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研究成果の概要（和文）： 

植物の酸性土壌耐性機構を分子レベルで調べるために、酸性土壌耐性に必要な因子

であるSTOP1に着目し、その制御機構について解析を試みた。STOP1が関連する制御機

構の全体像をマイクロアレー解析から明らかにした。これらの因子を用いたトランス

ジェニック植物を作製し解析した。この解析結果から、STOP1は同時に複数の下流因

子を制御して酸感受性の機構に関与していることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To understand the low pH tolerance at molecular level in plant, the mechanisms which by 
regulated STOP1 were studied. The factors that contribute acid tolerance were determined 
by micro-array analysis. These factors drive by 35S promoter were introduced to stop1 
mutant. These transgenic plants showed same response to stop1 mutants under low pH 
conditions. These data suggested that the STOP1 simultaneously regulated many factors, 
and these many factors contribute to acid tolerance.  
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１．研究開始当初の背景 
 

近年、土壌が酸性化し作物の収量が低
下している。土壌の酸性化は、植物が利
用可能な様々なミネラルイオンの量を変
化させ生育に悪影響を与えるマルチスト
レスである。これらの変化の中でアルミ
ニウムイオン（Al3+）の増加がもっとも
大きな生育阻害要因とされている。一方、
土壌ｐH の低下も植物の成長を阻害する
ことが知られていた。しかし、これまで
分子レベルでの高等植物の低 pH ストレ
ス応答についてほとんど知見が得られて
いなかったが、実施者らは低 pH ストレ
スおよび Al3+ストレス耐性の両方を制
御している鍵遺伝子である酸性土壌耐性
必須因子 STOP1 を同定した。  

モデル実験植物を用いて低ｐH ストレス
応答の分子機構の解明を試みる。これまで酸
性土壌耐性の研究においては Al3+ストレス
耐性を主たる対象に進められており、低ｐH
ストレス応答は農業上重要な形質にも関わら
ずこれまでほとんど解析されていなかった課
題である。申請者は情報やリソース、技術が
整備されたモデル実験植物を用いることによ
りこの研究領域に急速な発展をもたらすこと
が期待できると考え研究を開始し、鍵因子
STOP1 を世界で始めて同定した。そこで引き
続き本研究課題を実施することにより
STOP1 が制御する新規の低ｐH 耐性と Al3+
耐性に関わる因子を効率的に同定し、耐性獲
得機構の全貌を解明したい。そしてその成果
を将来作物研究に応用してゆきたいと考えて
いる。実際、STOP1 はイネなどの作物にも存
在していることが明らかになっており、本研
究の成果は食糧問題の解決など社会に大きな
貢献をもたらすと考えている。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
土壌の酸性化によって世界の耕作地の
40％以上において作物の収量が低下し
ている。土壌の酸性化は、植物が利用可
能な様々なミネラルイオンの量を変化さ
せ生育に悪影響を与えるマルチストレス
であるが、中でもアルミニウムイオン
（Al3+）の増加が最も大きな生育阻害要
因とされている。一方、土壌ｐH の低下
そのもの、即ち過剰なプロトンも植物の
成長を阻害することが知られているが、
低 pH ストレス応答の分子機構について
はこれまでほとんど知見がなかった。以
上の背景から申請者はモデル植物シロイ
ヌナズナを用い、低 pH ストレス応答に

関する研究を開始した。はじめに低 pH によ
るシロイヌナズナの生育阻害の有無を検討
した結果、pH4 付近で顕著な根の伸長阻害が
認められたことから根の伸長量を指標に評
価を行なうことにした。次に低 pH に対する
反応が野生株と異なる変異体を選抜した結
果、低 pH に対して高感受性を示す変異体
（stop1）を得た。引き続き stop1 の原因遺
伝子を解明するためポジショナルクローニ
ング法による解析を進め、表現型と連鎖する
１塩基の変異を C2-H2 タイプのジンク・フ
ィンガータンパク質（STOP1）遺伝子内に見
出した。そこで相補試験および T-DNA 挿入
変異体を用いた解析を行ない、STOP1 遺伝
子が低 pH 感受性を制御していることを明ら
かにした。これに加え、stop1 変異体は Al3+
に対しても高感受性を示すことも明らかと
なった。野生株に Al3+処理を行なうとリン
ゴ酸トランスポーター遺伝子 (AtALMT1)の
発現誘導とリンゴ酸放出量の増加が起こり
Al3+耐性が獲得されるが、stop1 変異株では
Al3+処理による AtALMT1 の発現誘導とリ
ンゴ酸放出量の増加が認められずこのこと
が Al3+耐性の低下の一因である。これらの
結果から STOP1 遺伝子が低 pH ストレスお
よび Al3+ストレス耐性の両方を制御してい
る鍵遺伝子であることを明らかにした。  
 
