
第1章耐塩性植物の分子育種

1. 1従来の研究経過

1. 1. 1植物における適合溶質の生成

植物が高浸透圧条件に曝されると､適合溶質と呼ばれるアミノ酸類や糖類の生成レベルを上

げて細胞内の浸透圧を調節することが知られており(l,2)､適合溶質生合成系を遺伝子工学的

に強化することで植物の浸透圧耐性を向上させた例が報告されている(3) ｡我々は､大阪大の

高野(現名誉教授)らによってタイの塩土から単離された好塩性微生物Ha/omonas e/ongataの

適合溶質であるエクトインの利用を考えた｡この微生物は細胞内にエクトインを蓄積することで

21%(3.6 M)の食塩を含む培地でも生育できる(4)｡エクトインはリジン､スレオニン生合成経路の

中間代謝物質であるアスパラギン酸- β -セミアルデヒドから3段階の酵素反応で合成される(5)｡

それぞれの酵素をコ-ドする遺伝子をバイナリ-プラスミドに直列に連結し､タバコ培養細胞

BY2 -導入した(6)｡得られた形質転換BY2細胞中にエクトインの蓄積が確認され､蓄積量に

応じて細胞の高浸透圧ショックストレス抵抗性が向上した｡この研究は､複数遺伝子(この場合

は構造遣伝子3個とマ-カ-遺伝子2個を含めて5遺伝子)の多垂導入によって目的代謝系を

導入する植物代謝工学としての意味も大きい｡現在､タバコ植物体においてエクトイン､および､

細胞内浸透圧の調節物質であるプロリンを複合的に高蓄積させる系の開発を進めている｡

1. 1. 2ナトリウム排出ポンプ

ー-方､ Na十の毒性に対する抵抗性を高めるためには､高塩濃度環境下でNa十の細胞内流入

を阻止するか細胞質ゾルのNa十を細胞外か液胞へ排出する能力を強化しなければならない｡

植物におけるNa十排出の分子機構は明らかにされていないが､パン酵母(Saccカaromyces

cerevI'sl'ae)ではNa'排出ポンプ(Na-ATPase)をコ-ドするElⅥ1遣伝子が単離されている

(7)｡そこで､ ENAlをCaMV35Spに連結し､ BY2細胞-導入した｡得られたトランスジェニツク

細胞を､普通の細胞が増殖できない120 mM LiClを含む培地(Li十はNa十より低濃度で毒性

を示すアナログで浸透圧の影響を抑えるために使用)で培養したところ､ EIVAlを発現している

細胞は増殖できた(8)｡抗体を用いた実験によって組換えEnalタンパク質がBY2細胞の細胞

膜に局在していることが確認でき､おそらく酵母のNa十ポンプによって細胞のNa十排出能が高

まったと考えられる｡

1. 1.3共輸送体分子

Na十が植物の生育に及ぼす悪影響は､細胞内に入ったNa十が主要代謝系の酵素反応を阻

-3-



害することに加えて高濃度Na十がK十の取り込みを阻害することも知られている｡多量必須元素

であるカリウムを摂取できないことは植物にとって致命的である｡ Rubi()とSchroederら(Univ. or

califomia, San Diego)によるコムギ( Tn'tl'cum aeLdl'vum)を用いた研究で､ HKTlと呼ばれるK十

Na十共輸送体タンパク質が高親和性のK十摂取に機能しており､このK十摂取能が高濃度のNa十

