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研究成果の概要（和文）：浸透圧ストレス応答は、乾燥などの様々な環境ストレスの初期応答として、重要なス
トレス感知メカニズムである。浸透圧ストレスは、キー酵素であるリン酸化タンパク質SnRK2を活性化する。そ
の後、植物の環境応答の要として重要な植物ホルモン、アブシジン酸（ＡＢＡ）の合成を促し、耐性付与を導
く。しかし、その浸透圧ストレスの感受機構は全く明らかになっていない。本研究では、SnRK2の活性を制御す
る低分子ペプチドに着目し、浸透圧応答に重要な初期の感受機構、とくに、細胞間シグナルを介した浸透圧スト
レスの初期応答に関わるペプチドシグナルの解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Osmotic stress responses are important mechanisms of early stress perception
 for adapting abiotic stress conditions including drought stress. One of the protein kinases, SnRK2,
 is a key phosphorylation enzyme, and activated by osmotic stress conditions. This activation leads 
to the accumulation of one of the important phytohormone, abscisic acid (ABA), and the acquisition 
of stress resistance in planta. However, there remain unclear the perception mechanism of osmotic 
stress conditions. In this study, we focused on one of the small peptides mediating the activation 
of SnRK2 protein kinase. We analyzed the perception mechanisms of early osmotic stress conditions. 
Especially we elucidated the peptide signaling mediating cell-to-cell communications in response to 
early osmotic stress responses.

研究分野： 植物の環境ストレス応答機構の解明

キーワード： 環境応答　植物ホルモン
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１．研究開始当初の背景 
浸透圧ストレス応答は、乾燥や塩ストレス

の初期応答として、細胞間シグナルを介して、
ストレスシグナルを素早く全身に伝達する
ストレス感受シグナルとして働く。このシグ
ナルは、葉の維管束柔組織で多く作られるア
ブシジン酸（ＡＢＡ）合成を促す（文献①）。
しかし、植物はどのように浸透圧ストレスを
感受し、維管束柔組織でのＡＢＡ合成を促し
ているのかは、全く分かっていない。 
一方、植物ホルモンのＡＢＡは、植物の環

境応答の要として重要な物質である。我々は、
これまでにこのＡＢＡによるシグナル伝達
機構を解析し、ＡＢＡ合成に重要な役割を果
たすキー酵素NCED3遺伝子の同定と機能解
析を行った（文献②）。またサブクラス III に
属する SnRK2 リン酸化タンパク質が、ＡＢ
Ａシグナルを制御する仕組みをリン酸化プ
ロテオーム技術などを用いて明らかにして
きた（文献③、④）。 
 
２．研究の目的 
浸透圧ストレスを感受し、ＡＢＡ合成を促

す初期応答のメカニズムは、今まで全く解析
されていない。近年、サブクラス I,II,III の
SnRK2 が NCED3 の発現制御に関わること
が報告されたが（文献⑤）、浸透圧ストレス
の感知、および SnRK2 の活性化に関わるキ
ー因子は、全く同定できていない。本研究で
は、浸透圧依存的に細胞外に放出される低分
子ペプチドに着目し、ペプチドシグナルによ
る浸透圧ストレスの感知メカニズムを詳細
に解析することを試みた。 
 
３．研究の方法 
浸透圧で活性化する SnRK2 は 10 遺伝子あ

り、３つのサブクラスに分類される。植物体
に合成ペプチドを外から加えSnRK2の活性化
を解析する。SnRK2 が活性化される場合、ペ
プチドは浸透圧ストレス感知の初期応答シ
グナルとしてSnRK2を制御していると考えら
れる。ペプチドと SnRK2 の相互作用、または
ハブ因子を介した複合体形成の可能性を検
討する。またペプチドシグナルは ABA の蓄積
も制御すると考えられる。ペプチド処理に依
存した ABA の蓄積量や、ABA がひき起こす気
孔の閉鎖、蒸散量の変化も解析する。これら
の研究を通して、ペプチドによる SnRK2 活性
化を介した浸透圧ストレス制御機構を解析
し、浸透圧ストレス感知を制御する分子メカ
ニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
 まずはじめに、ペプチドによる SnRK2 タン
パク質の活性化制御に関して研究を進めた。
ペプチドの RNAi 抑制変異体を作成し、浸透
圧ストレス時の SnRK2 の活性化に関して、ゲ
ル内リン酸化法を用いて解析を行った。
SnRK2は浸透圧処理後1分から10分以内の早
い段階で、タンパク質のリン酸化を介した活

性化がおこる。しかし、ペプチド抑制変異体
を用いた解析から、この早い SnRK2 の活性化
が抑制されていることを明らかにした。この
結果は、標的ペプチドが SnRK2 の上流で機能
していることを示すだけでなく、細胞内でお
こる素早いリン酸化シグナル伝達系も制御
していることを示す重要な結果を得たこと
になる。一方、SnRK2 は 10 遺伝子からなるフ
ァミリーを形成し、サブクラス I と II が浸
透圧応答、サブクラス III がＡＢＡ応答に関
わることが示されている。今回の実験から、
ペプチドは全てのSnRK2の活性を制御するこ
とが示唆されたことから、ペプチド-SnRK2 モ
ジュールは、細胞内での浸透圧応答における、
非常に初期で上流の制御因子群であるとい
う重要な知見となる結果を得ることに成功
した。 
 次にペプチドに結合する相互作用因子の
解析を行った。はじめにペプチドと SnRK2 と
の結合を検証したが、両者の直接的な結合作
用を見いだすことはできなかった。そこでハ
ブ因子を介したペプチドとの相互作用に関
して、研究を進めていくこととした。In 
silico データ解析を行い、候補タンパク質の
絞り込みを行った。その結果、候補遺伝子を
約 30 遺伝子に絞り込むことに成功した。そ
の後、SALK institute から候補遺伝子の遺伝
子破壊植物体の種子を取り寄せ、single およ
び double mutants ライブラリーを作成した。
このライブラリーを用いて、ペプチドおよび
SnRK2 タンパク質が制御する下流マーカー遺
伝子の発現変動を指標にすることで、相互作
用因子のスクリーニングを行うこととした。
マーカー遺伝子は、ＡＢＡ処理誘導性遺伝子
群の中から代表となる 3遺伝子に着目し、発
現解析を行った。その結果、１つの double 
mutant は乾燥ストレス処理において、マーカ
ー遺伝子の発現が顕著に低下していること
を明らかにした。これはこの mutant の原因
となる 2遺伝子が、ペプチド-SnRK2 シグナル
伝達系に関与していることを示唆する。この
2 遺伝子は受容体キナーゼであることからペ
プチド-受容体-SnRK2 複合体を形成すると考
えられる。 
 また、ペプチドのプロモーター領域と GUS
タンパク質を融合させた形質転換植物の解
析から、ペプチドは根や葉の維管束柔組織で
主に発現していることを明らかにした。これ
はペプチドがストレス依存的に細胞外に放
出され、根から市丈夫に移動しやすい組織で
機能している可能性を示唆する。これらの研
究を通して、ペプチドによる SnRK2 活性化を
介した浸透圧ストレス制御機構を解析し、浸
透圧ストレス感知を制御する分子メカニズ
ムの一端を明らかにすることに成功した。 
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