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１．プロジェクト全体の実施の概要  

ブラジルではダイズが重要な作物となっているが、近年干ばつによって多大な被害を受けている。本研究で

は、シロイヌナズナなどのモデル植物を用いた環境ストレス耐性遺伝子群に関する研究結果や急激に進展して

いるダイズのゲノム解析技術を基盤として、ダイズの乾燥などの環境ストレスに対する耐性獲得に関与する遺伝

子群やその発現を制御するプロモーターを明らかにし、これらの遺伝子群やプロモーターをダイズに導入するこ

とで干ばつに強い品種を開発する。さらに、圃場条件において乾燥ストレスに対する耐性などを評価し、耐性レ

ベルが向上した形質転換系統を選抜することを目指す。21〜22 年度は、シロイヌナズナを用いてシロイヌナズ

ナのストレス耐性遺伝子の機能解析を進めたり、ダイズの相同遺伝子の同定を進めたりした。また、ダイズオリゴ

マイクロアレイを用いてダイズ遺伝子の発現解析を網羅的に行うとともに、さらにダイズゲノムの新たな情報を活

かしたダイズオリゴアレイの作製にも着手した。今後はさらにシロイヌナズナやダイズの有用遺伝子の機能解析

を進めるとともにストレス誘導性プロモーターの単離同定などの研究の進展を図る。また、これらの遺伝子を用い

たコンストラクトを作製してブラジルに送り、遺伝子導入を開始する。 

 

２．研究グループ別の実施内容  

 

(1) 研究機関名・研究代表者名：国際農林水産業研究センター・生物資源領域 ・ 篠崎 和子  

研究題目：環境ストレス耐性制御遺伝子群の探索とストレス耐性ダイズの分子育種技術の開発 

① 研究のねらい 

シロイヌナズナやイネ等を用いてこれまで明らかにしてきた環境ストレス耐性遺伝子群に関する研究成果を

もとに、現在急速に進展しているダイズのゲノムシークエンス解析およびマイクロアレイ等の発現解析技術を利

用して、ダイズ等から乾燥等の環境ストレスに対する耐性獲得に関与する有用遺伝子を探索する。 

 

② 研究実施方法 

ダイズの公開されている全ゲノム配列情報とこれまでに整備してきたダイズの完全長 cDNA データベースの

情報をもとに作製したダイズオリゴアレイを用いて、ダイズの環境ストレス応答性遺伝子群の発現応答を網羅

的に解析してきた。得られたデータをもとに探索されたダイズの AP2/ERF タイプの転写因子 DREB1 をコード

する遺伝子に関して、環境ストレスに対する発現応答をリアルタイム RT-PCR によって解析する。また、ダイズ

DREB1 タンパク質の細胞内局在性と転写活性化能に関してシロイヌナズナ葉肉細胞を用いて解析する。同様

に探索されたダイズの bZIP タイプの転写因子 AREB に関して、cDNA のクローニングを行ない配列を解析する。

さらに、これらのダイズの bZIP タイプの転写因子 AREB の転写活性化能に関してシロイヌナズナ葉肉細胞を用

いて解析する。 

 

③ 当初の計画（全体計画）に対する現在の進捗状況 

環境ストレスに対する耐性獲得に関与する有用遺伝子を同定するため、21 年度は、これまでに作製したダ

イズオリゴアレイを用いて日本のダイズ栽培品種である農林２号の環境ストレス応答性遺伝子群の発現応答を

網羅的に解析した。22 年度は、昨年度実施したこのアレイ解析によるデータとオープンリソースである全ゲノム

配列情報により、ダイズの AP2/ERF タイプの転写因子 DREB をコードする遺伝子を見出した。見出されたダイ

ズの DREB 遺伝子の環境ストレスに対する発現応答をリアルタイム RT-PCR を用いて詳細に解析した。DREB1
ファミリーに属する GmDREB1A;1 遺伝子は、地上部において低温ストレスにより発現が著しく上昇した。塩スト

