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研究成果の概要（和文）：植物におけるサイクリック GMP（cGMP）や一酸化窒素（NO）の機能は

不明な点が多い。本研究では、cGMP/NO による植物遺伝子発現調節機構を解析した。シロイヌ

ナズナの cGMP/NO 応答性の 2種類の遺伝子のプロモーター中に cGMP および NO 応答性シスエレ

メントを決定した。その結果、cGMP と NO 応答性配列が異なることを明らかにし、cGMP と NO

のシグナル伝達が異なることを示した。ダイズのカルコン合成酵素遺伝子のプロモーター中の

UnitI 配列が cGMP 応答性シスエレメントであることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：The role of cGMP and NO in plant cells is not well understand. The 
mechanisms of signal transduction of cGMP/NO at the level of gene expression were 
studied.  cGMP/NO responsible elements in the promoters of cGMP/NO regulated genes in 
Arabidopsis were determined.  cGMP-responsible element was different from the 
NO-responsible element in both promoters, suggesting that cGMP and NO signal 
transduction pathway are different from each other.  Unit I sequence in the promoter of 
soybean chalcone synthase 8 gene was shown to be cGMP-dependent cis-element. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2010 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2011 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度  

  年度  

総 計 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

 

 

研究分野：農学 

科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 

キーワード：情報伝達 

 
1. 研究開始当初の背景 
(1) 光合成関連遺伝子等、多くの植物遺伝子
の発現は光によって調節されている。我々は、
光受容体フィトクロームが介する光シグナ
ル伝達機構を解析する中で、アントシアニン
の生成やカルコン合成酵素遺伝子の発現が
サイクリック GMP (cGMP)により誘導される
ことを初めて報告した。植物にも動物と同様

に cGMPが存在することは既に証明されてお
り、重要な働きが示唆されるが、動物におい
て既に同定されている cGMP 合成酵素（グア
ニル酸シクラーゼ、GC）や cGMP 依存性タ
ンパク質リン酸化酵素（PKG）が植物には同
定されておらず、cGMP の合成機構と標的分
子を含め、cGMP シグナル伝達の詳細な機構
と cGMP の役割の全体像は未解明である。さ
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らに、動物では GC が持つヘムに一酸化窒素
（NO）が結合して GC が活性化されることが
知られているが、植物においては cGMP シグ
ナル伝達と NO の関連も不明である。 

 
(2)我々は、最近、cGMP と NO が、ダイズに
おいてイソフラボンやファイトアレキシン
などのフラボノイドの多くの合成系酵素遺
伝子の発現を誘導することを見出し、遺伝子
発現調節における cGMPの重要性を明らかに
した。しかし、その機構の詳細は不明である。 
 
２． 研究の目的 
(1) 植物における cGMP/NO シグナル伝達機
構はほとんど解明されていない。NO シグナ
ル伝達のシロイヌナズナ変異株を単離、解析
して新たな cGMP/NO シグナル伝達因子を同
定する。 
 
(2) cGMP/NO 応答性遺伝子のプロモーター
解析により cGMP および NO 応答に関わるシ
スエレメントを同定し比較する。（cGMP と
NO が同じシグナル伝達上の因子であれば、
シスエレメントは同一であることが期待さ
れる）。 
 
(3) シスエレメントに結合する転写因子を同
定し、cGMP/NO シグナルによる植物遺伝子
の転写活性化機構を探る。 
 
(4) 新規 GC と PKG の候補を探索し、大腸菌
で発現・精製して酵素の特性を詳細に解析し、
植物におけるこれらの酵素の発見・同定を目
指す。 
 
(5) シロイヌナズナに上記の GC と PKG 候補
cDNA を導入した過剰発現株を作成し、これ
ら酵素の生理機能を解明する。また、ダイズ
培養細胞の GC 過剰発現ラインを作成し、フ
ラボノイド合成系酵素遺伝子の発現やフラ
ボノイド量の変動を解析する。  
 
３．研究の方法 
(1) cGMP/NO シグナル伝達変異株の単離と解
析 
 シロイヌナズナの cGMP/NO 応答性遺伝子
のプロモーターとホタルルシフェラーゼ遺
伝子(FFLUC)の融合遺伝子をシロイヌナズナ
に導入し、cGMP/NO シグナル伝達経路変異
株を同定する。具体的にはニコチアナミン合
成酵素遺伝子(AtNAS1)およびフェリチン遺伝
子(AtFER1)プロモーターと FFLUC の融合遺
伝子をアグロバクテリウムを介する Flowral 
dip 法によりシロイヌナズナに導入し、
cGMP/NO 処理でルシフェラーゼにより強く
発光する形質転換株を微弱発光イメージン
グシステムを用いて選抜する。次に形質転換

体の種子を EMS で処理し、cGMP/NO 処理し
ても発光しない変異株を単離する。戻し交配
後、変異の原因遺伝子の染色体上へのマッピ
ングとポジショナルクローニングを行い変
異の原因遺伝子を同定する。また、当該野生
型遺伝子の導入（相補試験）による表現型の
復帰を確認する。これにより、新規 cGMP/NO
シグナル伝達因子を同定する。 
 
