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研究成果の概要（和文）：イネ幼苗が低温順化処理により低温耐性を獲得することを多くの品種を用いて確認した。メ
タボローム解析により、イネは低温順化処理により糖類およびアミノ酸類を高蓄積することを明らかにした。また、ト
ランスクリプトーム解析では熱ショック関連遺伝子の発現が増加していたことから、熱ショック転写因子HsfA2cを過発
現させ下流の熱ショック蛋白質遺伝子を網羅的に発現するイネを作出した。このイネは幼苗期および穂ばらみ期におい
て原品種よりも低温耐性が優れていた。これらのことから、イネの低温順化には、適合溶質や熱ショックなど複数の機
構が関与していることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：We used a cold acclimation treatment to confirm that many types of rice seedlings 
are tolerant to cold temperatures. Results of the metabolome analysis showed that the rice seedlings 
accumulated high amounts of saccharides and amino acids after the cold acclimation treatment. Microarray 
analysis showed that the expression of many heat-shock protein genes increased after the cold treatment. 
We identified that a heat-shock transcription factor gene, HsfA2c, was induced after the cold acclimation 
treatment. We developed transgenic rice plants by using HsfA2c and Hsp90-D80N, which showed extremely 
high gene expressions of heat-shock proteins under the cold conditions. The rice plants exhibited 
improved cold tolerance during seedling and booting stages. Our results show that multiple mechanisms, 
such as compatible solutes and the heat-shock mechanism, are involved in the cold acclimation of rice.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 熱帯起源作物であるイネは栽培化ととも
に高緯度地域へ進出し、北海道が我が国の主
産地を占めるまでになった。北海道の稲栽培
では低温障害が克服すべき課題であり、不稔
を引き起こす障害型例外については、耐性品
種の開発により被害が軽減されてきた。しか
し、発芽～幼苗期の低温による障害は未だに
耐性品種が開発されておらず、低温下での伸
長の旺盛な品種の開発が試みられているに
過ぎない。 
  
(2) イネのような熱帯、亜寒帯を起源とする
１年生植物の多くでは常温で生育させた後
に低温環境化に置かれると著しい生育障害
が起こり、ときには死に至る。このような低
温ストレスに対しては耐性のある遺伝子型
が知られ、機構として microRNA から蛋白質、
糖質に至るまで様々な分子が耐冷性に貢献
するものとして同定されてきており、さらに
は低温抵抗性に関す数多くの QTL が報告さ
れている。一方、越冬性作物であるムギ類な
どでは通常の低温応答の他に、一定期間低温
に暴露されることで低温耐性を獲得する低
温順化が存在する。越冬作物では低温順化に
関して多くの研究がなされており、その過程
では遺伝子発現や代謝に大きな変化が生じ、
それに伴い膜構造の変化や水分含量の低下、
プロリン等のアミノ酸や可溶性糖の増加と
いった数多くの変化が引き起こされる。熱
帯・亜熱帯を起源とする低温感受性植物につ
いては、一般に低温順化能力を持たないと考
えられてきたため、これまで低温順化に関す
る研究がほとんど行われていなかったが、近
年イネにおいても低温順化に相当する応答
が存在することが示されている。このような
状況で、イネの低温順化に関する分子機構を
生理学的な視点から解析しようと試みた研
究は少なく、得られている知見も極めて少な
い。モデル実験植物であるイネの低温順化の
機構を解明することは、熱帯起源植物の寒地
への適応戦略を理解する上で重要であり、北
海道におけるイネの重要な形質のひとつで
ある耐冷性を評価する上でも必要不可欠と
考える。 
 
 
２．研究の目的 
 
 熱帯起源の植物であるイネは、これまで温
帯・亜寒帯を起源とする植物のように低温順
化機構を持つと考えられてこなかった。しか
し、近年イネにおいても徐々に強い低温に曝
されていく過程で低温耐性を獲得する機構
があることが明らかになってきた。モデル実
験植物であり我が国の最重要作物のひとつ
であるイネの低温順化機構を解明すること
は、熱帯起源植物の寒地への適応戦略を理解
する上で重要であると同時に、これまで成功

していない幼苗期低温耐性に優れた品種開
発の可能性もある。本研究では、①低温順化
処理による低温耐性の評価方法の確立、②低
温順化処理時の代謝産物および遺伝子発現
の網羅的解析、③熱ショック転写因子を高発
現する組換えイネを用いた低温耐性の評価、
を通じイネの低温順化における分子機構を
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 低温順化処理による低温耐性の評価 
  
検定はまず低温順化無処理では、27℃条件

で 10 日間生育させたイネ幼苗について 4℃
条件で処理し、その後 27℃に戻した後に枯死
せずに生存した個体の割合で評価した。低温
順化処理では、27℃条件で 10 日間生育させ
たイネ幼苗について 12℃の弱い低温に曝し
た後、4℃条件で処理し、その後 27℃に戻し
た後に生存した個体の割合で評価した。 
 
