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研究成果の概要（和文）：環境応答機構研究におけるモデル植物実験系開発を目的にイネ科植物ミナトカモジグサのス
トレス耐性評価を行った。その結果、①凍結耐性は-4℃から低温馴化1週間で-7.5℃まで増加する、②低温馴化に重要
なCBF転写因子やその標的遺伝子COR、LEA遺伝子の発現が低温応答性を示す、③凍結傷害発生に重要な細胞膜のプロテ
オームが大きく変動する、④塩ストレス（100 mM NaCl、2週間）や乾燥ストレス（10日間の灌水停止）耐性を有する、
ことを明らかにした。これらの結果は、ミナトカモジグサが環境ストレス耐性機構研究における単子葉モデル植物とし
て利用できることを示している。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel mode plant experimental system, stress responses of 
Brachypodium distachyon was evaluated. The results obtained revealed that 1) freezing tolerance increased 
from -4C in non-acclimated plants to -7.5C in 1-week-cold acclimated plants, 2) CBF transcription factors 
and their target genes, CORs and LEAs, were upregulated during cold acclimation, 3) the proteomes of the 
plasma membrane that is the primary site of freezing injury changed considerably in response to cold, and 
4) the plant can be tolerated for the treatment of 100 mM NaCl for 2 weeks or even after stopping of 
water for 10 days. These results clearly show that B. distachyon is promising as a monocotyledonous model 
plant experimental system for research of environmental stress responses.

研究分野： 植物分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
  モデル植物として世界中に広まった双子葉
植物シロイヌナズナと単子葉植物イネは、植
物科学を急速に発展させた。しかし、農業へ
の応用を念頭に置いた環境応答研究において
は、熱帯起源であるイネは冷涼気候での作物
への応用は難しい点が多いこと、シロイヌナ
ズナは概して環境ストレス耐性が高くないこ
と等により、新しいモデル植物の確立が強く
望まれていた。イネ科植物 Brachypodium 
distachyon（ミナトカモジグザ）は冷涼環境で
も生存可能なコムギなどと進化的に近縁であ
り、さらに、シロイヌナズナと比較して高い
環境ストレス耐性を有していると考えられる
（Physiologia Plantarum 141: 19-26, 2011）。
現在までにバイオマス研究に関連して大規模
な B. distachyon ゲノム配列決定や突然変異
体系統の作成が行われている（Nature 463: 
763-768, 2010）が、環境ストレス耐性評価や
環境応答分子機構を明らかにする研究は驚く
ほど少ない。従って、トランスレーショナル
研究をコアとした植物科学研究の次ステップ
を切り開くためにも、B. distachyon 実験系の
確立が必要不可欠であった。 
 
 
２．研究の目的 

植物の環境応答機構研究に新しい展開を可
能にするモデル植物の開発と実験系の検証を
目的に、近年注目を浴びているイネ科植物 B. 
distachyonの環境応答に関わる生理的特徴と
ストレス応答に深く関与する細胞膜組成の関
係を理解するため、本研究室が世界を先導し
ている凍結耐性獲得機構と細胞膜プロテオー
ム解析を行う。得られた結果と既知のモデル
植物（シロイヌナズナ）の結果を比較するこ
とにより、B. distachyon の実験植物としての
優位性や特徴を明らかにする。さらに、他の
環境ストレス（乾燥）応答機構を解析し、B. 
distachyon の環境応答機構研究における汎
用性を検証し、新規モデル植物として位置を
確立する。 

 
 

３．研究の方法 
本研究では、環境応答研究における B. 

distachyonのモデル植物としての特徴と汎用
性を検証するため、広く用いられている系統
（Bd21）を主に用いて実験を行った。まず、
凍結耐性を環境因子への応答事例としてとり
あげ、（1）個体レベルや細胞レベルでの凍結
耐性を調べるため、細胞レベルでの生存を評
価する電解質漏出法と個体レベルでの生存を
評価する再成長測定法の二つを用い、低温未
馴化個体と低温馴化個体で比較した、（2）凍
結融解過程における細胞挙動を調べるため、
B. distachyon 葉から単離したプロトプラス
トを低温ステージ付き共焦点レーザー顕微鏡
を用い凍結融解過程をリアルタイムで観察す
る計画を立てた、（3）低温誘導性遺伝子発現

