
 

 

 

 

植物ホルモン・ブラシノステロイドによる  

遺伝子発現調節機構に関する生化学的解析  

 

 

 

 

 

 

 

重田	
 友明  

2014 

 



 2 

 

 

 

 

Biochemical analysis of the mechanism for regulation 

of brassinosteroid-responsive gene expression in 

Arabidopsis cultured cells 

 

 

 

 

 

 

Tomoaki Shigeta 

2014 

  



 3 

目次  

略語一覧………………………………………………………………………………………6 

第 1章	
 総合緒言  

1-1節	
 総合緒言…………………………………………………………………………9 

1-2節	
 図表………………………………………………………………………………13 

第 2章  核画分に存在するブラシノステロイド（BR）応答性タンパク質  

の網羅的解析  

2-1節	
 緒言………………………………………………………………………………18 

2-2節	
 材料及び方法……………………………………………………………………20 

2-2-1項	
 植物材料及び培養条件……………………………………………………20 

2-2-2項	
 植物ホルモン及び生合成阻害剤の処理…………………………………20 

2-2-3項	
 細胞の形態学的解析………………………………………………………21 

2-2-4項	
 核の分画及びタンパク質の抽出…………………………………………21 

2-2-5項	
 タンパク質の前処理及び二次元電気泳動………………………………22 

2-2-6項	
 ゲル染色によるタンパク質の検出及びゲル画像の解析………………23 

2-2-7項	
 タンパク質の同定…………………………………………………………24 

2-3節	
 結果及び考察……………………………………………………………………27 

2-3-1項	
 ブラシノライド（BL）及びブラシナゾール（Brz）処理が 

シロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87の成長に与える効果………………27 

2-3-2項	
 BL及び Brz処理が核画分に存在するタンパク質の 

総量に与える影響…………………………………………………………29 

2-3-3項	
 核画分に存在する BR応答性タンパク質の存在量変化………………29 



 4 

2-3-4項	
 質量分析法による BR応答性タンパク質の同定 ………………………31 

2-3-5項	
 BL処理に対する BR応答性核タンパク質の初期応答…………………35 

2-4節	
 図表 ………………………………………………………………………………39 

第 3章	
 BR依存的に形成される Heat shock protein 90（HSP90）複合体  

の特性解析  

3-1節	
 緒言 ………………………………………………………………………………52 

3-2節	
 材料及び方法 ……………………………………………………………………55 

3-2-1 項	
 植物材料及び培養条件……………………………………………………55 

3-2-2 項	
 植物ホルモン及び各種阻害剤の処理……………………………………55 

3-2-3 項	
 プラスミドの構築…………………………………………………………55 

3-2-4 項	
 シロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87の形質転換…………………………57 

3-2-5 項	
 In vitroタンパク質合成及び脱リン酸化…………………………………58 

3-2-6 項	
 細胞の分画及びタンパク質の抽出………………………………………58 

3-2-7 項	
 イムノブロット……………………………………………………………59 

3-2-8 項	
 タンパク質の精製…………………………………………………………60 

3-2-9 項	
 In vitro共免疫沈降…………………………………………………………62 

3-2-10項	
 液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析 …………………………62 

3-2-11項	
 AlphaScreen…………………………………………………………………63 

3-2-12項	
 リアルタイム PCR…………………………………………………………63 

3-3節	
 結果及び考察 ……………………………………………………………………65 

3-3-1項	
 シロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87における HSP90複合体の 

細胞内分布及び分子特性 …………………………………………………65 



 5 

3-3-2項	
 HSP90を含む高分子複合体の BR依存的な質的量的変化 ……………66 

3-3-3項	
 抗 HSP90抗体を用いた免疫沈降画分に存在する HSP90.3の同定……67 

3-3-4項	
 BES1と HSP90の BR依存的な分子間相互作用 ………………………68 

3-3-5項	
 In vitroにおける BES1と HSP90.3の ATP依存的な分子間相互作用…70 

3-3-6項	
 BR生合成遺伝子のフィードバック制御における 

BES1/HSP90複合体の関与 ………………………………………………72 

3-4節	
 図表 ………………………………………………………………………………75 

第 4章  総合考察  …………………………………………………………………………86 

第 5章  要旨  ………………………………………………………………………………90 

第 6章  Summary …………………………………………………………………………92 

謝辞   …………………………………………………………………………………………94 

参考文献   ……………………………………………………………………………………96 

  



 6 

略語一覧  

 

ABA   Abscisic acid 

BAS1   PhyB activation-tagged suppressor 1 

BES1   Brassinosteroid insensitive 1-EMS-supressor 1 

BIM1   BES1-interacting Myc-like protein 1 

BIN2   Brassinosteroid insensitive 2 

BL   Brassinolide 

BN/SDS-PAGE  Two-dimensional blue native and sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis 

BR   Brassinosteroid 

BRI1   Brassinosteroid insensitive 1 

Brz   Brassinazole 

BSA   Bovine serum albumin 

BZR1   Brassinazole resistant 1 

CaMV 35S  Cauliflower mosaic virus 35S promoter 

CBB   Coomassie brilliant blue 

CIAP   Calf intestine alkaline phosphatase 

CPD   Constitutive photomorphogenesis and dwarfism 

DHFR   Dihydrofolate reductase 

DMSO   Dimethyl sulfoxide 

DTT   Dithiothreitol 
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DWF4   Dwarf 4 

ELF6   Early flowering 6 

GDA   Geldanamycin 

HATs   Histone acetyltransferases 

HAT1   Homeodomain leucine zipper protein 1 

HDACs   Histone deacetylases 

HD2B   Histone deacetylase 2B 

HF-BES1   6×His-FLAG-BES1 

HSP90   Heat shock protein 90 

IAA   Iodoacetamide 

IEF   Isoelectric focusing 

IWS1   Interact with spt6 1 

JPL   Jouanneau and Péaud-Lenoél 

KDM4B   K demethylase 4B 

LC-MS/MS  Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

MYBL2   Myeloblastosis family transcription factor-like 2 

MYB30   Myeloblastosis family transcription factor 30 

NAP1   Nucleosome assembly protein 1 

NSV   Normalized spot volume 

OA   Okadaic acid 

PP2A   Protein phosphatase 2A 

REF6   Relative of early flowering 6 



 8 

RT-PCR   Reverse transcription polymerase chain reaction 

SAM syn.2  S-adenosylmethionine synthetase 2 

SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SUMO   Small ubiquitin-like modifier 

TAP   Tandem affinity purification 

TBS-T   Tris buffered saline with Tween 20 

UBQ10   Polyubiquitin 10 

VIP3   Vernalization independence 3 

2D-PAGE   Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis 
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第 1章	
 総合緒言  

 

1-1節  総合緒言  

大地で固着生活を営む植物は、様々な環境変化に順応するための巧妙な内的制御

系を備えている。その一例として、植物ホルモン（植物生長調節物質）を伝達物質とし

た環境応答機構が挙げられる。すなわち、環境変化に遭遇した植物は、体内に保持され

ている（内生の）植物ホルモンの存在量を変化させることやそれに対する感受性を調節

することで、新しい環境に適応した形態や新規の代謝応答を構築する。また、環境応答

とは別に、植物ホルモンは遺伝的にプログラムされた発生や分化においても重要な役割

を果たしている。したがって、植物ホルモンの生理機能や作用機序、特に情報伝達経路

を解明することは、植物の発生や分化、外的刺激に対する応答の根幹をなす分子機構の

理解に不可欠である（Durbak et al., 2012; Vanstraelen and Benková, 2012）。 

ブラシノステロイド（BR）は、ステロイド骨格を持ち、非常に低濃度（ナノモル

水準）で細胞分裂の活性化や細胞伸長の促進、維管束系の分化、花成や老化の移行、光

形態形成の促進など多彩な生理現象を調節している植物ホルモンである（Clouse and 

Sasse, 1998）。近年では、BRは植物の光合成や呼吸、蒸散で重要な役割を果たす気孔の

形成を制御することも報告されている（Gudesblat et al., 2012; Kim et al., 2012; Khan et al., 

2013）。最も生理活性が強い BRとして、1979年にセイヨウアブラナの花粉からブラシ

ノライド（BL）が単離され、その化学構造が明らかにされた（Figure 1; Grove et al., 1979）。

現在では、数多くの類縁化合物が被子植物や裸子植物、シダ植物、コケ植物などから幅

広く発見されている。 

興味深いことに、BR はウイルス、細菌、カビなどの生物的ストレスや高温・低
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温、乾燥、塩などの非生物的ストレスに対する抵抗性を植物に付与すること、加えて、

不良環境下において種々の作物に生育改善効果や増収効果をもたらすことが報告され

ている（Khripach et al., 2000; Krishna, 2003; 岡本ら、2007; Divi and Krishna, 2009）。例え

ば、高温、乾燥、病原菌などの環境ストレス下に植物をおくと、無処理区に比べて BR

処理区の植物では生育が顕著に改善されていた（Nakashita et al., 2003; Kagale et al., 

2007）。しかしながら、BRの安定性や活性持続性が低いこと、適切な投与時期や部位が

特定されていないこともあり、実際に BR投与によって明確な効果が観察されないこと

も多い（Kamuro and Takatsuto, 1999）。 

上述のような背景の下、近年、BR の生合成や情報伝達に関与する遺伝子の人為

的な制御による作物の増産を目指した研究も広く展開されている。例えば、トウモロコ

シ、イネ、シロイヌナズナに由来する BR合成酵素・ステロール C22位水酸化酵素の遺

伝子を導入したイネは野生型に比べて分げつ数が増し、さらに種子の数や重量も増加す

ることが報告されている（Wu et al., 2008）。さらに、シロイヌナズナに由来する BR関

連転写因子Brassinazole resistant 1 (BZR1)の優性突然変異遺伝子 bzr1-1Dを過剰発現させ

たトマトは野生型に比べ、果実のカロテノイド量が増加することが観察されている（Liu 

et al., 2014）。また、実際に優良品種として広く栽培されているオオムギの渦系統（uzu

変異体）の原因遺伝子は、BRの受容体遺伝子 Hordeum vulgare Brassinosteroid insensitive 

1 (BRI1)の点突然変異体であることが解明されている（Chono et al., 2003）。加えて、半

矮性かつ耐雪性の品種であるソラマメの倫玲（rinrei 変異体）の形質がシロイヌナズナ

の BR生合成遺伝子 Dwarf1のオーソログ遺伝子 BR deficit dwarf 1の欠損変異に起因す

ることも報告されている（Fukuta et al., 2004）。上述の研究報告は、BRの作用機序に関

わる細胞内因子の働きを分子レベルで解明することが、BR の特性を作物育種に有効に
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活用する上で大変重要であることを示唆する。 

これまで、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）やイネ（Oryza sativa）を用いた

分子遺伝学的手法によって BR情報伝達に関与する様々な因子が同定され、これに関す

るモデルも提唱されている（Figure 2; Kim and Wang, 2010; Clouse, 2011; Ye et al., 2011; 

Guo et al., 2013; Zhu et al., 2013）。簡単に説明すると、BRが細胞膜上に局在する BRI1に

感知される（Li and Chory, 1997; Wang et al., 2001; Kinoshita et al., 2005）と、その情報は

様々なタンパク質のリン酸化・脱リン酸化反応を経て、最終的に転写因子である

BRI1-EMS-suppressor 1（BES1）及び BZR1に伝達される（Wang et al., 2002; Yin et al., 

2002）。BR が十分量存在しているとき、BES1/BZR1 転写因子をリン酸化する酵素

Brassinosteroid insensitive 2（BIN2）が不活化され（Kim et al., 2009）、同時に Protein 

phosphatase 2A（PP2A）が BES1及び BZR1を脱リン酸化する（Tang et al., 2011）。この

ようにして両転写因子は活性化されるとともに核に蓄積し（Ryu et al., 2007; 2010）、そ

れぞれ 250種及び 953種にもおよぶ標的遺伝子の発現を制御する（Sun et al., 2010; Yu et 

al., 2011）。一方、BRが枯渇しているとき、BIN2が BES1及び BZR1をリン酸化し、そ

れらの機能を不活化する（He et al., 2002）。 

上述のように、BR情報伝達経路の大筋は解明されてきたが、BES1及び BZR1を

始めとする核に局在するタンパク質がどのようにして数多くのBR応答性遺伝子の発現

を制御しているのか？、どのような生化学的な仕組みが存在するのか？という点は未だ

不明な点が多い。環境ストレスに対する応答やアブシシン酸（ABA）の情報伝達の下流

では、ヒストンタンパク質のメチル化やアセチル化により転写領域のクロマチン構造が

弛緩することで、遺伝子の発現が活性化することが明らかにされている（Chinnusamy et 

al., 2008; Kim et al., 2010）。しかし、BRによる転写制御とクロマチンリモデリングの関
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係性を示す結果は報告されていない。近年、BES1は標的遺伝子の制御を行う際に、種々

のタンパク質と複合体を形成することが分かってきた（Table 1）。これらのことより、

BR の制御下にある核タンパク質や BES1 が複合体を形成するパートナー・タンパク質

を同定し、それらの特性を生化学的に明らかにすることは、BR 情報伝達と標的遺伝子

の発現制御の両機構の全容解明にとって重要な課題であると考えられる。 

上記の生化学的解析を行うためには、均質な材料を一定量以上、しかも安定的に

入手する必要がある。そこで、本研究ではシロイヌナズナの生態型 Columbia の芽生え

から誘導された懸濁培養細胞 T87株を用いた。（Axelos et al., 1992）。当該研究室で行わ

れた従前の研究から、シロイヌナズナ芽生えの各器官は BRに対して異なる応答を示す

ことが分かっている（Tanaka et al., 2003）。例えば、シロイヌナズナの下胚軸や子葉の

成長は BL処理によって促進されるが、根の成長は阻害される。このことは BRに対す

る感受性や応答がそれぞれの器官や組織で異なっていることを示唆する。一方、T87細

胞は、比較的均質な細胞種から構成され、増殖速度も早いので、大量の材料を安定的に

入手することが可能である。加えて、それは ABAやサイトカイニンの作用機構に関す

る生化学的な研究に使用された実績もあるので（Yoshida et al., 2002; Yamada et al., 2004; 

Li et al., 2012）、BR情報伝達機構の生化学的解明を目指す本研究に適していると考えら

れる。 

著者は、BR 情報伝達に依存した遺伝子発現機構の一端を明らかにするため T87

細胞を用いた生化学的解析を行った。本論文では、これらの実験より得られた新知見を

報告する。なお、本論文の内容は大きく 2つの章から構成されている；内生の BR濃度

に応じて質的量的な変化を示す核タンパク質の検索と同定（第 2章）と BES1と複合体

を形成するタンパク質の解析（第 3章）である。 
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1-2節	
 図表  

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Structure of brassinolide and brassinazole 

Brassinolide (BL) is the most bioactive BR, which is synthesized from campesterol in 

Arabidopsis. Brassinazole 2001 (Brz), a specific BR biosynthesis inhibitor is a triazole 

derivative that inhibits a C-22 hydroxylase, DWARF4 activity. 
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Figure 2. A model of BR signaling in Arabidopsis 

(A) When BRs are not perceived by BRI1, BKI1 interacts with the C-terminus of BRI1 and 

inhibits kinase activity of BRI1. At the same time, the phosphorylated form of BIN2 

phosphorylates BES1 and BZR1, leading to their degradation by the 26S proteasome and/or 

cytoplasmic retention by their interaction with 14-3-3. As a result, they cannot accumulate in 

the nucleus and bind to DNA. (B) When BRs bind to BRI1, activated BRI1 associates with 

co-receptor BAK1 in addition to its phosphorylation and dissociation of BKI1. Released BKI1 

binds to 14-3-3 and inhibits its function. Further activated BRI1 by sequential 

transphosphorylation of BRI1 with BAK1 phosphorylates BSK1 and CDG1 kinases that interact 

with BSU1 phosphatase. BIN2 inactivated by BSU1 leads to 26S proteasome degradation. 

