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学位論文　の　内　容　の　要　旨

オキシリピンアルデヒドは苔類や海藻を含め植物界に広く分布していることが知られて

いる。しかしながら、オキシリピンアルデヒドの生理的役割は未だ判然としておらず、特に

イネやムギなど、世界的重要穀類におけるオキシリピンアルデヒドに関する報告はほとんど

ない。そこで、本研究では穀類オキシリピンアルデヒドの反応機構及び生理機能解明の一端

として、オオムギ脂肪酸ヒドロベルオキシドリアーゼ（ＨＰＬ）のクローニングとイネ脂肪酸α

酸素添加酵素（α刀0Ⅹ）の発現機構並びに活性化シグナル経路の解析を行った。

第1章では、オキシリピンアルデヒドの一つである短鎖アルデヒド生成酵素、ＨＰＬをオ

オムギからクローニングした。著者はオオムギＥＳＴライブラリーよりシロイヌナズナＨＰＬ

と相同性の高いクローンを見つけ出し、このものをプローブとして、ソルビトール処理した

オオムギ実生由来のｃＤＮＡライブラリーに対するプラークハイプリライゼーションによりオ

オムギの全長ＨＰＬｃＤＮＡをクローニングした。大腸菌で発現させた組換えオオムギＨＰＬはリ

ノール酸、リノレン酸13－ヒドロベルオキシドと特異的に反応し、それらの9－ヒドロベルオキ

シドを基質としなかった。このオオムギＨＰＬは反応溶液中の塩もしくは可溶化剤の存在によ

り酵素活性が著しく増加した。さらに、㌦∬値を含めた反応速度や自己失括速度が高まった。

この結果から塩や可溶化剤がＨＰＬの立体構造変化を引き起こし、基質結合能と酵素活性が改

変されたと考えられた。この結果はオオムギＨＰＬだけでなく、ピーマンＨＰＬにおいても同

様に観察され、ＨＰＬにおいて普遍的現象であると推測された。

第2章では、もう1つのオキシリピンアルデヒドである長鎖アルデヒドの生成に関与する

酵素、α心0Ⅹの発現プロファイル並びに活性化シグナル経路をイネ幼葉において精査した。
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長鎖アルデヒドを生成するα心0Ⅹは植物界に広く分布し、これら植物体においては昆虫に

