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研究成果の概要（和文）：塩生植物は一般の作物が枯死するNaCl条件下で成長が促進される。この好塩性のメカ
ニズムを、アイスプラントの懸濁細胞を用いて調べた。細胞の分裂及び肥大両方にNaClの効果がみられた。細胞
分裂関連遺伝子B2型サイクリン依存性キナーゼ、イオン輸送関連遺伝子のカチオントランスポーターMcHKT1、液
胞 H+-ATPaseのVmac1、及び液胞 Na+/H+アンチポーターMcNHX1等の発現量がNaCl処理で増加した。また、ミトコ
ンドリアのATP合成がNaClによって促進された。これらの成果はNaClを積極的に活用する新しい耐塩性作物の作
出にとって重要な知見となる。

研究成果の概要（英文）：A halophyte, Mesembryanthemum crystallinum L. enhances their growth under 
salinity condition that cause other plants to die. To elucidate the mechanism of the phenomena 
called halophylism, we analyzed the growth response of suspension cultured cells grown in the medium
 containing NaCl. The salt promoted cell growth was associated with the intercellular accumulation 
of Na+, K+, Cl-, and NO3-. The expression of cation transporter McHKT1, vacuole H+-ATPase Vmac1, and
 vacuole Na+/H+ antiporter McNHX1 was induced with NaCl treatment. The cell cycle-synchronized cells
 also showed a significant increase in the activity of cell division and the expression of gene of 
B2 cyclin dependent kinase was induced under salinity condition. In addition, ATP synthesis of 
mitochondria increased up to 34-61% with increase of salt concentration. These new findings seem to 
contain important suggestions for the generation of new salt-tolerant crops that actively utilize 
NaCl. 

研究分野：作物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 NaCl は塩害の主要因であり、作物を含む
多くの植物は NaClによって生育が著しく阻
害される。しかし、塩生植物のような耐塩性
の高い植物の中には、作物の枯死する NaCl
条件下で生育が促進するものがある（図１）。  

このような「好塩性」反応はいくつかの種で
報告されているが、生理的メカニズムは明ら
かにされていない。ハマミズナ科のアイスプ
ラント（Mesembryanthemum crystallinum 
L.）は、海水の約２倍近い濃度の NaClを含
む土壌で生育可能な耐塩性の高い塩生植物
で、耐塩性メカニズムを調べるモデル植物と
して用いられる。申請者らが野菜として初め
て市場に流通させ、最近では広く認知される
ようになった。本種もいくつかの塩生植物と
同様に NaClによって成長が促進され、成長
量は 100mM程度の NaClで最大となる（図
2；東江，2004）。塩生植物の Chenopodium 

guinoa Willd、及び Sesuviumportu castrum、
等では、好塩性の要因として個葉のイオン含
量及び浸透圧調節等が調べられているが、い
ずれも成長への関与は明確にされていない
（Sandro et al.,2006; Wang et al.,2012）。ま
た、イネでは塩及び浸透圧ストレスで ATP
合成酵素である ATP シンターゼをコードす
る遺伝子の発現量が増加することが示され
ているが（Zhang et al.,2006）、ATP含量は
測定されておらず、詳細は不明である。 
 申請者らは、東北大震災において津波の被
害を受けた土壌の除塩を目的に、宮城県及び
岩手県の津波被災土壌でアイスプラントを
栽培し、NaCl を含む津波被災土壌でより良
好に生育することを明らかにした（多田ら，

2012）。NaClの効果は培養細胞でも観察され、
胚軸外植体の成長量は 50-80mM NaCl を含
む培地で最大となった（Agarie et al., 2007）。
好塩性を作物に付与することができれば、こ
れまでにない高耐塩性作物の作出が可能に
なり、塩害地域における作物生産性及び除塩
効率の向上が期待できると考えられた。 
 植物組織の大きさは細胞分裂の回数で規
定され、成長は細胞分裂の周期から説明でき
る（図３）。好塩性反応を示す植物では、細

