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研究成果の概要（和文）：申請者らは、最も原始的な植物であるシゾンにおける植物ホルモンABAの存在と機能
を発見することで、植物細胞が誕生した当初からABAが存在していたことを報告している。本研究では、シゾン
における新奇ABA受容体の探索と、下流の遺伝子発現制御系を明らかにすることを主眼に解析を行い、シグナル
伝達の全貌を明らかにすることを目指した。残念ながら、ABA受容体を発見することは出来なかったが、すべて
のABA応答遺伝子を明らかにし、その転写因子を同定にすることに成功した。同定された4種のbZIP型転写因子の
みで、すべてのABA応答遺伝子を制御することが可能でありABAシグナル伝達機構の全容の解明が大きく前進し
た。

研究成果の概要（英文）：We have discovered ABA biosynthesis and function in the most primitive 
plant, the red alga C. merolae. This finding is significant in elucidating the ABA acquisition 
process. However, the signal transduction mechanism was unknown. We have found that there are no 
plant-type ABA receptors, but plant-type regulators are acts in C. merolae. In this study, we 
analyzed the investigation of the novel ABA receptor in C. merolae and the regulatory mechanism of 
the downstream gene expression. However, we did not discover the unique type ABA receptor. On the 
other hand, we succeeded in clarifying all ABA response genes and identifying transcription factors 
that regulate the expression of all these genes. The ABA signaling mechanism in C. merolae also has 
a similar mechanism to the plant type, suggesting that it was the prototype of the plant type 
signaling mechanism.

