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研究成果の概要（和文）：本研究では(1) Eutrema salsugineum完全長cDNAを用いた耐性付与遺伝子の探索、(2)
 シロイヌナズナaccession間に見られる高温耐性バリエーションのQTL解析の2つの研究を進めた。(1)は、転写
因子と高温ストレス発現変動遺伝子をターゲット遺伝子とし、組換え植物を整備・スクリーニングすることで、
高温耐性付与遺伝子を単離した。得られた遺伝子はモデル作物Micro-Tomに導入後、作物での耐性を評価した。
(2)は、シロイヌナズナEi-2（高温感受性）とDa(1)-12（高温耐性）のQTL解析より、高温耐性QTLを検出後、
NILsを用いてQTLのファインマッピングを行った。

研究成果の概要（英文）：High temperature is one of the most important abiotic stresses because it 
can greatly affect plant growth and crop production. Many accessions of Arabidopsis thaliana have 
large genetic variations in phenotypic traits such as stress tolerance. We previously performed QTL 
analysis using recombinant inbred lines generated by crossing between Da (1)-12 and Ei-2 and found a
 major QTL for heat tolerance on chromosome 1. To identify the QTL, we developed NILs which carried 
different sized small chromosomal segments from Ei-2 containing the QTL region in the genetic 
background of Da (1)-12. As a result of genotyping for the NILs, the QTL was narrowed down into 140 
kbp including 34 genes.
HsfA1d was identified as a gene that was able to confer heat tolerance to plants. We here generated 
HsfA1d-overexpressing tomato plants. These HsfA1d-overexpressing tomato plants shows highly 
expression levels of heat-response marker genes including HSPs compared with the wild type plants.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： 高温耐性　シロイヌナズナ　accession　ナチュラルバリエーション
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１．研究開始当初の背景 
高温は作物の生長や収量に大きな影響を及

ぼす重大なストレスである。地球規模では、
ここ 30 年の温度上昇により、主要穀物であ
る小麦やトウモロコシにおいて 3-5％も収量
が減少したと報告されており（Lobell et al., 
2011 Science）、今後安定した食糧供給を望む
上でも、植物の環境ストレス耐性の解明、耐
性植物の作出が植物科学の重要な課題とさ
れている。 
これまでに多くの植物生理に関する分子レ

ベルでの知見が、モデル植物の Arabidopsis 
thaliana（シロイヌナズナ）を中心に明らかと
なってきた。高温ストレス応答に関しては、
耐性に必須の遺伝子群の他、耐性を付与する
ことの出来る遺伝子も明らかとなり、申請者
らの研究を含め、いくつかの高温耐性植物が
作出されている。しかしながら、これらは、
特に耐性を示さないモデル植物の耐性メカ
ニズムに関与する遺伝子を導入したもので
あり、「（弱い）野生型と比較して」というレ
ベルにとどまっているのが現状である。 
一方、自然界には高温に対して極めて高い

耐性を示す植物が存在する。このような実際
に高い耐性を示す植物のメカニズムは非常
に興味深いものの、これまでに全く明らかと
されていない。また、高温耐性については良
いモデルとなる耐性植物自体がなかった。 
申請者らは先行研究において、シロイヌナ

ズナ近縁の塩生植物 Thellungiella salsuginea
（以下 T. salsuginea） が、塩ストレス耐性同
様、高温ストレスに対しても、植物個体レベ
ルのみならず、細胞レベルでも非常に高い耐
性を示すことを明らかにした (Higashi et al., 
2013 Molecular Plant)。T. salsuginea はシロイ
ヌナズナと同様、植物体が小さい、生活環が
3 ヶ月と短い、種子多産と遺伝学に向く形質
を示すほか、シロイヌナズナと核酸レベルで
90％以上の相同性を示すことから比較ゲノ
ム解析が可能である (Taji et al., 2004 Plant 
Physiol) 。さらに T. salsuginea は 2012 年にゲ
ノムシークエンスが公開されたほか、申請者
らの先行研究において T. salsuginea の様々な
組織、あるいは様々なストレス処理した植物
由来の完全長 cDNAライブラリーが作製され
ている。これまでに 20,000 クローンについて
両端読みシークエンスを公開し（Taji et al., 
2008 BMC Plant Biology）、ストレス応答に関
連すると予想される 1,047 クローンについて
全長シークエンスを決定した（Taji et al., 2010 
BMC Plant Biology）。 
またシロイヌナズナは世界中に 1,000 種を

超える accessions（エコタイプ）が存在し、
ストレス耐性に大きなバリエーションが観
察されることが明らかとなってきた (Atwell 
et al., 2010 Nature)。先行研究においてシロイ
ヌナズナ 170 accessions の高温耐性を評価し
たところ、高温耐性にも大きなバリエーショ
ンが見られた。 

 

２．研究の目的 
本研究では、モデル植物シロイヌナズナの

近縁種にもかかわらず、極めて高い高温耐性
を有する Thellungiella salsuginea の遺伝子
資源を用いて、高温耐性付与遺伝子を網羅的
に探索し、耐性作物の作出を試みる。また、
シロイヌナズナのエコタイプ間には、高温耐
性に大きなバリエーションがあることが分
かった。本研究では、この高温耐性のナチュ
ラルバリエーションに寄与する遺伝子座を
GWAS や QTL 解析といった遺伝学的手法を
用いて同定する。 

