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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、植物の乾燥ストレス応答を制御する植物ホルモンであるアブシジン
酸（ABA）の生合成機構を明らかにすること、また植物体から遺伝子発現制御複合体を単離する技術である
insertional chromatin immunoprecipitation（iChIP）を開発することである。iChIP法により、様々な新規ABA
合成制御因子の候補が単離された。特にいくつかの候補遺伝子の活性を抑制することで、植物の高塩・乾燥スト
レス耐性が向上することが明らかとなった。本研究により解明された新規乾燥ストレス応答機構は、ストレス耐
性作物作出のための有用な知見となると期待される。

研究成果の概要（英文）：Drought stress is one of the major environmental conditions which causes a 
crop yield reduction all over the world. Furthermore, it is known that the currently ongoing global 
warming would cause the severe drought stress conditions more frequently. Purposes of the project 
are (1) to reveal drought stress responses in plants which are regulated by a drought 
stress-inducible plant hormone abscisic acid (ABA) and (2) to develop an insertional chromatin 
immunoprecipitation (iChIP) method to isolate transcriptional complexes in planta using a model 
plant Arabidopsis thaliana. As a result of the iChIP, multiple candidate proteins were identified 
which regulate ABA biosynthesis during drought and salt stress. The novel molecular mechanisms we 
revealed in this project can include useful insights to generate drought stress tolerant crops in 
future.

