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 シロイヌナズナは、全ゲノム塩基配列が決定されているだけでなく、豊富なリソース基

盤が確立されているモデル高等植物である。植物の塩ストレス応答に関してもシロイヌナ

ズナを用いた研究が進められており、明らかにされた耐性遺伝子を遺伝子組換え技術で他

の植物（作物等）に導入した分子育種も成果を挙げている。本研究では、シロイヌナズナ

の大部分の遺伝子をカバーするマイクロアレーを用い、塩ストレス誘導性遺伝子TLPの機

能解析を行い、得られた情報を遺伝子組換えによる耐塩性植物の作出のために利用するこ

とを目的とした。TLPはシロイヌナズナのゲノム解析から見い出した LOVドメインを有

するタンパク質である。LOV ドメインは植物の青色光受容体 PHOT、FKF、LKP、ZTL

に共通して見られる領域で、FMN（Flavin Mononucleotide）を結合し青色光受容に機能す

ると同時にタンパク質—タンパク質相互作用にも関与していることが知られている。 

 ノーザン解析の結果 TLPの遺伝子発現（mRNAの蓄積）は塩ストレス、乾燥ストレス

処理後、１時間で上昇することが明らかとなった。また、過酸化水素水処理でも mRNA

の蓄積が認められた。十分に水分、栄養分、光を与え、健康に育てたシロイヌナズナの各

器官を使って遺伝子発現を調べたところ、乾燥種子で強い遺伝子発現が認められ、根、茎、

葉、花といったそれ以外の器官でも弱い発現が認められた。TLPプロモーター:GUS遺伝

子を導入した健康なシロイヌナズナ植物体を GUS 活性染色したところ、種子胚にシグナ

ルが認められた。また、植物体では特に根端や茎頂部にも GUS 染色が認められた。カリ

フラワーモザイクウイルス 35SプロモーターとTLPcDNAを用いて過剰発現体（TLP-OX）

を作成し、ノーザン解析により遺伝子発現量の多い植物体を選

別した後、ベクターのみを導入した植物とTLP-OXとの生育を

比較した。その結果、葉の大きさや開花時期に違いは認められ

なかった。GFPと融合させたTLPの過剰発現体では、GFPの

蛍光シグナルは核と細胞質に認められた。TLP-OXを用いてマ

イクロアレー解析を行ったところ、TLP-OXではRING finger、

cytochrome p450、GST等の遺伝子発現が増加しており、zinc finger等の遺伝子発現が減少

していることが示された。 
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１７ 
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マイクロアレーを用いた塩ストレス誘導性タンパク質分解制御遺伝子の 

機能解析と耐塩性植物分子育種への応用 

 

清末 知宏（香川大学総合生命科学実験センター遺伝子実験部門） 

 

① 研究目的 

 シロイヌナズナは、全ゲノム塩基配列が決定されているだけでなく、豊富なリソース基

盤が確立されているモデル高等植物である。植物の塩ストレス応答に関してもシロイヌナ

ズナを用いた研究が進められており、明らかにされた耐性遺伝子を遺伝子組換え技術で他

の植物（作物等）に導入した分子育種も成果を挙げている (1、2)。 

 本研究では、シロイヌナズナの大部分の遺伝子をカバーするマイクロアレーを用い、塩

ストレス誘導性遺伝子 TLPの機能解析を行い、得られた情報を遺伝子組換えによる耐塩性

植物の作出のために利用することを目的とした。 

 TLPはシロイヌナズナのゲノム解析から見い出した LOVドメイン、F-BOXモチーフを

有するタンパク質である。LOVドメインは植物の青色光受容体 PHOT、FKF、LKP、ZTL

に共通して見られる領域で、FMN（Flavin Mononucleotide）を結合し青色光受容に機能す

ると同時にタンパク質—タンパク質相互作用にも関与していることが知られている (3～5)。

他方、F-BOXは標的タンパク質のユビキチン化の為のアダプターとして働き、標的タンパ

ク質の分解に機能する領域である。シロイヌナズナでは約 700 種類の F-BOX タンパク質

遺伝子が知られているが、そのうち機能が分かっているのは数例（オーキシンシグナル伝

達、サイトカイニンシグナル伝達、ジベレリンシグナル伝達、花芽形成、概日リズム制御、

開花時期制御、自花不和合性、ジャスモン酸シグナル伝達等）である (6)。これまでの報告

から共通しているのは F-BOX タンパク質は様々な生物現象において鍵となる因子の分解

に機能している点である。 

 

② 研究方法 

１．材 料 

 シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana Columbia ecotype）種子は、4˚C暗下に3日間置い

