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研究成果の概要（和文）：我々が 2007 年に報告したシロイヌナズナの機械受容性カルシウムチ

ャネルの有力候補であるMCA1とMCA2に着目し、物理刺激の感受における役割を研究した。

その結果、MCA1 は根端に発現しており、寒天培地の固さを感受することを明らかにした。一

方 MCA2 は根端に発現しておらずその感受には関与しないことも明らかにした。更に、MCA1
と MCA2 は低温の感受にも関与することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this project, we studied on the roles of novel mechanosensitive 
calcium channel candidates, MCA1 and MCA2, in perception of physical stimuli in 
Arabidopsis. The two proteins were first reported by our research group in 2007. Here, we 
have shown that MCA1, which is expressed at the root tip, is involved in perception of 
hardness of agar medium. By contrast, MCA2, which is not expressed there, is not 
responsible for perception of it. In addition, we have shown that both MCA1 and MCA2 
function in perception of cold shock. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００９年度 4,700,000 1,410,000 6,110,000 

２０１０年度 4,900,000 1,470,000 6,370,000 

２０１１年度 4,900,000 1,470,000 6,370,000 

年度  

  年度  

総 計 14,500,000 4,350,000 18,850,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：基礎生物学・植物分子生物・生理学 
キーワード：環境応答、機械・低温刺激 
 
１．研究開始当初の背景 
 あらゆる生物にとって物理的刺激を感受
し応答することは生存に必須のことである。
このことは植物でも例外ではない。例えば物
理的刺激の一種である接触を感受して、茎や
根は伸長の方向を変えて光や栄養をより多
く獲得しようとする。また、低温にさらされ
ると、植物は耐冷性や耐凍性を獲得するため
の準備を始める。 

 植物における接触刺激の研究は、古くはチ
ャールズ・ダーウィンの著書 The Movements 
and Habits of Climbing Plants (1888)にま
で遡ることができる。それ以来、長年多くの
研究者が機械刺激応答のメカニズムを研究
してきた。その結果、接触刺激応答には Ca2+

が重要なセカンドメッセンジャーであるこ
とが明らかになり、Ca2+によって活性化する
機能タンパク質のいくつかが明らかになっ
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た。ただし、機械刺激を感受して Ca2+シグナ
ルを発生させるタンパク質（すなわち機械受
容性 Ca2+チャネル）の分子的実体は不明のま
まであった。 
 このような状況下で、我々は先にシロイヌ
ナズナの新規の機械受容性 Ca2+チャネル候補
の遺伝子（MCA1 と命名）を特定することに成
功した（Nakagawa et al., 2007）。MCA1 タン
パク質は全長にわたる既知のいかなるイオ
ンチャネルとも相同性がないが、膜貫通セグ
メントをもち、いくつかの推定上の機能ドメ
インをもつ。しかも、特徴的な N-half と
C-halfがcoiled-coilで連結されている構造
をしている。また N-half には Ca2+結合ドメイ
ン様配列が存在する。ノーザンブロット法で
調べると、MCA1 は植物体のどの器官でも発現
しており、また細胞膜に局在している。さら
に、MCA1 は根からの Ca2+の取込みに関与して
おり、mca1 欠損植物体の初生根は、寒天培地
の固さを感受できない。また、シロイヌナズ
ナゲノムには、MCA1 とアミノ酸配列上 73%同
一な MCA2 があり、両者の構造上の特徴も互
いに良く似ている。 
 低温刺激を与えた場合にも瞬時に細胞内
Ca2+濃度が一過的に上昇する（Knight MR et al, 
Nature 352:524-526, 1991）。その Ca2+シグナ
ルは、順次(1)カルモデュリン、(2)低温誘導
性転写因子 CBF (C-repeat 結合因子=DREB1)、
(3)C-repeat element (CRT)をもつ低温誘導
性遺伝子群（COR）、の活性化を引き起す
（Knight MR, Phil Trans R Soc Lond B, 
357:871-875, 2002）。ここにおいても、細胞
内 Ca2+濃度の上昇を引き起すのは細胞膜に存
在する機械受容性 Ca2+チャネルであることが
イオンチャネルブロッカーを用いた研究か
ら示唆されている（Sangwan V et al, Plant 
J. 27:1-12, 2001）。しかし、接触刺激の場
合と同様に、このチャネルの分子的実体は不
明である。このような背景の基に、予備実験
により、mca1 mca2 二重欠損株の芽生えにお
いて、低温刺激直後の細胞内 Ca2+濃度の上昇
が野生株芽生えよりも低いことを発見した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では上記の背景と予備実験の結果
を踏まえ、接触刺激と低温刺激の感受と応答
における MCA1 と MCA2 の役割を明らかにする。
さらに、上述のように MCA1 と MCA2 は新規の
機械受容性 Ca2+チャネルである可能性が高い
ので、構造と機能の相関も明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 接触刺激の研究においては、我々の開発し
た二層寒天法を用いる。この方法は下層に
1.6％の寒天 MS 培地、上層に 0.8％寒天 MS 培
地を作り、その上に播種する。播種後、発芽・
生育とともに初生根は伸長し、上層から下層

