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研究成果の概要（和文）：トマト養液栽培で希釈海水や高濃度 Ca2+により果実糖度を向上す
る方法が広く用いられている. 植物は環境ストレス耐性獲得において，タンパク質リン酸
化やカルシウムが重要な役割を果たしていることが知られている．植物の代表的なリン酸
化酵素である SNF1ホモログ (SnRK)は栄養代謝で働く SnRK1と SnRK2のように乾燥・塩
ストレス・ABAに関わる SnRK2, カルシニューリンB様分子CBLと結合する SnRK3/CIPK 
の 3 つのサブファミリーに分れる．乾燥／塩ストレスに応答する SnRK2C のトマトホモ
ログ(SlSnRK2C)をトマトからクローニングを行い、特異抗体を作成し生化学的諸性質を
解析した．SlSnRK2C は若い果実特異的に発現し，塩・低温で活性化することを示した．
一方，SnRK3 に属する CBL 結合キナーゼ(CIPK)のうち SlCIPK2 がトマトの葯で強く発
現するというユニークな点を明らかにした．一方，SOS3/CBL4が塩ストレスで発現上昇す
ることを示した． SlCIPK2 や CBL 分子を高発現する品種を選抜することで，環境ストレ
スにともなうトマトの花粉不稔などを改善できる可能性が示唆された．塩ストレスシグナ
ルで調節を受ける適合溶質合成酵素としてガラクチノール合成酵素に着目した．そこでシ
ロイヌナズナ GolS と高い相同性を示すトマト EST 配列情報を元に，その全長
cDNA(SlGolS2)をクローニングし，発現調節と機能について解析した．塩ストレスによ
り非 ABA経路を介して SlGolS2が発現誘導されることから，浸透圧シグナルカスケー
ドのうち SnRK2もしくは SnRK3/CIPKなどのストレス活性化キナーゼが SlGolS2の発
現誘導に働く可能性が考えられる． 
                      
研究成果の概要（英文）：It is well known that a mild salt stress treatment on tomato roots 
enhances sucrose content in tomato fruit. Calcium and protein phosphorylation have 
appeared to play important roles in salt stress signaling and aquired salt tolerance. Recent 
studies of plant stress signaling revealed that plant representative SNF1-related 
kinases are classified into 3 subgroups, SnRK1 involved in nutrient signaling, SnRK2 
functioning in osmoregulation- and stomatal-closing-related signalings and 
SnRK2/CIPK regulating ion transport mechanism. To examine whether SnRK2 and 
CIPK functions in reproductive organ-specific stress signaling, expression profiles of 
SlSnRK2C and Calcineurin B-Like molecule (CBL) Interacting Protein Kinases (CIPK) 
were analyzed by immunoblot with anti-SlSnRK2C antibody and semi-quantitative 
RT-PCR with a set of SnRK2 CIPK homolog specific primers. SlCIPK2 has been 
identified as a floral organ-specific CIPK in tomato Micro-Tom while SlSnRK2C was 
detected specifically in young fruit. Furthermore, an anti-CIPK specific antibody 
cross-reacted to a CIPK-related polypeptide at a significant level in flower particularly, 
in stamen, to the recombinant protein of the flower specific CIPK, SlCIPK2. A specific 
antibody was raised against tomato SOS3 homolog which is possibly involved in salt 
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tolerance. Immuno-detected signal of SlSOS3 in leaf increased when tomato plant was 
subjected to salt stress. The present data suggests that SlSnRK2C and SlCIPK2 are 
involved in fruit and flower, respectively and that SOS3 possibly regulating salt stress 
signaling function in leaf but not in flower.  
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１．研究開始当初の背景 
 低温、乾燥や塩ストレスは植物の生育や物

質生産を制限する代表的な環境要因である。

近年のシロイヌナズナのゲノム解析から酵

母において糖代謝に関与する SNF1 キナーゼ
の高等植物ホモログ SnRKが遺伝子ファミリ
ーを構成し、そのうち SnRK2サブファミリー
は乾燥ストレス、ABA応答に関与することが
明らかとなった。シロイヌナズナ SNF様キナ
ーゼAtSnRK2CおよびAtSnRK2Eはそれぞれ
乾燥、アブシジン酸に応答して顕著に活性化

されること、SnRK2分子の過剰発現体がスト
レス耐性を獲得することが報告されている。 
 
２．研究の目的 
 トマトにおいても SNF1 キナーゼホモログ
が乾燥／塩ストレス耐性メカニズムに関与

しているかどうか確認するため、SnRK2C ホ
モログ(SlSnRK2C)をトマト MicroTomからク
ローニングし諸性質を解析した。SlSnRK2を
生化学的に解析するために、アグロインフィ

ルタレーション法による一過性遺伝子発現

実験を採用し、「Pro-Q diamond」を用いてま
た non-RI条件でキナーゼ解析した。 
 トマトの EST データベースを元にガラク
チノール合成酵素(SlGolS)と SlHsfA2 を同定
し発現プロファイルと生化学的性質の解析

