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略語一覧 

ABA;  Abscisic acid 

ABRE; ABA-responsive element 

AREB; ABRE-binding protein 

AUX/IAA; Auxin/Indole-3-Acetic Acid 

AZF; Arabidopsis zinc-finger protein 

BSA； Bovine serum albumin 

CaMV; Califlower mosaic virus 

cDNA; complementary DNA 

CDS; Coding sequence 

DAPI; 4',6-Diamino-2-phenylindole 

dCTP; deoxycytidine triphosphate 

DIC; Differential interference contrast 

DNA; Deoxyribonucleic acid 

DRE; Dehydration responsive element 

DREB; DRE-binding protein 

DTT; Dithiothreitol 

EAR; ERF-associated amphiphilic repression 

EDTA; Ethylenediaminetetra acetate 

ERF; Ethylene-responsive element binding factor 

EtBr; Ethidium bromide 

GFP; Green fluorescence protein 

GM; Germination medium 

GUS; β-glucuronidase 

HEPES; 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

JAZ; Jasmonate ZIM-domain 

MES; 2-Morpholinoethanesulfonic acid 

MOPS; 3-Morpholinopropanesulfonic acid 

mRNA; messenger RNA 



MS; Murashige and Skoog 

ORF; Open reading frame 

PBS; Phosphate buffered saline 

PCR; Polymerase chain reaction 

PEG; Polyethylene glycol 

RI; Radioisotope 

RNA; Ribonucleic acid 

rRNA; ribosomal RNA 

RT-PCR; Reverse transcription PCR 

SAUR; Small auxin-up RNA 

SDS; Sodium dodecyl sulfate 

sGFP; synthetic GFP 

STZ; Salt tolerance zinc finger 

T-DNA; Transfer DNA 

Tris; Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

ZAT; Zinc finger of Arabidopsis 
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第 I章 序論 

近年、発展途上国を中心に人口が著しく増加している。世界の人口は、2011 年に

は 70 億人、2100 年には 80-90 億人に達すると推定されている（John Bongaarts 

and Steven Sinding, 2011）。増え続ける人口を支えるために、より多くの食料を生産

することが求められるが、地球規模での気温の上昇は、水資源の枯渇などの様々な環

境の劣化を生じている（Godfray et al., 2010）。近年の地球規模での気温の上昇によ

り、世界の主要作物であるトウモロコシとコムギの生産量は減少している（Lobell et al., 

2011）。これまでは、農地の拡大や単位面積あたりの収量を増加させるための技術革

新により �、食料の増産に対応してきた。しかし、近年の地球規模での温暖化や人間の

活動が生み出す要因で、作物の栽培に有用な有良土壌の面積は減少しており、乾燥

や高塩類、重金属の集積などによる不良土壌は、全陸地面積の 70%に達すると推定

されている。したがって、半不良環境でも生育する作物の開発は、食料の安定供給と

地球環境の保全の両面において非常に重要な課題である。 

植物は、移動の自由を持たないため、環境の影響を直接に受けて生育する。植物

の生育に影響を及ぼす要因としては、温度（低温、高温）、乾燥、高塩濃度、重金属、

光、微生物や害虫などによる環境ストレスが挙げられる。温度や乾燥、高塩濃度など

の環境ストレスは、植物の成長や発達を阻害して、作物の生産量を減少させる。植物

は、細胞や組織レベルで多様な分子種による生理反応を制御して、乾燥や高塩濃度

などの環境ストレスを克服する。植物の環境ストレス応答には、多数の遺伝子発現の

変化を伴うことが明らかにされている（Thomashow, 1999、Zhu, 2002、Bartels and 

Sunker, 2005、Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006）。 

環境ストレス応答性遺伝子は、機能遺伝子と制御遺伝子に分類される。これまでに、

植物の環境ストレス耐性の獲得に関与する機能遺伝子を導入した遺伝子組換え植物

が作出されている（Holmberg and Bülow, 1998、Taji et al., 2002）。一方、転写因子

等をコードする制御遺伝子を導入して、多数の機能遺伝子の発現を同時に制御するこ

とで、環境ストレス耐性作物を開発しようとする研究が進められている（Vinocur and 
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Altman, 2005）。これまでの研究から、植物に環境ストレス耐性を付与するためには、

植物のストレス応答におけるシグナル経路で、特定の機能を持つ制御因子を解明する

ことが重要であると考えられる。 

制御因子の一つである転写因子は、標的遺伝子のプロモーター中にある特異的な

シス配列を認識して結合することで、それらの遺伝子の転写を調節する（Thomashow, 

1999、Chinnusamy et al., 2004、Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006）。こ

れまでに、DREB、ERF、zinc-finger、WRKY、MYB/MYC、bZIP などが、高等植物の

環境ストレス誘導性の転写因子ファミリーとして報告されている（Nakashima et al., 

2009）。これらの転写因子は、転写活性化因子、および転写抑制因子として機能する

ことで、環境ストレス応答性遺伝子群の発現を正または負に制御することが示されて

いる（Chen et al., 2002 、Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006）。 

 DREB1 と DREB2 は、AP2/ERF 型の転写因子であり、DRE のコア配列

（A/GCCGAC）を認識して結合し、下流遺伝子の転写を活性化することが示されている

（Stockinger et al., 1997、Liu et al., 1998）。DREB1A遺伝子は主に低温ストレスで誘

導されるが、DREB2A 遺伝子は、主に乾燥や塩ストレスで誘導される。これらの転写

因子は、植物の低温、乾燥、塩ストレスに対する耐性の獲得に関与している。AREBは

bZIP 型の転写因子であり、ABA 応答性のシスエレメントである ABRE 配列

（PyACGTGG/TC）に結合して、下流遺伝子の転写を活性化することが示されている

（Choi et al., 2000、Uno et al., 2000、Fujita et al., 2005）。AREB遺伝子は、乾燥や

塩ストレス、アブシシン酸（ABA）で誘導され、植物の乾燥、塩ストレス耐性の獲得に関

与している。ERF ファミリーは、エチレン応答性エレメントである GCC-box に結合する

転写因子群である。シロイヌナズナの AtERF3、AtERF4、AtERF7、AtERF10、

AtERF11、AtERF12 は、転写抑制因子として機能することが報告されている（Ohta et 

al., 2001、Yang et al., 2005）。これらの転写抑制因子の中で、AtERF7は、植物の乾

燥ストレス応答の制御に関与すると考えられている（Song et al., 2005）。ペチュニアの

ZPT2 ファミリーは、DNA 結合性を持つ C2H2 型 zinc-finger タンパク質群である

（Takatsuji et al., 1999）。ZPT2-3（EPF2-7）は、乾燥、低温ストレス下で機能する転写
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抑制因子であると考えられている（Sugano et al., 2003）。 

転写抑制因子として機能する ERFは、タバコの NtERF3のドメイン解析の結果、C

末端領域に転写抑制に必要な L/FDLNL/F（X）P 配列を持つことが示された（Ohta et 

al., 2001）。この配列は、EARモチーフと命名され、シロイヌナズナやペチュニアの多く

の C2H2型 zinc-finger タンパク質に保存されていることが報告された。ERFや C2H2

型 zinc-finger タンパク質の他に、オーキシン応答性遺伝子の転写を抑制する

AUX/IAA や、ジャスモン酸応答性遺伝子の転写を抑制する JAZ が、転写抑制因子と

して報告されている（Tiwari et al., 2004、Chini et al., 2007）。AUX/IAAおよび JAZは、

EAR モチーフを介して Groucho/Tup1 型の抑制補体である TOPLESS と相互作用す

ることが示されている（Szemenyei et al., 2008、 Pauwels et al., 2010）。これらの報

告により、EARモチーフを介した転写抑制機能が明らかになってきた。 

ペチュニアやシロイヌナズナにおいて、EAR モチーフを持つ多数の C2H2 型

zinc-finger タンパク質が同定されており、これらのタンパク質は、転写抑制因子である

と考えられる（Ohta et al., 2001）。C2H2型 zinc-fingerモチーフは、アフリカツメガエル

の 5SリボソームRNAの転写因子 TFIIIAに存在するDNA結合モチーフとして最初に

同定され、解析が進められた（Miller and Klug, 1985、Pavletich and Pobo, 1991、

Pabo et al., 2001）。植物のC2H2型 zinc-fingerタンパク質としては、DNA結合タンパ

ク質である ZPT2-1（EPF1）が、ペチュニアから単離された（Takatsuji et al., 1992）。動

物や植物を含めて、真核生物のC2H2型 zinc-fingerタンパク質は、高度に保存された

DNA結合モチーフ（CX2-4CX3FX5LX2HX3-5H配列）を持っている。配列内のそれぞれ2 

個のシステイン残基とヒスチジン残基は、亜鉛イオンに配位結合して四面体型構造を

形成する。この四面体構造により、DNA結合モチーフは ββα折りたたみ構造を形成す

ることが示されている（Pabo et al., 2001）。C2H2型の zinc-finger タンパク質は、この

αヘリックスをDNAの主溝に提示することで、配列特異的にDNAに結合することが可

能である。コンピュータによる解析の結果、シロイヌナズナには 176 個の C2H2 型

zinc-finger タンパク質が存在することが示されている（Englbrecht et al., 2004）。シロ

イヌナズナの 176 個の zinc-finger タンパク質のうち、33 個は真核生物に保存されて
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いるが、残りの 143 個は植物に固有であると考えられている。動物や酵母のC2H2型

zinc-finger タンパク質は、連続した多数の zinc-fingerモチーフを持っており、それらの

モチーフは、H-C リンクと呼ばれる 6-8 個の保存されたアミノ酸配列によって隔てられ

ている（Klug and Schwabe, 1995）。一方、植物の C2H2型 zinc-finger タンパク質が

持つ複数の zinc-finger モチーフは、長いスペーサー配列により隔てられている

（Takatsuji et al., 1999）。また、植物の C2H2 型 zinc-finger タンパク質の多くは、

zinc-fingerモチーフ内の αヘリックス領域に QALGGH という植物に固有なアミノ酸配

列を持っている。QALGGH配列は、C2H2型 zinc-finger タンパク質と DNAの結合に

必須であり、植物の C2H2型 zinc-finger タンパク質は、植物に固有な DNAの認識様

式を持つことが示唆されている（Takatsuji et al., 1999）。 

ペチュニアでは、ZPT2-1に相同性の高い 13 個のC2H2型 zinc-fingerタンパク質

が同定されており、これらの ZPT2 ファミリータンパク質は、すべて 2 個の zinc-finger

モチーフを持っている（Takatsuji et al., 1999）。ZPT2 に相同性の高い C2H2 型

zinc-finger タンパク質としては、コムギのWZF1（Sakamoto et al., 1993）、シロイヌナ

ズナの AZF/ZAT（Lippuner et al., 1996、Meissner and Michael, 1997）、エンドウの

Pszf1（Michael et al., 1996）、アルファルファのMszpt2-1（Frugier et al., 2000）、ダイ

ズの SCOF-1（Kim et al., 2001）などが同定されている。これらのタンパク質は、すべ

て EAR モチーフを保存しており、転写抑制因子として機能していると考えられる（Ohta 

et al., 2001）。 

シロイヌナズナの C2H2 型 zinc-finger 遺伝子である STZ/ZAT10 は、酵母のカル

シニューリン遺伝子の欠損株が示す高塩感受性を相補する因子として単離された

（Lippuner et al., 1996）。ZAT10遺伝子を導入した酵母株が、野生型の酵母株に比べ

て耐塩性を示したことから、ZAT10 はシロイヌナズナの塩ストレス応答に関与すると考

えられた。ZAT10 遺伝子は、シロイヌナズナにおいて、乾燥、塩、低温ストレス、および

ABA で誘導されることが示され、植物のストレス応答において重要な因子として認識さ

れている（Sakamoto et al., 2000、Gong et al., 2001、Lee et al., 2002）。また、

ZAT10 遺伝子を構成的に発現した植物は、植物体の矮化と、乾燥、塩、浸透圧ストレ
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スに対する耐性を示すことが報告されている（Sakamoto et al, 2004、Mittler et al., 

2006）。坂本ら（2000）は、ホモロジークローニングにより ZAT10 遺伝子に相同性の高

い AZF1 と AZF2および AZF3遺伝子を同定した。これら 4 個の zinc-finger タンパク

質は、ペチュニア由来の EP2 配列に結合して、転写抑制因子として機能することが示

されている（Sakamoto et al., 2004）。EP2配列は、ペチュニアの ZPT2-1が結合する

EP1S 配列（TTGACAGTGTCAC）を 2 個連続してつないだ人工的な配列である。

AZF と ZAT10 は、EP2 配列中の 2 個の連続した A(G/C)配列を認識すると考えられ

ている。これらの報告から、ZAT10 は乾燥、塩、浸透圧ストレス下において、下流遺伝

子の発現を抑制することで、植物の成長制御、およびストレス耐性の獲得機構に関与

すると考えられている（Sakamoto et al., 2004）。 

シロイヌナズナの ZAT6 と ZAT8は、AZF と ZAT10遺伝子に相同性の高い遺伝子

である（Englbrecht et al., 2004）。ZAT6遺伝子は、低温、塩、浸透圧ストレスにより誘

導されることが示されている（Vogel et al., 2005、Mito et al., 2011）。また、ZAT6遺伝

子は、根の形態形成の制御と植物体における無機リン酸の恒常性の維持に関与する

ことが報告されている（Devaiah et al., 2007）。他方、ZAT8遺伝子に関する研究報告

は、現段階で得られていない。 

本研究では、シロイヌナズナの C2H2 型 zinc-finger 遺伝子である AZF1、AZF2、

AZF3、ZAT6、ZAT8、ZAT10 に注目して、これらの遺伝子の環境ストレス下における

転写応答を比較解析した。さらに、AZF1とAZF2の転写抑制因子としての機能の重複

に着目して、塩、浸透圧ストレス下の植物における AZF1 と AZF2の機能を解析した。 
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第 II章.  シロイヌナズナの STZ ファミリー遺伝子（AZF1、AZF2、AZF3、ZAT6、

ZAT8、STZ/ZAT10）の比較解析 

II-1. 序論 

Englbrechtら（2004）は、相同性解析により、シロイヌナズナのゲノムに176 個の

zinc-fingerタンパク質がコードされていることを見い出した。これら176 個の

zinc-fingerタンパク質のうち、33 個が他の真核生物に保存されているのに対して、残

りの143 個は植物に特異的なzinc-fingerタンパク質であった。これらの植物に特異的

なzinc-fingerタンパク質は、1 個、または長いスペーサーにより分断された2-5 個の

zinc-fingerモチーフを持っており、グループCに分類された。グループCは、亜鉛イオン

と配位結合を形成する2 個のヒスチジン残基間のアミノ酸数により、さらに3 つのサブ

グループ（C1、C2、C3）に分類された。サブグループC1に属するタンパク質の多くは、

2個のヒスチジン残基が3 個のアミノ酸により分離したHX3H型のzinc-fingerモチーフを

保存していた。サブグループC1には77 種類のタンパク質が含まれており、その中で、

zinc-fingerモチーフ内に植物に固有なQALGGH配列を保存する64 種類のタンパク質

群をC1ファミリーと命名した。C1ファミリータンパク質は1–5 個のzinc-fingerモチーフ

を持ち、その数に対応して、それぞれ5 個のサブクラス（C1-1i、C1-2i、C1-3i、C1-4i、

C1-5i）に分類された。 

ZAT10は、浸透圧や塩ストレス下において転写抑制因子として機能して、植物の成

長制御とストレス耐性の付与に関与すると考えられている（Sakamoto et al., 2004、

Mittler et al., 2006）。一方、CaMV35Sプロモーターの制御下でAZF1、AZF2、AZF3を

過剰発現した形質転換植物の作出は非常に困難であることが報告されており、これら

の遺伝子の機能獲得型の植物を用いた解析は行われていない（Sakamoto et al., 

2004）。シロイヌナズナのSTZファミリーには、AZF1、AZF2、AZF3に加えて、ZAT6と

ZAT8が含まれる（Englbrecht et al., 2004、Meissner et al., 1997）。ZAT6の環境スト

レスによる誘導性は、断片的に報告されているが（Vogel et al., 2005、Mito et al., 

2011）、STZファミリー遺伝子の環境ストレス誘導性や植物体における発現部位の比
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較解析は行われていない。 

II-2. 目的 

本章では、STZファミリーに属する6 個の遺伝子の性質を比較解析することを目的

とした。はじめに、植物界におけるSTZファミリー遺伝子の進化的関係を推定するため

に、種々の植物に保存されたC1ファミリー型のzinc-fingerタンパク質の配列を用いて

分子系統解析を行った。STZファミリータンパク質は、転写抑制因子であると考えられ

るため、これらのタンパク質の細胞内局在を解析した。また、STZファミリー遺伝子の、

乾燥、塩、低温、高温ストレスによる誘導性、ならびに植物体における発現部位を比較

解析した。STZファミリー遺伝子を高発現した形質転換植物の作出を行った。得られた

形質転換体の遺伝子発現解析を行うことで、AZF1とAZF2およびZAT8の機能を比較

した。 

II-3. 材料と方法 

II-3-1. 分子系統解析 

Phytozome（http://www.phytozome.net/index.php）を用いて、STZ と相同性の高

いアミノ酸配列をもつシロイヌナズナの遺伝子を 18 種類抽出した。これら、18 種類の

遺伝子から予測されるアミノ酸配列を、シロイヌナズナのデータベース TAIR

（http://www.arabidopsis.org/）から入手した。これらの配列を Clustal X プログラム

（Ver. 2.0）を用いてアライメントすることで、タンパク質間に保存された配列を検討した。

遺伝子間で高度に保存された L-Box と 2 個の C2H2型 zinc-finger モチーフ、ならび

にDLN-Boxの配列を基に、MEGA4プログラム（http://www.megasoftware.net/）を使

用して近隣結合法により解析することで、これらの遺伝子の分子系統樹を作成した。系

統樹の分枝の信頼性は、ブートストラップ検定法（1000反復）により評価した。 

次に、サブクラス C1 に属しており、STZ ファミリーに相同性の高い被子植物のタン

パク質のアミノ酸配列を Phytozomeから抽出した。被子植物以外の、ヒメツリガネゴケ
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（Physcomitrella patens; Pp）、イヌカタヒバ（Selaginella moellendorffii; Sm）における

オルソログの配列は、SALAD DATABASE（http://salad.dna.affrc.go.jp/salad/）から

抽出した。カナダトウヒ（Picea glauca）のオルソログの配列には、NCBI-BLASTデータ

ベース（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）から入手した cDNAの配列を用いた。

このように収集した STZ ファミリータンパク質に相同性の高い C1 ファミリー型の

zinc-finger タンパク質のアミノ酸配列を全てアライメントした。整列した L-Box、C2H2

型 zinc-finger モチーフ、DLN-Box の領域を用いて、MEGA4 プログラムにより分子系

統解析を行った。系統樹は、シロイヌナズナの 18 個の C1-2i 型 zinc-finger タンパク

質の配列を用いて作成した。一方、他の植物種のC1-2i型 zinc-fingerタンパク質の配

列は、各分枝においてシロイヌナズナの zinc-finger タンパク質に相同性の高いものを

それぞれ代表として用いた。C1-2i型以外の配列に関しては、STZファミリータンパク質

に相同性の高いタンパク質配列を代表とした。 

II-3-2. 植物材料と生育条件 

実験には、野生型株としてシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana（L.）Heynh. 

