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研究成果の概要（和文）：植物には渇水などの水ストレスに応答して、アブシシン酸（ABA）を合成して水損失
を抑制したり、ストレス関連遺伝子を発現して脱水による細胞の傷害を防ぐ仕組みがある。本研究ではABAや高
浸透圧により活性化され、下流のSnRK2、さらにはbZIPなどの転写因子の活性化に関わることが明らかとなった
グループB2/B3-RAFプロテインキナーゼ（B2/B3-RAF）の制御機構について明らかにすることを目的とし、ゼニゴ
ケやヒメツリガネゴケの変異株の単離と解析を行った。これらの解析から、B2/B3-RAFのN末端に存在する調節ド
メインの役割が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Phytohormone abscisic acid (ABA) plays a key role in stomata closure, 
osmostress acclimation, and vegetative and embryonic dormancy in plants. Group B2/B3 Raf protein 
kinases (B2/B3-Rafs) serve as positive regulators of ABA and osmostress signaling in both mosses and
 liverworts as well as in the angiosperm Arabidopsis thaliana. While P. patens has a single B3-Raf 
called ARK, specific members of B3-Rafs among six paralogs regulate ABA and osmostress signaling in 
A. thaliana, indicating functional diversification of B3-Rafs. It was also found that the liverwort 
Marchantia polymorpha, belonging to liverworts, has three paralogs of B3-Rafs, MpARK1, MpARK2 and 
MpARK3, and MpARK4 and MpARK5 with structural variations in the non-kinase region toward the N 
terminus of the polypeptide. These studies have shed light on the role of the regulatory domains 
located in the N-terminal domain on the regulation of these Raf kinases.

研究分野：植物生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高いレベルの環境ストレス耐性を持つコケ植物は、高い相同組み換え率やゲノム編集効率など、材料としても多
くの利点がある。本研究で得られた成果は、被子植物にも保存される環境ストレス耐性の仕組みについても明ら
かにできると期待され、実際にコケ植物で明らかにされたB3-RAFの重要性は被子植物でも同様であることがのち
に示された。こうしたアプローチは、シロイヌナズナなどのモデル系を用いた研究を補完するだけでなく、有用
作物で未同定のストレス耐性関連因子の同定に寄与し、社会にも貢献しうる研究である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 植物は土壌や組織の水ポテンシャル低下を感知してアブシジン酸（ABA）を合成して蒸散

を防いだり、ABA とは独立の経路で細胞の保護に働くタンパク質遺伝子を発現し、脱水に

よる細胞の傷害を防いでいる。このような水ストレス応答の機構は維管束植物だけでなく

コケ植物にも存在し、陸上の植物に普遍的な機構の存在があると考えられる。しかし、植物

の浸透圧センシングの仕組みや ABAシグナルとの関連については不明な点が多い。グルー

プ B3-RAFプロテインキナーゼ（B3-RAF）が ABAや高浸透圧応答において重要であること

が示されていたが、これらの分子が環境によって制御されるメカニズムについては不明で

あった。また、グループ B2-RAFに関しては植物における保存性と機能についての研究は極

めて限られていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、B2/B3-RAFプロテインキナーゼを介した水ストレス応答機構の解明を目指し、

変異株の解析から活性の調節に関わるドメイン構造の解析、特に ABAおよび高浸透圧応答

に重要な領域の決定し、ARKリン酸化や他の分子との相互作用を明らかにすることを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

 GFP融合タンパク質を発現するヒメツリガネゴケ形質転換株から共免疫沈降（Co-IP）し、

B3-RAF のリン酸化タンパク質やペプチドの質量分析、タンパク質相互作用などを調べた。

また、相互作用タンパク質の配列解析を行い、遺伝子配列情報をもとにゲノム編集株を作出

した。作成したゲノム編集株における ARKタンパク質のリン酸化を、リン酸化ペプチド特

異的な抗体を用いてイムノブロット法により検出した。また、RNA-seq解析により、作成し

たゲノム編集株と ark 変異株における遺伝子発現プロファイルとの共通性について調べた。

ゼニゴケ遺伝子の解析では、B3-RAFだけでなく B2-RAFについても一過的遺伝子発現実験

およびゲノム編集株の機能解析を試みた。加えて、シロイヌナズナ B3-RAFの変異株を単離

し、浸透圧ストレス応答の変化を RNA-seq解析により解析した。 

 

４．研究成果 

（１）変異株およびドメイン解析による ARK機能調節領域の解析：ヒメツリガネゴケの解

析から多数の arkアリルを同定し、ABA応答に必要な領域を特定した。ARKの活性化に関

わるリン酸化部位を同定し、その ABA応答的な変化を野生株およびプロテインホスファタ

ーゼ（PP2C-A）の欠損株で解析した。ゼニゴケにおいて、複数存在する B3-RAFキナーゼ

ついて、EDRドメインを共通にもつ RAFが ABA応答に寄与していることを、ゲノム編集

の成長解析から明らかにした。また、RNA-seq によりゲノム編集株で変動する遺伝子を同



定した。 

（２）グループ B2-RAFキナーゼ機能の解析：ゼニゴケでは B2-RAFについても B3-RAF

と同様の機能があることを示した。ゼニゴケにある 3 つの B3-RAF の機能的差異について

RNA-seqによる遺伝子発現解析、乾燥耐性試験、休眠打破の様子などから明らかにした。 

（３）ARK 相互作用タンパク質の解析： ARK-GFP を発現する株の Co-IP と質量分析か

ら、SnRK2 とともに複数の ETR様ヒスチジンキナーゼ（HK）が ARKと相互作用すること

を見出した。HK の４重変異体において、ARK および SnRK2 の活性化が抑制されており、

細胞はABA非感受性、高浸透圧感受性を示した。 

（４）維管束植物におけるB3-RAF キナーゼの機能解析： 変異株の解析から、シロイヌナ

ズナ B3-RAF AtARK1̃3 の SnRK2 活性化に関わる機能を調べた。３重変異株 Atark1/2/3

の解析から、変異株においてABAおよび浸透圧ストレス応答が低下していることを示した。 
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