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序  論 

 

地球規模でのリン資源の枯渇が、農業生産、ひ

いては食糧生産に深刻な影響を与えるという予測

がある。農業生産に必要不可欠な養分である窒素

（硝酸態やアンモニウム態）は化学合成や窒素固

定菌により供給され、カリウムは火山灰土壌や地

底塩(湖)から潤沢にもたらされる。一方で、リン

（リン酸）は海鳥の糞(グアノ)が堆積した天然資

源であるリン鉱石を原料としており、利用可能な

量に限りがある。「緑の革命」に始まる近代的農業

生産は、過去 40 年間に世界規模で穀物生産を 2倍

に増大することに成功した。しかし、同時にリン

肥料の消費量は 1960 年から現在までに約 5倍に増

えており（Vance 2001）、我が国も現在中国やアフ

リカから年間約 90 万 tを輸入している（財務省貿

易統計）。世界の人口は 2070 年に 100 億人を突破

すると予測され、今後 50 年間に要求される食糧は

現在の生産量の 2 倍に達する(Tilman ら 2002) 。

限られた資源を有効に利用して土壌及び海洋環境

への負荷を軽減し、持続的な農業生産を行うこと

は人類に課せられた最大の課題のひとつである

(Hirch と Sussman 1999)。植物のリン酸代謝機構

を解明し、リン酸吸収能力の改良や低リン酸環境

（低遊離リン酸環境）へ適応した農作物を作り出

す研究は、人類に課せられた課題の解決に貢献す

るだろう。 

植物が生育する自然環境の多くは常に低リン酸

条件にあるため、植物は土壌中の低濃度のリン酸

を効率的に獲得し、状況に応じてリン酸分子を有

効利用する手段を備えている（Abel ら 2002）。土

壌中の遊離型リン酸濃度は通常数μM 程度 

(Bieleski 1973)と少ないが、液胞内では土壌中で

の遊離型リン酸濃度に比べて数千倍もの能動的な

濃縮が行われている（Shachtman 1998）。土壌中の

リン酸を根から吸収するための機構として、リン

酸トランスポーターの機能が研究されている。シ

ロイヌナズナからは酵母の高親和性リン酸トラン

スポーターPHO84(Bun-Yら 1991)と相同な複数のリ

ン酸トランスポーター遺伝子が単離されており

(Mitsukaw ら 1997，Smith ら 1997)、高親和性リン

酸トランスポーターPht1:1はタバコ培養細胞BY-2

で過剰発現させた実験により、リン酸吸収量が増

加することが確かめられた（Mitsukawa ら 1997）。

最近の研究によれば、リン酸親和性の異なる 2 つ

のリン酸トランスポーター遺伝子 AtPT1（低親和

性）、AtPT2（高親和性）はそれぞれ 125 μM 及び

50 μM のリン酸濃度で遺伝子発現が誘導され、

AtPT1 プロモーターの発現にはオーキシンやサイ

トカイニンが関与しているという報告がある

（Mukatira ら 2001， Karthikeyan ら 2002）。低リ

ン酸に応答するトランスポーターを機能させるだ

けでなく、根毛量を増やすことにより、リン酸と

の接触面積を高めて吸収効率を高めていることも

知られている(Schmidt と Schikora 2001)。また、

土壌中のリン酸の大半は、不溶性のアルミニウム

リン酸塩やフィチンなどとして存在しており、そ

れらから積極的にリン酸を吸収するために、キレ

ート力の強い有機酸（クエン酸等）や有機物から

リン酸を遊離させる酸性フォスファターゼを根圏

に分泌している (Hirsch ら 1999，Baldwin ら 2001，

Richardsonら 2001)。実際にこの機構を利用して、

遺伝子組み換え技術により有機酸放出やフィター

ゼの分泌を高め、リン酸の吸収量を増加させた例

が報告されている（Hirch と Sussman1999，Koyama

ら 2000，Richardson ら 2001，Chiou ら 2001）。自

然界では常にリン酸の欠乏、飢餓という危険にさ

らされてきたため、植物は巧妙なリン酸吸収の機

構を進化の過程で獲得してきたと考えられる。し

かし、根圏のリン酸濃度を感知するセンサー

(Goldstein ら 1988)や、トランスポーターに付随

する制御因子などに関しては不明な点が多い
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(Abel ら 2002)。 

植物体内のリン酸不足を補う適応も知られてい

る。解糖系では通常 ATP や遊離型リン酸のエネル

ギーを利用した酵素反応が行われているが、リン

酸が不足すると別の酵素反応が活性化し、バイパ

ス経路が働く(Theodorou 1993)。分泌型 RNA 分解

酵素の高発現も知られており、核酸を分解して不

足するリン酸基質の供給を行うことが示唆されて

いる（Nrünberger 1990）。葉緑体においても、リ

ン酸が不足するとチラコイド膜成分のリン脂質が

減少し、含硫脂質が増加することが知られている

(Härtel ら 1998)。しかし、体内リン酸濃度の恒常

性維持機構を誘導する分子的メカニズムは不明で

ある。 

植物体内におけるリン酸輸送機構を解明するた

めに、リン酸の転流に関する 2 つの突然変異体が

研究されている。Poirier ら(1991)は、シロイヌナ

ズナにおいて地上部のリン酸量が減少した突然変

異である pho1 を選抜した。この突然変異では導管

へのリン酸運搬が阻害され、液胞中に濃縮された

リンが異常に蓄積する。この結果、地上部組織で

は常にリン酸欠乏状態が起きていることが、遺伝

子発現解析や葉中の脂質組成分析の結果から明ら

かとなっている(Essigmann ら 1998)。Hamburger ら

(2002)は PHO1 遺伝子の単離に成功し、C 末端側に

6 個の膜貫通ドメインを有するイオントランスポ

ーターを同定した。このトランスポーターは植物

でこれまでに発見されている主要なトランスポー

ターと構造的に異なっており、哺乳類レトロウィ

ルスレセプターRcm1 や、酵母の mating pheromone

レセプターSyg1 との相同性を有していた。PHO1 と

相同性を示す遺伝子がシロイヌナズナゲノム中に

10 個予測されているが、機能はまだ不明である。

もう一つのリン酸転流に関する突然変異 pho2 は、

pho1 とは異なり葉組織にリン酸が高濃度に蓄積す

る(Delhaize と Randall 1995)。pho2 では地上部の

師管に異常が起きており、根への再転流が阻害さ

れていると予測されているが、遺伝子の同定には

至っておらず機能の解明が待たれる。他に、リン

酸飢餓ストレスへの応答性や、核酸生合成に関す

る突然変異が見つかっている。Rubio ら(2001)は、

リン酸飢餓時にアントシアニン蓄積の起こらない

突然変異 phr1(phosphate starvation response 1)

を 選 抜 し た 。 こ の 遺 伝 子 中 に は  MYB- 

coiled-coil(cc)ドメインが存在しており、遺伝子

上流域に存在する 8塩基の配列が、AtPT1 などリン

酸吸収と関連のある11個の遺伝子に共通に保存さ

れていることを明らかにした。この他にも、PHR1

と同様に MYB-cc-ドメイン構造を持つ核酸生合成

異 常 突 然 変 異 psr1(phosphorous starvation 

response 1) が知られている(Chen ら 2000)。 

これらのリン酸欠乏に応答性を示す遺伝子の機

能や、リン酸代謝機構に関する突然変異の原因を

研究することは、リン酸利用機構の解明につなが

ると考えられるが、包括的な理解を得るためには

ゲノムレベルでの解析が有効であろう。 

 DNA アレイ法は、ゲノム情報を利用して一度に大

量の遺伝子の発現変化を調べるために開発され、

ヒトからバクテリアまで多くの生物種のポストゲ

ノム解析に利用されている。この技術は酵母を研

究していた Schena ら(1995)が、小規模な cDNA マ

イクロアレイを試作したことに始まった。アレイ

法は、数千あるいは万の単位の遺伝子に対してノ

ーザン解析を行うことと類似した技術である。ス

トレス等の外的要因に応答した遺伝子発現量を数

値化し、発現変化パターンのクラスタリングによ

って、応答性の類似した遺伝子の選別が可能であ

る(Somerville.C と Somerville. S 1998)。 

現在の DNA アレイには、使用する支持体やスポ

ットする DNA の種類（形状）およびスポット法に

より多様な種類がある。ナイロンメンブランを使

用した密度の低いアレイはマクロアレイと呼ばれ
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ている。マクロアレイは支持体や作製費用が低コ

ストで、脱プローブにより数回の使用ができるこ

とから経済的であり、アイソトープを使用するこ

とで発現量の検出感度に優れる(Baldwinら 1999)。

スライドグラス上に DNA 結合修飾剤をコーティン

グし、高密度に作製したものをマイクロアレイと

呼んでいる。マクロアレイと比較するとコストは

高いが、一度に供試可能な遺伝子数が多く、検出

には簡易な蛍光標識法を使用するため、現在では

主流な手法となっている(Schaffer ら 2000)。 

アレイに用いる DNA は、EST クローンを利用し

た cDNA が一般的である。しかし、発現量の少ない

遺伝子や、特殊な組織あるいは状況下でのみ働く

遺伝子を含めて、ゲノム中の全遺伝子を EST 化す

ることは困難である。シロイヌナズナゲノムの持

つ全遺伝子数はゲノム解読直後には 25,498 個

(AGI:The Arabidopsis Genome Initiative 2000)

と予測されたが、2003 年現在では 27,384 個に増加

した(Wortman ら 2003)。本論文では、全遺伝子数

として 25,498 個を用いている。かずさ DNA 研究所

では、12,028 個の非重複 EST を決定している

（Asamizu ら 1999）。最近になり、ゲノム解読が終

了したイネやシロイヌナズナでは、遺伝子注釈情

報に基づいた合成オリゴ DNA を使用したマイクロ

アレイが作製されている(Hughes ら 2001)。合成部

位には 3’非転写領域(UTR)が使用されているため、

類似配列を持つ遺伝子ファミリー間の交叉ハイブ

リダイゼーションの頻度を軽減できる。 

酵母や原核生物では比較的正確な遺伝子構造予

測が可能なため、ゲノム DNA 配列を利用したアレ

イが使用されている(DeRisi ら 1997，Lashkari ら

1997)。これに対し高等生物では、共通なスプライ

シングシグナルが見つかっていないことや、長い

イントロン構造を有する遺伝子の存在が構造予測

を困難にしていることから、EST に依存した cDNA

アレイが一般的に利用されている。最近では選択

的スプライシング機構(Zhou ら 2003)や、snoRNA、

microRNA(Johnes. L 2002，Llave ら 2002，Qu ら

2001)など新たな遺伝子構造が発見されており、高

等植物においてもゲノム上の全遺伝子情報を利用

したゲノム DNA アレイによる遺伝子発現解析手法

の開発が必要である。モデル植物シロイヌナズナ

では、解読されたゲノム塩基配列情報や、遺伝子

構造予測情報の公開が行われ、インターネット上

での利用が可能である。 

 モデル植物であるシロイヌナズナでは、ゲノム

研究を補助する様々なリソースが整備されている。

シロイヌナズナの遺伝子は、染色体毎に通し番号

で管理されており(以下 AGI コード)、The 

Arabidopsis Information Resource （ 以 下

TAIR:http: //www. Arabidopsis.org/）のデー

タベース AraCyc では、主要な代謝に関与する遺伝

子や、複数の研究から同定された同一遺伝子に関

する情報の統一化データベース(Gene Ontology：

GO)が公開されている。この他にもNational Center 

for Biotechnology Information (以下 NCBI)のタ

ンパク質ドメイン検索やタンパク質の細胞内局在

性を予測するデータベース(TargetP)がインター

ネット上で使用可能である。最近では完全長 cDNA

の単離が進められており(http:// www. gsc. 

riken.go.jp/Plant/index. html)、従来の EST ク

ローン情報と併せて、遺伝子構造予測精度の向上

に寄与している。T-DNA やトランスポゾンを利用し

た遺伝子破壊系統も Arabidopsis Biological 

Resource Center ( 以 下 ABRC:http:// www. 

biosci.ohio-state.Edu/ ~plantbio /Facilities 

/abrc /abrchome.htm)等から豊富に提供されてお

り、遺伝子の機能解析に利用されている。モデル

植物を利用した研究は作物への応用に時間がかか

る欠点があるが、豊富なポストゲノム解析ツール

を有効に利用することで研究を加速することが可

能である。 
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本研究では、植物のリン酸利用機構に関する包括

的な解明を目的とし、リン酸欠乏が遺伝子発現レ

ベルに与える影響をゲノムワイドに解析した。材

料には、豊富なゲノム情報が利用可能なシロイヌ

ナズナを用い、ゲノムワイドな解析にはゲノム DNA

と cDNA アレイを使用した。リン酸欠乏に応答性を

示す遺伝子を同定することは、植物側のリン酸獲

得機構、あるいはリン酸分子の有効利用に関する

戦略性を解明する手がかりにつながるものと考え

られる。既知の知見に基づき、代謝経路やリン酸

吸収の増大に関連した遺伝子発現への影響に加え、

ATP 合成が行われる光合成反応への影響を調べた。

モデル植物の利用は農作物への応用に時間がかか

るが、豊富な完全長 cDNA クローンや遺伝子破壊系

統の利用が可能なことから、リン酸欠乏応答性遺

伝子の機能解析へとつながる利点があると考えて

いる。この研究成果が食糧増産技術の開発や、環

境負荷軽減技術の開発を行うための手がかりにつ

ながるものと期待する。 

 第 1 章では、網羅的遺伝子発現解析のための新

たな方法の開発を行った。第１節では、EST の得ら

れていない遺伝子や、現在の遺伝子注釈では予測

されていない遺伝子を対象とした発現解析が可能

な、ゲノム DNA アレイ法の開発を行った。シロイ

ヌナズナのゲノム塩基配列解読(AGI 2000)の過程

で得られたゲノム小断片クローンの中から、5番染

色体長腕部のテロメア側から約 6.8Mb にわたる領

域をつないだ平均長約 2.9  kb のクローンを利用

した。ゲノム小断片クローンをナイロンメンブラ

ンにスポットしたマクロアレイを作製し、詳細な

遺伝子発現解析を行った。この結果、EST の得られ

ていない遺伝子の発現を同定し、遺伝子注釈情報

の無い領域から発現が起きていることを見いだし

た。第 2 節では、多様な作物種において、モデル

植物のゲノム情報を有効に活用する手法を開発し

た。シロイヌナズナ cDNA アレイを作製し、他種作

物における遺伝子発現解析を行うため、ヘテロプ

ローブハイブリダイゼーション(heterogous 

hybridization)の条件を検討した。さらにシロイ

ヌナズナの近縁種を利用して、生殖器官特異的遺

伝子の検索を行った。得られた結果から、近縁種

植物の遺伝子を利用して、シロイヌナズナ中の同

祖遺伝子の発現解析が可能なことを明らかにした。 

第 2 章では、植物におけるリン酸応答の網羅的

遺伝子発現解析を行った。第 1 節では、シロイヌ

ナズのアクセッションと代表的アクセッションの

コロンビア(Col-0)を用いて、低リン酸条件への応

答性を比較した。Sendai Arabidopsis Seed Stock 

Center(SASSC)のアクセッション 247 種を用い、異

なるリン酸濃度条件下における生育を比較した。

コロンビアの低リン酸応答性が標準的であること

に加え、低リン酸条件に異なる適応性を示したア

クセッションを見いだした。第 2 節では、12,028

個のシロイヌナズナ EST クローンを利用した cDNA

マクロアレイと、21,500 個の遺伝子合成オリゴマ

ーをスポットしたマイクロアレイを使用し、リン

酸飢餓時の植物における遺伝子発現解析をゲノム

ワイドに行った。リン酸飢餓により誘導される未

知遺伝子の同定と、エネルギー代謝および光合成

関連遺伝子の発現変化をゲノムレベルで明らかに

した。 

本研究では、ゲノム生物学的手法により植物の

遺伝子発現解析を行う方法を開発し、リン酸飢餓

に応答する植物の遺伝子発現変化をゲノムワイド

に解明した。この研究により、リン酸不足を補う

ためのリン酸吸収の増大や、体内でのリン酸消費

の抑制に関連した遺伝子発現変化に加え、新規な

リン酸飢餓応答遺伝子を同定した。この成果が植

物のリン酸代謝機構の解明につながり、食糧問題

の解決や環境維持技術の開発に貢献するだろう。 
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第１章  網羅的遺伝子発現解析のための

方法の開発 

 

第１節 ゲノム DNA アレイ法の開発 

 

１-１-１ 序 章 

 

下等なバクテリア類から高等なヒトに至るまで

120 を超える生物種においてゲノムシークエンス

解 読 が 終 了 し て い る 。 NCBI(http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/)のゲノム配列データベースで

相同性検索が可能な生物種は331種である(2003年

12 月現在)。高等植物に関しては、双子葉類の代表

としてシロイヌナズナ(AGI 2000)、単子葉類の代

表としてイネのゲノム解読が終了した (Sasaki ら

2003)。ゲノム解析と並行して EST 情報データベー

スも増大しており、モデル植物をはじめ、トウモ

ロコシ、ダイズ、大麦、トマト等の主要作物の遺

伝子部分配列が公開されている。 

 DNA アレイ法は、ゲノム情報に基づいて遺伝子発

現解析を大量に行う目的で開発され、広範な生物

種の研究に利用されている(DeRisi ら 1997，

Desprez ら 1998，Shena ら 1995)。高密度な DNA ア

レイを利用して、異なる細胞種や組織およびスト

レス応答等の遺伝子発現変化の大量解析が可能で

ある（Lockhart と Winzer 2000）。正確な遺伝子

構造予測が可能な酵母や原生生物では、ゲノム DNA

配列を利用したアレイが研究に利用されている

(DeRisi ら 1997， Lashkari ら 1997，Selinger ら

2000)。これに対して、長いイントロンを持つ高等

生物種では正確な遺伝子構造予測が困難なため、

EST クローンを使用した cDNA アレイが利用されて

きた（Schaffer ら 2000）。しかし低発現遺伝子や

特殊状況下で発現する遺伝子の転写産物は、EST デ

ータベースに存在しないことがしばしば起きてい

る。 

既にゲノム塩基配列の解読が終了しているシロ

イヌナズナとイネでは、遺伝子注釈情報に基づい

た非翻訳領域を使用して合成オリゴアレイが開発

された (Hughes ら 2001)。遺伝子ファミリー間の

交叉ハイブリダイゼーションを防ぎ、再現性も高

く、大規模な遺伝子発現解析が可能である。しか

し、遺伝子発現の調節に関与すると考えられる

microRNA、snoRNA(Johnes.L 2002，Llave ら 2002， 

Brown ら 2003)や、選択的スプライシングを行う遺

伝子 (Zhou ら 2003)への適応は困難である。 

本研究では、cDNA アレイあるいは合成 DNA アレ

イでは得られない遺伝子発現情報の解析を目的と

し、シロイヌナズナゲノム配列を利用した DNA ア

レイを作製し（以下、ゲノム DNA アレイ）、遺伝子

発現解析技術の開発を行った。ゲノム DNA アレイ

には、シロイヌナズナ 5 番染色体のテロメア側か

ら約 6.8Mb にわたる領域を連続してカバーする平

均長 2.9Kb のゲノム小断片クローン 2541 個を利用

した。本解析手法の条件検討を行うために、この

領域をカバーしている 10 個の親クローン(P1 およ

び TACクローン)による小ゲノム DNAアレイを作製

し（計 819Kb）、次に 6.8Mb のゲノム領域を使用し

たゲノム DNA アレイを作製した。ストレスに応答

して転写量の変化が起きたゲノム小断片について

遺伝子発現領域の特定を行い、EST の得られていな

い遺伝子や、遺伝子構造が予測されていない領域

においても転写を見いだすことができた。 

 

１－１－２ 材料および方法 

 

1) 植物サンプルの調製 

(1) 低温処理 

シロイヌナズナのアクセッションであるコロン

ビア(Col-0)種子を70%エタノールで30秒間表面殺

菌し、5%の有効塩素を含む次亜塩素酸ナトリウム

水溶液中で20分間の滅菌処理を行い、滅菌水を５
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回交換して洗浄した。B5培地(Gamborgら 1968)の

基本培地(Sigma,St.Louis,MO,USA)にショ糖2%、寒

天0.8%（Difco Sparks,MD,USA）を加え、pH5.7に

調製したものをオートクレーブ(121℃、15分)によ

り滅菌し、γ線滅菌処理済み角型2号シャーレ

(Eiken Tokyo.Japan)に40 ml分注したものに播種

した。栽培の条件は、日長条件は16時間／8時間(明

／暗)、光条件は40μmol m-2s-1、温度は明20℃／暗

25℃で行った。3週間管理した植物体に対し、暗黒

条件下で4℃、8時間の低温処理を行った。対照と

して22℃処理も行った。葉身を採取し、液体窒素

で凍結した後-80℃で保存した。無処理区を設けコ

ントロールとした。 

 

(2) リン酸欠乏処理 

コロンビアを、MGRL 培地（Fujiwara ら 1992）

を用いて Hirai ら（1994）の方法に従い水耕栽培

した。42 日間栽培を行った後、リン酸成分

Na3PO4(1.75mM)を除いた培地に移植し、14 日間の

リン酸欠乏処理を行った。葉身を採取し、液体窒

素で凍結した後-80℃で保存した。また、無処理区

を設けコントロールとした。 

 

2) ゲノム DNA アレイの作製 

(1) ゲノム小断片クローンの調製 

シロイヌナズナ 5 番染色体の長腕部をカバーす

る 121 個の P1 及び TAC クローンを超音波処理によ

り断片化し、電気泳動により約 2.5 kb 長の画分を

集め平滑末端処理を行った後、M13 mp18 ベクター

の HincII サイトに連結した。各 P1、TAC クローン

について 400 個程度の末端シークエンスを行い

（Sato ら 1997）、相同性検索により最短距離で連

結するクローンを選抜し、ゲノム DNA アレイ用の

ゲノム小断片クローンとした（表 1）。条件検討に

使用する小ゲノムアレイには 9個の P1クローンと

1 個の TAC クローンを選び(MXK3, MDC12, MNC17, 

MCK7, MDA7 MRB17, MNC6, MSG15, MWD22, K1F13)、

ギャップとなっている箇所について可能な限り

PCR により増幅を行ったが、若干のギャップが残っ

た(表 1中の青クローンはギャップ箇所、オレンジ

クローンはサブアレイに使用したクローン)。 

 

(2) アレイスポット用 DNA の調製 

 選択したゲノム小断片クローンのインサート部

位の増幅は、2µl のファージ培養液を 98 µl の PCR

反応溶液(Takara Otsu JAPAN)に加え、プライマー

fw(5'‒GGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’)と rv(5'-TTATG 

CTTCCGGCTCGTATGTTGTG-3')を用いて(98 ℃10 秒、

68 ℃6 分)×30 サイクル、伸長反応(72 ℃10 分)

の条件で PCR 増幅を行った。得られた増幅産物は

イソプロパノールによる沈殿を行い、0.008 %のBPB

を含む 10 µl の Tris-EDTA buffer (pH 7.5)に溶解

した。DNA 溶液 2 µl を 1.5 %アガロースゲル電気

泳動し、臭化エチジウム(0.5 µg/ml)により染色後、

イメージスキャナー(Fluor Imager)及び解析用ソ

フト Image Quant(Moleculer Dynamics,CA,USA)を

用いてλ/HindIII サイズマーカーと比較し、濃度

を定量した。DNA 濃度は 100～200 ng/µl の範囲で

あった。 

 

(3) ゲノム DNA アレイの作製 

 アレイフィルターの作製条件はSasakiら(2000)

の方法に従い、12×8cm のナイロンメンブレン（A 

type 孔径 0.2µm:Pall Biodyne,EAST Hills, NY, 

USA）を用い、2 反復でスポットを行った。スポッ

トには 96 本 ピンを用い、スポット機器

Biomek2000(Beckman Fullerton,CA,USA)で行った。

ハイブリダイゼーションのバックグラウンドを測

定するため、ネガティブコントロールとしてλフ

ァージのゲノム DNA を 10 ng/µl の濃度に調製した

ものを同一フィルター上に 96 スポットした。有意

なハイブリシグナルの判定には Fisher の LSD 法
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(Least Significant Difference)を用い、λファ

ージへのハイブリシグナルとゲノム小断片へのハ

イブリシグナルを比較した。実験は３回の反復を

行った。シグナル検出感度の検討のため、ヒト

oestrogen-related receptor γ 遺伝子(Gen Bank 

accession No.AF058291: KIAA0832: http://www. 

