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研究成果の概要（和文）：ブラシノステロイド（BR）生合成の早い段階で 2 位の水酸化が起こ

る新規生合成経路の存在を明らかにするとともに、BR の不活性化代謝に関わる UGT73C6 や

イネ CYP734As の新たな機能を解明した。BIN2 とは別のサブグループに属する ASKは BR
のシグナル伝達において負の制御因子として機能していることを明らかにした。さらに、BR
関連変異体の解析を通して、BR 生合成を正に制御する転写因子（TCP1, CESTA 等）を同定

した。 
 
研究成果の概要（英文）： This study established a novel pathway via early C-2 hydroxylation 
in brassinosteroid (BR) biosynthesis as well as new functions of UGT73C6 and rice 
CYP734As in BR catabolism. ASK overexpressors displayed a bri1-like phenotype, and 
accumulated high levels of BRs. ASK was shown to function as a negative regulator in BR 
signaling. Through the analysis of BR-related mutants such as tcp1-1D and ces-D, we 
identified TCP1 and CESTA as transcription factors that positively regulate BR 
biosynthesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 代表者らは、ブラシノステロイド(BR)の生合成

が全くわかっていなかった1980年代後半からBR

生合成経路の解明研究に着手し、生合成経路

の大筋（Fujioka and Yokota, Annu. Rev. 
Plant Biol. 2003）を世界で初めて明らかにし



た。BR 生合成欠損変異体や BR 非感受性変異体

の解析を通して、BR は植物の生長に必須の役割

を果たしていることが明確となり、90 年代後半に

植物ホルモンとして認知されるようになった。こ

れまでに数多くの知見が得られたが、BR の生合

成・代謝やその調節機構、BR の受容やシグナル

伝達機構に関して、依然数多くの課題が山積して

いる。BR の生合成に関しては、BR の生合成・代

謝経路上で未解明のままになっている重要なステ

ップや経路上の位置づけが不明のままになってい

る BR が多数存在する。また、新規 BR 生合成・

代謝変異体やシグナル伝達に関わっていると予想

される変異体は数多く得られているが、それらの

機能解析はあまり進んでいない。代表者は、国内

外の研究グループとの共同研究を展開し、本研究

開始当初の段階で、新規 BR 変異体の有力候補の

縛り込みに成功していた。これらの BR 関連変異

体の解析を進めることによって、未解明のままに

なっている BR 生合成・代謝やその調節因子、さ

らには新規シグナル伝達因子の解明が期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生物有機化学、分子遺伝学、分子

生物学的手法を駆使して、未解明のBRの研究課題

に挑戦する。とりわけ、新規BR生合成・代謝経路

の解明を進めるとともに、BR関連変異体の解析を

通して、新規BRシグナル伝達因子の同定、生合成

調節に関わる転写因子を幾つか同定することを具

体的な達成目標として研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1) BR の生合成経路に関する研究 
 代表者らが見出した BR（これまでに明らかに

