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研究成果の概要（和文）：ICRISATから提供されたトウジンビエ系統を用いて、トウジンビエの持つ強い環境ス
トレス耐性の分子機構を明らかにするための解析を行なった。データベースの解析、RNA-seq解析およびGWAS解
析により抽出し、それらの遺伝子について機能解析を行なった。
3種類の転写因子（NAC転写因子、SUQUAMOSA promotor binding protein(SBPs)、DOF転写因子）について網羅的
な解析を行い、環境ストレス耐性機構との関わりを考察した。またPgPERK7が高温耐性に、PgPM19とPgDHNが塩ス
トレス耐性に関与することを示唆することができた。

研究成果の概要（英文）：Using the pearl millet lines provided by ICRISAT, studies to understand the 
molecular mechanisms of pearl millet to tolerate severe environmental stresses have been carried 
out. The genes related to the tolerant mechanisms were selected by data base analysis, RNA-seq and 
GWAS, and the function of these genes were analyzed.
Comprehensive analysis of tree transcription factor families (NAC, SUQUAMOSA promotor binding 
protein and DOF) revealed the significance of these gene families in the tolerance to environmental 
stresses. It was shown that PgPERK7 is related to high temperature tolerance, and that PgPM19 and 
PgDHN are related to salt tolerance of pearl millet.

研究分野：植物分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、トウジンビエの高度の環境ストレス耐性の分子機構について初めて詳細に解析された。3種類の転
写因子について網羅的に解析され有用な知見が得られたし、さらにトウジンビエ転写因子全般についても網羅的
解析が進行中であり、今後も有用な知見が蓄積されることが期待できる。またいくつかの遺伝子についは機能解
析も行われ、環境ストレス耐性育種の現場でも活用されることも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
トウジンビエと同様に強い環境ストレス耐性を持つ穀物としてソルガムが知られている。ソル
ガムでは 2009 年に全ゲノム配列が解読され、完全長 cDNA データベースやトランスクリプトー
ムデータベースも整備されており、ゲノム編集の成功例も報告されている。一方でトウジンビエ
はソルガムより優れた環境ストレス耐性を持つが、ゲノム情報の整備が遅れていた。2017 年に
トウジンビエの全ゲノム配列が公開され、トウジンビエについてもソルガムと同じように分子
生物学的析が進行すると考えられたが、これまで色々な作物で行われて来た研究の蓄積がある
ので、より効率的にそして急激に研究が進行すると考えられる。研究代表の研究室では、トウジ
ンビエの実験材料の取得と環境ストレス耐性の評価、栽培方法やストレス処理方法の検討が終
了している。また野生植物を用いてトランスクリプトーム解析を実施した実績があるので、世界
に先がけてトウジンビエの分子生物学的析を進める環境が整っていた。 
 
