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研究成果の概要（和文）：本課題では、多年生植物であるリンドウの休眠器官形成と休眠導入が、リン酸欠乏に
よる緊縮応答により誘導される可能性について分子生物学的解析を実施した。緊縮応答のシグナル分子である
ppGppを調節する２種のRelA/SpoT Homologs (RSH1、CRSH)をリンドウから単離し発現を調査したところ、リン酸
欠乏条件では両遺伝子の発現が有意に増加した。次世代シークエンス解析から、RSH1には13種のバリアントが存
在し、リン酸欠乏により機能型バリアントの発現比率が変動することが明らかになった。これらの結果から、リ
ン酸濃度に依存したRSHの調節が休眠制御に関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Dormancy caused by nutritional starvation is a specific regulatory system of
 bacteria and fungi. This dormancy is mediated by stringent response that is regulated by RelA/SpoT 
Homologs (RSH). However, we previously found that gentian plantlets cultured under P deficient 
condition produced dormant organ, indicating the possibility that plants also possess a dormancy 
mechanism regulated by stringent response. In this study, we identified two RSH genes (RSH1 and 
CRSH) and found that the expression level of these genes increased by P starvation in gentian 
plantlets. Furthermore, we identified 13 variants of RSH1 using a next generation sequence 
technique. Interestingly, the expression ratio of functional variant was higher in plantlets 
cultured under P deficient condition. The ratio was also higher in dormant organ of field grown 
gentian plants. These results imply that P concentration-dependent regulation of RSH may be involved
 in dormancy mechanism in gentian.

研究分野： 植物代謝

キーワード： 花卉　休眠

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
休眠は成長や活動を一時的に休止しエネ

ルギー消費を抑えることで、様々な環境変化
に適応する生物の生存戦略の１つである。一
般的に、植物は気温や日長等の環境変化に対
して種子や冬芽等の休眠器官を形成し休眠
するが、研究代表者の先行研究から、リンド
ウでは前述の環境要因以外に、リン酸欠乏に
応答して休眠器官である越冬芽を形成し休
眠することが明らかとなった。栄養源の枯渇
に応答した休眠誘起は菌類・細菌類で特有の
現象とされ、この際の代謝抑制を緊縮応答と
呼び、以下の機構が知られている。大腸菌や
サルモネラでは、栄養飢餓に応答して緊縮応
答の鍵遺伝子である RelAや SpoTの発現が変
動する。その結果、蓄積したグアノシン四リ
ン酸 （ppGpp）が、RNA polymerase のシグマ
因子の１つである RpoS の蓄積を促進するこ
とで細胞内の代謝が抑制される。近年、植物
で RelAと SpoTの相同遺伝子 RSH（RelA/SpoT 
Homologs）が発見され、葉緑体の様々な機能
を調節することが報告されている。しかしな
がら、栄養飢餓に応答した休眠誘導自体が植
物において知られていなかったため、休眠及
び緊縮応答への関与は明らかとなっていな
い。申請者は、リンドウから RSH（GtRSH1, 
GtRSH4 ）の単離に成功し、これら遺伝子の
発現がリン酸欠乏による休眠誘起に伴って
上昇することを明らかにしている。この結果
は、緊縮応答を介した情報伝達により休眠器
官形成及び休眠が誘導された可能性を示唆
している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RSH を中心とした解析から、

緊縮応答と休眠との関係を証明する。GtRSH
遺伝子の高発現及び抑制またはppGpp処理が、
遺伝子及び代謝全体に与える影響を明らか
にすることで、リン酸欠乏による休眠誘起の
実態を分子レベル・代謝レベルで明らかにす
る。さらに、リン酸条件に応答した RSH発現
調節機構を明らかにすることで、植物の新た
な休眠誘起モデルを構築する。 
 
３．研究の方法 
①必須栄養素欠乏の休眠への影響 
必須栄養素を除いた MS 培地でリンドウを

培養し、RSH 発現への影響と休眠誘起の有無
を確認する。 
 

②緊縮応答による休眠調節機構の解析 
RSH は、ppGpp の合成と分解を調節し、生

じたppGppが直接のシグナルとなり緊縮応答
を誘導する。本サブテーマでは、RSH の活性
評価と、リン酸欠乏時の関連遺伝子・代謝物
の挙動から、緊縮応答及び休眠制御機構を明
らかにする。 
 