Kazusa.or.jp/huge)を上述の条件にてPCR増幅し、

100μg/µl に濃度を調製して同一アレイ中に 24 個

をスポットした。 

 

3) プローブ調製およびハイブリダイゼーション

条件 

(1) 標識プローブの調製条件 

各組織 0.1 g から全 RNA を RNeasy Plant mini 

kit(Qiagen,Valencia,CA,USA)により抽出し、25 µg

について oligotex-dT30 Super (Takara)により

Poly(A)+ RNA の精製を行った。0.1 µg の Poly(A)+ 

RNA を用い、Avian RNaseH-minus 逆転写酵素を利

用する Thermoscript RT-PCR system (Invitrogen 

SanDiego, CA,USA)により逆転写した。プライマー

には oligo(dT)20を用い、dCTP 濃度を 0.125 mM に

改変した反応系を用いて[α-33P]dCTPによる標識を

行った。反応後に未反応の塩基類の除去を PCR 

purification kit (Qiagen)により行った。 

 ゲノム DNA アレイ法による発現シグナル値

(signal intensity)の検出限界を検討するため、

シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Poly(A)+ RNA に ヒ ト

oestrogen-related receptor γ遺伝子の合成 Poly  

(A) + RNA を混合(0.05-7.5 ng/100 ng)し、上述し

た条件で[α-33P]dCTP により標識した。合成

Poly(A)+ RNA の増幅には、T7 RNA ポリメラーゼを

用いる Ribo MAX system(Promega,Madison,WI,USA)

を使用した。 

 

(2) アレイハイブリダイゼーション条件 

 プレハイブリダイゼーションは 5 M リン酸バッ

ファー(pH 7.2)、1 mM EDTA、7% SDS を用いて 55℃

12 時間行った。さらに同バッファーに熱変性(98℃

5 分後氷水中で急冷)した標識プローブを加えて

55℃、14 時間のハイブリダイゼーションを行った。

フィルターは 0.1% SDS、60℃で 30 分の洗浄を行っ

た。高感度型イメージングプレート (Fuji 

film,Tokyo,Japan)を用いて室温で 18 時間のオー

トラジオグラフィーを行った。データの取り込み

は STORM830(Moleculer Dynamics)を用いて 25μm

の解像度で行い、アレイ解析用ソフトウェア Array 

Vision(Imaging Research,Ontario,USA)により解

析した。 

 

4) アレイデータの有意判定条件 

ハイブリダイゼーションは独立して 3 回の実験

を行い、Fisher 法により LSD0.01を計算し、同一フ

ィルター上のλファージ DNA スポットのシグナル

との比較を行い、有意なシグナルの判定を行った。

バックグラウンド値の補正は、λファージのシグ

ナル値を平均し、各ゲノム小断片のシグナル値か

ら差し引いて行った。特異的な cDNA クローンの発

現による実験誤差を考慮するため、2,880 個の独立

した EST クローンの cDNA(Asamizu ら 2000)をスポ

ットしたアレイフィルターを同時にハイブリダイ

ゼーションし、得られたシグナルの合計値による

ゲノムアレイデータの標準化（割り算）を行った

ものを 10,000 倍し、相対発現値として解析に使用

した。 

 

5) サザンブロット解析条件 

新規な発現の認められたゲノムクローンを PCR

により増幅し、塩基配列から予測される遺伝子構

造領域を可能な限り単独な断片とする制限酵素部

位をソフトウェア MacVector  (Accelrys San 

Diego,CA,USA)により検索し、制限酵素消化したも

のを 2%のアガロースゲル電気泳動を行い、サザン
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法によりナイロン膜に転写した。低温処理のコン

トロール区の葉から抽出した Poly(A) + RNA を

Oligo (dT)20 プライマーにより逆転写し、

[α-32P]dCTP による標識を行った。ハイブリダイゼ

ーションの条件は、プレハイブリダイゼーション

の温度条件を 42℃とした他は上述したアレイ実験

のハイブリダイゼーション条件と同一であった。 

6) RT-PCR 解析による新規遺伝子発現の同定 

新規な遺伝子の発現を解析するため、個々のゲ

ノムクローンの配列に基づき、遺伝子特異的なプ

ライマーを設計した(表3)。 

各プライマーの配列を以下に示す。 

 

At5g51990:Fw5’-GATGTTGCTGCTTTAGCTCT-3’Rv5’-CCGTCAAAGTCGTTATGATT-3’ 

At5g52000:Fw5’-CACTGCAGGGACTAAAGAAC-3’Rv5’-CCTTCAACATGTTTTCCAAT-3’ 

At5g52110:Fw5’-CTGTTCTTCGCTTCACTTTT-3’Rv5’-CTCTGCTCCACTACAGAACC-3’ 

At5g56100:Fw5’-AAAGAACGACCGGTTCTTCG-3’Rv5’-TGTCTCGCAAGTAACGACTC-3’ 

At5g56110:Fw5’-GTACTCGTAATTGGCGTCTC-3’Rv5’-AGCAATCTCGTGAAAGTTGT-3’ 

At5g58280:Fw5’-CCCTCTTAGCTACTGCTGAA-3’Rv5’-GTCCAGCTCTTCTACCAATG-3’ 

At5g58370:Fw5’-GATCCATTACTCAACGCAGT-3’Rv5’-ACTGGTTCTTGTCGAGACAT-3’ 

At5g58380:Fw5’-AGCCAAGTGTTTTGACTGAT-3’Rv5’-ACTTCAATGGTTCTTCCTGT-3’ 

At5g58390:Fw5’-TCCATCATTGTTCCTTGTCG-3’Rv5’-TTGCAAAGTCGCGGTAGAAG-3’  

At5g66540:Fw5’-TCGTCTACCCACTAAAGGAA-3’Rv5’-GGCTGAAACGTTTGGTATAG-3’ 

 

RT-PCR は低温処理実験の対照区の葉から抽出し

た Poly(A) + RNA を 10 ng 用いて行った（Invitro 

gen）。ゲノム DNA の混入を避けるため、RT 反応の

前に DNaseI 処理を行い(Takara)、1 %のアガロー

スゲル電気泳動により増幅産物の分離を行った。 

 

7) 非遺伝子構造領域の解析 

P1 クローン MCK7 中のゲノム小断片クローン

PA02460725(75409-78173)を含む周辺のゲノム領

域を以下のプライマーにより PCR 増幅(図 4a)し、

5)のゲルブロット解析条件に従いナイロン膜に転

写し、低温処理のコントロール区の葉から抽出し

た Poly(A) + RNA を Oligo (dT)20 プライマーによ

り逆転写し、[α-32P]dCTP による標識を行った。ハ

イブリダイゼーションの条件は、プレハイブリダ

イゼーション 42℃、12 時間、ハイブリダイゼーシ

ョン 18 時間、洗浄 0.1×SSC、65℃、15 分×2回で

行った。 

 

 

MCK7 中の位置(bp)          Forward                               Reverse 

 a    385-1454     Fw 5'-AGCACCAGAGAGGGC-3'         Rv 5'-ATGTTGGCGTCACAGTC-3'  

b   1564-2521     Fw 5'-TCGTTGAAGGACTCAGAG-3'      Rv 5'-GCAGAATCACTAACCGAG-3' 

c   2136-2818     Fw 5'-CCTATTGCTGGTAAGTGG-3'      Rv 5'-TCTGGAGTGAAGTGAAGTAG-3' 

d   2684-3202     Fw 5'-CAACCACGACATTCCCAG-3'      Rv 5'-GCACTGTTTTTCCTCTGTG-3' 

e   3182-3992     Fw 5'-GTCACAGAGGAAAAACAGTG-3'    Rv 5'-GGAAAGTATCGTCACGGC-3' 

f   3957-4504     Fw 5'-GACCAAAAGTGTTCACCG-3'      Rv 5'-CTGGACGCATTCACAATC-3' 
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g   4489-5369     Fw 5'-TTGTGAATGCGTCCAGAC-3'      Rv 5'-CGAATGTTCTCTCCCAATC-3' 

h   5089-5710       Fw 5'-GTTACACAAGTCGTATGGTG-3'    Rv 5'-GTCCAAGCATTCTACAGAG-3' 

i   5972-7045       Fw 5'-TTGCCCAATGGTGTG-3'         Rv 5'-AAAGAGCGTCGGATAGC-3' 

 

8) ノーザンブロット解析条件 

リン酸欠乏処理区の葉から、3)の標識プローブ

調製方法に従い全 RNA を抽出し、25 μg を定法に

従いホルムアミド変性後、1.5 %アガロースゲル電

気泳動を行い、ナイロン膜に転写した。EST クロー

ン(K8K14.2)のインサート部位をPCRにより増幅し、

BcaBEST Labeling kit (Takara,Otsu,JApan)によ

り[α-32P]dCTP で末端標識し、ノーザン用プローブ

とした。ハイブリダイゼーション方法はサザンブ

ロット解析条件と同一の方法で行った。 

 

１-１-３結 果 

 

1) ゲノム DNAアレイを構成するゲノム小断片クロ

ーン 

本研究に用いたゲノムクローンは、5 番染色体

長腕部のテロメア側から約50%をカバーするゲノ

ム小断片クローンを用いた。71個のP1クローン

(Liu ら 1995) と 、 33 個の TAC (Transformation 

-competent artificial chromosome)クローン(Liu

ら1999)から作製した平均長2.9 kbのゲノム小断片

クローン2541個で構成されていた。これらはすべ

て、かずさDNA研究所がシロイヌナズナゲノムプロ

ジェクトにおいて塩基配列解読を行った領域であ

った(Tabataら2000)。 

ゲノム配列解読プロジェクトでは、解読精度の

向上と効率化のために各TACおよびP1クローン毎

に約3 kbの小断片クローンを作製し、末端の500 bp

程の配列情報を解読していた(Satoら1997)。本研

究ではこれらの配列情報を基に、コンピュータサ

ーチにより各親クローンを最小距離で連結してい

る小断片クローンを用いた。ほとんどの親クロー

ンにおいて最小距離で連結するクローンを得るこ

とができたが、6.8 Mbにわたる領域の約800 kbに

相当する親クローンは保管中に増殖能力を失って

おり、実験には使用できなかった(表1中の青クロ

ーン)。条件検討用に選抜した平均80 kbのインサ

ートを持つ10個の親クローンにもギャップ領域が

存在したが、ゲノム情報からプライマー設計し、

PCR法により連結ゲノム断片を増幅した。しかし、

3 カ 所 は ギ ャ ッ プ と し て 残 っ た （ 図 2 

MNC6,MNC17,K1F13の星印）。この結果、小ゲノムア

レイは339個のゲノム断片で構成され、長さの合計

は810,589 bpであった(表1のオレンジ色のクロー

ン)。 

 

2) ゲノム DNAアレイ法における遺伝子発現量の定

量性 

ゲノムDNAアレイに使用したゲノム小断片中に

は複数の遺伝子領域が含まれる可能性が高い。従

って、ゲノムDNAアレイによって得られる発現デー

タには、強弱に違いのある複数の遺伝子発現量の

合計が含まれていた。これに対しcDNAアレイでは、

個々の遺伝子スポット間での発現変化を比較して

いる。そこで本研究では、スライドグラスよりも

再現性、信頼性に優れ、ダイナミックレンジも広

いナイロン膜をアレイの支持体に用いたマクロア

レイを使用した。またPoly(A) + RNAの標識には、

[α-32P]dCTPではなく、[α-33P]dCTPを用いた。

[α-33P]dCTPは比活性が弱く放射線の飛距離が短い

ため、隣同士のハイブリダイゼーションシグナル

の干渉を回避することが可能であった。 

フィルター上にスポットするゲノム小断片クロ

ーンはPCR増幅後に濃縮を行い、アガロースゲル電
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気泳動により夾雑クローンの有無と濃度推定を行

った。この結果、ほとんどのクローンは100～200 

ng/μlの範囲にあった。小ゲノムアレイ用に選抜

したMNC6中のゲノムクローンを用いた予備試験の

結果から、スポットDNAの濃度が100ng/μlより少

ない条件では、転写量の多い遺伝子ではシグナル

の飽和が示されたことから、濃度の低いクローン

については再度濃縮を行い100 ng以上に調製した。

また、フィルター上にスポットしたDNA量の均一性

は、親クローンを標識したプローブによりハイブ

リダイゼーションを行い確認した。標識cDNA量を

変えてハイブリダイゼーションを行った飽和量の

検討結果から、100 ng/μl以上の濃度条件でアレ

イを作製した場合には、飽和は起こらないことが

確認された。これらの実験は、異なるアレイフィ

ルターを用いて3回繰り返すことによりデータの

信頼度を高めた(データ未掲載)。 

ハイブリダイゼーションシグナルの定量限界を

検討するため、ヒト遺伝子のmRNAを内部コントロ

ールとして用いた。5kbの oestrogen-related 

receptorγcDNAからin vitro合成によりPoly(A) + 

RNAを合成し、標識mRNAの0.05-7.5 %(w/w)となる

ようにシロイヌナズナPoly  (A) + RNAと混合し、

プローブの調製を行った。この結果、ヒト遺伝子

クローンのcDNA標識物は同一遺伝子のcDNAスポッ

ト(100 μg/μl)対して、全濃度区で直線性を示し

た(図1)。 

内部コントロール用ヒト遺伝子(5 kb)をPCRで3

分割し、同一遺伝子のcDNAスポットに対してハイ

ブリダイゼーションを行った。この結果、3つの分

割断片全てにおいて同等のシグナルが得られたこ

とから、逆転写はほぼ5kbまで伸長していることが

明らかとなった（データ未掲載）。シロイヌナズナ

の平均的なタンパク質コード領域の長さは1.3 

kb(AGI 2000)であるので、EST情報から推定される

5’および3’のUTR長がそれぞれ約250 bp、200 bp

であると仮定すると（浅水私信）、シロイヌナズナ

遺伝子からの転写産物のほとんどはゲノムDNAア

レイにおいて定量性を示すと考えられた。この結

果と同様の定量性については、Desprezら(1998)が

シロイヌナズナESTを用いたDNAアレイによる遺伝

子発現解析の論文において報告を行っている。 

 

3) ゲノム DNA アレイ法による遺伝子発現解析 

小ゲノム DNA アレイにより、低温処理を行った

シロイヌナズナの葉における遺伝子発現解析を行

った。3週間生育させた植物体を暗黒条件下で 8時

間、 4 ℃および 22℃に維持し、それぞれの温度区

から全 RNA の抽出を行った。oligo (dT)20 プライ

マーにより Poly(A) + RNA を精製し、[α-33P]dCTP

により標識したものを、小ゲノムアレイフィルタ

ーに対しハイブリダイゼーションした。有意デー

タの検定を行うため、96スポットのλファージDNA

をバックグラウンド値として用い、Fisher 法によ

る LSD0.01検定を行った。この結果、339 個のゲノム

DNA断片において 4 ℃区と 22 ℃区でそれぞれ 185

および 204 クローンが有意と判定された。2つの区

の遺伝子発現パターンを比較すると、低温処理に

応答した特異的発現領域が認められた(図 2)。また、

ゲノム DNA アレイによる遺伝子発現結果は、各親

クローン中に予測された遺伝子構造領域とよく一

致していた。小断片クローン PA02460725 では有意

なシグナルが認められたが、この領域の相同性検

索を行っても遺伝子構造は予測されなかった。 

LSD0.01 水準での有意シグナルの検出限界は、

ヒト遺伝子を用いた定量性実験の0.064 %混入に相

当した。従って、本実験の遺伝子発現量は直線的

な定量性を持つと推察された。 

 

4) 新規な遺伝子発現の同定 

低温処理した材料を用いた遺伝子発現解析結果

に基づき(表 2)、339 個のゲノム DNA 断片において
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新規な遺伝子発現の同定を行った。コンピュータ

ー予測(Genscanおよび Grail)によるこの領域中の

遺伝子数は 249 個、偽遺伝子が 16 個、tRNA が 6 個

であった。また、EST クローンとして 151 個が既に

報告されていた。そこで、有意なシグナルの得ら

れたゲノム領域中で、未だ EST の見つかっていな

い 56 個の遺伝子を含む 50 個のゲノム小断片につ

いて解析した。ゲノム小断片クローンには複数の

遺伝子が含まれていたため、各遺伝子を単独で断

片化する制限酵素サイトをゲノム情報に基づき検

索した(表 3)。1ないし 2種類の制限酵素により消

化し、アガロースゲル電気泳動後にサザンブロッ

トハイブリダイゼーションを行った。プローブに

は播種後 3 週間目のシロイヌナズナの葉から抽出

した Poly(A)+RNA を用い、oligo(dT)20 プライマー

による逆転写を行い[α-32P]dCTP で標識した cDNA

を用いた。しかし、ブロッティングに使用したゲ

ルか紙資材の影響によりバックグラウンドが高く

なっており、発現量の高い遺伝子のみが検出可能

であった。この結果、10 個の新規な遺伝子発現を

同定することができた(表 3 図 3a)。さらに葉から

抽出した Poly(A)+RNA 用いて、各検出遺伝子に特異

的なプライマーによる RT-PCR を行った。増幅した

DNA 断片の大きさは予測された遺伝子領域の大き

さと一致したことから、各遺伝子は葉組織におい

て発現していると考えられた(図 3b)。以上のこと

から、本法は新規な発現遺伝子の同定に適したも

のであることが明らかとなった。 

同定された 10 個の遺伝子のうち、4個の遺伝子

から予測されるタンパク質構造は既知のタンパク

質との相同性が無かった。残りの 6 個については

Munich Information Center for Protein Sequences 

(以下 MIPS：http://mips.gsf.de)において遺伝子

注釈されていた(表 3)。At5g56110 は AtMyb103 を

コードしており既に報告されている遺伝子であっ

た(Li ら 1999，Hagginson ら 2003)が、EST データ

ベースには存在していなかった。セリンスレオニ

ン型タンパク質キナーゼをコードしている

At5g58380とunknown タンパク質であるAt5g66540

は、この解析後に完全長 cDNA データベース

(http://www.gsc.riken.go.jp/plant/group /pmet 

/a ̄ c/full_length.html)に加えられていたが、EST

データベースには存在していなかった。このこと

は、113330 個もの EST がエントリーされているデ

ータベース(http:// www.ncbi.nlm. nih.‒gov/ 

dbEST/dbEST_ summary.html)には、まだ全発現遺

伝子が存在していないことを示している。  

 

5) 非遺伝子構造領域の解析 

遺伝子構造が予測されていないが、有意な転写

シグナルが得られた MCK7 中のゲノム領域

PA02460725 について発現領域の推定を行った。

PA02460727 は 2 個のペルオキシダーゼ At5g58390

および At5g58400 に挟まれた場所に位置している

(図 4A) 。この領域について、解析ソフト

MacVector(Accerlys)により 50 bp の解像度でドッ

トマトリクス解析を行ったところ、マイクロサテ

ライト配列様の ATに富んだ配列が 2箇所存在して

いることが解った(図 4B)。PA02460727 と両隣のペ

ルオキシダーゼ遺伝子を含むゲノム領域を PCR に

より 9 個の断片に分け、低温処理したシロイヌナ

ズナの葉から抽出したmRNAの逆転写物をハイブリ

ダイゼーションした。この結果、AT リッチな繰り

返し配列で挟まれている部位(図 4A)付近が最も強

く発現していることが示唆された。この領域に関

して、他の遺伝子との相同性検索や snoRNA、

microRNA 配列(Johnes. L 2002，Llave ら 2002，Qu

ら 2001)との比較を行ったが相同な領域は無いた

め、新規な発現構造を含んだ領域であると予測さ

れた。 

 

6) 植物ゲノムレベルでの遺伝子発現解析 
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(1) リン酸欠乏処理応答性ゲノム領域 

MGRL 培地(Fujiwara ら 1992)を用いて 3 週間水

耕栽培したシロイヌナズナ植物に対し、リン酸飢

餓処理を行った。リン酸成分を除去したリン酸欠

乏培地で 14 日間の処理を行い、地上部と根とに分

けて組織の採取を行い、上述した小ゲノムアレイ

と同じ条件でプローブ調製ならびに 6.8 Mb ゲノム

DNA アレイへのハイブリダイゼーションを行った。

この結果、葉と根の各組織においてリン酸欠乏処

理によって遺伝子発現が誘導されるゲノム領域と、

逆に発現が抑制した領域を見いだすことができた

(図 56 は根での発現変化例を示す)。解析の結果、

リン酸欠乏処理に応答して遺伝子発現が 2 倍以上

あるいは 1/2 倍以下に変化する領域が 174 カ所見

い出された(表 4)。 

 

(2) ゲノム DNA アレイ結果のノーザン法による確

認 

TA00712905L(K8K14)クローンは、リン酸欠乏区

において葉と根でそれぞれ 2倍、5倍の発現上昇が

確認されたゲノム領域である(図 7A は根の結果を

示す)。遺伝子注釈情報からは、この領域に転写因

子 Myb-related protein33.3 KD の存在が予測され

た。そこで、ゲノム DNA アレイにおける発現と実

際の遺伝子発現とを比較するためにノーザンブロ

ット解析を行った。プローブには Myb-related 

protein 33.3 KD の EST ク ローン (RZ10d03: 

KAC000703A)を PCR法によって増幅したものを用い

た。根から抽出した全 RNA を用いた解析の結果、

アレイによるデータとほぼ同様のリン酸欠乏に特

異的な発現が認められた(図 7B)。また、この結果

か ら Myb-related protein 33.3KD( 現 在 は

At5g67300)はリン酸欠乏により発現が上昇する遺

伝子であることが解った。 

 

(3) 6.8 Mb 中の非遺伝子構造領域解析 

小ゲノム DNA アレイを用いた実験で見つかった

非遺伝子構造領域からの発現シグナルと同様の領

域が、6.8 Mb ゲノムアレイ中に 22カ所存在した(表

5)。複数の遺伝子構造予測データベースや EST デ

ータベースを検索した結果、新たな EST クローン

との一致や、完全長 cDNA との比較によるエクソン

の新規な追加が確認された。データベース検索で

は手掛かりの得られなかったK13P22中の連続した

領域（No.864 および 865）には、シロイヌナズナ

全染色体に存在する 490 塩基の反復配列が存在し

ており、90 %以上の相同性を持つ領域は 13 カ所存

在していた。この反復配列を基に EST の検索を行

った結果、 5 番染色体上の 2 個の遺伝子

AJ133743(ttg1)と AJ131517(MYB37 homolog gene 

and ORF1)の一部と一致したことから、他の領域の

遺伝子発現が交叉ハイブリダイゼーションした可

能性が示唆された。解析の結果、全く遺伝子情報

に関する手掛かりの無い非遺伝子構造領域からの

発現を 7 カ所同定することができた。以上の結果

は、ゲノム DNA アレイによる遺伝子発現解析が、

遺伝子注釈情報の有無に関わらず新規な EST や追

加されたエクソン構造を含み、正確な遺伝子発現

情報が得られていることを示す。 

 

(4) 6.8 Mb 領域における遺伝子発現の全体像 

6.8 Mb におよびゲノムからの遺伝子発現を解析

した結果、シロイヌナズナ染色体レベルでの包括

的な遺伝子発現状態を可視化することができた。

ギャップ領域を除き、6.8 Mb 領域中の 6 Mb で高密

度な遺伝子発現が起きている様子が明らかとなっ

た(図 8)。 

 

１－１－４ 考察 

 

5番染色体の819kbをカバーした小ゲノムDNAア

レイによって、249個の構造予測された遺伝子につ
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いて詳細な発現解析を行った。この結果、発現領

域のシグナルを再現性と定量性を伴って測定でき

ることを明らかにした。また、低温処理やリン酸

欠乏処理に対して特異的に遺伝子発現するゲノム

領域を明らかにできた。6.8 Mbにわたるゲノム領

域を対象としたゲノムDNAアレイでは、リン酸欠乏

処理によって発現が大きく変化する領域を174カ

所同定した。今後さらにこの領域を解析すること

で、リン酸欠乏に特異的な遺伝子の同定が可能で

ある。 

現在の遺伝子構造予測プログラムでは予測不可

能な遺伝子構造からの転写シグナルも検出できる

可能性が示された。PA02460725 クローンでは遺伝

子構造が予測されていないが、有意な転写シグナ

ルが検出された(図 4)。この他にも 6.8 Mb におよ

ぶ領域中から、コンピューターによる遺伝子構造

予測とは無関係に22カ所の遺伝子発現領域を見い

だし、そのうちの 5 カ所が新規な非遺伝子構造か

らの発現領域であると推察された。 

ゲノム DNA アレイに使用したクローンは遺伝子

構造予測と無関係に選択されたが、遺伝子を単独

で含むゲノム小断片クローンを使用すれば、cDNA

アレイと同様の発現解析が可能であった。実際に

は複数の遺伝子が含まれた断片であったため、制

限酵素処理とサザンブロット法を用いて新規な遺

伝子からの発現を同定する必要があった。シロイ

ヌナズナにおいては25,498個の遺伝子の存在が予

測されているが、その 60%程度が EST データベース

に含まれているに過ぎない(AGI 2000)。本研究で

開発したアプローチは、EST の存在とは無関係に、

新規な遺伝子発現の同定が可能である。今回使用

したクローンは平均長 2.9 kb のショットガンシー

クエンス用クローンであったが、もし 500 bp 程度

の小断片クローンを使用すれば、分割せずに遺伝

子発現が同定できる可能性がある。しかし、アレ

イを構成するクローン数は莫大な数となる。 

本研究で見いだした非遺伝子配列からの転写産

物については、snoRNA や microRNA(Johnes L2002，

Llave ら 2002，Qu ら 2001，Brown ら 2003)などと

の相同性はなかった。エクソンが新たに追加され

た遺伝子や、後から新規な EST が見つかった例が

あったことから、本手法による遺伝子発現解析は

正確な遺伝子発現情報を反映したものであること

が示唆された。選択的スプライシング(Zhou ら

2003)などの複雑な遺伝子発現機構への対応を含

め、解析精度を高めたゲノム DNA アレイの開発が

今後必要である。 

遺伝子の転写は染色体構造レベルでの調節を受

けることが知られている。例えばDNase-I感受性や

（Vega-PalasとFerl 1995，VershininとHeslop- 

Harrison 1998）、DNAメチル化機構である（Luffら

1999）。シロイヌナズナはメチル化による遺伝子発

現調節を受ける植物として、初めてシークエンス

が行われた植物であり、エピジェネティックな遺

伝子制御に関する研究が行われている(AGI 2000)。

ゲノムDNAアレイによる遺伝子発現解析手法は、特

定の染色体領域における遺伝遺発現情報を得る目

的や、遺伝子発現と染色体構造との関係を研究す

る目的に適している。 

約6.8 Mbの遺伝子発現解析を行った結果、シロ

イヌナズナのゲノムでは高密度な遺伝子発現がゲ

ノム全体で起きていることが解った。しかし、他

の高等生物で知られているヘテロクロマチン化し

た領域における発現の抑制や(Grewalら 2003)、遺

伝子発現転写単位(インシュレーター構造：Kuhnら

2003)については確認されなかった。 

今回の規模でシロイヌナズナゲノム全体を対象

としたゲノムDNAアレイを作製すると、約50,000個

のクローンが必要になる。マイクロアレイの現在

の技術であれば、2～3cmのスライドグラス領域に

50,000個以上の遺伝子をスポットすることが可能

である(Ramsy 1998)。この数年の間に、シロイヌ
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ナズナではT-DNAやトランスポゾンを用いたタグ

ラインが数多く作られてきた(BouchezとHoéfte 

1998)が、ゲノムDNAアレイ法はタグラインの特性

識別や、タグ領域の特定などを簡単に行える手法

であると考えている。また、ゲノムDNAにはプロモ

ーター配列も含まれているため、転写因子として

遺伝子発現制御を行っているDNA結合タンパク質

との相互作用を解析する目的でも使えるであろう

(Kehoeら 1999)。 
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 相対的ゲノム位置(bp) 小断片数  相対的ゲノム位置(bp) 小断片数

開始位置 末端位置 個 開始位置 末端位置 個

K2I5 AB025613 71807 6932281 6999089 30 TA0142 MMN10 AB015475 84325 10855819 10935145 40 PA0180

K21G20 AB025612 35238 7004088 7034327 16 TA0221 MGO3 AB019231 43570 10940144 10978715 18 PA0222

K9P8 AB024032 70670 7039326 7104997 33 TA0151 F15L12 AB026632 54987 10983714 11033702

MPF21 AB026650 64569 7109996 7169566 24 PA0251 K9B18 AB015471 10085 11038701 11043787 4 TA0181

K6A12 AB024031 64136 7174565 7233702 28 TA0268 MUF9 AB011483 77298 11048786 11121085 28 PA0128

MXI22 AB012248 80115 7238701 7313817 39 PA0146 MUP24 AB005246 77999 11126084 11199084

MBA10 AB025619 46323 7318816 7360140 15 PA0319 MAE1 AB015472 54632 11204083 11253716 26 PA0191

MFB16 AB023037 66087 7365139 7426227 21 PA0176 MSL3 AB008269 61634 11258715 11315350 25 PA0100

K7B16 AB025617 26721 7431226 7452948 20 TA0328 MAF19 AB006696 78379 11320349 11393729

K16E14 AB026637 8850 7457947 7461798 MFB13 AB010073 80376 11398728 11474105 34 PA0102

K3K7 AB017063 68726 7466797 7530524 25 TA0205 MCI2 AB016887 15607 11479104 11489712 9 PA0201

MWD22 AB023044 87180 7535523 7617704 37 PA0294 K11J9 AB012239 69142 11494711 11558854 28 TA0164

MFG13 AB025621 48008 7622703 7665712 20 PA0301 MAC9 AB010069 57246 11563853 11616100

K17N15 AB018109 81293 7670711 7747005 33 TA0254 K22G18 AB022212 45453 11621099 11661553 22 TA0289

K10D11 AB025607 13379 7752004 7760384 7 TA0345 MTG10 AB016880 81284 11666552 11742837 33 PA0186

MIO24 AB010074 86212 7765383 7846596 35 PA0115 MMI9 AB019235 81736 11747836 11824573 32 PA0226

MJM18 AB025623 16203 7851595 7862799 7 PA0339 K19B1 AB015469 69927 11829572 11894500 27 TA0187

MSG15 AB015478 81347 7867798 7944146 41 PA0156 MRG21 AB020751 55151 11899499 11949651 20 PA0265

F17P19 AB025603 48420 7949145 7992566 21 FA0357 MQB2 AB009053 78145 11954650 12027796 34 PA0104

K24M7 AB019226 73999 7997565 8066565 28 TA0266 MJH22 AB009051 27856 12032795 12055652 11 PA0106

T4M5 AP000378 18384 8071564 8084949 MDC12 AB008265 81662 12060651 12137314 30 PA0090

F6N7 AB025606 74282 8089948 8159231 29 FA0324 K9H21 AB023035 15319 12142313 12152633 8 TA0291

MXC20 AB009055 81575 8164230 8240806 45 PA0080 MLE2 AB007649 58527 12157632 12211160 22 PA0068

MNB8 AB018116 46872 8245805 8287678 19 PA0241 MBK5 AB005234 89779 12216159 12300939

MFH8 AB025622 62420 8292677 8350098 25 PA0353 MGI19 AB007646 37225 12305938 12338164 14 PA0069

K19E1 AB013388 73428 8355097 8423526 30 TA0170 MBM17 AB019227 52717 12343163 12390881 21 PA0234

MYN8 AB020754 54528 8428525 8478054 21 PA0242 MHJ24 AB008266 48622 12395880 12439503 19 PA0091

MNC6 AB015476 82952 8483053 8561006 36 PA0183 MSJ1 AB008268 83594 12444502 12523097

MGN6 AB017066 61380 8566005 8622386 26 PA0203 T12B11 AB025640 22022 12528096 12545119 9 UA0343

K6O8 AB025616 2163 8627385 8624549 MUB3 AB010076 82188 12550118 12627307

K19P17 AB007644 73840 8629548 8698389 31 TA0067 MVP7 AB025637 39645 12632306 12666952 24 PA0368

MJP23 AB018115 31827 8703388 8730216 13 PA0210 MXK3 AB019236 81494 12671951 12748446 33 PA0259

K18G13 AB013387 31309 8735215 8761525 16 TA0159 F15O5 AB026633 17878 12753445 12766324 7 FA0383

MDK4 AB010695 78596 8766524 8840121 34 PA0139 MQN23 AB013395 86064 12771323 12852388 37 PA0162

GA469 AP000380 7717 8845120 8847838 MNA5 AB011479 88356 12857387 12940744 34 PA0161

F24B18 AB026634 50524 8852837 8898362 18 FA0391 K19O4 AB026638 7240 12945743 12947984

MRB17 AB016879 75744 8903361 8974106 33 PA0194 K21L13 AB026639 63921 12952983 13011905 30 TA0258

K5F14 AB022214 31178 8979105 9005284 14 TA0287 MPA24 AB010075 84440 13016904 13096345 33 PA0112

MBG8 AB005232 80315 9010283 9085599 K22J17 AB020743 11211 13101344 13107556

K13P22 AB017059 19971 9090598 9105570 11 TA0219 K14B20 AB018108 40251 13112555 13147807 16 TA0249

MCO15 AB010071 82918 9110569 9188488 36 PA0125 K2A18 AB011474 79899 13152806 13227706 34 TA0135

MTE17 AB015479 80675 9193487 9269163 34 PA0160 K1L20 AB022211 47665 13232705 13275371 17 TA0250

MWC10 AB023043 3542 9274162 9272705 K1F13 AB013389 83511 13280370 13358882 34 TA0179

MDF20 AB009050 86699 9277704 9359404 38 PA0108 MSN2 AB018119 62927 13363881 13421809 24 PA0225

MWJ3 AB018120 42356 9364403 9401760 23 PA0189 MUD21 AB010700 69850 13426808 13491659 25 PA0136

MYN21 AB026659 28207 9406759 9429967 11 PA0390 K8A10 AB026640 31132 13496658 13522791 23 TA0364

MDA7 AB011476 82033 9434966 9512000 36 PA0126 K21H1 AB020742 74342 13527790 13597133 32 TA0267

K24C1 AB023029 29498 9516999 9541498 13 TA0317 K3G17 AB025614 15290 13602132 13612423 6 TA0379

MXK23 AB026656 9670 9546497 9551168 4 PA0406 K8K14 AB007645 72698 13617422 13685121 40 TA0071

MCD7 AB009049 87685 9556167 9638853 35 PA0101 K9I9 AB013390 51860 13690120 -4999 25 TA0174

MKN22 AB019234 27229 9643852 9666082 12 PA0207 合計（ｂｐ）※ 6068356 2541

MIK19 AB013392 84129 9671081 9750211 34 PA0109

MPI10 AB020747 29605 9755210 9779816 10 PA0153 ※　合計の長さは欠落クローンを除いた数字

MHM17 AB024035 78423 9784815 9858239 32 PA0083

MUL3 AB023042 82010 9863238 9940249 37 PA0063

MJB24 AB019233 58589 9945248 9998838 28 PA0084

MSF19 AB016891 34508 10003837 10033346 16 PA0154

MUA2 AB011482 83478 10038345 10116824 37 PA0062

MRI1 AB018118 50700 10121823 10167524 19 PA0155

MTI20 AB013396 79676 10172523 10247200 30 PA0134

F2C19 AB026635 2872 10252199 10250072

K21L19 AB024029 41087 10255071 10291159 23 TA0285

MCK7 AB019228 87090 10296158 10378249 36 PA0246

MQJ2 AB025632 51440 10383248 10429689 20 PA0371

MZN1 AB020755 81672 10434688 10511361 33 PA0286

K19M22 AB016885 77758 10516360 10589119 35 TA0218

K18B18 AB024027 35896 10594118 10625015 15 TA0308

MNC17 AB016890 75803 10630014 10700818 29 PA0217

F2O15 AB025604 75125 10705817 10775943 29 FA0327

MTH12 AB006705 74877 10780942 10850820

KDRI名称クローン名 Accsession No. 長さ(bp) KDRI名称

全ゲノム小断片数 (個)

