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序章  

世界は、2050 年までに 90 億人を超えると見込まれている人口増加（国連

「World population prospect The 2012 Revision」）、人々の食生活の変化（食肉や乳

製品の摂取量の増加）、バイオ燃料の増加などの要因により、穀物生産量を増加

させる必要性に迫られている。これらの需要に応えるために、2050 年までに世

界の穀物生産量を現在の生産量よりも 60%~110%程度増加させる必要があると

見積もられている（Tilman et al., 2011）。世界の穀物収穫面積は 1960年以降ほぼ

横ばいとなって推移している（平成 20 年度農林水産白書）。一方、穀物の単位

面積あたりの収量は、緑の革命に代表される多収量品種の導入、化学肥料の投

入、灌漑施設の整備などにより、1960 年代から約 2 倍に増加したが、近年の穀

物生産成長率は世界的に減少傾向にある（世界食糧農業白書 2007 年報告）。主

要穀物であるトウモロコシ、イネ、コムギおよびダイズにおける現在の収量増

加のペースでは、2050 年までに予想される穀物生産量の需要を満たせないこと

が示されている（Ray et al., 2013）。そのため、今後、安定的に多収を維持できる

革新的な農業技術の確立および作物品種の育成が早急に求められる。 

農作物を含め、植物は一般に発芽した場所から移動することはなく、置かれ

た環境に適応して生存していかなければならない。植物の生育は、病害、虫害、

雑草害、栄養欠乏、乾燥や塩害などの環境要因に左右される。とりわけ、乾燥

や塩害などによって引き起こされる水分ストレスが植物の生育に与える影響は

大きく、実際、農作物の収量は干ばつや塩害による水分ストレスによって最も

影響を受けることが報告されている（Boyer, 1982）。干ばつや塩害などの水分ス

トレスによる農作物の収量損失を抑制するための方策の一つとして、これらの

ストレスに対する植物の耐性獲得機構への基礎的な理解を深めることは重要で

ある。基礎研究により得られた知見を、干ばつ地域や塩類集積土壌などの劣悪

条件下でも安定した収量が見込めるような環境ストレス耐性作物の分子育種へ

と転換していくことが期待されている。実際、モデル実験植物であるシロイヌ
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ナズナで得られた基礎的な知見を活用して、主要穀物であるイネにおいて乾燥

ストレス耐性能を増強できることが報告されている（Ito et al., 2006、Xiang et al., 

2008）。これらの報告は、植物種間に共通な水分欠乏ストレス応答システムが存

在しており、モデル実験植物の研究から得られた知見を作物種の分子育種に応

用できることを示している。 

水分欠乏ストレスが植物の生長に及ぼす影響は、水分欠乏ストレスの程度に

依存する。比較的穏やかな水分欠乏は、光合成活性にはさほど影響を与えない

一方で、葉の細胞の分裂や細胞伸長を抑制し、植物の地上部の生育を遅延させ、

また根系の発達を促進させる（Saab et al., 1990）。このような生理応答は、水分

欠乏ストレスによる悪影響を軽減するための植物の防御手段の一つであると考

えられる。著しい水分欠乏ストレスは、植物の光合成を抑制し、細胞内を高浸

透圧状態にし、細胞に致命的な障害を与える。植物は、このような水分環境の

変化を迅速に感知して対応するための機構、すなわち蒸散を抑制するための気

孔の閉鎖、浸透圧の調節、細胞機能の保護、活性酸素種の消去などの機構を備

えている。これら細胞レベルでの応答には、様々な機能遺伝子の発現やタンパ

ク質の修飾が関与していることが示されている（Bartels and Sunkar, 2005）。 

水分欠乏ストレス耐性獲得の過程では、水分欠乏ストレスに応答して蓄積量

が増加する植物ホルモンのアブシシン酸（ABA）が重要な役割を担っており、

蒸散による水分損失を抑制するための気孔の閉鎖や耐性獲得に関与する遺伝子

の発現制御などの様々な生理応答を制御している。水分欠乏ストレスにさらさ

れた植物では、多くの遺伝子の発現誘導がみられるが、これらはストレス耐性

に直接機能する機能遺伝子とストレス応答性遺伝子の発現制御に関与する調節

遺伝子に大別される。機能遺伝子には、シャペロン、LEA（late embryogenesis 

abundant）タンパク質、水チャネルタンパク質、解毒酵素などをコードする遺伝

子群が含まれ、調節遺伝子には、転写因子、タンパク質リン酸化酵素（プロテ

インキナーゼ）、タンパク質脱リン酸化酵素（プロテインホスファターゼ）、カ
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ルシウムシグナルに関わるタンパク質などをコードする遺伝子群が含まれる

（Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006）。水分ストレス応答性遺伝子群の発現

は、ABA依存的な経路と ABA非依存的な経路があることが知られており、ABA

依存的な経路では、AREB（abscisic acid-responsive element-binding protein）/ABF

（abscisic acid responsive element-binding factor）転写因子が、ABA非依存的な経

路では、DREB2（dehydration-responsive element-binding protein 2）転写因子など

が主要な活性化因子として機能する（Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006）。 

ABA を介した水分ストレスシグナル伝達経路において、プロテインキナーゼ

であるサブクラス III SnRK2 (SNF1-related protein kinase 2) が中心的な正の制御

因子として機能していることが報告されている（Fujii et al., 2009、Fujita et al., 

2009）。サブクラス III SnRK2は ABA処理に応答して活性化されるプロテインキ

ナーゼとしてソラマメで初めて同定された（Li et al., 1996、Li et al., 2000）。一方、

サブクラス III SnRK2は浸透圧ストレスに応答して ABA非依存的な様式でも活

性化されることが報告されている（Yoshida et al., 2006）。シロイヌナズナやイネ

を用いた研究により、水分欠乏ストレスに応答して活性化されたサブクラス III 

SnRK2 は、気孔閉鎖に関与するイオンチャネルや遺伝子発現制御に関与する

AREB/ABF 転写因子群の活性をそれらのリン酸化を通じて調節することで、

ABAシグナル伝達経路の調節因子としての機能を果たしていることが明らかに

された（Geiger et al., 2009、Lee et al., 2009、Kobayashi et al.,2005、Furihata et al., 2006、

Fujii et al., 2009、Fujita et al., 2009）。シロイヌナズナのサブクラス III SnRK2

（SRK2D/SnRK2.2、SRK2E/SnRK2.6/OST1 および SRK2I/SnRK2.3）を全て欠損

した変異体、srk2d/e/i 三重変異体は ABA にほとんど応答しない。そのため、

srk2d/e/i 三重変異体では水分欠乏ストレスに応答した遺伝子発現や気孔閉鎖が

誘導されず、srk2d/e/i三重変異体は、通常の相対湿度条件（< 60 %）では著しく

生育が阻害されるほど乾燥ストレスに対して極度に弱い表現型を示す（Fujii et 

al., 2009、Fujita et al., 2009）。このことから、水分欠乏ストレス耐性獲得の過程
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において、サブクラス III SnRK2が中枢的な機能を果たしていることが示された。 

現在までにサブクラス III SnRK2の ABA依存的な活性化機構については急速

に理解が進んでいる（Ma et al., 2009、Park et al., 2009、Umezawa et al., 2009）。ま

た、サブクラス III SnRK2の下流の標的基質についても精力的に研究が進められ

ている（Umezawa et al., 2013、Wang et al., 2013）。しかし、既知の標的基質の機

能だけでは、srk2d/e/i三重変異体でみられる乾燥ストレスに極度に弱い表現型を

十分には説明できておらず、サブクラス III SnRK2を介したシグナル伝達の全体

像は依然不明なままである（図 1）。水分欠乏ストレス耐性獲得におけるサブク

ラス III SnRK2の中枢的な役割を鑑みると、サブクラス III SnRK2を介したシグ

ナル伝達を解明することは、植物が水分欠乏ストレス条件を生き抜くための根

本的な生存戦略の一端を理解できると期待され、重要であると考えられる。 

本研究では、シロイヌナズナのサブクラス III SnRK2に着目し、植物体でサブ

クラス III SnRK2 と物理的に相互作用するタンパク質因子を同定することを通

じて、サブクラス III SnRK2を介したシグナル伝達経路に関する新たな知見を得

ることを目的とした。第 1章では、サブクラス III SnRK2と植物体内において物

理的に相互作用する新規因子の探索をおこなった。第 2 章では、新規相互作用

因子として同定されたプロテインキナーゼ群、CIPK26/3/9/23の植物体における

機能を解析した。第 3章では、サブクラス III SnRK2と CIPK26/3/9/23が調節す

る新規な生理応答を見いだした。第 4 章では、本研究により明らかにされたサ

ブクラス III SnRK2 と CIPK26/3/9/23 の新規な生理的機能と、サブクラス III 

SnRK2と CIPK26/3/9/23の既知の機能とを合わせて、サブクラス III SnRK2およ

び CIPK26/3/9/23が植物体でどのような役割を果たしているのかを考察した。 
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第１章	
 サブクラス III SnRK2と物理的に相互作用する新規因子の探索  

第 1節   シロイヌナズナにおける SRK2Dの新規相互作用因子の同定  

 

I-1-1. 序論  

サブクラス III SnRK2プロテインキナーゼは、ABAを介した水分欠乏ストレ

ス応答の主要な調節因子として機能する。水分欠乏ストレス耐性獲得の過程に

おけるサブクラス III SnRK2の重要性にも関わらず、サブクラス III SnRK2を介

したシグナル伝達経路の全容は依然不明なままである。本研究では、植物体で

サブクラス III SnRK2 と物理的に相互作用するタンパク質因子を同定すること

を通じて、サブクラス III SnRK2を介したシグナル伝達経路に関する新たな知見

を得ることを目的とする。相互作用因子の単離に立脚することは、順遺伝学的

アプローチでしばしば弊害となる遺伝子間の機能的冗長性の問題を克服できる

という利点がある。 

近年、srk2d/e/i 三重変異体を用いたリン酸化プロテオミクス解析により、乾

燥ストレスあるいは ABA処理に応答してサブクラス III SnRK2によってリン酸

化される新規な下流標的因子が同定された (Umezawa et al., 2013、Wang et al., 

2013)。その中には、ABA応答の調節に関わる新規因子である SnRK2-substrate 1

（SNS1）や、花成の時期を調節する Flowering Basic Helix-loop helix-type 

transcription factor 3（FBH3）が含まれていた。このように、変異体とリン酸化プ

ロテオミクス解析を組み合わせた解析は、プロテインキナーゼの新規な基質を

同定するための強力な手法である。しかし、この手法ではプロテインキナーゼ

の直接的な基質とならない、二次的にリン酸化された因子も同定されるため、

試験管内リン酸化反応などの別の実験系により、目的のプロテインキナーゼに

よる直接的なリン酸化かどうかを検証する必要がある。また、この手法ではプ

ロテインキナーゼのリン酸化の標的とならないタンパク質因子、例えばプロテ

インキナーゼの活性を調節する上流因子や別のタンパク質との結合を仲介する
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アダプタータンパク質などの新規因子を同定することはできない。一方、免疫

沈降と質量分析装置を組み合わせて相互作用因子を同定する手法を用いること

により、ベイトタンパク質の上流の制御因子や他のタンパク質との相互作用を

仲介するアダプタータンパク質などの新規因子を同定した例が植物科学研究に

おいて近年報告されている（表 1）。その中には、ABA 応答の制御因子である

ABA Insensitve 1 (ABI1)タンパク質の相互作用因子として同定された ABA受容

体（PYR/PYL/RCAR）や、jasmonate ZIM-domain 1（JAZ1）タンパク質の相互作

用因子として同定され、JAZタンパク質と転写抑制因子である TOPLESSとの相

互作用を仲介する Novel Interactor of JAZ（NINJA）が含まれており（Nishimura et 

al., 2010、Pauwels et al., 2010）、この手法の有用性を示している。このように、

免疫沈降と質量分析計を組み合わせて相互作用因子を同定する手法は、変異体

とリン酸化プロテオミクス解析を組み合わせた解析手法を補完するものであり、

プロテインキナーゼを介したシグナル伝達経路をさらに解明するために有用で

あると考えられる。 

本研究では、サブクラス III SnRK2を介したシグナル伝達経路に関する新たな

知見を得るために、植物体においてサブクラス III SnRK2と物理的に相互作用す

る新規因子の同定を試みた。本研究では、サブクラス III SnRK2のうち、栄養生

長期において根および葉の組織で強く発現しており、ABA応答の制御において

重要な役割を果たしている SRK2D/SnRK2.2（Fujii et al., 2007、Fujita et al., 2009）

に着目し、SRK2Dの植物体における相互作用因子の探索をおこなった。 
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I-1-2. 方法  

1. 植物体の生育 

シロイヌナズナ野生型株として、Arabidopsis thaliana (L.) Heynh ecotype 

Columbia (Col)を用いた。シロイヌナズナの生育は、Kim et al., 2012の方法に従

った。乾燥種子を 70 % エタノールで軽く洗浄した後、1%次亜塩素酸ナトリウ

ム、0.02% (v/v) Triton X-100水溶液に 5分間浸して、種子表面の消毒をおこなっ

た。その後滅菌水で種子を 3度洗浄して、種子を germination medium (GM)寒天

培地［4.6 g/L ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類（和光純薬工業）、1 mL/L B5

ビタミン（シグマアルドリッチジャパン）、0.5 g/L MES, 30 g/L スクロース、8.3 

g/L Bacto Agar (BD Biosciences)、pH 5.7 (KOH)］に播種した。4ºCで 3日間低温

処理をおこなった後、明期（40±10 µmol photons/m2/s）16時間/暗期 8時間、22ºC

条件のインキュベータ内で生育させた。形質転換体については、10 mg/Lの ハ

イグロマイシン B（和光純薬工業）を含む GM 寒天培地（GMH10寒天培地）で

同様に生育させた。 

シロイヌナズナの形質転換には、予めヘルパープラスミド pSoup を導入した

Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) 株を用いた。アグロバクテリウムの

形質転換は凍結融解法（Weigel and Glazebrook, 2006）によっておこなった。ア

グロバクテリウムの形質転換体は、カナマイシン含有 LB寒天培地［10 g/L Bacto 

Tryptone (BD Biosciences)、5 g/L Bacto Yeast extract (BD Biosciences)、10 g/L塩化

ナトリウム、pH 7.0 (NaOH)、50 mg/L 硫酸カナマイシン（明治製菓）、12g/L Bacto 

Agar］上で選抜した。形質転換シロイヌナズナの作出は、作製したプラスミド

を保持する形質転換アグロバクテリウムを用いた花序浸し法（Clough et al., 2005）

によっておこなった。 

 

2. ゲル内リン酸化アッセイ 

GM 寒天培地上で発芽後 12 日間生育させた未処理の幼植物体、あるいは 50 
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µM ABA溶液あるいは 0.8 M D-マンニトール溶液で所定の時間処理した幼植物

体を解析に供した。1サンプルあたり 3植物体を解析に供した。ストレス処理の

方法は Yoshida et al., 2010の方法に従った。タンパク質抽出およびゲル内リン酸

化アッセイは Nakashima et al., 2009の方法に従った。リン酸化の基質として、ミ

エリン塩基性タンパク質（myelin basic protein、シグマアルドリッチジャパン）

を用いた。 

 

3. 乾燥ストレス処理 

GM 寒天培地上で発芽後 3 週間生育させたシロイヌナズナ幼植物体を土植え

し、さらに 4 日間生育させた。給水を止めることにより乾燥ストレスを与え、

給水停止後 6-7日で再給水をおこなった。その後、4日間生育させ、写真を撮り、

生存個体の数を数えた。 

 

4. 免疫沈降 

GM寒天培地上で発芽後 3週間生育させたシロイヌナズナ植物体（生体重で 4

~6 g換算）をタンパク質抽出に供した。回収した植物体を乳鉢と乳棒を用いて

液体窒素存在下において粉末状になるまで破砕した。破砕したサンプルを氷上

にて 3 倍量の抽出バッファーに懸濁させた。抽出バッファーとして、抽出バッ

ファーA [1% (w/v) Triton X-100, 150 mM 塩化ナトリウム, 50 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 1錠の Complete（Roche Applied Science）/ 25 ml]、抽出バッファーB [0.2% 

(w/v) Triton X-100, 75 mM 塩化ナトリウム, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 錠の

Complete/ 25 ml]、あるいは抽出バッファーC [0.2% (w/v) Triton X-100, 50 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 1錠の Complete/ 25 ml]を用いた。懸濁液を 4ºC、5,000 gで 10

分間遠心した後、上清を回収して一層のミラクロス（Miracloth、Calbiochem）で

濾過した。得られた濾過液を 4ºC、20,000 gで 20分間遠心した後、上清を回収

し、タンパク質抽出液を得た。タンパク質抽出液に 100 µLの抗 GFP抗体結合磁
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性ビーズ（µMACS Anti-GFP MicroBeads、ミルテニーバイオテク）を加え、4ºC

で 30分間静置した。磁性を持つMiniMACSセパレーター（ミルテニーバイオテ

ク）に設置した M カラム（ミルテニーバイオテク）にタンパク質-抗 GFP 抗体

結合磁性ビーズの混合液を 2 mL ずつアプライした。抽出時と等量の Complete

を含まない抽出バッファーをアプライ後の Mカラムに 2 mLずつアプライして

カラムを洗浄した。その後、95ºCに熱した 100 µLの溶出バッファー [50 mM Tris 

HCl (pH 6.8), 50 mM DTT, 1 % SDS, 1 mM EDTA, 0.005% ブロモフェノールブル

ー、10% グリセロール]をカラムにアプライし、免疫沈降産物をカラムから溶出

し、回収した。 

 

5. 銀染色 

免疫沈降産物に含まれるタンパク質を、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳

動（SDS-PAGE）により分離し、得られたゲルを PlusOne Silver Staining Kit, Protein 

(GE ヘルスケア・ジャパン)による銀染色に供した。液体クロマトグラフィー-

タンデム質量分析（LC-MS/MS）解析のための銀染色では、SilverQuest Silver 

Staining Kit（ライフテクノロジーズジャパン）を用いた。方法は添付の説明書に

従った。 

 

6. イムノブロット解析 

6.1 メンブレンへの転写 

SDS-PAGE 後のゲルをイムノブロット解析に供した。ゲルのサイズに合わせ

て切り分けたメンブレン（Immobilon-P、Millipore）をメタノール（特級、和光

純薬工業）に浸した後、ゲル 1枚当り 50 mlのブロッティング溶液（5% (v/v)メ

タノール、12.1 g/L Tris, 14.4 g/L グリシン）に浸漬した。セミドライ式ブロッテ

ィング装置（ATTO）の陽極電極版をブロッティング溶液で湿らせ、予めブロッ

ティング溶液を浸潤させたろ紙（BIO-RAD）、メンブレンを載せて、さらにゲル
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とろ紙を重ね、気泡を除いてから陰極版を載せて固定した。メンブレン 1 cm2

当り 2 mAの定電流で 75分間泳動し、タンパク質をメンブレンに転写した。 

 

6.2 ブロッキング 

転写後のメンブレンをブロッキング溶液（5%スキムミルク（和光純薬工業）、

1×TBS-T [20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、0.8% 塩化ナトリウム、0.1% Polyoxyethylene 

(20) Sorbitan Monolaurate (Tween20相当品、和光純薬工業)]に浸して、振盪器を用

いて室温で 1時間振盪した。その後、4ºC・暗所で一晩静置した。 

 

