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研究成果の概要（和文）：ジャスモン酸 (JA) は病傷害ストレス応答，生長などに関与する植物ホルモンである．本研
究ではJAシグナルの不活性化に働くと推定したCYP94D1，CYP94D2およびILL6の機能解析を行った．CYP94D1については
遺伝子発現量の調整により表現型の変化が認められた．すなわち，遺伝子欠損株ではJAへの感受性の低下，過剰発現体
ではJAの水酸化物の誘導体ツベロン酸グルコシドの蓄積が見られた．

研究成果の概要（英文）：Jasmonate (JA) is a plant hormone regulating abiotic and biotic stress responses 
and growth. In this study, we analyzed the physiological and biochemical functions of CYP94D1, CYP94D2, 
and ILL6 proteins, which were predicted to inactivate the JA signal. In the analysis of mutant plants 
with higher and lower expression levels of CYP94D1 than wild type plant, we observed phenotypic 
differences. The transgenic plants lucking CYP94D1 showed higher resistance to external JA. The 
overexpressing plants of CYP94D1 accumulate higher level of tuberonic acid glucoside than wild type.

研究分野： 生物化学
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１．研究開始当初の背景 
ジャスモン酸 (JA) はα-リノレン酸から

オクタデカノイド経路により生合成される
化合物であり，病傷害ストレス応答，生長な
どに関与する植物ホルモンである．JAによる
遺伝子発現促進機構については近年急速に
理解が進んできており，数ある代謝物の中で
イソロイシンとの接合体(JA-Ile)が応答遺
伝子の発現を促進することが明らかにされ
ている．JA-Ile は，COI1 タンパク質との会
合を介して SCF ユビキチン E3 リガーゼ複合
体を形成し，JA ZIMドメインタンパク質(JAZ)
をユビキチン化して 26Sプロテアソームによ
る分解へと導く．JAZ は，転写因子 MYC2の遺
伝子発現を抑制するため，JAZ が分解される
ことにより MYC2 に制御される遺伝子の発現
が促進される．一方，JAシグナルの不活性化
については，JA-Ile を水酸化するモノオキシ
ゲナーゼ P450 (CYP94B3) 遺伝子を過剰発現
させたシロイヌナズナが JA シグナル不全と
なること，JA の水酸化物であるツベロン酸 
(TA) が JA誘導遺伝子の発現を抑制すること
から，JA あるいは JA-Ile が水酸化されるこ
とにより引き起こされると考えられている．
JA-Ile の水酸化を触媒する酵素は明らかに
されており，生成機構が判明しているが，TA
の生成機構は不明であった． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，TAの生合成メカニズムを
解明することである．TA の生成経路として，
JA の水酸化による直接的生成と TA-Ile の加
水分解による間接的経路を予想した．本研究
では，これら 2つの生成経路のキー酵素，す
なわち，JAを水酸化するモノオキシゲナーゼ
と TA-Ileの加水分解酵素の同定を目指した．
本研究では，CYP94B3 と高い配列同一性を示
すが機能未知タンパク質である CYP94D1およ
び CYP94D2，インドール酢酸-アスパラギン酸
接合体加水分解酵素と配列同一性を示すが
本接合体への活性を持たないことが知られ
ている機能未知タンパク質 ILL6 をターゲッ
トとして機能解析を行った． 
 
３．研究の方法 
(1) CYP94D1，CYP94D2 および ILL6 の酵素活
性の確認 
 CYP94D1 と CYP94D2 についてはメタノール
資化性酵母 Pichia pastoris において NADPH-
シトクローム P450 レダクターゼとそれぞれ
共発現させた．すなわち，CYP94D1 と CYP94D2
のシグナルペプチドを除いた成熟タンパク
質部分を pPICZAベクターにそれぞれ組込み，
予め NADPH-シトクローム P450 レダクターゼ
遺伝子を導入した P. pastoris に導入した．
培地に 0.02 mM JAあるいは JA-Ileを添加し， 
CYP94D1と CYP94D2 遺伝子の発現を 0.5 % v/v 
メタノールにより誘導した．誘導培養 4 日後
の培養上清を UPLC-MS/MS により解析した． 
 ILL6 についてはグルタチオン S-トランス