(2) 代謝産物、遺伝子産物等の網羅的解析 
  
北海道の食用品種「おぼろづき」を用いて、

低温順化応答の誘導時に経時的にイネ植物
体地上部のサンプリングを行い、メタボロー
ム解析および DNA マイクロアレイ解析、可
溶性糖の定量分析に供した。 
 
(3) 組換えイネの幼苗期の低温枯死耐性試験 
原品種の「おぼろづき」と組換えイネにつ

いて、播種後 10 日のイネ幼苗を一昼夜 12℃
処理の後、4℃7 日間の低温処理を行い、27℃
へ戻して 14日後の個体の生存率で評価した。 
 
(4)穂ばらみ期の耐冷性試験 
 原品種の「おぼろづき」と組換えイネにつ
いて、穂ばらみ期耐冷性を冷水浸水処理法に
より評価した。主稈と１次分げつのみを残し
18.5℃の冷水に植物体が完全に水没しないよ
うに浸漬することで穂ばらみ期の低温処理
を行った。水深はイネの生育にあわせて増加
させ、最終的には地上 20 cm までとした。冷
水処理は第 5 葉期から出穂期まで（約 45 日）
行った。採種後に総籾数と稔実数を計測し、
稔実率を算出した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 低温順化処理による低温耐性の獲得 
  
「日本晴」、「コシヒカリ」、北海道のイネ品
種を用いて、12℃5 日の低温順化処理をした
個体と無処理の個体をそれぞれ4℃10日間低
温処理した後、27℃に移して生存する個体の
割合を調べた。全ての品種において、無処理
のものは全個体が枯死したが、低温順化処理
をしたものはほぼ全ての個体が生存してい



た。このことは、低温順化処理により幼苗期
のイネが低温耐性を獲得できることを示唆
した。 
 
(2) 「おぼろづき」、「きたあおば」の低温順

化処理による低温耐性の獲得 
  
一般的な北海道の食用品種として「おぼろ

づき」を、飼料イネ品種として「きたあおば」
を用い、低温順化処理の有無による低温スト
レス処理期間と生存率の関係について調べ
た（図 1）。「おぼろづき」、「きたあおば」と
もに生存率が 0%に至るまでの期間は、無処
理（低温順化処理なし）では 6 日以内であっ
た。一方、低温順化処理を行ったものでは生
存率が 0%に至るまでの低温処理期間は、「お
ぼろづき」、「きたあおば」ともに無処理に対
して 6～8 日程度の延長が観察された。この
ことは、イネ幼苗の低温順化処理がその後の
低温ストレス耐性を著しく向上させたこと
を意味する。 

 
 
 

 
 
(3) 低温順化処理により増加する物質 
 
メタボローム解析は、播種後 27℃で 10 日

生育させた「おぼろづき」を用い、無処理、
12℃1、3、5、10 日処理、12℃5 日処理（低
温順化処理）後 4℃1、3、5、10 日処理、4℃
1、3、5 日処理を行った後、イネの地上部を
採種し、GC-TOF-MS 分析に供した。低温順

化処理により増加する物質を調べたところ、
各処理による代謝物の変動についての傾向
が見られた。それらの中で、4℃5 日の低温処
理において低温順化処理を行ったものと行
わなかったものとで比較すると、低温順化処
理を行ったもので糖類とアミノ酸類が顕著
に増加していた。糖類では、フルクトース、
ガラクトースが、アミノ酸類では、アラニン、
セリン、グルタミン、アスパラギンが低温順
化処理により増加していた。可溶性糖につい
て HPLC を用いた分析を追加で行ったとこ
ろ、スクロースが低温順化処理により顕著に
増加していることが明らかになった。糖類お
よびアミノ酸類は適合溶質として知られる
ものも多く含まれ、これらの蓄積により細胞
内浸透圧の上昇をもたらして細胞内からの
脱水を抑えて傷害発生を低減させているこ
とが考えられた。 
 
(4) 低温順化処理により変動する遺伝子発現 
 
 低温順化処理における遺伝子発現の変動
をマイクロアレイ解析により行った。播種後
27℃10 日生育させた「おぼろづき」を用い、
無処理、12℃5 日処理、12℃5 日処理後 4℃5
日処理、4℃5 日処理のイネ幼苗から RNA を
抽出し、マイクロアレイ解析に供した。糖類
やアミノ酸類の合成に関与する遺伝子の他、
熱ショック関連の熱ショック転写因子遺伝
子および熱ショック蛋白質遺伝子の発現の
増加が低温順化処理により増加していた。熱
ショック転写因子は熱ショック蛋白質の発
現を制御するものであり、熱ショック蛋白質
は細胞を様々なストレスのダメージから保
護する働きがあり、これらの熱ショック機構
が低温順化によりイネ幼苗が獲得する低温
耐性に寄与している可能性が考えられた。 
 
(5) 熱ショック機構のイネ低温耐性への効果 
 
 マイクロアレイ解析により、イネ幼苗が低
温順化処理後の低温耐性を獲得するときに、
熱ショック転写因子である HsfA2c の発現が
増加していた。また、このときにその下流に
存在する熱ショック蛋白質（HSPs）遺伝子
の発現も増加していた。熱ショック転写因子
は熱ストレス時に下流に存在する多くの
HSPs の発現を誘導し、細胞をストレスから
保護する働きがあるとされる。そこで多くの
HSPs 遺伝子の発現が郵送される低温順化処
理後の状況を再現するために、HsfA2c を低
温下で過剰発現させることにより低温下で
多くのHSPsを発現する組換えイネを作出し
た。この組換えイネを用いて幼苗期の低温耐
性を評価したところ、原品種の「おぼろづき」
に対して有意に低温耐性が向上していた（図
2）。また、この組換えイネは穂ばらみ期の耐
冷性についても原品種の「おぼろづき」より
も優れていた（図 3）。これらのことから、熱
ショック機構がイネ幼苗の低温順化により



獲得される低温耐性のひとつの要因として
関与している可能性が示唆された。 
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