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研究成果の概要： 
植物は、温度や水分環境の変化に応答して自らの生育や生理状態を変化させる
ことにより、厳しい生育環境にも耐えることができるようになる。本研究課題
では、高温・水分ストレス応答で働く転写因子DREB2Aについて、それを活性化
させる仕組みについて明らかにするとともに、高温・水分ストレス応答におけ
る標的遺伝子を探索し、ストレス耐性遺伝子の発現制御ネットワークを分子レ
ベルで明らかにする。  
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１．研究開始当初の背景 
 移動の自由のない植物は、温度変化や乾燥
などの環境ストレスを絶えず受け、その生存
を脅かされている。植物はこれらの環境の変
化をいち早く感じ取り、環境に適応する応答
機構を進化の過程で獲得してきたものと考
えられる。植物の持つ環境ストレス応答機構
に関しては、米国やフランス、スペイン、ド
イツ等多くの国々で遺伝子レベルの解明を
目指した研究が進められている。また、近年
の地球環境の悪化により、今後、環境耐性作
物の開発の必要性が高まるとの考えから、モ
ンサント等の多国籍企業によって耐性作物
の開発を目指した研究が盛んに行われてい

る。一方、最近では韓国や中国等においても、
環境耐性作物の分子育種を目指した植物遺
伝子の研究論文が多数発表されている。 
 私たちはこれまでに環境因子として主に
乾燥を取り上げ、乾燥ストレスによって誘導
される植物の遺伝子群の機能や発現制御を
解析してきた。その結果、乾燥や低温ストレ
スによる遺伝子発現を制御するシス因子は
A/GCCGACをコアとするDRE配列であるこ
とを明らかにした（Plant Cell 6, 251-264, 
1994）。また、この DREに結合して転写を活
性化する転写因子の遺伝子 DREB を単離し
たが、DREBには DREB1と DREB2の２種の
遺伝子ファミリーがあり、DREB1 は主に低
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温ストレス応答で働き、DREB2 は乾燥や塩
などの水分ストレス応答で働くことを示し
た（Plant Cell 10, 1391-1406, 1998）。DREB1
遺伝子に関しては、私たちと米国のグループ
により低温時における分子レベルの機能解
析が詳細に進み、多数の論文を報告している。
また、DREB1 遺伝子を高発現することで、
植物に高いレベルのストレス耐性を付与す
ることも示された（Plant Cell 10,1391-1406, 1998; 
Science 280, 104-106, 1998; Nature Biotech. 17, 
287-291, 1999）。 
 一方、水分ストレス応答で働く DREB2A
に関しては、DREB2A タンパク質の活性化
に翻訳後の修飾を必要とするため、その機能
解析が遅れていた。私たちはこれまでに、
DREB2A の活性化には翻訳後の修飾を介し
たタンパク質の安定化が関与していること
を明らかにした（Plant Cell 18, 1292-1309, 
2006）。また、DREB2Aは水分ストレス応答
ばかりでなく高温ストレス応答でも重要な
機能を果していることも示した（PNAS 103, 
18828-18833, 2006）。そこで、本研究課題で
は、高温や水分ストレス応答で働くDREB2A
の活性化に重要なストレス時のタンパク質
の安定化の機構について明らかにするとと
もに、DREB2A が重要な機能を示す高温や
水分ストレスによる遺伝子発現の制御ネッ
トワークを分子レベルで解明する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では２年間の研究期間中に、高温
や水分ストレス時のDREB2Aタンパク質の
安定化の機構について解析して、DREB2A
の活性化の分子機構を明らかにする。また、
転写因子 DREB2A を起点として、高温と水
分ストレス応答における標的遺伝子を明ら
かにするとともに、それぞれのストレス応
答で働く上流因子の同定を試みることによ
り、DREB2A を中心とした環境ストレス応
答の転写制御ネットワークの全貌を明らか
にする。 
 これまでに、DREB2A の転写活性化阻害
ドメインをベイトとして、E3 リガーゼをコ
ードする遺伝子が単離されている。この E3
リガーゼの DREB2A の分解における役割を
明らかにして、ストレスによる DREB2A タ
ンパク質の安定化の機構を解明する。また、
DREB2A 転写活性化阻害ドメインはセリン
やスレオニンに富んだ領域であるため、この
領域のリン酸化によって DREB2A の構造の
変化を引き起こすことにより、活性化を調節
していることが考えられる。そこで、この転
写活性化阻害ドメインのリン酸化について
検討して、活性化との関係を明らかにする。
また、リン酸化に関与するタンパク質キナー
ゼの同定を試みる。さらに、マイクロアレイ
法によって DREB2A 遺伝子の欠損変異体や