へと侵入しようとする。この時、実際に侵入
できた割合を、野生株と欠損株で比較する。
これにより、MCA1 と MCA2 が初生根において
寒天の固さを感受し、応答することに関与し
ているか否かを判定する。 
 Ca2+取込み能を測定するには、播種後通常
の MS 培地で 21 日間栽培した後、14 日間水耕
栽培する。その後、シュートを切り捨て、根
を 45CaCl2を含む取込み溶液に浸け、20 分間
培養し、根に取込まれた 45Ca2+をシンチレーシ
ョンカウンターで計測する。 
 MCA1 と MCA2 の構造機能相関を調べるため
に、酵母発現系を作製した（Nakano et al., 
2011）。タンパク質を in vitro mutagenesis
法で N 末端および C 末端から部分切除して、
どの部位が Ca2+取込みに必要十分であるかを
調べた。 
  
４．研究成果 
 二層寒天法を用いた研究成果は以下のと
おりである。まず、野生株は上層寒天培地か
ら下層寒天培地へと初生根を侵入させるこ
とができるが、mca1 欠損額の初生根はそれを
行えないことは既に報告している（Nakagawa 
et al., 2007）。本研究では、mca2 欠損株と
mca1 mca2 二重欠損株を作出し、同様の実験
を行った。その結果、mca2 欠損株の初生根は
野生株の初生根と同じように、上層から下層
へと初生根を侵入させることができた。一方、
mca1 mca2 二重欠損株の初生根は、mca1 欠損
株の初生根と同じようにそれを行えなかっ
た。このことは、MCA1 が初生根において寒天
の固さを感受し応答することに関与してい
ることを示唆している（Yamanaka et al., 
2010）。 
 MCA1 と MCA2 はタンパク質の構造上は良く
似ているが、どうしてような役割の違いが生
じるのであろうか。この原因を探るために、
GUS 染色法で MCA1 と MCA2 の発現部位を調べ
た。その結果、MCA1-GUS は根端に発現してい
たが、MCA2-GUS はこの部位に発現していなか
った。したがって、根端における発現の有無
が、MCA1 と MCA2 の役割の違いを生じさせて
いる可能性が考えられた。 
 MCA1 と CMA2 の役割の違いは根における
Ca2+取込みにも見られた。mca1 欠損株は野生
株と同様の Ca2+取込み能を保持していたが、
mca2 欠損株と mca1 mca2 二重欠損株は Ca2+取
込み能が低下していた。このことは、根にお
いて、栄養としての Ca2+を取込むのは MCA1
よりは MCA2 が主に担っていることを示唆す
る。 
 MCA1 と MCA2 の構造機能相関を調べる実験
の結果、両タンパク質ともに C末端から約半
分を切除された N末端領域が Ca2+取込みに必
要十分であることが明らかになった。この領
域には１つがけ推定上の膜貫通領域(TM1)が



 

 

存在し、しかもこの TM1 には Ca2+と相互作用
し得るアスパラギン酸(Asp21)残基が存在す
る。そこで、TM1 欠損タンパク質、および Asp
を Asn に置換した変異タンパク質 D21N を作
製し、活性を調べた。その結果、MCA1 と MCA2
の両方において、TM1 欠損タンパク質も D21N
タンパク質も Ca2+取込み能が無くなるかまた
は著しく低下した。この結果は、TM1 が膜貫
通して Ca2+を透過させるポアを形成すること
を示唆する。 
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