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研究成果の概要（和文）：酸性土壌ではアルミニウムイオン (Al3+) とプロトン (H+) により根伸長が阻害される．近
年，シロイヌナズナにおいてAl3+とH+耐性を制御するAtSTOP1 (Arabidopsis thaliana sensitive to proton rhizotox
icity 1) 転写因子が発見された．本研究では，酸性土壌において良好な生育を示すチャ (Camellia sinensis L.) か
ら2つのSTOP1相同遺伝子 (CsSTOP1およびCsSTOP2) を単離し，その機能解析を行った．その結果，CsSTOP1およびCsSTO
P2も酸耐性に重要な遺伝子を制御することが分かった．

研究成果の概要（英文）：Aluminum (Al) and proton (H+) tolerances are essential traits for plants to adapt 
to acid soil environments. Recently, in Arabidopsis (A. thaliana), it was reported that these tolerances 
are mediated by a zinc-finger transcription factor, sensitive to proton rhizotoxicity1 (AtSTOP1), which 
regulates the transcription of multiple genes critical for both tolerances. Tea plants (Camellia sinensis 
L.) grow well in strongly acidic soils (less than pH 4) containing high levels of Al3+ and H+. However, 
the mechanisms of both tolerances by tea plants are still poorly clarified. Here, we isolated two STOP1 
orthologs (CsSTOP1 and CsSTOP2) from tea plant, and characterized in planta complementation assays. By 
using CsSTOP1- or CsSTOP2-expressing Arabidopsis transgenic lines, it was suggested that several genes, 
known to be regulated in the AtSTOP1 under Al3+ and H+ treatments, were also regulated in the CsSTOP1 and 
CsSTOP2.

研究分野：植物栄養学

キーワード： チャ　アルミニウム耐性　STOP1転写因子
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１．研究開始当初の背景 
 世界の耕作可能陸地面積の約 40%を占め
る酸性土壌では，根圏に多量に存在するアル
ミニウムイオン (Al3+) により作物の生育が
著しく阻害される．このため酸性土壌耐性を
強化することは，食料・バイオマス生産適地
の拡大，省資源型の作物栽培体系の確立等を
通して，世界規模での農林業等に大きなイン
パクトを与えるものであり，国内外を問わず
活発に研究されている．Al耐性は遺伝子組換
えやマーカーアシスト選抜により改良する
ことができるが，そのためには複雑な耐性機
構を分子レベルで解明し，耐性遺伝子を単離
することが必要である．一般的に，Alは細胞
内部や細胞膜等の複数の作用点に障害をも
たらし，その耐性程度は植物種によって異な
る．これまでに，主な Al 耐性機構として，
根からの有機酸放出や，液胞内への Al 隔離
などが報告されている．しかしながら，多く
の研究は植物種内の耐性差を検出する方法
に特化しているため，種内の耐性差を越える
Al耐性機構の発見は困難である． 
 一方で，種間には種内の耐性差では説明す
ることが出来ない超 Al耐性植物が存在する．
その中でも，チャ (Camellia sinensis L.) は，
酸性 (pH 4-5) で Al3+が存在する条件であっ
ても良好な生育を示し，Alを有用元素とする．
また，生体内に多量 (10,000 mg kg-1 DW以上) 
の Al を蓄積するなどの特異な性質を持つ好
Al 性植物である．これまでにチャは，Al を
輸送および貯蔵する過程で有機酸やカテキ
ン類等と結合させることにより無毒化して
いることが分かっていたが，これらの耐性機
構は分子レベルでは明らかにされていない．
つまり，チャが有する Al を多量に吸収しな
がら良好に生育できる機構を分子レベルで
解明することは，他の作物での Al 耐性の向
上に大いに貢献すると考えられる． 
 これまでに研究代表者らの研究グループ
は，シロイヌナズナの主要な Al 耐性機構で
ある有機酸放出を担う Al 耐性遺伝子 (リン
ゴ酸トランスポーター遺伝子) の発現を制御
する，AtSTOP1 (Arabidopsis thaliana sensitive 
to proton rithotoxycity1) 転写因子を発見した．
また，AtSTOP1転写因子のシステムバイオロ
ジー的研究 (トランスクリプトーム解析とメ
タボローム解析を統合した研究) により，既
知の酸性土壌耐性に関わる遺伝子群 (細胞内
外の Al耐性に関与する遺伝子) や，代謝経路 
(グルタミン酸脱水素酵素，GABAシャント経
路，生化学的 pH 制御機構等) およびイオン
ホメオスタシスを制御する主要遺伝子を統
合的に制御していることをつきとめた．さら
に，STOP1相同遺伝子が様々な植物種で存在
することを報告している．最近イネにおいて
も，AtSTOP1と相同性の高い転写因子が単離
され，イネの Al 耐性に大きく貢献している
ことが報告されており，STOP1遺伝子が酸性
土壌耐性付与に重要である事が示されてき
た．このような状況の中，研究代表者はチャ

