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シロイヌナズナDNAアレイを用いた遺伝子発現制御ネットワー
クの解析

公募研究：2005 年度
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理化学研究所　植物分子生物学研究室

＜研究の目的と進め方＞
本研究では実験対象植物としてモデル高等植物のシロイヌナズ

ナを用い、種々の DNA マイクロアレイを用いた解析により、種々
のストレス（乾燥、低温、塩など）、ホルモン (ABA など ) に応答
する遺伝子や種々の組織（葉、花、根など）特異的に発現する遺
伝子などを単離、同定する。

アレイ解析で同定されたストレスやホルモン誘導性の制御遺伝
子（転写因子、プロティンキナーゼ、F box タンパク質など）に
関しては、過剰発現型植物や遺伝子破壊型植物をマイクロアレイ
などを用いて解析することにより、制御遺伝子により制御される
下流のターゲット遺伝子の探索・同定を行う。

アレイ解析で同定された、制御遺伝子および興味深い発現パ
ターンを示す遺伝子に関しては、レポーター (GUS または LUC)
遺伝子を用いたトランスジェニック植物の解析により、遺伝子の
植物体内での発現部位を調べる。興味深い発現パターンを示す遺
伝子に関しては、バイオインフォマティクスを駆使してシス因子
の探索を行った後、シス因子を同定する。

上記の研究を通して植物における遺伝子発現制御ネットワーク
の解明を目指す。

＜研究開始時の研究計画＞
DNA マイクロアレイを用いた解析により、種々のストレス（乾

燥、低温、塩など）、ホルモン (ABA など ) に応答する遺伝子など
を単離、同定する。

アレイ解析で同定されたストレスやホルモン誘導性の制御遺伝
子（転写因子、プロティンキナーゼなど）などに関して、過剰発
現型植物や遺伝子破壊型植物をマイクロアレイなどを用いて解析
することにより、制御遺伝子により制御される下流のターゲット
遺伝子の探索・同定を行う。

これまでに 7K cDNA マイクロアレイ ( シロイヌナズナの約
7,000 個の cDNA を含む ) 解析により同定した約 600 個のストレ
ス誘導性遺伝子に関して、レポーター (GUS または LUC) 遺伝子
を用いたトランスジェニック植物の解析により、遺伝子の植物体
内での発現部位を調べる。同定された遺伝子の内、興味深い発現
パターンを示すものに関しては、バイオインフォマティクスを駆
使してシス因子の探索を行う。

全ゲノムタイリングアレイは、全ゲノム領域（アノテーション
されていない領域を含む）にわたって遺伝子発現地図を作成する
１つの有効な方法である。全ゲノムタイリングアレイを用いて解
析する事により、従来のエキソンアレイでは単離出来ない新規な
遺伝子（機能性 RNA を含む）の同定が期待される。本年度は、
高密度シロイヌナズナ全ゲノムタイリングアレイを用いた遺伝子
発現解析システムの立ち上げも行う。本年度中に、プローブの調
製方法やデータの解析方法などに関して条件検討を行い、シロイ
ヌナズナ全ゲノムタイリングアレイ解析のプロトコールを確立す
る。

＜研究期間の成果＞
低温ストレスから回復までの過程の遺伝子発現プロファイル解

析を行った。低温ストレス処理または低温ストレスからの回復過
程で発現が変動する 618 個の遺伝子 (3 倍以上発現が誘導される
遺伝子、または、1/3 以下に発現が抑制される遺伝子 ) をクラス
タリングして発現パターンでグループ分けした。その結果、①低
温ストレスからの回復過程で発現誘導される遺伝子の多くは、低
温ストレス処理で発現が抑制され、また逆に②低温ストレスから
の回復過程で発現が抑制される遺伝子の多くは、低温ストレス処
理で発現が誘導されていることが明らかになった。また、低温ス
トレスからの回復過程で発現誘導される遺伝子と再吸水処理（乾
燥ストレスからの回復過程）で誘導される遺伝子を比較したとこ
ろ、両方の回復過程で発現誘導される遺伝子（光合成関連遺伝子
などを含む）が 76 個存在していた。これらの遺伝子は、ストレ
スからの回復過程での植物の生長の再開において共通して機能し
ていることが示唆された。