よる食害や病原菌の曝露、酸化ストレスなどにより誘導されることが知られている。しかし

ながら、その詳細な活性化シグナル経路は判然としない。そこで、イネ幼葉を用い、α1）0Ⅹ

発現を精査した結果、イネα・か0Ⅹは他の植物種で報告されているα・か0Ⅹと同様に病原菌に

よって誘導されるが、病原菌の親和性、非親和性による誘導パターンに違いはなく、圃場抵

抗性に関与していることが示唆された。また、酸化ストレスや重金属ストレスによってもイ

ネα－ＤＯＸ遺伝子は蓄積し、その発現はジャスモン酸によって正に制御され、エチレンによ

って負に制御される傾向が見られた。そこで、ストレス処理下でのイネ植物体の内在性ジャ

スモン酸量を測定したところ、イネα－ＤＯＸは内在性ジャスモン酸量に依存して発現してお

り、このことからイネα－ＤＯＸの誘導にはジャスモン酸が強く関与していることが明らかに

なった。

論文審査　の　結果　の　要　旨

近年、脂肪酸から酸化的に代謝されて生成する低分子量の多彩なオキシリピンアルデヒド

類が、苔類や海藻を含め植物界に広く分布していることが明らか．になり、これら揮発成分の

生合成メカニズムや生理的役割についての研究が盛んになっている。特に、前者の生合成研

究は、大きく進展している。それに比して、後者のオキシリピンアルデヒド類の生理的役割

については、魅力ある課題でありながら、まだ情報量も乏しく、殆ど明らかにされていなか

った。特にイネやムギなどは、食糧として世界的に重要な穀類であるにもかかわらず、それ

らの揮発性オキシリピンアルデヒド類の生理活性や生理的役割に関する研究報告は殆ど見ら

れなかった。

そこに着目し、本研究では、穀類オキシリピンアルデヒドの生理機能解明のために欠くこ

とのできない一連の研究として、‾オオムギの短鎖オキシリピンアルデヒド生成に必須の脂肪

酸ヒドロベルオキシドリアーゼ（ＨＰＬ）のクローニング及び、イネの長鎖オキシリピンアルデヒ

ド生成酵素である脂肪酸α酸素添加酵素（α心0Ⅹ）のストレス条件下での発現機構並びに活性

化シグナル経路の解析を行い、オキシリピンアルデヒドの生理機能解明上、極めて重要な新

知見が得られている。

①：申請者は、まずオオムギＥＳＴライブラリーよりシロイヌナズナＨＰＬと相同性の高い

クローンを見出し、このものをプローブとしてソルビトール処理したオオムギ実生由来

ｃＤＮＡライブラリーに対するプラークハイプリライゼーションによりオオムギの全長ＨＰＬ

ｃＤＮＡをクローニングした。次いで、大腸菌で発現させた組換えオオムギ短鎖アルデヒド生

成酵素、ＨＰＬを用いて、基質特異性を詳細に検討し、リノール酸、リノレン酸13－ヒドロベル

オキシドと特異的に反応し、それらの9－ヒドロベルオキシド異性体は基質としないなど本酵

156



素の基質特異性は狭いことを明らかにした。他方、本ＨＰＬは反応溶液中の塩あるいは、可溶

化剤の存在により酵素活性が著しく増加することを見出した。さらに、この原因は、自己失

括速度や㌦以値を含めた反応速度が高まることなどから、塩や可溶化剤によってＨＰＬの立体

構造が変化し、基質結合能と酵素活性が改変されたことによると推定した。また、この現象

はオオムギＨＰＬのみならず、ピーマンＨＰＬにおいても観察されることなどから、ＨＰＬにお

いて普遍的に起こり、ここで得られた知見は普遍的であると推測している。

④：海産緑藻の主要揮発成分として、申請者が所属している研究室で発見された長鎖オキ

シリピンアルデヒド（長鎖アルデヒド）が、後に広く植物界に分布し、昆虫などによる食害

や酸化ストレスなどにより、その生成に関与する鍵酵素、α－ＤＯＸ（ジオキシゲナーゼ）が誘

導されることが報告された。この論文では、さらに興味ある新知見がそれらに加えられた。

先ずイネ幼葉を用いて、長鎖オキシリピンアルデヒド（長鎖アルデヒド）生成酵素、α－ＤＯＸ

の発現プロファイル並びに活性化シグナル経路を検討したが、その詳細な活性化シグナル経

路の解明に至らなかった。しかし、イネ幼葉でのα－ＤＯＸの発現を精査することによって、

イネα－ＤＯＸは、他の植物種で報告されているα－ＤＯＸと同様に病原菌曝露によって誘導され

る。しかし、曝露した病原菌の親和性、非親和性による誘導パターンには相違は見られず、

圃場抵抗性に関与していることを明らかにした。更に、酸化ストレスや重金属ストレスによ

ってもイネα－ＤＯＸ発現は蓄積し、その発現はジャスモン酸によって正に制御され、エチレ

ンによって負に制御されてしラることを見出した。さらに、ストレス処理下でのイネ植物体の

内在性ジャスモン酸量を測定することによって、イネα－ＤＯＸは内在性ジャスモン酸量に比

例して発現し、イネαｔＤＯＸの誘導にはジャスモン酸が強く関与していることを解明するこ

とに成功している。

このように、本研究は、この関連分野の研究を展開する上で欠くことのできないものであ

り、学問的に高く評価される。また、ここに得られた新知見は、穀類を原料とする食品加工・

製造などの応用面からも重要であり、学位論文として十分価値あるものと判定した。
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