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概 要 塩害地における作物生産の向上には、生産技術の改善だけではなく、耐塩性を向上させた作物の開発が重要

である。従来の育種法とは異なり、遺伝子組換え技術を用いた分子育種により、短期間で新しい形質を付与した作物を作

出することが可能となる。特に複数の遺伝子の機能を調節できる転写因子の利用は効率的であることから、塩耐性にも関

わる細胞内の浸透圧調節を司る転写因子 AtbZIP10 と AtbZIP53 に注目した。これら転写因子の標的遺伝子である

ProDH 遺伝子を利用した自己活性化のメカニズムの利用により、恒常的に発現させた場合に比べて発現量の劇的な増

加も見込まれる。そこで本研究では、これらの bZIP 型転写因子の機能を効率的に利用することで、植物に耐塩性を付与

できる分子育種技術の開発を目指した研究を行った。 

シロイヌナズナのプロトプラストにおける一過的発現系を用いて ProDH 遺伝子の転写活性化について調べた結果、

AtbZIP53とAtbZIP10を同時に発現させることで強く転写活性化されるが、転写活性化にはAtABI3 の機能は必要ないこ

とが明らかになった。また、AtbZIP10 と AtbZIP53 は他の bZIP 型転写因子と同様に核に局在し、bZIP ドメインを介して結

合していた。更に、CaMV35Sプロモーターを用いたAtbZIP10の過剰発現体P35S::AtbZIP10植物では導入遺伝子由来の

タンパク質が恒常的に分解されていたことから、転写因子である導入遺伝子の過剰発現のアプローチとしては、bZIP型転

写因子とその標的遺伝子 ProDH 遺伝子のプロモーターを用いた自己活性化のシステムの利用が非常に有効であると示

唆された。一方、AtbZIP10、AtbZIP53、ProDH 遺伝子の発現パターン、及び適合溶質プロリンの浸透圧調節における役

割を総合すると、AtbZIP10、もしくは AtbZIP53 の機能強化により期待できるのは、塩や乾燥によるストレスそのものに対し

てではなく、ストレスから回復する際のストレスの緩和に重要な細胞内の浸透圧の低下の促進や過剰な適合溶質によるダ

メージの軽減である。実際、P35S::AtbZIP10 植物では乾燥ストレス処理後の給水による回復時でのみ、野生型と比較して

有意なストレス耐性の差が見られた。塩ストレスから回復する際も同様に急激な浸透圧の低下により障害を受けることから、

AtbZIP10 と AtbZIP53 の機能を効率的に利用した形質転換体作出のアプローチにより、塩ストレスに関しても同様の結果

が得られると考えられる。目標達成にはまだ多くの実験を行う必要があるが、本研究に今後も精力的に取り組むことで、こ

れら転写因子の機能を利用した新しい耐塩性植物の分子育種技術の開発が可能であると期待される。 

 