胞周期の調整に重要な働きを果たす遺伝子
の発現に NaClが関与していると考えられた。
申請者らが好塩性の解析に初めて適用した
GC/MSによるメタボローム解析では、NaCl
処理に伴い細胞分裂や核酸代謝に関わる中
間代謝産物の含量が増加し（東江ら，2014）、
細胞分裂及び核酸代謝に対する NaClの関与
が示唆された。  
 一方、細胞の肥大は吸水生長であり、細胞
外液を液胞内に取り込むことで生じる体積
変化とそれに付随する膨圧の増加によって
引き起こされる（図３）。吸水成長の原動力
となる浸透圧は、ある特定の物質の生成や細
胞内への取り込みによって決まる。本研究で
は、イオンの細胞内への取り込みに関連する
トランスポーター及びチャネル等をコード
する遺伝子の発現に及ぼす NaClの関与を明
らかにすることを試みた。タバコでは、K+

が浸透圧調節と同様に細胞周期にも関与し
ていることが示されている。予備試験的に測
定した約 20 種類の無機元素のうち、K+の含
量が Na+と Cl-の含量と高い正の相関関係に
あることを見出した（小西ら，2014）。K+の
細胞内への取り込みを促進する NaClの作用
を示すことで、K+を介した NaClの細胞分裂
への関与が明確になることが期待された。 
 細胞周期、イオンの液胞や細胞内への取り
込み、浸透調整物質の合成等は、例えば、
H+-ATPase による H+の輸送や関連酵素のリ
ン酸化など、ATPを必要とする反応で制御さ
れている。よって、高塩環境下では ATP 要
求量が増加すると考えられる。本研究では異
なる NaCl環境下で栽培したミトコンドリア
を単離し、ATPの生成に対する NaClの作用
を明らかにすることを試みた。  
 これまでの高塩環境下における「生存」を
目指した耐塩性研究とは大きく異なり、本研
究は NaClの有効活用による「成長促進」を
対象としたものである。先行研究では、光合



成や呼吸等の検討が多く、各器官の相互作用
等の影響を排除せずに解析されており、NaCl
の作用に関する明確な結果が得られなかっ
た。本研究では培養細胞を用い、細胞の成長
に対する直接的な NaClの作用を明らかにす
る。前述したように、高塩環境下では体内の
NaClの濃度を適切に保つためにATPの要求
量が増加すると考えられる。高 NaCl環境下
にある塩生植物が ATP をどう補填している
のか、かねてから大きな謎であった。高等植
物における新しい ATP 生成機構の存在を明
らかにし、NaCl を「利用する」耐塩性機構
を提示する学術的意義は大きいと考えられ
た。 
  
２．研究の目的 
 本研究は、塩害土壌においても正常に生育
する高度耐塩性作物の創出を最終目標に、好
塩性の分子機構を明らかにすることを目的
とした。具体的には、細胞の成長を細胞分裂
による細胞数の増加と個々の細胞の体積の
増加とに分け、それぞれを制御する細胞周期
関連遺伝子及び浸透圧調節関連遺伝子の発
現に及ぼす NaClの影響を明らかにし、あわ
せてATP合成に対するNaClの関与を示すこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 NaCl による塩生植物の成長促進効果の分
子機構を明らかにするために、(1)同調培養
系を確立し、(2)細胞分裂及び肥大に及ぼす
NaCl の影響を確認し、(3)細胞分裂及び細胞
肥大関連遺伝子の発現解析を行い、(4)ミト
コンドリアにおけるATP合成能に及ぼすNaCl
の影響を調査する。それぞれの詳細は以下の
とおりである。 
 
(1)同調培養系の確立 
 細胞分裂に及ぼす NaCl の影響を調べるた
めには細胞分裂を同調させた培養細胞が必
要である。しかし、アイスプラントでは同調
培養系が確立されていない。ここではまず、
細胞分裂S期制御剤であるアフィディコリン
による細胞分裂の同調化を試み、処理濃度及
び処理時間等の最適化を検討した。同調化は、
S期、G2 期、M期及び G1期のマーカー遺伝子
である Histone H4、CDKB1;1、CDKB2;2、
KRP2/ICK2 等の発現量及び有糸分裂率により
評価した。薬剤処理による同調化が難航した
場合はリン酸及びショ糖を欠乏させる処理
を適用した。 
 