Ecotype Columbia）を用いた。シロイヌナズナの無菌培養には、GM または GMK、

GMH 寒天培地を用いた。プレート内の培地に種子を播種して、発芽を同調させるため

に暗所に 2 日間、4 ºC で静置した。プレートを植物培養器内に移して、22 ºC、16 時

間の明（40 µmol/m2/s-1）、8 時間の暗条件で生育させた。種子は、表面を滅菌処理し

て播種した。具体的には、乾燥種子を 70% エタノールにより洗浄後、種子滅菌液［1% 

次亜塩素酸ナトリウム、0.02% Triton X-100］で 5 分間撹拌して、滅菌水で 5 回洗浄

した。 

GM寒天培地の調製では、4.7 g/l ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類（日本製薬）、

30 g/l スクロース（和光純薬工業）、112 µg/l B5 ビタミン（GAMBORGʼS VITAMIN 

SOLUTION 1000x; SIGMA）、2.0 g/l MES（和光純薬工業）、8.0 g/l Bacto Agar

（Becton Dekinson and company）を混合した水溶液に水酸化カリウムを加えて、pH 

5.7 に調整した。GMK 寒天培地では、GM 寒天培地に 30 mg/ml になるように硫酸カ
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ナマイシン（明治製菓）を加えた。GMH寒天培地では、GM寒天培地に 25 mg/mlにな

るようにハイグロマイシン（SIGMA）を加えた。 

鉢植えの植物は、以下のように生育させた。野生型株の種子を 4 ºC、暗所で 12 

時間静置した後、培養土に播種した。播種後、明期 12 時間（40 µmol m-2 s-1）、暗期

12 時間の明暗条件で生育させた。 

II-3-3. 植物形質転換用ベクター 

植物内における GUSの発現には pGK-GUSを、プロトプラスト内における GFPの

発現には pGK-El2-35SΩ-CsGFP を用いた（Qin et al., 2008）。いずれのベクターも

pGreen0029 を改変しており、植物におけるカナマイシン耐性遺伝子を有している

（Hellens et al., 2000）。これらのベクターは、理化学研究所の藤田美紀博士から分与

されたものである。GVG転写誘導系を用いたDEX誘導性形質転換植物の作出には、

pTA7002を使用した。 

II-3-4. 組換え DNAの作製 

表 1 に示したプライマーを用いて、シロイヌナズナのゲノム DNA を鋳型として PCR

反応を行い、各遺伝子のプロモーター断片、およびCDS断片を増幅した。サーマルサイ

クラー装置は、GeneAmp PCR System 2400（Applied Biosystems）を用いた。反応液

の組成は、50 ng鋳型 DNA、1×緩衝液、20 µM dNTP混合液、0.2 µM プライマー、2 

unit PrimeSTAR DNA polymerase（TaKaRa）/総量 50 µl とした。反応条件は、98 ºCで

3 分間、（98 ºCで 10 秒間、55 ºCで 20 秒間、72 ºCで 1 分間/1 k塩基）を 30 回、

72 ºCで 5 分間とした。増幅断片を制限酵素で処理して、Rapid Ligation Kit（Roche）を

用いてベクターに導入した。 

本章で用いたプラスミドの構築、および DNA断片の由来は、以下に示す通りである。

AZF/ZATは、AZF1、AZF2、AZF3、ZAT6、ZAT8、ZAT10のいずれかを意味する。 

pGK-35S-（AZF/ZAT）-sGFP 

プライマー対AZF-35S:GFP-FWとRV、およびZAT-35S:GFP-FWとRVを用いて、
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ゲノム DNA を鋳型として PCR 反応を行うことで、各遺伝子の CDS 断片を増幅した。

得られた PCR断片を XbaI と SmaI で処理して、pGK-El2-35SΩ-CsGFPの同じ部位

にそれぞれ挿入した。 

pGK-（AZF/ZAT）pro:GUS 

プライマー対 AZFp-FW と RV、および ZATp-FW と RV を用いて、ゲノム DNA を鋳

型として PCR 反応を行うことで、各遺伝子のプロモーター断片を増幅した。得られた

PCR断片を KpnIと SmaIで処理して、pGK-GUSの同じ部位にそれぞれ挿入した。プ

ロモーター断片の配列には、TAIR （The Arabidopsis Information Resource; 

http://www.arabidopsis.org/index.jsp）に登録されている各遺伝子の翻訳開始点より

上流の塩基対（AZF1では 1.6 k、AZF2では 2.2 k、AZF3では 1.3 k、ZAT6では 2.2 k、

ZAT8では 2.0 k、ZAT10では 2.6 k塩基対）を使用した。 

pTA7002-(AZF/ZAT) 

プライマー対 AZF-D-FW と RV、および ZAT-D-FW と RV を用いて、ゲノム DNA を

鋳型として PCR 反応を行うことで、各遺伝子の CDS 断片を増幅した。得られた PCR

断片を XbaIで処理して、pTA7002の同じ部位にそれぞれ挿入した。 

II-3-5. GFP蛍光による細胞内局在の解析 

II-3-5-1. 葉肉細胞のプロトプラスト化と PEG法によるプラスミドの導入 

シロイヌナズナの葉肉細胞のプロトプラスト化は、Yoo et al.（2007）の方法を改良し

て行った。鉢植えで 6 週間生育したシロイヌナズナのロゼット葉を 0.5–1 mm 片に刻

んだ。得られた葉片をプロトプラスト単離用酵素液［0.4 M マンニトール（和光純薬工

業）、20 mM 塩化カリウム、 20 mM MES-KOH（pH 5.7）、1.5% セルラーゼ R10（ヤ

クルト）、0.4% マセロザイム R10（ヤクルト）、0.1% BSA（SIGMA）、10 mM 塩化カ

ルシウム（和光純薬工業）］に加えた。この溶液を減圧下で 15 分間静置した後、22 ºC、

暗所に 3.5 時間静置した。反応液に等量の W5 溶液［154 mM 塩化ナトリウム、125 

mM 塩化カルシウム, 5 mM 塩化カリウム、2 mM MES-KOH（pH 5.7）］を加えて、溶
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液をメッシュでろ過した。ろ液を室温、100xg で 2 分間遠心分離して、プロトプラストを

沈降させた。上清を除き、得られた沈降物に 10 ml W5溶液を加えて、この溶液を室温

で 30 分間静置した。上清を除き、プロトプラストの濃度が、約 1.2x105 個/mlになるよ

うに MMg 溶液［0.4 M マンニトール、15 mM 塩化マグネシウム（和光純薬工業）、4 

mM MES-KOH（pH 5.7）］を加えた。7.5 µg pGK-35S-sGFP、pGK-35S-AZF-sGFP、

pGK-35S-ZAT-sGFPをそれぞれ含む 15 µl DNA溶液に、100 µl プロトプラスト液、な

らびに 110 µl PEG溶液［40% PEG4000（Fluka）、100 mM 硝酸ナトリウム（和光純

薬工業）、0.2 M マンニトール］を加えた溶液を、穏やかに混合して、室温で 20 分間

静置した。反応液に 440 µl W5 溶液を添加して穏やかに混合した溶液を、室温、

100xgで2 分間遠心分離してプロトプラストを沈降させた。上清を除き、得られたプロト

プラスト液と 500 µl WI溶液［0.5 M マンニトール、4 mM MES-KOH（pH 5.7）、20 mM 

塩化カリウム］を混合した溶液を、暗条件下で約 16 時間静置した。得られたプロトプラ

スト液をプレパラートに封入して、GFP蛍光の観察に供した。 

II-3-5-2. 共焦点顕微鏡による蛍光の検出 

GFP、DAPIの蛍光を、共焦点顕微鏡 LSM5 PASCAL（Carl Zeiss）を用いて

検出した。各蛍光の励起および検出に用いた波長は、それぞれ GFP では、488 

nm（励起）/505-530 nm（検出）、DAPIでは 405 nm/420-480 nmとした。 

II-3-6. 形質転換シロイヌナズナの作出 

各形質転換用プラスミドを、エレクトロポレーション法により Agrobacterium 

tumefaciens GV3101 株に導入した。Bechtold らの方法に改変を加えた減圧浸潤法

を用いて、In planta 形質転換法により形質転換アグロバクテリウムを植物体に感染さ

せた（Bechtold and Pelletier, 1998 ）。鉢植えで生育させた野生型株の主軸を摘心し

て側軸を発育させた。結実した鞘を切除した植物を感染に用いた。各形質転換用プラ

スミドを導入した Agrobacterium tumefaciens GV3101株を YEP培地［10 g/l Bacto 

Peptone（BD）、10 g/l Yeast Extract（BD）、5 g/l 塩化ナトリウム、pH 7.0（NaOH）］に
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植菌して、28 ºCで約1 日間、OD600が1.5 前後になるまで培養した。YEP培地には、

終濃度で50 mg/l のカナマイシン、および100 mg/l のゲンタマイシン（SIGMA）を加え

た。その後、集菌して、OD600 が 0.8 になるように浸潤用懸濁培地［1/2xMS 塩、

1/2xGanborg B5 ビタミン、5% スクロース、0.044 µM N6-ベンジルアデニン、0.02% 

Silwet L-77］に懸濁した。500 ml ビーカーに約 250 ml のアグロバクテリウム懸濁液

を分取して、植物の地上部を懸濁液に浸した。このビーカーを真空デシケーターに入

れて、減圧下に 10 分間静置した。植物をアグロバクテリウム懸濁液から取り出し、蒸

留水で洗浄した。感染後の植物を数週間生育させた後、T1 種子を収穫した。T1 種子

を 30 mg/l カナマイシン（または、50 mg/l ハイグロマイシン）と 200 mg/l クラフォラン

（サノフィ・アベンティス）を含む GM 寒天培地上に播種して形質転換シロイヌナズナ

（T1）を選抜した。選抜した植物体（T1）の自家受粉により得られる T2種子を解析に用

いた。 

II-3-7. RNAゲルブロット解析用の植物の調製 

植物体の環境ストレス処理には、GM寒天培地上で 3 週間育てた野生型株を用い

た。寒天培地から引き抜いた植物体を、植物体の根が浸る程度の水を入れたプレート

に移して水処理した。水処理を 24 時間行った後、プレートの水を 250 mM 塩化ナトリ

ウム水溶液、または 100 µM ABA（SIGMA）水溶液で置換することで、植物体の塩スト

レスおよび ABA処理を行った。乾燥処理は、水処理後のプレートから水を除くことで行

った。低温および高温処理は、寒天培地上で生育した植物体を、プレートごと 4 ºCおよ

び 37 ºCに設定した人工気象器 LH-1-120.S.S（日本医化器械製作所）に静置して行っ

た。各種ストレス処理を開始してから0、10、20、40 分後、ならびに2、5、10、24 時間

後の植物体をそれぞれ液体窒素で凍結させて検体とした。検体には約 100 mg 分の

植物体を用いた。 

DEXによる処理は、GMH寒天培地上で3 週間育てた植物体を上述と同様の方法

で水処理した後、プレートの水を 10 µM DEX（SIGMA）に置換することで行った。DEX

処理開始後 24 時間の植物体を液体窒素で凍結させて検体とした。 
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上記の環境ストレス、ABA、DEX 処理において、無処理の植物体を調製して検体

に加えた。 

II-3-8. RNAの調製 

凍結した植物体を Shake Master BMS-12（バイオメディカルサイエンス）で破砕した

後、1 ml RNAiso（TaKaRa）を加えて撹拌した。破砕液を室温、25000xgで 10 分間遠

心分離して、RNAを含む上清（水相）を回収した。上清に200 µl クロロホルムを加えて

撹拌した。得られた懸濁液を 4 ºC、25000xgで 15 分間遠心分離した。RNAを含む上

清を回収して、200 µl High Salt溶液［0.8 M クエン酸ナトリウム（和光純薬工業）、1.2 

M 塩化ナトリウム］と 200 µl イソプロパノールの混合液に加えて十分に撹拌した。混

合液を 4 ºC、25000xgで 10 分間遠心分離して、析出した RNAを 100 µl MilliQ水に

溶解した。この水溶液に 250 µl エタノール溶液［エタノール/3 M 酢酸ナトリウム pH 

5.2（氷酢酸）= 20:1］を加えて撹拌し、4 ºC、25000xgで 20 分間遠心分離してRNAを

析出させた。回収した RNAを 70% エタノールで洗浄した後、30 µl MilliQ水に溶解し

て解析に用いた。 

II-3-9. RNAゲルブロット解析 

RNAゲルブロット解析には、検体から調製した全RNAを用いた。20 µg RNAを 20 

µl RNA染料溶液［0.1% BPB、 20% ホルムアルデヒド（SIGMA）、60% ホルムアミド

（関東化学）、33 mg/l EtBr、20 mM MOPS（DOJINDO）、8 mM 酢酸ナトリウム、1 

mM EDTA（和光純薬工業）］に溶解した。この溶液を、65 ºCで 15 分間熱処理した後、

5 分間氷冷した。得られた RNA 溶液を 1% RNA 用アガロースゲル［1% アガロース

（和光純薬工業）、5% ホルムアルデヒド、20 mM MOPS、8 mM 酢酸ナトリウム、1 

mM EDTA］を用いて、80 Vで 2.5 時間電気泳動した。ブロッティング台に乗せたゲル

の上にナイロン膜 Biodyne B（PALL）、濾紙、ペーパータオル、ガラス板、重しをこの

順に重ねて、室温で一晩静置することで RNA をナイロン膜に転写した。RNA を転写し

たナイロン膜は、Vacubaker AB-1890（ATTO）を用いて 2 時間、減圧乾燥した後、ハ
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イブリダイゼーションに用いた。 

DNA断片の RI標識には、BcaBEST Labeling Kit（TaKaRa）および、スピンカラム 

illusta MicroSpin S-200 HR columns（GEヘルスケア）を用いた。標識反応液の組成

は、約 50 ng 鋳型DNA断片、2 µl ランダムプライマー、2.5 µl dNTP混合液、1×緩衝

液、5 µl ［α-32P］ dCTP（GEヘルスケア）、2 unit Bca DNA polymerase/総量 25 μl と

した。反応は、55℃で 10 分間静置とした。 

II-3-10. 植物体の組織染色 

II-3-4で作製した pGK-（AZF/ZAT）pro:GUSを導入した形質転換シロイヌナズナを

GUS染色に用いた。GMK寒天培地上で 2 週間生育したシロイヌナズナを培地から引

き抜いて、プレートの上に 2 時間静置して乾燥させた。乾燥処理をした植物体を GUS

染色液［50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）、10 mM EDTA、1 mM フェリシアン

カリウム（和光純薬工業）、1 mM フェロシアン化カリウム（和光純薬工業）、0.4 mg/ml 

X-Gluc（Rose Scientific）］に浸した。植物体を真空デシケーター内に入れて、減圧下

で 20 分間静置することで染色液を植物体に浸透させた。植物体の染色は、37 ºC の

暗所で、数時間から 24 時間行った。染色液を 70% エタノールで置換し、組織の固定、

葉緑体の脱色を行った後、GUS 染色を観察した。観察には、実体顕微鏡 MZ APO

（Leica）を使用した。植物体の画像は、デジタル撮影装置 AxioCam Hrc（Carl Zeiss）

により取得した。無処理区では、培地から引き抜いた植物体を、そのまま GUS 染色に

用いた。 

II-3-11. マイクロアレイ解析 

II-3-11-1. マイクロアレイ解析用の植物の調製 

pTA7002:（AZF/ZAT）を導入した形質転換植物（T2）とベクターのみを導入した対

照の種子を GMH 寒天培地に播種して、2 週間生育させた。培地から引き抜いた植物

体を、プレート内で 24 時間水処理した。プレートの水を 10 µM DEX水溶液に置換し

て、植物を 24 時間 DEX 処理した。植物を液体窒素で凍結させて検体とした。検体に
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は約 100 mg 分の植物体を用いた。 