してきた生合成経路上にのらない新規 BR を数種

の植物から発見）の生合成経路上の位置づけを確

定するため以下の実験を実施する。 
 新規 BR の生合成前駆体である可能性が高い重

水素標識体をシロイヌナズナ実生に投与した後、

代謝物を抽出・精製し、最終的に GC-MS で分析

する。予想した生合成前駆体の重水素標識体が実

際に新規重水素標識 BR に変換された場合には、

引き続き、新規 BR の重水素標識体を用いた代謝

実験を行うことにより、新規 BR の代謝物を同定

し、新規 BR の生合成経路上の位置づけを明らか

にする。さらに、新規経路が明らかになった場合

には、シロイヌナズナ以外の数種の植物（ニチニ

チソウ、マングビーン等）を用いて、同様の代謝

実験を行い、植物界で普遍的に機能しているか否

か検証する。 
 
(2) イネの CYP85A の機能解析 
 これまでに植物界で見出されている BR のなか

で最も活性が高い BR は brassinolide (BL)である。

しかしながら、BL はイネを含む多くの植物種で

検出されていない。内生 BL が検出されてい

るシロイヌナズナやトマトでは、CYP85 遺

伝子は２コピー存在する。しかも、その一方

は 6-deoxocastasterone (6-deoxoCS)から

castasterone (CS)への6位酸化酵素として機

能しているだけでなく、CS から BL への酸

化を触媒する BL 合成活性を有することが明

らかにされている。一方、イネの CYP85A 遺

伝子は１コピーだけである。イネ CYP85 の

酵素化学的な特性を詳しく調べることによ

り、イネでは CS から BL への変換活性がな

いために内生 BL が検出できない可能性につ

いて検討する。 
 
(3) BR の不活性化代謝経路に関する研究 
 シロイヌナズナの CYP734A1 (BAS1)は
BRの 26位を水酸化することによってBRを

不活性化することを既に明らかにした。イネ

では CYP734A のホモログが幾つか存在する

が、それらの機能は不明のままである。まず、

それらの過剰発現体の内生 BR を精査するこ

とにより、BR の不活性化に関わっているか

否か検討する。過剰発現体の中で矮性を示し、

内生 BR レベルが野生型に比べ、有意に減少

していることが判明したラインについて、よ

り詳細に、イネ CYP734A の機能解析を進め

る。 
 BR の不活性化代謝に関しては、CYP734A
以外に、これまでに BR の 23 位のグルコシ

ル化を触媒するUGT73C5を見出しているが、

BR のグルコシル化を触媒すると考えられる

UGT は他にも幾つか想定される。それらの

UGT 過剰発現体が矮性を示す場合には、そ

の UGT も不活性化代謝に関わっている可能

性が高い。まず、内生 BR の分析を行うこと

で、不活性化代謝に関わる BR を特定すると

ともに、それらの BR の代謝実験を行い、代

謝物を LC-MS で詳細に解析する。 
 
(4) 新規 BR シグナル伝達因子の解明研究 
 BR のシグナル伝達における負の制御因子

である BIN2 のホモログがシロイヌナズナに

は 10 個存在する。BIN2 以外のホモログにつ

いて、過剰発現体の BR 応答性や内生 BR レ

ベルを精査することにより、BR のシグナル

伝達に関わっているか否か解析を進める。 
 また、イネのラミナジョイント屈曲が著し

い変異体やシロイヌナズナの activation- 
tagged bri1 suppressor の解析を通して、新

たなシグナル伝達因子を追究する。 
 
(5) BR の生合成を正に制御する因子の同定 
 BR のシグナル伝達には、転写因子として

実体が明らかにされているBES1やBZR1以



外にも多数の未知の転写因子の介在が予想される。

これまでの研究から BR 生合成調節との関連が示

唆される転写因子に関わると予想している変異体

が得られており、それらの変異体の生化学的、分

子生物学的解析を通して BR の恒常性維持のメカ

ニズムを解明する。 
 
(6) BR とオーキシンとのクロストーク 
 BR とオーシンとのクロストークはよく知られ

ているが、その分子機構は不明な点が多い。オー

キシンが BR 生合成に及ぼす影響を詳細に解析す

ることにより、BR 生合成におけるオーキシンと

のクロストークの実体を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
(1) BR の新規生合成経路に関する研究 
 シロイヌナズナ実生に重水素標識 BR 生合成前