研究分野：植物生理学

キーワード： 植物ホルモン　アブシシン酸　藻類　シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物ホルモンであるABAの植物以外の生物における機能やシグナル伝達機構に対する知見は少なく、ABA獲得やそ
の利用の進化的な起源や獲得過程について学術的な興味が高まっている。申請者は、最も原始的な植物であるシ
ゾンでABAの合成と機能を発見し、植物における起源を明らかにした。しかし、シグナル伝達系及びABAによる詳
細な遺伝子発現制御機構については不明な点が多い。本研究によってシグナル伝達系で機能する因子の発見と制
御の分子機構を明らかにすることが出来た。この成果はABAという植物に普遍的に存在する生体制御機構の獲得
過程を明らかにする上で大きな一助となるだろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 アブシシン酸（ABA）は植物ホルモンの一種として種子の休眠や組織の成長抑制、ストレ
ス応答のシグナルとして働いている。陸上植物では、詳細な作用機序の分子機構も明らかに
されており、長年の謎であった ABA 受容体の発見が、シグナル伝達機構の急速な理解につな
がった。また、永らく ABA はコケ植物以降の陸上植物にしか存在しないと考えられてきた
が、近年、多種多様な生物種間からの発見の報告がなされている。現在、シアノバクテリア、
灰色藻と 2次共生藻を除くほぼすべての藻類、海綿、ヒドラ、原虫、哺乳類で ABA が発見さ
れている。シアノバクテリアでの機能は不明であるが、緑藻ではストレス応答、海綿では温
度変化に対する対応、ヒドラでは器官の再生、哺乳類では免疫系の活性化、原虫では宿主か
らの脱出のスイッチとして働いている(Li et al. 2011, Hartung 2010, Zocchi et al. 
2003, Puce et al. 2004, Fresia et al. 2016)。しかしながら、陸上植物と哺乳類以外の
ABA 合成系やシグナル伝達機構については不明である。進化的に大きく異なったこれら生物
種間で、ABA が多様なシグナル伝達を行うようになった進化的な意義・機構について、興味
が高まっている。 
 申請者は最も原始的な植物である原始紅藻シアニディオシゾン（シゾン）を用いた細胞内
共生由来のオルガネラである、葉緑体・ミトコンドリアによる細胞周期の制御機構の研究に
従事してきた。核の DNA 複製（NDR）は葉緑体・ミトコンドリアの DNA 複製（ODR）のシグナ
ルによって制御されている（Kobayashi et al. 2009）。この ODR による NDR の制御はオル
ガネラで合成されるクロロフィル・ヘムの前駆体であるテトラピロールの一種がシグナル
物質として働いており、申請者は、その分子機構を明らかにした（Kobayashi et al.2011）。
この過程で ABA の添加がシゾンのテトラピロール合成系及び制御系をコントロールしてい
ること、その結果テトラピロールの一種であるヘム量が調節されることを明らかにした。こ
のヘム量の変化は細胞周期を停止させるシグナルとなっており、シゾンは ABA 添加により
細胞周期を停止させることを明らかにした。この様な現象は報告例が無く新規性の高い発
見である。さらに解析を重ね、シゾンでも細胞内で ABA を合成していること、塩ストレスに
よって ABA 合成が誘導されることを明らかにした。さらに ABA は細胞周期を停止させるこ
とで、細胞の塩耐性を上昇させており、これらの結果をまとめて論文発表した（Kobayasi et 
al. 2016）。これは ABA がテトラピロールを介して細胞周期制御に関わっていることを示し
た初めての事例であった。陸上植物以外で ABA の効果と作用機序の分子機構が明らかにさ
れた例はなく、シゾンでシグナル伝達を含む分子機構の解析を進めることで、進化における
ABA 獲得のプロセスや意義が明らかになることと予想された。陸上植物の ABA シグナル伝達
には ABA レセプター、脱リン酸化酵素 PP2C、リン酸化酵素 SnRK2、転写因子が鍵因子として
機能している(Umezawa et al. 2011)。陸上植物で決定された ABA レセプターPYR/PYL/RCAR
はコケ植物以上の陸上植物にしか存在しない。このため、藻類等の ABA シグナル伝達は陸上
植物とは異なっている可能性が指摘されてきた。しかし、ゲノム解析の結果から、シゾンに
は PYR/PYL/RCAR は保存されていないが、他の鍵因子である PP2C、SnRK2 が保存されている
ことがわかった。申請者のこれまでの研究から、PP2C ホモログのうち PP2C2、PP2C3、SnRK2
及び bZIP1 転写因子が ABA シグナル伝達に関与していることが明らかになっている。SnRK2、
bZIP1 それぞれに FLAG-tag を付加した形質転換体を作出し、ABA 添加後、それぞれの tag を
用いてタンパク質を精製しリン酸化タンパクを特異的に認識する抗体で反応した所、SnRK2、
bZIP1 共にリン酸化が確認された。このことから ABA 添加によって PP2C が不活性化し、
SNRK2 がリン酸化・活性化され、下流の bZIP1 を活性化していることが考えられた。bZIP1
のリン酸化は ABA 添加時でも SnRK2 アンチセンス株では確認されず、ABA にレスポンスして
SnRK2 によって bZIP1 が活性化されることが示された。 
 
２．研究の目的 
 
上記の様に藻類での ABA シグナル伝達系は陸上植物と非常に類似した機構によって制御さ
れていることを申請者は明らかにしている。しかし、シゾンにおける ABA レセプターは明ら
かになっていない。そこで本申請研究ではシゾンを用いて藻類における ABA レセプターの
探索をおこない ABA シグナル伝達機構の全体像の解明を目的とする。シゾンは最も初期に
分岐した植物であることが系統学的に判明しており、シゾンの ABA シグナル伝達機構を解
明することは植物における ABA 獲得のプロセスや進化的な意義を明らかにする上で非常に
重要である。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、以下のストラテジーで ABA 受容体の探索とシグナル伝達系の解明を行った。
(1)質量分析による ABA レセプターの探索、(2)酵母 2 ハイブリッド系による ABA レセプタ



