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研究成果の概要（和文）：　植物は低温刺激を受けると、一過的なカルシウムイオン濃度上昇がみられる。この
カルシウムの一過的上昇に、機械刺激受容性カルシウムチャネルMCAが関与することが明らかとなった。また、
MCAは低温ストレス応答にも関わることが明らかとなった。
　また、カルシウムシグナルと低温シグナルをつなぐ因子として、カルモジュリン様タンパク質CML10, CML12が
関与することが明らかとなった。これらは低温シグナル因子ICE1と相互作用することで、低温ストレス応答に関
わっていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：    A transient increase in calcium ion concentration was observed, when 
plants are treated with cold stresses. Mechanosensitive calcium channel MCA is involved in this 
transient increase in calcium concentration. Moreover, MCA is also involved in low temperature 
stress responses.

    In addition, calmodulin-like proteins, CML10 and CML12, are involved as factors linking calcium 
signal and low temperature signal. These CMLs interacts with ICE1, a important transcription factor 
for cold signaling, to regulated cold stress responses.

研究分野： 植物分子生物学、植物生理学

キーワード： 植物　シグナル伝達　発現制御　カルシウム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、カルシウムシグナル伝達と低温シグナル伝達をつなぐことで、その詳細なメカニズムを明らかに
した研究である。植物がストレス応答に応じて放出カルシウムのパターン認識に関して、その詳細を明らかにす
る目的で研究を行った。植物に50種類あるカルモジュリン様タンパク質のうち、CML10, CML12が低温ストレス応
答に関わることを明らかにしたことで、カルシウムシグナルに関わる分子機構の一端を明らかにした研究であ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 植物は、機械刺激、ホルモン、病原菌、光、環境ストレスといった、様々な異なった刺激を
受けると細胞質内のカルシウム濃度を一過的に上昇させることが知られている。この一過的カ
ルシウムイオン上昇のパターンは、刺激ごとに異なっており、この刺激特異的、時間空間的な
パターンはカルシウムシグネチャと呼ばれている。この一過的カルシウムイオンの上昇は低温
刺激を受けた際にも見受けられ、低温刺激を受けた直後にのみ、鋭いピークが観察される
(Knight et al., Nature 1996)。 
 このカルシウムシグネチャを、植物がどのよう作り出すか、またそのシグネチャをどのよう
に解読しているかは、はっきりとは分かっていない。動物細胞においては、TRP (transient 
receptor potential)チャネルがカルシウムイオンのチャネルとして働くとともに、温度センサ
ーとして働いていることが示唆されている。その中でも TRPA1 は低温センサーであると考えら
れている。ただ、陸上植物には TRP に相同なタンパク質は存在しておらず、藻類であるクラミ
ドモナスには TRP と同様の機構があると考えられている。一方、イネにおいて、細胞膜および
小胞体膜に局在する COLD1 が低温センサーとして働くことが同定された(Ma et al., Cell 2015)。
この COLD1 は３量体 Gタンパク質共役受容体(GPCR)のうちのαサブユニットと結合して、低温
センシングのためにカルシウムチャネルを活性化するとともに、Gタンパク質の GTPase 活性を
促進することが明らかとなった。 
 このようにセンサーについては明らかにされつつあるが、低温ストレス応答時におけるカル
シウムシグナル伝達の詳細なメカニズムについては、まだ分かっていないことも多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、低温ストレス応答時におけるカルシウムシグナル伝達のメカニズムを明ら
かにするため、このシグナル伝達に関わる因子を同定するとともに、低温シグナル伝達にどの
ように関わるかを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）機械刺激受容性カルシウムチャネル MCA による低温ストレス応答 
 本研究では、機械刺激受容性カルシウムチャネルとして明らかになっている MCA の低温スト
レス応答における役割を明らかにする目的で、その変異体 mca1 および mca2 を用いた研究を行
った。具体的には、低温刺激に応じたカルシウム濃度の一過的上昇の違いを野生型、mca1 変異
体、mca2 変異体、mca1 mca2 二重変異体で調べた。また、これ
らの変異体が低温ストレス耐性に関わるかを調べるため、低温
に曝し、生存率および電解質漏出率を調べることで、凍結耐性
を調べた。また、低温シグナル伝達への影響を調べるため、低
温ストレス応答性遺伝子の発現評価を行った。野生型および
mca1 mca2 二重変異体を低温に曝し、3, 6, 12, 24, 72 時間後
にサンプリングを行った。これらの植物体から RNA を抽出し、
逆転写酵素を用いて cDNA を作製したのち、低温ストレス誘導性
遺伝子特異的プライマーを用いて RT-PCR を行った。 
 
