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研究成果の概要（和文）：ブラシノステロイド（BR）は植物の伸長生長に必須のステロイドホル

モンである。BR の投与はイネなどの穀物に対して顕著な増収効果があることから、BR は生殖器

官の発達に重要な役割を果たしていると考えられているが、その分子メカニズムの解明は進ん

でいない。本研究では、研究代表者が明らかにした BR 合成酵素を解析することにより、重要作

物の果実生産における BR の役割の解明を試みた。さらに、BR 合成酵素が様々な植物種におい

てどのように進化してきたのかについても追究した。	 

 
研究成果の概要（英文）：Brassinosteroid	 (BR)	 is	 an	 essential	 steroid	 hormone	 for	 plant	 
growth.	 Since	 exogenous	 applications	 of	 BR	 show	 an	 increased	 yield	 in	 crops,	 BR	 is	 thought	 
to	 play	 an	 important	 role	 in	 reproductive	 organs	 of	 plants.	 However,	 little	 is	 known	 about	 
its	 molecular	 mechanism	 in	 the	 reproductive	 growth.	 In	 this	 study,	 I	 tried	 to	 clarify	 
the	 role	 of	 BR	 in	 fruit	 productions	 and	 also	 investigated	 how	 BR	 biosynthesis	 enzymes	 
have	 been	 evolved	 in	 plants.	 	 
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１．研究開始当初の背景 
	 ブラシノステロイド（BR）は植物の伸長生
長に必須のステロイドホルモンである。その
中でも、カスタステロンとブラシノライドは
高い活性をもつ活性型の BR である。BR の農
業への応用は 1980 年代に盛んに研究され、
コムギやイネなどの穀物に対する顕著な増

収効果があることが明らかにされている。ま
た、カスタステロンやブラシノライドは花粉
や種子などの生殖器官に多く含まれること
も知られている。このように、カスタステロ
ンやブラシノライドが生殖器官の発達に重
要な役割を果たしていることは明らかであ
るが、その仕組みについては解明されていな
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い。	 
	 1999 年、研究代表者らは、トマトの極矮性
変異体 dxの原因遺伝子 Dwarfを単離した。こ
の遺伝子にコードされていたのはシトクロ
ム P450 酵素の CYP85A1 であり、この酵素は
6-デオキソカスタステロンから活性型 BR で
あるカスタステロンへの酸化的変換を触媒
するカスタステロン合成酵素であることを
明らかにした（図 1）。しかしながら、dx変異
体は矮性ながらその果実は野生型と同じ大
きさになる。そこで、内生 BR を調べたとこ
ろ、dx変異体の果実では多量のブラシノライ
ドが合成されていることを発見した。2005 年、
トマト dx変異体の果実では、シトクロム P450
酵素 CYP85A3 をコードする遺伝子が発現して
おり、この酵素が 6-デオキソカスタステロン
→カスタステロン→ブラシノライドの連続
反応を行うことを明らかにした（図 1）。本酵
素は永く不明であったブラシノライド合成
酵素として初めて発見されたものである。	 
	 

図 1	 BR 生合成における活性化段階と酵素	 
 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、ブラシノライド合成酵素の種
実生産における利用を追究した。そのため、
トマトにブラシノライド合成酵素遺伝子
CYP85A3 を過剰発現させて、ブラシノライド
生産の高進により果実形成に影響が起きる
かについて追究した。また、後述のようにイ
ネのゲノムにはブラシノライド合成酵素遺
伝子は存在しない。不思議なことに、イネは
ブラシノライドの外部投与には強く反応す
る。ブラシノライドを生合成しないイネがブ
ラシノライドを強く認識できることは合理
的でない。このことから、作業仮説として、
野生イネではブラシノライドを合成してい
たが、栽培・選抜過程で、例えば葉の立つ系
統の選抜などによって（ブラシノライドは顕
著に葉身を屈曲させる作用がある）、ブラシ
ノライド合成酵素遺伝子が脱落した可能性
が考えられた。内在性のブラシノライドにイ
ネに対する増収効果があるか、また栄養生長
期におけるブラシノライドの影響も調べる
ために、イネのブラシノライド過剰生産体の
作出を行うことにした。	 
	 カスタステロンとブラシノライドが両方
とも活性型であることは、研究代表者らによ
り分子遺伝学的実験から証明されている。し

