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緒論 
 
植物は動物と異なり移動することができない。その生活は環境に極めて強く依存し

ている。そのため、周囲の環境の変化に最大限の機能発現を示して適応する。そして、

種子形成、発芽、栄養生長、生殖の過程である生活環を刻んで行く。植物に関する人

間の関心は、食物としての植物という認識からだと考えられる。古くは弥生時代の農

耕の始まりとともに、日本の人々は、植物の特性を知る必要性があった。植物がどの

ような場所で生育し、どのような条件で実を結び、収穫を多くするには、どのような

土壌を与えれば良いのか、そして収穫物を保存するにはどのようにすれば良いのかと

いう知見である。つまり、農耕の始まりとともに植物の性質と機能を知り、それをコ

ントロールすることを目的とした植物の研究が始まったといえる。 
 植物の性質、機能を知る上で、数限りなく存在する植物種から、研究に扱いやすく、

植物の特性を普遍的に持つ植物を選択し、研究を進めていくことが重要である。その

中でも、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）は、アブラナ科に属する双子葉植物

であり、実験室内において、2 ヶ月程度で次世代の種子を得ることができ、真の 2 倍

体（2n=10）で既知の高等植物の中で最も小さなゲノムサイズ（約 130 Mbp）である

ことから、植物の分子遺伝学研究のモデル植物として利用されている。また、植物研

究においては穀物などの農業植物が重要視されているが、世代時間の長さ、倍数性や

ゲノムサイズなどの様々な問題があり、ミヤコグサのような一部の例外を除いて分子

遺伝学の対象にはなりにくい。そのような背景の中で、シロイヌナズナは、これらの

問題点がない顕花植物であり、進化的にも植物としての基本的な性質（生長、開花、

栄養要求、耐病、耐害虫性など）が穀類、マメ類などの産業植物と共通しており、そ

の遺伝的制御も類似していると考えられることから、産業面での利用性も高く、学術

的立場のみならず欧米の企業も有用遺伝子単離や発現制御機構の解明のために、研究

材料として使用されてきた(Meinke et al., 1998)。 
2000 年 12 月には、日本、米国、欧州による国際共同プロジェクトによって、セン

トロメアリピート領域と rDNA クラスター領域を除くゲノム中のユニーク部分の

118.7 Mbp のシロイヌナズナゲノム構造解析が終了した(The Arabidopsis Genome 
Initiative, 2000)。シロイヌナズナゲノム上には、25,907 のタンパク質遺伝子と 614 の

tRNA 遺伝子が同定された。タンパク質遺伝子のうちの約 55％が既知のタンパク質遺

伝子と相同性を示した。その結果、DNA 複製、DNA 修復、翻訳などに機能分類され

る遺伝子は、他の真核生物の遺伝子と高い保存性を示す一方、転写調節因子を含む転

写のカテゴリーや代謝のカテゴリーでは保存性が低くなる傾向があった。さらに、シ

ロイヌナズナの特徴として、線虫、ショウジョウバエの 2 倍以上に相当する 1,709 の

転写調節因子が同定された。他の生物種から比べると明らかに高い割合を示す転写因

子の存在は、植物特有の発生、分化、形態形成、高い環境適応性、二次代謝産物生合

成系に裏打ちされていると考えられている(Riechmann and Ratcliffe, 2000)。言い換えれ

ば、植物特有の現象を解明するためには、転写因子による制御を調べることが有効な
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アプローチであるとも考えられる。 
 ゲノム塩基配列決定により、存在が明らかにされた遺伝子が多数ある。しかしなが

ら、それら遺伝子の個々の特徴、機能については、実験的に証明しなければならない。

現在、ゲノムに記されている遺伝情報を解明しようとする研究は新しい段階に入ろう

としている。そして、従来の生化学的、遺伝学的手法ではなしえなかったゲノム規模

での包括的なアプローチによる遺伝子の機能解析が可能となってきている。これには、

転写レベルの全体像を調べるトランスクリプトーム解析、タンパク質レベルの全体像

を調べるプロテオーム解析、代謝系全体を調べるメタボローム解析が挙げられる。特

にトランスクリプトーム解析は、（1）cDNA のランダムシーケンス法による頻度情報

の記録、（2）ディスプレイ法、（3）ディファレンシャルハイブリダイゼーション法、

（4）定量的 PCR の 4 種類の技術に大別される。頻度情報の記録は、Digital expression 
profiling、Serial analysis of gene expression (SAGE)などの技術が挙げられる(Audic and 
Claverie, 1997; Velculescu et al., 1995)。ディスプレイ法は、ディファレンシャルディス

プレイ、分子インデックス、Amplified fragment length polymorophism (AFLP)などに代

表される(Liang and Pardee, 1992; Ito, 1994; Kato, 1995; Vos et al., 1995)。ディファレンシ

ャルハイブリダイゼーションは、マクロアレイ、マイクロアレイ、オリゴヌクレオチ

ドチップが急速に広がったことで、現在普及が著しい技術である  (Hoheisel and 
Lehrach, 1993; Lockhart, et al., 1996; Wodicka, et al., 1997; Schena, et al., 1995)。定量的

PCR は、リアルタイム PCR、Adapter Tagged Competitive PCR (ATAC-PCR)により、網

羅的な発現プロファイル解析に耐える技術となった (Ponchel et al., 2003; Kato, 1997)。
シロイヌナズナゲノム構造解析の結果から、転写レベルの全体像を捉えるトランスク

リプトーム解析は、植物特有の現象を解明するための解析法として、適した方法であ

ると考えられ、これまでの個別解析では明らかにできなかった知見を得ることが可能

であると期待される。 
本研究論文では、ゲノム規模での包括的なアプローチによる遺伝子発現解析を行う

ことで、「植物の遺伝子発現ネットワーク図」を作成し、これまでの個別解析では明

らかにできなかった知見を得ることを目的としている。そこで、トランスクリプトー

ム解析を基盤とした技術の構築を行い、植物の分子応答機構の解明を目指した。具体

的には、モデル植物であるシロイヌナズナを用いて、EST(Expression Sequence Tags)
解析、マイクロアレイ解析、定量的 PCR 技術を利用した系統的な遺伝子発現解析を

行うことで、植物の器官における遺伝子発現の特異性、光環境応答における遺伝子発

現の動態から、植物の分子生理機構を考察した。 
第 1 章では、シロイヌナズナ由来の均一化 cDNA ライブラリーを利用した効率的な

EST の収集を行い、それら由来のクローンを用いて、cDNA マイクロアレイ実験系の

構築を行った。第 2、3 章では、第 1 章で構築した cDNA マイクロアレイ実験系を利

用し、「遺伝子発現プロファイル」を作成することで、植物の分子応答機構の解明を

目指した系統的な遺伝子発現解析を行った。第 2 章では、植物の器官における遺伝子

発現の特異性を解析することで、植物器官の全体像を捉えた。また、器官特異的発現
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遺伝子を同定した。第 3 章では、光環境応答における網羅的な遺伝子発現解析を行う

ことで、系統的な遺伝子発現解析によって示される Molecular Phenotype（分子表現型）

(Perez-Amador et al., 2001)と生理現象に即した従来の表現型である Physiological 
Phenotype（生理表現型）の相関性を示した。さらに、生理表現型では見られない分子

生理機構について考察した。 
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第 1 章 
シロイヌナズナ均一化 cDNA ライブラリーを適用した 

cDNA マイクロアレイ実験系の構築 
 

序論 
 
シロイヌナズナは、遺伝子の総数が 26,000 程度である。わずか 26,000 程度の遺伝

子ならば、cDNA からのアプローチによって、植物の発生、分化、形態形成、環境に

対する応答性などの様々な現象を「植物の遺伝子ネットワーク」として解明すること

が可能ではないかと考えられる。そのことを踏まえ、我々のグループでは、シロイヌ

ナズナ由来 cDNA からのアプローチを進めている(Takemura et al., 1999; Hyodo et al., 
2000)。cDNA からのアプローチを進める上で、EST クローンの収集が重要である。現

実に、GenBank 登録されているシロイヌナズナの EST データも 196,988 シーケンスと

いう膨大なデータ量が蓄積されている

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html)。しかし、EST を収集してい

く上での問題として、従来の cDNA ライブラリー由来の解析であると、発現レベルの

比較的高い cDNA クローンの重複が増して、解析を進めれば進めるだけ、新規 EST
を見出す頻度が低下する。この問題を解決するためには、重複頻度の低い cDNA ライ

ブラリーを解析することである。この重複頻度の低い cDNA ライブラリーが均一化

cDNA ライブラリーである。通常の cDNA ライブラリーでは、発現量や mRNA サイ

ズなどの違いに起因し、cDNA 種の存在比が大きく異なる。一方、均一化 cDNA ライ

ブラリーでは、発現量の少ない cDNA 種と発現量の多い cDNA 種をほぼ均一に存在さ

せる均一化操作を加えている。このため、発現する遺伝子を発現量に依存せず同等に

扱え、非常に効率良く様々な種類の EST を獲得することができる(Ko, 1990; Patanjali, 
et al., 1991; Asamizu, et al., 2000)。 
 EST を効率的に収集することで、様々な発現遺伝子の配列情報を獲得することがで

きる。それら配列情報、獲得クローンを利用することで、系統的な遺伝子発現解析シ

ステムを構築することが可能である。系統的な遺伝子発現解析システムを構築するに

当たり、緒論で述べたトランスクリプトーム解析に当てはめると、獲得したクローン

を全て利用し、1 枚のメンブレン、スライドガラス上で系統的な発現解析が行えるマ

クロアレイ、マイクロアレイが適用しやすいと考えられる。その中でも特にマイクロ

アレイ技術に注目した。そして、均一化 cDNA ライブラリーを適用した cDNA マイク

ロアレイ実験系の構築を行った。 
 DNAマイクロアレイは 1995年に米国スタンフォード大学のBrownらのグループに

よって開発されて以来、急速に展開し、医学、薬学、農学、生物学などの研究分野で

注目されている技術である。DNA マイクロアレイの基本原理は、非常に単純であり、

従来のノザンブロッティングやサザンブロティングと同様、相補的な核酸同士のハイ

ブリダイゼーションに基づく検出法である。まずスライドガラスなどの基板上に異な
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るプローブ DNA をピン方式またはインクジェット方式によるアレイヤーを用いて、

高密度にスポッティングした DNA マイクロアレイを作製する。次に細胞や組織から

抽出したmRNAや全RNAから逆転写反応を行い、この際に蛍光色素で標識した cDNA
を合成する。この蛍光標識した cDNA をターゲット DNA と呼ぶ。蛍光色素としては

Cy3 と Cy5 が良く使われており、二蛍光標識法が一般的である。このターゲット DNA
をマイクロアレイ上で競合的ハイブリダイゼーションを行うことで、サンプル間での

遺伝子発現の違いを相対的に比較することができる(Schena, et al., 1995)。最近では、

大規模な市販のオリゴ DNA アレイなどが販売され、凄まじい技術進歩を遂げている 
(Duyk, 2002)。 
 本章では、ゲノム規模での包括的なアプローチによる遺伝子発現解析を行うことで、

これまでの個別解析では明らかにできなかった知見を得ることを目指し、トランスク

リプトーム解析の基盤技術構築を行った。具体的には、シロイヌナズナを材料として、

器官、組織別（花序茎頂、栄養生長期茎頂、根、葉）均一化 cDNA ライブラリー由来

の cDNA マイクロアレイを作製し、様々な発現プロファイルを作成するための実験系

を確立した（図 1-1）。 
 まず、器官、組織別の均一化 cDNA ライブラリーを作製した。次に、均一化 cDNA
ライブラリー由来のランダムシーケンスを行い、約 10,000 クローンの塩基配列を決定

後、クラスタリングを行い、重なりを省き、それらクローンを整列保存した。さらに

整列保存後のクローンを鋳型として PCR 産物を調製し、それらをポリ陽イオン処理

したスライドガラス上に配列し、cDNA マイクロアレイを作製した。その際、cDNA
マイクロアレイ実験系の条件検討が必要と考えられたため、整列保存クローンの一部

を使ったテストアレイの作製を行った。実験系を評価するために、近年までに詳細に

解析され、知見が多い塩ストレス現象を例として扱った(Seki et al., 2002)。そして、テ

ストアレイでの条件検討を行い、基本的な実験系構築を行った。 
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材料と方法 
 
大腸菌株（Escherichia coli） 
器官、組織別均一化 cDNA ライブラリー作製をする際に、TOP10F'(Genotype:F' 

{lacq,Tn10(TetR)}mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆ M15 ∆lacX74 deoR recA1 
araD139 ∆(ara-leu)7962 galU galK rpsL(StrR) endA1 nupG ) 、 DH5α(Genotype:F- 
φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 hsdR17(rK-;mK+) recA1 endA1 deoR thi-1 supE44 
gyrA96 relA1 λ- ) 、2 種類の大腸菌株に形質導入を行った。 
 
植物材料 
シロイヌナズナ Arabidopsis thaliana は、エコタイプ、Columbia を用いた。葉、栄養

生長期茎頂は、土を入れた育苗箱へ播種し、22℃、白色連続光下の人工気象室で、播

種後 10-14 日経った植物体より採取した。根は、1/2MS 液体培地の入った三角フラス

コに無菌播種し、暗所で、14 日間、振とう培養を行ったものより採取した。 
塩ストレス処理の植物体は、滅菌したナイロンメッシュを乗せた 1%ショ糖を含む

1.2%寒天 MS 培地上に滅菌種子を播種後、白色連続光下の人工気象室で 2 週間栽培し、

植物体を上に乗せたナイロンメッシュごとピンセットで持ち上げ、250 mM NaCl を含

む液体 1/2MS 培地に浸し、5 時間処理を行った。 
 
均一化 cDNA ライブラリーの作製 
 全 RNA 調製にはセパゾール RNA(Nippon Genes, Tokyo)を用いた。その後、DNase I
処理を行った(Promega, USA)。約 500 µg の全 RNA からオリゴテックス(dT)30(Takara, 
Kyoto)を用いて mRNA 調製を行った。次に、2 µg の mRNA を用いて、cDNA を合成

後、 Suppression Subtractive Hybridization (SSH) 法により均一化操作を行った

(Diatchenoko et al., 1996; Gurskaya et al., 1996)。均一化操作には PCR-Select cDNA 
Subtraction Kit(Clontech, USA)を使用し、実験操作は、添付プロトコールに従った。そ

の際のテスターcDNA とドライバーcDNA を同一分子にすることによって均一化操作

を行った。Advantage PCR Cloning Kit(Clontech)を使用し、均一化操作での最終的なPCR
産物の TA クローニングを行い、cDNA のクローン化をした。その後、大腸菌 TOP10F'、
または DH5α株に形質導入を行い、青白コロニー選抜後、白コロニーについて 96 穴

タイタープレートを用いてグリセロールストックの状態で、整列保存をした。 
 
シロイヌナズナ均一化 cDNA ライブラリー由来クローンの塩基配列の決定 
 既存の花序茎頂、今回作製の葉、栄養生長期茎頂、根由来の均一化 cDNA ライブラ

リーについてのランダムシーケンスを行った。シーケンス鋳型調製のため、PCR 産物

の調製を行った。10 µl の 10×ExTaq PCR Buffer、8 µl の 2.5mM dNTPmix、2 µl の 10 
µM M13 Forward primer、2 µl の 10µM Reverse primer、0.35 µl の ExTaq DNA 
polymerase(5 units/µl, Takara)に滅菌水を加え、100 µl の反応系にした。さらに、整列保
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存してあるグリセロールストックから大腸菌液 1.5 µl を反応液に加えて、PCR 反応を

行った。PCR 反応は、94℃-1 分、55℃-1 分、72℃-1 分を 30 サイクルで行った。反応

後、10 µl を別の 96-PCR プレートに移し、シーケンス鋳型調製用のサンプルとした。 
 PCR 産物 10 µl に対して、0.1 µl の Exonuclease I(10 units/µl, Amersham Biosciences, 
USA)、0.1µl の Shrimp Alkaline Phosphatase(2 units/µl, Amersham Biosciences)を加えて、

37℃で 30 分、その後 81℃で 30 分の反応を行い、シーケンス鋳型を調製した。シーケ

ンス反応系は、2 µl の Dye Terminator mixture(Applied Biosystems, USA)、1 µl の 1 µM 
M13 Forward primer に滅菌水を加え 4.3 µl にし、0.7 µl の酵素精製したシーケンス鋳型

を反応液に加え、シーケンス用 PCR 反応を行った。シーケンス用 PCR 反応は、96℃
-10 秒、50℃-5 秒、60℃-4 分を 30 サイクルで行った。シーケンス反応サンプルを

Sephadex G-75(Amersham Biosciences) により精製した。精製法は、 Multiscreen 
N45(Millipore, USA)にG-75樹脂を詰め、300 µlの滅菌水を加えて、樹脂を膨潤化した。

その後、樹脂から水を抜き、水抜きした G-75 樹脂にシーケンス反応サンプルをアプ

ライした。そして、3,000 rpm、10 分の遠心を行い、溶出した。溶出したサンプルに

適量の滅菌水（Run1：5 µl、Run2：10 µl、Run3：15 µl、Run4：20 µl）を加えて、95℃
で 3 分の熱変性操作を行った。その後、ABI PRISM 3700 DNA Analyzer(Applied 
Biosystems)により解析を行った。 
 
シーケンスデータの解析 
 3700 アナライザーにより解析したシーケンスデータの解析を、DNA SPACE 
Ver.3.7(Hitachi software, Tokyo)を用いて行った。まず、3700 アナライザーからの text
形式シーケンスデータを FASTA 形式に変換し、適切なベクターの切断部位と 5'側の

100 塩基、3'側の 500 塩基を無条件で切断させたシーケンスデータの質を判断させた。

質は、トリミングしたシーケンスデータ中の N の頻度が 1 割以下のシーケンスデータ

を解析可能と判断した。そして、解析可能と判断されたシーケンスをデータベース化

し、それらのシーケンスを集めたローカルデータベースを構築した。構築したローカ

ルデータベースに対して、ローカルデータベース化した全てのシーケンスに関して、

BLASTN 検索を行い、重複を調べた。BLASTN の設定値は、E-Value が 0.0001 以下、

Score が 100 以上の設定にした。さらに、シーケンスデータのアノテーションを付け

るために、GenBank データベースに対する BLASTN、BLASTX プログラムによる検

索を行った。 
 
DNA マイクロアレイの作製 
 DNA マイクロアレイ用のプローブ DNA を調製するために、塩基配列決定の鋳型調

製と同じ 100 µl の PCR 反応系を用いた。その PCR 産物に 10 µl の 3M 酢酸ナトリウ

ム(pH5.2)、100 µl のイソプロパノールを加えて、攪拌した。そして、-20℃で 15 分置

き、4℃で、3,000 rpm（2,150×g）、45 分遠心後、デカントで上清を捨てた。さらに

70％エタノールを 150 µl 加えて、4℃で、3,000 rpm、45 分遠心を行った。その後、ア
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スピレーターで手早く上清を吸引した。そして、サンプルを乾燥させ、35 µl の 3×SSC
で溶解させて、シールを貼り、4℃で一晩静置した。その後、96-PCR プレートから

384-PCR プレートにサンプルを移し、-20℃で保存した。 
 384-PCR プレートの保存したプローブ用サンプルを、4 ピン方式アレイヤー

(SPBIO-E, Hitachi Software)によって、アミノシランコーティングスライドガラス

(Matsunami, Osaka)上にスポットした。約 60℃の温水が入ったトレイの上に、スポッ

ティングの完了したスライドガラスを DNA の付いている面を下にして乗せ、約 1 分

間保持した。そして、スライドガラスの全体が曇ったところで直ちにスライドガラス

を取り出し、水蒸気の曇りが消えていくのを確認した。その後、UV クロスリンク機

を 60 mJ に設定し、DNA の付いている面を上向きにしてスライドガラスに UV を照射

し、DNA をクロスリンクさせた。さらに、スライドガラスをラックに入れて、3 g の
無水コハク酸、175 ml の N メチルピロリドン、7.5 ml の 1 M ホウ酸ナトリウム溶液

(pH 8.0)を混合し、調製したマスキング溶液に浸し、手で上下に約 5 分間以上振り動

かした。そして、スライドガラスをラックごとマスキング溶液に沈め、30 分間軽く振

とうした。その後、95℃の蒸留水に 2 分間浸した。そして、95%エタノールに浸し、

脱水操作を行ったスライドガラスを室温で保存した。 
 
cDNA マイクロアレイ用全 RNA 調製 
液体窒素を加えながら、組織破砕を行った。そして、450 µl の RNeasy 用の

Lysis/Binding sol.に対して、200 mg 程度の組織を加えた。80 µl の Plant RNA Isolation 
Aid(Ambion, USA)を加えて良く攪拌し、室温で 15,000 rpm、5 分の遠心を行い、上清

を採取した。以下 Plant RNeasy Kit(Qiagen, Germany)を使用した。操作手順は、添付プ

ロトコールに従った。さらに、抽出 RNA 溶液 150 µl に対して、4M LiCl を 150 µl 加
えて、良く混合し、-70℃で 1 時間以上置いた。そして、4℃で 15,000 rpm、15 分の遠

心後、上清を捨て、2M LiCl で沈殿を懸濁後、4℃で 15,000 rpm、15 分の遠心を行っ

た。上清を捨てて、沈殿を 100 µl の滅菌水に溶解した。等量のフェノール・クロロホ

ルムを加えて、攪拌後、室温で 15,000 rpm、5 分の遠心をした。水層を採取し、等量

のクロロホルムを加え、攪拌後、室温で 15,000 rpm、5 分の遠心を行った。水層を採

取し、1/10 量の 3M 酢酸ナトリウム、等量のイソプロパノールを加えて混合後、4℃、

1 時間置いた。その後、4℃で、15,000 rpm、20 分の遠心後、上清を捨てて、500 µl の
70％エタノールを加えて、4℃で、15,000 rpm、5 分の遠心をした。上清を捨て、乾燥

