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研究成果の概要（和文）：多年生植物の休眠と脂質貯蔵器官であるオイルボディとの関与が見出されている．本
研究ではリンドウのオイルボディ関連遺伝子GtOBAP1の機能解析からオイルボディを介した休眠調節機構の解明
を目指した．GtOBAP1変異体（obap1）の解析から，１）obap1では低温ストレス解除後の成長回復が抑制される
こと，２）野生型ではオイルボディに蓄積したトリアシルグリセロール（TAG）は低温ストレス解除で減少した
が，obap1では蓄積したままであることが明らかとなった．即ち，GtOBAP1はTAG分解に関与しており，TAG由来の
エネルギーが低温ストレスからの成長回復や冬芽の萌芽に用いられることが推測された．

研究成果の概要（英文）：Gentian ortholog of OIL BODY-ASSOCIATED PROTEIN1 (GtOBAP1) was found as 
candidate gene involved in dormancy and budbreak of overwintering buds. The objective of this study 
is to elucidate the mechanism of dormancy regulation via oil bodies and GtOBAP1. In this study, we 
generated obap1 mutans by CRISPR/Cas9-mediated genome editing and found that the mutants showed 
suppression of growth recovery after the release of chilling stress, even though chilling injury was
 not observed. Furthermore, hydrolysis of triacylglycerols (TAGs) in oil bodies was suppressed in 
the obap1 mutants. These results indicated that GtOBAP1 may be involved in supply of oil body 
TAG-derived energy to resume growth after the release of chilling temperature.

研究分野：植物代謝生理学

キーワード： 花卉　休眠　オイルボディ　リンドウ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物におけるオイルボディの機能は大部分が未知であるが，本研究により成長回復や冬芽の萌芽に寄与する可能
性が見出された．また，植物のストレス耐性がストレスで誘導される「抵抗力」と被ストレス状態から回復する
「レジリエンス」の2段階で構成され，植物が安定したレジリエンスを得るためにオイルボディが中心的な役割
を果たす可能性を示した．本成果は，植物のストレス耐性研究に新たな概念をもたらし，耐性強化育種に向けた
新たなストラテジーとなることが期待できる．また，TAGは動植物共通の貯蔵脂質であることから，藻類のオイ
ル産生や，動物のストレスレジリエンス等の研究への波及が期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ−１９、Ｆ−１９−１、Ｚ−１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

多年⽣植物は，冬芽などの休眠器官を形成し休眠することで耐冷性・耐凍性を獲得し
越冬する．これまで申請者は，多年⽣植物であるリンドウ（Gentiana triflora）の冬芽の
休眠調節及び耐冷性機構に関するトランスオミクス研究から，冬芽の休眠期及び萌芽期
の脂質代謝に顕著な変動を確認した．さらに，冬芽の RNA-seq 解析から，シロイヌナ
ズ ナ で オ イ ル ボ デ ィ 形 成 と の 関 与 が 報 告 さ れ て い る OILBODY-ASSOCIATED 
PROTEIN1 のリンドウホモログ(GtOBAP1 )が休眠期に増加することが⾒出された．
そこで先⾏研究として，GtOBAP1 を機能消失させたゲノム編集体（obap1）を解析し
たところ，低温ストレスに対する感受性には変化が無いが，低温解除後の⽣育（レジリ
エンス）が著しく抑制されること，野⽣型では低温処理で蓄積したオイルボディは低温
解除で消失したが，obap1 では蓄積したままであることを⾒出した．これらの知⾒は，
植物が安定したレジリエンスを得るためにオイルボディ及び OBAP が中⼼的な役割を
果たす可能性を⽰していた．また圃場栽培されたリンドウ冬芽では多量のオイルボディ
が観察されると共に，萌芽前に GtOBAP1 の⾼い発現が認められることから，圃場レベ
ルにおいても萌芽誘導過程におけるオイルボディを介したレジリエンス機構の重要性
が⽰唆された． 
 
２．研究の⽬的 
本課題では、多年⽣植物のモデルとしてリンドウを⽤い、植物のレジリエンス獲得に

おけるオイルボディの役割を、GtOBAP1 の機能同定と、ストレス解除後に作⽤するト
リアシルグリセロール（TAG）を源とするエネルギー代謝調節の観点から解明する。さ
らに、冬芽の休眠から萌芽に⾄る過程におけるオイルボディの役割を解明し、レジリエ
ンスを加味した新たな休眠調節モデルを構築することを⽬的とする。 
 
３．研究の⽅法 
 
１）オイルボディ形成及びレジリエンスを誘導する環境ストレスの探索 
 温度，光，乾燥などの環境ストレス条件下でリンドウを培養し，オイルボディ形成が
誘導されるストレス条件を探索した．また，ストレス解除後の⽣育回復を調査し，レジ
リエンスが作⽤する条件を探索した． 
 
２）GtOBAP1 の機能解析 
 GtOBAP1 の機能を消失させるため，CRISPR-Cas9 の系を⽤いてゲノム編集体
（obap1）を作出した．また，CmYLCV プロモーターを⽤いた⾼発現体（GtOBAP1-
OX）を作成した．野⽣型と obap1 及び GtOBAP1-OXを⽤いて，低温ストレス処理時
からストレス解除までの脂質関連代謝物の挙動を解析し，GtOBAP1 が代謝に及ぼす影
響を明らかにした． 
 
