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研究成果の概要（和文）：高等植物の非生物的環境ストレス応答の制御に深く関与する植物ホル

モン・アブシジン酸(以下 ABA)の応答ネットワークの解明を目的に、シロイヌナズナより独自

に分離した ABA 高感受性変異株を用いた分子遺伝学及び分子生物学的解析を行った。その結

果、ABA の受容から遺伝子発現に至るまでの情報伝達経路の解明、ミトコンドリア機能とホル

モン応答との関連を明らかにし、ABA 応答理解の新たな研究展開を導いた。 

 

研究成果の概要（英文）：Molecular genetic and molecular biological analyses of several 
novel Arabidopsis mutants that impair the abscisic acid (ABA)-response allowed us to 
describe the ABA signal transduction pathway from perception to nuclear events and find 
the novel relation between ABA response and mitochondrial function. These findings offer 
a new avenue for understanding the cellular response mechanisms to ABA. 
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１． 研究開始当初の背景 
乾燥、低温、塩など非生物的ストレス二対す
る植物の応答機構の解明は、务悪環境下でも
生育可能な有用生物作成のためにも、喫緊の
課題である。非生物的環境すっとレス応答に

深く関わるアブシジン酸（ABA）応答の解明
は、その中でも最重要な課題である。長年の
様々な研究により、多くの情報伝達関連因子
転写因子などの同定及び機能解析が行われ、
理解は進んできた。しかし、ABA 受容体や主
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要情報伝達経路については様々な情報が相
乱れ混沌とした状況であり、極めてシンプル
な他の植物ホルモン情報伝達経路と相反し、
ABA 情報伝達経路は多様な情報伝達因子が雑
然と相互作用するネットワークとしか記述
できない状況であった。そこで、申請者は、
ABA 応答機構の整理を目的に、高等植物シロ
イヌナズナより ABA 高感受性変異株を独自に
分離し、その解析から新規 ABA 応答関連因子
の同定に成功した。これらの解析を通して、
ABA 応答機構の整理、理解が可能と考え、研
究を推進することにした。 
  また、これまでの研究から ABA と生物的
環境ストレス応答に関わる植物ホルモン・サ
リチル酸(SA)やジャスモン酸との複雑な相
互作用が明らかになっている。ABA と SA は拮
抗的に相互作用すると報告されているが、申
請者が分離した変異株 ahg2-1 では双方が昂
進しており、これらのホルモンの拮抗作用の
実態やその分子メカニズムもほとんど明ら
かになっていない。そこで、相互作用の実体
を詳細に調査する必要があると考えられ、そ
の解析も試みた。 
 
２． 研究の目的 
申請者らは、これまでにシロイヌナズナから
ABA 高感受性変異株 ahg1, ahg2, ahg3, ahg11, 
ahg12 を分離解析し、その原因遺伝子を同定
している。これらの解析から、①タンパク質
脱リン酸化酵素が ABA情報伝達経路で負の制
御因子であること、②mRNA の安定制御やオル
ガネラの RNA 制御およびプロテアソーム系に
よるタンパク質分解制御が ABA応答において
重要な役割を担っていること、を明らかにし
た。これらの独自解析結果をもとに、ABA 情
報伝達経路の解明と、ABA 応答ネットワーク
の理解を進めることにした。さらに、植物ホ
ルモン間の相互作用を理解する目的で、ABA
とサリチル酸との相互作用を、培養細胞を用
いて代謝物レベル及び転写物レベルで調査
した。 
 
(1) タンパク質脱リン酸化酵素の解析と情報

伝達経路の解明 
2C 型タンパク質脱リン酸化酵素（PP2C）は、
abi1, abi2 変異などの解析から ABA 応答での
重要性が指摘されていたが、これらの変異の
優性の ABA 高感受性と変異 PP2C の低活性の
間には矛盾があり、これら PP2C の機能は理
解されずにいた。また、ABI1, ABI2 以外にも
類似する PP2C が多くあるが、それらの解析
も一貫しておらず機能の把握が進まずにい
た。申請者らは、ABA 高感受性をもたらす変
異遺伝子として２つの PP2C 遺伝子を独自に
同定し、PP2C は ABA 応答の負の制御因子であ
り少なくとも６つの PP2C が同様に機能して
いることを報告した。さらに、多重変異株の