Concomitantly, PP2A phosphatase activates the phosphorylated form of BES1 and BZR1, 

resulting in increase of their accumulation in the nucleus. Subsequently, BES1 and BZR1 bind 

to E-box and BRRE motifs of promoter regions of BR-regulated genes to regulate their 

expression. For example, BES1 and BZR1 down-regulate BR biosynthesis genes. In addition, 

BES1 forms a protein complex with several partners to regulate genes for various BR responses. 

To terminate BR signaling, PP2A interacts with and then dephosphorylates activated BRI1, 

which is facilitated by its methylation by SBI1 produced in a BR-dependent manner. 

Abbreviations used in this figure are shown as follows: BRI1, BR insensitive 1; BKI1, BRI1 

kinase inhibitor 1; BIN2, BR insensitive 2; BES1, BRI1-EMS-supressor 1; BZR1, brassinazole 

resistant 1; BAK1, BRI1-associated receptor kinase 1; BSK1, BR signaling kinase 1; CDG1, 

constitutive differential growth 1; BSU1, BRI1 suppressor 1; PP2A, protein phosphatase 2A; 

BRRE, BR response element; SBI1, suppressor of BRI1; MYBL2, myeloblastosis family 

transcription factor-like 2; HAT1, homeodomain leucine zipper protein 1; BIM1, 

BES1-interacting Myc-like protein 1; MYB30, myeloblastosis family transcription factor 30; 

ELF6, early flowering 6; REF6, relative of early flowering 6; IWS1, interact with spt6 1; P, 

phosphorylation; Me, methylation. 
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Figure 3. Photographs of Arabidopsis cultured cells 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (ecotype Colombia) T87 suspension-cultured cells were 

maintained in JPL (Jouanneau and Péaud-Lenoël) medium with agar (A) or without agar (B). 

Cells were grown at 22 °C with orbital agitation (120 rpm) under a 16/8 h light dark regime. 

Every 14 days, 0.6 ml aliquots of cell suspension in (B) were transferred to 30 ml of fresh 

medium and incubated successively under the same conditions. (C) Microscopic observation of 

the cells. 
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Table 1. BES1-interacting proteins 

 

 

 

 

 

Abbreviation of each protein is shown as follows: BIM1, BES1-interacting Myc-like protein 1; 

MYB30, myeloblastosis family transcription factor 30; MYBL2, myeloblastosis family 

transcription factor-like 2; HAT1, homeodomain leucine zipper protein 1; ELF6, early 

flowering 6; REF6, relative of early flowering 6; IWS1, interact with spt6 1. 
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第 2章  核画分に存在するブラシノステロイド応答性タンパク質の網羅的解析  

 

2-1節  緒言  

 

本研究は、第 1章で述べたように、T87細胞を BR情報伝達の生化学的解析に利

用することを計画したが、内生 BR量の変化が T87細胞の生理的パラメーターに影響を

与えることを調べた報告は認められない。そこで、本章では最初に、活性型 BRである

BLや BR生合成酵素の阻害剤であるブラシナゾール（Brz）を T87細胞の培養液中に直

接投与することによって、BLや Brzが T87細胞の形態に与える影響を確認した。 

Brzは、自身のトリアゾール基を介して、BRの側鎖の 22位水酸化を触媒する

Cytochrome P450 monooxygenasesである DWARF4（DWF4）に直接結合し、その活性を

阻害する化合物である（Figure 2; Asami et al., 2000; 2001; Sekimata et al., 2001）。浅見ら

の報告によると、Brz（5 µM）を処理したニチニチソウの培養細胞において、新鮮重 1 g

あたりのBL量が 0.25 ngから検出限界以下に減少していた（Asami et al., 2001）。さらに、

Brzを投与し育てられたシロイヌナズナの芽生えは矮化し、暗緑色で曲がった葉を持つ

典型的な BR欠損変異体と同様な表現型を示した（Asami et al., 2000; Tanaka et al., 2003; 

2005）。これらの知見は、Brzによって植物細胞内の BR量が枯渇した結果、BRが作用

せずに異常な形態を示していることを推測させる。Brzを用いる利点として、BR欠損

変異体とは全く異なり、植物細胞内の BR量を低下させる時期を任意に設定できること

が挙げられる。もう１つの利点として、Brzによる BR量の枯渇の初期に生じる遺伝子

発現やタンパク質量の変化を処理直後から経時的に調べることが可能である。一方、

BR欠損変異体の場合では恒常的に BRが枯渇しているので、2次的影響を考慮する必
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要がある。 

本章では、BR応答性遺伝子の発現制御に関わると予想される因子の挙動を明ら

かにすることを最大の目的とした。そのために、BL処理や Brz処理によって内生の BR

濃度が変化した T87細胞から細胞核を調製した。そして、そこに存在するタンパク質を

2次元電気泳動法（2D-PAGE）によって網羅的に解析した。2D-PAGEは、様々な刺激

に応答して質的量的変化を示すタンパク質の網羅的な検出に有効な分析方法である。し

かしながら、2D-PAGEは様々な存在量を示すタンパク質を 1枚のゲル中で検出するた

め、存在量がわずかなタンパク質は解析が困難になるという短所を持つ。シロイヌナズ

ナから得られた全タンパク質の 2D-PAGE分析では、既知の BR情報伝達因子の検出に

は成功していない（Deng et al., 2007）。一方で、Tang et al.（2008）は、シロイヌナズナ

の膜画分に存在するタンパク質を限定的に解析することによって、BR情報伝達に関わ

る Brassinosteroid signaling kinase 1を発見した。この研究報告より、核に存在するタン

パク質に限定して、それらの挙動や特性を明らかにすることは、BR情報伝達に関わる

新規な因子の発見を可能にすることが予想される。 

上述のような背景の下、本研究では、BLや Brzの処理による内生 BR量の変化が

T87細胞の成長に及ぼす影響に加え、核画分中のタンパク質の存在量に与える影響を調

べた。さらに、その中で特に顕著に変化するタンパク質の同定も試みた。本章では、

BR応答性核タンパク質の解析結果に基づいて、BRによる遺伝子発現制御機構におけ

るそれらの役割について議論する。 
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2-2節  材料及び方法  

 

2-2-1項 植物材料及び培養条件 

 

シロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87株は、理化学研究所バイオリソースセンターよ

り分与して頂いた（Figure 3）。この細胞は Jouanneau and Péaud-Lenoél （JPL）（Jouanneau 

and Péaud-Lenoél, 1967）培地で培養した。液体培養した T87細胞の継代培養方法は以下

に示す通りである。2週間培養した細胞懸濁液 0.6 mLをクリーンベンチ内で新鮮な JPL

培地 30 mLを含む 100 ml容三角フラスコに移した。その後、22 °C、16時間明所、8時

間暗所のもと 120 rpmで旋回培養した。 

 

2-2-2項 植物ホルモン及び生合成阻害剤の処理 

 

ブラシノライド（BL）は、Brassino Co.（Toyama, Japan）より購入した。ブラシナ

ゾール 2001（Brz）は、東京大学大学院農学生命科学研究科の浅見忠男教授及び理化学

研究所名誉研究員の吉田茂男博士に分与して頂いた（Sekimata et al., 2001）。BLと Brz

はジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、それぞれ 0.1 mMと 5 mMのストック溶

液を調製した。その後、それらは-80℃で冷凍保存した。JPL培地 30 mLに 0.1 mM BL

や 5 mM Brzを 30 µL加え、終濃度 0.1 µM及び 5 µMとした。その後、BLや Brzを含

む JPL培地に、2週間培養した T87細胞の懸濁液を 2 mL加え、22 °C、16時間明所、8

時間暗所のもと 120 rpmで旋回培養した（0、2、4、8日間）。2-3-5項の実験では、継代

培養後 2日目の細胞懸濁液に BLを添加し、更に 0、6、12時間の培養を行った。 
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2-2-3項 細胞の形態学的解析 

 

細胞の乾燥重の計測は、以下の手順で行った。細胞懸濁液 10 mLを遠心管に移し、

遠心分離を行った（1000×g、5 分）。その後、上清の培地を完全に取り除き、遠心管内

の細胞を脱イオン水で 3回洗浄した。洗浄後の細胞は、-20 °Cで凍結させ、更に一晩の

凍結乾燥を行った。最後に、電子天秤で重量を測定し、あらかじめ測定しておいた遠心

管の重量を差し引くことで乾燥重とした。 

細胞の長径の計測は、以下のように行った。細胞懸濁液 1 mLを遠心分離（1000×g、

5分）し、培地上清を除去した。残渣の細胞を Olympus IX70倒立型顕微鏡（OLYMPUS 

Co., Tokyo, Japan）で観察し、デジタルカメラで無作為に撮影した。1試料につき、100

個の細胞の長径を定規で計測し、平均値を算出した。 

細胞の形態観察には、低真空型の走査電子顕微鏡である Miniscope TM-1000

（Hitachi High-TechnologiesCo., Tokyo, Japan）を使用した。観察の試料として、BL や

Brz を処理し、4 日間培養した細胞の懸濁液から培地を除いた残渣をカーボンシートの

上に広げたものを用いた。観察における顕微鏡の倍率は 200倍と 3000倍を採用した。 

 

2-2-4項 核の分画及びタンパク質の抽出 

 

T87細胞における核の分画及びタンパク質の抽出は、CelLytic Plant Nuclei（PN）  

Isolation/Extraction Kit（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を使用し、操作手順は付属のマニ

ュアルに従った。核の収量低下を防ぎ、多くの核タンパク質を抽出するため、核はショ

糖重層液による半精製によって調製した。また、単離した核画分中のタンパク質は、
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Bio-Rad Protein Assay（Bio-Rad laboratories, Hercules, CA）を用いて定量した。 

 

2-2-5項 タンパク質の前処理及び二次元電気泳動 

 

CelLytic PN kitで抽出したタンパク質にはバッファー由来の高濃度の塩が含まれ

ているため、Tang et al.（2008）に従って、これの脱塩濃縮を行った。まず、100 µgの

タンパク質を含む試料溶液に対して、100 mM酢酸アンモニウムを含むメタノールを 5

倍量添加し、混和した。その後、氷上にて 2時間静置し、タンパク質を沈殿させた。最

高速度で遠心分離し（4 °C、15分間）、上清を取り除いた残渣に 1 mLの氷冷メタノー

ルを静かに添加し、軽く上下に撹拌した。そして、氷上にて 30 分間静置させた。最高

速度で遠心分離し（4 °C、15分間）、上清を取り除いた後の沈殿物を風乾させた。最後

に、IPG buffer, pH 3-10（GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden）を終濃度 0.5 %に

なるように DeStreak Rehydration Solution（GE Healthcare）と混合した溶液 200 µLに沈

殿物を完全に溶解させて、二次元電気泳動法のための試料とした。 

2D-PAGE の一次元目である等電点電気泳動（IEF）は、ストリップゲルとして

Immobiline DryStrip pH 3-10 NL, 11 cm（GE Healthcare）を使用し、泳動装置として Ettan 

IPGphor IEF system（GE Healthcare）を用いた。操作の概略は以下の通りである。100 µg

のタンパク質を含む試料溶液 200 µLをストリップホルダーの中心に滴下した。その後、

ストリップホルダー中の試料溶液を染み込ませるようにストリップゲルを静かに置い

た。泳動中におけるゲルの乾燥を防ぐために、ゲルの上に 200 µL の Plus One DryStrip 

Cover Fluid（GE Healthcare）を添加し、ゲル全体を覆った。最後に、IPGphorに蓋をし

たストリップホルダーを置き、22 °Cにてゲルを 14時間膨潤させた。電圧を 300V、600V、
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1000V、5000V、8000V で各 3 時間、8000V で 4 時間に設定し、タンパク質の分離を行

った。泳動後のストリップゲルをストリップホルダーから取り出し、丁寧にシリコンオ

イルを拭き取った。さらに、二次元目のドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミド

電気泳動（SDS-PAGE）の前処理として、ストリップゲル中のタンパク質の還元アルキ

ル化を行った。ストリップゲルを終濃度 50mMのジチオスレイトール（DTT）を添加し

た NuPAGE LDS sample buffer（Life Technologies Co., Carlsbad, CA）を含む 15 mL容遠心

管の中に浸し、30 分間振とうした。そして、ゲルを終濃度 125 mM のヨードアセトア

ミド（IAA）を添加した NuPAGE LDS sample bufferに移し、更に 30分間振とうした。

還元アルキル化処理後のストリップゲルの両端を計 5cm切り落とし、6 cmのストリッ

プゲル（pH 4-7）とした。これを NuPAGE Novex 12 % Bis-Tris gel, 1.0 mm, 2D well（Life 

Technologies）のウェルに挿入した。その上から、泳動バッファーである 1×NuPAGE 

MOPS SDS running buffer（Life Technologies）に溶解させた 1 %アガロース溶液を流し込

むことで、ゲルを封入した。最後に、ゲルを XCell SureLock Mini-Cell Electrophoresis 

System（Life Technologies）に固定し、泳動バッファーを満たした後、泳動を行った（30 

mA定電流）。 

 

2-2-6項 ゲル染色によるタンパク質の検出及びゲル画像の解析 

 

全タンパク質を検出するために、2D-PAGE 後のゲルは SYPRO Ruby protein gel 

stain（Life Technologies）による蛍光染色に供試した。染色操作は付属のマニュアルに

準じた。染色後のゲルは、FLA-5000（Fujifilm Co., Tokyo, Japan）で読み取り、画像デー

タとして取得した。ゲル画像の解析に関して、PDQuest version 7.4ソフトウェア（Bio-Rad）
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を使用した。解析操作はマニュアルに従ったので、以下に簡単な解析の流れを示す。ま

ず、ゲル画像をソフトウェアに取り込み、ノイズの除去や染色のバックグラウンドの補

正を行った。続いて、それぞれ取得したゲル画像でスポットを自動検出し、異なるゲル

画像間でのタンパク質スポットをマッチングさせた。その後、ゲル間の染色差を補正す

るために、画像のノーマリゼーション処理（Total quantity in valid spots）を行った。最

後に、異なるゲル間における同一スポットの蛍光量をタンパク質の存在量、すなわち

Normalized spot volume（NSV）として表すことで、比較解析を行った。 

 

2-2-7項 タンパク質の同定 

 

