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研究成果の概要（和文）：極限環境に耐性を持つ野生植物、Puccinellia tenuiflora、 Chloris 
virgata、オヒルギ、ソナレシバおよびヤトロファから、環境ストレス耐性に関連する遺伝子を
単離し、機能解析を行った。またシロイヌナズナとイネに遺伝子を導入して形質転換植物のス

トレス耐性が向上する事を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Abiotic stress-related genes were isolated and characterized from 
the plant growing under extreme environment, such as Puccinellia tenuiflora, Chloris 
virgata, mangrove plant (Bruguiera gymnorhiza), Sprobolus virginicus and Jatropha curcas. 
Transgenic Arabidopsis and/or rice plants expressing those genes obtained improved 
tolerance to abiotic stresses. 
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１．研究開始当初の背景 
 さまざまな劣悪環境下で生育できる作物
の育種が、食糧増産のために重要な課題とな
っている。また、森林破壊や砂漠化も深刻で
あり地球環境の保全や修復のためにも植物
育種学が果たす役割は大きい。そうした中で
耐乾燥性、耐塩性、耐酸・アルカリ性などの
環境ストレス耐性育種は、利用可能な耕地の
拡大や緑化・炭酸固定などに寄与する重要な
技術として期待されている。それらの実現の
ためには、植物に高度なストレス耐性を付与
する技術の開発が必要である。これまでに、
シロイヌナズナや作物を主な材料とする研

究から、いくつかの耐塩性を高める遺伝子の
同定がなされてきている。しかし、これらの
遺伝子を利用したストレス耐性は比較的短
期間のストレスには対応できるが、生育の全
期間に渡って継続的、かつ高度のストレス条
件におかれた場合に充分な生育量や生産量
が確保できるような耐性は発揮されていな
い。従って、実用的なストレス耐性植物の分
子育種のためには、より高度で持続性のある
耐性機構の利用が望まれた。 
 
２．研究の目的 
本 研 究 で は Puccinellia tenuiflora 、 
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Chloris virgata、オヒルギに加えてソナレ
シバを研究材料として用いる。これらはすべ
て極限環境に耐性を持つ植物種である。既に
作製してある遺伝子ライブラリーおよびこ
れから作製する遺伝子ライブラリーを活用
して、酵母細胞とアグロバクテリウムを用い
た環境ストレス耐性の機能性スクリーニン
グを行い、酵母とアグロバクテリウムにスト
レス耐性を付与する遺伝子を同定する。それ
らの遺伝子をシロイヌナズナやイネに導入
して、形質転換植物体における効果を解析す
る。植物のストレス耐性を向上させる事が明
らかになった遺伝子については、生理学的解
析等により耐性機構を明らかにする。また、
マイクロアレイを利用して、耐性形質転換植
物の遺伝子発現について網羅的に解析し、導
入遺伝子に関わる耐性機構の遺伝子ネット
ワークについても詳細に解析する。環境スト
レス耐性を持つ形質転換体の交配により、複
数の耐性遺伝子を集積し、その効果を明らか
にする。これらの戦略により、シロイヌナズ
ナやイネなどの中性植物の解析からは同定
できない極限環境生物特有の環境ストレス
耐性遺伝子を同定し、作物の分子育種への利
用可能性を明らかにすることが本研究の目
的である。 
 
３．研究の方法 
【Puccinellia tenuiflora 遺伝子の解析】 
①遺伝子の単離と機能解析 
 Puccinellia tenuiflora の幼植物体から
RNA を抽出し、常法によりプラスミドベクタ
ーの cDNA ライブラリーを作製した。任意に
選択した約 3000 クローンの塩基配列を決定
した。その中で耐塩性と関連すると考えられ
る遺伝子について着目し、さらに詳細な解析
を行った。特に各種の塩でストレス処理を行
った Puccinellia tenuiflora 植物体内にお
ける遺伝子発現応答について明らかにした。
また、遺伝子を植物形質転換用のベクターに
組み込み、シロイヌナズナまたはイネに導入
し、形質転換植物を育成した。形質転換体の
ストレス耐性について解析した。 
②Puccinellia chinampoensis の形質転換実
験系の開発 
 Puccinellia tenuiflora の近縁種である
Puccinellia chinampoensis の完熟種子から
カルスを誘導した。カルスの培養条件、特に
植物ホルモンの最適条件について詳細に検
討した。またカルスからの植物体再分化のた
めの条件、カルスへの遺伝子導入方法につい
ても検討し、Puccinellia chinampoensis の
形質転換実験系の確率を試みた。 
【Chloris virgata 遺伝子の解析】 
cDNA ライブラリーの作製と EST 解析 
 Chloris virgata の幼植物体から RNA を抽
出し、常法によりプラスミドベクターの cDNA

