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研究成果の概要（和文）：必須元素ホウ素の欠乏により植物細胞が障害を受ける機作を明らかにするため、液体
培養したシロイヌナズナ幼植物の培地からBを除去した際の初期応答を解析した。その結果、根端伸長領域の細
胞壁強度は処理後20分以内という短時間で低下することが明らかとなった。またこの処理に伴い細胞壁ペルオキ
シダーゼが活性化しスーパーオキシドの生成量が増加すること等、ホウ素欠乏で細胞に酸化障害が発生する機作
の解明につながる知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms by which boron (B) deficiency damages plant 
cells, the early responses of liquid-cultured Arabidopsis seedlings against deprivation of B were 
analyzed. The results showed that the cell wall strength of the root elongation zone was decreased 
as early as 20 minutes after B deprivation. The results also suggested that the treatment activated 
cell wall peroxidase to enhance superoxide production. These findings give insights into how boron 
deficiency causes oxidative damage to the cells.

研究分野：植物栄養学

キーワード： 植物　ホウ素欠乏　栄養ストレス　細胞壁　ペクチン　ペルオキシダーゼ　活性酸素分子種

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
土壌に十分量のホウ素が含まれず、ホウ素欠乏が作物生産の制限要因となっている地域は世界各地に存在する。
本研究では、ホウ素欠乏で細胞壁ペルオキシダーゼが活性化しスーパーオキシドが過剰生成することを示す証拠
が得られた。スーパーオキシドを含む活性酸素分子種の蓄積はホウ素欠乏障害の直接の原因物質と推定される。
本研究の成果はその生成機作の解明に資するものであり、ホウ素欠乏障害の回避法の開発や欠乏耐性品種の作出
につながる可能性がある。

※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 

ホウ素は植物の必須元素の⼀つであるが、植物の健全な⽣育に必要な量のホウ素を供給でき
ない⼟壌は世界中に広く分布し、作物においてもホウ素⽋乏症がしばしば発⽣する 1）。ホウ素⽋
乏は成⻑点の壊死や不稔をもたらし、作物の収量や品質を著しく低下させる。これら作物のホウ
素⽋乏障害の発⽣回避法の開発や⽋乏耐性品種の選抜・作出のためには、そもそも植物のホウ素
⽋乏障害がいかなる機作で発⽣するか理解することが重要である。 

ホウ素が植物体内で果たす役割の解明は過去数⼗年間で⼤きく進展し、ホウ素は細胞壁ペク
チンを特定の領域（RG-II 領域）で分⼦間架橋しゲル化させる因⼦として、細胞壁構造の安定化
に寄与することが明らかにされている（Fig. 1）2, 3)。この知⾒からは、ホウ素⽋乏による障害は
ペクチンの架橋不全による細胞壁構造の不安定化を端緒に発⽣することが⽰唆される。しかし
実際には、細胞壁の構造不安定化と栽培現場で観察されるホウ素⽋乏症状の因果関係を具体的
に説明する知⾒は乏しく、結果として植物のホウ素⽋乏障害の発⽣機構は殆ど理解されていな
い状況であった。 

 
２．研究の⽬的 

我々は以前の研究で、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana 
L.）をホウ素不含培地に移植すると 1 時間以内に根端伸⻑領
域に活性酸素分⼦種（ROS）が蓄積し、酸化障害による細胞
死が発⽣することを明らかにしている（Figure 2）4)。またホ
ウ素⽋乏に陥った作物ではしばしば組織の褐変や壊死が観察
されるが、これらも酸化障害を反映したものである可能性が
⾼い。更に、ホウ素⽋乏によるタバコ培養細胞の細胞死は、
培地への抗酸化剤の添加により軽減される 5)。これらの知⾒
から我々は、ホウ素⽋乏による障害の直接的な要因は ROS 蓄
積による酸化障害と推定した。この場合、ROS がホウ素⽋乏
条件下でなぜ・どのような機構で過剰⽣成・蓄積するのか明
らかにすることが、ホウ素⽋乏による障害発⽣機作を理解す
るための鍵となる。そこでここでは、(1)ホウ素⽋除処理時の ROS ⽣成に関与する分⼦の同定、
(2)細胞壁の不安定化と ROS ⽣成の関連について明らかにすることを⽬的として研究を⾏った。 
 
