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研究成果の概要（和文）：ブラシノステロイド（BR）の新規生合成経路を明らかにするとともに、活性型BRに至る複雑
な生合成経路の中で主要な流れを特定した。また、BR変異体の解析を通して、BRの代謝に関わる幾つかのアシルトラン
スフェラーゼがBRレベルの調節に深く関わっていることを見出した。さらに、BRの生合成に影響を及ぼす因子について
検討した結果、BRのシグナル伝達において負の制御因子として機能しているBIN2の阻害剤が顕著な内生BRレベルの減少
を引き起こすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study established novel pathways of brassinosteroid (BR) biosynthesis as 
well as main paths leading to biologically active BRs. Analyses of BR dwarf mutants revealed that some 
acyltransferases play important roles in regulating BR levels. Inhibitor of BIN2, a negative regulator in 
BR signaling, was found to reduce endogenous BR levels.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
 
 1990 年代後半にブラシノステロイド(BR)
が植物ホルモンとして認知されてから BR 研
究の進展は著しく、国内外の複数のグループ
が精力的に BR 研究を展開している。研究代
表者らは、BRの生合成が全くわかっていなか
った 1980 年代後半から BR 生合成経路の解
明研究に着手し、生合成経路の大筋を世界で
初めて明らかにした。また、国内外の BR研
究グループとの共同研究を広く展開し、生合
成やシグナル伝達に関わる様々な変異体の
解析を通して、BR の生合成やシグナル伝達
に関する重要な知見を提供してきた。これま
でに数多くの知見が得られたが、BR の生合
成・代謝やその調節機構、BR の受容やシグ
ナル伝達機構に関して、依然数多くの未解明
の課題が山積している。BR の生合成に関し
ては、BR の生合成・代謝経路上で未解明の
ままになっている重要なステップや経路上
の位置づけが不明のままになっている BRが
幾つか存在する。また、新規 BR生合成・代
謝変異体やシグナル伝達に関わっていると
予想される変異体は数多く得られているが、
それらの原因遺伝子の機能解析はあまり進
んでいない。本研究開始当初の段階で、新規
BR 変異体の有力候補の縛り込みに成功して
おり、これらの BR関連変異体の解析を進め
ることによって、BR 生合成・代謝やその調
節機構、さらには新規シグナル伝達因子の解
明が期待された。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、生物有機化学、分子遺伝学、
分子生物学的手法を駆使して、未解明のBRの
研究課題に挑戦する。とりわけ、BRの生合成
経路に関する研究（生合成で残された未解明
な重要経路の確定、これまでに明らかにして
きた複雑な網目状の生合成経路の中で主要な
経路の同定）、生合成調節に関わる諸因子の
解析、生合成・代謝・シグナル伝達に関わる
BR変異体の解析を主要課題として、BRの生
合成・代謝経路の全容解明と生合成・代謝の
調節機構の解明を目指して研究を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) BRの生合成経路に関する研究 
 代表者らが見出した新規 BRの生合成経路
上の位置づけを確定するため以下の実験を
実施する。新規 BRの生合成前駆体である可
能性が高い化合物をシロイヌナズナ実生に
投与した後、代謝物を抽出・精製し、最終的

にGC/MSで分析する。野生型だけでなくBR
生合成欠損変異体も有効に活用し、新規 BR
の生合成経路上の位置づけを明らかにする。
また、活性型 BRである castasterone (CS)
や brassinolide (BL)へ変換される際、どの経
路が主要な経路であるかは、重要な課題であ
る。生合成経路上の初期の前駆体である
22-hydroxycampesterol (22-OHCR)の重水
素標識体を用いた詳細な代謝実験を展開し、
生合成経路上の BRに関して、重水素標識が
実際にどの程度取り込まれるかを精査する
ことによって、活性型 BRに至る複雑なルー
トの中で、どのルートが主要な経路であるか
検討する。 
 