から 2 種類の STOP1 相同遺伝子 (CsSTOP1
およびCsSTOP2) を単離することに成功した．
これまでの実績では，各植物種にそれぞれ存
在する STOP1 相同遺伝子が植物種固有の Al
耐性を制御していることが報告されている
ことからも，超 Al 耐性植物であるチャにお
ける CsSTOP1 の制御機構を解明することに
より，酸性土壌耐性植物の分子改良に多大な
貢献をもたらす事が期待できる． 
 
２．研究の目的 
 チャから単離した2種類のCsSTOP1相同遺
伝子が，シロイヌナズナやイネと同様に Al
耐性に関わる重要な遺伝子の発現制御機能
を持つと推測している．本研究では，正逆遺
伝学・遺伝子組換え等の分子生物学的解析方
法を駆使し，CsSTOP1 転写因子による Al 耐
性遺伝子制御システムの解明と，その下流に
存在すると推定される Al 誘導型遺伝子を特
定することにより，酸性土壌耐性作物作出の
ための分子育種の基盤構築を目的とする． 
 
３．研究の方法 
 (1) CsSTOP1 相同遺伝子のクローニングお
よびその他相同遺伝子の探索 
 AtSTOP1 遺伝子にはそのホモログである
AtSTOP2遺伝子が存在しており，これまでに
研究代表者が単離した2種類のCsSTOP1相同
遺伝子もそれぞれ AtSTOP1 と AtSTOP2 の相
同遺伝子であることが推定されている．イネ
においても複数の STOP1 相同遺伝子が存在
することなどから，上記 2 種類の CsSTOP1
相同遺伝子以外にもホモログ遺伝子が存在
する可能性が考えられる．まず，チャ標準水
耕液 (0.4 mM Al, pH 4.2) で水耕栽培したチ
ャ (Camellia sinensis L. cv. やぶきた) 一年生
挿し木苗の葉と根から total RNA を抽出し，
PCR 法により上記 2 種類の CsSTOP1 相同遺
伝子 (CsSTOP1，CsSTOP2) 全長配列の増幅
を行った．一方，Degenerate PCRおよび RACE 
(rapid amplification of cDNA ends) PCR法によ
りその他 CsSTOP1 相同遺伝子の単離を試み
た． 
 
(2) CsSTOP1 相同遺伝子組換え体の作製と組
換え体の機能解析および耐性評価 
 上記  (1) でクローニングを行った
CsSTOP1 および CsSTOP2 相同遺伝子につい
て，シロイヌナズナ AtSTOP1 遺伝子破壊株 
(stop1-K.O., Atstop1) への組換え植物体を作
製した．Agrobacterium法により形質転換を行
いホモ個体の選抜を行った．T2植物体を用い
て，CsSTOP1 および CsSTOP2 相補組換え体 
(CsSTOP1-compおよび CsSTOP2-comp)，対照
としてCol-0とAtstop1を用いて，Al (4 µM, pH 
5.0) と低 pH (pH 4.7) ストレス下での根長試
験を行った．相補試験により根伸長の回復が
認められた個体について，低 pH ストレス耐
性に関与する polygalacturonase inhibiting 
protein1 (PGIP1)， calcineurin B-like protein 



interacting protein kinase23 (CIPK23) および
STOP2，Al ストレス耐性に関与する A. 
thaliana aluminum-activated malate transporter1 
(AtALMT1)，aluminum sensitive3 (ALS3)，A. 
thaliana multidrug and toxic compound extrusion 
(AtMATE)，glutamate dehydrogenease1 (GDH1) 
および probable polyol transporter3 (PLT3) 発
現量を real-time PCRにより定量した．対照と
して，シロイヌナズナ野生型  (Col-0) と
Atstop1を用いた． 
 
(3) Al処理により特異的に転写誘導される遺
伝子群の特定 
 STOP1 転写因子 (または相同遺伝子) によ
るAlおよび低 pH耐性制御機構には複数の遺
伝子が関与するが，それらの制御遺伝子の種
類は植物種間で異なることが報告されてい
る．そこで，上記 (2) で調査した遺伝子群以
外の CsSTOP1 制御遺伝子群の調査を網羅的
に行うため，CsSTOP1-compまたは CsSTOP2- 
comp ラインを用いたマイクロアレイ解析を
行った．2% MGRL培地 (pH 5.0) で 10日間
栽培した CsSTOP-compラインを，24時間 Al
処理 (10 µM, pH 5.0) または低 pH処理 (pH 
4.5) を行い，1 色法によりマイクロアレイ解
析 (Arabidopsis ver. 4, Agilent) を行った．なお，
Control処理は pH 5.0とした． 
 