３．研究の⽅法 
無菌液体培養したシロイヌナズナの培地にホウ酸キレーター（アゾメチンH）を添加し、培地

中のホウ素を不可給態化することでホウ素⽋除処理を⾏った 6）。処理に伴う ROS（スーパーオ
キシド）⽣成はジヒドロエチジウム染⾊、細胞死はヨウ化プロピジウム染⾊により検出し、蛍光
顕微鏡で撮影した画像におけるシグナル強度を画像解析ソフトウェア ImageJを⽤いて数値化す
ることによって応答を定量的に評価した。ROS ⽣成に関与すると予想される酵素の変異株と野
⽣型株（Col-0）における応答の⽐較、また各種阻害剤の効果を検討することで、ホウ素⽋除処
理に応答して ROS が⽣成する機構について推定した。細胞壁の強度変化は⾛査型プローブ顕微
鏡を⽤いるナノインデンテーション法で解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ホウ素⽋除処理に伴う ROS ⽣成に関与する分⼦の同定 
本研究に先⽴つ研究で、ホウ素⽋除処理に伴ってシロイナズナの根端に蓄積する ROS はスー
パーオキシドであることを確認していた。また細胞壁ペルオキシダーゼ（PER）の⽋損変異株で
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ホウ素は植物の微量必須元素である。ホウ素欠乏は植物細胞の様々な機能を損ない最終的には細胞
死をもたらすが、そのメカニズムはいまだ明らかでない。応募者は、植物細胞は細胞壁の必須構成因
子であるホウ素の欠乏を、病原菌の攻撃による細胞壁の分解と共通した事象と認識し感染抵抗反応で
ある一酸化窒素や活性酸素の生成を促進する結果、酸化障害を被るとの仮説を立てた。本研究ではこ
の仮説を検証するため、ホウ素欠乏応答と感染応答の類似度、欠乏応答における一酸化窒素の役割等
を詳細に解析する。また、その過程で見出されるホウ素欠乏に特有の生理変化をバイオマーカーとし
て植物のホウ素充足度を診断する新規手法の開発を試みる。

研究の学術的背景
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図 1: ホウ素は細胞壁ペクチンを架橋する
ホウ素（ホウ酸）はペクチンのラムノガラクツロナ
ン II領域を共有結合で架橋し（B-RG-II架橋）、カル
シウムはポリガラクツロン酸領域を静電相互作用で
架橋する。ペクチンはこれらの架橋によりゲル化し
細胞壁中に保持される。

図 2: ホウ素欠除によるシロイヌナズナ根の細
胞死
ホウ素欠除培地（上）または通常培地（下）に移植
し 1 時間後に Evans blue 染色で死細胞を検出した。
伸長領域で特異的に細胞死が発生する（矢印）。

ホウ素は植物の微量必須元素の中でも欠乏が発生しや
すい元素であり、その欠乏が作物生産の制限要因となっ
ている地域は世界中に存在する 1)。ホウ素欠乏は作物の
可食部のような急速に成長する組織の壊死や不稔を引き
起す結果、作物の収量と品質を著しく低下させる。こう
した欠乏障害の抑制法や欠乏耐性品種の開発には、ホウ
素欠乏による障害発生メカニズムの理解が不可欠である。
応募者らは過去の研究で、ホウ素が細胞壁多糖の架橋
因子であり、細胞壁の構造形成に必須の役割を果たしてい
ること（図 1）を、世界に先駆けて明らかにしてきた 2,3)。
この知見からは、ホウ素欠乏による生理障害は細胞壁が
正常に形成されないために発生すると示唆される。しか
しその具体的な機作、すなわち細胞壁の構造異常がなぜ・
どのように組織の壊死や不稔にまで発展するのか、は依
然明らかでない。
そこで応募者はタバコ培養細胞・シロイヌナズナのホ
ウ素欠乏応答について解析を行い、ホウ素欠乏の最終段
階で活性酸素分子種（ROS）の蓄積による酸化障害と細
胞死が発生する（図 2）ことを見出した 4,5)。更に 28年
度には、ホウ素欠乏では ROS に加え一酸化窒素（NO）
も生成していることを新たに見出した（未発表データ）。
NO は病原菌の攻撃に応答して植物細胞内で生成され、
ROS と協調して抵抗性反応の発現を制御する分子であ
る。このことから応募者は、細胞のホウ素欠乏応答に
ついて次頁 図 3 のようなモデルを考えるに至った。す
なわち、ホウ素欠乏に伴う細胞壁の強度低下が病原菌
による細胞壁分解と同質の事象として認識され、防御
応答である NO・ROS 生成、過敏感反応による細胞死を誘導すると想定している。そこで、この
モデルを検証しホウ素欠乏応答・障害発生メカニズムを解明するとともに、それまでに得た知見
を応用して作物のホウ素栄養状態を診断する新規手法を開発しようと考え、本研究を計画した。