クローン名Accsession No. 長さ(bp)

 

１-１-５ 図および表 

 

表1.ゲノムDNAアレイに使用した5番染色体ゲノムクローン 

青は欠落クローン、オレンジ色は小ゲノム DNA アレイに使用したクローンを意味する。また、ゲノム上

の位置(relative genome)は、13 Mb にわたるクローニング領域(MGG23～LA522)中の位置を示している。
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図1. 内部コントロール（ヒト遺伝子）による、ゲノムDNAアレイの定量性の検討 

合成ヒトγエストロゲンレセプターcDNAをシロイヌナズナの葉から抽出したmRNAに混合し、

[α-33P]dCTPにより標識した逆転写産物をゲノムDNAアレイにハイブリダイゼーションした。平準化は、各

スポットのシグナル値からネガティブコントロール（λDNA）値を引き、フィルター毎の総シグナル値で

割った値に10,000を掛けて行った。実験は独立して3回の繰り返し実験を行った。
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図 2. (a)(b) 小ゲノム DNA アレイによるシロイヌナズナゲノムにおける遺伝子発現 

5 番 染色体上のゲノム断片を含む 9 個の P1 クローンおよび 1 個の TAC クローン

(http://www.kazusa.or.jp/kaos)を解析した。各図の上部の青いボックスは遺伝子構造領域を意味し、上

段は左から右に 5'→3'、下段は逆向きの方向性を持つ遺伝子を意味する。その下の黒の実線はゲノムアレ

イに使用した各小断片クローンのオーバーラップ状態を示している。3 週間無菌培養したシロイヌナズナ

に暗黒条件下で 4℃、8時間の低温処理を行った。青線はコントロール、赤線は低温処理区である。200 以

上の発現量を示したクローンは図中に数値を示した。 

★印はクローンの欠落箇所を示している。
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Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 コントロール区 低温処理区

MWD22 PA02941532L 1452 - 3840 8981 4131 9485 7811 8139 12803 146.7 158.2

MWD22 PA02941586L 3746 - 6095 348 339 325 504 348 439 3.5 3.3

MWD22 PA02941109L 5744 - 8830 1244 1844 609 1508 592 2587 21.3 22.4

MWD22 PA02941713L 8708 - 11806 180 286 295 305 339 474 1.9 2.3

MWD22 PA02941524L 11198 - 14509 6451 4177 8128 6388 4995 10330 121.2 118.4

MWD22 PA02941773L 14354 - 17681 1144 2126 871 1326 2419 1884 24.3 27.7

MWD22 PA02941218L 16806 - 19477 2613 2150 739 1387 2112 3016 33.3 32.7

MWD22 PA02941715L 19099 - 21966 291 388 359 356 501 544 3.7 3.9

MWD22 PA02941126L 21491 - 24322 373 698 857 541 534 930 9.6 7.3

MWD22 PA02941178L 23917 - 26282 780 777 694 523 452 646 11.8 5.1

MWD22 PA02941174L 26022 - 29328 356 358 182 247 222 385 2.8 0.8

MWD22 PA02941759L 28854 - 31847 268 417 417 362 775 481 4.1 5.1

MWD22 PA02941448L 31149 - 33859 817 199 964 1159 1006 1026 9.9 14

MWD22 PA02941652L 33133 - 35836 2409 3153 1535 2432 3438 5194 43.9 58.4

MWD22 PA02941484L 35351 - 38119 314 324 229 298 300 302 2.6 1.1

MWD22 PA02941653L 37990 - 41133 169 189 141 246 336 206 0.1 0.4

MWD22 PA02941278L 40286 - 42595 171 152 184 175 152 289 0.2 -0.5

MWD22 PA02941319L 42050 - 44450 160 208 165 278 166 264 0.4 -0.03

MWD22 PA02941435L 43601 - 46328 140 192 207 183 158 192 0.4 -1

MWD22 PA02941203L 46259 - 49064 211 203 280 282 303 383 1.4 1.4

MWD22 PA02941651L 48633 - 52274 485 662 523 464 636 761 7.9 6.5

MWD22 PA02941649L 51928 - 54650 1658 1794 1683 1319 808 2906 30.9 24.4

MWD22 PA02941464L 54289 - 56812 1022 1407 979 1527 1075 1679 19.4 20.1

MWD22 PA02941634L 56554 - 59934 206 307 284 307 468 496 2.1 3.2

MWD22 PA02941104L 59369 - 62732 377 481 240 560 738 840 4.1 8

MWD22 PA02941582L 62028 - 64372 731 750 430 1074 389 1228 9.5 11.2

MWD22 PA02941212L 64093 - 66810 598 807 279 990 629 974 8 10.6

MWD22 PA02941209L 66466 - 68811 156 193 238 507 337 324 0.7 2.6

MWD22 PA02941710L 68545 - 71023 260 231 221 376 263 277 1.5 1.2

MWD22 PA02941546L 70117 - 72669 146 191 282 251 175 336 0.9 0.3

MWD22 PA02941645L 72574 - 75500 184 235 222 215 286 338 1.1 0.7

MWD22 PA02941669L 74262 - 77131 396 508 270 649 736 1002 4.6 9.4

MWD22 PA02941570L 76511 - 79374 1047 1691 587 1509 1290 2094 18.9 23.6

MWD22 PA02941337L 78579 - 81340 340 379 315 286 342 421 3.7 1.9

MWD22 PA02941723L 81241 - 84481 4113 5802 4949 5157 3126 7709 95.4 86.2

MWD22 PA02941273L 84259 - 87069 455 457 383 483 682 741 5.4 6.7

MNC6 PA01831580L 1 - 2450 261 399 333 386 573 545 3.4 4.5

MNC6 PA01831665L 1377 - 3561 1792 2460 2161 1725 1778 3117 39.4 33.3

MNC6 PA01831867L 3310 - 5879 1676 1499 1656 994 850 2129 28.9 18.4

MNC6 PA01831310L 5528 - 8190 196 275 272 273 327 224 1.7 0.6

MNC6 PA01831265L 7651 - 10636 7346 7875 9065 9657 10744 7615 157.9 154

MNC6 PA01831444L 9282 - 11831 3465 4078 1788 2853 2896 4020 58.7 51.1

MNC6 PA01831726L 11510 - 14474 735 883 965 1779 1650 2288 14 28.2

MNC6 PA01831878L 13775 - 16757 402 389 419 449 294 480 4.8 2.9

コントロール区 低温処理区 標準化シグナル値

親クローン
親クローン内のゲノム

断片位置

表 2．小ゲノム DNA アレイによる遺伝子発現解析結果 

ゲノム DNA アレイ法による遺伝子発現解析条件の検討を行うため、5 番染色体長腕部をカバーする 9 個の P1 ク

ローン (MXK3, MDC12, MNC17, MCK7, MDA7, MRB17, MNC6, MSG15, MWD22)及び 1個の TAC クローン(K1F13)に含ま

れる 339 個のゲノム小断片による小ゲノムアレイを作製した。3週間の無菌培養を行ったシロイヌナズナに暗黒条

件下で 4℃、8 時間の低温処理を行い、葉から抽出した mRNA を用いてゲノム DNA アレイにハイブリダイゼーショ

ンを行った。 
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Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 コントロール区 低温処理区

MNC6 PA01831632L 16051 - 18700 175 224 188 208 174 256 0.7 -0.4

MNC6 PA01831183L 18500 - 21732 187 210 184 209 245 319 0.7 0.3

MNC6 PA01831386L 21209 - 24116 144 140 189 351 223 235 -0.05 0.5

MNC6 PA01831778L 23900 - 26156 857 670 620 545 777 2180 11.1 15.7

MNC6 PA01831746L 25972 - 29682 262 589 656 515 829 386 6.8 5.7

MNC6 PA01831257L 29011 - 32200 166 207 221 249 200 265 0.8 0.01

MNC6 PA01831775L 32000 - 34267 1180 1430 1097 1169 850 1332 21.4 14.9

MNC6 PA01831804L 35251 - 37638 2844 3992 4714 2521 866 9246 73.4 67.2

MNC6 PA01831696L 36401 - 39538 242 519 384 464 609 492 4.4 4.8

MNC6 PA01831587L 38880 - 41490 156 185 200 163 213 196 0.4 -0.8

MNC6 PA01831608L 41176 - 43472 298 366 230 349 303 414 2.7 2

MNC6 PA01831794L 42452 - 45005 2230 3107 2566 3035 2946 3202 49.2 47.8

MNC6 PA01831431L 44628 - 47060 9628 13620 7158 8185 2553 10856 198.5 117.8

MNC6 PA01831547L 46982 - 49541 1918 2381 2626 3673 2642 2870 42.8 47.8

MNC6 PA01831833L 49358 - 52354 677 1233 1130 1296 620 1298 17 14.1

MNC6 PA01831857L 51608 - 54080 3622 2649 992 2205 3036 4762 45 52.4

MNC6 PA01831706L 53944 - 56916 105 201 221 237 155 275 0.3 -0.3

MNC6 PA01831318L 56706 - 60055 553 518 682 754 859 1094 8.4 11.2

MNC6 PA01831588L 59801 - 62470 263 296 214 356 500 537 1.9 3.8

MNC6 PA01831834L 62274 - 65258 241 255 232 430 259 336 1.6 1.8

MNC6 PA01831694L 64496 - 67920 178 295 237 260 211 342 1.5 0.6

MNC6 PA01831504L 66225 - 69027 325 281 377 358 401 346 3.3 2.2

MNC6 PA01831218L 68728 - 71734 1313 754 1762 1417 2362 2156 22.2 29.5

MNC6 PA01831440L 71197 - 74343 642 693 483 750 420 601 8.9 6

MNC6 PA01831791L 73802 - 77004 247 197 255 301 319 421 1.5 1.9

MNC6 PA01831875L 76423 - 79600 1172 1258 1699 1443 1056 2236 24.2 22.7

MNC6 PA01831266L 79217 - 81094 207 238 229 242 270 312 1.3 0.6

MNC6 PA01831455L 80940 - 82952 496 375 534 627 425 665 6.1 5.7

MDA7 PA01261768L 1 - 1701 155 224 206 258 268 506 0.7 1.8

MDA7 PA01261818L 1318 - 4110 161 227 238 406 368 374 1 2.5

MDA7 PA01261559L 2879 - 6489 174 239 183 265 270 363 0.8 1.1

MDA7 PA01261542L 6013 - 9018 1056 1166 1507 1256 1764 2353 21.5 26.3

MDA7 PA01261325L 7901 - 11671 457 933 309 819 1241 1797 8.1 17.7

MDA7 PA01261596L 11334 - 14136 17755 9230 20079 31442 21764 48814 309 571.4

MDA7 PA01261992L 12801 - 15530 678 1463 882 2511 2725 3771 16.9 46.8

MDA7 PA01261955L 14336 - 16961 226 933 514 1206 960 1330 7.9 15.7

MDA7 PA01261733L 16309 - 19354 9818 10220 12322 12590 11862 24145 211.5 270.1

MDA7 PA01261348L 18682 - 21836 475 284 436 408 555 640 4.7 5

MDA7 PA01261973L 20405 - 23143 1188 1975 2892 3135 3249 5871 37 65.1

MDA7 PA01261432L 22912 - 25372 9717 13846 6622 17687 10631 19403 197 265.1

MDA7 PA01261310L 25232 - 28318 139 209 172 244 268 250 0.3 0.3

MDA7 PA01261341L 28010 - 31264 173 337 337 265 223 537 2.4 1.8

MDA7 PA01261366L 30792 - 33882 1133 1347 1120 1156 887 1161 20.7 14.1

MDA7 PA01261302L 32946 - 35573 141 178 156 246 212 256 -0.03 0.01

MDA7 PA01261861L 35467 - 38157 401 245 176 235 356 327 2.3 1.2

MDA7 pa01260901 37668 - 39233 737 713 613 867 1466 1271 10.5 16.3

MDA7 PA01261754L 39183 - 41614 123 148 166 240 137 231 -0.3 -0.6

MDA7 PA01261514L 40709 - 44167 174 208 247 201 203 338 1 0.2

MDA7 PA01261315L 44037 - 47057 704 663 984 577 1204 1372 12.4 13.8

MDA7 PA01261616L 46956 - 49779 1655 2205 2473 2369 4082 5015 38.8 60.7

MDA7 PA01261851L 49528 - 52378 2386 1184 1774 811 1145 1463 32.3 15.3

MDA7 PA01261314L 52097 - 55121 154 174 236 231 238 348 0.6 0.6

MDA7 PA01261613L 54073 - 57933 772 1159 1351 1850 1174 1824 18.6 23.3

MDA7 PA01261674L 57757 - 60424 9586 9336 8832 8138 10234 5015 180.9 127.9

MDA7 PA01261871L 59395 - 62329 1656 8828 9897 13310 7567 8297 132 160.5

MDA7 PA01261856L 61672 - 65158 1920 3698 2577 2831 4688 3862 51.2 60.2

親クローン
親クローン内のゲノム

断片位置

コントロール区 低温処理区 標準化シグナル値 
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Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 コントロール区 低温処理区

MDA7 PA01261676L 64361 - 67354 2451 3176 6823 4264 1921 2827 79.4 46.8

MDA7 PA01261990L 67157 - 69732 232 363 270 356 314 585 2.6 3.1

MDA7 PA01261611L 69400 - 72729 1806 2027 1908 2008 1835 1960 34.9 28.7

MDA7 PA01261505L 72149 - 75383 211 571 335 330 244 464 4.2 1.8

MDA7 PA01261558L 74746 - 77198 326 442 343 385 300 514 4.2 2.7

MDA7 PA01261884L 76541 - 79659 618 479 361 582 690 892 6.5 8.2

MDA7 PA01261901L 78854 - 81921 676 541 260 924 1215 1797 6.6 18.2

MDA7 PA01261364L 80793 - 82033 115 169 176 189 218 215 -0.1 -0.5

MNC17 PA02171171L 1 - 2259 233 260 283 242 313 314 2 0.9

MNC17 PA02171278L 1419 - 5100 436 479 547 634 763 890 6.5 8.9

MNC17 PA02171694L 4778 - 7674 235 247 242 216 317 381 1.6 1.1

MNC17 PA02171265L 7455 - 10970 361 288 350 659 663 852 3.4 8.2

MNC17 PA02171226L 10210 - 14143 1142 1677 553 1148 810 2299 19.2 20

MNC17 PA02171479L 13152 - 16573 1110 1530 1514 1656 1786 2518 24.4 29.6

MNC17 PA02171395L 16490 - 19087 4219 3893 2242 2437 5505 8149 65.5 86.7

MNC17 PA02171367L 18675 - 21206 2466 2747 3685 4186 2870 3895 55.8 57.7

MNC17 PA02171380L 20551 - 24393 4871 5486 2789 5281 4086 5727 84 81.1

MNC17 PA02171252L 24207 - 27795 299 520 480 605 444 775 5.4 6.3

MNC17 PA02171551L 26779 - 30098 349 469 349 369 438 770 4.6 4.9

MNC17 PA02171257L 29939 - 33112 1028 986 683 742 831 918 14.7 10

MNC17 PA02171703L 32582 - 35815 2626 3246 3061 3085 3870 3638 56.1 55.7

MNC17 PA02171175L 35212 - 37773 240 351 248 420 463 535 2.4 4

MNC17 PA02171655L 37377 - 39997 151 169 173 228 203 305 0.1 0.1

MNC17 PA02171125L 39477 - 43025 9227 9916 18081 9550 13649 23625 243.7 260.1

MNC17 PA02171414L 42699 - 45522 690 995 2538 1164 2242 2729 24.8 30.6

MNC17 PA02171114L 44883 - 48508 2094 1639 280 1207 2575 1589 40.2 26.3

MNC17 PA02171260L 48117 - 50585 233 171 214 229 269 264 0.9 0.3

MNC17 PA02171160L 50380 - 53855 1559 4255 2806 5168 5790 5898 54 91.1

MNC17 PA02171425L 53576 - 56291 2068 2361 2092 923 2659 2443 40.1 30

MNC17 PA02171408L 55844 - 58988 341 472 651 516 305 692 6.5 4.5

MNC17 PA02171605L 58555 - 61202 470 520 596 642 281 991 7.3 6.8

MNC17 PA02171308L 63771 - 66578 265 226 223 310 331 364 1.5 1.6

MNC17 PA02171644L 65283 - 68841 169 191 164 212 221 342 0.3 0.4

MNC17 PA02171501L 68651 - 71732 203 215 266 280 260 306 1.4 0.8

MNC17 PA02171760L 71125 - 73820 256 423 270 420 298 364 3.1 2.1

MNC17 PA02171130L 73083 - 75803 138 180 176 234 253 302 0.1 0.4

MXK3 PA02591321L 1 - 1905 185 291 178 248 241 350 1.2 0.7

MXK3 PA02591826L 1705 - 4896 172 186 191 197 209 347 0.5 0.2

MXK3 PA02591834L 4320 - 7275 326 527 270 369 379 482 4.3 2.9

MXK3 PA02591883L 6130 - 9821 435 521 422 567 574 647 6 6.1

MXK3 PA02591729L 8673 - 11060 1099 1381 1030 718 754 1375 20.1 12

MXK3 PA02591620L 10554 - 14283 6802 7504 5690 9197 7140 21863 129.5 211.4

MXK3 PA02591279L 13579 - 17286 15189 11625 13200 15887 32106 41273 262.2 499.4

MXK3 PA02591678L 16972 - 20761 1072 1055 1514 2357 2628 2880 21 40.3

MXK3 PA02591715L 19832 - 24175 3067 1359 3056 4777 5157 8815 46.4 101.7

MXK3 PA02591861L 23504 - 27278 634 553 644 922 1007 1496 9 15.3

MXK3 PA02591675L 25686 - 28658 986 1214 1408 2553 2872 3734 20.7 47.6

MXK3 PA02591647L 27338 - 30268 1392 1873 1702 2131 2375 2370 29.8 34.8

MXK3 PA02591170L 30097 - 33312 402 422 369 364 222 586 4.7 2.6

MXK3 PA02591561L 32847 - 35852 321 383 339 346 365 432 3.7 2.4

MXK3 PA02591630L 35771 - 39285 1233 1849 1466 1674 1355 2212 27 25.5

MXK3 PA02591341L 38572 - 41101 200 273 208 276 183 367 1.3 0.6

MXK3 PA02591114L 40654 - 43662 3438 3719 3995 2652 2918 3224 70.8 45.6

MXK3 PA02591450L 43242 - 46424 1421 2039 1467 2258 1743 2110 29.5 30.5

MXK3 PA02591306L 46067 - 49597 2544 3765 1160 2500 2240 1914 46.4 33.5

MXK3 PA02591471L 49154 - 52006 5756 8511 10148 13069 3082 10434 158.8 145.9

MXK3 PA02590825 51746 - 52703 802 749 709 542 1095 1346 11.8 12.8

親クローン
親クローン内のゲノム

断片位置

コントロール区 低温処理区 標準化シグナル値 
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Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 コントロール区 低温処理区

MXK3 PA02590779 52429 - 53059 419 477 581 485 611 904 6.6 7.3

MXK3 PA02591243L 52922 - 56413 1946 2545 1340 1212 2524 2557 35.5 31.5

MXK3 PA02591619L 54475 - 58000 2049 1919 724 1195 2367 3106 27.9 33.6

MXK3 PA02591249L 57855 - 60974 310 332 326 511 419 513 3.2 4.1

MXK3 PA02591240L 60750 - 63464 849 987 889 935 394 768 14.9 7.8

MXK3 PA02591710L 63037 - 66971 363 317 266 628 364 372 3.1 3.7

MXK3 PA02591833L 66036 - 69301 2626 1979 2966 2421 3059 3493 47 46.6

MXK3 PA02591357L 68657 - 71939 7806 4502 8945 5056 5450 9720 137.8 110.1

MXK3 PA02591716L 70973 - 74184 1005 1038 1261 973 1097 1954 18.7 18.7

MXK3 PA02591853L 73592 - 77201 609 696 388 595 436 491 8 4.6

MXK3 PA02591632L 76064 - 79498 190 217 171 208 246 281 0.6 0.1

MXK3 PA02591192L 78782 - 81494 837 1190 1218 1552 761 1575 18.3 17.9

MSG15 PA01561387L 1 - 1722 1829 3042 906 3134 3205 3177 35.1 49.7

MSG15 PA01561341L 326 - 2760 172 278 204 224 255 271 1.2 0.2

MSG15 PA01561771L 2522 - 4655 156 170 161 244 249 236 0.05 0.1

MSG15 PA01561625L 3972 - 5992 292 347 324 236 500 340 3.2 2.1

MSG15 PA01561777L 5117 - 7528 774 2355 2045 1188 2556 2399 31.1 30.6

MSG15 PA01561683L 7444 - 10524 383 499 192 252 359 503 3.9 2.3

MSG15 PA01561713L 10227 - 13550 1446 1226 1168 1126 956 581 22.3 11

MSG15 PA01561413L 12791 - 15545 6943 5950 2853 4193 1254 4390 101.3 51.5

MSG15 PA01561822L 15335 - 18474 713 769 629 912 1028 738 10.8 11.1

MSG15 PA01561784L 16688 - 19107 3122 4426 4497 3779 6742 6900 76.7 94.2

MSG15 PA01561505L 18868 - 21606 243 278 333 416 430 697 2.5 4.7

MSG15 PA01561383L 21480 - 24350 1587 2452 803 1879 2210 2491 28.9 33.1

MSG15 PA01561559L 23032 - 25499 1588 3570 2760 2704 3226 1297 49.3 36.8

MSG15 PA01561742L 24910 - 27830 209 218 217 272 305 309 1.1 1

MSG15 PA01561643L 27581 - 30358 183 253 171 213 299 332 0.8 0.7

MSG15 PA01561527L 29094 - 31586 658 727 714 759 984 404 10.7 8.1

MSG15 PA01560140L 31204 - 32220 191 217 327 284 344 332 1.7 1.4

MSG15 PA01561803L 31878 - 35057 1675 3114 3934 4406 4886 5809 54.7 81.2

MSG15 PA01561392L 34768 - 37624 1138 1363 708 1467 1278 1577 18.1 20.4

MSG15 PA01561314L 36895 - 39365 93 207 215 188 235 238 0.2 -0.3

MSG15 PA01561322L 38195 - 40419 273 267 219 194 297 356 1.9 0.8

MSG15 PA01561689L 39681 - 41736 203 303 186 286 317 281 1.4 1

MSG15 PA01561687L 41224 - 43020 383 573 845 602 817 1192 8.8 10.7

MSG15 PA01561306L 42870 - 45582 142 158 148 146 202 207 -0.2 -0.9

MSG15 PA01561514L 44949 - 46662 266 179 333 233 286 443 2 1.4

MSG15 PA01561465L 46067 - 49714 180 185 153 208 249 306 0.2 0.3

MSG15 PA01561669L 49495 - 52905 223 196 196 237 255 238 0.9 0.1

MSG15 PA01561543L 52641 - 55294 4587 6282 7267 5083 9169 10304 117.1 134.5

MSG15 PA01561667L 54947 - 57610 3518 3280 3849 2062 3149 4988 67.4 53.5

MSG15 PA01561506L 56592 - 59921 281 240 213 697 805 347 1.7 6.4

MSG15 PA01561342L 59586 - 61837 181 205 142 209 238 211 0.3 -0.3

MSG15 pa01561626L 61667 - 63969 167 273 219 313 505 438 1.2 3.1

MSG15 PA01561327L 63869 - 66479 433 534 518 485 497 742 6.7 5.7

MSG15 PA01561825L 65905 - 68599 459 449 440 354 352 486 5.8 2.7

MSG15 PA01561615L 68295 - 70880 173 157 193 250 220 260 0.3 0.1

MSG15 PA01561303L 70513 - 72735 417 447 610 507 549 805 6.6 6.5

MSG15 PA01561670L 72565 - 75624 1224 1382 1877 1338 955 2110 26.5 20.8

MSG15 PA01561376L 75085 - 78550 230 387 327 900 758 276 3.1 6.9

MSG15 PA01561801L 78497 - 80257 174 195 209 187 289 312 0.6 0.4

MSG15 pa01561024 79945 - 80828 223 190 228 228 250 309 1.1 0.4

MSG15 pa01561644L 80552 - 81347 161 231 206 238 233 276 0.8 0.2

親クローン
親クローン内のゲノム

断片位置

コントロール区 低温処理区 標準化シグナル値
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Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 コントロール区 低温処理区

