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研究成果の概要（和文）：植物の器官分化と協調した葉緑体分化の制御機構の解明を目的とし、地上部を切除したシロ
イヌナズナの根の緑化機構を調べた。その結果、切除された根における光合成関連遺伝子の発現上昇と光合成効率の向
上にサイトカイニンシグナルが必須なことが分かった。このシグナル経路の上流と下流では傷害応答性因子と葉緑体発
達因子がそれぞれ関与していた。さらに、切除恨の緑化は他の植物でも見られ、タンポポでは地上部の再生に重要であ
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate coordination mechanisms of chloroplast differentiation with organ dev
elopment in plants, greening mechanisms of Arabidopsis roots after shoot removal were examined. The result
s revealed that cytokinin signaling upregulates photosynthesis-associated genes and improves photosyntheti
c electron transport efficiency in roots after shoot removal. The cytokinin signaling involves a wounding-
responsive factor in upstream and chloroplast-related transcription factors in downstream. Not only Arabid
opsis thaliana, other angiosperms such as Dandelion (Traxacum officinale) also improved photosynthetic eff
iciency in the root after shoot removal. Further analyses showed that photosynthesis in the root is crucia
l for regeneration of the shoot in Dandelion.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
一般に植物の根は炭素源をソースである

地上部に依存しており、葉緑体分化は抑制さ
れている。しかし、シロイヌナズナを用いた
解析から、地上部から切り離された根では緑
化が誘導され、新たな光合成組織の構築が促
されることを報告者は明らかにしている。こ
れは一種の生存戦略であると捉えることが
でき、実際、タンポポの切除根などでは、緑
化に引き続き地上部の再生が観察される。さ
らに報告者は、この緑化機構には植物ホルモ
ンであるオーキシンとサイトカイニンが深
く関与することを突き止めた（図１）。通常、
根では地上部から輸送されるオーキシンに
より葉緑体分化が強く抑制されている。しか
しこのオーキシンによる抑制は地上部を喪
失した根では減少し、それと同時に傷害部に
おけるサイトカイニンシグナルが強くなり、
緑化が誘導されることが分かってきた。実際、
サイトカイニン処理やオーキシンシグナル
の変異により、根での葉緑体分化が誘導（脱
抑制）され、クロロフィルの蓄積や葉緑体チ
ラコイド膜の発達と共に、光合成電子伝達反
応が増大することを明らかにした。この葉緑
体分化は光合成関連遺伝子群の協調的な転
写活性化を伴っており、光シグナルの転写因
子 HY5 と植物ホルモン応答性の転写因子 GLK
（GLK1 及び GLK2）が、転写活性化に関与し
ていることが分かった。さらに報告者は、GLK
の過剰発現が根の細胞において顕著な葉緑
体分化を誘導し、光合成による光独立栄養生
長を可能にすることを見出した（図 2）。以上
の結果から、根では葉緑体の分化がホルモン
シグナリングにより抑制されているが、条件
が整った時にはそこから脱抑制し、光合成を
行う能力を潜在的に備えていることを明ら
かにしている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
申請者が明らかにした根の緑化機構は、ソ

ース器官が強い損傷を受けた時にシンク器
官で活性化する、植物の生存戦略機構の一つ
であると考えている。しかしこれまでこのよ
うな視点から行われた研究は無く、高等植物
におけるその生理的な重要性や普遍性は明
らかでない。また、申請者によりオーキシン
/サイトカイニンシグナルの関与がシロイヌ
ナズナにおいて明らかとなっているが、その
詳細なシグナル制御機構は不明である。そこ
で本研究では、このシンク器官における「ソ
ース器官喪失応答」がどのような条件で、ど
のようなシグナル経路を介して起こるのか
を詳細に明らかにした。 
 
３．研究の方法 
(1) 根のクロロフィル定量 
根を液体窒素中で破砕し、80%アセトンで

クロロフィルを抽出した。抽出したクロロフ
ィル aおよびクロロフィル bの吸光度を分光
光度計（ULT Rospec 2000, Amersham）で測
定し、クロロフィル濃度を算出した。 
 