によって阻害されることが明らかになった(9)｡さらに､アミノ酸置換によってNa十選択性が低下し

た変異型HKTl分子をパン酵母に導入すると耐塩性が向上することが報告された(10)｡これら

の結果に刺激された我々は､イネ(oryza satl't(a)からiI^'T]遣伝子を単離した(11)｡イネを選

んだ理由は主要な穀物であることに加えてイネにはいくつかの耐塩性品種が存在することであ

る｡ ｢耐塩性品種はNa十に強いHKTl分子を持っているかもしれない｣と考えた｡遣伝子クロ-

ニングの結果､通常品種であるNipponbare (japonica)からTaj+^'Tlに相同なOsH^'Tlが1種

類単離されたのに対し､耐塩性品種のPokkali (indica)はOsjIA'Tlとは別にOsjuT2を合わ

せ持っていた｡それぞれの遺伝子機能を知るために､高親和性K十摂取能が欠損した突然変

異酵母(CY162) (12)､ Na十排出ポンプが欠損したNa十高感受性酵母(G19) (13)を宿主とした

解析を行った｡その結果､ OsH^rTlはCY162株のK+摂取能変異を相補できないのに対し､

osjlJl'T2は同変異を相補した｡これは､ OsHKT2だけが高親和性K+輸送括性を持っているこ

とを示唆している｡ G19株を宿主とした実験で両分子ともにNa十輸送括性があることが確認でき､

osトIKTl分子はNa十輸送体(K十輸送活性は検出限界以下)､ OsHKT2分子はK十Na十共輸

送体であると考えられる｡両者のイオン輸送特性は､アフリカツメガェル卵母細胞を用いた電気

生理学実験でも同じ結果が得られている｡ K十輸送を行うタンパク質は､ Pル-プと呼ばれる種

を越えて保存されたドメインを持っていることが知られており､中でも特に高度に保存されたグリ

シン残基がK十選択性に重要であると言われている(14)｡イネの各分子を見ると､ K十輸送括性

を示すosHKT2ではPル-プ内のグリシンが保存されていたが､ K十輸送能が検出できない

osHKTlではセリンに置換されていた｡名古屋大の魚住らがシロイヌナズナからすでに単離し

ていたAtHKTlもK十輸送能が検出限界以下で同じグリシンがセリンに置換されていた(15)｡試

しにOsHKTlのセリンをグリシンに置き換えた変異型分子を作ってみたところ､見事にK十輸送

活性が認められた(16)｡耐塩性イネのPokkaliは長い進化の過程で異なるイオン輸送特性を示

す2つのHKT分子を持ったと考えられるが､アミノ酸置換によってイオン選択性を変えられるこ

とは耐塩性育種にとって大きなメリットである｡高親和性K十輸送能が高濃度のNa十によって阻

害されないようなHKT分子ができれば､耐塩性植物作製の有力なパ-ツとなる｡
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プロリン

液胞

図.耐塩性植物作製の戦略

(1)適合溶質の蓄積､ (2)Na十イオン進入阻止､

(3)K+イオンの積極的取り込み､ (4)液胞-のNa十イオンの隔離
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1. 2本研究の成果