6.3 抗体標識 

抗 GFP抗体（Roche）（1:2500）を含む 1×TBS-T溶液中にブロッキング後のメ

ンブレンを浸し、室温で 2 時間振盪した。その後、1×TBS-T 溶液を用いてメン

ブレンを 3回洗浄した。二次抗体反応として、西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）

修飾抗マウス IgG抗体（シグマアルドリッチジャパン）(1:10000)を含む 1×TBS-T

溶液中でメンブレンを 1 時間振盪した。一次抗体反応後と同様にメンブレンを

洗浄した。 

 

6.4 検出 

シグナルの検出には ECL prime Western Bolotting Detection Reagent（GEヘルス

ケア・ジャパン）を用い、LAS3000 (富士フィルム)を用いて化学発光を検出した。

方法は添付の説明書に従った。 

 

7. ゲル内トリプシン消化 

タンパク質のゲル内トリプシン消化は、Shevchenko et al., 2006の方法に従っ

ておこなった。トリプシン消化されたペプチドは、トリプシン消化後のゲル断

片に 0.1% (v/v)トリフルオロ酢酸含有 5% (v/v)アセトニトリル溶液を加えること
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で回収し、C18 disk membrane（3M、エムポア）と StageTipsを用いて脱塩を行

い（Rappsilber et al., 2003）、減圧乾燥機を用いて乾燥させた後、9 µLの 0.1% (v/v)

トリフルオロ酢酸含有 5% (v/v)アセトニトリル溶液で溶解させた。 

 

8. 質量分析解析およびデータベース検索 

nano-LC-MS/MS解析には、EASY-nLC 1000 (サーモフィッシャーサイエンテ

ィフィック)と LTQ-Orbitrap XL（サーモフィッシャーサイエンティフィック）を

つなぎ合わせた装置を用いた。nano-LC-MS/MS 解析は、（独）理化学研究所 環

境資源科学研究センター 中神弘史博士および野村有子技術補佐員に依頼した。

Mascot 検索エンジン（2.3.02 版、Matrix Science）を用いて、The Arabidopsis 

Information Resource の デ ー タ ベ ー ス (TAIR10_pep_20101214, 

ftp://ftp.arabidopsis.org/home/tair/Sequences/blast_datasets/TAIR10_blastsets/)に対す

る検索をおこない、得られたMSおよびMS/MSスペクトルのペプチド配列およ

びタンパク質への帰属をおこなった。 

 

9. 酵母ツーハイブリッド法による物理的相互作用の解析 

9-1. pGBKT7-SRK2Dおよび pGADT7-ABI1、CIPK26、TSN2、ACLB-1の作製 

SRK2Dの全長翻訳領域を含む DNA断片を PCRにより増幅した。EcoRVで消

化した PCR産物を pGBKT7（Clontech）の平滑末端化した BamHI部位に挿入し

て pGBKT7-SRK2Dを得た。 

ABI1、CIPK26あるいは TSN2の全長翻訳領域を含む DNA断片を PCRにより

増幅した。SmaIで消化した PCR産物を pGADT7（Clontech）の平滑末端化した

BamHI 部位に挿入して pGADT7-ABI1、CIPK26、TSN2 を得た。ACLB-1 の全長

翻訳領域を含む DNA断片を PCRにより増幅した。EcoRVで消化した PCR産物

を pGADT7の平滑末端化した BamHI部位に挿入して pGADT7-ACLB-1を得た。 
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9-2. 酵母ツーハイブリッドアッセイ 

酵母ツーハイブリッドアッセイは MatchMaker GAL4 two-hybrid system 3 

(Clontech)を用いておこなった。方法は添付の説明書に従った。出芽酵母 AH109

株を pGBKT7に基づいたプラスミドおよび pGADT7に基づいたプラスミドで形

質転換した。AH109株の形質転換には、Fast Yeast Transformation（G-Bioisciences）

を用いた。形質転換体の選抜は、Leu および Trp を含まない選抜 SD 寒天培地

（SD/-LW、［6.7 g/L Difco Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids（BD Biosciences）、

10% (v/v) 10×Dropout 溶液*、20 mg/L L-ヒスチジン塩酸塩、20 mg/L アデニン硫

酸塩、2 % (v/v) D-グルコース、18 g/L BA-10寒天（フナコシ）］）上でおこなった。

形質転換体を 30ºCで SD/-LW液体培地を用いて対数増殖期まで生育させ、アデ

ニン硫酸塩、His、Leuおよび Trpを含まず、種々の濃度の 3-amino-1,2,4-triazole 

（3-AT）を含むアッセイ用SD寒天培地（SD/-LWHA、［6.7 g/L Difco Yeast Nitrogen 

Base w/o Amino Acids（BD Biosciences）、10% (v/v) 10×Dropout 溶液*、2 % (v/v) D-

グルコース、18 g/L BA-10寒天（フナコシ）］）上で 30ºCで生育させた。生育対

照区として、形質転換を SD/-LW寒天培地上で 30ºCで生育させた。 

*10×Dropout 溶液: 200 mg/L L-アルギニン塩酸塩、300 mg/L L-イソロイシン、300 

mg/L L-リジン塩酸塩、200 mg/L L-メチオニン、500 mg/L L-フェニルアラニン、

2000 mg/L L-トレオニン、300 mg/L L-チロシン、1500 mg/L L-バリン、200 mg/L L-

ウラシル 
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I-1-3. 結果  

免疫沈降と質量分析計を組み合わせた手法により、シロイヌナズナ植物体で

SRK2Dと相互作用する新規因子の同定を目指した。我々の研究グループの先行

研究により、カリフラワーモザイクウイルス（CaMV）の 35Sプロモーターの制

御下で sGFP 融合 SRK2D タンパク質（SRK2D-sGFP）を構成的に発現する形質

転換シロイヌナズナが既に作出されている（Fujita et al., 2009）。GFPタグあるい

はGFP誘導体であるYFPタグを融合したベイトタンパク質を用いて免疫沈降を

行い、質量分析計により新規因子を同定した成功例が報告されていることから

（表 1。Nishimura et al., 2010、Tamura et al., 2010）、既存の SRK2D-sGFP発現シ

ロイヌナズナを材料とする免疫沈降実験を計画した。SRK2D-sGFP 発現ライン

および対照実験で用いる sGFP 対照ラインを GM 寒天培地上で生育させたとこ

ろ、野生型株（WT）と同様の生育パターンを示した（図 2A、2B）。構成的に発

現させた SRK2D-sGFP タンパク質が植物体で機能的であるかどうかを検証する

ために、ABA処理あるいは 0.8 M マンニトール溶液処理による高浸透圧ストレ

スに応答した SRK2D-sGFP タンパク質の活性化パターンをゲル内リン酸化実験

により評価した（図 2C）。その結果、ABA処理、マンニトール処理に応答して、

SRK2D-sGFP の活性が上昇することが示され、発現させた SRK2D-sGFP タンパ

ク質が機能的であることが示唆された（図 2C）。さらに、3つ全てのサブクラス

III SnRK2（SRK2D/SnRK2.2、SnRK2E/SnRK2.6/OST1、SnRK2I/SnRK2.3）を欠損

した変異体、srk2d/e/i三重変異体で SRK2D-sGFPを発現させ、srk2d/e/i変異体で

観察される乾燥ストレスに極度に弱い表現型が相補されるかどうかを検証した

（図 2D）。その結果、sGFP発現ラインと比較して、SRK2D-sGFP発現ラインに

おいて乾燥ストレス耐性が回復していることが示された（図 2D）。このことか

ら、植物体内において構成的に発現させた SRK2D-sGFP タンパク質が機能的で

あることが示された。 

sGFP対照ラインおよび SRK2D-sGFP発現ラインを用いて、抗 GFP抗体を用
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いた免疫沈降により SRK2D-sGFP と共免疫沈降されるタンパク質因子の単離を

試みた。まず、タンパク質抽出に用いる抽出バッファーの検討をおこなった（図

3A-C）。ストリンジェンシーの高い抽出バッファーAを用いてタンパク質を抽出

して免疫沈降をおこなった（図 3A）。その結果、sGFPサンプルでは観察されず、

SRK2D-sGFPサンプルで特異的に同定されるバンドが複数観察された（図 3A）。

これらのバンドには SRK2D-sGFP タンパク質と相互作用する因子が含まれてい

る可能性が考えられた。そこで、得られた免疫沈降産物をゲル内トリプシン消

化後、液体クロマトグラフィータンデム質量分析（LC-MS/MS）解析に供したが、

有望な相互作用の候補は同定されなかった（東京大学生物生産工学研究センタ

ー 柳澤修一准教授および石田哲也博士との共同研究。未記載。）。タンパク質抽

出に用いる抽出バッファーには界面活性剤および塩が含まれるため、抽出バッ

ファーの強度（ストリンジェンシー）は、タンパク質の抽出効率に影響を与え

るのみならず、タンパク質間の疎水的相互作用や静電的相互作用に影響を与え、

結果的にタンパク質複合体の安定性にも影響を与えると考えられる。そこで、

よりストリンジェンシーを低下させた抽出バッファーの検討をおこなった。ス

トリンジェンシーが中程度の抽出バッファーB あるいはストリンジェンシーの

低い抽出バッファーC を用いてタンパク質抽出を行い、抗 GFP 抗体による免疫

沈降実験に供した（図 3B、3C）。その結果、これらの抽出バッファーを用いる

ことで、図 3Aで用いたストリンジェンシーの高い抽出バッファーを用いた場合

と比較して、SRK2D-sGFP サンプルのレーンでより多くの特異的なバンドが同

定された（図 3B、3C）。また、抽出バッファーC を用いて抽出したタンパク質

の免疫沈降産物を抗 GFP抗体によるイムノブロット解析に供したところ、sGFP

あるいは SRK2D-sGFPに由来する単一のバンドを確認できた（図 3D）。 

次に、抽出バッファーC を用いて抽出したタンパク質の免疫沈降産物をゲル

内トリプシン消化後、LC-MS/MS 解析に供し、SRK2D-sGFP と共免疫沈降して

きたタンパク質因子の同定を試みた（理化学研究所 環境資源科学研究センター 
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中神弘史博士および野村有子技術補佐員との共同研究。図 4A-C、表 2）。3回の

独立した LC-MS/MS解析のための免疫沈降産物を SDS-PAGEおよび銀染色に供

し、免疫沈降産物中のタンパク質を可視化した写真を図 4A-Cで示した。図中の

赤矢印に対応する位置の各レーン（sGFPサンプルあるいは SRK2D-sGFP）のゲ

ルを切り出し、ゲル内トリプシン消化に供した。得られたトリプシン消化ペプ

チドを LTQ-Orbitrap LC-MS/MSを用いた質量分析に供した。得られたMSおよ

び MS/MS スペクトルは Mascot 検索エンジンを用いて特異的なペプチド配列に

帰属させた。 

3 回の独立した LC-MS/MS 解析（2 回の独立した未処理の植物体由来のサン

プルおよび 1回の独立したマンニトール処理した植物体由来のサンプルの解析）

により、SRK2D-sGFP の相互作用因子の候補を多数同定した（未記載）。

SRK2D-sGFP の相互作用因子の候補をさらに絞り込むために、以下の 3 つの基

準に基づいてタンパク質因子を絞り込んだ。(i)タンパク質因子は 2 種類以上の

ユニークペプチドをもつこと。(ii)帰属に用いられたペプチド配列が 3 回の解析

のうち少なくとも 2回で検出されていること。(iii) SRK2Dタンパク質が細胞質

と核に局在すること (Fujita et al., 2009)を考慮し、 同定されたタンパク質因子は

SUBA3プログラムによる予測 (Tanz et al., 2013)で細胞質、核、あるいは細胞膜

に局在すること。絞り込みの結果、合計で 25種類のタンパク質がこれらの基準

を満たすことが明らかとなった（表 2）。また、サブクラス III SnRK2 の負の活

性調節因子として物理的に相互作用することが既に明らかにされているプロテ

インホスファターゼである ABI1 が候補因子の中に含まれていた（表 3）。この

ことは、今回採用した免疫沈降の実験条件下において既知の SRK2D-ABI1 タン

パク質複合体が、少なくとも一部分は無傷なまま単離されてきたことを示して

おり、本手法を用いることで既知あるいは新規な SRK2Dの相互作用因子を同定

できる可能性を示している。 
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次に、同定された相互作用因子の候補と SRK2Dとの物理的な相互作用を酵母

ツーハイブリッド法により検証した（図 5）。試験した範囲において、ABI1の他

に CBL-interacting Protein Kinase 26 (CIPK26)が酵母において SRK2Dと物理的に

相互作用することが示された（図 5）。一方、TUDOR-SN protein 2 (TSN2)および	
 

ATP-cytrate lyase B-1 (ACLB-1)と SRK2Dとの物理的な相互作用は酵母において

検出されなかった（図 5）。以上より、CIPK26が SRK2Dの新規相互作用因子と

して同定された。LC-MS/MS解析により同定され、CIPK26へ帰属したペプチド

配列のリストを表 4で示した。 
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I-1-4. 考察  

免疫沈降および LC-MS/MS 解析を組み合わせた解析より SRK2D/SnRK2.2 の

新規相互作用因子を探索し、複数の相互作用因子の候補を同定した（表 2）。候

補の中にはサブクラス III SnRK2 の活性を負に調節することが知られているプ

ロテインホスファターゼ、ABI1が含まれており（表 2、表 3）、本手法の妥当性

を示すと考える。しかしながら、SRK2Dの既知の相互作用因子であり、標的で

あることが示されている AREB1/ABF2転写因子に帰属されるペプチドは見いだ

されなかった。このことから、タンパク質抽出あるいは免疫沈降の過程におい

て、核に局在する SRK2D-AREB1 タンパク質複合体を抽出できていない、ある

いは SRK2D-AREB1 タンパク質複合体を破壊してしまった可能性が考えられる。

今後、タンパク質抽出液中に含まれる核タンパク質（例えばヒストンタンパク

質）の量を定量して核画分の抽出効率を評価するとともに、免疫沈降の条件を

更に検討することで、SRK2D-AREB1 タンパク質複合体を精製できる条件が見

いだせるかもしれない。そのような条件において、今回の解析では同定されな

かった SRK2Dの新規な相互作用因子が同定されると期待される。 

酵母ツーハイブリッド法による検証では陰性な結果を示した候補因子の

TSN2や ACLB-1、および未だ酵母ツーハイブリッド法による検証ができていな

い他の候補因子についても、bimolecular fluorescence complementation (BiFC)法な

どの手法により SRK2Dとの相互作用解析を進めていくことで、新規な相互作用

因子が見いだされる可能性が残されている。 
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第 1章  第 2節	
 SnRK2、CIPKファミリー間の物理的な相互作用の解析  

 

I-2-1. 序論  

第 1 章 第 1 節において、免疫沈降および LC-MS/MS 解析を組み合わせた解

析により SRK2D/SnRK2.2の新規相互作用因子としてCIPK26を同定した（表 2、

表 4、図 5）。 

CIPK26 は植物特異的なプロテインキナーゼである Calcineurin B-like 

(CBL)-interacting protein kinase（CIPK）ファミリーに属するプロテインキナーゼ

である（Weinl and Kudla, 2009）。CIPKファミリーは別名 SnRK3/PKSファミリ

ーと呼ばれ、SnRK2ファミリーと SnRK1ファミリーとともに SnRKプロテイン

キナーゼファミリーを構成している（Hrabak et al., 2003）。CIPKは、植物体内に

おいて Ca2+依存的に CBLと物理的に相互作用することで活性化し、下流の標的

基質をリン酸化することにより、それらの活性を調節することで機能すると考

えられている（Gong et al., 2004）。CIPKファミリーには植物体内での陽イオン

のバランスを調節する役割を果たしている因子が報告されている。例えば、

CIPK24/SOS2は、Na+/H+対向輸送体である SOS1のリン酸化を介した活性調節を

通じて高塩ストレス条件下での植物の生長において重要な役割を担っている

（Qiu et al., 2002）。CIPK23/LKS1は、高親和性 K+チャネルである AKT1のリン

酸化による活性調節を通じてK+欠乏条件下でのK+吸収を制御している（Li et al., 

2006、Xu et al., 2006）。また、CIPKファミリーには乾燥、高塩などの環境スト

レスや ABAに対する応答に関与する遺伝子が含まれている (Kim et al., 2003、

Cheong et al., 2007、Roy et al., 2013)。CIPK26の機能についても最近報告があり、

ROSの産生に関わる NADPHオキシダーゼである RbohFを CIPK26がリン酸化

し、その活性を上昇させることがヒトの培養細胞の系などを用いて示されてい

るが（Kimura et al., 2013、Drerup et al., 2013）、植物体における CIPK26の機能は

明らかにされていない。 
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本章では、CIPK26 遺伝子の発現パターンを解析するとともに、SRK2D と

CIPK26 との物理的相互作用を詳細に解析した。さらに、SnRK2、CIPK ファミ

リー間の物理的な相互作用を検証した。 
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I-2-2. 方法  

1. GUS染色による CIPK26遺伝子の発現部位の解析 

1-1. pGH-CIPK26pro:GUSの作製 

CIPK26 遺伝子のプロモーター配列として、CIPK26 遺伝子の翻訳開始点から

上流 2033 bpの配列をシロイヌナズナ野生型株のゲノム DNAを鋳型とする PCR

により増幅した。SmaIで消化した PCR産物を pGH-GUS（Fujita et al., 2012）の

SmaI部位に挿入して pGH-CIPK26pro:GUSを得た。 

 

1-2. GUS染色および顕微鏡観察 

I-1-2-1.の方法に従い、pGH-CIPK26pro:GUSを保持する形質転換シロイヌナズ

ナを作出した。得られた形質転換ラインを用いて GUS染色をおこなった。氷冷

した 90% (v/v)アセトンを植物体の入った容器に加え、氷上に 15分間置いた。90%

アセトンをよく除き、100 mM NaPO4バッファー（pH 7.0）で植物体を洗浄した

後、GUS染色液 [100 mM NaPO4（pH 7.0）、10 mM EDTA、5 mM フェリシアン

化カリウム、5 mM フェロシアン化カリウム、0.1% (w/v) Triton X-100、0.5 mg/ mL 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (X-Gluc)]に植物体を浸した。20分間

脱気して染色液を組織に浸透させた後、37ºCで一晩反応させた。染色液を除き、

70% エタノールで数回洗浄した後、エタノール/酢酸溶液（v/v、6:1）を加え、

クロロフィルなどの色素を除去した。その後、70% エタノール、MilliQ 水の順

番に置換し、実体顕微鏡を用いて植物体を観察した。 

 

2. 定量 RT-PCR 

2-1. 植物体からの全 RNAの抽出 

全 RNA の抽出は、Satoh et al., 2004 の方法に若干の改変を加えて、RNAiso 

(TaKaRa)を用いた酸性フェノール法によっておこなった。-80ºC で凍結した約

100 mgの植物体とステンレス球の入った 2 mL微量遠心管を冷却したアルミの
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ブロックに立て、凍結状態を保ちながら Shakemaster（Bio Medical Science）で 2