研究分野： 植物分子生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により開発された植物体から転写複合体を単離する手法であるiChIPは、ストレス応答の分野のみだけで
はなく、発生や生殖などに関わる遺伝子発現制御機構の研究分野にも適用可能な技術であり、今後多くの植物の
分子生物学研究に役立つ方法だと言える。またiChIPを用いて新規ABA合成制御因子が数多く単離され、それぞれ
の乾燥ストレス応答機構が明らかになった。これらの実験結果は、どのようにすれば様々な作物種の乾燥ストレ
ス耐性を向上させることができるか、多くの分子生物学的知見を含んでおり、社会的意義のある研究成果であっ
たと言える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
地球温暖化やそれに伴う異常気象による農作物への被害が世界各地で報告され、環境ストレス
耐性を向上した作物の必要性は高まっている。植物ホルモンであるアブシジン酸（ABA）は乾燥
ストレス応答を誘導する主要な因子であるが（Iuchi et al., 2001）、その生合成がどのように制御
されているか詳細な分子機構は未だ明らかになっていない。ABA の合成経路における鍵酵素で
ある NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE 3（NCED3）は乾燥ストレス時に遺伝子発
現が誘導され、ABA合成を促進する。申請者らは近年、乾燥ストレス時に NCED3遺伝子領域に
結合する転写活性化因子 NGA1を同定した（Sato et al., 2018）。一方で NCED3の遺伝子発現誘導
には約 2.5 kbpの長距離遺伝子領域が必要であることが知られている。このような長距離領域は
高次立体構造を取ることで転写複合体形成を行うことが知られているが、どのような制御因子
が NCED3遺伝子の高次構造制御に関与しているかは明らかになっていない。この課題を解決す
るために、申請者らは近年、植物体内から任意の遺伝子領域上の転写複合体を単離する手法であ
る Insertional chromatin immunoprecipitation（iChIP）の開発に取り組んできた。iChIPはヒト培養
細胞系において開発された手法で（Hoshino et al., 2009）、ゲノム上に挿入した遺伝子領域にタグ
となる DNA配列を融合して、その配列に結合す
るタンパク質を単離・精製し、質量分析に供する
ことで任意の遺伝子領域上に存在するタンパク
質群を同定できる（図 1）。この手法の長所は(1)
植物体内で実際に標的遺伝子上に存在する制御
因子を単離でき、(2)ゲノム高次構造の制御因子
など直接DNA結合能力を持たない因子を単離で
きることである。この方法により申請者は
NCED3 の約 2.5 kbp プロモーター上に結合する
候補因子を同定した。本研究ではこれら候補因
子の機能解析を行うことによってNCED3遺伝子
領域上のゲノム高次構造制御因子を明らかにす
ると共に、植物体内から転写複合体を単離・同定
する手法である iChIPを確立することを目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は(1)iChIP により NCED3 の長距離遺伝子領域における高次構造を制御する新規
因子を単離し、(2)単離した因子が NCED3の遺伝子発現および植物のストレス応答をどのように
制御するかを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
本研究では新規の分子生物学的手法を開発
し、さらにそれらを用いて植物の乾燥・高塩
ストレス応答の最初期の分子メカニズムを
解析する。 
（1） 植物体内から任意のプロモーター上に
存在する転写複合体を単離する手法である
iChIPを確立する。 
（2） iChIPで単離され、三重変異体において
高塩ストレス耐性が低下することが明らか
になった NCC1/2/3 についてさらに解析を進
める。 
（3）iChIPで単離された NCC4/5 ファミリータンパク質について機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) iChIPによる NCED3遺伝子領域上の転写複合体構成因子の単離と選抜 
 NCED3遺伝子領域に GAL4結合モチーフの反復配列を繋ぎ、さらにそのモチーフに結合する
GAL4結合タンパク質を発現させる形質転換植物体を作出した。GAL4結合タンパク質には共免
疫沈降を行うために GFP タグを付与した。また、ネガティブコントロールの植物として、同様
の NCED3遺伝子領域に GAL4結合モチーフを融合しない植物体を作出した。iChIPによるスク
リーニングで質量分析により検出されたタンパク質を定量化し、ネガティブコントロールより
多く検出されるタンパク質を同定した。この実験を 2 反復繰り返すことで、NCED3遺伝子領域
上に存在する可能性のある 128タンパク質が明らかとなった（図 2）。さらに 2次スクリーニン
グとしてデータベース等を利用し、(1) 細胞内で核に局在性を持つと予測される、(2) NCED3遺
伝子と同様に維菅束組織で発現することが確認されている、(3) 転写制御を行う可能性のあるタ
ンパク質を選別し、結果として 30 個の新規 NCED3 制御タンパク質群を同定した。これらのタ
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ンパク質をそれぞれ、転写因子と予測される NCED3-promoter-associated factors in Transcriptional 
regulation（NCTs）、エピジェネティック制御因子と予測される NCED3-promoter-associated factors 
in Epigenetic regulation（NCEs）、ゲノム高次構造を制御すると予測される NCED3-promoter-
associated factors in regulation of Chromatin conformation（NCCs）、機能不明な NCED3-promoter-
associated factors of Unknown functions
（NCUs）として分類した。NCED3遺伝
子の活性化に長距離遺伝子領域が必要
であることに着目し、ゲノム高次構造を
制御すると予測されるNCCタンパク質
を中心に解析を進めた。 
 