活性型 DREB2A を過剰発現した植物体を解
析することにより、高温または水分ストレス
時に DREB2A によって制御される標的遺伝
子を明らかにする。それぞれのストレスによ
って誘導される標的遺伝子を選びそのプロ
モーター領域を解析することにより、高温ス
トレスと水分ストレスによる遺伝子発現に
おける DREB2A 遺伝子の役割の相違点と類
似点を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) DREB2Aタンパク質の活性化機構の探索 
① 相互作用するタンパク質の機能同定：こ
れまでに酵母のツーハイブリッド法を用い
て、DREB2Aの活性化を阻害するドメインと
相互作用するタンパク質としてE3リガーゼ
をコードする遺伝子を単離した。このE3リガ
ーゼ遺伝子の発現をノーザン法や定量PCR
法を用いて解析する。さらに、GUSやGFP等
のリポーター遺伝子を用いて組織特異性や
細胞内の発現の特異性を明らかにする。また、
大腸菌や酵母を用いてDREB2AとこのE3リ
ガーゼタンパク質を合成して、プルダウン解
析によって結合性を確かめる。さらに、これ
らの合成タンパク質を用いてin vitroのユビ
キチン化実験を行い、DREB2Aのユビキチン
化を確かめる。一方、このE3リガーゼ遺伝子
を植物内で過剰発現したり、RNAiにより発
現を抑えた組換え植物を作出してその表現
型を解析する。また、このE3リガーゼ遺伝子
に関してT-DNA等によってタグされた遺伝
子破壊株を収集してその表現型を解析する。 
 E3リガーゼ遺伝子を導入して表現型が見
られた組換え体や遺伝子破壊株中で発現が
変化している遺伝子群を同定するため、マイ
クロアレイ解析を行う。特に高温や水分スト
レス誘導性遺伝子の発現の変化に注目して
解析を行い、DREB2Aタンパク質の安定化に
おけるこのE3リガーゼの働きを明らかにす
る。一方、DREB2Aのストレス時の修飾を確
かめるために、前年度に作製した標識された
DREB2Aを過剰発現する植物体をストレス
処理した後、DREB2Aタンパク質を精製して
その分子量をストレス処理前と比較する。ト
ランジェント発現系またはツーハイブリッ
ド法で単離され、DREB2Aの活性化と関連が
認められた遺伝子に関して、形質転換体を用
いて過剰発現したり、RNAi法を用いて逆に
発現を抑えた植物体を作製する。得られた形
質転換体に関して、その形態やストレスに対
する応答性、DREB2Aの標的遺伝子の発現な
どを解析して、DREB2Aの活性化との関係を
明らかにする。 
 
② リン酸化による活性化の可能性の検討： 
T87 培養細胞のプロトプラストを用いたトラ
ンジェント発現系で明らかにされた



 

 

DREB2Aの活性化ドメインはC末端側の酸性
アミノ酸よりなる領域で、活性化を阻害する
ドメインは N 端側のセリンやスレオニンに
富んだ領域であることが示されている。この
ため、リン酸化によって DREB2Aの構造の変
化を引き起こすことにより、活性化ドメイン
の働きを調節していることが考えられる。そ
こで、DREB2Aタンパク質のセリンやスレオ
ニンに富んだ領域にアミノ酸の置換変異を
加えたコンストラクトを作製して、T87 培養
細胞によるトランジェント発現系を用いて
転写活性化を測定する。また、この時ツーハ
イブリッド法によって単離した E3 リガーゼ
遺伝子を同時に加えリポーター遺伝子の活
性を測定することにより、DREB2Aタンパク
質の安定化と活性化の関係を明らかにする。
また、大腸菌や網状赤血球の抽出液系で合成
した DREB2Aタンパク質を用いて、ストレス
処理したシロイヌナズナの抽出液やストレ
スで活性化される種々のタンパク質キナー
ゼとゲル内リン酸化実験や試験管内のリン
酸化実験を行いリン酸化による DREB2A の
転写活性化の制御の可能性を検討する。さら
に、GST 等で標識した DREB2A をシロイヌ
ナズナ中で過剰発現する。次年度はこの植物
を用いて、DREB2Aのストレス時の修飾に関
して解析する。 
 
