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研究成果の概要：本研究では、植物の環境ストレス耐性の上昇と生育促進を目的として、スト

レス耐性に関わりの深い活性酸素防御遺伝子に関する研究を行った。具体的には、イネにおい

て活性酸素防御遺伝子を調節する転写因子の遺伝子単離を試みた。また活性酸素消去酵素であ

るミトコンドリア型スーパーオキシドディスムターゼ（SOD）を過剰発現させたタバコで、低温、

高温、強光の各ストレスに対する耐性が上昇した、またミトコンドリア型 SOD を高発現するイ

ネにおいて、発芽・生育の促進が見られた。 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 植物は移動する能力を持たないため、高

温・乾燥・強光・塩害等の環境ストレスに曝

されている。植物の生産性は環境ストレスに

より大きく低減しており、これによる収量損

失は約 65%にも上る。一方で、世界的な温暖

化・乾燥化に伴う耕地の減少、人口増加によ

る食糧増産・バイオマス増産の必要から、作

物の収量を増加させることが急務である。 

 このような状況を背景として、本研究では

植物の環境ストレス耐性と生育速度を上昇

させることを目指した。 

 

(2) 環境ストレス条件下では植物体内での



活性酸素の生成が増大するため、植物は活性

酸素の毒性により、光合成阻害、生育阻害等

の障害を受ける。よって、活性酸素に対する

防御機構を解明することは、植物のストレス

耐性機構の理解にとって不可欠である。 

 筆者（研究代表者）は、植物の活性酸素防

御に関わる遺伝子の発現調節機構を解析し

ており、本研究開始時点で以下のような知見

を得ていた。 

①イネにおいて活性酸素に応答する新規シ

ス-エレメント CORE を発見した。また CORE

がスーパーオキシドディスムターゼ（SOD）

遺伝子を初めとする３個の活性酸素防御遺

伝子を共通に制御していることを明らかに

した。 

② 筆者は、環境ストレス耐性上昇を目的と

して、活性酸素消去酵素を過剰発現する形質

転換植物の作出・解析を行った。その過程で、

ミトコンドリア型 SOD遺伝子の過剰発現によ

りタバコにおいて発芽および生長が促進さ

れることを明らかにした。 

 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究は、活性酸素応答に関わる遺伝子

群を制御する転写調節因子を同定し、それを

利用して植物のストレス耐性を上昇させる

ことを目的とした。 

 具体的には、活性酸素ストレス応答性シス

-エレメントCOREに結合する転写因子をクロ

ーニングし、これを形質転換により過剰発現

させることを試みた。 

 

(2) 本研究ではミトコンドリア型 SODの過剰

発現による生育促進効果に着目し、ミトコン

ドリアにおける活性酸素消去活性の上昇に

よって、植物にどのような影響が見られるか

を調査した。また、この手法がタバコ以外の

他の植物にも応用できるかどうかを検討す

るために、イネにおいてミトコンドリア型

SOD を過剰発現させた。 

 

 

３．研究の方法 

(1) COREに結合する転写因子をクローニング

するため、yeast one-hybrid スクリーニング

を行った。CORE 配列を最小プロモーターの上

流に連結した HIS3 レポーター遺伝子

(CORE-HIS3)を構築して酵母に導入した。一

方、活性酸素ストレス処理を行ったイネ芽生

えより RNA を調製し、cDNA ライブラリーを構

築した。このライブラリーを CORE-HIS3 導入

株酵母に導入し、スクリーニングを行った。

また既に保有しているファージ発現ベクタ

ーで構築した cDNA ライブラリーを用いて、

Southwestern 法によるスクリーニングも平

行して行った。 

 また、CORE による遺伝子発現調節機構をさ

らに詳細に解析するために、CORE 配列をプロ

モーター領域に持つ遺伝子をデータベース

で検索した。またそれらの遺伝子の活性酸素

に対する発現応答を RT-PCRによって調べた。 

 

(2) ミトコンドリア型 SOD遺伝子を過剰発現

させた形質転換タバコに、低温、高温、強光

の各ストレス処理を行い、クロロフィル蛍光

を測定することにより、ストレス耐性を評価

した。 

 またミトコンドリア型 SOD 遺伝子をイネ

に導入し形質転換体の作出を行った。イネに

おいてミトコンドリア型 SODを過剰発現する

導入遺伝子を構築し、これをアグロバクテリ

ウムを用いてイネに導入した。得られた形質

転換体において、遺伝子導入および SOD 活性

の上昇を確認した後、野生型と比べ生育促進

が見られるかどうかを調べた。 



 

 

４．研究成果 

(1)上記転写因子のクローニングを目指して、

cDNA ライブラリーのスクリーニングを試み

た。スーパーオキシド発生剤であるパラコー

ト処理を行ったイネ芽生えよりポリA+ RNAを

調製し、cDNA ライブラリーを構築した。これ

を用いて yeast one-hybrid スクリーニング

を行った。またファージ発現ベクターで構築

したイネ緑葉由来 cDNA ライブラリーについ

て 、 CORE 配 列 を プ ロ ー ブ に 用 い て

Southwestern スクリーニングを行った。し

かしながらいずれのスクリーニングにおい

ても、ポジティブクローンの単離には至らな

かった。 

 一方、CORE によって調節を受ける遺伝子が、

SOD 等の３個の遺伝子以外にも存在するかど

うかを検討するために、CORE 配列を持つ遺伝

子の検索を行った。イネゲノム配列データベ

ースを検索した結果、プロモーター領域に

CORE 配列を持つ発現遺伝子は、９個存在した。

またそれらの遺伝子のパラコートに対する

応答を RT-PCR により調べたところ、ストレ

ス応答性 Zn フィンガータンパク質遺伝子

OsISAP1 が活性酸素ストレスにより誘導が見

られたことから、CORE による発現調節を受け

ている可能性が示唆された。 

 

(2) これまでに活性酸素消去酵素を過剰発

現させた形質転換植物でストレス耐性の上

昇が多数報告されているが、それらは葉緑体

や細胞質において活性酸素消去酵素を発現

させており、ミトコンドリアで過剰発現させ

た例はこれまでなかった。今回、ミトコンド

リア型 SODを過剰発現させた形質転換タバコ

が環境ストレスに対して耐性を示すかどう

かを検討した。その結果野生型に比べ、低温

（10℃）、高温（45℃）、強光の各ストレス

に対する耐性が上昇していることが明らか

となった。またこの実験ではクロロフィル蛍

光測定を行っており、葉緑体の光化学系 II 

の阻害をストレスによる障害の指標として

いることから、本研究結果によりミトコンド

リアの活性酸素消去系が葉緑体での活性酸

素ストレスの防御に寄与していることが示

された。 

 またイネにミトコンドリア型 SOD 遺伝子

を導入し形質転換体の作出を行った。得られ

た形質転換体において、遺伝子導入および

SOD 活性の上昇を確認した。イネに関しては

特に低温条件での高い発芽特性が求められ

ていることから、低温条件での発芽・生長が

促進されているかどうかを調査した。形質転

換イネと野生型イネの種子をそれぞれ MS 固

形培地に播種し発芽を比較した結果、形質転

換体のいくつかの系統で、常温 (28℃) およ

び低温 (18℃) においてそれぞれ発芽・生育

の促進が見られた。この結果から、イネにお

いてもミトコンドリア型 SODの高発現により

生育促進効果が確認された。 
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