分間粉砕した。粉砕後直ちに 1 mLの RNAisoを加え、室温で 5分間攪拌した。

4ºC、20,000×g で 10 分間遠心した後、上清を新しい微量遠心管に移してクロロ

ホルム 200 µLを加えて十分に攪拌し、4ºC、 20,000×gで 15分間遠心した。こ

の作業をもう一度繰り返した後、上清を新しい微量遠心管に移し、250 µL の

High Salt溶液（0.8 M クエン酸ナトリウム、1.2 M 塩化ナトリウム）と 250 µL の

2-プロパノールを加え、室温で 5分間攪拌して 4ºC、20,000×gで 15分間遠心し

た。上清を完全に除去し、沈殿に 500 µL の 75 %エタノールを加えて 4ºC、

20,000×g で 5 分間遠心した。この作業をもう一度繰り返した。上清を完全に除

去し、風乾した後に 40 µL の Milli-Q 水を加えて沈殿を完全に溶解させた。

NANODROP 1000 (サーモフィッシャーサイエンティフィック)を用いて、RNA

の濃度測定を行うとともに、OD260/OD280比を測定して抽出した RNA の質に問

題がないことを確認した。 

 

2-2.一本鎖 cDNAの合成 

SuperScript III Reverse Transcriptase (ライフテクノロジーズジャパン)を用いて、

全 RNAから一本鎖 cDNAを合成した。全 RNA 500 ng、0.25 µLのランダムプラ

イマー (25 pmol/µL、ライフテクノロジーズジャパン)、0.5 µLの 10 mM dNTP 

Mixture を合計で 7 µL になるように Milli-Q 水でメスアップした。これを 65ºC

で 5 分間熱変性処理した後に氷上で 1 分以上静置した。2 µL の 5×First-Strand 

Buffer、0.5 µLの 0.1 M DTT、0.5 µLの SuperScript TM III Reverse Transcriptase

を加え、25ºC・5 分間、50ºC・60 分間、70ºC・15 分間反応させて逆転写をおこ

なった。 

 

2-3.定量 RT-PCRによる発現解析 

定量 RT-PCRには、Real-Time PCR system 7300 (Applied Biosystems)を使用した。
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反応には Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)を用いた。5 µL

の 2×Power SYBR Green PCR Master Mix、0.2 µLの forwardプライマー（10 pmol/ 

uL）、0.2 µLの reverseプライマー（10 pmol/ uL）、3.6 µLのMilliQ水を混合し、

希釈した cDNA溶液を 1µL加えて反応させた。なお、内部標準として 18S rRNA

を用いた。使用したプライマーの配列は表 5 に示した。反応条件は、95ºC・10

分間、 [95ºC・15秒間、60ºC・1分間]を 40回、この後、95ºCまで温度を上昇さ

せ、そこから 60ºCまで徐々に温度を下げていき、融解温度を測定することによ

り増幅産物が単一であることを確認した。 

 

3. ベンサミアーナタバコ葉における sGFP 融合 CIPK26（sGFP-CIPK26）の細胞

内局在解析 

3-1. pGH-35Spro:sGFP-CIPK26および pGH-35Spro:SRK2D-mCherryの作製 

CIPK26 の全長翻訳領域を含む DNA 断片を PCR により増幅した。SmaI で消

化した PCR産物を pGH35S-sGFP（Fujita et al., 2009）の EcoRV部位に挿入して

pGH-35Spro:sGFP-CIPK26を得た。 

vac-rkプラスミド（CD3-975、Nelson et al., 2007）由来の mCherry配列を PCR

により増幅した。BamHI-EcoRV で消化した PCR 産物を pGH35S-sGFP の

BamHI-EcoRV 部位に挿入して pGH-35Spro:mCherry を得た。SRK2D の全長翻訳

領域を含む DNA 断片を PCR により増幅した。EcoRV で消化した PCR 産物を

pGH-35Spro:mCherryの SmaI部位に挿入して pGH-35Spro:SRK2D-mCherryを得た。 

 

3-2. ベンサミアーナタバコ葉へのアグロインフィルトレーション 

I-1-2-1.の方法に従い、 Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90)株を

pGH-35Spro:sGFP-CIPK26あるいは pGH-35Spro:SRK2D-mCherryで形質転換した。

得られた形質転換体およびTomato bushy stunt virus由来の p19サイレンシングサ

プレッサーを発現する GV3101株を 30ºCでカナマイシン含有 LB液体培地を用
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いて培養して混合させ、Waadt et al., 2008の方法に従って発芽後 5週間生育させ

たベンサミアーナタバコ（Nicotiana benthamiana）の展開葉に浸潤させた（アグ

ロインフィルトレーション）。その後、植物体を 4-5日間生育させた。 

 

3-3. 共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光観察 

アグロバクテリウムを浸潤させたベンサミアーナタバコ葉の背軸側の表皮細

胞において、共焦点レーザー顕微鏡（LSM5 PASCAL、Carl Zeiss）を用いて蛍光

観察をおこなった。蛍光観察では、GFP 蛍光（励起光； 488 nm、フィルター; 

505-530 nm）および RFP蛍光（励起光；543 nm、フィルター; 560-615 nm）の観

察をおこなった。複数の葉を観察に供し、同様の蛍光パターンが観察されるこ

とを確認した。 

 

4. シロイヌナズナ本葉における sGFP融合 CIPK26タンパク質の細胞内局在解析 

4-1. pGH-CIPK26pro:sGFP-CIPK26の作製 

CIPK26 遺伝子のプロモーター配列として、CIPK26 遺伝子の翻訳開始点から

上流 2033 bpの配列をシロイヌナズナ野生型株のゲノム DNAを鋳型とする PCR

により増幅した。SmaIで消化した PCR産物を pGH35S-sGFPの平滑末端化した

KpnI-XbaI 部位に挿入して pGH-CIPK26pro:sGFP を得た。CIPK26 の全長翻訳領

域を含む DNA 断片を PCR により増幅した。SmaI で消化した PCR 産物を

pGH-CIPK26pro:sGFPの EcoRV部位に挿入して pGH-CIPK26pro:sGFP-CIPK26を

得た。 

 

4-2. 共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光観察 

I-1-2-1.の方法に従い、pGH-CIPK26pro:sGFP-CIPK26を保持する形質転換シロ

イヌナズナを作出した。得られた形質転換シロイヌナズナの本葉の表皮細胞を

共焦点レーザー顕微鏡により観察した。方法は I-2-2-3.3の方法に従った。 



 40 

5. Mycタグ融合 CIPK26と GFPタグ融合 SRK2Dとの共免疫沈降実験 

5-1. pGH-35Spro:4×Myc-CIPK26および pGK-35Spro:SRK2D-sGFPの作製 

pGWB17（Nakagawa et al., 2007）の 35Sプロモーター領域を PCRにより増幅

した。KpnIで消化した PCR産物を pG0129-NosT（Matsukura et al., 2010）の KpnI

部位に挿入して pGH-35Sproを得た。pGWB17（Nakagawa et al., 2007）の 4×Myc

配列を PCRにより増幅した。PstIで消化した PCR産物を pGH-35Sproの PstI部

位に挿入して pGH-35Spro:4×Myc を得た。CIPK26 の全長翻訳領域を含む DNA

断片を PCR により増幅した。SmaI で消化した PCR 産物を pGH-35Spro:4×Myc

の SmaI部位に挿入して pGH-35Spro:4×Myc-CIPK26を得た。 

SRK2Dの全長翻訳領域を含む DNA断片を PCRにより増幅した。EcoRVで消

化 し た PCR 産 物 を pGK-35Spro:sGFP の SmaI 部 位 に 挿 入 し て

pGK-35Spro:SRK2D-sGFPを得た。 

 

5-2. 共免疫沈降およびイムノブロット解析 

I-1-2-1. の 方 法 に 従 い 、 pGH-35Spro:4×Myc-CIPK26 お よ び

pGK-35Spro:SRK2D-sGFPあるいは pGK-35Spro:sGFPの両方を保持する形質転換

シロイヌナズナを作出した。免疫沈降およびイムノブロット解析は I-1-2-4.およ

び I-1-2-6.の方法に従った。イムノブロット解析において、4×myc-CIPK26 タン

パク質の検出には抗 c-myc抗体（MBL）（1:1000）を用いた。 

 

6. 酵母ツーハイブリッド法による物理的相互作用の解析 

6-1. SRK2D の各領域あるいは各 SnRK2 の pGBKT7 へのクローニングおよび

pGADT7-CIPK3、CIPK9、CIPK23、CIPK24の作製 

SRK2D の各領域を PCR により増幅した。EcoRV で消化した PCR 産物を

pGBKT7の平滑末端化した BamHI部位に挿入して、SRK2Dの各領域が挿入され

た pGBKT7プラスミドを得た。各 SnRK2遺伝子の全長翻訳領域を含む DNA断
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片を PCRにより増幅した。SRK2D、SRK2Iおよび SRK2Fを除く各 SnRK2の DNA

断片を SmaI で消化し、pGBKT7 の平滑末端化した BamHI 部位にクローニング

した。SRK2Iあるいは SRK2FのDNA断片を EcoRIおよび PstIで消化し、pGBKT7

の EcoRI-PstI部位にクローニングした。 

CIPK3、CIPK9、CIPK23あるいは CIPK24の全長翻訳領域を含む DNA断片を

PCRにより増幅した。SmaIで消化した PCR産物を pGADT7の平滑末端化した

BamHI部位に挿入して pGADT7-CIPK3、CIPK9、CIPK23、CIPK24を得た。 

 

6-2. 酵母ツーハイブリッドアッセイ 

I-1-2-9-2.の方法と同様におこなった。 

 

7. ベンサミアーナタバコ葉の一過的発現系を用いた BiFCアッセイ 

7-1. pSPYNE-SRK2D、SRK2E、SRK2Cおよび pSPYCE(M)-CIPK26、CIPK3、CIPK9、

CIPK23、CIPK24の作製 

SRK2Dの全長翻訳領域を含む DNA断片を PCRにより増幅した。EcoRVで消

化した PCR 産物を pSPYNE173（Waadt et al., 2008）の SmaI 部位に挿入して

pSPYNE-SRK2Dを得た。SRK2Eあるいは SRK2Cの全長翻訳領域を含む DNA断

片を PCRにより増幅した。SmaIで消化した PCR産物を pSPYNE173の SmaI部

位に挿入して pSPYNE-SRK2E、SRK2Cを得た。 

CIPK26、CIPK3、CIPK9、CIPK23あるいは CIPK24の全長翻訳領域を含む DNA

断片を PCRにより増幅した。SmaIで消化した PCR産物を pSPYCE(M)（Waadt et 

al., 2008）の SmaI部位に挿入して pSPYCE(M)-CIPK26、CIPK3、CIPK9、CIPK23、

CIPK24を得た。 

 

7-2. ベンサミアーナタバコ葉へのアグロインフィルトレーション 

I-1-2-1.の方法に従い、pSPYNE ベクターに基づいたプラスミドあるいは
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pSPYCE(M)ベクターに基づいたプラスミドで Agrobacterium tumefaciens GV3101 

(pMP90)株を形質転換した。得られた形質転換体および p19サイレンシングサプ

レッサーを発現する GV3101株を用いて、I-2-2-3-2.の方法に従ってベンサミアー

ナタバコ葉へのアグロインフィルトレーションをおこなった。 

 

7-3. 共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光観察 

I-2-2-3-3.の方法に従った。 
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I-2-3. 結果  

CIPK26 遺伝子が発現している組織特異性を明らかにするために、

pGH-CIPK26pro:GUSを保持する形質転換シロイヌナズナを作出した。得られた

形質転換ラインを用いて GUS 染色をおこなった。GUS 活性は、発芽 1、8、18

日後の植物体の根、ロゼット葉の双方において強く検出された（図 6A）。この

ことから、CIPK26遺伝子は栄養組織で広く発現していることが示唆された。 

サブクラス III SnRK2 は乾燥や高塩条件下において植物が水分欠乏状態にさ

らされると活性化することが知られている（Boudsocq et al., 2004）。また ABA処

理によっても活性化することが知られている（Li et al., 1996、Mustilli et al., 2002、

Boudscoq et al., 2004）。サブクラス III SnRK2が活性化するこのようなストレス条

件下におけるCIPK26遺伝子の発現パターンを明らかにするために、ABA処理、

高塩ストレス、乾燥ストレス条件下における CIPK26遺伝子の発現レベルを定量

RT-PCR法により解析した（図 6B）。その結果、これらストレス条件下における

CIPK26遺伝子の発現レベルは、対照区である水処理区での発現レベルと比較し

て顕著な（4倍以上あるいは 1/4倍以下）変化を示さなかった（図 6B）。このこ

とから、CIPK26遺伝子はサブクラス III SnRK2の活性化が引き起こされるよう

なストレス条件下においても通常生育条件下と同程度に発現していることが示

唆された。 

 

次に、CIPK26タンパク質の細胞内局在をベンサミアーナタバコの葉を用いて

解析した。sGFP融合 CIPK26遺伝子（sGFP-CIPK26）および mCherry融合 SRK2D

遺伝子（SRK2D-mCherry）を共発現させたベンサミアーナタバコ葉の表皮細胞

において共焦点顕微鏡による GFP蛍光および RFP蛍光観察をおこなった。共焦

点顕微鏡観察により、細胞質においてGFP蛍光とRFP蛍光の重なりが観察され、

また核内では強い RFP 蛍光が観察された（図 7A）。このことから、

SRK2D-mCherryは主に細胞質と核に局在しているのに対し、sGFP-CIPK26は主
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に細胞質に局在していることが示された。さらに、CIPK26遺伝子のプロモータ

ーの制御下で sGFP-CIPK26 を発現させるコンストラクト、pGH-CIPK26pro: 

sGFP-CIPK26を導入した形質転換シロイヌナズナを用いて GFP蛍光を観察した

ところ、ベンサミアーナタバコ葉の一過的発現系の結果と同様に、GFP 蛍光は

主に細胞質で検出された（図 7B）。このことから、シロイヌナズナ植物体にお

いても sGFP-CIPK26は主に細胞質に局在していることが示された。 

ストレス条件下における SRK2DとCIPK26との物理的な相互作用を明らかに

するために、4×myc タグ融合 CIPK26（4×myc-CIPK26）および sGFP あるいは

SRK2D-sGFPの双方を発現する形質転換シロイヌナズナを作出し、抗 GFP抗体

による免疫沈降実験をおこなった（図 8）。LC-MS/MS 解析の結果と一致して、

未処理の SRK2D-sGFP発現植物体由来の免疫沈降画分において、4×myc-CIPK26

が検出されたが、未処理の sGFP 発現植物体由来の免疫沈降画分では

4×myc-CIPK26が検出されなかった（図 8）。また、ABA 処理あるいはマンニト

ール処理に供した SRK2D-sGFP 発現植物体の免疫沈降画分においても

4×myc-CIPK26が検出された（図 8）。以上より、CIPK26は、通常生育条件下の

みならず、ストレス条件下においても SRK2Dと物理的に相互作用し得ることが

示された。 

CIPK26 との物理的相互作用に必要な SRK2D の領域を絞り込むために、

SRK2D の各領域と CIPK26 との物理的相互作用を酵母ツーハイブリッド法によ

り検証した（図 9）。SRK2Dの制御領域（ドメイン Iおよびドメイン II）を欠失

したΔI, II 断片と CIPK26 との相互作用は検出されなかった。一方、SRK2D の

制御領域（SRK2D RD）と CIPK26との相互作用が検出された。このことから、

SRK2D の制御領域が CIPK26 との物理的相互作用に必要かつ十分であることが

示された。さらに、ドメイン Iあるいはドメイン IIのそれぞれの領域と CIPK26

との物理的相互作用が検出されたことから（図 9）、ドメイン I あるいはドメイ

ン II のそれぞれの領域が CIPK26 との物理的相互作用に十分であることが示さ
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れた。 

シロイヌナズナのゲノム上には、10個の SnRK2プロテインキナーゼがコード

されており、それらはサブクラス I、IIあるいは IIIに分類される（Fujita et al., 

2013）。サブクラス III SnRK2（SRK2D、SRK2Eおよび SRK2I）が ABAを介し

た生理応答の制御において、それぞれ異なる機能を有するだけでなく、重複し

た機能を有することを示す報告（Fujii et al., 2009、Fujita et al., 2009、Nakashima et 

al., 2009）をもとに、CIPK26が SRK2D以外の SnRK2と物理的に相互作用する

可能性を考えた。酵母ツーハイブリッド法により 10個の SnRK2と CIPK26との

物理的相互作用について解析したところ、SRK2D に加えて、サブクラス III 

SnRK2 である SRK2E および SRK2I、さらにサブクラス II SnRK2 である

SRK2C/SnRK2.8および SRK2F/SnRK2.7が CIPK26と物理的に相互作用すること

が示された（図 10）。一方、サブクラス I SnRK2 である SRK2A/SnRK2.4、

SRK2B/SnRK2.10、SRK2G/SnRK2.1、SRK2H/SnRK2.5および SRK2J/SnRK2.9と

CIPK26との物理的相互作用は酵母において検出されなかった（図 10）。さらに、

BiFC法により SRK2D、SRK2Eおよび SRK2Cがベンサミアーナタバコ葉の表皮

細胞において CIPK26と物理的に相互作用し得ることが示された（図 11）。一方、

CIPK26に遠縁な CIPK24/SOS2と SRK2D、SRK2Eおよび SRK2Cとの物理的な

相互作用を示す YFP蛍光は検出されなかった（図 11）。 

 

シロイヌナズナのゲノム上には、26 個の CIPK プロテインキナーゼがコード

されている（Weinl and Kudla, 2009）。全ゲノム配列が解読された陸上植物のうち、

コケ植物のヒメツリガネゴケ、シダ植物のイヌカタヒバ、イネ、およびシロイ

ヌナズナに着目し、それらの CIPK様プロテインキナーゼの配列をデータベース

（Phytozome v9.1; http://www.phytozome.net）より取得した。得られた配列の多重

整列を図 12A に示した。これらの多重整列を基に CIPK 様プロテインキナーゼ

の系統樹を作成した（図 12B）。分子系統解析の結果、CIPK26 が属する単系統



 46 

群にはヒメツリガネゴケやイヌカタヒバの CIPK 様プロテインキナーゼが含ま

れていた（図 12B）。このことから、この単系統群は、植物が陸上に進出して維

管束植物に分岐するより以前に分化したことが示唆された。この単系統群には

CIPK26 の他にシロイヌナズナの CIPK3、CIPK9、CIPK23 が含まれており（図

12B）、CIPK26、CIPK3、CIPK9、CIPK23が何らかの重複した機能を有している

ことが推察された。 

酵母ツーハイブリッド法および BiFC法により、CIPK3、CIPK9および CIPK23

が SRK2Dと物理的に相互作用するかどうかを検証した（図 13、14）。酵母ツー

ハイブリッドアッセイにより、CIPK26に加えて CIPK3および CIPK9が SRK2D

と酵母において SRK2Dの制御領域（SRK2D RD）と物理的に相互作用すること

が示された（図 13）。一方、CIPK23および CIPK24と SRK2Dとの物理的相互作

用は観察されなかった（図 13）。BiFCアッセイにより、CIPK26に加えて CIPK3、

CIPK9 および CIPK23 がベンサミアーナ葉の表皮細胞の主に細胞質において

SRK2Dと物理的に相互作用することが示された（図 14）。一方、CIPK24と SRK2D

との物理的な相互作用のシグナルは検出されなかった（図 14）。以上より、植物

体において、CIPK26に加えて CIPK3、CIPK9、CIPK23が SRK2Dと物理的に相

互作用することが示された。以上の解析により明らかにされた SnRK2、CIPKフ

ァミリー間の物理的な相互作用の結果を図 15にまとめた。 
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I-2-4. 考察  

