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研究成果の概要（和文）：イネは 10個の転写因子OsDREB1遺伝子を持つ。多くのOsDREB1
遺伝子は低温ストレスで特異的に誘導されるが、一部は高塩・乾燥ストレスによっても誘

導された。OsDREB1D 以外の全ての OsDREB1 は転写活性化能を持つが、DNA 結合特

性には違いが見られた。転写活性化能が高い OsDREB1G の過剰発現は多くの遺伝子の発

現を誘導するが、OsDREB1A との共通性も見られた。これらの結果からイネは複数の

OsDREB1 を持つが、様々なストレスに応じてこれらの遺伝子を精妙に利用していること

がわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：The transcription factors DRE (dehydration responsive element) binding 
protein 1s (DREB1s)/ C-repeat (CRT) binding factors (CBFs) specifically interact with the 
DRE/CRT cis-acting element and control the expression of many stress-inducible genes in Arabidopsis 
thaliana. Rice (Oryza sativa) has 10 genes for DREB1 orthologues, OsDREB1s. We analyzed the 10 
OsDREB1 genes comprehensively. Many OsDREB1 genes were induced by cold stress (4 oC) 
specifically, and some OsDREB1 genes were also induced by high-salinity (250mM NaCl) or drought 
stresses. Although all the OsDREB1s except for OsDREB1D have transactivation activity, there is a 
difference of DNA binding preference among the 10 OsDREB1s. Overexpression of OsDREB1G which 
has the highest transactivation activity among the 10 OsDREB1s affected expression of many genes in 
transgenic rice plants which contain the OsDREB1G controlled under a promoter responsive to an 
animal hormone, dexamethasone (DEX) and some of the dowmstream genes were also regulated by 
OsDREB1A. These results indicate that rice has some DREB1 genes and utilizes these genes elaborately 
according to various stresses. 
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１．研究開始当初の背景 
シロイヌナズナの乾燥・高塩・低温ストレス
応答に関わる制御配列としてシス因子
Dehydration Responsive Element (DRE)が
同 定 さ れ (Yamaguchi-Shinozaki, K and 
Shinozaki. (1994) Plant Cell 6, 251–264)、
シス因子 DRE に結合するタンパク質として
DRE-Binding protein (DREB)が単離された
（Liu et al. (1998) Plant Cell 10, 1391–
1406）。DREB は構造的に二種類(DREB1, 
DREB2)に分類された。DREB1 を植物内で
過剰発現させることにより、多数のストレス
耐性遺伝子の発現を誘導し、多大な環境スト
レス耐性が付与されることが示されたため、
現在では世界中の研究者が DREB1 の研究に
取り組んでいる。 
DREB1 の研究の中心はシロイヌナズナであ
るが、私はイネの DREB1 の単離・同定を試
みている。イネは日本の基幹作物であるだけ
でなく、多くの作物が属するイネ科、さらに
は単子葉植物のモデル植物であるので、詳細
に研究する必要がある。私はこれまでにイネ
に存在する低温応答性の OsDREB1A 遺伝子
が形質転換シロイヌナズナにおいて転写因
子として機能すること (Dubouzet et al., 
2003)、さらに各種 DREB1 遺伝子をイネで
過剰発現することにより、下流遺伝子の転写
誘導を引き起こし、それに伴いストレス耐性
が向上すること(Ito et al., 2006, 右図)を明
らかにした。 
 
２．研究の目的 
近年のゲノム研究の進展により、DREB1

遺伝子ファミリーがシロイヌナズナで 6 個
(Sakuma et al. (2002) Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 290, 998–1009)、イネで 10
個(Skinner et al. (2005) Plant Mol. Biol. 59, 
533-551) の遺伝子から構成されていること
が明らかになっている。シロイヌナズナでは
DREB1 遺伝子ファミリーの総合的な解析が
行われており、イネでもこれら複数の
OsDREB1 遺伝子がお互いどのように役割分
担・相互作用しているか明らかにすることは、
イネにおける環境ストレス応答システムの
解明に役立ち、環境ストレス耐性植物の作出
に貢献する。 
シロイヌナズナでは DREB1E, DREB1F

は特徴的なアミノ酸配列を DNA 結合領域内
に持ち、下流遺伝子がかなり異なることがわ
かっている。これは結合するシス配列の違い
によると予想される。一方、イネの 10 個の
OsDREB1 ファミリーでは、OsDREB1F が
DREB1E, DREB1F と同様の特徴をもって
おり、イネでも OsDREB1F は既知の
OsDREB1A とは異なる下流遺伝子を持つこ
とが予想される。またこれまで解析されてい
た OsDREB1 遺伝子は低温誘導性という点

では共通しているが、その局在や標的遺伝子
の違いなどで機能分担している可能性があ
る。本研究では上記の特徴に着目し、機能が
明らかにされていない OsDREB1 遺伝子フ
ァミリーの機能解析を進める。 
 