たがって、カスタステロン合成酵素とブラシ
ノライド合成酵素などの CYP85A 酵素は、BR
活性化酵素ということになる。これら CYP85A
酵素の分子系統樹を図 2 に示す。これより、
トマトとシロイヌナズナにおいては、カスタ
ステロン合成酵素とブラシノライド合成酵
素は種の分化後に分岐してきたことが明ら
かである。一方、イネにはカスタステロン合
成酵素しか存在しない。そこで、本研究では
BR と植物進化との関係も追究するために、他
の植物のカスタステロン合成酵素あるいは
ブラシノライド合成酵素の酵素機能を解析
するとともに、内生 BR を分析した。	 
	 

図 2	 BR 活性化酵素の分子系統樹	 
CS：カスタステロン、BL：ブラシノライド	 
	 
	 
３．研究の方法	 
	 カリフラワーモザイクウイルス 35S プロモ
ーターによるトマトのブラシノライド合成
酵素 CYP85A3遺伝子の過剰発現ベクターを作
成し、トマトの正常種（品種：Ailsa	 Craig）
および dx変異体に導入し、果実生長に影響が
現れるか詳細な観察を行った。また、35S プ
ロモーターによるトマトのブラシノライド
合成酵素 CYP85A3遺伝子のイネ用過剰発現ベ
クターを作成し、イネ（品種：日本晴）に導
入し、実際にブラシノライドが増えるか内生
BR 分析を進めた。それにより、ブラシノライ
ド含量が顕著に増加している個体を選抜し
たのち、特に種子形成に影響があるかどうか
詳細な観察を行った。	 
	 他のイネ科植物と同様に、現在までにトウ
モロコシから検出された活性型 BR はカスタ
ステロンのみであり、ブラシノライドが検出
された報告はない。一方、トウモロコシ子実
は BR の外部投与によりその収量が増加する
ことが知られている。そこで、トウモロコシ
の CYP85A 遺伝子の酵素機能を調べ、イネ科
には、カスタステロン合成酵素しか存在しな
いのか、それともブラシノライド合成酵素を
持つものもあるのか追求した。さらに、進化
的に基部に位置するシダやコケの内生 BR 分
析を行い、BR と植物の進化の関係も調べた。	 
	 
	 
	 

 



 

 

 

４．研究成果	 
	 ブラシノライド合成酵素遺伝子の過剰発
現により、トマト dx変異体において矮性が回
復した形質転換体が作出された。また、トマ
ト正常種の形質転換体も得られ、それらは非
形質転換体と比べて生長が早く、葉が下に垂
れる表現型を示した（図 3）。一方、形質転換
体の果実の生長を観察したが、果実が肥大す
る等の表現型は認められなかった。さらに、
本研究で単離したブラシノライド合成酵素
遺伝子のゲノム配列をもとに、そのトマトの
CYP85A3 変異体を TILLING 法により単離した
が、果実に異常は認められなかった。しかし
ながら、トマトの花や果実にブラシノライド
を外部投与したところ、果実の催色期までの
期間に影響は与えなかったが、その大きさと
種子数を増加させる傾向があった。CYP85A3
遺伝子の発現部位を RT-PCR 法により調べた
ところ、種子において強い発現が見られ、果
肉では発現していないことがわかった。さら
に、単為結果によりついた果実では CYP85A3
遺伝子は全く発現していなかった。単為結果
は受粉作業の軽減や果実の種無し化などに
関連する農業上重要な生理現象であるが、そ
の仕組みは明らかにされていない。本研究は
その解明の手がかりとなる可能性がある。	 

