l ,  

2000  ) .  The  whi te  down-poin t ing  t r iangles   denote  the  mot i f  o f  

human 8-oxo-dGDPase  subfami ly  (  Ar imor i  e t  a l ,  2011  ) .  The  whi te  

t r iangles  denote  the  mot i f  AP 4 A subfami ly  (  Dunn e t  a l ,  1999  ) .  The  

as te r i sk  denotes  the  mot i f  o f  ADPRase  subfami ly  (  Dunn e t  a l ,  1999  ) .  
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Fig.  14.  Prediction of  2nd-structure.  

 

 The pos i t ion  of  secondary  s t ruc ture  e lements :  β - s t rands  (ye l low 

ar rows) ,  α -he l ics  (p ink  cy l inders )  were  shown on  HvNUDX12,  

AtNUDX26,  HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C and  AtNUDX26-N /  

AtNUDX26-C sequences .  The  green  as te r i sks  ind ica te  the  amino  ac ids  

of  Nudix  mot i f .   
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Fig.  15.  Prediction of  2nd-structure by Chou-Fasman  

        method.   

 

 The pos i t ion  of  secondary  s t ruc ture  e lements  were  shown on  

HvNUDX12,  AtNUDX26,  HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C and  

AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C sequence  showing  S5  (  shown in  

F ig .15  )  β - s t rands  (  ye l low ) .  The  Nudix  mot i f  i s  shown by  b lack  

boxes .   
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ま と め  

 

	 活性酸素によって生じた DNA 損傷のうち、酸化型のグアニン

塩基である 8-oxo-G はシトシンやアデニンとミス塩基対を形成し

てしまうため、DNA トランスバージョンの変異を起こす原因とな

る (  Shibutan i  e t  a l ,  1991、Tkeshelashvi l i  e t  a l ,  1991 )。 8-oxo-G を含

むヌクレオチドを分解する酵素として初めに発見された Ecol i  

mutT タンパク質と mutT のヒトホモログである MTH1 のはそれぞ

れ、 8-oxo-dGTP と 8-oxo-GTP、 8-oxo-dGTP と 2-OH-dATP を特異

的に加水分解することで、 DNA あるいは RNA への誤取り込みに

よって生じるミス塩基対の形成、変異、細胞死を回避することが

できる。 Ecol i  mutT は 23 基アミノ酸残基からなる Nudix  mot i f を

有する Nudix  hydro lase ファミリーとして特徴付けられた (Dos  

Vul tos  e t  a l ,  2006、Maki  e t  a l ,  1992、 Sakumi  e t  a l ,  1993、 Oka e t  a l ,  

2008、 Ich ikawa e t  a l ,  2008  )。高等植物では、シロイヌナズナ、キ

クからそれぞれ、 28 種類、 8 種類の NUDX が同定されてきたが、

単子葉植物から NUDX についての報告は少ない。オオムギは主要

な穀類の一つであり、コムギやイネよりも乾燥や塩ストレス耐性

を備えている。よってオオムギの酸化ストレス耐性能に Nudix  

hydro lase が 関 与 す る 可 能 性 が 推 測 さ れ る 。 本 研 究 で は Nudix  

hydro lase ファミリーに着目し、オオムギ由来 Nudix  hydro lase フ

ァミリー遺伝子の探索とストレス応答について解析した。  

	 シロイヌナズナに存在する 28 種類の NUDX ファミリータンパ

ク質 (  AtNUDX1-17、AtDCP2 )のアミノ酸配列と相同性を示すアミ

ノ酸をコードするオオムギ由来遺伝子を BLAST 検索したところ、
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14 種類の遺伝子 (  HvNUDX1-14 )  が約 40-67%の相同性を示してい

