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研究成果の概要（和文）：  
イネにおいてシスゼアチン(cZ)はトランスゼアチンと同様の濃度で主根伸長阻害効果を持ち、
サイトカイニン応答性遺伝子の発現も誘導することを示した。また、３種の cZ配糖化酵素遺伝
子をイネから同定し、この過剰発現体の解析からイネの正常な成長に cZ 活性が重要な役割を持
つことを明らかにした。さらにサイトカイニンの受容体の少なくとも一部は細胞膜ではなく小
胞体膜に存在することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have demonstrated that cZ inhibits seminal root elongation and to up-regulates 
cytokinin-inducible genes, and its activities were comparable to those of tZ. We 
identified three rice cZ-O-glucosyltransferases and found that their overexpressors 
exhibited short shoot phenotypes, delay of leaf senescence, and decrease in crown 
root number. These results strongly suggest that cZ activity has a physiological 
impact on growth and development in rice. We demonstrated that a part of cytokinin 
receptors are localized in endoplasmic reticulum membrane.  
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１．研究開始当初の背景 
サイトカイニンは植物細胞の分裂と分化の
制御に加え、葉の老化や頂芽優性、シンクサ
イズの調節やストレス耐性など、農学的見地
からも重要な植物ホルモンである。サイトカ
イニンはアデニン環の 6位の窒素原子にプレ
ニル側鎖が縮合した構造を持つが、側鎖構造
に多様性があり、イソペンテニルアデニン

（iP）、トランスゼアチン（tZ）、シスゼアチ
ン（cZ）、ジヒドロゼアチン（DZ）などが知
られている。 
 近年のシロイヌナズナのサイトカイニン
受容体研究の知見から、iP と tZ は高活性サ
イトカイニンとして機能するものの、cZにつ
いてはごく低活性、もしくは不活性型である
と理解されてきた。また cZ は、シロイヌナ
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ズナにおける内生量もごく少ないことから、
これまでほとんど注目されてこなかった。し
かし最近の研究から、イネやトウモロコシな
どの単子葉植物では、サイトカイニン内生量
の 90％程度を cZ 型のサイトカイニンが占め
ることや、トウモロコシのサイトカイニン受
容体の中には cZ を認識するものも報告され
たことから、cZ はイネ科単子葉植物では何ら
かの生理的役割をもつと推測された。シロイ
ヌナズナにおいては tRNA の修飾に関わる
tRNA-IPT 機能欠失変異体で cZ が消失するこ
とから、tRNA 修飾塩基由来であり、tZ との
相互変換はほとんどないと理解されている
が、イネ、トウモロコシにおける cZ 蓄積量
はシロイヌナズナの 100倍程度に及ぶことか
ら、tRNA 修飾塩基由来だけでは説明が困難で
ある。つまり、イネ科植物の cZ 代謝系には
未知の部分が隠されていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では未だその生理機能が理解さ
れていないサイトカイニン分子種であるシ
ス型ゼアチン(cZ)に注目し、その代謝システ
ムを明らかにするとともに、側鎖構造の多様
性が持つ生理的意義に迫ることを目的とし
た。単子葉モデル植物としてイネを用い、cZ
の生合成経路を明らかにする。また、イネと
トウモロコシのサイトカイニン受容体の解
析により、cZを認識する受容体とその細胞内
局在を明らかにする。さらにすでに機能を同
定しつつある cZ 配糖化酵素 cZOGT 発現を改
変した形質転換イネ植物体の詳細な解析に
より、cZ が持つ生理機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）cZ 代謝システム解析 
cZ のイネ細胞内での代謝動態については、安
定同位体ラベルされた cZR と tZR をそれぞれ
独自に合成し、投与後の代謝物の変換と蓄積
様式を調べることで tZ-cZ間での変換経路の
有無や、cZの配糖化に関する知見を得る。 
（２）cZ のサイトカイニン活性検討 
イネにおける cZ のサイトカイニン活性検討
については、主根長への影響を指標に解析を
する。またサイトカイニン誘導性遺伝子の発
現への効果を tZ 等と比較する。 
（３）cZOGT の機能解析 
cZ の不活化に働くと予想される
O-glucosyltransferase 遺伝子（cZOGT）を同
定し、その発現様式や酵素機能を明らかにす
る。また、それらの過剰発現形質転換イネを
作出し、表現型の解析を行う。 
（４）サイトカイニン受容体解析 
イネのサイトカイニン受容体については、酵
母の sln1変異体の機能相補テストを利用し、
サイトカイニン分子種のリガンド指向性を
調べる。細胞内局在性についてはイネと近縁