(2) BR関連変異体の解析 
 これまでに、シロイヌナズナ、イネ、トウ
モロコシ等から新規 BR関連の候補変異体が
幾つか見出されている。新規 BR変異体であ
る可能性が高い変異体について解析研究を
推進する。まず、内部標準物質を用いた
GC/MS法で、内生 BRの精密微量分析を行
うことにより、BR変異体であるか否か検証
する。BR生合成欠損変異体であることが明
らかになった場合には、生合成中間体を用い
た回復実験や標識中間体を用いた代謝実験
等から、その変異部位を推定する。また、不
活性化代謝に関わる変異体である場合には、
原因遺伝子の機能解明を目指した研究を展
開する。さらに、シグナル伝達や受容に関わ
る変異体の場合にも、活性型 BRの蓄積の有
無、バイオアッセイによる BR感受性の検証、
原因遺伝子の機能解明研究を進める。 
 
(3) BRの不活性化代謝経路に関する研究 
 BR の不活性化代謝に関しては、これまで
に、活性型 BR の C-26 位水酸化を触媒する
CYP734A、C-23位のグルコシル化を触媒す
る UGT73C5、UGT73C6 等を見出している
が、これらとは異なる遺伝子に変異があると
予想される変異体の存在が示唆されている。
これらの変異体について、まず、内生 BRの
精密分析を行うことで、不活性化代謝に関わ
る BRを特定するとともに、原因遺伝子の機
能を明らかにすることにより、新たな代謝経
路の可能性について検討する。 
 
(4) 生合成調節に関わる諸因子の解析 
 植物ホルモンやシグナル伝達の阻害剤と
BR 生合成調節との関わりに着目して研究を
進める。BR のシグナル伝達における負の制
御因子である BIN2 (GSK-3/Shaggy-like 
kinase) の阻害剤が見出されている。BIN2
の阻害剤が内生 BRレベルにどの程度、影響
を及ぼすか、野生型、BR生合成欠損変異体、
BR 非感受性変異体等を用いて精査する。ま



た、マンノシダーゼの阻害剤が BR非感受性
変異体の形態変化を誘起することから、阻害
剤処理濃度に応じて内生 BRレベルの変動が
認められるか否か検討する。 
 
(5) BRとオーキシンとのクロストーク 
 BR とオーキシンとのクロストークはよく
知られているが、その分子機構は不明な点が
多い。オーキシンが BR生合成・シグナル伝
達に及ぼす影響を詳細に解析することによ
り、BR とオーキシンとのクロストークの実
体を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) BRの新規生合成経路に関する研究 
 シロイヌナズナ実生を用いて重水素標識
BR 生合成前駆体 22-OHCR の代謝実験を行
った結果、22-OHCR から活性型 BR に至る
内生 BRとともにそれらの重水素標識の取り
込みを検出した。この実験系では、BR 生合
成経路のほぼ全容をモニターすることがで
きることから、この系を用いて BR生合成の
主要な流れを特定した。また、22,23-diOHCR
から 22,23-diOH-4-en-3-one, 6-deoxo3DT, 
6-deoxoTE, 6-deoxoTYへの in vivoでの変換
を初めて実証し、生体内での新たな生合成経
路の解明に成功した。 
 
(2) BR関連変異体の解析 
①トウモロコシの BR変異体 na1の解析 
 トウモロコシの変異体 na1 は野生型に比
べ草丈が 1/3程度で、雄小穂に雌蕊が形成さ
れる。この変異体の解析を進めた結果、na1
はシロイヌナズナの det2 と同様にステロイ
ド 5還元酵素をコードする遺伝子に変異が
ある BR生合成欠損変異体であることが判明
した。また、この変異体の解析を通して、BR
がトウモロコシの性決定に重要な役割を担
っていることがはじめて明らかになった。 
 
②イネの BR変異体 elf1の解析 
 BR 欠損の表現型を示すイネ BR 変異体
elf1 の解析を進めた結果、elf1 は活性型 BR
を蓄積している BR非感受性変異体であるこ
とが判明した。また、ELF1 は E3 ユビキチ
ンリガーゼ活性を有していることが明らか
になった。 
 
