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研究成果の概要（和文）：ジベレリン(GA)は植物の成長を制御するホルモンである。GA の内生

量は転写レベルでのフィードバック制御により一定の範囲に維持されている。本研究では、GA
のフィードバック制御に関与する転写因子 RSG の機能がキナーゼ NtCDPK1 により調節されて

いることを明らかにした。さらに GA 信号伝達の鍵となる DELLA と相互作用する転写因子

GAF1、葉柄の伸長に関与する MYB 型転写因子を新たに同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：Gibberellins (GAs) are essential regulators of many aspects of plant growth. 
The homeostasis of GAs is maintained by negative feedback in plants. In this study, we found that a 
kinase NtCDPK1 regulates the transcription factor RSG, which is involved in gibberellin feedback 
regulation. Furthermore, we identified a DELLA interacting protein GAF1 and a MYB-like transcription 
factor that is involved in the growth of petiole.   
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１．研究開始当初の背景 
光エネルギーを化合物に転換することで、
地球上における他のすべての生命を支える
植物は、自らは移動せず、大地に根を張り、
その生存の領域を広げ、外部環境の激しい変
化を克服して生育する。周囲の環境変化に適
応し太陽光の捕捉効率を最適化するために、
柔軟に形態を変化させる機構は陸上植物の

繁栄に必須であった。植物の形態形成では細
胞分裂、細胞死を含めた分化に加えて、細胞
伸長が大きな役割を果たしている。細胞伸長
による体積増加は通常 50 倍を超え、植物の
柔軟な形づくりの原動力になっている。遺伝
的プログラムと周囲の環境情報は植物ホル
モンのレベルで統合され、植物は細胞伸長の
方向を制御し、環境に適した個体の形を実現
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するのである。ジベレリン（GA）は茎の伸長
生長に顕著な促進作用を示す植物ホルモン
である。発生のプログラムと環境刺激がいか
にしてジベレリンの内生量を調節している
かを明らかにすることは、細胞伸長を含め植
物の形態形成の分子機構を理解するための
鍵となる。1960 年代に目覚ましい収穫率の向
上をもたらした「緑の革命」に用いられたコ
ムギ、イネの新品種はすべて GA 関連の突然
変異体であった事を考えると、農業生産の面
からも GA 内生量調節機構解明の重要性は言
を俟たない。 
動植物を問わず、組織の構築や分化および
恒常性の維持には遺伝情報の時間的・空間的
に統制のとれた発現が不可欠である。GA 内
生量が変化すると植物はフィードバック制
御を発動させ GA 内生量を維持しようとする。
例えば GA 生合成阻害剤を用いて GA 内生量
を人為的に低下させると、GA 信号伝達系を
介して GA 生合成反応の最終段階を触媒する
二つの合成酵素の遺伝子発現が転写レベル
で上昇し GA 分解酵素の遺伝子発現が減少す
る。逆に植物体に過剰の GA を投与すると、
GA 合成酵素遺伝子の発現は抑制され GA 分
解酵素の遺伝子発現が上昇する。この正負の
協調したフィードバック制御により GA の恒
常性は維持されていると考えられる。しかし
植物は、発芽や開花など特別な時期にはフィ
ードバック制御を一時的に解除し大量の GA
を合成して発生を進行させる。このように
GA 内生量調節は制御システムとして興味深
い対象である。しかし植物転写因子の遺伝子
レベルでの機能重複のため、GA 合成酵素の
転写因子に関与する突然変異体がほとんど
得られておらず解析が進んでいなかった。GA
信号伝達の主要な経路では、核に存在する信
号伝達の抑制因子 DELLA の安定性の制御が
重要である。細胞の GA 濃度が低い時は
DELLA 安定であり、GA の応答を抑制してい
る。細胞が GA を受容すると、DELLA タン
パク質はユビキチン－26S プロテアソームで
分解される。その結果、DELLA タンパク質
による GA 応答の抑制が解除され、植物の成
長が誘導されると考えられている。しかし
DELLA の機能は未解明であり、フィードバ
ック制御との関連も不明であった。 
 
２．研究の目的 
我々は GA 内生量調節の転写制御系の解析
を行ってきた。これまでに bZIP 型転写因子
RSG がGAの内生量調節に関与していること、
14-3-3 タンパク質が RSG の細胞内局在制御
を介して RSG を負に制御していることを明
らかにした。また RSG の機能を阻害すると合
成酵素遺伝子のフィードバック制御が抑制
されることを見いだした。本研究では、GA
の内生量調節系 DECODE ネットワークを明

らかにすることを目的とし、以下の目標を置
いた。 
(1) 転写調節因子 RSG の細胞内局在を制御
する信号伝達系の解析を行う。RSG の細胞内
局在は GA 内生量により制御されている。GA
刺激を受容し14-3-3タンパク質との結合を制
御する RSG キナーゼを同定し解析する。GA
内生量低下時に RSG が核に蓄積し、どのよう
な標的遺伝子を制御するのか調べる。 
(2) GA 信号伝達解明の鍵となる、DELLA タ
ンパク質と相互作用する因子の同定を試み
る。 
(3) シロイヌナズナの GA 合成酵素遺伝子

AtGA3ox1 と分解酵素遺伝子の GA による転
写調節の分子機構を明らかにする。分担者
の高木らが開発した転写因子抑制システム
（CRES-T）による機能抑制形質転換体を用
いて、GA に関与する新しい転写因子を探
索する。 
 