II-3-11-2. 標識化プローブの合成 

1試料あたり 800 ngの全 RNAを使用した。各試料の全 RNAを 400 ngずつに分

割して、各RNAをCy3とCy5で標識した。反応に用いた試薬は、すべてAgillent社製

のものを使用した。全RNAに T7 promoter primerを加えて、65 ºCで 10 分間熱変性

をした後、5 分間氷冷した。これに、cDNA合成Master Mix（5xFirst Strand buffer 2.0 

µl、0.1 M DTT 1.0 µl、10 mM dNTP 混合液 0.5 µl、MMLV-RT 0.5 µl、RNase 

Inhibitor 0.25 µl）を加えて、40 ºCで 2 時間処理した。その後、65 ºCで 15 分間処理

して反応を停止させた後、氷中で 5 分間急冷した。それぞれの反応液に 10 mM 

Cyanine3 CTP（cytosine triphosphate）、または、10 mM Cyanine5 CTPを 1.2 µlず

つ加えた。この反応液に Transcription Mix （Nuclease-free water 7.65 µl、

4xTranscription buffer 10 µl、0.1 M DTT 3.0 µl、NTP Mix 4.0 µl、50% PEG 3.2 µl、

RNase Inhibitor 0.25 µl、Inorganic Pyrophosphatase 0.3 µl、T7 RNA Polymerase 

0.4 µl）を加えて激しく撹拌した。反応液を遮光して、40 ºCで 2 時間反応させた。これ

に 60 µl Nuclease-free water、350 µl RLT-buffer、250 µl エタノールを加えて混合し

た。この溶液を 2 mlのコレクションチューブを付けた RNeasy mini カラム（QIAGEN）

に入れて、4 ºC、13,000 rpmで 30 秒間遠心した。カラムを新しいコレクションチューブ

に移して、500 µlの RPE-Bufferを加えて、4 ºC、13,000 rpmで 30 秒間遠心した。こ

の作業をもう一度繰り返して、カラムを 1.5 ml のコレクションチューブに移した。カラム

に 30 µl Nuclease-free waterを加えて、1 分間静置した後、4 ºC、13,000 rpmで 30 

秒間遠心して、cRNAを回収した。得られた溶液の吸光度を測定してプローブの濃度を

決定した。 

II-3-11-3. ハイブリダイゼーション 

下記の操作では、Agilent社製の試薬および機器を使用した。Fragmentation溶液

（Cy3 ラベル化 cRNA 0.825 µg、Cy5 ラベル化 cRNA 0.825 µg、10xBlocking Agent 



 16 

11 µl、25xFragmentation buffer 2.2 µlをNuclease free waterで 55 µlにメスアップし

たもの）を調製して、激しく撹拌することでターゲットを断片化した。この溶液を遮光条件

下、60 ºCで 30 分間処理した。これに、55 µl 2xGEハイブリダイゼーションバッファー

を加えて十分に撹拌した。溶液を室温下、15,000 rpmで5 分間遠心した。上清100 µl

をマイクロアレイスライドに充填して、65 ºCで約 17 時間、ハイブリダイゼーションを行

った。スライドを洗浄バッファー1（6xSSC、0.005% TritonX-102）で 10 分間洗浄した。

さらに、低温下（4 ºC）で、スライドを洗浄バッファー2（0.1xSSC、0.005% TritonX-102）

で 5 分間洗浄した。フィルターエアガンを用いて窒素ガスを吹き付けることでスライドを

乾燥させた。乾燥したスライドを、アジレントマイクロアレイスキャナスライドのフォルダ

に載せてスキャンした。スポットを数値化して、データ解析を行った。 

II-4. 結果 

II-4-1. STZ ファミリータンパク質の一次構造と系統解析 

シロイヌナズナには、STZファミリーを含めて20 種類のC1-2i型zinc-fingerタンパク

質が含まれており、その中の18 種類は、2 個のzinc-fingerモチーフ、L-Box、

DLN-box（EARモチーフ）の領域を高度に保存していた(図1A)。C1-2i型zinc-fingerタ

ンパク質の保存領域のアライメントから分子系統樹を作成した（図1B、C）。STZファミリ

ーを構成する6 個のタンパク質、AZF1、AZF2、AZF3、ZAT6、ZAT8、ZAT10は、サブ

クラスC1-2iの中で独立したクラスを形成した。さらに、STZファミリーは、AZF1、ZAT8、

AZF2から成るサブクラスと、AZF3、ZAT6、ZAT10から成るサブクラスに分類できるこ

とが示された（図1C）。 

シロイヌナズナのSTZファミリータンパク質の進化的特徴を調べるために、ヒメツリ

ガネゴケ（Pp）、イヌカタヒバ（Sm）、トウヒ（Pi）、イネ（Os）、ソルガム（Sb）、ダイズ

（Glyma）、キュウリ（Cucsa）、トウゴマ（Rco）、ミムルス（mgf）、ペチュニア（ZPT）、パ

パイヤ（Cpa）、ポプラ（POPTR）、シロイヌナズナ（At）において、2 個以上の

zinc-fingerモチーフを持つC1ファミリー型のタンパク質の配列を用いて、分子系統樹を
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作成した（図２）。系統樹は、大きく3 個のクラス（I、II、III）に分かれた。クラスIとIIには、

2 個のzinc-fingerモチーフを持つタンパク質群が、クラス IIIには、3 個以上の

zinc-fingerモチーフを持つタンパク質群が含まれていた。クラスIは、シロイヌナズナの

STZファミリーと、それらに相同性の高い被子植物のタンパク質群から構成された。ク

ラスIIは、STZファミリー以外のシロイヌナズナのC1-2i型のタンパク質群とそれらに相

同性の高い被子植物のオルソログで構成された。クラス IIIには、3 個以上の

zinc-fingerモチーフを持つタンパク質群が顕著に含まれていた。クラスIIIには、シロイ

ヌナズナのC1ファミリー型や被子植物のタンパク質群に加えて、ヒメツリガネゴケ、イヌ

カタヒバ、トウヒのオルソログが含まれていた。 

II-4-2. STZ ファミリータンパク質の細胞内局在の解析 

STZファミリータンパク質の細胞内局在を、GFP融合タンパク質を用いて観察した。

各遺伝子の ORFから終止コドンを除いて、それらの ORFの 3ʼ末端側に GFP を融合

した組換え遺伝子（AZF/ZAT-sGFP）を構築した（図 3A）。これらの組換え遺伝子を

CaMV35S プロモーターの制御下で、シロイヌナズナの葉肉細胞由来のプロトプラスト

で一過的に発現させた。sGFP 遺伝子のみを CaMV35S プロモーターにより一過的に

発現させたものを対照とした。対照ではGFP蛍光が細胞全体で観察されたが、全ての

STZ ファミリータンパク質と GFPの融合タンパク質の蛍光は核で観察された（図 3B）。 

II-4-3.  STZ ファミリー遺伝子の乾燥、塩、低温、高温ストレスおよび ABA 処理下に
おける発現の解析 

乾燥、塩、低温、高温ストレスとABAによるSTZファミリー遺伝子のmRNAの蓄積

量を RNAゲルブロット法により解析した（図 4）。AZF1の mRNAの蓄積量は、塩およ

び乾燥ストレス開始後、20 分から 2 時間で一過的に増加した（図 4A）。ZAT8 は、乾

燥、塩、低温、高温ストレス、および ABA などの処理においても、mRNA の蓄積の増

加を示さなかった（図 4B）。AZF2 の mRNA の蓄積量は、塩、乾燥ストレスや ABA 処

理で経時的に顕著に増加したが、低温や高温ストレスでは誘導されなかった（図 4C）。
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AZF3のmRNAの蓄積量は、高温ストレス開始後、20 分から 2 時間で一過的に増加

した（図 4D）。ZAT6 の mRNA の蓄積量は、乾燥、塩、低温ストレスにより経時的に増

加したが、高温ストレスでは、処理開始後 10 分から 2 時間にかけて一過的に増加し

た（図 4E）。ZAT6のmRNAは、ABA処理で持続的に蓄積した。ZAT10のmRNAは、

乾燥や塩ストレス処理の開始後 10 分から持続的に蓄積した（図 4F）。ZAT10 の

mRNA の蓄積量は、低温、高温ストレス、ABA 処理で一過的に増加し、蓄積量のピー

クは、処理開始から、それぞれ 2 時間後、1 時間後、20 分後であった。 

II-4-4. 乾燥ストレス下における STZ ファミリー遺伝子の組織特異的発現部位の解析 

STZ ファミリー遺伝子のプロモーター領域をそれぞれ GUS レポーター遺伝子に連

結した組換え遺伝子を植物に導入して得られた植物体を用いて、乾燥ストレス処理し

た後、GUS染色した（図 5）。AZF1のプロモーターの制御下では、乾燥ストレスの有無

に関係なく根の伸長領域の上部から成熟領域で染色 

が観察されたが、地上部での染色は見られなかった（図5A）。ZAT8のプロモーター

の制御下では、乾燥ストレスの有無に関係なく、明瞭な染色は見られず、子葉や本葉

の葉脈でわずかに確認された（図5B）。AZF2のプロモーターの制御下では、無処理区

の根の成熟領域と子葉の葉脈で染色が観察された。また、乾燥ストレス下の AZF2 の

プロモーターによるGUSの活性は、本葉で顕著に観察された（図5C）。AZF3のプロモ

ーターによる制御下では、GUSの染色は観察されなかった（図 5D）。ZAT6のプロモー

ターの制御下では、無処理区の根の伸長領域の上部から基部の領域、および子葉に

おいて強い GUS の染色が観察された。また、乾燥ストレス下における ZAT6 のプロモ

ーターによる GUSの活性は、本葉で顕著に誘導された（図 5E）。ZAT10のプロモータ

ーの制御下では、無処理区の根の伸長領域の上部から基部で GUS の染色が観察さ

れた（図 5F）。ZAT10 のプロモーターによる本葉での GUS の活性は、乾燥ストレス下

で強く誘導された。 

II-4-5. GVG 転写誘導系を用いた STZ ファミリー遺伝子の過剰発現体の作出と、導
入遺伝子の発現解析 
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CaMV35Sプロモーターの制御下で AZF1、AZF2を過剰発現した形質転換植物の

作出を試みたが、成功しなかった。そこで、GVG転写誘導系を用いてSTZファミリー遺

伝子をそれぞれ一過的に発現誘導した形質転換植物体の作出を行った。GVG転写誘

導系は、動物のステロイドホルモン受容体の制御系を利用して、植物にグルココルチコ

イドの誘導体であるデキサメタゾン（DEX）を作用させることで、導入遺伝子の発現を制

御する（Aoyama and Chua, 1997 ）。GVG 転写誘導系は、キメラ転写因子

GAL4-VP16-GR（GVG）と、GAL4 結合配列を持つプロモーターの下流に目的の遺伝

子のコード領域を連結した誘導遺伝子から構成される（図 6A）。GVG は、酵母の転写

因子 GAL4の DNA結合ドメイン、ヘルペスウイルスの転写因子 VP16の転写活性化

ドメイン、およびラットのグルココルチコイド受容体のホルモン結合ドメイン（GR-HBD）

を持つ融合タンパク質であり、グルココルチコイドの存在下で、GAL4 結合配列を持つ

プロモーターからの転写を活性化する。本研究では、GAL4結合配列を持つプロモータ

ーの下流に STZ ファミリー遺伝子の ORF をそれぞれ連結した遺伝子を構築して（図

6A）、シロイヌナズナに導入することで、これらの遺伝子の発現をDEX処理により誘導

する形質転換植物（pTA7002:AZF/ZAT）を作出した。GMH寒天培地上で 2 週間生育

させた形質転換体をDEX処理した。DEX処理後の植物体からRNAを抽出して、RNA

ゲルブロット法により導入遺伝子の mRNA の蓄積量を解析した。各遺伝子の形質転

換植物において、それぞれ 20 ラインの植物体を発現解析に用いた。ベクター

（pTA7002）のみを導入した対照では、DEX処理によるSTZファミリー遺伝子の発現量

は確認されなかった（図 6B-G）。各形質転換植物において DEX 処理で導入遺伝子が

強く誘導されたラインは、AZF1 で 11 個、AZF2 で 7個、AZF3 で 13個、ZAT6 で 13

個、ZAT8で12個、ZAT10で12個であった。T2世代の各形質転換植物において、2-3 

個のラインを選抜して、表現型の観察や遺伝子発現解析に用いた（図 6B-G）。 

II-4-6. AZF1、ZAT8、AZF2の過剰発現体における遺伝子発現パターンの比較解析 

AZF1、ZAT8、AZF2 を GVG 転写誘導系の制御下で過剰発現した植物

（pTA7002:AZF/ZAT）を用いて、マイクロアレイによる遺伝子発現解析を行った。DEX
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処理後の pTA7002:AZF1 では、対照に比べて 1076、468 個の遺伝子がそれぞれ

mRNAの蓄積量の増加または減少を示した。DEX処理後のpTA7002:ZAT8では500、

196 個、pTA7002:AZF2では 1772、1670 個の遺伝子で、mRNAの蓄積量の増加ま

たは減少が見られた。AZF1 または AZF2の過剰発現体で mRNAの蓄積量が減少し

た遺伝子では、151 個が共通であった（図 7A）。同様に AZF1 と ZAT8 では、19 個、

AZF2 と ZAT8では 17 個が共通であった。 

各遺伝子の過剰発現体で、mRNAの蓄積量の減少割合が大きい方から100 個の

遺伝子をそれぞれ抽出した。それら 100 個の遺伝子の乾燥、塩ストレス、ABA処理に

対する発現応答を比較した（図 7B-D、Fujita et al., 2009）。AZF1またはAZF2の過剰

発現体で mRNAの蓄積量が減少した遺伝子群には、乾燥、塩ストレスおよび ABA処

理で発現量が減少する多数の遺伝子が含まれていた（図7B、C）。一方、ZAT8の過剰

発現体で mRNAの蓄積量が減少した遺伝子は、乾燥、塩ストレスおよび ABA処理に

対して顕著な応答を示さないことが確認された（図 7D）。 

II-5. 考察 

STZ ファミリー遺伝子は、植物に特徴的な C2H2 型 zinc-finger タンパク質の一次

構造を持ち、これらの遺伝子のオルソログは、被子植物に広範に保存されていた（図 1、

2）。植物の C2H2 型 zinc-finger タンパク質は、ペチュニアから最初に単離され、1-4 

個の zinc-fingerモチーフをもつZPT型 zinc-fingerタンパク質が報告されている（Kubo 

et al., 1998）ZPT型 zinc-finger遺伝子の中では、2 個の zinc-fingerモチーフをコード

する ZPT2型 zinc-finger遺伝子における研究が進んでいる。ZPT2-2 と ZPT2-3は、

乾燥、低温、傷害などのストレスにより誘導され、ZPT2-3を過剰発現したペチュニアの

植物体は、乾燥ストレス耐性を獲得することが報告されている（van der Krol et al., 

1999、Sugano et al., 2003）。ZPT2-3 は転写抑制能を持つことが確認されており、

ZPT2-3 の性質はシロイヌナズナの ZAT10 と類似している。分子系統解析の結果、

STZ ファミリータンパク質と ZPT2-2、ZPT2-3はクラス I に属しており（図 2）、これらの

タンパク質は同様の機能を持つことが示唆された。 
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クラス II には、多様な環境ストレスにより発現が誘導される遺伝子として有名な

ZAT12が含まれていた。ZAT12の過剰発現体や変異体を用いた解析から、ZAT12は

植物の強光、浸透圧、酸化ストレス耐性に関与すると考えられている（Iida et al., 2000、

Rizhsky et al., 2004、Davletova et al., 2005、Vogel et al., 2005）。また、ZAT12に近

縁な ZAT7 は、浸透圧や酸化ストレスで誘導される遺伝子であり、植物の塩ストレス耐

性への関与が示唆されている（Ciftci-Yilmaz et al., 2007）。被子植物の C1-2i 型の

zinc-finger 遺伝子は、STZ ファミリーとそのオルソログから構成されるクラス I と、

ZAT12や ZAT7が含まれるクラス IIに分かれており、これらのグループ間で遺伝子の

機能に差異があると考えられた。 

また、STZファミリータンパク質に相同性の高い一次構造を保存するC1-3iやC1-4i

など、3 個以上の zinc-fingerモチーフを持つタンパク質群は、クラス IIIを構成していた。

クラス IIIには、被子植物に加えて、コケ、シダ、裸子植物の zinc-fingerタンパク質が含

まれていた。コケやシダ植物において、2 個の zinc-finger モチーフをコードする C1-2i

型の遺伝子は確認されていない。さらに、クラミドモナスやボルボックスなどの藻類で

は、C1 ファミリー型の zinc-finger モチーフをコードする遺伝子が確認されていない。

STZ ファミリーに代表される被子植物の C1-2i型の zinc-finger遺伝子は、コケやシダ

植物の C1 ファミリー型の zinc-finger遺伝子から進化して、陸上植物に特異的な機能

を獲得したと考えられた。ペチュニアの ZPT2 の多くは、花の各器官でそれぞれ発現し

ていることが示されている（Takatsuji et al., 1994）。AZF2 の発現が花で確認され、

STZ ファミリー遺伝子の多くが根で発現することを考慮すると（図 5、Sakamoto et al., 

2004、Drechsel et al., 2010）、これらの遺伝子は陸上植物に特異的な器官で機能し

ていると考えられる。 

STZファミリー遺伝子の環境ストレスによる誘導性の解析結果から、AZF2、ZAT6、

ZAT10 は植物の環境ストレス応答に深く関与することが示唆された（図 4C、E、F）。分

子系統解析の結果から、STZ ファミリー遺伝子は、AZF1、ZAT8、AZF2 と AZF3、

ZAT6、ZAT10 の 2 つのグループに分類されることが示されている。後者のグループ

の遺伝子が、低温や高温ストレスにより顕著に誘導されたのに対して、前者のグルー
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プの遺伝子は、温度変化に対してほとんど応答しなかった。ZAT6 と ZAT10は、プロモ

ーター領域に DRE配列を持っており、DREB1Aや DREB2Aの下流遺伝子であること

が報告されている（Maruyama et al., 2004、Sakuma et al., 2006）。DREB1Aは低温

ストレス誘導性の遺伝子を、DREB2A は塩や高温ストレス誘導性の遺伝子の発現を

制御することが知られている。AZF3のプロモーター領域にもDRE配列が存在すること

から、後者のグループ遺伝子は、DREB1A や DREB2A の制御下で、植物の高温スト

レス応答に関与すると考えられた。一方、AZF2 は、プロモーター領域に複数の ABRE

配列を持つことから、AREB の制御下で植物の浸透圧ストレス応答に関与すると考え

られた。AZF1 の転写制御に関わる因子は不明であるが、AZF1 は、植物の乾燥や塩

ストレス応答に関係すると考えられた。ZAT8 は、mRNA の蓄積量が少なく、温度変化

や浸透圧ストレスによる誘導性を示さないことから、植物の環境ストレス応答における

役割は小さいと考えられた。 

GVG転写誘導系を用いることで、STZ ファミリー遺伝子を植物で発現誘導すること

ができた（図 6）。AZF1および AZF2を、CaMV35Sプロモーターの制御下で構成的に

発現する植物の作出が非常に困難であるのに対して、GVG 転写誘導系を用いた形質

転換植物では、AZF1 や AZF2 を一過的に高発現したラインを効率よく作出できた。こ

れらの結果から、AZF1および AZF2の構成的な発現は、植物の成長や発達において

有害であることが示唆された。 

本研究では、遺伝子の機能解析が遅れている AZF1、ZAT8、AZF2 のグループに

注目して研究を進めることにした。AZF1と AZF2は、転写抑制因子として機能すること

が報告されている（Sakamoto et al., 2004）。ZAT8も細胞内で核に局在したことから転

写抑制因子であると考えられた（図 3）。AZF1、AZF2、ZAT8をそれぞれ一過的に発現

誘導した植物で多数の遺伝子の mRNAの蓄積量が減少したことから、AZF1、AZF2、

ZAT8は、下流遺伝子の発現を抑制すると考えられた。特に、AZF1やAZF2の過剰発

現体で発現が抑制された遺伝子群には、塩、乾燥ストレス、ABA処理下の野生型株で

mRNAの蓄積量が減少する遺伝子が多く含まれていた（図 7B、C）。AZF1と AZF2の

下流遺伝子の重なりから（図 7A-C）、AZF1 と AZF2の浸透圧ストレス下における機能



 23 

の重複が示唆された。一方、ZAT8の過剰発現によりmRNAの蓄積量が減少した遺伝

子と、植物の浸透圧ストレス応答には、明確な関係性が見られなかった。ZAT8 と

AZF1 および AZF2 の下流遺伝子の共通性が低いことから、植物の浸透圧ストレス応

答における ZAT8の役割は、AZF1や AZF2 とは異なると考えられた。 
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    表 1. 本章で使用したプライマーの一覧  

   下線は制限酵素認識部位を示している。 
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図 1. （次項に続く）  
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図 1. シロイヌナズナの AZF/ZATの一次構造と系統解析  