ることが明らかとなった。さらに、Nudix  mot i f と呼ばれるアミノ

酸配列がオオムギの NUDX ファミリーにおいても保存されてい

ることが分かった。また、ミナトカモジグサについては NUDX 相

同性遺伝子が 19 種類 (  BraNUDX1-19 )存在した。 HvNUDX と

BraNUDX では AtNUDX の相同性が異なることから、単子葉植物

間においても NUDX の数や生理機能が異なることを示唆した。  

 各ストレス (  UV-C、塩、乾燥  )条件下におけるオオムギ幼芽の

HvNUDX の発現を解析した結果、ストレスの種類によって応答性

が異なり、乾燥で誘導された HvNUDX の発現量が最も高く、UV-C

で発現増加した HvNUDX6、7、12、14 は乾燥でも発現量が増加し、

発現パターンが類似する結果となった。さらに 3 つの波長の紫外

線  (  UV-A、-B、-C )を照射したオオムギ幼芽の HvNUDX の発現を

解析した。 UV-A では HvNUDX4、 UV-B では HvNUDX4、 6、 UV-C

では、 HvNUDX6、 7、 12、 14 の遺伝子の発現が増加し、このうち

HvNUDX7、 12、 14 の遺伝子が UV-C 特異的に応答した。よって、

HvNUDX は紫外線の種類によって応答性が異なることが明らかと

なり、 UV-C で発現量が増加した 4 種類の生化学的な HvNUDX に

ついて機能解析を試みた。  

	 組換え体 HvNUDX6、7、12、14 それぞれを大腸菌に発現させて、

タンパク質を精製し、活性測定を行った。組換え体 HvNUDX7、

12 は 8-oxo-dGTP、8-oxo-dGDP、ADP-r ibose に対して活性を示し、

さらに組換え体 HvNUDX12 は dGTP、dATP、dTTP、dCTP、AP 4 A、

AP 5 A に対しても活性を示し、幅広い基質特異性を有することが明

らかとなった。しかし、組換え体 HvNUDX6、 14 は活性を示さな
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かった。組換え体 HvNUDX12 の 8-oxo-dGTP、 ADP-r ibose 加水分

解活性の至適 pH は pH8.5 と pH9.5 で、反応速度論解析を行い

8-oxo-dGTP の V m a x 値は、 ADP-r ibose に比べ約 10 倍高いことが示

された。よって、 HvNUDX12 は主として 8-oxo-dGTP を加水分解

する機能を持つことが推定された。さらに HvNUDX12 の転写エラ

ー抑制機能を検討するために、mutT 遺伝子が欠損し突然変異によ

りβ -ガラクトシダーゼ活性が上昇した CC101T 株に HvNUDX12

遺伝子を導入するとβ -ガラクトシダーゼ活性は約 73%有意に減

少した。今回の研究において、HvNUDX12 は紫外線等の酸化スト

レスによって生じた酸化ヌクレオチドを加水分解し、DNA トラン

スバージョン変異を修復する機能を有すること示唆した報告は、

単子葉植物では本研究が初めてである。  

	 HvNUDX12は AP 4 A pyrophosphohydrolaseサブファミリーに分類

されるが 8-oxo-dGTP や ADP-r ibose に対して加水分解活性に対し

て 加 水 分 解 活 性 と 転 写 エ ラ ー 抑 制 作 用 を 有 す る 。 一 方 、 AP 4 A 

pyrophosphohydro lase サブファミリー分類され、HvNUDX12 と 66%

の相同性を示す AtNUDX26 は ADP-r ibose 加水分解活性と転写エ

ラー抑制作用を有しない (  Ogawa e t  a l ,  2008 )。そこで、HvNUDX12

の 構 造 と 機 能 と の 関 係 を 明 ら か に す る 目 的 で HvNUDX12 の

ADP-r ibose  pyrophosphatase で保存される 81 番目プロリン残基を

アラニン残基に置換した変異酵素遺伝子を作製し、大腸菌に発現

させた。これらのタンパク質を精製し、活性測定を行ったところ、

HvNUDX12P81-A の ADP-r ibose 活性は組換え体 HvNUDX12 と同等

であったが、ppGpp に対する活性は組換え体 HvNUDX12 に比べ半

分に減少した。この結果から HvNUDX12 の 81 番目プロリン残基
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は ADP-r ibose 加水分解に重要ではないが ppGpp 加水分解活性に