３．研究の方法 
(1)RSG 機能制御の解析 
RSG と 14-3-3 の結合は RSG の Ser-114 のリ
ン酸化によって調節されている。Ser-114 をリ
ン酸化するキナーゼは GA 信号を受容して
RSG の細胞内局在、ひいては標的遺伝子の転
写を制御すると考えられる。これまでの解析
で RSG キナーゼの実体はカルシウム依存性
プロテインキナーゼ (CDPK)である事が示唆
された。 
①CDPK と RSG の in vivo における相互作用
を免疫沈降法などにより調べる。 
②RNAi により CDPK の機能を抑制した形質
転換体を作製して解析する。 
③CDPK の過剰発現体を作製しフィードバッ
ク制御への影響を調べる。 
④CDPK による RSG の認識機構を解析する。 
(2)DELLA と相互作用する因子の解析 

GA 信号伝達の鍵である DELLA タンパク
質の機能を解明するためには DELLA と相互
作用する因子の同定が必要である。しかし
DELLAは酵母内で転写促進活性を示すので、
通常の two-hybrid スクリーニングが困難であ
った。そこで酵母のリプレッサーを用いて、
転写促進活性をもつタンパク質の相互作用
因子も探索可能な改変 two-hybrid システムを
作製した。 
①新たに作成した改変 two-hybrid システムを
用いて DELLA と相互作用するタンパク質を
探索する。 
②その因子の機能を解析するため過剰発現
体、T-DNA 挿入変異体の解析を行う。 
③DELLA と相互作用する因子は転写因子と
推定されるので、標的遺伝子を解析する。 
(3) AtGA3ox1 の転写制御の解析と CRES-T 法
による解析 
 植物の転写因子の解析では、遺伝子の機能



重複が大きな障壁であった。分担者の高木は
転写因子に 12 アミノ酸の転写抑制領域を接
続し発現させるとすると、多重変異と同様の
表現型が生じることを見出した。 
①AtGA3ox1 の転写因子 AGF1 と結合する
ZAF1 の機能を解析する。 
②CRES-T 形質転換ラインのなかで GA 欠
損または GA 高感受性の形質を示すものを
単離し解析する。 
 
４．研究成果 
(1)RSG 機能制御の解析 

RSG の Ser-114 を GA 依存的にリン酸化し、
細胞質移動を促進するキナーゼは NtCDPK1
であることを明らかにした。NtCDPK1 のノッ
クダウンにより RSG のリン酸化は抑制され、
過剰発現により亢進した。また RSG と
NtCDPK1は in vivoで複合体を形成していた。
NtCDPK1 の過剰発現によりフィードバック
制御の一部が阻害されたので、NtCDPK1 は
GA 信号伝達に関与することが示された。さ
らに RSG との結合に関与する NtCDPK1 の領
域を決定した。プルダウン法などによる解析
の結果、NtCDPK1のN末側の可変領域がRSG
との結合に重要であることが明かとなった。
NtCDPK1 の 10 番目のアミノ酸 Arg を Ala に
置換した変異型 CDPK は、RSG との結合力が
低下すると同時に、in vitro における RSG の
Ser-114 のリン酸化活性が低下することを見
出した。NtCDPK1 の N 末可変領は基質認識
に必要なのである。CDPK は植物において
Ca2+が関与する信号伝達系の主要なキナーゼ
であり、シロイヌナズナでは 34 の遺伝子が
存在している。我々は NtCDPK1 の N 末の可
変領域は他の CDPK に RSG キナーゼの特性
を付与出来ることを見出した（図 1）。今回得
られた結果は、これまで不明であった CDPK
の N 末可変領域の機能を初めて明らかにし
たものである。植物で大きなファミリーを形
成している CDPK は、その N 末の可変領域で
基質を認識する興味深いキナーゼのファミ
リーである可能性が示された。 

 
(2)DELLA と相互作用する因子の解析 

転写活性化因子にも適用可能な改変
two-hybrid システムを用いて DELLA タンパ
ク質の一つ GAI と相互作用する因子として
Zn フィンガー型転写因子 GAF1 （ GAI 
Associated Factor 1）を単離した。GAF1 の個
体における機能を調べるために GAF1 を過剰
に発現する形質転換シロイヌナズナを作製
した。この形質転換体は、野生型植物に比べ
て顕著に背丈が高く、花芽形成が促進されて
おり、GA を投与されたかのような形質を示
した。さらにこの GAF1 過剰発現形質転換体
では GA に対する感受性が高く、GA 合成阻
害剤に対する抵抗性が上昇していた。これら
の結果は GAI と相互作用する GAF1 は GA の
信号伝達を促進する転写因子であることを
示唆している。 

 
(3) AtGA3ox1 の転写制御の解析と CRES-T 法
による解析 
AtGA3ox1 のフィードバック制御にフィード
バック制御に関与するシス領域に結合する
転写因子として AT-hook モチーフを持つ
AGF1 が同定された。AGF1 と特異的に結合
するタンパク質として、酵母 two-hybrid 法に
より Zn フィンガーモチーフを持つ ZAF1 が
単離された。BiFC 法やクロマチン免役沈降法
による解析の結果、ZAF1 は AGF1 を介して、
AtGA3ox1 プロモーター上へ結合することが
示された。 

GA に関する新しい転写因子を CRES-T 形
質転換ラインを用いてスクリーニングした
結果、GA を投与されたかのような顕著な徒
長形質を示す形質転換体が得られた（図 2）。
この形質転換体では MYB 型転写因子に

CRES-T 配列が付加されていた。この MYB
は相同性の高い関連遺伝子が存在するので、
通常の変異体のスクリーニングでは見出せ
なかったと考えられ、CRES-T 法が有効であ
ることが示された。 
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