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1 は じ め に

高塩類条件下で作物裁培を可能にするための方法として
,

育種による作物への耐塩性の導入が考えられる。そのため

には植物の耐塩性機構を解明する必要があり,特に遺伝子

工学的手法による耐塩性作物の育種のためには,耐塩性を

支配する遺伝子を明らかにしなければならない。その手が

かりとしてタバコ, トマト及びオオムギなどの培養細胞や

根端のタンパクの電気泳動によって,い くっかの塩ストレ

スに関連するタンパクが見いだされている。すなわち,タ
バコ培養細胞で見いだされたオスモチン3)や トマ ト培養細

lltのNP242)な どのタンバクについて,そ のアミノ酸配列

や細胞内での局在性などの特徴が明らかにされている。し

かし,イ ネにおいてはカルス0や根端 4)に ついてタンパク

の検索がなされてきたが,現在までのところ見いだされて

いな 、ヽ そこで本報では,液体培地で選抜された耐塩性イ

ネ培養細胞を用いてこれらのタンパクを検索 しようとした。

2 材料及 び方法

液体培養に用いた細胞は,イ ネ種子 (日 本晴)よ リカル

スを誘導 し,R-2培地を用いて液体培地に導入 した。各

耐塩性細胞は3,10,20g/1 NaClを含む液体培地で

順次選抜 した。NaCl耐性及び対照細胞の生育量は新 し

い培地に植え継ぎ後, 1, 2,4,6,8日 目に収穫し
,

ll llntフ ラスコ (培地40ml)当 りの新鮮重として測定した。

細胞は氷冷 した乳鉢に移 し,Tris_bufferと ともに摩砕 し

た後,ナ イロンクロスでろ過 した。抽出液を100,000x9で

1時間遠心分離 し,そ の上澄みに等量のSDS― burerを

加えた。電気泳動は125%ア クリルアミド, 1%sDSで
行った。タンパク50μ 夕を含むサンプル液を3分間沸騰さ

せ,遠心して上澄をスラブゲルにのせ,濃縮ゲルは80mv,

分離ゲルは160mvで泳動 した。泳動終了後,グルを025%
クマシープルーで染色した。

3結 果 と 考 察

植え継ぎ後の各耐塩性細胞と対照細胞の生育量の変化を

図 1に 示 した。 3夕 /1 NaCl耐性細胞及び対照細胞の

誘導期は約 1日 で2日 目から6日 目までが対数増殖期であっ

たが,209/1 NaCl耐 性細胞では誘導期が 2日 目まで

続き,そ の後 8日 目までわずかずつ増加した。109/1N
aC l耐性細胞はその中間の生育を示 した。それに対 して

39/1 NaCl培 地に移植 した対照細胞の生育は著 しく

抑制され,10及 び20,/1 NaCl培地に移植 した細胞で

は8日 目までまったく増殖 しなかった。
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図 : 各耐塩性細胞の生育量 (A)及び各塩濃度
培地における対照細胞の生育量(B)

注 ―O― :対照    ―●―:10′ /1Na Cl
-0-:10″ /1 Na cl― ■―:20′ /1Na Cl

植え継ぎ4日 目の各耐塩性細胞と対照細胞のタンパクの

泳動パターンを図2に示した。各細胞のタンパクバンドは

極めて類似したが,耐塩性細胞特に10及び209/1 NaC
l耐性細胞にのみ26kdタ ンパクのバンドが認められ,20,
/1 NaCl耐 性細胞のバンドは109/1 NaC l耐性細

胞のそれよりも濃く染色された。

図3に 20夕 /1 NaCl耐性細胞と対照細胞の植え継

ぎ後の経時的なタンバクの変化を示した。26kdバ ンドは20

9/1 NaCl耐性細胞の1,2,4日 目の細胞にのみ認

められ,対照細胞や20夕 /1 NaCl耐性細胞の6,8日
日では認められなかった。

また,こ れらのタンパクの二次元電気泳動によって,対
照細胞にはない二っの大きなスポットが耐塩細胞に認めら

れた (図 4)。 その一つは前述の一次元で電気泳動で認め

られた夕´ クヾと考えられ,お およそ分子量26kd,メ 61で
あった。もう一つは分子量おおよそ27 kd,p164であり,

二次元電気泳動によって分離された。
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図4 対照細胞(A)及び20′ /1 Na Cl耐 性細胞(B)
タンパクの二次元電気泳動像

注. 1 :分子量 26kd, p16 1, 2:分子量27kd,p164

以上の結果から,塩ストレスによってイネ培養細胞にお

いてもいくつかのタンパクが誘導されることが認められ
,

これらのタンパクの増加が細胞の耐塩性や塩適応機能に関

連する反応の一つであると考えられた。

4 ま め

図2 各耐塩性イネ培養細胞 (植え継ぎ 4日 目)

の可溶性タンパクのSDS― PACE
注 ① :分子量マーカー,上から94,67,43,
30,201,14 4 kd,② :対照細胞,③～⑤ :

それぞれ3.10,20″ /1 Na Cl耐性細胞,

矢印は26 kdタ ンバク。

図3 対照細胞Q)及び20夕 /1 NaCl耐性細胞(3)
の可溶性タンパクの経時的変化

注 MW;分子量マーカー,数字は植え継ぎ後の日数

耐塩性のイネ培養細胞を用いて,塩ストレスに伴う特異

的なタンパクを検索 した。その結果,耐性を獲得した細胞

では26kd付近に塩濃度に比例 して染色されるバンドが認め

られた。また経時的な調査の結果,こ のバンドは主として細

胞分裂の盛んな植え継ぎ初期にのみ認められ 耐性細胞の細

胞分裂に関腫すると考えられた。更に二次元電気泳動によっ

て27kd付近にも耐性細胞に特異的なタンパクが認められた。
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