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研究成果の概要（和文）：本研究ではこれまでに知られていないジベレリン（GA）信号伝達経

路の解析を行った。我々は植物に GA 刺激を与えると未知の信号伝達経路を介して細胞内カル

シウム濃度が上昇することを見出した。GA 信号伝達の抑制因子 DELLA と結合する転写因子

GAF1 を同定し解析した。DELLA は GAF1 のコアクティベーターとして GAF1 の標的遺伝子の

転写を促進することを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we analized a new gibberellin (GA) signal transduction pathway.  

We found that the concentrations of intracellular Ca2+ are increased through a new signaling pathway in 

response to GAs.  Furthermore, we found and analyzed a transcription factor GAF1 that specifically 

binds to DELLA proteins, negative regulators of GA signaling.  Our biochemical studies suggest that 

DELLA proteins promote target genes of GAF1 as coactivators of GAF1.  
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１．研究開始当初の背景 

ジベレリン（GA）は植物の成長に顕著な促進
作用を示す植物ホルモンである。GA 細胞内
信号伝達の研究は、分子遺伝学的手法により
大きく進展した。GA 受容により GA 受容体
が活性化されると、GA 信号伝達の抑制因子
DELLA タンパク質と E3 の結合が促進され、
DELLA タンパク質がユビキチン－26S プロ
テアソーム系により分解される。その結果、
DELLA タンパク質により抑制されていた因
子が機能し、GA 信号が伝達されると考えら

れる。GA の受容による負の制御因子の分解
という枠組みはオーキシンのそれと同一で
あり、GA 信号伝達の概要は解明されたかと
思われた。しかし、このモデルの中心となる
DELLA タンパク質の標的タンパク質が、未
だに同定されていない。さらに、このモデル
には過去に蓄積されてきた生理学的な知見
と合致しない点も認められる。例えば植物生
理学の教科書には GA 信号伝達において細胞
内 Ca2+の上昇や、プロテインキナーゼが関与
することが記述されている。ところが GA に
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よる DELLA タンパク質の分解には Ca2+シグ
ナリングもタンパク質のリン酸化も関与し
ていないとされていた。さらに生理学の実験
が予言した膜上の GA 受容体の存在は明らか
ではなかった。 

 

２．研究の目的 

我々は GA 内生量調節の転写制御系の解析を
行っている。これまでに bZIP型転写因子RSG

が GA 生合成酵素遺伝子を標的遺伝子とし
GA の内生量調節に関与していること明らか
にした。14-3-3 は RSG の Ser-114 のリン酸化
を認識して結合し RSG を細胞質に隔離する
ことでその機能を負に制御する。さらに RSG

の細胞内局在は GA 内生量によって制御され
ること、RSG の機能を阻害すると GA 合成酵
素遺伝子 NtGA20ox のフィードバック制御が
抑制されることを見いだした。さらに、GA

依存的に RSG の Ser-114 のリン酸化を触媒す
るキナーゼはカルシウム依存性タンパク質
キナーゼ（NtCDPK1）であることを明らかに
した。さらに我々は、これまで機能の実体が
不明であった DELLA が転写のコアクティベ
ーターとして機能すること、Ca2+阻害剤が GA

応答の一部を遮断することを明らかにした。
DELLA の標的タンパク質として新たに転写
因子 GAF1 を同定した。 

本研究では GA 信号伝達系の未知部分の解
明を目的とし、以下の研究を行う。 

①Ca2+依存的な GA 信号伝達系を解析する。
Ca2+依存的な GA 応答遺伝子を同定し解析す
る。Ca2+依存的な経路は DELLA を介する経
路と独立なのか、それとも DELLA の分解に
よりCa2+シグナリングの引き金が引かれるか
を調べる。 

②DELLA と相互作用する GAF1 の機能を解
析する。GAF1の標的遺伝子を同定し、DELLA

が GAF1 のコアクティベーターとして標的遺
伝子の活性化に関与するか調べる。GA によ
る GAF1 の機能制御を調べる。 

 

３．研究の方法 

①Ca2+と GA 信号伝達の解析 

Ca2+濃度指示薬または Ca2+センサータンパク
質を用いて GA 刺激受容後の Ca2+濃度変化を
調べる。すべての DELLA 遺伝子を欠損した
シロイヌナズナ五重変異体を用いて GA 依存
的な Ca2+濃度変化が DELLA に依存するか調
べる。 

