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研究成果の概要（和文）： 

 高等植物の低温ストレス応答で重要な機能を果たす転写因子をコードする遺伝子 DREB1 の上

流の制御機構を解明することを目指して研究を行った。これまでに DREB1C 遺伝子のプロモータ

ー中の低温ストレス誘導に関わるシス配列を決定し、これに結合する転写因子として CAMTA フ

ァミリーを単離している。そこで、形質転換体や欠失変異体、トランジェント発現系等を用い

て、これらの遺伝子の機能解析を進めた結果、CAMTA3 や CAMTA5 が DREB1C や DREB1B 遺伝子の

発現を制御している転写活性化因子であると考えられた。DREB1A 遺伝子の低温誘導性では、

CAMTA 以外の転写因子が転写活性化を制御していると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

     To elucidate molecular mechanisms of plant cold responses we analyzed upstream regulation of 

the DREB1 genes encoding transcription factors that play important roles in the cold stress responsive 

gene expression in plants. Previously we isolated the CAMTA family proteins as transcription factors 

that bind the cis-element in the DREB1C promoter that are involved in its cold stress responsive 

expression. We analyzed function of the CAMTA family proteins using T-DNA insertion mutants, 

transient transactivation system and transgenic plants expressing the GFP-fused CAMTA proteins, and 

found that CAMTA5 and CAMTA3 function as transcriptional activators in the expression of DREB1B 

and DREB1C. We thought that the cold-responsive induction of DREB1A was regulated by transcription 

factors other than the CAMTA proteins as transcriptional activators.  
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１．研究開始当初の背景 

 移動の自由のない植物は、温度変化や乾

燥などの環境ストレスに適応する応答機

構を進化の過程で獲得してきたものと考

えられる。これまで、環境因子として主に

低温や乾燥を取り上げ、シロイヌナズナを

用いてこれらのストレスによって誘導さ

れる遺伝子群の機能や発現制御を解析し

てきた。その結果、乾燥や低温ストレスに

よる遺伝子発現を制御するシス因子は

A/GCCGACをコアとするDRE配列である

ことを示した（Plant Cell 6, 251-264, 1994）。

また、このDRE配列に結合して転写を活性

化する転写因子をコードする遺伝子とし

て、低温ストレス応答で働くDREB1Aと乾

燥や塩ストレス応答で働くDREB2Aを単離

した。 

 DREB1は低温耐性遺伝子の発現を誘導

する転写活性化因子であり、DREB1A、

DREB1B、DREB1Cの３つの相同遺伝子か

ら構成されている。DREB1を高発現するこ

とで、50種以上の標的遺伝子が高発現し、

植物に高いレベルの低温や乾燥ストレス

耐性を付与することも示され、分子育種へ

の応用が図られている。一方、DREB1遺伝

子の発現は慨日性発現を示すことから慨日時

計によっても制御されていると考えられる。

DREB1を起点とした下流のストレス耐性の獲

得機構は、詳しく研究されてきたが、DREB1

の上流の制御機構はほとんど明らかになって

いない。そこで、本研究では、DREB1遺伝子の

低温ストレスや慨日時計による発現誘導機構

を解明し、さらにシグナル伝達系を溯ることに

より、低温ストレスの受容や慨日時計による制

御からDREB1の機能発現に至るシグナル伝達

の制御機構を明らかにすることを目指す。 

 

２．研究の目的 

 高等植物の低温ストレス応答で重要な働

きを示す AP2/ERF タイプの転写因子

DREB1に関する下流の標的遺伝子群やこ

れらの遺伝子によるストレス耐性の獲得機構

はこれまで詳しく研究されてきたが、DREB1

の上流の制御機構はほとんど明らかになって

いない。本研究では、DREB1遺伝子の低温ス

トレスや慨日時計による発現誘導機構を解明

し、これらの発現誘導で働く因子を起点とし

てシグナル伝達系を溯ることにより、低温ス

トレスの受容や慨日時計による制御から

DREB1の機能発現に至るシグナル伝達の制

御機構を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 多数の低温ストレス誘導性遺伝子の発

現を制御する重要な転写因子の遺伝子で

あるDREB1ファミリーは低温ストレスや慨日

時計によって発現が制御されている。このうち

DREB1C遺伝子の発現誘導はプロモーター中の領域

１〜３の３つの短い領域が発現を制御している。本

研究では、シロイヌナズナの形質転換体や多重欠

失変異体、プロとプラスを用いたトランジェン

ト発現系、GFPをリポーターとして用いたタン

パク質の細胞局在性の解析など多様な解析法

を駆使して、DREB1C遺伝子の発現を制御するシ

ス領域に結合して発現を制御する因子を同定して

機能を明らかにするとともにこれらの因子を起点

として遡ることにより、上流のシグナル伝達の制御

機構に関わる因子をあきらかにする。 

 