後、100 µl の滅菌水に沈殿を溶解させ、1/10 量の 3M 酢酸ナトリウム、3 倍量のエタ

ノールを加えて混合後、4℃で、1 時間置いた。その後、4℃で、15,000 rpm、20 分の

遠心後、上清を捨てて、500 µl の 70％エタノールを加えて、4℃で、15,000 rpm、5 分

の遠心を行った。上清を捨てて、乾燥後、適量の滅菌水に沈殿を溶解させ、全 RNA
を調製した。 
 
Cy3、Cy5 蛍光標識ターゲットの調製 
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30 µg の全 RNA に 1.5 µl の 2 µg/µl Oligo dT primer（以下の配列のオリゴヌクレオチ

ド を 等 量 混 合 し た プ ラ イ マ ー ： 5'-GGATCC(T)18A-3' 、 5'-CAGCTG(T)18C-3' 、
5'-CTCGAG(T)18G-3'）を混合した最終 14 µl の溶液を調製した。そして、70℃で 10 分

間の熱変性を行い、氷上に 3 分間置いた。次に、Cy3、Cy5-dUTP(1 mM, Amersham 
Biosciences)を 3 µl ずつアニール化したサンプルに各々加え、6 µl の 5×Superscript II 
Buffer、3 µl の 0.1M DTT、1.5 µl の 20×dNTPs(10 mM dATP, dCTP, dGTP, 4 mM dTTP; 
Amasharm Biosciences)、0.5 µl の RNase Inhibitor（Ambion）を混合した。42℃であら

かじめ保温し、その後、2 µl の逆転写酵素 Superscrip II(200 U/µl, Invitrogen, USA)を加

えて、30 µl の反応系にした。そして、42℃で 2 時間のインキュベーションを行った。

反応後、氷上に置き、5µl の 0.5 N NaOH/50 mM EDTA を加えて、70℃で 10 分間の保

温後、5 µl の 1 M Tris-HCl (pH 7.5)を加えて混合した。この溶液に、各々220 µl の TE 
Buffer を加え、Cy3、Cy5 の両方の反応液を 1 つにまとめて 500 µl に調製してから

Microcon-30(Millipore)に移した。8,000 rpm、15 分の遠心をして、上のカップの液量が

10 µl 程度になっているのを確認後、下のカップの液を捨て、上のカップに 500 µl の
TE Buffer を加え、再び 8,000 rpm、15 分の遠心をして、上のカップの液量が 10 µl 程
度になっているのを確認した。この操作を 2 回繰り返し、最終的に、10 µl まで液量

を濃縮し、濃縮したサンプルをターゲット溶液とした。 
 
DNA マイクロアレイによる解析 
作製した cDNA マイクロアレイを 20 ml のプレハイブリダイゼーション溶液（4×

SSC、0.2% SDS、20×Denhart）に浸し、37℃で 1 時間以上置き、プレハイブリダイゼ

ーション操作を行った。次に、10 µl のターゲット溶液:、0.5 µl の 10% SDS、2.5 µl の
10 µg/µl polyA(Amersharm Biosciences)、5 µl の 20×SSC、5 µl の 100×Denhart、2 µl
の滅菌水で調製したハイブリダイゼーション溶液を 95℃、3 分間で熱変性を行い、そ

の後、室温で 30 分置いた。画像化データ取得条件の検討の際に利用した 4 ピン方式

の cDNA マイクロアレイに関しては、ハイブリダイゼーション溶液 12.5µl を 22×
22mm カバーガラス(Matsunami)上に塗布し、表面張力でマイクロアレイ上に吸い上げ

るようにしてマイクロアレイ上に乗せた。また 32 ピン方式の cDNA マイクロアレイ

の際には、ハイブリダイゼーション溶液を 24×45mm カバーガラス(Matsunami)上に

25 µl を塗布した。そして、4×SSC を下に置いて、容器内を湿潤させた状態にして、

65℃で 16 時間以上保温し、ハイブリダイゼーション操作を行った。ハイブリダイゼ

ーションさせたマイクロアレイを 1×SSC-0.2% SDS 溶液で 10 分間洗浄後、0.2×
SSC-0.2% SDS 溶液で 10 分間の洗浄を行った。最後に、0.2×SSC 溶液で 5 分間の洗

浄を 2 回行い、マイクロアレイを軽く遠心をかけて、余分な水分を飛ばした。操作が

終わったら、遮光箱の中にマイクロアレイを保存した。 
 Scan Array 4000(Perkin Elmer Life Sciences, USA)を使い、マイクロアレイの画像化を

行った。画像化後、TIF 形式のファイルに保存した。画像定量化アプリケーションソ

フトウェアの Quant Array(Perkin Elmer Life Sciences)を用いて、TIF 形式に保存した画
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像化ファイルを開き、定量化した。 
 定量化したデータをタブ切 text 形式でエキスポートしたファイルを Excel ソフトウ

ェア(Microsoft, USA)で変換し、解析を行った。内部標準サンプル、Actin 8 (ACT8)、
Actin 2 (ACT2)遺伝子によって、インターナル補正を行った。また同時に、全遺伝子発

現量を同等と仮定し補正するグローバル補正も行い、両補正法によって、マイクロア

レイ解析の定量化データを算出した。 
 
ノザン解析 

10 µg の全 RNA を 1％変性アガロースゲルによって、40 分間、100 V（定電圧）で

電気泳動後、ナイロンメンブレン(Hybond-N, Amersham Biosciences)を泳動後ゲルに置

き、一晩トランスファーを行った。転写後のメンブレンを UV 照射（120 mJ）するこ

とにより、RNA をメンブレンに固定した。プローブには cDNA マイクロアレイのプ

ローブとして調製した PCR 産物を用いた。これらの PCR 産物を[α-32P]dATP（3,000 
Ci/mmol, Applied Biosystems）で標識し、プローブとした。また標識反応は、Prime 
It-II(Stratagene, USA)を使い、添付プロトコールに従った。ハイブリダイゼーションは、

標準的な方法に従った(Church and Gilbert, 1984)。プレハイブリダイゼーションを 60℃
で 30 分以上行った後、熱変性させたプローブを加え、60℃で一晩ハイブリダイゼー

ションを行った。そして、2×SSC-0.1%SDS 溶液を用いて、室温で 5 分間の振とうを

4 回繰り返した後、0.2×SSC-0.1%SDS 溶液を用いて、60℃で 15 分間の振とうを 2 回

繰り返してメンブレンの洗浄を行った。検出は、バイオイメージングアナライザー

BAS2500(Fuji Film, Tokyo)を用いた解析および X 線フィルムに露光して行った。 
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結果 
 
均一化 cDNA ライブラリー由来の EST 収集 
 均一化 cDNA ライブラリーを作製するために、Subtractive Hybridization と
Suppression PCR を組み合わせた Suppression Subtractive Hybridization (SSH)法を利用

した (Diatchenoko et al., 1996; Gurskaya et al., 1996)。原理は図 1-2(A)に示す。テスター

とドライバー分子を同一にする self-subtraction を行うことで、均一化操作が可能であ

る。そして、シロイヌナズナの根、葉、栄養生長期茎頂由来の 3 種類の器官、組織別

均一化 cDNA ライブラリーを作製した。作製した根、葉、栄養生長期茎頂由来、3 種

類の均一化 cDNA ライブラリーの平均インサート長は、コロニーPCR による電気泳動

確認で、約 0.3kb であることが示された。また、インサートを持たないクローンは 2
割程度存在した。一方、既存の花序茎頂由来の均一化 cDNA ライブラリーは、均一化

サイクル法で作製されており（図 1-2(B)）(Kohchi et al., 1995)、この均一化 cDNA ラ

イブラリーの平均インサート長は、約 0.4kb であった。 
 EST 情報を持つクローンを獲得するために、作製した根、葉、栄養生長期茎頂由来

の 3種類の均一化 cDNAライブラリーと既存の花序茎頂由来均一化 cDNAライブラリ

ーについて、ランダムシーケンスを行った。まず、栄養生長期茎頂、花序茎頂、根由

来の均一化 cDNA ライブラリー由来クローン、各 3,072 クローン、葉由来の均一化

cDNA ライブラリー由来クローン、1,152 クローン、合計 10,368 クローンについての

ランダムシーケンスを行った。ランダムシーケンスを行った後、ベクターシーケンス

を切断し、質の検定を行い、失敗シーケンスを除いた。その結果、7,914 クローンの

信頼できる塩基配列を決定することができた（図 1-3）。 
均一化の評価を行うために、それぞれの均一化 cDNA ライブラリーごとでの重複を

調べた。その結果、葉は 804 クローン中で独立した 702 クローンが存在した。以下同

様に、栄養生長期茎頂は 2,215 中 1,838、花序茎頂は 2,518 中で 1,972、根は 2,377 中

1,835 存在することが明らかとなった（表 1-1、図 1-3）。これにより、均一化の評価を

行うことが可能であった。図 1-4 は、均一化の評価を行うために、横軸に塩基配列を

決定した総クローン数、縦軸に独立したクローン数を示したものである。一般的なシ

ロイヌナズナの cDNA ライブラリーは、ランダムに 1,500 の塩基配列を決定した場合、

900 の独立した塩基配列が獲得できることが示されている(Newman et al., 1994)。つま

り、ランダムシーケンスを行った 4 種類の均一化 cDNA ライブラリーは、非均一化

cDNA ライブラリーと比較して、重複頻度が低く、効率良く様々な cDNA を獲得して

いることが示された。 
独立したクローン数を調べるために、各 cDNA ライブラリーで独立していたクロー

ン、702、1,838、1,972、1,835 の合計 6,347 クローン対して、各均一化 cDNA ライブ

ラリー間での重複を調べた。その結果、ライブラリー間で重複のないクローン数、つ

まり 1 種類のライブラリーのみで存在しているクローンが、5,173 クローン、以下同

様に、2 種類のライブラリー間で存在するクローンが 486 クローン、3 種類で存在す
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るクローンが 60 クローン、4 種類全てで存在するクローンが 8 クローンであった。つ

まり、今回のランダムシーケンスによって、独立した EST 情報を持つクローン数が、

合計 5,722 であることが明らかとなった（図 1-3）。 
 獲得したクローンの特性を調べるために、各 cDNA ライブラリーで独立していたク

ローン、702、1,838、1,972、1,835 の合計 6,347 クローンを対象とした、クローンのア

ノテーション付けを行った。検索方法は、GenBank に登録されたゲノム、タンパク質、

EST データベースに対する BLSAT 検索を行った（表 1-1）。シロイヌナズナゲノムデ

ータベースに対して、BLASTN 検索を行った。その結果、ゲノムデータとして検索さ

れたものが 6,262 クローン、未知データが 85 クローンであった。シロイヌナズナタン

パク質データベースに対して、BLASTX 検索を行った。その結果、5,641 クローンが

データベース上に存在し、未知データが 706 クローンであった。GenBank 由来の EST
データベース（est-others）に対して、BLASTN 検索を行った。その結果、EST データ

ベース上で検索されたものが 5,962 クローン、検索されなかったものが 385 クローン

であった。検索されなかった 385 クローンの中で、オルガネラ DNA 由来などの核

mRNA 由来以外の配列と予想されるクローンを除くと、327 クローンであった。これ

ら 327 クローンが新規 EST クローンと予測された（表 1-1）。 
 
cDNA マイクロアレイ実験系の構築 
 実験系の構築を行うために、3 種類の検討を行った。まず、Cy3-dUTP と Cy5-dUTP
により標識されたターゲットによる定量解析が可能な画像データを取得できるか、次

に cDNA マイクロアレイが全体を捉えることを目的とした解析法であるので、あらか

じめ設定した解析条件に当てはまる遺伝子発現を全体的な傾向として示しているか、

さらに個々のスポット定量が正しいかという 3 点である。そこで、1,152 クローン由

来の 2 連スポットの cDNA マイクロアレイを作製し、それらの検討を行った。 
Cy3-dUTP と Cy5-dUTP により標識されたターゲットによる定量解析が可能な画像

データを取得できるかを検討したところ、図 1-5 に示すように、以後の定量化解析が

可能な画像データを取得可能であった。 
cDNA マイクロアレイの全体的な発現変動の評価をするために、同じサンプルを解

析した発現プロファイルと塩ストレス処理を行ったサンプル（250 mM NaCl、5 時間）

を解析した発現プロファイルを作成した（図 1-6）。同じサンプル同士の競合ハイブリ

ダイゼーションを行った場合、遺伝子発現の変動が起こらない。そのプロファイルの

各スポットのシグナル強度を定量した値について、Cy3 を縦軸、Cy5 を横軸にプロッ

トした散布図は、直線性を描くはずである。また Cy3、Cy5 の蛍光強度の相関性を示

す相関係数は、1 に近いと予測される。一方、塩ストレス処理サンプルの解析をした

場合、遺伝子発現の変動が起こると予測されるので、上と同様な散布図を描くと同一

サンプルと比較して、直線性が乱れ、相関係数は 1 から遠ざかると予測できる。同一

サンプルを解析したところ、Cy3 を横軸、Cy5 標識ターゲットを縦軸にした、蛍光強

度の散布図は、Cy5/Cy3 比が 0.5-2.0 の間に 99％以上存在しており、直線性を示した。
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また、Cy3、Cy5 標識ターゲット間の相関係数は、R = 0.99 と非常に高かった（図 1-6(A)）。
それに対し、塩ストレス処理と非処理による比較解析を行ったところ、Cy3 標識ター

ゲット（コントロール）を横軸、Cy5 標識ターゲット（塩ストレス処理）を縦軸にし

た、蛍光強度の散布は、Cy5/Cy3 比が 2.0 以上の範囲に 7%、0.5 以下の範囲に 0.6%、

つまり 0.5-2.0 の間以外に 7.6％存在していた（図 1-6(B)）。また、Cy3、Cy5 標識間の

相関係数は、R = 0.93 であり、同一サンプルと比較して、直線性が低かった（図 1-6）。
以上の結果は、期待した通りの結果であり、cDNA マイクロアレイが、全体を捉える

ことを目的とした解析法として機能することが明らかとなった。 
個々のスポットでの定量性を確認するために、塩ストレスにより発現上昇が確認さ

れたクローンを Cy5/Cy3≧2.0 の基準で抽出した。その結果、35 の塩ストレス誘導性

遺伝子をマイクロアレイデータから抽出できた（表 1-2）。それら遺伝子の詳細を文献

情報で調べると、ストレス誘導遺伝子として報告されている遺伝子が 22、報告されて

いない遺伝子が 13 遺伝子であった(Yoshiba et al., 1995; Gilmour et al., 1992; Wilhelm et 
al., 1993; Kuromori and Yamamoto, 1994; Chen et al., 1996; Zhou and Goldsbrough, 1994; 
Koizumi et al, 1993; Chang and Meyerowitz, 1986; Seki et al., 2001; Seki et al., 2002)。つま

り、過去の知見との一致が見られたと判断できる。さらに、35 遺伝子の中からランダ

ムに選んだ 5 種類の遺伝子、∆1-Pyrroline-5-carboxylate synthase (P5CS, At2g39800)、
Alcohol dehydrogenase (ADH, At1g77120)、Glutathione S-transferase 6 (GST6, At2g47730)、
Hypothetical Protein (At1g79270)、Putative Protein (At4g27520)のプローブを用いて、塩

ストレス処理全 RNA とコントロール全 RNA に対してのノザン解析を行った。また内

部標準として使用した 2 種類（ACT2、ACT8）をコントロールとした。5 種類の遺伝

子、全てについて、塩ストレス処理による発現誘導が確認された（図 1-7）。さらに、

cDNA マイクロアレイによる Cy5/Cy3 比（平均値）とノザン解析の定量による塩スト

レス/コントロール比（平均値）の値を比較した（図 1-7）。P5CS は、cDNA マイクロ

アレイによる Cy5/Cy3 比が 21.3 に対して、ノザン解析による定量結果、塩ストレス/
コントロール比が 12.8 であった。以下同様に、ADH は、5.6 に対して 6.1、GST6 は、

3.9 に対して 3.9、At1g79270 は、5.2 に対して 3.8 であった。At4g27520 は、6.2 に対し

て、6.8 であった。cDNA マイクロアレイデータとノザン解析のデータがほぼ一致し

たことから、cDNA マイクロアレイ実験系の個々のスポットにおける定量性の正確性

が示された。 
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考察 
 
均一化 cDNA ライブラリー 
 均一化操作と均一化を行っていない cDNA ライブラリーを比較することによって、

均一化の有効性を考察した。シロイヌナズナの非均一 cDNA ライブラリーにおいて、

1,500 クローン中で独立した約 900 クローンを獲得できるという報告がされている

(Newman et al., 1994)。この報告によると、シロイヌナズナの一般的な cDNA ライブラ

リーにおいて、独立クローンの存在している確率は、約 0.6 ということになる。今回

のランダムシーケンスによる解析で、1,500 以上の塩基配列決定クローンが存在する 3
種類の均一化 cDNA ライブラリーで、独立クローンの存在している確率が約 0.8 とい

う数値を示したことからも、均一化の有効性が示されている（表 1-1）。均一化評価の

結果をよりわかりやすくするために、横軸に塩基配列決定クローン数、縦軸に重複を

省いた独立クローン数を示したグラフを描き、均一化評価を行っている（図 1-4）。最

大の収集効率を示す理想直線は、総クローン数＝独立クローン数である。今回シーケ

ンス解析を行った均一化 cDNA ライブラリーの全てが、非均一化 cDNA ライブラリー

よりも理想直線に近く、効率良く様々な種類のクローンが獲得できていることが示さ

れていた。 
今回作製した均一化 cDNA ライブラリー（葉、栄養生長期茎頂、根）と既存の均一

化 cDNA ライブラリー（花序茎頂）の均一化操作が異なっている（図 1-2）。そのこと

から、ランダムシーケンス後の解析により、均一化操作の比較が可能であった。SSH
法と均一化サイクルを比較しても、均一化のレベルに差異は見られなかった（表 1-1、
図 1-4）。しかしながら、実験的に煩雑な操作を行う、均一化サイクルによる均一化操

作と比べて、SSH 法の方が簡便で短期間に操作を行うことができるので、迅速に効率

良く研究を進める目的がある場合は、SSH 法が有効な操作法であると考えられる。 
 しかしながら、SSH 法には、弱点がある。cDNA をランダムに 4 塩基認識の制限酵

素、RsaI での消化を行うために、1 遺伝子であっても 2-3 種類の cDNA 断片を獲得す

る可能性がある。現実に、BLSATN による LOCUS 情報の検索、BLASTX でのタンパ

ク質データベースによる検索結果から、5,722 の独立した EST を獲得したにも拘わら

ず、獲得遺伝子数は、約 5,000 種類（4,800-5,100 種類の間と予測）であった。今回の

シーケンスを行った結果、SSH 法では、配列が重ならないにも拘わらず、同一遺伝子

である EST が、12 遺伝子中 1 種類の割合で出現することが明らかとなった。 
 本研究では、ランダムシーケンスにより、独立した 5,722 クローンを EST として獲

得した。シロイヌナズナの遺伝子数が約 26,000 であるので、収集した EST は、1/5 以

上の遺伝子を網羅していることになる。そのことを考察するために、例として、花成

制御関連遺伝子群の 45 遺伝子の核酸配列を今回収集した EST ローカルデータベース

に対して、BLASTN 検索を行った。その結果、45 遺伝子中 14 遺伝子が存在した。14/45
であるので、約 1/5 に相当しており、収集した EST が全遺伝子に対して、約 1/5 を網

羅していることが考察できた。 
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現在（2004 年 1 月）、196,988 のシロイヌナズナ EST が登録されている。データベ

ースが充実した現在にも拘わらず、新規 EST として予測されるクローンが 327 種類存

在した（表 1-1）。均一化 cDNA ライブラリー作製法を単純に考えた上で、低発現性遺

伝子と考えられる新規 EST クローンを獲得している可能性がある。以上のことを考え

ると、均一化 cDNA ライブラリーを適用することで、新規 EST を含む様々な cDNA
種を獲得することが可能であった。今回用いたシロイヌナズナは、モデル植物である

ため、全ゲノム構造解析が終了し、データベースも充実している。そのため、データ

ベースと比較した詳細な均一化 cDNA ライブラリーの評価を行うことが可能であっ

た。この評価は、データベースが充実していない植物種などを解析する場合、基礎的

な知見となり得ると考えられる。 
 
cDNA マイクロアレイ 
 同じサンプルを解析した発現プロファイルの横軸に Cy3、縦軸に Cy5 蛍光強度をプ

ロットした散布図は、図 1-6(A)のようにほぼ直線上に存在していた。また、Cy3 標識

ターゲットを非塩ストレス処理、Cy5 標識ターゲットを塩ストレス処理とした発現比

較を行った結果、同じサンプルを解析した散布図と比較して、図 1-6(B)のように直線

性が低かった。統計的な処理を行うために、両解析結果から相関係数 R を算出したと

ころ、同ターゲット解析の場合、R = 0.99、塩ストレス解析の場合、R = 0.93 であった。

つまり、同ターゲット解析の場合、R の値が、1 に非常に近いということが明らかで

あり、Cy3、Cy5 蛍光強度の相関性が非常に高いことが示されている。そこで、Z 変

換による相関係数の比較を行ったところ、同ターゲット解析と塩ストレス解析の R 値

が、99％以上の確率で相違することが示され、同ターゲット解析と比較して、塩スト

レス解析による遺伝子発現の方が、発現が変化していることが示唆された。このこと

から、全体を捉えた時の cDNA マイクロアレイの信頼性を確認できた。 
 加えて、スポットごとの信頼性を確認するために、塩ストレスにより、発現上昇を

示した、35 の塩ストレス誘導性遺伝子をマイクロアレイデータから抽出した（表 1-2）。
その結果、ストレス誘導遺伝子として報告されている遺伝子が 22、報告されていない

遺伝子が 13 遺伝子であった。従来知られている P5CS、COR15a (At2g42540)、COR47 
(At1g20440)、ADH、Protein phosphatase 2C (PP2C, At3g11410)、Metallothionein (MT, 
At1g07600)、GST6、Thiol protease (Rd21A, At1g47128)などの遺伝子が確認された。P5CS
は、適合溶質であるプロリンの合成系酵素であり、水ストレス下において、律速酵素