２．研究の目的 
トウジンビエはイネ科チカラシバ属に属する一年生草本植物で、世界中で広く栽培される雑穀
の一つである。乾燥、高濃度塩、高温、貧栄養等の不良環境条件に極めて強い耐性を持つので、
コムギやトウモロコシを栽培することができない地域で栽培されることが多い。本研究では、分
子生物学的手法を駆使してトウジンビエの環境ストレス耐性機構に関与する遺伝子を抽出し、
それらの機能を解析することにより、トウジンビエの環境ストレス耐性の機構について分子レ
ベルで新しい知見を得ることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
本研究では、乾燥ストレス耐性および塩ストレス耐性に違いがあるトウジンビエ系統を利用し
て、RNA-seq 解析及び small RNA-seq 解析によるトランスクリプトーム解析、メタボローム解析
及びゲノムワイド関連解析（GWAS）、および公開されているデータベースの情報を解析し、環境
ストレス耐性に関連する遺伝子を抽出し、それらの遺伝子の機能を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）トウジンビエの NAC 転写因子遺伝子に関する網羅的解析 
NAC[NAM (No Apical Meristem), ATAF1 (Arabidopsis thaliana Activation Factor 1), and 
CUC2 (Cup-shaped Cotyledon)]転写因子遺伝子は、植物の転写因子の中で最も大きなファミリ
ーを形成していて、植物の生育や環境ストレス耐性機構に大きく関与することが知られていた
が、トウジンビエの NAC 転写因子遺伝子についてはほとんど知見がなかったため、網羅的な解析
を行なった。公開されているデータベースを解析した結果、トウジンビエゲノムに 151 種類の
NAC 遺伝子（pgNACs）が同定された。系統発生学的な解析により、pgNACs は 11 種類のグループ
に分類されることがわかった。そのうち３種類の pgNACs タンパク質（pgNAC073、pgNAC29 およ
び pgNAC151）は膜に存在する転写因子であることが予想された。pgNACs には 17種類の保存され
たモチーフがあることがわかった。他の植物種の NAC 転写因子との比較により、pgNACs の機能
が予測された。また 59 の pgNACs に計 88 ヶ所のマイクロ RNA 認識部位があることがわかった。
これまでに行なった RNA-seq 解析の結果から、30 種類の pgNACs が塩ストレスに応答し、42 種
類の pgNACs が乾燥ストレスに応答することが示された。それらからランダムに選択した 36 の
pgNACs の発現をリアルタイム PCR により解析し、結果の確認も行った。これらの遺伝子の多く
は、地上部と根とで塩ストレスや乾燥ストレスに対する発現応答のパターンが異なっていた。こ
れらの結果から、トウジンビエの NAC 転写因子が環境ストレス耐性機構に関与することが強く
示唆された。 
 この研究成果については、BMC Genomics 誌に発表した（Dudhate ら、2021）。 
 
（2）トウジンビエの SUQUAMOSA promotor binding protein(SBPs)に関する網羅的な解析 
SUQUAMOSA promotor binding protein(SBPs)は植物特異的な転写因子で、植物の生長や分化及
びストレス応答に重要な役割を果たすことが知られているが、トウジンビエ SBPs については解
析が行われていなかった。公開されているデータベースを解析した結果、SBP 領域の共通性から
トウジンビエのゲノムに 18 の SBPs 遺伝子が同定された（PgSBPs1-18）。全ての PgSBPs の SBP
ドメインには 1つか２つのジンクフィンガー様ドメインと核極材シグナル（NLS）があることが
わかった。18の PgSBPs うち 14遺伝子は染色体上に広く分布し、4遺伝子が scaffold 上にある
ことがわかった。PgSBPs は系統樹的に 7つのグループ（I-IIV）に分類され、それぞれのグルー
プにはエクソン/イントロン構造や重要なモチーフの構成に共通性があった。グループ Vとグル
ープVIIのPgSBPsは、それぞれPgmiR156qとPgmiR529bの標的となっていることが予想された。
いくつかの PgSBPs のプロモーター領域にはアブシシン酸（ABA）応答配列や環境ストレス応答配
列が存在し、それらの遺伝子発現は環境ストレスに応答して上昇し、ABA 処理により減少した。 



