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研究成果の概要（和文）：植物ホルモンであるアブシジン酸(ABA)シグナル伝達を負に制御する脱リン酸化酵素PP2Cを
欠損するヒメツリガネゴケは様々な水分ストレスに対して極めて高い耐性を獲得する。一方、暗黒化において組織の緑
色が退色せず、緑色を維持機する。ABAシグナル伝達と光環境応答のクロストークを明らかにするため、様々なABA関連
の変異株を用いて解析を行った。その結果、ABAが暗黒化における退色を負に制御していることが示された。また、PP2
C欠損株では暗黒化でクロロフィル合成が活発に行われるとともに、オートファジー機構にも異常があることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Protein phosphatase 2C (PP2C) plays a major role in the negative regulation of 
signaling pathway for a plant hormone abscisic acid (ABA). Disruption of PP2C genes in the moss 
Physcomitrella patens by gene targeting resulted in acquisition of extreme tolerance to osmostresses such 
as desiccation and freezing. On the other hand, the PP2C disruptant stayed green even after prolonged 
culture in the dark, while the wild type completely etiolated. To understand the crosstalk between ABA 
signaling and light signaling in the moss, we performed molecular analysis using various ABA-related 
mutants of P. patens. These analyses indicated that ABA plays a negative role in etiolation of 
chloroplasts in the dark, and further suggested that chlorophyll biosynthesis pathway is activated in the 
dark-grown PP2C disruptant and PP2C is involved in autophagy machinery.

研究分野： 植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 植物の環境適応機構において光シグナル
は重要な役割を果たす。例えば、光発芽種子
をもつレタスでは、種子の休眠打破には光シ
グナルが必須であることはよく知られてい
る。また、植物が一定期間低温にさらされる
ことで凍結耐性能が向上するプロセスを低
温馴化と呼ぶが、この低温馴化に光シグナル
が必須であることがモデル植物シロイヌナ
ズナにおいて示されている。このように、環
境要因としての光シグナルを植物の環境応
答機構に統合することは、植物が日々変動す
る環境変化に適応するために重要であると
考えられるが、統合機構の分子レベルの解析
はほとんど明らかにされていない。 
 植物の環境ストレス応答機構には植物ホル
モンであるアブシジン酸(ABA)が深く関与し
ている。申請者の現在までの研究から、基部
陸 上 植 物 で あ る ヒ メ ツ リ ガ ネ ゴ ケ 
(Physcomitrella patens) においても、ABAおよ
びそのシグナル伝達系が環境ストレス応答
に重要な役割を果たしていることが明らか
となり (Komatsu et al., 2009, Plant Mol Biol; 
Khandelwal et al., 2010, Science; Tougane et al., 
2010, Plant Physiol)、ABAシグナル伝達系に
よる植物の環境応答機構が陸上植物共通の
システムであることを提唱するに至った。こ
の研究プロセスにおいて、申請者は、光シグ
ナルと ABA シグナルのクロストークを裏付
ける興味深い現象を見出した。ABAシグナル
伝達系の負の制御因子である Group A PP2C
を完全欠損するヒメツリガネゴケ(ppabi1 株)
は ABA シグナル伝達系が恒常的に活性化さ
れており、脱水耐性能や凍結耐性能が大幅に
向上している (Komatsu et al., 2013, Nature 
Commun)。  
 驚くべきことに、この ppabi1 株は暗黒化で
培養しても緑色を維持するという現象が観
察された。すなわち、ABAシグナル伝達系が
恒常的に活性化されることで、暗黒化におい
ても光シグナルが活性化状態となることが
明らかとなった。このことは、光シグナル伝
達系の少なくとも一部は、ABAシグナル伝達
系クロストークしていることを示している。
これらの観察から申請者は、光シグナルと
ABA シグナルのクロストークが光シグナル
と環境応答を統合するシステムとして機能
しているとの推察に至った。しかしながら、
ヒメツリガネゴケはおろか、最も解析の進ん
でいるモデル植物であるシロイヌナズナに
おいても、光シグナルと ABA シグナルの相
互作用の分子機構についてはほとんど明ら
かとなっていない。分子遺伝学的解析ツール
が充実しているヒメツリガネゴケにおける
光シグナルと ABA シグナルのクロストーク
の発見は、その分子機構解明のブレークスル
ーとなることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、光シグナルと ABA シグナル伝

達系を介した環境応答機構のクロストーク
を研究するモデル系としてヒメツリガネゴ
ケを用い、ABA関連変異体を駆使して、光シ
グナルと ABA シグナルのクロストークの分
子機構を明らかにし、植物の環境応答におけ
る光シグナル機能の実態に迫る。 
 
３．研究の方法 
（１）ABAと光シグナルトークは被子植物の
種子においてはある程度の研究データが蓄
積されているが、ヒメツリガネゴケではほと
んど情報が無い。そこで、始めに本研究室が
有するヒメツリガネゴケ ABA 合成欠損体を
用いて明暗条件下におけるクロロフィル含
量の定量を行った。 
（２）暗黒化で緑色を維持し続ける PP2C 欠
損株において、明暗応答のシグナル伝達に異
常が生じているかを検証するために、暗黒化
における光応答性遺伝子の発現制御の解析を
RNA ゲルブロット法により行った。また、
（１）の実験において、PP2C欠損株における
クロロフィル合成・分解の以上が示唆された
ため、クロロフィルの合成および分解に関わ
る遺伝子の暗黒化での発現制御解析も合わせ
て行った。 
（３）暗黒化における緑色維持とオートファ
ジーの関係性を調査するため、オートファジ
ー阻害剤である 3-methyl-adenine (3-MA)を培
地に加えて、暗黒化における反応を調査した。 
 