MRB17 PA01941279L 1 - 2762 251 332 317 408 449 481 2.8 3.5

MRB17 PA01941124L 1081 - 4487 239 229 260 280 402 428 1.6 2.2

MRB17 PA01941273L 3902 - 7223 219 254 222 274 285 471 1.4 1.8

MRB17 PA01941361L 6827 - 8879 256 326 258 313 394 432 2.4 2.4

MRB17 PA01941458L 10276 - 14076 431 518 295 385 343 519 5.1 3

MRB17 PA01941192L 12935 - 16294 337 419 672 496 691 739 6.3 6.8

MRB17 PA01941554L 15438 - 18558 111 170 185 224 221 297 -0.1 0.2

MRB17 PA01941471L 16957 - 20174 347 482 440 335 544 555 5.2 4.1

MRB17 PA01941726L 19896 - 23737 1253 2111 2020 1892 1756 2591 32.5 31.2

MRB17 PA01941367L 21808 - 26501 3702 3337 4671 2491 2529 4447 74.5 49.4

MRB17 PA01941671L 24634 - 30094 120 154 162 188 174 235 -0.3 -0.6

MRB17 PA01941414L 28890 - 31827 210 221 287 226 283 287 1.6 0.5

MRB17 PA01941289L 30865 - 33623 163 181 190 264 233 291 0.4 0.4

MRB17 PA01941607L 32468 - 35585 299 230 393 293 399 718 2.9 3.9

MRB17 PA01941319L 34278 - 37112 235 247 208 237 321 285 1.4 0.7

MRB17 PA01941157L 36737 - 40158 591 385 356 275 1636 2529 5.6 21

MRB17 PA01941642L 39730 - 42805 346 453 1012 631 1008 968 8.8 10.7

MRB17 PA01941469L 42097 - 45247 148 158 179 199 396 226 0.04 0.6

MRB17 PA01941327L 44340 - 48002 437 351 427 549 468 702 4.9 5.7

MRB17 PA01941167L 47609 - 50142 1155 1516 952 1124 767 730 20.8 10.8

MRB17 PA01941228L 48502 - 51059 10239 13467 6681 6111 1714 2530 198.4 54.4

MRB17 PA01941741L 50495 - 53093 476 699 723 660 1468 1536 9.4 16.6

MRB17 PA01941246L 52821 - 56167 174 262 316 318 409 520 1.8 3

MRB17 PA01941159L 55072 - 58123 199 232 275 246 323 355 1.5 1.2

MRB17 PA01941412L 57897 - 60668 2641 3116 4069 3576 4769 2307 62 56.1

MRB17 PA01941710L 60134 - 63501 456 1585 1355 691 1291 763 19.3 11.5

MRB17 PA01941491L 62801 - 65286 3240 4529 903 4622 4869 5674 54.3 81.5

MRB17 PA01941520L 64508 - 68242 950 1562 956 1742 1822 1709 19.8 25.7

MRB17 PA01941401L 67999 - 70644 261 313 400 257 391 575 3.3 2.9

MRB17 PA01941537L 69643 - 72561 528 531 557 538 481 406 7.5 4

MRB17 PA01941487L 72059 - 75654 261 311 284 214 414 416 2.5 1.9

MRB17 PA01941456L 73702 - 75744 130 234 161 217 210 409 0.3 0.7

MCK7 PA02461474L 1 - 2964 3511 4968 1727 4627 4754 4960 64.5 76.9

MCK7 PA02461719L 1609 - 4779 4131 4200 3590 4363 3888 6623 75.9 79.9

MCK7 PA02461433L 4406 - 7098 288 518 333 466 629 1044 4.4 8

MCK7 PA02461733L 6807 - 9360 272 489 1175 1211 1105 1036 9.7 14.9

MCK7 PA02461816L 8632 - 11460 10986 15510 4592 16046 11879 17489 203 252.1

MCK7 PA02461773L 11119 - 13917 391 398 416 608 648 680 4.8 6.9

MCK7 PA02461317L 13346 - 16710 142 256 217 250 276 484 0.9 1.7

MCK7 PA02461533L 16409 - 19163 244 261 341 369 386 497 2.4 3

MCK7 PA02461315L 18450 - 21048 282 277 431 369 398 1551 3.4 9.1

MCK7 PA02461473L 20600 - 23837 470 767 319 824 855 961 7.1 10.9

MCK7 PA02461687L 22914 - 26412 1023 2437 2664 695 1739 1844 37.4 20.1

MCK7 PA02461958L 25492 - 28735 1048 1248 1140 962 873 1383 19.6 14.1

MCK7 PA02461718L 28472 - 31601 1706 2095 1240 1745 2049 543 30.2 20.4

MCK7 PA02461943L 31423 - 34699 6080 6466 1997 3230 4961 5754 93.3 74.6

MCK7 PA02461313L 34152 - 37442 1022 1351 944 547 321 677 18.8 4.7

MCK7 PA02461340L 36731 - 39325 519 442 376 627 958 809 5.7 9.5

MCK7 PA02461923L 39120 - 41831 468 1243 1279 865 1708 2630 16.6 25.3

MCK7 PA02461417L 41453 - 44119 4027 3146 3925 5603 4999 4050 70.4 78.6

MCK7 PA02461708L 43885 - 47493 2119 4874 1374 3681 3977 3747 52.3 60.3

MCK7 PA02461732L 46955 - 49857 669 558 827 553 492 1044 10.4 7.8

MCK7 PA02461757L 49719 - 52927 283 969 384 189 422 491 7.7 2.2

MCK7 PA02461536L 52780 - 56604 4465 4747 5727 3591 4374 7777 95.9 84.8

標準化シグナル値
親クローン

親クローン内のゲノム
断片位置

コントロール区 低温処理区 
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Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 コントロール区 低温処理区

MCK7 PA02461611L 55889 - 58778 269 426 266 198 314 265 3.2 0.4

MCK7 PA02461423L 58589 - 61732 1410 2038 1172 1432 1818 1411 27.5 22.3

MCK7 PA02460690 61808 - 63227 108 194 236 176 252 362 0.4 0.4

MCK7 PA02461343L 62919 - 66262 143 156 261 265 305 261 0.5 0.7

MCK7 PA02461815L 65577 - 68755 393 386 424 772 934 858 4.8 10.5

MCK7 PA02461704L 68114 - 70779 1411 2134 1325 2562 3070 4061 29.1 50.7

MCK7 PA02461401L 70583 - 73692 1153 1635 1156 2321 2921 1363 23 33.2

MCK7 PA02461683L 73416 - 75998 244 946 826 813 1013 817 10.2 10.9

MCK7 PA02460725L 75409 - 78173 517 1036 702 766 1239 1181 11.8 14

MCK7 PA02461767L 75414 - 80012 183 235 520 632 1136 1009 3 11.6

MCK7 PA02461359L 79712 - 82049 252 186 214 205 216 262 1.1 -0.2

MCK7 PA02461770L 81583 - 85319 211 497 411 318 391 543 4.2 3

MCK7 PA02461889L 84648 - 87090 244 277 298 287 285 390 2.2 1.4

MDC12 PA00901553L 132 - 3069 308 670 877 748 760 1174 9.1 11.1

MDC12 PA00901366L 2657 - 5717 1415 2981 2189 2067 2442 1510 40.5 29.9

MDC12 PA00901284L 5331 - 8617 659 689 2037 945 1940 3130 19.3 29.9

MDC12 PA00901384L 8204 - 11273 610 981 250 626 650 986 9 8.7

MDC12 PA00901175L 11112 - 14987 184 204 221 219 353 535 0.9 2.2

MDC12 PA00901452L 14530 - 17568 213 222 406 300 425 441 2.4 2.6

MDC12 PA00901433L 17003 - 20730 431 467 498 551 513 393 6.1 4.2

MDC12 PA00901373L 19637 - 23216 299 559 211 449 314 712 3.9 4.3

MDC12 PA00901542L 22487 - 25956 1114 1112 859 759 1468 1407 17.3 16.5

MDC12 PA00901423L 25549 - 28687 1941 2651 1577 3387 3291 2403 37.7 47.2

MDC12 PA00901323L 28071 - 31304 1351 1353 1635 2292 2828 1977 25.6 36

MDC12 PA00901182L 31040 - 34719 430 721 803 753 1261 1647 9.8 16.6

MDC12 PA00901535L 34214 - 37312 235 293 299 392 424 502 2.3 3.4

MDC12 PA00901451L 36842 - 39897 776 732 608 635 923 1766 10.8 14.7

MDC12 PA00901623L 39617 - 42696 386 357 572 1061 3063 3394 5.5 38.4

MDC12 PA00901559L 42616 - 45458 284 245 263 694 742 1607 2.1 13.1

MDC12 PA00901654L 44236 - 48303 242 312 279 440 457 680 2.3 4.9

MDC12 PA00901474L 47878 - 51603 1975 4896 5440 2332 3896 6230 78.5 66.2

MDC12 PA00901213L 51210 - 54003 404 327 237 329 280 268 3.2 0.9

MDC12 PA00901573L 53116 - 55990 263 329 296 383 366 372 2.7 2.3

MDC12 PA00901511L 55527 - 59281 4243 4426 3067 1561 1751 2170 74.7 26.9

MDC12 PA00901253L 58192 - 62426 1036 1375 796 966 1348 1986 18.1 20.2

MDC12 PA00901224L 60612 - 65070 94 171 118 179 266 177 -0.6 -0.5

MDC12 PA00901243L 63972 - 67799 213 383 332 284 403 467 3 2.5

MDC12 PA00901185L 66338 - 70461 278 444 368 313 363 589 4 3.1

MDC12 PA00901283L 69986 - 72866 786 627 508 704 356 763 9.6 6.3

MDC12 PA00901376L 72496 - 75529 476 795 265 521 695 764 7 7.2

MDC12 PA00901680L 74833 - 78492 639 835 540 484 800 820 10.2 7.9

MDC12 PA00901508L 78242 - 81653 2484 3491 3771 2080 3387 4574 61.5 52.6

K1F13 TA01791306L 394 - 3021 436 534 345 332 218 300 5.5 0.8

K1F13 TA01791183L 2937 - 5462 248 447 495 259 509 925 4.7 5.5

K1F13 TA01791596L 4956 - 7891 498 518 314 1040 907 1722 5.6 16.7

K1F13 TA01791158L 7704 - 10715 1611 1443 2068 467 3790 5574 30.8 51.4

K1F13 TA01791719L 9012 - 11941 1129 979 1064 1206 917 1061 17.9 13.9

K1F13 TA01791488L 11558 - 14157 266 243 237 223 246 302 1.8 0.3

K1F13 TA01791464L 13847 - 17400 145 221 184 224 256 293 0.5 0.3

K1F13 TA01791512L 16445 - 19112 158 178 183 219 179 212 0.3 -0.6

K1F13 TA01791695L 19010 - 21599 324 404 309 415 490 408 3.7 3.4

K1F13 TA01791409L 21491 - 24280 234 317 224 340 297 418 2 1.9

K1F13 TA01791361L 23611 - 26862 412 603 441 507 549 1060 6.5 7.9

K1F13 TA01791206L 26564 - 29855 501 791 640 910 820 1227 9.6 12.7

K1F13 TA01791435L 29336 - 32577 1081 1344 568 1428 1261 1569 16.7 20

K1F13 TA01791453L 31977 - 35304 824 707 369 1032 668 1243 9.4 12.6

K1F13 TA01791495L 34436 - 37864 1263 1810 1540 1216 1185 829 27.4 14.2

K1F13 TA01791553L 37399 - 41008 2089 2913 832 2246 2649 3294 35.5 42.2

親クローン
親クローン内のゲノム

断片位置

コントロール区 低温処理区 標準化シグナル値 
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Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 コントロール区 低温処理区

K1F13 TA01791724L 39327 - 41452 712 600 452 324 508 854 8.5 5.5

K1F13 TA01791277L 41105 - 43705 1878 1444 2112 1495 2498 3467 32.9 38.1

K1F13 TA01791223L 41642 - 44649 1373 1295 1203 1483 1464 2181 22.5 24.9

K1F13 TA01791584L 43989 - 47322 1503 1423 1191 2001 2168 2779 24.1 35.2

K1F13 TA01791470L 46981 - 50072 1037 1027 2506 2697 3321 3990 27.1 52.4

K1F13 TA01791166L 49931 - 53112 189 234 353 350 285 425 2 2

K1F13 TA01791187L 52676 - 56315 495 551 410 501 486 473 6.5 4.2

K1F13 TA01791633L 56020 - 59156 34329 45084 35523 16032 31828 25428 759.2 409.3

K1F13 TA01791156L 58664 - 61713 21988 73722 76362 24928 51402 60685 1138.2 768.7

K1F13 TA01791102L 61524 - 64940 437 488 558 479 555 607 6.6 5.2

K1F13 TA01791672L 64716 - 67562 129 213 231 313 306 334 0.6 1.4

K1F13 TA01791538L 66732 - 69943 163 162 200 231 208 340 0.3 0.4

K1F13 TA01791136L 69590 - 72269 143 291 216 174 206 312 1.1 -0.1

K1F13 TA01791618L 72058 - 74637 179 206 214 245 223 289 0.8 0.3

K1F13 TA01791458L 74339 - 77087 326 268 377 395 563 719 3.3 5.4

K1F13 TA01791353L 78669 - 81301 401 264 590 563 526 749 5.1 6.4

K1F13 TA01791417L 80151 - 82784 262 280 288 281 380 640 2.3 3.3

標準化シグナル値
親クローン

親クローン内のゲノム
断片位置

コントロール区 低温処理区 
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Parental Fragment Restriction Putative identity AGI-code
clone enzyme
MWD22 PA02941178L Ava I similar to unknown protein (gb|AAD46013.1) At5g51150

PA02941448L Xho I similar to unknown protein (pir||T00623) At5g51180
PA02941104L Fok I similar to unknown protein(gb|AAD29711.1) At5g51230
PA02941582L Nsp V contains similarity to fertilization-independent seed 2 protein At5g51240
PA02941212L Acc II AP2 domain transcription factor-like protein At5g51990

MSG15 PA01561784L Fok I AP2 domain transcription factor-like protein At5g51990
PA01561383L Nco I importin alpha subunit At5g52000
PA01561327L Alu I unknown protein At5g52070
PA01561670L Mva I similar to unknown protein (pir||S76150) At5g52110

MNC6 PA01831778L Fok I isp4 protein At5g53510
PA01831746L Xba I isp4 protein At5g53510
PA01831440L Xba I heat shock transcription factor HSF30-like protein At5g53640
PA01831875L Fok I heat shock transcription factor HSF30-like protein At5g53640
PA01831455L Hin dIII similar to unknown protein (gb|AAB63610.1) At5g53660

MRB17 PA01941458L Hin dIII contains sililarity to pre-mRNA splicing factor At5g54520
PA01941192L Hin dIII contains sililarity to pre-mRNA splicing factor At5g54520
PA01941741L Afa I ankyrin-repeat-containing protein like At5g54610

MDA7 PA01260901L Apa LI,Ava I similar to unknown protein  (pir||T05056) At5g56060
PA01261851L Cfr 10I,Hae III unknown protein At5g56100
PA01261613L Bam HI Atmyb103(gb|AAD40692.1) At5g56110

MCK7 PA02461473L Hin dIII contains similarity to unknown protein (gb|AAF35955.1) At5g58190
PA02461417L Hae III unknown protein At5g58280
PA02461536L Hin dIII similar to unknown protein(gb|AAF63134.1) At5g58340
PA02461704L Hae III,Xba I contains sililarity to GTP-binding protein CGPA At5g58370
PA02461815L Hae III,Hin dIII contains sililarity to GTP-binding protein CGPA At5g58370
PA02461704L Hae III,Xba I serine/threonine protein kinase At5g58380
PA02461401L Msp I serine/threonine protein kinase At5g58380

peroxidase At5g58390
PA02461683L Pvu II peroxidase At5g58390

MNC17 PA02171278L Bsp 1286I,Hin fI contains sililarity to serin protease At5g59110
PA02171226L Xho I serine protease-like protein At5g59130
PA02171114L Hae III serine/threonine protein kinase-like protein At5g59260
PA02171160L Acc I receptor-like protein kinase-like protein At5g59270
PA02171160L Spe I unknown protein At5g59280
PA02171425L Aat II unknown protein At5g59280

MDC12 PA00901366L Cla I,Spe I unknown protein At5g63060
PA00901433L Fok I similar to unknown protein(gb|AAB60912.1) At5g63090
PA00901474L Sac II lipase/acylhydrolase-like protein At5g63170
PA00901376L Eco 57I contains similarity to NOI protein At5g63270

Aci I contains similarity to NOI protein At5g63270
PA00901508L Cla I,Nsp V unknown protein At5g63300

MXK3 PA02591620L Hin cII similar to unknown protein(gb|AAF03448.1) At5g64810
Pst I,Pvu II unknown protein At5g64820

PA02591678L Msp I,Xho I similar to unknown protein(emb|CAB61744.1) At5g64850
PA02591114L Hae III unknown protein At5g64930
PA02591471L Eco RV similar to unknown protein(emb|CAB62602.1) At5g64950
PA02591240L Cla I,Spe I GTP binding protein-like At5g64990
PA02591716L Fba I,Pst I unknown protein At5g65030
PA02591853L Tth HB8I unknown protein At5g65030

similar to unknown protein(gb|AAF17687.1) At5g65040
K1F13 TA01791306L Acc II,Eco T141 similar to unknown protein(emb|CAB62624.1) At5g66370

contains similarity to peroxysomal membrane carrier protein At5g66380
TA01791453L Xba I similar to unknown protein(pir||T08412) At5g66480

Bal I,Eco RV contains similarity to selenium-binding protein At5g66500
TA01791470L Dra I unknown protein At5g66540
TA01791102L Eco RV strong similar to unknown protein(pir||T02421) At5g66600

 
表3．新規遺伝子発現の確認を行ったゲノムクローン 

50 個のゲノム小断片クローンについて制限酵素処理を行い、遺伝子(AGI コード)を単独で含む断片を作製した。ピンク

色のゲノム小断片クローンは、サザン法により新規遺伝子発現が確認された領域を意味する。 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



栃木県農業試験場研究報告 第 56 号 

 27

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3.ゲノム DNA アレイから見いだされた新規遺伝子発現の確認 

 

(a) 新規遺伝子発現を確認するため、制限酵素処理により遺伝子を単独で含む断片を作製し、サザン法に 

よりシロイヌナズナの葉から調製した mRNA の逆転写物をハイブリダイゼーションした。 

    ＊印のバンドは新規な遺伝子の発現箇所。 

 

(b) 新規発現遺伝子特異的プライマーによる RT-PCR を行った。左がコントロール DNA、右が poly (A) +

ｍRNA 区。 

各産物のサイズは次のとおり(506,506 bp:At5g51990、451,264 bp:At5g52000、485,226 bp : At5g52110、

344,344 bp:At5g56100、984,473 bp:At5g56110、659,41 bp:At5g58280、1621,1021 bp:At5g58370、1427,1427 

bp:At5g58380、1320,951 bp:At5g58390、653,259 bp:At5g66540) 
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図 4．ゲノムクローン MCK7 中に見出された非遺伝子構造領域 

(A) 小断片クローン PA02460725 は赤線で示した領域をカバーしている。両隣にはタンデムにペルオキ 

シダーゼ遺伝子が存在している。PCR で増幅したゲノム断片は両矢印で示した。 

(B) PA02460725 中に存在する AT リッチな 57 bp の反復配列 

AT AT
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ctrl -p treat

PA00912413L(MHJ24)
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FA03271188L(F2O15)

ctrl -p treat

PA02591716L  ,PA00842137L,TA01511876L
   (MXK3)                 (MJB24)          (K9P8)
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図 5．ゲノム DNA アレイによるリン酸飢餓応答解析結果 (1)根における遺伝子発現誘導領域例  

MGRL 培地で 3週間水耕栽培したシロイヌナズナをリン酸のみ除去した培地に移し 2週間栽培した。地上

部と根とに分けて採取し、ｍRNA を抽出してゲノム DNA アレイにハイブリダイゼーションした。緑色の囲

みはコントロール区、ピンク色の囲みはリン酸飢餓処理区を示す。赤い楕円で囲んだスポットがリン酸飢

餓に応答し遺伝子発現誘導の起きた小断片クローンを示す。各スポットは 2反復している。 

 



ゲノム生物学的手法による植物のリン酸応答機構に関する研究 

 30 

PA01091739L(MIK19)

TA02581422L(K21L13)

PA01541824L(MSF19),PA02591114L(MXK3)
,PA00912334L(MHJ24)

ctrl -p treat

ctrl -p treat

ctrl -p treat

                                  root 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
図 6．ゲノム DNA アレイによるリン酸飢餓応答解析結果 (2)根における遺伝子発現抑制領域例 

MGRL 培地で 3週間水耕栽培したシロイヌナズナをリン酸のみ除去した培地に移し 2週間栽培した。地上

部と根とに分けて採取し、ｍRNA を抽出してゲノム DNA アレイにハイブリダイゼーションした。緑色の囲

みはコントロール区、ピンク色の囲みはリン酸飢餓処理区を示す。青い楕円で囲んだスポットがリン酸飢

餓に応答し遺伝子発現が抑制したブッリジクローンを示す。各スポットは 2反復している。 
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 図 7．リン酸飢餓処理により発現誘導された Myb 様転写因子のノーザン解析 

(A) 小断片クローンTA00712905Lはリン酸飢餓処理区での転写量の変化がコントロール区に対して5倍以 

上を示した。このゲノム領域には Myb ‒related protein 33.3KD (K8K14.2)が存在していた。 

 

(B) K8K14.2 cDNA をプローブとしてリン酸飢餓処理した植物体の根から抽出した全 RNA に対してノーザ 

ンブロットハイブリダイゼーションを行った。この結果、K18K14.2 遺伝子はゲノム DNA アレイと同様 

にリン酸欠乏処理に対して誘導されていた。  
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parental clone            ratio parental clone       ratio 

nam bw clone nam leal:-P/cont root: -P/cont nam bw clone nam leal:-P/cont root: -P/cont

K2I5 TA01421255L 1.38 2.88 F02O15 FA03271188L 3.34 8.12

K2I5 TA01421555L 0.62 0.45 F02O15 FA03271103L 0.56 0.30

K9P8 TA01511832L 3.64 4.14 MMN10 PA01801562L 3.22 0.24

K9P8 TA01511876L 1.22 2.92 MMN10 PA01801668L 0.28 0.43

K6A12 TA02681224L 0.87 0.25 MMN10 PA01801155L 2.37 1.02

MXI22 PA01461802L 0.22 0.57 MMN10 PA01801249L 0.55 0.48

MXI22 PA01461303L 1.38 3.87 MMN10 PA01801328L 1.20 3.36

MXI22 PA01461833L 1.03 2.87 MUF9 PA01281409L 2.13 3.95

K3K7 TA02051821L 2.55 0.55 MUF9 PA01281165L 0.22 0.62

K3K7 TA02051788L 2.11 3.27 MUF9 PA01281533L 0.47 0.39

K3K7 TA02051503L 0.28 2.63 MAE1 PA01911256L 1.41 2.21

MSG15 PA01561413L 0.44 0.42 MAE1 PA01911615L 1.48 3.78

MSG15 PA01561543L 1.22 2.95 MSL3 PA01001545L 0.39 0.69

K24M7 TA02661115L 2.14 0.09 MFB13 PA01021290L 1.90 2.03

F06N07 FA032401089L 0.34 0.62 MFB13 PA01021487L 0.39 0.82

F06N07 FA03241326L 0.33 2.14 MFB13 PA01021377L 4.52 0.94

F06N07 FA032401133L 2.96 1.31 K11J9 TA01640860L 3.10 0.36

F06N07 FA032400983L 0.97 0.37 K11J9 TA01641146L 0.78 0.39

MXC20 PA00800110 1.03 2.99 K22G18 TA02891193L 1.62 2.21

MXC20 PA00800445 0.67 0.31 MTG10 PA01861142L 0.45 0.45

MFH8 PA03531637L 0.51 0.38 MMI9 PA02261342L 0.22 0.64

MYN8 PA02421341L 8.29 1.03 MMI9 PA02261424L 3.09 0.51

MYN8 PA02421703L 5.32 1.68 MRG21 PA02651703L 5.37 3.34

MNC6 PA01831265L 0.42 0.94 MQB2 PA01041187L 1.02 0.43

MNC6 PA01831431L 0.38 0.28 MQB2 PA01041245L 0.43 0.27

MNC6 PA01831857L 0.42 1.08 MQB2 PA01041460L 5.64 0.20

K19P17 TA00672329L 6.01 0.66 MQB2 PA01041369L 0.65 2.22

MJP23 PA02101649L 0.70 0.29 MQB2 PA01041409L 0.29 0.46

K18G13 TA01591689L 3.36 0.84 MBM17 PA02341361L 3.52 3.22

MDK4 PA01391124L 3.73 0.88 MBM17 PA02341537L 0.65 0.25

MDK4 PA01391403L 4.26 1.08 MBM17 PA02341163L 3.40 1.25

F24B18 FA03911706L 0.41 2.19 MBM17 PA02341562L 1.17 0.34

F24B18 FA03911337L 0.25 0.11 MHJ24 PA00912334L 3.26 0.25

F24B18  FA03911276L 0.36 0.87 MHJ24 PA00912367L 1.26 0.48

K13P22 TA02191523L 0.47 1.66 MHJ24 PA00912323L 1.07 2.27

MCO15 PA01251204L 6.14 1.53 MHJ24 PA00912413L 0.63 5.75

MTE17 PA01601682L 1.27 0.30 MHJ24 PA00912258L 3.38 2.41

MDF20 PA01081652L 6.87 2.13 T12B11 UA03430302L 1.24 0.46

MYN21 PA03901332L 0.24 0.41 MXK3 PA02591279L 0.34 1.55

MDA7 PA01261992L 3.51 6.36 MXK3 PA02591678L 0.30 0.69

MDA7 PA01261955L 5.03 5.64 MXK3 PA02591647L 1.20 2.26

MDA7 PA01261973L 0.90 4.92 MXK3 PA02591114L 2.87 0.24

MDA7 PA01261432L 0.12 2.10 MXK3 PA02591716L 2.39 5.20

MDA7 PA01261616L 1.13 2.04 F15O05 FA03830461L 0.45 0.27

MDA7 PA01261674L 1.46 2.35 MQN23 PA01621228L 1.35 0.39

MDA7 PA01261856L 0.28 0.73 MQN23 PA01621356L 1.56 0.49

K24C02 TA03170993L 0.43 0.77 K21L13 TA02581644L 2.53 1.10

K24C01 TA03171284L 0.34 0.92 K21L13 TA02581151L 1.72 2.30

MXK23 PA04060331L 0.27 0.64 K21L13 TA02581628L 0.62 2.43

MCD7 PA01011383L 3.76 1.61 K21L13 TA02581593L 1.55 2.79

MCD7 PA01011155L 2.05 0.38 MPA24 PA01121386L 1.01 2.94

MKN22 PA02071476L 1.42 3.86 MPA24 PA01121339L 1.14 0.37

MKN22 PA02071295L 1.25 0.42 K14B20 TA02491278L 0.25 0.30

MIk19 PA01091469L 0.86 0.48 K14B20 TA02491441L 1.60 2.53

MIk19 PA01091654L 1.68 0.22 K2A18 TA01351827L 2.12 0.85

MIk19 PA01091532L 0.49 0.61 K2A18 TA01351501L 3.37 1.44

MIk19 PA01091739L 1.71 0.34 K2A18 TA01351844L 2.62 1.22

MHM17 PA00832627L 0.93 2.74 K2A18 TA01351418L 0.44 0.29

MUL3 PA00632990L 0.87 2.65 K1L20 TA02501170L 0.30 0.62

MUL3 PA00632938L 1.40 0.31 K1L20 TA02501392L 1.08 0.43

MJB24 PA00842112L 0.30 1.37 K1F13 TA01791596L 0.90 5.01

MJB24 PA00842589L 0.32 0.50 K1F13 TA01791158L 0.58 2.74

MSF19 PA01541824L 4.39 0.14 K1F13 TA01791435L 0.21 1.22

MJB24 PA00842137L 4.77 4.92 K1F13 TA01791495L 3.81 0.94

MSF19 PA01541549L 0.90 0.48 K1F13 TA01791277L 0.46 0.24

MUA2 PA00622344L 0.81 0.36 K1F13 TA01791156L 2.48 1.05

MUA2 PA00622280L 0.69 5.74 K1F13 TA01791353L 5.11 0.90

MUA2 PA00622158L 2.08 1.01 MSN2 PA02251617L 0.37 2.55

MUA2 PA00622148L 1.61 0.32 MUD21 PA01361316L 0.86 4.06

MRI1 PA01551176L 0.41 1.98 K8A10 TA03640908L 3.09 0.64

MTI20 PA01341702L 0.57 0.49 K8A10 TA03641006 1.45 0.14

K21L19 TA02851195L 0.73 0.43 K8A10 TA03641173L 0.52 0.11

MCK7 PA02461474L 0.19 0.89 K21H1 TA02671531L 0.33 2.09

MCK7 PA02461417L 3.76 0.74 K21H1 TA02671180L 2.66 0.33

MCK7 PA02461536L 3.30 2.04 K8K14 TA00712905L 2.02 5.08

MQJ2 PA03711102L 0.64 0.42 K8K14 TA00712838L 0.45 0.41

MQJ2 PA03711131L 3.22 1.79 K8K14 TA00712942L 0.61 0.49

MQJ2 PA03711271L 1.11 2.64 K8K14 TA00712983L 0.32 0.91

MZN1 PA02861509L 0.84 2.18 K8K14 TA00712987L 0.64 2.08

MZN1 PA02861265L 2.01 2.77 K8K14 TA00712642L 1.05 3.75

MZN1 PA02861663L 0.89 0.44 K8K14 TA00712765L 1.84 2.54

K19M22 TA02181404L 0.31 0.85 K8K14 TA00712727L 0.49 0.69

K19M22 TA02181301L 2.54 1.11 K9I9 TA01741136L 0.93 2.01

K18B18 TA03081458L 1.11 0.12 K9I9 TA01741561L 0.98 2.77

MNC17 PA02171395L 0.33 0.67 K9I9 TA01741877L 0.74 2.07

MNC17 PA02171367L 0.70 0.36 K9I9 TA01741629L 0.51 0.10

MNC17 PA02171125L 0.74 0.24

MNC17 PA02171414L 0.31 1.28

表 4．ゲノム DNA アレイにより見出された組織別リン酸飢餓応答領域 

転写量の変化        は 2 倍以上、       は 1/2 倍以下  
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Kazusa MIPS EST 葉cont 葉リン欠 根cont 根リン欠

MWJ3 PA01891617 ○ ○ ○ 0.81 0.55 2.24 2.85 transposon(pol polyprotein)

MUL3 PA00632872 ○ ○ ○ 1.35 1.89 4.63 4.59 transposon(pol polyprotein)41576-45388

MRI1 PA01551451 ○ × ○ 2.11 2.03 6.44 5.02 13819-14625にannote(AV533941)

MPA24 PA01121630 ○ × ○ 1.70 2.36 0.56 0.93 AX557722とAY050444はMPA24.4とズレている

MNC6 PA01831862 × × ○ 1.29 1.30 2.37 0.70 annoteは無いがAV523663がhit

K18G13 TA01591485 × × ○ 1.44 1.13 3.20 1.47 AY039867がhit

MUL3 PA00632963 × × ○ 0.58 0.84 3.15 3.47 At5g57120が実際は長くて257bが重なる？

MQN23 PA01621541 × × ○ 1.14 1.41 2.11 3.15 pseudoが在る。AV548356が133b重なる

MQN23 PA01621627 × × ○ 1.52 1.77 7.36 3.59 AI998078（これ何？）

MQN23 PA01621288 × × ○ 2.76 5.31 9.76 12.10 AV548618がAt5g65210まで延長？

MPA24 PA01121803 × × ○ 4.77 4.15 11.89 5.42 IAA9のexonが１個新たに追加(U18411)?