レス条件下では根において顕著な発現の増加が認められた。また、GmDREB1A;1 タンパク質の細胞内局在性

を解析するため、GFP との融合タンパク質をシロイヌナズナ葉肉細胞中で一過的に発現させたところ、核にお

いて GFP のシグナルが安定的に検出された。従って、GmDREB1A;1 タンパク質はシロイヌナズナのプロトプラ

ストにおいて核に局在していることが示唆された。さらに、GmDREB1A;1 タンパク質の DRE 配列を介した転写

活性化能を明らかにするため、シロイヌナズナのプロトプラストを用いた一過的遺伝子発現系により解析した。

DRE 配列で制御した GUS 遺伝子をレポータープラスミドベクターとして用いた場合、コントロールに比べ GUS

活性が有意に増加した。これらの結果から、GmDREB1A;1 タンパク質は DRE 配列を介した転写活性化能を
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持っていることが示された。 

これまでに引き続き、ダイズの bZIP タイプの転写因子 AREB に関する機能解析も進めた。21 年度に見出し

たダイズの AREB1/AREB2/ABF3 タイプの遺伝子の cDNA クローニングを行なった。GmAREB1、GmAREB2、

GmAREB3 cDNA クローニングが完了し、それらのシークエンスを行い塩基配列を明らかにした。クローニング

されたこれら GmAREB タンパク質の転写活性化能を明らかにするため、シロイヌナズナ葉肉細胞を用いた一

過的遺伝子発現系により解析したところ、レポーター遺伝子の有意な活性の上昇が ABA 依存的に認められた。

従って、これら GmAREB タンパク質は ABA 存在下のシロイヌナズナ葉肉細胞において高い転写活性化能を

有していることが明らかとなった。 

22 年度は、公開されているダイズ全ゲノム配列情報をもとにしたダイズオリゴアレイを設計し、日本のダイズ

栽培品種である農林２号を用いて環境ストレス応答性遺伝子群の発現応答の網羅的な解析のための準備も

進めた。また、細胞内局在性や転写活性化能を解析する上で有効であるシロイヌナズナ葉肉細胞を用いた一

過的遺伝子発現系を応用し、ダイズ葉肉細胞を用いて同様の系の確立を進めている。ダイズのアレイ解析で

得られた情報等をもとに候補遺伝子を選抜する準備を進め、ブラジルでダイズに形質転換に利用する遺伝

子・ベクターコンストラクトの構築に関して情報交換を行なった。2010 年はまず AREB 遺伝子のコンストラクトを

提供することが決まり、ブラジル・グループで主流であるパーティクルガン用のコンストラクトを３種準備し提供し

た。キックオフ・ミーティングでは今後のコンストラクト作製に用いるベクター系について協議、選定し、金森が

形質転換法の確立を進めいているアグロバクテリウム法用のコンストラクトを３種提供した。また、新たに、異な

る選択マーカー遺伝子を有するパーティクルガン用の３種のコンストラクトを作製し提供した。 

 

④ カウンターパートへの技術移転の状況  

招へい外国人研究員として、2010 年 6 月〜2011 年 1 月にブラジル農牧研究公社大豆研究所のアマンダ・

パイバ研究員を受入れ、乾燥耐性獲得の分子レベルでの解析技術、解析に用いる機材に関する適切な使用

法について研修を行なった。また、2010 年 8 月〜11 月にはブラジル農牧研究公社大豆研究所のシルヴァー

ナ・マリン研究員を受入れ、ダイズマイクロアレイ解析結果を用いたストレス誘導性プロモーターの単離技術、

ソフトウェア、特殊な機材の適切な使用法について研修を行なった。 

今期は、AREB 遺伝子のパーティクルガン用のコンストラクトを３種と、アグロバクテリウム法用のコンストラクト

を３種提供した。さらに、異なる選択マーカー遺伝子を有するパーティクルガン用のコンストラクトを作製し、３種

を提供した。 

 