解析から PP2C 機能は ABA 応答において非常
に重要であり、ABA 情報は情報伝達経路のあ
る時点でこれら PP2C に集約されると考えら
れた。このことは、PP2C の上流因子、下流因
子を見いだすことで主要 ABA 情報伝達経路の
解明が可能なことを意味している。このよう
な因子として、これまでの解析結果をもとに、
ABA で迅速に活性化される３つのタンパク質
リン酸化酵素 SnRK2 を、その有力な候補とし
て選択した。実際そのうちの一つ SRK2E は、
ABI1 と相互作用することも報告されている。
本課題研究では PP2C と SnRK2 との関連を中
心に分子生物学的解析を進めることにした。
本研究課題は、理化学研究所梅沢泰史博士と
の共同で進めた。 
 
(2) RNA 制御関連因子の解析 
ABA 高感受性変異 ahg2-1 は、ABA と拮抗する
とされる SA の応答も昂進する非常に稀な変
異である。AHG2 遺伝子は、mRNA 分解の初発
段階を担う polyA 特異的 RNA 分解酵素（PARN）
であった。これまで、多様な RNA 制御因子が
ABA 応答関連変異の解析から明らかになって
いるが、これらとホルモン応答との連携の分
子メカニズムは、まだほとんど明らかにされ
ていない。そこで、mRNA 制御とホルモン応答
との関連を解明する為に、AHG2 の機能解析を
試みた。 
  弱い ABA 高感受性変異株 ahg11 の原因遺
伝子は、RNA の様々な修飾に関わる
pentatricopeptide repeat protein (PPR)を
コードしている。植物では、500 を超える PPR
が多くはオルガネラで働いていると考えら
れている。AHG11 がどこで何を標的にしてい
るかは、ABA 応答を理解する上で重要である
と考えその解析を進めた。 
 
(3) タンパク質分解制御因子の解析 
優性の ABA 高感受性変異株 ahg12 は、積極的
タンパク質分解に関わるプロテアソームの
19S 調節サブユニットの構成因子 Rpt5a の変
異である。RPT5a の機能はほとんど不明で、
ahg12h 変異の位置も予想されている活性部
位外であった。この変異と表現型の関連解明
により、プロテアソームの機能調節、タンパ
ク質分解と ABA応答との関係について新たな
知見が得られると期待され、表現型の詳細な
解析を行うことにした。 
 
(4) ABA と SA 相互作用の解析 
ABA と SA は、主に拮抗的に働くという報告が
相次いでなされている。実際植物を ABA で処
理すると、病原菌に対する抵抗性が低下する
ことが明らかになっている。一方で、防御応
答の過程において ABAも重要な役割を担って
いるという報告もある。我々が分離した
ahg2-1 は ABA, SA 応答双方が昂進していおり、



 

 

単純な拮抗作用というのは考えにくい。また、
相互作用の分子実体もわかっておらず、分子
育種のためにはそれを詳細に記述する必要
がある。相互作用理解の第一ステップとして、
より均一なデータを収集することが重要と
考え、培養細胞を用いた解析法を用いた。 
 