1.2.1 K+輸送体分子､KUPの解析

上で紹介したHK｢r以外にKUPと呼ばれるK十輸送体分子も耐塩性植物育種に重要なイ

オン輸送体であるので､イネのKUP遺伝子および遺伝子産物について詳細に解析を行った｡

【目的】K十は植物の3大必須元素のlつとして細胞内に最も高濃度に蓄積する陽イオンであり､

膜電位の維持や浸透圧の調節に働いている｡近年の研究において､植物の耐塩性には細胞

内のK十濃度を適正に維持するK十恒常性が重要であることが明らかになっている｡我々は､イ

ネ(oryza satJ'va l,. cv. Nipponbare)のK+輸送に関わっていると考えられるHKTおよびHAK

分子の機能解析を行っているo jj4K遺伝子は､シロイヌナズナのゲノム上には少なくとも25コ

ピ-､イネのゲノムヒには少なくとも17コピ-存在しており､さまざまな器官で発現していること

から､植物における主要なK十輸送体遣伝子であると考えられている｡昨年度大会において､イ

ネから2種のfI/1八′遣伝子( Osjl/1^'2, OsF以K5)を単離し､発現様式と大腸菌を宿主としたイオ

ン輸送能の検定結果を報告した｡今回は､植物細胞におけるOsH4^'遣伝子の機能解析を行

った結果を報告する｡

【方法･結果】os/IAK2,およびOsHA^'5各cDNAをバイナリ-ベクタ-pMSHlのCaMV 35S

プロモ-タ-の支配下に連結して､それぞれアグロバクテリウム感染法によってタバコ培養細

胞(Nl'cotl'ana tabacum, BY2)に導入した｡形質転換細胞における導入遺伝子の発現は､

RT-PCR法で確認した｡得られた形質転換体を用いて低K十培地(0.1 mM K十)における生育試

験を行ったところ､ OsjIA^'2導入BY2とOsFIMK5導入BY2は共に低K十培地において顕著な

生育促進が観察された｡次に､細胞内局在性を調べるために､ OsHAKとEGFPの融合タンパ

ク質をコ-ドする遣伝子をCaMV 35Sプロモ-タ-の支配下に連結して､タマネギ表皮細胞に

パ-テイクルボンバ-ドメント法により-過的に導入した｡その結果､ OsトIAK5-EGFPを導入し

た表皮細胞の細胞膜に沿ってGFPの蛍光シグナルが観察された｡これらの結果から､

osjIAK5発現細胞においては細胞膜に局在生成されたOsHAK5タンパク質によって培地から

のK十摂取能が向上し､細胞増殖速度が上昇したことが予想される｡現在､ osHAK2の局在性

解析とOsFIAK導入BY2のK十の取り込み速度の測定を行っている｡

本研究の成果は以~Fの図表で説明する｡
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08ZLAK4 -11-----11-11-111-------1------1--一-一--------11-----------------------一-一--

o8EÅK2 ---1-----==--1-1---1---------XDA玉AG-VGGADQLPWRQEYRNLLLuYQSFGVVYGD 36

08EÅR5 MTE P LETS SNGGAERGPNAAFE SERTLQTTTRI-QRFDS LLZmAGK I PGGQSZrrAXVGWATTLEuFQS I GVVYGD 7 5

★★ ★ ★ ★.★●★.★★ ★★●★★★● ●●★. ●

0βmK4 --11--11--11-1-1-1----------------==-1Z(YIC工ÅⅠ止IADDZIGEGGTFAHYSLLCQEANIG工32

08EAK2 LSTSPLYVYRSTFSGRLRRYQDEQTVFGVLSL=FWTFrL=PLLXYVT =VLSADDNGEGGPFALYSLLCRZIAKLSF lll

OBEÅR5 MGTSPLYVFSSTFTN - - 1G=KDTND= LrGV刊SL=工YTWLLPL=RY⊂F =VLJRÅmNGDGGTFALYSL=SRYAR=SL 14 7

=*.. ;* = :*.*.=. *･****.********.. *･･

0βmZ(4 LPSKRIYTEEZ:NLISNQ 1 - PVVAGRPGRLRRFIZ:SS=IARRLLLLTAILGM⊂打L=GDGZLTPA工SVLSAIDGLRG I O 5

09EAK2 LPZqQQSADEI王LSTYYRNGFTSREGSLPWLRRFMERr[R封ARTVLLLIVLCGASMHIGDG ILTPAェSVLSS別SGLIRV 18 6

08mK5 =PNQQAEDA加VSEYXLZ:SPSNRVXRA訓ZXヱm玉封SPNFRI =LFLVT工LATS打Ⅴ工GDGVLTPC工SVLSAVGGIRZ: 2 2 2

･*.**.*･****.***･ *= *.*.. ･.*･****.*

OBmR4 PFPSVSXPAVZiGLSAA= LVGLFLLQRYGTSKVSFMFSP=MA九WTFATPV=GVYS =WRYYPGIF…SPEY=VRFF 18 0
0BmR2 RATGLHDRSVVLLSC=VLVGLFALQERGTQZ(VAFMFAP=VV=WLFCZGG=GLYN==ZrWNPRrYQALSPYYIVKFF 2 6 1