A. シロイヌナズナの C1-2i型 zinc-fingerタンパク質のアライメント：シロイヌナズナの 20 個の
C1-2i型 zinc-finger タンパク質の中で、L-box、1st zinc-finger、2nd zinc-finger、DLN-box を
保存している 18 個のタンパク質のアミノ酸配列を抽出した。タンパク質の全長配列を用いて
Clustal X プログラム（Ver. 2.0）でアライメントを作成した。コンセンサス配列は、80%以上のタ
ンパク質において保存されている配列とした。各配列は、TAIR（http://www.arabidopsis.org/）
から入手した。 

B-box：STZ ファミリータンパク質の N 末端付近に保存された塩基性のアミノ酸を含む領域で、
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既知の核移行シグナル（NLS）に類似している。 

L-box：ロイシンなどの疎水性の高いアミノ酸配列から構成された短い領域である。 

zinc-finger モチーフ：真核生物の C2H2 型 zinc-finger モチーフに共通したコンセンサス配列
CX2CX3FX5LX2HX3H を保存しており、 -X5LX2H-に相当する部分には、植物に固有な
QALGGH配列を持っている。 

DLN-box：3 個の疎水性アミノ酸からなる DLN を中心とした配列で、転写抑制ドメインとして機
能する EARモチーフ［L/FDLNL/F(X)P］のコア配列である。 

B. STZ ファミリータンパク質の模式図：各保存領域を、B-box 灰色、L-box 緑色、zinc-finger 
motif 黄色、DLN-box 赤色で示した。各保存領域の下の数字は、相当するアミノ酸の位置を示
した。 

C. シロイヌナズナの C1-2i 型 zinc-finger タンパク質の分子系統樹：L-box、1st zinc-finger、
2nd zinc-finger、DLN-boxの領域を用いて、Clustal Xプログラム（Ver. 2.0）で作成したアライ
メントから、MEGA4 プログラムを利用して分子系統樹を作成した。STZ ファミリータンパク質を
黄色で示した。C1-2i型の At2g26940がコードするタンパク質配列をアウトグループとして用い
た。系統樹には、1000 回繰り返しにより計算したブートストラップ値を示した。 
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図 2. C1 ファミリー型 zinc-finger タンパク質の分子系統樹  

STZファミリータンパク質に相同性の高い植物の zinc-fingerタンパク質の配列を、Phytozome
（ http://www.phytozome.net/index.php ） 、 SALAD DATABASE
（http://salad.dna.affrc.go.jp/salad/）、NCBI-BLAST（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）
データベースから入手した。各タンパク質配列に保存された L-box、zinc-finger domain、
DLN-box の領域を用いて、Clustal X プログラム（Ver. 2.0）で作成したアライメントを基に、
MEGA4プログラムを利用して分子系統樹を作成した。3 個以上の zinc-fingerモチーフを持つ
クラス III のタンパク質では、QALGGH 配列を持つ 2 個の zinc-finger モチーフをアライメント
に用いた。Arabidopsis thaliana（At）、Populus trichocarpa（POPTR）、Carica papaya（Cpa）、
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Petunia hybrida（ZPT）、Mimulus guttatus（mgf）、Ricinus communis（Rco）、Cucumis 
sativus（Cucsa）、Glycine max（Glyma）、Sorghum bicolor（Sb）、Oryza sativa（Os）、Picea 
glauca（Pi）、Selaginella moellendorffii（Sm）、Physcomitrella patens（Pp）をそれぞれ示す。 
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図 3. STZ ファミリータンパク質の細胞内局在  

A. 組換え DNAの模式図：CaMV35Sプロモーター（35S-P）の制御下で各 AZF/ZAT-sGFPを
発現する組換え DNAを作製した。Nos-Tはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーターを示す。 

B. GFP蛍光の観察結果：Aで示した各組換えDNAをシロイヌナズナの葉肉細胞から単離した
プロトプラストに導入して、一過的に発現させた。左から、微分干渉（DIC）像、GFP 蛍光像、重
ね合わせ像をそれぞれ示す。白色のバーは 10 µm を示す。 
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図 4. ストレス条件下における STZ ファミリー遺伝子の発現  

A-F. NaCl、ABA、乾燥（Dry）、低温（Cold）、高温（Heat）処理したシロイヌナズナの植物体に
おける、STZファミリー遺伝子のmRNAの蓄積量をRNAゲルブロット法により解析した。NaCl、
ABA 処理では、GM 寒天培地で播種後 3 週間生育したシロイヌナズナの野生型株を、24 時
間、水処理した後、250 mM NaClおよび 100 µM ABA水溶液で処理した。乾燥処理では、水
処理後の植物体を乾燥したプレート内で 2 時間静置した。低温、高温処理では、GM 寒天培

地で 3 週間生育した植物を培地ごと、4 ºCおよび 37 ºCで処理した。無処理区では、水処理を
継続した。処理前、および処理開始後 10、20、40 分、1、2、5、10、24 時間の植物体から全
RNA を抽出した。AZF1、AZF2、AZF3、ZAT6、ZAT10 では 20 µg、ZAT8 では 40 µg の各
RNAに対して RNAゲルブロット解析を行った。 
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図 5. GUS染色による STZ ファミリー遺伝子の発現部位の解析  

A-F. 解析には、STZ ファミリー遺伝子のプロモーター領域に GUS レポーター遺伝子を連結し
た組換え DNAを導入した形質転換シロイヌナズナを用いた。GMK寒天培地で播種後 2 週間
生育した形質転換シロイヌナズナの植物体に GUS 染色液を浸透させて染色した［Water（0 
h）］。乾燥処理では、形質転換シロイヌナズナの植物体を乾燥したプレート内で 2 時間静置し
た後、染色した［Dry（2 h）］。 
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図 6. GVG転写誘導系の制御下で STZ ファミリー遺伝子を過剰発現した形質転換シロ

イヌナズナの作出  

A. 組換え DNA の模式図：CaMV35S プロモーターの下流にキメラ遺伝子 GAL4-VP16-GR
（GVG）を連結した組換えDNA（上）と、GAL4結合配列を持つプロモーターの下流に各 STZフ
ァミリー遺伝子のCDSを連結した組換えDNA（下）を示した。E9および 3Aは、リブロース 1, 5-
ビスリン酸カルボキシラーゼの小サブユニットをコードする rbcS-E9、-3A遺伝子のターミネータ
ーを示す。 
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B-G. 形質転換シロイヌナズナにおける導入遺伝子の発現解析：A で示した各組換え DNA を
導入した形質転換シロイヌナズナ（pTA7002:AZF/ZAT）を作出した。ベクター（pTA7002）のみ
を導入した植物体を対照とした。形質転換植物の T2種子を GMH寒天培地に播種して、2 週
間生育させた植物体を、24 時間、水処理した。水処理後の植物体を 10 µM DEX水溶液で 24 
時間、処理した（DEX +）。無処理区では、水処理を継続した（DEX -）。DEX 処理後の植物体
から全 RNA を抽出して、各遺伝子において 20 µgの RNAに対して RNAゲルブロット解析を
行った。AZF1、AZF2 遺伝子では 3 ライン（a、b、c）、ZAT8、AZF3、ZAT6、ZAT10 遺伝子で
は 2 ライン（a、b）の形質転換体における導入遺伝子およびGVGの発現量を示した。rRNAの
エチジウムブロマイド染色像をコントロールとして示した。 
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図 7. GVG転写誘導系の制御下で AZF1、AZF2、ZAT8をそれぞれ過剰発現した植物に

おいて、mRNAの蓄積量が減少した遺伝子群  

A. AZF1、AZF2、ZAT8 の過剰発現体で発現量が減少した遺伝子群の重複：DEX 処理した
pTA7002:AZF1、:AZF2、:ZAT8の植物体で、対照と比較してmRNAの蓄積量が 2 倍以上に
減少した遺伝子群を用いて、ベン図を作成した。図中の数字は、各遺伝子の過剰発現体にお

いて発現量が減少した遺伝子の個数を示す。 
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B-D. AZF1、AZF2、ZAT8 の過剰発現体で発現量が減少した遺伝子のストレス応答性の解
析：AZF1、AZF2、ZAT8 の過剰発現体で、対照と比較して mRNA の蓄積量が 2 倍以上に減
少した遺伝子群の中から、減少割合が大きい 100 個の遺伝子を抽出した。これら 100 個の
遺伝子を発現量の減少が大きい順に縦に整列した。各条件下（A1、A2、Z8、A、D、N）におけ
る 100 個の遺伝子の発現量の変化を、増加（赤）、減少（青）、変化なし（白）で示した。A1、A2、
Z8は、順にDEX処理した pTA7002:AZF1、:AZF2、:ZAT8植物体を示す。A、D、Nは、順に、
ABA、乾燥、NaCl 処理をしたシロイヌナズナの野生型株を示す。ABA、乾燥、NaCl 処理した
野生型株における遺伝子発現の評価では、先行論文における解析結果を使用した（Fujita et 
al., 2009）。 
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第 III章 AZF1 と AZF2の機能解析 

III-1. 序論 

前章において、GVG転写誘導系の制御下でAZF1やAZF2を過剰発現した植物を

用いてマイクロアレイ解析を行った結果、AZF1とAZF2は、乾燥や塩ストレス下で共通

の下流遺伝子の発現を抑制することが示唆された。また、ZAT8は、AZF1やAZF2とは

異なる機能を持つと考えられた。先行研究により、ZAT10を構成的に過剰発現した植

物は、乾燥や塩および浸透圧ストレスに対して耐性を示すことが報告されている

（Sakamoto et al., 2004、Mittler et al., 2006）。また、ZAT10に近縁なZPT2-3を過剰

発現したペチュニアの植物体も、乾燥耐性を示すことが報告されている（Sugano et al., 

2003）。よって、STZファミリー遺伝子を過剰発現することで、植物に塩や浸透圧ストレ

ス耐性を付与することが可能であると考えた。また、ZAT10、ZAT12、ZAT7などの

C1-2i型zinc-finger遺伝子をそれぞれ構成的に過剰発現した植物体は、矮化すること

が報告されており（Sakamoto et al., 2004、Ciftci-Yilmaz et al., 2007）、環境ストレス

下におけるSTZファミリー遺伝子と植物の成長制御との関係に関心が持たれている。 

ペチュニアのZPT2-1は、5-エノイルピルビニルシキミ酸-3-リン酸合成酵素をコード

する遺伝子のプロモーター領域に結合するタンパク質として単離、同定された

（Takatsuji et al., 1992）。ZPT2-1が結合する配列は、EP1と命名された。ZPT2型タン

パク質の一部は、EP1を短縮したEP1S（TTGACAGTGTCAC）配列に特異的に結合

することが示されている（Takatsuji et al., 1994）。坂本ら（2004）は、AZF1、AZF2、

AZF3、ZAT10が、2 個のEP1Sの配列を連結したEP2配列に特異的に結合することを

示した。これらのタンパク質とEP2の結合には、2 個のA（G/C）T配列が重要であるこ

とが示唆された。さらに、AZFsとZAT10は、EP2との結合を介して転写抑制因子として

機能することが示された。これらの知見から、STZファミリータンパク質は、シロイヌナ

ズナのゲノム中のA（G/C）Tをコア配列とするシス因子に結合して、特定の遺伝子の発

現を負に制御すると考えられる。しかし、STZファミリーに属する転写因子の直接の標

的遺伝子は解明されていない。 



 38 

III-2. 目的 

本章では、AZF1とAZF2の標的遺伝子を同定することでAZF1とAZF2の機能を解

明することを目的とした。前章から得られた知見に基づいて、AZF1とAZF2の機能の重

複に注目して研究を進めた。AZF1とAZF2タンパク質の植物組織での蓄積部位を観察

した。また、AZF1やAZF2の機能獲得型植物の表現型を解析した。機能獲得型植物を

用いた遺伝子発現解析の結果から、AZF1やAZF2の標的候補遺伝子を探索した。さ

らに、標的候補遺伝子のプロモーター領域とAZF1およびAZF2の相互作用を解析した。

またAZF1とAZF2の生理的機能の解明を目指して、二重変異体azf1 azf2の表現型を

解析した。 

III-3. 材料と方法 

III-3-1. 植物材料と生育条件 

実験には、野生型株としてシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 

Ecotype Columbia）を用いた。生育条件は、第II章に示した方法に従った。 

III-3-2. 植物形質転換用ベクター 

植物内におけるGFPの発現には、pGK-El2-35SΩ-CsGFPを用いた（Qin et al., 

2008）。乾燥や塩ストレス誘導性のプロモーターを用いた形質転換植物の作出には、

pBIRD29AAP-Notを用いた（Kasuga et al., 1999）。このベクターは、バイナリーベクタ

ーpBI121に、シロイヌナズナのRD29Aのプロモーター配列と、マルチクローニング部

位、およびNos-T配列を導入したものである。 

III-3-3. 組換えDNAの作製 

表 2に示したプライマーを用いて、シロイヌナズナのゲノム DNAを鋳型として PCR

反応を行い、各遺伝子のプロモーター断片、およびCDS断片を増幅した。PCRの反応

条件は、第 II章に示した条件に従った。本章で用いたプラスミドの構築、およびDNA断
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片の由来は、以下に示す通りである。AZFは AZF1および AZF2を意味する。 

pGK-AZFpro:AZF-sGFP 

pGK-El2-35SΩ-CsGFP を KpnI と SmaI で処理して得られた部位に、第 II章で調

製 し た AZF1 お よ び AZF2 の プ ロ モ ー タ ー 断 片 を 挿 入 す る こ と で 、

pGK-AZF1pro:sGFP と pGK-AZF2pro:sGFP を 得 た 。 プ ラ イ マ ー 対 と し て

AZF1p-GFP-FWと RV、および AZF2p-GFP-FWと RVを用いて、ゲノム DNAを鋳型

として PCR反応を行うことで、AZF1 と AZF2の CDS断片を増幅した。得られた CDS

断片を SmaIと BamHIで処理して、pGK-AZF1pro:sGFPの同じ部位にそれぞれ挿入

することで、pGK-AZF1pro:AZF1-sGFP と pGK-AZF2pro:AZF2-sGFPを得た。 

pBI-RD29Apro:AZF 

プライマー対としてAZF1-R29-FWとRV、および AZF2は AZF2-R29-FWとRVを

用いて、ゲノムDNAを鋳型として PCR反応を行うことで、AZF1と AZF2のCDS断片

を増幅した。得られた PCR断片を XbaI と SmaIで処理して、pBIRD29AAP-Notの同

じ部位にそれぞれ挿入することで、pBI-RD29Apro:AZF1とpBI-RD29Apro:AZF1を得

た。同様の操作を行うことで、pBI-RD29Apro:AZF2を得た。 

pGK-AZFpro:AZF 

プライマー対としてAZF1-FWとRV、およびAZF2-FWとRVを用いて、ゲノムDNA

を鋳型としてPCR反応を行うことで、AZF1とAZF2のCDS断片を増幅した。得られた

PCR 断片を BamHI と EcoRV で処理して、 pGK-AZF1pro:sGFP、ならびに

pGK-AZF1pro:sGFP の同じ部位にそれぞれ挿入することで、pGK-AZF1pro:AZF1 と

pGK-AZF2pro:AZF2を得た。 

pMAL-AZFb 

プライマー対として AZF1b-FW と RV、および AZF2b-FW と RV を用いて、ゲノム

DNAを鋳型として PCR反応を行うことで、AZF1 と AZF2の CDS断片を増幅した。得

られた PCR断片を BamHIと XbaIで処理して、pMAL-c2xベクターの同じ部位にそれ

ぞれ挿入することで、pMAL-AZF1b と pMAL-AZF2bを得た。 
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pSK-SAUR20-Gおよび pSK-SAUR63-G 

Gは G1、G2、G3、G4 を意味する。プライマー対として SAUR20-G-FW と RV、お

よびSAUR63-G-FWとRVを用いて、ゲノムDNAを鋳型としてPCR反応を行うことで、

各遺伝子のプロモーター領域の断片をそれぞれ増幅した。得られた PCR 断片を

pBluscriptIISK+ の EcoRV 部 位 に 挿 入 し て 、 pSK-SAUR20-G 、 お よ び

pSK-SAUR63-Gを得た。 

III-3-4. 形質転換シロイヌナズナの作出 

シロイヌナズナの形質転換体の作出は、第II章に示した方法に従って行った。 

III-3-5. GFP蛍光による組織特異的局在の解析 

III-3-5-1. 共焦点顕微鏡による蛍光の検出 

共焦点顕微鏡による蛍光の検出は、第II章に示した方法に従って行った。 

III-3-5-2. GFPの蛍光検出に用いた植物の調製 

GFPの検出には、GMK寒天培地で2週間生育させた形質転換植物を用いた。寒天
培地から引き抜いた植物体の根を、MS 液体培地［4.7 g/l ムラシゲ・スクーグ培地用
混合塩類、112 µg/l B5ビタミン、2.0 g/l MES］中でプレパラートに封入した。プレパラ
ートに封入した根の GFP 蛍光を経時的に観察した。植物体の塩ストレスや ABA 処理
には、150 mM 塩化ナトリウムおよび 100 µM ABAを含む MS液体培地を用いた。 
地上部におけるGFP蛍光の観察では、寒天培地から引き抜いた植物体の根を 150 

mM 塩化ナトリウム、および 100 µM ABAを含むMS液体培地に浸した。植物体の本
葉を経時的にサンプリングして、葉における GFP 蛍光を観察した。無処理区として、
MS液体培地で処理した植物の GFP蛍光を経時的に観察した。 
植物体における核染色は、GMK 寒天培地上で 2 週間生育した植物体の根を核染
色液［4 µg/ml DAPI（SIGMA）、0.25xPBS、0.2% メタノール］に 15 分間浸すことで行
った。 

III-3-6. RNAゲルブロット解析用の植物の調製 

植物体の塩ストレス処理では、GM および GMK 寒天培地上で 2 週間育てた植物
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体を用いた。植物体を 24 時間水処理した後、200 mM 塩化ナトリウム水溶液で 5 時

間処理した。塩処理後の植物体を液体窒素で凍結して検体とした。検体には、約 100 

mg 分の植物を用いた。植物体を 29 時間水処理することで無処理区を得た。 

III-3-7. RNAの調製 

RNAの調製は、第 II章に示した方法に従って行った。 

III-3-8. RNAゲルブロット解析 

RNAゲルブロット解析は、第II章に示した方法に従って行った。 

III-3-9. 形質転換植物を用いた表現型の解析 

III-3-9-1. 表現型の解析に用いた形質転換植物 

GVG転写誘導系および RD29Aプロモーターの制御下で AZF1や AZF2を発現誘
導した形質転換植物の表現型解析には、T2植物を使用した。 

AZF1pro:AZF1および AZF2pro:AZF2 を導入した形質転換シロイヌナズナの表現

型の解析には、T3ホモ導入型の植物を用いた。自家受粉により得られる T2種子の形

質転換出現比率がメンデルの法則に従うことに準拠して、以下の手順で T3 ホモ系統

株を選抜した。 

1.  T2種子をGMK寒天培地上で薬剤選抜して、カナマイシン耐性または感受性を示す

個体が 3 : 1の割合で生じるラインを選抜した。 

2. 上記 1 で選抜した T2 ラインの植物を自家受粉させて T3 種子を得た。得られた T3

種子を GMK 寒天培地上で薬剤選抜して、すべての個体がカナマイシン耐性を示す

ことを確認した。 

選抜した T3 ホモ系統株の種子を GMK 寒天培地に播種して、2 週間生育させた。
培地から引き抜いた植物を、24 時間水処理した後、200 mM 塩化ナトリウム水溶液
で5 時間処理した。得られた検体からRNAを抽出して、RNAブロット解析を行うことで
AZF1 と AZF2の発現量を確認した。 
ベクター（pGR0029 および pBI121）のみを導入した対照には、ホモ系統株を用い