(4) RNA-seq解析を用いた Al誘導型遺伝子群
の解析 
 チャ‘やぶきた’茎切片から無菌的に誘導
した培養根を，処理開始時まで 1/2 MS 培地 
(pH 5.0) で継代培養を行った．0.4 mM Alを
添加した単純培地 (0.2 mM CaCl2，pH 4.2) で
24 時間処理した培養根 (根端~1 cm) から
total RNA を抽出し，次世代シークエンサー
MiSeq (Illumina) を用いたRNA-sequence解析
を行った．読まれたリードを Trinityプログラ
ムによりアセンブルし，EdgeRによってマッ
ピングおよび発現差解析を行った．さらに，
BLASTN，BLASTX プログラムおよび GO 
(gene ontology) 解析によってアノテーション
を付加した． 
 
４．研究成果 
 ディジェネレート PCR および RACE 法に
より，チャから 2 種類の CsSTOP1 相同遺伝
子  (CsSTOP1 と CsSTOP2) を単離した．
CsSTOP1 は AtSTOP1 とアミノ酸レベルで
58%，CsSTOP2 は AtSTOP2 とアミノ酸レベ
ルで 50%の相同性を示した．また，CsSTOP1
は葉と根で，CsSTOP2は根のみで発現してい
ることが分かった． 
 CsSTOP1-compラインのT2世代を用いた解
析を行ったところ，低pH処理によるPGIP1，
CIPK23，AtSTOP2発現量の回復がみられたが，
Al 処理による AtALMT1，ALS3，AtMATE，
GDH1，PLT3発現量の回復は見られなかった．
また，根伸長の回復を指標とした相補性試験
を行ったところ，CsSTOP1-comp 並びに

CsSTOP2-comp ともに低 pH ストレスに対し
ては 60%以上の根伸長の回復が認められた
が，Alストレスに対する根伸長の回復は認め
られなかった．以上の結果から，H+耐性に関
与する遺伝子群より Al 耐性に関与する遺伝
子群の転写活性の方が，STOP1転写因子のタ
ンパク質構造に依存していることが示唆さ
れた． 
 一方，相補が確認された CsSTOP1-compま
たは CsSTOP2-compラインについて，Alおよ
び低 pH ストレスに対する遺伝子発現をマイ
クロアレイ解析により比較したところ，
CsSTOP1-comp ラインでは Al 処理または低
pH 処理によりそれぞれ 1,310，441 遺伝子の
発現量が Control 処理に対して 2 倍以上有意
に増加し，457，134遺伝子発現量がそれぞれ
1/2 以下に有意に減少した．詳しくみると，
AtSTOP1制御下のAtALMT1はAl処理により
約 20 倍発現量が増加した．また，AtMATE，
ALS3，AtTDT，PGIP1についても 2倍以上発
現増加が見られた．一方，GDH，GAD，ME，
CIPK23，AKT1，SULTR3;5 は Al 処理による
大きな発現変動は見られなかった．低 pH 処
理では，AtALMT1，AtMATE 発現量が増加し
たが，その他 AtSTOP1制御系遺伝子について
は発現変動が見られなかった．同様に，
CsSTOP2-comp ラインでは Al 処理または低
pH処理によりそれぞれ 854，389遺伝子の発
現量が 2倍以上有意に増加し，457，134遺伝
子発現量がそれぞれ 1/2 以下に有意に減少し
た．詳しく見ると，Al 処理により AtALMT1
発現量が 2 倍以上増加したが，RALFL27，
STOP2 発現量はそれぞれ 1/11，1/5 程度に減
少していた．一方，低 pH 処理においては，
Al 処理と同様に RALFL27 発現量が 1/4 程度
に低下しており，PGIP1発現量が 2倍以上増
加していたが，その他の遺伝子発現量に大き
な変動は見られなかった．以上のことから，
CsSTOP1 または CsSTOP2 の発現制御機構は
AtSTOP1 と異なる制御応答を示すことが示
唆された． 
 さらに，次世代シークエンサーを用いたチ
ャ培養根のAl処理に対する RNA-sequence解
析を行ったところ，これまでに単離した 2種
類の STOP1相同遺伝子のほかにも，数種類の
オーソログが存在することが明らかとなっ
た．De novoアセンブリの結果，57,100個の
コンティグが得られた．BLASTX および
BLASTN によってそれぞれ 9,922，24,643 個
のコンティグにアノテーションが付加され
た．Al処理によって放出が見られた有機酸の
代謝に関与する TCA cycle関連酵素について
は，Al処理による発現変動が見られなかった．
GO 解析により，酸化還元反応，生体膜の構
成，タンパク質の結合に関与する遺伝子の発
現変動が多く見られた．物質輸送に関与する
16の遺伝子が発現増加しており，そのうち 5
つの遺伝子は BLAST によるアノテーション
が付加されなかった． 
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