0z}EAK5 SARSLTQ¢Q工AGZA=AZ LZVLFLVQRFGTDKVGYSFGP=工LTWF工F=ÅGTGVYNLFKE工)TGVLmFNPKYZVDYF 2 9 7

★★ ★★★.★ ･★★★★★★★★★★★★ ･... ★王★ ･.★ ★ ★★.★･★ ★★ ･★

Oz3EAK4 MTⅣQTRGWQLLJGGTVLC ITGABAJ4FADLJG王IFSRRS IQIAFMSSIYPSLVLTYAGQTAYLINⅣVDDFSDGFYRFVP 2 5 5

0さEAR2 RTTGZ(DGWZALGGZLLS加TG⊂召ÅHFADLGZIFTSASVRLAFZT=ZYPCL工LQY打GQAAFLSKN工LDHPTGFYDS=P 3 3 6

08EAK5 】∃RtTGKQGWI SLGGV=LCITGTEAJ4FADL'GEFNVRÅIQIGFSVVLLPSVL'Ⅰ▲AYZGQAAYLLRI YPEEVÅDTFYRSIP 37 2

★.●★★ ★..★ ★★.. ★★..★★.★... ★ ★ ★★★★.★一★★★..★ ★★ ★..★★.■★★ ★ ★

0きmR4 RPVYWPMF=エATLAÅ=VASQSLェSATFSV=RQSVVLDYFPRVZmETSRDZ(EREVYSPZmYMLHLL⊂VGV= LRF 3 3 0

0z}mR2 GP=FWPVFWATLAAVVGSQAVZSATFS ZVXQCHSI-G⊂FPRVmETSRW=YGQ=YZPEZNW=LMVLCVAVTVAF 4 11
0BmK5 DPLYWPTFVVAVAAA工IASQAZ4ZSGAFAI IAQSQILGCFPRVRV工ETSTKF王IGQVYIPEINYVLHVL⊂VAVTAI F 4 4 7

****:*=. = **･･**.*..*.*...* ! f * * *.*. *.**..*.

0βmK4 R】≡RRD=GNAFGWV= LV別L=TT工LLTLV74L= ZWGTEVVLVALYLVPFLLL.EATYVSAVCTKZLRGGWVP FAVSVA 4 0 S

Oz3mK2 RD I TL= GNAYGVA⊂MTrVIIFVTrFL比ALI加I FVWQKN = I FAI-S FFLLFGSVEVVYLS SS I-MXVTQGGWVP LVLAL工4 8 6

09mK5 QTTDRZGNAYG王AVVFVHF=TTLLVTLV刊VMIWRTSIJLWIALFPVIFGGAEL=YLSSAFYRFrQGGYLP LVFSA工5 2 2

･★ ★･★ ;王;★･ ★★★･ ;.★.;★･★★･ -★･･ ★ ;. ;;.★ -★★

Oz3mR4 LAAVMFGWYYGRQRZ(TEYEAANRVT1-ER LGE LLSGPGLRRVPGLCFFYSNRQDGGWLT PVLAEYI RNMR S LLEEVT 4 8 0

08mK2 F刊SVNYIWEYGTRKXYQYDI-QNKVSZdRY IIJSLGPSLDVVRVPGIGLIYTEL'VTG- -VPNIFTEFTTNLPAFfIEVL 5 5 9

0z3EAR5 LMFZ比ATWmZZVERYZ(YELRNKVSNNYVÅヱLAVRQNLARLPGIGFLYSEL-VQG - - IPPILPELVZ;RVPS IZ[SVL 5 9 5

*!! :* ==*..**** * *

OBZLAR4 VFLTLRYLLVAKVDGKDRVQAVRRLGPAG- -VYGCT=QYGYADA- = -1 - - - - - - - - - -- - -ZDFZ;EDDISG- - 532

OflEAK2 VFLCVRSVPVPYVS - PDERYI一VGR =GPRAYRMYRC =VRYGYXDVQRDDDNFENMLV脚ZGKF=HHEAEDASS SAS 6 3 3

O8mK5 V工=S工RYLPZ SK=Z:- TKERFI-FRYVEPKZ:YRVFRCVVRYGY封DKVEDPÅZ=FESLV=ENLLKQF=EE:ESLYSQSSZIS 6 6 9

;王.王‡★

Oz3mZu --------------一---一-----QVVGALRERVVDGE-1-----------1--------------1--- 546

0z}EAZC2 YDTANEGRMÅⅤ工TTSDDYDSi PLAVRDSNDLLADSMTMRSTKSE SLRSLQS SY=QZ: SPⅣV SRRRRVRFE LP EZ:DDMD 7 0 8

0zimZ(S LEGES=KZ:=GGVTDP1- -1 ---一--TSZ:VQDAMSSRNNSDQZITTEPRNG------- -- ------ - - - ‥ - 708

!* **..* *... * =* ･.***.