(2) 遺伝子発現解析 
根を液体窒素中で破砕し、RNA 抽出キット

（RNeasy, Qiagen）によって組織に含まれる
全 RNA を 精 製 し た 。 逆 転 写 キ ッ ト
（PrimeScript RT Reagent kit with gDNA 
Eraser, TaKaRa Bio）により RNA から cDNA
を合成し、リアルタイム PCR によって目的遺
伝子の相対含量を測定した。PCR 反応には
Thunderbird PreMix kit（Toyobo）を用い、
（MiniOpticon, Bio-Rad）によって PCR 産物
の増幅を計測した。 
 
(3) 光合成活性測定 
光合成クロロフィル蛍光誘導の測定は

図 1 ソース器官喪失による根の緑化機構 

図 2 GLK の過剰発現による根での葉緑体
発達（上図）と根における二酸化炭素固定
能（下図） WT；野生株、GLKox；GLK の過
剰発現株 



JTS-10（Bio-Logic）を用いて行った。 
光化学系 II と光化学系 I 由来の蛍光の測

定は、液体窒素中（77K）で行った。サンプ
ルを破砕し、チラコイドを含む膜画分を調整
し、蛍光光度計（RF-5300PC, Shimadzu）に
よって液体窒素中の蛍光スペクトルを取得
した。 
 光化学系 II の実行量子収率の測定は、パ
ル ス 変調ク ロ ロフィ ル 蛍光測 定 装 置
（Junior-PAM, Walz）を用いて行った。 
 
(4) 光合成タンパク質のウェスタンブロッ
ト解析 
 根を液体窒素中で破砕し、トリスバッファ
ーに懸濁し、膜画分を粗精製した。SDS サン
プルバッファーによりタンパク質を可溶化
し、SDS-PAGE により分離した。電気泳動後、
タンパク質をニトロセルロース膜に転写し、
光合成タンパク質に特異的な一次抗体と反
応させた。アルカリフォスファターゼを結合
した二次抗体と一次抗体を反応させ、アルカ
リフォスファターゼ検出キットによってタ
ンパク質の検出を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 根の緑化における傷害応答シグナル経
路の関与 
最近の研究により、傷害ストレスが転写因

子であるWIND1を介しサイトカイニンシグナ
ルを活性化し、植物の器官分化を制御するこ
とが明らかとなっている（Iwase et al., 
2011）。そこで、WIND1 が切除根の緑化に関
与するかどうかを調べるため、WIND1 の機能
を人為的に抑制したシロイヌナズナの
WIND1-SRDX 形質転換体において根の緑化能
を調べた。その結果、WIND1 の機能を抑制し
たシロイヌナズナでは、切除後の根のクロロ
フィル蓄積が抑制されることが分かった。こ
のことから、地上部を切除した根の緑化には、
WIND1 を介した傷害応答シグナルが重要であ
ることが明らかとなった。 
 
(2) 根の緑化におけるサイトカイニンシグ
ナル経路の解析 
 WIND1 は傷害によりその遺伝子発現が上昇
し、サイトカイニンシグナルの下流因子であ
る type-B ARR を活性化することが示されて
いる（Iwase et al., 2011）。そこで、地上
部を切除した根で type-B ARR が活性化して
いるかどうかを、type-B ARR 依存的に発現す
る TCS::GFP レポーター遺伝子を用いて調べ
た。その結果、TCS::GFP 遺伝子を持つシロイ
ヌナズナの根では切除処理によりGFP蛍光の
大幅な増大が見られた。この結果から、地上
部の切除処理によって type-B ARR の活性化
が根の切除部位で起こることが明らかとな
った。 
 そこで次に、type-B ARR が地上部を切除し
た根の緑化に関与するのかどうかを、type-B 
ARR の変異体を調べることで解析した。その

結果、arr1 arr12二重変異体では、地上部切
除後の根の緑化がまったく見られないこと
が分かった。このことから、切除による根の
緑化は type-B ARR である ARR1 と ARR12 を介
して行われることが明らかとなった。 
 
