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概 要 大腸菌は低温にさらされると細胞内に低温ショックタンパク質（CSP）を蓄積することで、低温下において形成さ

れる不都合な RNA２次構造を取り除き、正常な翻訳や転写を促進することが明らかにされている。シロイヌナズナの低温

ショックタンパク質 AtCSP3 は大腸菌の CSP と同様に RNA シャペロンとして働き、低温耐性の獲得に必須である。本研究

では、過剰発現体及びノックアウト変異体を用いて、塩ストレス耐性における AtCSP3 の機能を解明することを目的とした。

まず、AtCSP3 の塩及び乾燥ストレスに対する発現応答を解析した。AtCSP3 の発現は 200 mM の塩ストレスによって徐々

に誘導され、12時間後にピークを迎えた。また、乾燥ストレスによっても8時間後をピークとした発現誘導が観察された。ま

た、ABA によっても発現が誘導された。 

次に、AtCSP3 の過剰発現株（35S:AtCSP3）を用いて、耐塩性を検討したところ、200 mM NaCl 培地上での生存率にお

いて、供試 3 系統とも野生株に比べて極めて高い生存率を示した。また、塩ストレスによる根の伸長阻害に対する、

AtCSP3 高発現の効果を調べたところ、3 系統で有意に伸長阻害が緩和されていた。これらの結果から AtCSP3 の過剰発

現は耐塩性を付与することが示された。 

また、過剰発現体の乾燥耐性について検討した。10 日間の給水停止、再給水後の生存率を調べたところ、AtCSP3 の

発現が高かった系統で統計的に有意な耐性が獲得された。また、AtCSP3 のノックアウト変異株を用いて塩ストレス耐性を

調べたところ、200 mM NaCl 培地における生存率は atcsp3-2 において有意に低下していた。また、5 日間の給水停止後

の生存率は、atcsp3-2 変異体において有意に減少していた。 

atcsp3-2 変異体で発現が抑制されている遺伝子の塩ストレス及び乾燥ストレス下における発現誘導を検証した。GSTF7

を除いて、塩ストレスと乾燥ストレスの両者において誘導されることが確認された。次に、AtCSP3 過剰発現体において高ま

っているのかについて検討した。GSTF7を除いてAtCSP3過剰発現系統において発現が上昇していることが観察された。

ただし、過剰発現系統間で発現量にばらつきがあり、AtCSP3 発現量との間に相関性は見られなかった。 

 

１．目 的 

RNA シャペロンは、RNA 上に形成される２次構造を認

識し、２本鎖構造を直鎖状に巻き戻す活性を有するタン

パク質であり、RNA の機能発現を調節している。最初の

RNA シャペロンは、大腸菌において低温ショックタンパク

質（CSP）として同定された（Graumann and Marahiel, 

1998）。大腸菌は低温にさらされると細胞内に CSP を顕著

に蓄積する。CSP は、低温下において形成される不都合

な RNA２次構造を取り除き、正常な翻訳や転写を促進す

ることが明らかにされている（Xia et al., 2001）。CSP は原

核生物に普遍的に存在することが知られていたが、我々

は、高等植物においても大腸菌 CSP と相同な機能を有す

るタンパク質が存在することを明らかにした（Nakaminami 

et al., 2006）。また、シロイヌナズナの低温ショックタンパク

質AtCSP3 が、大腸菌の CSP 同様に、低温耐性の獲得に

必須であることも明らかにした（Kim et al., 2009）。これまで、

CSP の機能は専ら低温耐性との関係で論じられてきたが、

我々は、AtCSP3 を過剰発現するシロイヌナズナにおいて、

耐塩性が向上している可能性を見出した。これは、RNA

シャペロン機能が高塩濃度環境においても重要であるこ
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とを示唆する結果であり、RNA シャペロンの細胞内生理

機能の解明においても重要な発見である。そこで本研究

では、RNAシャペロンの塩ストレス環境下における機能解

明と耐塩性作物作出への展開を目指して、シロイヌナズ

ナ AtCSP3 過剰発現体及び、変異体を用いた生理学的、

分子生物学的解析を行った。 

 

