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本年度に主任研究員の定年退職にともなって解散する当研究室では，高等植物が備えている巧
妙な生理機能をあらゆる角度から解明することを目指すとともに，それらを利用するための技術
基盤の開発研究を行って来た。人類が営々と築き上げた繁栄を長く持続させるためには，植物の
生理機能を無理なく利用して食糧・環境・エネルギーに関する植物の恩恵を安定持続させること
が必定となる。このためには，多種多様な環境下で進化した植物が示す特徴的な生理現象に関
するメカニズム解析を個体レベルから分子的レベルにまで掘り下げて，遺伝子情報・生体構築分
子・基質および代謝物質の動的特性が深く考察できる研究を展開しなければならない。このよう
な観点に基づいて，当研究室では，（1）植物生理機能の分子機構解析および制御，（2）植物遺伝機
構の解析および制御，（3）生理活性物質の探索および応用などを重点課題として研究を行い，大
きな成果を挙げて任務を果たした。

1. 植物生理機能の分子機構解析および制御に関する研究
（1）アブシジン酸阻害剤による生理機能発現機構の解析
（浅見，中野，藤原 ＊1，北畑 ＊2）
アブシジン酸［ABA］は種子の休眠・発芽や植物のスト
レス耐性を調節する植物ホルモンであり，この機能を分子
レベルで解明することは植物生理学上の重要なテーマであ
る。本年度は引き続き，ABA生合成および代謝経路におけ
る鍵反応を標的部位とする特異的阻害剤を設計・合成・探索
し，それらの中から数種の候補化合物を選抜して ABAの
生理的機能や遺伝子発現への効果を解析した。
（2）BRの不活性化機構に関する研究（藤岡，瀬戸；嶋田，
平沼，添野，関本，小林（PSC生長制御物質研究チーム））
シロイヌナズナの矮性変異体である bas1D の解析を通し
て，BAS1 遺伝子は CYP734A1をコードしており，BRの
不活性化に関わっていることを明らかにしてきた。本年度，
bas1D 同様に BR欠損の表現型を示す第 2の変異体をアク
ティベーションタギングによって単離した。変異体の表現
型は BAS1のホモログである CYP72C1（SOB7）の過剰発
現によって引き起される。BAS1と SOB7の一重ならびに
二重変異体を作出し，BAS1と SOB7が機能的に重複して
いるか否かを検討した結果，両者は子葉展開の促進，胚軸
伸長の抑制や花成の促進等において，機能的に重複してい
ることを見いだした。また，SOB7を過剰発現させると野生
型に比べ，内生カスタステロンのレベルは減少するが，一
重のヌル変異体では野生型と同レベルであり，さらに，二
重のヌル変異体では野生型の 2 倍であることが分かった。
BAS1と SOB7の過剰発現体に BLを投与すると，BLの代
謝が促進される。BAS1 の過剰発現体でのみ 26-OHBLへ
の変換が促進されることから，SOB7と BAS1では BLや
CSをそれぞれ独自の代謝物へと変換していることが示唆さ
れた（Washington大 Neff博士のグループとの共同研究）。
（3）植物ホルモン生合成阻害剤による新規植物機能性遺
伝子の探索研究（浅見，中野，藤岡，松山，飯野 ＊3，山
上＊3，小松＊3，宮城＊3，藤本＊3；嶋田，郷田（PSC生長
制御物質研究チーム））

特異的なブラシノステロイド［BR］生合成阻害剤を暗所
下で処理した植物は矮化し子葉が展開する暗所光形態形成
を示すが，この条件に耐性の徒長形質を示すアラビドプシ
ス突然変異体を多数選抜した。これらは BR情報伝達活性
型変異体であると考えられ，各々において，幼植物体期に
おける葉緑体発達遅延，成熟個体期における葉の上偏成長，
茎の分枝数の増大，本葉発達速度の促進，維管束組織の発
達阻害，などの BRの生理作用と関連の深いと考えられる
形質の一部が特化して過剰化したかのような変異形質が認
められた。この内，数種については既に変異原因遺伝子を
単離同定し，それぞれの遺伝子の機能解析を進めた。
（4）病害抵抗性発現における植物ホルモンの機能に関す
る研究（仲下，浅見，古田 ＊3，川島 ＊3；安田（PSC生長
制御物質研究チーム））
ABAを介する環境ストレス応答が植物の病害抵抗性誘導
に及ぼす影響についてシロイヌナズナを用いて解析した結
果，サリチル酸を介して誘導される免疫機構に対してABA
が抑制的に働いていることを明らかにした。ABA生合成を
遺伝子レベルで，または，化学的に制御することにより，安
定して強い病害抵抗性を誘導可能であることを見いだした。