図 3	 トマト形質転換体	 
（左）CYP85A3 過剰発現体、（中）dx変異体、
（右）正常種	 
	 
	 
	 BR による増収効果は不良環境下における
耐ストレス作用にも起因していることも考
えられているが、その分子メカニズムも解明
されていない。そこで、得られたブラシノラ
イド過剰生産体トマトは非形質転換体に比
べて茎葉の生長は早いことから、栄養生長期

におけるブラシノライド過剰生産の効果を
調べることにした。BR は様々な生育環境にお
けるストレスに対して耐性を付与すること
が知られているが、本研究では塩耐性がブラ
シノライド過剰生産体で上がっているか調
べた。その結果、予想に反してブラシノライ
ド過剰生産体は非形質転換体と比較して塩
に弱い傾向を示すことがわかった。これは、
ブラシノライドに引き起こされた過剰な細
胞伸長が原因で、浸透圧ストレスに対して弱
くなったためかもしれない。そこで、ブラシ
ノライド過剰生産トマトに起きた塩障害が
ナトリウム吸収量に関係しているのか調べ
るため、その吸収量を原子吸光法により測定
した。その結果、ブラシノライド過剰生産ト
マトのナトリウム吸収量は正常種と同等で
あった。また、銅や亜鉛過剰土壌でも生育さ
せ、それらの吸収量も調べたが正常種との違
いは認められなかった。これまでに、BR の外
部投与は重金属吸収を低減させるという報
告があるが、内生的に BR 含量を増加させた
本研究のトマトではそれを支持する結果は
得られなかった。	 
	 一方、トマトのブラシノライド合成酵素
CYP85A3 遺伝子を導入したイネにおいて、葉
身が顕著に屈曲した形質転換体が得られた。
それらについて内生 BR分析を行ったところ、
実際にブラシノライドを過剰に生産してい
ることが確認された。これまで、ブラシノラ
イドを生産しているイネは発見されていな
かったが、当該形質転換体の種子形成に影響
は見られなかった。また、イネに関連した研
究として、イネのカスタステロン合成酵素
CYP85A1 は青色光により誘導され、それによ
り内生カスタステロン含量が増加し、生長す
ることを明らかにした。さらに、イネから BR
依存的に葉身屈曲を制御する新しい遺伝子
を世界に先駆けて同定することに成功した。	 
	 一方、ブラシノライド合成酵素に相同なト
ウモロコシの CYP85A1 酵素を酵母において発
現させ、その機能を調べたが、イネと同様に
トウモロコシの酵素にはブラシノライド合
成能はないことがわかった。このことから、
理由は不明だが、イネ科植物は進化の段階で
ブラシノライドを合成することをやめてし
まったと思われる。他の系統発生的な研究に
関しては、陸上植物の進化的基部に位置して
いるコケやシダが種子植物と同様な BR を生
産していることを初めて明らかにした。コケ
やシダにおいては BR 合成酵素遺伝子の保存
性が低くく、CYP85A遺伝子は存在しない。そ
の様な植物がなぜ BR を合成できるか、植物
の進化を研究するうえで興味深い知見を提
供した。	 	 
	 ブラシノライドは植物体中においてナノ
モルレベルで存在するホルモンであるため、
植物から抽出して応用利用することは現実



 

 

的ではない。さらに、ブラシノライドを生産
する菌類も発見されていないために、応用利
用のブラシノライドは化学合成に頼らざる
をえないのが現状である。代表研究者が発見
した酵素は、BR 生合成において、活性型 BR
を生成する唯一の重要な酵素である（特許取
得）。したがって、作物生産におけるブラシ
ノライドおよびその生合成遺伝子の役割の
解明を目的とした研究は他に見られないも
のである。本研究は、遺伝子組換え技術をも
ちいて本酵素を大量に生産させ、植物体中の
活性 BR 量を大幅に改変できることを証明し
た。研究対象としたトマトは、ジャガイモ、
ピーマンやナスなどと同じ農業上重要なナ
ス科植物であり、我が国の重要作物であるイ
ネを含め、本研究は農作物の生産性向上にむ
けた応用研究に基盤となる知見を提供した。	 
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