GUSレポーター遺伝子を用いた解析により、植物体の根および地上部で広く

CIPK26 遺伝子のプロモーター活性が検出された（図 6A）。先行研究において、

同様の解析により、SRK2D/SnRK2.2 遺伝子のプロモーター活性が幼植物体の根

および地上部で広く、また維管束において強く検出されていることから（Fujii et 

al., 2007、Fujita et al., 2009）、CIPK26遺伝子の発現部位と SRK2D遺伝子の発現

部位は少なくとも一部分において重複していることが示唆された。 

免疫沈降および BiFC法による解析により、CIPK26が植物体において SRK2D

と物理的に相互作用し得ることが示され（図 8、11）、CIPK26が SRK2Dの新規

相互作用因子であることが支持された。また、通常生育条件下のみならず、高

濃度の ABA 存在下あるいは高浸透圧ストレス条件下においても CIPK26 は

SRK2Dと物理的に相互作用し得ることが示唆された（図 8）。 

SnRK2 ファミリー、CIPK ファミリー間の相互作用解析により、CIPK26 が

SRK2Dの他にサブクラス IIおよび III SnRK2の因子と物理的に相互作用し得る

こと（図 10、11）、植物体において CIPK26 の他に CIPK3、CIPK9、CIPK23 が

SRK2D と物理的に相互作用し得ることが明らかにされた（図 14、15）。以上よ

り、確認された範囲において 8通りの組み合わせの”SnRK2-CIPK”複合体が存在

し得ることが示された（図 15）。現時点では実験的証拠はないが、他の組み合わ

せの”SnRK2-CIPK”複合体が存在していることが推察され、SnRK2 および

CIPK26/3/9/23が、植物体内において多様な相互作用ネットワークを形成してい

る可能性が考えられた。 
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第 3節  総合考察  

第 1 節において、免疫沈降および LC-MS/MS 解析を組み合わせた解析より

SRK2D/SnRK2.2の新規相互作用因子として CIPK26を同定した（表 3、図 5）。

SRK2D は、それ自身のプロテインキナーゼ活性に必要不可欠である制御領域

（Belin et al., 2006、Yoshida et al., 2006）を介して CIPK26と物理的に相互作用し

ていること（図 9）、およびサブクラス III SnRK2が浸透圧ストレスあるいは ABA

処理に応答してリン酸化を受け、活性化されること（Umezawa et al., 2009、Vlad 

et al., 2009）をふまえると、CIPK26は SRK2Dのリン酸化を担うプロテインキナ

ーゼであり、CIPK26が SnRK2の活性調節に関与している可能性が考えられた。 

第 2 節において、酵母ツーハイブリッドによる相互作用解析により、サブク

ラス I に属する SnRK2と CIPK26との物理的相互作用は検出されなかったが、

サブクラス IIあるいはサブクラス IIIに属する SnRK2とCIPK26との物理的相互

作用が検出された（図 10、11）。SnRK2 の活性化様式として、SRK2J/SnRK2.9

を除く全ての SnRK2は高浸透圧ストレスに応答して活性化されることが報告さ

れている（Boudsocq et al., 2004）。一方、サブクラス IIおよびサブクラス III に

属する SnRK2 は ABA 処理に応答して活性化されるが、サブクラス I に属する 

SnRK2は ABA処理によって活性化されないことが報告されている（Boudsocq et 

al., 2004）。これらのことをふまえると、CIPK26は、サブクラス IIおよびサブク

ラス III SnRK2との物理的相互作用を介して、ABAシグナル伝達経路に関連し

ている可能性が提示された。 

SnRK2ファミリー、CIPKファミリー間の相互作用解析により、CIPK26がサ

ブクラス IIおよび III SnRK2の因子と物理的に相互作用し得ること（図 10、11）、

また、CIPK26、CIPK3、CIPK9および CIPK23が SRK2Dと物理的に相互作用し

得ることが示された（図 14、15）。このことから、植物体内においてこれら SnRK2

と CIPKが相互作用し、何らかの生理応答を協調的に調節している可能性が考え

られた。 
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第 2章	
 CIPK26/3/9/23の植物体における機能の解析  

 

II-1. 序論  

第 1 章において、SRK2D と物理的に相互作用することが示された CIPK3、

CIPK9および CIPK23は、植物においてそれぞれ独立した役割を果たしているこ

とが報告されている。CIPK3は発芽段階において ABAシグナル伝達経路を負に

制御している (Kim et al., 2003)。CIPK9は低 K+条件下での植物の生育維持に関

与している（Pandey et al., 2007）。CIPK23/LKS1は、前述のように高親和性 K+

チャネルであるAKT1のリン酸化による活性調節を通じてK+欠乏条件下でのK+

吸収を制御している（Li et al., 2006、Xu et al., 2006）。CIPK26は、前述のように

ヒトの培養細胞系において RbohF をリン酸化し、その活性を上昇し得ることが

示されている（Kimura et al., 2013、Drerup et al., 2013）。一方、分子系統解析によ

り CIPK26、CIPK3、CIPK9および CIPK23（以下、CIPK26/3/9/23と表記）が単

系統群を形成すること（図 12B）、および植物体内において SRK2D と物理的に

相互作用すること（図 14）をふまえると、それぞれの独立した役割に加えて、

CIPK26、CIPK3、CIPK9および CIPK23が重複した機能を有している可能性が考

えられた。現時点において、CIPK26、CIPK3、CIPK9あるいは CIPK23遺伝子の

うち、複数の遺伝子を欠損した機能欠損多重変異体に関する報告はなされてい

ない。そこで、第 2 章では、主に機能欠損多重変異体を用いた解析により、植

物体における CIPK26、CIPK3、CIPK9および CIPK23遺伝子（以下、CIPK26/3/9/23

と表記）の機能について明らかにすることを試みた。 
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II-2. 方法  

1. 多重変異体の作出 

T-DNA挿入による機能欠損変異体は、Arabidopsis Biological Resource Center 

(ABRC)から入手した。CIPK26の機能欠損変異体 cipk26 (SALK_005859C; Col-0 

ecotype)、CIPK3の機能欠損変異体 cipk3 (SALK_137779C; Col-0 ecotype)、CIPK9

の機能欠損変異体 cipk9 (SALK_058629; Col-0 ecotype) および CIPK23の機能欠

損変異体 cipk23 (SALK_032341; Col-0 ecotype) を用いた。これら機能欠損変異体

に関する情報は、米国カリフォルニア州にあるソーク研究所ゲノム解析研究室

（Salk Institute Genomic Analysis Laboratory; http://signal.salk.edu）から得た。

T-DNAの挿入部位は T-DNA left-borderプライマーと表 5に示す各遺伝子特異的

なプライマーを用いて確認した。各遺伝子の T-DNA挿入は、表 5に示すプライ

マーを用いた各植物のゲノム DNAを鋳型とする PCRにより確認した。 

多重変異体は各系統を交配することにより作出した。各 cipkホモ接合変異体

（cipk26、cipk3、cipk9および cipk23）を GM寒天培地で 2週間ほど生育させた

後、土植えでさらに 2-3週間生育させた。十分に抽だいしてきた植物体を交配に

用いた。開花前の花芽から、雌蕊を傷つけないように注意しながら、萼、花弁

および雄蕊を、双眼実体顕微鏡を用いてピンセットで丁寧に除去した。十分に

花粉が成熟した他系統の葯を雌蕊に押しつけ、受粉させた。3日間ほどで伸長し

てきた雌蕊をそのまま 2-3週間ほど成熟させ、十分に乾燥した F1世代の種子を

回収し、GM寒天培地に播種した。GM寒天培地上で 2週間ほど生育させた植物

体からロゼット葉を一枚切除し、ゲノム DNAを抽出して PCRにより T-DNAの

挿入を確認した。T-DNAの挿入が確認された個体をそのまま生育させ、F2世代

の種子を得た。F2世代からホモ接合系統の各 cipk二重変異体を選抜した。選抜

した二重変異体同士を交配することで、各 cipk三重変異体および cipk四重変異

体を得た。 
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2. RT-PCR 

2-1. 植物体からの全 RNAの抽出 

I-2-2-2.の方法と同様におこなった。 

 

2-2.一本鎖 cDNAの合成 

I-2-2-2-2.の方法と同様におこなった。 

 

2-3. RT-PCR 

合成した cDNAを鋳型として PCRをおこなった。0.25 µLの PrimeSTAR® GXL 

DNA Polymerase (TaKaRa)、5 µLの 5×PrimeSTAR GXL Buffer、2 µLの 2.5 mM 

dNTP混合液、0.5 µLの forwardプライマー（10 pmol/ uL）、0.5 µLの reverseプ

ライマー（10 pmol/ uL）、16.25 µLのMilliQ水を混合して PCRチューブに分注

し、希釈した cDNA 溶液を 1µL 加えた。反応条件は、98ºC・1 分間、 [98ºC・

10秒間、55ºC・15秒間、68ºC・1分 30秒間]を 35回、68ºC・2分間とした。用

いたプライマーの配列は表 5に示した。 

 

3. 定量 RT-PCRによる発現解析 

I-2-2-2-3.の方法と同様におこなった。 

 

4. 土植えでの植物体の生育試験 

改変型 BNS (Conn et al., 2011b) [2 mM NH4NO3、3 mM KNO3、0.1 mM CaCl2、

2 mM KCl、2 mM Ca(NO3)2、2 mM MgSO4、0.6 mM KH2PO4、2 mM NaCl、50 µM 

NaFe(III)EDTA、50 µM H3BO3、5 µM MnCl2、10 µM ZnSO4、0.5 µM CuSO4、0.1 µM 

Na2MoO4、pH 5.6 (NaOH)]を含ませたバーミキュライト（福島バーミ）に、GM

寒天培地上で発芽後 2 週間生育させた幼植物体を移植し、明期（60±10 µmol 

photons/m2/s）16時間/暗期 8時間、22ºC条件の育成室内で生育させた。 
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5. 幼植物体を用いた ABA感受性試験 

1.2%の Bacto Agarで固化した GM寒天培地に各植物体の種子を播種して 4ºC

で 3日間低温処理した。その後、プレートを垂直に立てた状態で明期（60±10 µmol 

photons/m2/s）16 時間/暗期 8 時間、22ºC 条件の育成室内で 4 日間生育させた。

発芽後 4日目の幼植物体を 10あるいは 50 µM (±) ABA (シグマアルドリッチジャ

パン)含有 1/2*MS寒天培地（1%スクロース含む）に移植し、プレートを垂直に

立てた状態で明期（60±10 µmol photons/m2/s）16時間/暗期 8時間、22ºC条件の

育成室内でさらに生育させた。 

 

6. 乾燥ストレス耐性試験 

I-1-2-3.の方法と同様におこなった。 

 

7. 水耕栽培試験 

水耕栽培は、the Araponics system (Araponics)を用いて、明期（40±10 µmol 

photons/m2/s）16 時間/暗期 8 時間、22ºC 条件の育成室内でおこなった。表面消

毒をおこない 4ºCで 3日間吸水させた種子を、0.65% (w/v)の BA-10寒天（フナ

コシ）が充填された種子支持体に播種し、以下の 2 つの水耕液のいずれかを用

いて 24日間生育させた。(i) 種々の濃度の CaCl2を含む改変型 low-calcium溶液

（LCS）（Conn et al., 2011b）[2 mM NH4NO3、5 mM KNO3、2 mM MgSO4、0.6 mM 

KH2PO4、2 mM NaNO3、50 µM NaFe(III)EDTA、50 µM H3BO3、5 µM MnCl2、10 µM 

ZnSO4、0.5 µM CuSO4、0.1 µM Na2MoO4、pH 5.6 (NaOH)]あるいは、(ii) 種々の

濃度のMgCl2を含む low-magnesium溶液（LMgS）[2 mM NH4NO3、5 mM KNO3、 

0.1 CaCl2、2 mM CaSO4、0.6 mM KH2PO4、2 mM NaNO3、50 µM NaFe(III)EDTA、

50 µM H3BO3、5 µM MnCl2、10 µM ZnSO4、0.5 µM CuSO4、0.1 µM Na2MoO4、pH 

5.6 (NaOH)] 水耕液は、エアーポンプにより常に通気し、毎週入れ換えをおこな

った。 
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8. ICP-MSによる元素含量の測定 

  サンプルの調製および誘導結合プラズマ-質量分析（ICP-MS）解析は、原則的

に Kamiya et al. 2012 の方法に従っておこなった。回収した植物体の地上部を

MilliQ水で 2度リンスし、70ºCで 3日間乾燥させた後、乾燥重を測定した。乾

燥させたサンプルを、ヒートブロック上において濃硝酸による分解およびそれ

に続く過酸化水素と濃硝酸の混合液による分解に供した。元素含量の測定には、

ICP-MS分析装置、SPQ9700（SII Nano Technology）を用いた。 

 

9. CIPK26過剰発現シロイヌナズナを用いた生育試験 

9-1. CIPK26過剰発現シロイヌナズナの作出 

CIPK26 の全長翻訳領域を含む DNA 断片を PCR により増幅した。SmaI で消

化した PCR産物を pGH-35Sproの SmaI部位に挿入して pGH-35Spro:CIPK26を得

た。I-1-2-1.の方法に従い、pGH-35Spro:CIPK26 を保持する形質転換シロイヌナ

ズナを作出した。 

 

9-2. 寒天培地を用いた高濃度の外界Mg2+条件下における植物の生育試験 

1.2%の Bacto Agarで固化した GM寒天培地に各植物体の種子を播種して 4ºC

で 3日間低温処理した。その後、プレートを垂直に立てた状態で明期（60±10 µmol 

photons/m2/s)16時間/暗期 8時間、22ºC条件の育成室内で 4日間生育させた。発

芽後 4 日目の幼植物体を種々の濃度の MgCl2含有 1/2*MS 寒天培地（1%スクロ

ースを含み、1.2%の Bacto Agarで固化）に移植し、プレートを垂直に立てた状

態で明期(60±10 µmol photons/m2/s)16時間/暗期 8時間、22ºC条件の育成室内でさ

らに 14日間生育させた。植物体の写真を撮り、各植物体の生体重を測定した。 

 

9-3. 水耕栽培系を用いた低濃度の外界 Ca2+条件下における植物の生育試験 

II-2-7.の方法に従った。
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II-3. 結果  

植物体内において SRK2D と物理的に相互作用する CIPK26、CIPK3、CIPK9

および CIPK23の植物体における機能を明らかにするために、CIPK26、CIPK3、

CIPK9 および CIPK23 遺伝子に T-DNA 断片が挿入された機能欠損変異体を

Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)から取得し、各変異体ラインのホモ

接合変異体を整備した（図 16A）。RT-PCR 法による発現解析により、各ホモ接

合変異体において対応する CIPK 遺伝子の発現レベルが検出限界以下であるこ

とを確認した（図 16B）。各 cipk一重変異体に加えて、それら cipk変異体の多重

変異体を作出した。得られた各 cipk 多重変異体における各 CIPK 遺伝子の発現

を RT-PCR法により解析し、CIPK26、CIPK3および CIPK9の発現は対応する多

重変異体において検出されないことを確認した（図 16B）。一方、cipk23/9 二重

変異体、cipk26/3/23、cipk26/9/23、cipk3/9/23 三重変異体および cipk26/3/9/23 四

重変異体において、弱いながらも CIPK23遺伝子の発現が確認された（図 16B）。

同様の現象、すなわち一重変異体では対応する遺伝子の発現レベルが検出限界

以下であるにもかかわらず、多重変異体ではその発現が検出されるレベルまで

上昇している現象は、シロイヌナズナの他の遺伝子群の多重変異体でも報告さ

れている（Tokunaga et al., 2012）。定量 RT-PCR法により、前述の多重変異体に

おける CIPK23の発現レベルを定量的に解析したところ、これら変異体における

CIPK23の発現レベルは、野生型株（WT）における CIPK23の発現レベルの 5-21%

程度にまで減少しており（図 16C）、これら変異体において CIPK23 の発現が有

意に減少していることが示された。 

 

単離された一重変異体および多重変異体を GM 寒天培地上で生育させたとこ

ろ、野生型株（WT）と同様の生育表現型が観察された（図 17A）。これら変異

体の最大ロゼット半径を測定したところ、野生型株のそれと同程度であること

が示された（図 17B）。一方、GM 寒天培地上で生育させたこれら変異体を土に
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移植してさらに生育させたところ、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四

重変異体において顕著な生育阻害が観察された（図 18A）。土植えで生育させた

これら変異体の最大ロゼット半径を測定したところ、野生型株のそれと比較し

て、有意に減少していることが示された（図 18B）。これら変異体のロゼット葉

の先端部において黄化が観察された（図 18C）。生殖生長期における cipk一重変

異体および多重変異体の植物体の生育表現型を観察したところ、cipk26/3/9三重

変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体において、花茎の長さの有意な減少が観

察された（図 18D、18E、18G）。また、これら変異体では花芽が黄化し、それ以

上生長しない様子が観察された（図 18F）。他の cipk一重変異体および多重変異

体では、ロゼット葉の先端部および花芽における黄化は観察されなかった（未

記載）。各変異体の最終的な種子収量を測定したところ、cipk26/3/9 三重変異体

および cipk26/3/9/23 四重変異体において野生型株のそれと比較して有意な減少

がみられた（図 18H）。 

cipk26/3/9/23四重変異体において 35Sプロモーターの制御下でCIPK26遺伝子

を発現させると、この変異体で観察される生育阻害（最大ロゼット半径および

花茎長さの減少）が CIPK26 の発現レベルに応じて部分的に回復したことから

（図 19A-E）、cipk26/3/9/23 四重変異体が示す生育阻害は、少なくとも一部分は

CIPK26遺伝子の欠損によって引き起こされていることが示された。 

 

サブクラス III SnRK2が制御する生理応答の調節に CIPK26/3/9/23が関与して

いるかどうかを明らかにするために、cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23

四重変異体を用いたABA感受性試験および乾燥ストレス耐性試験をおこなった

（図 20、21）。サブクラス III SnRK2は ABAシグナル伝達経路の主要な正の制

御因子として機能しており、srk2d/e/i三重変異体は、発芽段階および栄養生長期

において ABAに対してほとんど応答しない、顕著な ABA非感受性を示す（Fujii 

et al., 2009、Fujita et al., 2009、Nakashima et al., 2009）。10あるいは 50 µM ABA
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含有寒天培地上で野生型株、srk2d/e/i、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23