１．研究目的 

塩害地における作物生産の向上のためには、生産技

術の改善だけではなく、耐塩性を向上させた作物の開発

が重要であると考えられる。従来の育種法とは異なり、遺

伝子組換え技術を用いた分子育種により、短期間で新し

い形質を付与した作物を作出することが可能となる。また、

遺伝子組換え技術を用いた耐塩性作物の分子育種のた

めには、作物に効率的に耐塩性を付与できる遺伝子の開

発が必要となる。特に、標的の形質以外の形質の変化を

避けること、及びフィールドレベルでも利用できる作物へ

の耐性付与、を可能とする技術の確立が、実際の作物の

分子育種の際において非常に重要である。我々も含めて

これまでにも耐塩性植物の分子育種に関して様々な研究

が行われているが、実際に利用できる技術が開発されて



い

い

化

し

く

写

い

つ

性

a

耐

遺

的

し

因

役

浸

e

関

る

復

可

精

分

は

的

で

己

現

（

的

植

因

ら

れ

デ

的

を

いるとは言い難

い植物は常に

化の過程にお

してきたと考え

くの転写因子

写因子の機能

いる。 

これまで我々

つずつ植物に

性植物の分子

al., 2006, 2007

耐塩性の付与

遺伝子の機能

的であるといえ

してきたモデル

因子 AtbZIP1

役して標的遺

浸透圧調節に

et al., 2006）。

関与することか

ることで、植物

復する際の劇

可能であると考

精緻な転写制

分解されるため

は一般的に難

的遺伝子のプ

でのみこれら転

己活性化のメ

現させた場合

（Fig. 2）。その

的な転写因子

植物の分子育

そこで本研究

因子AtbZIP10

らかにすると共

れるこれら bZ

デヒドロゲナー

的に発現させ

を導入した遺伝

難いのが現状

に様々な環境ス

おいて高度で複

えられる。植物

子を持つことか

能分化によるも

々は、耐塩性

に導入し、恒常

子育種技術の開

7, Uddin et al.

与を考えると、

能を調節できる

える（Fig. 1）。

ル植物であるシ

0（Kaminaka e

遺伝子の転写調

に関わる適合溶

。細胞内の浸

から、AtbZIP1

物の塩ストレスに

劇的な浸透圧の

考えられる。た

制御機構の維持

め、植物におい

難しい。そこで

プロモーターを

転写因子の発

カニズムを利

に比べて発現

のため、このア

子の高発現技

育種において非

究では、細胞

0とAtbZIP53

共に、浸透圧

ZIP 型転写因

ーゼ（ProDH）

せる様々な遺伝

伝子組換え植

状である。一方

ストレスに晒さ

複雑なストレス

物は他の真核生

から、この複雑

ものである可能

性に関わる機能

常的に発現さ

開発を目指し

, 2008）。しか

遺伝子発現制

る転写因子を利

これまで申請

シロイヌナズナ

et al., 2006）と

調節を行うこと

溶質の量を調

浸透圧調節機構

0 と AtbZIP53

による障害、特

の変化によるダ

ただし、転写因

持のために細

いて恒常的に

で、これら転写

を用いることで

発現を誘導でき

利用することに

現量の劇的な増

アプローチによ

術の開発は、

非常に有効で

胞内の浸透圧調

による転写制

圧や塩ストレス

子の標的遺伝

のプロモータ

伝子を構築し

植物の耐塩性を

、移動能を持

されているため

ス耐性機構を獲

生物と比べて数

なメカニズムは

能性が示唆さ

能を持つ遺伝子

させることで、耐

てきた（Eltaye

しながら作物へ

制御により複数

利用した方が効

請者が研究対

ナの bZIP 型転

と AtbZIP53 は

とでプロリンな

調節する（Welt

構は耐塩性に

3 の機能を利用

特にストレスか

ダメージの軽減

因子の多くは

細胞中で速や

に高発現させる

写因子の直接の

で、ストレス条件

きるだけでなく

により、恒常的

増加も見込ま

よる塩ストレス特

効率的な耐塩

であるといえる。

調節に関わる転

制御メカニズム

により発現調

伝子であるプロ

ター制御下で特

、これらの遺伝

を評価すること

- 200 - 

持たな

め、進

獲得

数多

は転

れて

子一

耐塩

eb et 

への

数の

効率

対象と

転写

は、共

どの

tmier 

に深く

用す

から回

減が

その

かに

ること

の標

件下

く、自

に発

まれる

特異

塩性

 

転写

を明

調節さ

ロリン

特異

伝子

と 

Fig.

stres

 

Fig.

of A

prom

 

で、

分子

 