(3) 地上部切除後の根の緑化時における遺
伝子発現変化 
 シロイヌナズナの根では葉緑体発達に関
わるほとんどの遺伝子の発現が強く抑制さ
れている。そこで、地上部切除後の根の緑化
過程で葉緑体関連遺伝子の発現がどのよう
に変化するのかを解析した。その結果、地上
部を切除したシロイヌナズナ野生株の根で
は、核および葉緑体にコードされる光合成関
連遺伝子の発現が大幅に上昇することが分
かった。さらに、切除した根では、葉緑体の
転写に関わる因子の発現も上昇した。次に、
葉緑体の発達制御に関わる核の転写因子の
発現を調べたところ、CGA1という遺伝子の発
現が切除根では非常に高くなっていること
が明らかとなった。また、クロロフィル合成
に深く関わる転写因子である GLK2 の発現も
切除根で若干上昇していた。葉緑体の発達に
関わる遺伝子と共に、通常葉で発現する緑葉
ペルオキシソームや緑葉ミトコンドリアに
関わる遺伝子の発現も切除根で上昇した。こ
れらは光呼吸に関わる遺伝子であることか
ら、切除根では葉緑体の発達と共に、他のオ
ルガネラの分化も引き起こされていると考
えられる。 
 次に、上記の遺伝子発現変化が、クロロフ
ィルの蓄積と同様 ARR1 と ARR12 を介して行
われているかどうかを arr1 arr12 二重変異
体において調べた。地上部を切除した arr1 
arr12 変異体の根では、核だけでなく葉緑体
にコードされた光合成関連遺伝子の発現も
強く抑制されていた。さらに、葉緑体発達に
関わる転写因子 CGA1および GLK2や光呼吸に
関わる遺伝子の発現も arr1 arr12 変異体の
切除恨では抑えられていた。これらの結果か
ら、地上部を切除した根では、ARR1 と ARR12
を介したサイトカイニンシグナルによって
光合成や光呼吸に関わる遺伝子の発現が誘
導され、根の緑化が引き起こされることが明
らかとなった。 
 
(4) サイトカイニンシグナルの下流で働く
根の緑化に関わる転写因子の解析 
 遺伝子発現解析により、葉緑体の発達に関
わる転写因子の CGA1や GLK2といった遺伝子
が、ARR1 や ARR12 の下流で地上部の切除に応
答して発現上昇することが明らかとなった。
そこで、これらの因子の発現誘導が地上部切
除による根の緑化に関与するのかどうかを
明らかにするため、glk1 glk2 二重変異体と
gnc cga1二重変異体の根の緑化応答を調べた。
GLK1と GNCはそれぞれGLK2と CGA1のホモロ
グである。根に含まれるクロロフィルの定量
実験により、glk1 glk2 では地上部の切除前



も切除後も共に根のクロロフィル含量が低
下していたのに対し、gnc cga1では切除後の
み根のクロロフィル量が減少することが分
かった。この結果から、GLK1 と GLK2 が恒常
的に根のクロロフィル蓄積に必要なのに対
し、GNC や CGA1 は地上部切除時の根の緑化に
特異的に関わっていることが明らかとなっ
た。 
 
(5) 地上部を切除した根における光合成効
率の上昇とサイトカイニンの役割 
 遺伝子発現解析により、地上部切除後の根
では核にコードされた光合成関連遺伝子だ
けでなく、葉緑体にコードされた遺伝子の発
現も大幅に上昇することが明らかとなった。
そこで、これらの光合成関連遺伝子の発現上
昇が光合成に与える影響を調べた。まず、シ
ロイヌナズナの根と葉の光化学系の実効量
子収率を比較したところ、根では収率が葉に
比べて大幅に低くなっていた。また、実行量
子収率の低下は、光化学系 II の量子収率の
低下と共に、光化学系 II 以降の電子伝達効
率の低下が原因であることが分かった。さら
に、光化学系 II と光化学系 I のクロロフィ
ルから生じる蛍光を解析したところ、根では
光化学系Iからのクロロフィル蛍光が大幅に
低下していた。このことから、葉に比べ根で
は光化学系 II と光化学系 I の光エネルギー
の分配がアンバランスになっており、不完全
な光合成電子伝達系が形成されていると考
えられる。実際、光合成タンパク質のウェス
タンブロット解析によって、根では光化学系
I 複合体のコアタンパク質が大幅に欠失して
いることが明らかになった。しかし興味深い
ことに、地上部を切除した根ではこれらの効
率の改善が見られ、光化学系 II/光化学系 I
の蛍光比率や実行量子収率も葉に近い値を
示すことが分かった。この結果から、根では
地上部の切除により光合成系の再構成が行
われていると考えられる。 
 さらに報告者は、この切除根における光合
成効率の良化にサイトカイニンシグナルが
関係するのかどうかを調べた。地上部未切除
の根に合成サイトカイニンである 6-ベンジ
ルアデニンを与えたところ、切除根と同様に
光合成効率の良化が見られた。一方、arr1 
arr12 変異体の根では、地上部の切除による
光合成効率の良化が起こらず、また、6-ベン
ジルアデニンによる効果も見られなかった。
このことから、地上部を切除した根における
光合成効率の良化は ARR1 と ARR12 を介した
サイトカイニンシグナルによって誘導され
ていることが明らかとなった。 
 