 

 
 
以上の成果に基づき本研究では低 pH ストレ
スおよび Al3+ストレス耐性の両方を制御す
る鍵遺伝子である STOP1 遺伝子がどのよう
な下流因子を制御しているのかを明らかに
する。STOP1 は、転写因子として働きうる
ジンク・フィンガータンパク質であることか
らストレス応答の下流に位置する遺伝子群



 

 

の発現を制御することによってストレス
耐性を制御していると考えられ、耐性獲
得機構の解明のため下流遺伝子の解明は
急務である。  
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
酸性土壌耐性必須転写因子 STOP1 によって制
御される酸性土壌耐性に必要な因子の同定を
行い酸性土壌耐性の分子機構の解明を行う。
まず、低ｐH ストレス処理や Al3+ストレス処
理によって遺伝子発現が誘導あるいは抑制さ
れる遺伝子群を選ぶ。これら遺伝子の中から
stop1 変異体で発現誘導レベルが野生株と異
なる遺伝子を同定する。これらの候補遺伝子
の破壊株を取得し、または過剰発現するよう
に野生株あるいは stop1変異体に導入する。
得られた破壊株や形質転換体の低ｐH耐性と
Al3+耐性の評価を行い STOP1 によって制御さ
れる酸性土壌耐性に必要な因子の同定を行う。 
 
 

 
 
STOP1 によって制御される低ｐH ストレス処
理や Al3+ストレス処理によって発現が誘導さ
れてくる遺伝子群を取得する。具体的には、
野生株および stop1変異体をそれぞれ低ｐH
ストレス処理または Al3+ストレス処理を行う。
処理した植物から mRNAを単離しラベリング
反応を行なって DNAチップ（ATH1、アフィメ
トリックス社）を用いて遺伝子発現のデータ
ーを取得する。これらのデーターを解析ソフ
トウェアー（gene spring）で解析し、stop1
変異体で発現誘導レベルが野生株と異なる遺
伝子を決定する。 
マイクロアレーデーターと配列情報からター
ゲット遺伝子を 50 遺伝子以内に絞り込んだ
後、野生株および stop1変異体にストレス処
理を行い経時的にサンプリングし、遺伝子発

現の変化を定量 PCR法やノーザンハイブリダイゼ
ーション法を用いて調べる。候補遺伝子の配列デ
ーターと発現解析データーから候補遺伝子を 30
遺伝子以内にして、次年度以降の解析を行う。 
 