た。 
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III-3-9-2. 形質転換植物の成長の観察 

pTA7002:(AZF1/AZF2)を導入した形質転換植物 

形質転換植物（T2）とベクター（pTA7002）のみを導入した対照の種子を 1 µM DEX

を含む GMH寒天培地に播種して、2 週間生育させた。DEXを含まない GMH寒天培

地で生育させた植物を無処理区とした。 

形質転換植物（T2）の種子を GMH寒天培地に播種して、2 週間生育させた。植物

体を 10 µM DEXを含むMS寒天培地（スクロースを添加していない GM寒天培地）に

移して、さらに 1 週間生育させた。DEX 処理後の植物体を、培養土を入れたポットに

移植して、さらに 3 週間生育させた。播種後 6 週齢の植物体を土から引き抜いて、地

上部の長さを測定した。対照のため、ベクター（pTA7002）のみを導入した植物を用い

て同様の操作を行った。DEXを含まないMS寒天培地を用いて同様に生育させた植物

体を無処理区とした。 

RD29Apro:（AZF1/AZF2）を導入した形質転換植物 

形質転換植物（T2）の種子を GMK 寒天培地に播種して 2 週間生育させた後、植

物体の形態を観察した。対照のため、ベクター（pBI121）のみを導入した植物を用いて

同様の操作を行った。 

AZF2pro:AZF2を導入した形質転換植物 

形質転換植物（T3）の種子を GM 寒天培地に播種して、2 週間生育させた。7 個

体を新規な GM 寒天培地に移して、さらに 1 週間生育させた。播種後 3 週齢の植物

体の形態を観察して、葉柄の長さを測定した。これらの植物体を、培養土を入れたポッ

トに移植して、さらに 3 週間生育させた。播種後 6 週齢の植物体を土から引き抜いて、

各個体の地上部の長さを測定した。対照のため、ベクター（pGreen0029）のみを導入

した植物を用いて同様の操作を行った。 

III-3-9-3. 形質転換植物を用いた塩ストレス感受性の評価 

pTA7002:(AZF1/AZF2)を導入した形質転換植物では、形質転換体（T2）と対照

（pTA7002）の種子を GMH 寒天培地に播種して、本葉の第 2 葉が展開するまで 10 
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日程度生育させた。20 個の植物体を寒天培地から引き抜いて、1 µM DEX と 175 

mM 塩化ナトリウムを含む0.5xMS寒天培地に移した。形質転換体と対照の塩感受性

に差が確認されるまで7 日程度生育させた。塩化ナトリウムを含まない0.5xMS（1 µM 

DEX）寒天培地に移して生育させた植物を無処理区とした。 

AZF2pro:AZF2 を導入した形質転換植物では、形質転換体（T3 ）と対照

（pGreen0029）の種子をGM寒天培地に播種した。RD29Apro:(AZF1/AZF2)を導入し

た形質転換植物では、形質転換体（T2）と対照（pBI121）の種子をGMK寒天培地に播

種した。植物体は、本葉の第 2 葉が展開するまで 10 日程度生育させた。20 個の植

物体を寒天培地から引き抜いて、175 mM 塩化ナトリウムを含む 0.5xMS寒天培地に

移した。形質転換体と対照の塩感受性に差が確認されるまで 10 日程度生育させた。

塩化ナトリウムを含まない 0.5xMS 寒天培地に移して生育させた植物を無処理区とし

た。 

0.5xMS寒天培地は、2.35 g/l ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類、56 µg/l B5ビタ

ミン、1.0 g/l MES、8.0 g/l Bacto Agar（Becton Dekinson and company）を混合した

水溶液に水酸化カリウムを加えて、pH 5.7 に調整した。 

本研究では、すべての形質転換体において、常に独立した 3 ラインを塩感受性試

験に用いた。また、各形質転換体の塩感受性試験は、3 回以上行った。植物の塩感

受性においては、塩ストレス下で頂芽が白くなった個体を枯死した個体として判断した。

各形質転換体と対照において、塩ストレス下で頂芽が白くなっていない個体の数から、

それぞれの植物の生存率の平均値と標準偏差を算出した。形質転換体と対照の生存

率の差を Studentʼs t-testで検定して、形質転換体の塩感受性を評価した。 

III-3-10. マイクロアレイ解析 

AZF2pro:AZF2 を導入した形質転換体（T3）と対照（pGR0029）の種子を GM寒天

培地に播種した。III-3-6 と同様の操作をして、マイクロアレイ解析用の検体を調製した。

マイクロアレイ解析は、第 II章に示した方法に従って行った。 

III-3-11. RT-PCR法による解析 
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III-3-11-1. RT-PCR法による解析に用いた植物の調製 

形質転換植物の T3種子をGM寒天培地に播種して 2 週間生育させた。植物体を

24 時間水処理した後、200 mM 塩化ナトリウム水溶液で 5 時間処理した。植物体を

液体窒素で凍結して検体とした。検体には、約 100 mg 分の植物を用いた。植物体を

29 時間水処理することで無処理区を得た。 

III-3-11-2. cDNAの調製 

SuperscriptIII Reverse Transcriptase（Invitrogen）を用いて、全 RNAから cDNA

を調製した。反応液の組成は、0.5 µg RNA、1×First Strand Buffer、5 mM DTT、0.5 

mM dNTP 混合液、37.5 ng random primers（Invitrogen）、50 unit SuperscriptIII 

Reverse Transcriptase/総量5 μlとした。反応条件は、25 ºCで5 分間、50 ºCで1 時

間、70 ºCで 15 分間とした。 

III-3-11-3. 定量RT-PCR法 

定量的RT-PCR法には、SYBR Green Ex Taq（TaKaRa）を用いた。サーマルサイ

クラー装置は、7500 Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems）を用いた。

反応液の組成は、1 µg cDNA、0.2 μM プライマー、1xROX Reference Dye II、

1×SYBR Premix Ex Taq/総量 10 µl とした。反応条件は、95 ºCで 10 秒間、（95 ºC

で 5 秒間、60 ºCで 35 秒間）を 40 回、95 ºCで 15 秒間、60 ºCで 1 分間、95 ºC

で 15 秒間とした。表 2に示したプライマーを用いて PCR反応を行った。また、各検体

における 18S rRNA由来の PCR産物の測定値を内部標準として用いた。すべての反

応は、連続して 3 回行っており、それらの値の平均値と標準偏差を解析に用いた。 

III-3-11-4. RT-PCR法 

表 2 に示したプライマーを用いて、cDNA を鋳型として PCR反応を行った。反応液

の組成は、1 µg cDNA、1x緩衝液、0.1 µM プライマー、0.2 mM dNTP混合液、0.25 

unit Ex Taq polymerase (TaKaRa)/総量 12 µl とした。反応条件は、94 ºCで 4 分間、
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(94 ºCで 10 秒間、55 ºCで 15 秒間、72 ºCで 1 分間/1 k塩基)を 35 回、72 ºCで

5 分間とした。 

III-3-12. 組換えタンパク質の発現および精製 

AZF1 と AZF2の CDS断片、270–579塩基と 288–573塩基の領域を、それぞれ

マルトース結合タンパク質（MBP）との融合タンパク質発現用のベクターに導入した

（III-3-3）。pMAL-AZF1bおよびpMAL-AZF2bを大腸菌BL21（DE3）に導入した。形質

転換した菌体を 330 ml Rich broth液体培地（10 g/l Bacto Trypton、5 g/l Bacto Yeast 

Extract、5 g/l 塩化ナトリウム、2 g/l グルコース）に植菌して、30 ºC で培養した。

OD600が 0.4–0.6になった時点で、終濃度が 0.3 mMになるように IPTGを加えた。さ

らに30 ºCで3 時間培養して、大腸菌内でタンパク質の発現を誘導した。4 ºC、4000 g

で 15 分間遠心して集菌した。得られたペレットを氷冷した 20 ml カラム緩衝液［20 

mM Tris-HCl（pH 8.0、和光純薬工業）、10 µM ZnSO4（和光純薬工業）、1 µM DTT、

0.02% Tween20］に懸濁した。懸濁液を凍結融解した後、超音波破砕して菌体を溶菌

させた。4 ºC、9000 gで 30 分間遠心して、上清（可溶描分）を分取した。上清をアミロ

ースレジン（NEW ENGLAND BioLabs）と混合した後、レジンをカラム緩衝液で洗浄し

た。レジンに溶出緩衝液［20 mM Tris-HCl（pH 8.0）、10 µM ZnSO4、1 µM DTT、

0.02% Tween20、10 mM マルトース（和光純薬工業）］を加えて、融合タンパク質を溶

出させた。精製したタンパク質を SDS-PAGE により展開した後、クマシー染色により確

認した。 

 

III-3-13. ゲルシフト法 

SAUR20および SAUR63の翻訳開始点から上流 1030 塩基を、それぞれ 4 分割

した DNA断片［G1（-1030から-751）、G2（-780から-501）、G3（-530から-251）、G4

（-280から-1）塩基］をプローブDNAとして用いた。III-3-3で調製した pSK-SAUR20-G

および pSK-SAUR63-G を HindIII または XhoI で処理して、DNA 断片を切り出した。
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得られた断片を精製してプローブ DNA として用いた。プローブ DNA断片の RI標識に

は、Klenow Fragment（TaKaRa）を用いた。標識反応液の組成は、100 ng プローブ

DNA 断片、1xKlenow 緩衝液、25 mM dATP/dGTP/dTTP、2 µl [α-32P ] dCTP、4 

units Klenow Fragment/総量 20 µlとした。反応液を 37 ºCで 30 分間静置した。反応

液をスピンカラム illusta MicroSpin S-200 HR columns（GEヘルスケア）に通して、RI

標識した DNA 断片を精製した。MBP-AZFb タンパク質と標識プローブの結合反応液

の組成は、10–200 ng MBP-AZFb タンパク質、20,000 dpm プローブ DNA、結合緩

衝液［25 mM HEPES-KOH（pH 7.6）、40 mM KCl、1 mM DTT、0.01 mM ZnCl2］、

10% グリセロール、1 µg poly（dI-dC）、1% BSA/総量 25 µlとした。結合反応は、室温

で 20 分間行った。競合反応では、標識プローブに対して約 10、30、100 倍量の非標

識プローブを加えた。結合反応液を、0.5xTBE［5.4 g/l Tris、2.75 g/l ホウ酸、1 mM 

EDTA（pH 8.0）］中で、6% ポリアクリルアミドゲルを用いて 150 Vで 90 分間泳動した。

ポリアクリルアミドゲルをハイブリバッグ内に封入して、ImagePlate に密着させて数日

間露出した。記録された標識 DNA プローブのシグナルをフルオロ・イメージアナライザ

ーFLA-7000で検出した。 

III-3-14. 分子系統解析 

SAURに関する報告を参考にして（Paponov et al., 2008）、PhytozomeやSALAD 

DATABASEから、シロイヌナズナの SAUR タンパク質を 66 個抽出した。SAURのア

ミノ酸配列をアライメントして、相同性の高い領域を用いて分子系統樹を作成した。分

子系統樹の作成は、第 II章に示した方法に従って行った。 

III-3-15. T-DNA挿入変異植物 

III-3-15-1. T-DNA挿入変異植物体の単離 

各遺伝子の T-DNA挿入変異植物体を Arabidopsis Biological Resource Center

（ABRC）から入手した（Sessions et al., 2002、Alonso et al., 2003）。播種後 2 週間

生育させた植物体からロゼット葉を 1 枚切り取り、その葉を凍結粉砕した。葉の粉砕
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物に 50 µl DNA抽出液［400 mM塩化ナトリウム、5 mM EDTA、20 mM Tris-HCl（pH 

8.0）、0.3% SDS（SGMA）、200 µg/ml Protease K］を加えて、55 ºCで 2 時間静置し

た。得られたゲノム DNA の抽出液を PCR反応の鋳型に用いた。表 2 に示したプライ

マーを用いて、ゲノム DNA を鋳型に PCR反応を行い、T-DNA の挿入された個体（ヘ

テロ接合体）を単離した。反応液の組成は、0.5 µl ゲノム DNA 抽出液、1xAmpdirect 

Plus（島津製作所）、0.25 µM プライマー、0.25 unit Ex Taq polymerase/総量 10 µl と

した。反応条件は、95 ºCで 5 分間、（95 ºCで 20 秒間、55 ºCで 20 秒間、72 ºCで

1 分間/1 k塩基）を 35 回、72 ºCで 1 分間とした。 

ヘテロ接合体を自家受粉させて得られた種子を GM 寒天培地に播種して、上記の

PCR法によりホモ接合体 azf1、azf2を選抜した。 

III-3-15-2. 二重変異体（azf1 azf2）の作出 

III-3-15-1 で単離した単一変異体をそれぞれ人工的に交配して、多重変異体を作

出した。交配する変異体を培養土を入れたポットでそれぞれ生育させた。雌親として用

いる個体の花序から、開花直前の花を選び、その蕾から、がく片、花弁、雄しべを順に

ピンセットで取り除いた。花粉親として用いる個体から開花中の花を選び、がく片と花

弁を取り除いた。取り出した雄しべの葯の裂開面を、先に用意した雌しべの柱頭に接

触させて、雌親の個体を受粉させた。成熟した鞘より回収した種子を GM 寒天培地で

栽培した。ここで得られた植物体がヘテロ接合体であることを PCR法で確認した。ヘテ

ロ接合体の自家受粉により得られた種子を栽培して、PCR 法によりホモ接合体を選抜

した。選抜したホモ変異体 azf1 azf2から次世代の種子を採取して、それらの種子を実

験に用いた。 

III-3-15-3. 変異植物の表現型の解析 

変異体と野生型株の植物を III-3-9-2で示した AZF2:proAZF2を導入した植物と同

様に生育させた。変異体と野生型株において 6 週齢の植物体の地上部の長さを測定

した。変異体と野生型株の塩ストレス処理は、GM 寒天培地を用いて III-3-6 と同様に
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行った。 

III-4 結果 

III-4-1. AZF1および AZF2の植物体における発現部位の解析 

AZF1や AZF2のプロモーターの制御下で、AZF1-sGFPおよび AZF2-sGFP融合

遺伝子をそれぞれ発現した形質転換植物を作出した（図 8A）。この形質転換植物体に

おけるGFP蛍光を観察した。AZF1-sGFPおよびAZF2-sGFPの蛍光は、主に根の成

熟領域の表皮細胞において観察されたが、分裂領域や伸長領域では検出されなかっ

た（図 8B、C）。一方、ABA 処理下では、AZF2-sGFP の蛍光が根端で観察された（図

8B）。AZF2-sGFPの蛍光は、塩ストレスや ABAで処理した植物の葉で観察された（図

8D）。AZF2-sGFP は、塩ストレス下では葉の表皮と孔辺細胞で、ABA 処理下では孔

辺細胞で特異的に蓄積することが示された（図 8D）。AZF1-sGFP の蓄積は、塩ストレ

スや ABA処理で誘導されなかった。また、AZF2-sGFPのGFP蛍光と DAPIによる核

の染色を観察して、AZF2-sGFP が細胞内の核に局在していることを確認した（図

8E）。 

III-4-2.  GVG転写誘導系の制御下で AZF1および AZF2を過剰発現した植物の表現
型の解析 

GVG 転写誘導系で AZF1 および AZF2 を発現誘導した形質転換植物

（pTA7002:AZF1/AZF2）を用いて、AZF1や AZF2の一過的な過剰発現が、植物に与

える影響を解析した。解析には、DEX処理下で AZF1や AZF2の強い誘導を示したラ

イン（pTA7002:AZF1-a、b、c および AZF2-a、b、c）を用いた（図 6B、C）。はじめに、

GVG転写誘導系の制御下で AZF1や AZF2を過剰発現した植物の成長を観察した。

pTA7002:AZF1 と pTA7002:AZF2の T2種子を、1 µM DEXを含む GM寒天培地上

に播種して、2 週間生育させた。pTA7002:AZF1と pTA7002:AZF2の植物は、顕著に

矮化して、葉柄の湾曲を示した（図9A）。また、GMH寒天培地上で播種後3 週間生育
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させた対照、pTA7002:AZF1、pTA7002:AZF2の植物体を、10 µM DEX水溶液で 24 

時間処理した。DEX 処理した植物体を培養土に移してさらに 3 週間生育させたところ、

AZF1や AZF2の過剰発現体は、対照に比べて顕著な成長遅延を示した（図 9B、C）。

一方、無処理区では、pTA7002:AZF1、pTA7002:AZF2 植物および対照は同様の生

育を示した。 

III-4-3.  GVG転写誘導系の制御下で AZF1および AZF2を過剰発現した植物の塩ス
トレス感受性の評価 

DEX処理下の pTA7002:AZF1および pTA7002:AZF2植物の塩ストレス耐性を評

価するために、4 種類の培地（1 µM DEX と 0 mM NaCl）、（1 µM DEX と 175 mM 

NaCl）、（0 µM DEXと0 mM NaCl）、（0 µM DEXと175 mM NaCl）を作製した（図10A、

C）。pTA7002:AZF1および pTA7002:AZF2の植物体は、培地（1 µM DEXと 175 mM 

NaCl）の条件下で、塩ストレスに対して高感受性を示した（図 10A-D）。これらの形質転

換植物は、DEXを含まない培地では、対照と同様の塩ストレス感受性を示した。一方、

培地（1 µM DEX と 0 mM NaCl）の条件下では、pTA7002:AZF1-c、AZF2-a、AZF2-c

のラインで、頂芽が白くなり枯死する個体が確認された。 

III-4-4.  RD29Aプロモーターの制御下で AZF1および AZF2を発現した植物の塩スト
レス感受性の評価 

ストレス誘導性のRD29Aプロモーターを用いて、AZF1やAZF2を発現した形質転

換植物（RD29Apro:AZF1/AZF2）を作出した（図 11A、E）。RD29Apro:AZF1/AZF2 と

対照において、AZF1や AZF2の塩ストレス誘導性を比較解析した。これらの形質転換

植物では、解析に用いた 16 ラインのうち、それぞれ 8 ラインで導入遺伝子の強い誘

導が確認された。得られた 8 ラインから 3 ライン（RD29Apro:AZF1-a、b、c および

RD29Apro:AZF2-a 、 b 、 c ） を選び、表現型の解析に用いた（図 11B 、 F ） 。

RD29Apro:AZF1/AZF2 の植物体は、対照に比べて強い塩ストレス感受性を示した

（図 11C、D、G、H）。無処理区では、形質転換植物と対照の生育に差は見られなかっ

た。また、RD29Apro:AZF1/AZF2 植物を用いて乾燥耐性試験を行ったところ、形質転
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換植物は、対照と同様の感受性を示した（資料未記載）。 