４．研究成果 
（１）野生型株における ABA の光応答にお
ける効果を調査するため、ABAの存在下で野
生型株を暗条件で培養したが、明確な効果は
認められなかった。一方、暗条件処理前に
ABA 処理を行った場合は退色が抑制された。
このことから、明条件下で ABA シグナルが
活性化することが明暗応答に重要であるこ
とが示唆された。さらに、完全に白色化した
細胞は細胞死を起こしていることも明らか
となった。これは、長期間の暗処理は、葉緑
体の白色体への変換のみならず、細胞死のプ
ロセスも進んでいることを示していること
から、ABAシグナル伝達系を介した光シグナ
ルはより幅広い影響を及ぼしていることが
明らかとなった。 
	 ヒメツリガネゴケの明暗応答における内
生 ABA の役割を明らかにするために、内生
ABA を欠損するヒメツリガネゴケの作出を
試みた。被子植物の ABA 合成経路において
働く zeaxanthinepoxidase (ZEP)遺伝子と高い
相同性をもつヒメツリガネゴケ遺伝子 
(PpZEP1)を相同組換えにより破壊した形質
転換株を作出した。GC-MSを用いて形質転換
株の内生 ABA 量を測定したところ、通常生
育および浸透圧ストレス条件いずれにおい
ても内生 ABA は検出限界以下であった。こ
の ABA 合成欠損株および野生型株を暗処理
した後にクロロフィルの定量を行った結果、
ABA 合成欠損株は野生型株と比較して有意



にクロロフィル含量が低下していた。このク
ロロフィル含量の低下は暗処理期間中の
ABA 投与により回復した。以上の結果から、
ヒメツリガネゴケの明暗応答に内生 ABA が
関与していることが明らかとなった（図１）。

図１	 ヒメツリガネゴケの ABA 関連変異株
の明暗条件下におけるクロロフィル含量。
KO21, 26, 67; ABA合成欠損株。PpABI1 KO; 
abi1; PP2C欠損株	 
	 
	 葉緑体機能における ABA の役割を明らか
にするために、野生型株に ABA を投与した
後に、共焦点蛍光顕微鏡において観察を行っ
た。その結果、野生型株の細胞当たりの葉緑
体数は無処理と比較しておよそ２倍に増加
することが明らかとなった。さらに、ABAシ
グナル伝達が恒常的に起こっている PP2C 欠
損株では、ABA無処理の状態で細胞当たりの
葉緑体数が野生型株のおよそ２倍であった。
このことから、ヒメツリガネゴケにおいて
ABA は葉緑体の分裂制御に関与しているこ
とが示唆された（図２）。 

図２	 ヒメツリガネゴケ PP2C 欠損株におけ
る１細胞当たりの葉緑体数の変化。abi1; 
PP2C欠損株	 
	 
（２）ヒメツリガネゴケ PP2C 欠損株の暗黒
化における緑色維持機構について、光シグナ
ル伝達経路の異常を疑い、遺伝子発現が明暗
により制御される Rubisco サブユニット遺伝
子,	 CAB1 遺伝子の発現を解析した。サーカ
ディアンの影響を避けるため、野生型株およ

び PP2C 欠損株原糸体を 48 時間暗黒処理し、
経時的にサンプリングを行った。抽出した
RNAを用いて RNAゲルブロット解析を行っ
た。その結果、野生型株と PP2C 欠損株にお
いて明所から暗所に応答した遺伝子発現の
抑制パターンに変化は観察されなかった。こ
のことは、PP2C 欠損株において光シグナル
が恒常的に活性化しているわけではない事
を示しており、光合成機能に関連する遺伝子
は暗黒化で野生型株と同様の制御を受けて
いることが示唆された。 
	 上記結果より、ヒメツリガネゴケ PP2C 欠
損株の暗黒化における緑色維持機構にはク
ロロフィルの合成あるいは分解の停止が関
与していることが示唆された。そこで、クロ
ロフィル合成・分解の主要経路に位置する遺
伝子の発現を上記と同様の条件で解析を行
ったが、合成系の遺伝子が暗黒化で活性化さ
れていた（図３）。一方、分解系で作用する
クロロフィラーゼ野生型株と PP2C 欠損株の
間に有意な差は観察されなかった。このこと
からヒメツリガネゴケ PP2C 欠損株の暗黒化
における緑色維持機構は、合成系の活性化に
起因することが示唆された。 
図３ クロロフィル合成系遺伝子の発現解析 

 
（３）オートファジーは暗所での緑色細胞の
白色化に関与していることが報告されてい
る。オートファジーの阻害剤である 3-MAを
加えた培地で野生型株および PP2C 欠損株原
糸体を明所 24 時間処理した後に、暗黒化で
培養したところ、野生型株および PP2C 欠損
株ともに、緑色を維持していた。このことか
ら、PP2C 欠損株におけるオートファジー異
常が暗黒化における緑色維持機構に関与す
ることが示唆された（図４）。	 
	 

図４	 オートファジー阻害剤を含む培地で暗
黒化で生育させた野生型株と PP2C欠損株	 
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