本研究では、Shevchenko et al.（2006）の手法に改変を加え、質量分析計によるタ

ンパク質同定のための試料を調製した。以下に、その詳細を示す。まず、2D-PAGE ゲ

ルから標的のタンパク質スポットを切り出した。蛍光染色したゲルは、Safe Imager 2.0 

Blue Light Transilluminator（Life Technologies）によって可視化した。切り出したゲル片

に、100 µLの脱染色液（50 %アセトニトリル、100 mM重炭酸アンモニウム）を加え、

室温で 15分間振とうし、溶液を除いた。この操作を計 2回行った。100 µLの 100 %ア

セトニトリルを加え、5分間振とうし、ゲルを脱水した。その後、真空デシケーターに

てゲル片を 20分間乾燥させた。乾燥させたゲル片に、終濃度 20 µg/mLの Trypsin Gold, 

Mass Spectrometry Grade（Promega, Madison, WI）を含む酵素溶液（10 %アセトニトリル、

40 mM重炭酸アンモニウム）を 10 µL加え、120分間氷上で静置した。ゲル片が膨潤し

た後に残った酵素溶液を除去し、トリプシンを含まない溶液（10 %アセトニトリル、40 

mM重炭酸アンモニウム）を 20 µL加えた後、37 °Cで一晩酵素反応させた。トリプシ



 25 

ン消化液を回収し、残渣にペプチド抽出液（50 %アセトニトリル、5 %ギ酸）を 50 µL

加え、室温で 20 分間振とうした。溶液を回収後、抽出操作をもう一度繰り返した。回

収した溶液は、減圧遠心エバポレーターでアセトニトリル、ギ酸、重炭酸アンモニウム

を揮発させた後、-20 °Cで一晩凍結させた。最後に、凍結乾燥機にて試料を乾燥させ、

冷凍保存した。試料のペプチドは、質量分析計による測定の直前に 10 µLの 0.1 %ギ酸

溶液によく再溶解させた。 

ゲル内におけるトリプシン消化で得られたペプチドは、液体クロマトグラフィ

ー・タンデム質量分析計（LC-MS/MS）による測定に用いた。まず、5 µLの試料をナノ

LCである Dina-M HPLC（KYA Technologies Co., Tokyo, Japan）に導入した。LCのカラ

ムには、ペプチドの脱塩濃縮を行う HiQ sil C18W-3トラップカラム（サイズ：0.5 mm 

i.d.×1 mm） と分離を行う HiQ sil C18W-3 キャピラリーカラム（サイズ：0.15 mm i.d.×50 

mm）を使用した。LCの溶媒として、A溶媒に 0.1 %ギ酸溶液、B溶媒に 70 %アセトニ

トリルを含む 0.1 %ギ酸溶液を用いた。グラジエント溶離の条件は以下に示す通りであ

る。流速 200 nL/minの条件下で、溶媒割合 A：98、B：2から送液を開始し、40分後に

A：0、B：100、50分後に A：98、B：2となるような計 60分間のプログラムを設定し

た。ナノ LC とオンラインで接続した質量分析計には、Q-STAR XL hybrid quadrupole 

time-of-flight instrument（AB SCIEX, Toronto, Canada）を使用した。機器の使用法はマニ

ュアルに従ったため、以下に本研究における測定条件を示す。ナノ LCによる溶離がス

タートして 10分後に、Information Dependent Acquisition (IDA)による MS及び MS/MS

測定を 50分間行い、陽イオンを検出した。LCで分離した試料は Electrospray ionization

法（電圧 1800V）でイオン化させた。そして、1つ目の四重極型 MSで質量電荷比（m/z）

400-1800の範囲内に存在する 2-5価の親イオンを 1秒間取得した。続いて、コリジョン
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セルにおける親イオンの開裂によって生じたフラグメントイオンを 2 つ目の飛行時間

型 MSで m/z = 50-2000の範囲において 2秒間取得した。この測定では、異なる親イオ

ン由来のフラグメントイオンを取得するために、2秒間の測定を 3回繰り返した。また、

LC-MS/MS の質量校正は、ヨード酢酸でシステイン残基のアルキル化を行った BSA の

トリプシン消化物を用いた。すなわち、m/z = 582.3の親イオンを開裂させた際に生じる

2種のフラグメントイオン（m/z = 86.0964及び m/z = 951.4782）をスタンダードとした。 

最後に、得られた測定データは ProteinPilot version 2.0ソフトウェア（AB SCIEX）

による解析に供試した。解析条件として、以下の項目を設定した。サンプルタイプを

identification、システイン残基の還元アルキル化を iodoacetamide、消化に用いた酵素を

trypsin、測定機器を QSTAR ESI、生物種を Arabidopsis thalianaとした。加えて、ゲル由

来の試料である Gel-based IDを設定し、177種の生物学的修飾に加え、アミノ酸置換も

検索対象にした。検索したデータベースとして、NCBInr を用い、徹底的な検索である

Through IDを行って、同定したタンパク質の閾値（Unused ProtScore）を 1.3（95 %）以

上に設定した。同定したタンパク質の細胞内局在や機能は、The Arabidopsis Information 

Resource （ http://arabidopsis.org/index.jsp ） 及 び The UniProt Knowledgebase

（http://www.uniprot.org）データベースのアノテーションを用いて調査した。 
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2-3節  結果及び考察  

 

2-3-1項 BL及び Brz処理がシロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87の成長に与える効果 

 

現在までに、シロイズナズナの植物体において、BLや Brzの処理によって引き起

こされる生理的な変化を観察した多くの研究が行われてきた。例えば、シロイヌナズナ

の芽生えにおいて、0.1 µMの BL処理および 5 µMの Brz処理は、種々の BR生合成遺

伝子の発現を変化させる（Tanaka et al., 2005）。T87細胞も植物体と同様に内生 BR量の

変化に伴った生理的な変化を示すかどうかを明らかにするために、0.1 µMの BLや 5 µM

の Brzの処理が T87細胞の成長に与える影響を調べた。 

まず、BL及び Brzを処理した細胞の乾燥重及び細胞の長径の経時的な測定結果を

Figure 4に示した。細胞の乾燥重は、全ての処理区（無処理、BL、BL+Brz 、Brz）にお

いて、培養 0日目から 4日目にかけて直線的に増加した（Figure 4A）。培養 4日目の細

胞の乾燥重は、無処理区（12.5±1.7 mg）に比べて、BL処理区で約 30 %増加し、Brz処

理区で約 18 %減少していた。このことは、内生の BR濃度の上昇による細胞成長の促

進が乾燥重の増加を引き起こしていることを示唆する。加えて、乾燥重の変化は BL処

理 2日目の細胞でさえも観察されたので、投与した BLが細胞に対して処理後 2日以内

に作用していることも考えられる。培養 4日目における細胞の長径も、乾燥重と同様に、

無処理区（46.4±0.6 µm）より BL処理区で約 11 %増加し、Brz処理区で約 6 %減少して

いた（Figure 4B）。 

次に、細胞の長径で顕著な差が認められた培養 4日目の細胞を走査型電子顕微鏡

で観察した結果、無処理区の細胞と比べて、BL処理区の細胞は肥大していた（Figure 5A、
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Figure 5B）。ところが、Brz処理区の細胞は、電子顕微鏡による低真空条件下の観察に

よって、明らかに縮んでつぶれていた（Figure 5C）。これらの結果より、BL処理は細胞

の肥大を促進しているが、Brz処理は細胞壁の構造を弱くしていることが予想される。

このことは、過去に報告されたシロイヌナズナの植物体における研究結果と一致してい

た。例えば、連続光で生育させたシロイヌナズナの植物体において、BLは細胞分裂よ

りも細胞肥大を介した細胞伸長を促進する（Tanaka et al., 2003）。一方、Brzはシロイヌ

ナズナの下胚軸の細胞長を無処理に比べて 50 %減少させる（Tanaka et al., 2003）。また、

BRは細胞壁合成、細胞壁の修飾、細胞壁構成タンパク質の合成に関わるような多くの

細胞壁関連遺伝子の発現を誘導することも明らかとなっている（Goda et al., 2002; 2004）。

以上の研究報告を踏まえて、本実験結果により、T87細胞はシロイヌナズナの芽生えと

同様に BLや Brzの処理に応答した細胞成長を示すことを確認できた。BLによる T87

細胞の肥大には、恐らく、細胞壁の合成や構築を促進するような酵素の遺伝子の発現上

昇が関与していることが考えられるため、今後の解析で明らかにしていく必要がある。 

ここまで述べてきたように、BLと Brzの処理における細胞の長径の違いは各処理

を開始してから 4日後の細胞で最も顕著であったが、処理後 8日目の細胞では各処理区

間において大きな差が観察されなかった（Figure 4B）。シロイヌナズナの実生において、

BL処理（0.1 µM）は自身の代謝遺伝子 PhyB activation-tagged suppressor 1 (BAS1)の発現

を処理後 1時間で急速に上昇させることが知られている（Tanaka et al., 2005）。このこ

とから、細胞内における BLの急速な代謝により、培地に添加した BLの大部分が減少

していることが予想される。そのため、培養 8日目の細胞では BLによる成長促進効果

があまり認められなかったのかもしれない。 

以上の実験結果をまとめると、BL処理や Brz処理は、T87細胞の成長を促進また



 29 

は阻害していることが明らかとなった。したがって、T87細胞は BRが誘発する細胞成

長の分子機構を解明するための有用な実験材料であると考えられる。BLや Brzによる

細胞の形態変化は処理 4日目で最も顕著だったので、培地に添加した BLや Brzは処理

後 2日以内に生理的効果を発揮していることが推測された。そこで、次に BLもしくは

Brzを含む培地で 2日間培養した T87細胞の核に存在するタンパク質の特性解析を試み

た。 

 

2-3-2項 BL及び Brz処理が核画分に存在するタンパク質の総量に与える影響 

 

2D-PAGE解析に用いる核タンパク質の量を十分に確保するために、BLや Brzを

2日間処理した T87細胞から細胞核を精製し、タンパク質を抽出した。細胞の新鮮重 3 g

あたりのタンパク質の収量は、無処理区（49.7±2.8 µg）に比べて、BL処理区で約 33 %

減少していた。一方、Brz処理区で約 11 %増加していた。BL処理でタンパク質の収量

が低下した理由の１つとして、以下の推測が考えられる。2-3-2項で述べたように、BL

処理によって細胞が肥大したことで、等量の細胞重量における細胞数が減少し、結果と

して核の収量が低下したのかもしれない。よって、このことは今後の研究によって証明

していかなければならない。 

 

2-3-3項 核画分に存在する BR応答性タンパク質の存在量変化 

 

続いて、BRに制御される核タンパク質を網羅的に検出するために、核画分の抽

出タンパク質を用いて、2D-PAGEによるタンパク質プロファイルの比較・解析を行っ
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た。2D-PAGE後のゲルを SYPRO rubyによって染色し、PDQuest ソフトウェアによる

画像解析を行った。その結果、pH 4-7の範囲と分子量 10-100 kDaの範囲において、550

種以上のタンパク質スポットが含まれていることが分かった（Figure 6）。そこで、

2D-PAGE解析によって得られた多くのスポットの中から生理的に意義のある BR応答

性タンパク質の候補を見出すために、ゲル上のそれぞれのスポットの normalized spot 

volume（NSV）と内生の BR濃度について相関分析を行った。NSVとは、2-2-6項で述

べたように、ゲル間の染色後差を補正した後のそれぞれのスポットの蛍光強度である。

本研究では、これをタンパク質の存在量とした。また、BR濃度に関しては、従前の研

究報告をもとに、Brz処理区の細胞は非常に低濃度の BR量、無処理区の細胞は通常濃

度の BR量、BL処理区の細胞は高濃度の BR量であることが考えられる。タンパク質

スポットの番号は、図表間で共通になるように使用した。 

検出された 551種のタンパク質スポットのうち、16種は NSVと BR濃度の間に

正の相関があることを見いだした。Figure 7Aに示した 8種のタンパク質スポットは、

BL存在下で NSVが最も大きく、もしくは Brz存在下で NSVが最も小さくなっていた。

両処理区間で大きな差が観察されたスポット 1、3、6について、Brzに対する BLの NSV

は、それぞれ 10倍以上、5倍以上、約 4倍であった。Figure 7Aに示していない、残り

の 8種の NSVは Table 3に示した。これらは BL処理区のみに検出され、他の処理区で

は検出されなかった。以上の 16種のスポットとは反対に、55種のタンパク質スポット

は、NSVと BR濃度の間に負の相関があることが分かった。そのうち、15種のタンパ

ク質スポットの NSVを Figure 7Bに示した。これらの NSVは、Brz存在下で最も大き

く、もしくは BL存在下で最も小さくなっていた。BL処理区に対する Brz処理区の NSV

を比較した結果、スポット 20と 23で 6倍以上、スポット 11、14、18で約 4倍となり、
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両処理区間の NSVの比に大きな差が認められた。また、55種のスポットのうち、残り

の 40種はBrz処理区のみに検出され、他の処理区では検出限界以下の存在量であった。

これらは、内生 BRの枯渇により、顕著に存在量が増加するのかもしれない。これら 40

種の中で、3-3-4項で行った質量分析によってタンパク質の同定が成功した 8種の NSV

を Table 5に示した。残りの 32種は存在量がごくわずかなため、質量分析に必要な十分

量の消化ペプチドを得ることができなかった。 

ここまでの実験結果をまとめると、タンパク質の分離能が非常に高い 2D-PAGE

と幅広い直線範囲で定量性を示す蛍光タンパク質染色法の SYPRO ruby染色を組み合わ

せた網羅的な核画分タンパク質の解析によって、内生の BR濃度の変化に応じて量的な

増減を示す 71種のタンパク質を高感度に検出できた。このような研究方法は、内生 BR

量に応答したタンパク質の初期変化を解析することができるので、従前の分子遺伝学的

手法を主軸としたBR作用機作に関する研究に新たな知見をもたらす可能性が予想され

る。 

 

2-3-4項 質量分析法による BR応答性タンパク質の同定 

 

前項で見いだされた BR応答性タンパク質の細胞内局在性や機能を明らかにする

ために、LC-MS/MS分析によるタンパク質の同定を試みた。LC-MS/MSで得られた測定

結果は、ProteinPilotソフトウェアで解析し、その結果を Table 2, Table 3, Table 4, Table 5, 

Table 6に示した。同定したタンパク質の局在性は、関連論文（Bae et al., 2003; Calikowski 

et al., 2003; Brown et al., 2005; Pendle et al., 2005; Casasoli et al., 2007; Jones et al., 2009）及

びデータベースのアノテーションを用いて調査した。Table 2と Table 3は、NSVと BR
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量に正の相関が見られた 16種のタンパク質の解析結果をまとめたものである。これら

のタンパク質は、核局在型（5種）、他のオルガネラ局在型（8種）、局在不明（2種）

であった。残り 1種のタンパク質は、恐らくトリプシン消化後のペプチドの生成量が少

なかったことにより、同定に至らなかった。核局在が知られているタンパク質として、

スポット 1と 5において Nucleosome assembly protein 1;2（NAP1;2）、スポット 3におい

て S-adenoylmethionine synthetase 2（SAM syn.2）、スポット 27において Histone deacetylase 

2B（HD2B）が同定された。興味深いことに、これらのタンパク質はクロマチンリモデ

リングと呼ばれる、クロマチンの構造変化を介して遺伝子の発現量を調節する分子機構

に関与することが報告されている（Wagner et al., 2003; Zhou et al., 2004; Park et al., 2006; 

Katoh et al., 2011）。 

S-adenosylmethionine synthetase 2（SAM syn.2）は、メチオニンと ATPを基質とし

て S-アデノシルメチオニンの生合成を触媒するタンパク質である。しかしながら、こ

れまで核内における SAM syn.2の機能はほとんど理解されていなかった。近年、マウス

のがん細胞において、SAM syn.2は転写因子 MafK及びメチル基転移酵素と複合体を形

成することが報告された（Katoh et al., 2011）。そのことにより、ヒストン H3のメチル

化が誘発され、MafKによる標的遺伝子の転写の抑制が起こるという仕組みが示されて

いる。特に、重要な点として、どのようなメカニズムを介して DNA やそれを取り巻く

ヒストンの修飾部位が特定されているのかということであり、これは長年の謎であった。

転写因子、SAM syn.2、ヒストンメチル化酵素によるタンパク質複合体の形成が修飾部

位を決定、もしくは誘導しているとすれば非常に興味深い。 

Histone deacetylases（HDACs/HDs）はヒストンの N末端のリジン残基からアセチ

ル基を除去する酵素である。その結果、ヒストンへの DNAの巻き付きが強くなり、転
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写関連因子がクロマチンに結合できなくなる（Hollender et al., 2008）。このように、脱

