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研究成果の概要（和文）：植物における低温シグナル伝達機構、低温ストレス応答においてMYC型転写因子ICE1は重要
な役割を担っている。ICE1の相互作用因子としてリン酸化に関わると考えられるMAPキナーゼMPK4が単離された。mpk4
変異体では低温ストレス感受性を示し、低温誘導性遺伝子の低下もみられた。mpk4変異体を低温ストレスに曝した際の
遺伝子発現をマイクロアレイ解析にて調べた。公開マイクロアレイと比較したところ、mpk4変異体における発現変化は
mkk2変異体やice1変異体と似ており、CBF2過剰発現体とは逆であり、MKK2-MPK4-ICE1-CBFによる遺伝子発現調節が行わ
れていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：ICE1, MYC transcription factor, plays an important role in cold signaling 
mechanism and in response to cold stress in plants. MPK4 encoding MAP kinase has been isolated as an 
interactor of ICE1. The mpk4 mutant exhibited cold sensitivity and several cold-inducible genes were 
down-regulated in the mutant. The gene expression profile at the time of exposure to cold stress was 
investigated in the mpk4 mutant by microarray analyses. When compared with published microarray data, 
expression profile of mpk4 was similar to that of mkk2 or ice1 mutant and was contrary to the CBF2 
overexpression plants. These results suggested that cold signaling is regulated by MKK2-MPK4-ICE1-CBF 
pathway.

研究分野： 植物分子・生理科学
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１．研究開始当初の背景 
 植物における低温シグナル伝達機構、低温
ストレス応答において、MYC 型転写因子であ
る ICE1 は重要な働きを担っている。ICE1 の
調節機構として翻訳後修飾因子としてユビ
キチン化による ICE1 の分解が低温ストレス
後 15 時間以降で起こることが明らかになっ
た(Dong et al., PNAS 2006)。また、ICE1 は
SUMO 化によりユビキチン化と拮抗すること
で、ICE1 の安定化に関わっていることが明ら
かとなった(Miura et al., Plant Cell 2007)。
しかし、ICE1 がどのように活性化されるのか、
その活性化がどのようなシグナル伝達によ
ってもたらせるのかは分かっていなかった。 
 一方で、MAP キナーゼカスケードの研究に
より、MPK4 (MAP キナーゼ)及び MPK6 は低温
によって MKK2 (MAP キナーゼキナーゼ)によ
り活性化され、MKK2 が低温ストレス応答や低
温シグナル伝達に関わっていることが明ら
かとなってきた(Teige et al., 2004)。また、
MKK2 は MEKK1 (MAP キナーゼキナーゼキナー
ゼ)によりリン酸化されることから、
MEKK1-MKK2-MPK4 というリン酸化リレーが構
成されていることが明らかになってきた
(Rodriguez et al., Annu Rev Plant Biol 
2010)。 
 我々は ICE1 の調節機構を明らかにする目
的で ICE1 相互作用因子を酵母２ハイブリッ
ドスクリーニングにより単離してきた。その
中に、MPK4 及び MPK6 が含まれていた。ICE1
相互作用因子としてキナーゼが働くことは、
これまで全く報告がなく、我々が単離した
MAPキナーゼがICE1にどのように働くのかは
全分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では MAP キナーゼが ICE1 をどのよ
うに調節するか、低温ストレス応答にどのよ
うに関わるかを明らかにすることで、MPK の
低温シグナル伝達における役割を明らかに
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、MAP キナーゼ変異体 mpk4 およ
び mpk6 を用いて、低温ストレス感受性およ
び低温誘導性遺伝子の発現量を調べること
で、これらの MAP キナーゼが低温シグナル伝
達及び低温ストレス応答に関わっているか
を明らかにした。具体的には、mpk4 および
mpk6 変異体およびコントロールとして野生
株を低温に曝し、生存率を明らかにすること
で、凍結耐性を調べた。低温誘導性遺伝子の
発現評価に関して、野生株及び mpk4 変異体
を低温に曝し、3, 6, 12, 24, 72, 168 時間
後にサンプリングを行った。これらの植物体
から RNA を抽出し、逆転写酵素を用いて cDNA
を作製したのち、低温誘導性遺伝子である
DREB1A, DREB1B, DREB1C, COR47, KIN1, 
COR15A, RD29A 遺伝子特異的プライマーを用
いて RT-PCR を行った。この際、SYBR を用い