(2) NCC1、NCC2、NCC3の機能解析 
NCC1、NCC2、NCC3 は相同性のある
タンパク質領域を持つファミリータン
パク質である。まず CRISPR-Cas9 のシ
ステムを用いて 3 つの遺伝子を破壊した三重変異体を作出し（ncc123）、様々なストレス環境下
における表現型の観察を行った。ncc123 変異体では高塩ストレス条件下で、種子発芽が抑制さ
れる傾向が観察され、高塩ストレス条件下において植物体の生存率が上昇することが明らかと
なった（図 3）。さらに全自動で環境ストレス条件をコントロールしながら表現型解析を行う施
設/ソフトウェアである RIKEN Integrated Plant Phenotyping System（RIPPS）（Fujita et al., 2018）に
より、乾燥ストレス条件下における表現型を観察した。その結果、ncc123変異体は葉面温度がコ
ントロール植物より高く、乾燥ストレス条件下での生育が抑制される傾向が観察された。これら
の表現型は、ncc123変異体において、乾燥・高塩ストレス条件下で ABA 蓄積が上昇し、発芽抑
制、塩ストレス耐性の向上、葉面温度上昇、生育遅延が生じていると解釈できる。 
 さらに ncc123変異体に乾燥ストレス・高塩ストレス処理を施し、NCED3遺伝子発現の活性化
を定量 PCRにより測定した。その結果、表現型解析と一致して ncc123変異体では野生型の植物
よりも高い NCED3 遺伝子発現の活性化が検出された。また、同様に ncc123 変異体を用いて乾
燥ストレス・高塩ストレス条件下のトランスクリプトーム解析を行い、シロイヌナズナ全遺伝子
の活性化状態を測定した。その結果、ncc123変異体では野生型植物に比較して、NCED3遺伝子
のみならず、乾燥・高塩ストレス時に働く、多くの遺伝子の発現がより活性化していることが明
らかとなった。一方で、植物の生育や生長に関与するような遺伝子群の発現活性は低下する傾向
を示し、RIPPS によって観察された、乾燥ストレス条件下における ncc123 変異体の生育遅延の
表現型と一致していた。 
 また NCC1の細胞内局在性を観察するために、ncc123変異体に GFPタグを付与した NCC1を
発現する植物体を作出した（proNCC1:: gNCC1-GFP/ncc123）。まずこの植物において ncc123変異
体で観察された、高塩ストレス条件下における発芽抑制、また高塩ストレス耐性の向上が見られ
ず、表現型が野生型同様に回復していることを確認した。非ストレス条件下と高塩ストレス条件
下における NCC1の細胞内局在性を観察したところ、NCC1は非ストレス条件下では主に細胞質
に局在すること、そして高塩ストレス条件下では細胞質および核内にドット状の構造として観
察されることが明らかになった。NCC1は天然変性領域（intrinsically disordered region: IDR）と呼
ばれるタンパク質配列を有している。近年、このような IDR を有するタンパク質が、特定の環
境ストレス条件下において細胞内に液液層分離を介したドット状の構造を作ることが明らかに
なりつつある。このようなドット状の構造は膜構造を持たない細胞小器官（membrane-less 
organelle: MLO）と呼ばれ、それぞれの MLO に固有の細胞内機能を持つと考えられている。こ
れらのことから、NCC1、NCC2、NCC3 も乾燥・高塩ストレス条件特異的に液液相分離によって
核内にMLOを形成し、NCED3の遺伝子発現活性を負に制御する因子であることが示唆された。 
 
(3) NCC4、NCC5の機能解析 
 iChIPで単離され、NCC1/2/3とは別のファミリータンパク質に属する因子として NCC4、NCC5
の機能解析を行った。NCC4/5は同一タンパク質ファミリーに属すると予測され、NCC1/2/3と同
様にゲノム立体構造を制御すると考えられている。タンパク質間相互作用を予測する機械学習
プログラムである AlphaFold2（Mirdita et al., 2022）を用いて解析したところ、NCC1/2/3と NCC4/5
はタンパク質間相互作用を示すことが示唆された。さらにCRISPR-Cas9によって、NCC4とNCC5
を破壊した二重変異体（ncc45）を作出したところ、ncc123変異体と同様に、高塩ストレス条件
下における発芽抑制と、高塩ストレス条件下における生存率の向上が観察された。これらの結果
から、NCC4/5は NCC1/2/3と協調して NCED3の発現抑制に寄与する転写複合体を形成している
と予測された。 
 
（引用文献） 
Iuchi et al., 2001, Plant J 27, 325-333; Sato et al., 2018, Proc Natl Acad Sci U S A 115, E11178-E11187; 
Hoshino et al., 2009, J Biosci Bioeng 108, 446-449; Fujita et al., 2018, Plant Cell Physiol 59, 2030-2038; 
Mirdita et al., 2022, Nat Method 19, 679-682. 
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