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植物科学において遺伝情報解析研究とホルモン作用解明
研究の連携が効率的に多大の成果を産み出すことは，シロ
イヌナズナの遺伝学的解析とブラシノステロイド（BR）の
生物有機化学的解析の組み合わせを多用した我々の研究が，
国際的にも高く評価されている点に象徴されている。その
成果として，細胞伸長，分裂，光形態形成などの植物固有
な生理現象において，BRが生長制御物質として必須の存
在であることが証明された。しかし，今日の段階では，植
物の生育状態に応じて刻々と変化するゲノムの指令機能と，
BRが作用する生長制御機構，シグナル伝達機構，生合成
調節機構，不活化代謝制御機構などとの関連は全く未知で
ある。そこで，当研究チームは，（1）BRの作用が起点とな
るゲノム動態の網羅的解析研究，（2）BRの生合成および代
謝経路とその調節機構の解析研究，（3）BRの活性構造特異
性に関する精密有機化学的研究，を主要な研究課題に掲げ，
前記の諸問題を分子生物学的レベルで徹底解明することを
目標としている。

1. BRの作用が起点となるゲノム動態の網羅的解析研
究（嶋田，郷田，藤岡，宮内，木内）
BRがシロイヌナズナの生理的機能に及ぼす影響や，そ

れにより誘導されるシグナル伝達カスケードをゲノムの動
態として解析するため，DNAアレイを用いて網羅的な遺伝
子解析を開始した。DNAアレイは Affymetrix方式のシロ
イヌナズナゲノムアレイを選択し，約 8300の遺伝子につ
いて解析を行った。まず，シロイヌナズナ BR欠損変異株
（det2）に BRを投与し，3時間後に発現が激しく変動する
遺伝子をスクリーニングした。数回の繰返し実験を行った
結果，8300遺伝子の内の 43個（0.5%）が確実に 2倍以上
の発現変動を示すことを明らかにした。これらの遺伝子群
は，（ i）細胞伸長や細胞壁の分解構築に直接関与すると推定
される遺伝子群，（ ii）オーキシンやジベレリンなどの他種ホ
ルモンとの相互作用関連遺伝子を含む BRのシグナル伝達
関連遺伝子群，（ iii）BRの生合成および不活化代謝に関与
する遺伝子群，そして（ iv）機能未知の遺伝子群，の 4カ
テゴリーに分類できた。今後はこれらの遺伝子発現解析を
通して，BRの生理作用についての分子生物学的な理解を
深める。

2. BRの生合成および代謝経路とその調節機構の解析
研究

（1）BRの生合成経路に関する研究（藤岡，中嶋，関本，
小林）
シロイヌナズナの BR生合成経路について，カンペステ
ロールからブラシノライドへ至る 2つの経路が存在するこ
とを，野生型と BR非感受性変異体 bri1 の実生を用いた詳

細な代謝実験により明らかにした。すなわち，重水素標識
した生合成中間体を植物体に投与し，代謝物の GC-MS分
析により生合成経路の存在を証明した。たとえば，カンペ
ステロールの代謝物として 6-デオキソキャサステロンを，
後者の代謝物として 6-デオキソティーステロンを同定した
ことから，カンペステロール→ 6-デオキソキャサステロン
→ 6-デオキソティーステロンの経路が確定された。6-デオ
キソティーステロン以降の生合成経路についても，同様な
ステップごとの代謝実験により証明した。また，ティース
テロン→ 3-デヒドロティーステロン→タイファステロール
→カスタステロン→ブラシノライドの経路についても同様
に証明した。以上の結果は，ゲノム機能解析研究のモデル
植物であるシロイヌナズナでも，既知のニチニチソウと同
様に早期および後期 C-6酸化経路が併存していることを示
す。また，6-デオキソタイファステロールからタイファステ
ロールへの新たな生合成経路も明らかにした。さらに，bri1

では野生型に比べて BRの生合成が促進されている事実が
見いだされた。
一方，C27-ステロールの生合成経路を詳細に解析した結

果，コレスタノールはコレステロールから cholest-4-en-3-

oneを経て生合成されると同時に，カンペスタノールの 28

位メチル基が脱離することによる生合成経路も存在するこ
とを初めて明らかにした。
（2）BR生合成突然変異株における発現様式の解析研究
（藤岡，中嶋，関本，小林）
シロイヌナズナ矮性変異体 dwf4 は，C-22における水酸
化機能が阻害されている BR 生合成欠損株であることが，
原因遺伝子のクローニングや BRによる回復実験等の結果
から推定されている。そこで，BR生合成における DWF4

