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概 要 シロイヌナズナでは、塩・乾燥ストレスにより、ラフィノース属オリゴ糖の蓄積により耐性を獲得していることが報告

されているが、主要作物であるトマトやダイズではその詳細は知られていない。本研究では、これらの植物を対象に、主に

ラフィノース属オリゴ糖合成の律速酵素であるガラクチノール合成酵素 GolS に焦点を当て、塩・乾燥ストレス耐性遺伝子

の発現メカニズムを明らかにした。トマトに塩ストレス処理（0.2 M 3，8 h）を行い、本研究室において新規にクローニングさ

れたガラクチノール合成酵素遺伝子（SlGolS2, accession number, AB486014）は塩ストレスや高温ストレスに応答して顕著

に誘導されることや、塩ストレスに応答した ABA シグナルとは別の経路により遺伝子発現が誘導されることが示唆された。 

SlGolS2 を発現した大腸菌は 0.4 M NaCl と myo-イノシトールを含む塩ストレス培地においてコントロールベクターと比較し

て、顕著な増殖速度の増加を示したことから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により、浸透圧

耐性を向上させたと考えられる。また、ダイズの乾燥ストレス処理において、H2O2 前処理は myo-イノシトールリン酸合成酵

素（MIPS2）や GolS を誘導し、myo-イノシトールやガラクチノールを蓄積していることが明らかになった。H2O2 前処理により、

乾燥ストレス条件でも気孔を閉鎖しなかったことから、ラフィノース属オリゴ糖の合成による浸透圧の増大により、乾燥ストレ

スを軽減していると考えられる。 

さらに、GolS 遺伝子に加えて、一連の塩ストレス応答遺伝子の発現に関わるマスター調節因子として、CBF/DREB およ

び植物の塩ストレス・低温応答においてアブシジン酸を経由しないシグナルカスケードの上流で働くマスター調節遺伝子

である MYC 転写因子 ICE（Inducer of CBF Expression）にも着目した。トマトゲノムデータベース MiBASE（かずさ DNA 研

究所）から得られたトマト ICE1 ホモログと他の植物種の ICE1 ホモログを比較したところ、bHLH ドメインの 19 アミノ酸が高

度に保存されていることを見いだした。この ICE 特異的ペプチドを抗原として抗-ICE 特異的ペプチド抗体を作成し、塩スト

レスシグナルに関わる ICE-CBF カスケードについて免疫化学的な解析を行った。 

その結果、従来シロイヌナズナにおいてのみ分子遺伝学的な研究対象となっていた低温応答性遺伝子発現をマスタ

ー調節するMYC型bHLHタイプ転写因子が、トマトにおいても塩ストレスに応答した遺伝子発現調節に関与することが示

された。またシロイヌナズナ ICE1 は GFP や FLAG タグなどを融合して組み換え植物で過剰発現した ICE 分子の抗原タ

グを検出して得られた研究であった。これに対し、今回 ICE 特異的ペプチド抗体を用いた実験は、植物の内在性 ICE 関

連タンパク質の直接検出を可能にした。これにより、主要作物の塩ストレスに対する ICE ホモログの機能解析に、免疫化

学的な手法を確立した点に意義があると考えられる。これらの基礎研究により、塩類蓄積した土壌においても栽培可能な

作物を作出する育種法を開発することが期待される。 

 

１．研究目的 

モデル植物のシロイヌナズナにおいて、塩・乾燥ストレ

スにより誘導される浸透圧ストレス耐性メカニズムとして、ラ

フィノース属オリゴ糖を蓄積することで植物が耐性を獲得

していることが報告された（Nishizawa et al., 2008）。器官

特異的な発現としては、成熟に伴って乾燥耐性を獲得す

る種子においてラフィノース属オリゴ糖合成の律速酵素で

あるガラクチノール合成酵素（GolS）が高いレベルで発現
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率、光合成関連パラメーターおよび乾燥ストレス応答遺伝