として働いていることが示唆されている(Yoshiba et al., 1995)。COR15、COR47 は低温

馴化の過程で誘導される遺伝子であり、PP2C は、シグナル伝達系に関与している脱

リン酸化酵素であり、GST6、MT は、酸化ストレスにより誘導され、活性酸素消去系

で働くということが知られている(Gilmour et al., 1992; Wilhelm et al., 1993; Kuromori 
and Yamamoto, 1994; Chen et al., 1996; Zhou and Goldsbrough, 1994)。RD21 は、乾燥スト

レスにより誘導される遺伝子として、ディファレンシャルスクリーニング法でスクリ

ーニングされてきた遺伝子である(Koizumi et al, 1993)。ADH は、ストレスにより生体
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膜の流動性が低下することで、呼吸活性が低下して嫌気的代謝に移行し、発現が誘導

されたと考えられる(Chang and Meyerowitz, 1986)。これらの遺伝子が同定されたこと

は、cDNA マイクロアレイが遺伝子同定ツールとして、十分に機能していることが考

えられる。しかしながら、これらの既知遺伝子に加えて、塩ストレスにより発現が高

まる遺伝子として、At1g79270、At4g27520 などの新規遺伝子もスクリーニングするこ

とが可能であった（表 1-2）。さらに、5 遺伝子を抽出したノザン解析の結果から（図

1-7）、それら遺伝子が、塩ストレスにより発現上昇することが確認できた。これらの

事実を考えると、cDNAマイクロアレイ実験系は、スクリーニング効率が非常に高く、

正確な実験系であると結論付けられた。 
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均一化cDNAライブラリー構築

cDNAマイクロアレイ作製

遺伝子発現プロファイルの作成

ハイブリダイゼーション

シグナル検出

遺伝子同定

整列保存
PCR増幅

ESTコレクション化

相同性検索による
遺伝子同定

塩基配列決定

・花序茎頂
・栄養生長期茎頂
・根
・葉

配列情報のクラスター化

図1-1. 均一化cDNAライブラリー由来cDNAマイクロアレイ実験系構築の手順
均一化cDNAライブラリーを利用したESTコレクション化、迅速なcDNAマイクロア
レイ実験系の構築を行い、様々な遺伝子発現プロファイルを作成する。
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アダプター1結合
テスターcDNA

ドライバーcDNA
（過剰量）

アダプター2結合
テスターcDNA

a
b
c

d

両端をうめる

e
増幅しない

a
d
b

一方向からの増幅
（直線的増幅）

c

a

b

d

e

c

両方向からの増幅
（指数関数的増幅）

e

1回目
ハイブリダイゼーション

2回目
ハイブリダイゼーション

a,b,c,d +

サプレッション
PCR

(A)

(B)

PCR

二本鎖DNA

熱変性 再会合

ヒドロキシアパタイトカラム
クロマトグラフィーによる一本鎖
cDNAの回収

図1-2. 均一化操作法の原理
(A)Suppression Subtractive Hybridization (SSH)法の原理を示す。SSH法は、
SubtractionとSuppression PCRによる効果で、効率良くSubtractionを行うことが可
能なシステムである。テスターcDNAとドライバーcDNAを同一にすることで、
均一化操作が可能である。(B)均一化サイクル法の原理を示す。増幅したcDNA
を熱変性により一本鎖にした後、再会合させる。そして、一本鎖のまま残って
いるcDNAだけをヒドロキシアパタイトカラムによって回収し、この過程で減少
した絶対量をPCR法で補う。
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獲得EST分類

・ESTデータベースに有、無
（BLASTN）
・機能既知、未知
（BLASTX）

7,914クローンローカルデータベース

シーケンスデータ質のチェック

リアレイcDNAライブラリー

重複検定

公開データベースによる
遺伝子同定

遺伝子情報を注釈したクローン管理

シーケンスデータ
栄養生長期茎頂、花序茎頂、根；各3,072クローン
葉；1,152クローン
合計；10,368クローンのランダムシーケンスデータ

均一化評価

獲得EST数

図1-3. ランダムシーケンス以降の解析、管理
ランダムシーケンス後の解析、クローン管理体制の流れを示している。DNA Space 
Ver. 3.7、Microsoft Excelでの解析、クローン管理を行っている。

6,347クローン

5,722クローン

栄養生長期茎頂：1,838
根：1,835
葉：702
花序茎頂：1972

栄養生長期茎頂：2,215
根：2,377
葉：804
花序茎頂：2,518
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表 1-1. ランダムシーケンス解析 
 

      Genome Protein EST 

Library Total ESTsa Independentb Knownc Known Known Noveld 

Vegetative apex  2215 1838 1826 1672 1716 109 

Root 2377 1835 1818 1669 1757 70 

Leaf 804 702 700 651 672 28 

Inflorescence apexe 2518 1972 1928 1622 1817 120 

Total 7914 6347 6262 5641 5962 327 

 
a：シーケンスを確定したクローン数、b：独立クローン数、c：独立クローンに関し

て、公開データベース(Genome, Protein, EST)に対して BLSAT 検索を行った結果、検索

されたクローン数、d：新規 EST 予測数、e：花序茎頂は、SSH 法ではなく、均一化

サイクル法による均一化操作を行った。 
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葉（804→702）

栄養生長期茎頂（2215→1838）

花序茎頂（2518→1972)

根（2377→1835）
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図1-4.各cDNAライブラリーの均一化評価
ランダムシーケンス後、各均一化cDNAライブラリーでのクローン重複解析を行っ
た結果を示している。横軸はシーケンスを行ったクローン数、縦軸は独立クロー
ン数を示している。()は、最終的なシーケンス確認クローン数と独立クローン数を
示している。非均一化の指標は、Newman et al.Plant Physiol. 1994, 106: 1241-1255の
報告結果を示している。
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Cy3画像 Cy5画像 合体図(A)

(B)

(C)
ACT8ACT2 P5CS

図1-5. 塩ストレス処理および対照サンプルのcDNAマイクロアレイの画像化
Cy3、Cy5取り込み画像とその画像を合わせた合体図を示している。合体図はCy3
を赤色、Cy5を緑色で示しており、同程度の発現であれば中間色である黄色のス
ポットが表示される。(A)は同一サンプル（両者とも非塩ストレス処理）による
Cy3、Cy5標識ターゲットを用いた解析、(B)は非塩ストレス処理の対照サンプルを
Cy3標識ターゲットとして、塩ストレス処理サンプルをCy5標識ターゲットとして
解析している。(C)は内在性コントロールのACT2、ACT8、塩ストレス処理により
著しく発現上昇したP5CSスポットの合体図を拡大している。矢印は、それらのス
ポットを示している。
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図1-6. 塩ストレス処理および対照サンプルのcDNAマイクロアレイの定量解析
による散布図
横軸にCy3シグナル強度、縦軸にCy5シグナル強度を示した。またCy5/Cy3値が
2以上、0.5以下を示すために、Cy3/Cy5=2および0.5の破線を描いている。(A)は
同一サンプルによるCy3、Cy5標識ターゲットを用いた解析、(B)は非塩ストレ
ス処理の対照サンプルをCy3標識ターゲット、塩ストレス処理サンプルをCy5
標識ターゲットで解析を行った結果を示している。
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表 1-2. 塩ストレス発現上昇遺伝子 
 

LOCUS Gene Identification Target / Control (±S.D. ) 

At2g39800 ∆1-prroline-5-carboxylate synthase (P5CS) 21.27(±4.53) 

At1g20440 COR47 8.80(±3.29) 

At2g42540 COR15a 7.79(±0.37) 

At1g79270 Hypothetical protein 6.77(±1.08) 

At3g11410 Protein phosphatase 2C  6.74(±0.45) 

At4g27520 Putative protein 6.24(±3.21) 

At2g46270 G-box factor 3 6.16(±1.03) 

At1g77120 Alcohol dehydrogenase (ADH) 5.62(±0.52) 

At1g62570 Hypothetical protein 5.18(±1.18) 

At1g07600 Metallothionein (MT) 4.22(±0.64) 

At3g51250 Putative lipase 4.19(±0.77) 

At4g23630 Hypothetical protein 4.11(±0.66) 

At2g47730 Glutathione S- transferase 6 (GST6) 3.87(±0.17) 

At3g05880 Hydrophobic protein (RCI2A) 3.84(±0.88) 

At2g25450 Putative dioxygenase  3.73(±0.54) 

At2g36630 Hypothetical protein 3.68(±0.22) 

At4g33150 Lysine-ketoglutarate reductase 3.63(±0.49) 

At1g58360 Amino acid transporter 3.40(±0.62) 

At3g06500 Neutral invertase 3.11(±0.09) 

At2g38540 Lipid transfer protein 1 3.05(±0.10) 

At1g61890 Hypothetical protein 2.92(±0.36) 

At1g47128 RD21A 2.82(±0.23) 

At5g03240 Polyubiquitin (ubq3)  2.77(±0.13) 

At4g12000 Hypothetical protein 2.75(±0.40) 

At1g29395 Unknown protein 2.72(±0.17) 

At3g03570 Unknown protein 2.66(±0.29) 

At2g35680 Senescence-related protein 2.66(±0.37) 

At4g15760 Monooxygenase 1  2.50(±0.17) 

At3g58750 Citrate synthase-like protein 2.49(±0.33) 

At5g47560 Sodium-dicarboxylate cotransporter-like 2.46(±0.16) 

At5g18130 Unknown protein  2.40(±0.25) 

At3g53420 Plasma membrane intrinsic protein 2a  2.27(±0.14) 

At5g16840 Hypothetical protein 2.17(±0.15) 

At2g15620 Nitrite reductase 2.16(±0.13) 

At2g40880 Cysteine proteinase inhibitor homolog 2.14(±0.15) 
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図1-7. 塩ストレス処理サンプルのノザン解析
塩ストレスにより誘導された遺伝子の一部分に関して、ノザン解析を行った。
Uは非塩ストレス処理、Sは塩ストレス処理サンプルを示している。数値は内在
性コントロールとしてACT2、ACT8を用いて、各遺伝子での発現比を算出した
結果である。()内の数値はマイクロアレイデータによる発現比を示している。
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第 2 章 
器官特異的発現遺伝子の系統的解析 

 
序論 

 
植物の器官形成は胚発生から始まる。胚発生では、芽生えの体制が確立される。芽

生えは 2 つの体軸で形成される。1 つは上下方向に伸びる頂端と基部の軸であり、こ

れに沿って頂端から順に茎頂分裂組織、子葉、胚軸、幼根、根端分裂組織が並ぶ。も

う 1 つは、頂端基部軸に直交する放射軸で、外側から順に表皮、皮層、内皮、内鞘、

維管束の 5 種類の組織が同心円状に並ぶ。この胚発生で確立する体制は、発芽後も維

持される。胚発生以後の器官、組織形成は、二種類の分裂組織、茎頂分裂組織と根端

分裂組織の分化によって決定される(Benfey, 1999)。 
高等植物の地上部の形態形成は、茎頂分裂組織が源となっている。茎頂分裂組織は

栄養生長期には葉を繰り返し発生する。この間は、節間の伸長が抑制されているため

に、地面に張り付くような葉がらせん状に次々と発生する。この葉は、ロゼット葉と

呼ばれる。その後、生殖生長期に移行し、節間生長が起こって花茎が抽苔し、はじめ

に茎生葉をつける。次に、花の原基が花茎上でらせん状に発生し、葉を伴わない単性

花を次々に作り、種子形成を行う。花および花芽の集合体を花序と呼ぶ。また、茎生

葉の葉腋には頂芽が形成するとともに副花序が形成される。 
一方、地下部の形態形成は、根端分裂組織にある少数の始原細胞の分裂と、細胞の

縦方向の伸長によって、根の生長が起こる。そして主根を形成し、主根からは側根が

分岐し、そこからさらに側根が分岐して根系は複雑化している。 
このように、植物の器官は、分裂組織を源として、様々な器官、組織に分化する。

そして、分化した器官は各々で特殊化されていて、各々の機能を担っている。葉は、

主に葉緑体内での光合成を中心とした物質生産の場、茎は根からの水分・養分などを

輸送する物質輸送の場、花は次世代に種子を残すための生殖器官、根は根圏からの水

分・養分を吸収する場である。それぞれの器官で特異的に発現する遺伝子を同定する

ことは、器官の発生・分化、生理機能、進化などを考える上で非常に興味深いもので

ある。 
また、最近の植物遺伝子工学技術の急速な進歩によって、工学や農学を対象とした

応用研究の分野において、様々な有用トランスジェニック植物が作出されている。そ

の中で、求められていることはプロモーター配列などに代表される制御配列の選択性

である(Yoshida and Shinmyo, 2000)。そこで、様々な器官特異的発現プロモーターの獲

得が望まれている。 
 本章は、cDNA マイクロアレイによる、植物の器官別遺伝子発現プロファイルを作

成し、植物体の全体像を遺伝子発現のレベルから考察した。また、器官特異的発現遺

伝子の同定を行った。さらに、今回同定した器官特異的発現遺伝子とそのプロモータ

ー配列の考察も行った。 
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材料および方法 
 
植物材料 
シロイヌナズナはエコタイプ、Columbia を利用した。器官別の発現解析を行うため

に、地上部器官は土を入れた育苗箱へ播種し、人工気象室内、22℃、白色連続光下で

栽培した。播種後 10-14 日経った植物体より葉をサンプリングした。また花と茎は、

播種後 1 ヶ月の植物体からサンプリングを行った。地下部器官である根に関しては、

滅菌したナイロンメッシュを乗せた 1%ショ糖を含む 1.2%寒天 MS 培地上に滅菌種子

を播種後、人工気象室内、22℃、白色連続光下で 3 週間栽培した根をサンプリングし

た。 
 
植物体からの全 RNA 抽出 
 第 1 章、ターゲット調製用の全 RNA 抽出法と同様な方法で行った。 
 
cDNA マイクロアレイの作製 
リアレイ操作後の cDNA ライブラリー由来 6,347 クローンに加えて、各研究室から

の供与クローン、コントロールなどを含めた約 400 クローン、合計 6,665 クローンを

鋳型として、PCR 反応を行い、その PCR 産物を DNA マイクロアレイ用の DNA プロ

ーブとした。以後の操作は、第 1 章のマイクロアレイ作製法を一部改変して行った。

改変箇所は、アレイヤーを 4 ピン方式アレイヤーから 32 ピン方式アレイヤー

(SPBIO-2000, Hitachi Software)に変更し、スライドガラスをアミノシランコーティング

スライドガラスから poly-L リジンコーティングスライドガラス(Matsunami)上にスポ

ットする実験系に改変した。 
 
ターゲット調製 
 第 1 章のターゲット調製法を改良して行った。改良点は、PCR Purification kit(Qiagen)
を用いてターゲット精製を行った。操作方法は添付プロトコールに従った。溶出した

サンプルを DNA Speed Vac を用いて、最終的に 10 µl まで液量を調製し、調製したサ

ンプルをターゲット溶液とした。 
 
DNA マイクロアレイによる解析 
 第 1 章の方法と同様に行った。 
 
クラスター解析 
 グローバル補正後のデータを図 2-1(A)のような 16 種類のプロファイルをもとに 4
器官での各遺伝子の発現比を算出した。算出法として、以下のような計算を行った。

Cy5 を葉で標識した場合のプロファイルでのある遺伝子における値の算出を例に挙

げる。 
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Cy3 を葉、Cy5 を葉で標識した発現プロファイルの Cy3 シグナル強度値を a、Cy5
を b とする。Cy3 を根、Cy5 を葉としている発現プロファイルの Cy3 強度を c、Cy5
強度を d、Cy3 を花、Cy5 を葉としている発現プロファイルの Cy3 強度を e、Cy5 強

度を f、Cy3 を茎、Cy5 を葉としている発現プロファイルの Cy3 強度を g、Cy5 強度を

h とする。 
各プロファイルで Cy3/Cy5 の値を求める。その結果、a/b、c/d、e/f、g/h の値が算出

される。 
これらの値を平均した、(a/b+c/d+e/f+g/h)/4 を A とする。 
さらに、各々の比を平均値 A で割ると、(a/b)/A、(c/d)/A、(e/f)/A、(g/h)/A の値が算

出される。(a/b)/A は葉、(c/d)/A は根、(e/f)/A は花、(g/h)/A は茎での発現を示す。 
また、これらの値の和は、(a/b)/A+(c/d)/A+(e/f)/A+(g/h)/A=4、4 である。仮に 4 器官

の全てで同じ発現を示す遺伝子であるならば、(a/b)/A=1、(c/d)/A=1、(e/f)/A=1、(g/h)/A=1
と示すことになる。 
以下同様に Cy3 を葉で標識したプロファイル、その他 3 器官でのプロファイル（Cy3、

Cy5 のダイスワッピングを考慮すると 3×2、6 回の計算が必要）に関する計算を行う

と、合計 8 種類の計算値が出てくる。 
その値を平均して、各器官での値として解析を行った。計算した発現を示す値は、

1 が平均値であり、1 より大きければ平均よりも発現が大、1 より小さければ発現が平

均よりも小と判断できる。 
これらの算出した各遺伝子の各器官別発現比データをタブ切 text 形式で、

GeneSpringソフトウェア(Silicon Genetics, USA)に import することでクラスター解析を

行った。解析法としては、平均距離法を用いることで、実験クラスタリング、遺伝子

クラスタリングを組み合わせたペアワイズコリレーション解析を行った。また

k-means クラスタリング解析により、発現パターンのよる遺伝子のクラスター化を行

った。 
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結果 
 
4 器官発現プロファイルの作成 
 器官別の系統的な遺伝子発現解析を行うために、葉、茎、根、花由来の全 RNA か

ら Cy3 標識、Cy5 標識ターゲットを調製し、4×4、16 種類の遺伝子発現プロファイ

ルを作成した（図 2-1(A)）。再現性を取得するために、Cy3 と Cy5 を入れ替えた解析

（ダイスワッピング解析）も行った。アレイ上の 6,665 クローンの中で、解析不能と

判断された 272 クローンが存在した。そこで、6,665 から 272 を除いた 6,393 クローン

を解析した。6,393 クローン中には、5,241 種類の遺伝子が含まれていた。 
 
植物器官の系統 
 4 器官の系統を調べるために、各実験条件での発現類似性を調べる実験クラスタリ

ング、遺伝子ごとの発現の類似性を調べる遺伝子クラスタリングを組み合わせたペア

ワイズコリレーション解析を行った。実験条件とは、4 器官の場合、花、葉、茎、根

での発現解析結果である。また、3 器官の場合、花、葉、茎での発現解析結果である。

図 2-2 は、4 器官解析および地上部 3 器官解析に関するペアワイズコリレーション解

析の結果を示している。縦方向は器官の系統を示しており、横方向は遺伝子クラスタ

リングの結果を示している。4 器官解析の結果から、最も近縁関係にある器官は、花

と葉であった。根は他の 3 器官と比較して最も遠い関係を示していた（図 2-2(A)）。
また、地上部の 3 器官解析の結果でも、最も近縁関係にある器官は、花と葉であり、

花と葉のグループに茎が統合している系統を示した（図 2-2(B)）。 
 
各器官での発現特異性の解析 
 器官ごとの遺伝子発現の特異性を調べるために、k-means クラスタリング解析を行

い、4 器官での発現パターンが類似している遺伝子を分類した。4 器官での発現特異

性を考えた場合、理論的に 1 器官で発現している場合が 4 分類、2 器官で発現してい

る場合が 6 分類、3 器官で発現している場合が 4 分類、4 器官で発現している場合が 1
分類、合計 15 分類になる。そこで、発現パターンが類似している遺伝子を 15 種類の

クラスターに分割した。その結果を図 2-3 に示している。表 2-1 は、各クラスターに

おけるクローン数、LOCUS 情報をもとに検索された遺伝子数、発現が見られる器官

をまとめている。しかしながら、今回の k-means クラスタリング解析では、15 種類に

分類されたが、必ずしも理論通りの期待された分類にはならなかった。 
各器官での発現特異性が高い遺伝子を含むクラスターを挙げると、花での発現特異

性が高い遺伝子を多く含む CL6、葉での発現特異性が高い遺伝子を含む CL1、CL2、
CL13、茎での発現特異性が高い遺伝子を含む CL3、CL7、CL9、根での発現特異性が

高い遺伝子を含む CL11、CL14、CL15 であった。この中でも CL14 は、特に根で発現

特異性が高い遺伝子のみを含むクラスターを形成していた（図 2-3、表 2-1）。それに

対し、CL14 以外、他の器官特異的発現性が高い遺伝子を含むクラスターは、各器官
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の特異的発現を示す遺伝子だけでなく、他の器官でも発現が示される遺伝子も含まれ

ていた。例えば CL6 は、花での特異発現性を示す遺伝子と花および葉での発現を示す

遺伝子も含まれていた（図 2-3、表 2-1）。 
各クラスターの特徴を捉えるために、MIPS (Munich Information Center for Protein 

Sequences) Functional category での機能分類によって、各クラスターで含まれる遺伝子

を分類した（表 2-2）。特徴的なクラスターとして、CL4、CL6 で転写因子の数が多く

示された。CL4、CL6 は、どちらも花での発現が示される遺伝子を含むクラスターで

ある。 
次に、各クラスターでの特徴を捉えるために、細胞内局在性を調べた。TargetP プ

ログラムを利用し、プラスチド移行、ミトコンドリア移行、分泌タンパク質に分類し

た(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/)（表 2-3）。各クラスターの特徴を比較するた

めに、全ゲノム配列から推定された 25,225 遺伝子での検索結果も示している。その結

果は、葉緑体移行シグナルを持つタンパク質は 14%、ミトコンドリア移行シグナルを

持つタンパク質は 10%、分泌シグナルを持つタンパク質は 17%である（図 2-4）。ゲノ

ム全体での示される比率と比較して、特徴的なクラスターは、38%、48%、42%とプ

ラスチド移行シグナルを持つタンパク質が多い CL1、CL2、CL5 が挙げられる（図 2-4）。
CL1、CL2、CL5 は、葉での発現特異性の高い遺伝子を多数含むクラスターであり、