ー及び ABA シグナル伝達関連因子の探索、(3)陸上植物の ABA レセプター候補因子のシゾン
での機能解析、(4)ABA 応答遺伝子の特定、(5)ABA シグナル伝達に関わる因子の網羅的スク
リーニング、(6)モデルの検証。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 質量分析による ABA レセプターの探索 
申請者は本申請研究開始以前にシゾンの全種の PP2C ホモログ過剰発現株を使用した解析
から、ABA シグナル伝達には PP2C2 と PP2C3 が関与していることを明らかにしている。陸上
植物の解析から、シゾンでも ABA 存在下で ABA レセプターは PP2C に結合している可能性が
示唆されるため、シゾン PP2C にタグ（FLAG）を付加した形質転換体を作製し、免疫沈降試
みた。形質転換体作製の過程で新たな形質転換法と迅速なスクリーニング法を開発し発表
した。新規形質転換法によって作成された PP2C-FLAG 株を用いた免疫沈降の際、ABA 添加・
非添加の２つの条件で反応を行った。これら２種の反応産物を 2 次元電気泳動で分離し、
ABA 存在下でのみ PP2C と複合体を形成しているものを質量分析によって同定した。シゾン
における免疫沈降では、細胞内に大量に存在する光合成の集光性アンテナ・タンパク質複合
体が非特異的に共沈することがある。本実験においても同様の現象が確認された。シゾンに
おける集光性アンテナ・タンパク質複合体の主構成成分はフィコシアニンである。研究開始
当初はフィコシアニンにタグ(HA)を付加し、HA 抗体によりフィコシアニンを取り除いた後
に FLAG 抗体により PP2C の免疫沈降を行うことで非特異的な結合を減らすことを計画して
いた。しかし、フィコシアニン-HA 付加株を作成したところ、増殖速度の低下が観察され、
タグ付加によって集光性アンテナ・タンパク質複合体形成が部分的に阻害されている可能
性が考えられた。このような状態では野生株と同様の生理活動や代謝をしているとは考え
づらく、一部方法を修正した。フィコシアニン抗体を作成し、PP2C 免疫沈降前にフィコシ
アニンを除去することで反応をおこなった。その結果、PP2C2 で 23 種、PP2C3 で 20 種程度
の結合タンパク質を同定した。 
 
(2) 酵母 2 ハイブリッド系（Y2H）による ABA レセプター及び ABA シグナル伝達関連因子の
探索 
ABA レセプターの探索は質量分析だけでなくシゾン DNA ライブラリーを用いた酵母 2 ハイ
ブリッド系でも行った。PP2C2 と PP2C3 を用いた Y2H は培地中に ABA 添加・非添加の条件で
スクリーニングを行ったが異なる結果は得られなかった。Y2H の結果 PP2C2 で 15 種、PP2C3
で 17 種のタンパク質を同定した。質量分析と Y2H で得られたタンパク質は、それぞれ共通
するタンパク質が含まれていた。更にこれらの中には HSP など、ほかの解析においても非特
異的結合タンパク質として度々検出されるタンパク質も含まれていたため、これらを除き、
最終的に PP2C2 結合が 21種、PP2C3 が 18 種であった。これらは偽陽性の可能性を秘めてい
るため、in vivo もしくは in vitro で追加検証する必要がある。組換えタンパク質や、形
質転換体による検証を試みたが、数が多く検証困難であると判断した。そこでより簡便で迅
速に相互作用を in vivo で検証する方法を開発した。本方法は、一過的な発現系であり、簡
便に細胞内で発現したタンパク質同士の相互作用を検証する。ジョイント PCR により、標的
遺伝子のコード領域にプロモーターとエピトープタグを付加した断片を直接細胞内へ導入
し、標的タンパク質を発現させる。クローニングの必要がないため迅速で低コストであり、
2種類以上の異なる断片も同時に発現することが可能である。発現させた細胞からタンパク
質を抽出しプルダウン法によりタンパク質間相互作用を検証した。この結果、結合が確かめ
られたものは PP2C2 が 6種、PP2C3 が 5 種であった。また、これらの結合は ABA 添加・非添
加で変化しなかった。更に、これら計 11 種について組換えタンパク質を作成し、カラムに
結合させた ABA に対して結合能があるか検証した。しかし、ABA に対して結合能があるタン
パク質は発見できなかった。 
 
