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研究成果の概要（和文）：アブシシン酸（ABA）は、SnRK2タンパク質リン酸化酵素を活性化し、様々なタンパク
質をリン酸化する。申請者らは、SnRK2の相互作用タンパク質としてRaf36およびRaf22を同定し、これらがABA応
答を負に制御することを見出した。Raf36およびRaf22はSnRK2によって直接リン酸化され、タンパク質分解が促
進される。また、Raf36が通常時の植物の生長を促進することや、乾燥ストレス時に分解されて植物の成長を抑
制する働きを持つことを明らかにした。以上の結果から、今回発見したRaf型キナーゼとSnRK2は、植物の生長制
御とストレス応答のバランスを調節するモジュールを形成することが示された。

研究成果の概要（英文）：Abscisic acid (ABA) is a phytohormone essential for environmental responses 
and seed maturation in plants. ABA activates SnRK2 protein kinases, which phosphorylate various 
proteins to induce drought tolerance. We identified Raf36 and Raf22 as SnRK2-interacting proteins 
and found that they negatively regulate ABA responses. Raf36 and Raf22 are directly phosphorylated 
by SnRK2, and then they are degraded in plant cells. We also found that Raf36 promotes plant growth 
under normal conditions and that it suppresses plant growth by its degradation during drought 
stress. These results suggested that the Raf-like kinases and SnRK2 module balances between plant 
growth and stress response under drought stress.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： アブシシン酸　乾燥ストレス　シロイヌナズナ　リン酸化　プロテオーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
干ばつは世界の農業生産に莫大な損失を与えており、重要な農業問題の一つである。したがって、植物の乾燥ス
トレス応答は重要な研究課題となっている。これまで、植物の乾燥ストレス応答の研究では、主に乾燥ストレス
耐性を誘導する「ストレス応答」に主眼が置かれてきた。一方、本研究では、乾燥ストレス下における植物の生
長という新しい視点から解析を行い、植物の持つユニークな生長制御メカニズムを明らかにすることに成功し
た。この研究成果は、乾燥ストレス化における植物の生長制御の重要性を示すとともに、将来的に干ばつ条件下
における作物の生長や収量を維持するための技術開発につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アブシシン酸（ABA）は、植物の環境応答や

種子成熟に重要な植物ホルモンである。ABA
シ グ ナ ル 伝 達 系 の 主 要 部 は 、 受 容 体
（PYR/PYL）、タンパク質脱リン酸化酵素
（PP2C）およびタンパク質リン酸化酵素
（SnRK2）から構成されている（図１）。この
経路では、SnRK2 と呼ばれるタンパク質リン
酸化酵素（キナーゼ）が活性化し、様々なタン
パク質をリン酸化して ABA 応答を誘導する。
申請者は、これまでに ABA シグナル伝達にお
ける SnRK2 の役割を明らかにするなど、タン
パク質のリン酸化を中心に研究を展開してき
た。 
申請者らは、これまでに SnRK2 周辺のシグ

ナル伝達機構をさらに明らかにする目的で、
SnRK2 と相互作用するタンパク質を解析して
きた。その過程で、複数の機能未知な Raf 型キ
ナーゼを同定した。また、その一つである
Raf36 が SnRK2 と相互作用し、ABA 応答を負に制御することを見出した。そこで、Raf36 や
その近縁遺伝子群について逆遺伝学的解析および生化学的解析を進めることで、ABA シグナル
伝達系における SnRK2-Raf 複合体の機能を明らかにするとともに、ABA 応答の中枢因子であ
る SnRK2 の活性を制御する新規なメカニズムを解明し、植物の環境応答における SnRK2-Raf
複合体の重要性を提唱することを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、SnRK2 と相互作用する複数の Raf 型キナーゼの機能を明らかにすることで

ある。Raf 型キナーゼに着目したきっかけは、申請者らがリン酸化プロテオーム解析による
SnRK2の基質探索を行った際に、MAPKが検出されたことであった。この結果を受けて、SnRK2
と MAPK カスケードの関係を調べるため、シロイヌナズナに 80 種存在する MAPKKK 群を調
べた。相互作用に基づいたスクリーニングを行う目的で、コムギ胚芽抽出液の in vitro 翻訳系で
MAPKKK を合成して Alpha screen 法によって分析したところ、相互作用因子として同定され
たのはいずれも Raf 型キナーゼで、その中の一つが Raf36 であった。 
遺伝子破壊株を単離したところ、ABA 高感受性を示したことから、Raf36 が ABA 応答を負に
制御する可能性が示された。同じグループ C の Raf22 も Raf36 と同様の機能を持つことが示唆
されており、機能的冗長性が認められる（図 3）。さらに研究を進めており、Raf36 および Raf22
が SnRK2 によるリン酸化を受けることや（図 3）、SnRK2 の活性制御においてネガティブフィ
ードバックループを形成することなどを明らかにしつつある。以上のことから、グループ C Raf
は ABA シグナル伝達の中枢経路の中で、SnRK2 と直接的に関係する新規の制御機構を構成し
ている可能性がある。この点を明らかにすることが、本研究の「学術的な問い」であり目的であ
った。 
 