K8K14 TA00712843 × × ○ 0.53 0.63 1.33 2.88 K8K14.18のexonが780b離れている？

MPA24 PA01121315 ○ × × 1.31 2.26 1.87 1.28 2個の遺伝子をかずさのみ推定している。

MQN23 PA01621566 ○ × × 0.93 0.64 2.11 2.84 MIPSではannote無し

MQN23 PA01621512 ○ × × 1.94 1.49 8.61 6.40 MQN23.9、At5g10050?

MYN8 PA02421607 × × × 1.52 0.91 2.55 0.94
K13P22 TA02191323 × × × 1.81 2.76 0.55 0.36
K13P22 TA02191818 × × × 1.71 2.65 0.46 0.92
MCO15 PA01251334 × × × 8.01 4.82 9.45 12.78
MUL3 PA00632751 × × × 0.76 0.71 1.25 2.24
MUL3 PA00632687 × × × 1.07 2.25 4.72 4.52
K8A10 TA03641489 × × × 14.31 9.68 1.58 1.16
データベース検索：KazusaはKAOS(現在休止中)、MIPSはMATDB、ESTはNCBIのｄｂESTを検索し、遺伝子注釈あるいはESTが存在した場合○とした。

：遺伝子注釈情報、EST共に手がかりの無かった領域

親クローン ゲノム小断片名
データベース検索 相対的遺伝子転写量

 

 

 

 

 

 
表 5.ゲノム DNA アレイによりシロイヌナズナ 5番染色体 6.8Mb 中に見出された、非遺伝子構造領域からの

遺伝子発現 
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図 8．５番染色体長腕部のテロメア部(6.8 Mb)におけるリン酸飢餓応答性遺伝子発現 

       ：クローンの欠落箇所を意味する（表 1の青色クローン） 

       l:leaf コントロール   lp:leaf リン飢餓    r:root コントロール     rp:root リン飢餓 

※ ゲノムポジションの数字は、5番染色体長腕部のコンティグ領域 MGG23-K9I9(13Mb)の通し 

番号である。黄色線は小ゲノムアレイに使用した 10 個のクローン（表１のオレンジ色クロ 

－ン）を示す。  
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第 2 節 モデル植物ゲノム情報の他作物で

の遺伝子発現解析への利用 

 

１－２－１序章 

  

モデル植物から得られたゲノム情報が近縁種作

物の研究に利用されている。EST や各種 DNA マーカ

ーを利用し、マクロレベルでゲノム構造比較が行

われており、近縁種間では遺伝子の相同性や、遺

伝子の順序（リニアリティー）が高度に保存され

ている(Jod.D 2002)。イネをモデルとする単子葉

植物では、トウモロコシ、小麦、大麦、ソルガム

などのイネ科植物においてイネゲノムとの比較が

行われており、共通な DNA マーカーによる遺伝子

地図の作製や、遺伝子の存在予測が行われている

(Bennetzen と Ma 2003)。双子葉植物においても、

Fulton ら(2002)はシロイヌナズナゲノム配列とト

マト EST を比較し、種を超えて保持された同祖遺

伝子を 1025 個見つけている。しかし、モデル植物

の遺伝情報をゲノムワイドに利用し、他作物での

遺伝子発現解析を行った研究は少ない。 

モデル植物シロイヌナズナでは様々な器官から

集められた非重複 EST が 12,028 個得られており、

EST クローンを使用した cDNA アレイが作製され、

遺伝子発現解析に利用されている(Sasakiら 2000)。

この中には、蕾や莢(silique)由来の遺伝子クロー

ンも含まれている(Asamizu ら 2000)。 

シロイヌナズナでは、花の器官分化、根や葉の

形態分化、栄養成長から生殖成長への相転換など

多様な研究が行われている(Meinke ら 1998)。生殖

に関連した突然変異が見つかっており、遺伝子同

定も行われている(Preuss ら 1993， Twell ら 1998， 

Sander ら 1999， Mayfield と Preuss  2000， 

Shimizu と Okada 2000， Wilson ら 2001)。花粉分

化に関する研究も行われており、花粉と柱頭との

相互作用に関連したタンパク質が単離されている

(Takayama ら 2000a，Takayama ら 2000b，Mayfield

と Preuss 2000)。しかし、生殖器官特異的遺伝子

に関して、ゲノムレベルで研究された例は今のと

ころ無い。シロイヌナズナは花が小さく、花粉を

分化ステージ毎に採取することが困難なことも一

因である。これに対し、シロイヌナズナの近縁種

Brassica oleraceaの花はシロイヌナズナに比べて

大きく、葯や柱頭をステージ毎に採取することが

容易である。B.oleracea に属するキャベツ、ブロ

ッコリー、カリフラワーでは、シロイヌナズナゲ

ノムとの相同性が約 87%と推定された(Cavell ら

1998)。 

本研究では、モデル植物シロイヌナズナの遺伝

情報を利用し、他作物での遺伝子発現解析をゲノ

ムレベルで行った。B.oleracea に属するキャベツ

（Brussels sproupts）を材料とし、花粉分化ステ

ージ毎に採取した mRNA を用いて、蕾由来 EST クロ

ーンを含むシロイヌナズナcDNAアレイへのハイブ

リダイゼーションを行った。この結果から得られ

た組織特異的発現遺伝子について、シロイヌナズ

ナのゲノム情報を基にキャベツにおける生殖器官

特異性や遺伝子の同祖性を確認した。モデル植物

のゲノム情報を用いて、他作物におけるゲノムワ

イドな遺伝子発現解析を行った。 

 

１-２-２ 材料および方法 

 

1) 植物組織および mRNA 抽出条件 

(1) 供試した植物材料  

トマト品種 :ハウス桃太郎（ Takii Seed, 

Kyoto,Japan）、ダイズ品種:すずゆたか（栃木県産

原種）、シロイヌナズナ:コロンビアの各種子を定

法に従い殺菌し、ショ糖 3%および寒天 0.8 %を含

む MS 培地(pH 5.8)に播種し、１節に記述した無菌

培養条件で 3 週間栽培した。トマト、ダイズは本

葉を採取し、シロイヌナズナは胚軸から上部を採
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取し、液体窒素で凍結し-80℃で保存した。全 RNA

の抽出ならびに Poly(A) + RNA の精製方法につい

ては、1節の方法に従った。 

 

(2) Brassica oleracea 試料の調製 

 キャベツ B. oleracea var. gemmifera (Bru 

ssels sproupts) およびシロイヌナズナ(コロンビ

ア)を温室で栽培した。シロイヌナズナのロゼット

葉(AL)および花(AF)を採取し、Takada ら(2001)の

方法により mRNA を抽出した。AF には蕾から開花状

態のステージの花組織が含まれていた。 

B.oleracea では、4, 6’ -diamidino-2-phenyl 

indole (DAPI:Watanabe ら 1991)染色を行い、花粉

分化ステージの判定を行った。蛍光顕微鏡により

花粉の核数を確認し、対応する葯と雌蕊を 3 ステ

ージに分けて採取した(1 核期 ステージ[BA1 and 

BP1 蕾長: 4 ～ 5 mm]、2 核期 ステージ[BA2 and 

BP2 蕾長: 6 ～ 7 mm]、成熟期ステージ[BA3 and 

BP3 蕾長: >10 mm])。また、葉組織(BL)は栄養成

長期に採取した。mRNA 抽出は Watanabe ら(1999)

の方法により行った。 

 

2) cDNA マクロアレイ実験条件 

(1) ｃDNA マクロアレイの作製方法 

マクロアレイの作成条件はSasakiら(2000)の方

法に従った。非重複ESTクローン(Asamizu ら2000)

から蕾由来の cDNA クローンを約 50 %含む 2,880 個

の cDNA クローンを選択し、2 反復してスポットし

た。蕾以外のクローンには地上部、根、液体培養

植物由来のものが含まれていた(Asamizuら 2000)。

また、ハイブリダイゼーションのバックグラウン

ド値を測定するため、λファージのゲノム DNA(10 

ng/μl)を同じアレイフィルター中に 96 個スポッ

トした。標識プローブの調製方法は Sasaki ら

(2001)の条件に従った。 

 

(2) ｃDNA アレイのハイブリダイゼーション条件 

プレハイブリダイゼーションの条件は、時間と

温度条件を 50 ℃、15 時間で行った他は 1 節のゲ

ノム DNA アレイの条件に従った。ハイブリダイゼ

ーションは 50 ℃で 14 時間行い、フィルターの洗

浄条件は 0.2×SSC、55 ℃、15 分間で行った。ハ

イブリダイゼーションシグナルの取り込みについ

ては、1節に記述した方法に従った。 

 

(3) データ解析条件 

データの標準化方法については、フィルター毎

にバックグラウンドの平均を求め、反復した cDNA

クローンのシグナル値の平均値から差し引いたも

のをシグナル値(SV)とした。さらに、以下の式に

従って相対的シグナル値(RSV:relative signal 

value)を求め、以降の解析に使用した。 

       RSV=(SV/ΣSV) x 105 

 

3) EST クローンの塩基配列情報解析 

塩基配列情報の解析には、 NCBI (http: 

/www.ncbi.nlm.nih.gov) 、 The Institute for 

Genomic Research （以下 TIGR：http:// www.igr. 

Org /tdb /e2kl/ ath1/ ath1. shtml)、MIPS(http: 

//mips.gsf.de/proj/thal/db/ index. html) 、

Database for Arabidopsis Research and Tools （以

下 DART：http: //biochem. agr. nagoyau. ac.jp 

/atgenome/index_noframe. php3)を利用した。 

 

4) RT-PCR 条件および PCR産物のシークエンス条件 

  RT-PCR条件はWatanabeら(2000)の方法に従った。

poly (A)+ RNA を First-Strand cDNA synthesis kit 

(Amersham) により 1本鎖 cDNA を合成し、NotI-dT

プライマーと遺伝子特異的プライマーによる

RT-PCR を行った。 PCR 条件は、ExTaq(Takara)を

用いて(95℃１分、60℃2 分、72℃2 分)を 25 ない

し 30 サイクル行い、伸長反応を 72℃、5分で行っ
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た。PCR 産物をアガロースゲル電気泳動後にゲルか

ら切り出して MinElute Gel Extraction kit 

(Qiagen)により精製し、遺伝子特異的プライマー

に よ る 直 接 塩 基 配 列 解 読 を 行 っ た （ 310 

Sequencer：PE Biosystems, Foster City,CA,USA)。 

 

１-２-３ 結 果 

 

1) トマトおよびダイズの mRNA によるシロイヌナ

ズナ cDNA アレイでの遺伝子発現解析 

 トマトおよびダイズの葉から抽出したmRNAを用

い、シロイヌナズナcDNAアレイにハイブリダイゼ

ーションを行った。予備試験の結果、0.1×SSC、

65 ℃、30分の洗浄条件ではシグナル値の総計がシ

ロイヌナズナcDNAをハイブリダイゼーションした

場合と比較して小さく、発現解析には不適であっ

た（データ未掲載）。しかし、シロイヌナズナと同

じアブラナ科植物であるストック（Mathiola. 

incana）で同様の実験を行った結果では、トマト

やダイズほどのシグナル値の低下は起こらなかっ

た（桑田私信）。このことは、種間でのゲノム相同

性の差異を示唆している。そこで、ハイブリダイ

ゼーション温度を55 ℃一定とし、洗浄時の塩濃度

条件を1×SSC、0.5×SSC、0.1×SSCで15分×2回と

いう条件でシグナル値の変化を比較した。シグナ

ル値をヒストグラム化した結果から、シロイヌナ

ズナmRNAプローブでは全ての洗浄条件間において

シグナル値の分布には変化が無いのに比べ、トマ

トやダイズでは洗浄時の塩濃度が低くなるに従い

低シグナル化したクローンが増大した。ダイズで

はトマトに比べて分布の形状は保たれていたが、

シグナル値はやはり低下した（図9）。0.5×SSC、

55 ℃、5分×2回の条件で洗浄を行った場合、トマ

トではRSVがバックグラウンド値以上で、反復スポ

ット間の差が±2倍以内のクローンが全クローン

の約44 %(1,261個)であった。同条件ではダイズお

よびシロイヌナズナでも同様であった(図10)。以

上の結果、洗浄条件を0.5×SSC、55 ℃、15分×2

回とすることで、シロイヌナズナcDNAアレイによ

る他作物の遺伝子発現解析が可能なことが示唆さ

れた(図11)。 

 

2) 葯組織特異的発現遺伝子の同定 

B.oleraceaの葯において強く発現する遺伝子を

同定するため、3ステージ（１核期、2核期、成熟

期）のB. oleraceaの葯と雌蕊から mRNAを抽出し、

シロイヌナズナcDNAアレイに対してハイブリダイ

ゼーションを行った。各ステージのRSVを葉のRSV

と比較し、6～10倍、10倍以上となった遺伝子を選

抜した。この結果、葯と葉を比較して6倍以上の転

写量の変化を示した遺伝子クローンが99個（約

3.4 %）あった。6～10倍に変化した遺伝子が61個、

10倍以上に変化した遺伝子が81個であった。全3ス

テージを通して10倍以上であった遺伝子クローン

は61個（約2.1%）であった(表6)。 

 

3) 葯特異的発現遺伝子の機能について 

 葯組織で特異的に高発現していた99個の遺伝子

クローンについて、クラスタリングソフトウェア

（Tree &View: Eisenら 1998）による解析を行っ

た。葯では発現しない遺伝子や、葉と比べて極端

に弱い発現を示す遺伝子の同定も行うため、葯と

葉の比ではなく各組織のステージ(BA1,BA2,BA3, 

BP1,BP2,BP3,BL)間のRSVによりクラスター化を行

った。この結果、葯の発達に伴って類似した発現

パターンを示す3つの遺伝子グループに分類する

ことができた（図12）。Cluster-IaにはBA2で高発

現する4個のcDNAクローンが含まれていた。

Cluster-IIaにはBA1とBA2で高発現する21個の

cDNAクローンが含まれていた。Cluster-IIIaには

BA3で高発現するcDNAクローンが27個含まれてい

た（図12,表7）。この葯特異的遺伝子の15 %は、既
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に報告のある遺伝子に類似した機能を有していた。 

 

4) cDNAマクロアレイで得られた特異的遺伝子発現

の RT-PCR 法による確認 

 マクロアレイ法により得られた葯特異的発現の

信頼性を高めるため、25 個の cDNA クローン

(Cluster-Ia：3 クローン，IIa：13 クローン，IIIa：

9 クローン)について各遺伝子の特異的プライマー

による RT-PCR を行った(図 13)。プライマー設計に

は、シロイヌナズナゲノム情報(KAOS)を用いた。

シロイヌナズナでは花粉ステージ毎の採取が困難

であったので、鋳型となる poly (A)+ RNA は B. 

oleracea の葯(BA1,BA2,BA3)、花粉(BP3)および葉

(BL)から抽出したものを使用した。対照としてシ

ロイヌナズナ由来の花(AF)および葉(AL)から抽出

した poly (A)+ RNA を使用した。この結果、供試し

た 25クローンのうち 19クローンは AFに特異的で

あったことから、生殖器官特異的な発現遺伝子で

あると推察された。マクロアレイでのシグナル強

度と RT-PCR での発現強度が類似したものは 6クロ

ーン(32 %)であった(図 13)。この原因としては、

cDNA アレイのハイブリダイゼーション時に相同な

遺伝子のシグナルが混入したか、あるいはシロイ

ヌナズナと B. oleracea とのゲノム相同性が 87 %

と推定されている(Cavell ら 1998)ことから考え、

設計した遺伝子特異的プライマーのアニーリング

程度が不十分であると推察した。 

 RT-PCR産物がシロイヌナズナcDNAと同祖な遺伝

子であることを確認するため、マクロアレイの結

果と類似した RT-PCR 結果が得られた 6 クローン

(図 13)の増幅産物について、塩基配列を部分解読

した。この結果、#2804 クローンを除いたすべての

クローンにおける 塩基配列の相同性は平均

85.4 %であった（データ未掲載）。これは Cavell

ら(1998)が報告したゲノム相同率(87 %)とほぼ一

致していた。以上のように、シロイヌナズナ cDNA

マクロアレイにおいて葯特異的発現性を示したク

ローンは、 B. oleracea の poly (A)+ RNA から増

幅された PCR 断片と同祖関係にある遺伝子である

と推察した。 

 

１－２－４ 考察 

 

 ハイブリダイゼーション条件を操作(特異性の

感度を落とし、誤相補結合を許容する)することで、

シロイヌナズナゲノム情報を利用して他の作物種

における遺伝子発現解析を行うことが可能であっ

た。近縁種 B.oleracea を材料とした実験では、ゲ

ノム間の相同性が 87 %(Cavell ら 1998)であるとい

う結果を反映し、お互いの同祖関係にあると推察

される遺伝子の発現が検出できた。 

B. oleracea を使用した実験から得られた葯特

異的遺伝子の中には、生殖器官での機能が報告さ

れた遺伝子が含まれていた。Cluster-Ia に含まれ

る 4 個 の 遺 伝 子 の う ち 、 #1196 は XTH3 

(Endoxyloglucan transferase 3)であるが、この

XTH 遺伝子は細胞壁のセルロースとキシログルカ

ン構造の構成を行う酵素である(Nishitani と

Tominaga 1992，Nishitani 1997，Campbell と Braam 

1998，Yokoyama と Nishitani 2000)。XHT3 は蕾組

織においても発現していることが報告されている

(Yokoyama と Nishitani 2001) 。また、XHT3 遺伝

子のプロモーター解析の結果から、このプロモー

ターは葯壁において強発現していることが明らか

となった(Ariizumi ら 2001)。#2804 は lipid 

transfer protein（LTP）と相同な構造を持ってお

り、葯の分化初期に強く発現していることが今回

の結果から明らかとなった。シロイヌナズナでは、

これまでに 15 個の LTP 遺伝子が同定されており

(Arondel ら 2000)、#2804 クローンも in situ の結

果、葯壁に特異的な発現を行っていることが報告

されている(Rubinelli ら 1998)。Cluster-IIa に
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含まれる#1882 は oleosin-like protein (GRP20: 

glycine-rich protein) や  anther-specific 

protein (Kim と Chung 1997，Mayfield ら 2001)と

高い相同性を有していた。oleosin-domain を持つ

遺伝子がコードしている GRP は、葯壁から花粉コ

ートに移行してくることが明らかにされている

(Mayfield ら 2001)。Cluster-IIIa に含まれている

#350 は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に 11 個 あ る

polygalacturonase(PGA)のひとつであるPGA4であ

ると推察される。この遺伝子は、蕾や開いた花で

強く発現していることが知られている(Torki ら

1999)。#1244 は LIM-domain タンパク質をコードし

ている。このドメインを持つ遺伝子は葯分化ステ

ージの後期に働き、真核生物では遺伝子発現や細

胞骨格形成やシグナル伝達などの細胞分化の制御

機能を有する(Dawid ら 1995)。#1244 も葯（花粉）

の分化後期に働いていることから、柱頭のアクチ

ン骨格と相互作用しながら花粉発芽や花粉管伸長

を担っていると推察される。表 7 にリストされた

他の遺伝子についても既報の遺伝子と類似したも

のが含まれており、新規な葯特異的遺伝子と推定

される。しかし、組織特異的あるいは分化特異的

なホモログ遺伝子が未だ知られていないものが多

く、葯や花粉での役割について言及することはで

きない。今後は T-DNA タグラインやトランスポゾ

ンタグライン(Meissner ら 1999，Tissier ら 1999)

等を利用し、機能の推定を行う必要があると考え

ている。 

 様々な農業的形質についてシロイヌナズナをモ

デ ル と し た 遺 伝 解 析 が 試 み ら れ て い る 

(Alonso-Blanco ら 1999)。近縁種のアブラナ科植

物には種子の大きさや根の太さ等の農業形質に多

様な種が存在していることから、形質に関連した

遺伝子の単離にモデル植物の遺伝情報を利用する

ことは大切な技術であると考えている。本研究は

ヘテロプローブを利用したシロイヌナズナcDNAア

レイへのハイブリダイゼーションによって、モデ

ル植物情報を応用した遺伝子の単離、同定を十分

に行えることを明らかにした。今後は、モデル植

物を利用した養分吸収に関する研究成果が、農作

物へ応用する際に利用されるだろう。 
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１－２－５ 図および表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9．トマトおよびダイズ葉由来ｍRNA とシロイヌナズナ cDNA アレイとのヘテロプローブハイブリダイ

ゼーションにおいて洗浄時の塩濃度がシグナル強度の変化に及ぼす影響 
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図 10．トマト及びダイズ葉由来 mRNA とシロイヌナズナ cDNA アレイとのハイブリダイゼーション(0.5×

SSC,55℃,15min ×2)における反復スポット間の再現性 （図中の補助線は±２倍を意味する） 

 

 
                                                       ×5 
                                                           ×1/5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 11．トマト及びダイズとシロイヌナズナ間での作物種特異的発現遺伝子プロファイリング 

トマト、ダイズ、シロイヌナズナの葉由来 mRNA をシロイヌナズナ cDNA アレイにハイブリダイゼーシ

ョン (0.5×SSC,55℃,15min×2)し、シロイヌナズナの葉の発現プロファイルをコントロールとして転写

量の変化較を行った。図中の補助線は赤が 5倍、青が 1/5 倍を意味する。 
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図 12．葯組織特異的遺伝子のクラスタリング解析結果   

葉由来 mRNA のプロファイリングと比較して 6 倍以上の転写量の変化を示した 99 個の遺伝子について、

平均値を用いたクラスタリングを行った。系統樹の縦方向は組織および器官毎のステージの違いを意味す

る。各カラムの色は発現シグナル強度を示しており、青色が濃いほど高いことを意味する。 
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stage 1 stage 2 stage 3
6.0 <Anther(pistil)/Leaf＜10 24 17 20

10<Anther(pistil)/Leaf 30 23 28

AntherSignal ratio of reproductive organ
to leaf

 
表 6.葯分化ステージ毎の葯及び雌蕊特異的遺伝子数  

 
 
 
 
 
 

表 7．クラスタリング解析により得られた葯特異的遺伝子リスト 

BA1/BP1 1核期ステージ (蕾長4‒5 mm) ， BA2/BP2 2核期ステージ (蕾長6‒7 mm) ， BA3/BP3 成熟期ス

テージ (蕾長 >10 mm) ， BL 葉 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Signal intensity
Clone number BA1 BA2 BA3 BP1 BP2 BP3 Leaf Accession no. Annotation

Cluster-Ia
#25 126.1 438.4 34.4 43.2 20.4 72.4 23.3 AV533195 Extracellular superoxidase dismutase

#2272 54.1 89.0 7.7 2.1 2.3 1.9 5.2 AV532640 Dessication-related protein
#1196 50.7 132.1 4.0 1.0 0.9 0.9 2.6 AV533459 Endoxyloglucan transferase
#739 13.0 164.3 96.6 7.4 8.0 6.2 7.5 AV531861 Aspartic protease

Cluster-IIa
#2056 862.5 666.8 71.9 4.8 2.3 2.6 9.2 AV531300 ATA20
#225 923.4 497.4 38.6 9.4 8.0 9.5 10.4 AV531027 GTPase activating protein

#2239 182.0 98.4 28.6 3.0 3.1 4.0 6.9 AV531918 Putative NAM protein
#1039 687.9 429.1 112.3 16.8 16.5 22.1 12.6 AV532060 ATA20
#2745 188.2 124.1 52.6 17.1 18.0 15.4 15.4 AV531048 Dessication-related protein
#562 66.1 44.0 19.4 2.9 3.5 4.7 4.5 AV532673 ABC transporter-like protein

#1882 157.7 121.7 36.7 32.1 36.6 23.5 11.6 AV532617 Oleosin
#2812 439.1 473.4 71.7 23.4 8.2 31.5 9.2 AV532731 ATA20
#1158 30.7 35.9 2.0 1.1 0.7 1.2 2.6 AV531666 Proline-rich protein 
#2390 393.5 131.8 21.4 8.5 9.0 12.2 5.8 AV532252 unknown protein
#946 257.9 80.1 19.0 3.1 2.6 3.6 4.9 AV531283 Anthrqnilate N-hydroxycinnamoyl benzoyltransfer

#2804 4153.0 1264.0 20.8 18.0 4.9 16.5 16.4 AV530826 Lipid transfer protein
#502 1797.0 541.1 18.9 19.0 23.3 24.6 15.0 AV532643 Invertase inhibitor homolog

#1213 237.1 63.3 7.6 4.4 3.8 6.0 5.4 AV530440 Cysteine endopeptidase 1
#711 2293.0 854.7 106.3 151.0 243.0 164.6 65.5 AV532563 Histone H2A

#2714 434.2 37.8 23.2 17.0 12.8 14.3 10.4 AV530749 β-ketoacyl-CoA synthase
#680 89.3 18.8 11.5 5.8 9.5 9.8 8.2 AV532294 Quinone oxidoreductase
#645 62.5 15.9 18.1 8.7 9.5 15.5 4.6 AV531071 Putative GDSL motif lipase

#1673 101.4 34.3 18.7 17.8 13.1 13.5 9.9 AV532916 ATP dependent transmembrane transporter protein
#1586 51.2 22.2 14.2 8.3 5.5 8.4 5.0 AV533481 unknown protein
#554 175.0 77.2 41.4 26.0 32.0 25.4 5.3 AV530726 Putative protein

Cluster-IIIa
#625 10.2 28.7 290.9 4.3 3.2 5.1 6.5 AV533341 Galactose oxidase
#263 12.4 25.7 312.7 3.3 3.5 5.7 6.6 AV532925 Exopolygalacturonase

#2362 5.5 39.0 349.3 2.3 2.7 3.7 2.4 AV532678 Putative pectin methylesterase
#1936 15.3 58.8 527.8 6.0 3.9 7.1 7.5 AV531205 Putative pectin methylesterase
#1575 9.5 64.9 822.3 2.8 2.9 4.5 2.9 AV530962 Pectinesterase
#890 28.7 50.2 746.9 2.3 2.3 3.1 6.3 AV532213 Putative pollen specific protein