(6) 被子植物における根の緑化の普遍性の
解析 
これまでの解析により、シロイヌナズナで

は地上部の切除により根での光合成効率の
良化が引き起こされることが明らかとなっ
た。そこで、この現象が他の被子植物でも見

られるかどうかを明らかにするため、セイヨ
ウタンポポ（Taraxacum officinale）、アサ
ガオ（Ipomoea nil）、カスミソウ（Gypsophila 
paniculata）、キュウリ（Cucumis sativus）、
およびバジル（Ocimum basilicum）において
根の光化学系量子収率の解析を行った。その
結果、セイヨウタンポポ、アサガオ、カスミ
ソウでは、シロイヌナズナと同様に地上部切
除によって根の光合成効率の上昇が見られ
たが、キュウリやバジルではそのような効果
は見られなかった。このことから、根の緑化
応答は植物種によって異なることが示唆さ
れた。 
 次に、根の光合成が植物の生育にとって重
要かどうかを明らかにするために、根から地
上部の再形成が容易に起こるセイヨウタン
ポポを材料に地上部再分化実験を行った。地
上部を切除したセイヨウタンポポの根を糖
などのエネルギー源をまったく含まない培
地で培養したところ、根から地上部が高い割
合で再分化した。このことから、根からの地
上部の再分化に外からのエネルギー添加が
必要でないことが分かった。一方、根の光合
成を阻害したところ、切除恨からの地上部の
再分化が強く阻害された。これらの結果から、
セイヨウタンポポでは根の光合成が地上部
の再分化に重要な役割を果たしていること
が明らかとなった。 
 
(7) 考察と結論 
 地上部を切除した根では、WIND1 を介した
傷害応答シグナルが働き、根の緑化を誘導す
ると考えられる。WIND1 はサイトカイニンの
正の情報伝達因子である type-B ARR を活性
化することが報告されており（Iwase et al., 
2011）、実際、切除根でも type-B ARR の活性
化が観察された。type-B ARR の ARR1 と ARR12
の二重変異体では切除根の緑化が起こらな
かったことから、WIND1 の下流で ARR1 と
ARR12 が根の緑化にメインに働いていると考
えられる。さらに ARR1 と ARR12 の活性化に
より CGA1 の発現が上昇し、切除恨で葉緑体
の発達を促すと考えられる。この考えは、
CGA1 の発現が ARR1 ARR12 依存的に上昇し、
葉緑体の発達を促すという報告（Chiang et 
al., 2012）とよく一致する。しかし、gnc cga1
二重変異体でもある程度の緑化が依然とし
て見られることから、GLK などの他の転写因
子も同時に根の緑化に寄与していることが
推測される。 
報告者の解析から、地上部を切除した根で

は、クロロフィルの蓄積と共に光合成効率が
良化することが明らかとなった。切除根では
核にコードされる光合成関連遺伝子だけで
なく、葉緑体コードの光合成遺伝子の発現も
大幅に上昇することから、このような全体的
な光合成関連遺伝子の転写活性化が葉緑体
の量的・質的な転換に寄与すると考えられる。
実際、切除により根で光合成遺伝子の活性化
が起こらない arr1 arr12 変異体では、光合



成の良化も見られなかった。興味深いことに、
サイトカイニンの添加によって切除なしで
も根の光合成効率の良化が見られたことか
ら、根の葉緑体の量的変化だけでなく、質的
変化にもサイトカイニンシグナルが重要な
役割を担っていることが分かった。 
地上部切除による根の光合成の良化はシ

ロイヌナズナだけでなく他の植物でも見ら
れたが、それは種によってさまざまであるこ
とが分かった。セイヨウタンポポによる解析
により、根の光合成が切除根からの地上部の
再分化に重要であることが示された。報告者
が明らかにした根の緑化機構が植物の生存
戦略に一役買っている可能性が考えられる。
根の緑化の仕組みが自然界でどのような役
割を担っているのかを明らかにするには、今
後のさらなる研究の伸展が必要である。 
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