③ DREB2Aと相互作用する新規タンパク質
の同定：酵母のツーハイブリッド法を用いて、
DREB2Aの活性化阻害ドメインと相互作用
するタンパク質を単離する。DREB2Aの活性
化阻害ドメインをベイトして、ストレス処理
していないコントロールのシロイヌナズナ
や乾燥や塩や高温ストレス処理したシロイ
ヌナズナから調整したcDNAライブラリーを
酵母のツーハイブリッド法でスクリーニン
グする。得られたクローンをT87細胞のプロ
トプラストを用いたトランジェント発現系
で解析することで、DREB2Aの活性化への関
与を明らかにする。 

 
(2) 活性型DREB2A形質転換体やDREB2A破
壊株を用いた標的遺伝子の解析 
 これまでに、DREB2Aの活性化阻害ドメイ
を欠失した活性型の DREB2A をシロイヌナ
ズナ中で過剰発現すると DREB2A の標的遺
伝子の発現が見られ、乾燥や高温ストレスに
対して高い耐性が得られることを示した。ま
た、DREB2A 遺伝子のコード領域に T-DNA
が挿入された欠失変異体を２ライン得てい
る。そこで、シロイヌナズナの 22kのオリゴ
マイクロアレイを用いて、DREB2Aの過剰発
現体や欠失変異体で発現が変化する遺伝子
群を探索し、ノーザン法や定量 PCR 法によ
りこれらの発現の変化を確認する。一方、同
様に生育させた野生株のシロイヌナズナを

用いてマイクロアレイ解析を行い、乾燥や高
温ストレスによって発現が変化する遺伝子
群を探索する。これらの遺伝子群を比較する
ことで DREB2A の直接の標的遺伝子群を明
らかにする。これらの直接の標的と考えられ
る遺伝子群から、典型的な乾燥ストレスによ
って誘導される遺伝子と高温ストレスによ
って誘導される遺伝子を選び出しプロモー
ター領域を単離する。 
 シロイヌナズナの形質点転換体を用いて、
前年度同定された DREB2A の直接の標的遺
伝子群から選抜された乾燥誘導性遺伝子と
高温誘導性遺伝子のプロモーター解析を行
う。これらのプロモーター中に存在する DRE
配列とさらにそれと強調して働く他のシス
因子が存在するのか明らかにする。また、
DRE 配列の周辺配列の特異性についても検
討する。 
 
(3) イネとトウモロコシのDREB2A相同性遺
伝子の機能解析 
 イネとトウモロコシから単離している
DREB2A相同性遺伝子を用いて、その転写活
性化の制御機構を解析する。シロイヌナズナ
やイネの培養細胞のプロトプラストを用い
たトランジェント発現系を利用して、イネと
トウモロコシから得られている DREB2A 相
同性遺伝子の転写活性化の制御機構を解析
して、シロイヌナズナの DREB2Aと比較する。
また、得られた活性型の DREB2A遺伝子をシ
ロイヌナズナやイネに導入する。次年度は、
その形態を観察するとともに、マイクロアレ
イを用いてターゲット遺伝子を解析して、シ
ロイヌナズナの DREB2Aと比較する。また、
シロイヌナズナで得られている DREB2A の
乾燥や高温ストレスによる活性化機構が植
物に普遍的であるかどうか調べることによ
りその重要性を明らかにする。 
 活性型のイネとトウモロコシの DREB2A
相同性遺伝子を導入して得られたシロイヌ
ナズナの形質転換体を用いて、その形態の
変化と導入遺伝子の発現レベルの関係を明
らかにする。また、乾燥や高温や低温スト
レスに対する耐性を試験する。さらに、マ
イクロアレイ法によりこの形質転換体中で
発現の変化した遺伝子を解析して、シロイ
ヌナズナの DREB2A の標的遺伝子との関
連性を明らかにする。これらの結果から、
イネやトウモロコシのDREB2A相同性遺伝
子がシロイヌナズナの DREB2A と同様に
機能するかどうかを明らかにする。高温や
水分ストレスによる DREB2A を介した遺
伝子発現制御やシグナル伝達系の植物種間
での相同性や相違点を示して、ストレス応
答での DREB2Aの重要性を明らかにする。 
 
 



 

 