#2295 10.9 50.1 305.7 3.4 3.2 5.2 3.4 AV530964 Pectin methyl-esterase-like protein
#2336 42.2 338.0 2435.0 4.6 3.5 6.5 5.4 AV533514 polygalacturonase(PGA3)
#350 10.4 103.3 841.1 2.4 2.6 2.0 3.0 AV532315 Exopolygalacturonase

#1051 11.5 17.5 168.3 5.1 7.8 7.7 6.4 AV521862 Glutamine-dependent asparagine synthetase
#508 9.5 16.3 127.0 4.1 5.4 5.7 6.1 AV537361 Glutamine-dependent asparagine synthetase

#1696 15.9 43.8 351.0 12.5 6.1 11.7 5.2 AV531298 Pectin methyl esterase
#2507 30.3 85.8 661.7 14.8 14.6 17.9 23.8 AV531612 Pollen allergen (Ole e 5c)
#2092 9.3 28.2 208.9 6.0 4.3 9.4 4.8 AV532719 Putative protein
#256 11.4 27.8 203.1 4.2 4.3 7.3 5.7 AV531293 Exopolygalacturonase

#1007 18.8 27.6 373.6 7.0 10.6 10.7 10.3 AV531558 Pollen allergen (Ole e I)
#600 7.3 12.1 146.7 6.4 5.8 8.1 5.3 AV540384 putative(stomatin-like)

#1093 3.4 19.7 428.6 1.9 2.1 1.9 3.6 AV530346 Pectinesterase
#951 5.5 12.1 433.7 1.2 1.8 2.2 3.4 AV532491 No annotation

#1875 19.5 112.5 560.0 15.3 13.1 15.8 13.0 AV530928 Hypothetical protein
#49 22.1 104.0 536.7 31.9 27.1 29.2 16.0 AV531876 Unknown protein

#312 14.2 143.8 608.2 4.4 5.9 3.5 5.8 AV530298 ABA-inducible protein-like protein
#1205 7.4 9.9 60.0 6.2 7.2 10.7 6.3 AV522557 Sucrose transport protein SUC1
#182 9.8 24.2 130.0 12.2 12.3 23.0 12.1 AV521964 Sucrose transport protein SUC1

#1244 10.3 14.1 94.6 5.5 5.3 10.1 6.7 AV530706 Putative LIM domain protein
#2354 24.2 33.5 483.2 50.8 47.7 79.2 23.3 AV530742 Agp6
#1886 10.5 38.9 97.6 2.1 1.9 2.2 3.3 AV533447 Unknown protein
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図13．cDNAマクロアレイ解析により同定された生殖器官特異的発現遺伝子のRT-PCR解析結果  

キャベツ：BA1 １核期花粉ステージ(蕾長 4-5 mm) ， BA2  2核期花粉ステージ (蕾長 6-7 mm) ，BA3/BP3 

成熟期花粉ステージ(蕾長 >10 mm) ， BL 葉， シロイヌナズナ：AF 蕾，AL 葉 

NotI-dT により逆転写したcDNAに対して、各遺伝子特異的プライマーによるRT-PCRを行った。ポジティ

ブコントロールとしてヒトのVacuole－ATPaseを同時に供試した。 
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第２章 リン酸応答の網羅的遺伝子発現解 

折 

第 1節 シロイヌナズナ系統のリン酸応答 

 

２－１－１ 序 章 

 

 植物には様々なリン酸吸収戦略が備わっており、

その能力は遺伝的に異なっている。植物は根圏の

リン酸濃度が低下すると根毛が増加し、リン酸と

の接触面積を高めて吸収効率を高めていることが

知られている(Schmidt と Schikora 2001)。シロイ

ヌナズナでは、根圏のリン酸濃度が 50 μM より少

なくなると根数や側根数が増加し、オーキシンに

対する感受性が高まる(López-Bucio ら 2002)。ま

た、土壌中に大量に存在している不溶性のアルミ

ニウムリン酸塩やフィチンなどから積極的にリン

酸を吸収するために、キレート力の強い有機酸（ク

エン酸やピスチジン酸など）や有機物からリン酸

を遊離させる酸性フォスファターゼを根圏に分泌

している(Hirsch ら 1999，Baldwin ら 2001， 

Richardson ら 2001)。自然界では常にリン酸の欠

乏、飢餓という危険にさらされてきたため、植物

は巧妙なリン酸吸収の機構を進化の過程で獲得し

てきたと推察される。Narang ら(2000)はシロイヌ

ナズナのアクセッション間におけるリン酸吸収能

力の違いを報告している。リン酸源としてリン酸

カリウムとハイドロキシアパタイト(リン酸カル

シウム)を含む培地で 36 種のシロイヌナズナアク

セッションを栽培し、葉に蓄積したリンの量や、

根量、酸性フォスファターゼの分泌量などを比較

した。この結果、供試したアクセッションはリン

酸吸収能力の違いにより 3 つのグループに分けら

れた。標準的に実験に使用されている代表的アク

セッションであるコロンビア(Col-0)のリン酸吸

収能力は、高いグループには属していなかった。

しかし、低リン酸環境におけるコロンビアの生育

を他のアクセッションと比較した研究は少ない。 

モデル植物シロイヌナズナのゲノム配列解読に

使用されたコロンビアは、EST の集積やそれを利用

したcDNAアレイおよびタグライン作製にも利用さ

れている。しかし、コロンビアを用いてリン酸飢

餓応答性を研究するには、広くシロイヌナズナ種

内でのコロンビアのリン酸欠乏に対する応答性を

知る必要がある。 

シロイヌナズナのアクセッションは世界中で収

集されており、緯度、高度、土壌、気象などの異

なる地域で生息する多様な種が集められており、

研究に利用することができる。本研究では、コロ

ンビアを含む多数のアクセッションを用いて、低

リン酸条件に対する生育の違いを比較した。低リ

ン酸培地にアクセッションを無菌播種し、生育の

違いとリン酸欠乏時の特徴であるアントシアニン

蓄積について観察を行った。また、異なるリン酸

濃度条件間での生育量の変化についても比較を行

った。 

 

２－１－２ 材料および方法 

 

1) 供試したシロイヌナズナのアクセッション 

シロイヌナズナアクセッションの種子は、SASSC

から入手した 247 種 (表 8)を用いた。これにコロ

ンビアを加えた 248 種について供試した。 

 

2) 培地条件ならびに無菌播種方法 

低リン酸培地として、MS 培地(Murashige と

Skoog1962)のリン酸成分(KH2PO4)を100 μMに改変

したものにショ糖 2 %、寒天 0.8 % (Wako, 

Tokyo,Japan)を加え、pH 5.8 に調製したものをオ

ートクレーブにより滅菌し(121 ℃，15 分)、γ線

滅菌済み角型 2号シャーレ（Eiken,Tokyo,Japan）

に 40 ml 分注したものを使用した。標準培地とし

てリン酸濃度を 1 mM に調製したものを使用した。
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アクセッション種子を定法により殺菌し、1 cm 間

隔のグリッドをシャーレの底に当てて各10粒を等

間隔で播種した。シャーレ容器あたり 10 系統のア

クセッションを播種し、同時にコロンビア種子を

10 粒播種した。栽培条件は 12 時間日長（明／暗）

条件、光条件 35 μmol m-2s-1、温度は 22℃(一定)

で行った。また、シャーレはサージカルテープ

Micropore #1530-3 (3 M, St.Paul,MN ,USA)で

シールして通気性を確保した。 

 

3) 生育観察方法 

コロンビアの大きさと比較して、小さいものを

小、同程度を Col 並、大きいものを大の 3 段階に

分け、播種後4週間目に目視による観察を行った。

同時に、発芽率およびアントシアニンの蓄積につ

いて観察を行った。 

 

２－１－３ 結 果 

 

1) 247 種のシロイヌナズナアクセッションと比較

したコロンビアの生育 

 247 種のシロイヌナズナのアクセッションを低

リン酸培地(KH2PO4:100 μM)に無菌播種し、コロン

ビアとの生育比較を行った(表 9)。この結果、播

種後35日目の生育においてコロンビアと同等の生

育を示したものは全体の約 45 %（109/242:不発芽

5 種を除く）であった。また、35 日目までにすで

に枯死していたアクセッションが 19 種あった。 

植物におけるリン酸欠乏の症状として、アント

シアニンの蓄積はよく知られた現象である（Duff

ら 1989）。そこで、生育過程におけるアントシアニ

ン蓄積の有無について観察した。この結果、アン

トシアニンが認められたものは、コロンビアを含

めて約 95 %（220/232:分離した 8 種を除く）であ

った(表 9)。これらの結果からコロンビアは、供

試したシロイヌナズナアクセッションの中では低

リン酸条件に対して平均的な生育特性を持ってい

ると推察した。 

 

2) 低リン酸培地においてコロンビアとは異なる

生育を示したアクセッション 

低リン酸条件においてコロンビアとは異なる生

育を示したアクセッションが見いだされた。 

JA18,JA31,JA34,JA38,JA44,JA62,JA63,JA69, 

JA8, JA90,JA156,JA288 は栽培 35 日目の観察にお

いてコロンビアより旺盛な生育を示し、特に JA69

と JA83 は 2ヶ月後の観察時点でも緑色を保ってい

た(図 15)。シャーレ中で開花したアクセッション

（JA9,JA215,JA231,JA240）も見いだされた(図 16)。

これら特徴的なアクセッションのうち 8 種

(JA44,JA62,JA63,JA69,JA83,JA215,JA231,JA242)

について、低リン酸培地(KH2PO4:100 μM)と標準リ

ン酸培地(KH2PO4:1 mM)に同時に再度無菌播種し、

90日後に地上部の乾燥重量(80 ℃,24時間乾燥)を

比較した(図 14)。この結果、リン酸濃度の差に応

じて乾燥重量が変化したアクセッションと、ほと

んど差を生じないアクセッションが含まれていた。

乾燥重量の違いは、コロンビアおよび JA242 では

約 2倍、JA62 および JA63 ではそれぞれ 6.5 倍、7.8

倍の変化があったのに対し、JA44,JA69,JA83 では

30 %、JA215,JA231 ではほとんど変化が認められな

かった。乾燥重量変化が大きかった JA62 と JA63

は低リン酸条件での草型が小さい種であり、変化

がほとんど無かった JA215 と JA231 は早期に開花

した種であった(図 16)。 

 

２－１－４ 考 察  

 

 シロイヌナズナの代表的アクセッションである

コロンビアの低リン酸条件に対する応答性を把握

するため、多数のアクセッションとの生育の比較

を行った。この結果、低リン酸培地におけるコロ
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ンビアの生育は平均的なものであった。また、供

試したアクセッションの中には、低リン酸条件に

対してコロンビアとは異なる生育を示したものが

見つかった。播種後 2 ヶ月の時点ではほとんどの

アクセションは既に枯死しているのに対し、JA69

や JA83 は生育していた(図 15)。生育が遅延するこ

とで、低リン酸環境に対する適応が可能な種であ

ると推察された。JA215 や JA231 は、低リン酸区と

標準区とで生長量に変化が認められなかったが、

低リン酸条件では速やかに開花・結実を行ってい

た(図 16)。このアクセッションでは、異なるリン

酸濃度条件間で乾物重に差が無いことから、植物

体内に吸収されたリン酸量ではなく、根圏のリン

酸濃度環境に応じて生育相の転換が行われたと推

察された。これに対し、リン酸濃度が増加するに

伴って生長量が増大するアクセッションでは、リ

ン酸を吸収する容量が大きく、また吸収後のリン

酸の利用に関するメカニズムにも違いがあると推

察された。また、コロンビアと比較して短期間に

枯死したアクセッションについても、低リン酸環

境に対する反応が異なっている可能性がある。こ

れらの特徴的なアクセッションについて、低リン

酸環境への適応に関与する遺伝子座の特定を行う

ことは、今後の農作物の改良への手掛かりとなる

だろう。Yan(2001)らは、リン酸要求性の異なるマ

メ 科 植 物 (Phaseorus) 品 種 を 交 雑 し 、

RIL(recombinant inbred line)を作成してリン酸

吸収能力に関する QTL 解析を行っている。近年に

なり、DNA アレイ法と QTL 解析とを組み合わせた

e-QTL 法が開発されており、量的遺伝子の同定をゲ

ノムレベルで行う技術として注目されている

(Morgante と Salamini 2003，Bhalerao ら 2003)。

今後は、アレイ手法を応用した量的遺伝子の同定

技術が進展するものと期待される。 

 無菌培養による生育の比較は実験室内で簡易に

行え、環境変動要因の影響が少ないため再現性も

高い利点があった。しかし、植物個体同士の根が

絡み合ってしまい、根組織を分別して採取するこ

とが困難であり、根の重量変化を測定することは

できなかった。栄養条件の変化に応じて根毛の長

さや密度が大きく変化することが知られているの

で(Bates と Lynch 1996，Narang 2000)、根の形態

変化や成育量を測定することで詳細な低リン酸条

件に対する適応性を把握することが可能であろう。

イオンクロマト法を使用したリン酸蓄積量の測定

により、カーボン／リン酸含量比等を比較するこ

とで省肥料型品種の育成に関しても何らかの手掛

かりが得られるであろう。 
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２－１－５ 図および表   

         表 8．低リン酸応答性比較を行ったシロイヌナズナのアクセッション 
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　　　発芽状況     コロンビアとの相対的生育   アントシアニンの蓄積 開花

発芽 不発芽 0※ 小 Col並 大 無し 分離 有り

242 5 24(5) 122 109 11 11 8 220 4

※5種が不発芽、19種が枯死であった

 
 
 
 
表 9． アクセッションの生育観察結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14．シロイヌナズナアクセッションにおけるリン酸濃度と地上部乾燥重量の変化 

リン酸濃度の異なる MS 培地で 90 日間生育した植物体を 80℃で 24 時間乾燥し、アクセッション毎に 5

個体の乾燥重を測定した（●は平均値）。矢印の傾きが大きい程、リン酸濃度に応じて生育差が大きいこと

を意味する。 
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Control(KH2PO4:1mM) lowPi(KH2PO4:100μM)

35 days after seeding

65 days after seeding

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 15．低リン酸培地において生育遅延を示したアクセッション  

シャーレの右端（赤の囲み）のコロンビアは 65 日目には枯死しているが、JA69 と JA83 (緑の囲み)は

生育している。 
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図 16．低リン酸条件において、開花結実したアクセッション 

JA215 は標準濃度のリン酸条件では栄養成長していたが、低リン酸条件では開花・結実し生殖成

長を行っていた。しかし、乾物重量に差は無かった。

 

 
 
 
 
 

JA215 

Control (KH2PO4:1mM)   Low Pi（KH2PO4:100µM）
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第 2 節 リン酸飢餓における網羅的遺伝子

発現解析 

 

２-２-１  序 章 

 

ゲノム情報に基づき遺伝子発現変化を大量に解

析する手段として、DNA アレイ法が開発されてきた。

高等植物においても、様々な形式の DNA アレイが

ポストゲノム解析の手段として用いられている

(Somerville ら 1999，Schaffer ら 2000)。Girke ら

（2000）はシロイヌナズナの EST を 2,600 個利用

し、種子発達過程における遺伝子発現変化や組織

特異的に発現する新規遺伝子を同定した。

Deshikan ら(2001)は、シロイヌナズナの培養細胞

に対して過酸化水素処理を行い、酸素ストレスに

応答性を示す特異的発現遺伝子を同定した。また、

病原菌の感染や、防御反応に関係するサリチル酸

やジャスモン酸に応答する遺伝子の同定も報告さ

れている（Shenk ら 2000，Sasaki ら 2000）。

Seki(2002)らは、完全長 cDNA を用いたマイクロア

レイにより乾燥や低温ストレスへの遺伝子発現レ

ベルでの応答性を調べた。この結果、ストレス誘

導性遺伝子の発現傾向がノーザン解析とアレイ解

析との間で一致したと報告している。 

植物の養分吸収に関する研究もゲノムレベルで

行われている。Wang ら(2001)はトマトの根におい

て硝酸態窒素や無機栄養素(リン、カリウム、硫黄

等)に応答性を示す遺伝子を 1,280 個選抜し、硝酸

態窒素飢餓に特異的に応答する遺伝子の同定を行

った。Thimm ら(2001)は、鉄欠乏に応答する遺伝子

をシロイヌナズナで同定した。彼らの研究では、

DNA アレイ解析による発現変化を代謝経路中の遺

伝子に対応して解析しており、ストレス応答を植

物体内での生理的な側面から包括的に捉えている。 

リン酸欠乏に応答する遺伝子群に関しても研究

が行われている(Hammond ら 2003，Wu ら 2003)。

Hammond ら(2003)は、リン酸欠乏時に特異的に発現

が誘導される遺伝子のプロモーター検索を行った。

水耕栽培したシロイヌナズナにおいて、リン酸欠

乏に対して 2.5 倍以上の発現変化を起こした遺伝

子を同定し、新規なプロモーター配列を見つけた。

Wu ら(2003)は、同じく水耕栽培したシロイヌナズ

ナを材料として、リン酸飢餓処理に応答する遺伝

子の発現変化を報告した。彼らはリン酸飢餓処理

を 72 時間行い、中央値の 2 倍以上を示した 1,835

個の遺伝子について解析を行った。しかし、リン

酸吸収に関与する高親和性リン酸トランスポータ

ーAtPT2 遺伝子の誘導は認められなかった。AtPT2

は酵母の高親和性リン酸トランスポーター遺伝子

PHO84(Bun-Ya ら 1991)と相同な遺伝子として単離

され(Muchhal ら 1996)、リン酸欠乏時に根で発現

が増大することが知られている (Okumuraら 1998，

Mudge ら 2002)。 

酵母や大腸菌ではリン酸吸収に関与する因子が

同定されている。酵母におけるリン酸吸収遺伝子

は PHO 遺伝子群(PHO regulon)と呼ばれ、リン酸濃

度環境に応じてリン酸吸収の増大を行う機構が解

明されている (Bun-Ya ら 1991 ， Lenburg と

O’shea1996，Abel ら 2002，三村ら 2003)。PHO 遺

伝子群にはリン酸トランスポーター遺伝子

(PHO84)と酸性フォスファターゼ遺伝子(PHO5)が

含まれており、PHO84 欠損株では恒常的に PHO5 の

発現が誘導されていることが知られている。他に

PHO5 の遺伝子発現と協調して、ポジティブに誘導

される因子(PHO2, PHO4, PHO81)とネガティブに抑

制される因子(PHO80,PHO85)が見つかっている。リ

ン酸が豊富にある状態ではサイクリン(PHO80)/サ

イクリン依存性キナーゼ(PHO85)複合体によって、

酸性フォスファターゼ遺伝子(PHO5)の転写因子

PHO4 が高度にリン酸化され、PHO5 のプロモーター

への結合が起きない。逆にリン酸が欠乏した状態

では、サイクリン依存型キナーゼインヒビター
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(PHO81)が PHO80/PHO85 複合体に結合し、PHO4 のリ

ン酸化が阻害され、PHO2 および PHO4 が PHO5 遺伝

子プロモーター領域に結合し、PHO5 の転写量を増

大させると考えられている(Ogawa ら 2000)。しか

し、植物において PHO 遺伝子群と対応した遺伝子

に関する知見は少なく、遺伝子発現調機構の詳細

は不明である(Abel ら 2002，三村ら 2003)。植物の

リン酸代謝機構を解明するためにも、リン酸飢餓

に応答した遺伝子のゲノムワイドな解析が必要で

ある。 

本研究では、シロイヌナズナの cDNA アレイを用

いてリン酸飢餓処理が遺伝子発現変化に及ぼす影

響についてゲノムワイドに解析を行った。かずさ

DNA研究所で整備された非重複 ESTクローン 12028

個 (Asamizu ら 2000)を用いた cDNA マクロアレイ

と、Agilent 社(Palo Alto,CA,USA)が作製した 22K

オリゴマイクロアレイを利用することで、非重複

な22064個の遺伝子(シロイヌナズナ全遺伝子数の

約 87 %)を対象とした。Agilent 社の Arabidopsis 2 

Oligo 22K アレイには、シロイヌナズナ遺伝子の

5’非翻訳領域配列から設計した60merの合成オリ

ゴ DNA がインクジェット方式でスポットされてお

り、類似遺伝子間の交叉ハイブリを防ぐことがで

きる(Hughes ら 2001)。これら 2種類の DNA アレイ

を利用し、リン酸欠乏時に植物内で起きる遺伝子

発現変化を詳細に調べた。データ解析には web 上

の遺伝子データベース情報を利用し、既存の知見

との比較や代謝経路に及ぼす影響について検討し

た。 

 

２－２－２  材料および方法 

 

1) cDNAマクロアレイおよびマイクロアレイについ

て 

12,028 個のシロイヌナズナ cDNA クローン

（Asamizu ら 2000）を Sasaki ら(2000)の方法に従

い調製し、マクロアレイフィルターの作製を行っ

た。スポットはスポット機器 biomeck2000 

(Beckman)により 384 ピンを使用して行った。12×

8cm のナイロン膜 BioDyne A(Pall)に 4608 遺伝子

クローン（384 スポット×12／枚）を反復せずにス

ポットした。内部コントロールとして、λDNA 1 kb 

fragment（Takara）が 48 スポット、Human TFR 1 kb 

fragment (Takara)が 16スポット、ヒト oestrogen- 

related receptor γ (Gen Bank accession No. AF 

058291: KIAA0832: http: //www. Kazusa. or. 

jp/huge)ならびに hCLOCK(Gen Bank accession 

No.AB002332.1:KIAA0334:http://www.Kazusa.or. 

jp/huge)遺伝子を3分割した断片と全長断片を各4

スポット用いた。マイクロアレイは Agilent 

Arabidopsis 2 Oligo22K ア レ イ (Agilent 

Technology)を使用した。スポットされている遺伝

子は21,500個(http://www.chem.agilent.com/)で

あった。  

 

2) 植物液体培養条件 

シロイヌナズナのアクセッションであるコロン

ビアの種子を定法に従い殺菌し、 MS 培地

(Murashige と Skoog 1962)にショ糖 2 %を加え pH 

5.8 に調製したものを 200 ml 容積のジャム瓶

(M-225:Hakuyo Glass,Tokyo,Japan )に 40 ml 分注

し、オートクレーブ(121℃，15 分間)滅菌した後、

10 粒を播種した。発芽を揃えるために 4℃で一晩

管理したものを 22℃（一定）、40 μmol m-2s-1の 12

時間(明／暗)の日長条件で培養した。培養は水平

シェーカーIP-8900（EYLA,Tokyo,Japan）で回転培

養(100 rpm)を行った(図 17)。 

 

3) 培地中のリン酸濃度の測定方法 

液体培養時のリン酸の消費程度を調べるため、0

～29 日にわたり植物体の生育重量（新鮮重）と、

培地中の残存リン酸量を測定した。リン酸の定量
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は塩酸モリブデン比色法で行った (U-3000: 

Hitachi, Tokyo,Japan)。植物体重量は 10 個体、

リン濃度の測定は 3回行った。 

 

4) リン酸飢餓処理条件 

培養 21 日目に植物体を滅菌水で洗浄後、ペーパ

ータオルで軽く脱水し、KH2PO4のみを 10 μM に調

製した低リン酸 MS 培地に移植し、24、48、72 時間

のリン酸飢餓処理を行った。各処理は明期 8 時間

経過後に開始し、処理終了後には速やかに液体窒

素による凍結を行い-80℃で保存を行い、実験に供

した。 

 

5) poly (A)+ RNA の調製方法 

全 RNA の抽出は、材料を液体窒素中で粉砕した

後、RNeasy Plant mini kit(Qiagen)を用いて行い、

poly (A)+ RNA の精製は Oligotex dT-30Super 

(Takara)を用いて行った。 

 

6) cDNAマクロアレイのハイブリダイゼーション条

件 

100 ng の poly (A)+ RNA を ThermoScript RT-PCR 

kit(Invitrogen)を使用し、付属の oligo(dT)プラ

イマーにより逆転写し、その際に標識基質として 5 

μci の[α-33P]dCTP を使用した。未反応の dNTP を

PCR purification kit(Qiagen)により除き、液体

シンチレーションカウンター2500TR(パッカード

ジャパン、東京)により標識状態を確認しプローブ

とした。3枚で 1セットのマクロアレイフィルター

は、重ねる順序を入れ替えてプラスチックバッグ

に封入したものを 3 組準備し、5 μg/filter の

poly (dA)15(Takara)を含むチャーチリン酸バッフ

ァー(Church と Gillbert 1986)により 55℃、12 時

間以上のプレハイブリダイゼーションを行った。

プローブは98℃で5分間加熱後に氷水中で急冷し、

バッグから取り出したプレハイブリダイゼーショ

ンバッファーに混ぜて再度封入し、55 ℃で 18 時

間のハイブリを行った。洗浄は全て 63 ℃で行い、

2×SSC でリンス後、1×SSC で 15 分、0.1×SSC で

15 分×2回行った。 

  

7) マクロアレイデータ解析条件 

ハイブリダイゼーションシグナルをイメージン

グプレート(Fuji film)に転写し、蛍光イメージス

キャナーStrom830（Amersham）により 25 μm の解

像度でスキャンを行い、アレイ解析用ソフトウェ

ア Array Vision （ImagingRes,Ontario,Canada）

及び、表計算ソフトウェア Excel （ Micro 

Soft,WA,USA）を用いて解析した。取り込みデータ

(raw data)から各 DNA スポット近隣の非 DNA スポ

ット領域の値をバックグラウンドとして差し引き、

フィルターごとに計算した中央値で除してデータ

の標準化を行い相対発現量(RSV)として解析に用

いた。 

（RSV）=（raw data－back ground value）/median 

アレイにスポットしたサンプルのうち、PCR 産物

量が少なかったクローンや、複数の産物が増幅さ

れたクローンおよび、AGI コードに hit しないクロ

ーンを除いた9764クローンについてクラスター解

析ソフトウェア Gene Spring（Silicon Genetics, 

RoadWood City,CA,USA）により解析を行った。 

 

8) 22K マイクロアレイのハイブリダイゼーション

条件 

全 RNA 0.5 μgをLow RNA Inputリニア増幅＆ラ

ベル化キット（Agilent Technologies）および蛍

光 色 素 Cyanine 3-CTP 及 び Cyanine 5-CTP 

(Perkin-Elmer/NEN, Boston,MA,USA)により増幅し

て標識し、cRNA濃度を測定し各1 μgずつを試験に

用いた。ハイブリダイゼーション及びデータ測定

条件はすべてAgilent社が推奨するプロトコルに

従った。 
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9) 22K マイクロアレイデータ解析条件 

 解析用ソフトウェア Feature Extraction ver.6. 

