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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのDREB2Aは、脱水および高温ストレスに応答した遺伝子発現制御にお
いて重要な転写因子である。DREB2Aタンパク質は通常は速やかに分解されるが、ストレス下では安定化し、下流
遺伝子の発現を活性化させる。しかしながら、ストレスに応じたDREB2Aの安定性制御メカニズムは明らかになっ
ていなかった。
本研究では、DREB2Aの安定性がストレス依存的なリン酸化状態の変化によって制御されることを見出した。リン
酸化される配列の類似性と機能的保存性から、同様の機構が他の植物でも機能していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：DREB2A is a transcription factor that plays important roles in response to 
drought and heat stresses in Arabidopsis. While DREB2A is rapidly degraded under normal conditions, 
it is stabilized in response to these stresses to activate expression of downstream 
stress-responsive genes. However, the mechanism underlying the conditional changes of DREB2A 
stability in response to stresses remains to be elucidated.
In this study, we found that stress-dependent change of DREB2A phosphorylation enables stability 
regulation according to environmental changes. As an important sequence motif for phosphorylation is
 functionally conserved among angiosperms, similar regulatory mechanisms is expected to function in 
other angiosperms. 

研究分野：植物科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 乾燥や高温のストレスは、植物の生存を
脅かし、生産を著しく低下させる環境要因で
ある。環境破壊や気候変動によって、作物が
このようなストレスを受ける頻度は高まっ
ている。一方、シーケンス技術や育種技術が
急速に発達していることから、植物のストレ
ス耐性メカニズムの解明を実際の育種に生
かすことができる環境が整ってきている。植
物のストレス耐性メカニズムにおいて、遺伝
子発現の変化は重要なステップであり、シロ
イヌナズナ、イネ、ダイズにおいては、乾燥
や高温のストレスに応答して数千の遺伝子
の発現が誘導される（文献①）。このとき、
発現誘導を担っているのがストレス応答性
の転写因子であり、これらの転写因子が活性
化されることが、初期応答の重要な反応であ
る。例えば乾燥や高温への応答では、
AREB/ABF転写因子群のABAに応答したリン酸
化制御、HSF 転写因子群の HSP90 による核移
行制御がそれぞれ明らかになっている（文献
②③）。 
 
(2) DREB2 型転写因子は陸上植物で保存され
た転写因子で、シロイヌナズナの DREB2Aは、
乾燥、高温の両方に応答した遺伝子発現応答
で、重要な機能を担っていることが明らかに
なっている。過去および申請者らの研究で、
DREB2A は通常の条件下で安定性が極めて低
いこと、DREB2A 内に存在する負の活性調節領
域(NRD, Negative Regulatory Domain)が、
DREB2A の分解を促進していること、乾燥また
は高温のストレスを受けることで安定性が
上昇して核内に蓄積すること、このような蓄
積量の上昇が下流遺伝子誘導にとって重要
であることが明らかになった（文献④-⑥）。
一方で、申請者らは、イネやダイズにおける
DREB2 型転写因子を単離・解析し、これらの
植物においても DREB2A オルソログが乾燥、
高温の両ストレス下で機能していることを
明らかにしている（文献⑦⑧）。ストレスに
よる DREB2A オルソログの安定化が植物間で
保存された重要なステップである可能性が
示唆される一方、このようなストレスに応答
した安定化がどのようなメカニズムで起こ
っているのかは全く明らかになっていなか
った。 
 
２．研究の目的 
(1) NRD による DREB2A タンパク質の分解促進
の分子機構を明らかにする。さらに、ストレ
スによりこの分解系が制御されるメカニズ
ムを明らかにし、上流の解明につなげる。 
 
(2) NRD 以外のドメインが DREB2A タンパク質
の分解に関わっている可能性を検証する。ま
た、見出したドメインがストレスによる安定
化に関与する可能性を検討する。 
 
(3) 以上で見出した安定性制御メカニズム

が、他の植物でも機能するかどうか検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) DREB2Aのオルソログの配列を収集して配
列を比較し、保存されているドメインやモチ
ーフを見出した。保存されているドメインを
欠失した DREB2A 断片、保存されているモチ
ーフに点突然変異を加えた変異型 DREB2A を
作出し、一過的発現系を用いて活性や安定性
を比較した。また、これらの DREB2A 断片や
変異型 DREB2A を発現する形質転換シロイヌ
ナズナを作出し、通常条件下およびストレス
条件下での導入した DREB2A タンパク質の安
定性や下流遺伝子の発現を調べた。さらに、
これらの形質転換シロイヌナズナの表現型
についても解析した。 
 
(2) 以上の解析から NRDがリン酸化されてい
る可能性が見いだされたため、通常条件下お
よびストレス条件下における野生型 DREB2A
および上述の変異型 DREB2A について、リン
酸化レベルを解析した。また DREB2A のリン
酸化についての知見を得るために、全長
DREB2A および DRE2A の断片を基質とし、シロ
イヌナズナの核タンパク質による in vitro
リン酸化系を用い、リン酸化部位を決定した。
また、プロテインキナーゼ阻害剤を用い、
DREB2A をリン酸化するプロテインキナーゼ
の絞り込みを行った。 
 
