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研究成果の概要（和文）：種子における植物ホルモンアブシジン酸(ABA)に応答した応答タンパク質リン酸化ネットワ
ークの解明を、分子遺伝学的手法と網羅的解析手法により目指した。シロイヌナズナの種子特異的ABA関連PP2CであるA
HG1とAHG3の相互作用因子の同定とその機能解明を行った。また、プロテアソーム構成因子RPT5の変異株の解析から、
その基質選択性での重要性を明らかにした。さらに、シロイヌナズナとオオムギの種子におけるABA依存的タンパク質
リン酸化動態解析に成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to understand the protein-phosphorylation net-work responding to a 
phytohormone, abscisic acid, which is one of the major regulators of germination and abiotic stress 
response in germination, molecular genetic and phospho-protemic approaches were conducted. We 
successfully identified the interactors of seed specific ABA-related PP2C, AHG1 and AHG3, and detected 
phosphoproteins in Arabidopsis seeds and barleys by phosphoproteomic analysis.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
種子形成及び発芽調整は、高等植物が持つ特
有の機能であり、それを理解することは学術
的に重要である。また、種子の休眠・発芽制
御は、農業生産の効率に大きく影響する。主
要食物である穀物は種子そのものであり、発
芽調節機構の理解により穀物の品質確保が
期待できる。しかし、種子休眠や発芽の「制
御機構」については、いまだ不明な点が多い。	
	 種子休眠・発芽調節には様々な植物ホルモ
ンの関与が示されている。その中でもアブシ
ジン酸(ABA)は休眠誘導、発芽抑制で中心的
な役割を担っていると考えられている。申請
者らは、ABA 応答の分子調節機構の解明を目
指し、モデル植物であるシロイヌナズナを対
象に、分子遺伝学的解析、生化学的解析、分
子生物学的解析を行い、2C 型タンパク質脱リ
ン酸化酵素(PP2C)及び SnRK2 型リン酸化酵素
が重要な役割を担っていることを明らかに
した(1,2,3)。更に、ABA 受容体の同定を受け、
生化学的解析とリン酸化プロテオーム解析
を駆使し、ABA 受容から遺伝子発現応答まで
の主要 ABA 情報伝達経路を分子レベルで明ら
かにした(4,	5)。しかし、この主要 ABA 応答
経路で全てが説明できるわけではない。 
	 研究代表者の平山らは、シロイヌナズナを
対象にした分子遺伝学的解析により ABA 応答
で機能する PP2C、AHG1 及び AHG3 を同定した。
これらの PP2C は、種子での強く発現、核に
局在する、等他の 4 つの PP2C(ABI1,	ABI2,	
HAB1,	HAB2)とアミノ酸配列以外にも異なる
特徴を持つことから(6)、AHG1 や AHG3 に特異
的な機能及び制御機構があると予想し、これ
らの PP2C と特異的に相互作用する因子を複
合体共沈実験により同定した。この因子は、
これまでに転写因子などとの相互作用の報
告があるが、その機能の詳細は不明である。
この結果は、種子特異的な ABA シグナル伝達
機構が存在することを示唆する。	
	 ABA 応答では、タンパク質リン酸化による
制御が多用されている。近年、質量分析計を
用いたリン酸化プロテオーム解析技術の発
達が著しく、この手法を用いた植物の解析研
究が進められているが、非特異的なリン酸化
変動が除去されず重要なタンパク質リン酸
化変動の同定には至っていない。研究分担者
の梅澤らは、これらの問題を克服し ABA 情報
伝達経路では PP2C による SnRK2 の特異的部
位のリン酸化制御が要であることを明らか
にするとともに、ABA シグナル伝達における
リン酸化ネットワークの解析を成功させつ
つある。	
（参考文献）	
(1)	Yoshida	et	al,	Plant	Physiol.,	140,	
115-,	2006a,	(2)	Yoshida	et	al,	J.	Biol.	
Chem.	281,	5310-,	2006b,	(3)	Nishimura	et	
al.,	Plant	J.,	50,	935-,	2007,	(4)	Umezawa	
et	al.,	PNAS,	106,	17588-,	2009,	(5)	科
学研究費補助費基盤 C（平山）「新規変異株を
用いたアブシジン酸応答ネットワークの分

子遺伝学的研究」研究成果,	(6)	Dupeux	et	
al.,	Plant	Physiol.,	156,	106-,	2011,	(7)	
Pauwels	et	al,	Nature,	464,	788-,	2010.	
	
２．研究の目的 
上述のように、種子では特異的な ABA 応答機
構の存在が示され、その制御の中心因子は種
子特異的なPP2C（AHG1,	AHG3）と考えられる。
これら PP2C の制御対象には SnRK2 も予想さ
れることから、種子においてもタンパク質の
リン酸化制御が ABA 応答機構の主要素と想定
される。したがって、種子の休眠・発芽制御
機構の解明には、種子におけるタンパク質リ
ン酸化状態のダイナミックな変動を解析す
ることが本質的に重要でと考えられる。本課
題研究では、これまで蓄積した網羅的タンパ
ク質リン酸化プロテオーム解析のノウハウ
を駆使し、種子の休眠から発芽時にかけての
タンパク質リン酸化状態を把握する。更に、
申請者らが独自に獲得した種子特異的な ABA
高感受性変異体 ahg1ahg3 二重変異株、ある
いは広範な	ABA 応答が欠落している srk2dei
三重変異株などと野生株でのリン酸化状態
を比較検討することで ABA 応答特異的なリン
酸化の選抜が可能となり、種子における PP2C
や SnRK2 の新規基質分子の同定、そして種子
特異的 ABA 応答機構の理解の進展が期待でき
る。また、同定されたリン酸化部位を人為的
に変換（擬似的リン酸化あるいは非リン酸
化）することにより、活性の変化したシグナ
ル因子を作出できる可能性がある。これらの
因子を用いて、種子の休眠、発芽を制御する
技術開発に結びつけることは重要な発展研
究であり、農作物生産の向上に貢献できるよ
うな技術開発を目指す。	
 