た後、温度22˚C、長日条件（16時間 light／8時間 Dark）、光子量は約100～200 µmol m -2 s-1

（測定域 400 nm～700 nm  測定機器 Basic Quantum Meter）下で生育させた。MS（Murasige 

& Skoog SIGMA CHEMICAL CO）培地、或は、バーミキュライト（硅石）（旭工業株式会

社）を使用した。 
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２．方 法 

２．１ ストレス処理 

 植物体は長日条件（16時間明、8時間暗）下で 17日間育成したものを使用した。以下の

処理を行った後、植物体を液体窒素を用いて凍結保存し RNAを抽出した。乾燥ストレス：

植物体を寒天培地から薬方紙の上に移し乾燥させた。塩ストレス：植物体を NaCl（250 mM）

MS 液体培地に移した。傷ストレス：植物体のロゼット葉にピンセットで傷をつけた。低

温ストレス：4˚C 条件下に植物体を移した。熱ストレス：35˚C 条件下に植物体を移した。

オーキシン処理：2,4-dichlorophenoxy acetic acid（0.1 mM）の入った MS液体培地に植物

体を移した。ジベレリン処理：Gibberelic acid（0.1 mM）の入った MS 液体培地に植物体

を移した。アブシジン酸処理：Abscisic acid（0.1 mM）の入った MS液体培地に植物体を

移した。ジャスモン酸処理：メチルジャスモン酸（50 µM）の入った MS 液体培地に植物

体を移した。サイトカイニン処理：Kinetin（0.1 mM）の入った MS液体培地に植物体を移

した。エチレン処理：エチレンの前躯体であるエテホンを終濃度 7 mMになるように加え

た MS 液体培地に植物体を移した。コントロールとして、MS 液体培地に移した植物体か

ら RNAを抽出した。 

２．２ RNA抽出 

ノーザン解析では、RNAはフェノール・SDS法を用いて抽出した。多糖類を多く含む種

子とさやからのRNAの抽出にはCTAB法を用いた。マイクロアレーに用いるRNAは

RNeasy(キアゲン)を用いて単離・精製した。 

２．２．１ フェノール・SDS法 

植物体（100 mg）を液体窒素中で粉状になるまで破砕し、1 mlのGrinding buffer（0.18M 

Tris、0.09 M LiCl、4.5 mM EDTA、1% SDS、pH 8.2）と333 µlのTLE （0.2 M Tris、0.1 M 

LiCl、5 mM EDTA、pH8.2）飽和フェノールを加えた。次に333 µlのクロロフォルムを加

えボルテックスを行い、50˚Cで20分インキュベートした。その後、17,700×g 20分 4˚Cで遠

心し、上澄みを新しい微量遠心チューブに移した。これに333 µlのTLE飽和フェノールと

333 µlのクロロフォルムを加えてよくボルテックスにかけた後、17,700×g 15分 4˚Cで遠心

し、上澄みを別のチューブに移した。この操作を3回繰り返した後、液量と等量のクロロ

フォルムを加えて同じように遠心を行い、上澄みを新しいチューブに移してタンパク質を

除去した。次に3分の1量の8 M LiClを加えて4˚Cで一晩静置した。15,300×g 20分 4˚Cで遠心

して上澄みを捨て、沈殿に600 µlの2 M LiClを加えた。これを15,300×gで10分間遠心した後、

上澄みを捨て、1 mlのDEPCと330 µlの8 M LiClを加えて氷上に2時間静置した。これを

12,100×gで20分遠心してから上澄みを捨て、600 µlの2 MのLiClを加えて12,100×gで10分間

遠心した。上澄みを除き、500 µlのTEと500 µlのクエン酸飽和フェノールを加え、ボルテ

ックスをかけて15,000 rpmで5分間遠心した。この上澄みを別のチューブに移し、500 µlの

クロロフォルムを加え15,000 rpmで5分間遠心した。その上澄みを別のチューブに移し、そ
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の1/10量の3 M酢酸ナトリウムと2倍量の100 %エタノールを加えて、-20˚Cで一晩静置した。