３． 研究の方法 
(1) タンパク質脱リン酸化酵素の解析と情報

伝達経路の解明 
これまで ABA 応答への関与が示されている 6
つの PP2C, AHG1, AHG3, ABI1, ABI2, HAB1, 
HAB2と ABAにより活性化されるSnRK2との相
互作用を酵母 2 ハイブリッド実験、植物細胞
での BiFC 実験などにより調査した。また、
相互作用とこれらのリン酸化または脱リン
酸化活性との関連を調査した。さらに、PP2C
による SnRK2 の活性制御の有無を、培養細胞
を用いた in vivo 32P 標識実験などにより検
証した。 
  上記研究遂行をほぼ完了した段階で、
ABA 受容体 PYR/RCAR/PYL の同定と、それらが
ABA依存的にPP2Cの活性を阻害するという報
告がなされたため、その知見と申請者らの研
究結果を統合し、組換えタンパク質を用いた
ABA 主要情報伝達経路の試験管内構築を試み
た。 
  ABA 応答に関連することが明らかになっ
ている６つの PP2C のうち、申請者らが遺伝
学的に同定した AHG1, AHG3 は、種子で多く
発現し核にのみ局在する、という他の PP2C
にない特色を持つ。このことから、これら２
つは、特殊な機能を持つ可能性があると考え、
相互作用する因子の探索をいくつかの方法
で試みた。 
 
(2) RNA 制御関連因子の解析 
AHG2/PARN の機能理解を目指し、関連する因
子の遺伝学的同定を試みた。AHG2 遺伝子の破
壊株は致死性を示すが、申請者ら分離した
ahg2-1 は弱い変異であり上述のような表現
型を示すにとどまり、抑制変異株の分離が可
能である。抑制変異株の分離は、関連する因
子の同定に優れており、ahg2-1 変異株をもち
いることで独創的な研究となり、新規知見を
もたらすことが期待できる。ahg2-1 変異株の
種子を変異原物質で処理し M2 種子を取得、
これを対象に ahg2-1 変異の表現型が減弱し
た変異株を分離した。これらの表現型を解析
するとともに、原因遺伝子をマッピング法で
同定した。遺伝子産物の機能解析の為に GFP
結合タンパク質の細胞内移行調査、酵母２ハ
イブリッド実験による相互作用因子の探索
を行った。 
  PPR をコードする AHG11 の標的を同定す
る為に、まず GFP 結合タンパク質を細胞内で
発現させ、細胞内局在を調査した。多くの PPR

は葉緑体やミトコンドリア mRNA の編集に関
わっていることがわかっている。AHG11 も同
様の機能を持つ可能性が高いと考え、既存の
編集部位の塩基配列の決定を試みた。 
 
(3) タンパク質分解制御因子の解析 
プロテアソーム 19S 調節サブユニット構成因
子 RPT5a の変異 ahg12 と ABA 高感受性との関
連を調査する為に、ahg12 の表現型を詳細に
調査した。発芽時の他のホルモンや光などの
刺激への応答における ahg12 の影響を調査し
た。また、ユビキチン化タンパク質の変動に
ついての解析も行った。 
 
(4) ABA とサリチル酸相互作用の解析 
シロイヌナズナの T87培養細胞を用いて、ABA、
SA、ABA+SA、ABA 後 SA、SA 後 ABA で 2, 5, 10, 
24 時間処理し、細胞抽出液を調整し、1H-NMR
を測定した。多種のサンプルを同時に調整す
る為に多検体解析システムを構築した。代謝
物の組成を詳細に調査する為に、13C グルコー
スで標識した培養細胞を用いてホルモン処
理を施し、細胞抽出サンプルを 2D 1H-13C HSQC
を測定した。さらに、ABA と SA 同時処理した
場合の転写物変動を、マイクロアレーを用い
て観測した。変動が見られた転写物について
は、リアルタイム PCR で変動を検証した。 
 