②-A RSH の機能解析 
RSH は、ppGpp の合成または分解のいずれ

かに働く。単離した RSH1 と CRSH について、
大腸菌を用いて融合蛋白質を作成し、ppGpp
に対する酵素特性を調査する。フォールディ
ング等の要因で大腸菌による蛋白合成がう
まく働かなかった場合、コムギ無細胞発現系
またはピキア酵母による発現を試みる。 
 
②-B リン酸欠乏時の緊縮応答経路の解析 
植物における緊縮応答の代謝経路に属す

る遺伝子及び代謝物について、リン酸欠乏の
影響を調査する。遺伝子に関しては、リンド
ウ EST 情報から相同遺伝子を単離する。RSH
と新たに単離された遺伝子は、リアルタイム
PCR を用いてリン酸欠乏による発現挙動と発
現部位を明らかにする。 
 
②-C RSH高発現体及び発現抑制体の作出 
RSH1 と CRSH の塩基配列情報を基に、高発

現及び RNAi 用ベクターを作成し、アグロバ
クテリウム法で遺伝子導入する。リアルタイ
ムPCRを用いて遺伝子発現レベルを確認した
後、発現が顕著に変化した個体を実験に用い
る。 
 
③RSH遺伝子のスプライシング制御の解析 
リンドウから単離された RSH 遺伝子には、

スプライシングバリアントが複数確認され
ている。次世代シークエンサーを用いて全バ
リアントを検出した後、リン酸濃度依存また
は組織別のバリアントパターンを明らかに
し、リン酸応答型スプライシング機構を解明
する。バリアントの比率に関しては、通常条
件、リン酸欠乏条件、圃場サンプルから ORF
をクローニングし、大腸菌 96 コロニーから
ダイレクトシークエンスを行なう。 
 
４．研究成果 
 
①必須栄養素欠乏の休眠への影響 
 
リンドウ品種ポラーノホワイト（Pw）の培

養個体を必須栄養素を除いた MS 培地で育成
し、表現型への影響を調査した（図１）。マ
グネシウムを除いた培地では成長が阻害さ
れ、葉の黄化や枯死が観察された。また、通
常の MS 培地で育成した個体に比べ分枝数が
約５倍増加した。窒素を除いたMS培地では、
葉の黄化またはアントシアニンの蓄積が観
察された。また、越冬芽の形成が観察された。
カリウムを除いた培地では、殆ど影響は見ら
れなかった。リン酸を除いた MS 培地では、
葉の黄化とアントシアニンの蓄積が見られ、
個体は 100％越冬芽を形成した。ここで、カ
リウムとリン酸欠乏の影響を他の品種（もも
こりん、アルビレオ、ジョバンニ）で調査し
たところ、全ての品種においてリン酸欠乏条
件で越冬芽形成が観察された。一方、カリウ
ム欠乏は影響を及ぼさなかった。尚、微量元
素については顕著な表現型への影響は観察
されなかった。以上の結果から、必須栄養素



の中でもリン酸の欠乏が最も越冬芽形成を
誘導することが確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１必須栄養素欠乏による越冬芽形成誘導 
 
 
②緊縮応答による休眠調節機構の解析 
 
②-A RSH の機能解析 
 
リンドウ越冬芽から RSH遺伝子の単離を実

施し、２種の RSH（RSH1と CRSH）を得た。RSH1
はシロイヌナズナの AtRSH1 と高い相同性を
示 し 、 CRSH は Ca2+-activated RelA / 
spot-like protein(AtCRSH)と高い相同性を
示した。これら遺伝子を pTrcHis ベクター及
びpCold-ProS2ベクターを用いて大腸菌での
蛋白質発現を試みたが活性を有した蛋白質
作出には至らなかった。また、小麦無細胞系
を用いたが活性を検出できなかった。 
 
②-B リン酸欠乏時の緊縮応答経路の解析 
 
 リン酸欠乏による RSH1と CRSHの遺伝子発
現への影響を培養個体の shoot 及び root で
調査した（図２）。これら遺伝子の発現は、
リン酸欠乏条件（-P）において shoot と root
共に上昇が観察された。特に shoot での発現
レベルが高かったことから、以降の解析には
shoot を用いた。 
 

 
図２リン酸欠乏条件での shoot 及び root に
おける RSH1と CRSHの遺伝子発現 

リン酸欠乏による RSH1と CRSHの発現誘導が
リンドウに共通の現象であるかを確認する
ため、他の品種での挙動を確認したところ、
アルビレオ(Alb)、矢巾（Yah）でも同様の傾
向が見られたことから、リン酸欠乏に応答し
た RSH1と CRSHの発現上昇はリンドウに共通
の機構であることが明らかとなった（図３）。 
 