次にこれを17,700×gで15分間遠心し、上澄みを除いた後、400 µlの70 %エタノールを加え

た。17,700×gで10分間遠心し上澄みを除き、エタノールを飛ばすため風乾させた。沈殿を

DEPCに溶かし、吸光度を測定した。 

２．２．２ CTAB法 

植物体（100 mg）を液体窒素中で粉状になるまで破砕し、1 mlの2×CTAB溶液（ 2% CTAB、

0.1 M Tris-HCl(pH8.0)、20 mM EDTA(pH8.0)、1.4 M NaCl、0.5% βメルカプトエタノール）

に溶かした。次に65˚Cで20分間インキュベートし、この中に1 mlのクロロフォルムを加え

て撹拌した。その後17,700×g 10分室温で遠心し、上澄みを新しい微量遠心チューブに移し

た。これに333 µlのクロロフォルムを加えてよくボルテックスにかけた後、17,700×g 15分

4˚Cで遠心し、上澄みを別のチューブに移した。この操作を3回繰り返した後、3分の1量の

8 M LiClを加えて4˚Cで一晩静置した。以後はフェノール・SDS法のリチウム沈殿、エタノ

ール沈殿と同様な操作を行った。 

２．３ TLP1プロモーター: GUS植物体の作成 

pBI101ベクターにTLPプロモーター（転写開始点から約1.5 kb上流）を組込んだ後、ア

グロバクテリウムを用いて植物体に遺伝子導入した。選抜はカナマイシンで行い、GUS染

色は常法に従い行った (5)。 

２.４ 過剰発現体の作成 

 pBE2113ベクター (7)にTLPcDNAをセンス方向に、或は、GFPとTLPのcDNAを融合させ

て組込んだ後、アグロバクテリウムを用いて (8)植物体に遺伝子導入した。カナマイシンを

用いて形質転換体の選抜を行った。 

２．５ RNAi個体の作成 

pHellsgate8ベクター (9)にTLPのコード領域（約600 bp）をトリガー部位として用い、RNAi

コンストラクトを作成した。アグロバクテリウムを用いて植物体に遺伝子導入し、選抜は

カナマイシンで行った。 

２．６ マイクロアレー解析 

過剰発現体と野生型のシロイヌナズナ長日条件（16時間明、8時間暗）で育てた植物（13

日齢）を点灯後4時間目に、前日に連続暗にした植物はZT4hにサンプリングを行った。RNA

抽出後、Affymetrix Arabidopsis ATH1 Genome GeneChipを用いてハイブリダイゼーション

を行い、Gene Spring（バージョン7.0）で解析した。 

２．７ Root bending アッセイ 

 1.5%寒天（2%ショ糖、1/1,000 ハイポネックスを含む）を分注したプレート上に滅菌し

た種子を播種し、4˚Cで 2日処理後、プレートを 23˚C、連続白色光のフォトチャンバーに

垂直に立て 3 日間培養を行った後、プレートを水平に置き、植物育成チャンバー内にて

UV-Bランプにより 3.86 Wm-2s-1 の UV-Bを一定時間照射した。プレートを光照射下処理区
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（UV-B_light）と暗所下処理区（UV-B_dark）に分け、それぞれ連続白色光下または暗所

下のフォトチャンバーに鉛直方向に 90°回転させて立てて置き、この状態で 3 日間培養し

た。UV-B 照射後の 3 日間で伸長した根の長さ（屈曲点から先端までの長さ）を測定（写

真撮影した後に Scion Image にて測定）し、根の伸長の程度により、感受性または非感受

性を評価した (10-11)。 

 