３．研究の方法 
(1)10 個の OsDREB1 遺伝子の環境ストレス応
答性を調べるため、播種後 14 日目のイネに
無処理、250mM NaCl、乾燥、4℃で処理し、
それぞれ 0, 2, 5, 24 時間後にサンプリング
し、全 RNA を抽出し、特異的プライマーを用
いてリアルタイム PCR により各 OsDREB1 遺伝
子の発現レベルを調べた。 
(2)各 OsDREB1 タンパク質の転写活性化能を
調べるために、シロイヌナズナの培養細胞
(T87 cell)を用いてトランジェントアッセイ
を行った。レポーター遺伝子としては 3種類
のシス因子で制御した GUS 遺伝子を用いた。
シス因子は①シロイヌナズナの DREB1A 下流
遺伝子である rd29A プロモーターの DRE を含
む領域、②イネの OsDREB1A の下流遺伝子で
あるlip9の DREを含む領域、③転写因子GAL4
の結合配列を用いた。イフェクタープラスミ
ドには①・②に関しては CaMV 35S プロモー
ターで各 OsDREB1 遺伝子の ORF を制御したも
のを用い、③に関しては各 OsDREB1 遺伝子の
ORFに転写因子GAL4の結合領域を融合したも
のを CaMV 35S プロモーターで制御したもの
を用いた。 
(3)DNA 結合特性を調べるため、シロイヌナズ
ナの DREB1A 下流遺伝子である rd29A プロモ
ーターの DREを含む領域をプローブに用いて
ゲルシフトアッセイを行った。実験に用いた
OsDREB1 タンパク質は C末端領域を削除した
断片に GSTタンパク質を融合させたものを用
いた。 
(4)転写活性化能が特に高い OsDREB1Gの下流
遺伝子を調べるために、動物ホルモンデキサ
メタゾン(DEX)誘導性プロモーターで
OsDREB1G の発現を制御したイネを用いてア
ジレント社の 44kマイクロアレイを用いてマ
イクロアレイ解析を行った。DEX 処理は 5μM
で 24 時間処理した。 
 
４．研究成果 
(1) 10 個の OsDREB1 遺伝子の環境ストレス応
答性をリアルタイム PCRによって調べた結果、
OsDREB1A, OsDREB1B, OsDREB1F, OsDREB1G, 
OsDREB1H, OsDREB1J は低温ストレス(4℃)に
よって特異的に発現が誘導された。一方
OsDREB1C, OsDREB1Iは低温ストレスだけでな
く乾燥ストレス、高塩ストレス(250mM NaCl)
によっても誘導された。OsDREB1E は低温スト
レスでは誘導されず、乾燥ストレス・高塩ス
トレスによって誘導された。OsDREB1D はスト
レス応答性はなかった。また発現レベルも遺



伝子間で違いがあり、OsDREB1A, OsDREB1B, 
OsDREB1Cは非常に高く、OsDREB1G, OsDREB1H, 
OsDREB1J は中程度、OsDREB1E, OsDREB1F, 
OsDREB1I は弱く発現した。OsDREB1D はほと
んど発現していなかった。 

 
(2) 各 OsDREB1タンパク質の転写活性化能を
調べるために、シロイヌナズナの培養細胞
(T87 cell)を用いてトランジェントアッセイ
を行った結果、rd29Aプロモーター由来の DRE
で制御したレポータープラスミドを用いた
際には、多くの OSDREB1 は高い転写活性化能
を示したが、OsDREB1D, OsDREB1E, OsDREB1I
は転写活性化能を示さず、OsDREB1H の転写活
性化能は非常に低かった。一方転写因子 GAL4

の結合配列で制御したレポータープラスミ
ドを用いた際には、OsDREB1D を除く全ての

OSDREB1 は転写活性化能を示した。OsDREB1G
は特に高い転写活性化能を示した。この原因
は OsDREB1E, OsDREB1H, OsDREB1I は rd29A
遺伝子由来の DRE配列への結合特性が低いた
めと予想された。一方イネの lip9 の DRE を
含む領域で制御したレポータープラスミド
を用いた際には、多くの OSDREB1 は高い転写
活性化能を示したが、OsDREB1D, OsDREB1F, 
OsDREB1I は転写活性化能を示さず、特に
OsDREB1G, OsDREB1H, OsDREB1J は高い転写活
性化能を示した。この結果は rd29A プロモー
ター由来の DREで制御したレポータープラス
ミドを用いた結果と異なった。このことは各
OsDREB1 の結合特性が異なることを示唆した。 
(3) )DNA 結合特性を調べるため、シロイヌナ
ズナの DREB1A 下流遺伝子である rd29A プロ
モーターの DREを含む領域をプローブに用い
てゲルシフトアッセイを行った。OsDREB1A, 
OsDREB1B, OsDREB1C, OsDREB1G は強く結合を
示したが、OsDREB1E, OsDREB1H, OsDREB1I は
弱い結合を示した。 

 
(4) 転写活性化能が特に高い OsDREB1G の下
流遺伝子を調べるために、DEX 誘導性プロモ
ーターで OsDREB1G の発現を制御したイネを
用いてアジレント社の 44kマイクロアレイを
用いてマイクロアレイ解析を行った結果、76
遺伝子が OsDREB1G の過剰発現により誘導さ
れ、46 遺伝子が OsDREB1G の過剰発現により



抑制された。以前行った OsDREB1A の過剰発
現体を用いたマイクロアレイ解析では 43 遺
伝子が OsDREB1Aの過剰発現により誘導され、
44 遺伝子が OsDREB1A の過剰発現により抑制
されていたが、両 OsDREB1 に共通に誘導され
る遺伝子は 9遺伝子、共通に抑制される遺伝
子は 9遺伝子であった。 
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