 
図３リン酸欠乏条件における RSH1 及び CRSH
の発現（品種間比較） 
 
 

図４植物の緊縮応答のモデル 
 
 
 図４に植物における緊縮応答の代謝経路
を示した。pppGpp から ppGpp を生産する酵素
である 5’-nucleotidase (NT5)と、GDP から
GTP を生産する酵素である nucleoside 
diphosphate kinase (NDK)について遺伝子を
単離し、リン酸欠乏による発現への影響を調
査した。その結果、リン酸欠乏条件において
NT5 の発現は上昇傾向にあり、NDK の発現は
下降傾向にあった（図５）。従って、リン酸
欠乏条件では ppGpp が蓄積し、緊縮応答が誘
導されることが推測された。 
 

 
図５リン酸欠乏条件における NT5及び NDKの
発現 
 



②-C RSH高発現体及び発現抑制体の作出 
 
形質転換体の作成にあたり、リンドウで既

に実績のあるNOSプロモーターとシロイヌナ
ズナADH由来翻訳エンハンサーを搭載したベ
クターを用いた。RSH1 及び CRSH の高発現体
では明確な表現型は観察されなかった（図
６）。尚、発現抑制体作出には VIGS を用いた
が、十分な発現抑制が見られなかったため解
析には用いなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６RSH1 及び CRSH 高発現体 
 
③RSH遺伝子のスプライシング制御の解析 
 RSH1 及び CRSH のゲノム配列を決定したと
ころ、RSH1は24個のエキソンから構成され、
CRSH は 6 個のエキソンから構成されていた。 
次世代シークエンサーを用いたRNA-seq解析
から、発現している全バリアントの検出を試
みた。その結果、RSH1 に関しては 13 種のバ
リアント(V1〜V13)が存在することが判明し
た。その殆どはフレームシフトによりストッ
プコドンが生じていたが、V11 のみが配列上
機能性バリアントであることが予想された。 
 リン酸欠乏による RSH1 バリアントのパタ
ーンを明らかにするため、通常条件で培養し
た個体とリン酸欠乏条件で培養した個体で
RSH1 の ORF をクローニングし、大腸菌 96 ク
ローンを用いてダイレクトシークエンスを
実施した。その結果、通常条件では約 80％が
WT であり、V1 と V7 が発現しているのに対し
て、リン酸欠乏条件では V1、V2、V7、V11、
V12、V13 が発現していた（図７）。V11 は機
能性バリアントと予想されることから、リン
酸欠乏時には本バリアントが何らかの機能
を示す可能性が示された。 
 

 
図７リン酸欠乏条件における RSH1 バリアン
トの発現 

 図７で見られた RSH1バリアントについて、
組織特異的なスプライシングが行なわれて
いる可能性がある。また、休眠導入との関与
を明らかにするため、圃場栽培されたリンド
ウの越冬芽を用いて RSH1 バリアントの検出
を行なった（図８）。10 月に採取した越冬芽
では、WT、V1〜V9 のバリアントが検出された。
それに対して、2 月に採取した越冬芽では、
WT、V1、V2、V4、V5、V10、V11 のバリアント
が検出された。V11 は 2 月の越冬芽でのみ検
出されたことから、休眠状態の変遷により
RSH1 による制御が変化する可能性が示され
た。また、V12 と V13 はリン酸欠乏条件での
み発現することが明らかとなった。 
 

 
図８圃場越冬芽における RSH1 バリアントの
発現 
 
 
本課題の成果から、緊縮応答の鍵遺伝子であ
る RSH1及び CRSHはリン酸欠乏条件で発現が
上昇することが明らかとなった。先行研究か
ら、リン酸欠乏によりリンドウは休眠導入す
ることが報告されている。従って、RSH を介
した緊縮応答が休眠に関与する可能性が示
された。形質転換体では明確な表現型は観察
されなかったが、RSH は ppGpp の合成と分解
の両方に作用することから（図４）、他の酵
素を含めた調節によりppGpp量の増加には至
らなかったのではないかと予想された。また、
RSH1 には 13 種のスプライシングバリアント
が存在しており、リン酸条件または組織によ
り発現パターンが変動することを突き止め
た。バリアントの中で V11 は機能性バリアン
トと予想され、本バリアントはリン酸欠乏時
または休眠状態の変遷時に発現することか
ら、リンドウの休眠制御に何らかの機能を示
す可能性が示された。今後、本機能性バリア
ントの詳細な解析を実施することで新たな
休眠調節機構が明らかになることが期待で
きる。 
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