３．研究の方法 
主にシロイヌナズナを用いた分子遺伝学と
網羅的リン酸化タンパク質解析により、種子
における ABA 応答ネットワークを解明するこ
とを目的としている。申請者がこれまで独自
に分離した発芽時 ABA 高感受性変異株 ahg1,	
ahg3,	ahg11,	ahg12を主に本研究課題で用い
る。AHG1,	AHG3 と相互作用する因子との相互
作用様式を酵母 Y2H や pull-down 方により解
析を進め、これら種子特異的 ABA 関連 PP2C
の制御機構を明らかにする。また、野生株お
よび ahg1ahg3 二重変異株を対象に種子にお
けるリン酸化タンパク質網羅的解析を行い、
種子におけるリン酸化タンパク質の解析と、
種子特異的 PP2C のそれらへの影響を調査す
る。さらに、ABA 高感受性変異 ahg11,	ahg12
の分子遺伝学的解析を行い、発芽時の ABA 応
答の分子機構を明らかにする。	
	
４．研究成果	
AHG1,	AHG3 の PP2C と相互作用する因子とし
て AFP3 を同定した。この因子は、もともと
ABA関連転写因子ABI5の分解を誘導する因子
として報告されており、ジャスモン酸応答の



NINJA と同様の構造を持つため、転写抑制複
合体を構成し ABA 応答を制御すると考えられ
ており、PP2C による制御が示唆された。AFP3
の相互作用部位を詳細に解析したところ、
ABI5、PP2C 双方とも C 末の領域が必要十分と
判明した。次に ABI5 と PP2C の相互作用が互
いに影響するかを知るために、酵母 Y2H 実験
系を用いて、それぞれの相互作用変異 afp3m1,	
afp3m2を同定した。その結果、それそれぞれ
の相互作用は異なる領域が必要であること
がわかった。しかし、in	vitroタンパク質結
合実験ではそれぞれの変異の特性は認めら
れず、異なる変異は酵母 Y2H 系特異的な結果
の可能性が排除できない。何れにしても、こ
れらの変異 afp3m1,2 は植物体で高発現させ
ても、APF3 のような形態異常誘導は見られな
かった(図１）。また、in	vitro実験で、AFP3
が PP2C の活性に影響しないことも確認した。
以上の結果から、分子レベルでこの生物学的
意義は解明されなかったが AHG1,	AHG3 は特
異的に AFP に結合し、これにより転写抑制複
合体のリン酸化制御の可能性が示された。	

図１	 AFP3 変異の影響	

	 一方、独自に分離した他の ABA 高感受性変
異株 ahg11,	ahg12,	さらに ahg2により、ABA
応答の多様な側面が明らかとなった。AHG11
は RNA 編 集 に 関 わ る
pentatricopeptiderepeat	protein をコード
しており、解析の結果ミトコンドリアで機能
していることが判明した。ミトコンドリア
mRNAには数百箇所ほどのRNA編集部位が明ら
かになっているがその標的探索は容易では
ない。そこで、九州大学中村博士らとの共同
研究で、PPR の認識モデルから標的配列を探
索する計算法を用いて解析を行った。その結
果、Nad4 の編集箇所を AHG11 が担っているこ
とが明らかとなった。同じミトコンドリアに
関連した研究で、poly(A)特異的 RNA 分解酵
素(PARN)をコードする ahg2 変異株の解析か
ら、動物では細胞質の mRNA の分解に関与す
る PARN が植物ではミトコンドリア mRNA 分解
制御に関わっていることを世界で初めて明
らかにした。ミトコンドリア機能と ABA 応答
の関係は、最近関連する論文が発表されてお
り、これら２つの成果を土台に今後研究を推
進すべきと考える。一方 ahg12は、プロテア
ソームの構成因子である RPT5a のアミノ酸置
換変異であることが判明した。変異部位は生
化学的機能に必須な領域にはなく、当初その
理由が不明であったが、遺伝学的および生化
学的解析の結果、ahg12 変異はプロテアソー

ムの基質取り込み口近辺に位置し、基質の選
択制に影響していることが判明した(図 2)。
興味深いことに、発芽時に重要な役割を担う
転写因子が影響を受けていることが解った。	

図２	 ahg12変異予測部位	

	 プロテアソーム研究でも多くの重要な成
果が得られた。まず、ABA 応答に関わるタン
パク質リン酸化制御機構の植物における保
存性に関する研究により、陸上植物系統の基
部に位置するヒメツリガネゴケでは、シロイ
ヌナズナで見出された PP2C-SnRK2 の制御機
構は見出されず、意外にも異なる経路が働い
ていることが明らかとなった。ストレス応答
の進化を理解する上で非常に興味深い。また、
網羅的タンパク質リン酸化同定技術を活用
し、種子における ABA 応答タンパク質のリン
酸化状態、それに対する各種変異の影響、さ
らに解析のしやすいオオムギ種子のリン酸
化タンパク質についても解析を行った。その
結果、リン酸化部位はほとんどが Ser 残基で
あり、興味深いことに、休眠種子特異的また
は後熟種子特異的なタンパク質リン酸化が
同定された。これらのタンパク質の多くはタ
ンパク質のリン酸化制御やストレス応答に
関わっていることが明らかになった。このこ
とは、種子の成熟、発芽の過程でタンパク質
リン酸化ネットワークのダイナミックな活
動が示された(図 3)。	

図３	 オオムギ種子リン酸化タンパク質動態	
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