ライブラリーを作製した。任意に選択した約
3000 クローンの塩基配列を決定した。また、
同定された遺伝子の特徴と検出頻度につい
て統計的解析を行った。Chloris virgata の
耐塩性機構に関連すると考える遺伝子を選
び、ストレス条件下における遺伝子発現の特
性について、詳細に解析した。 
【オヒルギの耐塩性遺伝子の解析】 
①塩応答性遺伝子 
本研究の開始前に、マイクロアレイを利用

した発現プロファイリングによってオヒル
ギの塩応答性遺伝子を選抜済みであった。本
研究では、これらの塩応答性遺伝子を 35S プ
ロモーターに接続してシロイヌナズナに導
入し、得られた組換え植物について野生型
（WT）と比較して耐塩性検定を行い、耐塩性
組換え系統を選抜した。 
②cDNA の網羅的機能スクリーニング 
オヒルギ cDNA を発現するアグロバクテリ

ウムライブラリーを構築し、耐塩性スクリー
ニングによって、アグロバクテリウムに耐塩
性を付与する cDNA を同定した。さらに、そ
れらをシロイヌナズナに導入して機能解析
を行った。 
③プロテオーム解析 
塩処理したオヒルギのプロテオーム解析

によって同定した塩応答性タンパク質であ
る FBP aldorase、osmotin を過剰発現するシ
ロイヌナズナについて、野生型（WT）と比較
して耐塩性検定を行った。 
④耐塩性系統の解析 
①～③の方法で得られた耐塩性組換え系

統の耐塩性機構について解析するために、
DREB1A などの 11 種の既知のストレス関連遺
伝子の発現を RT-PCR 法で定量して、野生型
と比較した。必要に応じてマイクロアレイに
よる詳細な発現解析を実施した。また、他の
ストレス耐性との関係を調べるために、重金
属、活性酸素（過酸化水素、パラコート）な
どに対する耐性検定も合わせて行った。 
【ソナレシバの耐塩性遺伝子の解析】 
ソナレシバｃDNA の発現ライブラリーをア

グロバクテリウムを宿主として作製した。こ
のライブラリーを 300ｍＭNaCl培地でスクリ
ーニングして耐塩性アグロバクテリウムを
得た。それらのアグロバクテリウムをシロイ
ヌナズナに感染させて組換え植物を得て、耐
塩性検定を行った。 
また、ソナレシバｃDNA の発現アグロバク

テリウムライブラリーをシロイヌナズナに
感染させて得られた種子から、抗生物質耐性
植物を選抜することで、ソナレシバｃDNA を
網羅的に発現するシロイヌナズナ系統を得
た。これらの種子を 50 系統ずつ混合して、
175mM NaClを含む培地に播種して比較的生育
の良好な個体を選抜した（一次スクリーニン
グ）。さらに選抜個体の次世代において、



 

 

150mM NaClを含む培地に播種して比較的生育
の良好な系統を選抜した（二次スクリーニン
グ）。また、次の世代でも同様にして播種時
期における三次スクリーニングを実施する
とともに、塩を含まない培地に播種して５日
目の芽生えを 150mM NaCl を含む培地に移植
して比較的生育の良好な系統を選抜する幼
植物での耐塩性スクリーニングも実施した。 
【ヤトロファの耐乾性遺伝子の解析】 
原計画にはないが、耐乾燥性の強いヤトロ

ファから、サブトラクション PCR 法により乾
燥条件で発現誘導される遺伝子のスクリー
ニングを行なった。 
 
４．研究成果 
【Puccinellia tenuiflora 遺伝子の解析】 
①細胞膜型および液砲膜型の H+/Na+アンチポ
ーター遺伝子に関して 
 Puccinellia tenuiflora から細胞膜型
（PutNHA）および液砲膜型（PutNHX）の H+/Na+