アセチル化によって、転写が抑制されたヘテロクロマチンが形成される。一方、アセチ

ル化はユークロマチンの形成を促進し、転写を活性化する。以上のように、ヒストンの

脱アセチル化やアセチル化は転写調節の中心的な役割を担っている（Lee et al., 2007）。

さらに、Wu et al.（2003）は、シロイヌナズナの HD2sに種々の転写因子の DNA結合

ドメインを融合したタンパク質を一過的に発現させ、レポーター遺伝子 GUSの応答を

調べた。その結果、転写因子単独に比べ、HD2sとの融合タンパク質のほうが GUS活性

を減少させることが明らかにされた。この研究報告より、HD2sは転写因子との複合体

形成を介して、遺伝子発現の抑制に関与していることが示唆される。その上、HDACs

は環境ストレス応答や ABA、ジャスモン酸、エチレンの応答において重要な役割を担

っているが（Sridha et al., 2006; Zhou et al., 2005）、これらと BR応答の関係は明らかにさ

れていない。今後、HD2Bを介したヒストンの脱アセチル化と BR応答の関係を明らか

にしていくことは、解決すべき重要な研究課題であると考えられる。 

様々な生物間で保存されている NAP1は、ATP依存的なクロマチンリモデリング

因子と協調的に、ヌクレオソームの構築や解体におけるヒストンのシャペロンとして働

いている（Park et al., 2006; Liu et al., 2009a）。さらに、これは転写開始や転写伸長に関わ

るタンパク質と複合体を形成することも知られている（Zlatanova et al., 2007）。シロイ

ヌナズナにおいて、NAP1は ABAの情報伝達における正の制御因子として報告されて

おり、ストレス応答とクロマチンリモデリングにおける新規の関連性も提唱されている

（Liu et al., 2009b）。これらのことより、BR応答性遺伝子の発現調節にも、NAP1のタ

ンパク質複合体を介したクロマチンリモデリングが関与している可能性が推測される。

この仮説を証明するために、内生 BR量に応答した NAP1複合体の挙動やその構成因子
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を今後明らかにしていくことが必要である。 

Table 4と Table 5は、タンパク質の存在量と BR量に負の相関が見られた 55種の

タンパク質のうち、LC-MS/MSで同定に成功した 20種のタンパク質を示したものであ

る。これらのタンパク質は、核局在が 6種、他のオルガネラ局在が 12種、局在不明が

2種であった。スポット 35において、スポット 1と 5に存在した NAP1;2のアイソフォ

ームである NAP1;1が同定された。また、Table 6では、内生の BR量に応答した存在量

の変化を示さなかったタンパク質スポットの中で、核局在が知られている 9種のタンパ

ク質も示した。 

ここで、2D-PAGE後のゲルにおいて、等電点は異なるがほぼ同じ分子量である 2

つの NAP1;2のスポット（スポット 1と 5）を示した（Figure 8A）。2D-PAGEの 2次元

目における 2つのスポットの移動距離の差より、これらの分子量の差は約 1.4 kDaであ

ることが予想された。無処理区に対する Brz処理区の相対的な NSVは、スポット 1に

おいて 0.41、スポット 5において 0.43であった（Figure 8B）。しかしながら、BL処理

区はスポット 1において 4.84、スポット 5において 1.27であった（Figure 8B）。この結

果は、スポット 1の NAP1;2は、スポット 5よりも BLに対する応答がより顕著である

ことを示唆する。加えて、スポット 1に対するスポット 5の NSVの比は、Brz処理区

と無処理区でそれぞれ 5.3、5.1であったのに対し、BL処理区では 1.4であったことか

ら（Figure 8B）、2種の NAP1;2の存在量比の変化は内生 BR量と関連していることも考

えられる。現在のところ、BR量に応答した 2種の NAP1;2の存在量の変化及び分子量

の差を説明できる実験結果を得られていないが、１つの可能性として、NAP1;2が BR

量に応答した翻訳後修飾を受けていることが予想される。例えば、シロイヌナズナの葉

における細胞増殖期に NAP1;1がファルネシル化され、核に局在することが報告されて
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いる（Galichet and Gruissem, 2006）。加えて、in vivo及び in vitroにおいて、NAP1;2は

Small Ubiquitin-like Modifier（SUMO）が付加される（Budhiraja et al., 2009）。さらに、

HeLa細胞において、NAP1及び NAP2の C末端はそれぞれ 9個から 10個のグルタミン

酸が付加されるポリグルタミン酸化による修飾を受けることも知られている（Regnard 

et al., 2000）。今後の研究において、内生 BR量に応答した NAP1;2の翻訳後修飾の種類

を特定することは、BRに依存したクロマチンリモデリングにおける NAP1の役割を理

解するために重要な課題である。 

 

2-3-5項 BL処理に対する BR応答性核タンパク質の初期応答 

 

2-3-4項で同定した BR応答性の核タンパク質が BL処理の初期にも応答を示すか

どうかを明らかにするために、0、6、12時間の BL処理による核タンパク質の経時的な

量的変動を 2D-PAGEによって調べた。Figure 9は、処理 0時間の無処理区に対する BL

処理区の NSVを 1として、処理 6時間と 12時間における 8種の核タンパク質の存在量

比を示している。スポット 1（NAP1;2）、3（SAM syn.2）、15（60S ribosomal protein L14）

は BLの処理時間と共に存在量が上昇していた。一方、スポット 5（NAP1;2）、35（NAP1;1）、

42（Band 7 family protein）、47（Vernalization independence 3; VIP3）は一過的な BL処理

に応じて存在量が減少していた。VIP3は、2日間の BL処理では存在量に変化が観察さ

れなかった核タンパク質である（Table 6）。これは、花成を負に制御していることが既

に知られている（Zhang et al., 2003）。また、VIP3突然変異体において、ヒストン H3の

リジン残基がメチル化される量は一定だが、その修飾を受けるヒストン H3のクロマチ

ン内での分布が変化していることが明らかとなっている（Oh et al., 2008）。以上の研究
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報告より、BR情報伝達における VIP3の役割を今後明らかにすることは、BRに関連し

たヒストンのメチル化の分子機構を理解する上で重要な知見となるであろう。 

ここで、2-3-3項及び 2-3-4項において、内生 BR量の増加に伴って存在量が増加

することが明らかとなった 2種の NAP1;2（スポット 1と 5）の BLに対する初期応答に

注目した。スポット 1の存在量は 12時間の BL処理によって約 3倍に増加したが、ス

ポット 5は約 0.5倍になっていた（Figure 9）。このことから、一過的な内生 BR量の上

昇に対して、スポット 1とスポット 5は相反する応答を示しているように思われる。し

かし、スポット 1と 5の存在量の総和は、0時間の BL処理に比べて、12時間で 1.4倍

に増加していた。これらの結果より、スポット 5の NAP1;2の一過的な存在量の減少に

は、タンパク質分解、翻訳後修飾、核-細胞質間の移行など様々な要因が関与する可能

性が考えられる。今後、このことを解明するために、内生 BR量に応答した NAP1;2の

挙動を詳細に解析する必要がある。また、スポット 5の NAP1;2は、2日間の BL処理

に対する応答と 12時間の BL処理に対する応答が異なっていた（Figure 7A, Figure 9）。

しかしながら、今のところ、これらの細胞の生理的状態が同一であるかどうかは分から

ないので、2つの実験結果を単純に比較することは適切ではないと思われる。例えば、

2日間の BL処理は、12時間の BL処理よりも、タンパク質の生合成の促進やその組成

の変化などの二次的影響を細胞に及ぼしているかもしれない。 

現在までに、DNAマイクロアレイの結果とプロテオミクスの結果を比較すると、

様々な生物種で mRNA量とタンパク質量の変化が必ずしも連動しないことが報告され

ている（Anderson and Seilhamer, 1997; Ideker et al., 2001; Griffin et al., 2002; Huber et al., 

2004; Tian et al., 2004）。そこで、BL処理の初期に応答した核タンパク質に関して、10 nM

の BLを 3時間処理したシロイヌナズナ芽生えにおける mRNA量を AtGenExpressデー
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タベースで調べた（Table 7, Goda et al., 2008）。その結果、各遺伝子の発現量は無処理と

比較して、BLで大きな変化が認められなかった。このことは、本研究で同定した核タ

ンパク質とそれをコードしている遺伝子のBLに対する応答性は異なる可能性を示唆し

ている。すなわち、生化学的な手法によって得られた本研究の成果は、従来の分子遺伝

学的手法による BR情報伝達の研究では発見・入手できないものであり、 BR作用機構

の解明に関した研究の両輪と成りうるものであることが予想される。上記の予想を裏付

けるために、同定した核タンパク質と遺伝子の BRに対する挙動を T87細胞で調べなけ

ればならない。 

ここで、本章を総括する。これまでの分子遺伝学的研究において、BR情報伝達

は、BLが BRI1によって受容された後、様々なタンパク質のリン酸化及び脱リン酸化

反応を経て、核へシグナルが伝達されるという仕組みであることが明らかとなっていた。

しかしながら、この過程では、様々な細胞内小器官で数多くのタンパク質が複雑かつ相

互に関与していることが予想された。そのため、本研究では、細胞核に存在するタンパ

ク質に限定した網羅的な解析による新規な BR関連核タンパク質の同定を目指した。そ

の結果、内生 BR量に応答して存在量が変化する核タンパク質を 11種同定することに

成功した（Table 2, Table 3, Table 4, Table 5, Table 6）。これらのタンパク質のうち、NAP1s、

SAM syn.2、HD2B、VIP3はクロマチンを構成するヒストンの制御に関わることが知ら

れていた。そのため、BRによる遺伝子の発現制御にはヒストンの機能調節を介したク

ロマチンの構造変換が関与している可能性が考えられた。また、NAP1;2は BR量の変

化に応答した翻訳後修飾を受けていることも予想された。これらの実験結果は、生化学

的解析を中心とした本研究の特色ある成果である。ここで、以上の実験結果及び既知の

知見をもとに、クロマチンリモデリングを介した BRの遺伝子発現調節機構に関するモ
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デルを予想した（Figure 10）。まず、BR情報伝達によって活性化した BES1及び BZR1

のような BR関連転写因子の一部は標的遺伝子のシス配列に結合し、BR応答性遺伝子

の発現を制御する（He et al., 2005; Yin et al., 2005）。同時に、NAP1sや ATP依存的クロ

マチンリモデリング因子がクロマチン構造を弛緩させる。このことは、BR応答性遺伝

子のプロモーター領域に転写因子が接近しやすくなることにつながる。このとき、転写

因子がクロマチン上の適切な DNA部位に、SAM syn.2のような DNAやヒストンのメ

チル化・脱メチル化に関わる因子や HD2Bのようなヒストンのアセチル化・脱アセチル

化に関わる因子を呼び込むことでタンパク質複合体を形成する。これらのことにより、

従来知られていた遺伝子発現制御機構に加えて、クロマチン上の局部的な DNAやヒス

トンの修飾を介した BR応答性遺伝子の発現制御も行われていることが推測される。こ

こで、BES1の相互作用因子として、Early flowering 6（ELF6）やそれの相同タンパク質

である Relative of early flowering 6（REF6）が同定されている（Yu et al., 2008）。面白い

ことに、これら 2種のタンパク質はヒストン H3のリジン残基を脱メチル化する酵素と

して知られている。さらに、これらは BR応答性の細胞伸長に関わる TOUCH4遺伝子

のプロモーター領域において BES1と複合体を形成することで、遺伝子の発現制御を担

っている（Yu et al., 2008）。そこで、BRによる遺伝子の発現制御機構に関わる新たな因

子を同定するための更なる方策として、BES1を中心としたタンパク質複合体の解析が

考えられた。そこで、次章で、BES1の新規な相互作用因子の同定及びその因子の BR

情報伝達における役割の解明を目指した。 
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2-4節  図表  

 

 

 
 

 
 

Figure 4. Fluctuations in physiological parameters of Arabidopsis cultured cells treated with 

BL and/or Brz over an 8-day culture period 

(A) Dry weight of cells, and (B) cell size. Arabidopsis cultured cells were grown at 22 °C for 14 

days, then aliquots were transferred to fresh medium with or without BL (0.1 µM) or Brz (5 

µM). Values are expressed as mean ± SE of three experiments. 
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Figure 5. Morphological observation of Arabidopsis cultured cells after 4-day treatment with 

BL or Brz using electron microscopy 

(A) Non-treated control cells, (B) BL (0.1 µM)-treated cells, and (C) Brz (5 µM)-treated cells. 

Scale bars represent 500 µm (left panels) and 30 µm (right panels). 
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Figure 6. Representative profiles of 2D-PAGE analysis of proteins in a nuclear-enriched 

fraction from cells treated with BL (0.1 µM) for 2 days 

(A) BL-treated cells, and (B) non-treated control cells. Each arrow indicates a detected protein 

spot in the gel. All proteins were stained with SYPRO Ruby dye and gel images are 

representative of 2D-PAGE gels from each treatment condition. Each protein sample 

(approximately 100 µg) was separated in the first dimension using IEF and in the second 

dimension by SDS-PAGE. An immobilized non-linear pH gradient from 4 to 7 was formed by 

using Immobiline gel strips. 
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Figure 7. Detection of protein spots showing a correlation between normalized spot volume 

(NSV) and cellular BR levels 

(A) Positively correlated proteins, and (B) negatively correlated proteins. Each value is 

expressed as mean ± SE of three experiments. Asterisks indicate statistically significant 

differences compared with the non-treated control (**P < 0.01, *P < 0.05). 

  



 43 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figure 8. Difference in the ratio of protein spot 5 to spot 1 in the 2D-PAGE gels from treated 

and non-treated cells 

(A) Representative protein gel showing spot 5 and spot 1, which were both identified as the 

same protein, NAP1;2. (B) Normalized spot volume (NSV) of spots 5 and 1 under different 

cellular BR levels. Each value is expressed as mean ± SE of three experiments. Asterisks 

indicate significant differences (**P < 0.01, *P < 0.05). 
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Figure 9. Fluctuations in protein abundance for identified nuclear target proteins in an early 

phase of BL (0.1 µM) treatment 

For BL-treated cells, the abundance fluctuations of eight proteins were investigated, from 0 to 

12 h after onset of treatment. Each value is shown as a relative ratio of normalized spot volume 

(NSV) in BL-treated cells to non-treated control cells. 
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Figure 10. Multifunctional and fluid roles of transcription factors in regard to BR-induced gene 

expression 

Summary of BR signaling factors potentially involved chromatin remodeling is schematized 

here; other transcription factors and other proteins in this scheme have not yet been discovered. 

Spatial and time-dependent changes in these protein complexes also have not been established. 