1.1(Agilent)で数値化を行い、Excel（Micro Soft）

により解析を行った。得られたフィーチャ

（Agilent 社の DNA スポットの名称）シグナルにつ

いて、シグナルの飽和の確認と、バックグラウン

ドに対する有意性(Uniformity Outlier)の判定を

行った結果、21387 遺伝子が解析可能と判断された。

解析にはバックグラウンドサブトラクション、色

素補正、サロゲート値検査を全て行った最終フィ

ーチャシグナル値を用いた。クラスタリングには

解析ソフト Aquity2.0 (Axon Union City,CA,USA),

よ び MicroArray Analyzer(TREBAX) の Batch 

Learning-SOM プログラム（Kanaya ら 2001）を用

いた。 

 

10) ウェスタンブロット法条件  

 リン酸飢餓処理(cont, 6, 12, 24, 48, 72時間)

を行った植物体を液体窒素中で粉砕し、抽出バッ

ファー（50 mM Tris [pH 7.5], 10 mM β-ME, 1 mM 

phenylmethansulfonylfluoride :PMSF）を1 g/ml

の割合で加えてよく混合し、8000 rpm×15 min、4℃

の条件で遠心し、可溶性タンパク質の抽出を行っ

た。得られたタンパク質をブラッドフォード法

(Biorad)により定量後、定法によりSDS化を行った。 

SDS 化 し た タ ン パ ク 質 試 料 10 μ g を

Leammli(1970)らの方法によりSDS-PAGEを行い、セ

ミドライ式転写装置BE-211(Bio Craft,Tokyo, 

Japan)によりPVDF膜（Biorad, Hercules, CA, USA）

に転写した。Masudaら(2003)の方法に従い、光合

成関連タンパク質抗体（LSU,LHCP,PORC）を用い

ECL-plus ウェスタンブロットキット(Amersham)

により目的タンパク質の検出を行った。発光部位

の検出には、高感度CCD撮影装置LAS1000(Fuji 

film)を用いた。 

 

２－２－３ 結果 

 

1) 液体回転培養植物の生育状況 

 植物体を無菌的に扱うことで、水耕栽培で問題

となる藻やバクテリア等の繁殖や、移植時の損傷

などの要因を除くことが可能である。また、液体

培地を使用することで、栄養条件の変換も容易に

行うことができる。リン酸飢餓時における酵素活

性への影響(Duff ら 1998)やジャスモン酸応答性

(Sasaki ら 2001)の研究に、培養細胞や液体培養植

物体が用いられていた。そこで、植物体を無菌的

に液体回転培養し、リン酸飢餓処理を与えた(図

17)。4 週間に渡り、培養植物の新鮮重量と培地中

の残存リン濃度を測定した結果、培養植物の新鮮

重量は 14 日目頃から増加しはじめ、これに伴って

培地中のリン濃度は減少し、24 日でほぼ 0 となっ

た(図 18,19)。 

 

2) リン酸飢餓処理の条件設定 

液体培養条件の検討結果（図 18）を基に、培養

開始時の約1/3の量(390 μM)のリン酸が残存して

いる 21 日目にリン酸濃度を 10 μM に改変した低

リン酸 MS 培地に移植し、リン酸飢餓処理を 3日間

行った。10μM の濃度は一般的な土壌中の遊離リン

酸濃度(Bieleski 1973)を参考にした。植物体の生

育が急速に増加している21日目に低リン酸状態に

植物を移すことで、リン酸飢餓が誘導されると判

断した(図 19)。液体回転培養した 21 日目の植物体

は、根部と地上部組織とが絡み合った球状であっ

た。組織の分別時に傷を付けることで遺伝子発現

に影響が出ることが予想されたため、実験にはサ

ンプル採取直後の植物体全体を用いた。 

 

3) cDNAマクロアレイ法での解析に供した遺伝子ク

ローンの選抜 

マクロアレイでは、PCR 増幅が少なかったクロー
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ン、複数の増幅産物が認められたクローン、AGI コ

ードと対応しない遺伝子クローンを除外し、残っ

た 9764 遺伝子について解析を行った。AGI コード

に対応しないクローンについては、オルガネラ由

来の遺伝子の混入や、遺伝子のキメラ化（浅水私

信）が考えられたため除外した。また、無処理区

(0 時間)との転写量の変化が大きな遺伝子であっ

ても、発現量の低いクローンについては再現性に

問題が生じることが予想されたので、便宜的に各

リン酸飢餓処理区において 1 区でも中央値との比

が 1 以上を示した 6,793 クローンをプロファイリ

ングの対象とした。 

 

4) cDNAマクロアレイによるリン酸飢餓応答の解析 

(1) 遺伝子発現変化の概要 

無処理区と各リン酸飢餓処理区との遺伝子発現

比較を行ったところ、24 時間処理区の遺伝子発現

変化が大きな傾向を示した(図 20)。24 時間のみで

発現が上昇するものは 256 個もあったのに対し、

48 時間リン酸飢餓処理区ではあまり変化が見られ

ず、また 72 時間リン酸飢餓処理区では発現が減少

する遺伝子が多くなる傾向が認められた(図 21)。 

各リン酸飢餓処理区において、１区でも無処理

区に対する転写量の変化が 5倍以上、あるいは 1/5

倍以下を示した遺伝子を選んだところ、5倍以上を

示したものは 330 個、1/5 以下を示したものは 238

個が得られた(補助データ 1)。 

 

(2) リン酸飢餓に応答する既知遺伝子の動き 

RNS1(At2g02990)はリン酸飢餓時に発現が誘導

され、遊離型のリン酸を合成すると考えられてい

る分泌型 S-like RNase である(Bariola ら 1999)。

RNS1 はリン酸飢餓に応答し、プロモーター領域に

MYB ドメインを持つ遺伝子群に属している(Rubio

ら 2001)。この他にも高親和性リン酸トランスポー

ターAtPT2（At2g38940 : Muchha ら 1996， Mukatira

ら 2001）や、葉緑体チラコイド膜の生合成に関与

し、リン酸欠乏時に発現が上昇することが報告さ

れている含硫脂質合成酵素 SQD1 (At4g33030)およ

び SQD2 (putative protein：At5g01220)が同様に

24 時間リン酸飢餓処理区で高い転写量の変化を示

した(Benning ら 1993，Yu ら 2002)。これらの結果

から、24 時間以降の処理においてリン酸飢餓が誘

導されていることが示唆された。 

 

(3) 未知なリン酸飢餓誘導性遺伝子の機能推定 

リン酸飢餓に応答した遺伝子群について、細胞

内局在性をDART (http:// biochem.agr .nagoya-u. 

ac.jp/atgenome/ index_noframe. php3)により確

認し、各遺伝子のアミノ酸配列から相同性検索及

び核内局在性、膜貫通構造、特徴的モチーフ構造

の有無をインターネット上のデータベース NCBI 

database(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 、 TIGR 

Arabidopsis thaliana genome annotation data 

base (http : // www. tigr. Org / tdb / e2kl /ath1 

/ath1.  shtml)、MIPS(http://mips. gsf.de/proj/ 

thal/db/index.html)により調べた。この結果、従

来は unknown protein や hypothetical protein あ

るいは putative protein と分類されていた遺伝子

の中にも機能の推定が可能なものや、構造の類似

した遺伝子が含まれていることが明らかとなった。

hypothetical protein、unknown protein、putative 

protein とされた遺伝子は、発現が上昇したグルー

プでは 176 個（53.3%）、減少したグループでは 81

個（34%）含まれていた (補助データ 1)。 

全ての区において強く発現する At1g73010 は、

当初 hypothetical protein とされていたが、アミ

ノ酸構造から相同性検索した結果、トマトやイネ

で見つかっている酸性フォスファターゼとの相同

性があり、リン酸欠乏時に働くことで遊離リン酸

の供給を担うものと推察された。 

イオントランスポーター様の構造を持つ遺伝子



栃木県農業試験場研究報告 第 56 号 

 57

も含まれていた。24 時間リン酸飢餓処理区で高発

現する At5g52450 (putative protein)は、12 回の

膜貫通ドメインを有する Mate efflux protein 

family であった。この他にも、At5g38380 (unknown 

protein) 、 At2g38460 (unknown protein) 、

At1g55910 (hypothetical protein) 、 At3g06450 

(unknown protein) 等は 8 回の膜貫通ドメインが

予測される金属イオン（あるいはアニオン）トラ

ンスポーターと推定された。At1g05360 (unknown 

protein)は 6 回の膜貫通ドメインを持つ液胞膜貫

通型タンパク質と推定された。リン酸トランスポ

ー タ ー と し て AtPT2 (At2g38940) と PHT2:1 

(At3g26570)葉緑体リン酸トランスポーター

(Versaw と Harrison 2002，Ferro ら 2002)遺伝子

が含まれていたが、AtPT2 は飢餓処理時間に応じて

上昇する傾向を示していたのに対して、PHT2;1 の

転写は 24 時間目に増加した後は減少した（データ

未掲載）。 

環境ストレスに応答すると予想される遺伝子も

含まれていた。呼吸鎖の complex III 形成に関連

したBCS1タンパク質の遺伝子(At3g50930)や、様々

な病害抵抗性関連遺伝子と類似した遺伝子

(At1g58140, At2g40000, At5g41570)が含まれてい

た。アレルゲン性物質としても知られるヘベイン

タンパク質の遺伝子(At3g04720)の発現量が 24 時

間以降に高くなる傾向を示した。この他にも、解

毒やストレスへの応答性が指摘されるP450系遺伝

子 と し て 発 現 が 上 昇 す る も の (At4g37310, 

At3g14620 ,At2g22330) と 、 減 少 す る も の

(At1g01280, At2g46960, At3g26280)が含まれてい

た。 

転写因子と推定されるものも含まれていた。

AP2/EREB ドメインを持つ転写因子が 6 個含まれて

おり、発現が上昇するものが 5 個（At1g28370, 

At3g12600, At1g73540, At1g77640, At5g61600）、

減少するものが 1個(At3g14230)あった。この他に

も Myb 関連転写因子である At5g60890 は 1/5 倍以

下に減少していた。CREB 型が１個(At3g48360)、

WRKY 型 が 2 個 (At4g18170, At2g30590) 、

zinc-finger 構造を持つものが 12個(8個が発現上

昇、4個が発現減少)含まれていた。EREB,CREB,WRKY

の関与する生命現象は多岐にわたるが、エチレン

を介した老化や、黄化、抵抗性誘導などが明らか

となっている。エチレンに関連したエチレン応答

因子 ERF(Etyhlene Response Factor)は 4 個含まれ

ており、全て転写量は増加していた。 

 

(4) リン酸飢餓処理による光合成関連遺伝子発現

の抑制 

遺伝子の転写量が無処理区に対して 1/5 以下に

減少した遺伝子には、光化学反応系の構成に関与

する遺伝子や、RuBisCO タンパク質に関連した遺伝

子が多く含まれていた。タンパク質の核内移行性

予測プログラム(Target P)による検索の結果、葉

緑体への移行性が予想された遺伝子のうち、発現

が増加した遺伝子は13 %(43/330)であるのに対し、

転写量が減少した遺伝子は 26 %(62/238)が含まれ

ていた。ミトコンドリアへの移行性を持つものの

割 合 は そ れ ぞ れ 9.4 %(31/330) お よ び

6.7 %(16/238)であったことと、シロイヌナズナゲ

ノム全体の葉緑体関連遺伝子は 14 %、ミトコンド

リア関連遺伝子は 11.4 %と予測されていることか

ら考えて(AGI 2000)、リン酸飢餓処理は光合成に

関連した遺伝子発現の抑制を引き起こしているこ

とが示唆された。 

 

(5) リン酸飢餓処理が光合成関連タンパク質合成

に及ぼす影響 

リン酸飢餓が光合成関連遺伝子タンパク質の合

成に与える影響を調べるため、RuBisCO LSU、LHCP 

(Light-Harvesting Chlorophyll a/b  Pigment- 

Protein Complex) 、 PORC (Protochlorophyllide 
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oxidoreductase type C:Masudaら2003)の3つの光

合成関連タンパク質の抗体を用いて、ウェスタン

ブロット法によるタンパク質合成への影響を調べ

た。この結果、供試した3つの遺伝子のタンパク量

は、マクロアレイ解析結果と同様に24時間以降の

区で減少していた(図22)。LHCP以外は葉緑体にコ

ードされる遺伝子であることから、これら光合成

関連遺伝子発現の低下現象は、核とオルガネラの

両方で起きていることが示唆された。 

 

5) cDNAマイクロアレイによるリン酸飢餓応答性の

解析 

(1) 2種類のアレイ解析に含まれている遺伝子 

マイクロアレイ(Agilent Arabidopsis 2 Oligo 

22K)には、21,500 個のシロイヌナズナ遺伝子が含

まれていた。一方、マクロアレイ解析では、AGI コ

ードに対応している9764遺伝子について解析した。

この 2 種類のアレイに含まれている遺伝子の重複

を調べた結果、マイクロアレイにはマクロアレイ

の遺伝子が 9,200 個(94.2 %:9,200/9,764)含まれ

ていた。しかし、564 クローン(5.8 %: 564/9,764)

はマクロアレイにのみ含まれていた(図 23)。 

 

(2) コントロール区の違いが両アレイ発現解析に

及ぼした影響 

リン酸飢餓処理はマクロアレイ実験と同じ処理

条件で行った。コントロール区として、リン酸飢

餓処理期間中に起こる生長に伴う変化を考慮し、

並行無処理区(24, 48, 72 時間)を設けた。また、

予備試験としてマクロアレイ実験と同様の無処理

区(0 時間)を設け、2つのコントロール区に対する

転写量の変化の比較を行った。並行無処理区は、

リン酸飢餓処理と同時に標準リン酸濃度の培地に

植物体を移植して行った。これらのハイブリダイ

ゼーション実験はすべて 2 反復で行った。発現解

析には、マイクロアレイ解析ソフトウェア Feature 

Extraction ver.6.1.1 (Agilent)で得られた最終

フィーチャシグナルを用いた。対応するリン酸飢

餓処理区と並行無処理区との転写量の変化を求め、

ハイブリダイゼーションシグナル値の飽和度判定

及びバックグラウンドとの有意判定をパスした

21,387 遺伝子について遺伝子発現解析を行った。 

2 倍以上に転写が増加した遺伝子の数を調べる

と、無処理区と比較した場合では 48 時間飢餓処理

区で該当する遺伝子数が最も少なく、並行無処理

区と比較した場合とは傾向が逆転していた(デー

タ未掲載)。5 倍以上に発現が上昇した 70 個の遺伝

子について、無処理区と並行無処理区を用いた転

写量の変化のデータ比較を行った。双方のコント

ロール区に対する転写量の変化の変化パターンが

一致す る遺 伝子も あっ たが、 At4g15210.1

（glycosyl hydrolase family14：beta-amylase）

のように並行処理区との転写量の変化が強調され

る遺伝子や、At2g11810.1 (putative monogalacto  

cyl diacylglycerol synthase: MDGD)のように全

く異なる発現パターンを示す遺伝子があった(表 

12)。この遺伝子は、Awai ら(2001)が報告した

AtMGD3（現在は MGD3）であり、リン酸飢餓に応答

して強く発現が誘導される。2種類のコントロール

区との比較では、並行無処理区との比較を用いた

転写量の変化が一致していた。 

 

(3) リン酸飢餓に応答した遺伝子発現の概要 

発現変化が 2 倍以上、あるいは 1/2 倍以下とな

った遺伝子は、それぞれ 1,092 個および 468 個で

あった。このうち 48 時間飢餓処理区においてのみ

発現が変化した遺伝子は、上昇したものが 474 個

（43.4 %：474/1,092）、減少したものが 306 個

（65.4 %：306/468）得られ、他の処理区に比べて

顕著に多かった(図 24)。この傾向は、ユークリッ

ド距離によるクラスタリングを行った結果からも

明らかで、24 時間飢餓処理区および 72 時間飢餓処
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理区と 48時間飢餓処理区とは異なるノードに分か

れた(図 25A)。リン酸飢餓処理後の 48 時間で遺伝

子発現の変動が最も大きくなり、72 時間で沈静化

するという傾向はWuら(2003)が報告した水耕栽培

によるシロイヌナズナでのリン酸飢餓応答性結果

とよく一致していたが、Hammond ら(2003)が報告し

た傾向とは異なっていた。 

 

(4) リン酸飢餓誘導性遺伝子のクラスタリング 

K-means 法により 5 個のクラスタリングを行っ

たところ、48 時間リン酸飢餓処理区で発現がピー

クとなる a グループ(438 遺伝子),b グループ(181

遺伝子)と、飢餓処理が進むに従って遺伝子発現が

上昇する c グループ(275 遺伝子),d グループ(104

遺伝子)、および発現が抑制される eグループ(499

遺伝子)に分類できた(図 25B)。 

a および b のグループには Cytochrome p450、

Glutathione transferase、 Glycosyl hydrolase 

family 、 WRKY family transcription factor 、

Xyloglucan endotransylglucosylase/hydrolase、

Auxin induced protein、ABC transporter、PEPCase、

リン酸トランスポーターが含まれていた。

Glutathione transferase については、リン酸欠乏

で転写量が増加した例がトマトで報告されている

(Wang ら 2001)。 

c および d のグループには、 Inorganic 

phosphate transporter を は じ め Nitrate 

transporter putative 、 Potassium transporter 

putative、Sulfate transporter protein などのイ

オントランスポーター類に加え、Ribonuclease 

RNS1、Myb family transcription factor family

などが含まれていた。 

e グループには Auxin regulated protein や

Ribosomal protein の他に、光合成に関連したタン

パク質遺伝子が非常に多く含まれていた。 

この他に病原抵抗性関連遺伝子が各クラスター

に含まれていたが、cや dなど発現が上昇していく

グループには 1個しか含まれていなかった。aおよ

び b グループに含まれていたのは TIR、TIR-NBS、

cc-NBS-LRR 型のものだったのに対し、e グループ

には TIR-NBS-LRR 型が含まれていた。 

 

(5) 既知のリン酸飢餓応答遺伝子発現の変化 

リン酸飢餓応答が知られている主な遺伝子の発

現を調べたところ、Ribonuclease 遺伝子 RNS1、含

硫脂質合成酵素遺伝子 SQD1 および SQD2、リン酸ト

ランスポーター遺伝子 AtPT2 はマクロアレイ解析

の結果と同様に発現が誘導されていた(補助デー

タ 2 および、表 12)。しかし、水耕栽培したシロ

イヌナズナでリン酸飢餓応答性を調べた Wu ら

(2003)らの結果では、AtPT2 の発現誘導は起きてい

なかった。今回の結果で、AtPT2 は 2 種類のアレイ

において24時間リン酸飢餓処理区から強く発現が

誘導されていた。従って、本実験で行ったリン酸

飢餓処理により、リン酸の吸収増大を行う特異的

応答(Wykoffら 1998)が誘導されていることが示唆

された。 

 

(6) 光合成に関連した遺伝子の発現変化 

光合成に関連した遺伝子の発現変化は48時間飢

餓処理区で顕著であり、マクロアレイと同様に抑

制されている傾向にあった。発現変化が 0.5 倍以

下となった 468 遺伝子について細胞内移行性予測

プログラム TargetP による分類を行ったところ、

葉緑体移行性を有するものは 36.8 %含まれていた

（表 10）。そこで MicroArray Analyzer ”TRE- 

BAX ”( Kanayaら2001)によるBatch Learning -SOM

解析を行った結果、これらの遺伝子の多くは 48 時

間飢餓処理区で一度減少し、72 時間飢餓処理区で

転写量が戻る変化パターンを示すセルに集中して

いた（図 26,27）。 
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(7) 葉緑体局在タンパク質遺伝子の発現変化 

Ferro ら(2002)は、ホウレンソウ葉緑体中の可溶

性タンパク質のアミノ酸配列を同定し、シロイヌ

ナズナゲノム上の相同遺伝子の同定あるいは推定

を行った。彼らが報告した葉緑体包膜や内外膜、

ストロマに局在する 53 個のタンパク質（1 個は

plastid）のうち、マイクロアレイ中には 48 個の

遺伝子が含まれていた(表 11)。解析の結果から、

48 時間リン酸飢餓処理区で発現量が低下している

ものが認められた。影響が最も顕著だったのは、

ストロマに存在していると予測された遺伝子であ

った。この他にも、内膜に存在する物質輸送に関

連した遺伝子で発現低下が起きていた。この中に

は At3g26570.1（現在 PHT2）というリン酸トラン

スポーター(putative)が含まれていた（表 11）。 

 

(8) マイクロアレイ解析の結果得られたリン酸飢

餓誘導遺伝子 

リン酸飢餓処理により転写量が 5 倍以上増加し

た遺伝子が 70 個得られた(表 12)。この中には、リ

ン酸欠乏応答性が報告されている RNS1、SQD1、SQD2、

AtPT2、MDG2 が含まれていた。また、デンプン合成

や糖の代謝に関連した遺伝子、リン酸ホメオスタ

シスに関与するATACP5酸性フォスファターゼ遺伝

子(delPozo ら 1999)、新規なトランスポーター

(At1g73220.1)、アニオン交換タンパク(At4g 

23700.1,  At3g44920.1) などが含まれていた。ま

た、酵母の PHO81 と共通の SPX ドメインを持つ

Ids4-related 遺伝子も含まれていた。この他には、

Glutathione transferaseやキチナーゼ等の糖分解

酵素が多く含まれていた。その他には機能の未知

なものが 20 個含まれていた。 

 

6) リン飢餓応答による解糖系代謝関連遺伝子発

現への影響 

Theodorou ら(1993)はリン酸飢餓に対する適応

として、ATP や Pi 等を媒介とした酵素反応系に代

わり、解糖系代謝におけるバイパス経路が誘導さ

れることを報告している。そこで、解糖系に関与

する遺伝子（候補）の発現変化について調べたと

ころ、ショ糖からフラクトースへの分解と、3-ホ

スホグリセルアルデヒドまでの経路ではバイパス

(図 28)経路の活性は認められなかった。これに対

し、ホスホエノールピルビン酸(PEP)からオキザロ

酢酸(OAA)を合成するホスホエノールピルビン酸

脱炭酸酵素遺伝子(PEPCase)の転写量は増加して

いた。PEPCase と推定される At3g14940.1 は 48 時

間において 2.89 倍に上昇し、同じく At2g42600.1

は 24時間リン酸飢餓処理区において 2.5倍に上昇

していた。OAAからPEPを合成するPEPC kinaseや、

PEP からピルビン酸を合成するピルビン酸キナー

ゼ(PK)も 48時間リン酸飢餓処理区で同等の発現上

昇が認められた。しかし、OAA からリンゴ酸を合成

するリンゴ酸脱水素酵素遺伝子(MDGD)は変化が認

められなかった。ミトコンドリアにおけるリンゴ

酸合成酵素遺伝子(NADP malic enzyme)や、OAA か

らクエン酸を合成するクエン酸合成酵素遺伝子

(Citrate synthase)は 40%程転写が増加していた。

Wu ら(2003)の行ったリン酸欠乏処理では、解糖経

路でのバイパス発現は認められていなかった。

AtPT2 の誘導が起きなかったことと考え合わせる

と、彼らとは異なるリン酸飢餓応答が起きている

ものと推察された。 

 

7) カルビン回路に関与する遺伝子発現への影響 

リン酸欠乏に適応して、エネルギー消費量を抑

制するために光合成が抑制されることが知られて

いる(Natr 1992)。葉緑体では ATP 合成が行われて

いることが知られており、特にリン酸の欠乏が代

謝に影響することが予想されたため、カルビン回

路に関与する遺伝子の転写量の変化を調べた。こ

の結果、RuBisCO 遺伝子(RuBPCase)の活性は 48 時
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間飢餓処理区においてほぼ半分に低下していたが、

RuBPCase の小サブユニット遺伝子(At5g38410.1, 

At5g38420.1, At1g67090.1, At5g38430.1)では、

24 時間飢餓処理区で発現が上昇(1.38-2.88 倍)し

てから48時間飢餓処理区で減少していた。この他、

グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素遺伝子

やセドヘプツロースビス脱リン酸酵素遺伝子など

が同様に 48時間飢餓処理区において 1/3程度に発

現低下していた。このことから、リン酸飢餓が葉

緑体の活性を低下させたことが明らかとなった

(図 29)。 

 

２－２－４ 考 察 

 

マクロおよびマイクロ cDNA アレイ法により、シ

ロイヌナズナに予測された全遺伝子25,498個(AGI 

2000)の 86.5 %に相当する遺伝子について、リン酸

飢餓に対する応答性を調べた。この結果、リン酸

の吸収増大を行う特異的な反応(Wykoffら 1998)や、

リン酸の再循環的利用に関する遺伝子転写レベル

での応答が明らかとなった。さらに、葉緑体内の

チラコイド膜を構成する糖脂質合成遺伝子や光合

成産物の合成遺伝子の転写量が増加する一方で、

光化学反応系の構成タンパク質遺伝子などの多く

は 48 時間で一度減少し、72 時間で転写量が復帰す

るパターンを示した(図 26,27)。 

リン酸輸送に関する遺伝子(三村ら 2003)の転写

量は、細胞内へのリン酸を輸送する Pht1 型トラン

スポーター8 個の内の 6 個が、48 時間リン酸飢餓

処 理 以 降 に 2 倍 以 上 に 増 加 し た 。 特 に

AtPT2(Pht1:4)は、24 時間リン酸飢餓処理の時点で

10 倍に増加した。Wu ら(2003)の研究では AtPT2 の

発現誘導が起こらなかったが、彼らの行った水耕

栽培では養分を定期的に供給していたのに対し、

本実験の液体培養系は養分供給を行っていないの

で、リン酸飢餓処理を開始した時点で液胞に貯蔵

されていたリン酸量に違いがあったか、液体培養

した影響が液胞の構造に及んでいたことも推察さ

れる。葉緑体へのリン酸トランスポーターPht2 は、

48 時間リン酸飢餓処理区で転写量が約 50 %に低下

し、ミトコンドリアへのリン酸トランスポーター

Pht3:2(At3g48850.1)は、48 時間リン酸飢餓処理区

のみ 5 倍に増加した(表 12)。これらのことから、

リン酸の欠乏に対してリン酸の輸送が選択的に行

なわれており、細胞内への輸送や他の細胞（成長

部位）へは積極的にリン酸を輸送するが、葉緑体

へは輸送が抑制されていることが遺伝子転写レベ

ルの解析結果から推察された(図 30)。 

リン酸トランスポーターの転写量が減少してい

る葉緑体では、光合成に関連した遺伝子の転写に

対するリン酸飢餓の影響が認められた。葉緑体へ

の移行が予測される遺伝子について、糖の生合成

に関与するデンプン合成酵素遺伝子 (At1g 

32900.1: starch synthaseputative)や、ショ糖リ

ン酸合成酵素遺伝子 (At4g10120.1: sucrose- 

phosphate synthase-like protein)、G-6-P トラン

スロケーター遺伝子 (At1g61800.1: glucose-6- 

phosphate/phosphate‒translocator precursor 

putative) の転写量は5倍以上に増加した(表12)。

Ciereszoko ら(2001)はリン酸転流に関する突然変

異 pho1 および pho2 を利用して、リン酸欠乏時の

植物体における炭水化物量の変化を調べ、リン酸

欠乏時の葉ではグルコースとデンプン量が増加し、

ショ糖が減少したことを報告している。今回の結

果は、リン酸欠乏に応答してリン酸の再循環利用

が促進され、光合成産物が増加するという彼らの

説と一致した。チラコイド膜を構成するリン脂質

の代替となる含硫脂質の合成遺伝子(SQD1、SQD2)

や、糖脂質合成遺伝子 MGD3（Awai ら 2001）は 5倍

以上に転写量が増加し、MGD2(At5g20410)の転写量

が約 2 倍に増加した。しかし DGD 遺伝子に関して

は、DGD2 遺伝子がリン酸欠乏により強く誘導され
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るという Kelly ら(2002)の報告とは異なり転写量

は変化しておらず、DGD1(At3g11670) が 2 倍に増

加していた（補助データ 2）。今回の培養系では炭

素源としてショ糖を加えており、糖代謝にも影響

がでていると推察されることから、DGD2 の転写を

制御する何らかの物質の蓄積が影響したのかもし

れない。最近ではメタボロミクスが発達しており、

リン酸飢餓時に植物体内で起きる代謝産物の変化

を調べることも今後必要であろう。 

 植物体内のリン酸分子の不足を補う応答

(Theodorou 1993)も転写レベルで起きていた。解

糖系においてPEPからOAAへの変換を行うPEPCase

遺伝子の転写量が約 3倍に増加した。OAA から PEP

を合成する PEPC kinase 遺伝子や、PEP からピルビ

ン酸を合成するPK遺伝子の転写量も増加していた

ことは、TCA サイクルを活性化する反応が転写レベ

ルでは起きることを示唆しているのかもしれない。

PEPCaseによるOAAの合成では二酸化炭素分子が取

り込まれることから、TCA サイクルにおいて不足す

るクエン酸を補うものと考えられている。リン酸

飢餓によって根からクエン酸の放出が起こり、TCA

サイクルの活性が低下するのを防ぐ機構が働いて

いるのかもしれない。リンゴ酸脱水素酵素や、NAD

依存性リンゴ酸酵素の転写量には大きな変化は認

められなかったが、この 2 つの酵素蛋白はリン酸

飢餓時に誘導されることが知られていることから、

転写産物が常時多量に存在しているため飢餓処理

の影響が起きなかったと推察された。 

対照区の違いが遺伝子の転写量の解釈に影響し

た例がマイクロアレイ実験において複数見られた。

MGDG や SQD12 など、明らかにリン酸飢餓応答性が

報告されている遺伝子の転写量の変化が対照区の

違いで数十倍も異なった(表 11)。この結果は、リ

ン酸飢餓処理を開始した時点で既にリン酸欠乏に

対する応答が始まったことを示唆する。並行無処

理区ではリン酸が再び与えられた結果、リン酸飢

餓処理を開始した時点で起きていた転写量の変化

が抑制され、リン酸飢餓処理区との転写量の変化

が増幅されたと推察された。従って、無処理区と

並行無処理区との比較において、転写量の変化に

大きな違いが見られた遺伝子ほど、リン酸飢餓処

理に対して敏感な応答性を持つ遺伝子と推察され

た。 

マイクロアレイから得られたリン酸饑餓応答遺

伝子の転写変化に SOM よる分類を用いたところ、

パターンが類似する遺伝子の詳細なクラスタリン

グを行うことができた。今回は、20×20 のセルに

対して 1,497 個の遺伝子を分類したが、リン酸饑

餓応答遺伝子はほぼ全域のセルに分散しており、

転写の変化パターンも複雑であることから、これ

までに知られていないリン酸代謝への応答性が今

回の解析により得られたと考えられる（図 26）。こ

の結果、葉緑体への移行性シグナルを持つと予測

された遺伝子の多くは48時間区で減少するセルに

集まっており、SOM による分類が効果的に行われて

いることを示唆している(図 27)。 

2 種類の DNA アレイ解析を比較した結果から、マ

クロアレイとマイクロアレイでは転写量の変化の

レンジが異なっていた。遺伝子転写量の減少に関

して、マイクロアレイの値がマクロアレイに比べ

て約 10 倍小さかった。このことは、マイクロアレ

イでは転写量が 1/5 倍以下に減少した遺伝子が 2

個しかなかったことからも明らかである。これは、

アイソトープを使用するマクロアレイ解析と蛍光

色素を使用したマイクロアレイ解析の検出感度の

違いか、マイクロアレイで行った mRNA の増幅によ

って発現レベルの低い遺伝子の転写量にバイアス

が起きたためと推察される。 

今回の解析結果から解った興味深い遺伝子の一

つに、ids4-like protein(At5g20150)があった。

この遺伝子は、鉄欠乏に応答して特異的な発現を

する遺伝子としてオオムギで単離されたIds4遺伝
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子 (Yamaguchi ら 2000)と相同性を持つ。NCBI にお