 この研究成果については、Plant Gene 雑誌に発表した（Yuら、2021）。 
 
（3）トウジンビエの高温耐性機構に関する解析 
ICRISAT から分譲を受けたトウジンビエ 系統について、高温耐性について評価する試験を行っ
た。高温処理によって減少する穂あたりの粒数を指標として高温耐性を評価し、高温耐性以外の
形質について差が大きくない系統（高高温耐性系統：ICMB00333、および低高温耐性系統：
ICMB00555）を選択し、以降の実験に供試した。高温処理方法として、グロースチャンバーを用
いる方法と穂を湯につける方法とを用いた。高温の影響は生殖期に最も大きく受けることが知
られていたが、生殖期のどの時期が重要であるか明らかでなかったので、穂ばらみ期、出穂期、
葯期に高温処理を施した植物体から小穂を回収し、RNA を抽出した。その RNA を用いて RNA-seq
解析を行った。その結果、2系統間で、高温ストレスに対する遺伝子発現の応答が大きく異なる
ことがわかった。高高温耐性系統では高温ストレスに応答して発現が上昇する遺伝子がより多
く検出された。高高温耐性性系統 ICMB00333 でストレス処理に応答して発 が顕著に上昇する 2
つの遺伝子 PgPERK7 および PgTPS21 に着目し、これらの相同遺伝子を欠失したシロイヌナズナ
変異系統 perk7 および tps21 を入手した。変異系統に高温ストレス処理を行い、生育状況を解
析した。tps21 変異体では野生型と比較して差がなかったが、perk7 は 生型と比較して高温スト
レ ス に よ る 障 害 が 顕 著 に 大 き か っ た 。 こ の 結 果 か ら 、 PgPERK7(PROLINE-RICH 
EXTENSINLIKERECEPTOR KINASE 7)がトウジンビエの高温耐性に関与することが示唆された。 
この研究成果については、日本育種学会で発表し（楼ら、2021）、投稿準備中である。 
 
（4）環境ストレスに応答する膜タンパク遺伝子 PgPM19 の機能解析 
非生物的ストレスに応答して遺伝子発現が上昇することが RNA-seq 解析で明らかになっている
膜タンパク質である PgPM19 に着目し、非生物的ストレス耐性機構への関与について解析した。
PgPM19 は細胞膜に局在することが確認され、乾燥ストレス、塩ストレス及び ABA 処理によって
葉と根において遺伝子発現が著しく上昇することがわかった。PgPM19 遺伝子をシロイヌナズナ
に導入して高発現させた系統（PgPM19_OE）では野生型と比較して塩ストレス耐性が向上した一
方、PgPM19 の相同遺伝子を欠失したシロイヌナズナ変異体（pm19L1）では塩ストレス耐性が劣
化していた。RNA-seq 解析により PgPM19_OE、野生型及び pm19L1 における遺伝子発現について網
羅的に解析したところ、ABA に関連する多くの遺伝子（PYL6、SnRK1.7、DERBs、ERFs、ABIs、RAB18、
RAB28、RD29A/B など）の発現が PgPM19_OE で野生型より減少していたため、PgPM19 が ABA のシ
グナル伝達に関与する可能性があることが示された。 
この研究成果については、日本育種学会で発表し（于ら、2020）、投稿準備中である。 
 
(5) トウジンビエの DOF 転写因子に関する網羅的解析 
植物固有の転写因子である DOF 転写因子（PgDOFs）に関して、網羅的な解析を行なった。トウ
ジンビエゲノムには 12個の PgDOF 遺伝子があり、それぞれが環境ストレスに応答して発現が変
化し、遺伝子発現は葉で上昇し根で減少する傾向があった。 
この研究成果については、日本育種学会で発表し（曲ら、2020）、投稿準備中である。 
 
（6）トウジンビエのデヒドリン遺伝子（PgDHNs）の機能解析 
トウジンビエのデヒドリン遺伝子（PgDHNs）をクローニングし解析した。PgDHN 遺伝子は環境
ストレスに応答して発現が上昇し、遺伝子を導入した酵母やシロイヌナズナの環境ストレス耐
性を強化することがわかった。 
 この研究成果については、日本育種学会で発表し（曲ら、2020）、投稿準備中である。 
 

（7）ポリガラクチュロナーゼ遺伝子ファミリー（PgPGs）の解析 
GWAS 解析によって種子重との関連が示唆されたポリガラクチュロナーゼ遺伝子ファミリー
（PgPGs）について解析した。PgPGs は 3 つのクラスターに分類され、約 65%が分泌タンパク質で
あると予想された。またファミリーに属する PgPGX3 の相同遺伝子である AtPGX3 を欠失したシ
ロイヌナズナ変異体では子葉の形態が異常になり、根長とロゼット葉の径長が減少することか
ら、PGX3 は細胞壁の構造に関わることで器官の大きさや植物の形態に関与することが示された。 
 この研究成果については投稿準備中である。 
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