アンチポーター遺伝子をクローニングし、そ
れぞれの遺伝子の塩ストレス条件下におけ
る発現特性を明らかにした。細胞内の局在性
は、GFP 融合タンパク質を発現させる事によ
り確認した。またこれら 2種類の遺伝子をイ
ネ形質転換用のベクターに組み込み、アグロ
バクテリウムを介してイネ（品種：日本晴）
に導入した。選抜の結果得られた形質転換イ
ネの耐塩性について詳細に解析した結果、塩
化ナトリウムおよび炭酸塩に対する耐性が、
野生型と比較して明らかに強化された事を
明らかにした。 
②HKT タイプ・カリウムトランスポーター遺
伝子に関して 
 Puccinellia tenuiflora から HKT タイプの
カリウムトランスポーター(PutHKT2;1)をコ
ードする遺伝子(PutHKT2;1)を単離し、その
機能についてイネの相同タンパク質
(OsHKT2;1)との比較を、酵母および形質転換
シロイヌナズナを用いて行った。 PutHKT2;1
は OsHKT2;1 よりもカリウム輸送能が高く、
ナトリウムストレス条件化において植物体
内のカリウム濃度を維持する事によって 
Puccinellia tenuifloraの耐塩性に関与する
事が明らかになった。 
③カリウムチャンネル遺伝子に関して 
 Puccinellia tenuifloraから電位非依存型
の K+チャンネルをコードする遺伝子
（PutAKT1）を P. tenuiflora から単離し、
解析した。PutAKT1 は Shaker K+チャンネルフ
ァミリーの AKT-1サブファミリーに属すこと
がわかった。また PutAKT1 は細胞膜に局在し、
遺伝子発現は根で強く観察された。その遺伝
子発現は K+飢餓で誘導されるとともに、他の
植物で見られるような高濃度 Na+による発現
抑制を受けなかった。PutAKT1 を高い発現す
る形質転換シロイヌナズナはより強い耐塩

性を持つ事がわかった。 
 また、KT1 タンパク質（K+チャンネルのα-
サブユニット）と相互作用し、K+チャンネル
の安定性等に関与する事が知られているβ-
サブユニットをコードする遺伝子を P. 
tenuiflora およびイネから単離し（KPutB1
および KOB1）、比較機能解析を行った。 
④アスコルビン酸パーオキシダーゼと STE遺
伝子に関して 
 Puccinellia tenuiflora から、アスコル
ビン酸パーオキシダーゼ遺伝子（PutAPX）お
よび PutSTE 遺伝子を単離し、ストレス条件
下における発現解析を行った。また、酵母と
シロイヌナズナに導入し、これらの遺伝子を
大量に発現させる事により、酵母およびシロ
イヌナズナの環境ストレス耐性が向上する
ことを明らかにした。 
⑤Puccinellia chinampoensis の形質転換実
験系の開発 
 Puccinellia chinampoensis の完熟種子か
らカルスを誘導した。培地に加えるホルモン
等の種類と濃度に関して検討を加え、カルス
の培養実験系を確立した。またカルスにアグ
ロバクテリウムを感染させる事により外来
遺伝子を遺伝的に導入する形質転換法を確
立した。 
 
【Chloris virgata 遺伝子の解析】 
 Chloris virgata.の cDNA ライブラリーを
作製し、3168 クローンの塩基配列を決定する
ことにより EST の解析を行った。得られた塩
基配列情報に基づき 1893 遺伝子をデータベ
ースに登録した。耐塩性との関連が報告され
ている遺伝子について遺伝子発現の解析を
行った。また遺伝子の特徴や検出頻度から 
Chloris virgata の塩ストレスへの応答の特
性について解析した。その結果、C. virgata
の高いアルカリ塩耐性がストレス応答性遺
伝子の恒常的な発現によって維持されてい
ることが明らかになった。 
【オヒルギの耐塩性遺伝子の解析】 
①塩応答性遺伝子 
 オヒルギの ankyrin repeat protein 1 
(BgARP1)、および Zinc Finger 型転写因子
（BgZF1）を導入した組換えシロイヌナズナ
では耐塩性の向上が認められた。BgARP1 組換
え体では、osmotin 遺伝子の発現が WT に比較
して有意に上昇し、塩処理による K+含量の減
少が抑制されていることが示され、これらの
特性の変化が耐塩性の向上に影響している
と考えられた。BgZF1 組換え体についてマイ
クロアレイによる遺伝子発現プロファイル
を行なった。非ストレス下の WT と BgZF1 組
換え体の発現プロファイリングを行ない、Z
検定で有意水準 0.05（両側検定）で有意差が
あり、かつ Ratio が 3 以上の変動を示した遺
伝子を７種同定した。それらは、F-box family 