Figure 1: ホウ素は細胞壁ペクチンを架橋する  
ホウ素（B）はホウ酸エステルとしてペクチン
のラムノガラクツロナン II （RG-II）領域を共
有結合で架橋する(B-RG-II 架橋)。⼀⽅カルシ
ウムはポリガラクツロン酸領域を静電相互作⽤
で架橋する。ペクチンはこれらの架橋を通じて
ゲル化し、細胞壁の⾻格であるセルロース繊維
間を充填して細胞壁構造を安定化する。 
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Figure 2: ホウ素⽋乏によるシロイヌ
ナズナ根端伸⻑領域の細胞死  

無菌液体培養したシロイヌナズナ幼
植物（8 ⽇齢）の培地にホウ酸キレー
ターであるアゾメチンを添加するホ
ウ素（B）⽋除処理を⾏った。1 時間
以内に根の伸⻑領域が細胞死を呈し
ヨウ化プロピジウムで染⾊されるよ
うになる 



は野⽣型株に⽐べホウ素⽋除処理時のスーパーオキシド蓄積量が低下することから、細胞壁
PER がこの際のスーパーオキシド⽣成に関与していることを推定していた。本研究ではこの関
与について引き続き検証するとともに、シロイヌナズナに多数存在する細胞壁 PERアイソフォ
ームのいずれが応答に関与するのか絞り込むことを試みた。その結果、少なくとも PER4、47、
62 および 71 の⽋損変異株では、スーパーオキシドの蓄積、またはその結果⽣じる細胞死が野⽣
型株より抑制される（Fig. 3）ことを確認し、これらの細胞壁 PER がホウ素⽋除に伴う ROS ⽣
成に関与している可能性が⽰された。 
PER の関与について更に検証するため、ホウ素⽋除処理した幼植物の PER 活性を測定した。

その結果、可溶性画分において対照植物より⾼い PER 活性が検出され（Fig. 4）、細胞壁に強く
結合していない PER が ROS ⽣成に関与していることが⽰唆された。また同画分をゲル電気泳
動で分画し PER 活性染⾊を⾏うと、⼀部のバンドについてホウ素⽋除処理植物でより強いシグ
ナルが検出され（Fig. 5）、特定の PER について活性が亢進していることが裏付けられた。 

以上の結果から、ホウ素⽋除処理に伴う ROS の蓄積は、特定の細胞壁ペルオキシダーゼの活
性が上昇し、スーパーオキシドが過剰⽣産されることに起因すると推定した。 
 

(2) ホウ素⽋除処理に伴う細胞壁の強度変化と ROS ⽣成の関連に関する検討 
本研究では、ホウ素⽋除に対する植物の迅速な応答は、ペクチンがホウ素により正常に架橋さ