四重変異体を生育させたところ、先行研究と同様に srk2d/e/i 三重変異体では顕

著な ABA非感受性が観察された（図 20A、20B）。一方、cipk26/3/9三重変異体

および cipk26/3/9/23 四重変異体では、野生型株（WT）と同程度の ABA 感受性

を示した（図 20A、20B）。このことから、CIPK26、CIPK3、CIPK9および CIPK23

は、ABAシグナル伝達の主要な制御因子としては機能し得ないことが示唆され

た。 

srk2d/e/i三重変異体では、水分欠乏ストレスに応答した ABAを介した生理応

答である遺伝子発現の制御や気孔閉鎖が正常に起こらなくなっており、乾燥ス

トレスに対する感受性が極度に高くなっている（Fujii et al., 2009、Fujita et al., 

2009）。野生型株、srk2d/e/i、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異

体を用いて乾燥ストレス耐性試験をおこなったところ、先行研究と同様に

srk2d/e/i三重変異体では、顕著な乾燥ストレス耐性の低下が観察された（図 21A）。

一方、srk2d/e/i 三重変異体が枯死してしまう程の乾燥ストレス条件下において、

cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体は野生型株と同様に生存し

ていることが示された（図 21A）。また、浸透圧ストレス誘導性であり、サブク

ラス III SnRK2 の下流で AREB/ABF 転写因子群により発現が制御されている

RD29B 遺伝子 (Yoshida et al., 2010)について、cipk26/3/9 三重変異体および

cipk26/3/9/23 四重変異体におけるストレス処理に応答した発現パターンを解析

した（図 21B）。その結果、これら変異体では、乾燥、高塩処理あるいは ABA

処理に応答して、野生型株と同様に RD29B遺伝子の発現が誘導されることが示

された（図 21B）。このことから、CIPK26、CIPK3、CIPK9および CIPK23は、

サブクラス III SnRK2および AREB/ABF転写因子群を介した遺伝子発現の制御

経路である”SnRK2-AREB/ABF 経路”を介した浸透圧ストレス応答性遺伝子の発

現制御には関与していないことが示唆された。以上より、CIPK26、CIPK3、CIPK9

および CIPK23は、乾燥ストレス耐性獲得に関わるサブクラス III SnRK2を介し
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たシグナル伝達経路の主要な構成因子としては機能していないことが示唆され

た。 

 

次に、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体で観察される前述

の生育阻害に着目した（図 18）。cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重

変異体で観察される特徴的な生育阻害（ロゼット葉の先端部および花芽の黄化）

と類似した表現型が、液胞膜局在の H+/Ca2+対向輸送体である CAX1 あるいは

CAX3をコードする遺伝子の二重欠損変異体である cax1/cax3二重変異体におい

ても報告されている（Cheng et al., 2005）。cax1/cax3二重変異体では、液胞への

Ca2+輸送が撹乱されており、この変異体は高濃度の Ca2+に高い感受性を示すこと、

および低濃度の Ca2+条件下あるいは高濃度のMg2+条件下において生育阻害から

回復することが報告されている（Cheng et al., 2005、Liu et al., 2011）。cipk26/3/9

三重変異体、cipk26/3/9/23四重変異体および cax1/cax3二重変異体の類似した表

現型を考慮すると、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体で観察

される生育阻害が外界のCa2+-Mg2+条件によって引き起こされている可能性が考

えられた。そこで、水耕栽培系を用いて、種々の外界 Ca2+濃度あるいはMg2+濃

度条件下における野生型株、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異

体の生育試験をおこなった（図 22、23）。 

水耕栽培系を用いると、通常生育条件である 2 mM CaCl2条件下（図 22A）あ

るいは 2 mM MgCl2条件下（図 23A）において、cipk26/3/9 三重変異体および

cipk26/3/9/23四重変異体で土植え時と同様の生育阻害（ロゼット葉の生育阻害お

よびロゼット葉先端部の黄化）が観察された。種々の濃度の CaCl2条件下（4、2、

0.2 あるいは 0.1 mM）において植物体を生育させたところ、低濃度の外界 Ca2+

濃度条件下（0.2 あるいは 0.1 mM）において cipk26/3/9 三重変異体および

cipk26/3/9/23 四重変異体でより顕著な生育阻害が観察された（図 22A）。種々の

濃度の MgCl2条件下（4、2、0.2 あるいは 0.1 mM）において植物体を生育させ
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たところ、高濃度の外界Mg2+濃度条件下（4 mM）において cipk26/3/9三重変異

体および cipk26/3/9/23四重変異体でより顕著な生育阻害が観察された（図 23A）。

一方、低濃度の外界 Mg2+濃度条件下（0.2 あるいは 0.1 mM）で生育させた

cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体では、生育阻害から回復す

る様子が観察された（図 23A）。各条件で生育した植物体の地上部の生体重を測

定したところ、通常生育条件下で生育した cipk26/3/9 三重変異体および

cipk26/3/9/23 四重変異体では野生型株（WT）と比較して有意な生体重の低下が

みられたが、生育阻害からの回復がみられる 0.1 mM MgCl2条件下では、野生型

株、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体の生体重が同程度であ

ることが示された（図 23B）。以上の結果より、cipk26/3/9 三重変異体および

cipk26/3/9/23 四重変異体は、外界のより高濃度な Mg2+濃度に高感受性を示すこ

とが明らかになった。 

水耕栽培系で生育したcipk26/3/9三重変異体およびcipk26/3/9/23四重変異体に

おいてイオン恒常性が影響を受けているかどうかを明らかにするために、誘導

結合プラズマ-質量分析（ICP-MS）により、各植物体の地上部におけるMg、Ca、

Kおよび Na含量の測定をおこなった（図 22C、23C）。ICP-MSによる元素含量

の測定は、東京大学大学院農学生命科学研究科 藤原徹教授および西田翔博士と

の共同研究としておこなった。ICP-MS 解析の結果、cipk26/3/9 三重変異体およ

び cipk26/3/9/23 四重変異体において生育阻害が観察される条件において、

cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体の Ca 含量あるいは Mg 含

量が、野生型株のそれらと比較して有意に低下していることが示された（図 22C、

23C）。また、これら変異体の Na含量は野生型株のそれと比較して上昇する傾向

がみられた（図 22C、23C）。一方、これら変異体における K含量は、一部の例

外を除いて、野生型株のそれと同程度であった（図 22C、23C）。cipk26/3/9三重

変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体の生育阻害からの回復がみられる低濃度

の外界Mg2+濃度条件下（0.2あるいは 0.1 mM）では、これら変異体における Ca
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および Mg 含量が野生型株のそれらと同程度であることが示された（図 22C、

23C）。 

これらの結果と一致して、前述（図 18）の土植えでの生育条件下において観

察される cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体の生育阻害は、無

機栄養素として与えた液体培地中のMg2+濃度を 2 mMから 0.1 mMに低下させ

ることによって部分的に回復することが観察された（図 24）。 

 

CIPK26 遺伝子の過剰発現が高濃度の外界 Mg2+条件下あるいは低濃度の外界

Ca2+条件下での植物の生育に与える影響を評価するために、35Sプロモーターの

制御下で CIPK26遺伝子を過剰発現する形質転換シロイヌナズナを作出し、高濃

度の外界Mg2+条件下あるいは低濃度の外界 Ca2+条件下における生育評価をおこ

なった（図 25、26）。CIPK26遺伝子を過剰発現する 2つの独立したラインを整

備し、それらにおける CIPK26遺伝子の発現レベルが野生型株、ベクター対照ラ

インのそれと比較して顕著に上昇していることを確認した（図 25A）。次に、高

濃度のMgCl2（20あるいは 25 mM MgCl2）含有寒天培地上における各植物体の

生育を評価した（図 25B）。まず、コントロール培地上において CIPK26 過剰発

現ラインが野生型株（WT）やベクター対照ラインと同様に生育することを確認

した。CIPK26過剰発現ラインは高濃度のMgCl2含有培地において野生型株やベ

クター対照ラインと比較して良く生育する様子が観察された（図 25B）。生育後

の植物体の生体重を測定したところ、25 mM MgCl2条件下において CIPK26過剰

発現ラインの生体重は、ベクター対照ラインのそれと比較して有意に高いこと

が示された（図 25C）。次に、水耕栽培系を用いて低濃度の外界 CaCl2条件（0.1 

mM CaCl2）における各植物体の生育を評価した（図 26A）。まず、通常生育条件

（2 mM CaCl2条件）において CIPK26過剰発現ラインが野生型株（WT）やベク

ター対照ラインと同様に生育することを確認した。CIPK26過剰発現ラインは 0.1 

mM CaCl2条件においてベクター対照ラインと比較して良く生育する様子が観察
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された（図 26A）。生育後の植物体の生体重を測定したところ、0.1 mM CaCl2条

件下において CIPK26過剰発現ラインの生体重は、ベクター対照ラインのそれと

比較して有意に高いことが示された（図 26B）。 
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II-4. 考察  

本章では、主に機能欠損多重変異体を用いて、CIPK26/3/9/23の機能を解析し

た。試験した限りにおいて、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異

体は、srk2d/e/i三重変異体で観察されるような顕著な ABA非感受性を示さなか

った（図 20）。また、これら変異体では、srk2d/e/i三重変異体で観察されるよう

な乾燥ストレスに極度に弱い表現型は観察されず（図 21A）、サブクラス III 

SnRK2を介してその発現が制御されるRD29B遺伝子のストレスに応答した発現

パターンは野生型株と同様であった（図 21B）。以上の結果より、植物体におい

て CIPK26/3/9/23は、水分欠乏ストレス耐性獲得におけるサブクラス III SnRK2

を介したABAシグナル伝達経路の制御因子としては機能していない可能性が高

いと考えられる。第 1 章 第 3 節の総合考察において、CIPK26 がサブクラス II

およびサブクラス III SnRK2を介して ABAシグナル伝達経路に関連している可

能性、および CIPK26が SRK2Dの活性調節に関与している可能性を議論したが、

cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体を用いた表現型解析からは、

これらの考えを支持するような結果は得られなかった。 

他方、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体で観察される生育

阻害（図 18）に着目し、同様の生育表現型を示す cax1/cax3二重変異体の先行研

究を参考にして、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体が外界の

より高濃度な Mg2+濃度に高感受性を示すことを明らかにした（図 23A、23B）。

このことから、植物体において CIPK26/3/9/23 は、種々の外界の Mg2+濃度条件

下、特に高濃度の外界 Mg2+濃度条件下において植物の生長を維持するために重

要な役割を担っていることが明らかになった。 

cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体が生育阻害を示す条件下

において、これら変異体の地上部ではMgおよび Ca含量の有意な低下がみられ

た（図 22C、23C）。このことから、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四

重変異体で観察される生育阻害は、少なくとも一部分においては植物体地上部
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におけるMg2+、Ca2+恒常性の撹乱に起因していることが示唆された。 

cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体の表現型と一貫して、

CIPK26 遺伝子を過剰発現する形質転換シロイヌナズナは、高濃度の外界 Mg2+

条件下および低濃度の外界 Ca2+条件下においてベクター対照ラインと比較して

優れた生長能力を示した（図 25、26）。これらの結果より、CIPK26 遺伝子が、

高濃度の外界Mg2+条件下および低濃度の外界 Ca2+条件下において植物体の生育

を維持するための重要な役割を、それ自身の発現量依存的に果たしているとい

う考えが支持された。 
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第 3章	
 SnRK2と CIPK26/3/9/23が調節する新規な生理応答の解析  

第 1節 Mg2+感受性調節におけるサブクラス III SnRK2の役割およびサブク

ラス III SnRK2と CIPK26/3/9/23との機能的関連性  

 

III-1-1. 序論  

第 2 章において、CIPK26、CIPK3、CIPK9 および CIPK23 が、高濃度の外界

Mg2+条件下における植物の生長維持において重要な役割を果たしていることが

示された（図 22、23）。サブクラス III SnRK2が CIPK26と物理的に相互作用す

ること（図 10、11）および SRK2D が CIPK26、CIPK3、CIPK9 および CIPK23

と植物体において物理的に相互作用する結果（図 14）をふまえ、サブクラス III 

SnRK2が高濃度の外界Mg2+条件下における植物の生長調節において何らかの役

割を果たしている可能性を考えた。本章では、サブクラス III SnRK2の機能欠損

変異体、srk2d/e/i 三重変異体を用いて、高濃度の外界 Mg2+条件下での生長調節

におけるサブクラス III SnRK2の役割を評価した。 
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III-1-2. 方法  

1. 寒天培地を用いた高濃度の外界Mg2+条件下における植物の生育試験 

II-2-9-2.の方法と同様におこなった。 

 

2. ICP-MSによる元素含量の測定 

II-2-8.の方法と同様におこなった。 

 

3. 寒天培地を用いた高濃度の外界 K+、Na+あるいは Ca2+条件下における植物の

生育試験 

1.2%の Bacto Agarで固化した GM寒天培地に各植物体の種子を播種して 4ºC

で 3日間低温処理した。その後、プレートを垂直に立てた状態で明期（60±10 µmol 

photons/m2/s）16 時間/暗期 8 時間、22ºC 条件の育成室内で 4 日間生育させた。

発芽後 4 日目の幼植物体を、図示した濃度の KCl、NaCl あるいは CaCl2を含有

する 1/2*MS寒天培地（1%スクロースを含み、1.2%の Bacto Agarで固化）に移

植し、プレートを垂直に立てた状態で明期（60±10 µmol photons/m2/s）16時間/

暗期 8時間、22ºC条件の育成室内でさらに 14日間生育させた。植物体の写真を

撮影後、各植物体の生体重を測定した。 
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III-1-3. 結果  

srk2d/e/i 三重変異体は乾燥に対して極度に弱く、水耕栽培系で生育させるこ

とが困難だったため（未記載）、寒天培地上での評価系を用いて srk2d/e/i三重変

異体の高濃度の外界 Mg2+条件下における生育を評価した（図 27）。まず、生育

試験に供した野生型株（WT）、srk2d/e/i、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23

四重変異体がコントロール培地上において同程度に生育することを確認した

（図 27A）。前述（図 22、23）の水耕栽培系の結果と一致して、cipk26/3/9 三重

変異体および cipk26/3/9/23四重変異体は、高濃度のMgCl2（10あるいは 20 mM 

MgCl2）を含む培地において特徴的な生育阻害を示した（図 27A）。この評価系

による生育試験により、20 mM MgCl2含有培地において srk2d/e/i三重変異体が

顕著な生育阻害を示した（図 27A）。生育後の植物体の生体重を測定したところ、

20 mM MgCl2条件において srk2d/e/i三重変異体の生体重が野生型株のそれと比

較して有意に低下していることが示された（図 27B）。 

コントロール条件あるいは 20 mM MgCl2 条件において生育した野生型株、

srk2d/e/i、cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体の地上部におけ

る Mg、Ca、K および Na 含量を ICP-MS 解析により測定した（図 28）。その結

果、野生型株との比較において、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重

変異体と同様に、srk2d/e/i三重変異体においてMgおよび K含量の有意な低下が

観察された。一方、これら変異体における Na含量は野生型株のそれと比較して

同程度であった。Ca含量については、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23

四重変異体において有意な低下がみられた（図 28）。 

 

次に、srk2d/e/i、cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体が高濃

度の外界 K+、Na+、Ca2+に対して高感受性を示すかどうかを検証した（図 29）。

生育試験の結果、少なくとも試験した限りにおいて、srk2d/e/i三重変異体は高濃

度の外界Mg2+に対して特異的に高感受性を示した（図 29）。cipk26/3/9三重変異
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体および cipk26/3/9/23四重変異体は、高濃度の外界 Mg2+の他に、高濃度の外界

Ca2+に対しても高感受性を示した（図 29）。 

 

寒天培地上での評価系を用いて、高濃度の外界Mg2+条件下における各 cipk一

重変異体および多重変異体の生育を評価した（図 30A）。その結果、高濃度の外

界 Mg2+に対して、各 cipk 一重変異体は野生型株（WT）と同程度の感受性を示

した。cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体の他に、cipk26/3 二

重変異体、cipk26/3/23、cipk26/9/23 三重変異体が高濃度の外界 Mg2+に対して高

感受性を示した（図 30A）。 

同様に、各 snrk2一重変異体および多重変異体の生育を評価した（図 30B）。

その結果、srk2d/e/i 三重変異体は前述のように高濃度の外界 Mg2+に対して高感

受性を示したが（図 30B）、各 snrk2一重変異体および二重変異体は野生型株（WT）

と同程度の感受性を示した（図 30B）。srk2d/e/i三重変異体において 35Sプロモ

ーターの制御下で SRK2D遺伝子を発現させると、この変異体で観察される高濃

度の外界Mg2+に対する高感受性が部分的に回復した（図 31A、31B）。このこと

から、srk2d/e/i 三重変異体が示す高濃度の外界 Mg2+に対する高感受性は、少な

くとも一部分は SRK2D遺伝子の欠損によって引き起こされていることが示され

た。 

 

次に、サブクラス III SnRK2 遺伝子(SRK2D/E/I)と CIPK26/3/9/23遺伝子間の遺

伝的な相互作用を明らかにするために、SRK2D/E/Iと CIPK26/3/9/23の双方が欠

損した七重変異体、srk2d/e/i/cipk26/3/9/23を作出した。前述（図 27）の寒天培地

上での評価系を用いて、得られた srk2d/e/i/cipk26/3/9/23七重変異体の高濃度の外

界Mg2+に対する応答を評価した（図 32）。その結果、10 mM MgCl2条件、20 mM 

MgCl2条件の双方において、srk2d/e/i/cipk26/3/9/23七重変異体は cipk26/3/9/23四

重変異体と同程度の感受性を示した（図 32A、32B）。 
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III-1-4. 考察  

本節では、サブクラス III SnRK2の機能欠損変異体、srk2d/e/i三重変異体を主

に用い、高濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生育維持にサブクラス III 

SnRK2が関与しているかどうかを解析した。 

寒天培地上での評価系を用いた表現型解析により、cipk26/3/9三重変異体およ

び cipk26/3/9/23 四重変異体に加えて、srk2d/e/i 三重変異体が高濃度の外界 Mg2+

条件（20 mM MgCl2条件）下において生育阻害を示すことが明らかになった（図

27A、27B）。この観察結果は、CIPK26/3/9/23 に加えて、サブクラス III SnRK2

が高濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生長維持において重要な役割を果た

していることを示している。 

ICP-MS解析により、高濃度の外界Mg2+条件（20 mM MgCl2条件）下で生育

させた植物体の地上部における元素含量を測定したところ、srk2d/e/i、cipk26/3/9

三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体において、野生型株と比較して有意

なMgおよびK含量の低下がみられた（図 28）。このことから、srk2d/e/i、cipk26/3/9

三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体では、高濃度の外界 Mg2+条件下にお

いて Mg2+、K+恒常性が撹乱されていることが示唆された。さらに、cipk26/3/9

三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体では、高濃度の外界 Mg2+条件下にお

いて野生型株と比較して有意な Ca 含量の低下がみられたことから（図 28）、

cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体では Mg2+、K+恒常性に加

えて Ca2+恒常性が撹乱されていることが示唆された。水耕栽培系の高濃度の外

界Mg2+条件下において、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体で

は Na+恒常性の撹乱が観察された（図 23C）。一方、寒天培地上での評価系では

これら変異体において Na+恒常性の撹乱は観察されず、K+恒常性の撹乱が観察さ

れた（図 28）。実験系の違いによるこれら相違点は、生育条件の違い、すなわち

湿度条件、無機栄養素の種類やそれらの濃度、あるいはスクロースの有無など

の違いに起因していると考えられる。一方、高濃度の外界 Mg2+条件下での
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cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体における Mg および Ca 含