The interconnections of these various factors are not currently known. Solid lines indicate direct 

interactions and dotted lines indicate unknown interactions. Positive interactions are noted by an 

arrow. Green stars indicate our identified nuclear proteins. BR: brassinosteroid; TF: 

transcription factor; NAP1: nucleosome assembly protein 1; SAM syn.2: S-adenosylmethionine 

synthetase 2; HD2B: histone deacetylase 2B; VIP3: vernalization independence 3; Ac: acetyl 

group; Me: methyl group; MT: methyltransferase; Met: methionine; SAM: 

S-adenosyl-mehionine; RNAP II: RNA polymerase II. 
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Table 2. Identification and cellular localization of proteins positively correlated with cellular 

BR levels 

 

 

 

 

 
aSpot numbers refer to protein spots labeled in Figure 6A and Figure 7A. 
bLocalization of identified proteins according to published literature (Bae et al., 2003; 

Calikowski et al., 2003; Brown et al., 2005; Pendle et al., 2005; Casasoli et al., 2007; Jones et 

al., 2009) and database annotations (TAIR and UniProtKB). 
cAccession number in the NCBInr database. 
dTheoretical molecular mass (Mr) and isoelectric point (pI) calculated using the ExPASy 

website. 
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Table 3. Identification and cellular localization of proteins detected only in BL-treated cells 

 

 

 

 

 
aSpot numbers refer to protein spots labeled in Figure 6A. 
bNormalized spot volume (NSV) ± standard errors (SE, n = 3). 
cLocalization of the identified proteins according to published literature (Bae et al., 2003; 

Calikowski et al., 2003; Brown et al., 2005; Pendle et al., 2005; Casasoli et al., 2007; Jones et 

al., 2009) and database annotations (TAIR and UniProtKB). 
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Table 4. Identification and cellular localization of proteins negatively correlated with cellular 

BR levels 

 

 

 

 
aSpot numbers refer to protein spots labeled in Figure 6A and Figure 7B. 
bLocalization of identified proteins according to published literature (Bae et al., 2003; 

Calikowski et al., 2003; Brown et al., 2005; Pendle et al., 2005; Casasoli et al., 2007; Jones et 

al., 2009) and database annotations (TAIR and UniProtKB). 
cAccession number in the NCBInr database. 
dTheoretical molecular mass (Mr) and isoelectric point (pI) calculated using the ExPASy 

website. 
ePM, number of matched peptides. 
fSC, percentage of sequence coverage. 
gUPS, Unused ProtScore from ProteinPilot 2.0 software. 
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Table 5. Identification and cellular localization of proteins detected only in Brz-treated cells 

 

 

 
 
aSpot numbers. 
bNormalized spot volume (NSV) ± standard errors (SE, n = 3). 
cLocalization of the identified proteins according to published literature (Bae et al., 2003; 

Calikowski et al., 2003; Brown et al., 2005; Pendle et al., 2005; Casasoli et al., 2007; Jones et 

al., 2009) and database annotations (TAIR and UniProtKB). 
dAccession number in the NCBInr database. 
eTheoretical molecular mass (Mr) and isoelectric point (pI) calculated using the ExPASy 

website. 
fPM, number of matched peptides. 
gSC, percentage of sequence coverage. 
hUPS, Unused ProtScore from ProteinPilot 2.0 software. 
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Table 6. Identification of nuclear-localized proteins showing no response to cellular BR levels 

 

 

 

 

 
aSpot numbers. 
bAccession number in the NCBInr database. 
cTheoretical molecular mass (Mr) and isoelectric point (pI) calculated using the ExPASy 

website. 
dPM, number of matched peptides. 
eSC, percentage of sequence coverage. 
fUPS, Unused ProtScore from ProteinPilot 2.0 software. 
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Table 7. The mRNA responses to BL treatment of the genes encoding nuclear proteins, which 

were identified based on BR-dependent changes in protein abundance in this study 

 

 

 
 

 

Transcriptome data were downloaded from a table named as “basic hormone treatment of 

seedling” in AtGenExpress JAPAN database 

(http://atpbsmd.yokohama-cu.ac.jp/AtGenExpressJPN/AtGenExpress.html). Then the data 

values for the target genes were chosen and used to prepare Table 7. 
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第 3章  BR依存的に形成される Heat shock protein 90複合体の特性解析  

 

3-1節  緒言  

 

現在、BR情報伝達で重要な地位を占める BES1転写因子は種々のタンパク質と複

合体を形成することで、様々な BR応答を制御していると考えられている。すなわち、

BES1は転写調節の際には BIM1、MYB30、MYBL2、HAT1と結合して、転写伸長にお

いては IWS1と複合体を形成して、ヒストンタンパク質の脱メチル化に関しては ELF6、

REF6と結合して、核-細胞質間移行に際しては 14-3-3と分子間相互作用を示す（Table 1; 

Yin et al., 2005; Yu et al., 2008; Li et al., 2009, 2010; Ryu et al., 2010; Ye et al., 2012; Zhang et 

al., 2014）。以上のことから、BES1が数多くの標的遺伝子の発現を制御するために形成

する複合体の個々の構成因子を同定することは、BRによる遺伝子発現制御機構を解明

する上で重要な知見になると予想される。 

そこで、本研究では BES1の相互作用因子の候補タンパク質の１つとして、Heat 

shock protein 90（HSP90）に着目した。HSP90は、真核生物において高度に保存された

分子シャペロンとして様々な役割を果たしている。重要なこととして、動物や菌類にお

いて、HSP90は転写因子を始め、ステロイド受容体、キナーゼ、シャペロンのようなク

ライアントと呼ばれる多数のタンパク質と分子間相互作用を形成することが知られて

いる（Taipale et al., 2010）。このことは、クライアントの機能や安定性の制御に寄与し

ている。また、HSP90とクライアントのヘテロ複合体の形成は HSP90の ATPase活性に

強く依存している（Basso et al., 2002）。このため、その ATPaseの特異的阻害剤である

ゲルダナマイシン（GDA）は、HSP90とクライアントの複合体の形成を妨げ、クライ
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アントの不安定化を引き起こすことが報告されている（Obermann et al., 1998; Fang et al., 

2009）。 

シロイヌナズナにおいて、HSP90は 7種のファミリーが存在しており、それぞれ

細胞内の局在性が異なることが既に明らかにされている（Krishna and Gloor, 2001）。す

なわち、HSP90.1、HSP90.2、HSP90.3、HSP90.4の 4種は細胞質と核への局在性を示す。

一方、HSP90.5は葉緑体、HSP90.6はミトコンドリア、HSP90.7は小胞体に局在する。

そして、植物の成長や発達においても、動物と同様に、HSP90の機能は必須であること

も明らかにされてきた。例えば、薬理学的もしくは遺伝学的に HSP90の機能を抑制す

ると、シロイヌナズナは様々な形態異常を引き起こすことが観察されている（Sangster et 

al., 2007）。ABAの作用機構においても HSP90の重要性が報告されている。Clément et al.

（2011）は、HSP90.2が気孔の閉鎖に加え、ABA応答における転写調節に関与するこ

とを明らかにした。興味深いことに、非生物学的ストレスや病原菌に対する植物の様々

な防御応答において、HSP90を介したタンパク質複合体の形成が重要な役割を担ってい

ることも知られている（Kadota and Shirasu, 2012）。これらの知見は、HSP90とクライア

ントの複合体形成が植物の生活環を通して生じる様々な生理現象で重要な役割を果た

していることを示唆する。 

これまで、いくつかの研究グループによって、BRの作用機構における HSP90の

関与が指摘されてきた。例えば、HSP90.1と相互作用する TWISTED DWARF1をコード

している遺伝子（twisted dwarf1）の T-DNA挿入変異体は、BR非感受性変異体と同様な

表現型を示すことが明らかにされている（Kamphausen et al., 2002; Pérez-Pérez et al., 

2004）。また、brassinazole-insensitive-long hypocotyl 2（BIL2）遺伝子は、HSP90と同じ

分子シャペロンであり、BR情報伝達の下流で機能するミトコンドリア局在型の新規



 54 

DnaJ/HSP40ファミリータンパク質をコードしていることが報告されている（Bekh-Ochir 

et al., 2013）。以上の研究報告より、HSP90やそのタンパク質複合体に焦点を当てた研究

は、BR情報伝達に関する理解を更に深めることができると考えられる。 

以上のような背景より、本章では、HSP90が BRの情報伝達に関与する分子レベ

ルの証拠を生化学的に示すことを目的とした。まず、内生の BR濃度の変化に対する

HSP90複合体の質的量的変化を調べた。次に、HSP90のクライアント候補として、BES1

に焦点を当てた。すなわち、BES1 と HSP90の細胞内での直接的な相互作用の検証を

試みた。最後に、BR応答性遺伝子の発現制御における BES1/HSP90複合体の必要性を

検討した。 
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3-2節  材料及び方法  

 

3-2-1項 植物材料及び培養条件 

 

植物材料として、シロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87株を用いた。培養条件は、第

2章の材料及び方法（2-2-1項）に準じた。 

 

3-2-2項 植物ホルモン及び各種阻害剤の処理 

 

BL と Brz のストック溶液は、2-2-2 項に準じて調製した。また、プロテインホス

ファターゼ 2Aの特異的阻害剤であるオカダ酸アンモニウム塩（OA; Merck, Darmstadt, 

Germany）、並びに HSP90の ATPase活性の特異的阻害剤であるゲルダナマイシン（GDA; 

Focus Biomolecules, Plymouth Meeting, PA）のストック溶液の濃度は、それぞれ 1 mM及

び 5 mMとした。これらの試薬は、100 % DMSOに溶解し、-20 °Cで冷凍保存した。ま

た、継代後培養 7日目で、初期の対数増殖期に相当する T87細胞の細胞懸濁液中に、こ

れらのストック溶液を直接添加した。 

 

3-2-3項 プラスミドの構築 

 

本研究で使用したオリゴヌクレオチドの全配列は Table 8に示した。以下に、BES1

過剰発現細胞の作出に使用したプラスミドの構築方法を示す。BES1の完全長 cDNAは

7 日齢のシロイヌナズナ実生から抽出した全 RNA を用いた Reverse transcription 
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polymerase chain reaction（RT-PCR）によって増幅した（Tanaka et al., 2005）。RT-PCRに

用いたフォワード及びリバースプライマーにはそれぞれ、制限酵素 ClaI及び NotIによ

る切断部位を付加した。増幅した cDNAは pUC118プラスミドの SmaI切断部位に挿入

し、その後塩基配列の解読を行うことで、クローニングした BES1の塩基配列にエラー

がないことを確認した。次に、Zanetti et al.（2005）に従い、6×His-FLAGタグをコード

している 2組のオリゴヌクレオチドを設計した。それぞれのオリゴヌクレオチドは超純

水に溶解し、95 ℃で 3分間加熱後、室温で冷却することで、アニーリングさせた。1 mM 

ATP の存在下で、アニーリング産物に T4 ポリヌクレオチドキナーゼを処理し、5’-OH

末端をリン酸化した。2 組の 2 本鎖断片は pBluescript SK（+）プラスミド（Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA）の SmaI/ClaI切断部位に挿入した後、塩基配列を解読する

ことで、合成した 6×His-FLAG タグの配列が正しいことを確認した。NcoI/ClaI 断片を

含む 6×His-FLAG及び ClaI/NotI断片を含む 1.1 kbの BES1 cDNAをそれぞれのプラスミ

ドから切り出し、pUC18プラスミドの NcoI/NotI切断部位に同時に導入した。この pUC18

プラスミドには、カリフラワーモザイクウイルス由来の 35Sプロモーター（CaMV 35S）、

緑色蛍光タンパク質（green fluorescent protein, GFP）の改良型遺伝子、土壌細菌

Agrobacterium tumefaciensの nopaline synthase遺伝子由来のターミネーター（Nos-T）を

含んでいるが（Chiu et al., 1996）、本研究では GFP遺伝子と 6×His-FLAG-BES1（HF-BES1）

遺伝子を入れ替えることで CaMV 35S::HF-BES1::Nos-T融合遺伝子を作製した。なお、

CaMV 35S::GFP::Nos-T融合遺伝子を含む本来の pUC18プラスミドは、静岡県立大学の

丹羽康夫博士に分与して頂いた。更に、この融合遺伝子は、シークエンス解析によって、

配列の間違いがないことを確認した。最後に、CaMV 35S::HF-BES1::Nos-T 融合遺伝子

を含むプラスミドは EcoRI によって直線化し、バイナリーベクターである
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pCAMBIA1300の EcoRI切断部位に挿入した後に、アグロバクテリウムによる T87細胞

の形質転換に使用した。 

コムギ胚芽無細胞系によるタンパク質合成に使用した転写鋳型は、以下のように

作製した。CaMV 35S::HF-BES1::Nos-T融合遺伝子を含む pUC18プラスミドを鋳型にし

て、PrimeSTAR Max DNA polymerase（TakaRa Bio, Shiga, Japan）存在下で HF-BES1の

cDNA領域を PCRによって増幅した。そして、その PCR産物を InFusion HD cloning kit

（Clontech Laboratories, Mountain View, CA）によって、pEU-E01-MCS プラスミド

（CellFree Sciences Co., Yokohama, Japan）の EcoRV切断部位に挿入した。最後にシーク

エンス解析によって、6HF-BES1 やその近傍配列の塩基配列が正しいことを確認した。

また、HSP90.3の転写鋳型は、Nemoto et al.（2011）に従い、転写用の RNA プロモー

ターを 2つのプライマーで分断した PCR 法（Split-primer PCR法）によって構築した。 

 

3-2-4項 シロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87株の形質転換 

 

CaMV 35S::HF-BES1::Nos-T融合遺伝子を含む pCAMBIA1300プラスミドは、エレ

クトロポレーション法によって、Agrobacterium tumefaciens C58C1Rif株に導入した。T87

細胞の形質転換は、Ogawa et al.（2008）の方法に準じた。形質転換後の細胞は 10 µg/mL

のハイグロマイシン及び 200 µg/mL のクラフォランを含む JPL 寒天培地で選抜し、5 

µg/mLのハイグロマイシン及び 200 µg/mLのクラフォランを含む JPL液体培地で維持し

た。継代培養の条件は、野生型の T87細胞と同様に、第 2章の材料及び方法（2-2-1項）

に準じた。 
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3-2-5項 In vitroタンパク質合成及び脱リン酸化 

 

HF-BES1タンパク質と HSP90.3タンパク質、及び大腸菌由来のジヒドロ葉酸還元

酵素の N末端側に FLAGタグを付加した融合タンパク質（FLAG-DHFR）を合成するた

めに、Nemoto et al.（2011）に従って、in vitro転写及びコムギ胚芽無細胞抽出液を用い

た in vitro翻訳を行った。また、合成した HF-BES1を脱リン酸化するために、HF-BES1

の粗合成液に Calf intestine alkaline phosphatase（CIAP; TaKaRa Bio）を処理した。酵素反

応条件は、付属のマニュアルに従った。酵素反応液に等量の 2×SDS サンプルバッファ

ー［125 mMトリス塩酸（pH 6.8）、2 %（w/v）SDS、10 %（v/v）グリセロール、5 %（v/v）

2-メルカプトエタノール、0.005 %（w/v）ブロモフェノールブルー］を加えることで、

反応を停止した。 

 

3-2-6項 細胞の分画及びタンパク質の抽出 

 

ネイティブなタンパク質は、以下に示すように調製した。全ネイティブタンパク

質（Total native protein, T）は、Protease inhibitor cocktail（Sigma-Aldrich）及び PhosSTOP 

（Roche Applied Science, Mannheim, Germany）を添加した CelLytic P Cell Lysis Reagent

（P9599, Sigma-Aldrich）によって得た。サイトゾルのタンパク質（Cytosolic protein, C）、

膜画分のタンパク質（Membrane protein, M）、核画分のタンパク質（Nuclear protein, N）

の抽出には、CelLytic PN kitを用いた。サイトゾルのタンパク質は、可溶化した細胞を

遠心分離（1260×g）した後に生じる上清として回収した。膜画分のタンパク質は、細胞

膜と核を含む沈殿物に終濃度 0.3 %の Triton X-100を処理することで得た。残渣の核画
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分は、Benzonase nuclease（Merck）を氷上で 1時間処理された。その後、終濃度 1 %の

Triton X-100、 500 mM の 6-アミノカプロン酸、protease inhibitor cocktail を添加した

1×NativePAGE sample buffer（Life Technologies Co.）で核を再懸濁し、30分間氷上で静

置した。遠心分離（12000×g）した後に得られた上清を核画分のタンパク質として調製

した。タンパク質の定量方法は、第 2章の材料及び方法（2-2-4項）と同様である。 

 

3-2-7項 イムノブロット 

 

SDS-PAGEを行った後の 10 %のポリアクリルアミドゲルは、転写バッファー［25 

mMトリス、192 mMグリシン、10 %（v/v）メタノール］で平衡化した。そして、メタ

ノールと超純水で予め親水処理を行っていた Immobilon-P メンブレン（Millipore, 

Bedford, MA）にセミドライ方式で転写した。転写後のメンブレンは、終濃度 5 % （w/v）

のスキムミルク（Megmilk snow brand Co., Tokyo, Japan）を溶解させた TBS-T［20 mM

トリス、137 mM塩化ナトリウム、0.1 %（v/v）Tween 20、pH 7.6］に浸漬し、室温で 1

時間ブロッキング処理を行った。TBS-T で洗浄したメンブレンは、HF-BES1 を検出す

るために、1 %（w/v）BSAを含む TBS-Tで 5000倍希釈した anti-FLAG rabbit polyclonal 

antibody（F7425、Sigma-Aldrich）を処理した。もしくは、HSP90 を検出するために、

TBS-T で 1000 倍希釈した anti-HSP90 rabbit polyclonal antibody（sc-33755、SantaCruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA）を処理した。一次抗体溶液に浸漬したメンブレンは、4 ℃

で一晩反応させた。洗浄したメンブレンは、更に、TBS-T で 3000 倍希釈した Goat 

anti-Rabbit IgG secondary antibody-conjugated horseradish peroxidase（Abcam, Cambridge, 

