
                                   

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年６月１０日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：概日時計が正確に約 24時間周期のリズムを生み出すことは、高等植

物が環境や季節の変化に適応しながら生存して行くうえで必須である。本研究では、時計関連

因子とタンパク質のユビキチン化およびユビキチン様修飾の関係を検証した。その結果、時計

制御に関わるユビキチンリガーゼ関連遺伝子がシロイヌナズナの耐病性応答を制御する可能性

を示唆する結果を得た。さらに、時計の制御に関わるユビキチンリガーゼやその分解ターゲッ

トタンパク質が器官伸長を制御する新規機構の可能性を発見した。  

 

研究成果の概要（英文）：Circadian rhythms are essential for higher plants to survive in 

the changing environment. In this study, we investigated the relationships between the 

circadian clock and the protein modifications such as ubiquitination and other 

ubiquitin-like modifications. We found the possibility that some ubiquitin ligases and 

substrate proteins might regulate the time-of-day dependent disease resistance. We also 

found a novel possible regulation mechanism of organ elongation by clock proteins which 

are targeted by ubiquitination.    
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１．研究開始当初の背景 

 概日時計機構は高等植物が環境に適応しな

がら生きていくうえで必須であり、突然変異

などにより概日リズムに異常が生じると、花

成、代謝、形態形成、ストレス耐性などに支

障を来たす。近年、申請者らの研究により、

時計関連タンパク質はリン酸化などのリズミ

ックな翻訳後修飾を受け、その修飾に依存し

たタンパク質間相互作用により分解・安定化

や細胞内局在が複雑に制御されていることが

示唆され始めている（Fujiwara et al 2008, 

Kim et al 2007, Wang et al 2010）。 

また、時計関連タンパク質の多くについて、

ユビキチン-プロテアソーム分解経路阻害剤

処理によりその分解が阻害されること、その

多くが昼と夜で分解速度が大きく異なること

が報告されているが、実際にどのような機構

で時計関連タンパク質がユビキチン化される

のか、また時計制御機構や時計が制御する現

象とタンパク質のユビキチン化がどのように

関連するのか等の解析はほとんど進んでいな

かった。また、タンパク質のユビキチン様修

飾である Small Ubiquitin-like modifier

（SUMO）化と時計の関係も未解明であった。  

 

２．研究の目的 

高等植物シロイヌナズナにおいて概日時計

が制御する現象や時計本体の制御機構とユビ

キチン化およびユビキチン様修飾の関係を解

析することにより、タンパク質レベルでの時

計制御の新規のメカニズムを発見すること、

また、概日時計が関わる生理現象の制御とタ

ンパク質ユビキチン化の新規の関係を発見し

その仕組みを解明することを目的として研究

を行った。 

 また、病原菌感染のタイミングによってシ

ロイヌナズナの病害抵抗性の度合いが異なる

こと、また病害抵抗性機構にはタンパク質の

ユビキチン化が関わることが知られているこ

とから、抵抗性機構に概日時計が関与する可

能性を想定し、本研究で検証することとした。 

 

３．研究の方法 

夜に病原菌を感染させると朝に感染させた

場合と比較してシロイヌナズナの病害抵抗性

反応（過敏感細胞死）が起こりにくいことが

報告されていることから、各種時計関連遺伝

子（ユビキチンリガーゼやそのターゲット候

補含む）の機能欠損株や過剰発現体を明暗周

期下で栽培し、朝と夜に病原菌を感染させて

過敏感細胞死を観察した。 

また、ユビキチン化による制御を受けるこ

とが示唆されている時計制御関連遺伝子のう

ち、転写制御に関わる可能性のある因子に関

して、その機能欠損株、過剰発現体、リプレ

ッションドメインを付加した過剰発現体

[Chimeric REpressor Gene-Silencing 

Technology (CRES-T)系統]の表現型の解析な

ど行い、その機能の解明を目指した。 

さらに、各種時計制御関連因子のアミノ酸

配列を SUMO 化タンパク質データーベース

(http://sumosp.biocuckoo.org/)により解析

し、SUMO化のコンセンサス配列を持つものを

探索した。コンセンサス配列を持つものの一

部に関して、タンパク質を抽出し抗 SUMO抗体

によるウエスタン解析を行うことにより、植

物体内で実際に SUMO 化を受けているかどう

かを検証した。  



 
 

４．研究成果 

 野生型のシロイヌナズナに病原菌を朝と夜

に感染させた場合、朝に感染させた場合にの

み過敏感細胞死が観察された。一方、時計制

御に関わるユビキチンリガーゼやユビキチン

化を介した分解を受ける遺伝子を過剰発現や

機能欠損した系統の場合、一部の系統におい

て朝夜関わらず過敏感細胞死が起こる系統や

逆に起こらない系統が見つかり、シロイヌナ

ズナの病害抵抗性反応が概日時計とユビキチ

ン化により複雑に制御されることが示唆され

た。 

さらに、ユビキチンリガーゼやユビキチン

化による分解を受けると考えられる概日時計

制御関連のタンパク質のうち、転写制御に関

与すると考えられるものに関して、当該タン

パク質の CRES-T系統や過剰発現体、機能欠損

株の解析などから、転写制御因子としての機

能を検証した結果、概日時計関連因子が関わ

るとされる葉柄や胚軸などの器官伸長制御に

関して新規の制御機構が存在する可能性を発

見した。 

また、概日時計関連タンパク質の一部に関

して、植物体内で SUMO化を受けるものを探索

したが、本研究で解析した範囲では見つから

なかった。しかし、データーベース検索によ

り、概日時計関連タンパク質のうち５つが

SUMO化を受けるコンセンサス配列を持つこと

を発見した。そのうち一つは Millerらにより

実際に SUMO 化修飾を受ける可能性が報告さ

れた（2010）。 
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