２．方 法 

２．１ 植物材料 

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）生態型 Columbia 

（Col-0）を使用した。AtCSP3 機能喪失変異体 atcsp3-2 

（WiscDsLox35G12）は ABRC リソースセンターより取り寄

せた。 

２．２ ウエスタン解析 

発芽 10 日目の実生をタンパク質抽出バッファー（50 

mM Tris-HCl，pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA）を用

いて破砕し、可溶性タンパク質を抽出した。タンパク質濃

度は Protein assay kit（Bio-Rad）を用いて定量した。30 g

の全タンパク質を SDS-PAGE で分離後、Hybond-C（GE 

Helthcare）に転写した。転写膜は低温ショックドメインに対

して作出したウサギポリクローナル抗体を１次抗体、ペル

オキシダーゼ結合抗ウサギ IgG抗体を２次抗体として反応

させ、ECL kit（GE Healthcare）を用いて化学発光として検

出を行った。 

２．３ RT-PCR 

2 g の全 RNA を鋳型として High Capacity RNA-to 

-cDNA Kit を用いて cDNA を合成した。遺伝子特異的な

プライマー配列（Table 1）を用いて PCR 反応を行った。 

２．４ 耐塩性及び乾燥耐性の評価 

発芽 7 日後の実生を 125 mM 及び 200 mM NaCl を含

有する MS 寒天培地上に移植し、7 日後の生存率を評価

した。塩ストレスの根の伸長に及ぼす影響の評価は、発芽

7 日目の実生を 125 mM NaCl 含有培地に移し、培地を垂

直に立てて 7 日後の根の伸長を観察した。乾燥耐性は、

発芽 2 週間後の植物をポットに移植し、その 1 週間後から

水分供給をストップさせて乾燥処理を与えた後、再給水後

の生存個体数で評価した。 

 

３．結 果 

２．１ AtCSP3 の発現解析 

これまでの研究で、atcsp3-2 変異体で発現量が低下し

ている遺伝子をマイクロアレイ解析により同定した。その結

果、塩や乾燥など低温以外のストレスの耐性にも関与する

と考えられる遺伝子がその中に多く含まれていた。そこで

これらの遺伝子の発現パターンをシロイヌナズナ eFP 

browser 発現データベース（http://bar.utoronto.ca/efp/cgi 

-bin/efpWeb.cgi）を用いて解析したところ、実際に、低温に

加え、乾燥、塩ストレスに応答して発現誘導される遺伝子

であることが分かった（Table 1）。この結果は、AtCSP3 は

低温耐性のみならず、塩や乾燥ストレスに対しても耐性を

付与する遺伝子である可能性を示唆した。そこで、まず

AtCSP3 の塩及び乾燥ストレスに対する発現応答を解析し

た（Fig. 1）。AtCSP3 の発現は 200 mM の塩ストレスによっ

て徐々に誘導され、12 時間後にピークを迎えその後漸減

した。また、乾燥ストレスによっても 8 時間後をピークとした

発現誘導が観察された。また、ABA によっても発現が誘

導された（Fig. 1）。従ってABAを介することによって、これ

らのストレスに共通の発現誘導を示す可能性が考えられ 

 

Table 1. PCR Primers used for RT-PCR analysis 

 

Gene name Forward primer Reverse primer

   DIN2 (At3g60140) 5'-TCATTCCGATTCAACTGACGAT-3' 5'-CGAAATGTGTCTTATGGTATTC-3'

   GSTF7 (At1g02920) 5'-CCACCTTGCTTTAAGAACAAAGTC-3' 5'-CTTTATTCAATCTTCTGATTAAC-3'

   EXL7 (At1g35140) 5'-ATGGCTTCTTTTGTGATGGG-3' 5'-TCAAAACAGAGTCGAGCAAG-3'

   ASN1 (At3g47340) 5'-ATGTGTGGAATACTTGCCGTG-3' 5'-GTTAGGTGCCTTGTGGAAAT-3'

   Flot2 (At5g25250) 5'-GTCCAAATTAAATCAAAAG-3' 5'-CTTGCTTCGGTTCCGCACCACG-3'

   TCH4 (At5g57560) 5'-CAATACAAGAATAGCGACAATGTC-3' 5'-AACAAAAAAGCACATTGTAAC-3'

   LRR (At2g34930) 5'-ATGGACCTCAAGCTAAGGCCTAG-3' 5'-CTGCAGATTCCTCAACGATCC-3'