(3) 陸上植物の ABA レセプター候補因子のシゾンでの機能解析 
陸上植物では Mg-キラターゼの Hサブユニット（ChlH, Mochizuki et al. 2001）、Gタンパ
ク質共役受容体ファミリーの GCR2 と GTG1 が ABA レセプターの候補として報告されている
(Liu et al. 2007, Pandey et al. 2009)。これらの相同遺伝子もシゾンには存在している
ので、これらの形質転換株を作製し観察を行った。chlH, GCGR2, GTG1 相同遺伝子はすべて
遺伝子破壊株が作出できなかった。このため必須遺伝子である可能性が示唆された。そこで
アンチセンス株を作出し、ABA への応答を検証した。しかし、ABA 応答は野生株と変化なか
った。このことから、これらホモログは ABA 受容体として機能しないことが予測されたた
め、直接的に ABA と結合するか検証した。chlH, GCGR2, GTG1 の組換えタンパク質を作製
し、カラムに結合させた ABA に対して結合能があるか検証した。しかし、これらのタンパク
質と ABA との結合は確認されず、シゾンにおける chlH, GCGR2, GTG1 は ABA 受容体として



機能しないことが明らかになった。 
 
(4) ABA 応答遺伝子の特定 
当初はマイクロアレイ解析を検討していたが、近年の技術・サービスの向上から RNA-seq 解
析の方が安価で高精度になったことから、ABA 添加時と非添加時の RNA-seq 解析を行い全
ABA 応答遺伝子を明らかにした。また、すべての bZIP 過剰発現株を作成し RNA-seq 解析を
行い比較することで ABA 応答する転写因子の特定を行った。シゾンは ABA 添加により 19遺
伝子の発現が上昇し、184 遺伝子の発現が減少した。これは全遺伝子の 4%程度に当たる。こ
のことから ABA による転写制御はゲノム全体に渡るグローバルな制御ではなく、局所的な
応答であることが考えられた。シゾンでは塩ストレスによって誘導され、ABA 合成できなく
なった変異株は塩耐性が極端に弱くなったことから、ストレス応答のシグナルに関わって
いると考えられていた。シゾンは塩ストレス下では増殖しないが、ABA 合成できなくなった
変異株は細胞分裂を続けており、時間経過と共に新規分裂細胞を死細胞が上回り、最終的に
死滅した。一方、野生株は細胞分裂は行わないが、死細胞も増えることなく生存し続けた。
塩ストレス下では浸透圧によるストレスもさることながら、ラジカルが発生する。DNA 複製
や細胞分裂時の細胞骨格の変化はラジカルに弱いことが知られており、細胞周期を停止す
ることでこれらに対抗していることを我々は報告している。さらに、我々は ABA 添加時に翻
訳後制御によって細胞周期を迅速に停止させる分子機構を発表している。本研究の RNA-seq
解析の結果、ABA 添加によって発現が下がった遺伝子の 80%程度は、細胞骨格制御系及び細
胞周期制御系に分類される遺伝子であった。このことから、ABA の塩ストレス応答による細
胞周期停止機構には 2種類の経路があり、まず、翻訳後制御により迅速に細胞周期を停止さ
せ、転写調節によっても細胞周期関連遺伝子を抑制することで細胞周期停止状態を維持し
ていることが明らかになった。シゾンには 4 種の bZIP 型転写因子が存在するが、この内、
bZIP1 と bZIP2 のアンチセンス株で ABA 応答が消失した。このことから ABA 応答を司る転写
因子は bZIP であると考え、作製したすべての bZIP 過剰発現株で RNA-seq 解析を行った。
bZIP1,2 それぞれの過剰発現株と野生株を比較し、bZIP1,2 が制御する下流遺伝子を特定し
た。bZIP1 は 150 種、bZIP2 は 300 種程度の遺伝子をそれぞれ制御していた。bZIP1,2 の制
御下には ABA に応答する約 200 遺伝子のうち約 90%に当たる 177 遺伝子が含まれていた。更
に、アンチセンス株の解析から表現型としては ABA 応答に関係するとは言えなかった
bZIP3,4 に制御される下流遺伝子を含めると ABA に応答する遺伝子の 100%をカバーするこ
とが明らかになった（図 1）。通常 bZIP 転写因子はホモもしくはヘテロ 2量体を形成し働く
ことが知られている。今回、(2)の Y2H 法を利用し、bZIP 間の in vitro での組み合わせを
検証したが、すべての組み合わせで結合する可能性があることが明らかになった。また、
SnRK2 と bZIP1, 2 は結合が観察されたが、bZIP3,4 は結合しなかった。そこで、申請者はア
ンチセンス株の表現型とこれらの解析の結果から bZIP1,2 がヘテロ 2 量体を形成すること
を予測していた。しかし、すべての bZIP 過剰発現株を用いてシゾン全遺伝子に対して、転
写プロファイルのパターン解析を行った結果、予想とは裏腹に、bZIP1, 3 の下流遺伝子と
bZIP2, 4 の下流遺伝子は非常に類似した発現パターンを示すことが明らかになった（図 2）。
このことから bZIP1, 3 と bZIP2, 4 の組み合わせで生体内で機能している可能性が示唆さ
れた。当初予測した bZIP1, 2 の組み合わせではなく、bZIP1, 3 と bZIP2, 4 がヘテロ 2量
体を形成し、それぞれ独立して PP2C-SnRK2 の制御を受け ABA 応答遺伝子の制御を行うこと
が強く示唆された。 