３）レジリエンスにおけるエネルギー産⽣経路の探索 
 TAG の分解で⽣じた脂肪酸はβ酸化を経て ATP合成に⽤いられる．この過程に関わ



る遺伝⼦について発現解析を実施した．また，モノアシルグリセロール（MAG），ジア
シルグリセロール（DAG），TAG，TAG から遊離した脂肪酸などについて，ストレス処
理時及びストレス解除後の挙動を経時的に解析した． 
 
４）冬芽休眠におけるレジリエンス機構の解明 
 ２）〜３）で⾒出されたレジリエンス調節機構ついて，圃場栽培されたリンドウ冬芽
の⾃発休眠期〜萌芽期における挙動を調査し、実環境下における休眠・萌芽とレジリエ
ンスの関係を調査した． 
 
４．研究成果 
 
１）オイルボディ形成及びレジリエンスを誘導する環境ストレスの探索 

低温，⾼温，強光，乾燥などのストレス条件下でリンドウを培養し，Nile redによる
染⾊の後，オイルボディの形成を共焦点レーザー顕微鏡を⽤いて観察した．その結果，
低温ストレスでのみオイルボディの形成が確認された．しかしながら，ストレス条件に
ついては，その強度について検討する必要があった．特に温度については，元来⾼⼭植
物であるリンドウは⾼温に対する耐性が低いため，多くの個体が枯死した．今後さらに
詳細な条件を検討する予定である． 
 低温ストレスによるオイルボディ形成に関して，リンドウ培養個体を⽤いて観察を実
施したところ，0oC で４⽇間処理するとオイルボディが安定して形成され，その後 20oC
の条件に移動させるとオイルボディが消失することが明らかとなった． 
 
２）GtOBAP1 の機能解析 

GtOBAP1 の機能を明らかにするため，GtOBAP1-OX 系統を作成した．7 系統を選
抜し，リアルタイム PCR による発現解析から，最も発現量の⾼い 2 系統を選抜した． 

これまでの報告から OBAP1 は脂質貯蔵器官であるオイルボディと深く関わってい
ることがわかっている．そこで，オイルボディに貯蔵される主な脂質である TAG と，
TAG合成の基質であるMAG および DAG について，GtOBAP1 との関与を調査した．
低温ストレス処理時からストレス解除までの挙動を経時的に調査したところ，MAG と
DAG は低温ストレス処理時に蓄積が⾒られたが，野⽣型と obap1 で明確な差は⾒られ
なかった．⼀⽅，オイルボディの主な貯蔵脂質である TAG に関して，低温ストレス処
理時の蓄積には野⽣型と obap1 で顕著な差は検出されなかったが，低温ストレス解除
後において，野⽣型では TAG が減少したが obap1 では蓄積したままであった．この結
果は obap1 において低温ストレス解除後にオイルボディが蓄積する結果と⼀致してい
た．また，TAG合成酵素である DGAT の発現量は野⽣型と obap1 で差がなかったこと
から，TAG 合成ならびにオイルボディ形成に GtOBAP1 は直接関与していないことが
予想された． 
 
３）レジリエンスにおけるエネルギー産⽣経路の探索 

TAG から遊離した脂肪酸は，ペルオキシソームにおけるβ酸化を経て ATP合成に⽤
いられる．そこで，野⽣型と obap1 を⽤いて，TAG に由来すると予想される脂肪酸を
定量した．低温ストレス処理時には測定した全ての脂肪酸が増加したが，野⽣型と



obap1 で明確な差は⾒られなかった．⼀⽅，低温ストレス解除後では，野⽣型では脂肪
酸の増加が認められたが，obap1 では脂肪酸が減少していた．これらの結果から，
GtOBAP1 は TAG 分解に関与することが推測された．さらに，β酸化に関与する酵素
遺伝⼦の発現量を調査したところ，低温ストレス処理時からストレス解除までに明らか
な変動は確認されず，野⽣型と obap1 で差は確認されなかった．この結果は，β酸化の
機構は低温ストレスには影響されず，GtOBAP1 とも関与していないことを⽰していた．
即ち，β酸化に供される脂肪酸量の多少がレジリエンスに影響する可能性が⽰された． 
 
４）冬芽休眠におけるレジリエンス機構の解明 

オイルボディ形成及び TAG合成との関与が予想される遺伝⼦について，圃場栽培さ
れたリンドウ冬芽における経時的な発現解析を実施した．殆どの遺伝⼦にはレジリエン
スと関連した挙動は観察されず，オイルボディ形成に関わる経路の完全な特定には⾄ら
なかった．しかし， DAG から TAG を合成する酵素をコードする DGAT において他
発休眠期特異的な発現上昇が確認されたことから，本酵素の働きにより TAG が蓄積す
ることが⽰唆された． 

さらに，オイルボディ関連遺伝⼦の発現挙動解析を⾏なった．オイルボディに含まれ
るタンパク質をコードする遺伝⼦について，冬芽の葉と茎頂における発現を経時的に調
査した結果，これら遺伝⼦の発現は⾃発休眠期には殆どみられないが，他発休眠期に⼀
時的に増加した後，萌芽期に減少する傾向があることが明らかとなった．この傾向は茎
頂で顕著であり，成⻑点におけるオイルボディの形成および分解とレジリエンスとの関
与が推測された．今後，ペルオキシソームにおけるエネルギー産出経路との関与を調査
することで，より詳細なレジリエンス機構の解明が進むことが期待できる． 
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