を進めた。 
 
３．研究の方法 

「材料及び方法」  
植物材料およびストレス処理：  
 かずさ DNA 研究所より分譲されたトマト
MicroTom 種子を水洗した 6cm 角ロックウー
ルをアルミフォイルで包み、上部に穴を開け

て播種した。40W昼色蛍光灯２本の常時照射
の下、26℃で 6週間栽培した．アグロインフ
ィリタレーション実験に用いる Nicotiana 
benthamiana は 7cm ポットにスーパーミック
ストバーミキュライトの混合土を入れて播

種し、6-8週間栽培してた。 
 0.25M NaCl溶液，50μM ABA、ロックウー
ルをペーパータオルの上に置いて乾燥処理，

植物体を 10℃冷凍庫に置いて低温処理した。
各処理後、0, 1, 2, 5, 8, 15, 24, 48時間に地上部
を LiquidN2凍結後、－80℃で保存した。 
RNA調製および RT-PCR：  
  トマト各器官から SDS フェノール LiCl
法によりトータル RNA を調製した。半定量
的 RT-PCRには 1μgトータル RNAを出発材
料として、オリゴ dT18とM-MLV 逆転社酵素
を用いて常法に従い cDNAを合成し，PCR反
応には exTaqDNAポリメラーゼを用いた。遺
伝子の特異的プライマーかずさ DNA 研究所
MiBASE＊の Unigene情報を利用した 
 
４．研究成果 
SlSnRK2Cは若い果実特異的に発現する 
SlSnRK2CmRNA は葉身、花および果実に強
く発現し、地下部や茎部での発現レベルが低



いことが示された. 一方、イムノブロットに
より、トマト果実が急速に成長する時期に

SlSnRK2C タンパク質が顕著に増加し、成熟
時に再び減少することが示された. SlSnRK2C
がトマトの果実の成長時期で顕著に発現し

ていることから、果実の生長にともなう糖

質・ミネラルの輸送と蓄積を調節に関与する

可能性を示している.  
 
SlCIPK2は花特的に発現する 
 半定量的 RT-PCR により解析したところ
SlCIPK2の mRNAが花で顕著に発現し，芽生
え，根，茎，葉，果実での発現レベルが低い

こ と が 示 さ れ た . SOS3/CBL4 お よ び

SOS2/CIPK24 の下流で制御される Na+/H+交

換輸送系 SOS1 のトマトホモログ SlSOS1 は
植物体全体で発現していた．シロイヌナズナ

CIPKの研究において特定のCIPKアイソフォ
ームが根や維管束組織で発現して，ミネラル

吸収を調節しているが，SlCIPK2 のように花
器官で特異的に発現する CIPK/SnRK3 や
SnRK2の例はまだ報告されていない． 
 CIPK関連タンパク質をイムノブロットによ
り解析したところ，うち花で分子量約 50kDa
の強いシグナルが検出され，葉と芽生えにも

同じく 50kDa のシグナルが検出された.花器
官のうち CIPK 関連タンパク質は葯に最も強
く検出された．また葉と花を用いたイムノブ

ロットにより CIPK は共にマイクロソーム画
分に存在することが示された．  
 
 SlSOS3は塩ストレスによる発現上昇 
トマト CBLの GST融合タンパク質を発現精
製し，抗原として用いた Hisx6 融合 SlSOS3
と共に抗-SlSOS3 抗体によるイムノブロット
を行った.抗体が Hisx6SlSOS3 タンパク質と
強い交差反応をすることが示された． 
 トマトの葉のマイクロソーム画分にのみ

SlSOS3 のシグナルが 30kDa に検出された．
葉において SlSOS3 のシグナルは塩ストレス
により顕著に増加した． 
  
SlGolSの高温，ROSにより発現誘導 
 トマトに高温ストレス処理(42℃)をおこな
い SlGolS2 mRNAの変動を解析した．半定量
的 RT-PCR により SlGolS2 は低分子量熱ショ
ックタンパク質 LeHSP17.6と同様に高温スト
レスにより一過性の発現上昇することが示

された． 

  GST 融合 SlGolS2 を発現した大腸菌は
0.4M NaClとイノシトールを含む塩ストレス
培地において顕著な増殖を示した．このこと

は大腸菌内で発現した SlGolS2がガラクチノ
ールを合成することで大腸菌の浸透圧耐性

を向上させたと考えられる．  
  塩ストレスにより非 ABA 経路を介して
SlGolS2 が発現誘導されることから，浸透圧
シグナルカスケードのうち SnRK2(Yuasa et 
al., 2007)と SnRK3/CIPK(Imamura et al., 2008)
などのストレス活性化キナーゼが SlGolS2 の
発現誘導に働く可能性が考えられる． 
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