れないことによる細胞壁の強度低下を端緒に開始されると想定している。ホウ素⽋除処理で実
際に細胞壁の強度が低下することは本研究に先⽴つ研究で既に確認されていた。⼀⽅、その細胞
壁の強度低下が ROS ⽣成の上流にある事象かどうかは、未だ検証が必要な状況であった。そこ
で、まず細胞壁の強度低下が、⼀連の応答の最上流と考えて⽭盾しないほど短時間に起こるか検
討した。細胞壁強度を⾛査型プローブ顕微鏡で観察するための試料調製には⼀定の時間がかか
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Figure 3  各種変異株におけるホウ素⽋除処理誘導細胞死または ROS 蓄積 
細胞膜 NADPH オキシダーゼ（アイソフォーム C あるいは D）の変異株（rbohc、
rbohd）、ペルオキシダーゼ変異株（per4、47、62、71、⼆重変異株 per4 per62）を
Figure 2 と同様にホウ素⽋除処理し、細胞死を検出するヨウ化プロピジウム（A）あるい
はスーパーオキシドを検出するジヒドロエチジウム（B）で染⾊し、蛍光強度を ImageJ
で数値化した。値は野⽣型株（WT）における蛍光強度に対する相対値で表⽰した。* は
Student の t 検定で WT と有意差があったことを⽰す。Bar=mean±SE。 
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Figure 4  ホウ素⽋除処理に伴う PER 活性の
変化 
野⽣型株幼植物をホウ素⽋除処理したのちに
緩衝液中で磨砕し、遠⼼して得られる上清画
分（soluble）および沈殿画分（bound）につ
いて PER 活性を測定した。活性は、⽣成す
るスーパーオキシドがアドレナリンを酸化し
て有⾊のアドレノクロムに変化させることを
利⽤し、スーパーオキシド⽣成活性として評
価した。*：p < 0.05（Student の t 検定）、
Bar=mean±SD。 



るため、今回の検討は最速で処理後 20分の時点であったが、その時点ではすでに細胞壁の剛性
（ヤング率）は対照植物より有意に低下していた。このことからホウ素⽋除処理による細胞壁の
強度低下はごく短時間で⽣じ得ることが確認された。 
続いて、PER の⽋失変異株（per62）について、ホウ素⽋除処理に伴う細胞壁の強度低下に野

⽣型株と差が⾒られるか検討した。前述のように per62株ではホウ素⽋除処理に伴う ROS 蓄積
が低下する。しかし per62 株においてもホウ素⽋除処理に伴って根端伸⻑領域の細胞壁強度は
有意に低下し、その程度は野⽣型株と差がなかった。このことから、細胞壁の強度低下は ROS
⽣成の結果として起こる事象ではないと考えられ、細胞壁強度の低下が⼀連の応答の起点であ
るとの推定と⽭盾しない結果が得られた。 
 
(3) まとめ 
本研究における⼀連の解析を通じて、ホウ素⽋乏状態に陥った植物ではペクチンの架橋不全が
細胞壁強度の低下を招き、それに伴って特定の細胞壁 PER が活性化されスーパーオキシドが過
剰⽣成することで酸化障害に⾄ることが⽰唆された。直接の傷害因⼦である ROS を過剰⽣成す
る分⼦が PER と同定されたことで、今後、その活性が促進される機構の解明などを通じ、ホウ
素⽋乏が植物細胞に及ぼす影響が更に詳細に明らかになる可能性が⾼い。細胞壁 PER の活性は
pHに影響されることが知られている。ホウ素⽋除処理による細胞壁の不安定化は、感染応答な
どにおいても⾒られるアポプラスト pH の上昇を引き起こし、PER 活性を促進するのかもしれ
ない。これらの点について更に解析を継続することで、ホウ素⽋乏に対する植物の応答に関する
理解が進展するとともに、⽋乏による障害の発⽣を抑制する⽅法の開発につながることが期待
される。 
 
 
＜引⽤⽂献＞ 
1) Shorrocks VM (1997) Plant Soil 193: 121‒148   
2) Kobayashi M et al. (1996) Plant Physiol. 110: 1017‒1020  
3) Kobayashi M et al. (1999) Plant Physiol. 119: 199‒204   
4) Oiwa Y et al. (2013) Soil. Sci. Plant Nutr. 59: 621‒627    
5) Koshiba T et al. (2009) Plant Cell Physiol. 50: 26‒36 
6) Kobayashi M et al. (2017) Soil. Sci. Plant Nutr. 64: 106-115 
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Figure 5  ホウ素⽋除処理による PER 活性の
変化（2） 
Figure 4 と同様にして得られる上清画分
（soluble）および沈殿画分（bound）を電気
泳動し、グアヤコール酸化活性によるゲル内
活性染⾊を⾏った。⾚⾊⽮じりで⽰すバンド
が、対照と⽐較してホウ素⽋除処理を⾏った
植物においてより強く検出された。 
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