フェラーゼ (GST) との融合蛋白質として大
腸菌により生産した．pET42a に ILL6 遺伝子
を導入した発現プラスミドを作製し，大腸菌
BL21 (DE3) に導入した．0.1 mM イソプロピ
ル β-チオガラクトシドにより組換えタンパ
ク質の発現を誘導し，誘導培養を 18˚C にて
20 時間行った．得られた菌体から得られた無
細胞抽出液を 400 μM JA-Ile または TA-Ile
と室温で 24 時間反応させた．反応緩衝液と
して 4 mM ジチオスレイトールと 4 mM MgCl2

を含む 40 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.6) を
用いた．得られた反応液を UPLC-MS/MS によ
り解析した． 
 
(2) CYP94D1 および CYP94D2 の過剰発現シロ
イヌナズナの作出 
 カリフラワーモザイクウイルス CaMV35Sプ
ロモーターの下流に CYP94D1 および CYP94D2
をそれぞれ連結した pBI121 由来発現プラス
ミドを作出し，アグロバクテリウム法により
シロイヌナズナ (エコタイプ コロンビア) 
を形質転換した．得られた T3 世代の種子を
用いて実験に使用した． 
 
(3) 植物ホルモン内生量の測定 
 各種処理後の植物体の地上部を回収し，植
物ホルモンを抽出して UPLC-MS/MS により定
量した． 
 
４．研究成果 
(1) CYP94D1，CYP94D2 および ILL6 の酵素活
性の確認 
 CYP94D1および CYP94D2の JA-Ileおよび JA
への活性を調べるため，これらをコードする
遺伝子をそれぞれ P. pastoris において
NADPH-シトクローム P450 レダクターゼとそ
れぞれ共発現させた．組換えタンパク質の生
産培養において，導入した各遺伝子の発現は
いずれの場合も RT-PCRにより確認されたが，
JA-Ile および JA への水酸化活性は得られな
かった．酵母の無細胞抽出液を用いてウエス
タンブロッティング (ターゲット遺伝子に
付加したヒスチジンタグへの抗体により検
出) を行ったところ，いずれの場合も組換え
タンパク質の生産が認められなかった．すな
わち，CYP94D1 および CYP94D2 は P. pastoris
により生産されておらず，酵素活性が評価で
きていないことが考えられた． 
 ILL6の JA-Ileおよび TA-Ile加水分解活性
を調べるため，ILL6を GST 融合蛋白質として
大腸菌で発現させた．組換え ILL6 は可溶性
タンパク質として生産された．大腸菌形質転
換体の無細胞抽出液を JA-Ile および TA-Ile
に作用させたが，いずれの場合も加水分解活
性は検出されなかった． 
 
(2) CYP94D1 および CYP94D2 の遺伝子欠損シ
ロイヌナズナ変異株の解析 
 CYP94D1 および CYP94D2 の P. pastoris に
おける発現実験において，タンパク質レベル