特に CL2、CL5 は、葉緑体数が多いとされている緑色器官である葉、茎での発現性が

高い遺伝子を含むクラスターである（表 2-1）。また、35%と分泌タンパク質の割合が

多い CL14 が挙げられる（図 2-4）。CL14 は、根で発現特異性が高い遺伝子のみを含

むクラスターである（表 2-1）。ミトコンドリア移行シグナルを持つタンパク質の各ク

ラスターでの割合は、4-12%の間であり、全てのクラスターで、特徴的な変化を示さ

ないと判断した。 
 
器官特異的発現遺伝子の同定 
器官特異的発現遺伝子を同定するために、図2-1(B)のような操作を行った。例えば、

葉特異的発現遺伝子の同定の手順を示すと、ダイスワッピングでの解析終了後、葉対

根(2,5)、葉対花(3,9)、葉対茎(4,13)の全ての場合、葉が 2 倍以上を示すクローンを抽出

し、葉特異的と判断した（図 2-1(A, B)）。以下、他の器官についても同様に行い、4
種類の器官特異的発現クローンを同定し、器官特異的発現遺伝子の同定を行った。そ

の結果、葉で 56 種類、茎で 24 種類、花で 23 種類、根で 141 種類のクローンが同定

された。これらの選抜クローンの遺伝子重複を省くために、WEB 上検索によるアノ

テーション作業を行い、LOCUS 情報をもとに、同定された遺伝子数を決定した。そ

の結果、葉で 55 種類、茎で 22 種類、花で 21 種類、根で 131 種類の遺伝子が同定さ

れた（表 2-4）。 
同定された遺伝子の発現特異性と発現量の相関を調べるために、縦軸に発現特異性

を示すターゲット/コントロールの値、横軸に発現強度を示すターゲットのシグナル強

度をプロットした分布グラフを図 2-5 に示した。ターゲット/コントロールの値が大き
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ければ、発現特異性が高いことを示し、ターゲットのシグナル強度が大きければ、発

現量が高い遺伝子であることを示す。また、同定された遺伝子のほとんどが、ターゲ

ット蛍光強度が 3,000 以上、ターゲット蛍光強度/コントロール蛍光強度の値が 2.5 以

上と比較的高い値を示していた（表 2-4）。このことは、低発現性遺伝子を選抜できて

いないことを示しており、cDNA マイクロアレイにおける低発現遺伝子解析の限界を

示す結果となった。また、全体的な傾向として、特に根で特異性、発現量の高い遺伝

子が多く選抜されていることが明らかとなった。 
 実験上の再現性を確認するために、根特異的発現遺伝子候補の 27 遺伝子、葉特異

的発現遺伝子候補の 1 遺伝子、合計 28 遺伝子に関して、ノザン解析を行った（図 2-6）。
その結果、すべての場合でマイクロアレイデータとノザン解析データの一致が確認さ

れた。この結果から、今回のスクリーニング結果が正しいと判断できた。 
 
器官特異的発現遺伝子の MIPS アノテーションと機能分類 
 同定された遺伝子の特徴を捉えるために、MIPS アノテーション、MIPS Functional 
category での機能分類による分類を行った。機能既知、および機能予測がされている

遺伝子数は 4 器官合計、162 遺伝子であった。また機能分類の結果を表 2-5 にまとめ

た。 
葉、根において、代謝、エネルギー系として分類される遺伝子が多数同定された。

葉においては、Fructose-bisphosphate aldolase (At4g38970)、Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (At1g42970)、Ribulose bisphosphate carboxylase (At5g38410)、
Sedoheptulose-bisphosphatase (At3g55800)、Phosphoglycerate kinase (At3g12780)、
Fructose-bisphosphatase (At3g54050)といったプラスチド移行シグナルを含み光合成、

炭素同化で働く遺伝子が同定された（表 2-4）。これら遺伝子は、過去の知見からも葉

を中心とした緑色器官での高発現性が報告されている(Kagaya et al., 1995; Kwon et al., 
1994; Ewing et al., 1998; Willingham et al., 1994; Podkowinski et al., 2003; Strand et al., 
1997)。根においては、Alcohol dehydrogenase (ADH, At1g77120)、β-1,3-glucanase 
(At4g16260)、Aspartate aminotransferase (At5g19550)、Glutamate dehydrogenase 
(At5g07440)などが同定された（表 2-4）。これら遺伝子は、根器官での強い発現が報告

されている(Chung and Ferl, 1999; . Cruz-Ortega, 1997; Schultz, 1998; Purnell, 1997)。 
根と花において、転写関連に分類される転写因子が同定された。その中でも形態形

成に関与する転写因子がいくつか同定された。花においては、花のホメオティック遺

伝子 APETALA1 (AP1, At1g69120)、APETALA3 (AP3, At3g54340), MADS-box タンパク質

PISTILLATA, (PI, At5g20240), SEPALLATA3(SEP3, At1g24260)、LUMINIDEPENDENS 
protein (LD, At4g02560)が同定された（表 2-4）(Gustafson-Brown et al., 1994; Jack et al., 
1994; Li et al., 2001; Honma and Goto, 2000; Zhang and van Nocker, 2002)。根では、GRAS
ファミリーに属する bZIP 型の転写因子として予測されている Scarecrow-like protein 
(At3g46600)が同定された（表 2-4）(Sabatini, 2003)。 
根において、細胞修復・防御、細胞死・老化に分類される遺伝子が同定された。
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Osmotin (At4g11650)、HSP 90-like protein (At4g24190)は、根での高発現が報告されてい

る（表 2-4）(Kononowicz, 1992; Yabe, 1994)。 
 また、今回の解析で同定された遺伝子の中で、unknown protein、hypothetical protein、
putative protein にアノテーションされた機能未知遺伝子数は 4 器官合計、67 遺伝子で

あった。そこで、アノテーションから機能既知（予測可能を含む）、および未知と器

官別に分類した（図 2-7）。その結果、葉では機能未知遺伝子が 24%と低く、根では

31%と高いことが明らかとなった。 
 同定した器官特異的発現遺伝子の特徴を捉えるために、細胞内局在性を調べた。

TargetP プログラムを利用し、プラスチド移行、ミトコンドリア移行、分泌タンパク

質に分類した（表 2-6）。特に、50 以上の同定遺伝子数が存在した葉と根での細胞内

局在の全体傾向を調べた結果、葉ではプラスチド移行シグナルを有するタンパク質が

56%と大部分を占めていた。一方、根では分泌タンパク質が 19%と比較的高いことが

明らかとなった（図 2-8）。他の 2 器官に関しては、同定した遺伝子数が少ないために、

傾向を示せないと考えているが、茎に関しては葉緑体移行シグナルを有するタンパク

質が 31%、分泌タンパク質が 32%という特徴的な結果が示された。 
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考察 
 
4 器官発現プロファイルを利用した器官特異的発現遺伝子の同定 

16 種類の遺伝子発現プロファイルを作成し、作成した遺伝子発現プロファイルを用

いた器官特異的発現遺伝子の同定を行った（図 2-1）。その同定法は、Cy3、Cy5 を交

換するダイスワッピング解析、および他器官との総当り解析を行うことで、2×3 のデ

ータ再現性を検定していると考えられる。つまり、このスクリーニング法で器官特異

的発現と同定されたクローンが器官特異的発現を示す信頼度は高いと考えている。実

際、ノザン解析によるデータからもそれは実証されている（図 2-6）。 
 各器官での発現特異性に注目して、k-means クラスタリング解析を行った。理論的

には 15 種類に分類されると予想し、k 値を 15 に設定し、15 種類の遺伝子クラスター

に分類した。しかしながら、必ずしも理論通りの結果ではなかった（図 2-3）。根特異

的発現を示す遺伝子クラスター、CL14 は存在したが、他の器官特異的発現遺伝子を

含むクラスター、CL1、CL2、CL3、CL7、CL6 は他の地上部器官での発現も示すクラ

スターであった。この原因は、地上部器官では完全な器官特異性を示す遺伝子が少な

いことが考えられる。実際、今回、総当り解析により器官特異的発現遺伝子を同定し

たが（図 2-1(B)）、その結果からも根では発現特異性が高い遺伝子が多数同定されて

きたが、その一方で、地上部の 3 器官では根と比較して発現特異性の高い遺伝子が同

定されていなかった（図 2-5）。また、根で同定された遺伝子数が 131 と多いのに対し、

地上部 3 器官の合計が 98 と少ないことも、地上部器官では完全な器官特異性を示す

遺伝子が少ないことを反映していると考えられる。 
 
クラスター解析による器官系統 
 解析した全ての遺伝子を用いた器官別遺伝子発現プロファイルを使い、ペアワイズ

コリレーション解析することで、各器官の系統を示すことができた（図 2-2）。4 器官

での解析、地上部 3 器官での解析からも同様の結果であり、最も近縁関係にある器官

は、花と葉であった。これは、花は葉の相同器官であるという説を支持する結果とな

った。実際、花の ABC モデルに関与する ABC クラス遺伝子の 3 重変異体では、花が

葉様化器官に置換されることから、花が葉の特殊化された相同器官であると証明され

ている事象である(Saedler, 2001)。また 4 器官での解析から、根と地上部の系統が分離

されていた。このことは地上部のシュートは、茎頂分裂組織由来であるのに対し、地

下部の根は根端分裂組織由来であることの違いであると考えられる(Benfey, 1999)。つ

まり、系統的な遺伝子発現解析を行うことで、これまでの器官系統の知見を示すこと

が可能であった。 
 
器官特異的発現遺伝子 
葉での発現特異性を示す遺伝子として、Fructose-bisphosphate aldolase (At4g38970)、

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (At1g42970)、Ribulose bisphosphate 
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carboxylase (At5g38410)、Sedoheptulose-bisphosphatase (At3g55800)、Phosphoglycerate 
kinase (At3g12780)、Fructose-bisphosphatase (At3g54050)といったプラスチド移行シグ

ナルを含み光合成、炭素同化で働く遺伝子が同定された。これらの遺伝子は、葉を中

心とした緑色器官での高発現性が報告されており、同定結果の正しさを示している。

また、この結果は、葉が葉緑体を多数含む物質生産の場として特殊化された器官だと

いうことを示している(Kagaya et al., 1995; Kwon et al., 1994; Ewing et al., 1998; 
Willingham et al., 1994; Podkowinski et al., 2003; Strand et al., 1997)。 
根での発現特異性を示す遺伝子として、Alcohol dehydrogenase (ADH, At1g77120)が

同定された。ADH はピルビン酸からエタノールへの還元反応を触媒し、連続的な

NAD+の再生を起こしている嫌気的反応関連タンパク質の 1 つである。ADH 活性は、

嫌気的な条件下において、植物の生存のために必要であると考えられている。シロイ

ヌナズナの ADH は、根器官で構成的に発現しているが、地上部緑色器官では発現が

見られないとの報告がある(Chung and Ferl, 1999)。このことからも、この同定結果が

正しいといえる。また、Osmotin (At4g11650) 、HSP 90-like protein (At4g24190)などの

細胞修復・防御、細胞死・老化に関与する遺伝子が同定された。根は浸透圧を中心と

した水ストレスを最初に感受する器官であると考えられている。根は、浸透圧、塩な

どの様々なストレスに対しての感受性が高く、最近の報告では、ストレスに対して、

地上部よりも地下部で 10-100 倍の感受性の高さを示す遺伝子の存在も報告されてい

る(Kreps et al., 2002)。そのために、今回の解析からもストレスに関与する遺伝子が根

器官で多く同定されたものと考えられる。 
花において、転写関連に分類される転写因子が同定された。その中でも形態形成に

関与する転写因子がいくつか同定された。花においては、花のホメオティック遺伝子

APETALA1 (AP1, At1g69120)、APETALA3 (AP3, At3g54340), MADS-box タンパク質

PISTILLATA, (PI, At5g20240), SEPALLATA3(SEP3, At1g24260)、LUMINIDEPENDENS 
protein (LD, At4g02560)が同定された(Gustafson-Brown et al., 1994; Jack et al., 1994; Li et 
al., 2001; Honma and Goto, 2000; Zhang and van Nocker, 2002)。しかしながら、葉では器

官形成に関与する転写因子が同定されなかったことは、ペアワイズコリレーション解

析の結果と一致しているように（図 2-2）、花は葉が特殊化された器官であるという説

を支持する結果だと考えられる(Saedler, 2001)。 
今回の解析で同定された遺伝子に関して、unknown protein、hypothetical protein、

putative protein にアノテーションされた機能未知遺伝子は合計 67 遺伝子であった。こ

れら遺伝子は、潜在的に新規遺伝子の可能性がある。今回同定した 29%の遺伝子が新

規遺伝子であることが考えられる。 
 
細胞内局在 
全体での k-means クラスタリング解析を行った結果、CL1、CL2、CL5 クラスター

は、高い割合でプラスチド移行シグナルを有するタンパク質を含んでいた（図 2-4）。
これらクラスターは、葉での発現が高い遺伝子を多数含むクラスターであった（図
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2-3）。また、総当り解析を行った結果（図 2-1）、葉特異的発現遺伝子と同定された遺

伝子群は、プラスチド移行シグナルを有するタンパク質が 56%と大部分を占めていた

（図 2-8）。このことは、アノテーションからの考察と同様、葉が葉緑体を多数含む物

質生産の場として特殊化されている器官だということを示している。 
それに対し、ミトコンドリア移行シグナルを有するタンパク質の検索を行ったが、

どのクラスターでもほぼ同様な割合で存在していた。これは、ミトコンドリアがどの

器官でもほぼ均等に存在していることが考えられる。 
CL14 に含まれる遺伝子は、分泌タンパク質が 35%と高い割合を占めていた（図 2-4）。

このクラスターは、15 種類に分類したクラスターの中でも、唯一、非常に強い根での

発現特異性を示す遺伝子群が形成するクラスターであった。それに重なる形で、総当

り解析を行った結果、根特異的発現遺伝子と同定された遺伝子群では分泌タンパク質

が 19%と比較的高いことが示されていた。CL14 クラスターの遺伝子は、総当り解析

を行った場合の根特異的発現遺伝子と同定された遺伝子とすべて重複しており、他器

官との発現比が 4.0 以上の遺伝子群であった。根で発現性の高い遺伝子群に分泌タン

パク質が多数含まれているが、この理由の 1 つとして、根圏での水分・養分吸収を最

適化するために、細胞外に多数の分泌物を排出していると考えられる。例えば、根圏

からのリン吸収に関与する酸性ホスファターゼなどが挙げられる(Haran et al., 2000)。
つまり、根圏での分泌物の排出現象は、根で発現する遺伝子に多数の分泌タンパク質

が含まれることを説明できる 1 つの現象である。 
 
今後の展望 
これまで、Differential Display などの手法によって、網羅的な遺伝子同定が行われて

きている(Mandaokar et al., 2003)。しかしながら、これらの手法は、遺伝子同定を主な

目的としているために、遺伝子発現の変化が見られない遺伝子は、ほとんどの場合で

同定されない。マイクロアレイは、アレイ上のスポットを全体的に解析するので、遺

伝子同定だけではなく、全体像を追跡するのに都合が良いシステムである。今回の解

析で、系統的な遺伝子発現解析を行い、全体像を捉えたことで、花は葉の相同器官で

あるという植物の器官系統に関する知見を示した。また、新たな知見として、細胞内

局在の解析から根で特異的に発現する遺伝子は、分泌タンパク質の占める割合が高い

ということが示された。このことは cDNA マイクロアレイを用いた網羅的な解析が、

全体像を捉えることで、新たな知見を得るのにも有効であることが示された。 
さらに、今回の解析で、総当り解析を行うことで、効率的かつ精度が高い器官特異

的発現遺伝子の同定を行うことができた。ノザン解析での結果、および過去の知見か

らの一致を考えると、その精度は高いと考えている。その際、多数の未知遺伝子の同

定も可能であった。 
これら器官特異的発現遺伝子の同定は、分子育種分野でも非常に興味深い内容であ

る。トランスジェニック植物体を用いた分子育種において、器官特異的発現プロモー

ターの利用は、目的に応じた生産性を目指す上で、非常に興味深いものであり、現実
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に利用可能とされているプロモーターも存在する。例えば、緑色器官に関すれば、光

合成に関与する ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase の小サブユニット(rbcS)、
chlorophyll a/b binding protein (CAB)、glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase の A サ

ブユニット(GapA)をコードする遺伝子のプロモーターが利用されている。これらは緑

色器官で高発現し、光によって誘導される。根での発現調節可能なシステムは、産業

的な目的のために重要性があると考えられる。この理由としては、ファイトレミディ

エーション、リゾセクレーションへの適用が考えられるからである(Yoshida and 
Shinmyo, 2000)。例えば、根特異発現プロモーターとして、hyoscyamine 6β-hydroxylase 
(AbH6H)、purescine N-methyltransferase (PMT)、mannopine synthase (mas2’)をコードす

る遺伝子のプロモーターなどが解析されている(Suzuki et al., 1999; Shoji et al., 2000; 
Borisjuk et al, 1999)。改変 mas2’プロモーターに分泌シグナルペプチドと GFP を連結さ

せた融合タンパク質をタバコに形質導入し、根におけるリゾセクレーションの可能性

を調べた報告もある(Borisjuk et al, 1999)。今回の解析で、229 種類の器官特異発現遺

伝子を同定できた。言い換えれば、新規な器官特異的発現の有用プロモーター候補を

得たともいえる。次の段階として、新規プロモーターを収集するために、今回の同定

結果と公開されているゲノム、完全長 cDNA 情報を組み合わせることが重要である

(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Seki et al., 2002)。現在、我々のグループでは、

特に根特異性プロモーターについて注目をして、プロモーター配列のカタログ化を行

っている。その中でもノザン解析を行い、根での特異発現性が確認された 27 遺伝子

について、完全長 cDNA 情報とゲノム情報を組み合わせた形でのシス因子検索を行っ

た（表 2-7）。完全長 cDNA 情報が存在する 26 遺伝子は、転写開始点と予測される上

流 1kb についての検索を行った。完全長 cDNA 情報が存在しなかった At3g54580 は、

開始コドン上流の 1.5kb についての検索を行った。シス因子検索には PLACE 上の

PLACE Signal Scan Search を用いて行った(http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/)。特
に根器官での発現に関与するとされているシス因子、as-1 element、ACGT motif、
NtBBF1 binding site、ATATT motif、telo-box の 5 種類に関しての有無を調べた（表 2-7）
(Redman et al., 2002; Klinedinst et al., 2002; Salinas et al., 1992; Baumann et al., 1999; 
Elmayan and Tepfer, 1995; Tremousaygue et al., 1999)。その結果、26 遺伝子のプロモータ

ー予測部位において、上記 5 種類、いずれかのシス配列が検索された。しかしながら、

At1g76930 に関しては、検索されなかった。つまり、At1g76930 に関しては、他のシ

ス配列の関与、あるいは mRNA 安定性の現象などが起因となる mRNA の蓄積が考え

られる(Hua et al.,2001)。今後、同定された遺伝子プロモーターがどのような応答を示

すのかを調べるために、レポーター遺伝子を用いた解析、シス配列を認識する転写因

子同定を行うなどの詳細な解析が期待される。 
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(A)

(B)

図2-1. 器官別遺伝子発現プロファイルの作成
(A)は、Cy3、Cy5のダイスワッピングも含めて作成した16種類の遺伝子発現プロ
ファイルを示している。赤数字は、同一サンプルによる解析を示している。(B)
は、器官特異的発現遺伝子を同定するために行った手順を示している。例えば、
葉候補を同定するために、葉(Target)/根(Control)>2.0→葉/花>2.0→葉/茎>2.0以上
の全てであてはまるクローンを選抜する。
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図2-2. 器官別遺伝子発現プロファイルのペアワイズコリレーション解析
5,241遺伝子の遺伝子発現に関して、遺伝子クラスタリング（横方向）、実験クラ
スタリング（縦方向）を行った結果を示す。(A)は、花、葉、茎、根の4器官での
解析を示す。(B)は、花、葉、茎の地上部3器官での解析を示す。

Gene expression
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図2-3. 器官別遺伝子発現のk-meansクラスタリング解析
5,241遺伝子の遺伝子発現に関して、k-meansクラスタリング解析を行った結果を
示している。発現パターンの違いで、各々の遺伝子を15種類のグループに分類し
た。CL数字は便宜的に名付けたクラスター名である。例えば、CL14は、根での
発現特異性が高い遺伝子が集合しているクラスターである。
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表 2-1. k-means クラスタリング解析による各クラスター情報 
 

Cluster Genesa Clonesb Expression Patternc 

CL1 375 429 Leaf, Flower/Leaf, Flower/Leaf/Stem 

CL2 187 222 Leaf, Leaf/Stem 

CL3 190 235 Stem, Leaf/Stem 

CL4 479 537 Flower/Stem, Flower/Leaf/Stem 

CL5 243 388 Leaf/Stem 

CL6 679 780 Flower, Flower/Leaf 

CL7 250 307 Stem, Flower/Stem 

CL8 326 443 Root/Stem, Leaf/Root/Stem 

CL9 408 486 Stem, Root/Stem 

CL10 358 412 Flower/Leaf/Root/Stem 

CL11 418 515 Root, Root/Stem 

CL12 642 818 Root/Stem, Flower/Root/Stem 

CL13 182 216 Leaf, Leaf/Root 

CL14 86 125 Root 

CL15 418 480 Root, Flower/Root 

 
a：クラスターに含まれる遺伝子数を示している。b：クラスターに含まれるクローン

数を示している。c：クラスターに含まれる遺伝子が発現を示す器官を表している。

例として CL1 は、Leaf は葉のみで発現する遺伝子、Flower/Leaf は葉と花で発現する

遺伝子、Flower/Leaf/Stem は花と葉と茎で発現する遺伝子を示しており、3 種類の発現

パターンを示す遺伝子が存在するクラスターであることを意味している。 
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表 2-3. k-means クラスタリング解析による各クラスターの TargetP 解析 
 