駆体を投与し代謝物を GC-MS で詳細に解析した

結果、BR 生合成の早い段階で 2 位の水酸化が起

こる新規生合成経路の存在を明らかにすることに

成功した。また、この新規生合成経路が他の植物

種においても機能しているか否か精査した結果、

ニチニチソウ、マングビーンをはじめ検討したす

べての植物種において、この経路の存在が明らか

となり、植物界で普遍的に機能している重要な経

路であることが示唆された。さらに、3-epi-6-de- 
oxocathasterone は検討したすべての植物種で

6-deoxotyphasterol へ変換されることも明らかと

なり、従来考えられてきた生合成経路よりも、さ

らに複雑なネットワークを形成していることが判

明した。 
 
(2) イネの CYP85A の機能解析 
 イネ CYP85A の機能解析を行った結果、イネ

CYP85Aは 6位酸化酵素として機能しているだけ

で、BL 合成活性を示さないことがわかった。イ

ネではこれまで内生 BL が検出されていないが、

これは、イネ CYP85A に BL 合成活性がないこと

に起因すると考えられる。従って、イネの活性型

BR は CS である可能性が高いことが示唆された。 
 
(3) BR の不活性化代謝経路に関する研究 
 イネの CYP734A ホモログの過剰発現体は矮性

を示すとともに、内生 BR 量が野生型に比べ減少

していることを見出した。イネ CYP734A は BR
の 26 位に水酸基を導入するだけでなく、アルデ

ヒドを経てカルボン酸へと 3 段階の酸化を触媒し

ていることが明らかとなった。       
 これまでに BR の 23 位のグルコシル化を触媒

する UGT73C5 を見出しているが、BR のグルコ

シル化を触媒すると考えられる新たな UGT73C6
を見出した。この UGT を過剰発現させると

UGT73C5 の過剰発現体と同様に BR 欠損の表現

型を示した。過剰発現体やノックアウトの解

析を通して、この UGT73C6 も BR の 23 位

のグルコシル化に関与していることを見出

した。 
 
(4) 新規 BR シグナル伝達因子の解明研究 
 GSK3/shaggy-like kinase である BIN2 は

BR のシグナル伝達における負の制御因子と

して知られているが、シロイヌナズナには

BIN2 のホモログが多数存在する。BIN2 と

は別のサブグループに属する ASKの過剰発

現体は、bri1 様の矮性形質を示すとともに

bri1 と同様に活性型 BR を異常に蓄積してい

ることを見出した。また、ASKは BR のシ

グナル伝達において負の制御因子として機

能し、転写因子である BEH2、BES1 等をタ

ーゲットとする新規因子であることを明ら

かにした。 
 BR のシグナル伝達に関与する転写因子と

して BES1 や BZR1 等が知られているが、ほ

かにも多数の転写因子の介在が示唆されて

いる。イネのラミナジョイント屈曲が著しい

変異体やシロイヌナズナの activation- 
tagged bri1 suppressor の解析の結果、それ

らの原因遺伝子のコードするタンパク質は

bHLH モチーフを有しているが、DNA 結合

に必要な塩基性領域を欠く、非 DNA 結合タ

ンパク質ファミリーに属する転写因子であ

ることがわかった。これらの変異体では BR
のシグナルは増大しているが、内生 BR レベ

ルは野生型とほぼ同等であった。 
 
(5) BR の生合成を正に制御する因子の同定 
 これまでの研究で、BR の不活性化代謝や

BR 生合成のフィードバック阻害については

重要な知見が得られているが、BR 生合成を

正に制御する因子に関しては、ほとんどわか

っていなかった。BR 関連変異体の中で生合

成調節との関わりが強く示唆された変異体

について重点的に解析を進めた。tcp1-1D 変

異体は、シロイヌナズナの bri1-5 のアクティ

ベーションタギングラインの中から bri1-5 
suppressor として得られた。この変異体の解

析の結果、bHLH 型転写因子である TCP1 は

BR生合成の鍵酵素をコードするDWF4遺伝

子の発現を正に制御する因子として機能し

ていることを明らかにした。また、シロイヌ

ナズナのアクティベーションタギングのラ

インから得られた cesta-D 変異体（BRI1 や

DWF4 の過剰発現体に似た表現型を示す）の

解析から、CESTA も bHLH 型の転写因子で

あり、既に報告されている転写因子である

BEE1 と相互作用することによって BR 生合

成遺伝子の発現を正に制御していることを



見出した。さらに、イネの RAVL1 は B3 DNA 結

合ドメインを持つ転写因子であり、BR 受容体や

幾つかの BR 生合成遺伝子の発現を活性化するこ

とによって BR の恒常性維持に深く関わっている

ことが示唆された。 
 
(6) BR とオーキシンとのクロストーク 
 シロイヌナズナを用いてオーキシンと BR のク

ロストークを検討した結果、オーキシンは BR 生

合成の律速酵素遺伝子である DWF4 の顕著な発

現上昇や内生 BR レベルの増加を引き起こすこと

を見出した。BZR1 の DWF4 プロモーターへの結

合をオーキシンが阻害することで、BR の生合成

が促進されることが明らかとなった。 
 
 以上のように、本研究により、新規 BR 生合成

経路、新規 BR 不活性化代謝経路、新規 BR シグ

ナル伝達因子（ASK）、これまでほとんどわかっ

ていなかった BR 生合成を制御する重要な転写因

子（TCP1、CESTA、RAVL1）等を、国内外のグ

ループとの共同研究を通して明らかにすることが

できた。 
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