2. 植物遺伝機構の解析および制御に関する研究
（1）葉緑体-核の細胞内コミュニケーションの解析（阿
部，山本 ＊4）
オルガネラ間クロストークを植物個体を生かしたままモ
ニターする系を用いて，オルガネラ間クロストークに関わ
る変異体をスクリーニングした。変異原として重イオンビー
ム，EMS，トランスポゾンなどを用いた。光ストレス耐性
の弱いものや強いもの，また一見野生型と変わらない変異
体が得られた。
（2）重イオンビーム照射による変異植物体の作成（阿
部，斉藤（宏）＊5，山本 ＊4，斉藤（稔）＊6，渡辺 ＊3，小
沼 ＊3，森下 ＊1，佐藤 ＊1，亀谷 ＊1，伊藤 ＊1，杉山 ＊1，鈴
木（賢）＊1，鈴木（一）＊1）
昨年までに重イオンビーム照射の実用性を検討するため
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花卉園芸植物を対象として変異株作成を行い，バーベナ不
稔株 2品種，ペチュニアの花色変わり品種の商品化，花弁
数増加および花色変わりのダリア大輪変異株の試験販売に
成功した。さらに本年度は，ソバ，イネ，ムギ，シバ，ピー
マン，サツマイモ，キク，バラなどで変異形質の固定や遺
伝子欠失系統の作出に成功した。
（3）変異遺伝子の迅速解析法に関する研究（松山，阿部，
斉藤（宏）＊5，市田 ＊3）
本年度はバーチャル RLGSシステムのプロトタイプを用
いてシロイヌナズナ変異体の RLGS解析を行った。その結
果，マッピング技術と組み合わせることにより，ファイン
マッピングのステップを経ずに迅速に変異遺伝子にアプロー
チできることが判明した。特にドメインレベルで変異が起
きている DNAメチレーションの変異同定には非常に有効
であった。RLGS法以外でも次の 2つのDNA多型解析を試
みた。（i）RAPD法による重イオンビーム誘導のキクの品
種特異的マーカーの作出。（ii）キャベツの AFLPマーカー
による萎黄病抵抗性マーカーの作出。（ii）については非常
に有効な連鎖マーカーを開発した。

3. 生理活性物質の探索および応用
（1）植物ステロール配糖体の生合成・代謝経路に関する研究
（藤岡，瀬戸；添野，平沼（PSC生長制御物質研究チーム））
モヤシ豆（緑豆）やシロイヌナズナの実生を用いてカス
タステロンの代謝を検討した。精製画分を LC/MS/MS分
析した結果，モヤシ豆ではカスタステロンは C-2，3，22，
23位の水酸基がそれぞれグルコシル化された 4種の配糖体
に変換されることが明らかになった。また，A環水酸基が
反転後グルコシル化されたと推定される配糖体の存在も示
唆された。シロイヌナズナでは，カスタステロンの代謝物
として C-2，23位の水酸基がグルコシル化された 2種の配
糖体の存在が明らかになるとともに数種の新規配糖体の存
在も示唆された。
（2）植物ホルモンのプローブ化とその応用（瀬戸；平沼，
齋藤（雅）＊3（PSC生長制御物質研究チーム））
本研究では，植物ホルモン［ジベレリン（GAs），ジャス
モネート（JASs）およびブラシノステロイド（BRs）］の生
理過程および受容体機構を解明するに有用な探索分子の設
計と合成を目的に，効率的な合成手法を開発しつつ，種々
の植物活性検定を並行して，これらホルモンの構造展開を
行っている。また，植物ホルモンをリードとした新しい植
物生長調節剤の実用化の可能性も追求している。本年度得
られた成果の主たるものは，以下の通りである。
（i）農業生物資源研究所との共同研究により，先に我々
は，タバコの病傷害シグナル伝達経路において重要な役割
を担うMAPキナーゼの 1種，WIPKを同定し，WIPKは
傷応答シグナル物質である JASの生成を正に，病害抵抗シ
グナル物質サリチル酸の生成を負に制御していることを明
らかにしている。さらに，タバコモザイクウイルス（TMV）
が感染したタバコ葉からWIPKの活性化を誘導する低分子
因子として，新規なラブダン型ジテルペンであるWAF-1を
同定している。本年度は，天然微量成分であるWAF-1の
十分量を安定に供給するため，WAF-1 および，その同位
元素標識体の効率的な化学合成法を確立した。さらに，比
較的不安定な化合物であるWAF-1の安定化を目的として，