Cluster No. Plastid Mitochondria Secretory pathway No targeta Total Genes 

CL1 143 37 52 143 375 

CL2 91 9 16 71 187 

CL3 39 12 30 109 190 

CL4 59 39 75 306 479 

CL5 103 9 32 99 243 

CL6 117 83 84 395 679 

CL7 32 25 32 161 250 

CL8 58 30 35 203 326 

CL9 48 33 41 286 408 

CL10 46 45 36 231 358 

CL11 54 58 48 258 418 

CL12 69 67 63 443 642 

CL13 35 14 25 108 182 

CL14 3 6 30 47 86 

CL15 36 66 50 266 418 

Genomeb 3592 2604 4237 14792 25225 

 
a：TargetP により、分類されなかったタンパク質 
b：全ゲノム構造解析から予測されるタンパク質に関する TargetP 解析の結果を示す。 
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CL14
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図2-4. k-meansクラスタリング法により分類された代表的なクラスターに含まれる遺伝子
の細胞内局在予測
k-meansクラスタリング法によって分類した15種類の遺伝子群の特徴を捉えるために、
TargetP解析による細胞内局在予測を行った。その中でも特徴的なクラスターを示す。
CL1、CL2、CL5は、葉での発現特異性が高い遺伝子を多数含むクラスターである。
CL14は、根での発現特異性が高い遺伝子が集合したクラスターである。Genomeは、ゲ
ノム構造解析により予測された全遺伝子をTargetPによる解析を行い、細胞内局在予測を
行った結果を示している。
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表 2-4. 器官特異的発現遺伝子 
 
Leaf-specific expression genes 

LOCUS Gene Identification Control Leaf Leaf/Cont. 
At3g45140 lipoxygenase (AtLox2) 1385 20193 14.6 

At3g01500 carbonic anhydrase, chloroplast precursor 2864 40735 14.2 

At1g09340 putative RNA-binding protein 2976 31901 10.7 

At4g38970 fructose-bisphosphate aldolase like protein 6238 61433 9.8 

At3g09630 putative 60S ribosomal protein L1 15797 155422 9.8 

At1g42970 putative glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2272 21023 9.3 

At5g38420 RuBisCO small subunit 2b 5852 53483 9.1 

At2g39730 Rubisco activase 4546 40369 8.9 

At3g55800 sedoheptulose-bisphosphatase precursor 2447 20650 8.4 

At5g14740 CARBONIC ANHYDRASE 2 2376 19333 8.1 

At4g37930 glycine hydroxymethyltransferase like protein 3930 31183 7.9 

At2g17340 unknown protein 23531 181106 7.7 

At1g12900 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A 4498 33493 7.4 

At2g39010 putative aquaporin (water channel protein) 2064 15314 7.4 

At5g64040 photosystem I reaction centre subunit psaN precursor 6965 48129 6.9 

At5g38410 RuBisCO small subunit 3b 39151 267023 6.8 

At5g65010 asparagine synthetase 1133 7640 6.7 

At1g69530 expansin-like protein 1332 8814 6.6 

At5g09660 microbody NAD-dependent malate dehydrogenase 2506 16568 6.6 

At5g66880 protein kinase 6166 37421 6.1 

At1g30380 Photosystem I Subunit K (PsaK) 8102 48147 5.9 

At4g00360 probable cytochrome P450 1595 9354 5.9 

At1g20340 Plastocyanin (PetE2) 7560 41393 5.5 

At4g31160 unknown protein 3098 16954 5.5 

At3g12780 phosphoglycerate kinase like protein 8862 48264 5.4 

At4g09580 unknown protein 2104 11322 5.4 

At1g20020 ferredoxin--NADP reductase precursor, putative 1699 9059 5.3 

At1g08380 unknown protein 6628 35076 5.3 

At4g27520 early nodulin-like 2 predicted GPI-anchored protein 1075 5680 5.3 

At5g40610 dihydroxyacetone 3-phosphate reductase (dhaprd) 5082 26589 5.2 

At2g21330 fructose bisphosphate aldolase like protein 1270 6646 5.2 

At5g04140 ferredoxin-dependent glutamate synthase 1566 8089 5.2 

At5g53930 unknown protein 1878 9467 5.0 

At1g60950 ferrodoxin precursor 5142 25667 5.0 

At3g14420 glycolate oxidase like protein 2444 12161 5.0 

At3g50820 putative protein 1 photosystem II oxygen-evolving complex 4717 23331 4.9 

At3g62410 CP12 protein precursor-like protein 2676 12901 4.8 

At4g21280 photosystem II oxygen-evolving complex protein 3 - like 10786 51490 4.8 

At2g35330 unknown protein 2789 13312 4.8 

At4g03280 unknown protein 4217 20029 4.7 

At1g21600 unknown protein 3880 18325 4.7 

At3g04790 putative ribose 5-phosphate isomerase 1314 6170 4.7 

At1g79040 unknown protein 5241 24193 4.6 

At1g11860 aminomethyltransferase-like precursor protein 5393 24358 4.5 
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At1g25540 hypothetical protein 2363 10457 4.4 

At3g24030 hydoxyethylthiazole kinase, putative 3779 16336 4.3 

At3g63160 unknown protein 1760 7581 4.3 

At1g44575 Photosystem II chlorophyll-binding protein PsbS 3280 13920 4.2 

At2g15620 ferredoxin--nitrite reductase 1123 4688 4.2 

At1g16880 Unknown protein (F6I1.12) 3115 12870 4.1 

At3g54050 fructose-bisphosphatase precursor 2232 9149 4.1 

At1g67080 unknown protein 4992 20449 4.1 

At4g22890 unknown protein 3006 12194 4.1 

At3g02730 thioredoxin f1 1438 5477 3.8 

At3g11630 putative 2-cys peroxiredoxin 4213 15691 3.7 
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Root-specific expression genes 
LOCUS Gene Identification Control Root Root/Cont. 

At1g21310 extensin 3 (atExt3)(AtExt5) 2550 144463 56.6 

At3g54580 extensin precursor -like protein 1755 75621 43.1 

At4g33720 pathogenesis-related protein 1 precursor, 19.3K 1868 78632 42.1 

At1g11580 unknown protein 1787 74685 41.8 

At1g76930 extensin 4 (atExt4) 2485 96613 38.9 

At2g05510 putative glycine-rich protein 1689 43558 25.8 

At5g26280 unknown protein 1841 44900 24.4 

At2g17440 unknown protein 1873 45679 24.4 

At1g66270 beta-glucosidase 2158 50672 23.5 

At1g77120 alcohol dehydrogenase 1440 30118 20.9 

At3g16400 putative jasmonate inducible protein 2405 43071 17.9 

At4g33070 pyruvate decarboxylase-1 (Pdc1) 2255 39914 17.7 

At3g61860 ARGININE/SERINE-RICH SPLICING FACTOR RSP31 1575 26908 17.1 

At3g43190 sucrose synthase like protein 1936 31802 16.4 

At5g20830 sucrose-UDP glucosyltransferase 2885 44688 15.5 

At1g69880 thioredoxin like protein 1913 29059 15.2 

At1g66280 beta-glucosidase, putative 1815 26689 14.7 

At2g01520 unknown protein 2103 28500 13.6 

At4g11650 osmotin precursor 1358 17828 13.1 

At1g73260 putative trypsin inhibitor (At1g73260) 2373 29976 12.6 

At1g26250 hypothetical protein 2819 34769 12.3 

At1g19530 unknown protein 1444 17248 11.9 

At1g49570 peroxidase like protein 1593 18158 11.4 

At3g52930 fructose bisphosphate aldolase - like protein 4106 46562 11.3 

At2g01530 unknown protein 2461 27764 11.3 

At2g31390 putative fructokinase 2080 22957 11.0 

At5g26260 unknown protein 1457 14963 10.3 

At3g16460 putative jasmonate inducible protein (MDC8.9/AT3g16460) 2059 20893 10.1 

At2g44080 unknown protein (At2g44080) 3024 29655 9.8 

At2g02130 protease inhibitor II 2524 23148 9.2 

At3g09100 putative mRNA capping enzyme, RNA guanylyltransferase 2280 20134 8.8 

At2g36220 unknown protein 2161 18969 8.8 

At4g16260 beta-1,3-glucanase class I precursor 1976 16698 8.5 

At1g19180 unknown protein 2329 19670 8.4 

At4g11320 cysteine proteinase like protein 1568 12916 8.2 

At3g32980 peroxidase, putative 2157 17569 8.1 

At3g02550 unknown protein 1697 13736 8.1 

At4g21830 unknown protein 1752 13956 8.0 

At5g61220 unknown protein 2557 20103 7.9 

At5g07350 unknown protein 2442 18544 7.6 

At3g10040 unknown protein 1353 10039 7.4 

At4g32480 putative protein 4039 29443 7.3 

At1g66590 hypothetical protein 8100 58418 7.2 

At1g54010 unknown protein 1235 8634 7.0 

At1g17290 alanine aminotransferase (ALAAT1) 2461 16879 6.9 

At4g14320 ribosomal protein 5660 35270 6.2 
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At4g10040 cytochrome c 5138 30951 6.0 

At4g34050 caffeoyl-CoA O-methyltransferase - like protein 6952 41314 5.9 

At3g15210 ethylene responsive element binding factor 4 5414 31694 5.9 

At1g09740 putative ER6 protein 1302 7444 5.7 

At1g13260 unknown protein 3572 20296 5.7 

At1g06620 oxidoreductase, putative 3427 19193 5.6 

At5g19550 aspartate aminotransferase (Asp2) 2388 13350 5.6 

At3g02220 unknown protein 8032 43976 5.5 

At1g49240 actin 11 like protein 13777 74946 5.4 

At4g38470 protein kinase like protein 2935 15341 5.2 

AK118194 (No entry) 5344 27325 5.1 

At3g12580 putative protein 3202 16232 5.1 

At1g35140 phosphate-induced (phi-1) protein, putative 1380 6898 5.0 

At1g03220 unknown protein 2758 13765 5.0 

At2g16060 class 1 non-symbiotic hemoglobin (AHB1) 1410 6944 4.9 

At4g30450 glycine-rich protein 1915 9420 4.9 

At3g23430 PHO1 protein (PHO1) 1947 9571 4.9 

At4g09030 arabinogalactan-protein AGP10 2092 10044 4.8 

At4g30280 xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase-like protein 1328 6267 4.7 

At2g01140 putative fructose-bisphosphate aldolase, plastidic form 2443 11390 4.7 

At1g09560 germin-like protein 2612 12101 4.6 

At5g44380 berberine bridge enzyme-like protein 1453 6728 4.6 

At1g27730 putative salt-tolerance zinc finger protein 2666 12181 4.6 

At2g38470 putative WRKY-type DNA binding protein 3168 14465 4.6 

AK118085 (No entry) 3439 15691 4.6 

At1g35580 invertase, putative 3429 15445 4.5 

At5g07440 glutamate dehydrogenase 2 (GDH2) 4893 22013 4.5 

At4g31720 Transcription factor II homolog 2106 9390 4.5 

At5g17920 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-methyltransferase 13786 58491 4.2 

At3g23170 unknown protein 3072 12965 4.2 

At3g16450 putative lectin 1840 7682 4.2 

At1g06640 putative Iron/Ascorbate oxidoreductase family protein 6549 27260 4.2 

At1g62975 putative bHLH transcription factor (bHLH125) 1568 6488 4.1 

At5g27640 TRANSLATION INITIATION FACTOR 3 SUBUNIT 9-like protein 6164 25459 4.1 

AC009243 (No entry) 2029 8272 4.1 

At5g23020 2-isopropylmalate synthase-like protein 2254 9154 4.1 

At2g40000 putative nematode-resistance protein 8420 33731 4.0 

At4g26970 aconitase like protein 2229 8920 4.0 

At4g39675 (No entry) 1534 6071 4.0 

At5g56010 heat shock protein 90 5615 22228 4.0 

At1g21110 O-methyltransferase like protein 1755 6890 3.9 

At4g29780 unknown protein 2007 7807 3.9 

At3g22850 unknown protein 1917 7426 3.9 

At5g22630 chorismate mutase/prephenate dehydratase-like protein 1574 6057 3.8 

At1g18270 unknown protein (At1g18270) 3014 11464 3.8 

At4g39980 2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase 3367 12786 3.8 

At1g76790 catechol O-methyltransferase like protein 1810 6843 3.8 

At5g08690 H+-transporting ATP synthase beta chain (mitochondrial) -like protein 2581 9647 3.7 
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At5g28540 luminal binding protein 2935 10838 3.7 

At1g17450 hypothetical protein 5776 21035 3.6 

At2g27080 Unknown protein (At2g27080; T20P8.13) 2281 8302 3.6 

At4g36990 heat shock transcription factor HSF4 2187 7878 3.6 

At4g17500 ethylene responsive element binding factor 1 2856 10238 3.6 

At1g18740 unknown protein 3434 12216 3.6 

At1g72360 putative AP2 domain transcription factor 1747 6211 3.6 

At1g43800 stearoyl acyl carrier protein desaturase, putative 2008 7111 3.5 

At3g45640 mitogen-activated protein kinase 3 3027 10701 3.5 

Y08501 (No entry) 25396 87893 3.5 

At2g36460 putative fructose bisphosphate aldolase 5095 17588 3.5 

At1g75200 unknown protein (At1g75200) 1889 6382 3.4 

At1g15750 unknown protein (At1g15750) 3292 11115 3.4 

At4g34200 Phosphoglycerate dehydrogenase - like protein 5582 18750 3.4 

At2g40140 putative CCCH-type zinc finger protein 4775 15808 3.3 

At5g08670 H+-transporting ATP synthase beta chain (mitochondrial) -like protein 3853 12712 3.3 

At5g02500 dnaK-type molecular chaperone hsc70.1 2684 8764 3.3 

At4g23850 acyl-CoA synthetase - like protein 3366 10860 3.2 

At3g08580 adenylate translocator 8686 27684 3.2 

At5g64260 phi-1-like protein 2277 7169 3.1 

At3g23030 auxin-inducible gene (IAA2) 4728 14735 3.1 

At4g33090 Aminopeptidase like protein 2053 6381 3.1 

At4g13940 adenosylhomocysteinase 28084 86648 3.1 

At3g09630 putative 60S ribosomal protein L1 5638 16907 3.0 

At1g26270 unknown protein 2139 6400 3.0 

At3g03270 unknown protein 2153 6421 3.0 

At1g15670 putative protein 3749 11140 3.0 

At5g37510 putative NADH dehydrogenase (ubiquinone) 76K chain precursor protein 2937 8664 2.9 

At3g46600 scarecrow-like protein 3179 9147 2.9 

At4g30440 nucleotide sugar epimerase-like protein 2562 7235 2.8 

At4g00570 putative malate oxidoreductase 2112 5731 2.7 

At3g01470 homeobox protein (HAT5) 1958 5214 2.7 

At5g03300 adenosine kinase (MOK16.21) 3210 8236 2.6 

At3g02090 putative mitochondrial processing peptidase 2604 6638 2.5 

At4g24190 HSP90-like protein 2962 6836 2.3 

At5g58430 leucine zipper-containing protein 3934 9057 2.3 
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Flower-specific expression genes 
LOCUS Gene Identification Control Flower Flower/Cont. 

At1g24020 pollen allergen-like protein 770 11734 15.2 

At4g03210 putative xyloglucan endotransglycosylase 1516 21075 13.9 

At3g08770 putative nonspecific lipid-transfer protein 747 9771 13.1 

At5g20240 PI protein (PISTILLATA) 1431 17240 12.0 

At2g16590 unknown protein 25455 239270 9.4 

At1g69120 unknown protein 578 4657 8.1 

At3g54340 floral homeotic protein APETALA3 (AP3) 893 7021 7.9 

At1g53160 squamosa promoter binding protein-like 4 (spl4) 605 3586 5.9 

At1g24260 floral homeotic protein, AGL9 1338 6989 5.2 

At5g23940 Acyltransferase 640 2969 4.6 

At3g28500 acidic ribosomal protein P2b (rpp2b), putative 828 3573 4.3 

At5g45670 GDSL-motif lipase/hydrolase-like protein 1092 4657 4.3 

At3g58760 unknown protein 42447 160354 3.8 

At2g28250 putative protein kinase 958 3226 3.4 

At1g55510 branched-chain alpha-keto acid decarboxylase E1 beta subunit 1880 5982 3.2 

At3g41950 (No entry) 85716 268077 3.1 

At3g08520 hypothetical protein 1681 5196 3.1 

At1g53070 protein kinase, putative 969 2863 3.0 

At4g01410 putative hypoersensitive response protein 996 2907 2.9 

At3g12740 unknown protein 12521 35635 2.8 

At4g02560 LUMINIDEPENDENS protein 27213 76996 2.8 
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Stem-specific expression genes 
LOCUS Gene Identification Control Stem Stem/Cont. 

At1g20620 unknown protein 3111 39346 12.6 

At1g28280 unknown protein 2756 28108 10.2 

At5g45560 unknown protein 1362 10848 8.0 

At2g21660 glycine-rich RNA binding protein 3455 23083 6.7 

At3g13750 galactosidase, putative 3730 23631 6.3 

At2g34420 photosystem II type I chlorophyll a/b binding protein 10983 57390 5.2 

At1g75800 thaumatin, putative 2951 13247 4.5 

At4g39090 drought-inducible cysteine proteinase RD19A precursor 15061 65899 4.4 

At3g56940 putative dicarboxylate diiron protein (Crd1) 20892 90070 4.3 

At5g56870 beta-galactosidase (emb|CAB64740.1) 3466 14548 4.2 

At5g19140 aluminium-induced protein - like 2530 10535 4.2 

At1g05850 putative endochitinase 4433 16333 3.7 

At2g22980 putative serine carboxypeptidase I 1406 5055 3.6 

At5g09440 unknown protein 4397 15422 3.5 

At3g22970 unknown protein 2967 10347 3.5 

At2g03890 unknown protein 2399 8068 3.4 

At5g49980 transport inhibitor response 1 protein 1743 5712 3.3 

At1g75380 wound-responsive protein, putative 3951 12916 3.3 

At5g25280 serine-rich protein 2244 6938 3.1 

At3g59060 putative bHLH transcription factor (bHLH065) 1967 5582 2.8 

At5g09220 amino acid transport protein AAP2 2132 5809 2.7 

At3g01690 unknown protein 1648 4163 2.5 
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図2-5. 器官特異的発現遺伝子の発現特異性と発現量の相関
総当り解析により同定した遺伝子の発現比（縦軸）とシグナル強度（横軸）
を示した。(A)は葉特異的発現と判断した55遺伝子、 (B)は根特異的発現と判
断した131遺伝子、 (C)は花特異的発現と判断した21遺伝子、 (D)は茎特異的
発現と判断した22遺伝子を示している。
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図2-6. 器官特異的発現遺伝子のノザン解析
器官特異的発現遺伝子として同定してきた遺伝子のランダムに選んだ28遺伝子に
ついて、実験的な正確性を確認するためにノザン解析を行った。Rは根、Lは葉、
Sは茎、Fは花由来の全RNAを2 µg使用している。また、最下段の画像は、同量の
各器官由来の全RNAを変性アガロースゲル電気泳動を流し、EtBr染色した画像で
ある。At2g39730は、葉特異的発現遺伝子として同定された遺伝子であるが、他の
27遺伝子は全て根特異的発現遺伝子として同定された遺伝子である。
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表 2-5. 器官特異的発現遺伝子の MIPS Functional Category による分類 
 

  Leaf Root Flower Stem 

METABOLISM 18(13) 22(13) 1(1) 0 

ENERGY 14(11) 16(13) 0 0 

CELLULAR ORGANIZATION 7(5) 6(5) 0 0 

CELL RESCUE, DEFENSE, CELL DEATH AND AGEING 1(1) 5(3) 1 0 

TRANSCRIPTION 0 7(3) 5(5) 2 

PROTEIN SYNTHESIS 0 2 0 0 

PROTEIN DESTINATION 0 1 0 1 

CELLULAR COMMUNICATION/SIGNAL TRANSDUCTION 0 3(1) 0 0 

CELLULAR BIOGENESIS 0 2(1) 1(1) 0 

TRANSPORT FACILITATION 0 2(2) 0 1 

CELLULAR TRANSPORT AND TRANSPORT MECHANISMS 0 1(1) 0 0 

DEVELOPMENT 0 0 5(5) 0 

UNCLASSIFIED PROTEINS 26 61 9 14 

CLASSIFICATION NOT YET CLEAR-CUT 6 24 5 4 

 
()内の数値は他の分類との重複数を示している。 
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図2-7. 各器官特異的発現遺伝子の機能既知および機能未知遺伝子の分布
器官特異的発現遺伝子として同定してきた遺伝子について、アノテーション情報
をもとに、機能既知（および機能推定可能）、機能未知に分類した結果を示す。
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表 2-6. 器官特異的発現遺伝子の TargetP 解析 
 

  Leaf Root Flower Stem 

Plastid 31 8 2 7 

Mitochondria 2 11 3 1 

Secretory pathway 3 25 4 7 

No target 19 87 12 7 
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図2-8. 器官特異的発現遺伝子の細胞内局在予測
器官特異的発現遺伝子として同定してきた遺伝子について、 TargetP解析によ
る細胞内局在予測を行った結果を示している。
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表 2-7. 根特異的発現遺伝子の予測プロモーター領域の根発現関与シス配列検索 
 

LOCUS Gene Identification Cis-elementa 

At1g11580 unknown protein as-1, ATATT 

At1g19180 unknown protein as-1, NtBBF1, ATATT 

At1g21310 extensin 3 as-1, NtBBF1, ATATT 

At1g26250 hypothetical protein as-1, ATATT 

At1g49570 peroxidase like protein as-1, NtBBF1, ATATT 

At1g62975 putative bHLH transcription factor as-1, ATATT 

At1g69880 thioredoxin like protein as-1, NtBBF1, ATATT 

At1g73260 putative trypsin inhibitor  as-1, NtBBF1, ATATT 

At1g76930 extensin 4 (No entry) 