③ 研究結果 

１．TLP遺伝子発現解析 

マイクロアレーデーターベースの解析から TLP の遺伝子発現（mRNA の蓄積）が乾燥

ストレス、塩ストレスに応答する可能性が示されたので、TLP遺伝子発現に及ぼす各種ス

トレス、植物ホルモンの影響をノーザン法で解析した。その結果、TLP遺伝子発現は、塩

ストレス、乾燥ストレス処理後、1 時間で上昇することが明らかとなった。また、過酸化

水素水処理でも mRNAの蓄積が認められた。 

 十分に水分、栄養分、光を与え、健康に育てたシロイヌナズナの各器官を使って遺伝子

発現を調べたところ、乾燥種子で強い遺伝子発現が認められ、根、茎、葉、花といったそ

れ以外の器官でも弱い発現が認められた。 

２．TLP遺伝子プロモーター活性 

 TLPプロモーター: GUS遺伝子を導入した健康なシロイヌナズナ植物体を GUS活性染色

したところ、種子胚にシグナルが認められた。また、植物体では特に根端や茎頂部にも GUS

染色が認められた。 

３．過剰発現体解析 

 カリフラワーモザイクウイルス 35S プロモーターと TLPcDNA を用いて過剰発現体

（TLP-OX）を作成し、ノーザン解析により遺伝子発現量の多い植物体を選別した後、ベ

クターのみを導入した植物と TLP-OXとの生育を比較した。その結果、葉の大きさや開花

時期に違いは認められなかった。GFPと融合させた TLPの過剰発現体では、GFPの蛍光シ

グナルは核と細胞質に認められた。 

４．KO植物、RNAi植物の解析 

 TLP 遺伝子に T-DNA が挿入されたラインを種子バンクデーターベースから探し出し、

PCRを用いて解析し、T-DNAホモ個体を選抜した結果、TLPプロモーターと考えられる領

域に T-DNA が挿入されていることが分かった。しかしながら、ノーザン解析の結果、こ

の T-DNA挿入植物体でも塩ストレスによる遺伝子発現誘導が認められた。そこで、RNAi

個体を作成し、現在、RNAi植物体の選抜と解析を進めている。 

５．マイクロアレー解析 

 TLP-OX を用いてマイクロアレー解析を行ったところ、TLP-OX では RING finger、

cytochrome p450、GST等の遺伝子発現が増加しており、zinc finger等の遺伝子発現が減少
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していることが示された。 

６．UV-B感受性試験 

 TLPの機能解析を行うことを目的として、TLP-OXを用いて root bending アッセイを行

い、UV-B 感受性を解析した結果、野生型と TLP-OXで UV-感受性における有意な差は認

められなかった。 

 

④ 考 察 

 本研究において、塩ストレス、乾燥ストレス応答遺伝子としての TLPの特徴付けを行う

ことができた。TLP 遺伝子発現は、植物体での ABA 蓄積の時期よりも早く誘導されると

考えられ (13)、実際、培地に与えた ABAに殆ど応答しなかった。他方、TLP遺伝子発現は、

過酸化水素水処理でも、暗所でも誘導されることから、複数の遺伝子発現誘導系によって

制御されている可能性が考えられる。 

 TLPと LOVドメイン構造が似ている PHOT1の局在は細胞膜系であることが知られてい

るが (14)、GFP-TLP、及び、TLP-CFP のシグナルが核と細胞質に認められることから、遺

伝子発現の違いも含めて、TLPは PHOT1とは異なった反応を制御していると考えられる。 

 

⑤ 今後の課題、謝辞 

 本研究は過剰発現植物体とノックアウト植物体を用いて、マイクロアレー解析を行い、

乾燥誘導遺伝子 TLPの機能に迫り、得られた情報を利用して耐塩性植物、ストレス耐性植

物の作出をめざしたが、本研究期間内にはまだ機能解明に至らなかった。今後、更に解析

を進め、この目標に到達したい。 

 遺伝子発現解析は森林総合研究所の楠城時彦博士、マイクロアレー解析は理化学研究所

の安部洋博士、UV-B感受性試験は日本原子力研究所の高橋真哉博士の協力で行った。 

 本研究を遂行するにあたり、御支援を賜りましたソルト・サイエンス研究財団に深く感

謝致します。 
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Figure 1. RNA gel blot analysis of TLP gene 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Subcellular localization of the GFP-TLP fusion protein in Arabidopsis cells 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. RNA gel blot analysis of 35S:TLP plants 
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Figure 4. PCR analysis of T-DNA insertion mutants in the TLP gene 
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Summary 

Arabidopsis is a model plant species whose entire genome has now been reported. 

Numerous bio-resources derived from this tiny plant have been established and used by 

researchers worldwide. In the field of salt stress biology, it has been reported that several genes 

from Arabidopsis have been introduced into other plants to confer tolerance to salt stress or 

dehydration stress. The objective of our present study is to elucidate the function of TLP, a salt 

stress-inducible gene of Arabidopsis, using a micro-array technique and to utilize the obtained 

information to breed salt stress-resistant plants. TLP protein contains a LOV domain, which is 

also seen in blue light receptors such as PHOT, FKF, LKP, and ZTL, whose LOV domains have 

been shown to be able to bind FMN (Flavin MonoNucleotide). Their LOV domains are also 

reported to be involved in protein-protein interactions. 

RNA gel blot analysis revealed that TLP gene expression was induced within 1 hour by 

salt stress or dehydration stress. TLP mRNA also accumulated in H2O2-treated plants. In 

non-stressed plants, the mRNA for the TLP gene was detected at high levels in dry seeds, whereas 

little expression was observed in roots, stems, leaves or flowers. In the TLP promoter:GUS gene 

present in Arabidopsis plants, strong GUS activities were detected in embryos in dry seeds. GUS 

activities were also seen in root tips and shoot meristems of the transgenic plants. 

We performed micro-array analysis using 35S:TLP plants, which revealed that gene 

expression for a RING finger protein, cytochrome p450, GST, and zinc finger protein was altered 

in the 35S:TLP plants compared with wild-type Arabidopsis plants. 
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