の役割をよりよく理解するために，DWF4を過剰発現させ
た形質転換体を用いて形態変化を観察した。その結果，形
質転換体では，実生における胚軸の長さが野生型に比べ約
2–3倍になることや，成熟した植物体で花茎の長さや果実
の数等が野生型に比べ顕著に増加することが判明した。ま
た，野生型と dwf4 の内生BRの比較定量分析により，dwf4

は C-22水酸化機能を欠損した BR生合成変異株であるこ
とが確定した。さらに，DWF4はカンペスタノールだけで
なく，カンペステロール等も基質とする緩い特異性を有す
ることが判明した。
（3）非 BR型ステロイド生合成異常矮性株の変異解析研
究（藤岡，中嶋，関本，小林，瀬戸）
シロイヌナズナ矮性変異体の一種である fackel-J79 の形
態は，BR欠損の変異体に似ているが，胚形成，子葉の数，
茎頂分裂組織等にも異常がある。FACKEL遺伝子をクロー
ニングして配列分析した結果，ヒト・ステロール還元酵素
や酵母C-14ステロール還元酵素に似たタンパク質をコード
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していることが明らかになった。BRを含む総ステロール
の内生量を精査した結果，fackel-J79 では野生型に比べて
BRのレベルが顕著に減少しているばかりでなく，ステロー
ル構成も異常であることが判明した。とりわけ，fackel-J79

では，C-14 ステロール還元酵素の基質である 4α-methyl-

5α-ergosta-8,14,24(28)-trien-3β-olが野生型の 10倍も蓄積
しているとともに，野生型では検出されなかった数種の 8,14-

diene-sterolsの異常な蓄積が認められた。また，既知の BR

変異体とは異なり，BRの投与によって表現型は野生型に
回復しない。これらの結果は，FACKELが C-14ステロー
ル還元酵素をコードしていることを明示するとともに，BR
生合成経路の最上流部分から派生する異常ステロール類の
蓄積が胚発生や形態形成において極めて大きな作用を及ぼ
すことを示唆した。

3. BRの活性構造特異性に関する精密有機化学的研究
（1）BR活性の構造特異性解析用分子プローブの合成（瀬
戸，豊田，平沼）
BR活性の一般的評価試験には，単子葉であるイネを用い

たラミナジョイントの屈曲角度を指標とする検定法と，双
子葉植物の上胚軸伸長効果を指標とする検定法がある。一
連の天然型 BR同族体について，これらの検定結果に基づ
く活性構造相関の解析は，両生理反応における BRの受容
メカニズムは微妙に異なることを示唆する。そこで，両生
理反応を明確に区別できる非天然型の BRアナログを合成
するための条件検討を開始した。BRに官能基を直接導入す
る方法として，メチル（トリフルオロメチル）ジオキシラン
（TFD）を酸化剤として用いる水酸化反応を確立した。これ
により，ブラシノライド（BL）の 25位に -OCH2CO2H基
を導入することが可能となり，側鎖構造が多様化している
多くの非天然型 BRアナログが合成できた。また，カスタ
ステロン（CS）の 6位も同様な機能性官能基による修飾位
置として有望であったので，CSの 6位に =N-OCH2CO2H

基を導入し，その活性エステル化法の検討を開始した。
（2）高放射活性トリチウム標識 BLの合成（瀬戸，藤岡，
豊田，平沼）
シロイヌナズナより同定した膜貫通型タンパク質 BRI1

は，以前から BLの受容体であることを示唆されていたが，
これまでは決定的な証明が得られなかった。そこで，BL

の側鎖に効率良く二重結合を導入し，得られたジヒドロ体
をトリチウム化することにより短工程で高い放射活性（ca.

50Ci/mmol）の標識化BLを合成した。このプローブは，ブ
ラシノステロイド受容体に関する米国ソーク生物学研究所
との共同研究において重要なツールとして利用され，BRの
生理機構の解明研究を大きく進展させた。すなわち，BRI1-
GFP融合タンパク質を高発現するシロイヌナズナ遺伝子組
換え体のミクロソーム分画についてトリチウム標識 BLと
の精密な結合実験を実施した結果，高発現した BRI1に BL

が特異的結合をすることが証明できた。また，その結合部
位は BRI1の内部に存在する 70-アミノ酸アイランドとよば
れる領域であることも判明した。
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