量の低下は、水耕栽培系および寒天培地上での評価系の双方において観察され

た（図 23C、28）。このことから、植物体の地上部における Mg および Ca 含量

の低下は、生育条件に関わらず、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重

変異体の生育阻害に伴うと考えられた。 

srk2d/e/i三重変異体は、少なくとも試験した限りにおいて、高濃度の外界Mg2+

条件下特異的に生育阻害を示したが、cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23

四重変異体は高濃度の外界Mg2+条件下の他に、高濃度の外界 Ca2+条件下におい

ても、程度は弱いながら生育阻害を示した（図 29）。このことから、CIPK26/3/9/23

は、高濃度の外界 Ca2+条件下における植物の生長維持にも貢献していることが

示唆された。CIPK26/3/9/23と高濃度の Ca2+との関連性をより鮮明にするために、

高濃度の外界Ca2+条件下における cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重

変異体の生育阻害が水耕栽培系においても再現されるかどうかを今後検証する

必要がある。 

各 cipk一重変異体および多重変異体を用いた高濃度の外界Mg2+条件下におけ

る生育試験において、各 cipk 一重変異体が野生型株と同程度の生育を示したこ

とから（図 30A）、高濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生育維持において、

CIPK26、CIPK3、CIPK9あるいは CIPK23が重複的な機能を有していることが示

された。高濃度の外界Mg2+条件下において、cipk3/9/23三重変異体が野生型株と

同程度の生育を示すこと、また cipk26/3 二重変異体が高感受性を示すこと（図

30A）を考慮すると、4つの CIPK遺伝子のうち、CIPK26遺伝子が高濃度の外界

Mg2+条件における植物の生育維持に最も貢献していることが推察された。 

各 snrk2 一重変異体および多重変異体を用いた高濃度の外界 Mg2+条件下にお

ける生育試験において、各 snrk2一重変異体および二重変異体が野生型株と同程

度の生育を示し、srk2d/e/i三重変異体のみが高感受性を示したことから（図 30B）、

高濃度の外界Mg2+条件下における植物の生育維持において、SRK2D、SRK2Eお
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よび SRK2I の 3 遺伝子が重複的な機能を有していることが示された。

srk2d/e/i/cipk26/3/9/23七重変異体は、10 mM MgCl2条件および 20 mM MgCl2条件

において、cipk26/3/9/23四重変異体と同程度の生育阻害を示した（図 32）。この

ことから、サブクラス III SnRK2とそれらの相互作用因子である CIPK26/3/9/23

は、共通の経路を介して高濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生長を調節し

ていることが示唆された。 
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第 3章  第 2節	
 Mg2+感受性調節における ABAの役割  

 

III-2-1. 序論  

第 3章 第 1節において、サブクラス III SnRK2の機能欠損変異体、srk2d/e/i

三重変異体が高濃度の外界 Mg2+条件に高感受性を示すことを明らかにした（図

27）。本節では、サブクラス III SnRK2が、どのようなシグナル伝達経路を介し

て高濃度の外界 Mg2+対する感受性を調節しているのかについて洞察を得ること

を目的とした。ABAシグナル伝達において、サブクラス III SnRK2は ABAの下

流に位置し、ABA依存的に活性化を受ける（Boudsocq et al., 2004）。活性化され

たサブクラス III SnRK2は AREB/ABF転写因子群などの下流の標的因子をリン

酸化し、それらの活性を調節する（Kobayashi et al., 2005、Furihata et al., 2006）。 

本節では、サブクラス III SnRK2の上流に位置する ABA生合成系、およびサ

ブクラス III SnRK2の下流で機能するAREB/ABF転写因子群に着目した。まず、

ABA生合成欠損変異体を用いて、高濃度の外界Mg2+条件下での生長調節におけ

る ABAの役割を評価した。さらに、サブクラス III SnRK2の多くの下標的流遺

伝子群の発現制御を担う AREB/ABF転写因子群、AREB1、AREB2および ABF3

を欠損した areb1/areb2/abf3三重変異体（Yoshida et al., 2010）を用いて、高濃度

の外界Mg2+条件下での生長調節と、AREB/ABFを介した転写制御系との関連性

について評価した。 
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III-2-2. 方法  

1. 寒天培地を用いた高濃度の外界Mg2+条件下における植物の生育試験 

II-2-9-2.の方法と同様におこなった。 

 

2. ABA を含む寒天培地を用いた高濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生育

試験 

1.2%の Bacto Agarで固化した GM寒天培地に各植物体の種子を播種して 4ºC

で 3日間低温処理した。その後、プレートを垂直に立てた状態で明期（60±10 µmol 

photons/m2/s）16 時間/暗期 8 時間、22ºC 条件の育成室内で 4 日間生育させた。

発芽後 4日目の幼植物体を、20 mM MgCl2あるいは 1 µM (±) ABA含有 1/2*MS

寒天培地（1%スクロースを含み、1.2%の Bacto Agarで固化）に移植し、プレー

トを垂直に立てた状態で明期（60±10 µmol photons/m2/s）16時間/暗期 8時間、

22ºC条件の育成室内でさらに 14日間生育させた。植物体の写真を撮影後、各植

物体の生体重を測定した。 
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III-2-3. 結果  

ABA生合成欠損変異体である aba2-1変異体（Léon-Kloosterziel et al., 1996）お

よび nced3-2変異体（Endo et al., 2008、Urano et al., 2009）を解析に供した。aba2-1

変異体では、キサントキシンをアブシシンアルデヒドへ変換する主要なショー

トチェーンデヒドロゲナーゼ／リダクターゼ（SDR）であると考えられている

ABA2 をコードする遺伝子の機能が欠損しており、通常条件下において内生の

ABA 量が野生型株のそれと比較して 20%以下にまで減少している

（Léon-Kloosterziel et al., 1996）。また、aba2-1変異体では、野生型株でみられる

乾燥ストレスに応答した内生 ABA 量の顕著な増加がみられない

（Léon-Kloosterziel et al., 1996）。nced3-2変異体では、9’-cis-ビオラキサンチンあ

るいは 9’- cis -ネオキサンチンを酸化的開裂反応によりキサントキシンを産生す

る反応を触媒する 9’- cis -エポキシカロテノイドジオキシゲナーゼのひとつであ

る NCED3をコードする遺伝子の機能が欠損しており、通常条件下では野生型株

と同程度の内生 ABA量を有するが、野生型株でみられる乾燥ストレスに応答し

た内生ABA量の顕著な増加がこの変異体ではみられないことが報告されている

（Endo et al., 2008、Urano et al., 2009）。 

aba2-1変異体および nced3-2変異体の高濃度の外界 Mg2+条件下における生育

を評価した（図 33）。高濃度のMgCl2条件（20 mM MgCl2）において、aba2-1変

異体は srk2d/e/i三重変異体と同様に生育阻害を示した（図 33A）。一方、nced3-2

変異体は野生型株（WT）と同様の生育を示した（図 33A）。これらの結果は、

生育後の植物体の生体重を測定した結果によって支持された（図 33B）。 

次に、areb1/areb2/abf3三重変異体の高濃度の外界Mg2+条件下における生育を

評価した（図 33）。高濃度の MgCl2 条件（20 mM MgCl2）で生育させた

areb1/areb2/abf3三重変異体は野生型株と同様の生育を示した（図 33A）。これら

の結果は、生育後の植物体の生体重を測定した結果によって支持された（図 33B）。 
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次に、aba2-1変異体で観察される高濃度の外界Mg2+に対する高感受性が内在

性の ABA 量の低下に起因するかどうかを明らかにするために、ABA の外生投

与により aba2-1変異体で観察される高濃度の外界Mg2+に対する高感受性が回復

するかどうかを検証した（図 34）。20 mM MgCl2および 1 µM ABAを含む培地（20 

mM MgCl2 + 1 µM ABA条件）上で生育させた aba2-1変異体では、ABAを含ま

ない 20 mM MgCl2含有培地（20 mM MgCl2+ EtOH条件）上で生育させた aba2-1

変異体と比較して生育阻害の緩和が観察された（図 34A）。一方、srk2d/e/i 三重

変異体では ABA の添加による生育阻害の緩和は観察されなかった（図 34A）。

生育後の植物体の生体重を測定したところ、両条件間における aba2-1変異体の

生体重に有意な差が検出された（図 34B）。以上より、aba2-1変異体で観察され

る高濃度の外界 Mg2+に対する高感受性は、この変異体における内生の ABA 量

の低下に起因していることが示唆された。 
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III-2-4. 考察  

ABA生合成欠損変異体である aba2-1変異体が高濃度の外界 Mg2+条件に高感

受性を示すこと、およびこの高感受性が ABAの添加により回復することを示し

た（図 33、34）。この発見により、シロイヌナズナにおいて高濃度の外界 Mg2+

条件下で ABAが植物の生育を調節していることが明らかになった。aba2-1変異

体とは対照的に、nced3-2変異体では高濃度の外界Mg2+に対する高感受性が観察

されなかった（図 33）。このことは、乾燥ストレスに応答して NCED3依存的に

誘導される内生 ABA 量の増加は、高濃度の外界 Mg2+における生長調節とは関

係していないことを示している。シロイヌナズナのゲノムには、9’- cis -エポキ

シカロテノイドジオキシゲナーゼをコードする遺伝子が NCED3 遺伝子以外に

も存在しているため（Tan et al., 2003、 Frey et al., 2012）、高濃度の外界Mg2+条

件下において、他の遺伝子にコードされる 9’- cis -エポキシカロテノイドジオキ

シゲナーゼによって ABAの生合成が進められていると推察される。 

通常生育条件下において内生の ABA 量が減少している aba2-1 変異体におい

て高濃度の外界Mg2+に対する高感受性が観察された結果（図 33）は、基底レベ

ルの内生の ABA が、高濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生長調節におい

て機能している可能性を示している。最近、基底レベルの内生 ABAが、孔辺細

胞への分化の初期段階で機能しており、最終的な気孔密度を調節していること

が報告された（Tanaka et al., 2013）。このことからも、サブクラス III SnRK2を介

した遺伝子発現制御や気孔閉鎖が誘導されない程度の基底レベルの内生ABAが、

他に何らかの生理機能を有していることは十分に考えられる。一方、現時点で

は高濃度の外界 Mg2+条件下で生育させた植物体において内生の ABA 量が増加

している可能性を否定できないため、今後、高濃度の外界 Mg2+条件下で生育さ

せた植物体における内生の ABA 量を測定することで、高濃度の外界 Mg2+条件

下における植物の生長調節においてどの程度のレベルのABA蓄積が必要なのか、

明らかにされると期待される。 
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サブクラス III SnRK2 の下流遺伝子群の多くの発現制御を担うことが示され

ている AREB/ABF転写因子群の変異体、areb1/areb2/abf3三重変異体は、高濃度

の外界 Mg2+条件下において野生型株と同程度の生育を示した（図 33）。この結

果は、サブクラス III SnRK2および AREB/ABF転写因子群を介した遺伝子発現

の制御経路である“SnRK2-AREB/ABF経路”（Fujita et al., 2011）が、高濃度の外

界 Mg2+条件下における植物の生長調節とは関係していないことを示唆している。 

本節で提示された実験結果により、ABA2 を介して合成される内生の ABA

が、”SnRK2-AREB/ABF 経路”を介した転写制御経路とは独立して、高濃度の外

界 Mg2+条件下における植物の生長の調節において重要な役割を果たしているこ

とが示唆された。 
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第 3章  第 3節  SRK2Dと CIPK26の分子レベルでの関連性およびそれらの

標的基質の探索  

 

III-3-1. 序論  

第 3章 第 1節において、サブクラス III SnRK2と CIPK26/3/9/23の双方が高

濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生育維持において重要な役割を果たして

いることが示された（図 23、27）。また、サブクラス III SnRK2と CIPK26/3/9/23

が共通の経路を介して高濃度の外界 Mg2+に対する感受性を調節していることが

示唆された（図 32）。しかしながら、現時点ではサブクラス III SnRK2 および

CIPK26/3/9/23が、高濃度の外界Mg2+条件下における植物の生長をどのように調

節しているのかについては明らかにされていない。 

まず、サブクラス III SnRK2および CIPK26/3/9/23が分子レベルでどのように

関連しているのかを明らかにするために、試験管内リン酸化反応系を用いて

CIPK26による SRK2Dのリン酸化、あるいは SRK2Dによる CIPK26のリン酸化

が起こり得るかどうかを評価した。 

次に、サブクラス III SnRK2および CIPK26/3/9/23が Ser/Thrプロテインキナ

ーゼであることから、これらが“調節因子”として機能しており、Mg2+に対する

感受性調節を直接担う“機能的因子”をリン酸化し、それら因子の活性等を調節す

ることで機能を果たしているという仮説をたて、サブクラス III SnRK2 および

CIPK26/3/9/23の標的基質の探索をおこなった。まず、サブクラス III SnRK2あ

るいは CIPK26/3/9/23 の下流で Mg2+に対する感受性調節において機能している

可能性が考えられる因子の変異体の表現型解析をおこなった。候補因子として、

液胞膜局在液胞型 ATPアーゼ（V-ATPase）に着目した。 

多くの無機イオンや代謝産物などの液胞への蓄積は、2つのプロトンポンプ、

すなわち液胞型 ATP アーゼ（V-ATPase）と液胞型 H+-ピロフォスファターゼ

（V-PPase）によって形成される電気化学ポテンシャル差に支えられた二次性能
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動輸送によってなされる。興味深いことに、液胞膜局在 V-ATPase のサブユニ

ットの一つである VHA-a を構成する因子をコードする VHA-A2 および VHA-A3

遺伝子の双方を欠損した vha-a2 vha-a3二重変異体において、cipk26/3/9三重変異

体および cipk26/3/9/23 四重変異体と同様の生育表現型、すなわち土植え時の生

育阻害およびロゼット葉の先端部および花芽の黄化が報告されている（Krebs et 

al., 2010）。vha-a2 vha-a3二重変異体では液胞膜上の V-ATPase活性が大きく低下

しているため、液胞への H+輸送能が低下しており、液胞内の pH が上昇してい

る（野生型株; pH 5.9に対し、変異体; pH 6.4、Krebs et al., 2010）。これら変異体

の類似した生育表現型を考慮し、高濃度の外界 Mg2+条件下における cipk26/3/9

三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体の生育阻害が、少なくとも一部分に

おいて液胞膜上の V-ATPase活性の低下に起因している可能性を考えた。そこで、

高濃度の外界Mg2+条件下における vha-a2 vha-a3二重変異体の生育を評価し、液

胞膜上の V-ATPase 活性の低下が高濃度の外界 Mg2+に対する感受性に与える影

響を評価した。 

また、サブクラス III SnRK2あるいは CIPK26/3/9/23と物理的に相互作用し得

る下流標的の候補を探索し、候補として同定された因子が SRK2D あるいは

CIPK26によって試験管内リン酸化反応系でリン酸化されるかどうかを検証した。 

Mitochondrial RNA splicing (MRS)ファミリーに属するMg2+トランスポーター

は、出芽酵母、哺乳類細胞および植物においてMg2+輸送を担っており、Mg2+恒

常性の維持において重要な役割を果たしている（Kolisek et al., 2003、Pisat et al., 

2009、Conn et al., 2011a、Lenz et al., 2013）。シロイヌナズナにおいて、液胞膜に

局在するMRS2-1/MGT2、あるいはMRS2-5/MGT3の欠損により、高濃度の外界

Mg2+条件下において液胞への Mg2+の隔離能が低下することが報告されている

（Conn et al., 2011a）。本章では、MRSファミリーに属するMg2+トランスポータ

ーが CIPK26あるいは SRK2Dの標的となり得るかどうかを解析した。 
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III-3-2. 方法  

1. 試験管内リン酸化反応系を用いたタンパク質のリン酸化試験 

1-1. pGEX-4T-2-CIPK26、CIPK26K42N、MRS2-5および pMALc2X-SRK2D、SRK2D 

K52Nの作製 

CIPK26-K42N-Revおよび CIPK26-K42N-Forプライマーペア（表 5）を用いた

Inverse PCR により、CIPK26 断片に対して部位特異的変異導入をおこない、

CIPK26K42N断片を作出した。Inverse PCRによる部位特異的変異導入は Imai et al., 

1991の方法に従った。CIPK26および CIPK26K42Nの全長翻訳領域を含む DNA断

片を PCRにより増幅した。SmaIで消化した PCR産物を pGEX-4T-2（GEヘルス

ケア・ジャパン）の SmaI部位に挿入して pGEX-4T-2-CIPK26、CIPK26K42Nを得

た。MRS2-5の N末端側断片をコードする領域を PCRにより増幅した。SmaIで

消化した PCR産物を pGEX-4T-2の SmaI部位に挿入して pGEX-4T-2-MRS2-5を

得た。 

SRK2D-K52N-Revおよび SRK2D-K52N-Forプライマーペア（表 5）を用いた

Inverse PCR により、SRK2D 断片に対して部位特異的変異導入をおこない、

SRK2DK52N断片を作出した。SRK2DおよびSRK2DK52Nの全長翻訳領域を含むDNA

断片を PCRにより増幅した。SalIおよび PstIで消化した PCR産物を pMALc2x

ベクター（New England Biolabs）の SalI-PstI部位に挿入して pMALc2X-SRK2D、

SRK2D K52Nを得た。 

 

1-2. GST融合、あるいはMBP融合組換えタンパク質の発現、精製 

pGEX-4T-2 ベクターに基づいたプラスミド、あるいは pMALc2X ベクターに

基づいたプラスミドを用いて Escherichia coli BL21-Gold 株  (DE3; Agilent 

Technologies)を形質転換した。形質転換体は、200 mg/Lのアンピシリンナトリウ

ムを含む LB 寒天培地上で選抜した。形質転換体を 37ºC でアンピシリン含有

2×YT液体培地 [16 g/L Bacto Tryptone (BD Biosciences)、10 g/L Bacto Yeast extract 
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(BD Biosciences)、5 g/L塩化ナトリウム、pH 7.0 (NaOH)、200 mg/L アンピシリ

ンナトリウム（明治製菓）]を用いて OD600 = 1.0に達するまで増殖させて、終濃

度 0.1 mMになるように Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）溶液を加

え、16ºC で一晩振とう培養した。glutathione S-transferase（GST）融合組換えタ

ンパク質の精製では、培養後の菌体からタンパク質を抽出し、glutathione 

sepharose 4B（GEヘルスケア・ジャパン）を用いて GST融合組換えタンパク質

の精製をおこなった。タンパク質の抽出および GST融合組換えタンパク質の精

製は付属の方法に従った。maltose-binding protein （MBP）融合組換えタンパク

質の精製では、培養後の菌体からタンパク質を抽出し、amylose resin（New 

England Biolabs）を用いてMBP融合組換えタンパク質の精製をおこなった。タ

ンパク質の抽出およびMBP融合組換えタンパク質の精製は付属の方法に従った。 

 

1-3. 試験管内リン酸化反応 

プロテインキナーゼアッセイ buffer [50 mM Tris-HCl (pH7.5)、100 mM NaCl、5 

mM MnSO4、0.5 mM CaCl2、2 mM DTT、10 µM ATP、10 µCi [γ-32P]ATP] を含

む 15 µL 反応系において、組換えタンパク質あるいはミエリン塩基性タンパク

質を反応させた。リン酸化反応は 30ºCで 60分間おこない、5 µLの 4×SDS-PAGE 

サンプルバッファー[200 mM Tris-HCl (pH6.8)、8 mM EDTA、4% (w/v) SDS、0.2% 

(w/v) ブロモフェノールブルー、20% (v/v) 2-メルカプトエタノール、40% (v/v) グ

リセロール]を加えて 95ºCで 3分間処理することで、反応を停止させた。リン酸

化反応後のタンパク質溶液を SDS-PAGE に供し、その後ゲルを乾燥させてイメ

ージングプレート(BAS-MS、富士フィルム)に 1日間さらした。放射性標識され

たリン酸残基の取り込みは、FLA-5000（富士フィルム）を用いたオートラジオ

グラフィーによって可視化した。反応に供したタンパク質レベルは泳動後のゲ

ルの Coomassie Brilliant Blue（CBB）染色によって確認した。 
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2. vha2 vha-a3二重変異体の作出 