構造改変を行い，幾つかの安定WAF-1誘導体を合成した。
この中からWAF-1とほぼ同程度の高活性を示すWAF-1誘
導体を見いだした。
（ii）先に我々は，シロイヌナズナから同定された膜貫

通型タンパク質「BRI1」が BRと細胞外で結合，BRの情
報を細胞内へ伝達していることを明らかにし，BRI1が BR
の細胞膜受容体であることを証明した。しかしながら，BR
が BRI1に直接結合しているかなど，詳細な分子機構は不
明のままであった。本年度は，昨年度合成した光アフィニ
ティー BR プローブ（BPCS）を用いた光アフィニティー
ラべル実験を行い，BRと BRI1の結合様式を解析した。そ
の結果，BRは，ペプチドやタンパク質など他の因子の介
在なしに直接 BRI1に結合していることが明らかとなった。
さらに，94個のアミノ酸からなる結合に必要な最小領域を
特定することに成功し，これが，動植物を通じて他に類型
のない，タンパク質の新しいステロイド結合領域であるこ
とを明らかにした。

＊1 共同研究員，＊2 ジュニア・リサーチ・アソシエイト，
＊3 研修生，＊4 協力研究員，＊5 基礎科学特別研究員，＊6

研究生

This laboratory investigates, physiological functions of
higher plants with the aim of providing sustainable pros-
perity for the human race with respect to food, environ-
ment and energy. For this purpose, the diverse lifesystems
of plants which have evolved under various environments
have been studied from the level of the whole plant to the
molecular scale. Our research programs on plant physio-
logical processes combine the most advanced tools of biol-
ogy, chemistry and physics.

1. Study on molecular mechanisms and control
of plant-physiological functions
(1) Gene expressions by the specific inhibitor of abscisic

acid biosynthesis
Abscisic acid is a major regulator in plant growth and

development and the adaptation of plants to environmental
stresses. In order to reveal the physiological functions of
ABA at the molecular level, we developed a new inhibitor
of ABA biosynthesis, and applied it to inhibitor-treated
Arabidopsis to analyze the relationships of ABA effects
between phenotypes and gene expressions.
(2) Studies of BR inactivation mechanism
In collaboration with Dr. Neff’s group, we previously

found that BAS1 is a BR catabolic gene and encodes a
cytochrome P450, originally called CYP72B1, now called
CYP734A1. Recently we have isolated a second activation-
tagged mutant with BR-deficient phenotype. It was found
that the mutant phenotype is caused by the overexpression
of SUPPRESSOR OF PhyB-4 7 (SOB7 ) gene, which en-
codes the cytochrome P450 (CYP72C1). SOB7 was found
to be functionally redundant to BAS1 in that they both
inactivate BRs and modulate photomorphogenesis. Al-
though both genes encode cytochrome P450s with close ho-
mology, detailed biochemical analysis indicates that they
have unique biochemical mechanisms of BR inactivation.
(3) Screening and characterization of novel brassi-

nosteroid signaling component genes by brassinosteroid
biosynthesis inhibitors
Several new mutants of bil (Brz-insensitive-long
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hypocotyl) series and bpg (Brz-insensitive-pale green)
have been isolated using the specific inhibitor of brassi-
nosteroid (BR) biosynthesis, Brz220. These bils were
thought to be mutant plants of BR signal transduction, be-
cause they showed typical BR excessive symptoms as pale
green, epinastic leaves, an increased number of inflorescent
blanches, accelerated leaf formation and inhibition of vas-
cular tissue stem. These bpgs were thought to be mutant
plants of BR rrelated regulation onto chloroplast develop-
ment, as they showed decreased chloroplast development.
Candidate genes of the mutants have been identified and
the characterization of these is in progress.
(4) Molecular mechanisms of brassinosteroid-mediated

disease resistance
Effects of ABA and BR on disease resistance in Ara-

bidopsis were studied. BR induced a novel type of plant
immune system regarding response to ethylene, while ABA
suppressed the induction of SA-mediated disease resis-
tance. Studies on effects of ABA on induction of disease
resistance in Arabidopsis revealed that ABA suppressed
the induction of SA-mediated disease resistance. Control
of ABA biosynthesis by molecular or chemical techniques
enhanced the disease resistance of the plant.