子の発現について以下の実験を行った。 

２．２ 光合成速度の解析 

携 帯 型 光 合 成 測 定 装 置 （ LCpro+Portable Photo- 

synthesis System, ADC BioScientific 社）を用いて光合成

速度を測定した。設定条件として、CO2 濃度 370 μmol 

CO2 mol-1、葉温 28℃、光強度 1500 μmol m-2s-1で行った。

測定部位として最上位の展開葉から数えて 3 番目の葉を

用いた。反復数は 3～4 とした。 

２．３ ガラクチノール、ラフィノースの解析 

高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC ） 機 器 は 、

SHIMAZU HPLC LC-10A システム（ポンプ：LC-10AD，カ

ラムオーブン：CTO-10A，検出器：RID-10A）を使用し、定

量用カラムとしてShodex Asahipak NH2P-50 4Eを用いた。

移動相はアセトニトリル：蒸留水 = 75：25 で混合したものを

用い、流速は 0.7 ml min-1、カラムオーブンと示差屈折計

の温度を 30oC に設定して分析し、ラフィノース、ガラクチノ

ール、myo-イノシトール、スクロースを定量した。 

２．４ CBF/DREB, GolS発現変動の解析 

SlGolS2、GmGolS2 およびストレスシグナル関連遺伝子

の発現変動を半定量的RT-PCR により解析した。トマトゲノ

ムデータベース MiBASE（かずさ DNA 研究所）から

AtGolS1, 2, 3と相同性の高いトマトGolSホモログの5’-, 3’-

部 分 配 列 EST （ TC20064, TC208540 ） を 元 に ト マ ト 

Micro-Tom cDNA ライブラリーから PCR によりトマト GolS

（SlGolS2, AB486014）の全長 cDNA をクローニングした。

播種 4 週間目のトマト Micro-Tom にストレス処理した植物

体から SDS-フェノールー LiCl 法によりトータル RNA を抽

出した。ダイズ葉でも同様に、常法に従いトータル RNA を

抽出した。 

Rever TraACE 逆 転 写 酵 素 （ TOYOBO ） お よ び

GoTaqDNA ポリメラーゼ（Promega）と遺伝子特異的プライ

マー（Table 1, 2）を用いて半定量的 RT-PCR により、トマト

植物体の SlGolS2 およびダイズ葉の GmGolS、熱ショックタ

ンパク質 HSP17.6 とアクチンの発現レベルを解析した。ト

マトおよびダイズの GolS 組換え体タンパク質を発現する

プラスミドを構築し、GolS を発現する大腸菌の塩ストレス

耐性を解析した。全長 SlGolS2 および全長 GmGolS を

PCR で増幅して GST 誘導タンパク質発現ベクター

pGEX-KG ori に挿入した。コント ロールベク ター、

pGEX-SlGolS2 および pGEX-GmGolS を持つ大腸菌

NovaBlue 株の増殖速度を 0 M NaCl（コントロール）及び

0.4 M NaCl を含む LB アンピシリン寒天培地を用いて

37℃で培養して比較した。 

２．５ マスター調節転写因子 ICE の免疫化学的解析 

植物体からのタンパク質の抽出および SDS-PAGE 用サ

ンプル調製は常法によって行った。ICE はそのタンパク質

レベルがユビキチン－プロテアソーム分解系により調節を

受けることから、ICE の機能を調べるには植物内在性 ICE

タンパク質を検出する方法が必要である。そこでトマト、ダ

イズ、シロイヌナズナなど高等植物の ICE、MYC を含む

bHLH 型転写因子ホモログを比較した。その結果、ICE フ

ァミリーに良く保存された 19 アミノ酸から成るペプチド配列

を見いだし、それを抗原として抗 ICE 特異的ペプチド抗体 

 

Table 1. トマト適合溶質合成関連遺伝子の配列 

Table I  A set of oligo DNA primers used for RT-PCR of SlGolS2 (AB486014) and other genes 

SlGolS2-FL-5 : 5-AATGGCACCTAATGTTTTTGGTCTTGCAAC-3 

SlGolS2-RTPCR-3: 5-GAGTGATGGCTTAGGGCCCAAGTCTTCAGT-3 

SlGolS2-FL-3: 5-TAGAAGAACTTAAATTGCCTGCTCCCCTAT -3 

LeHSP17.6-5: 5-GCCGATCCAAAATGGATTTGAGGTTGTTGGGTATCGAT -3 

LeHSP17.6-3: 5-CCGAATTCAACTTTCACCTCAATTGTTTTGGG-3 

Actin-5: 5-ACCCAATTGAGCACGGAATT-3 

Actin-3: 5-GCCAATGCAGTAATTTCTTTGC-3 

SlGolS2-FL-5 and SlGolS-FL-3 were used for construction of pGEX-SlGolS2. SlGolS2-FL-5 and 