４． 研究成果 
(1) タンパク質脱リン酸化酵素の解析と情報

伝達経路の解明 
既存の６つの ABA 関連 PP2C (AHG1, AHG3, 
ABI1, ABI2, HAB1, HAB2)と SnRK2 間の相互
作用を酵母 2ハイブリッド法で調査したとこ
ろ、これらの PP2C は、ABA 依存的な SnRK2
（SRK2D/SnRK2.2, SRK2E/SnRK2.6/OST1, 
SRK2I/SnRK2.3）と特異的に相互作用するこ
とが明らかとなった。また、これらの PP2C
と類似の構造を持つ３つ PP2C（HAI1, HAI2, 
HAI3）も同様に相互作用を示した。酵母細胞
内では、PP2C—SnRK2 間の相互作用に ABA 依存
性は見られなかった。また、abi1-1 変異 PP2C
も相互作用することがわかった。９つの PP2C
と３つの SnRK2 の相互作用には、ある程度選
択性があった。相互作用を検証する為に、
AHG1, ABI1 と SRK2I を用いて共沈実験を行っ
た。植物細胞内で HA-tag を結合した PP2C と
SRK2I-GFP を発現し、GFP 抗体で免疫沈殿を
行った後、HA 抗体で検出した。その結果、こ
れら因子間の結合が確認された。この実験で
も ABA 依存性、abi1-1 型変異の相互作用への
影響はともに認められなかった。さらに、
BiFC 実験によっても ABI1 と SnRK2E, SnRK2I
の相互作用を検証し、核と細胞膜付近で相互
作用を示す蛍光観察に成功した。以上の結果
から、ABA 関連 PP2C と ABA 依存的 SnRK2 は、
特異的に恒常的に物理的相互作用をしてい



 

 

ることが示され、これら２因子の機能的関連
が明示された。 
  相互作用の生化学的意義を検証する為、
PP2C による SnRK2 脱リン酸化実験を行った。
３つの ABA 依存的 SnRK2 は、ABA 刺激により
リン酸化され活性化することが報告されて
いる。そこで、植物細胞内で活性化された
SnRK2 が、大腸菌で発現した PP2C により不活
性化されるかを検証した。その結果、SnRK2
は、相互作用する ABA 関連 PP2C により速や
かに不活性化された。一方、ABA 応答と無関
係の PP2C である AP2C では不活化されず、選
択制のない CIAP では弱い不活化が認められ
た。また、abi1-1 変異 PP2C は、人工基質に
対してはほとんど活性が認められなかった
が、SnRK2 に対する有意な不活性化能を持つ
ことが示された。これらのことから、PP2C は
特異的に SnRK2を不活化することが示された。 
  PP2C による SnRK2 の不活性化が、SnRK2
の脱リン酸化によるかどうかを検証した。
SnRK2-GFP を発現する植物細胞を 32P 正リン
酸で標識、ABA で処理し活性化した後
SnRK2-GFP を抗体により精製し、リン酸化状
況を検証した。その結果、SnRK2 は ABA 無処
理状況下でもリン酸化を受けているが、ABA
処理によりさらにリン酸化を受けることが
判明した。次に、リン酸化された SnRK2 と大
腸菌で発現した PP2C を混合し、リン酸化状
況を調査した。その結果、ABA 関連 PP2C は
ABA 刺激により受けたリン酸化のみを特異的
に脱リン酸化することが明らかとなった。こ
のリン酸化の選択性は、質量分析によるタン
パク質リン酸化解析によっても実証された。
以上の結果から、PP2C は SnRK2 と相互作用し
ABA による活性化を脱リン酸化により抑制す
るという ABA 情報伝達経路の一部の分子機構
が明らかにされた。興味深いことに活性が殆
ど無いと言われていた abi1-1 変異 PP2C は、
SnRK2 の活性化に伴うリン酸化に対しては高
い脱リン酸化活性を持つことが示された。 
  上記結果を獲得した頃、PYR/PYL/RCAR 型
ABA 受容体が同定され、ABA 依存的に PP2C に
結合しその活性を抑制することが報告され
た。この知見は、我々の知見と合致し、これ
ら両方を合わせることで ABA 情報伝達経路が
その受容から遺伝子発現まで繋げられるこ
とを示している。そこで、大腸菌で発現させ
た PYR、PP2C、植物細胞内で活性化した SnRK2
を用いて、ABA 依存的な SnRK2 制御を試験管
内で構築することを試みた。その結果、見事
に ABA と ABA 受容体依存的に PP2C 制御が確
認された。また、ABA 受容体は abi1-1 変異
PP2C に結合しないことが示されたが、我々は
これが SnRK2 不活性化活性を十分に持ってい
ることを示しており、試験管内再構成実験に
よって abi1-1 の優性の非感受性を実証する
ことにも成功し、長年の懸案だった矛盾を解