４．研究成果 

 高等植物の低温ストレス応答で重要な機能を

果たす AP2/ERF タイプの転写因子をコードする

遺伝子 DREB1 の上流の制御機構を解明すること

を目指して研究を行った。DREB1 遺伝子自身が低

温ストレスによって特異的に誘導されるので、

DREB1 遺伝子の低温時の発現制御機構の解析を

行った。これまでに DREB1C 遺伝子のプロモータ

ー中の低温ストレス誘導と概日リズムによる発

現に関わる両方のシス配列を決定した。また、

この領域（転写開始点から上流-113 から-47 ま

での配列）に結合する転写因子として CAMTA フ

ァミリー(CAMTA1からCAMTA6)遺伝子が単離され

た。そこで、これらの遺伝子の機能解析を進め



た。 

 6 種類の CAMTA ファミリーに関して系統解

析を行うと、CAMTA1〜３，CAMTA4, CAMTA5 と

6 の３つのサブグループにわけられた。それ

ぞれのサブグループ内で重複性が存在する可

能性が考えられるので、多重変異体の作製を

行った。一方、シロイヌナズナのプロトプラ

ストを用いて、DREB1C プロモーターのシス領

域および DREB1A、DREB1B プロモーターの相同

領域をつないだレポーター遺伝子の転写活性

化能を解析した結果、CAMTA3 および CAMTA5

は、DREB1C プロモーターのシス領域配列およ

び DREB1B プロモーターの相同領域に対して

高い転写活性化能を示した。また、CAMTA2 も

レベルは低いが転写活性化能が認められた。

一方、どの CAMTA を用いた場合も DREB1A プロ

モーターを介した転写活性化は検出されなか

った（図１）。 

図１. プロトプラストを用いた CAMTA ファミ

リーの転写活性化能の解析 

 

 CAMTA ファミリータンパク質は、CGCG-box

に特異的に結合するドメインである CG-1、非

特異的な DNA 結合ドメインである TIG、タン

パク質間相互作用に関わるドメインである

ANK repeat,カルモジュリンとの相互作用に

関わる IQ ドメインからなっている（図２）。

CAMTA3 を用いて、これらのドメインを含む領

域を欠失した種々のコンストラクトを作製し

て、シロイヌナズナのプロトプラストで一過

的転写活性化実験を行うと、ANK repeat を欠

失したコンストラクトを用いた場合に、転写

活性能が失われた（図３）。この領域が CAMTA

の転写活性化に関与していると考えられ、ANK 

repeat を介した相互作用因子が重要と考えられ

た。 

 

 

図２. CAMTA ファミリータンパク質の構造の概

要図 

 

 

 

図３. CAMTA3 の部分欠損断片を用いたシロイヌ

ナズナのプロトプラストでの転写活性化能の解

析 

 

 次に、CAMTA ファミリーの細胞内局在を解析す

るため、GFP 融合型の CAMTA を過剰発現する形質

転換シロイヌナズナを作出し、GFP 蛍光を観察し

た結果、CAMTA2-sGFP、 CAMTA3-sGFP および

CAMTA5-sGFP を導入した形質転換体で GFP 蛍光

が細胞質や核において観察された。一方、低温

ストレス条件下では、主に孔辺細胞においてこ

れら 3種類の CAMTA-sGFP が、細胞質から核に移

行することが観察された（図４）。 

 

図４.CAMTA-sGFP 形質転換シロイヌナズナにお



ける GFP 蛍光 

 

 さらに、シロイヌナズナの T-DNA 挿入変異

体を用いて作製した CAMTA の多重変異体を用

いて、標的と考えられる DREB1 遺伝子の発現

を解析した。現在までに作製した２重変異体

では、CAMTA3 および CAMTA5 遺伝子を欠損し

た camta3camta5 変異体のみが鉢植えにした

場合において、4℃、3時間の低温条件下にお

いて DREB1B 遺伝子の発現量が顕著に減少し

ていた。 

以上の結果から、CAMTA3およびCAMTA5は、

DREB1BおよびDREB1C遺伝子の低温誘導性の

発現の転写活性化因子であると考えられた。

さらにこれらの転写因子の活性化には細胞

内局在の変化が関与している可能性が考え

られた。 

今後はCAMTAタンパク質の低温による転写

活性化の機構を明らかにするため、CAMATA2, 

CAMTA3,CAMTA5を欠失した変異体を作製して、

DREB1遺伝子や下流の低温誘導性遺伝子の発

現を解析する。またCAMTAタンパク質の低温

時の核移行に関しても、Caイオンやカルモジ

ュリン等の影響を解析して、活性化との関係

を明らかにする。一方、CAMTA以外の転写因

子によって成著されると考えられるDREB1A

遺伝子の低温誘導性に関してもシス因子を

同定して、転写活性化因子を単離する。これ

らの解析の結果を得ることで、植物の低温ス

トレス応答の全貌を明らかにすることを目

指す。 
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