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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナ ARR1 はサイトカイニン初発応答遺伝子の転写活性

化を行なうレスポンスレギュレーターである。染色体免疫沈降解析において、ARR1 融合タン

パク質が ARR1標的遺伝子である ARR6のプロモーター領域に結合することが確認された。こ

の結合は植物体のサイトカイニン処理により強められた。また、ARR1 は染色体上で広範な

DNA 領域に結合する可能性が示された。これに加えて、サイトカイニン応答性人工プロモー

ターを作出し、細胞ごとのサイトカイニンシグナルの強さを観察できるモニター系を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： Arabidopsis ARR1 is a response regulator which activates the 

transcription of primary responsive genes to cytokinin. In chromosome 

immunoprecipitation analysis, it was confirmed that an ARR1 fusion protein was bound to 

the promoter region of an ARR1-direct-target gene, ARR6. The binding was enhanced by 

the treatment of plants with cytokinin. It was suggested that ARR1 widely covers the 

chromosome DNA. In addition to the ARR1 study, a monitoring system was developed, by 

which the intensity of cytokinin signals in individual cells is visualized taking advantage of 

an artificial cytokinin-responsive promoter. 
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１．研究開始当初の背景 

 サイトカイニンは、 シュート形成の促進、
黄化の遅延、葉緑体の分化・増殖など、多く
の植物固有の現象に関わる植物ホルモンで
ある。サイトカイニンは細胞膜上の受容体

His キナーゼによって感知された後、そのシ
グナルが多段階のHis-Aspリン酸リレーを介
して ARR1 を含む転写因子型レスポンスレ
ギュレーター（type-B ARR）へと伝わり、そ
の結果様々な分子機能をコードする初発応
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答遺伝子の転写が活性化される。リン酸リレ
ーシグナルは非転写因子型レスポンスレギ
ュレーター（type-A ARR）にも伝達されるが、
type-B ARR遺伝子の多重変異体の表現型な
どから、殆どのサイトカイニン応答現象への
シグナル伝達は type-B ARRを介しているも
のと考えられた。しかし、type-B ARRの標
的遺伝子の全容、type-B ARRによるシグナ
ル応答性転写活性化の分子機構、および標的
遺伝子下流の過程などについては不明な点
が多く、サイトカイニンシグナルがどの様な
経路で植物固体・器官レベルの応答現象へと
つながるのかに関しては殆ど理解されてい
なかった。 

 研究代表者の研究グループでは、これまで
に ARR1 の転写因子としての基本的な分子
機能を明らかにするとともに、ARR1遺伝子
の機能欠失型変異体や人為的に転写活性化
能が誘導できる ARR1DDK-GR を用いて、
ARR1がサイトカイニンシグナルに応答して
初発応答遺伝子を直接転写活性化すること
証明した。また、ARR1が大部分のサイトカ
イニン初発応答遺伝子の転写活性化に関わ
ることを明らかにし、サイトカイニン応答の
初期過程において中心的な役割を果たすこ
とを示した。さらに下流のサイトカイニン応
答現象に関しては、ARR1が標的遺伝子の一
つ SHY2/IAA3 を介して、根端メリステム細
胞の分化におけるオーキシン・サイトカイニ
ンの拮抗的制御に関わっていることを明ら
かにした 

 

 

２．研究の目的 

 これまでのARR1DDK-GRを用いた解析、
および ARR1-GFP を用いた初歩的な染色体
免疫沈降（ChIP）解析などから、転写量が大
きく上昇するサイトカイニン初発応答遺伝
子に関しては、それらの殆どのものが ARR1

の標的遺伝子であることが示されている。し
かし、それらの解析における検出感度は低く、
ARR1標的遺伝子が網羅的に同定されている
訳ではない。そこで、感度の高い ChIP 解析
系を新たに開発し、ARR1が上流領域に結合
する遺伝子を網羅的に同定し、ARR1標的遺
伝子の全容を解明することを目的とした。 

 type-B ARRのシグナル受容によって引き
起こされる分子機能の変化については、サイ
トカイニンシグナル伝達機構を理解する上
で重要であるにも拘らず、全く解析されてこ
なかった。そこで、ChIP 解析系を利用し、
ARR1 の標的 DNA に対する結合が受容体
His キナーゼからのシグナルに依存するのか、
もしくは転写活性化能のみがシグナル依存
的なのか、また、ARR1が転写活性化だけで
なく転写抑制化にも関わっているのかなど
を明らかにしようとした。 

 これまでに様々な遺伝子発現解析が行わ
れた結果、数百を越す遺伝子の発現がサイト
カイニン処理に伴って変化することが示さ
れている。また、植物個体および細胞レベル
で起こる多様な現象の殆どがサイトカイニ
ンシグナルの影響下にあると考えられる。し
かし、これら現象に対してサイトカイニンシ
グナルがどのように関わっているのかにつ
いて、系統的に解析されることはなかった。
そこで、そのような解析の手始めとして、
個々の細胞におけるサイトカイニンシグナ
ルの強度をリアルタイムでモニターできる
系の開発を行なった。 