II-2-1.の方法と同様におこなった。VHA-A2 の機能欠損変異体 vha-a2 

(SALK_142642C; Col-0 ecotype) と VHA-A3の機能欠損変異体 vha-a3 (CS859757; 

Col-0 ecotype) とを交配することにより、vha2 vha-a3二重変異体を作出した。各

遺伝子の T-DNA 挿入は、表 5 に示すプライマーを用いた各植物のゲノム DNA

を鋳型とする PCRにより確認した。 

 

3. 寒天培地を用いた高濃度の外界Mg2+条件下における植物の生育試験 

II-2-9-2.の方法と同様におこなった。 

 

4. 寒天培地を用いた高濃度の外界 Zn2+条件下における植物の生育試験 

1.2%の Bacto Agarで固化した GM寒天培地に各植物体の種子を播種して 4ºC

で 3日間低温処理した。その後、プレートを垂直に立てた状態で明期（60±10 µmol 

photons/m2/s）16 時間/暗期 8 時間、22ºC 条件の育成室内で 4 日間生育させた。

150 µM ZnCl2含有 1/10*MS寒天培地（0.5%スクロースを含み、1.2%の Bacto Agar

で固化）に発芽後 4 日目の幼植物体を移植し、プレートを垂直に立てた状態で

明期(60±10 µmol photons/m2/s)16時間/暗期 8時間、22ºC条件の育成室内でさらに

14日間生育させた。植物体の写真を撮影後、各植物体の生体重を測定した。 

 

5. 酵母ツーハイブリッド法による物理的相互作用の解析 

5-1. MRS2-1、MRS2-3、MRS2-5 あるいは MRS2-7 の N 末端側断片を pGBKT7

ベクターに挿入したプラスミドの作製 

MRS2-1、MRS2-3、MRS2-5 あるいは MRS2-7 の N 末端側断片をコードする

領域を PCRにより増幅した。SmaIで消化した PCR産物を pGBKT7の平滑末端

化した BamHI 部位に挿入して、pGBKT7-MRS2-1、MRS2-3、MRS2-5、MRS2-7

を得た。 
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5-2. 酵母ツーハイブリッドアッセイ 

I-1-2-9-2.の方法と同様におこなった。 
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III-3-3. 結果 

SRK2Dと CIPK26の分子レベルでの機能的関連性を明らかにするために、試

験管内リン酸化反応系において SRK2D の CIPK26 によるリン酸化あるいは

CIPK26の SRK2Dによるリン酸化が起こり得るかどうかを評価した（図 35、36）。

マルトース結合タンパク質（MBP）融合 SRK2D組換えタンパク質（SRK2D-MBP）

およびグルタチオン S-トランスフェラーゼ（GST）融合 CIPK26 組換えタンパ

ク質（CIPK26-GST）は、試験管内リン酸化反応系においてそれぞれ自己リン酸

化活性およびミエリン塩基性タンパク質（Myelin basic protein）に対するプロテ

インキナーゼ活性を示した（図 35、レーン 1、3、6および 8）。SRK2D-MBPお

よび CIPK26-GSTの自己リン酸化活性により、SRK2Dと CIPK26間のリン酸残

基転移反応を評価することが難しいため、自己リン酸化活性を欠損した活性欠

損型 SRK2D-MBPおよび CIPK26-GSTの作出を試みた。CIPK26の 42番目のリ

ジン残基および SRK2D の 52 番目のリジン残基は、多くのプロテインキナーゼ

においてよく保存されており、そのキナーゼ活性に必要不可欠なリジン残基

（Hanks et al., 1988）に対応する。CIPK26の 42番目のリジン残基をアスパラギ

ン酸残基に置換した組換えタンパク質（CIPK26K42N-GST）、あるいは SRK2D の

52 番目のリジン残基をアスパラギン酸残基に置換した組換えタンパク質

（SRK2DK52N-MBP）は、試験管内リン酸化反応系において自己リン酸化活性お

よびミエリン塩基性タンパク質に対するプロテインキナーゼ活性を欠損してい

ることが確認された（図 35、レーン 2、4、7および 9）。そこで、CIPK26K42N-GST 

あるいは SRK2DK52N-MBPを基質とする試験管内リン酸化反応をおこなった（図

36）。 

その結果、SRK2D-MBPによる CIPK26K42N-GSTのリン酸化のシグナルは検出

されなかった（図 36、レーン 3）。一方、CIPK26-GST による SRK2DK52N-MBP

のリン酸化シグナルが検出された（図 36、レーン 6）。 
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vha-a2 vha-a3二重変異体を作出し、高濃度の外界Mg2+条件における生育試験

に供した（図 37）。20 mM MgCl2条件下において、srk2d/e/i 三重変異体および

cipk26/3/9/23 四重変異体では前述（図 27）のように生育阻害が観察されたが、

vha-a2 vha-a3二重変異体は、顕著な生育阻害を示さなかった（図 37A）。生育後

の生体重を測定して相対生体重を求めたところ、20 mM MgCl2条件下において、

vha-a2 vha-a3二重変異体は野生型株（WT）と同程度の相対生体重値を示した（図

37B）。 

vha-a2 vha-a3二重変異体では、細胞質と液胞間の電気化学ポテンシャル差の

低下により過剰な Zn2+を液胞に輸送する能力が低下しているため、この変異体

は過剰な ZnCl2に高感受性を示すことが報告されている（Krebs et al., 2010）。150 

µM ZnCl2含有培地上において、野生型株（WT）、srk2d/e/i三重変異体、cipk26/3/9/23

四重変異体および vha-a2 vha-a3二重変異体を生育させたところ、vha-a2 vha-a3

二重変異体は顕著な生育阻害を示した（図 38A）。一方、野生型株、srk2d/e/i 三

重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体は 150 µM ZnCl2含有培地上において同

程度に生育した（図 38A）。この結果は、生育後の生体重を測定して算出された

相対生体重値によって支持された（図 38B）。 

 

酵母ツーハイブリッド法により、MRSファミリーに属するMg2+トランスポー

ターが CIPK26あるいは SRK2Dと物理的に相互作用し得るかどうかを検証した

（図 39）。シロイヌナズナのMRSファミリーに属するMg2+トランスポーターは、

その C 末端付近に 2 つの膜貫通領域をもち、N 末端側に比較的大きな推定細胞

質ドメインをもつ（Gebert et al., 2009）。試験した範囲において、MRS2-1、

MRS2-3/MGT4、MRS2-5およびMRS2-7/MGT7の N末端側断片が、CIPK26と酵

母において物理的に相互作用することが示された（図 39）。一方、MRS2-1、

MRS2-3/MGT4、MRS2-5 および MRS2-7/MGT7 の N 末端側断片と SRK2D との

酵母における物理的な相互作用は検出されなかった（図 39）。 
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次に、試験管内リン酸化反応系を用いて、MSR2-5の N末端側断片が CIPK26

あるいは SRK2Dによってリン酸化されるかどうかを検証した（図 40）。その結

果、CIPK26-GSTと GST融合MRS2-5 N末端側断片（MRS2-5 Nter-GST）とを共

存させると、MRS2-5 Nter-GSTのリン酸化が検出された（図 40、レーン 6）。一

方、SRK2D-MBP を MRS2-5 Nter-GST と共存させると、非常に弱い MRS2-5 

Nter-GSTのリン酸化シグナルが検出された（図 40、レーン 8）。 
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III-3-4. 考察  

試験管内リン酸化反応系において、CIPK26K42N-GSTは SRK2D-MBPによって

リン酸化されないこと、および SRK2DK52N-MBPは CIPK26-GSTによってリン酸

化されることが示された（図 36）。このことから、CIPK26 は SRK2D の基質に

なり得ないこと、および SRK2Dが CIPK26の基質となり得ることが示唆された。

今後、植物体における SRK2D と CIPK26との分子レベルでの関連性に関する洞

察を得るために、CIPK26 による SRK2D のリン酸化が植物体内で起こるかどう

かを評価することが必要だと考える。 

高濃度の外界Mg2+条件において、vha-a2 vha-a3二重変異体は野生型株と同程

度の生育を示した（図 37）。このことから、液胞膜上の V-ATPase活性が低下し

ていても、高濃度の外界 Mg2+条件における生育には直接的には影響しないこと

が示された。また、srk2d/e/i、cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変

異体で観察される高濃度の外界Mg2+条件での生育阻害は、液胞膜上の V-ATPase

活性の低下によって引き起こされているのではなく、別の過程の異常によって

引き起こされていることが示唆された。さらに、srk2d/e/i 三重変異体および

cipk26/3/9/23四重変異体が 150 µM ZnCl2含有培地上において野生型株と同程度

の生育を示した結果（図 38）は、これら変異体において液胞膜上の V-ATPase

活性が低下していないことを示唆している。 

本研究では、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体が土植え時

に示した生育阻害の表現型（図 18C、18F）が、cax1/cax3 二重変異体や vha-a2 

vha-a2 二重変異体が示す生育表現型と類似していることに着目した。しかしな

がら、高濃度の外界 Mg2+に対して、cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23

四重変異体が高感受性を示す（図 27）のに対し、vha-a2 vha-a3二重変異体は野

生型株と同程度の感受性を示した（図 37）。一方、cax1/cax3 二重変異体は高濃

度の外界 Mg2+に対して低感受性を示すことが報告されている（Cheng et al., 

2005）。このことからも、高濃度の外界Mg2+に対する cipk26/3/9三重変異体およ
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び cipk26/3/9/23四重変異体の生理応答は、cax1/cax3二重変異体や vha-a2 vha-a3

二重変異体のそれとは異なることが示唆される。cax1/cax3二重変異体や vha-a2 

vha-a2二重変異体でみられる生育阻害は、地上部における Ca欠乏が伴うことが

報告されている（Cheng et al., 2005、Krebs et al., 2010）。水耕栽培系や寒天培地で

の評価系において、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体の地上

部では生育阻害に伴った Ca 含量の低下がみられていること（図 23C、28）、ま

た、土植えで生育させた cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体の

地上部では、野生型株と比較してCa含量が低下する傾向がみられていること（未

記載）から、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体の土植え時の

生育阻害は、Ca欠乏に起因しているのかもしれない。 

MRS ファミリーに属する Mg2+トランスポーターである MRS2-5 の N 末端側

断片は、酵母において CIPK26と物理的に相互作用し（図 39）、試験管内リン酸

化反応系において CIPK26 によってリン酸化された（図 40）。このことから、

MRS2-5 は CIPK26 の下流標的の有望な候補のひとつであることが示唆された。

今後、MRS2-5が CIPK26の下流の標的基質であることを示すために、植物体内

においてMRS2-5が CIPK26と相互作用するかどうか、また、植物体内において

MRS2-5が CIPK26によってリン酸化されるかどうかを検証していく必要がある。 
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第 3章  第 4節  総合考察  

aba2-1変異体および srk2d/e/i三重変異体が高濃度の外界Mg2+条件下に同程度

の高感受性を示すこと（図 33）や、サブクラス III SnRK2が ABAシグナル伝達

経路の主要な正の調節因子であること（Fujii and Zhu, 2009、Fujita et al., 2009、

Nakashima et al., 2009）を考慮すると、ABAはサブクラス III SnRK2を介したシ

グナル伝達経路を通じて高濃度の外界 Mg2+条件下において植物の生育を調節し

ている可能性が高いと考えられる。今後、ABA2および SRK2D/E/Iの双方が欠損

した四重変異体、aba2-1/srk2d/e/i の高濃度の外界 Mg2+に対する感受性を評価す

ることで、ABA を介した高濃度の外界 Mg2+における生長調節がサブクラス III 

SnRK2を介して制御されているかどうかを明らかにできると期待される。 

ABAを介したサブクラス III SnRK2依存的な転写制御に関わるAREB/ABF転

写因子群の変異体、areb1/areb2/abf3三重変異体ではMg2+に対する高感受性は観

察されないこと（図 33）、さらに、ABA に応答した気孔閉鎖の主要な制御因子

である SRK2E/OST1の変異体（srk2e）においてもMg2+に対する高感受性は観察

されないこと（図 30B）から、サブクラス III SnRK2は、浸透圧ストレスに応答

した遺伝子発現および気孔閉鎖の制御系とは独立した制御系を介して、Mg2+感

受性を調節していることが示唆される。現時点では、サブクラス III SnRK2を介

した Mg2+に対する感受性調節が浸透圧ストレス耐性獲得の過程において何らか

の役割を果たしているかどうかは不明であるが、乾燥ストレス耐性獲得におけ

るサブクラス III SnRK2を介した ABAシグナル伝達経路の中枢的な役割（Fujita 

et al., 2009）を考慮すると、Mg2+に対する感受性調節制御系は、植物が乾燥スト

レス耐性を獲得するうえで何らかの役割を担っているのかもしれない。今後、

種々の Mg2+濃度条件下で生育させた植物体の乾燥ストレス耐性能を評価してい

くことで、乾燥ストレス耐性獲得における Mg2+の役割の一端が理解されると期

待される。 

高濃度の外界 Mg2+条件において、srk2d/e/i、cipk26/3/9 三重変異体および
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cipk26/3/9/23四重変異体は生育阻害を示すにも関わらず、それらの地上部におい

て、野生型株と比較してMg含量の有意な低下が観察された（図 27、28）。これ

らの結果は、これら変異体において細胞内の Mg2+恒常性が撹乱されていること

を示唆している。しかしながら、現時点では細胞内のどこで、どのように Mg2+

恒常性が撹乱されているのかは明らかではない。 

高濃度の外界Mg2+条件下では、植物体地上部のMg含量が顕著に増加するが

（図 28）、種々の酵素反応を適正に進行させるために、細胞質や各細胞小器官に

おける Mg2+濃度は厳格に制御されていなければならない。そのため、過剰な

Mg2+を液胞へ輸送し、細胞内の Mg2+濃度を調節する機構を植物は有している。

実際、高濃度の Mg2+を含む水耕液で生育させたシロイヌナズナの葉肉細胞内の

液胞では、80 mM 程度までの Mg2+の蓄積がみられることから（Conn et al., 

2011a）、葉肉細胞内の液胞は、過剰な Mg2+を蓄積するためのプールとして機能

していることが推察されている。この報告および図 28の結果を考慮すると、現

時点では実験的証拠はないが、 srk2d/e/i、 cipk26/3/9 三重変異体および

cipk26/3/9/23 四重変異体で観察される高濃度の外界 Mg2+に対する高感受性は、

少なくとも一部分において、液胞への Mg2+輸送能が低下していることに起因し

ている可能性が考えられる。 

液胞膜局在 V-ATPase活性が著しく低下した変異体、vha-a2 vha-a3二重変異

体は、高濃度の外界 Mg2+に対して野生型株と同程度の感受性を示したことから

（図 37）、srk2d/e/i、cipk26/3/9三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体で観察

される高濃度の外界 Mg2+に対する高感受性は、液胞膜上の V-ATPase 活性の低

下によって引き起こされているのではなく、別の過程の異常によって引き起こ

されていることが示唆された。この考えは、液胞膜局在のMRS2-5が CIPK26の

リン酸化の標的となり得ること（図 40）と矛盾しないと考える。今後、MRS2-5

が植物体で CIPK26の標的となるかどうか更なる検証が必要ではあるが、この結

果は、CIPK26がリン酸化を介してMRS2-5の翻訳後制御に関与している可能性
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を示している。今後、srk2d/e/i、cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重

変異体における種々の細胞小器官、例えば液胞内のMg2+濃度を測定することで、

細胞内のどこで、どのように Mg2+恒常性が影響を受けているのかをより深く理

解できると期待される。 

試験管内リン酸化反応系において、SRK2DK52N-MBPが CIPK26-GSTによって

リン酸化された（図 36）。この結果をふまえると、CIPK26 は SRK2D の上流の

制御因子として機能しており、少なくとも一部分において、SRK2Dのリン酸化

を通じて高濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生長を調節しているのかもし

れない。この考えは、高濃度の外界Mg2+に対して、srk2d/e/i/cipk26/3/9/23七重変

異体が cipk26/3/9/23 四重変異体と同程度の感受性を示した結果（図 32）と矛盾

しないと考える。つまり、cipk26/3/9/23四重変異体に対して、さらに SRK2D/E/I

遺伝子を欠損させても高濃度の外界 Mg2+に対する感受性には付加的な影響がな

いことをふまえると、高濃度の外界 Mg2+条件下において植物の生長を調節して

いるサブクラス III SnRK2の機能は、CIPK26/3/9/23に依存していることが推察

される。今後、CIPK26 による SRK2D のリン酸化が植物体内で起こり得るかど

うか、およびそのリン酸化が SRK2D の活性に与える影響を評価することで、

CIPK26と SRK2Dとの機能的な関連性がより鮮明に理解されると考える。 
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第 4章   本研究の総合考察  

細胞内に豊富に存在しているマグネシウムイオン（Mg2+）は、DNA、RNAお

よび ATPなどのリン酸化合物の安定化に関与しており、また多くの酵素の機能

に必須である。植物において、Mg2+はクロロフィル分子のポルフィリン環に配

位しており、光合成において必須な機能を担っている。植物体における Mg2+の

重要性にも関わらず、外界のイオン濃度の変化に応答して細胞の Mg2+恒常性を

調節する機構に関する知見は乏しい。近年、MRSファミリーに属するMg2+トラ

ンスポーターが低濃度の外界 Mg2+条件下における植物の生育維持において重要

な役割を担っていることが明らかにされたが（Gebert et al., 2009、Lenz et al., 

2013）、それらトランスポーターの発現制御や活性制御についてはほとんど明ら

かにされていない。また、高濃度の外界 Mg2+条件下において植物がどのように

生育を維持しているのか不明なままであった。 

本研究により、2 つの異なるファミリーに属するプロテインキナーゼ、サブ

クラス III SnRK2（SRK2D/E/I）と CIPK26/3/9/23 が、シロイヌナズナにおいて

Mg2+感受性を調節する主要な調節因子として機能していることを明らかにした。

サブクラス III SnRK2に関する多くの先行研究では、水分欠乏ストレスに応答し

た ABAシグナル伝達経路の主要な調節因子としてのサブクラス III SnRK2の生

理機能が着目されてきた（Mustilli et al., 2002、Kobayashi et al., 2005、Fujii and Zhu, 

2009、Fujita et al., 2009、Nakashima et al., 2009）。また、CIPK26/3/9/23に関する

先行研究により、各 CIPK遺伝子の独立した機能が特徴付けられてきた（Kim et 

al., 2003、Li et al., 2006、Xu et al., 2006、Cheong et al., 2007、Pandey et al., 2007、