2. Molecular genetics for regulation of plant
functions
(1) Intracellular crosstalk genes between plastid and

nucleus
Arabidopsis mutants which show altered interorganeller

responses for environmental adaptations have been iso-
lated. Heavy-ion beams, EMS, and transposons were uti-
lized as mutagens, some of which showed the same light tol-
erance as the wild type, while others were lower or higher.
(2) Highly effective mutagenesis by the heavy ion irra-

diation for commercial use
Heavy-ion beam irradiation has become a new method

for mutation breeding of ornamental plants and crops to
produce new cultivars valuable in the market. The pheno-
type characteristics such as sterility, variegation, and floral
color were evaluated in screening for new cultivars of gar-
den flowers. This year we established several improved
cultivars of the verbena “Sakura” and the petunia “Rose
vein”.
(3) R&D of novel in silico methods for the RLGS (Re-

striction Landmark Genomic Scanning)
We have developed Virtual RLGS system (prototype)

and applied it to the genome analysis of Arabidopsis mu-
tants. Results archived with this system with rough-
mapping technique are very useful for rapid identification
of mutated genes that have DNA methylation alterna-
tions. We endeavored to develop variety specific chrysan-
themum DNA markers induced by ion-beam using the
RAPD method. Molecular markers for cabbage yellow dis-
ease resistance were also obtained by the AFLP method
and found to be very useful in linkage analysis.

3. Screening of biologically active substances in
plants
(1) Studies on biosynthetic and metabolic pathways of

glycosyl phytosterols
We have investigated the metabolism of castasterone

(CS) in seedlings using the mung bean and Arabidopsis.
After feeding CS into those plant materials, metabolites
were purified and analyzed by LC/MS/MS. In the mung
bean, CS was converted into at least four glycosides and
the glycosidation occurred at the C-2, 3, 22 or 23, which
suggested that glycosidation occurred after the epimeriza-

tion of hydroxyl group in the A ring. In Arabidopsis, CS
was converted to glucosides at the C-2 or 23, suggesting
conversion into several novel glucosides.
(2) Design and synthesis of plant hormone basedmolec-

ular probes and their application
In this project, we aim, in collaboration with plant

scientists, to assemble various kinds of molecular probes
of jasmonates (JASs), gibberellins (GAs), brassinosteroids
(BRs) etc, based on synthetic organic chemistry, which
promises noticeable advance in elucidation of the biosyn-
thesis, metabolism and signal transduction of plant hor-
mones. Another aim is the development of new agrochem-
icals form plant hormones. The main achievements of this
year have been:
(i) In collaboration with a research group at NIAS, we

previously identified a novel labdane-type diterpene from
tobacco mosaic virus (TMV)-infected tobacco leaves as a
wound-induced protein kinase (WIPK)-activating factor-1,
which was named WAF-1. This year, in order to supply
sufficient material for comprehensive examination of plant
functions, efficient methods for syntheses of WAF-1 and
its isotope-labelled counterpart were developed. Further-
more, some WAF-1 analogs were synthesized to stabilize a
measurably air-sensitive WAF-1. Among them, we found
a WAF-1 analog with high biological activity comparable
to WAF-1.
(ii) In early works on BR perception mechanism in

plant, we elucidated that a transmembrane receptor ki-
nase identified from Arabidopsis, BRI1, is a BR recep-
tor. However, whether BRs bind to BRI1 directly has
remained an unanswered question. This year, we ana-
lyzed the binding mode of two components mainly via
photoaffinity labeling experiments using a photoaffinity
probe, aryl diazirine/biotin double-labelled BR. The re-
sults demonstrated that BRs bind directly to the 94 amino
acids comprising ID-LRR22 in the extracellular domain of
BRI1, defining a new binding domain for steroid hormones.
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