Oz3EAK4 - - - 1 EZ:GZ:RVEAARAAGVVmGRJ4RFEVGKDTRLFDRVLLGF- YELLEGACRSALPALG= PLQQRVEZ GML'Ym 616
0且mR2 QQVRDELLALVEAKHTGVTYVMGmIRARKNSSFFKRFA=DVGYSFLRKNCRGPSVTLEI PE工SL=EVG比九YQV 7 9 3

0さmR5 - -⊂MDE ZQS=EKE;MGNGVVELLGETmAZ:PNADFLKXZ工VDYVY封F=RIひIFRQPEKエTCVPENRLLRVGMTYE工78 1

Fig. 1. Alignment of the deduced amino acid sequences of OsHAKヱ, OsHAK4 (AF129485)

and OsHAK5.

Asterisks indicate conseIVed amino acid residues.

イネ､日本晴れ､から取得したOsHAK2, 4, 5の塩基配列から予測されるアミノ酸配列｡ OsHAK

4は5'末端が不完全である｡ Os[iAK2とOsHAK5の相同性は38%であり､機能がある程度異な

ることも予想される｡
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6()O a.a

6()O a.a

Fig. 2. Hydropathy plot of OsHAK2 and OsHAK5 (Kyte iLnd Doolittle, 1982).
Hy血ophobic amino acid have positive values

osトiAK2とOsト1AK5のハイドロパシ-プロツトから､ 12回の膜買通領域があると推定され､典

型的な膜タンパク質であると思われる｡これはイオン透過性機能に必須の要件である｡
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Group II

Group I

Fig. 3. Phy)ogenedc tree of plant HAK/KT/KUP transporters. 0Ⅰ)1yfu11-IeJIgth cDNAswere

used.

Progrrns used were ClustalX (Thompson etal･, 1997) foralignmentsand
TreevleW (Page, 1 996) for graphicaloutput.

HAKタンパク質は大きく2つのグル-プに分けられる｡今回単離したOsHAK2はグル-プⅠⅠ

に､ OsHAK5はグル-プlに分類され､それぞれの機能の比較検討は重要課題であるD
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+K+ -K+ +Na+

RLRLRL

OsHA K2

OsHA K4

OsHA K5

A ctin

_⊥｣

Fig. 4. EfTects of NaCl treatmeJIt aJld K+ starvation on the organ-specific expression of

OsHAK genes.

Quantificat10n Of transcnptsamounts by RT-PCR. Template cDNAswere obtained from roots

(R) and leaves (L) of lO-d101d plants adapted to nutntlOn SOlutions of control (+K+), O mM K+

(-K+) and lOO mM NaCl (+Na+) for 24 h. Transcripts were ampli丘ed inthe linearrange of

amplincatlOnwith 28 cycles for OsH4Ksand 23 cycles for actin. Actin was amplified as a

loadlng COntrOl,

osLL4K2,OsH4K4,Os励K5について､ RT-PCRにより発現解析を行った｡それぞれの遺伝

子に器官特異性やイオン誘導性が見られ､イオン輸送括性との関連が示唆された｡
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Fig. 5. Complememtation of the K+-uptakかdeficient E･ cotl'by OsHAK2 aJId OsHAK5.

The E. coh'LB2003 mutant is defectlVe in K+ uptake and waLS tranSformed wlth plasmids
containing OsH4K5,OsM2 or empty vector. Grow血of cells expressing OsM2, OsH4K5

and emptyvector in synthedc medlum COntaining 30 mM K+ and 5 mM K+, Saturated overnight
cultures were washed and added to synthetic medlum tO a Starting densityof O,D,600 - 0.05.