SlGolS2-RTPCR-3 were used for detection of SlGolS2 in RT-PCR. 
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Table 2. ダイズ適合溶質合成関連遺伝子の配列 

Table II  A set of oligo DNA primers used for RT-PCR of GmGolS, raffinose synthase (RS) and other genes

GmHsfA 2-5’5’-CTGAGATTCTATCTACTCCTCAAG 

GmHsfA2-3’ 5’-GCTAAGGTTACCTTGCACAATATG 

GmGolS-5’ 5’-ACTGGATCCATGGCTCCTAATATCACCACT 

GmGolS-3’ 5’-GACAAGCTTAAGCAGCAGATGGGGCACGGA 

GmGolS-FL-5 5’-TTCGGATCCATGGCACCTAACATCACCACC-3 

GmRS-5’ 5’-TCTGATGTTGACCTCATCACACAA 

GmRS-3’ 5’-TTACAACAAAACCCTTCTCCTGAT 

GmGolS-5 and GmGolS-3 were used for detection of GmGolS in RT-PCR. GmGolS-FL-5 and GmGolS-3 

were used for construction of pGEX-GmGolS. 

 

を作成した。トマト植物体における塩ストレスに応答したタ

ンパク質レベルの変動をイムノブロットにより解析した。塩

ストレスに応答した ICEのタンパク質レベルの変動と、その

下流で塩ストレス応答遺伝子の調節に関わる CBF/DREB

遺伝子の発現レベルを半定量的 RT-PCR により調べた。  

 

３．研究結果 

３．１ トマトの塩ストレス応答 

AtGolS1、AtGolS2 は塩・高温ストレスや乾燥で発現上

昇するほか種子で強く発現している（Nashizawa et al., 

2008）。トマトに塩ストレス（0.2 M NaCl 3, 8 h）処理を行い、

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

同様に塩ストレスにより一過性の発現上昇が認められた

（Fig. 3）。次に高温ストレスおよび ABA 処理による

SlGolS2 の発現変動を塩ストレス処理と比較した。半定量

的 RT-PCR により塩ストレスは SlGolS2 mRNA を顕著に増

加させると共にその mRNA レベルは 8 時間でも維持され

ていることが明らかになった。一方、LeHSP17.6 は熱ストレ

スによってのみ増加し、塩ストレスや ABA 処理では変動

が観察されなかった。 

以上の結果から、トマトから新規にクローニングされたガ

ラクチノール合成酵素遺伝子 SlGolS2 は塩ストレスや高温

ストレスに応答して顕著に誘導されること、塩ストレスに応

答した ABA シグナルとは別の経路により遺伝子発現が誘

導されることが示唆された。今回クローニングされた

SlGolS2 の 1014 bp の ORF は 338 アミノ酸、分子量 38.8 

kDa、等電点 5.35 のタンパク質をコードしていた。シロイヌ

 
Fig. 3. トマトの塩、高温ストレスおよび ABA 処理による

SlGolS2 発現 

 

ナズナのストレス応答性 GolS である AtGolS1 と 75%、トマ

トの種子特異的に発現する LeGolS1 とは 61% の相同性を

示したことから、この SlGolS2 遺伝子は種子特異的な発現

を示す LeGolS1 と異なりトマトのストレス応答に関与してい

ることが推定された。 

SlGolS2 の機能解析のために GST 融合タンパク質発現

ベクターにクローニングして大腸菌に導入した際の適合

溶質合成能力を検討した。SlGolS2 を発現した大腸菌は

0.4 M NaCl と myo-イノシトールを含む塩ストレス培地にお

いてコントロールベクターと比較して、顕著な増殖速度の

増加を示した（Fig. 4）。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。我々はイネ GolS を発

現させた大腸菌の浸透圧耐性が向上することを報告して

おり（Thuy et al., 2009）、SlGolS2とOsGolS1のいずれの遺

伝子もガラクチノール合成能を持つことが示唆された。 
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Fig. 4. SlGolS2 を発現した大腸菌の耐塩性の獲得 

 