消することができた。これにより、主要 ABA
情報伝達経路は解明されたといえる。今後は、
多様な ABA 応答の分子機構、他の情報傳田経
路の可能性、ホルモン相互作用の分子機構が
重要な研究課題となると考える。 
  AHG1 と相互作用する因子の同定を、TAP
タグを用い植物抽出液を対象とした共沈実
験により試みた。その結果、ABA 応答と関連
が報告されている転写調節複合体の構成因
子が有意に分離された。酵母 2ハイブリッド
実験で相互作用を確認したところ、この因子
は、AHG1, AHG3 と特異的に結合し、ABI1 な
ど他の４つの ABA 関連 PP2C とは結合しなか
った。この相互作用は植物細胞内での BiFC
実験によっても確認された。さらに、AHG1, 
AHG3 はともに転写調節複合体の他の因子と
も相互作用することが示された。この結果か
ら、AHG1, AHG3 は、SnRK2 の他にも標的が存
在し、その制御により ABA 応答を調節してい
る可能性が示唆された。種子での特的な ABA
応答制御にこれら２つの PP2C が関与してい
ると予想される。今後 AHG1, AHG3 の解析に
より、種子の発生、発芽の制御、さらには種
子の進化について、新たな知見が期待できる。 
 
(2) RNA 制御関連因子の解析 
ahg2-1 抑制変異を 10 程分離、確立した。mRNA
分解と表現型の間の様々な段階の抑制変異
が予想されたので、表現型が強いものから弱
いものまでを幅広く選び、解析を進めた。得
られた変異株全てで、ahg2-1 の表現型すべて
が抑制されることが確認され、これらの変異
を持つ因子は AHG2 と密接に機能していると
考えられた。強い抑制変異株では ABA 感受性
が正常に戻るのではなく若干非感受性にな
っており、これらの変異因子は AHG2 と密接
に機能しながらも、独立していると予想され
た。また調査したすべての変異が、優性また
は半優性であることがわかった。さらに、強
い変異のいくつかで単独変異の影響を調査
したが、影響がないと判断された。また、AHG2
の破壊変異株の致死性も抑制することが確
認され、得られた抑制変異の当該因子は、ア
リル特異的ではなく機能レベルで AHG2 機能
と関連していることが示された。 
  これらの変異のうち強い変異(ags1-1)
の原因遺伝子の同定をマッピング法により
行った。その結果、AGS1 遺伝子はシロイヌナ
ズナが持つ polyA付加酵素のひとつをコード
しており、表現型と機能が一致した。驚くべ
きことに他のすべての抑制変異株で AGS1 遺
伝子に変異が見出された。シロイヌナズナに
は、同様の機能を持つと予想される遺伝子が
複数あることから、AGS1 が特異的な機能を持
つことが示唆された。AGS1 の N 末にはミトコ
ンドリア移行様のシグナル配列が見られる
が、GFP-結合タンパク質の調査から AGS1 は



 

 

主に核に局在することが示唆された。大腸菌
での発現、酵母２ハイブリッド法による相互
作用因子の探索では、いずれも良好な結果は
得られなかった。今後AHG2と AGS1の標的RNA
の同定、その制御機構を解明することで、ABA
応答、ABA と SA との関連、さらには細胞応答
統御機構について新たな知見が得られると
考えられる。 
  PPR の一つ AHG11 の標的を同定するため
に、ミトコンドリアおよび葉緑体の mRNA 編
集の状況を調査した。その結果、ミトコンド
リア nad4 mRNA のひとつの編集部位が ahg11
変異株では未編集と判明した。ノーザン法に
より nad4 転写物の長さや量を調べたが異常
はなく、変異の影響はないと判断された。
nad4 mRNA 修飾における不具合は、他にも発
芽異常、細胞壁構築異常としても報告されて
おり、この分子の機能低下さらにはミトコン
ドリア機能異常が、様々な生理異常を誘引し
ていると考えられる。今後ミトコンドリア機
能とこれらの生理機能との関連について理
解を深める研究が必要である。 
 