 

 

protein, phosphate translocator-related, 
zinc finger family proteinと 4種のunknown 
protein をコードしていた。 
また、Al-induced protein(BgAIP)、およ

び Blight-associated protein を導入したシ
ロイヌナズナでも耐塩性の向上が認められ
た。これらの系統のストレス関連遺伝子の発
現を RT-PCR 法で定量して、野生型と比較し
たが際立った違いは認められなかった。その
ため、マイクロアレイによる解析は行なわな
かった。BgAIP を導入したシロイヌナズナは
Zn、Cd、Cu、酸化ストレスに対する耐性も向
上していた。Blight-associated protein を
導入したシロイヌナズナは Zn、Cd、酸化スト
レスに対する耐性も向上していた。 
②cDNA の網羅的機能スクリーニング 
アグロバクテリウムに耐塩性を付与した

オヒルギ遺伝子のうち、メタロチオネイン、
および BURP domain contained protein 遺伝
子を導入した組換え体で耐塩性の向上が認
められた。 
③プロテオーム解析 
 FBP aldolase、osmotin を導入したシロイ
ヌナズナで耐塩性の向上が認められた。これ
らの系統のストレス関連遺伝子の発現を
RT-PCR 法で定量して、野生型と比較したが際
立った違いは認められなかった。そのため、
マイクロアレイによる解析は行なわなかっ
た。osmotin を導入した耐塩性シロイヌナズ
ナは Ni、Cd、酸化ストレス耐性も向上してい
た。 
【ソナレシバの耐塩性遺伝子の解析】 
 ソナレシバｃDNA の発現ライブラリーをア
グロバクテリウムを宿主として作製した。こ
のライブラリーのタイターは 2.11ｘ104、平
均 cDNA サイズは 0.73ｋｂ、全長率は約 25％
であった。このライブラリーを 300ｍＭNaCl
培地でスクリーニングしたところ、8 クロー
ンの耐塩性アグロバクテリウムが得られた。
それらに含まれる cDNA の１つはソルガムの
機能未知の遺伝子と相同性がある全長を含
むクローン、３種は部分配列、他の４種は既
知の配列と相同性がなかった。これらの cDNA
を導入したシロイヌナズナでは耐塩性の向
上は認められなかった。 
ソナレシバ cDNA を網羅的に導入したシロ

イヌナズナを約 1700 系統作成した。これら
約 500 系統の種子を 50 系統ずつ混合して、
175mM NaCl培地で耐塩性一次スクリーニング
を行ない、237 個体を選抜した。次に、二次
スクリーニングで 22 系統、三次スクリーニ
ングで有意に耐塩性を示す 5系統を選抜した。
これらの個体に導入されている cDNA は、
chlorophyll a/b binding protein (2 系統), 
chloroplast protein 12, photosystem I 
reaction center subunit IV, MT-like 
protein をコードしていた。 

【ヤトロファの耐乾性遺伝子の解析】 
サブトラクション PCR法により乾燥条件で

発現誘導されるヤトロファの遺伝子を 10 種
単離した。RT-PCR による詳細な発現解析を行
っ た と こ ろ 、 こ れ ら の う ち 4 種
（ JcDR5:phosphatase 2c, JcDR7:nudix 
hydrolase, JcDR9:translation initiation 
factor, JcDR10: mta/sah nucleosidase）が
乾燥応答性を示した。JcDR10 の cDNA を導入
したシロイヌナズナを作出したが、野生型と
比較して 300ｍM マンニトールを含む高浸透
圧培地において生育に差が認められなかっ
た。 
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