での生産が不良であり，機能解析ができなか
ったため，各ターゲット遺伝子を欠損したシ
ロイヌナズナ変異株における植物ホルモン
量を解析することとした．それぞれの遺伝子
欠損株  (T-DNA 挿入変異体ライン ) は
GABI-KAT から入手した．入手した変異株を継
代し，遺伝子欠損のホモ接合体の単離を試み
た．CYP94D1 欠損変異体についてはホモ接合
体が取得されたが，CYP94D2 についてはホモ
接合体が取得できなかった．遺伝子発現デー
タベース eFPブラウザーにより CYP94D2 の発
現部位を調査すると，本遺伝子は胚発生時に
特異的に発現する遺伝子であることが判明
した．このため，CYP94D2 は胚発生の必須因
子であり，欠損は致死となると推察された．
CYP94D2 については過剰発現体により機能を
明らかにすることとし，CYP94D1 欠損変異株
について解析を進めた．本欠損変異体は，発
芽率，開花時期，種子の形成等については野
生型と大きな変化は認められなかった．
CYP94D1 欠損変異株と野生株に傷害処理を施
し，継時的にサンプリングした植物の JA, 
JA-Ile および TA-Ile の内生量を測定した 
(Fig. 1)．その結果，CYP94D1 欠損株では水
酸化物の内生量の低下が予想されたが，予想
に反して欠損株の TA-Ile の蓄積量が野生型
植物より高かった (傷害処理後 240 min)．た
だし，本変異体では傷害処理後 240 分におい
て JA-Ile の蓄積が過剰に見られており，
TA-Ile 量の増加はこの JA-Ile の過剰蓄積に
起因する可能性がある． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に，野生型と欠損変異株のメチル JA に
よる根の伸長阻害について比較した (Fig. 
2)．10 μM メチル JA を含むムラシゲスクー
グ培地で生育させたところ，CYP94D1 欠損変

異体では，主根，側根共に野生型植物よりも
長かった．すなわち本変異株のメチル JA に
対する感受性は野生型植物よりも低かった．
このことから CYP94D1 は JA 類の水酸化によ
る JAシグナルの不活性化というよりも JAシ
グナルを負に制御する因子であることが示
唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) CYP94D1 および CYP94D2 過剰発現シロイ
ヌナズナの解析 
 CYP94D1 および CYP94D2 の過剰発現体を作
出した．CYP94D1 過剰発現株では遺伝子発現
量が 26-144 倍 (D1-1, 41 倍; D1-3, 26 倍; 
D1-4, 90 倍; D1-5, 144 倍) に，CYP94D2 過
剰発現株では 1.9-2.2倍 (D2-1, 2.2倍; D2-4, 
1.9 倍) に増加した組換え植物が得られた．
CYP94D2 については遺伝子発現量が大幅に増
加した形質転換体が得られなかった．得られ
た過剰発現体をそれぞれ生育させ，発芽後 4
週間の植物体の地上部より植物ホルモンを
抽出し，定量した (Fig. 3)．その結果，
CYP94D1 過剰発現体においては，JAおよび TA
量に野生型酵素との内生量の差は認められ
なかったが，CYP94D1 発現量が大きく向上し
たラインでは TAグルコシド (TAG) の内生量
の増加が認められた．このことから，CYP94D1
は JAあるいは JA-Ile水酸化活性を持つこと， 
CYP94D1 の作用による TA 量 (TA-Ile の加水
分解も含む) の増加に伴い TAG量が増加した
ことが推定された．一方、CYP94D2 過剰発現
体においては JA 内生量の増加が認められた
が，TAや TAG の内生量の変化は認められなか
った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1. Accumulation patterns of jasmonates after mechanical wounding

in leaves of WT and cyp94d1 plants.

Endogenous amounts of JA (A), JA-Ile (B) and 12OH-JA-Ile (C) of wild type

(gray bar) and the mutant (black bar) were measured. The error bars are mean ±
standard error for 3 independent experiments. Asterisks denote a significant

difference between the mutant and wild type using Student’s t-test. (*P < 0.05)
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Figure 3. CYP94D1過剰発現体および
CYP94D2過剰発現体の植物ホルモン内
生量
The error bars are mean ± standard error for 3

independent experiments. Asterisks denote a

significant difference between the mutant and

wild type using Student’s t-test. (*P <

0.05,**P<0.01)
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Figure 2. Root inhibition assay of WT and cyp94d1 mutant.

(A) Root length. (B) Lateral root length. Root length of 5-day-old wild-

type (gray bar) and cyp94d1 (black bar) seedlings grown on MS plates

containing various concentrations of MeJA(A) were measured. The error

bars are mean± standard error for 15-20 independent experiments.
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