で、より細胞内局在解析を行いやすいトウモ
ロコシを材料にして解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）cZ 代謝システム解析 
15N および 13C ラベルした tZR と cZR を合成・
精製し、別々にイネ幼苗の根から吸収させ、
その 1h 後の代謝変換を質量分析計を用いて
解析したところ、cZ 型⇆tZ 型分子種の変換は
極めて微小であった。このことは少なくとも
この生育ステージでは cZが tZの実質的な供
給源になる可能性は低いことを示唆してい
る。一方、tZR を吸収させた時の主要な蓄積
代謝物はヌクレオチド体や N-配糖体であっ
たのに対し、cZR を吸収させた時は O-配糖体
であった。このことは tZ と cZ の細胞内での
代謝経路に違いがあることを示唆している。 
 
（２）cZ のサイトカイニン活性検討 
cZ がサイトカイニンとして意味のある活性
を持つか否かを、イネ幼苗根の伸長阻害効果
を指標に検討した。その結果、対照としたシ
ロイヌナズナでは tZ に比較し、cZ の阻害効
果は有意に低かったが、イネでは tZ と同等
の阻害効果を示した（図１）。 

図１シロイヌナズナ(A)とイネ(B)の主根伸長へのサイ

トカイニンの阻害効果 

 
サイトカイニン誘導性遺伝子として知られ
る Type-A OsRR 遺伝子発現の tZ と cZ への応
答も同程度であった（図２）。cZ 代謝システ
ムの解析結果と考え合わせた結果、少なくと
もイネでは cZ が活性型サイトカイニンとし
て機能しうると結論づけた。 

図２サイトカイニン誘導性 OsRR1, OsRR2, OsRR9/10 の

tZ（○）, cZ（●）に対する応答発現様式 



 

 

 
（３）cZOGT の機能解析 
イネから３つの cZ-O-glucosyltransferase
遺 伝 子 (cZOGT1, Os04g0556500; cZOGT2, 
Os04g0556600; cZOGT3, Os04g0565400)を同
定した。cZOGT3 は tZ に対しても弱い反応性
を持つが、cZOGT1, cZOGT2 は tZ を基質とせ
ず、さらに cZRに対し反応性を示した（表１）。
これは、配糖化は活性型つまり塩基型に対し
てのみ起こると考えられてきた認識を覆す
ものであり興味深い。 

表１ cZOGT の酵素特性のまとめ 
 
 cZOGT をアクチンプロモーター制御下で過
剰発現させた形質転換イネを作出したとこ
ろ、cZOGT1, cZOGT2 の過剰発現イネは地上部
が矮化した（図３）。葉鞘と葉身ともに対照
に比べ短くなり、その原因の少なくとも一部
は細胞長の減少にあった。cZ 代謝を改変する
ことで顕著な表現型が見られたことは、cZ 配
糖化がイネの生長制御に重要な役割を果た
していることを示唆するものである。 
 

図３ cZOGT 過剰発現体のシュート長の比較 (A) 播種

後 89 日目の写真 (B)シュート長の比較 VC, コントロ

ール; 1ox, cZOGT1 過剰発現体; 2ox, cZOGT2 過剰発現

体; 3ox, cZOGT3 過剰発現体 
 

 
 これら過剰発現体の表現型をさらに詳し
く解析した結果、cZOGT1, cZOGT2, cZOGT3 過
剰発現株では冠根数が減少、cZOGT1, cZOGT2
過剰発現株では老化が遅延するなどの表現
型が観察された。過剰発現体の独立したライ
ンを用いてマイクロアレイ解析を行い、過剰
発現体において発現レベルの変化した遺伝
子の全体像の把握を試みたが、この表現型を
説明しうる注目すべき遺伝子は見いだせな
かった。 
（４）サイトカイニン受容体解析 
イネのサイトカイニン受容体の１つ OsHK6に
ついて出芽酵母 sln1 変異体のアッセイ系を
用いサイトカイニン分子種に対する応答性
の違いを解析した。その結果、OsHK6は iP,tZ, 
cZ いずれに対しても応答性を示した（図４）。
この知見はイネにおいて cZ は活性型サイト
カイニンとして機能しうるというこれまで
の結果を支持していた。 

図４ OsHK6 のサイトカイニンに対する応答性の比較 

V.C., ベクターコントロール; DMSO, -サイトカイニン. 
 
 さらにサイトカイニン受容体の細胞内局
在場所についてトウモロコシを材料に解析
を進めた。トウモロコシサイトカイニン受容
体 ZmHK1に対する単クローナル抗体を作成し、
細胞区画分画法を用いて解析した結果、
ZmHK1 の大部分は細胞膜ではなく、小胞体
(ER)に存在していることが明らかとなった
（図５）。 
 

 
図５ トウモロコシ サイトカイニン受容体 ZmHK1 の細

胞内局在場所の解析 BiP, ER 局在マーカー; H-ATPase, 

細胞膜局在マーカー; H-PPase, 液胞膜局在マーカー  
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