   ACSII (At4g08040) 5'-ATGTTGTCAAGCAAAGTTGTTG-3' 5'-TCAACGTTCTGATTCACAAGTAAC-3'

   At1g19020 5'-ATCACAAATAAACTTCAAAGTAC-3' 5'-AGATGTAATAATTTAAAAATTAAAG-3'

   DIC2 (At4g24570) 5'-ATGGGAGTCAAAAGTTTCGTTG-3' 5'-TCAAAAATCTCGAAGCAGCTTC-3'
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た。 

２．２ AtCSP3の過剰発現の塩及び乾燥ストレス耐性 

低温（凍結）耐性の場合と同様に AtCSP3 の発現誘導

によりストレス耐性が獲得されている可能性が考えられる。

そこで、AtCSP3 の過剰発現株（35S:AtCSP3）を用いて、

塩ストレス、乾燥ストレス耐性を評価した。今回新たに作出

した 2 系統を加え 3 系統の過剰発現体を供試した。S3-3、 

S3-29 系統では AtCSP3 の発現量が高く、S3-31 系統では

AtCSP3 の発現は低かった（Fig. 2A）。また、これらの系統

における AtCSP3 タンパク質の蓄積も遺伝子発現量とパラ

レルであった（Fig. 2B）。これらの系統について耐塩性を

検討したところ、200mM NaCl 培地上での生存率におい

て、3系統とも野生株に比べて極めて高い生存率を示した

（Fig. 2C, D）。また、塩ストレスによる根の伸長阻害に対す

る、AtCSP3 高発現の効果を調べたところ 3 系統で有意に

伸長阻害が緩和されていた（Fig. 2E, F）。これらの結果か

ら AtCSP3 の発現は耐塩性を付与することが明らかとなっ

た。 

次に、過剰発現体の乾燥耐性について検討した。10 日

間の給水停止、再給水後の生存率を調べたところ、

AtCSP3 の発現が高かった S3-3、S3-29 の系統で統計的

に有意な耐性が獲得されていた（Fig. 3）。S3-31 系統では

生存率は向上するものの統計的に有意とは判断されなか

った（Fig. 3）。 

２．３ atcsp3-2 のノックアウト変異体の塩及び乾燥ストレ

ス耐性 

AtCSP3 のノックアウト変異株 atcsp3-2（Kim et al. 2009）

を用いて塩ストレス耐性を調べた。200 mM NaCl 培地に 

 

     

Fig. 1                                Fig. 2 
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Fig. 3 

 

 

Fig. 4 

 

おける生存率は atcsp3-2 において有意に低下しているこ

とが明らかとなった（Fig. 4A, B）。また 5 日間の給水停止

後の生存率について調べたところ、atcsp3-2 変異体にお

いて有意に減少していた（Fig. 4C, D）。 

２．４ AtCSP3 の過剰発現にはストレス耐性遺伝子の発

現量を上昇させる 

我々の結果は、AtCSP3 がシロイヌナズナの環境ストレ

ス耐性に深く関与することを示唆している。Table 2 に示し

た atcsp3-2 変異体で発現が抑制されている遺伝子は、

AtCSP3 が直接あるいは間接的に遺伝子発現を正に調節

していると考えられる。そこで、これらのターゲット候補遺

伝子の塩ストレス及び乾燥ストレス下における発現誘導を

実際に RT-PCR 法により検証した。GSTF7 を除いて、塩ス

トレスと乾燥ストレスの両者において誘導されることが確認

された（Fig. 5A, B）、次にこれらの遺伝子の発現が

AtCSP3 過剰発現体において高まっているのかについて 
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Table 2. Genes that are down-regulated in atcsp3-2 mutant and their responses to abiotic stresses 

AGI code Gene description Average  folds     

    CSP3/csp3 Salt   Drought Cold  

At2g17870 cold-shock DNA-binding family protein (CSP3) 12.2 1.5 1.5 2.1 

At5g39580 peroxidase 62 5.47 16.91 2.83 8.81 

At3g60140 beta-glucosidase 30 (BGLU30)/dark inducible 2 (DIN2)/senescence-related gene 2 
(SRG2) 