III-4-5.  AZF2 プロモーターの制御下で AZF2 を発現した植物の塩ストレス感受性  
の評価 

AZF1 や AZF2 のプロモーター領域により AZF1 および AZF2 を発現した植物

（AZFpro:AZF1/AZF2）を作出した（図 12A）。各遺伝子の形質転換植物において、乾

燥や塩ストレス下における導入遺伝子の発現量を比較解析した。AZF2pro:AZF2植物

では、24 ラインのうち、6 ラインは対照に比べて強いAZF2の塩ストレス誘導性を示し

た。一方、AZF1pro:AZF1植物では、対照に比べて導入遺伝子の発現量が多いライン

は得られなかった（資料未記載）。得られた 6 ラインの AZF2pro:AZF2植物（T2世代）

からT3ホモ導入型のラインを作製した。これらのT3ラインの中から、塩ストレス下で対

照に比べて顕著に強い AZF2の誘導を示す 3 ライン（AZF2pro:AZF2-a、b、c）を選抜

して、種々の解析に用いた（図 12B）。これら T3ホモ導入型の AZF2pro:AZF2植物は、

対照に比べて顕著に強い塩ストレス感受性を示した（図 12C、D）。 

III-4-6.  RD29AやAZF2プロモーターの制御下でAZF1およびAZF2を発現した植物
の成長の観察 

RD29Apro:AZF1/AZF2 の植物体は、GMK 寒天培地上で対照と同様に成長した

（図 13A）。AZF2pro:AZF2 植物は、GM 寒天培地、および培養土において、対照と同

様に成長した（図 13B-E）。 

III-4-7. AZF1および AZF2を過剰発現した植物の遺伝子発現パターンの解析 

塩ストレス下の AZF2pro:AZF2植物と対照の遺伝子発現パターンをマイクロアレイ

解析により比較解析した。200 mM 塩化ナトリウム水溶液で 5 時間処理した

AZF2pro:AZF2 植物では、対照に比べて 89 個の遺伝子の発現量が、2 倍以上に減

少していた（表 3）。これに対して、発現量が 2 倍以上に増加した遺伝子は、AZF2を除

いて 27 個であった（表 4）。これら 89 個の遺伝子には、野生型株において ABA処理

や塩ストレスで発現量が減少する遺伝子が、31 および 27 個含まれていた（Fujita et 
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al., 2009）。また、これら 89 個の遺伝子には、DEX処理下の pTA7002:AZF1または

pTA7002:AZF2植物で発現量が減少した遺伝子が、それぞれ24 個含まれていた。そ

れら 24 個の遺伝子のうち、18 個は共通の遺伝子であった（表 3）。AZF1や AZF2の

過剰発現体で、対照と比較して mRNA の蓄積量が減少した遺伝子群の各種ストレス

お よ び 植 物 ホ ル モ ン 応 答 性 を 発 現 デ ー タ ベ ー ス ： Genevestigator

（https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp）を用いて解析した。AZF2pro:AZF2

の 植 物 で は 、 発 現 量 が 減 少 し た 89 個 の 遺 伝 子 を 解 析 に 用 い た 。

pTA7002:AZF1/AZF2 の植物では、発現量の減少割合が大きい上位 100 個の遺伝

子を解析に用いた。AZF1 や AZF2 の過剰発現体で発現量が減少した遺伝子群は、

ABA、乾燥、浸透圧ストレス処理で発現量が減少する傾向を示した（図 14A）。また、こ

れらの遺伝子群には、オーキシン誘導性の遺伝子が含まれていた。同様にして、

AZF1やAZF2の過剰発現体において発現量が増加した遺伝子群の環境ストレス応答

性を解析した（図 14B）。AZF1や AZF2の過剰発現により発現量が増加した遺伝子群

には、共通したストレス応答性が見られなかった。また、無処理（水処理）の

AZF2pro:AZF2 植物で対照に比べて発現量が減少した遺伝子群は、共通したストレス

応答性を示さなかった（資料未記載）。 

AZF1 や AZF2 の過剰発現体で発現量が減少した遺伝子群の機能を分類した。遺

伝子の機能は、The Arabidopsis Information Resource Gene Ontology annotation 

search tool （ http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp ） と Pfam batch 

sequence search tool（http://pfam.janelia.org/search#tabview=tab1）から得られた

情報を参考にして分類した。AZF2pro:AZF2 の植物では、発現量が減少した 89 個す

べての遺伝子の機能を分類した（図 14C）。pTA7002:AZF1/AZF2 の植物では、発現

量の減少量が大きい上位 100 個の遺伝子の機能を分類した（図 14D、E）。AZF1 や

AZF2 の過剰発現体で発現量が減少した遺伝子群には、主に、mRNA の転写や糖代

謝、脂質代謝、二次代謝等に関与する遺伝子が含まれていた。 

III-4-8. AZF1および AZF2の下流遺伝子の発現解析 
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AZF1および AZF2の過剰発現体で共通に発現量が減少した遺伝子には、多数の

SAUR遺伝子が含まれていた（表3）。表3に含まれるSAURの中から、SAUR16、-20、

-21、-26、-63 を AZF1 と AZF2 の下流遺伝子として選択した。塩ストレス下の

AZF2pro:AZF2 の植物と、対照におけるこれら 5 個の SAUR の mRNA の蓄積量を

定量 RT-PCR 法で解析した（図 15）。AZF2 を高発現した形質転換植物では、対照に

比べて、解析に用いた全ての SAURの発現が顕著に減少していた。 

III-4-9. AZF1および AZF2 とゲノム DNAの相互作用の解析 

AZF1やAZF2のタンパク質断片として、DNAとの結合に必須な zinc-fingerモチー

フを含む AZF1b（90-193 a.a.）および AZF2b（96-191 a.a.）を用いた（図 16A、C）。

DNA との結合反応には、AZF1b および AZF2b と MBP の融合タンパク質

（MBP-AZF1b/AZF2b）を用いた。融合タンパク質MBP-AZF1b/AZF2b と SAUR63の

プローブ G4（-280から-1塩基）と SAUR20のプローブ G2（-780から-501塩基）を用

いてゲルシフト解析を行った。MBP-AZF1bと RI標識した各 DNAプローブの混合液を

泳動した結果、単体の標識化プローブと比較して移動度の異なるバンドが検出された

（図 16B）。MBP-AZF2b と各標識化プローブの混合液も移動度の異なるバンドを示し

た（図 16D）。一方、MBP とこれらの標識化プローブの混合液では、バンドの移動度の

変化は検出されなかった。また、非標識のプローブ（SAUR63-G4、SAUR20-G2）を用

いて競合実験を行った。MBP-AZF1b/AZF2bと標識化プローブの混合液で検出された

移動度の異なるバンドは、過剰量の競合プローブの添加により消失した。 

III-4-10.  SAUR ファミリーの分子系統解析 

分子系統解析の結果から、SAUR ファミリーは、大きく 3 個のクラスに分類された

（図 17）。塩ストレス下の AZF2pro:AZF2、および DEX 処理下の pTA7002:AZF2、

pTA7002:AZF1 の植物体で発現量が減少した SAUR に、それぞれ赤、緑、黄色の印

を付けた。AZF1や AZF2の過剰発現体で発現量が減少した SAURは 27 個あり、フ

ァミリー全体の約 4 割に相当した。さらに、それら 27 個の遺伝子のうち 25 個がクラ
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ス I と II に属していた。クラス III は、最も多くの遺伝子から構成されるが、その中で

AZF1や AFF2により発現の制御を受ける SAURは 2 個であった。 

III-4-11.  SAUR ファミリー遺伝子の発現パターンの解析 

シロイヌナズナの根と地上部における SAUR ファミリー遺伝子の発現パターンを、

eFP browser（http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi）を用いて解析し

た（図 18A）。クラス Iと IIの SAURの発現量は、根に比べて地上部で相対的に多い傾

向を示した。クラス III に属する SAUR の発現量は、地上部に比べて根で多かった。ま

た、Genevestigatorを用いて SAURの各種ストレスに対する発現パターンを比較解析

した。その結果、クラス I と II に属する SAURの発現は、オーキシンで誘導され、ABA

処理や浸透圧ストレスで抑制されることが示された（図 18B）。一方、クラス IIIに属する

SAUR は、オーキシンや浸透圧ストレスに対して特徴的な発現応答を示さないことが

示唆された。 

III-4-12.  AZF1 と AZF2の機能欠損変異体の解析 

AZF1および AZF2の T-DNA挿入変異植物体を ABRCからそれぞれ 1 アリルず

つ入手した（図 19A）。変異体 azf1、azf2、azf1 azf2において、AZF1および AZF2の

発現が抑制されていることを RT-PCR 法により確認した（図 19B）。これらの単一変異

体と二重変異体は、GM 寒天培地や培養土において、野生型株と同様の成長および

発達を示した（図 19C、D）。 

無処理および塩ストレス下の変異体と野生型株において、SAUR63 と SAUR16の

mRNAの蓄積量を定量RT-PCR法により解析した。二重変異体 azf1 azf2では、対照

や単一変異体 azf1、azf2に比べて、塩ストレスによる SAUR63 と SAUR16の発現量

の低下が顕著に小さくなっていた。（図 19E）。 

azf1、azf2、azf1 azf2 の各種ストレスへの感受性を評価した。これらの変異体を、

III-4-5のAZF2pro:AZF2植物と同様に塩ストレス下で生育させた結果、azf1 azf2では

野生型株と比べて頂芽の白化が遅く、根の伸長が持続した。一方、これらの表現型は
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個体間でのばらつきが大きく、統計的に有意な差を出すことができなかった。乾燥、高

塩、浸透圧、低温、高温、酸化ストレス、カリウム欠乏、リン欠乏など種々のストレス下

における変異体と野生型株の感受性を観察したが、顕著な差は見られなかった（資料

未記載）。また、変異体 azf1 azf2は、アブシシン酸、オーキシン、サリチル酸、ジャスモ

ン酸メチル、1-N-ナフチルフタル酸アミドなどの植物ホルモンの処理下で野生型株と同

様の生育を示した（資料未記載）。 

III-5. 考察 

植物では、乾燥、塩、低温などの環境ストレスに応答して、多数の遺伝子の発現が

誘導、または抑制されることが報告されている（Hoth et al., 2002、Seki et al., 2002、

Takahashi et al., 2004）。ABAは、植物の環境ストレス応答に関わる多数の遺伝子の

発現を制御しており、植物の環境ストレス耐性の獲得において重要なホルモンである

（Finkelstein et al., 2002、Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006）。AREB1、

AREB2、ABF3 は、ABA 応答性シス因子 ABRE に結合する転写活性化因子である。

これらの転写因子は、SnRK2D、SnRK2E、SnRK2I などのタンパク質リン酸化酵素に

より ABA依存的に活性化される（Choi et al., 2000、Uno et al., 2000、Furihata et al., 

2006）。C2H2型 zinc-finger遺伝子である AZF2は、プロモーター領域に ABRE配列

（PyACGTGG/TC）を持ち、ABA により発現が顕著に誘導された（図 4）。AZF2 タンパ

ク質の蓄積は、ABA処理により根端や孔辺細胞で誘導された（図 8）。よって、AZF2 タ

ンパク質は、ABAシグナル下で植物の環境ストレス応答に関与していると考えられる。

AZF２の発現量は、SnRK2やAREBの三重変異体 srk2d srk2e srk2iや areb1 areb2 

abf3において顕著に減少することが報告されている（Fujita et al., 2009、Yoshida et 

al., 2010）。AZF2の発現は、ABA依存的な経路下では、主にAREBにより制御される

可能性が高いと考えられる。一方、AZF2 タンパク質の蓄積が、塩ストレス下で孔辺細

胞だけでなく葉の表皮で観察されたことから、AZF2 の発現は、ABA に非依存的な経

路による制御も受けると考えられた。 

AZF1 や AZF2 は、塩や浸透圧ストレスで発現が誘導され、植物のストレス応答に
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何らかの役割を担っていると考えられる。AZF1やAZF2をGVG転写誘導系の制御下

で過剰発現した植物は、矮化して成長が抑制された（図 9）。この結果は、ZAT10 や

ZAT7などC2H2型 zinc-finger遺伝子を過剰発現した植物が示す表現型と類似してお

り（Sakamoto et al., 2004、Mittler et al., 2006、Ciftci-Yilmaz et al., 2007）、AZF1 と

AZF2 が、塩や乾燥ストレス下の植物の成長制御に関与することが示唆された。乾燥

や、塩、低温ストレス下の植物では、糖代謝や光合成に関与する遺伝子群の発現量は

減少することが報告されている（Seki et al., 2002）。AZF1や AZF2の過剰発現体では、

糖代謝や脂質代謝に関係する遺伝子の発現量が減少していた（図 14C-E）。また、

GVG転写誘導系を用いて AZF1や AZF2を過剰発現した植物では、多数の光合成関

連遺伝子の発現量が減少していた（資料未記載）。これらの遺伝子の発現量の減少が、

AZF1や AZF2の過剰発現による植物の成長抑制に関係していると考えられた。 

ZAT10、ZAT12、ZAT7 は、乾燥、塩、浸透圧ストレス下の植物にストレス耐性を付

与すると考えられている（Sakamoto et., 2004、Davletova et al., 2005、Ciftci-Yilmaz 

et al., 2007）。よって、STZファミリー遺伝子である AZF1や AZF2は、植物の環境スト

レス耐性の獲得に寄与すると考えられた。しかし、AZF1や AZF2を GVG転写誘導系、

および RD29A プロモーターの制御下で高発現させた植物体は、対照に比べて塩スト

レス感受性を示した（図 10、11）。AZF2 プロモーターの制御下で AZF2 の発現量を増

加させた植物体も、塩ストレスに対して高感受性を示した（図 12）。AZF2pro:AZF2 植

物では、導入遺伝子の異所的な発現による影響は少ないと考えられ、AZF2 の機能を

反映した表現型を観察できた可能性がある。一方、GVG 転写誘導系で AZF1 および

AZF2を過剰発現した植物では、無処理区で枯死する個体が確認された（図 10）。また、

CaMV35Sプロモーターの制御下で AZF1および AZF2を発現した形質転換植物の作

出は非常に困難であり、発現量が上昇した個体を得ることはできなかった。これらの結

果から、AZF1 や AZF2 の過剰な蓄積は、細胞の正常な生理機能を阻害すると考えら

れた。 

RD29Apro:AZF1/AZF2、および AZF2pro:AZF2 植物は、乾燥ストレスや ABA 処

理下で、対照に比べて顕著な感受性を示さなかった。これらの過剰発現体の、塩、乾
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燥、ABA 処理に対する感受性を包括的に評価するためには、各処理に用いる植物の

成長段階の調整や、各処理下での導入遺伝子の発現量の比較解析など、より精緻な

実験操作が必要であると考えられる。 

AZF1と AZF2は、機能的な転写抑制ドメインである EARモチーフを持っており、転

写抑制因子として機能することが報告されている（Ohta et al., 2001、Sakamoto et al., 

2004、Kazan, 2006）。AZF1 や AZF2 の過剰発現体における遺伝子発現パターンを

解析した結果、AZF1とAZF2タンパク質は、浸透圧ストレスおよびABA処理で発現量

が減少する遺伝子群の発現を負に制御することが示唆された（図 14A、15）。一方、こ

れらの過剰発現体で発現量が増加した遺伝子群は、明確なストレス応答性を示さなか

った（図14B）。さらに、塩ストレス下のAZF2pro:AZF2植物では、発現量が増加した遺

伝子数（27 個）に比べて、発現量が減少した遺伝子数（89 個）が多かった（表 3、4）。

以上の結果は、浸透圧ストレス下における AZF1 と AZF2 の転写抑制因子としての機

能を反映していると考えられた。 

AZF1 や AZF2 の下流遺伝子には、オーキシン処理で発現が誘導される遺伝子が

含まれていた（図 14A）。塩ストレス下の AZF2pro:AZF2 植物では、IAA5、IAA29、

auxin-regulated gene involved in organ size（ARGOS）、ならびに SAURなど、多数

のオーキシン応答性遺伝子の発現が抑制されていた。IAA/Aux は、auxin response 

factor（ARF）に結合して、ARF 転写因子の働きを抑制することでオーキシンのシグナ

ル伝達経路を制御している（Guilfoyle and Hagen, 2007）。IAA5は、オーキシンやブラ

シノステロイドで誘導される遺伝子であり、植物の成長促進に関与していると考えられ

ている（Goda et al., 2002）。IAA29は、オーキシンを介した植物の伸長成長に関与し

ており、植物の日陰回避反応に寄与していると考えられている（Tao et al., 2008）。

ARGOS は、オーキシンのシグナル伝達因子として働いて、植物の細胞増殖や器官形

成に関与することが報告されている（Hu et al., 2003）。SAURは、シロイヌナズナにお

いて 70 個以上のホモログを持っており、多くの植物種に保存されている（Paponov et 

al., 2008）。SAURは、オーキシン処理したダイズの胚軸で強く誘導される RNA として

単離された（McClure and Guilfoyle, 1987）。SAURは、オーキシンによる発現誘導や、
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植物体における発現組織の解析結果から、細胞伸長に関与していると考えられている