Opticaldensitywas measured 8 h later,

K'輸送体欠損大腸菌(LB2003株)を宿主として､相補性試験によるOsHAK2とOsHAK5

のK'輸送能検定を行った｡べクタ-コントロ-ルでは生育できない5mMKClの条件に

おいてOsmK2およびOsmK5導入株は生育したことから､ OsHAK2とOsHAK5はK'

輸送活性を有することが示唆された｡
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Fig･ 6･ Efrect ofNaCl on complementation ofLB2003 ceJIs by OsmK2 Nld OsH4K5.
A and B, Grow也of LB2003 cells expressing OsM2 (A) , OsH4K5 (B) or empty vector in

synthetic medium contalningindicated concentrations of K+ and NaCl. Saturated ovemight

cultures were washed and added to synthetic medlumtO a Starting densityof O.D.600 - 0.05.
Opticaldensitywas measured 8 h later.

K'輸送体欠損大腸菌(LB2003株)を宿主として､ NaCl添加によるK'輸送能の阻害実験を

行ったDOsH4K5導入株はNaCl添加による生育の遅延が認められないことから､OsHAK5

のK'輸送能はNa+による阻害を受けないことが示唆された(B)D一方, osH4K2導入株は

50 mMのNaCl添加による生育の遅延が認められたことから､ osHAK2のK+輸送能は
Na十による阻害を受けることが示唆された(A)｡
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Fig. 7. Growth inhihition ofsalt sensitive E coLi by OsHAK2 and OsHM5･
The E. coli KNabc is a Na+ /H+ antlpOrter-deficient mutant and was transformed wlth

plasmids containlng OsH4K2, OsH4K5 or empty vector. Growth inl1ibition of KNabc cells

expressing Os月力K2, OsHAK5and emptyvector in liquid medium containing indicated

concentrations of NaCl. Saturated ovemight cultures were added to liquid medlum tO a Starting

density ofOD,600 - 0.05. Optical densitywas measured 8 h later.

Na+排出ポンプ欠損大腸菌(KNabc株)を宿主として､生育を指標としたNa+輸送能の検定

を行ったD OsmK5導入株は､べクタ-コントロ-ルと比べて生育に有意な差はないこ

とから, OsHAK5はNa'輸送能を有していないことが示唆されたD -方､ OsH4K2導入

株はNaCl添加による生育の遅延が認められたことから､OsHAK2はNa+輸送能を有する

ことが示唆されたo
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Fig. 8. Growth or b･ansgenic tobacco BY2 cells exI)reSSiTIg OsLL4K genes on tI]e mediawith
various KCI con(:entrations.

osM2およびOsHAK5 cDNAをタバコ培養細胞BY2にそれぞれ導入し､植物細胞おけ

るOsHAKタンパク質の機能検定を行ったDOsH4K2およびOsH4K5導入株は0.1 mMK'

濃度の培地においてベクタ-コントロ-ルより良好な生育を示したことから､ OsHAK2

およびOsHAK5はBY2細胞において高親和性のK'輸送活性を有することが分かったo
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Fig. 9. Salトstress tolerance of transgenic tobacco BY2 ce11s expressimg OsHAK genes･

osH4K2およびOsH4K5導入BY2の耐塩性を検定したD Os月Aだ2およびOsHAK5導入

株は, NaCl添加培地においてベクタ-コントロ-ルより良好な生育を示したことから､

osHAK2およびOsHAK5はBY2細胞に耐塩性を付与することが示された｡
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1. 2. 2酵母の塩抵抗性制御遺伝子j;AL3のタバコホモログ遺伝子の機能解析