関与していることが明らかとなった。 HvNUDX12 と AtNUDX26

の二次構造を予測したところ、 HvNUDX12 には 4 個のβ -ストラ

ンド (  S1-4  )と 5 個のα -ヘリックス (  H1-5  )が存在し、 AtNUDX26

には 4 個のβ -ストランド (  S1-4  )と 5 個のα -ヘリックス (  H1-5  )

が存在する他に 1 個のβ -ストランド (  S5  )が H3 に隣接して存在し

た。そこで C 末領域の二次構造の違いが HvNUDX12 と AtNUDX26

の基質特異性や酵素活性に関与していることを確認するために、

HvNUDX12 の C 末領域を AtNUDX26 の C 末領域に置換した

HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C と HvNUDX12 の C 末 領 域 を

AtNUDX26 の C 末領域に置換した AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C を

作製して酵素活性を検討した。 HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C は

8-oxo-dGTP 加水分解活性が組換え体 HvNUDX12 の 33%に低下し

たが、 AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C では大きな変化は無かった。

AtNUDX26-N /  HvNUDX12-C は HvNUDX12-N /  AtNUDX26-C と比

較して AP 4 A、AP 5 A、ppGpp 加水分解活性はそれぞれ、3.5 倍、9.1

倍、1.7 倍高い活性を示した。これらの結果から、HvNUDX12 の C

末領域は 8-oxo-dGTP、 AP 4 A、 AP 5 A、 ppGpp 加水分解活性に重要

であり、 AtNUDX26 とは異なる構造が活性に関与していることを

明らかにした。  

 これまで様々な生物で NUDX ファミリーが代謝系や分子シグナ

ル応答へ関与することが明らかにされ、生物の有する NUDX の種

類が環境ストレス下における代謝や適応に関与すると考えられて

いた (  Abdel rahe im e t  a l ,  2001 )。さらに、植物では photo lyase が

UV-B 照射によって生じた CPD を単量体へ修復するが、本研究で
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は 、 紫 外 線 だ け で な く 乾 燥 ス ト レ ス に 対 し て も 応 答 す る

HvNUDX12 が転写エラー抑制能を有する結果を見出したことは

非常に新規性があり、今後の環境悪化による穀物の栽培への応用

に期待できる。また、AtNUDX1 は 8-oxo-dGTP を加水分解するが、

酸 化 ス ト レ ス に 応 答 性 を 示 さ な い こ と や 、 AtNUDX26 は

8-oxo-dGTP を 加 水 分 解 す る が 、 乾 燥 ス ト レ ス の み に 応 答 す る

(  Ogawa e t  a l ,  2009、I to  e t  a l . ,  2012  )。しかし、HvNUDX12 は UV-C

と 乾 燥 ス ト レ ス 条 件 下 で 応 答 し 、 8-oxo-dGTP 加 水 分 解 活 性 や

AtNUDX1、26 とは異なる基質に対して加水分解活性を示したこと

は、HvNUDX は他の植物の NUDX とは異なる生理機能を有するこ

とが考えられる。これまで他の植物種で、 NUDX の酸化ストレス

耐性機構に関する報告が少ないことから、 UV-C だけでなく、乾

燥、UV-A、UV-B ストレス条件下で応答したその他の HvNUDX に

ついても生理機能について明らかにする必要があると考えられる。

また、イネやオオムギなどの穀物の生産向上に貢献できる可能性

があるため、単子葉植物でこれらの NUDX の生理機能を明らかに

することは非常に重要である。本研究により、植物には多様な

NUDX が存在し、環境ストレスに対する発現応答が異なること、

同じサブファミリーに分類される NUDXであっても植物種の違い

により基質特異性や構造が異なること、植物が有する NUDX は環

境ストレス耐性に関与する可能性について示唆することができた。

今後は、形質転換植物で HvNUDX の局在性や、酸化ストレス抵抗

性などの特性評価を行い更なる機能性について明らかにしていく。 
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