②DELLA と相互作用する GAF1 の機能解析 

GAF1 の標的遺伝子を探索し、DELLA をコア
クティベーターとして GAF1 がその遺伝子の
発現を制御するかトランジェントアッセイ
により調べる。クロマチン免疫沈降法により
in vivo における GAF1 と標的遺伝子の結合
を調べる。BiFC 法と免疫沈降法により
DELLA と GAF1 の in vivo における相互作用

を調べる。GAF1 には相同性の高い遺伝子
GAF2 が存在するので gaf1 の表現型は穏やか
である。gaf1 gaf2 の二重変異体を作製し表現
型を解析する。 

 

４．研究成果 
①Ca2+と GA 信号伝達の解析 

これまで GA による Ca2+の一過的上昇は Ca2+

指示薬を用いて観察され、GA 投与後 5 時間
後とされてきた。GA 信号伝達のスイッチと
される DELLA の分解は GA投与約 30 分後に
観察されるので、Ca2+濃度上昇が GA 信号伝
達そのものに関与しているのか、単なる二次
的な応答なのかは判別できなかった。申請者
らはCa2+信号伝達阻害剤によりAtGA20ox1な
どの GA 生合成酵素遺伝子の GA による転写
調節が抑制されることを見出した。さらに
GA による RSG キナーゼ NtCDPK1 の Ca2+に
よる自己リン酸化は GA 投与後、1 時間以内
に起こることを明らかにした。これらの結果
は GA による Ca2+濃度上昇は GA 投与後に速
やかにおこり、GA 信号伝達に関与すること
を示唆する。Ca2+指示薬は有効な検出系だが、
動物細胞に最適化されている。そのため植物
細胞への取り込みには問題があると考え、
我々はCa2+センサータンパク質を発現する形
質転換シロイヌナズナを用いて細胞内Ca2+濃
度を測定した。その結果、GA 投与後数分で
細胞内 Ca2+濃度上昇が観察された。一方、不
活性型 GA の GA9-Me の投与では Ca2+濃度変
化は認められなかった。これらの結果は活性
型 GA 特異的に Ca2+濃度上昇が起こり、しか
もそれは DELLA の分解よりも明らかに早い
ことを示している。GA は DELLA の分解を
介さずCa2+濃度を上昇させることが示唆され
た。GA 信号伝達では DELLA の分解がスイ
ッチと考えられてきた。本研究で得られた結
果は DELLA に依存しない未知の GA 信号伝
達経路の存在を示唆しており、興味深い。今
後はすべての DELLA を欠損した五重変異体
やすべての GA 核内受容体を欠損した三重変
異体などを用いて GA 信号伝達経路における
Ca2+濃度上昇の経路を明らかにしてゆく予定
である。 

②DELLA と相互作用する GAF1 の機能解析 

DELLA は DNA 結合領域をもたず、転写にお
ける機能は不明であった。我々は DELLA は
酵母内で転写促進活性を示すことなどから、
DELLA は植物細胞内でも転写促進の機能を
有していると予想した。実際に一過的発現系
による解析で、GAF1 による AtGA20ox の転写
活性化は DELLA により著しく促進された。
したがって DELLA は PIF などの転写因子と
結合し機能を抑制するだけでなく転写のコ
アクティベーターとして機能すると考えら
れた。クロマチン免疫沈降法による解析の結
果、GAF1 は AtGA20ox と in vivo において結



合していることが明らかになった。また BiFC

法と免疫沈降法による解析の結果、GAF1 と
DELLA の結合は GA によって制御されてい
ることが明らかになった。 

GAF1 には相同性の高い遺伝子 GAF2 が存
在しており gaf1 の表現型は穏やかである。そ
こで gaf1 gaf2 の二重変異体を作製して解析
したところ、半矮性の表現型を示すことが明
らかになった。GA 欠損変異体 ga1-3 は矮性
をしめすが、GA 投与により表現型が回復す
る。しかし、gaf1 gaf2 二重変異体は GA を投
与しても成長の回復が認められなかった。こ
の結果は gaf1 gaf2二重変異体はGA感受性が
低下していることを示唆している。一方、
GAF1 過剰に発現する形質転換体は、野生型
植物に比べて顕著に背丈が高く、GA を投与
されたかのような形質を示し、GA 阻害剤に
耐性を示した（図）。 

 

これらの結果は GAF1 がこれまで知られてい
なかったメカニズムにより GA 信号伝達にお
いて重要な役割を果たしていることを示し
ている。 
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