⑤当初計画では想定されていなかった新たな展開があった場合、その内容と展開状況 

なし 

 

(2) 研究機関名・主たる共同研究者名： 理化学研究所・植物科学研究センター 篠崎 一雄        

研究題目：環境ストレス応答制御遺伝子群の探索 

① 研究のねらい 

 シロイヌナズナやダイズのゲノム情報や発現情報をもとに、乾燥耐性の付与に役立つ遺伝子を探索する。特

に、植物ホルモンの ABA の合成や分解に関わる酵素遺伝子や ABA のシグナル伝達に関わる遺伝子（ストレ

ス応答制御遺伝子）を探索してそれらの機能を解析する。乾燥ストレス誘導性の遺伝子に着目して遺伝子を

絞り込むとともに、ゲノムシークエンス情報を用いて他の植物ゲノムと比較解析を行い、可能性の高い候補遺

伝子を抽出するバイオインフォマティックスによる解析技術の開発を目指す。 

 

② 研究実施方法 

シロイヌナズナのストレス応答性遺伝子の機能解析を進めるために、形質転換植物や遺伝子破壊変異体

等について、トランスクリプトームやメタボロームといった最新の技術を活用しつつ、遺伝学および生化学的な

手法も併用しながら、ストレス耐性付与に有効な遺伝子を探索する。選抜した遺伝子をダイズ発現用のプラス

ミドベクターに組み込み、ブラジル農牧研究公社大豆研究所に提供する。 

 

③ 当初の計画（全体計画）に対する現在の進捗状況 

 21 年度までに、シロイヌナズナを用いたストレス応答性遺伝子の機能解析について、マイクロアレイ解析やメ

タボローム解析を行い、植物ホルモンアブシジン酸（ABA）によって制御される代謝経路を統合的に解析した

（Urano et al. Plant J. 2009）。また、ABA シグナル伝達経路における主要なプロテインキナーゼおよびプロテ
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インキナーゼの働きを明らかにした（Umezawa et al. PNAS 2009）。以上の研究から、ABA の生合成やシグナ

ル伝達を人為的に制御することで、植物のストレス耐性を改変するアプローチが有効であると考えられた。そこ

で、22 年度は ABA 生合成の鍵酵素である NCED3 遺伝子をダイズに組み込むことを決定し、その準備を進め

た。一方、オリゴ糖の生合成に関わるガラクチノール合成酵素（AtGols2）は本研究室で単離された遺伝子であ

り、近年他の作物等で実績を上げている。そこで、AtGolS2 をダイズのストレス耐性改良に利用することを決定

し、その準備を進めた。ダイズ形質転換用のバイナリーベクターpC3300J-35S に NCED3 または Gols2 を導入

する作業が終了し、1 月下旬にブラジル農牧研究公社大豆研究所に DNA を送付した。さらに、ストレス応答に

関わる遺伝子を探索するために、引き続きシロイヌナズナを用いて大規模な遺伝子発現解析を行なっている。 

 

④ カウンターパートへの技術移転の状況 

 シロイヌナズナを用いた研究やダイズゲノムプロジェクトで得られた情報をもとに候補遺伝子を選抜し、ブラジ

ルでダイズに形質転換するための準備を進めた。形質転換に利用する遺伝子・ベクターコンストラクトの構築

に関して情報交換を進めた。 

 

⑤ 当初計画では想定されていなかった新たな展開があった場合、その内容と展開状況 

なし 

 

(3) 研究機関名・主たる共同研究者名： 東京大学・農学生命科学研究科 ・ 篠崎 和子      

研究題目：環境ストレス受容関連遺伝子群の

探索 

① 研究のねらい 

 東京大学グループでは、シロイヌナズナ等に

おいて乾燥ストレスシグナルの受容に関わる膜

タンパク質やトランスポーターの解析を行ってき

た。これらの成果を生かして、シロイヌナズナや

ダイズのゲノム情報や遺伝子発現情報をもとに、

乾燥等の環境ストレスの受容に関連した遺伝

子群を明らかにする。 

 

