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研究成果の概要（和文）：ホウ素は植物の生育に不可欠の元素であり、欠乏すると組織の壊死や不稔など多様な生理障
害が発生する。しかしホウ素が不足することでそれら障害が発生するメカニズムは明らかでない。そこで植物（シロイ
ヌナズナ）のホウ素欠乏応答を詳細に解析した結果、根の先端部の急速に伸長する細胞では、ホウ素を培地から除去し
て1時間以内に活性酸素が蓄積し細胞死に至ることが明らかとなった。カルシウムの欠乏でも同様の応答が生じる。こ
れらの急速な応答は細胞の成長に伴い新たに合成される細胞壁多糖ペクチンがホウ素またはカルシウムで架橋されない
ことで生じることが示唆され、ペクチン架橋の生理的重要性が示された。

研究成果の概要（英文）：Boron is an essential micronutrient for plants. Boron deficiency is one of the maj
or constraints in crop production worldwide. However, it remains unclear how boron deficiency causes vario
us metabolic disorders and cell death. To understand the mechanism, we analyzed the physiological changes 
in Arabidopsis plants induced upon boron deprivation. The cells in root elongation zone overaccumulated re
active oxygen species and died within 1 h after boron deprivation. Similar responses could be observed und
er calcium deprivation. Analyses suggested that the immediate responses were triggered by a failure in cro
ss-linking the cell wall pectic polysaccharides which were newly synthesized in elongating cells.
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１．研究開始当初の背景 

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る。潜在的なホウ
素欠乏土壌は世界各地に広く分布し、植物に
おけるホウ素の必須性が確認された 1920 年
代以降、ホウ素欠乏による生理障害は 80 カ
国・130 種類以上の作物で報告されている。
ホウ素が欠乏すると個体レベルでは新葉の
展開阻害、肥大組織の壊死や不稔、細胞レベ
ルでは膜輸送活性の低下、呼吸低下やフェノ
ール性物質の蓄積など多様な障害が発生す
る。我々は以前の研究で、植物細胞中のホウ
素は細胞壁ペクチンのラムノガラクツロナ
ン II（RG-II）領域に特異的に結合しているこ
とを発見した。このホウ素は 1:2 型ホウ酸エ
ステルとして 2つの RG-II領域を架橋し、そ
れによりペクチンをゲル化させ細胞壁内に
保持していた。すなわちホウ素は多糖の高次
構造形成因子であり、細胞壁超分子構造の構
築に寄与する。我々の発見に続く国内外の研
究により、この B-RG-II二量体構造（B-RG-II）
は植物の正常な生育・発達に不可欠であるこ
とが実証され、現在では、ホウ素は細胞壁超
分子構造の構築に必要な元素であるとの考
えが広く認められるに至っている。 
一方、欠乏障害の発生機作に関する理解は
ホウ素の機能が解明されて以降もほとんど
進展していなかった。ホウ素は細胞壁の構築
に必須なので、欠乏障害は細胞壁構造の異常
を端緒に発生すると推定される。しかしホウ
素が欠乏しペクチンが架橋されないとなぜ
個体や細胞に前述のごとく多様な障害が発
生するのか、その具体的な機作は不明であっ
た。このような状況において、我々はまずタ
バコ培養細胞に対するホウ素欠乏の影響を
解析し、ホウ素欠乏は酸化障害を原因とする
細胞死をもたらすことを明らかにしてきた。
この知見は、ホウ素欠乏で生じる広範な細胞
応答や機能障害は、酸化障害による膜損傷や
抗酸化応答を反映したものであることを示
唆する。したがって、ホウ素欠乏障害の発生
機作を理解するためには、より初期の応答、
すなわちホウ素欠乏に際してなぜ・どのよう
に酸化障害が発生するかを明らかにする必
要がある。この機作を解明するには欠乏の初
期応答を分子レベルで解析することが重要
である。そこで我々は、各種変異体を含めた
研究リソースの作出・利用が容易なシロイヌ
ナズナを用いた解析を進めることが有用と
考え、本研究を開始するに至った。 
 
２．研究の目的 

植物のホウ素欠乏感知機構や、欠乏による
生理障害・細胞死の発生機作の解明は、植物
におけるホウ素の生理機能のより深い理解
に寄与すると同時に、作物のホウ素欠乏障害
の発生防止法、栄養診断法の開発にも役立つ。
そこで、ホウ素欠乏状態にさらされたシロイ
ヌナズナにおける代謝変化や生理応答を分