At1g77120 alcohol dehydrogenase  as-1, NtBBF1, ATATT 

At2g01520 unknown protein ATATT 

At2g05510 putative glycine-rich protein NtBBF1, ATATT 

At2g17440 unknown protein as-1, ATATT 

At2g31390 putative fructokinase as-1, NtBBF1, ATATT 

At2g36460 putative fructose bisphosphate aldolase NtBBF1, ATATT 

At2g44080 unknown protein  as-1, NtBBF1, ATATT 

At3g02550 unknown protein NtBBF1, ATATT 

At3g10040 unknown protein as-1, NtBBF1, ATATT 

At3g43190 sucrose synthase like protein  as-1, NtBBF1, ATATT 

At3g54580b extensin precursor -like protein as-1, NtBBF1, ATATT 

At3g61860 ARGININE/SERINE-RICH SPLICING FACTOR RSP31 as-1, ATATT, telo-box 

At4g32480 putative protein as-1, ATATT 

At4g33070 pyruvate decarboxylase-1 (Pdc1) as-1, NtBBF1, ATATT 

At4g39675 (no entry) as-1, ATATT 

At5g19550 aspartate aminotransferase (Asp2) as-1, ATATT 

At5g20830 sucrose-UDP glucosyltransferase as-1, ATATT 

At5g26280 unknown protein NtBBF1, ATATT 

 
a：根器官での発現に関与するとされているシス因子、as-1 element、ACGT motif、
NtBBF1 binding site、ATATT motif、telo-box の 5 種類に関しての有無を示す。b：開始

コドン上流の 1.5kb についての検索を行った。 
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第 3 章 
光環境応答の系統的遺伝子発現解析 

 
序論 

 
 植物にとっての光は、光合成によるエネルギー生産、概日リズムを導入するなどの

生活環境を感知するための情報源である。植物は光量、光質を光受容体により感知し、

生理応答を制御している。植物の光受容体は、青色光受容体であるクリプトクロム、

フォトトロピン、赤・遠赤色光受容体であるフィトクロムがある (Sullivan and Deng, 
2003)。 
 植物の赤・遠赤色光受容体であるフィトクロムは、種子発芽、芽生えの胚軸伸長、

開花、避陰反応、光周性、茎や葉柄の伸長抑制に関与する(Gyula et al., 2003; Chory et al., 
1996)。フィトクロムは、アポタンパク質と発色団であるフィトクロモビリン(PΦB)
から構成されている分子量約 125 kD の可溶性色素タンパク質であり、細胞内ではホ

モダイマーを形成している。構造は、N 末端領域、発色団、C 末端ドメインに分けら

れる。N 末端領域のフォトリアーゼ反応により、PΦB が発色団ドメインのシステイン

残基にチオエーテル結合する。C 末端ドメインには、2 つの PAS 配列、ヒスチジンキ

ナーゼ様ドメイン、核移行シグナル、ダイマー形成サイトが存在する(Montgomery and 
Lagarias, 2002)。フィトクロムの光受容部は、発色団である PΦB である。赤色光を受

容することで PΦB は、ピロール環 C15-C16 位の二重結合部位が Z 型から E 型に光異

性化を起こす。PΦB の光異性化に伴って、フィトクロムタンパク質の構造が Pr 型か

ら Pfr 型に変換される。フィトクロムを介した光シグナルは、PΦB が光可逆的にフィ

トクロムタンパク質を吸収極大波長 660 nm の赤色光(Red, R)吸収型（Pr 型）から吸収

極大波長 730 nm の遠赤色光(Far-Red, FR)吸収型（Pfr 型）に構造変換することで下流

に伝達される（図 3-1）。 
 フィトクロムの生理応答は、フィトクロム分子種、光量、光質によって分類される。

遺伝学的な解析を通じて、フィトクロム生理応答の解析が進んでいるシロイヌナズナ

では、5 種類のフィトクロム分子種(phyA-E)が存在し、それらが生理応答に作用して

いることが知られている。PHYA と PHYB は他のフィトクロム分子種よりも生体内で

の発現量が多く、主要な光応答に関与している。phyA は、強光に不安定で Pfr 型にな

ると速やかに分解され、非可逆的なシグナル伝達の引き金として機能する(Jordan et al., 
1997)。また phyB は光に安定で、R による反応の誘導、FR による誘導の打ち消しと

いう光可逆的なスイッチの役割を果たしている。生理的機能として phyA は、種子発

芽に関与する超低光量反応(very low fluence responses, VLFR)、胚軸伸長抑制に関与す

る FR の高照射反応(FR-driven high irradiance responses, FR-HIR)、FR による開花促進、

FR の連続照射(continuous FR, cFR)による緑化抑制に作用している。また phyB は、種

子発芽での低光量反応(low fluescence responses, LFR)、胚軸伸長抑制に関与する R の高

照射反応(R-driven high irradiance responses, R-HIR)、R による開花誘導の抑制、避陰反
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応、End of Day 反応に作用する。FR-HIR、R-HIR は、100 µmol m-2 以上の FR および R
に対する応答で、発芽直後の芽生えに数日間の連続照射、または 24 時間以上の間歇

照射を行うと胚軸伸長抑制を示す。また LFR は、0.1-100 µmol m-2 の R に対して種子

発芽の誘導、FR に対しての発芽誘導の打ち消しを示す。VLFR は、1 nmol m-2 以下の

全波長での光によって、種子発芽の誘導を示す（篠村、2001）。 
 フィトクロムのシグナル伝達経路についても研究が進められている。フィトクロム

の細胞内局在性が示されており、VLFR と FR-HIR により、phyA が細胞質から核に

移行することが明らかにされている(Kim et al., 2000)。また、Rを受容したPfr型のphyB
は細胞質から核に移行することが示されている(Sakamoto et al, 1996)。さらに、phyB
は、細胞質から核に移行後、転写因子である PIF3 と相互作用し、光初期応答遺伝子

のプロモーターに結合することで遺伝子発現の活性化を起こしている(Quail, 2000; 
Kim et al., 2003; Ni et al., 1999)。フィトクロムを初発とした光シグナル伝達経路の詳細

を明らかにするために、シロイヌナズナを用いた遺伝学的解析により R-HIR、FR-HIR
の応答性に異常が見られる様々な変異体の探索、原因遺伝子の同定が行われており、

FAR1、FIN219、SPA1 などが同定されている。それに加えて、酵母 two-hybrid 法など

を利用した、直接フィトクロムに相互作用する因子の探索も行われている。その結果、

フィトクロムの下流に位置するPIF3、PKS1、NDPK2などがクローニングされてきた。

これまでの知見を図 3-2 にまとめている(Fankhauser, 2001; Quail, 2002)。また phyA は、

シグナルの作用機構について不明な点が多い。phyA の VLFR は極めて微弱な光によ

り Pfr 型に変換して種子発芽を誘導するが、FR-HIR は Pr型で誘導される。この FR-HIR
で機能する Pr 型について Shinomura らは、Pfr 型が FR により Pr 型に構造変換する際

の中間体（Pr*型）が FR-HIR に作用することを生理学的解析により示した(Shinomura 
et al., 2000)。しかし、Pr*型がどのような因子と相互作用して下流にシグナルを伝えて

いるのかについては明らかになっていない。また FR-HIR に応答しない変異体の中に

は VLFR に応答する変異体と応答しない変異体が報告されており、phyA のシグナル

伝達経路の予測を複雑にしている(Yanvsky et al., 2000)。 
 フィトクロム発色団の構造と波長認識特性の研究は、これまでシアノバクテリア由

来のフィコシアノビリン(PCB)を用いた in vitro 再構成による生化学的な解析が行われ

てきた。PCB は PΦB と類似した構造であり、その違いは D 環 C18 位側鎖の二重結合

の有無である（図 3-3）。非常に類似した構造的な特徴から、PCB は PΦB の代替化合

物として利用され、その特性について調べられてきた。大腸菌、酵母で発現させたア

ポフィトクロムタンパク質に PCB を添加すると、光可逆的なホロフィトクロムを形

成する。そして、Pr 型、Pfr 型の差スペクトルの極大と極小は、PΦB を発色団に持つ

フィトクロムよりも、10-20 nm 短波長側に移行することが明らかとなっている。また

in vitro の再構成系を利用して、様々なアナログ誘導体の構造と波長認識が調べられ

た結果、PΦB の波長認識にはピロール環 18 位のビニル基が重要であることが示され

た(Li et al., 1992)。さらに、PΦB と PCB を添加した PΦB を持たないシロイヌナズナ

hy1、hy2 変異体のホロフィトクロムの差スペクトルは、in vitro 再構成による生化学的
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な知見と同様の結果を示した。また、PCB を添加した hy1、hy2 が FR-HIR に応答し

ないことが示された(Hanzawa et al., 2002)。 
 シロイヌナズナ hy1、hy2 変異体の解析により、HY1 がヘムオキシゲナーゼ、HY2
が PΦB シンターゼであることが同定され(Muramoto et al., 1999; Kohchi et al., 2001)、葉
緑体における PΦB 生合成経路が明らかとなった（図 3-4）。HY2 のアミノ酸配列をも

とにシアノバクテリアのビリン化合物生合成に関与するフェレドキシン依存ビリン

還元酵素が同定された。シアノバクテリアの PCB 生合成経路は、植物の PΦB と同様

にアミノレブリン酸からビルベルジン IXαを経て生合成されるが、最終段階の反応の

違いによって、PΦB とは異なる構造の化合物、PCB あるいはフィコエリスロビリン

(PEB)が生合成される(Fankenberg et al, 2001)。 
 シアノバクテリアのビリン化合物、PCB 生合成に関与するフェレドキシン依存ビリ

ン還元酵素 PcyA が植物の葉緑体でフェレドキシン依存ビリン還元酵素として機能す

れば、PΦB 以外の発色団が in vivo で生合成されると考えられた。つまり、PΦB が PCB
に変換された発色団を持つフィトクロムは、従来とは異なった波長認識特性を持つ植

物体が作製される。そこで、葉緑体で構成的に発現させるために 35S プロモーター下

流にダイズの rbcS のトランジットペプチドをコードする塩基配列を挿入したシアノ

バクテリア由来のpcyA遺伝子を、シロイヌナズナのhy2変異体に導入した（図3-5(A)）。
これは、発色団を PΦB から PCB に改変させた植物体であり、その中でも特に安定し

て PcyA が発現している形質転換植物体を PCYA1 と名付け、生化学、生理学的な解析

が行われた。PCYA1 の黄化芽生えより抽出したフィトクロム A タンパク質の差スペ

クトルを調べたところ、PCYA1 の差スペクトルの極大が 650 nm、極小が 715 nm であ

った。野生型の差スペクトルの極大が 660 nm、極小が 730 nm であるので、PCYA1 は、

R/FR 可逆性を持ち、野生型よりも 10-15 nm 短波長側に移行した波長認識特性をもつ

ことが明らかとなった（図 3-5(C)）。また、フィトクロム A の光安定性を調べたとこ

ろ、PCYA1 において光による phyA の分解が示されたことから、PCYA1 がホロフィ

トクロムを形成し、光による phyA の分解調節が正常に機能していることが示された。

以上の結果から、PCYA1 は、PCB を発色団に持つフィトクロムタンパク質(PCB-phy)
を持つことが示唆された(Kami et al., 2004)。さらに、生理学的に PCYA1 の光応答が調

べられた。大型スペクトログラフ施設(Okazaki large spectrograph, OLS)の単色光を用い

た全波長における PCYA1 の HIR を調べた結果、PCYA1 は、705 nm、715 nm、720 nm
において FR-HIR を示した（図 3-5(B)）。また 730 nm における PCYA1 の応答は、野生

型と比較して、胚軸伸長抑制が弱く、FR-HIR を完全に示していなかった。これらの

ことから、前述した差スペクトルで確認された結果と同様に、植物体においても

PCYA1 の波長認識特性が 10-15 nm 短波長側に移行していることが考えられた(Kami 
et al., 2004)。 
 本章では、FR-HIR の光環境応答を遺伝子発現の動態から調べるために、特に 730 nm
における PCYA1 の FR-HIR の生理応答が、完全に示されないことに注目した。そし

て、系統的な遺伝子発現解析を行い、PCYA1 の生理応答が分子応答に反映するか否
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かを調べた。さらに、それら遺伝子発現の動態から、生理応答からは見られない、

FR-HIR の詳細な光応答の生理分子機構を考察した。 
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材料および方法 
 
植物材料 
 シロイヌナズナは、エコタイプ、Landsberg erecta (Ler)を野生型として利用した。

phyA 欠損変異体は、phyA-201 を利用した。発色団を PΦB から PCB に改変した植物

体 PCYA1 は、Kami らによって作製された植物体を使用した。それら植物について、

1/10 MS 培地（0.6% agar、ショ糖なし）に無菌播種し、phyB リセットのための FR 照

射後、4℃、2 日間暗所に置いた。低温処理後、種子発芽誘導のために、室温で白色光

4 時間照射後、21℃、40 時間暗所で育成後、各波長での光を 1 分間と暗黒を 2 分間の

合計 3 分間を 1 サイクルとして 24 時間照射した。間歇照射後、即座に植物体を液体

窒素により凍結させることで、サンプル回収を行った（図 3-6）。単色光照射について

は、岡崎国立共同研究機構・基礎生物学研究所の大型スペクトログラフ施設(Okazsaki 
large spectrograph, OLS)を利用した。使用した波長は、730、715、695 nm である。光

照射した平均積算光量は、730、715、695 nm の単色光照射時に 1.4、1.8、1.6×106 µmol 
m-2 であった。 
 
cDNA マイクロアレイの作製 

プローブ調製のため、PCR 産物の調製を行った。反応系は、10 µl の 10×PCR Buffer、
10 µlの 2mM dNTPmix、2 µlの 10 µM M13 Forward primer、2 µl の 10 µM Reverse primer、
0.5 µl の rTaq DNA polymerase(5 units/µl, Toyobo)に滅菌水を加え、100 µl の系にした。

さらに、整列保存してあるグリセロールストックから 1.5 µl の大腸菌液を反応液に加

えて、PCR 反応を行った。PCR 反応は、94℃-1 分、55℃-1 分、72℃-1 分を 40 サイク

ルで行った。PCR 反応後、PCR 産物精製のために、96-well PCR Clenaup Kit(Whatman, 
USA)を利用し、操作は添付マニュアルに従った。また最終的に 40 µl の滅菌水で溶出

した。溶出した PCR 産物に等量の Microarray Crosslinking Reagent D(Amersham 
Biosciences)を加えて、スポット用プローブ液とした。その後、96 プレートから 384
プレート(Amersham Biosciences)にサンプルを移し、-20℃で保存した。384 プレートの

保存したプローブ用サンプルを、Lucidea Array Spotter(Amersham Biosciences)によって、

Microarray slides Type 7 Star (metalcoated, DMSO optimized) (Amersham Biosciences)上に

スポットした。アレイデザインは、均一化 cDNA ライブラリー由来 6,347 クローン、

約 1,000 の外部クローンを含んだ 7,680 クローンを 2 連でスポットした 15,360 スポッ

トの cDNA マイクロアレイを作製した。 
 
植物体からの全 RNA 抽出 
 液体窒素を加えながら、乳鉢によって組織破砕を行った。そして、450 µl の RNeasy
用の Lysis/Binding sol.に対して 100 mg 程度の組織を加えた。80 µl の Plant RNA 
Isolation Aid(Ambion)を加えて良く攪拌し、室温で 15,000 rpm、5 分の遠心を行い、上

清を採取した。以下Plant RNeasy Kit(Qiagen)を使用した。またRNA抽出過程で、RNeasy 
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Column menbrane 上での DNase I(Qiagen)処理を行った。操作手順は、添付プロトコー

ルに従った。最終的に 50 µl の滅菌水による溶出を 2 回繰り返した。 
 
リニア増幅法を用いたターゲット調製 

5 µg の全 RNA から RiboAmp RNA Amplification Kit (Arcturus, USA)を用いて、

T7-based RNA amplification 操作を行った。操作手順は、添付プロトコールに従った。

その結果、約 1,000 倍に増幅されたアンチセンス RNA(aRNA)が合成された。二蛍光

標識法により遺伝子の発現変化の検出を行うために、Cy3-dCTP と

Cy5-dCTP(Amersham Biosciences)を用いた逆転写反応を行い、aRNA からターゲット

cDNA を合成した。合成には、CyScribe First-Strand cDNA Labelling Kit (Amersham 
Biosciences)を用いた。逆転写の際、4 µg の aRNA を鋳型として、random nonamers primer
を利用した。操作手順は、添付プロトコールに従った。その後、PCR Purification 
kit(Qiagen)を用いてターゲット精製を行った。操作方法は添付プロトコールに従った。

溶出したサンプルを DNA Speed Vac を用いて、最終的に 45 µl まで液量を調製し、調

製したサンプルをターゲット溶液とした。 
 
DNA マイクロアレイによる解析 
 DNA マイクロアレイを使用した解析の方法として、ハイブリダイゼーション、画

像化、定量化による解析の流れで行った。45 µl のターゲット溶液、15 µl の 4×
Hybridization Buffer (Amersham Biosciences)で調製したハイブリダイゼーション溶液を

95℃、3 分間で熱変性を行い、その後、室温で 30 分置いた。60 µl のハイブリダイゼ

ーション溶液を 24×60 mm カバーガラス(Matsunami)上に塗布し、表面張力でマイク

ロアレイ上に吸い上げるようにしてマイクロアレイ上に乗せた。以降の操作は、第 1
章と同様な方法で行った。 
 
GeneSpring ソフトウェアによるデータマイニング 

Ignore Filter 機能を用いて、解析不能スポットとして解析から除去した解析データを

タブ切 text 形式で、GeneSpring ソフトウェア(Silicon Genetics)に import することで解

析を行った。データの平均化法として、Median、Lowess 法を用いた。クラスター解

析法としては、平均距離法を用いることで、実験クラスタリング、ジーンクラスタリ

ングを行い、ペアワイズコリレーション解析を行った。 
 
リアルタイム PCR 法による発現解析 
 リアルタイム PCR の方法として、SYBR Green 試薬を利用した方法で行った。発現

解析を行う全ての遺伝子について、花、栄養生長期茎頂、葉、茎、根全 RNA 由来 cDNA
を混合した cDNA を鋳型とした RT-PCR を行い、1 %アガロース、6 %アクリルアミド

ゲル電気泳動による確認をすることで、Primer 能力を検定した。目的バンド以外のバ

ンドが存在しない Primer セットのみを利用した。各遺伝子で使用した Primer、産物の



 66

サイズを表 3-1 で示す。遺伝子ごとの検量線用のコントロールサンプルを調製した。

調製法は、前述した PCR 産物 100 µl に対して、1 µl の Exonuclease I(10 units/µl, 
Amersham Biosciences)、1 µl の Shrimp Alkaline Phosphatase(2 units/µl, Amersham 
Biosciences)を加えて、37℃で 30 分、その後 81℃で 30 分の反応を行った。その後、

エタノール沈殿を行い Pico Green 試薬(Molecular Probes, Netherlands)による定量を行

った。DNA 定量法は、添付プロトコールに従った。定量を行った既知濃度の PCR 産

物を検量線用コントロールサンプルとした。検量線用コントロールサンプルは、1-10-6 

pgを7点で測定した。鋳型cDNAの調製として、SuperScript First-Strand Synthesis System 
for RT-PCR (Invitrogen)を使用した。操作は添付プロトコールに従った。計測サンプル

の鋳型として一反応液中 20 ng の全 RNA 由来 cDNA を用いた。反応系は、15 µl の 2
×SYBR Green PCR Master Mix(Applied Biosystems)、1.5 µl の 10 µM Forward Primer、
1.5 µl の 10 µM Reverse Primer（終濃度 0.5 µM）、鋳型 DNA、滅菌水を加えて 30 µl に
調製した。調製後、ABI7700(Applied Biosystems)によるリアルタイム PCR 測定を行い、

発現解析を行った。 
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結果 
 
730 nm、715 nm、695 nm の単色光照射植物体の系統的な遺伝子発現解析 
 PCB-phyA の FR-HIR 波長認識特性を遺伝子発現レベルから調べるために、単色光

照射による系統的な遺伝子発現解析を行った。白色光での発芽誘導後、暗所で 40 時

間育成させた野生型(Ler)、phyA 、PCYA1 の芽生えに 730 nm、715 nm、695 nm の単

色光の間歇照射を 24 時間行った。この時期の芽生えは、胚軸が完全に伸長する前の

状態である。対照サンプルは、暗所 64 時間育成させた Ler、phyA 、PCYA1 の芽生え

を使用した（図 3-6）。そして、対照サンプルに対して、単色光照射サンプルを比較し

た遺伝子発現プロファイルを作成した。つまり、今回作成した遺伝子発現プロファイ

ルは、730、715、695nm の単色光の間歇照射を行った Ler、phyA、PCYA1 での比較解

析である。3×3、9 種類の発現解析を行った。 
光照射時と暗所における遺伝子発現の相関性を調べるために、縦軸を光照射時、横

軸を暗所コントロールの発現強度を示す散布図を描き、相関係数を求めた（図 3-7）。
相関係数 R が 1 に近ければ、光照射による全体の遺伝子発現の変化が小さいことを示

している。逆に、数値が小さいほど、全体の遺伝子発現の変化が大きいことを示して

いる。730 nm 単色光照射時は、Ler、phyA、PCYA1 での相関係数は、0.80、0.93、0.89
であった。これは、phyA では、730 nm の単色光を照射しても、暗所とほとんど変わ

らない遺伝子発現であることを意味する。また、Ler よりも PCYA1 の遺伝子発現の動

きが小さいことを示している。つまり、730 nm の波長域で、PCB-phyA は、PΦB-phyA
による phyA シグナルよりも小さいが、phyA シグナルを生じている可能性が示唆され

た。715 nm 単色光照射時の Ler、phyA、PCYA1 での相関係数は、0.84、0.94、0.84 で

あった。695 nm 単色光照射時の Ler、phyA、PCYA1 での相関係数は、0.81、0.80、0.83
であった。730、715 nm の両波長ともに phyA は、暗所コントロールとほとんど変わ