挙動について、植物の低温馴化過程において
重要な貢献をする低温誘導性遺伝子群（CBFs、
CORs、LEAs）の相同遺伝子発現を低温馴化
過程で継時的に決定した、（4）凍結傷害発生
に深く関わる細胞膜タンパク質組成を
shotgun proteomics 法を用いて網羅的に解析
し、B. distachyon の低温応答機構を解明した
（下図参照）。さらに、他の環境因子（乾燥や
塩）への応答について、灌水停止や各種飽和
塩溶液雰囲気での処理、あるいは、塩水処理
後の生存率を再成長法で調べることで解析し
た。 

 
図 1 研究の構想図 

 
 

４．研究成果 
凍結耐性の評価 

細胞膜の Integrity を評価する電解質漏出
法で低温処理前後の植物体の凍結耐性を評価
したところ、低温馴化前では-4℃程度までし
か耐えられなかったものが低温処理 1 週間で
-7.5℃程度まで耐えられるようになった。そ
れ以降 4 週間の低温処理では凍結耐性は増加
しなかった（図 2）。従って、B. distachyon は
シロイヌナズナ同様に比較的急速に低温馴化
することが示唆された。 

 
図 2 低温馴化前後での B. distachyon の凍結耐性

（NA、低温未馴化；CA、低温馴化後） 
 
また、細胞の凍結融解過程における挙動解

析を試みたが、B. distachyon 葉からのプロト
プラスト単離法の確立が当初計画通りに進ま
ず、未だに様々な方法を試しながらプロトコ
ールを探している状況である。 



 
低温誘導性遺伝子発現 

低温馴化初期期間（48 時間）でシロイヌナ
ズナなどの植物の低温馴化過程において報告
されている低温誘導性遺伝子（CBFs、CORs、
LEAsなど）と相同な遺伝子の発現をRT-PCR
法により解析したところ、転写因子 CBFs は
低温処理開始後 1～2 時間後に、COR や LEA
遺伝子は低温処理開始後 4～8 時間後に発現
が増加することが判明した。従って、植物界
に広く見られる転写因子 CBFs によって支配
される低温誘導性遺伝子発現系が B. 
distachyon に存在することが示唆された。 
 
細胞膜プロテオーム解析 

凍結傷害発生の初発部位である細胞膜を対
象に shotgun proteomics 法によりプロテオ
ーム解析を実施したところ、低温馴化の時間
によって発現誘導あるいは抑制されるタンパ
ク質はかなり異なっていたが、低温馴化期間
を通じて変動しているものも多くみられた
（表 1）。低温馴化期間を通じて増加していた
タンパク質にはデハイドリンや熱ショックタ
ンパク質などが含まれており、B. distachyon 
の低温応答性も他の植物と同様にストレス応
答性タンパク質は関与している可能性が示さ
れた。 

 
表 1 低温馴化前後で変動する細胞膜タンパク質 

青色、低温馴化で増加するもの 
赤色、低温馴化で減少するもの 

 
 
乾燥ストレスおよび塩ストレス耐性の評価 

凍結ストレス耐性以外に、乾燥ストレスお
よび、塩ストレス（NaCl）に対する耐性も評
価した。その結果、（1）3 週間育てた芽生えで
は 10 日間の灌水停止に耐える能力を持つこ
と、（2）4 日間生育させた芽生えでは相対湿度
75％（飽和 NaCl 溶液共存下）で 2 日間の処
理には耐えられること、（3）3 週間育てた芽生
えは 100 mM NaCl 処理に 2 週間は耐えられ
ることなどを明らかにした。 
 
まとめ 

凍結耐性と乾燥、塩ストレスに関する研究
成果を考え合わせると、B. distachyon は凍結、
乾燥、塩ストレスなど環境ストレス耐性機構
を研究する実験材料として利用できる単子葉
モデル植物であり、イネ科植物を対象とした
生理学的・生化学的な環境ストレス応答分子
機構を理解する上で有効な実験材料となり得
ることが明らかになった。さらに、遺伝子組
換えが比較的容易に利用でき、変異体ライブ
ラリーが充実してきていることから、環境ス
トレス応答に関連したOmics解析や遺伝子機
能解析にも十分応えられるものと判断される。
今後、B. distachyon で得られた知見が、イネ
科作物の環境ストレス耐性増大に関する研究
に大きく貢献していくことが期待される。 
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