STOP1 によって遺伝子発現が制御され 
ている遺伝子と酸性土壌耐性の関係を調べる。ま
ず、前年度に着目した候補遺伝子を stop1 変異体
で過剰発現させた植物を作製し、その形質転換植
物の低ｐH耐性と Al3+耐性データーから耐性に関
与する遺伝子を同定する。STOP1 遺伝子に変異を
持つ stop1変異株は、酸ストレス耐性や Al3+スト
レス耐性の低下により、野生株に比べ酸ストレス
処理や Al3+ストレス処理に対して高感受性を示す。
stop1 変異体に STOP1下流因子を過剰発現するこ
とによって、もし候補下流因子が耐性に寄与して
いる遺伝子であるのならば、形質転換体の耐性が
stop1 変異株より向上し野生株に近い表現形を示
すと考えられる。候補遺伝子を stop1変異体で過
剰発現させた植物の酸ストレス耐性や Al3+ストレ
ス耐性について、申請者がこれまでに確立した耐
性評価方法を用いて耐性の評価を行う。このよう
にして同定した遺伝子は、STOP1 によって制御さ
れ低ｐH耐性と Al3+耐性に貢献していると考えら
れる。しかし、これは STOP1 に変異が認められる
stop1 変異株での話であるので、STOP1 に変異が認
められない野生株を用いて候補遺伝子発現と耐性
との関係を明らかにする。そのために stop1変異
体で過剰発現させた植物の耐性評価から絞り込ん
だ候補遺伝子を野生株で発現を変化させたときに
耐性がどうなるのかを評価する。目的遺伝子を過
剰に発現するような遺伝子を作製して野生株へ導
入する。得られた挿入変異体、発現抑制体や過剰
発現体の低ｐH耐性と Al3+耐性を評価する。この
結果、候補遺伝子の発現量と耐性の間で相関が認
められれば、その候補遺伝子は低ｐH耐性と Al3+
耐性に非常に重要であることを示せる。 
 
 
 
 
４．研究成果 
 

２００８（平成２０）年度は、STOP1によ

って制御される下流因子の同定を行うため

に、遺伝子発現を網羅的に解析できるマイク

ロアレー解析技術を用いてSTOP1変異体と

野生株で遺伝子発現レベルの異なる遺伝子

群の同定を試みた。  
その結果、STOP1変異体で野生株に比べ遺

伝子発現レベルの減少する遺伝子群を同定

した。図３に発現変動量の大きかった遺伝子

の数を示した。この遺伝子群の中には、Al3+
ストレス耐性に関わるリンゴ酸トランスポ

ーター遺伝子（AtALMT1）が含まれていた

ことから、今回行ったマイクロアレー解析か

ら得られた遺伝子群は、低pHストレスある



 

 

いはAl3+ストレス耐性に関わる重要な

因子が含まれていると評価した。  
 

 
 
２００９（平成２１）年度は、STOP1

によって制御される制御機構を調べるた

めに、STOP1制御系にかかわっていると

考えられる因子を植物に導入した。  
具体的には、STOP1変異体と野生株間

で遺伝子発現レベルの異なる遺伝子群を

マイクロアレーで解析を行っていた。特

にストレス条件下で野生株に比べて変異

体で発現量の減少が認められる因子に着

目した。さらに本研究では、制御系を知

るためにSTOP1によって発現が制御さ

れる遺伝子群の中でも、特に転写因子に

着目した。表1に示す遺伝子を３５Sプロ

モーター下流に配置した人口遺伝子を作

製し、アグロバクテリウムを用いて

STOP1変異体へ導入し形質転換植物を

作製した。  
 
２０１０（平成２１）年度は、候補因

子を STOP1 変異体に導入した形質転換
植物のストレス耐性評価を行った。  

具体的には STOP1 によって制御され
る 下 流 因 子 （ ス ト レ ス 処 理 に お い て
STOP1 変異体で野生株と比較した場合
遺伝子発現レベルが減少している遺伝子
の中で、特に転写制御因子遺伝子群に着
目した）をマイクロアレー解析データー
から選抜し、これら遺伝子の機能を解析
するために、stop1 変異体植物へ過剰発
現するように導入した。STOP1 変異体は、
酸ストレス処理に対して感受性を示すが、
これら因子を導入した形質転換体が酸ス
トレス処理に対して耐性を示せば導入し
た因子によってストレス耐性が付与され
たと考えられる。実際に作製した組み換

え植物の、低 pH ストレス処理に対する応答
を寒天プレと法で調べたところ、顕著なスト
レス耐性の相補が認められなかった。この結
果から、STOP1 が制御する低 pH ストレス
応答は、一つの制御因子で制御される単純な
ものではなくて複数の因子が同時に関わる
複雑な制御システムである考えられた。 
 

 
本研究から次の重要な結果を得た。 
（１）STOP1 が関連する制御機構をマイクロア

レー解析から明らかにした。 
（２）STOP1 は同時に複数の下流因子を制御し

て酸感受性の機構に関与していることが示された。 
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