３．２ ダイズの乾燥ストレス応答 

ダイズの乾燥ストレス処理において、栽培ポットの土壌

含水率は、H2O2散布処理区（H2O2 + 乾燥区）とDW（蒸留

水）散布処理区（DW + 乾燥区）において有意な差はみら

れなかったことから、両処理区に同様の乾燥ストレスが与

えられたことを確かめた（data not shown）。乾燥処理後 6

日目において、DW+乾燥区で顕著な萎れがみられたが、

H2O2＋乾燥区ではみられなかった（Fig. 1）。乾燥処理期

間中、葉の相対含水率は DW＋乾燥区に比べ H2O2＋乾

燥区において高かったことから、H2O2 散布処理により葉の

水分が保持されたことを示唆した。光合成速度は DW＋

乾燥区に比べ H2O2＋乾燥区が高かった（Fig. 5）。また、

気孔コンダクタンスでは対照区と有意な差が見られなかっ

たことから、前処理として、H2O2 散布による葉の水分保持

は気孔の閉鎖によるものではないことが示唆された。 

近年、植物のラフィノース属オリゴ糖（ガラクチノール）が

乾燥・低温などのストレスに対する耐性を得るために適合

溶質として機能することが知られていることから（Nishizawa  

et al., 2008）、H2O2 前処理におけるガラクチノール合成酵

素（GolS）とガラクチノール合成の上流で働く myo-イノシト

ール合成酵素（MIPS1, MIPS2, MIPS3, MIPS4）をコード

する遺伝子発現解析を行った（Fig. 6A）。その結果、H2O2

前処理は MIPS2 と GolS を著しく誘導することが明らかに

なった。また、myo-イノシトールは H2O2 前処理 6 日後に顕

著に蓄積しその後急激に減少したのに対し（Fig. 6B）、ガ

ラクチノール（Fig. 6C）は乾燥処理 4 日以降から高い値を

推移した。今回の発現解析で着目した GmGolS を pGEX

ベクターに組み込み発現した大腸菌は 0.4 M NaCl と

myo-イノシトールを含む塩ストレス培地においてコントロー

ルベクターと比較して、顕著な増殖速度の増加を示したこ 

 
Fig. 5. 乾燥ストレス下のダイズの葉の光合成速度の推移。

■, 対照区; ○, H2O2+乾燥区; ●, DW+乾燥区。 

 

 

Fig. 6. 乾燥ストレス下のダイズの葉の GmMIPs, GmGolS

など適合溶質関連遺伝子発現と糖含量の推移。■, 対照

区; ○, H2O2+乾燥区; ●, DW+乾燥区。 

 

とから、GmGolS は実際にガラクチノール合成機能をダイ

ズで発揮していると推測された（data not shown）。これらの

結果から、H2O2 前処理は MIPS2 や GolS を誘導し、myo-

イノシトールやガラクチノールを合成していることが明らか

になった。即ち、これらの適合溶質の合成により、葉内の

浸透圧を高め、乾燥ストレス条件でも気孔を閉鎖せずに

葉の水分を保持することで、乾燥ストレスを軽減すると考

えられる。このことから、乾燥ストレス回避技術として H2O2
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昇を介してガラクチノール合成を増加することで、熱ストレ

