
岩手大学・農学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１２０１

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

低温ストレス応答の分子メカニズムを基盤とした低温耐性トマトの開発

Development of cold tolerant tomato through understanding the molecular 
mechanism of cold stress response

３０４４７１１４研究者番号：

ＲＡＨＭＡＮ　ＡＢＩＤＵＲ（RAHMAN, ABIDUR）

研究期間：

２０Ｈ０２９４５

年 月 日現在  ５   ６ ２２

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：プロジェクトを通じて、次のことを実証した、1) トマトではABAとGAが寒冷ストレス
下での花分裂組織の発達に拮抗的な機能を果たしている, 2)トマト‐GNOMがトマトの発育と寒冷ストレス応答に
主要な役割を果たしている, 3) 野生型、寒冷感受性 変異体、および寒冷耐性 系統の比較プロテオーム解析に
より、病因関連タンパク質ファミリー (PR) が GNOM 制御寒冷ストレス経路に関連している, 4)  アクチンのア
イソバリアントである ACT8 は、寒冷ストレス応答経路の調節に主要な役割を果たしていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：This research project was aimed to develop cold tolerant tomato by 
understanding the molecular and cellular mechanisms of cold stress response pathway using 
Arabidopsis and tomato. This research demonstrated that 1) for floral meristem development under 
cold stress ABA and GA play antagonistic function in tomato, 2) Using CRISPR-Cas9 generated mutant 
in tomato, we found that like Arabidopsis, tomato GNOM plays a major role in tomato plant 
development and cold stress response, 3) comparative proteomic analysis of Arabidopsis wild type, 
cold sensitive gnomB/E mutant, and cold resistant GNOM-OX line, revealed that pathogenesis related 
protein family (PR) is linked to GNOM regulated cold stress pathway, and 4) actin isovariant, ACT8 
was found to be  a major player in regulating cold stress response pathway through modulating 
specific protein trafficking that are required to combat the cold stress. 

研究分野： 植物の分子および細胞生理学

キーワード： 低温ストレス　花の分裂組織の発達　GNOM　比較プロテオミクス　植物ホルモン　アクチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意に、我々は本研究プロジェクトを通じて、寒冷ストレス反応経路の新規調節因子をいくつか特定した。
ACT8、GNOM、および PR ファミリータンパク質は、植物の低温ストレス応答の制御に重要な役割を果たす新たに
同定されたタンパク質である。
社会的意義としては、新たに同定された遺伝子は、将来的にさまざまな耐寒性作物を開発するための分子育種プ
ログラムの潜在的なターゲットとなる可能性があり、これは飢餓ゼロというSDGs目標の達成に役立つだろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景  

 

低温ストレスは、世界中で作物の生産性を制限する主要な非生物的ストレスである。特に
低温ストレスは植物の成長を抑制し、作物の生産量低下の原因になる。日本における、作
物の低温被害による損失額は、年間数億円規模に及ぶ (Rahman, 2013; Shibasaki and 
Rahman, 2013) 。さらに、世界規模での異常変動を踏まえ、低温ストレス耐性作物の開発は
重要課題の一つである。植物が低温ストレスに応答する仕組みとして二つの異なる経路、
C-Repeat Binding Factor（CBF）依存的経路と CBF 非依存的経路が存在する。我々は CBF
非依存的経路において、低温ストレスで成長ホルモンのオーキシンが細胞内に蓄積して伸
長領域への輸送量が減少し、成長停止や開花抑制が生じるということも明らかにした。
（Shibasaki et al., 2009; Rahman 2013; Shibasaki and Rahman, 2013, Hong et al., 2017）。さ
らに、低温時にオーキシンの輸送量が減少するのは、リサイクリングエンドサイトーシス
が低温ストレスで抑制されるためオーキシンの輸送担体である PIN2 と呼ばれるタンパク質
が細胞膜へ運ばれなくなる為であった。しかし、花の抑制のメカニズムは不明である。 
GNOM と呼ばれるグアニンヌクレオチド交換因子タンパク質の機能欠損株は低温において、
野生株に比べて著しい成長抑制を示すことを明らかにした（Ashraf and Rahman, 2018, 
2019）。つまり GNOM は CBF 非依存的経路の開始を制御する調節因子である。野生株の約
10 倍 GNOM を高発現するシロイナズナの変異体を低温下でも成長して開花低温耐性変異
体であることを見出すことができた 。しかし GNOM 依存的なリサイクリングエンドサイ
トーシスで輸送され低温耐性獲得に機能する PIN2 以外のタンパク質は全く未同定であり、
オーキシン以外の植物ホルモンの関与も全く分かっていない。様々な低温耐性作物を開発
する為には、解明の進んでいない CBF 非依存的経路の全容解明に加えてシロイナズナ以外
の植物でも GNOM 高発現体が低温耐性を獲得することも実証する必要がある。 