子・細胞レベルで解析し、ホウ素欠乏から細
胞死に至る一連の過程を明らかにすること
を目的として本研究を行った。 
 
３．研究の方法 

水耕栽培したシロイヌナズナをホウ素欠
除培地に移植した際に生じる初期応答を解
析した。特に、その応答過程にいかなる分子
が関与しているかに着目し解析を進めた。 
またホウ素の機能形態である B-RG-II複合
体の in vivo動態や安定性を解析する手段を開
発するため、B-RG-II を特異的に認識する抗
体の作成を試みた。 
 
４．研究成果 

（1）ホウ素欠乏応答を仲介する分子の探索 
シロイヌナズナをホウ素欠除培地に移植
すると、1 時間以内に根の伸長領域で特異的
に活性酸素分子種（ROS）が蓄積し細胞死が
発生する。このように迅速な応答がいかなる
機作で生じるのか解析した。ホウ素はペクチ
ンの架橋因子であるから、その欠乏による障
害はペクチンの架橋形成の不全を通じて起
こると推定される。この推定が正しければ、
ホウ素と同じくペクチンの架橋因子である
カルシウムの欠乏でも類似の応答が生じる
筈である。そこで水耕栽培シロイヌナズナを
カルシウム欠除培地に移植し初期応答を観
察した結果、ホウ素欠除の場合と同様に、1
時間以内に根の伸長領域で ROS 蓄積と細胞
死が発生した。ペクチンの架橋に関与しない
カリウム、マグネシウムの欠除では、このよ
うな応答は見られなかった。このことは、根
伸長領域の迅速な ROS 蓄積と細胞死はどの
栄養元素の欠乏でも生じる一般的な応答で
はなく、ホウ素あるいはカルシウムが不足し
ペクチンの架橋が正常に形成されない場合
に起こる現象であることを示唆する。またそ
の応答は伸長領域すなわち新規細胞壁の合
成が盛んな部位に限定されることから、既存
のペクチン架橋の崩壊ではなく、新規に合
成・分泌されたペクチンが架橋されないこと
が応答のトリガーであると結論した。ここで
見出した結果は、ホウ素あるいはカルシウム
の必須性を示すのみならず、細胞壁ペクチン
が正常にゲル化することが植物にとって生
理的にいかに重要であるかを具体的に示し
た例といえる。 
ホウ素あるいはカルシウム欠除による根
伸長領域の ROS蓄積・細胞死は、エチレン受
容体の阻害剤である銀イオンにより軽減さ
れた。この結果から、ホウ素・カルシウム欠
乏ストレスシグナルの伝達において、ROS生
成の上流でエチレンが作用していることが
示唆された。 
ホウ素欠除処理した植物では 1時間以内に
ストレス応答遺伝子の発現が誘導される。こ
のとき、ホウ素欠除・カルシウム欠除で共通
して発現誘導される遺伝子があれば、それは



両元素の欠除に共通の効果、すなわちペクチ
ンの架橋不全に応答する遺伝子の可能性が
ある。そのような遺伝子を同定するため、ま
ずカルシウム欠除応答遺伝子をマイクロア
レイ解析および定量逆転写 PCR 解析で同定
し、次いでその中からホウ素欠除でも誘導さ
れるものを定量逆転写 PCRで探索した。その
結果、少なくとも At1g22810（エチレン関連
転写調節因子）、At3g16120（ダイニン軽鎖）、
At4g33467（機能未知タンパク質）の 3 遺伝
子がホウ素・カルシウム欠除で共通して誘導
されることを見出した。これらの遺伝子が実
際にペクチンゲルの構造不全に応答して誘
導されるかは今後の検討課題である。欠除処
理時における At3g16120、At4g33467 の発現
はエチレン受容体の阻害剤である銀イオン
により抑制された。このことは、エチレン関
連転写調節因子である At1g22810が誘導され
ることと併せ、ホウ素・カルシウム欠除応答
のシグナル伝達にエチレンが関与するとの
上記の推測を支持する。 
急速な ROS 生成と細胞死の発生という応
答は、植物細胞に病原菌が感染した際の過敏
感反応と類似している。植物病原菌は細胞壁
を破壊し細胞内に侵入するので、細胞壁ペク
チンゲルの構造異常をもたらすホウ素・カル
シウム欠乏と感染は、共通のストレス応答を
誘導する可能性もあると考えた。この仮説を
検証するために、感染応答に際して発現が上
昇することが知られている約 30 の遺伝子に
ついて、ホウ素・カルシウム欠除でも発現誘
導されるか、定量逆転写 PCRにより解析した。
しかし検討した遺伝子についてはいずれも
ホウ素・カルシウム欠除による有意な発現変
化は見られず、これら元素の欠乏応答と感染
応答の類似性を実証することはできなかっ
た。 