２．研

２．１

シ

Colu

ナズ

. 1. Function

sses in plants

. 2. Strategy o

AtbZIP10 and 

moter 

実際にフィー

子育種技術の

研究方法 

１ 植物材料、

シロイヌナズナ

umbia エコタ

ズナの AtbZI

n of transcrip

of stress-respo

AtbZIP53 by 

ールドレベルで

開発を目指し

、生育・ストレス

ナ（Arabidopsis

タイプ（Col-0）の

IP10 遺伝子

ption factors 

onsive strong 

self-activation

でも利用できる

した研究を行っ

ス処理条件 

s thaliana）の

の植物を使用

子の T-DNA

under abioti

overexpressio

n using ProDH

る耐塩性作物の

った。 

野生型として

用した。シロイヌ

挿入変異体

 
ic 

 
on 

H 

の

、

ヌ

体



- 201 - 

（atbzip10-1）は、Kaminaka ら（2006）で使われたものを使

用した。シロイヌナズナは混合培養土（サカタ・スーパーミ

ックス A：バーミキュライト：パーライト = 3 : 2 : 1）上に播種

し、12時間明期／暗期、もしくは 14時間明期／10時間暗

期、22℃の条件で生育させた。イムノブロット解析には、シ

ロイヌナズナの種子を 1/2MS 液体培地に播種後、旋回培

養により 10-14 日間生育させた実生を使用した。シロイヌ

ナズナの乾燥ストレス耐性は、発芽後 4 週間の植物への

給水を 2週間止めた後、再給水後 1週間の植物の状態で

評価した。 

２．２ プラスミドの構築と形質転換シロイヌナズナの作出 

シロイヌナズナの AtbZIP10、AtbZIP53、AtABI3 の各

cDNA の全長 ORF を PCR により増幅後、BP clonase II 

（ Invitrogen）を用いた Gateway recombination 法にて

pDONRzeo（Invitrogen）に導入したエントリークローンを作

出した。これらエントリークローンを用い、各 cDNA の全長

ORF を、一過的発現用の GFP 融合遺伝子の作出の場合

は p2GWF7（Karimi et al., 2002）に、CaMV35Sプロモータ

ーによる過剰発現体の作出のコンストラクト作出のために

pGWB605（Nakamura et al., 2010）に、酵母のツーハイブ

リッ ド解析に用いる場合は pEG202-gw 、 も し くは

pJG4-5-gw（Holt et al., 2005）にそれぞれ LR clonase II 

（Invitrogen）を用いた Gateway recombination 法にて導入

した。シロイヌナズナのProDH、γVPEのプロモーター領域

は、ゲノム DNA を鋳型にして PCR により増幅後、同様に

BP clonase II と LR clonase II を用いた Gateway 

recombination 法により、エントリークローンを作出し、

pUGW35（Nakagawa et al., 2007）へと導入した。また、

ProDH の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は pDONR P4-P1R 

（Invitrogen）へも導入し、AtbZIP10、もしくは AtbZIP53 の

全長 ORF を含むエントリークローンと共に、R4pGWB613 

（Nakamura et al., 2010）へと LR clonase II を用いた

Gateway recombination 法により導入した。アミノ酸リンカ

ーで繋いだ AtbZIP10 と AtbZIP53 のキメラタンパク質をコ

ードする遺伝子を作出するために、PCR で増幅した

AtbZIP10、もしくは AtbZIP53 の全長 ORF 断片、及びリン

カー部分を用い、In-FusionAdvantage PCR Cloning Kit 

（Clonetech ）によりこれらを連結した断片（AtbZIP53 

-AtbZIP10）を pDONRzeo に導入した。このキメラ遺伝子

は 、 上 記 と 同 様 の 方 法 で pGWB605 、 も し く は

R4pGWB613 へと導入した。PCR に使用したプライマーの

配列は Table 1 に示す。 

pGWB605、もしくは R4pGWB613 を基に作られた遺伝

子コンストラクト（Fig. 3A）を含むプラスミドをアグロバクテリ

ウム（Rhizobium tumefaciens）GV3101::pMP90 株へと導入

後、これらのコンストラクトをFloral-dip法によりシロイヌナズ

ナの野生型に導入した。形質転換体の選抜は Nakamura

ら（2010）の方法に従って行った。 

２．３ シロイヌナズナの一過的発現系、蛍光／発光レポ

ーターアッセイ 

シロイヌナズナの葉肉プロトプラストを用いた一過的遺

伝子発現系の実験は Yoo ら（2007）の方法に従って行っ

た。遺伝子導入後のプロトプラストにおける各蛍光タンパ

ク由来の蛍光シグナルの検出は、共焦点レーザー走査型

顕微鏡 FV-10i-O（Olympus）を用いて行った。遺伝子導入

後のプロトプラストにおける発光レポータータンパク質であ

るホタルルシフェラーゼ（LUC）とウミシイタケルシフェラー

ゼ（RLUC）それぞれの活性は、Dual-LuciferaseReporter 

Assay System（Promega）とルミノメーター（ルミテスター 

C-110：キッコーマン）を用いて測定した。 