③シロイヌナズナの BR変異体の解析 
 BRの生合成阻害剤 Brzに抵抗性を示す変
異体のスクリーニングで得られた BRの過剰
生産株や BRシグナルが恒常的に活性化され
ていると予想される変異体について解析を
進めた。いずれも野生型に比べ、長い胚軸を
有し、gulliver (gul)と命名された。同定され

た３つの遺伝子座 gul1, gul2, gul3について
解析を進めた。そのうち、gul3-Dの表現型は
BR生合成の律速生合成遺伝子である DWF4
の過剰発現に起因しており、内生 BRレベル
や BRシグナルともに恒常的に活性化されて
いることが明らかとなった。gul2 は明所で
Brzに抵抗性を示す変異体として単離された
が、gul2は phyBに変異があり、このために
生合成阻害剤に対する感受性が低下してい
ることがわかった。gul1は明所で Brzの存在
下で長い胚軸伸長を示すが、gul1はオーキシ
ンのホメオスタシスのモジュレ−ターである
CYP83B1 をコードする遺伝子にミスセンス
変異があることが判明した。この変異体では、
内生オーキシンの増加とともに BRの生合成
前駆体である 22-OHCRの内生レベルが高い
ことが明らかになった。この変異体の解析を
通して、オーキシンと BRのクロストークが、
それぞれの生合成酵素レベルでの相互作用
を通して機能していることがわかった。 
 シロイヌナズナの elg-D/bak1 変異体は
BRI1やDWF4の過剰発現体に似た表現型を
示す。この変異体では、BRI1 の過剰発現体
と同様に BRのシグナルが恒常的に活性化さ
れるとともに、BR 生合成遺伝子の発現が抑
制され、実際に内生 BRレベルも顕著に減少
していることを見出した。 
 
(3) BRの不活性化代謝経路に関する研究 
 シロイヌナズナのアクティベーションタ
グラインの中から BR欠損の表現型を示す幾
つかの変異体（bia1-D, drl1-D等）について
解析を進めた。bia1-Dの内生 BRを精査した
結果、活性型BRを含むほぼすべての内生BR
レベルは野生型に比べ顕著に減少している
ことを明らかにした。また、BIA1は BAHD
ファミリーに属するアシルトランスフェラ
ーゼをコードしており、BR のアシル化を通
して内生 BR レベルを調節し、BR の恒常性
維持に深く関わっていることが判明した。 
 bia1-D と同様の表現型を示す drl1-D変異
体では、6-deoxoTY、6-deoxoCS、TY等の一
部の BR生合成中間体の内生レベルの低下が
認められた。DRL1は CoA依存アシルトラン
スフェラーゼをコードしており、DRL1 や
DRL１のホモログが、BR のエステル化を通
して、内生 BRの調節に重要な役割を担って
いることが推察された。 
 
(4) 生合成調節に関わる諸因子の解析 
 BRのシグナル伝達に影響を及ぼす薬剤処
理による内生 BRレベルの変動について精査
した結果、BRシグナル伝達の負の制御因子
である BIN2の阻害剤が、野生型、BR生合
成欠損変異体、BR非感受性変異体のいずれ
に対しても、処理濃度に応じて顕著な内生レ



ベルの低下を誘起することを見出した。また、
マンノシダーゼの阻害剤は BR非感受性変異
体に対してのみ、内生 BRレベルの低下を誘
起することが判明した。 
 
(5) BRとオーキシンとのクロストーク 
 シロイヌナズナやイネを用いて、オーキシ
ンと BRのクロストークを検討した。その結
果、オーキシンは BR生合成酵素遺伝子の発
現に影響を及ぼすだけでなく、BR 受容体遺
伝子の発現を増加させることにより感受性
も高めていることが明らかとなった。 
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