② 研究実施方法 

これまで行ってきたシロイヌナズナの乾燥ス

トレスシグナルの受容に関わる膜タンパク質や

トランスポーターに関する研究成果を生かして、

シロイヌナズナやダイズのゲノム情報や発現情

報をもとに、乾燥耐性の付与に役立つ遺伝子

を探索し、その機能を解析する。特に浸透圧セ

ンサーやトランスポーターなどに注目して解析

を行なう。 

 

③ 当初の計画（全体計画）に対する現在

の進捗状況 

 シロイヌナズナ及びダイズのヒスチジンキナー

ゼファミリーより、キナーゼドメインとレシーバー

ドメインを含む保存領域を用いて作成した分子

系統樹から浸透圧センサーファミリーである

AHK1 及びサイトカイニンレセプターファミリー

であり、浸透圧ストレスを負に制御する AHK2、
AHK3、AHK4（Tran et al. PNAS, 2007）のオル

ソログをそれぞれ探索した結果、AHK1 には４

個 (GmHK1A;1 、 GmHK1A;2 、 GmHK1B;1 、



H22 年度実施報告 

5 

GmHK1B;2)のオルソログが、AHK2、AHK3、AHK4 にはそれぞれ２個(GmHK2;1、GmHK2;2)、２個(GmHK3;1、
GmHK3;2)、４個(GmHK4A;1、GmHK4A;2、GmHK4B;1、GmHK4B;2)のオルソログが見出された（図１）。これら

ダイズヒスチジンキナーゼのタンパク質一次構造をアミノ酸配列より推定したところ、全てのヒスチジンキナーゼ

が、シロイヌナズナにおけるそれぞれのオルソログと同様の膜貫通ドメインを有しており、キナーゼドメイン内に

は His-Asp リン酸リレーに必要なヒスチジン残基とそれを含む H,N,G1,F,G2-box の保存された５つのモチーフ

を有するとともに、レシーバードメイン内にも His-Asp リン酸リレーに必要なアスパラギン酸残基を有していた

（図２）。また、それ以外の領域では浸透圧センサーファミリーとサイトカイニンレセプターファミリーそれぞれに

特異的な配列が保存されていた。GmHK1ファミリーは浸透圧センサーであるAHK1特異的な細胞外ドメインを、

GmHK2、GmHK3、GmHK4 ファミリーはサイトカイニンレセプターファミリー特異的な細胞外ドメインをそれぞれ

有していた（図２）。これらの遺伝子について、国際農林水産業研究センターグループによって開発されたダイ

ズオリゴマイクロアレイを用いて環境ストレス下での発現解析を行なった。マイクロアレイのプローブに含まれて

いた４遺伝子の中で、AHK3 のオルソログについて乾燥ストレスに対する誘導性が見られた。また、ダイズ形質

転換用のバイナリーベクターpC3300J に AHK1 遺伝子を導入したコンストラクトを作製したので、ブラジル農牧

研究公社大豆研究所に DNA を送付する予定である。 

ヒスチジンキナーゼによる浸透圧ストレス感受の下流のシグナル伝達経路に関わると考えられる転写因子

DREB2A は、シロイヌナズナにおいて浸透圧ストレスに応答して ABA 非依存的に活性化する。ダイズにおける

DREB2A 転写因子のストレス耐性の獲得に関わる機能を明らかにすることを目的とし、ダイズのゲノム情報より

DREB2A 相同遺伝子の探索を行った。その結果、ダイズには DREB2 型転写因子が 21 個存在しており、

DREB2A と相同性が特に高く、ドメイン構造も保存されている新規遺伝子 GmDREB2A;2 を見出した。今後

GmDREB2A;2 についてその転写活性の解析を行なう。 

 