(2)細胞分裂及び肥大に及ぼす NaCl の影響 
 同調培養した細胞に NaCl を 50～500 mM の
範囲で処理し、各処理区間で成長量を比較し
た。細胞の数と大きさをあわせて測定し、成
長量を増加させる要因を明らかにすること
を試みた。細胞数の測定は、セルラーゼ及び
ペクトリアーゼ等で細胞を処理し、その後、
核を4',6-diamidino-2-phenylindole等で染

色して測定した。 
 
(3)細胞分裂及び細胞肥大関連遺伝子の発現
解析 
 NaCl 処理した細胞から RNA を抽出して
cDNA を作出し、サイクリン、サイクリン依存
性キナーゼ（CDK）、及びその制御因子である
CDK 結合タンパク質（CKS）をコードする遺伝
子、すなわち CYCA2;1、CYCB1;1、CYCB2;1、
CYCD1;1 等の発現量を調査する。これらアイ
スプラントの遺伝子情報はシロイヌナズナ
の塩基配列情報を元にして取得した。遺伝子
の探索は、米国ネバダ大の John C. Cushman
博士らが構築したデータベースを用いた。こ
れには約 30000 個の遺伝子の cDNA 全長配列
データが収納されており、アイスプラントの
遺伝子のほぼすべてをカバーする。発現解析
は半定量的 RT-PCR 法で行った。 
 また、細胞の肥大（吸水成長）に関わる遺
伝子については、(3)と同様に取得した情報
を基に cDNA を作成し、液胞の浸透圧調節（特
にイオン）及び水の取り込みに関与するタン
パク質をコードする遺伝子の発現量を調査
した。対象とする遺伝子は、カリウムトラン
スポーター、カチオントランスポーター、硝
酸イオントランスポーター、H+-ATPase、水チ
ャネル（アクアポリン）等である。(2)の実
験結果とあわせ、生体重の増加に同調して発
現量の増加する遺伝子を特定した。 
 
(4)ミトコンドリアにおける ATP 合成能に及
ぼす NaCl の影響 
 NaCl 処理した（高 NaCl に順化した）葉身
からミトコンドリアを単離し、NaCl 濃度の異
なる条件下で ATP 生成量を測定した。また、
NaCl による浸透圧の増加の影響をみるため
に反応液中の浸透圧をマンニトールあるい
はポリエチレングリコール等の高分子化合
物で増加させ、ATP 生成量の変化を測定した。
同時に他種のミトコンドリアATPシンターゼ
及び Na+依存性 ATP シンターゼをコードする
遺伝子の塩基配列情報を元にこれら遺伝子
の単離を試みた。さらに、ATP の生成に関わ
る解糖系、ATP 合成、及び TCA 回路の遺伝子
も同様に取得した。 
 
４．研究成果 
 初年度は、(1)アイスプラント同調培養系
の確立、及び細胞分裂関連遺伝子の発現解析、
(2)細胞の肥大（浸透調節）に関連する遺伝
子の発現解析、及び(3)NaCl 処理した細胞に
おける ATP 合成能等を解析した。(1)につい
ては、シロイヌナズナの細胞分裂制御遺伝子
及び細胞周期のマーカー遺伝子と相同性の
高いアイスプラントの塩基配列情報を取得
し cDNA 全長を得た。細胞周期 S 期における
DNA 複製を阻害する薬剤で懸濁培養細胞を処
理し細胞周期を同調化させた。この細胞につ
いて細胞周期関連遺伝子の NaCl 処理後の発
現量を調査したところ、処理区間で明確な差



異は認められなかった。そこで同調培養系の
確立を目的に培養系を再検討したところ、
0.2 mg/l 2,4-D を含むカルス誘導培地で培
養し、500μm以下の細胞の選抜を長期間行う
ことで同調化に適した細胞系を確立できた。  
 (2)については、カリウムトランスポータ
ー遺伝子（McHAK1、McHAK2、McHAK3、McHAK4、
Ktm1）、カチオントランスポーター遺伝子
（McHKT1）、硝酸イオントランスポーター
（McNRT1）、H+-ATPase 遺伝子（Vmac1）、水チ
ャネル（アクアポリン）遺伝子（McMipC）等
の発現量を調べ、100 mM NaCl 処理した細胞
で、カチオントランスポーター遺伝子 McHKT1、
液胞 H+-ATPase 遺伝子 Vmac1、及び液胞 
Na+/H+アンチポーター遺伝子McNHX1の発現が
増加することがわかった。(3)については、
NaCl を与えて栽培したアイスプラント葉身
から状態のよいミトコンドリアを単離する
方法を確立し、ATP 量を測定して、ATP の生
成に対する NaCl の関与を明らかにした。 
 