 

 

３．研究の方法 

 検出感度の高い ChIP 解析系を構築するた
めに、まず、プロモーター領域からタンパク
質コード領域の末端までを含む ARR1遺伝
子 DNA断片をクローニングし、その下流に
フレームを合わせる形で YFP および mycタ
グをタンデムにコードする DNA断片をつな
ぎ、融合遺伝子（ARR1g-YFPmyc）を作成
した。この融合遺伝子を野生型シロイヌナズ
ナに導入し、YFP 融合タンパク質を内在性
ARR1と同様のパターンで安定的に発現する
形質転換体株を選抜した。この形質転換体を
寒天培地上で生育し、サイトカイニンの一種
であるベンジルアデニン（BA）処理または無
処理の後に根の部分を集め、抗 YFP 抗体を
用いた ChIP 解析に供した。ChIP 解析に関
しては、今後全ゲノムを対象にした大規模解
析へと発展させる計画であるため、理化学研
究所の金鍾明博士と関原明博士に指導と協
力を依頼した。 

 サイトカイニンシグナルのモニター系に
関しては、研究代表者の研究グループが明ら
かにした ARR1結合配列（5’-AGATT-3’）を
6コピー有する人工プロモーターの下流にヒ
ストン H2B-YFP 融合タンパク質をコードす
る DNA断片をつないだレポーター遺伝子
（TCS6-nYFP）を作成し、シロイヌナズナ
に導入した。また、オーキシンシグナルのモ
ニター系として用いられているDR5プロモ
ーターとヒストンH2B-tdTOMATOコード
DNAを組み合わせたレポーター遺伝子
（DR5-ntdTOMATO）も同時に作成し、シ
ロイヌナズナに導入した。これらを掛け合わ
せ、両レポーター遺伝子を有するシロイヌナ
ズナ株を得た。 

 
 
４．研究成果 
(1) 融合遺伝子ARR1g-YFPmycが導入され
た形質転換シロイヌナズナを複数作成し、そ
れらの中から、ARR1-YFPmyc 融合タンパク
質を内在性 ARR1 と同様のパターンで安定



 

 

的に発現する形質転換体株を樹立した。図１
にその YFP蛍光パターンを示す。（左：形質
転換株の根の明視野像を示す。右：
ARR1-YFPmyc 融合タンパク質の蛍光パタ
ーンを緑色で示す。） 
 

図 1 
 
 そのシロイヌナズナ株を用いた染色体免
疫沈降解析において、ARR1-YFPmyc が
ARR1標的遺伝子であるARR6のプロモータ
ー領域に結合することを確認した。また、こ
の結合は植物体への BA 処理により強められ
ることが判った。これまで ARR1はサイトカ
イニンシグナルにより直接標的遺伝子の転
写を活性化することが示されていたが、今回、
ARR1 の DNA 結合がサイトカイニンシグナ
ルに応答することが初めて示された。 

 また、ARR1はこれまでに知られている典
型的なサイトカイニン応答遺伝子以外にも、
アクチン遺伝子など構成的に発現される遺
伝子のプロモーター領域にも結合すること
が示された。このことから、ARR1は染色体
DNA 上で予想以上に広範な領域に結合し、
多くの遺伝子の転写制御に対して直接影響
を与えるという可能性が示された。 
 なお、これらの成果は ARR1の分子機能解
析の論文として現在投稿準備中である。 
 
(2) ARR1 結合配列である 5’-AGATT-3’を 6

コピー持つ人工プロモーターの下流にヒス
トン H2B-YFP融合タンパク質をコードする
DNA 断片をつないだレポーター遺伝子
（TCS6-nYFP）を作成した。また、DR5 プ
ロモーターとヒストン H2B-tdTOMATO コ
ード DNA 断片を組み合わせたレポーター遺
伝子（DR5-ntdTOMATO）を作成した。こ
れらのレポーター遺伝子をシロイヌナズナ
に導入し、それら形質転換体の中からそれぞ
れ蛍光シグナルが標準的である株を選抜し
た。そして、それら形質転換体を掛け合わせ
ることにより、両レポーター遺伝子をホモに

有するシロイヌナ株を作成した。その株の根
におけるそれぞれのレポーター蛍光のパタ
ーンを図 2 に示す。（左：形質転換株の根の
明視野像を示す。中：DR5-ntdTOMATO に
よるオーキシンシグナルのパターンを赤で
示す。右：TCS6-nYFP によるサイトカイニ
ンシグのパターンを緑で示す。） 

 
図 2 

 
 このモニター系では、tdTOMATO および
YFP の蛍光が比較的自家蛍光の少ない核に
局在するので、細胞ごとのシグナルが低バッ
クグラウンドおよび高コントラストで得ら
れる。このことにより、それぞれのシグナル
の検出感度が飛躍的に向上すると考えられ
る。また、オーキシンシグナルとサイトカイ
ニンシグナルの経時的な変化を同じ植物個
体を用いてリアルタイムで観察することが
できる。 
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