 
３．研究の方法 
本研究では(1)「T. salsuginea 完全長 cDNA を
用いた耐性付与遺伝子の探索（FOX hunting）」
と(2)「シロイヌナズナ accessions 間に見られ
る高温耐性バリエーションの QTL 解析」の 2
つを柱に研究を進めた。 は、転写因子と高
温ストレス発現変動遺伝子の合計 638 遺伝子
をターゲット遺伝子とし、1 遺伝子につき 8
ラインの組換え植物を整備・スクリーニング
することで、高温耐性付与遺伝子を単離した。
得られた遺伝子はモデル作物Micro-Tomに導
入後、作物での耐性を評価した。 は、Ei-2
（高温感受性 accession）x Da(1)-12（高温耐
性 accession）_RILs を用いた QTL 解析より、
高温耐性 QTL を検出後、NILs を用いて QTL
のファインマッピングを行った。 
 
４．研究成果 
(1) T. salsuginea 完全長 cDNA を用いた耐性付
与遺伝子の探索（FOX hunting） 
①シロイヌナズナ近縁の塩生植物、Eutrema 
salsugineum の完全長 cDNA をシロイヌナズ
ナに過剰発現させた、  Full-length cDNA 
OvereXpression (FOX) 系統（以下、FOX ライ
ン）を保有している。この FOX ラインを用
いて浸透圧耐性試験を行った結果、FOX351
系統が野生型植物と比較して耐性を示すこ
とが明らかとなった。FOX351 はタンパク質
の保護などに関わる事が知られる因子をコ
ードしていたことから、塩馴化後浸透圧スト
レス時に ABA 非依存的に、耐性獲得に重要
なタンパク質を保護することで耐性の獲得
に寄与することが考えられた。 
 
②本研究では、 HsfA1 をトマト（Micro-Tom）
へ導入してその応用効果を調べること、また
HsfA1 が制御する下流遺伝子群の探索を目的
に、野生型 Micro-Tom を用いて RNAseq 解析
を行った。RNAseq 解析の結果、Micro-Tom
でも他植物と同様、高温ストレス下で多くの
HSP 群を含む遺伝子発現を誘導することが
明らかとなった。トマトのゲノム上には、
HsfA1 ホモログ遺伝子が 5 個存在する。これ
らのうち、SlHsfA1b_1 が唯一高温誘導性を示
すことが明らかとなった。そこで、先行研究
に よ り 得 ら れ た E. salsuginum 由 来 の
EsHsfA1d に加え、そのオーソログ遺伝子であ



るSlHsfA1dと高温誘導性を示したSlHsfA1b_1
について Micro-Tom 過剰発現体を作成した。
これまでに EsHsfA1d 導入系統を 6 ライン、
SlHsfA1b_1 導入系統を 4 ライン、SlHsfA1d 導
入系統を 3 ライン得ることに成功した。得ら
れた系統について、導入遺伝子および HsfA1d
の下流遺伝子を予想された HSP21 および 
HSP101 遺伝子の発現量をノーザン解析によ
り確認した。その結果、SlHsfA1b_1 導入系統
の 2 ラインについては導入遺伝子の高発現お
よび HSP21，HSP101 の高発現が確認された
ことから、目的の形質転換が得られたことが
明らかとなった。 
 
(2) シロイヌナズナ accessions 間に見られる
高温耐性バリエーションの QTL 解析 
①高温耐性 accession Da(1)-12 と感受性
accession Ei-2 から作出された recombinant 
inbred lines (RILs) を用いて QTL 解析を行
ったところ、第一染色体上に高温耐性に高い
寄与度を示す QTL が存在することが明らか
となった。この高温耐性 QTL を同定するため、
QTL 領域を Ei-2 に置き換えた NIL を作出し
た結果、原因遺伝子領域を 140 kbp、34 遺伝
子まで絞り込むことに成功している。原因遺
伝子領域 140 kbp のシーケンスを決定したと
ころ、Col-0 や Da(1)-12 とは異なる配列が Ei-2
で存在することが明らかになった。高温条件
下での遺伝子発現量を網羅的に見るために
Da(1)-12 と感受性の NIL1 を用いて RNA シー
クエンスを行った。その結果、NIL1 よりも 2
倍以上発現の高い Da(1)-12 の遺伝子は 44 遺
伝子のみだった。その 44 遺伝子は活性酸素
の消去酵素の遺伝子だった。この結果から原
因遺伝子は活性酸素種の消去酵素の働きを
活性化させる、または消去酵素を作る働きを
していることが予想された。 
 
②Da(1)-12 と Ei-2 の原因遺伝子領域 140 kbp
についてサンガー法によるシークエンス解
析を行ったところ、Da(1)-12 は広く実験に用
いられる Col-0 と高い相同性を示す一方、Ei-2
はそれらと比較して特異的に有する遺伝子
や遺伝子の欠落が見つかった。高温感受性を
示した NIL-1 と Col-0 を掛け合わせて作出し
た F1 は Col-0 と Da(1)-12 同様に高温耐性を
示すことから、Da(1)-12 同様に Col-0 はこの
原因遺伝子座が耐性型であることが示唆さ
れた。そこで Ei-2 特異的、あるいは Da(1)-12
特異的遺伝子が原因遺伝子であるか確認す
るため Ei-2 特異的遺伝子は高温耐性を示す
Col-0 に遺伝子導入、Da(1)-12 特異的遺伝子は
高温感受性を示す NIL-1 に遺伝子導入し、相
補性試験を行った。その結果、どちらの特異
的遺伝子導入株も高温耐性はそれぞれの野
生株と変わらず、いずれも原因遺伝子ではな
いことが示唆された。特異的遺伝子が原因遺
伝子ではなかったことから、耐性の違いを生
じる原因は Ei-2 と Da(1)-12 および Col-0 間に
存在する非同義置換による可能性が示唆さ

れた。 
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