④ カウンターパートへの技術移転の状況 

 シロイヌナズナを用いた研究やダイズゲノムプロジェクトで得られた情報をもとに候補遺伝子を選抜し、ブラジ

ルでダイズに形質転換するための準備を進めた。形質転換に利用する遺伝子・ベクターコンストラクトの構築

に関して情報交換を進めた。 

 

⑤ 当初計画では想定されていなかった新たな展開があった場合、その内容と展開状況 

なし 

 

（４）研究機関名・主たる共同研究者名： ブラジル農牧研究公社 ・ Alexandre L. Nepomuceno   

研究題目：形質転換ダイズの作出と環境ストレス耐性評価 

① 研究のねらい 

本プロジェクトでは、ブラジル農牧研究公社が特許を持ちこれまで大豆研究所で行われてきたパーティク

ルガン法と、国際農林水産業研究センターの金森 JICA 専門家によるアグロバクテリウムによる形質転換法の

二つの方法を試みる。 

アグロバクテリウムによる形質転換法では、導入遺伝子の再編成が少なく、１コピーもしくは２コピーの遺伝

子を導入できる。これにより短期間で固定系統を得ることができるなど、現行のパーティクルガン法に比べて利

点が多い。今後、本プロジェクトで行う遺伝子導入を効率よく進めるために、ブラジルのダイズ品種のアグロバ

クテリウムによる形質転換系の確立が必要である。 

 

② 研究実施方法 

プロジェクトに関与する研究員とその役割を下図に示す。 
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DREB お よ び AREB コ ン ス ト ラ ク ト (rd29A:DREB1A, rd29A:DREB2, 35S:DREB1A, 35S:DREB2, 

35S-AREB1,   35S-AREB1ΔQT, 35S-AREB1M8)を用いて、パーティクルガン法による形質転換とその確認

を行った。形質転換後、全てのダイズ胚は、植物体にダメージを与えることなく葉をサンプリングできるまで育

成した。ポジティブである可能性がある植物から DNA を抽出し、一連の挿入遺伝子検出用プライマーを用い
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た PCR により挿入遺伝子を検出した。確認後、ポジティブな系統を温室に移し、種子増殖を行なった。それら

の形質転換ダイズの種子は次世代の耐乾性実験や分子特定に使用する。 

アグロバクテリウム EHA105 を用いて、ブラジルのダイズ品種 BR16 の形質転換系の確立を試みた。β-グ

ルクロニダーゼ(GUS)をレポーター遺伝子として用い、感染用植物組織として成熟種子から取り出した胚を用

いて形質転換系の確立実験を行い、さらに形質転換用コンストラクトの導入を開始した。 

 