 



(5) ABA シグナル伝達に関わる因子の網羅的スクリーニング 
シゾンにおいても ABA シグナル伝達に ABA 添加による PP2C の脱リン酸化活性の阻害が関
与していることが明らかになっている。そこで ABA 添加によりリン酸化状態に変化がある
ものは ABA シグナル伝達に関与する因子であることが考えられる。ABA 添加、非添加の条件
で抽出したタンパク質をリン酸化タンパク特異的に結合するカラム（Phos-tag カラム）で
精製し 2 次元電気泳動で展開することで ABA 依存的にリン酸化状態が変化するタンパク質
を探索した。しかし、ABA 添加・非添加による 2次元電気泳動像の変化は極めて微弱であっ
た。使用するタンパク量を増やすなど最適化を試みたが、量的に検出限界以下であり芳しい
結果は得られなかった。このことから、ABA 添加による脱リン酸化活性は PP2C2、PP2C3 の
みか、ごく少数のタンパク質でのみ行われ、全体としては非常に少数な反応であることが示
唆された。RNA-seq 解析の結果からも ABA 添加は少数の遺伝子発現変化(全体の 4%程度)を
引き起こすのみであることが示されている。また、今回明らかにしたシゾンの全 ABA 応答遺
伝子は、すべて PP2C-SnRK2 と相互作用する bZIP 転写因子の制御下にあり、他の経路は存在
しないことが示唆された。 
 
(6) モデルの検証 
 本研究では明らかになった成果をまとめモデルを作成した（図 3）。ABA レセプターにより
ABA が受容された後、PP2C2,3 が不活性化されることに伴い、SnRK2 が活性化される。活性
化した SnRK2 は bZIP1 と bZIP2 をリン酸化し活性化する。活性化した bZIP1 は bZIP3 と
bZIP2 は bZIP4 とヘテロダイマーを形成し、約 200 の ABA 応答遺伝子の発現をほぼ全て制御
する。本研究の成果によって、シゾン全 ABA 応答遺伝子を同定、各遺伝子に対応する bZIP
転写因子の同定、bZIP 転写因子の組み合わせの同定、シグナル伝達に関わる各因子の生化
学的な結合確認が出来た。また、種々の大規模解析から、シゾンにおける ABA シグナル伝達
系は、本研究で示した一本の経路に集約され、転写制御に関してはすべて bZIP 転写因子が
行っていることが強く示唆された。しかし、主眼のひとつであった ABA 受容体同定には至ら
なかった。本研究では、免疫沈降、Y2H によるスクリーニング、陸上植物の ABA レセプター
候補の検証を行った。このような多岐にわたる方法で探索したが、未だに発見できないため、
研究開始前に予測していた水溶性タンパク質からなるレセプターは存在しない可能性が考
えられた。これらの方法は、陸上植物で既知である水溶性タンパク質型のレセプターがシゾ
ンにも存在することを前提として計画したものである。本研究の結果から、膜タンパク質か
らなるレセプターの探索法も検討する必要があり、今後の課題である。現在、上記の内容で
論文を執筆中である。 
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