(2) cGMP/NO 応答性遺伝子の cGMP/NO 依存
的転写調節機構の解明 
 シロイヌナズナおよびダイズ由来の
cGMP/NO 応答性遺伝子プロモーター::GUS
融合遺伝子を植物細胞のプロトプラストに
導入し、GUS の一過的発現を測定するプロモ
ーター解析システムを用い、cGMP および NO
応答性シスエレメントを同定して比較解析
する。さらに、cGMP/NO 応答シスエレメン
トに結合する転写因子を酵母 one-hybrid 法に
よりクローニングし、cGMP/NO シグナル伝
達系の標的転写因子を解明する。 
 
(3)GC と PKG 候補遺伝子産物の特性解析 
 新たに植物のGCおよびPKGの候補を検索
してそれらの全長または部分ドメイン cDNA
断片を発現ベクターに導入し大腸菌と形質
転換し、いくつかの発現タンパク質を精製し、
酵素学的特性を詳細に検討する。 
 
(4) GCを過剰発現するダイズ培養細胞株の作
成と解析 
 ダイズ光独立栄養培養細胞 (SB-P 細胞、当
研究室で維持)を形質転換し、GC の過剰発現
株を確立する。この細胞の cGMP 含量（イム
ノアッセイ）、各種フラボノイド含量（HPLC
分析）、フラボノイド合成系酵素遺伝子等の
光応答性遺伝子の発現（ノーザン分析と定量
的 PCR）等を野生株細胞と比較し、光シグナ
ル伝達における GC の機能を明らかにする。 

 
４．研究成果 
 cGMP および NO の植物細胞内シグナル伝
達における機能の解明を目的とし、特に遺伝
子発現調節機構解析を中心に以下の研究を
実施した。 
 
(1) cGMP/NOシグナル伝達変異株の単離と解
析 
 NO シグナル伝達のシロイヌナズナ変異株
を単離するために、NO 応答性遺伝子プロモ
ーターとホタルルシフェラーゼの融合遺伝
子を作成した。強い cGMP/NO 応答性を確認
したシロイヌナズナのニコチアナミン合成
酵素遺伝子(AtNAS1)およびフェリチン遺伝子
(AtFER1)プロモーター中の転写開始点をプラ
イマー伸張法で決定し、AtNAS1 は 3 箇所、
AtFER1 は 1 箇所の転写開始点を持つことを



明らかにした。次に、これらのプロモーター
とホタルルシフェラーゼ遺伝子(FFLUC)を連
結した融合遺伝子をシロイヌナズナに導入
した。現在、形質転換体を選抜中である。 
 
(2)シロイヌナズナ cGMP/NO 応答性遺伝子の
cGMP/NO 応答性シスエレメントの解析 
 プロモーター解析を効率的に行うために、
ホタルとウミシイタケのルシフェラーゼを
用いる一過的遺伝子発現系（デュアルルシフ
ェラーゼシステム）を確立した。 
 シロイヌナズナ T-87 細胞のプロトプラス
ト に PEG 法 で AtNAS1::GUS お よ び
AtFER1::GUS 融合遺伝子を導入し、GUS の発
現が SNP（NO 発生剤）及び 8-Br-cGMP 添加
により誘導されることを認めた。さらに種々
の長さに 5’末端を欠失した各プロモーター
の解析により cGMP および NO 応答に関わる
シスエレメントを絞り込んだ。特に AtNAS1
プロモーター中の NO 応答性シスエレメント
を 13 塩基に絞り込みこの配列に結合する転
写因子を推定した。両遺伝子とも cGMP 応答
性配列と NO 応答性配列が異なっていたこと
からこれらの遺伝子発現を調節する cGMPと
NO のシグナル伝達経路も互いに異なること
を推定した。 
 さらに、AtFER1 プロモーターとホタルル
シフェラーゼ遺伝子(LUC)の融合遺伝子を高
発現するシロイヌナズナT87細胞形質転換株
を確立し、NO と cGMP 処理による LUC 活性
の上昇を認めた。この形質転換細胞を用いた
薬理学的解析により、NO と cGMP のシグナ
ル伝達経路が異なることを示した。この結果
は上記の一過的遺伝子発現系で得た結果と
一致した。 
 
(3)ダイズカルコン合成酵素遺伝子の cGMP
による発現調節 
 ダイズ SB-P 細胞中のカルコン合成酵素遺
伝子（CHS8）の発現は cGMP により約 10 倍
に増加すること、およびこの反応に新たなタ
ンパク質合成を必要としないことを定量的
RT-PCR で示した。 
 また、SB-P 細胞プロトプラストに暗所下
PEG法で cGMP応答性のGmCHR8::GUS融合
遺伝子を導入する一過的発現系を確立し、
GUSの cGMPによる発現誘導を認めた。CHS8
プロモーター中には、ダイズイソフラボン合
成系酵素遺伝子の発現を促進する MYB 転写
因子 GmMYB176 の結合配列が存在する。上
記の一過的遺伝子発現系で解析したところ、
この配列は cGMP 応答性を示さなかった。一
方、CHS8 プロモーター中の Unit1 配列が
cGMP の標的配列であることが示唆された。 
これらの結果、GmMYB171 は cGMP シグナ
ル伝達の標的転写因子ではないことが示唆
された。 

 
(4)グアニル酸シクラーゼおよび cGMP 依存
性プロテインキナーゼの植物ホモログ遺伝
子を大腸菌で発現・精製し、酵素の特性を詳
細に解析したが、いずれも活性は検出されな
かった。 
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