４．研究成果 
(1) DREB2Aオルソログの配列を比較した結果、
DNA 結合ドメイン以外にも、保存されたモチ
ーフが存在していることが明らかになった。
NRD に相当する部分では、Ser/Thr のクラス
ターおよび酸性アミノ酸を含む親水性配列
が保存されていた。この保存配列を欠いた変
異型 DREB2A について、一過的発現系や形質
転換体を用いて解析した結果、この保存配列
が NRDの機能にとって重要であることが明ら
かになった。そこで、このクラスター内のア
ミノ酸残基に点突然変異を導入し、これらの
変異型 DREB2A についても一過的発現系や形
質転換体を用いた解析を行った結果、特に
Ser/Thr のクラスターに同時に変異を導入し
たときに効果が大きく、Ala 置換では DREB2A
タンパク質の安定性が上昇し、形質転換体に
おいては下流遺伝子の発現が活性化して、高
温ストレス耐性が向上した。一方、Asp 置換
では DREB2A タンパク質の安定性はあまり上
昇せず、形質転換体においては下流遺伝子の
発現も野生型 DREB2A を発現した場合と同様
に維持されて、高温耐性の向上も見られなか
った。以上の結果から DREB2A の NRD に依存
した安定性制御においては、保存された
Ser/Thr クラスター配列が重要であることが
示された。さらに、これらの Ser/Thr がリン
酸化されている可能性が示された。 
 
(2) DREB2Aがリン酸化されている可能性につ



て検証するため、in vivo でのリン酸化レベ
ルを調べた。その結果、DREB2A は通常時はリ
ン酸化されていること、前述の Ser/Thr クラ
スターがリン酸化に重要であることが示さ
れた。またプロテアソーム阻害剤を用いた実
験から、DREB2A はリン酸化により不安定化さ
せる可能性が見いだされた。実際に、in vitro
実験系において、DREB2A はリン酸化されるこ
とが示され、さらに質量分析計を用いた解析
の結果、NRD 内のいくつかの Ser/Thr がリン
酸化サイトとして同定された。プロテインキ
ナーゼ阻害剤を用いた解析から DREB2A はカ
ゼインキナーゼ 1 (CK1)によってリン酸化さ
れることが示唆された。さらに、植物体への
CK1の選択的阻害剤処理によりDREB2Aのリン
酸化が阻害され、DREB2A の安定性が向上した。
したがって、NRD におけるリン酸化が DREB2A
の分解を促進していることが示唆された。 
 
(3) ストレス条件下での DREB2A のリン酸化
レベルを調べた結果、高温時に蓄積する
DREB2A は非リン酸化型であることが明らか
になった。以上の結果から、高温ストレス下
では DREB2A のリン酸化レベルが低下し、そ
の結果、リン酸化に依存した分解が機能しな
くなって DREB2A が安定化して蓄積するとい
う安定性制御メカニズムの存在が示唆され
た。 
 
(4) 保存配列を欠いた DREB2A 断片の解析か
ら、NRD 以外の複数の保存配列が通常時の
DREB2A の分解に関わっていることが示唆さ
れた。また、高温ストレス下では上述の NRD
のリン酸化を介した分解系だけではなく、別
の保存配列を介した分解系も不活性化され
る可能性が見いだされた。DREB2A のストレス
に応答した安定化には NRDを介した制御系を
含む複数の経路が関与していると考えられ
る。 
 
(5) これまで、通常時は不安定な DREB2A が
ストレスシグナルを受けて安定化する機構
は不明であった。本研究により、NRD はリン
酸化レベルに依存して条件的に分解制御で
きる配列であること、高温ストレスのシグナ
ルはNRDのリン酸化レベルの低下という形で
DREB2A に伝わって安定化させることが明ら
かになった。今回 DREB2A のリン酸化に関わ
るプロテインキナーゼについて手掛かりが
得られたことから、今後、ストレスによって
NRD のリン酸化レベルが低下する機構につい
ての解明が進み、高温ストレスの受容や伝達
に関わる初期応答の上流機構の解明につな
がると期待される。 
 
(6) 一方で、NRD を介した制御系を含む複数
の経路が DREB2A の安定性制御に関与してい
ることも示唆された。今後これらの制御系が
細胞内のどのような変化にそれぞれ応答し
ているのかを明らかにしていくことで、植物

がストレスシグナルをどのように感じ、統合
しているかを明らかにする研究につながる
と期待される。 
 
(7) NRD 内のリン酸化配列は被子植物内で保
存されており、実際にダイズ等でもこの配列
が DREB2A の分解を促進することを明らかに
している。したがって、本研究で得られた知
見は、被子植物一般に適用できると考えられ、
例えばリン酸化部位をターゲットにしたゲ
ノム編集等により、作物のストレス耐性を向
上できる可能性がある。 
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