 
（2）抗 B-RG-II抗体の作成と解析 

B-RG-II の安定性については細胞壁から切
り出された状態での解析は行われているも
のの、生理的条件、すなわち巨大分子ペクチ
ンの部分領域として細胞壁に存在している
状態での安定性は検討されてこなかった。ま
たホウ素（ホウ酸）による RG-II領域の架橋
が細胞内のどこで、いつ形成されるかも明ら
かにされていない。これらを解析するには
B-RG-II を認識する特異抗体を用いた免疫組
織化学が有用と考えられる。そこで RG-IIに
対する抗体、特にホウ素と結合した B-RG-II
と、架橋されていない単量体 RG-IIを区別で
きる抗体をファージディスプレイ法で作成
することを試みた。 
ファージディスプレイ法は、ランダムペプ
チドライブラリーをファージに発現・表面提
示させ、そのファージ集団の中から固相表面
に固定化した抗原と結合するクローンを選
択する手法である。このためには抗原となる
物質を何らかの固相表面に固定化する必要
があるが、ここで抗原とする B-RG-IIは比較

的低分子かつ親水性の物質であり、タンパク
質のようにポリスチレンとの疎水性相互作
用による物理吸着ではほとんど保持されな
い。そこでまず B-RG-IIを固相化する方法に
ついて検討した結果、a）共有結合を介したポ
リリジンとのコンジュゲートを作成し、ポリ
スチレン表面に物理吸着させる方法、b）分
子内のカルボキシル基を利用し、アミノ基で
表面修飾したポリスチレン表面にカルボジ
イミドカップリングする方法、の 2つの方法
を確立した。そしてこれらの方法で B-RG-II
を固定化したポリスチレンプレートを用い
て B-RG-IIに結合するファージのスクリーニ
ング（バイオパニング）を行ったが、陽性ク
ローンを得ることはできなかった。ここで用
いたファージは正電荷を有する表面に非特
異的に結合する傾向があり、使用した固相の
正電荷（ポリリジン由来、あるいは修飾プレ
ートのアミノ基由来）によるバックグラウン
ドにより特異的結合クローンの選択が妨げ
られた可能性が考えられる。また、ファージ
に抗原提示させたペプチド長（7mer）では安
定な立体構造を取ることができず、十分なタ
イターを有するクローンが取得できなかっ
たのかもしれない。 
以上のようにファージディスプレイ法で

B-RG-II を認識する抗体を取得することはで
きなかったが、開発した抗原固相化法を用い
てB-RG-IIをELISAアッセイプレートに固定
化することで、従来困難であった抗 RG-II抗
体の定量的キャラクタリゼーションが可能
となった。B-RG-II を認識するウサギポリク
ローナル抗体は本研究室ですでに得られて
いたので、この抗体の特異性を競合 ELISA法
で検討した。その結果、この抗体はペクチン
を構成する RG-II以外の部分領域、すなわち
ラムノガラクツロナン I やポリガラクツロン
酸には反応せず、十分な特異性を有した抗体
であることが確認された。また B-RG-II、単
量体 RG-IIはいずれも認識されるが、B-RG-II
に対する反応性がより高いことが明らかと
なった。すなわち、ウサギが産生するイムノ
グロブリンの中には、単量体 RG-IIと B-RG-II
を区別できる分子種が存在することが示唆
される。この結果に基き、現在抗 B-RG-IIウ
サギモノクローナル抗体の作成を進めてい
る。 

B-RG-II 構造が細胞内のどこで、いつ形成
されるかの検討の一環として、形成中の細胞
板に RG-IIが存在するか検討した。細胞板に
ペクチンが含まれることは従来から知られ
ているが、そのペクチンに RG-II領域が存在
するか否かは明らかにされていなかった。そ
こで同調培養したタバコ培養細胞 BY-2 およ
びシロイヌナズナ根端から超薄切片を作成
し、上記のウサギポリクローナル抗 RG-II抗
体を用いた免疫電顕解析に供した結果、形成
中の細胞板にシグナルが観察された。ここで
用いた抗体はホウ素で架橋された B-RG-II、
単量体 RG-IIのいずれとも反応するので、こ



の RG-IIがホウ素と結合しているかどうか現
時点では明らかでないが、細胞板にも RG-II
は存在し、ペクチンの架橋形成は細胞分裂以
前に細胞内で起こり得ることが示された。 
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