いてタンパク質ドメイン検索を行った結果、酵母

の PHO81 と相同性を有しており、リン酸センサー

機能を持つと予測されている SYG1,PHO81,XPR1 と

共通なSPXドメインが含まれていることが解った。

PHO81 はサイクリン依存型キナーゼ阻害因子とし

てリン酸飢餓時に誘導され、PHO80/PHO85 複合体を

不活性化し、酸性フォスファターゼ PHO5 の発現を

誘導する（Lenburg .ME と O'Shea. EK 1996）。し

かし、ids4-like protein 遺伝子は全長が 256aa と

PHO81（1,179aa）に比べて短く、サイクリン依存

型キナーゼの阻害に働くと予測されている

ankylin 反復配列は含まれていない。ids4-like 

gene は、リン酸飢餓処理に応答して、24 時間処理

区において転写量が 17 倍に増加したが、そのホモ

ログである At2g26660 は 48 時間処理区で 2倍程度

の増加であった。 

サイクリンドメインを有し、PHO80 との相同性を

持つ At3g63120(putative protein)は、マクロアレ

イによる解析では ids4-like protein 遺伝子の転

写量の増加と対照的に 72 時間飢餓処理後に 1/10

に減少し、酵母のリン酸吸収制御系のモデルとよ

く一致していた(Ogawa ら 2000)。しかし、マイク

ロアレイの結果ではこのような傾向は認められな

かった。Hamburger ら（2002）はシロイヌナズナに

おけるリン酸転流変異体であるPHO1遺伝子の解析

を行い、At3g23430 を同定した。この遺伝子は

G-protein 結合型の細胞表層レセプターと相同性

が高く、SPX ドメインを持っていた。At3g23430 は

マクロアレイにのみ含まれており、その発現は 48

時間の処理区で 2 倍程に上昇していた。しかし、

PHO1 のホモログである At1g26730.1(putative 

aldehyde oxidase)および At1g35350.1(unknown 

protein)は、リン酸飢餓に対して特異的な転写量

の変化は認められなかった。SPX ドメインがリン酸

欠乏に応答する機構は不明であるが、植物におけ

るリン酸吸収機構に関与する因子の特徴であろう。 

ゲノム生物学的手法により、リン酸の転流機構

に関する突然変異体(Poirier ら 1993)や、亜リン

酸を利用した飢餓処理(Varadarajan ら 2002)、低

リン酸応答性の異なるアクセッションにおけるリ

ン酸飢餓応答遺伝子を同定することは、リン酸利

用機構の解明に関する手掛かりを与えるだろう。

モデル植物であるシロイヌナズナでは、多数のタ

グラインや人為的な遺伝子発現システムを利用し

て遺伝子の機能解析を行うことが可能であるので、

植物のリン酸利用を制御するための分子的メカニ

ズムの解明が進むと予想される。 
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２－２－５ 図および表 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 17．液体回転培養したシロイヌナズナ(21 日目の植物体の様子) 

左はリン酸飢餓処理培地(Pi:10 μM) 、右は標準リン酸培地 （Pi:1 mM） 
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図 18．液体回転培養日数と培地中の残存リン濃度の変化  

矢印はリン酸飢餓処理を行った 21 日目を示す 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 19．液体回転培養日数と植物体重量（新鮮重）の変化 

矢印はリン酸飢餓処理を行った 21 日目を示す 
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図 20．マクロアレイによるリン酸飢餓応答遺伝子発現解析結果 

9,764 個のリン酸飢餓処理における遺伝子発現量を無処理区と比較した。赤い楕円には 24 時間処理区

で誘導された遺伝子が多く含まれている。青い楕円の囲みには 72 時間処理区で抑制された遺伝子が多く

含まれている。 
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図 21．マクロアレイ法によるリン酸飢餓処理応答性遺伝子数と処理時間との関係  

UPおよびDOWNはそれぞれ無処理区に対して5倍以上あるいは1/5倍以下の転写量の変化を示した遺

伝子を意味する。 
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補助データ 1: リン酸飢餓応答性遺伝子の発現量リスト 
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※ 24,48,72hrは、各リン酸飢餓処理時間区の値を0時間コントロール区の値で割った比を意味する。 

カラムの色は、    5 倍以上、    1/5 倍以下に転写量が変化したことを表す。 
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図 22．リン酸飢餓処理が光合成関連タンパク質量に与える影響 

リン酸飢餓処理後の植物体から抽出した可溶性タンパク質を SDS 化し、10 μg をポリアクリルアミド電

気泳動してウェスタン法により検出を行った。 

RuBisCO LSU(Large subunit protein),LHCP (Light-Harvesting Chlorophyll a/b Pigment-Protein 

Complex),PORC (Protochlorophyllide oxidoreductase type C) 
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図 23．マクロアレイとマイクロアレイに含まれる遺伝子の重複関係 

マクロアレイの遺伝子の 94 %がマイクロアレイに含まれていた。しかし、6 %の遺伝子はマクロアレイ

にのみ含まれていた。非重複に 22,064 個(シロイヌナズナの全遺伝子数の 87 %に相当)の遺伝子を対象と

したゲノムワイドな発現解析を行った。 
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図 24．マイクロアレイ法によるリン酸飢餓応答遺伝子数と処理時間との関係 

UP および DOWN は、リン酸飢餓処理区と各並行無処理区(24, 48, 72 時間)との比において、それぞれ 2

倍以上あるいは 1/2 倍以下の遺伝子を意味する。 
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    (A)             (B) 
 

 
図 25．マイクロアレイ法によるリン酸飢餓応答性遺伝子の発現パターン 

 

(A)リン酸飢餓に応答した 1,497 遺伝子(補助データ 2参照)のヒエラルキー法クラスタリング 

48 時間リン酸飢餓処理区において、特異的な誘導性を示した遺伝子が多くみられた。 

 

(B)K-means 法による発現パターン別クラスタリング 

黄色の数字はグループに含まれる遺伝子数を意味する。各グループ中のカラムは左から 24, 48,72 時

間での発現を表す。 
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葉緑体 ミトコンドリア 分泌型
２倍以上 1090 100 71 175

100% 9.2 6.5 16.1

０．５倍以下 468 172 30 43
100% 36.8 6.4 9.2

TargetPによる分類
転写量の変化 遺伝子数（下段%）

表 10. マイクロアレイ解析によりリン酸飢餓応答した遺伝子の細胞内移行性による分類 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       24hr                          48hr                         72hr 
  図 26. リン酸飢餓応答遺伝子の Batch Learning SOM 法による分類結果（赤は平均以上、青は平均以

下の発現が起きているセルを示し、数字は分類された遺伝子数を示す。） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 27. 葉緑体移行性を有するリン酸飢餓応答遺伝子の BL-SOM による分布 

   各セルの数字は、BL-SOM 法により割り当てられた遺伝子数を示す。赤い丸の囲みに遺伝子が多く集

中している。これらのセルに含まれる遺伝子は 48 時間で転写が減少するものが含まれている。 
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表 11．シロイヌナズナ葉緑体包膜に局在するタンパク質遺伝子発現に対するリン酸飢餓処理の影響 

Ferro (2002)らが報告した包膜タンパク質遺伝子のうち、マイクロアレイに含まれた 48 個の遺伝子発

現変化を示している。青で示した遺伝子は、各処理区において平行コントロールに対して 1/2 倍以下に低

下したものを意味する。 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

   

 

 

 

 

 

 
#: 酵素活性を確認した遺伝子 

*: 局在が予想される遺伝子 

 

 

 

 

GeneName Localization(putatDescription 24Pi_24cont 48Pi_48cont 72Pi_72cont

AT5G12860. Inner membrane
2-oxoglutarate/malate translocator precursor
-like protein 0.91 0.49 0.73

AT5G16150. Inner membrane sugar transporter-like protein 1.05 0.67 0.80

AT5G46110. Inner membrane
phosphate/triose-phosphate translocator
precursor (gb|AAC83815.1) 1.15 0.38 0.58

AT5G33320. Inner membrane
phosphate/phosphoenolpyruvate translocator
precursor 0.90 0.96 0.99

AT4G30580. Inner membrane# putative protein 1.08 0.61 0.84

AT4G30950. Inner membrane#
chloroplast omega-6 fatty acid desaturase
(fad6) 1.63 0.97 1.23

AT3G63410. Inner membrane putative chloroplast inner envelope protein 1.21 0.61 0.90

AT4G31780. Inner membrane
monogalactosyldiacylglycerol synthase - like
protein 1.68 1.09 1.11

AT1G32080. Inner membrane expressed protein 2.13 0.47 1.28
AT3G26570. Inner membrane phosphate transporter, putative 1.13 0.54 0.84
AT2G47840. Inner membrane expressed protein 1.04 0.78 1.00
AT5G62720. Inner membrane putative protein 1.13 0.48 1.02
AT5G59250. Inner membrane* D-xylose-H+ symporter - like protein 1.24 0.61 0.85
AT5G64290. Inner membrane* 2-oxoglutarate/malate translocator 1.03 0.70 0.84

AT2G26900. Inner membrane*
putative Na+ dependent ileal bile acid
transporter 1.07 0.65 1.20

AT1G78620. Inner membrane* expressed protein 1.05 0.97 0.94
AT1G15500. Inner membrane* adenine nucleotide translocase, putative 0.99 0.81 1.03
AT2G42770. Inner membrane* expressed protein 0.99 0.82 0.92
AT3G51140. Inner membrane* putative protein 1.15 0.85 0.98
AT3G61870. Inner membrane* putative protein 1.34 0.52 0.97
AT5G12470. Inner membrane* putative protein 1.09 0.99 1.07
AT5G13720. Inner membrane* unknown protein 1.02 0.87 0.90
AT4G39460. Inner membrane* mitochondrial carrier protein family 1.20 0.69 0.88
AT1G42960. Inner membrane* expressed protein 1.06 0.82 0.94
AT3G51870. Inner membrane* putative carrier protein 0.66 0.57 0.79
AT1G06690. Inner membrane* expressed protein 1.06 0.84 0.97
AT4G23430. Inner membrane* putative protein 1.46 1.52 1.01
AT3G20320. Inner membrane* expressed protein 1.11 0.93 1.02
AT4G33350. Inner membrane* Tic22 -like protein 1.01 0.83 0.97
AT3G63150. Outer membrane rac-GTP binding protein -like 0.99 0.96 0.98
AT3G52230. Outer membrane expressed protein 0.84 0.92 0.89
AT5G05000. Outer membrane GTP-binding protein (gb|AAD09203.1) 1.12 1.56 1.47
AT4G27440. Outer membrane protochlorophyllide reductase precursor 1.62 0.65 1.23

AT3G46740. Outer membrane
chloroplast import-associated channel protein
homolog 0.97 0.71 0.97

AT1G76405. Outer membrane auxin-regulated protein 1.07 0.95 0.94
AT3G49560. Envelope putative protein 0.92 0.91 1.03
AT4G26670. Envelope putative protein 0.91 0.77 1.03
AT2G44640. Envelope expressed protein 1.01 0.59 0.99

AT1G02560. Stroma/Envelope
ATP-dependent Clp protease proteolytic
subunit (ClpP5) 1.26 0.62 0.80

AT1G12410. Stroma/Envelope
ATP-dependent Clp protease proteolytic
subunit (ClpR2) 1.14 0.72 0.87

AT4G35000. Stroma/Thylakoid ascorbate peroxidase, putative (APX) 1.01 0.94 1.04
AT3G60750. Stroma/Thylakoid transketolase - like protein 1.44 0.79 1.06
AT5G66190. Stroma/Thylakoid ferredoxin-NADP+ reductase 1.53 0.46 0.72
AT4G38970. Stroma putative fructose-bisphosphate aldolase 1.54 0.47 0.85
AT5G20720. Stroma chloroplast Cpn21 protein 1.07 0.50 0.82
AT3G12780. Stroma phosphoglycerate kinase, putative 1.56 0.59 0.96
AT2G39730. Stroma auxin-regulated protein 1.97 0.35 0.65

AT1G12900. Stroma
putative calcium-binding protein,
calreticulin 1.60 0.42 0.88

<0.5
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 図 28．リン酸飢餓処理が解糖系に関連した遺伝子発現に与える影響 

ホスホエノールピルビン酸(PEP:Phosphoenol pyruvate)からオキザロ酢酸(OAA:Oxaloacetic acid)

を合成するバイパスが誘導されていた。同時に OAA から PEP を合成する酵素遺伝子と、PEP から Pyruvate

を合成する遺伝子の転写量も増加していた。 

 

 

 

 

 

 



栃木県農業試験場研究報告 第 56 号 

 83

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
           図 29．リン酸飢餓処理がカルビン回路遺伝子に与える影響 
        紫色の遺伝子は、遺伝子発現が 1/2 倍以下に減少していたことを意味する  
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表 12．リン酸飢餓処理により 5倍以上の転写量の変化を示した遺伝子リスト 

オレンジ色のカラムは、コントロールに対して転写量の変化が 5 倍以上の誘導が起きたことを意味

する。局在性 S:分泌系、C:葉緑体、M:ミトコンドリアへの移行性ペプチドを持つことを意味する(Target 

P による検索結果)。 
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図 30．リン酸飢餓処理によるリン酸輸送関連遺伝子の選択的発現変化 

植物のリン酸輸送に関する機能を一つの細胞に集めて表現した。オレンジ色の遺伝子はリン酸飢餓処理

に応答して誘導された遺伝子を意味する。青色の遺伝子は抑制された遺伝子を意味する。 

 
※図中の略号 

Chl:葉緑体 

mit:ミトコンドリア 

vac:液胞 

AAT:ATP/ADPtranslocator 

PPT: phosphate / phosphor enolpyruvatetranslocator 

XPT:Phosphate/Xylose5-Ptranslocator 

TPT:phosphate/triose‒phos phate translocator 

GPT: glucose-6-phosphate /phosphate translocator 
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補助データ 2: リン酸飢餓処理により、発現が±2倍以上に変化した遺伝子 
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5 倍より大きい 

2～5倍以下 

0.2～0.5 倍以下 

0.2 倍より小さい 
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要  約 

植物におけるリン酸代謝機構の解明を目的とし、ゲノム生物学的手法によりリン酸飢餓応答性に関する

研究を行った。ゲノムレベルでの解析を行うため、ゲノム配列情報や EST の利用が可能なシロイヌナズナ

を用いた。ゲノム情報を利用して大量遺伝子発現解析を行う手法として、DNA アレイ法を用いた。 

 

ゲノム DNA アレイ法による植物遺伝子発現解析手法の開発 

シロイヌナズナゲノム配列解読に使用された平均長2.9 kbのゲノム小断片クローンから、5番染色体長腕

部のテロメア側の約50%（6.8 Mb）をカバーする2,541個のクローンを選抜し、ナイロンメンブレンにスポ

ットしたゲノムDNAアレイを作製した。低温処理した植物体から抽出したmRNAを用いた結果、ゲノムDNAア

レイによる遺伝子発現解析結果は、各親クローン中に予測された遺伝子構造領域とよく一致しており、低

温処理に応答した特異的発現領域を見いだした。ESTの見つかっていない56個の遺伝子を含む50個のゲノム

クローンを選び、サザン法とRT-PCRにより10個の新規な遺伝子発現を同定することができた。リン酸飢餓

処理を行った実験では、リン欠処理に応答して遺伝子発現が変化したゲノム領域を見いだすことができた。

また、6.8 Mbのゲノム領域において、遺伝子構造予測が無い領域から有意なシグナルが確認された領域が

22箇所見いだされた。インターネット上の数種のゲノムデータベースを利用した結果、新規ESTやexonが追

加された遺伝子を除き、非遺伝子構造領域における発現箇所を7ヶ所特定した。ゲノムDNAアレイ解析の結

果、6.8 Mb領域中の6 Mbにおよぶ領域では、高密度な遺伝子発現が起きている様子が明らかとなった。 

 

モデル植物ゲノム情報の他作物での遺伝子発現解析への利用 

トマトおよびダイズの葉から抽出したmRNAを用いて、シロイヌナズナcDNAアレイにハイブリダイゼーシ

ョンを行ったところ、55℃,0.5xSSC, 15分×2回という条件で遺伝子発現プロファイリングが可能であった。

アブラナ科植物Brassica oleraceaの葯において強く発現する遺伝子を同定するため、キャベツの葯と雌蕊

から抽出したmRNAをシロイヌナズナcDNAアレイにハイブリダイゼーションした。葉と比較して転写量が6

倍以上増加した遺伝子クローンについて、発現パターンの類似した3つの遺伝子グループを分類することが

できた。葯特異的発現遺伝子25個のcDNAクローンについて、シロイヌナズナゲノム配列から設計した特異

的プライマーによりRT-PCRを行った結果、19クローンは生殖器官特異的な発現遺伝子であった。さらに、

RT-PCR産物の部分配列解読を行ったところ、シロイヌナズナcDNAマクロアレイにおいて特異的発現性を示

したクローンは、B. oleraceaのpoly (A)+ RNAから増幅されたPCR断片と同祖関係にある遺伝子であった。 

 

シロイヌナズナ系統のリン酸応答 

シロイヌナズナの 247 種のアクセッションを低リン酸培地(KH2PO4:100 μM)に無菌播種し、代表的アクセ

ッションであるコロンビアと生育の比較を行った。この結果、コロンビアは低リン酸条件において平均的

な生育を示すことがわかった。また、低リン酸条件においてシャーレ中で開花、結実したものが 4 系統、

約 2 ヶ月後の観察においても緑色を保ち生育を行っているものが 2 系統あった。これら特徴的なアクセッ

ションについて、リン酸欠乏培地(KH2PO4:100 μM)と標準リン酸培地(KH2PO4:1 mM)に同時に播種し、3ヶ月 

後に地上部の乾燥重量を比較した結果、リン酸濃度の差に応じて生長量が大きく異なる系統と、ほとんど
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差を生じない系統に分かれた。 

 

リン酸飢餓における網羅的遺伝子発現解析 

無菌的な条件で液体回転培養したシロイヌナズナの植物体を用い、実験開始時の約 1/3 の量に相当する

390 μM のリン酸が残存している 21 日目にリン酸濃度を 10 μM に調整した改変 MS 培地へ移植してリン酸

飢餓処理を行った。ゲノムレベルでの遺伝子発現変化を調べるため、cDNA マクロアレイと合成オリゴマイ

クロアレイによる解析を行った。この結果、リン酸欠乏に応答性を示すことが報告されている RNA 分解酵

素(RNS1)、高親和性リン酸トランスポーター(AtPT2)、含硫脂質合成遺伝子（SQD1 、SQD2）の転写量が増

加した。解糖系では、リン酸飢餓に適応したバイパス経路 (PEP→OAA)に関与する酵素遺伝子の転写が増加

した。光化学反応系の構成に関与する遺伝子や、RuBisCO タンパクに関連した遺伝子は転写量が減少した。

3つの光合成関連遺伝子(LSU、LHCP、PORC)の抗体を用いたウェスタンブロットの結果から、タンパク質レ

ベルでも同様に減少していることが明らかとなった。カルビン回路に関与する遺伝子について調べたとこ

ろ、全体に発現が減少しており、リン酸飢餓により葉緑体の活性が低下していることが示唆された。 

以上のことから、植物ではリン酸飢餓に応答してリン酸の吸収増大を行い、一方では代謝経路や光合成

系においてリン酸消費を抑制あるいは有効利用している様子が遺伝子転写レベルにおいて明らかとなった。

DNA アレイ法により、ゲノムワイドな植物のリン酸飢餓応答性が解明できた。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ゲノム生物学的手法による植物のリン酸応答機構に関する研究 

 96 

Summary 
To  elucidate the mechanism of phosphate metabolism in plants, research on a 

phosphate-starvation response was done by using the genome biological technique. In order 
to perform the analysis on a genome-wide level, a model Arabidopsis thaliana plant was 
used from which genome sequence information and an EST clone could be taken. The DNA 
array method was used to perform high-throughput gene-expression analysis. 

 
Development of a plant gene-expression analysis technique by the genome DNA array 

method 
Using Arabidopsis thaliana, 2,541 clones covering about 50% (6.8 Mb) of the telomere side 

of the long-arm region of chromosome 5 were selected from bridge clones with an average 
length of 2.9 kb. The clones were used in whole-genome sequencing to prepare a genome 
DNA macroarray. Through the use of mRNA extracted from a cold-temperature-treated 
plant, it was confirmed that the gene-predicted region in silico and the gene-expression 
region analyzed by the genome DNA array were similar. A specific expression region was 
found in response to low-temperature treatment. In 50 bridge clones, including 56 genes in 
which EST had not been found, our genome DNA array was able to identify 10 new 
expression genes through the reverse Southern method and RT-PCR. Likewise, the 
phosphate-starvation experiment indicated a specific genome region in response to 
Pi-starvation treatment. In addition, 22 meaningful signals were found in which a gene 
structure was not predicted in 6.8 Mb of the genome region. By researching several genome 
databases on the Web and removing the regions including newly acquired EST and revised 
exons, we identified seven regions of expression clones although no gene structure existed. 
The result of genome DNA array analysis clarified that high-density gene expression 
occurred in 6 Mb out of 6.8 Mb of the plant genome. 

 
The use of model plant genome information in gene-expression analysis with other crops 

Gene-expression profiling was possible when hybridization was done in the Arabidopsis 
cDNA macroarray with heterogeneous mRNA from tomato and soybean extracted from leaf 
under final conditions of 55℃ , 0.5 x SSC, 15 min ×  2 times. In order to identify 
anther-tissue-specific expressed genes in Brassica oleracea, mRNA was extracted from the 
anther and pistil of cabbage and was used as a target. Hybridization was done in the 
Arabidopsis cDNA macroarray. Specifically expressional clones such that quantity of 
transcriptions increased more than six times compared with that in leaf were selected and 
classified into three gene groups with similar expression patterns. As a result of RT-PCR 
with a gene-specific primer referring to the Arabidopsis genome sequence, about 25 Brassica 
oleracea derived anther-specific cDNA clones; 19 clones were identified as 
reproductive-organ-specific genes. Furthermore, sequence information on tissue-specific 
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expression clones in Arabidopsis cDNA macroarray and product fragments from RT-PCR 
amplified by poly (A) + RNA of B. oleracea had a synthetic relation.  
 
Phosphate response diversity in Arabidopsis accessions 

A total of 247 kinds of Arabidopsis accessions were aseptically sown and grown on low-Pi 
medium (KH2PO4: 100μM) for comparison with Columbia (Col-0). The results of this 
experiment demonstrated that the response of Col-0 for low Pi was moderate in the 
accessions. Interestingly, four accessions flowered and fruited in the culture dish, and two 
remained green after 2 months. To evaluate the sensitivity to the Pi concentration, 
accessions and Col-0 were grown in two types of Pi nutrient medium (MS basal medium, but 
KH2PO4 was changed to 100 μ M or 1 mM), and the dry weights of the ground regions were 
compared 3 months later. Accessions were classified by the growth ratio. Most accessions 
showed growth ratios similar to those of Col-0, but three of them (JA62, 63, 242) showed 
changes 2 to 7 times greater, and two of them (JA215, 231) did not change, depending on the 
Pi concentration.      

 
Response to Pi starvation detected by cDNA array  
Liquid-cultured Arabidopsis plants were transplanted to the MS nutrient medium in which 

the phosphoric acid concentration was adjusted to 10 μM on the 21st day, when the level of 
phosphoric acid was decreased to 1/3 quantity(390μM) at the beginning of the experiment. 
The plants remained in phosphoric acid starvation for 72 hours. To analyze an influence of 
Pi starvation on gene expression on a genome-wide level, the cDNA macroarray and 
oligo-microarray methods were used for the profile. The result showed that the expressions 
of ribonuclease1 (RNS1), phosphoric acid transporter (AtPT2) and sulpholipid synthesis 
genes (SQD1, SQD2) increased. In the sucrose degradation pathway, increases also occurred 
in the alternative pathways (PEP→OAA) for genes adaptive to phosphate deprivation. On 
the other hand, expression levels decreased for the genes involved in the composition of a 
photochemical reaction system and the gene relevant to the RuBisCO protein. A similar 
decrease on the translation level became clear from the result of Western blot hybridization 
using the antibody of three photosynthesis-related genes (LSU, LHCP, PORC). The results 
of an investigation into the Calvin cycle showed a decrease in gene expression at least five 
genes which contained RuBisCo and G-3-P Dehydrogenase, suggesting that chloroplast 
activity decreases during phosphate starvation. The above result showed that, on the 
gene-expression level, the plants had many strategies for coping with phosphate deprivation. 
The absorption of Pi from soil increased, but energy consumption, energy production and 
photosynthesis were regulated. Through the use of the DNA array method, the 
phosphate-starvation response in plants has been clarified on a genome-wide level. 
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渡辺正夫助教授に深く感謝いたします。また、共
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岩手大学農学部、遠藤誠博士に深く感謝の意を表

します。 
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御指導ならびに種子を分与いただきました、宮城

教育大学、後藤伸治教授に厚く感謝いたします。 

本研究の初期に、シロイヌナズナゲノム情報に

ついて熱心に御指導いただきました、かずさ DNA

研究所、中村保一博士に感謝いたします。本研究

の共同研究者としてご協力いただきました、かず

さ DNA 研究所植物第 1 研究室、金子貴一博士、浅

水恵理香氏、並びに植物第２研究室、櫻井望博士、
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農業試験場生物工学部の皆様に感謝いたします。 
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県知事をはじめ、東奔西走いただきました多くの
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略 語 

 

AAT :ATP/ADP translocator 

ATP :adenosin triphosphate  

AGI :The Arabidopsis Genome Initiative 

cDNA :complementary DNA 

Col:Colombia 

DAPI:4,6-Diamidino-2-phenyl indole  

DART:Database for Arabidopsis Research and Tools  

EDTA :ethylenediaminetetraacetic acid 

e-QTL :expressed QTL 

EST :expression sequence tag 

GPT:glucose-6-phosphate /phosphate translocator  

LHCP:light-harvesting chlorophyll a/b pigment-protein complex  

LSD:least significant difference 

LSU:RuBisCO large subunit 

β-ME:β-mercaptoethanol 

MIPS Munich Information Center for Protein Sequences  

ｍRNA: messenger RNA 

MS:Murashige and Skoog  

OAA: oxaloacetic acid   

NCBI:National Center for Biotechnology Information 

PAGE:polyacrylamide gel electrophoresis 

PCR:polymerase chain reaction 

PEP: phosphoenolpyruvate   

PK:pyruvate kinase 

PEPCase:phosphoenolpyruvate carboxylase 

PMSF: phenylmethansulfonylfluoride  

PORC: protochlorophyllide oxidoreductase type C 

PPT: phosphate / phosphor enolpyruvate translocator 

PVDF:polyvinylyden fluoride      

QTL:quantitative trait loci   

RIL: recombinant inbred line 

RSV :relative signal value   

RT-PCR: reverse transcriptase-PCR 

SASSC:Sendai Arabidopsis Seed Stock Center 
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SDS:sodium dodecyl sulfate 

SOM: self organized map  

SSC: saline-citrate buffer 

SQD:sulfoquinovosyldiacylglycerol 

TIGR:The Institute for Genomic Research  

TPT: phosphate/triose-phosphate translocator  

UTR:untranslated region  

XPT: phosphate/xylose5-P translocator 
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