酵母の塩ストレス下におけるNa十排出は､主にNa十排出ポンプ(ATPase)であるEnalにより行

われており､その遺伝子(ENAl)の発現は2種の脱リン酸化酵素､ pp2B､ Ppzl､によってそれ

ぞれ正と負に制御されている｡さらに､ rla13タンパク質はPpzlを負に制御している｡したがって､

FIAL3遺伝子の高発現はE^'Al遣伝子の発現を促し､結果的に耐塩性を向上させる｡植物で

はNa十排出ポンプの存在は不明であるが､シロイヌナズナのゲノムデ-タ-ベ-スにjIAL3ホ

モログ遣伝子の部分配列が見出された｡そこで本研究では､タバコからHL4L3ホモログ遺伝子

(NtjIAL3)を単離し､その塩ストレス抵抗性に間する機能の解明を目的とした｡

AtjlAL3U)部分配列をプロ-ブに用いたスクリ-ニングの結果､タバコから3種のホモログ遺

伝子(NtjjML3a,b,c)を単離した｡ノザン解析及びRT-PCR解析より､ 3種のNtjJj4L遺伝子は根､

茎､葉､茎頂､花器官およびストレス(NaCl､ K十)の有無に関わらず構成的に発現していた｡酵

母のhaβ欠失変異株を作製し､相補性試験を行った結果､ Li (Na十のアナログ)感受性を弱く相

補し､ NtトIAL3タンパク質が耐塩性に関与することが示唆されたため､ 3種のNtjlALガ)全長

cDNAをカリフラワ-モザイクウイルス35Sプロモ-タ-の下流に連結し､タバコ培養細胞(BY2)

に導入した｡ Ntj朗L3a高発現BY2はNaCl､ l｣iClおよびソルビト-ル(浸透圧ストレス)ストレスに

対する抵抗性が向上し､ -方､ NtH14L3c高発現BY2はNaClおよびソルビト-ルストレスに対す

る抵抗性のみが向上した｡ NtjIML3b高発現BY2は得られなかったo NtiIAL3aおよび八ケjIHL3c

の高発現BY2細胞内の陽イオン(Na十､ LJi十､ K十)含量は野生型細胞と大差なかった｡次にアミノ

酸含量の測定の結果､ NtH/1L3a高発現BY2ではプロリンの割合が対照細胞よりも約4倍高か

った｡

これまでに､ AtHAL3aタンパク質が補酵素A合成系の月〕C-DC括性を有することが報告され

た.そこで､大腸菌のFPC-DC遺伝子(di?)の温度感受性変異を用いて相補性試験を行っ

たところ､ NtjI4L3a,b,c全てが(珍変異を相補した｡以上の結果から､ NtjIAL3aの高発現に

よって上昇したjPC-DC活性が補酵素A合成を増加させ､さらに､その下流にあるプロリン等

のアミノ酸量が増加したという作用モデルが考えられた｡しかし､プロリンを含むアミノ酸の蓄積

量では､ NtjIAL3aおよびNt/#1L3c高発現BY2で見られた浸透圧ストレスに対する耐性を説

明するのは難しい｡ -方､ NtHAL3aおよびNti+AL3c高発現BY2の細胞内浸透圧は対照細胞

の約1.5倍であり､ NtjIAL3aおよびNtH//4L3c高発現細胞中では末同定の浸透圧調節物質が

蓄積していることが示唆された｡つまり､ NtjlAL3aおよびNtjIAL3c高発現により細胞内の浸透

圧が高くなることが高浸透圧ストレス耐性の向上に寄与したと判断される｡以上の結果から､

Nt〟∠は3aはNaCl､ LiCl (≒Na十毒性)およびソルビト-ル(高浸透圧ストレス)に対して耐性を付

-17-



与する､耐塩性植物の分子育種に役立つ遺伝子であると結論した｡そこで､ NtHAL3a高蓄積

形質転換タバコ植物体を作製したところ､ 100 mM NaClストレスに対する耐性の向上が認めら

れた｡

本研究内容の詳細は､ Yollamiliビ, i., ＼′oshi<二】a, iく., i(i(1り.壬く., Naka抑V∂.‥A,, Nakayamと1,ト王..

Lln〔l Shirlr王-1yO, _1. (2OO4). Ovci･e)iPrCbSir)n ()f■ Ntf LAL3 geneLi CL,nfbT･S increased iビVCllLHjf pr(_11hle

Lliol三yrlしheL<i.i a.nd the enhancement oi- LSait tc'iel､an(}e in cultur･edしOlbacco ceilご. j E.yp Bc)t 55,

3S7-395､に記載されているので､その内容を以下に添付する｡
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