３．研究の方法 
申請者らは、ABA シグナルの主要因子 SnRK2 と複数のグループ C Raf が関係する証拠を得

ていたため、これらの Raf の ABA 応答における生理機能を明らかにするため、逆遺伝学的解析
を行った。すでに Raf36 および Raf22 については、機能的冗長性があり、ABA 応答を負に制御
することがわかっていた。他のグループ C Raf も機能的冗長性を持つ可能性があるため、掛合
せあるいは CRISPR/Cas9 を用いて多重変異体を作成した。その後、ABA 応答に関する表現型
（発芽試験、乾燥耐性および気孔閉鎖等）を解析し、グループ C Raf ファミリーによる ABA 応
答の制御範囲を推定した。 
 SnRK2とグループC Rafの相互作用の詳細を明らかにするため、酵母ツーハイブリッド（Y2H）
法や Alpha screen 法による解析を行うとともに、生体内での相互作用の確認として BiFC 法や
共免疫沈降法を用いて解析を行った。また、相互作用部位を解析するため、SnRK2 および Raf
のタンパク質断片を作成し、相互作用ドメインを決定した。 
 SnRK2 と Raf の関係を明らかにするために、SnRK2 と Raf を用いて in vitro リン酸化分析
を行った。キナーゼ同士で in vitro リン酸化反応を行うときには、自己リン酸化による影響を除
くためにどちらか一方を不活化しておかなければならないので、SnRK2 および Raf の kinase-
dead form を作成した。 
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 次に、Raf の上流および下流因子について検討し
た。まず、Raf の上流因子について、Raf をベイトと
した酵母ツーハイブリッド法や共免疫沈降法を用い
て、相互作用タンパク質を探索した。Raf がリン酸化
する下流因子については、リン酸化タンパク質の網
羅的解析、すなわちリン酸化プロテオーム解析が有
効である。シロイヌナズナ野生型、およびグループ C 
Raf の多重変異体や形質転換植物を用いてタンパク
質を抽出し、トリプシンで消化した後、酸化金属クロ
マトグラフィー法によってリン酸化ペプチドを濃縮
する。得られたサンプルを質量分析計で解析し、Raf
の標的タンパク質群を同定した。 
 
４．研究成果 
 Raf36 は、ABA シグナル伝達系の主要因子である
SnRK2 と相互作用するタンパク質として同定され
た。したがって、Raf36 は植物の ABA 応答に関与す
ることが示唆されたため、遺伝子破壊株を単離して

表現型解析を行った。また、Raf36 と近縁な Raf22 について
も同様の解析を行った。その結果、Raf36 や Raf22 遺伝子破
壊株では、ABA 存在下における発芽遅延や ABA 応答性遺伝
子が過剰に発現誘導されるなど、顕著な ABA 高感受性を示し
た。したがって、Raf36 および Raf22 は植物の ABA 応答を負
に制御することがわかった。 
 Raf36 と SnRK2 との関係を詳細に調べたところ、Raf36 と
SnRK2 が植物細胞内で相互作用していることや、SnRK2 が
Raf36 を直接リン酸化することが明らかとなった（図２）。同
様の結果が、Raf22 を用いた実験でも得られた。したがって、
Raf36 および Raf22 は ABA 存在下で SnRK2 によってリン酸
化修飾を受けることがわかった。 
 さらに解析を進めたところ、Raf36 は ABA 存在下で分解さ

れることを見出した。さらに、Raf36 が SnRK2 によってリン酸化
されると、分解が促進されることがわかった。したがって、Raf36
はストレスのない通常条件下において何らかの機能を果たしてお
り、ABA 存在下では分解されてその機能を失うタンパク質である
ことが示唆された（図３）。 
このことを裏付けるように、Raf36 の遺伝子破壊株はストレス

のない通常条件で生育させた際に、野生型に比べて個体サイズが
小さくなる表現型を示した（図４）。また、Raf36 のリン酸化基質
を調べるためにリン酸化プロテオーム解析を行って、野生型と
Raf36/22 遺伝子破壊株を比較したところ、Raf36 は通常条件下に

おいて様々なタンパク質をリン酸化していることが明らかとなった。 
以上の結果から、ABA は SnRK2 キナーゼを介して Raf36 の分解を調節していることや、

Raf36 が植物の生長を促進する働きを持つことが明らかとなった。では、植物において SnRK2
と Raf36 が協調して働くことにどのような意味があるのだろうか？通常条件下では、植物はエ
ネルギーの大部分を生長に使っているが、乾燥ストレスを受けるとそのエネルギーをストレス
応答に分配する必要がある。
Raf36 が分解されると生長が抑
制されるので、エネルギー分配
のバランスをよりストレス応答
に傾けることが可能になる。つ
まり、SnRK2 による Raf36 の制
御は、劣悪な生育条件において
積極的に生長を抑制し、ストレ
ス応答を強化していると考えら
れる（図５）。 
以上の研究成果は、2021 年 7

月に米国科学アカデミー紀要
（PNAS）に掲載されるととも
に、東京農工大学からプレスリ
リースが出された。 
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