らない遺伝子発現を示している。また、715 nm 単色光照射時は、Ler と PCYA1 で、

同じ程度の遺伝子発現の変化が示されている。また、730 と 715 nm 照射時 PCYA1 の

遺伝子発現の変化を比較すると、715 nm の方が遺伝子発現の変化が大きかった。これ

は、PCB-phyA の phyA シグナルが 730 よりも 715nm の方が、より強いシグナルを生

じていると考えられる。これらのことから、Ler、PCYA1 は、730、715 nm の単色光

照射で、強弱はあるが、phyA シグナルが下流に伝達されていることが予測された。

また、695 nm 照射時の phyA の遺伝子発現プロファイルから、695 nm の単色光を照射

することで、phyA シグナル以外のシグナルが生じ、下流に伝達されていることも予

測された。 
 
光照射発現変動クローンの解析 
 各波長の単色光照射による Ler、phyA、PCYA1 の分子応答の特徴を調べるために、

各遺伝子発現プロファイルで発現変動が起こったクローン、発現比 2.0 以上、0.5 以下

であったクローンを抽出した。Ler では、730 nm の単色光照射時に 757（発現上昇：
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472、減少：285）、715 nm の単色光照射時に 576（発現上昇：379、減少：197）、695 nm
の単色光照射時に 640（発現上昇：429、減少：211）、合計 1,028 クローンを抽出した。

phyA では、730 nm の単色光照射時に 52（発現上昇：42、減少：10）、715 nm の単色

光照射時に 93（発現上昇：92、減少：1）、695 nm の単色光照射時に 302（発現上昇：

236、減少：66）、合計 324 クローンを抽出した。PCYA1 では、730 nm の単色光照射

時に 417（発現上昇：234、減少：183）、715 nm の単色光照射時に 467（発現上昇：321、
減少：146）、695 nm の単色光照射時に 393（発現上昇：250、減少：143）、合計 725
クローンを抽出した（表 3-2）。全体で、発現変動が起こったクローンは、1,251 であ

った。 
さらに、各波長での単色光照射による Ler、phyA、PCYA1 の発現パターンの類似性

を調べるために、抽出した 1,251 クローンを対象に、実験クラスタリング、遺伝子ク

ラスタリングを組み合わせたペアワイズコリレーション解析を行った（図 3-7）。縦方

向は実験条件、つまり各波長での単色光照射による Ler、phyA、PCYA1 を示しており、

横方向は 1,251 クローンの発現パターンをクラスタリングした結果を示している。695 
nm と 715 nm 単色光照射時の PCYA1 の発現パターンが似ていた。また、715 nm と 730 
nm 単色光照射時の Ler の遺伝子発現パターンが似ていた。さらに、695 nm と 715 nm
単色光照射時 PCYA1 の発現パターンの系統と 715 nm と 730 nm 単色光照射時 Ler の
遺伝子発現パターンの系統が類似していた。つまり、Ler では 730、715 nm で起こっ

ている遺伝子発現様式が、PCYA1 だと 715、695 nm で起こっている発現様式に似て

いることが示唆される。このことは、PCYA1 の PCB-phyA による分子応答が短波長側

に認識波長域を移行させていることを意味している。そして、この結果は、FR-HIR
の PCB-phyA の作用スペクトルが短波長側に移行して、胚軸伸長抑制の生理応答を示

す知見と一致していた(Kami et al., 2004)。 
 
730 nm の単色光照射時植物体の遺伝子発現解析 
 PCYA1 は、730 nm の単色光に対して胚軸伸長抑制を指標としている FR-HIR を完

全に示さない(Kami, et al., 2004)。FR-HIR は、phyA による生理応答であり、phyA 変異

体では示さない。phyA では発現が変わらず、Ler で発現が変化する遺伝子の中で、

PCYA1 でも Ler と同様な発現変化を示す遺伝子は、phyA シグナルに依存するが、胚

軸伸長抑制に関与する FR-HIR とは別な制御を受けている遺伝子と予想される。そこ

で、phyA シグナルに依存するが、胚軸伸長抑制に関与する FR-HIR とは別な制御を受

けている遺伝子の存在を調べるために、表現型が顕著に示されている 730 nm の単色

光照射時の Ler、phyA、PCYA1 で発現比 2.0 以上、0.5 以下のクローンを抽出した。

発現上昇、発現減少のグループに分けて、それらクローンの重複をベン図に示した（図

3-9）。 
730 nm 単色光照射によって、発現上昇を示すクローンを調べると、Ler と PCYA1

で重複し、phyA では発現上昇を示さない 173 クローンを抽出した（図 3-9(A)）。これ

ら 173 クローンは、122 遺伝子を含んでいた。122 遺伝子の中で、PCYA1 の方が Ler
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よりも強く発現誘導を受ける遺伝子は、Ferredoxin-NADP reductase, putative 
(At1g20020)の 1 遺伝子であった。Ler の方が PCYA1 よりも高い発現誘導を受ける遺

伝子は、98 遺伝子存在した。また、PCYA1 と Ler が同程度の発現上昇を示す遺伝子

は、23 遺伝子存在した。 
730 nm 単色光によって、発現減少を示すクローンを調べると、Ler と PCYA1 で重

複をし、phyA では発現減少を示さない 69 クローンを抽出した（図 3-9(B)）。これら

69 クローンは、58 遺伝子を含んでいた。58 遺伝子の中で、PCYA1 の方が Ler よりも

発現抑制を受ける遺伝子は、Adenine phosphoribosyltransferase 1, APRT (At1g27450)、
Serine protease-like protein (At5g51750)の 2 遺伝子であった。次に、Ler の方が PCYA1
よりも発現抑制を受ける遺伝子は、36 遺伝子存在した。また、PCYA1 と Ler が同程

度の発現抑制を示す遺伝子は、20 遺伝子存在した。 
PCYA1 でも発現上昇を示すが、Ler の方が発現誘導を受ける 98 遺伝子と PCYA1 で

の発現減少を示すが、Ler の方が発現抑制を受ける 36 遺伝子を同定した。これら計

134 遺伝子は、PCYA1 が 730 nm の単色光に対して胚軸伸長抑制を指標としている

FR-HIR の応答が弱いという生理表現型の一致を示す遺伝子だと考えられる。実際、

Xyloglucan endotransglycosylase-related protein XTR-7 (At2g35010)、Xyloglucan 
endo-1,4-beta-D-glucanase-like protein (At4g30280)のような細胞壁合成関連遺伝子が光

照射により発現減少しており、この結果は、表現型を説明することが可能であった。 
また、PCYA1 と Ler で同程度の発現上昇を示した 23 遺伝子、発現抑制を示した 20

遺伝子、合計 43 遺伝子を同定した。つまり、phyA シグナルに依存はしているが、胚

軸伸長抑制の FR-HIR 制御系とは異なる制御に関与する可能性がある遺伝子だと考え

られる（表 3-3）。このような遺伝子の存在は、生理表現型では見ることのできない制

御系の存在を示唆する。また、これら 43 遺伝子について、TAIR (The Arabidopsis 
Information Resource) GO Annotations サイトの functional search システムを利用し、機

能的アノテーションを行ったところ(http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp)、
26 の機能既知遺伝子と 17 の機能未知遺伝子が存在した（表 3-3）。 
 
フィトクロムシグナル関連遺伝子群のリアルタイム PCR による発現解析 
 生理表現型、分子表現型解析により、PCYA1 の FR 域の波長認識特性が 10-15 nm
短波長側に移行することで、phyA シグナルを正常に生じていることが示された。既

知の光シグナル経路関連遺伝子群の遺伝子発現解析をリアルタイム PCR 法により、

詳細に行うことで、PCYA1 の波長認識特性、波長認識特性の変化によるシグナル伝

達の影響を調べた（図 3-2）。発現解析を行った遺伝子は、光合成、テトラピロール生

合成、概日リズム、フィトクロムシグナル関連遺伝子の 24 遺伝子である（表 3-1）。
内在性コントロール遺伝子は、Eukaryotic translation initiation factor 4A-1 (eIF4A-1, 
At3g13920)遺伝子を利用した。 
光誘導性の Lhcb2 protein (CAB, At2g05100)、Putative protein 1 photosystem II 

oxygen-evolving complex (PSII, At3g50820)、Chlorophyll a oxygenase (CAO, At1g44446)の
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発現解析を行った（図 3-10(A)）(Tepperman et al., 2001)。フィトクロムシグナルの階

層において、これら光合成関連遺伝子は、最下流に位置すると考えられている（図 3-2）。
CAB、PSII は、730 nm の単色光照射時の Ler と PCYA1 では、暗所コントロールに比

べて発現が上昇していたが、Ler の方が PCYA1 に比べて発現量が高かった。しかしな

がら、715 nm の単色光照射照射時では、Ler と PCYA1 での発現量が同程度であった。

CAO は、730、715 nm の単色光照射の Ler、PCYA1 での発現量が同程度であった。ま

た、695 nm の単色光照射時では、phyA でも発現上昇が見られる。このことは、695 nm
の単色光照射の場合、赤色光認識の phyB シグナルの影響が現れると考えられた。 
 Glutamyl-tRNA reductase 1 (HEMA1, At1g58290)、Ferrochelatase (FECH, At2g30390)、
Heme oxygenase (HY1, At2g26670)、PΦB synthase (HY2, At3g09150)、Mg-chelatase (MGCH, 
At5g13630)、NADPH:protochlorophyllide oxidoreductase A (PORA, At5g54190)、
NADPH:protochlorophyllide oxidoreductase B (PORB, At4g27440)の発現解析を行った（図

3-10(B)）。これらテトラピロール生合成経路の遺伝子もフィトクロムシグナルの階層

において、最下流に位置すると考えられている。HEMA1、MGCH は光誘導性、PORA、
PORB は光照射により発現抑制されることが知られている(Ma et al., 2001)。テトラピ

ロール生合成の初発物質 Glu-tRNA を還元する HEMA1 は、730、715 nm の単色光照射

時の Ler、PCYA1 での発現量が同程度であった。クロロフィル合成系に分岐する

MGCH は、730 nm の単色光照射時の Ler と PCYA1 において、暗所育成時に比べて発

現が上昇していたが、Ler の方が PCYA1 に比べて発現量が多かった。しかしながら、

715 nmの単色光照射時では、Lerよりも PCYA1での発現量が若干増加していた。PORA、
PORB は、730 nm の単色光照射時の Ler と PCYA1 において、暗所育成時に比べて発

現が減少していたが、Ler の方が PCYA1 に比べて発現量が減少していた。しかしなが

ら、715nm の単色光照射時の Ler と PCYA1 での発現量は同程度であり、光照射によ

る発現減少が認められた。それに対し、PΦB 合成に分岐する FECH、PΦB 合成経路

の HY1、HY2 は、目立った発現変動を示さなかった。また、PCYA1 が hy2 変異体由

来であるために、HY2 が減少していた。 
 概日リズム関連遺伝子の Myb-related transcription factor (CCA1, At2g46830)、Myb 
family transcription factor (LHY, At1g01060)の発現解析を行った（図 3-10(C)）。これらの

遺伝子は、フィトクロムシグナル経路において、比較的下流に位置する（図 3-2）。CCA1、
LHY の両者において、695 nm の単色光照射時の phyA で、顕著な発現上昇が見られた。 
 phyA シグナル関連遺伝子の Far-red impaired response protein (FAR1, At4g15090)、
Putative auxin-responsive protein (FIN219, At2g46370)、bHLH protein (HFR1, At1g02340)、
Phytochrome A signal transduction 1(PAT1, At5g48150)、Phytochrome A (PHYA, At1g09570)、
Photomorphogenesis repressor protein–related (SPA1, At2g46340)の発現解析を行った（図

3-2、図 3-10(D)）。FAR1 は、全ての解析条件で、発現の変化が見られなかった。FIN219、
PAT1、PHYA は、730 nm の単色光照射時の Ler と PCYA1 で、暗所育成時と比較して、

発現が減少していたが、Ler の方が PCYA1 に比べて発現量が減少していた。しかしな

がら、715 nm の単色光照射時では、Ler と PCYA1 での発現量が同程度あり、光照射
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による発現減少が見られた。SPA1 では、730、715 nm の単色光照射時の Ler、PCYA1
において、発現量が同程度であった。HFR1 に関しての挙動は、695 nm の単色光照射

時の Ler、phyA において、暗所と比較すると発現減少を示していた。 
 DNA-binding homeotic protein Athb-2 (ATHB2, At4g16780)、GIGANTEA protein (GI, 
At1g22770)、Phytochrome B (PHYB, At2g18790)の発現解析を行った（図 3-10(E)）。これ

ら遺伝子は、phyB シグナル関連遺伝子であって、GI は、概日リズムにも関与する遺

伝子である（図 3-2）。ATHB2 は、730 nm の単色光照射時の Ler と PCYA1 の発現が、

暗所育成時と比較して、減少していた。また、Ler の方が PCYA1 に比べて発現量が減

少していた。しかしながら、715 nm の単色光照射時では、Ler と PCYA1 での発現量

が同程度あり、光照射による発現減少が見られた。また 695 nm の単色光照射時の phyA
では、Ler、PCYA1 と同様に発現減少が認められた。GI は、730、715 nm の単色光照

射時の Ler、PCYA1 では、暗所と比較して、同程度の発現上昇が示された。しかしな

がら、暗所と比較した 695 nm の単色光照射時では、Ler と phyA で発現減少が確認さ

れたが、PCYA1 での発現変動は見られなかった。PHYB は、全ての条件での発現変動

が見られなかった。 
 Phytochrome kinase substrate 1 (PKS1, At2g02950)、Nucleotide diphosphate kinase Ia 
(NDPK2, At5g63310)、Phytochrome interacting factor 3 (PIF3, At1g09530)の発現解析を行

った（図 3-10(E)）。これらの遺伝子は、phyA および phyB シグナル双方に関連するこ

とが知られている（図 3-2）。PKS1 は、全ての条件で、目立った発現変動は見られな

かった。NDPK2 は、暗所と比較して、730、715 nm の単色光照射による発現上昇が

Ler、PCYA1 で見られたが、若干 PCYA1 での発現量が多かった。PIF3 は、光照射に

よる発現の減少が見られた。730 nm の単色光照射時に Ler と PCYA1 に関しては、暗

所育成時に比べて発現が減少していたが、Ler の方が PCYA1 に比べて発現量が減少し

ていた。しかしながら、715 nm の単色光照射時では、Ler と PCYA1 での発現量が同

程度の減少であった。 
 以上のリアルタイム PCR 解析を行った 24 遺伝子は、以下 5 種類の発現パターンに

分類することができる。 
 CAB、PSII、HEMA1、MGCH は、暗所と比較して、730 nm の単色光照射時に Ler
の方が PCYA1よりも発現量が高くなっているが、phyA での変化は見られない。715 nm
の単色光照射時に Ler と同程度、またはそれ以上に PCYA1 での発現上昇が見られる

が、phyA での変化は見られない。695 nm の単色光照射時は、Ler、phyA、PCYA1 の

全て、発現上昇が見られる。PORA、PORB、FIN219、PAT1、PHYA1、ATHB2、PIF3
は、暗所と比較して、730 nm の単色光照射時に Ler の方が PCYA1 よりも発現量が低

くなっている。そして、phyA での変化は見られない。715 nm の単色光照射時に Ler
と同程度、またはそれ以上に PCYA1 での発現抑制が見られるが、phyA での変化は見

られない。695 nm の単色光照射時は、Ler、phyA、PCYA1 の全て、発現抑制が見られ

る。これらの 11 遺伝子は、PCB-phyA の波長特性が 10-15 nm 程、短波長側に移行し

たことが原因と考えられる遺伝子発現を示している。 
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CAO、SPA1、NDPK2 の 3 種類は、暗所と比較して、730 nm の単色光照射時に Ler
と PCYA1 での発現量が同程度、あるいはそれ以上の発現上昇が見られるが、phyA で

の変化は見られない。715 nm の単色光照射時に Ler と同程度、またはそれ以上に

PCYA1 での発現上昇が見られるが、phyA での変化は見られない。695 nm の単色光照

射時は、Ler、phyA、PCYA1 の全て、発現上昇が見られた。これらの遺伝子は、phyA
シグナル経路上に存在するが、照射した光量が少なくても、phyA シグナルを認識す

ることが可能な遺伝子と考えられる。 
CCA1、LHY は、730、715 nm 単色光照射時に Ler、phyA、PCYA1 の発現変動が見

られないが、695 nm の単色光照射では、phyA で強い発現上昇が見られた。これら遺

伝子は、赤色光認識に関与する phyB に関与している遺伝子であると考えられる。 
FECH、HY1、HY2、FAR1、PHYB、PKS1 は、全ての条件で、発現変化が見られな

かった遺伝子である。 
HFR1、GI の発現パターンは、他の 22 遺伝子とは共通性が見られなかった。 
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考察 
 
これまで、PCYA1 の生理学的な解析が行われている(Kami et al., 2004)。しかしなが

ら、遺伝子発現レベルにおいて、PCB-phyA が植物体内で PΦB-phyA と同様な光応答

による構造変換を起こし、下流にシグナルを生じているか否かは明らかにされていな

かった。今回、Ler、phyA、PCYA1 の暗所芽生えに 730、715、695 nm の単色光を 24
時間の間歇照射をした植物体から全 RNA を抽出し、cDNA マイクロアレイによる遺

伝子発現解析を行った。暗所育成させたコントロールに対して、それぞれの光照射条

件で比較した遺伝子発現プロファイルを作成した。そして、発現変動を示した 1,251
クローンを用いたペアワイズコリレーション解析を行った（図 3-7）。その結果から、

波長特性が短波長側に移行するが、PCB-phyA は PΦB-phyA と同様なタンパク質の構

造変換を起こし、下流遺伝子群に正常なシグナル伝達が起こる分子機構が予測された。

このことは、胚軸伸長抑制を指標に調べられた表現型と系統的な遺伝子発現により解

析された結果が一致していることを示している。 
発現変動を示すと判断された遺伝子を調べた。730 nm の単色光照射時の各遺伝子に

おける発現変動の傾向は、Ler の変動が大きく、PCYA1 は、Ler と phyA の中間の変動

である遺伝子が多数を占めた。これに対して、715 nm の単色光照射時においては、

Ler と比較して、PCYA1 の遺伝子発現変動が同程度、あるいは大きく示されている遺

伝子が多数を占めた。リアルタイム PCR による解析結果からも、11 種類の遺伝子で

同様な傾向が示された。つまり、植物体内においても、PCB-phyA は、FR 波長認識特

性を短波長側に移行させて、PΦB-phyA と同様な光応答による構造変換を起こし、下

流にシグナルを生じていることが示唆された。しかしながら、PCB-phyA の FR 認識

波長が 715 nm であるにも関わらず、730 nm の単色光照射時の PCYA1 でも、胚軸伸

長抑制が弱いながらも示される生理応答、マイクロアレイによる遺伝子発現解析によ

る結果から、PCYA1 が 730 nm の波長も認識し、弱い phyA シグナルを生じているこ

とも示された。このことは、PCYA1 にとって、730 nm の単色光照射を行った場合、

FR-HIR を起こすには不十分な光量であるために、Ler と同様な生理表現型を示すには

不完全であることが 1 つには考えられる。 
 また、これまでに PΦB-phyA の胚軸伸長抑制を指標とした作用スペクトル解析の結

果から、PΦB-phyA の作用スペクトルが 690-750nm であった(Shinomura et al., 2000)。
PΦB-phyA の作用スペクトルと PCB-phyA の差スペクトルの結果を考え、PCB-phyA
が PΦB-phyA と比べて、仮に FR 認識波長域を単純に 15 nm 短波長側にシフトしたの

であれば、PCB-phyA は 675-735 nm で胚軸伸長抑制に作用するはずである。しかしな

がら、730 nm の単色光照射の PCYA1 では、完全な胚軸伸長抑制を示さなかった。実

際に PCYA1 で、胚軸伸長抑制が認められる波長は、720 nm よりも短波長側であった

(Kami et al., 2004)。今回の発現解析の結果からも 730 nm では、PΦB-phyA と比較して、

PCB-phyA が不完全なシグナル伝達を起こしていることが明らかであった。一方、

715nm では、PCB-phyA が PΦB-phyA と同様なシグナルを生じていることが示されて
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いる。予想された PCB-phyA の作用スペクトルの最長波長側 735 nm、実際に測定され

た 720 nm との 15 nm の差を考えると、胚軸伸長抑制に関与する FR-HIR を起こすた

めに、PCB-phyA は、PΦB-phyA よりも長波長側の認識に限界があり、その限界値が

720nm であることが考えられる。PCB と PΦB は、D 環 C18 位側鎖の二重結合の有無

という構造的に類似した 2 種類の化合物であるが（図 3-3）、海中から陸上に上がった

原始植物の中で、PCB ではなく PΦB を発色団として獲得した新規植物が、720 nm 以

上の長波長側の光を認識することで、ラン藻を始祖とする PCB-phy 型の原始植物を淘

汰し、現在の PΦB-phy 型の植物に進化を遂げたのかもしれない。 
730nm の単色光照射条件において、phyA 変異体での遺伝子変動は示さないが、Ler、

PCYA1 での遺伝子変動が見られた遺伝子が多数存在した。その中でも、43 遺伝子が

Ler と PCYA1 の両者で同程度の遺伝子変動を示した。phyA 依存の経路には、胚軸伸

長抑制の FR-HIR とは全く異なる系が存在することを示している。この系は、phyA が

種子発芽に関与する超低光量反応(VLFR)のような低光量で、300-780 nm と広い波長

域の応答をする反応への関与が考えられる(Shinomura et al., 1996)。PCYA1 の VLFR を

調べるために、発芽誘導実験が行われている。その結果、PCYA1 は、FR に対しても

正常な VLFR を示すことが明らかとなっている(Kami et al., 2004)。つまり、これら 43
遺伝子中に VLFR に関与する遺伝子がスクリーニングされた可能性が十分に考えら

れる。 
スクリーニングされた 43 遺伝子について、アノテーションからの推測を行った結

果、26 の機能既知遺伝子が含まれていた。その中にオーキシン誘導される Zn フィン

ガー型の DNA 結合タンパク質である Putative DNA-binding protein (At1g11950)、オー

キシン誘導性の GH3 homolog をコードする Putative auxin-responsive protein 
(At2g47750)が存在した。両者ともにオーキシン誘導性のタンパク質であったが、特に