MA）と室温で 1時間反応させた。最後に、Amersham ECL prime western blotting detection 
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reagent（GE Healthcare）と反応させたメンブレンは、LAS-1000（Fujifilm. Co.）による

化学発光検出に供試した。 

また、Blue native（BN）-PAGE及び two-dimensional BN/SDS-PAGEは、NativePAGE 

Novex Bis-Tris Gel system kit（Life Technologies Co.）の方法に従った。1 次元目の

BN-PAGEには NativePAGE Novex 4-16 % Bis-Tris gel、2次元目の SDS-PAGEには 10 %

のポリアクリルアミドゲルを用いた。ゲルの平衡化に関して、還元処理は 65 ℃に加温

して行った。 

 

3-2-8項 タンパク質の精製 

 

質量分析の試料は、以下のように調製した。BL処理した細胞から抽出した全ネイ

ティブタンパク質を 4 ℃下で Sephacryl S-200 High Resolutionゲルろ過クロマトグラフ

ィー（GE Healthcare）に供試した。ゲル担体は、平衡化バッファー［50 mM HEPES（pH 

7.5）、150 mM塩化ナトリウム、10 %（v/v）グリセロール、1 %（v/v）Triton X-100］で

前処理した。ボイドボリューム相当の溶出液は、Bio-Rad Protein Assayで定量後、平衡

化バッファーで終濃度 1 mg/mL に希釈した。1 mL のタンパク質溶液に 50 µL の

Dynabeads Protein G magnetic beads（Life Technologies）を加え、4 ℃で 30分間転倒混和

した。上清を回収し、2 µgの Normal rabbit IgG（sc-2027, SantaCruz）もしくは抗 HSP90

抗体を加え、4 ℃で一晩転倒混和した。50 µLの Dynabeads Protein Gを加え、4 ℃で 1

時間転倒混和し、抗体-抗原複合体を回収した。残渣のビーズは 200 µLのバッファー［50 

mM HEPES（pH 7.5）、150 mM塩化ナトリウム、10 %（v/v）グリセロール、0.1 %（v/v）

Triton X-100］で 3回洗浄した。最後に、20 µLの 2×SDSサンプルバッファーをビーズ
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に加え、95 ℃、3分間加温した後、上清を免疫沈降物として調製した。 

HF-BES1のタンデムアフィニティー精製（TAP）に関して、以下の手順で行った。

全ての操作は氷上、あるいは 4 ℃で行った。まず、Hisタグを用いた精製を行った。1 mL

の全ネイティブタンパク質に終濃度 5 mM のイミダゾールを添加した。200 µL の

COSMOGEL His-Accept懸濁液（Nacalai Tesque）をマニュアルに準じて洗浄し、100 µL

の His洗浄溶液［50 mMリン酸ナトリウムバッファー、300 mM塩化ナトリウム、5 mM

イミダゾール、0.1 %（v/v）Triton X-100、pH 8.0］で予め平衡化した。試料溶液を平衡

化した His-Accept懸濁液に添加し、2時間転倒混和した。遠心分離（1500×g、5分）し

た後、上清を除去し、1 mLの His洗浄溶液で残渣を洗浄した（計 3回）。洗浄後の沈殿

物に 500 µLの His溶出液［50 mMリン酸ナトリウムバッファー、300 mM塩化ナトリウ

ム、125 mMイミダゾール、0.1 %（v/v）Triton X-100、pH 8.0］を加え 5分間の転倒混

和を行い、遠心分離後の上清を溶出液として回収した（計 2 回）。次に、FLAG タグを

用いた精製を行った。40 µLの Mouse IgG-Agarose 懸濁液（A0919、Sigma-Aldrich）及

びANTI-FLAG M2 Affinity Gel懸濁液（A2220、Sigma-Aldrich）をそれぞれ 500 µLのTBS-T

［50 mMトリス、150 mM塩化ナトリウム、0.1 %（v/v）Triton X-100、pH 7.5］で洗浄

した（計 2回）。1 mLの His溶出液を洗浄後の Mouse IgG-Agaroseに添加した後、1時

間転倒混和し、遠心分離（5000×g、30秒）後の上清をプレクリア画分として調製した。

1 mLのプレクリア画分を洗浄した ANTI-FLAG M2 Affinity Gelに加え、更に 4時間転倒

混和した。遠心分離後の残渣は、1 mLの TBS-Tで 4回洗浄した。終濃度 150 ng/µLの

FLAGペプチド（F3290、Sigma-Aldrich）水溶液［10 mMトリス、150 mM塩化ナトリ

ウム、pH 7.5］を残渣に 100 µL加え、30分間転倒混和し、遠心分離後の TAP画分とし

て調製した（計 2回）。最後に、溶出液は 10 µLの StrataClean Resin（Agilent Technologies）
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で濃縮し、等量の 2×SDSサンプルバッファーと混合し、95 ℃で 5分間加熱処理した。 

 

3-2-9項 In vitro共免疫沈降 

 

コムギ胚芽無細胞系にて合成した 20 µL の HSP90.3 及び HF-BES1 の粗合成液を

160 µLの結合バッファー［20 mMトリス塩酸（pH 7.5）、150 mM塩化ナトリウム、0.1 %

（v/v）Triton X-100］と混合し、1 時間静置した。更に、結合バッファーで予め平衡化

したANTI-FLAG M2 Affinity Gel もしくはMouse IgG-Agaroseの懸濁液 40 µLと混合し、

4 ℃で 1時間転倒混和した。1 mLの結合バッファーで 4回洗浄した後、残渣に 20 µL

の 2×SDSサンプルバッファーを加え、95 ℃で 5分間加熱処理し、上清を回収した。 

また、GDAの処理は次のように行った。まず、20 µLの HSP90.3の合成液と 160 µL

の結合バッファーを混合した。次に、その混合液に終濃度 50 µMの GDAを加え、1時

間前処理した。最後に、20 µLの HF-BES1の合成液を加え、先に述べた共免疫沈降を行

った。 

 

3-2-10項 液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析 

 

10 %ポリアクリルアミドゲルによる SDS-PAGE によって分離したタンパク質を

Silver Stain MS kit（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）で検出した。90 kDaの

分子量を示す位置に存在するバンドを切り出し、第 2 章の材料及び方法（2-2-7 項）と

同様にゲル内消化に供試した。得られた消化物は、第 2 章の材料及び方法（2-2-7 項）

に従って、LC-MS/MS解析によるタンパク質の同定を行った。タンパク質候補の探索に
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用いたデータベースは、Uniprotを使用した。 

 

3-2-11項 AlphaScreen 

 

In vitroで合成したタンパク質を用いた Alpha Screen法は、Nemoto et al.（2011）及

び Takahashi et al.（2012）の方法に準じた。以下に、簡潔な解析の流れを示す。ビオチ

ン化した HSP90.3及び 5倍希釈した HF-BES1もしくは FLAG-DHFRを反応バッファー

［100 mMトリス塩酸（pH 8.0）、0.01 %（v/v）Tween 20、1 mg/mL BSA］に加え、25 ℃

で 1時間 384穴の Optiplate（PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Waltham, MA）上に

て反応させた。この反応溶液に検出バッファー［100 mMトリス塩酸（pH 8.0）、0.01 %

（ v/v） Tween 20、 1 mg/mL BSA、 1 ng/mL anti-FLAG M2 monoclonal antibody

（Sigma-Aldrich）、Protein A-conjugated acceptor beads（PerkinElmer）、Streptavidin-coated 

donor beads（PerkinElmer）］を添加し、更に 25 ℃で 1 時間静置した。タンパク質の分

子間相互作用は、EnSpire alphaマイクロプレートリーダー（PerkinElmar）にて解析した。 

 

3-2-12項 リアルタイム PCR 

 

BES1過剰発現細胞から RNeasy plant mini kit（Qiagen, Venlo, The Netherlands）を

用いて全 RNAを調製した。その後、得られた全 RNAを鋳型にして、ReverTra Ace qPCR 

RT master mix with gDNA remover（Toyobo, Osaka, Japan）で cDNAを合成した。最後に、

超純水で 10倍希釈した cDNA、10 µMのプライマーセット（Table 8）、SYBR premix Ex 

Taq II（TaKaRa Bio）を混合し、Thermal Cycler Dice real-time system TP800（TaKaRa Bio）
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による定量的 PCRを行った。Constitutive photomorphogenesis and dwarfism（CPD）及び

Dwarf 4（DWF4）の相対的発現量は、それぞれの発現量を Polyubiquitin 10（UBQ10）の

発現量でノーマリゼーションした後に、ΔΔCt法によって算出した。 
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3-3節  結果及び考察  

 

3-3-1項 シロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87における HSP90複合体の細胞内分布 

及び分子特性 

 

T87細胞における HSP90複合体の挙動を明らかにするために、免疫学的手法によ

って HSP90複合体の細胞内分布と動的状態を調べた。HSP90の検出には、SantaCruz社

から販売されている抗 HSP90（at-115）抗体を使用した。この抗体のエピトープ配列は、

HSP90の C末端側に位置する M585–D699である。その配列は、HSP90.3と完全に同一

であり、HSP90.2とは 97 %、HSP90.4とは 93 %、HSP90.1とは 84 %、HSP90.5及びHSP90.6

とは 33 %、HSP90.7とは 42 %の相同性が認められた。このことから、この抗体によっ

て検出される HSP90は実験条件によっては、HSP90.3、HSP90.2、HSP90.4、HSP90.1の

少なくとも 4種の HSP90ファミリーが混在する可能性が考えられる。 

まず、この抗体を用いて、T87細胞における HSP90sの細胞内分布と存在量を解

析した。第 3章の材料及び方法（3-2-6項）に示した手順で、4種のタンパク質画分を

得た。すなわち、全ネイティブタンパク質（T）、サイトゾルタンパク質（C）、膜タン

パク質（M）、核タンパク質（N）である。得られた画分を用いてイムノブロット分析を

行った結果、全てのタンパク質画分でおおよそ 90 kDaを示す移動度の位置に単一のバ

ンドが検出された（Figure 11A）。この結果は、この抗体によって検出されたバンドが

HSP90ファミリーのタンパク質であることを示している。 

次に、T画分、C画分、N画分における HSP90複合体の分子分布を BN/SDS-PAGE

と抗体検出によって調べた。その結果、まず、1次元目のネイティブな状態において、
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おおよそ 146 kDaから 1,000 kDaの分子量範囲で多数のタンパク質のスポットが存在し

ていることが分かった（Figure 11B）。このことは、T87細胞において、様々な構成因子

を持つと予想される HSP90複合体が複数存在していることを示唆する。そして、全て

の画分に共通して、最も存在量が多いスポットが 146 kDa付近に観察された。HSP90は

ネイティブな条件下において 2量体の構造を示すことから、このスポットは二量体様の

構造をとっている HSP90であると推定される（Wayne and Bolon, 2007）。加えて、T画

分は 720 kDaより高分子側にも HSP90複合体が存在していることが明らかとなった

（Figure 11B, top panel）。一方、C画分と N画分において、上記のスポットは弱く検出

されていた。480 kDa以下の分子量を持つ HSP90複合体に関しては、3種の画分で同程

度のシグナルが観察された（Figure 11B, middle and lower panels）。以上の結果より、

HSP90は細胞内画分に応じて、2量体様のサイズを示す複合体や 480 kDa以上のサイズ

を示す高分子複合体を形成していることが示唆された。 

 

3-3-2項 HSP90を含む高分子複合体の BR依存的な質的量的変化 

 

本論文の第 2章において、T87細胞は内生 BR量の変化に応答した生理的変化を

示すことを明らかにした。さらに、T画分において、480 kDa以上の分子サイズを示す

HSP90複合体が存在していることも分かった（Figure 11B）。そこで、BN/SDS-PAGEと

免疫検出を用いて、BLや Brz処理が T画分に存在する HSP90複合体の分子分布に与え

る効果を調べた。その結果、BL処理によって 1,048 kDaと 720 kDa付近に HSP90を含

む高分子複合体のスポットが顕著に認められた（Figure 12）。一方、480 kDa以下の複合

体のプロファイルは、BLや Brz処理に応答した変化をほとんど示さなかった。これら
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の結果より、HSP90を含む高分子複合体は、内生 BR量の増加に応じて質的量的な変化

を示すことが考えられる。しかし、HSP90の総量は BLや Brzによって、ほとんど変化

しなかった（Figure 13）。このことより、クライアントの数、種類、組み合わせによる

HSP90複合体の質的変化が HSP90を含む高分子複合体の BR依存的な分子特性の変化

に寄与することが示唆された。ただし、BLによって高分子側で検出された HSP90複合

体の形成には、どの HSP90 ファミリーが関与しているのかどうかを今後の研究によっ

て明らかにしていく必要がある。 

 

3-3-3項 抗 HSP90抗体を用いた免疫沈降画分に存在する HSP90.3の同定 

 

3-3-1項で述べたように、本研究で使用した抗 HSP90（at-115）抗体はシロイヌナ

ズナの複数の HSP90ファミリーを検出している可能性が考えられた。そこで、この抗

体と優先的に結合している HSP90ファミリーの同定を試みた。まず、BLを処理した

T87細胞から T画分のタンパク質を調製した。それをセファクリル S200ゲルろ過クロ

マトグラフィーに供試し、ボイドボリュームに相当する溶出液を回収した。次に、抗

HSP90抗体による免疫沈降で、その溶出液から HSP90複合体を精製した。最後に、そ

の精製画分に含まれる HSP90を LC-MS/MSによって同定した。その結果、抗 HSP90抗

体で免疫沈降されたタンパク質画分には、HSP90.3が主に含まれていることが明らかと

なった（Table 9）。すなわち、HSP90.3に対応する 2本のペプチドが同定された（Figure 

14）。1本目のペプチドである EVSHEWDLVNK（質量の理論値 1,354.6517、測定誤差

25 ppm、対応する HSP90のアミノ酸配列 E253–K263）は HSP90.2と HSP90.3に存在し

ており、一方、2本目のペプチドである DTSGEALGR（質量の理論値 904.4251、測定誤
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差 38 ppm、対応する HSP90のアミノ酸配列 D162–R170）は HSP90.3のみに存在してい

た。これらのことは、BL処理した T87細胞の T画分において、HSP90.3が抗 HSP90抗

体と優先的に結合していることを示唆する。しかしながら、LC-MS/MS分析に供試した

タンパク質サンプルには 480 kDa以下の分子量を持つ HSP90を含む複合体も混在して

いると考えられる。そのため、BLに誘導される HSP90高分子複合体の形成と HSP90.3

の関係性は今後の研究で詳細に検討する必要がある。 

 

3-3-4項 BES1と HSP90の BR依存的な分子間相互作用 

 

Sangster and Queitsch（2005）の総説において、HSP90シャペロン複合体の活性は

BR情報伝達にとって必要であることが指摘されている。加えて、3-3-2項における実験

結果より、HSP90を含む高分子複合体は BR量に応じた特性変化を示すことが明らかと

なった。従って、BR情報伝達に関わるタンパク質を HSP90のクライアントとして同定

することは、BR情報伝達の詳細な仕組みを理解する上で非常に重要であると思われる。

BR情報伝達で機能する転写因子 BES1は自身の標的遺伝子を制御するために種々のタ

ンパク質と複合体を形成することが明らかにされてきた（Yin et al., 2005; Yu et al., 2008; 

Li et al. 2009, 2010; Ye et al., 2012; Zhang et al., 2014）。加えて、動物において、HSP90は

多くの転写因子と相互作用し、それらの機能を調節していることも証明されている

（Taipale et al. 2012）。これらの理由より、HSP90のクライアント候補として BES1に着

目し、HSP90が BES1と複合体を形成しているかどうかを検証した。 

BES1タンパク質の精製を容易にするために、N末端側に 6個のヒスチジン（His）

タグと FLAGタグを融合させた BES1タンパク質（HF-BES1）を過剰発現させた T87形
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質転換細胞を作出した。シロイヌナズナのネイティブな BES1は BL処理に応答した脱