２．３ 酵母のツーハイブリット解析、イムノブロット解析 

酵母のツーハイブリット解析は、Kaminaka ら（2006）の

方法に従って行った。イムノブロット解析による GFP 融合

タンパク質の検出は、各植物サンプルから抽出 Buffer [50 

mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

1Xprotease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich)] により抽出

後のタンパク質を SDS-PAGE（10%）により分離後、１次抗

体として抗-GFP抗体（Roche Applied Science）、２次抗体と

して抗 -マウス IgG-HRP （Sigma-Aldrich ）を反応後、

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate 

（Millipore）とイメージアナライザー（LAS-4000 EPUV 

mini：FUJI film）を用いて行った。 

２．４ 半定量 RT-PCR による発現解析 

TotalRNA の抽出は Total RNA Extraction Kit Mini 

（Plant）（RBC）を利用し、逆転写反応は PrimeScript II 1st 

strand cDNA Synthesis Kit（TAKARA）を用いて行った。

逆転写後の PCR 反応は GoTaq Green Master Mix

（Promega）を用いて行った。PCR に使用したプライマーの

配列は Table 1 に示す。 
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Table 1. Nucleotide sequences of primers used in this study 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Transcriptional activation of AtbZIP10/AtbZIP53 target genes mediated by AtbZIP10, AtbZIP53 and/or AtABI3. 

Firefly luciferase (LUC) reporter activity of (A) PProDH::LUC or (B) PγVPE::LUC was measured in transiently transformed 

Arabidopsis mesophyll protoplasts after co-transfection of the effector constructs indicated and P35S::Rluc (Renilla LUC) 

plasmid used as internal control. GFP-fused AtbZIP10, AtbZIP53 and AtABI3 are expressed under CaMV35S promoter. 

LUC activity was normalized using Rluc activity and shown as relative ratio (data in no effectors was used as 1). Given are 

mean values and standard deviation. 

 

３．研究結果 

３．１ AtbZIP10 と AtbZIP53 による ProDH 遺伝子の転

写活性化 

AtbZIP10 と AtbZIP53、及びこれらの標的遺伝子である

ProDH 遺伝子のプロモーター領域を用いた bZIP 型転写

因子の自己活性化を利用した遺伝子コンストラクトを塩耐
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解により精緻に制御されていることから、様々な生体反応

に関わる AtbZIP10 がこの様な制御を受けていることは何

ら不思議では無い。ただ、植物内で AtbZIP10 を始めとす

る転写因子を強く発現する植物体の作出には、CaMV35S

プロモーターを用いた過剰発現のアプローチは適してい

ないことが明らかになった。この結果からも、bZIP 型転写

因子とその標的遺伝子 ProDH 遺伝子のプロモーターを

用いた自己活性化のシステムの利用は、耐塩性植物の作

出技術開発において非常に有効であると考えられる。 

AtbZIP10遺伝子とAtbZIP53遺伝子の発現は低浸透圧

時に高く、高浸透圧時に低い（Weltmieret al., 2006）。また、

ProDH 遺伝子も同様の発現パターンを示し、かつその代

謝対象であるプロリンは適合溶質の一つとして細胞内の

浸透圧を高める役割をもつ。これらを総合すると、

AtbZIP10、もしくはAtbZIP53の機能強化により期待できる

のは、塩や乾燥によるストレスそのものに対してではなく、

ストレスから回復する際に必要な細胞内の浸透圧の低下

の促進や過剰な適合溶質によるダメージの軽減である。

予想通り、P35S::AtbZIP10 植物は乾燥ストレス処理後の給

水による回復時でのみ、野生型と比較して有意なストレス

耐性の差が見られた（Fig. 5C）。塩ストレスから回復する際

も同様に急激な浸透圧の低下がうまくいかないと障害を受

けると考えられることから、AtbZIP10 と AtbZIP53 の機能を

効率的に利用した形質転換体作出のアプローチにより、

塩ストレスに関しても同様の結果が得られると考えられる。

これらの転写因子の標的遺伝子である ProDH 遺伝子と

γVPE 遺伝子だけでなく、STZ 遺伝子の発現の誘導も弱い

ながら観察された結果（Fig. 6）も、本アプローチが有効で

あることをサポートしている。 

 