Drerup et al., 2013、Kimura et al., 2013、Lyzenga et al., 2013）。本研究により、サ

ブクラス III SnRK2および CIPK26/3/9/23が、今までに特徴付けされたそれらの

機能に加えて、新規な生理応答、すなわち高濃度の外界 Mg2+条件における植物

の生育維持を調節する役割を果たしていることが見いだされた。また、cipk26/3/9

三重変異体および cipk26/3/9/23四重変異体は通常生育レベルの濃度の外界 Mg2+



 131 

に対して高感受性を示したことから（図 23A）、CIPK26/3/9/23は、通常の生育条

件において植物が Mg2+恒常性を維持するための基本的な役割も担っていること

が示唆された。 

最近、NADPHオキシダーゼのひとつである RBOHFが、SRK2E/OST1あるい

は CIPK26によってリン酸化され得ることが示された（(Sirichandra et al., 2009、

Drerup et al., 2013、Kimura et al., 2013)。現時点では、SRK2E/OST1によるリン酸

化が RBOHFの活性に与える影響は不明なままであるが、CIPK26は、HEK293T 

細胞においてCBL1およびCBL9と協調してRBOHFの活性を上昇できることが

示されている（Drerup et al., 2013）。これらの報告と、本研究で明らかにした植

物体における SRK2D あるいは SRK2E/OST1 と CIPK26 との物理的な相互作用

（図 8、11）を考慮すると、サブクラス III SnRK2および CIPK26が、Mg2+恒常

性の維持に関与する共通の下流標的をもち、協調的なリン酸化を介してそれら

標的の活性を調節している可能性が考えられる（図 41）。哺乳類細胞の Ser/Thr

プロテインキナーゼである mammalian Target of Rapamycin (mTOR)が、独立した

タンパク質複合体である”mTORC1”と”mTROC2”を形成し、それぞれの複合体が

異なる生理応答を制御していること（Bracho-Valdés et al., 2011）をふまえると、

植物体内においてサブクラス III SnRK2は、浸透圧ストレスに応答して遺伝子発

現や気孔閉鎖の制御を担う SnRK2 タンパク質複合体とは別に、CIPK26/3/9/23

と”SnRK2-CIPK”タンパク質複合体を形成して、高濃度の外界Mg2+条件下におい

て植物の生長を維持する機能を果たしているのかもしれない。 

一方、MRS2-5 は SRK2D の基質とはならず、CIPK26 の基質となり得ること

（図 40）を考慮すると、CIPK26 は、”SnRK2-CIPK”タンパク質複合体を介した

制御系とは別に、SRK2Dに依存しない経路を介して高濃度の外界Mg2+に対する

感受性調節を担っていることが示唆される（図 41）。サブクラス III SnRK2の標

的とはならない CIPK26 特異的な標的が存在するという考えは、高濃度の外界

Mg2+条件下において cipk26/3/9 三重変異体および cipk26/3/9/23 四重変異体が
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srk2d/e/i 三重変異体よりも顕著な生育阻害を示す結果（図 27）を説明できるか

もしれない。 

CIPK26遺伝子を過剰発現する形質転換シロイヌナズナは、高濃度の外界Mg2+

条件下および低濃度の外界 Ca2+条件下においてベクター対照ラインと比較して

優れた生長能力を示した（図 25、26）。高濃度の外界 Mg2+や低濃度の外界 Ca2+

によって引き起こされる低 Ca:Mg モル比条件は、蛇紋岩土壌でみられる特徴の

ひとつである。蛇紋岩土壌を含む一部地域では作物の生長障害が問題となって

いる。CIPK26遺伝子に近縁な遺伝子は陸上植物において広く保存されているこ

と（図 12B）から、シロイヌナズナ以外の植物種における CIPK26相同遺伝子の

機能を今後明らかにしていくことで、陸上植物の Mg2+感受性調節において

CIPK26相同因子がどの程度普遍的な役割を担っているかが明らかにされ、蛇紋

岩土壌においても生育障害が生じにくい作物や、Mg あるいは Ca などの必須元

素の吸収能の向上した作物の分子育種への展開が期待できる。 

本研究により、2 つの異なるファミリーに属するプロテインキナーゼ、サブ

クラス III SnRK2および CIPK26/3/9/23が、高濃度の外界Mg2+条件下においてシ

ロイヌナズナ植物体の生長を維持するための重要な役割を担っていることが明

らかにされた。本研究は、これらプロテインキナーゼを介したリン酸化シグナ

リングが植物の Mg2+感受性を調節していることを示している。将来の研究にお

いて、これらプロテインキナーゼの標的基質であり、高濃度の外界 Mg2+条件下

における Mg2+感受性を調節している因子の同定を通じて、外界のイオン濃度の

変化に応答して植物がいかに細胞内の Mg2+恒常性を制御しているのかをより深

く理解できると期待される。 
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 表  5. 本研究で用いたプライマー配列のリスト  
遺伝子 /派生物  AGIコード  プライマーの名前  配列  
    
pGBKT7関連コンストラクトの構築に用いたプライマー  

SRK2D At3g50500 SRK2DFL-EcoRV-F 5'-AAAGATATCATGGATCCGGCGACTAATTC-3' 

  SRK2DFLns-EcoRV-R 5'-AAAGATATCGAGAGCATAAACTATCTCTCC-3' 

SRK2D∆II At3g50500 SRK2DFL-EcoRV-F 5'-AAAGATATCATGGATCCGGCGACTAATTC-3' 

  SRK2D∆II-EcoRV-R 5'-AAAGATATCCGGAATCGTAGCCTCCG-3' 

SRK2D∆I At3g50500 SRK2D_ΔI_F1 5'-ACTGTTCGTAATCGTTGCCTC-3' 

  SRK2D_ΔI_R1 5'-GATCCTCGATATTAGATGGCG-3' 

SRK2D∆I, II At3g50500 SRK2DFL-EcoRV-F 5'-AAAGATATCATGGATCCGGCGACTAATTC-3' 

  SRK2D∆I,II-EcoRV-R 5'-AAGATATCTGGTAGATTCTTCAAGAACC-3' 

SRK2D_RD At3g50500 2D_domain I-EcoRV-F 5'-AAGATATCGGTGATTTGATGGATGAGAAC-3' 

  SRK2DFLns-EcoRV-R 5'-AAAGATATCGAGAGCATAAACTATCTCTCC-3' 

SRK2D_domain I At3g50500 2D_domain I-EcoRV-F 5'-AAGATATCGGTGATTTGATGGATGAGAAC-3' 

  2D_domain I-EcoRV-R 5'-AAGATATCCGGAATCGTAGCCTCCGATA-3' 

SRK2D_domain II At3g50500 2D_domain II-EcoRV-F 5'-AAGATATCACTGTTCGTAATCGTTGCC-3' 

  SRK2DFLns-EcoRV-R 5'-AAAGATATCGAGAGCATAAACTATCTCTCC-3' 

SRK2E At4g33950 SRK2EFL-SmaI-F 5'-TCCCCCGGGATGGATCGACCAGCAGTGAG-3' 

  SRK2EFLns-SmaI-R 5'-TCCCCCGGGCATTGCGTACACAATCTCTCC-3' 

SRK2I At5g66880 2I/bK7/Eco/n 5'-GGGGAATTCATGGATCGAGCTCCGGTG-3' 

  2I/bK7/Pst/c 5'-GGGGGCTGCAGGTTAGAGAGCGTAAACTATC-3' 

SRK2C At1g78290 SRK2CFL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGAGAGGTACGAAATAGTG-3' 

  SRK2CFLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGCAAAGGGGAAAGGAGATCAG-3' 

SRK2F At4g40010 2F/bK7/Eco/n 5'-GGGGAATTCATGGAGAGATACGACATC--3' 

  2F/bK7/Pst/c 5'-GGGGGCTGCAGGTCATAGAGCACATACGAAATC-3' 

SRK2A At1g10940 SRK2A,BFL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGACAAGTACGAGCT-3' 

  SRK2AFLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGACTTATTCTCACTTCTCCACTTG-3' 

SRK2B At1g60940 SRK2A,BFL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGACAAGTACGAGCT-3' 

  SRK2BFLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGACTGACTCGGACTTCTCC-3' 

SRK2G At5g08590 SRK2GFL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGACAAGTATGACGTTGTC-3' 

  SRK2GFLns- SmaI-R 5'-CCCCCGGGAGCTTTGTCAGACTCTTGAC-3' 

SRK2H At5g63650 SRK2HFL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGACAAGTATGAGGTTGTG-3' 

  SRK2HFLns- SmaI-R 5'-CCCCCGGGAGCTTTGGGAGGCTCTTGAC-3' 

SRK2J/SnRK2.9 At2g23030 SRK2JFL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGAGAAGTATGAGATGGTG-3' 

  SRK2JFLns- SmaI-R 5'-CCCCCGGGTGCGTAATCATCATACCATTCTTC-3' 

MRS2-1_N-terminal region At1g16010 2-1Nter-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGTCTGAGCTAAAAGAGCGC-3' 

  2-1Nter-SmaI-R 5'-CCCCCGGGCAACTCGAACTGGATCAGCTG-3' 

MRS2-3_N-terminal region At3g19640 2-3Nter-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGAGAGGAGCTAGACCCG-3' 

  2-3Nter-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTGTTAGCATCACACCCATCTG-3' 

MRS2-5_N-terminal region At2g03620 2-5Nter-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGGAGAACAACTAGATCC-3' 

  2-5Nter-SmaI-R 5'-CCCCCGGGCAGTTGAAACTGAATCAACTGATTC-3' 

MRS2-7_N-terminal region At5g09690 2-7Nter-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGCATTGGGTTTAAGCAGTG-3' 

  2-7Nter-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTAACATTAGCTCTAACTGAATCAGC-3' 
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pGADT7関連コンストラクトの構築に用いたプライマー  

CIPK26 At5g21326 26FL-SmaI-F 5'-TCCCCCGGGATGAATCGGCCAAAGGTTCAG-3' 

  26FLns-SmaI-R 5'-TCCCCCGGGTTTGCTTAGACCAGAGCTCTC-3' 

CIPK3 At2g26980 3.2FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGAATCGGAGACAGCAAGTG-3' 

  3FLst-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTCACTTTGCTGTTTCTTTCTTAAC-3' 

CIPK9 At1g01140 9FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGAGTGGAAGCAGAAGG-3' 

  9FLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTTGCTTTTGTTCTTCAGCGG-3' 

CIPK23 At1g30270 23FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGCTTCTCGAACAACGCC-3' 

  23FLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTGTCGACTGTTTTGCAATTGTC-3' 

CIPK24 At5g35410 24FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGACAAAGAAAATGAGAAGAG-3' 

  24FLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGAAACGTGATTGTTCTGAGAATC-3' 

ABI1 At4g26080 ABI1FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGAGGAAGTATCTCCG-3' 

  ABI1FLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGGTTCAAGGGTTTGCTCTTGAG-3' 

TSN2 At5g61780 TSN2FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGCGACTGGGGCAGCAAC-3' 

  TSN2FLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGCCCGCGACCCGGTTTCCTG-3' 

ACLB-1 At3g06650 ACLB-1FL-EcoRV-F 5'-AAGATATCATGGCTACGGGACAGCTATT-3' 

  ACLB-1FLns-EcoRV-R 5'-AAGATATCCTTGGTGTACAAGACATCTTC-3' 

SRK2D At3g50500 SRK2DFL-EcoRV-F 5'-AAAGATATCATGGATCCGGCGACTAATTC-3' 

  SRK2DFLns-EcoRV-R 5'-AAAGATATCGAGAGCATAAACTATCTCTCC-3' 

    
pGH-CIPK26pro:GUSおよびpGH-CIPK26pro:sGFP-CIPK26用にプロモーター領域を増幅するためのプライマー  

CIPK26 At5g21326 26pro_2033bp-SmaI-F 5'-CCCCCGGGAAGAGAGAGAGCCCAACAAC-3' 

  26pro_2033bp-SmaI-R 5'-CCCCCGGGCACTCCGAATGTTCACCTCTTG-3' 

    
pGH-35Spro:mCherry、pGH-35SproおよびpGH-35Spro:4×Mycベクターの構築に用いたプライマー  

CaMV 35S promoter - 35Spro-KpnI-F 5'-GGGGTACCCCCAGATTAGCCTTTTCAATTTC-3' 

  35Spro-KpnI-R 5'-GGGGTACCCGTGTTCTCTCCAAATG-3' 

mCherry - mCherry-BamHI-F 5'-AAAGGATCCATGGTGAGCAAGGGCG-3' 

  mCherry-+3'EcoRV-R 5'-TTAGATATCCTTGTACAGCTCGTCCATG-3' 

4×Myc - PstI-ATG-4×Myc-F1 5'-AACTGCAGATGGGGTTAATTAACGGTGAAC-3' 

  PstI-4×Myc-R1 5'-AACTGCAGGCTACCGTTCAAGTCTTCC-3' 

    
pGH-CIPK26pro:sGFP-CIPK26、pGH-35Spro:4×Myc-CIPK26およびpGH-35Spro:CIPK26用にタンパク質翻訳領域の増幅に用いたプライマー  

CIPK26 At5g21326 26FL-SmaI-F 5'-TCCCCCGGGATGAATCGGCCAAAGGTTCAG-3' 

  26FLst-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTTATTTGCTTAGACCAGAGCTC-3' 

    
pGH-35Spro:SRK2D-mCherry用にタンパク質翻訳領域の増幅に用いたプライマー  

SRK2D At3g50500 SRK2DFL-EcoRV-F 5'-AAAGATATCATGGATCCGGCGACTAATTC-3' 

  SRK2DFLns-EcoRV-R 5'-AAAGATATCGAGAGCATAAACTATCTCTCC-3' 

    
BiFC解析用にタンパク質翻訳領域の増幅に用いたプライマー  

SRK2D At3g50500 SRK2DFL-EcoRV-F 5'-AAAGATATCATGGATCCGGCGACTAATTC-3' 

  SRK2DFLns-EcoRV-R 5'-AAAGATATCGAGAGCATAAACTATCTCTCC-3' 

SRK2E At4g33950 SRK2EFL-SmaI-F 5'-TCCCCCGGGATGGATCGACCAGCAGTGAG-3' 

  SRK2EFLns-SmaI-R 5'-TCCCCCGGGCATTGCGTACACAATCTCTCC-3' 

SRK2C At1g78290 SRK2CFL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGAGAGGTACGAAATAGTG-3' 

  SRK2CFLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGCAAAGGGGAAAGGAGATCAG-3' 

CIPK26 At5g21326 26FL-SmaI-F 5'-TCCCCCGGGATGAATCGGCCAAAGGTTCAG-3' 

  26FLns-SmaI-R 5'-TCCCCCGGGTTTGCTTAGACCAGAGCTCTC-3' 



 136 

CIPK3 At2g26980 3.2FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGAATCGGAGACAGCAAGTG-3' 

  3FLns-SmaI-F 5'-CCCCCGGGCTTTGCTGTTTCTTTCTTAAC-3' 

CIPK9 At1g01140 9FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGAGTGGAAGCAGAAGG-3' 

  9FLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTTGCTTTTGTTCTTCAGCGG-3' 

CIPK23 At1g30270 23FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGCTTCTCGAACAACGCC-3' 

  23FLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTGTCGACTGTTTTGCAATTGTC-3' 

CIPK24 At5g35410 24FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGACAAAGAAAATGAGAAGAG-3' 

  24FLns-SmaI-R 5'-CCCCCGGGAAACGTGATTGTTCTGAGAATC-3' 

    
pGEX-4T-2関連コンストラクトの構築に用いたプライマー  

CIPK26 At5g21326 26FL-SmaI-F 5'-TCCCCCGGGATGAATCGGCCAAAGGTTCAG-3' 

  26FLst-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTTATTTGCTTAGACCAGAGCTC-3' 

CIPK26K42N At5g21326 CIPK26-K42N-For 5'-CTCAACATACTTGATAAGGAGAAGG-3' 

  CIPK26-K42N-Rev 5'-AGCCACGCGTTCTCCTGTC-3' 

MRS2-5_N-terminal region At2g03620 2-5Nter-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGGAGAACAACTAGATCC-3' 

  2-5Nter-SmaI-R 5'-CCCCCGGGCAGTTGAAACTGAATCAACTGATTC-3' 

    
pMALc2x関連コンストラクトの構築に用いたプライマー  

SRK2D At3g50500 SRK2DFL-SalI-F 5'-AAAGTCGACATGGATCCGGCGACTAATTC-3' 

  SRK2DFLst-PstI-R 5'-AAACTGCAGTCAGAGAGCATAAACTATCTCTCC-3' 

SRK2DK52N At3g50500 SRK2D-K52N-For 5'-GTTAACTACATCGAGAGAGGAG-3' 

  SRK2D-K52N-Rev 5'-AGCAACAAGCTCCTTGGTG-3' 

    T-DNA挿入の確認に用いたプライマー   

CIPK26 At5g21326 cipk26-1_LP 5'-GCGTGGCTCTCAAAATACTTG-3' 

  cipk26-1_RP 5'-CAGGAGCAGCATAGTTTGGAG-3' 

CIPK3 At2g26980 cipk3-1_LP 5'-ATCATCCACACAAAGTAGCCG-3' 

  cipk3-1_RP 5'-TTTTTGGCAAAAATCAACCAC-3' 

CIPK9 At1g01140 cipk9-1_LP 5'-ATTAGGGACCCACATGTCCTC-3' 

  cipk9-1_RP 5'-CCATCTTCCTGCATTCAAAAG-3' 

CIPK23 At1g30270 cipk23-1_LP 5'-GAGGCTTTTATACAGCCACCC-3' 

  cipk23-1_RP 5'-ATTTGTGGTCCCTGGCTAATC-3' 

VHA-A2 At2g21410 vha-a2-1-LP 5'-ACCTCTGGCTCAAAATTGTCC-3' 

  vha-a2-1-RP 5'-TCCACATGAATATAGCCCGAG-3' 

VHA-A3 At4g39080 vha-a3-1-LP 5'-TGGAAATGAGAAGCATGGATC-3' 

  vha-a3-1-RP 5'-ATTGGGTCCATTTTGAAAAGC-3' 

    RT-PCRに用いたプライマー   

CIPK26 At5g21326 cipk26-1_LP 5'-GCGTGGCTCTCAAAATACTTG-3' 

  cipk26-1_RP 5'-CAGGAGCAGCATAGTTTGGAG-3' 

CIPK3 At2g26980 3.2FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGAATCGGAGACAGCAAGTG-3' 

  3FLst-SmaI-F 5'-CCCCCGGGTCACTTTGCTGTTTCTTTCTTAAC-3' 

CIPK9 At1g01140 CIPK9FL-For 5'-ATGAGTGGAAGCAGAAGGAAGGCGACGCC-3' 

  CIPK9FLst-Rev 5'-TTATTGCTTTTGTTCTTCAGCGGCTGCATC-3' 

CIPK23 At1g30270 CIPK23FL-SmaI-F 5'-CCCCCGGGATGGCTTCTCGAACAACGCC-3' 

  CIPK23FLst-SmaI-R 5'-CCCCCGGGTTATGTCGACTGTTTTGCAATTG-3' 

TUB1 At1g75780 TUB1F 5'-ATCCCACCGGACGTTACAAC-3' 

  TUB1R 5'-TTCGTTGTCGAGGACCATGC-3' 
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定量リアルタイムRT-PCRに用いたプライマー   

CIPK23 At1g30270 23_qRT-For1 5'-GCGGTTGATTATTGTCATAGCA-3' 

  23_qRT-Rev1 5'-CCATTAGCATCCAAAAGCAAA-3' 

CIPK26 At5g21326 26_qRT-For1 5'-ACAAGTCAGGGGTGATGGTC-3' 

  26_qRT-Rev1 5'-GCCCCGTCATAACCTTGAT-3' 

18S rRNA - 18S rRNA-F 5'-AAACGGCTACCACATCCAAG-3' 

  18S rRNA-R 5'-CCTCCAATGGATCCTCGTTA-3' 
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