（２）カルモジュリン様タンパク質による低温ストレス応答 
 低温シグナル伝達に関わるMYC型転写因子ICE1の相互作用因
子として、カルモジュリン様タンパク質(CML)を単離している。
この CML が低温ストレス応答および低温シグナル伝達にどのよ
うに関わるかを明らかにする目的で、その過剰発現体および
RNAi 体を用いた研究を行った。具体的には、CML10 過剰発現体
および CML10-RNAi 体を低温に曝し、生存率および電解質漏出率
を調べることで、凍結耐性を調べた。また、上述の通り、RT-PCR
を行い、低温シグナル伝達に関与するかを調べた。ICE1 と CML
との結合に関わる領域(CaMBD)を特定し、その結合領域の欠損変
異体を作製することで、ICE1 における CaMBD の重要性を明らか
にした。 
 
４．研究成果 
（１）機械刺激受容性カルシウムチャネル MCA による低温ストレス応答 
 低温ストレス刺激による細胞内カルシウム濃度が一過的に上昇する仕組みを明らかにする目
的で、カルシウムチャネルの１つである MCA に着目して研究を行った。まず、MCA が低温刺激
に応答した一過的カルシウム濃度の上昇に影響を及ぼすかを変異体を用いて調べたところ、
mca1 mca2 変異体ではカルシウム一過的上昇レベルが減少していた(図 1)。そこで、これらの変
異体の凍結耐性を調べたところ、mca1 mca2 変異体では低温ストレス感受性を示した(図 2)。こ
のことから、MCA が低温刺激に応答したカルシウムシグナル伝達および、そのシグナルを通じ
て低温ストレス耐性に影響を及ぼすことが明らかになった。低温シグナルにおいて、CBF/DREB1
を介したシグナル伝達経路が重要な役割を果たしているが、mca1 mca2 二重変異体では

図 1. 低温刺激による一
過的カルシウム上昇と
mca1 mca2 二重変異による
影響 



CBF/DREB1 およびその下流の低温ストレス応答性遺伝
子の発現には影響がなかったことから、MCA は
CBF/DREB1 とは違う経路を制御することで、低温スト
レス応答に関わっていることが示唆された。 
 
（２）カルモジュリン様タンパク質による低温ストレ
ス応答 
 ICE1 と相互作用する因子として CML10, CML12 が単
離された。CML10 の過剰発現体では低温ストレス耐性
を、CML10 および CML12 の発現量を低下させた RNAi 体
では低温ストレス感受性を示した(図 3)。また、
CBF/DREB1Aおよびその下流の低温ストレス応答性遺伝
子も過剰発現体では、その発現量が上昇しており、RNAi
体では減少していた。これらのこのことから、CML10
が低温ストレス応答において、重要な役割を果たすこ
とが示唆された。 
低温ストレス応答に関わるのが CML10 および CML12

であるかを確かめるため、cml12 変異体に CRISPR/Cas9
を用いて、ゲノム編集により、cml10 に変異を導入し
た、cml10 cml12 二重変異体を作出した。これは、CML10
および CML12 が非常に近接しているため、通常の交配
では二重変異体を作出することができないため、ゲノ
ム編集技術を用いた。この cml10 cml12 二重変異体を
用いて低温ストレス耐性を調べたが、野生型と同様で
あったことから、CML10, CML12 以外の CML も低温スト
レス応答に関わっていることが示唆された。シロイヌナ
ズナにおいて CML は 50 遺伝子あり、そのほかの CML が関
与していることが示唆された。 
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図 2. mca1 mca2 二重変異体は
低温ストレス感受性を示した。
(上)低温に曝した際の生存率。
(下)低温に曝した際の電解質
漏出率。漏出するほど、低温ス
トレスに弱いことを示す。 

図 3. CML10-RNAi体では低温
感受性を(上)、過剰発現体で
は低温耐性を(下)示した。 
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