５．今後の課題 

本研究結果から、AtbZIP10 と AtbZIP53 の機能を利用

することで、当初の狙い通り植物における浸透圧変化に

起因する傷害の緩和が可能であることが明らかになった。

しかしながら、形質転換体の作成には時間がかかるため、

1 年間では本研究の最終目的である「浸透圧調節に関わ

る転写因子の効率的利用による耐塩性植物の分子育種

技術の開発」をクリアに証明できる成果を出すまでには至

らなかった。今後は現在作出中の残りの形質転換体の後

代の植物における導入遺伝子の発現の確認と、浸透圧・

塩ストレス耐性の評価が必要となる。特に塩耐性が向上し

た植物を作出することが最終目標であるので、まだ条件が

確立できていない塩ストレス処理実験の条件検討、特に

塩ストレス後の給水による回復時のストレス耐性が評価し

やすい条件の決定が必須となる。また、ProDH 遺伝子の

プロモーター領域を利用した bZIP 型転写因子の自己活

性化システムや、AtbZIP53-AtbZIP10 キメラタンパク質の

機能についても一過的発現系を用いて証明する必要があ

る。さらに、発現解析の実験も定常状態での結果であるた

め、塩ストレス処理時、及び給水後の回復時における塩ス

トレス等のマーカー遺伝子の発現解析を行う必要がある。

この様に目標達成にはまだ多くの実験を行う必要がある

が、本研究を更に進めていくことで、新しい耐塩性植物の

分子育種技術の開発が可能であると期待される。 
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Summary 
Development of salt-tolerant plants as well as improvement of production technology is required for the 

increased production of crops on salt-rich field.  The genetic engineering method for plants can accelerate the 

development of plants with new characters.  Since utilization of transcription factors, which can regulate the 

function of a lot of genes, is more efficient for this purpose, we focused on the bZIP transcription factors, 

AtbZIP10 and AtbZIP53, involved in osmoregulation, which is related to salt stress.  The utilization of 

self-activation system by using function of AtbZIP10 and AtbZIP53, and their target gene, ProDH, seems to be 

expected to dramatically increase the expression level of these transcription factors.  In this study, we tried to 

establish the molecular breeding technique for conferring salt-stress tolerance to plants by the efficient utilization 

of these transcription factors.  The experiment of transcriptional activation using transient expression system in 

Arabidopsis protoplasts demonstrated that both AtbZIP10 and AtbZIP53 are enough to fully activate the 

transcription of ProDH gene.  Both AtbZIP10 and AtbZIP53 are localized in nucleus, and interact each other 

through their bZIP domains.  Since AtbZIP10 protein is constitutively degraded in the transgenic plants 

overexpressing AtbZIP10 driven by CaMV35S promoter (P35S::AtbZIP10), utilization of self-activation system 

with these transcription factors and the promoter region of ProDH gene, would be better approach for 

overexpression of transcription factors than using CaMV35S promoter.  P35S::AtbZIP10 plants demonstrated the 

enhanced tolerance against osmotic stress in recovery period by re-watering after salt stress treatment.  Because 

the reduction of damages from dramatic changes of osmotic pressure in recovery period after salt or drought stress 

is expected by strengthening of AtbZIP10 and/or AtbZIP53 function, the approach of making transgenic plants by 

efficient utilization of both AtbZIP10 and AtbZIP53 could give plants similar effects against the salt stress, too.  

Therefore we suggest that the establishment of molecular breeding technique for making salt stress tolerant plants 

would be possible by utilization of function of these transcription factors. 