種々の転写因子 (bZIP 型転写因子の AREB1 や NAC 転写因子
の NST1 など ) に関して、過剰発現型トランスジェニック植物な
どをマイクロアレイを用いて解析することにより、転写因子によ
り制御される下流のターゲット遺伝子を同定した。ストレスや
ABA に対する応答に関与する種々の制御遺伝子（Ser/Thr 型プ
ロティンキナーゼの SOS2, カルシュニューリンのβサブユニッ
トをコードする SOS3,WRKY ドメインを持つ SLH1,ABA 誘導性
のレセプター型プロティンキナーゼの RPK1 など）に関して、遺
伝子破壊系統のマイクロアレイ解析を行うなどして制御遺伝子の
機能解析を行った。

これまでに同定した約 600 個のストレス誘導性遺伝子に関し
て、1 kb のプロモーター断片を回収し、プロモーター＋ LUC、
プロモーター＋ GUS のベクターコンストラクトを作製した。そ
れらコンストラクトを含むトランスジェニック植物の作出を進め
た。これまでにプロモーター＋ LUC の T2 植物が得られた系統
について、LUC の発現解析を進めている。

乾燥ストレス処理したサンプルを用いて、シロイヌナズナ全ゲ
ノムタイリングアレイを用いた遺伝子発現解析システムの立ち上
げを進めた。プローブの調製方法などタイリングアレイ実験のプ
ロトコールをほぼ確立した。

＜国内外での成果の位置づけ＞
申請者らは世界に先駆けてシロイヌナズナの完全長 cDNA ライ

ブラリーを作製し、これまでに 18,127 個の独立した cDNA グルー
プ（全遺伝子の約 70% に相当、世界最大のシロイヌナズナ完全
長cDNAのコレクション）のcDNAを収集している。申請者らは、
種々の DNA マイクロアレイ（7K cDNA マイクロアレイ、アジレ
ント 22K オリゴアレイ、全ゲノムタイリングアレイなど）を用い
て解析することにより、種々のストレスやホルモンに応答する遺
伝子などを多数同定しており、DNA マイクロアレイを用いた遺
伝子発現解析に関する論文を多数発表している。申請者らのグ
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ループは今後全ゲノムタイリングアレイを用いて、植物の遺伝子
発現制御ネットワークの全貌解明を目指した研究を進めていく予
定である。全ゲノムタイリングアレイを用いて植物の遺伝子発現
制御ネットワークの全貌解明を目指しているグループは、現在の
ところ申請者のグループのみである。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
プロモーター +LUC, プロモーター +GUS のトランスジェニッ

ク植物の作成は、予想以上に大変な時間と労力を要することがわ
かった。

＜今後の課題、展望＞
シロイヌナズナでは、種々の DNA マイクロアレイを用いた解

析により、乾燥・低温・塩などのストレスや ABA などの植物ホ
ルモン処理により発現誘導される遺伝子がこれまでに約 1000 個
同定されている。しかしながら、まだアノテーションされていな
い領域などに , ストレスや植物ホルモンに対して応答する新規な
機能性 RNA（small RNA を含む）が多く存在することが予想さ
れる。アノテーションされていない領域に存在する新規な機能性
RNA を同定する一つの方法として全ゲノムタイリングアレイ解
析がある。

そこで、ストレスやホルモン応答性の新規な機能性 RNA を同
定することを目指して、シロイヌナズナ全ゲノムタイリングアレ
イを用いて、乾燥・低温・塩などのストレスや ABA などのホル
モン処理条件下で発現解析を行う。上記ストレスやホルモン処理
条件下での選択的スプライシングパターンの解析や、センスーア
ンチセンス転写産物の同定も行う。新規に同定されたストレスや
ホルモン応答性の機能性 RNA(small RNA を含む ) に関しては、
遺伝子破壊系統などを用いて遺伝子の機能解析を行う。
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