 
 
２．研究の目的   

本研究では、以下の３課題に焦点を当てることにより本研究では植物の低温ストレス応答
機構の全容を分子レベルで解明し、低温ストレス耐性作物を開発する技術基盤の確立を目
指す: 
1. 低温耐性に機能するタンパク質とホルモンを特定する。 
2. 比較プロテオミクス分析を通じて、GNOM に依存する低温ストレス応答メカニズムを
理解する。 
3. CRISPR-cas9 ゲノム編集システムで生成された変異体を使用して、トマトの低温ストレ
ス応答と発達における GNOM の役割を理解する。 

 



３．研究の方法   
 

1) 表現型解析 
土壌栽培の植物は、制御された植物インキュベーター内で最適な低温ストレス条件下で指
定された時間処理され、表現型分析が行われた。 
 
2) ホルモン分析 
最適な寒冷ストレス条件下で栽培されたトマト植物が収穫された。 サンプルは、以前に記
載されているように（Salem et al.、2020）変更を加えて調製された。 凍結芽組織 ( 100 mg) 
を粉砕して微粉末にし、ホルモン分析のために LC-ESI-MS/MS に供した。 
 
3) 比較プロテオミクス分析 
野生型、gnom B/E および GNOM 過剰発現変異体を 3 週間増殖させ、4℃で 7 日間の低温
ストレスにさらした。 低温ストレスの後、植物を収穫し、総タンパク質を単離した。 対照
として、23℃で生育した植物から総タンパク質を単離した。比較プロテオミクス分析は、
以前に記載されているように LC-MS/MS を使用して実行された(Ahsan et al.、2023)。 
 
4) CRISPR-Cas9 を使用したトマトの GNOM 変異体の生成 
SlGNOM SEC7 ターゲット sgRNA 1、2、および 3 は、高い「オンターゲット スコア」と
低 い 「 オ フ タ ー ゲ ッ ト 特 異 性 」 を 備 え た ベ ン チ リ ン グ  ソ フ ト ウ ェ ア 
(https://www.benchling.com/) を使用して設計され、効率的な活性に適した条件を維持した。 
sgRNA 配列を、Golden Gate クローニング手順 (Engler et al., 2008) によって BsaI 部位間の
ベクター pHEE401E (Wang et al., 2015) に挿入した。各 sgRNA は、機能を部分的に失わせ
るために個別にクローン化された。  

 
 
４．研究成果   
 

a) 低温ストレスによる奇形果実形成の分子・細
胞機構の解明 

果実の奇形は世界中の果実生産における大きな制
約となっており、多大な経済的損失をもたらして
いる。 農家たちは何十年も前から、開花前の気
温の低下により果実の形が奇形になることが多い
ことに気づいていたがこの現象の根底にある分子
機構は不明である。 
分子分析とホルモン分析を使用して我々は、1) WUSCHEL および CLAVATA を介したフィ



ードバック ループが低温ストレスによって壊れ、異常なカロースの蓄積と花のマーアイテ
ムの発達の変化を引き起こすことを実証した, 2) 植物ホルモン GA と ABA は、低温ストレ
ス下でのカロースの沈着と異常な花分裂組織の形成を制御するために拮抗的に作用する。 
これらの発見は New Phytologist に掲載された (Wu et al., 2022, New Phytologist) 。 
 
b) GNOM 調節された低温ストレス応答は

PR ファミリータンパク質に関連している 
比較プロテオミクスにより、GNOM が調節
する寒冷ストレス応答機構には病因関連タン
パク質ファミリー PR が関与していることが
明らかになった。 一貫して、pr1、pr5、およ
び nudt6 変異体は、低温ストレスに対する感
受性の増加を示する。 これは新しい発見であ
り、将来の耐寒性植物の開発に役立つと考え
られる。 現在、投稿に向けて原稿を準備中で
ある。 

  
c) トマトの GNOM は、成長と発育および低温ストレス反応の調節に機能する 
トマトの CRISPR gnom 変異体を特徴付けるこ
とにより、シロイヌナズナと同様に、GNOM 
がトマトの発育に重要な役割を果たしているこ
とを確認した。 GNOM の Sec7 ドメインの突然
変異は、根の発育の変化、葉の発育の異常、花
の発育の異常、および矮性植物を引き起こす。
また、結実異常、結実なし、種なし果実も観察
さ れ た 。 さ ら に 、 種 子 を 生 成 す る  CRISPR 
gnom 変異体の一部は、低温ストレスに対する
感受性の増加を示する。この結果は、GNOM 
が低温ストレスの普遍的な調節因子である可能
性があることを示唆している。現在、トマトの
耐寒性を高めるための GNOM 過剰発現系統の
開発を行っている。 
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