(3) タンパク質分解制御因子の解析 
ahg12 変異の影響を知るために、様々な刺激
応答への影響を調査し、発芽時の光応答やエ
チレン応答にも異常が認められた。これらの
応答ではタンパク質分解制御が関わってお
り、分解制御の異常がその原因と予想された。 
  ahg12 変異では、RPT5 の種間で保存され
た Ser が Phe に置換している。この変異の分
子機構を明らかにするために、出芽酵母 RPT
５に同様な変異を導入し、その影響を調査し
た。その結果、この変異による RPT5 の機能
損失はないことが判明した。この結果は、
ahg2-1 変異株がプロテアソーム機能阻害剤
耐性を持つことと矛盾しない。次に、この変
異がこの Ser 残基のリン酸化に影響すると考
え、これを Aspに置き換えた遺伝子を構築し、
その影響を植物で調査したが、影響は見られ
なかった。 
  最近、プロテアソーム 19S サブユニット
の構造が報告された。興味深いことに、RPT5
と RPT2 はゲートの役割を果たし、ahg12 変異
部位はゲートの部分に相当していることが
判明した。このことから、ahg12 はゲート機
能が低下した変異である可能性が高く、この
変異の解析はゲート機能を理解する上で重
要な知見をもたらすと期待される。今後、こ
の変異で蓄積されるタンパク質を調査し、ゲ
ート機能との関連を調査することで、新たな
知見が期待できる。 
 
(4) ABA と SA 相互作用の解析 
ABAおよびSA存在下の代謝物プロファイルに
より、ABA と SA 同時処理はこれらの単独処理
とは異なる上に、それらの単純な和や差では

なく全く別の生理状態を誘導することが示
唆された。また、この生理状態は、ホルモン
処理の順番には依存せず、最終的な ABA と SA
の刺激量によって決定されることが示唆さ
れた。2D HSQCによる詳細な代謝物解析で様々
な変動が確認され、多くは老化と結びつけら
れた。また、SA のグリコシル化が ABA により
制御されることが示唆された。 
  網羅的転写物の解析からも、ABA と SA 同
時処理が単独処理とは別の生理状態を示す
ことが示唆された。既存の報告のように ABA
と SA が拮抗的に作用する遺伝子発現変動が
認められた一方で、ABA と SA により協調的に
発現変動が誘導される遺伝子や、同時処理の
みで発現変動が誘導される遺伝子が多数見
出された。このことから、ABA と SA の相互作
用は単純な拮抗作用ではないことが確認さ
れた。詳細な解析から、ABA と SA 両方により
発現が低下する遺伝子の多くは、細胞周期の
G2/M 移行に関わる因子と判明し、ABA と SA
の同時処理により細胞周期の遅延、停止、ま
たは核内倍化が予想された。その検証のため、
ABAと SA同時処理が核DNA量に及ぼす影響を
調査し、2N 量の細胞が増加することを見出し
た。用いた培養細胞では 4N, 8N の細胞は元々
観測されず、核内倍化誘導の可能性について
は確認できなかった。以上の結果から、ABA
と SA は単なる拮抗的に働くのではなく、そ
れらの刺激は複合的に働き、別の生理現象主
誘導する可能性を持つことが明らかとなっ
た。このことは、植物ホルモンの相互作用は、
単純ではなく極めて複雑で、その機構解明に
は、システムバイオロジー的なアプローチの
導入も視野に入れて取り組むべき課題と考
える。 
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