（Gee et al., 1991、Knauss et al., 2003）。シロイヌナズナの SAUR ファミリー遺伝子

は、大きく 3 つのクラスに分類された（図 17）。クラス I と IIには、オーキシン誘導性の

SAURが多く含まれていた（図 18B、Redman et al., 2004、Nemhauser et al., 2006、

Paponov et al., 2008）。よって、AZF1および AZF2の過剰発現による植物体の成長

阻害は（図9）、SAURなどのオーキシン応答性遺伝子の発現量の減少と関係があると

考えられた。しかし、植物の成長や発達における、オーキシン応答性遺伝子の具体的

な機能は解明されていない。SAUR を含めて、オーキシン応答性遺伝子に関する今後

の解析が期待される。 

塩ストレス下の AZF2pro:AZF2植物と変異体 azf1 azf2における SAURの発現量

を解析した結果（図 15、19E）、AZF1と AZF2がクラス Iと IIに属する SAURの発現を

制御している可能性が強く示唆された。クラス Iと IIに属する SAURの植物における発

現部位、ならびに浸透圧ストレス応答性も、これらの遺伝子がAZF1とAZF2の下流遺

伝子であることを支持した（図 18）。ゲルシフト解析の結果、AZF1 および AZF2 の

zinc-fingerモチーフを含むタンパク質断片が、SAUR63 と SAUR20のプロモーター領

域に結合することが示された（図16）。塩ストレス下のAZF2pro:AZF2植物で発現量が

変化した遺伝子の中には、既知のオーキシン合成関連遺伝子や、オーキシン応答性

遺伝子の発現を制御する遺伝子は含まれていなかった。よって、SAUR63 と SAUR20

は、AZF1 と AZF2の標的遺伝子であると考えられた。 

AZF1 のストレス誘導性が弱いことから、環境ストレス下の遺伝子発現における

AZF1 の寄与は小さいと考えられた。しかし、塩ストレス下の変異体 azf1、azf2、azf1 

azf2における SAURの発現量を解析した結果（図 19E）、AZF1 と AZF2は塩ストレス

下で相補的に機能することが示唆された。よって、各種ストレスやホルモン処理下にお

ける azf1 azf2植物の表現型を解析したが、AZF1 と AZF2の機能欠損による植物の

ストレス応答への明確な影響は確認されなかった。 

azf1 azf2が明確な表現型を示さなかった理由としては、AZF1やAZF2の機能が、

STZ ファミリーおよびそれらに相同性の高い C1-2i型 zinc-finger ファミリーのタンパク
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質により相補されることが考えられた。先行研究により、AZF1 と AZF2、および ZAT10

は 2 個の A（G/C）T配列に結合することが報告されている（Sakamoto et al., 2004）。

ペチュニアの ZPT2型タンパク質と結合配列の親和性には、2 個の A（G/C）T間の配

列の塩基の数と組み合わせと、各タンパク質の zinc-fingerモチーフ間の長さが影響す

ることが指摘されている（Takatsuji, 1999、Sakamoto et al., 2004）。さらに、ZPT2型タ

ンパク質と結合配列の親和性は、A（G/C）T 間の距離に依存するが、その距離にはあ

る程度のゆとりがあることが示されている（Takatsuji, 1999）。よって、ZAT10に相同性

の高いタンパク質の DNA配列の認識には、以下に示す特徴があると考えられる。 

（1） 各 zinc-finger タンパク質は、個々に強い親和性を示す結合配列を持っている。 

（2） 各 zinc-finger タンパク質が認識するコア配列間の距離には、ある程度のゆとりが

ある。 

この場合、AZF1やAZF2の過剰発現体では、AZF1やAZF2は、各タンパク質に親和

性の高い配列を持つ遺伝子のプロモーター領域に優先的に結合して、遺伝子発現を

抑制する。その結果、AZF1 および AZF2 の機能獲得型植物は、明確な表現型を示し

たと考えられる。一方、azf1 azf2 では、AZF1 と AZF2 による転写抑制の機能は失わ

れるが、AZF1やAZF2と標的遺伝子を共有するホモログにより欠損した機能が相補さ

れる。その結果、AZF1や AZF2の機能欠損型植物では、明確な表現型が観察されな

かったと考えられる。機能欠損型の植物を用いて、植物の環境ストレス応答における

AZF1や AZF2遺伝子の機能を解析するためには、AZF1や AZF2 と標的遺伝子を共

有するホモログを探索する必要がある。zinc-finger 遺伝子の過剰発現体における遺

伝子発現解析や、ChIP シーケンス解析などを行うことで、AZF1 や AZF2 と標的遺伝

子を共有するホモログを同定することが可能であると考えられる。標的遺伝子を共有

する zinc-finger遺伝子の多重変異体を解析することで、植物の環境ストレス応答にお

ける C1-2i型 zinc-finger遺伝子のより詳細な機能解明が可能であると考えられる。 
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     表 2. 本章で使用したプライマーの一覧  
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    表 2. 続き  

   下線は制限酵素認識部位を示している。 
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図 8. AZF1、AZF2の植物体における発現部位と細胞内局在の解析  

A. 組換え DNA の模式図：AZF1 および AZF2 プロモーターの下流に AZF1-sGFP、
AZF2-sGFP遺伝子を連結した組換え DNA を作製した。 

B. 根端における AZF1/AZF2-sGFPの局在：GMK寒天培地で、播種後 2 週間生育した形質
転換シロイヌナズナの根を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。sGFP は、CaMV35S プロモー
ターの制御下で、構成的に発現した sGFP の蛍光を示す。右端は、ABA 処理した植物体の根
における AZF2-sGFP の蛍光を示す。上段から、DIC 像、GFP 蛍光像、重ね合わせ像をそれ
ぞれ示す。黒色のバーは 50 µm を示す。 

C. 根の成熟領域における AZF1/AZF2-sGFP の局在：B で用いた植物体の根の成熟領域に
おける GFPの蛍光を観察した。黒色のバーは 50 µm を示す。 
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D. 葉における AZF2-sGFP の局在：葉における GFP 蛍光の観察には、GMK 寒天培地で播
種後 2 週間生育した形質転換シロイヌナズナを用いた。上段から、無処理区（MS）、150 mM 
NaCl、100 µM ABAで処理した植物体を示す。NaClでは 30 時間、ABAでは 10 時間、植物
体を処理した。無処理区では、植物をMS培地で 30 時間処理した。孔辺細胞を白矢印で指示
した。左から、DIC像、GFP蛍光像、クロロフィルの蛍光像、重ね合わせ像をそれぞれ示す。白
色のバーは 10 µm を示す。 

E. AZF2-sGFPの細胞内局在：GMK寒天培地で播種後 2 週間生育した形質転換シロイヌナ
ズナの植物体を、核染色液（DAPI）で 15 分間処理した。処理後の植物体の根を共焦点レー
ザー顕微鏡で観察した。左から、DIC像、GFP蛍光像、DAPI蛍光像、重ね合わせ像をそれぞ
れ示す。GFP蛍光と DAPI蛍光の重なりを白矢印で指示した。黒色のバーは 50 µm を示す。 
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図 9. GVG転写誘導系の制御下で AZF1 および AZF2 を過剰発現した植物の表現型  

A. 寒天培地で生育した AZF1 および AZF2 の過剰発現体の表現型：各形質転換体における
表現型の観察には、図 6B、Cで示した T2 ライン（a、b、c）をそれぞれ用いた。形質転換シロイ
ヌナズナの T2種子を 1 µM DEX を含む GMH寒天培地（+ DEX）に播種して、2 週間生育さ
せた。無処理区では、DEX を含まない GMH 寒天培地（- DEX）を用いた。同様にして対照
（Vector）を生育させた。 

B、C. 培養土で生育した AZF1 および AZF2 の過剰発現体の表現型：形質転換シロイヌナズ
ナの T2種子を GMH寒天培地に播種して、3 週間生育させた。植物体を 10 µM DEX水溶液
で 24 時間処理した後、培養土に移してさらに 3 週間生育させた。無処理区では、水処理を行
った。同様にして対照を生育させた。 
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図 10. GVG 転写誘導系の制御下で AZF1 および AZF2 を過剰発現した植物の塩感受

性の評価  

A. AZF1の過剰発現体の高塩処理：pTA7002:AZF1の T2 ライン（a、b、c）の種子を GMH寒
天培地に播種して、10 日程度生育させた。同様にして対照（Vector）を生育させた。20 個の
植物体を、左から順に（1 µM DEX、0 mM NaCl）、（1 µM DEX、175 mM NaCl）、（0 µM DEX、
0 mM NaCl）、（0 µM DEX、175 mM NaCl）をそれぞれ含む 0.5xMS 寒天培地に移して、
pTA7002:AZF1 の植物体が対照と比較して明確な塩感受性を示すまで、7 日程度生育させ
た。 



 70 

B. AZF1の過剰発現体の塩感受性の評価：A で示した pTA7002:AZF1の植物体と対照の生
存率を示した。各処理に用いる植物体は 30 個体以上とし、3 回の独立した実験の結果をもと
に各形質転換体の生存率の平均と標準偏差を算出した。DEX 処理条件下における植物体の
生存率（上）と、DEX を含まない条件下における生存率（下）をそれぞれ示す。pTA7002:AZF1
の植物体と対照の生存率において有意差を検定した（Studentʼs test、**P < 0.01）。 

C. AZF2の過剰発現体の高塩処理：pTA7002:AZF2の T2 ライン（a、b、c）を用いて A と同様
の操作を行った。 

D. AZF2 の過剰発現体の塩感受性の評価：C で得られた結果を基に、B と同様にして
pTA7002:AZF2の植物体の塩感受性を評価した。 
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図 11.（次項に続く）  
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図 11. RD29A プロモーターの制御下で AZF1および AZF2 を発現した植物の塩感受性

の評価  

A. 組換え DNAの模式図：RD29A プロモーターの下流に AZF1遺伝子の CDSを連結した組
換え DNA を作製した。 
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B. 形質転換シロイヌナズナにおける AZF1の発現解析：Aで示した組換え DNAを導入した形
質転換シロイヌナズナを作出した。ベクター（pBI121）のみを導入した植物体を対照とした。形
質転換植物の T2 種子を GMK 寒天培地に播種して、2 週間生育させた。水処理後の植物体
を 200 mM NaClで 5 時間処理した。無処理区では、水処理を 5 時間継続した。塩処理後の
植物体から全 RNAを抽出して、20 µgの RNAに対して RNAゲルブロット解析を行った。発現
解析に用いた 16 ラインのうち、塩感受性の評価に用いた 3 ライン（a、b、c）を示した。rRNA
のエチジウムブロマイド染色像をコントロールとして示した。 

C. RD29Apro:AZF1の植物体の高塩処理：形質転換植物の T2種子をGMK寒天培地に播種
して、10 日程度生育させた。同様にして対照（Vector）を生育させた。16 個の植物体を 175 
mM NaClを含む 0.5xMS寒天培地に移して、RD29Apro:AZF1の植物体が対照と比較して明
確な塩感受性を示すまで 7 日程度生育させた。無処理区では、NaClを含まない 0.5xMS寒天
培地を用いた。 

D. RD29Apro:AZF1の植物体の塩感受性の評価：Cで示したRD29Apro:AZF1の植物体と対
照の生存率を示した。各処理に用いる植物体は 30 個体以上とし、3 回の独立した実験の結
果をもとに各形質転換体の生存率の平均と標準偏差を算出した。RD29Apro:AZF1 の植物体
と対照の生存率において有意差を検定した（Studentʼs test、*P < 0.05, **P < 0.01）。 

E. 組換え DNAの模式図：RD29A プロモーターの下流に AZF2遺伝子の CDSを連結した組
換え DNA を作製した。 

F. 形質転換シロイヌナズナにおけるAZF2の発現解析：RD29Apro:AZF2植物の T2ライン（a、
b、c）を用いて、B と同様にして AZF2遺伝子の発現を解析した。 

G、H. RD29Apro:AZF2植物の T2ラインを用いて、C、Dと同様にして RD29Apro:AZF2の植
物体の塩感受性を評価した。 
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図 12. AZF2 プロモーターの制御下で AZF2 を発現した植物の塩感受性の評価  

A. 組換え DNAの模式図：AZF2プロモーターの下流に AZF2遺伝子の CDSを連結した組換
え DNA を作製した。 
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B. 形質転換シロイヌナズナにおける AZF2の発現解析：Aで示した組換え DNAを導入した形
質転換シロイヌナズナを作出した。ベクター（pGreen0029）のみを導入した植物体を対照とし
た。形質転換植物の T3種子をGM寒天培地に播種して、2 週間生育させた。同様にして対照
を生育させた。水処理後の植物体を 200 mM NaCl で 5 時間処理した。無処理区では、水処
理を 5 時間継続した。塩処理後の植物体から全 RNA を抽出して、20 µg の RNA に対して
RNA ゲルブロット解析を行った。発現解析に用いたラインのうち、塩感受性の評価に用いた 3 
ライン（a、b、c）を示した。rRNAのエチジウムブロマイド染色像をコントロールとして示した。 

C. AZF2pro:AZF2の植物体の高塩処理：形質転換植物の T3種子を GM寒天培地に播種し
て、10日程度生育させた。同様にして対照を生育させた。16 個の植物体を 175 mM NaCl を
含む 0.5xMS寒天培地に移して、AZF2pro:AZF2の植物体が対照と比較して明確な塩感受性
を示すまで 7 日程度生育させた。無処理区では、NaCl を含まない 0.5xMS 寒天培地を用い
た。 

D. AZF2pro:AZF2の植物体の塩感受性の評価：Cで示した AZF2pro:AZF2の植物体と対照
の生存率を示した。各処理に用いる植物体は 30 個体以上とし、3 回の独立した実験の結果
をもとに各形質転換体の生存率の平均と標準偏差を算出した。AZF2pro:AZF2 の植物体と対
照の生存率において有意差を検定した（Studentʼs test、*P < 0.05, **P < 0.01）。 



 76 

図 13. RD29Apro:AZF1/AZF2 および AZF2pro:AZF2の植物体の表現型  

A. RD29Apro:AZF1および RD29Apro:AZF2の植物体の表現型：形質転換シロイヌナズナの
T2種子を GMK寒天培地に播種して、2 週間生育させた。 
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B. AZF2pro:AZF2の植物体の表現型：形質転換シロイヌナズナの T3種子を GM寒天培地に
播種して、2 週間生育させた。7 個の植物体を新たな GM 寒天培地に移してさらに 1 週間生
育させた。同様にして対照を生育させた。 

C. Bで示した植物体を培養土に移して、さらに 3 週間生育させた。 

D. Bで示した植物体の葉柄の長さを測定した。 

E. Cで示した植物体を土から引き抜いて、地上部の長さを測定した。 
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図 14.（次項に続く）  
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図 14. AZF1 および AZF2の過剰発現体におけるマイクロアレイ解析  

A. AZF1および AZF2の過剰発現体で発現量が減少した遺伝子の各種ストレスおよび植物ホ
ルモン応答性の解析：高塩処理したAZF2pro:AZF2の植物体（図 12B、ライン a、b）において、
対照の植物と比較して mRNA の蓄積量が 2 倍以上に減少した 89 個の遺伝子の各種ストレ
ス お よび植物ホルモ ンに対す る応答性 を 、 発現デー タ ベー ス Genevestigator
（https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp）を用いて解析した。また、DEX 処理した
pTA7002:AZF1（図 6B、ライン b、c）および pTA7002:AZF2（図 6C、ライン a、b）の植物体に
おいても同様の解析を行った。pTA7002:AZF1/AZF2 の植物体では、対照と比較して発現量
の減少割合が大きい 100 個の遺伝子を用いた。左から、高塩処理した AZF2pro:AZF2、DEX
処理した pTA7002:AZF2 および pTA7002:AZF1 の植物体をそれぞれ示す。各表では、縦軸
に各種ストレスおよび植物ホルモン処理が、横軸に解析に用いた遺伝子が並ベられている。

ABA、IAA、乾燥（Drought）、高浸透圧（Osmotic）処理に相当する部位を明示した。各種処理
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（縦軸）に対する各遺伝子（横軸）の発現応答において、緑は発現量の減少を、赤は発現量の

増加を示す。 

B. AZF1および AZF2の過剰発現体で発現量が増加した遺伝子の各種ストレスおよび植物ホ
ルモン応答性の解析：A と同様にして、AZF1 および AZF2 の過剰発現体において、対照と比
較して mRNA の蓄積量が 2 倍以上に増加した遺伝子の発現応答を解析した。高塩処理した
AZF2pro:AZF2の植物体では、対照の植物と比較して mRNAの蓄積量が 2 倍以上に増加し
た 27 個の遺伝子を用いた。DEX処理した pTA7002:AZF1/AZF2の植物体では、対照と比較
して発現量の増加割合が大きい 100 個の遺伝子を用いた。 

C-E. AZF1 および AZF2 の過剰発現体で発現量が減少した遺伝子の機能分類：各形質転換
植物で発現量が減少した遺伝子のうち、A で用いた遺伝子の機能を分類して、機能別の割合
を円グラフで示した。円グラフにおける機能名の順番は、右に示す全ての機能項目の順番に

準拠した。The Arabidopsis Information Resource Gene Ontology annotation search tool
（http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp）と Pfam batch sequence search tool
（http://pfam.janelia.org/search#tabview=tab1）から得られた情報を参考にして、遺伝子の機
能を分類した。 
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図 15. AZF1 および AZF2の下流遺伝子の発現解析  

高塩処理した AZF2pro:AZF2の植物体および対照（図 12B）における、5 個の SAUR遺伝子
の mRNA の蓄積量を定量 RT-PCR 法により測定した。無処理区を NaCl 処理、0 時間の検
体として用いた。mRNA の蓄積量の最大値を 100 とした。各検体につき 3 回の測定を行い、
その平均と標準偏差を示した。 
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図 16. AZF1 および AZF2 とゲノム DNAの相互作用の解析  

A. AZF1のタンパク質断片の模式図： AZF1タンパク質の全長と、2 個の zinc-fingerモチーフ
を含む部分断片 AZF1b の構造を示した。MBP-AZF1b 融合タンパク質をゲルシフト解析に用
いた。数字は、境界のアミノ酸の位置を示す。 

B. ゲルシフト法による MBP-AZF1b の DNA 結合能の解析：SAUR63 および SAUR20 遺伝
子のプロモーター断片 G4、G2 を RI標識したプローブと、AZF1 タンパク質の相互作用をゲル
シフト法により解析した。G4 および G2 は、各遺伝子の翻訳開始点から上流-280 から-1 と、
-780から-501塩基対を示す。結合反応には、0.2 ngの標識プローブと、11 ngのMBP タンパ
ク質（+）、および 200 ngのMBP-AZF1b融合タンパク質（+）を用いた。競合 DNA として、各標
識プローブに対して 10、30、100 倍量の非標識プローブ（Competitor x10、x30、x100）を用
いた。MBP-AZF1b融合タンパク質の添加により泳動が変化したバンドを黒矢印で指示した。 
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C. AZF2のタンパク質断片の模式図：AZF2 タンパク質の全長と、2 個の zinc-fingerモチーフ
を含む部分断片 AZF2b の構造を示した。MBP-AZF2b 融合タンパク質をゲルシフト解析に用
いた。 

D. ゲルシフト法による MBP-AZF2b の DNA 結合能の解析：SAUR63 および SAUR20 遺伝
子のプロモーター断片 G4、G2 を RI標識したプローブと、AZF2 タンパク質の相互作用をゲル
シフト法により解析した。解析には、10 ngの MBP-AZF2b融合タンパク質を用いた。B と同様
にしてゲルシフト解析を行った。 
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図 17. シロイヌナズナの SAURの分子系統解析  