リン酸化を受けて活性化することが知られている（Yin et al., 2002; Vert and Chory, 2006）。

そのため、最初に HF-BES1タンパク質が内生 BR量の増加に依存した脱リン酸化を受

けているのかどうかを検討した。BES1のリン酸化・脱リン酸化状態は、電気泳動にお

ける BES1のバンドの挙動の変化で判断されている（Yin et al., 2002）。すなわち、リン

酸化した BES1のバンドに比べ、BL処理によって脱リン酸化された BES1のバンドは

ゲル上の移動距離が長くなることから、本実験においても、このことを指標として

HF-BES1のリン酸化状態を追跡した。 

その結果、BLを処理した形質転換細胞における HF-BES1は、他の処理を行った

細胞に比べ、SDS-PAGEにおける移動距離が長くなった（Figure 15A、Figure 15B, top 

panel）。BLの存在下では、BES1は低リン酸化状態となり、BLの非存在下では高リン

酸化状態となることが報告されている（Yan et al., 2009; Ryu et al., 2010）。さらに、protein 

phosphatase 2Aの阻害剤であるオカダ酸は BLに誘導される HF-BES1バンドの移動を阻

害した（Figure 15A）。これらのことは、BES1過剰発現細胞中の HF-BES1はネイティブ

な BES1と同様に BLに応答して脱リン酸化され、低リン酸化状態となっていることを

示唆する。 

次に、内生の HSP90が HF-BES1とタンデムアフィニティー精製（TAP）によっ

て共精製されるかどうかにより、両者の結合を検証した。抗 FLAG抗体を用いたイムノ

ブロット分析は、BL処理の有無に関わらず、HF-BES1タンパク質を BES1過剰発現細

胞から特異的に精製し、濃縮できたことを示した（Figure 15B, third panel）。一方、HSP90

は BLの有無に関わらず共精製された。しかしながら、HSP90のシグナルは BL無処理

区に比べて、BL処理区でより強く検出された（Figure 15B, forth panel）。これらの結果
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より、HSP90は BL非存在下に比べ、BL存在下で優先的に BES1と分子間相互作用を

示すことが明らかとなった。 

 

3-3-5項 In vitroにおける HSP90.3と BES1の ATP依存的な分子間相互作用 

 

HSP90.3を含む HSP90は、BL処理した細胞において、HF-BES1と強く相互作用

することが示された（Figure 15）。次に、in vitroにおいても HF-BES1と HSP90.3が複合

体を形成するのかどうかを検討した。コムギ胚芽無細胞抽出物による in vitroタンパク

質合成系で得られた HSP90.3と HF-BES1の粗合成液を混合し、抗 FLAG抗体による免

疫沈降を行った。抗 HSP90（at-115）抗体を用いたイムノブロット分析によって、免疫

沈降物中に存在する HSP90.3のシグナルが認められた（Figure 16A）。一方、マウス IgG

による免疫沈降で得られたサンプルでは、HSP90.3が検出されなかった（Figure 16A）。

これらの結果は、銀染色による検出によっても、同様に得ることができた（Figure 17）。

更に、AlphaScreenを用いて、in vitroにおける HF-BES1と HSP90.3の相互作用を定量的

に調べた（Figure 16B）。その結果、ビオチン化した HSP90.3とネガティブコントロール

の FLAG-DHFRの組み合わせと比較して、ビオチン化した HSP90.3と HF-BES1の組み

合わせにおいて 5倍以上の化学発光シグナルが観察された（Figure 16C）。これらの結果

は、in vitroにおいても HSP90.3と BES1が複合体を形成することを強く支持するもの

であった。 

In vivo共精製実験の結果より、低リン酸化状態の BES1は HSP90と優先的にヘテ

ロな複合体を形成することが示唆された（Figure 15）。従って、in vitroで合成した

HF-BES1が高リン酸化型もしくは低リン酸化型のどちらで存在しているのかどうかを
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調べた。コムギ胚芽無細胞系で合成した HF-BES1の粗合成液に Calf intestine alkaline 

phosphatase（CIAP）を処理し、その後イムノブロット分析を行った。その結果、CIAP

無処理区と比較して、CIAP処理は HF-BES1のシグナルを減少させた（Figure 16D）。こ

の結果より、in vitroで合成した HF-BES1が主に高リン酸化型として存在していること

が分かった。従って、in vitroにおいて高リン酸化型の HF-BES1と HSP90.3が複合体を

形成することが予想された。一方で、in vivoにおける共精製実験では、HSP90は恐らく、

低リン酸化状態の HF-BES1と優先的に結合していた（Figure 15）。In vivoと in vitroに

おける HSP90と HF-BES1の分子間相互作用のメカニズムは異なっているのかもしれな

い。現在のところ、これらの現象の違いを適切に説明できる実験結果は得られていない

が、いくつかの仮説が考えられる。 

Lachowiec et al.（2013）は、in vivoにおける共免疫沈降実験の結果から、BES1は

自身のリン酸化状態と非依存的にHSP90と相互作用できることを主張している。一方、

本研究によって、BLを処理した BES1過剰発現細胞において多くの HSP90が HF-BES1

と共精製されることも明らかとなった（Figure 15B）。これらのことは、HSP90と BES1

の複合体形成には低リン酸化状態の BES1に優先性があるけれども、高リン酸化状態の

BES1にも HSP90と複合体を形成する可能性があることを示唆する。あるいは別な可能

性として、2種類の異なるタンパク質合成システム、つまり不均一なコムギ胚芽無細胞

タンパク質翻訳系もしくは均一な T87細胞における細胞内タンパク質翻訳系によって

合成された HF-BES1のリン酸化部位やリン酸化の程度が異なっていることも考えられ

る。つまり、in vitroで合成された HF-BES1は、BLを投与した BES1過剰発現細胞の

HF-BES1のリン酸化状態を反映していないのかもしれない。以上のことから、HSP90

と分子間相互作用を示すBES1のリン酸化部位を特定することは今後の重要な研究課題
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であると考えられる。 

HSP90とクライアントの相互作用において、HSP90の ATPase活性は重要な働き

を担っている。それの特異的阻害剤である GDAは、クライアントに対する HSP90の結

合能を抑制することが知られている（Obermann et al., 1998; Basso et al., 2002; Fang et al., 

2009）。以上の理由で、in vitroにおける BES1/HSP90.3の複合体形成に対する GDAの影

響を調べた。まず、HSP90.3の粗合成液に、GDAを直接添加した。それから、HF-BES1

の粗合成液を混合し、抗 FLAG抗体による免疫沈降を行った。抗 HSP90抗体によるイ

ムノブロット分析の結果、Mock処理に比べて、GDA処理は HF-BES1と共精製された

HSP90.3の存在量を大きく減少させることが明らかとなった（Figure 16E）。このことは、

HSP90.3の ATPase活性が、in vitroにおける BES1と HSP90.3の複合体形成において、

必須であることを示唆する。 

 

3-3-6項 BR生合成遺伝子のフィードバック制御における BES1/HSP90複合体の関与 

 

本研究は、BES1と HSP90が in vivoにおいて BR依存的な様式で、そして in vitro

において ATPase依存的な様式で複合体を形成することを明らかにしてきた（Figure 15、

Figure 16）。そこで、BES1と HSP90の分子間相互作用はどのようにして BR情報伝達に

関与しているのか？、という新たな疑問が生じた。これを明らかにするために、内生

BR量の増加によって発現が負に制御される 2種の BR生合成遺伝子 CPDと DWF4

（Tanaka et al., 2005）に GDAが与える影響をリアルタイム PCRで検討した。 

その結果、BES1過剰発現細胞における両遺伝子の転写量は GDA非存在下におい

て BLによって経時的に大幅な減少を示した（Figure 18）。それとは反対に、GDA存在
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下においてはBLに誘導される両遺伝子の転写量の減少が強く阻害されることが分かっ

た。これら両遺伝子は、BES1とそのホモログ転写因子である BZR1の標的遺伝子であ

ることが知られている（He et al., 2005; Sun et al., 2010; Yu et al., 2011; Ye et al., 2012）。先

の in vitro結合実験において、HF-BES1/HSP90.3複合体の存在量が GDAによって明ら

かに減少していた（Figure 16E）。加えて、シロイヌナズナの植物体において、GDAに

対する BZR1の感受性は BES1のそれより低いことが明らかにされている（Lachowiec et 

al., 2013）。すなわち、BZR1は HSP90のクライアントではないということが報告されて

いる（Lachowiec et al., 2013）。以上のことから、GDAによって BES1/HSP90複合体の形

成が阻害されることによって、CPDと DWF4の正常なフィードバック制御が抑制され

ていることが推測される。しかしながら、BES1と BZR1はアミノ酸レベルで非常に高

い相同性（87 %の同一性、96 %の類似性）を示すことも事実である（Yin et al., 2002; Wang 

et al., 2002）。従って、本研究の実験結果だけでは、GDAが BZR1と HSP90の複合体形

成にも影響を与えている可能性を否定できない。そこで、BR情報伝達における

BES1/HSP90複合体の役割をより明確にするために、今後の解析によって BZR1が

HSP90と複合体を形成するかどうかを検証することは重要な研究課題の 1つである。 

最後に、本章を総括する。本研究により、BR情報伝達における HSP90シャペロ

ンの重要性を示す 3つの知見を得ることができた。1つ目に、HSP90を含む高分子複合

体は内生 BR量の増加に応答して形成されることが分かった。2つ目に、HF-BES1は in 

vitroにおいて、恐らく in vivoでも同様に、HSP90の ATPase活性依存的に HSP90.3と

ヘテロ複合体を形成することが明らかとなった。3つ目に、HSP90の特異的阻害剤であ

る GDAは、BLに誘発される 2種の BR生合成遺伝子、CPDと DWF4のフィードバッ

ク阻害を抑制した。従って、この過程における BES1/HSP90複合体の関与が示唆された。
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本研究で得られた結果は、BR情報伝達における BES1/HSP90複合体の分子機能をより

詳細に解明するための出発点となり得る重要な知見であることが考えられる。今後の研

究において、BES1/HSP90複合体も含め、HSP90を含む高分子複合体を形成する他の構

成因子を同定することは非常に重要である。そのことにより、近い将来、BR情報伝達

を介した内生 BR量のフィードバック制御に加えて、これらの複合体を介した BRの遺

伝子発現調節に関するメカニズムも明らかになると期待している。 
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3-4 節  図表  

 
 

 
 
 

 
 
 
Figure 11. Cellular distribution and molecular profiles of HSP90-containing complexes 

Native proteins differentially extracted from 7-day-cultured cells were subjected to (A) 

SDS-PAGE or (B) BN/SDS-PAGE linked immunodetection with the anti-HSP90 (at-115) 

antibody. Abbreviations in the figures: T, total native proteins; C, cytosolic proteins; M, 

membrane proteins; N, nuclear proteins. See the Materials and Methods for cell fractionation 

details. 
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Figure 12. Alteration in the molecular profiles of HSP90-containing complexes in response to 

BR level 

Total native proteins (the same as the protein fraction “T” in Figure 11) extracted from 

7-day-cultured cells treated with either 1 µM BL or 5 µM Brz for 24 h were subjected to 

BN/SDS-PAGE linked immunodetection with the anti-HSP90 (at-115) antibody. Photographs 

show chemiluminescence images in different exposure times: short (left panels) and long (right 

panels). Arrows point to HSP90-containing macromolecular complexes specifically detected in 

BL-treated cells. 
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Figure 13. Effect of BR level on HSP90 protein abundance 

Total native proteins extracted from 7-day-cultured cells treated with 1 µM BL and 5 µM Brz 

for 24 h were subjected to SDS-PAGE linked immunodetection with the anti-HSP90 (at-115) 

antibody. Left: chemiluminescence images. Right: coomassie brilliant blue (CBB)-stained 

images. Note that both BL and Brz treatments barely affected the amount of HSP90 proteins 
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Figure 14. Preferential binding of the anti-HSP90 antibody to HSP90.3 

Immunoprecipitation with the anti-HSP90 (at-115) antibody was carried out to purify HSP90 

proteins in total native proteins (the protein fraction “T” in Figure 11) extracted from BL-treated 

cells. A silver-stained band with the MW of 90 kDa in a gel of SDS-PAGE was excised and 

subjected to an in-gel digestion assay with trypsin and then to an LC-MS/MS analysis. Two 

tandem mass spectra are shown in (A) and (B); the first spectrum was obtained from a doubly 

charged ion with monoisotopic m/z = 1354.6857 and corresponded to the sequence 

EVSHEWDLVNK, and the second one was obtained from a doubly charged ion with 

monoisotopic m/z = 904.3911 and corresponded to the sequence DTSGEALGR. 
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Figure 15. Interaction of HSP90 with BES1 in vivo 

(A) To examine the phosphorylation status of HF-BES1 proteins, we carried out 

immunoblotting with an anti-FLAG antibody using total denatured proteins extracted from 

7-day-cultured transgenic cells harboring CaMV 35S::HF-BES1 genes, which were treated 

sequentially with or without 1 µM okadaic acids (OA) for 1 h and with or without 1 µM BL for 

6 h. (B) TAP was used to purify HF-BES1 proteins in the total native proteins (the protein 

fraction “T” in Figure 11) prepared from the BL-treated or BL-non-treated transgenic cells. The 

purified proteins were then subjected to immunoblotting analyses with the anti-FLAG and 

anti-HSP90 (at-115) antibodies, respectively. A non-transgenic parental cell line (WT) was used 

as a control. The brackets with the closed arrowhead and open arrowhead show the 

hyperphosphorylated and hypophosphorylated HF-BES1, respectively. An asterisk indicates a 

non-specific band. 
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Figure 16. Interaction of HSP90.3 with BES1 in vitro 

(A) In vitro-synthesized proteins of HSP90.3 and HF-BES1, separately expressed in a wheat 

germ cell-free system, were mixed and incubated for 1 h and then subjected to an 

immunoprecipitation using the anti-FLAG antibody. Immunoblotting using the anti-HSP90 

(at-115) antibody was performed to detect HSP90.3 in the precipitates. Mouse IgG was used as 

a control antibody. (B) A schematic diagram of the AlphaScreen assay for the detection of 

HSP90.3 binding to BES1. The interaction between biotinylated HSP90.3 and HF-BES1 bridges 

the streptavidin-coated donor beads and the anti-FLAG antibody-conjugated acceptor beads. 

Upon excitation at 680 nm, singlet oxygen molecules are produced from the donor beads, which 

react with the acceptor beads, resulting in light emission with the wavelength between 520 and 

620 nm. (C) Binding strength between HSP90.3 and BES1 was quantitatively estimated by 

measuring the luminescence. In vitro-synthesized FLAG-DHFR was used as a negative control. 

Luminescence values are plotted as average values with the standard error of three 

measurements. Student’s t-test (P<0.05) was performed to test the significance of differences in 

luminescence signal strength between HSP90.3 with BES1 and HSP90.3 with DHFR. (D) The 

immunoblot analyses using the anti-FLAG antibody were carried out on the in vitro-synthesized 

HF-BES1 proteins incubated with or without CIAP (left panel), and the total native protein 

fractions extracted from the WT and the transgenic cells overproducing HF-BES1 (right panel). 