5.32 9.64 4.27 2.64 

At1g08090 nitrate transporter 2:1 (ATNRT2:1/ACH1) 5.1 2.33 2.47 3.85 

At1g02920 gutathione S-transferase 11 (GST11/GSTF7) 5.02 4.94 10.15 8.83 

At1g30730 FAD-binding and BBE domain-containing protein  4.63 2.28 3.1 9.14 

At5g57220 cytochrome P450 (CYP81F2) 4.55 6.37 14.48 22.47 

At1g02930 glutathione S-transferase (GST1/GSTF3/GSTF6)/early responsive to dehydration 11 
(ERD11) 

4.42 4.94 10.15 8.83 

At5g40590 cysteine/histidine-rich C1 domain family protein 3.7 4.23 3.37 3.45 

At1g35140 phosphate-responsive 1-like protein (PHI-1)/exordium like 7 (EXL7) 3.66 9.24 3.86 7.64 

At3g47340 glutamine-dependent asaparagine synthetase 1 (ASN1) 3.62 17.85 9.38 23.27 

At4g21680 nitrate transporter 1.8 (NRT1.8) 3.58 9.65 2.54 2.48 

At5g64120 peroxidase 71 (Atperox P71) 3.42 3.16 5.9 1.96 

At1g30720 FAD-binding and BBE domain-containing protein 3.19 2.62 3.1 9.14 

At5g25250 flotillin-like protein 2  3.15 22.67 32.45 39.22 

At5g57560 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 22 (XTH22/TCH4) 3.04 22.44 4.38 18.38 

At2g18690 unknown protein  2.81 5.04 3.1 8.57 

At3g45970 expansin-like A1 (EXLA1/EXPL1) 2.72 10.52 2.45 89.67 

At2g34930 disease resistance-like protein/LRR domain-containing protein  2.66 22.7 23.45 32.55 

At4g31800 WRKY transcriptional factor 18 (WRKY18) 2.64 15.1 10.62 46.44 

At4g08040 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 11 (ACS11) 2.6 50.87 15.52 36.37 

At1g19020 unknown protein  2.57 6.54 10.3 18.99 

At1g24140 matrix metalloprotease domain-containing protein 2.5 13.3 5.23 5.76 

At5g43520 cysteine/histidine-rich C1 domain family protein 2.46 2.15 3.54 5.44 

At4g25810 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 23 (XTH23)/xyloglucan 
endotransglycosylase 6 (XTR6)  

2.46 19.91 2.35 3.91 

At4g24570 dicarboxylate carrier 2 (DIC2) 2.42 51.96 10.39 73.1 

At1g72900 toll-interleukin-resistance (TIR) domain-containing protein 2.34 5.11 2.94 6.59 

At5g18470 curculin-like (mannose-binding) lectin family protein 2.32 5.54 7.61 2.85 

At1g30700 FAD-binding and BBE domain-containing protein 2.31 9.71 5.84 3.07 

 

 

 

Fig. 5 
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検討した。Fig. 5C に示すように、GSTF7 を除いて AtCSP3

過剰発現系統において発現が上昇していることが観察さ

れた。ただし、過剰発現系統間で発現量にばらつきがあり、

AtCSP3 発現量との間に相関性は見られなかった。 

 