ス耐性を付与することが知られている（Nishizawa et al., 

2008）。最近、我々はトマトからラフィノース属オリゴ糖の律

速酵素であるガラクチノール合成酵素遺伝子(SlGolS2)の

単離と、SlGolS2が高温に応答して遺伝子発現が強く誘導

されることを報告した（Yuasa et al., 2009）。これに対し、低

温ストレスに応答して、OsGolS1 の発現上昇がイネの幼植

物体で観察された（Phan et al., 2010)。これらのことは、

GolS 遺伝子発現調節メカニズムが植物種によって異なる

ことを示している。SlGolS2 の発現調節における活性酸素

および活性酸素特異的熱ショック応答因子HSFA2の関与

について検討した。その結果、ROS はストレスであるととも

にシグナル分子として機能し、ROS 特異的シグナル分子

HSFA2 を介してガラクチノール合成を誘導する遺伝子発

現調節メカニズムがトマトとシロイヌナズナで共通している

ことが示された。 

今回の研究で、従来シロイヌナズナにおいてのみ分子

遺伝学的な研究対象となっていた低温応答性遺伝子発

現をマスター調節する MYC 型 bHLH タイプ転写因子が、

トマトにおいても塩ストレスに応答した遺伝子発現調節に

関与することが示された。またシロイヌナズナ ICE1 は GFP

や FLA タグなどを融合して組み換え植物で過剰発現した

ICE 分子の抗原タグを認識して得られた研究であった

（Dong et al., 2006）。従って、今回 ICE 特異的ペプチド抗

体を用いた実験により、植物の内在性 ICE タンパク質を直

接、検出可能にしたことで、多くの作物における塩ストレス

に ICE ホモログが関与するかどうか免疫化学的な解析手

法を確立した点に意義があると考えられる。 

 

５．今後の課題 

今後は、活性酸素処理によるオリゴ糖合成促進を利用

したトマトの塩ストレス耐性の向上について栽培レベルで

応用の可能性について検討を進める予定である。ICE1 タ

ンパク質は塩ストレスや乾燥ストレス耐性に重要な分子で

ある。塩ストレスや低温ストレスに応答した ICE1 タンパク質

増加に対するプロテアソーム阻害剤およびプロテインキナ

ーゼ阻害剤の影響について解析を進めており、塩ストレス

シグナルに応答したトマト ICE1 の翻訳後修飾およびシグ

ナルカスケードについて議論を予定している。今後は

SlGolS2 の発現調節メカニズムを分子レベルで解明するこ

とと、SlGolS2 過剰発現植物体などを用いたストレス耐性

植物の作出とストレス耐性の表現型の解析を予定している。

以上のような基礎研究によって得られた知見を応用し、塩

類蓄積した土壌においても栽培可能な作物を作出する育

種法を開発することが期待される。 
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Summary 
Salt stress and related drought stress on crops result in severe yield losses through growth retardation and 

irreversible damage.  Recent studies indicated that raffinose-related oligosaccharides such as galactinol, 

myo-inositol and stachyose are synthesized in response to various stresses, salt stress and drought in higher plants 

and that the oligosaccharides play important roles in protection of proteins and biomembranes as osmolytes and 

antioxidants.  In Arabidopsis, a galactinol synthase (AtGolS1) gene is expressed in seed and multiple GolSs are 

differentially regulated in plant under drought, salt stress and chilling.  By searching for tomato EST coding GolS 

homologs in MiBASE (Kazusa DNA Institute), we isolated a novel tomato (Solanum lycopersicum L. cv. 

Micro-Tom) GolS full length cDNA (DDBJ accession number, AB486014) designated SlGolS2 based on partial 

sequences of GolS homologs in MiBASE.  SlGolS2 was transiently induced in response to salt and heat stresses. 

The predicted protein of SlGolS2 has high similarlity to AtGolS1 (75% in amino acid identity) rather than 

LeGolS1 (61%).  Furthermore, in signaling of salt stress in Arabidopsis, inducer of CBF expression 1 (ICE1) has 

been identified as the master regulator inducing dehydration responsive element binding protein / C-repeat binding 

factor (DREB/CBF)-type transcriptional factors.  To examine whether tomato ICE homologs function in osmotic 

treatment via regulation of tomato DREB/CBF homologs in response to salt stress, profiles of ICE-related 

polypeptides in tomato were assessed by immunoblot with an antibody which was raised against a polypeptide 

epitope containing an ICE-specific motif.  Salt stress on tomato plants induced an ICE-related protein with 

molecular masses of approximately 55 kDa indicating that the size is consistent with that predicted for tomato 

ICE1. 

Furthermore, H2O2 pre-spraying to soybean (Glycine max) leaves exposed to drought stress immediately 

caused an increase in the mRNA levels of D-myo-inositol 3-phosphate synthase 2 (GmMIPS2) and GmGolS.  In 

addition, H2O2-presprayed soybean plant was more drought tolerant than DW-presprayed one.  The levels of 

myo-inositol and galactinol were higher in H2O2-pretreated leaves than in DW-pretreated leaves.  These results 

indicated that H2O2 spraying enabled the soybean plants to avoid drought stress through the maintenance of leaf 

water content, and that this water retention was caused by the promotion of oligosaccharide biosynthesis rather 

than by rapid stomatal closure. 