BL treatment was performed as explained in Figure 15. NT, non-treated control. The brackets 

with the closed arrowhead and open arrowhead show the hyperphosphorylated and 

hypophosphorylated HF-BES1, respectively. Coomassie brilliant blue-stained gel was used as a 

loading control. (E) To test the involvement of ATPase activity in the HSP90.3/BES1 

interaction, HSP90.3 was first incubated with or without 50 µM GDA for 1 h, then with 

HF-BES1 for 1 h. Immunoprecipitation and immunodetection were performed as described in 

(A). 
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Figure 17. Silver staining protein patterns in the immunoprecipitates by anti-FLAG antibody 

The immunoprecipitates used in Figure 16A were subjected to 10 % SDS-PAGE analysis and 

then silver staining. Lane 1, 2, and 3 indicate the input fraction, the product precipitated by 

Mouse IgG, and the product precipitated by anti-FLAG antibody, respectively. A closed triangle 

indicates the HSP90.3 band. An open triangle indicates the HF-BES1 band. 
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Figure 18. Geldanamycin-triggered suppression of negative feedback regulation in BR 

biosynthetic genes 

Seven-day-cultured transgenic cells overproducing HF-BES1 were pre-treated with mock or 10 

µM GDA for 30 min, then incubated with 1 µM BL for 3, 6, and 12 h. The real-time PCR was 

performed to determine the transcript levels of (A) CPD and (B) DWF4. The mRNA levels are 

shown as a relative value of expression to that of a control experiment incubated for 12.5 h total 

in the absence of GDA and BL (fold change = 1). UBQ10 was used for the normalization of 

each mRNA level. Error bars indicate standard deviations (n=3). 
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Table 8. Oligonucleotides used 

 

 

 

 

 

Restriction sites are underlined, 6×His tag sequences are in uppercase italics, and FLAG tag 

sequences are in lowercase italics. 
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Table 9. LC-MS/MS analysis of immunoprecipitated HSP90 proteins 

 

 

 

 

 
aUnused ProtScore (UPS) from ProteinPilot software. UPS greater than 2.0 indicates a 

confidence level of 99 % 
bNumber of matched peptides 
cPercentage of sequence coverage 
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第 4章  総合考察  

 

本研究は、シロイヌナズナ懸濁培養細胞 T87 株を用いた生化学的解析により BR

情報伝達を介した遺伝子発現調節機構の解明を目指したものである。この研究を通じて、

著者は、以下に示すような 2つの新知見を得ることに成功した。第一に、BRに応答し

て存在量が増減する核タンパク質で、クロマチンリモデリングに関わると考えられるも

のを 5種同定した。これらのうち、NAP1;2、SAM syn.2と HD2Bの 3種は BR量の上

昇に伴って存在量が増加した。残りの 2種のうち NAP1;1の存在量は BR合成阻害剤・

Brz処理で増加した。一方、VIP3の存在量は BL処理の初期に一過的に減少した。第二

に、内生 BR量の増加に伴って分子シャペロン HSP90と BES1転写因子の複合体形成が

促進されることを明らかにした。さらに、BES1/HSP90複合体が BR生合成遺伝子（CPD

と DWF4）の BR情報伝達依存的な負のフィードバック発現、すなわち内生 BR量の恒

常性維持に関わることを見いだした。 

まず、一番目の知見に関して考察する。本研究では、クロマチンの構造変換を介

した遺伝子の発現制御に関わるタンパク質のうち、ヒストンのメチル化に関わる SAM 

syn.2と VIP3の存在量が BR 依存的に増減することを見つけた。この結果は、BR によ

る遺伝子発現調節にヒストンのメチル化が関与する可能性を強く示唆する。最近、BES1

の結合タンパク質としてヒストン脱メチル化酵素である ELF6 と REF6 が同定された

（Yu et al., 2008; Lu et al., 2011）。また、ヒストン H3のリジン残基の脱メチル化ができ

なくなった elf6突然変異体及び ref6突然変異体では、BRの応答性遺伝子の発現が抑制

されることが報告されている（Yu et al., 2008）。これらの研究報告から類推すると、本

研究で見つかった SAM syn.2や VIP3も BR応答性遺伝子を負に制御している可能性が
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考えられる。今後、これら 2 つのタンパク質が果たす役割を明らかにすることは、BR

情報伝達、及び BR依存的な遺伝子発現制御の機構解明にとって非常に重要である。本

研究では、上記のヒストンのメチル化関連タンパク質とは別に脱アセチル化に関わる核

タンパク質・HD2Bを同定した。Wu et al.（2003）は、HD2sが様々な転写因子と結合す

る可能性を指摘している。BES1 やそのパラログである BZR1 は BR 情報伝達の重要な

転写因子であるので、HD2Bが BES1や BZR1と結合するかどうか？	
 また、そうであ

るならば、それらの結合が BR 依存的かどうか？といった疑問に答えることは、BR 情

報伝達におけるヒストンの脱アセチル化の意味を明らかにする上で、鍵となると予想さ

れる。 

次に、二番目の知見について考察する。本研究により、BES1/HSP90複合体が BR

情報伝達を介した BR生合成遺伝子（CPD及び DWF4）の発現調節に重要であることを

初めて示された。また、複合体形成には HSP90自身が有する ATPase活性が必須である

ことも分かった。CPD、DWF4両遺伝子の BR情報伝達に依存したフィードバック発現

は、内生 BR量の恒常性維持において重要な役割を担うことが報告されている（Tanaka 

et al., 2005）。このことを考慮すると、BES1と HSP90の分子間相互作用は内生 BR量の

恒常性維持を担う分子機構の一部であると推定される。最近になり、BES1 が BR 生合

成遺伝子を含む 250種の遺伝子を標的にすることが報告された（Yu et al., 2011）。した

がって、HSP90の ATPase活性が BES1の標的遺伝子の発現に与える影響を網羅的に調

べることは、内生 BR 量の恒常性維持のみならず、BR 存在下で BES1 が司る生理学応

答における BES1/HSP90複合体の役割の解明に繋がると思われる。 

BES1/HSP90 複合体が果たす生化学的機能としては、いくつかの仮説が考えられ

る。例えば、HSP90 は BIN2 によるリン酸化から BES1 を保護し、BES1 を安定化して
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いる可能性である。ヒトにおいて、HSP90は Aktキナーゼと複合体を形成することで、

その機能を安定化していることが知られている（Basso et al., 2002）。Aktキナーゼは、

がんの進行やインスリンの代謝などで重要な調節的役割を果たす酵素である。Aktキナ

ーゼと HSP90の複合体形成が阻害されると、Aktはユビキチン化され、プロテアソーム

による分解を受けることが報告されている（Basso et al., 2002）。以上の知見を踏まえて、

次の仮説を立てた。BES1/HSP90複合体の形成が阻害されると、BES1が BIN2によるリ

ン酸化を受け不安定化する。その結果、BES1 を介した CPD 及び DWF4 のフィードバ

ック発現に異常が生じたのかもしれない。また、上記とは別に次のような仮説も考えら

れる。従前の研究により、BES1は、リン酸化による制御に加えて、核-細胞質間移動と

DNA 結合能の制御を受けることが報告されている（Vert and Chory, 2006; Ryu et al., 

2010）。HSP90 はこれらの過程にも関わっているのかもしれない。今後、以上の可能性

を検証していくことは、BR情報伝達における HSP90/BES1複合体の機能の詳細な解明

に繋がると考えられる。 

HSP90 が BES1 以外の BR 情報伝達因子と分子間相互作用を形成する可能性を検

討することも今後の研究課題の１つである。特に、BES1 と非常に高い相同性を持つ

BZR1が HSP90と複合体を形成するかどうかを明らかにすることは重要と思われる。ま

た、最近になり BES1 及び BZR1 の機能を負に制御するリン酸化酵素である BIN2 が

HSP90と複合体を形成することが報告された（Samakovli et al., 2014）。これらの結果は、

HSP90 が複数の BR 情報伝達因子と複合体を形成することを示唆する。将来、HSP90

と結合する BR情報伝達因子の全容が分かり、各複合体の役割が解き明かされることが

期待される。 

Ipenberg et al.（2013）は、ヒトのガン細胞において HSP90 が K demethylase 4B
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（KDM4B）と結合することで後者の安定性を高めることを報告した。KDM4B は、ヒ

ストン H3 の 9 番目と 36 番目のリジン残基の脱メチル化酵素で、転写制御に関わって

いる。この研究報告は、HSP90がクロマチンリモデリングに関わることを示唆する。し

たがって、本研究で同定したヒストンの修飾を介したクロマチンリモデリングに関わる

BR応答性タンパク質と HSP90との結合を調べることは大変興味深い。 

以上のように、著者はシロイヌナズナ T87培養細胞を用いた生化学的解析により、

BRによる遺伝子発現制御機構に関わる核タンパク質を見いだすことに成功した。今後、

本研究を更に発展させ、遠い将来ではあるが得られた知見を農業へ応用するために、次

のような研究計画を提案する。一番目に、本研究で確立した実験系を改善し、BR によ

る遺伝子発現制御に関わる因子を更に多く同定することである。二番目に、T87細胞で

同定に成功したタンパク質因子がシロイヌナズナ植物体で果たす役割を明らかにする

ことである。三番目に、栽培植物への研究展開の前段階として、得られた遺伝子を実用

植物へ形質転換し、それらの表現型を調べることである。また、RNA 干渉や過剰発現

などの手法を用いて、オーソログ遺伝子の発現を混乱させることでそれらの生理機能を

推定し、また、農業利用の可能性を模索する。残念ながら、日本では商業的な遺伝子組

み換え作物の栽培が事実上制限されている。そこで、四番目として形質転換に代わる方

法により、これら遺伝子に変異を有する作物を作出することである。つまり、突然変異

を誘発した作物の集団から上記の遺伝子に変異を有する個体を逆遺伝学的に特定して

行く。これを実行するための手法としては、Targeting Induced Local Lesions In Genomes

（TILLING）法が考えられる（Wang et al., 2012）。以上のような研究を遂行することで、

本研究で得られた知見を将来、収量増加や環境ストレス耐性を向上させた作物の育種に

利用することを期待している。 
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第 5章  要旨  

 

植物ホルモン・ブラシノステロイドによる遺伝子発現調節機構に関する生化学的解析 

 

植物ホルモン・ブラシノステロイド（BR）は植物の発生・成長過程の様々な場面

で影響を与えることが知られている。また、BR は花成、枝の分岐数、植物の背丈、バ

イオマスや種子の収量、生物学的及び非生物学的ストレスに対する抵抗性など、農業上

重要な植物の性質にも大きな影響を与えることが報告されている。ここ 20 年間に行わ

れたシロイヌナズナを用いた分子遺伝学的研究は、BR 情報伝達に関する理解を大幅に

進展させてきた。簡潔に説明すると、細胞表面にある BRI1受容体と BRの結合を契機

に細胞質及び核内で連続したタンパク質のリン酸化・脱リン酸化反応が起こり、最終的

にBRの情報は互いに高い相同性を持つ2種の転写因子BES1とBZR1に受け渡される。

さらに、活性化された両タンパク質が数千もの遺伝子の発現を誘導もしくは抑制するこ

とで、先に述べたような BRによる多彩な生理現象が導かれる。上述のように BR情報

伝達の概要は解明されてきたが、BR 依存的な遺伝子の発現制御の詳細、例えば、この

過程の中で核タンパク質が果たす役割など未解明な部分も多い。 

本研究では、BR 情報伝達の分子機構の全体像を生化学レベルで解明することを

最終目的として、まず、薬理学的手法により内生 BR 量を変化させたシロイヌナズナ

T87培養細胞における核タンパク質の動態を二次元電気泳動法により解析した。その結

果、計 551種のタンパク質スポットを検出することに成功した。これらの中で 16種の

タンパク質は BR量の上昇に応じて存在量が増加すること、また、55種は存在量が減少

することが明らかになった。続いて、LC-MS/MS解析を行い、BRにより存在量が増減
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するタンパク質 35種を同定した。同定したタンパク質のうち 11種は、予想通り、核局

在が報告されたタンパク質であった。また、この中には NAP1;2、SAM syn.2、HD2B、

NAP1;1が存在した。これら 4種のタンパク質はクロマチンリモデリングに関与するこ

とが知られているので、BR 情報伝達とその後に起こる遺伝子発現制御にとってクロマ

チン構造の変化が重要であると考えられる。加えて、上記の結果は、細胞分画による核

単離と二次元電気泳動法の組み合わせが、BR 依存的な核タンパク質の挙動を網羅的に

追跡するのに適した方法であることを示している。 

次に、T87 培養細胞から精製した BES1 を含むタンパク質複合体の特性解析を行

い、パートナー・タンパク質として分子シャペロンの HSP90を初めて同定した。また、

内生 BR 量を増加させると、BES1 と HSP90 の分子間相互作用だけではなく、480 kDa

以上の分子量を示す HSP90複合体の形成が促進されることが分かった。さらに、HSP90

の ATPase活性の阻害剤・ゲルダナマイシンを処理すると、BES1と HSP90の結合が阻

害されること、及び BR 生合成遺伝子である CPD と DWF4 の BR 依存的な発現抑制が

損なわれることが明らかとなった。これらの結果から、BES1と HSP90の分子間相互作

用が BR情報伝達と、これを介した内生 BR量の恒常性維持に重要な役割を果たしてい

ることが推測された。 

以上のように本研究は、クロマチンリモデリングとBES1転写因子に対するHSP90

のシャペロン活性がBR情報伝達とそれに引き続く遺伝子発現制御の分子機構の一端を

担っていることを初めて明らかにした。 
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第 6章  Summary 

 

Biochemical analysis of the mechanism for regulation of brassinosteroid-responsive gene 

expression in Arabidopsis cultured cells 

 

Brassinosteroids (BRs) are unique polyhydroxylated steroidal hormones that affect a wide 

range of plant growth and development at an extremely low concentration. They also control 

several important agronomic traits, such as flowering time, number of branches, plant 

architecture, biomass production and seed yield, and tolerance to biotic and abiotic stresses. 

Over the past decades, molecular genetic studies using Arabidopsis plants have made a great 

progress in our understanding of BR signal transduction pathway. Briefly, upon the binding of 

BR to a cell-surface receptor BRI1, its signaling cascade progresses with a series of 

phosphorylation-dephosphorylation reactions in both cytoplasmic and nuclear spaces and finally 

activates two closely related transcription factors, BES1 and BZR1 that together regulate 

thousands of BR responsive genes, thus leading to the numerous physiological processes 

mentioned above. However, other aspects of BR signaling-mediated gene expression, such as 

the involvement of other nuclear proteins and if so, their functions in it are largely unknown. 

Therefore, for elucidation of the whole mechanisms underlying BR signaling, 

biochemical characterization was firstly performed to reveal the nature of nuclear proteins in 

Arabidopsis cultured cells grown under different BR levels. As a results, it was observed that 

sixteen spots increased in their abundance in response to high BR contents among 551 protein 

spots detected on the 2D-PAGE gels, while fifty-five of spots decreased. The result indicates 
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that 2D-PAGE combined with pre-fractionation of nuclei is an effective approach for 

investigating the BR-induced changes in nuclear protein abundance. Then, LC-MS/MS analysis 

was carried out to characterize proteins derived from the 71 spots fluctuated BR-dependently in 

their amounts, and identification of 35 proteins was succeeded, among which 11 proteins were 

reportedly nuclear-localized. Among them, three proteins (NAP1;2, SAM syn.2, and HD2B) 

were recognized to be BR-induced while two proteins (NAP1;1 and VIP3) were BR-repressed. 

All five proteins have been reported to be involved in chromatin remodeling. Thus, this finding 

strongly suggests that changes in chromatin structure are crucial for BR signaling-mediated 

gene expression. 

Next, affinity-purification procedure was employed to characterize a protein complex 

containing BES1 and successfully identified a molecular chaperone heat shock protein 90 

(HSP90) as a novel partner. High BR levels promoted not only BES1 interaction with HSP90, 

but also the formation of HSP90-containing macromolecular complexes with more than 480 

kDa of molecular weight. Geldanamycin, a specific inhibitor of HSP90’s ATPase activity 

caused prevention of BES1 binding to HSP90 and also disturbance of BR-dependent expression 

of two BR biosynthesis genes, CPD and DWF4. These observations suggest that BES1/HSP90 

interaction plays a crucial role in BR signaling-mediated feedback control of endogenous BR 

contents through regulation of the corresponding genes. 

Taken together, the current biochemical study firstly demonstrates the involvement of 

both the chromatin remodeling process and the chaperone activity of HSP90 targeted BES1 in 

BR signaling-mediated gene regulation. 
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