４．考 察 

植物の低温ショックドメインタンパク質は RNA シャペロ

ン活性を持ち、RNA の２次構造を解きほぐす活性により、

翻訳や転写制御に関与すると考えられている。本研究で

はAtCSP3が低温のみならず、塩ストレスや乾燥ストレスに

よっても誘導されることを明らかにした。これは、コムギの

低温ショックタンパク質 WCSP1 が低温特異的に誘導され

るという結果（Karlson et al., 2002）と対照的であるが、本タ

ンパク質の機能が低温適応に限定されないことを強く示

唆している。これまで、低温適応に関して植物の CSD タン

パク質と細菌の CSD タンパク質（CSP）との機能保存性に

ついて論じてこられた（Nakaminami et al., 2006）細菌の

CSP で塩ストレス適応に関与するものは報告がないが、細

菌CSPには栄養ストレス等低温ストレス以外のストレスによ

って誘導されるものもあるため、その機能は低温に限定さ

れないとは言えるであろう。興味深い報告として、

Castigilioni らは枯草菌の CspB を植物中で過剰発現させ

ると、植物の乾燥耐性が向上することを報告している

（Castigilioni et al.）。当初この結果に関しては、細菌が持

つ RNA シャペロン活性を植物に導入することで、ストレス

環境下における RNA 代謝が正常に保たれ、そのため耐

性が獲得されたためであろうと考えられていた。しかし、実

際には植物中にもRNAシャペロン活性を持つAtCSP3の

ような CSD タンパク質が存在しているため、この結果につ

いては CspB が植物中で植物 CSD タンパク質の機能を補

う形で働いたと考えることもできるであろう。今回 AtCSP3

機能が耐塩性や乾燥耐性に関与することが明らかになっ

たことから、この機能を補完あるいは強化している可能性

が考えられる。 

AtCSP3 がどのようにして遺伝子発現を制御するのかに

関しては今後の課題であるが、いくつかの仮説を提唱す

ることは可能である。１つめはmRNA分解機構と相互作用

することにより mRNA の安定性レベルの調節に関与して

いるとする仮説。２つめは、スプライシング、ポリ A 付加な

ど核内mRNAプロセシング機構に関与し、成熟mRNA量

の調節に働くという仮説、また、細胞質において転写因子

等の翻訳制御に働く可能性も考えられる。 

AtCSP3 の下流において発現変動する遺伝子がいくつ

か明らかにされた。AtCSP3 の過剰発現で誘導される

WRKY18 及び At1g19020 は Zat10 の過剰発現体でも誘

導されている（Rossel et al., 2007）。AtCSP3 の作用点は

Zat10 を介した経路かも知れない。興味ある点として、

WRKY18（Xu et al., 2006）、GSTF6（Wagner et al., 2002）、

GSTF7（Sappl et al., 2009; Sappl et al., 2004）及び NRT2.1 

（Camanes et al., 2012）は病害応答遺伝子として報告され

ておりその発現にはサリチル酸が関与していると考えられ

ている。AtCSP3 と病害抵抗性に関しては今回は解析しな

かったが、今後の検討点として興味深い。  

 

５．今後の課題 

今回の研究で、低温ショックドメインタンパク質 AtCSP3

がこれまでに明らかにされていた耐凍性の向上に関する

機能に加えて、塩ストレスや乾燥ストレスに対する耐性も

付与する機能を持つことが明らかとなった。また、ストレス

耐性と相関する遺伝子の発現変動も明らかになり、遺伝

子の発現調節を介した効果であることが示唆された。今後

の展開としては２つの方向性が考えられる。１つは、

AtCSP のタンパク質機能と遺伝子発現変動を結びつける

分子基盤の解明である。AtCSP3 の機能は RNA シャペロ

ンであり、mRNA のプロセッシングや分解において働く可

能性がある。もう１つは、作物へのストレス耐性付与にむけ

ての本遺伝子利用技術の開発である。AtCSP3 と同じ低

温ショックドメインタンパク質はイネには2種類、コムギには

3 種類、ダイズには 4 種類見いだされている。それらの中

から実際にストレス耐性を付与する遺伝子を特定し、その

過剰発現を行うことにより、マルチストレス耐性作物の作出

が可能になるのではないかと思われる。 
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Summary 

Plants and microbes have common adaptation mechanisms to abiotic stresses such as cold, salt, and drought. 

In response to cold, E. coli produces cold shock proteins (CSPs) that have essential roles in cold adaptation by 

function as RNA chaperones.  Arabidopsis COLD SHOCK DOMAIN PROTEIN 3 (AtCSP3) shares a domain 

with bacterial CSPs and is involved in acquisition of freezing tolerance.  Here, we characterize AtCSP3 function 

in salt and drought stress tolerance.  Expression analysis revealed that AtCSP3 is induced by salt, and drought 

stresses and ABA treatments.  Transgenic plants overexpressing AtCSP3 showed improved tolerance against salt 

and drought stresses.  A knockout mutant of AtCSP3, atcsp3-2, was sensitive to salt and drought stresses.  Down 

regulated-genes in the atcsp3-2 mutant identified by a microarray analysis showed elevated expression in 

AtCSP3-overexpressing lines.  These AtCSP3-regulated genes were inducible upon salt and drought stresses, 

suggesting their functions in the stress tolerance.  Together, our data reveled that AtCSP3 is an important 

determinant for adaptation to salt and drought stress tolerance as well as cold stress.  We propose that AtCSP3 

functions as a RNA chaperone to regulate RNA processing and alter gene expression of stress-related proteins. 