③ 当初の計画（全体計画）に対する現在の進捗状況 

rd29A:AtDREB1A, rd29A:AtDREB2A, 35S:AtDREB1A,35:AtDREB1A コンストラクトを用いた形質転換を

行なった。rd29A ストレス誘導性プロモーターと融合した DREB1A あるいは DREB2A 遺伝子コンストラクトを用

いてポジティブな系統を作出し、特定化した。 

35S 恒常的プロモーターと融合した DREB1A あるいは DREB2A 遺伝子コンストラクトを用い、8,000 以上の

ダイズ胚の形質転換を行ない、DNA 抽出と PCR により、ポジティブな植物を特定化している。 

AREB 遺伝子に関しては、7.000 以上のダイズ胚を AREB コンストラクト (35S-AREB1, 35S-AREB1ΔQT, 

35S-AREB1M8) を用いて形質転換し、これまでに 1.000 以上の幼植物をバーミキュライト混合土壌に移した。

近々葉をサンプルし、PCR によりポジティブなダイズを特定化することになっている。 

   以上の系統は T1世代では遺伝子受け継ぎの確認はされておらず、T0 ポジティブダイズは現在も種子

増殖中である。T1種子を収穫次第植え付け, T0 植物から T1植物への遺伝子の受け継ぎを確認する。 
 

200 成熟種子より胚を取り出してアグロバクテリウムを感染させたところ、アグロバクテリウムの感染が確認で

きた（図左）。シュート伸長培地にて伸長したシュートを発根培地に移植して発根培地にて培養を続けたところ、

６植物体から発根が見られた（図中央）。さらに、発根した植物体の葉を GUS 染色により遺伝し導入を確認した

ところ、３つの植物体の葉において青色染色が確認され（形質転換効率 1.5％）、生育が良い２ラインについて

サザンハイブリダイゼーション法を用いて遺伝子導入を確認したところ、遺伝子導入を示すバンドが確認でき

た（図右）。形質転換体から得られた種子は GUS 染色したことから、次世代（T１）に遺伝子が移行していること

が確認できた。本年度の計画は予定通り進行している。現在、確立した形質転換法を用いて、日本から送付さ

れたコンストラクト（35S:AREB1）の遺伝子導入を開始した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図. 左）アグロバクテリウム感染ダイズの GUS 染色、および発根培地にて発根した形質転換ダイズ。

右）サザンハイブリダイゼーションによる GUS 遺伝子導入の確認。 

 

④ カウンターパートへの技術移転の状況 

JICA プロジェクトでは環境ストレス耐性ダイズの作出技術の開発を目標としている。本開発に必要な技術と

して、サザンハイブリダイゼーション法およびアグロバクテリウムを用いたダイズの形質転換法がある。サザンハ

イブリダイゼーション法を博士課程学生のアマンダ・パイバおよびシベーレ・エンゲルスに、アグロバクテリウム

を用いた形質転換法を技術員ラリッサ・ジロット、マリア・セシリア・ソルデラにそれぞれ技術移転した。 
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⑤ 当初計画では想定されていなかった新たな展開があった場合、その内容と展開状況 

なし 
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４．プロジェクト実施体制  

（１）「ストレス耐性」グループ 

  （研究題目）環境ストレス耐性制御遺伝子群の探索とストレス耐性ダイズの分子育種技術の開発 

①研究者グループリーダー名： 篠崎 和子 （国際農林水産業研究センター・特定研究主査） 

②研究項目 

・ 環境ストレスに対する耐性獲得に関与する有用遺伝子（ストレス耐性制御遺伝子）を同定する。 

・ ストレス応答性プロモーターの単離と有用遺伝子との組合せの最適化を行なう。 

・ 環境ストレス耐性を示す組換えダイズ系統を選抜する。 

 

（２）「ストレス応答」グループ 

  （研究題目）環境ストレス応答制御遺伝子群の探索 

①研究者グループリーダー名： 篠崎 一雄 （理化学研究所植物科学研究センター・センター長） 

②研究項目 

・ 環境ストレスに対する耐性獲得に関与する有用遺伝子（ストレス応答制御遺伝子）を同定する。 

・ ストレス応答性プロモーターの単離と有用遺伝子との組合せの最適化を行なう。 

・ 環境ストレス耐性を示す組換えダイズ系統を選抜する。 

 

（３）「ストレス受容」グループ 

  （研究題目）環境ストレス受容関連遺伝子群の探索 

①研究者グループリーダー名： 篠崎 和子 （東京大学・教授） 

②研究項目 

・ 環境ストレスに対する耐性獲得に関与する有用遺伝子（ストレス応答制御遺伝子）を同定する。 

・ ストレス応答性プロモーターの単離と有用遺伝子との組合せの最適化を行なう。 

・ 環境ストレス耐性を示す組換えダイズ系統を選抜する。 

 

（４）「ダイズ形質転換」グループ 

  （研究題目）形質転換ダイズの作出と環境ストレス耐性評価 

①研究者グループリーダー名： Alexandre Nepomuceno （ブラジル農牧研究公社ダイズ研究所・主任研究

員） 

②研究項目 

・ プロモーターと有用遺伝子の組合せが導入されたダイズ系統を作出する。 

・ 環境ストレス耐性を示す組換えダイズ系統を選抜する。 

 
以上 