Putative auxin-responsive protein は、phyA シグナル関連遺伝子の FIN219 に類似してお

り、FR 照射後、1 時間以内での発現誘導性が示されていた。さらに、8,000 遺伝子を

含む Genechip 解析の結果、FR 照射後、1 時間以内で発現誘導あるいは抑制された、

FR 照射に早い応答を示す遺伝子が、これら 26 遺伝子の中に 7 遺伝子含まれていた

(Tepperman et al, 2001)。これらのことから、今後、様々な光照射時間、光量、光質条

件を調べることで、phyA シグナル経路に関与するが、胚軸伸長抑制の FR-HIR とは異

なる制御系が明らかになるかもしれない。また、機能未知である遺伝子が 17 種類同

定されたことから、機能未知遺伝子の中に、表現型では示されなかった経路の決定要

因が存在するかもしれない。 
 概日リズム関連遺伝子、GI、LHY、CCA1 の発現解析により、赤色光受容に関与す

る phyB が関与するシグナルを考察することも可能であった。695 nm の単色光照射時

の GI は、暗所コントロールと比較して、Ler、phyA で発現減少を示している。それ

に対し、PCYA1 では発現減少を示していない。また CCA1、LHY では、暗所コントロ

ールと比較して、Ler、phyA で発現上昇を示しているが、PCYA1 では発現上昇を示し

ていない。また、GI、LHY、CCA1 の全てで、phyA の発現変動幅が大きくなっている
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が、phyA の赤色光の感度は、Ler よりも高い傾向を示すとされているので、この現象

に当てはまると考えられる(Nagatani et al., 1993)。実際、695 nm の単色光照射時の phyA
における生理応答を見ると、緩やかであるが、胚軸伸長抑制が見られる。つまり、695 
nm の単色光照射時に PΦB-phyB であれば、若干の phyB シグナルを生じるが、

PCB-phyB は PCB-phyA と同様に波長特性が短波長側にシフトすることで、695 nm の

波長を認識することができず、phyB シグナルを生じていないと考えられる。PCYA1
の R-HIR は、OLS による単色光の解析から調べられているが、680 nm よりも短波長

側の光だと、Ler よりも PCYA1 の胚軸伸長抑制が強くなってしまっているので、仮に

PCB-phyA と同様に PCB-phyB の認識波長特性が、10-15 nm、短波長側にシフトして

も、Ler と同様な生理応答を示す可能性が高い。今後、PCB を発色団に持つフィトク

ロムの波長認識特性を調べるために、OLS を利用した単色光照射によって、PCYA1
と phyB、phyAB 変異体を組み合わせた PCB-phyB の作用スペクトルの測定を行う必要

がある。 
 これらのことを示すことによって、PCB を発色団に持つフィトクロムの波長吸収特

性の詳細が明らかにされるであろう。フィトクロムの波長吸収特性とその感度の強さ

にはアポフィトクロムのアミノ酸配列と発色団の構造が関与している。PCYA1 は、

フィトクロムタンパク質に全く変異を持たないことから、PCB-phy の波長吸収特性と

これまでの発色団結合ドメインに変異を持ち、phyA の波長認識特性が短波長側にシ

フトしている phyA Lm、構造変換に関与するアミノ酸置換変異を持つ phyB-401 のよう

なフィトクロムタンパク質のアミノ酸置換変異による解析結果と組み合わせること

で、ホロフィトクロムタンパク質と波長吸収特性との構造活性相関について考察する

ことができると期待される(Maloof et al., 2001; Elich et al., 1997; Kretsch et al., 2000)。 
今回の解析で、フィトクロム発色団を PΦB から PCB に改変させた PCYA1 を用い

ることで、植物体内での PCB-phyA が生化学、生理学的な解析に加えて、遺伝子発現

のレベルでも波長特性を短波長側にシフトすることで、PΦB-phyA と同様なタンパク

質の構造変換を起こし、下流遺伝子群に正常なシグナル伝達が起こることが明らかに

なった（図 3-11）。また、phyA 依存の反応の中に、胚軸伸長抑制の FR-HIR とは異な

る制御系の存在を示すことができた。つまり、従来遺伝学的に解析されている生理表

現型のみに依存せず、cDNAマイクロアレイを用いた系統的な遺伝子発現解析により、

環境応答における情報伝達系の遺伝的関係を明らかにできた。遺伝子同定ツールとし

て利用されている cDNA マイクロアレイが、系統的な遺伝子発現解析を行うことで、

生理表現型では示されない、隠された分子機構を明らかにできることが示唆された。 
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遺伝子発現の調節

光形態形成

赤色光赤色光

発色団
（phytochromobilin, PΦB）

Pr型 Pfr型

アポタンパク質

遠赤色光遠赤色光

図3-1. フィトクロム分子の赤、遠赤色光照射による典型的な応答
典型的なフィトクロムの応答を示す。赤色光照射により、PΦBは、ピロール環C15-
C16位の2重結合部位がZ型からE型に光異性化を示す。
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図3-2. フィトクロムのシグナル伝達経路
Quail PH. Current Opinion in Cell Biology 2002, 14: 180-188より図の一部を改変した。
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フィトクロモビリン
(PΦB)

フィコシアノビリン
(PCB)

図3-3.フィトクロモビリン(PΦB)、フィコシアノビリン(PCB)の構造
赤丸は、D環C18位側鎖を示している。
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葉緑体におけるPΦB合成経路を示している。
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図3-5.発色団改変型植物(PCYA1)の特徴
(A)は、白色光照射時の芽生えを示す。(B)は、芽生えにおける大型スペクトログラフ施設
(OLS)を用いた単色光、695、715、730 nm照射時の胚軸伸長を調べた結果である。縦軸は
暗所を100とした胚軸長の相対値を示しており、横軸は光量を示している。(C)は、 PCYA1
におけるフィトクロムAタンパク質の差スペクトルを示している。Kami et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 2004より図の一部を改変した。
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播種

phyBリセット
（FR照射）

4℃、48時間

発芽誘導
（白色光、4時間）

暗所、21℃、40時間

Ler
phyA
PCYA1

21℃、24時間
間歇照射

730 nm
715 nm
695 nm
（照射、1分→暗黒、2分）のサイクル

サンプリング21℃、24時間
暗黒

図3-6. 単色光照射実験の手順
播種後、phyBリセットのために、FR照射を行う。低温処理後、発芽誘導のために
白色光を4時間照射する。その後、暗所で40時間育成後、24時間の間歇照射を行う。
対照サンプルは、24時間、暗所に置く。
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図3-7. cDNAマイクロアレイによる単色光照射遺伝子発現の相関性
暗所育成させた野生型(Ler)、phyA欠損体(phyA)、発色団改変植物体(PCYA1)の芽生え
に、730、715、695 nmの単色光を24時間、間歇照射したサンプルの蛍光強度を縦軸に、
対照サンプルである暗所芽生えの蛍光強度を横軸にした散布図を示す。また相関係数
R値を散布図の下に示す。
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表 3-2. 単色光照射による遺伝子発現変動クローン数 
 

  Ler phyA PCYA1 

  730 nm 715 nm 695 nm 730 nm 715 nm 695 nm 730 nm 715 nm 695 nm 

Light-induced 472 379 429 42 92 236 234 321 250 

Light-repressed 285 197 211 10 1 66 183 146 143 

Total 757 576 640 52 93 302 417 467 393 
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図3-8. 単色光照射遺伝子発現プロファイルのペアワイズコリレーション解析
発現変動を示すと判断された1,251クローンに関して、遺伝子クラスタリング（横
方向）、実験クラスタリング（縦方向）を組み合わせた解析を示している。

Gene expression
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図3-9. 730 nm単色光照射時の発現変動クローンの重複
730 nm単色光照射時にLer、PCYA1、phyAで発現変動したクローンを抽出後、
ベン図による解析を行った結果を示す。発現比2.0以上を発現上昇、0.5以下
を発現減少クローンとして扱った。
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表 3-3. 表現型に依存しない phyA シグナル関連遺伝子候補 
 

LOCUS Gene identification Ler phyA PCYA1 
At1g11950 putative DNA-binding protein 2.55 0.92 2.75 

At1g13280 unknown protein 0.41 1.06 0.41 

At1g13930 putative hydroxyproline-rich glycoprotein 2.66 0.83 2.36 

At1g16080 unknown protein 2.76 1.13 2.54 

At1g20910 hypothetical protein 0.35 0.91 0.36 

At1g26270 hypothetical protein 0.41 0.83 0.48 

At1g50250 FtSH 2.49 1.00 2.42 

At1g68010 hydroxypyruvate reductase (HPR) 5.21 1.59 5.32 

At1g75680 endo-beta-1,4-glucanase, putative 0.36 0.80 0.33 

At2g14890 arabinogalactan-protein AGP9 0.25 0.88 0.26 

At2g26500 unknown protein 2.34 1.04 3.33 

At2g30520 RPT2 11.87 1.44 10.26 

At2g41680 putative thioredoxin reductase 2.37 1.09 2.78 

At2g42940 hypothetical protein 2.10 1.32 2.59 

At2g44080 unknown protein 0.41 0.88 0.39 

At2g47750 putative auxin-responsive protein 2.10 1.10 2.01 

At3g01500 carbonic anhydrase, chloroplast precursor 2.18 1.12 2.06 

At3g17090 protein phosphatase-2c, putative 0.50 0.97 0.50 

At3g19820 cell elongation protein, Dwarf1 0.48 0.87 0.46 

At3g21055 unknown protein 2.36 1.47 2.30 

At3g26570 phosphate transporter, putative 2.51 1.30 2.53 

At3g47340 glutamine-dependent asparagine synthetase 2.23 0.93 2.15 

At3g57750 protein kinase - like protein 0.26 0.80 0.27 

At3g59970 methylenetetrahydrofolate reductase MTHFR1 2.03 1.26 2.03 

At4g02520 Atpm24.1 glutathione S transferase 0.42 0.98 0.49 

At4g12800 probable photosystem I chain XI precursor 2.14 1.44 2.13 

At4g16985 hypothetical protein 2.99 1.23 3.53 

At4g21280 photosystem II oxygen-evolving complex protein 3 - like 2.58 1.16 2.68 

At4g21830 putative protein 0.49 1.02 0.33 

At4g27450 putative protein 0.42 0.89 0.37 

At4g27520 putative protein 3.28 1.12 3.54 

At4g32020 putative protein 0.47 0.89 0.39 

At4g34200 Phosphoglycerate dehydrogenase - like protein 0.41 0.83 0.29 

At4g37870 phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) -like protein 0.35 0.77 0.38 

At5g01015 unknown protein 2.17 1.03 2.32 

At5g04140 ferredoxin-dependent glutamate synthase 3.35 1.37 3.88 

At5g04710 aspartyl aminopeptidase -like protein 2.10 1.07 2.19 

At5g21010 Unknown protein 0.29 0.97 0.25 

At5g26850 putative protein 0.49 0.91 0.42 

At5g46800 carnitine/acylcarnitine translocase-like protein 2.49 1.02 2.33 

At5g64120 peroxidase (emb|CAA67551.1) 0.44 0.88 0.37 

At5g64260 phi-1-like protein 0.48 0.93 0.49 

At5g66800 unknown protein 0.44 0.94 0.45 

 
数値は、730 nm 単色光照射サンプル/暗所コントロールの比を示す。 
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図3-10. フィトクロムシグナル関連遺伝子群のリアルタイムPCRによる発現解析
暗所育成させたL：野生型(Ler)、A：phyA欠損体(phyA)、P：発色団改変植物体
(PCYA1)の芽生えに、730、715、695 nmの単色光を24時間、間歇照射、暗所芽生え
サンプルの発現解析を示している。(A)は光合成関連遺伝子、(B)はテトラピロール
生合成経路遺伝子、(C)は概日リズム関連遺伝子、(D)はphyAシグナル関連遺伝子、
(E)はphyBシグナル関連遺伝子、(E)はphyAおよびphyBシグナル関連遺伝子の発現解
析である。barは標準偏差を示し、検定数が3回での解析結果である。数値は、内在
性コントロール遺伝子として利用したeIF4A-1の発現量を基準として、標準化した
値を示している。
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PCB-phyA

Pr Pfr

Pfr*

Pr Pfr

VLFR
種子発芽

FR-HIR
胚軸伸長抑制
10-15 nm短波長側に移行

中間体構造

R/FR可逆性

全波長に応答
非可逆性

図3-11. PCYA1におけるフィトクロム応答
PCYA1におけるPCB-phyAの生理応答、および分子応答のまとめを示す。嘉美
千歳、奈良先端科学技術大学院大学博士論文、2003より図の一部を改変した。
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総括 
 
 本研究は、ゲノム規模での包括的な遺伝子発現解析を行うことで、これまでの個別

解析では明らかにできなかった植物の分子応答機構の知見を得ることを目指した。そ

こで、シロイヌナズナを材料として、効率良く様々な種類の cDNA を獲得可能な均一

化 cDNA ライブラリーをマイクロアレイ技術に適用した。そして、系統的な遺伝子発

現解析を行うことにより、植物の器官における遺伝子発現の特異性、光環境応答にお

ける遺伝子発現の動態から、その分子生理機構を考察した。 
第 1 章においては、均一化 cDNA ライブラリーを利用した cDNA マイクロアレイ実

験系構築を行い、その実験系の有効性、正確性を評価した。最初に SSH 法を用いた

self-subtraction による均一化操作を行うことで、器官、組織別の均一化 cDNA ライブ

ラリーが構築された。そして、均一化 cDNA ライブラリー由来クローンのランダムシ

ーケンス行い、クローンの重複頻度を調べた結果、均一化操作を行わない一般的な

cDNA ライブラリーよりも均一化を行うことで、効率良く様々な cDNA 種を獲得でき

ることも示された（図 1-4）。また、従来の均一化操作は、均一化サイクル法で行われ

ていたが、操作が煩雑なこともあり、時間的効率が悪い。それに対し、SSH 法は操作

が簡便であるため、時間的効率が良い。実際、両者の均一化効率に差異は認められな

かった（図 1-4）。これらのことから、均一化操作を SSH 法で行った、均一化 cDNA
ライブラリーを利用することで、cDNA マイクロアレイ作製のために、様々な種類の

cDNA を迅速かつ効率的に収集することが示された。この実験系は、ゲノム情報など

が乏しい生物種に適用することが可能であり、時間、作業効率、経済的に優れている

と考えられる。次に、均一化 cDNA ライブラリー由来 cDNA を用いて、cDNA マイク

ロアレイを作製した。同一の全 RNA 由来の Cy3、Cy5 標識 cDNA ターゲット、およ

び非塩ストレス処理全 RNA 由来の Cy3、塩ストレス処理全 RNA 由来の Cy5 標識タ

ーゲットを利用した二蛍光標識法による競合ハイブリダイゼーションの解析結果、同

一サンプルの発現プロファイルは発現変動が起こらず、塩ストレス処理サンプルの発

現プロファイルは発現変動を示すという期待通りの結果となった（図 1-6）。また塩ス

トレス処理により発現上昇を示した遺伝子をランダムに抽出し、ノザン解析を行った

（図 1-7）。その結果、マイクロアレイデータとほぼ一致していた。これらのことから、

実験的に、均一化 cDNA ライブラリーを利用して、cDNA マイクロアレイを作製し、

正しい実験系を構築可能であることが示された。 
 第 2 章では、花、茎、葉、根といった植物の 4 器官について、cDNA マイクロアレ

イを利用した遺伝子発現プロファイルを作成し、器官特異発現性を考察した。5,241
遺伝子の発現パターンを器官の系統関係を調べるために、ペアワイズコリレーション

解析を行った。その結果、従来唱えられてきた花が葉の相同器官であるという説が支

持された。また発現に類似性のある遺伝子を分類するために、k-means クラスタリン

グ解析を行った。その結果、葉での発現特異性が高い遺伝子を含むクラスターは、プ

ラスチド移行シグナルを持つタンパク質の割合が高いこと、根での発現特異性が高い
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遺伝子を含むクラスターは、分泌タンパク質の割合が高いことが示された。これまで、

系統的な解析により、根で発現特異性が高い遺伝子は、分泌タンパク質の割合が高い

という知見を示した報告例はなく、本研究により明らかにされた。次に、器官別遺伝

子発現プロファイルを組み合わせることで、器官特異的発現遺伝子の同定を行った。

その結果、葉で 55、茎で 22、花で 21、根で 131 種類の計 229 遺伝子を同定した。葉

では光合成、炭素固定で働く遺伝子などが多数同定されており、根では Alcohol 
dehydrogenase、β-1,3-glucanase などが同定された。花においては、花器官形成に関与

する転写因子などが同定された。これらの既知遺伝子に加えて、各器官での特異的発

現を示す 67 遺伝子の機能未知遺伝子を同定した。以上の結果から、cDNA マイクロ

アレイを利用した系統的な解析により、全体像を捉えることで、遺伝子発現のレベル

から、花が葉の相同器官であるという知見を支持することができ、さらに、根での発

現特異性が高い遺伝子は、分泌タンパク質の割合が高いという新たな知見を得ること

が可能であった。また、cDNA マイクロアレイを利用した系統的な解析による遺伝子

同定は、既知の遺伝子だけではなく、新規遺伝子を同定するにも効果を発揮した。 
 第 3 章では、環境応答における遺伝子発現ネットワークの解析として、フィコシア

ノビリン(PCB)をフィトクロム発色団に持つ発色団改変植物体(PCYA1)の遠赤色光高

照射反応(FR-HIR)の光応答初期における遺伝子発現を、本アレイシステムによって解

析した。これまでの解析で、PCB を発色団に持つ phyA(PCB-phyA)の FR-HIR の作用

スペクトルの波長認識特性がフィトクロモビリン (PΦB) を発色団に持つ

phyA(PΦB-phyA)と比べて、短波長側に移行していることが明らかとなっている。ま

た大型スペクトログラフ施設(OLS)を利用した PCYA1 の胚軸伸長抑制を調べた表現

型観察の結果からも、植物体内で PCB-phyA によって引き起こされる生理応答の波長

域が短波長側に移行することが示唆されている。PCYA1 の詳細な光応答の分子機構

を解明するために、OLS を利用して、野生型(Ler)、phyA、PCYA1 の暗所芽生えに 730、
715、695 nm の単色光を 24 時間の間歇照射した植物体から全 RNA を抽出し、cDNA
マイクロアレイによる遺伝子発現解析を行った。暗所育成させたコントロールに対し

て、それぞれの光照射条件で比較をした cDNA マイクロアレイによる遺伝子発現プロ

ファイルを作成し、ペアワイズコリレーション解析を行った。その結果、波長特性は

短波長側に移行するが、PCB-phyA は PΦB-phyA と同様なタンパク質の構造変換を起

こし、下流遺伝子群に正常なシグナル伝達が起こる分子機構が明らかとなった。この

ことは、生理表現型と系統的な遺伝子発現により解析された分子表現型が一致してい

ることを示している。また、730 nmの光照射時に、phyA依存であるが、野生型とPCYA1
では同様な発現変動を示す遺伝子も存在した。このことは、胚軸伸長抑制の FR-HIR
とは全く異なる制御系の存在を示している。以上のことから、生理表現型と分子表現

型が一致すること、および生理表現型では隠された表現型を分子表現型により発見す

ることが可能であることが判明した。 
DNA マイクロアレイを中心とした系統的な遺伝子発現解析は、非常に強力な遺伝

子同定技術である。最近では、植物の組織、細胞レベルでの発現解析も始まっている。
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Laser Capture Microdissection (LCM)を利用し、トウモロコシの表皮細胞と維管束組織

を分離し、cDNA マイクロアレイ解析を行った報告例が示されている(Nakazono et al., 
2003)。また、シロイヌナズナの根において、細胞特異的プロモーターに GFP を連結

させて遺伝子導入を行った形質転換体と cell sorter を利用することで、目的細胞、組

織を分離し、GeneChip 解析を行った例も報告されている(Brinbaum et al., 2003)。加え

て、シロイヌナズナのゲノム情報を基礎として作製されたオリゴヌクレオチドアレイ

を利用することで、5,817 の新規転写単位が発見されている(Yamada et al., 2003)。しか

しながら、このような大規模な遺伝子同定だけではなく、本論文では、全体像を捉え

ることで、新たな知見を得ることもできた。実際、生理表現型と cDNA マイクロアレ

イを用いた系統的な発現解析結果の分子表現型を考慮した解析が行われており(Ma et 
al., 2001; Wang et al., 2002; Srand et al., 2003)、遺伝子発現の全体像を捉えた知見も蓄積

されて行くだろう。今後、様々な変異体、生理条件などを組み合わせ、マイクロアレ

イを中心とした系統的な遺伝子発現解析を行うことで、植物の遺伝子発現のネットワ

ークが明らかとなり、それを突破口にした植物生理現象の解明が期待できる。 
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際に実験を手助けして頂いた徳田玲奈さん、亀山淳子さん、奥山恵理さんに感謝致し

ます。さらに、吉田和哉助教授、プロジェクトリーダーであります新名惇彦教授には、

非常に御世話になりました。 
 マイクロアレイ実験を先行して行っていた松原研の的場亮助手、樋口浩文氏、小笠

原研の小林和夫助手には適切なアドバイスにより、ここまでの系を構築することがで

きました。非常に感謝をしております。 
 PCYA1 の解析を行うにあたり、様々な助言、手助けを与えてくれた嘉美千歳博士、

OLS では村本拓也博士、昔の同期である蘆田佳子さん、後輩の小林聡和君に支えて頂

きました。この場で感謝の言葉を述べたいと思います。 
 また、縁があって、様々な方々を教える機会がありました。特に密度の濃い時間を

過ごした富川泉さん、松田優子さん、平良安聡君、落合春奈さん、小島久美子さん、

稲垣英明君、吉田裕香さんには、これから社会に出るにあたり、最良の経験をさせて

頂いたと感じております。 
 まだまだたくさんの方々に支えられて、本研究が行えたことを自覚しております。

最後に、この年齢までの学生生活を許してくれた両親に感謝の言葉を贈り、本博士論

文を終わりたいと思います。 
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