 次年度は、(1)ミトコンドリアにおける ATP
合成能をさらに詳細に検討し、(2)細胞周期
を同調化した細胞の細胞分裂関連遺伝子の
解析、及び(3)浸透圧調整を介した細胞伸長
等に及ぼす NaCl の影響を検討した。  
 (1)については、100mM 及び 400mM NaCl 処
理した葉身からミトコンドリアを単離し、
NaCl を含む反応液で ATP 合成能を測定した。
いずれも NaCl 存在下で ATP 合成量が増加し
たが、増加量は 350mM NaCl 下で最大となり、
対照区より最大で約 60%増加した。この現象
は浸透圧だけを高めた反応液では観察され
なかったことから、ATP 合成に対する NaCl の
直接的な関与が示唆された（図４）。  

 図 4．ATP 生成能に及ぼす NaCl の影響． 
 A，B，C，それぞれ 0 mM，100 mM，400 mM で栽培． 
 
 (2)については，前年度アフィディコリン
による同調化が困難であったことから，細胞
サイズの小さい、形状の均一化された細胞を
得るために長期間（１年以上）一定サイズの
細胞を選抜して培養を続け、目的の細胞を得
た。この細胞の細胞分裂を一時的に停止させ
る（細胞分裂を同調化する）ためにショ糖，

リン酸及びオーキシン等を欠乏させる処理
を施した。リン酸欠乏処理を 24 時間行った
細胞では、S 期のマーカー遺伝子である
Histone H4 が発現しておらず、同調化された
ことが明らかになった。この細胞の細胞周期
に及ぼす NaCl の影響を調べるために、前年
度に引き続き G1 期、S 期及び G2 期で働くア
イスプラントの遺伝子をそれぞれ 5種、及び
M期で働く遺伝子を 6種取得した。(3)につい
ては、トランスポーター、チャネル、H+-ATPase
等、合計 8種の遺伝子に加え、新たにアニオ
ンチャネル遺伝子及び K+/Cl-トランスポータ
ーを、前年度(2)と同様に取得した。NaCl 処
理による細胞の伸長に先がけて、McHKT1 と
Vmac1 がそれぞれ処理後 12 時間及び 48 時間
後に強く発現することを明らかにした。 
 
 最終年度では、前年度一部確立した方法を
さらに精査し、3 日間リン酸を欠乏する処理
が細胞分裂の停止に最も効果的であること
を見出した。リン酸の再施与後 24-26 時間後
のおける分裂指数は約 20％であり、他種で報
告された値と同程度であった。この細胞を用
いて細胞分裂に関わる遺伝子の発現に及ぼ
す NaCl の影響を調べた。その結果、11 種の
細胞分裂関連遺伝子のうち、B2 型サイクリン
依存性キナーゼの発現が NaCl 処理後 2 日以
降に増加することを明らかにした（図 5）。 

  図 5．B2 型サイクリン依存性キナーゼ遺伝子 
  の発現量に及ぼす NaCl の影響． 
 
 ATP合成能に及ぼすNaClの効果の要因を明
らかにするため、解糖系、ATP 合成、及び TCA
回路に関与するシロイヌナズナの遺伝子と
相同性の高いアイスプラントの遺伝子を 12
種単離した。得られた成果をまとめ国際会議
で 2報発表した。  
 このように、本研究では、NaCl が細胞の分
裂及び肥大に効果があることを初めて明ら
かにし、前者は、B2 型サイクリン依存性キナ
ーゼの発現の増進によって、後者は、数種の
トランスポーター遺伝子の発現量の増進に
よって促進されることを明らかにした。また、
ミトコンドリアの ATP 合成が NaCl によって
促進されることを初めて明らかにした。増加
率は最大約 60%であった。いずれも前例のな
い新規な発見であり、NaCl を積極的に活用す
る新しい耐塩性作物の作出にとって重要な
示唆を含む成果であるといえる。 
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