４．研究成果 
(1) DREB2Aタンパク質の活性化機構の探索
では、これまでに単離した E3 リガーゼをコ
ードする遺伝子に関して解析を行い、DRIP1
と名付けた。DRIP1 タンパク質は特異的に
DREB2A タンパク質を認識してユビキチン
化することを in vitroの系を用いて示した。ま
た、DRIP1遺伝子はシロイヌナズナの葉や根
等の植物体中で構成的に発現すること、タン
パク質は核中に存在することを GUS や GFP
等のリポーター遺伝子を用いて示した。さら
に高発現体を用いて DREB2A の標的遺伝子
の発現に変化があることを見いだした。一方、
活性型 DREB2A形質転換体や DREB2A破壊
株を用いて DREB2A の標的遺伝子群の解析
を行い、過剰発現体で強く発現し破壊株で弱
く抑えられる遺伝子群をマイクロアレイや
定量 PCR法で同定した。これらの遺伝子はプ
ロモーター中に DREB2A の結合配列である
DREを持っており、直接の標的遺伝子と考え
られた。 
 DREB2A を不安定化していると考え
られる E3 リガーゼの遺伝子を過剰発現
あるいは破壊したシロイヌナズナを用
い、乾燥誘導性遺伝子の発現を解析した。
遺伝子破壊株では、ストレスのないとき
にも乾燥誘導性遺伝子が発現していた。
乾燥に応答した遺伝子発現は、過剰発現
株では遅延したが、逆に遺伝子破壊株で
は強くなっていたことから（図１）、こ
の E3 リガーゼは、乾燥応答性遺伝子の
発現を負に制御していることが明らか
になった。この機構は、乾燥ストレスへ
の迅速な応答を可能にしていると考え
られる（図２）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ DRIP の機能欠損による乾燥耐性の獲
得。２つの DRIP 遺伝子の機能が欠損した
drip1 drip2変異株（右端）は、野生型株（左
端）と比較して、乾燥処理１週間後の生存率
が高かった。乾燥処理は、２週間灌水を停止
することで行った。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ DRIP が乾燥ストレス応答を負に制御
するしくみのモデル。DREB2Aタンパク質は
乾燥ストレスがないときでも合成されてい
るが、DRIPが DREB2Aに分解経路に向かう
標識（ubi）を付加し、分解装置（26Sプロテ
アソーム）における分解を促進することで、
ストレス応答とそれに伴う生育阻害が抑制
される。一方、ストレスが生じたときは、 未
知の機構により活性化された DREB2A がた
だちに蓄積して標的遺伝子を発現させるこ
とで、ストレス応答が引き起こされる。シロ
イヌナズナはこの機構により、急激な環境変
化に対する素早い応答と、通常条件における
ストレス応答経路の抑制を両立していると
考えられる。 
 
(2) DREB2A 下流遺伝子の発現調節機構
を調べるため、DREB2A の標的遺伝子か
ら乾燥または高温特異的に発現する遺
伝子を選抜し、プロモーターに特異性を
決める配列が存在するかどうか検討し
た。レポーター遺伝子を用いた解析の結
果、DREB2A の結合配列である DRE を
含む 50 塩基対程度の断片内に特異性を
決める配列が存在していることがわか
った。  
 
 (3) トウモロコシから単離した DREB2A相
同性遺伝子である ZmDREB2A を用いて、そ
の転写活性化の制御機構を解析した。
ZmDREB2Aは DREB2Aと異なり、完全長の
cDNA をシロイヌナズナ中に導入することで
転写活性能を示した。トウモロコシ中での発
現を詳細に解析すると、ストレスのない状態
ではスプライシングされていない mRNA が
蓄積していること、ストレス時には成熟した
mRNAが増加することが示され、ストレス時
のスプライシングが遺伝子発現に重要な機
能を果たしていることが示された。 
 イネやトウモロコシの DREB2A 相同
遺伝子は、シロイヌナズナの DREB2A
とは対照的に、プロトプラスト一過的発
現系では活性型であった。これらの遺伝
子をシロイヌナズナで過剰発現させた
と こ ろ 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 活 性 型



 

 

DREB2A の場合と同様に、導入遺伝子の
発現レベルに相関して生育が遅延し、乾
燥あるいは高温誘導性遺伝子の発現が
認められた。これらのことからシロイヌ
ナズナとイネ科植物では DREB2A 相同
遺伝子の活性調節機構は違っているが、
標的の決定機構は共通である可能性が
示唆された。  
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