Phytozome （ http://www.phytozome.net/index.php ） や SALAD DATABASE
（http://salad.dna.affrc.go.jp/salad/）から入手した、シロイヌナズナの 66 個の SAURタンパク
質の配列を Clustal Xプログラム（Ver. 2.0）を用いてアライメントした。タンパク質間で相同性の
高い領域のアライメントを用いて、MEGA4プログラムで分子系統樹を作成した。SAUR遺伝子
群を 3 つのクラス I、 II、 III に分類した。高塩処理した AZF2pro:AZF2、DEX 処理した
pTA7002:AZF2および pTA7002:AZF1の植物体で発現量が減少した SAUR遺伝子を、それ
ぞれ赤、緑、黄丸で明示した。 
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図 18. シロイヌナズナにおける SAURの発現部位と発現応答の解析  

A. シロイヌナズナの根と地上部におけるSAURの発現パターン：SAURファミリー遺伝子の発
現解析には、eFP browser（http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi）を用いた。
根（Root）や地上部（Vegetative Rosette）における SAUR 遺伝子の発現量は、白から赤にな
るほど多いことを示す。eFP browserで解析したSAUR遺伝子を、図 17で示したクラスに分類
して縦に並べた。高塩処理した AZF2pro:AZF2、DEX 処理した pTA7002:AZF2 および
pTA7002:AZF1の植物体で発現量が減少したSAUR遺伝子を、それぞれ赤、緑、黄丸で明示
した。 
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B. SAURの各種ストレスおよび植物ホルモン応答性の解析：SAURファミリー遺伝子の野生型
株における各種ストレスおよび植物ホルモンに対する応答性を、発現データベース

Genevestigator（https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp）を用いて解析した。各表で
は、縦軸に各種ストレスおよび植物ホルモン処理を、横軸にクラス I、II、III に属する SAUR 遺
伝子を並べた。ABA、IAA、乾燥、高浸透圧処理に相当する部位を明示した。各種処理（縦軸）
に対する各遺伝子（横軸）の発現応答において、緑は発現量の減少を、赤は発現量の増加を

示す。 
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図 19.（次項に続く）  
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図 19. AZF1、AZF2の機能欠損変異体の解析  

A. AZF1、AZF2 の構造と T-DNA 挿入部位の模式図：黒枠は AZF1 および AZF2 遺伝子の
CDSを、黒三角は T-DNA をそれぞれ示す。 

B. 単一変異体 azf1、azf2 と二重変異体 azf1 azf2 における AZF1、AZF2の発現量：乾燥処
理 2 時間後のシロイヌナズナの野生 型株（WT、Columbia）と各変異体における AZF1 およ
び AZF2遺伝子の mRNAの蓄積量を RT-PCR法により測定した。コントロールとして、アクチ
ン（ACT2）遺伝子の mRNAの蓄積量を測定した。 

C. 単一変異体 azf1、azf2 と二重変異体 azf1 azf2の表現型：野生型株および各変異体の種
子を GM寒天培地に播種して、2 週間生育させた。7 個の植物体を新たなGM寒天培地に移
して、さらに 1 週間生育させた。 

D. Cで示した植物体を培養土に移して、さらに 3 週間生育させた。 

E. 塩ストレス下の変異体 azf1、azf2、azf1 azf2における SAUR63 と SAUR16の発現解析：
GM寒天培地で 2 週間生育させた野生型株と各変異体を、24 時間、水処理した後、200 mM 
NaCl で 5 時間処理した。無処理区では、水処理を 5 時間継続した。高塩処理後の植物体お
よび無処理区における SAUR63 と SAUR16遺伝子のmRNAの蓄積量を定量 RT-PCR法に
より測定した。mRNAの蓄積量の最大値を100とした。各検体につき3 回測定を行い、その平
均と標準偏差を示した。 
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第 IV章. 総括 

本研究では、シロイヌナズナの C2H2 型 zinc-finger タンパク質をコードする AZF1

と AZF2の機能を解析した。本研究の先行研究により、STZファミリーを構成する 6 個

の遺伝子のうち、AZF1、AZF2、AZF3、ZAT10 は、乾燥、塩、ABA 処理で発現が誘導

されることが示されている（Sakamoto et al., 2000）。また、AZF1、AZF2、AZF3、

ZAT10 は、EP2 配列に結合して、転写抑制因子として機能することが報告されている

（Sakamoto et al., 2004）。STZ ファミリーには、これら 4 個の遺伝子の他に、ZAT6 と

ZAT8 が含まれる。ZAT6 に関しては、この遺伝子が、低温、塩、浸透圧ストレスにより

発現が誘導されること（Vogel et al., 2005、Mito et al., 2011）、および、植物における

無機リン酸の恒常性の維持に関与していることが示されている（Devaiah et al., 2007）。

このように、STZファミリーを構成する6 個の遺伝子は、個々の遺伝子ごとに解析がな

されており、これらの遺伝子の機能を包括的に比較解析することが必要であると考えら

れた。本研究では、AZF1 と AZF2 における機能の重複に注目して、環境ストレス下の

植物における AZF1 と AZF2の機能を解析した。 

II章では、種々の植物に保存された C1-2i型の zinc-finger タンパク質の分子系統

解析、および STZ ファミリーを構成する 6 個の遺伝子の発現解析、ならびにこれらの

遺伝子の過剰発現体の作出を行った。 

C1-2i型 zinc-fingerタンパク質は、被子植物にのみ保存されており、被子植物に固

有な機能を持つことが示唆された。STZ ファミリーを含む C1-2i型 zinc-finger タンパク

質は、コケ、シダ、裸子植物などに保存されている 3 個以上の zinc-finger モチーフを

持つタンパク質から進化したことが示唆された。一方、これら C1 ファミリー型の

zinc-finger 遺伝子は、クラミドモナスやボルボックスでは確認されていない。また、コケ

から被子植物に保存されているC1ファミリー型の zinc-fingerタンパク質は、EARモチ

ーフ（DLN-box）を高度に保存しており、これらのタンパク質は、転写抑制因子として機

能することが予想された（Ohta et al., 2001、Kazan, 2006）。これらの結果から、STZ

ファミリータンパク質は、陸上植物が獲得した zinc-finger型転写抑制因子であり、被子
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植物に特化した下流遺伝子の発現制御に関与すると考えられた。 

STZ ファミリー遺伝子の乾燥、塩、低温、高温ストレス、および ABA 処理に対する

発現応答を比較解析した結果、AZF2、ZAT6、ZAT10はシロイヌナズナの環境ストレス

応答に深く関与することが示唆された。また、AZF3、ZAT6、ZAT10 は、低温や高温ス

トレス下で機能することが示唆された。一方、ZAT6 と ZAT10 は、DREB1A や

DREB2Aの制御下で機能すると考えられ（Maruyama et al., 2004、Sakuma et al., 

2006）、低温や高温ストレス下の植物における ZAT6や ZAT10、および AZF3の機能

に興味が持たれる。AZF2は、プロモーター領域に複数の ABRE配列を持ち、ABA に

より発現が誘導されるため、主に AREBの下流で機能すると考えられた。 

GVG 転写誘導系を用いることで、すべての STZ ファミリー遺伝子をそれぞれ過剰

発現した形質転換植物を作出した。得られた形質転換植物では、DEX 処理により

AZF/ZAT を一過的に高発現することで、導入遺伝子の構成的な発現による植物への

毒性を最小限に抑えることができたと考えられる。さらに、AZF/ZATを一過的に高発現

することで、AZF/ZATの下流遺伝子の発現量の変化を、時期特異的に解析した。分子

系統解析の結果から、AZF1 と ZAT8 における機能の重複が予想されたが、AZF1、

AZF2、ZAT8の下流遺伝子を比較解析した結果、AZF1 と AZF2の機能の重複が強く

示唆された。よって、植物のストレス応答における AZF1 と AZF2の機能に注目して研

究を進めることにした。 

III 章では、AZF1 および AZF2 を過剰発現した植物の表現型を解析した。AZF1 と

AZF2の機能獲得型、および機能欠損型の植物を用いて、AZF1 と AZF2の下流遺伝

子の発現を解析した。さらに、下流遺伝子のプロモーター領域とタンパク質の相互作用

を検出して、AZF1 と AZF2の標的遺伝子を同定した。 

AZF1 や AZF2 の機能獲得型植物は、塩ストレスに対して高い感受性を示した。

GVG 転写誘導系を用いた形質転換植物では、GVG による植物への影響を考慮する

必要がある（Kang et al., 1999）。したがって、RD29Aプロモーターの制御下で AZF1

やAZF2を発現した植物の塩ストレス感受性を評価した結果、AZF1とAZF2の過剰な

発現が、植物の塩ストレス感受性を高めることが確認された。また、AZF2プロモーター
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の制御下でAZF2を高発現した植物の高塩感受性を確認することで、導入遺伝子の異

所的な発現が形質転換植物の塩感受性を高める可能性を排除した。GVG 転写誘導

系を用いてAZF1やAZF2を過剰発現した植物では、塩ストレスの有無に関係なく枯死

する個体が確認された。以上の結果と、AZF1 や AZF2 を構成的に発現した形質転換

植物の作出が困難であることから、AZF1 や AZF2 の過剰な発現は、細胞の正常な生

理現象を阻害して、植物のストレス感受性を高めると考えられた。一方、ZAT10の構成

的な過剰発現は、植物に乾燥、塩、浸透圧ストレスへの耐性を付与することが報告さ

れている（Sakamoto et al., 2004、Mittler et al., 2006）。Mittler ら（2006）は、ZAT10

の過剰発現は、酸化ストレス応答性遺伝子である ascorbate peroxidase1（APX1）や

APX2、および Fe-superoxide dismutase1（FSD1）の発現を誘導することで、植物に

塩、浸透圧ストレス耐性を付与すると報告している。本研究で解析した AZF1 や AZF2

の下流遺伝子の中に、これらの酸化ストレス応答性遺伝子は含まれていなかった。塩、

乾燥ストレス下の植物において、AZF1とAZF2は、ZAT10と異なる下流遺伝子の発現

を制御していると考えられる。 

坂本ら（2004）は、ZAT10 を構成的に発現した植物が乾燥耐性を示すことを報告し

たが、Mittler ら（2006）は、ZAT10の過剰発現体で乾燥耐性を確認できなかったとして

いる。この表現型の差異は、形質転換植物における ZAT10 の発現量や、乾燥処理に

用いた植物の状態、および栽培環境などに起因すると考えられる。また、過剰発現体

を用いて遺伝子の機能を解析する場合、導入遺伝子の植物体における発現部位に留

意する必要があると考えられる。本研究では、AZF2 プロモーターの制御下で AZF2 を

発現した植物を作出して、表現型や遺伝子発現の解析に用いた。ZAT6やZAT10のプ

ロモーター活性は、乾燥、塩、低温、高温などのストレスにより強く誘導されると考えら

れる。よって、これらのプロモーターの制御下でZAT6やZAT10を高発現させた植物の

作出は容易であると考えられる。今後、ZAT6 や ZAT10 の環境ストレス下における機

能を解析するにあたり、ストレス誘導性のプロモーターによるZAT6やZAT10の発現誘

導を利用することが重要であると考えられる。 

GVG 転写誘導系の制御下で AZF1 や AZF2 を高発現した植物は、湾曲した葉柄
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や矮化など、顕著な生育阻害を示した。植物体の矮化は、ZAT10 や ZAT12 および

ZAT7を構成的に発現させた植物においても確認されている（Sakamoto et al., 2004、

Mittler et al., 2006、Ciftci-Yilmaz et al., 2007）。AZF1や AZF2を含めて、これらの

zinc-finger 遺伝子は、環境ストレス下における植物の成長制御に関与していると考え

られる。強光、低温、浸透圧などの環境ストレス下の植物では、光合成活性の低下や

細胞内の代謝変動が観察されることが報告されている（Huner et al., 1998、Tezara et 

al., 1999）。また、乾燥、塩、低温ストレス下の植物では、光合成、糖質代謝に関係す

る多数の遺伝子の発現量が減少することが報告されている（Seki et al., 2002）。よっ

て、植物は、光合成や種々の代謝に関連する遺伝子の発現を抑制することで、環境ス

トレス下の生育に適した成長とエネルギー収支のバランスを調節していると考えられる。

AZF1および AZF2の過剰発現により転写が抑制された遺伝子には、光合成、糖代謝、

脂質代謝に関係する遺伝子が含まれていた。AZF1 や AZF2 による下流遺伝子の発

現制御と、植物の成長制御との関係には大いに興味が持たれる。一方、環境ストレス

下の植物における成長の制御機構を理解するためには、多数の遺伝子の発現やタン

パク質の修飾、および代謝産物の調節が織りなす複雑な分子機構を解明する必要が

ある（Vinocur and Altman, 2005、Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006）。 

ABA は、多数の遺伝子の発現を正または負に制御することで、環境ストレス下の

植物の成長抑制やストレス耐性の獲得に大きく寄与することが知られている

（Finkelstein et al., 2002、Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006）。AZF1や

AZF2により発現が抑制された遺伝子群には、浸透圧ストレスおよび ABA処理で発現

量が減少する多数の遺伝子が含まれていた。AZF2 は、乾燥や塩ストレス下で、ABA

依存的および非依存的な経路で発現が誘導されて、標的遺伝子の発現を負に制御す

ると考えられた（図 20）。また、AZF1は、下流遺伝子の多くをAZF2と共有しており、乾

燥や塩ストレス下で AZF2 と協調的に働くと考えられる。 

AZF1 と AZF2 に共通の下流遺伝子には、多数のオーキシン応答性遺伝子が含ま

れていた。オーキシンは、植物の成長と発達の調節において重要なホルモンであり、

環境の変化に対応した植物の生理応答に深く関与していると考えられている
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（Benjamins and Scheres, 2008、Tromas and Perrot-Rechenmann, 2010）。近年、

環境ストレスにより誘導される植物の形態形成反応に関心がもたれている（Potters et 

al., 2007）。ABA やオーキシンなどの植物ホルモンは、環境ストレス下の植物の形態

形成において重要な働きをしていると考えられている（De Smet et al., 2006、Zolla et 

al., 2010）。AZF1 と AZF2により発現が抑制された多数の SAURは、シロイヌナズナ

の SAUR ファミリーの中で、オーキシン応答性を示すクラスに属していた。オーキシン

応答性を示す SAUR の多くは、オーキシンを介した細胞伸長に関係すると考えられて

いる（Paponov et al., 2008）。AZF1と AZF2が、SAUR63と SAUR20のプロモーター

領域に結合したことから、SAURの分子系統樹でクラス Iと IIに属する多くの SAURは

（図 17）、AZF1と AZF2の標的遺伝子であると考えられた。AZF1と AZF2により発現

が抑制される下流遺伝子には、SAUR をはじめとして、ABA のシグナル下では発現の

減少を、オーキシンのシグナル下では発現の増加を示す遺伝子が含まれていた。

AZF1 と AZF2 は、環境ストレス下における植物の ABA とオーキシンのシグナル間ク

ロストークに関与していることが示唆された。 

シロイヌナズナのSAURファミリーは、分子系統解析の結果、大きく3 つのクラスに

分類された。AZF1 と AZF2により発現が抑制された SAURは、主にクラス Iおよび II

に属していた。クラス I と IIに属する SAURは、オーキシン誘導性を示す遺伝子である

ことが知られている。また、シロイヌナズナの MINI ZINC FINGER 1（MIF1）を構成的

に発現させた植物は、AZF1やAZF2の過剰発現体と同様に、湾曲した葉と矮化を示し

た（Hu and Ma, 2006）。MIF1の過剰発現体では、オーキシンやブラシノステロイド、ジ

ベレリンなどのシグナル伝達経路に関わる多数の遺伝子の発現量が減少していた。こ

の MIF1 の過剰発現体における遺伝子発現の変化が、過剰発現体の正常な成長を阻

害したと考えられている。MIF1 の過剰発現により、発現量が減少したオーキシン応答

性遺伝子には、IAAや SAURが含まれていた。発現量が減少した 19 個の SAURの

うち、18 個はクラス Iおよび IIに属しており、17 個は AZF1または AZF2の下流遺伝

子であった。よって、AZF1 や AZF2 の過剰発現による植物体の成長阻害と SAUR な

どのオーキシン応答性遺伝子の関係に興味が持たれる。クラス I と II に属する SAUR
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は、植物の環境ストレス応答におけるオーキシンを介した生理応答に関与していると

予想されるが、SAUR の分子的機能、および生理的機能は十分に解明されていない。

ホモログの多さやmRNAの速い代謝回転など（Gil and Green, 1996）、SAURの機能

を解析する上での障害は多いが、これらの遺伝子の機能の解明が待たれる。 

AZF1やAZF2は、SAURのプロモーター領域との相互作用を介して遺伝子発現を

抑制すると考えられる。よって、AZF1や AZF2が認識する下流遺伝子のプロモーター

中の配列に興味が持たれる。今後、SAUR63やSAUR20のプロモーター断片とAZF1

や AZF2 の相互作用を、プロトプラストを用いた一過的発現実験系、およびゲルシフト

法により解析することで、AZF1 や AZF2 の結合配列を決定する予定である。また、

ChIPシーケンス法など、他の手法を用いて、AZF1や AZF2のゲノム上の結合部位を

同定することも重要であると考えられる。シロイヌナズナのゲノムにおける AZF1 や

AZF2 の結合配列を決定することは、被子植物の C1-2i 型 zinc-finger 転写因子群の

今後の研究に大きく貢献すると考えられる。 

植物が、環境ストレスを克服するために最適な形態を、人工的に自由に制御できれ

ば、作物に環境ストレス耐性を付与することが可能であると考えられる。例えば、植物

の成長を制御して、植物体の水の消費量を抑えることで、植物に乾燥耐性を付与する

ことが可能であると考えられる。また、強風ストレス下では、植物の成長や形態を制御

することで、個体の転倒を防止することが期待される。AZF1やAZF2、ZAT10、ZAT7、

ZAT12などの zinc-finger遺伝子は、環境ストレス下において、植物の成長を負に制御

することが示唆されている。これらの転写因子による遺伝子発現の制御と、植物の成

長制御の関係を解明することは、環境ストレス耐性を付与した作物の分子育種につな

がり、食料の増産や地球環境の修復に貢献することが期待される。 
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図 20. AZF1 と AZF2の乾燥、塩ストレス下における機能モデル  

AZF1と AZF2遺伝子は、乾燥や塩ストレス等の浸透圧ストレスにより発現が誘導される。特に、
AZF2 タンパク質は、ABA 依存的および非依存的な経路で誘導される。AZF1、AZF2 タンパク
質は、浸透圧ストレスと ABA により mRNA の蓄積量が減少する多数の遺伝子の発現を抑制
する。AZF1 と AZF2 タンパク質に共通な下流遺伝子には、SAUR遺伝子のように ABAにより
発現量が減少し、オーキシンにより誘導される遺伝子が含まれている。AZF1 と AZF2 タンパク
質は、転写抑制因子として ABAシグナルに依存した遺伝子の発現抑制に寄与して、植物の浸
透圧ストレス応答に関与していると考えられる。 
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