て定量化した。 
低温誘導性遺伝子の発現調節を包括的に

調べる目的で、低温処理 0, 3, 24 時間後の
野生株および mpk4 変異体から RNA を抽出し
て、マイクロアレイ解析を行った。これらの
マイクロアレイデータを公開されているマ
イクロアレイデータ(低温処理、サリチル酸
処理、mkk2, ice1-D 変異体、DREB1C 過剰発
現体)と比較した。 
 
４．研究成果 
(1)ICE1と相互作用するMAPキナーゼのうち、
mpk4 は低温耐性を示したが、mpk6 は低温耐
性を示さなかった。 
 ICE1とMPKとの相互作用は酵母２ハイブリ
ッド解析により明らかとなった(図１)が、こ
の 相 互 作 用 を 確 認 す る た め 、 BiFC 
(bimolecular fluorescence 
complementation)により、相互作用の確認を
行った。この方法では N 末端の YFP に ICE1
を融合させ、C 末端 YFP に MPK を融合させ、
ICE1 と MPK が相互作用すれば、完全な YFP と
して蛍光を発するものである。ICE1-MPK4 及
び ICE1-MPK6 では相互作用による YFP 蛍光が
観察され、ICE1 は MPK4, MPK6 ともに相互作
用をすることが明らかとなった（図２）。 
 
 

図１．酵母２ハイブリッド解析による ICE1
と MAP キナーゼとの相互作用。 

図２．BiFC 解析による ICE1 と MAP キナーゼ
との相互作用。 
 
 
そこで、これらの変異体を用いて低温スト

レス耐性を調べたところ、mpk4 では著しい低



 

 

温ストレス感受性を示したのに対して、mpk6
は野生株とほとんど変わらなかった。このこ
とから、相互作用を示す MAPキナーゼのうち、
MPK4 が低温ストレス応答に重要な働きを示
していることが示唆された（図３）。 
 
 

図３．mpk4 変異体は低温ストレス感受性を示
した。 
 
 
(2) MPK4 による低温シグナル伝達の調節 

上記研究により、MPK4 が低温ストレス応答
に関わっていることが明らかになったので、
mpk4 と野生株について、DREB1A, DREB1B, 
DREB1C, COR47, KIN1, COR15A, RD29A といっ
た低温誘導性遺伝子の発現を調べた。その結
果、mpk4 変異体では、これらの遺伝子発現上
昇が野生株に比べて低かった（図４）。この
ことから、MPK4 は低温シグナル伝達に関与し
て、これらの低温誘導性遺伝子の発現を調節
していることが示唆された。 

 
 

図４．mpk4 変異体では低温誘導性遺伝子の発
現低下がみられた。 

 
 
そこで、包括的な発現プロファイルを明ら

かにする目的で、mpk4 変異体と野生株を比較
したマイクロアレイ解析を行った。植物を低
温ストレス処理を行って 0, 3, 24 時間後に
サンプリングした。この植物から RNA を抽出
し、品質を検査したのちに、マイクロアレイ
解析を行った。本研究により、低温誘導時に
mpk4 変異体で発現量の変わるものが明らか

となったが、mpk4 はこれまでも研究が進めら
れており、サリチル酸を蓄積することが分か
っている(Gao et al., Cell Res. 2008)。そ
こで、本研究で得られたマイクロアレイデー
タと公開済のマイクロアレイデータのうち、
低温ストレス応答、サリチル酸応答、mkk2、
ice1-D 変異体及び DREB1C 過剰発現体におけ
る発現プロファイルを抽出して、mpk4 変異体
との比較を行った。そうすると、いくつかの
低温誘導性遺伝子の発現低下が mpk4 変異体
で見られた。さらに、mpk4 変異体の発現プロ
ファイルはサリチル酸応答および mkk2 変異
体、ice-D 変異体とよく似ていた（図５）。ま
た、DREB1C 過剰発現体とは逆の発現プロファ
イ ル を 示 し た こ と か ら 、
MKK2-MPK4-ICE1-DREB1 といったシグナル伝
達の可能性が示唆された。また、この結果は
サリチル酸と低温ストレス応答との関連性
も示すものである。実際に、先行研究におい
ても、低温ストレス応答を制御する遺伝子と
して同定された CAMTA3 (Doherty et al., 
Plant Cell 2009)がサリチル酸蓄積に負の働
きを示す AtSR1 と同じ遺伝子(Du et al., 
Nature 2009)であったり、ice1-D 変異体は低
温ストレス感受性を示す一方で、サリチル酸
を蓄積して病原菌に抵抗性を示す(Zhu et 
al., Plant Physiol 2011)という研究が報告
されている。これらのことを考慮すると、低
温ストレス応答とサリチル酸の蓄積には何
らかの関連性があると推測される。 
 
 

図５．発現プロファイルの比較。 
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