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研究成果の概要（和文）：アポプラスト障壁は植物の内と外を分ける構造である。　根の内皮細胞や外皮細胞の
細胞壁にリグニン（カスパリー線）やスベリンが蓄積することにより、障壁としての機能を発揮する。しかし、
その形成機構や生理的役割に関しては未解明の点が多い。本研究では、シロイヌナズナを用いて、カスパリー線
形成の転写因子であるMYB36により直接転写制御される遺伝子の解析を行い、カスパリー線形成に重要なタンパ
ク質であるCASP1の細胞内局在に重要な機能を果たす遺伝子を同定した。また、カスパリー線の形成が低栄養
（カリウム）によって制御されていること、また、その制御はMYB36が介して行われることをを見出した。

研究成果の概要（英文）：The apoplastic barrier is the structure that separates the inside from the 
outside of the plant. Apoplastic barrier is composed of lignin (Casparian strip) and suberin 
composed of lipids. These are the cell wall structure of root endodermal and exodermal cells and 
form the barrier. However, the mechanism of their formation and their physiological roles remain 
largely unknown. In this study, using Arabidopsis thaliana, I analyzed genes directly regulated by 
MYB36, a master regulator of　Casparian strip formation, and identified genes that play important 
functions in the subcellular localization of CASP1, a protein that serves as an important scaffold 
for Casparian strip formation. I also found that Casparian strip (apoplastic barrier) formation is 
regulated by low nutrition (potassium) and that this regulation is mediated by MYB36.

研究分野： 植物栄養学

キーワード： アポプラスト　カスパリー線　スベリン
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アポプラスト障壁は植物の内と外を分ける重要な構造であり、植物がさまざまな物質が含まれる土壌から、植物
が必要なもののみを吸収するのに必要である。本研究では、これまでに同定したカスパリー線形成に重要な遺伝
子（MYB36）を手がかりに、その形成機構の分子メカニズムの詳細を明らかにしたものである。加えて、栄養条
件によってカスパリー線の形成が柔軟に変化することを示し、植物の環境適応応答について新しい知見を得るこ
とができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
植物は土壌から必須元素を選択的に吸収し、二酸化炭素と水のみで生育する。植物が生育する
土壌には、非必須元素が含まれていたり、必須元素が欠乏、または、過剰な状態にあることが多
い。このような均一でない土壌中から必須元素のみを必要量吸収することによって植物は様々
な土壌環境で生育している。このような環境下での植物の生育を可能にしているのが、選択的な
物質の移動を行うタンパク質である輸送体と、非選択的な物質の取り込みを防ぐアポプラスト
障壁であるカスパリー線である。これまでに、必須元素の輸送体タンパク質はすべて同定されて
おり、発現や活性制御機構など多くのことが輸送体についてわかりつつあり、応用研究もされて
いる。一方で、もう一つの役者であるアポプラスト障壁の形成機構や生理的役割に関しては未解
明の点が多い状態であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、アポプラスト障壁であるカスパリー線とスベリンの形成と機能を理解することを目
的とし、輸送体の解析だけでは見えてこなかった栄養吸収の仕組みについて新たな知見を得る
ことを目指す。 
 
３．研究の方法 
アポプラスト障壁の形成機構と機能について、カスパリー線形成のマスターレギュレーターで
ある MYB36 により発現が制御されている遺伝子について変異株を確立し、カスパリー線や CASP
の局在を観察する。また、アポプラスト障壁に異常を有する変異体や形質転換体を用いることに
より、形成の分子機構を解明する。材料はシロイヌナズナとイネを用いた。 
 
４．研究成果 
（１）MYB36 により発現が制御される遺伝子の解析 
 MYB36 によって制御されている遺伝子群の T-DNA 破壊株（１０遺伝子）、CRISPR 破壊株（２遺伝
子）を作成し、カスパリー線に形成がある二つの遺伝子について機能解析を行った。MLRK（MYB36-
regulated leucine-rich repeat receptor kinase）と ERK1（Endodermis receptor kinase 1）
と命名し、以下に示す成果を得た。 
 
・MLRK 
 MLRK が MYB36 により直接転写制御されることを ChIP-qPCR により示した。MLRK はカスパリー
線が形成される内皮細胞で特異的に発現し、Casparian strip domain（CSD）の両側に局在する
ことを MLRK-genome-GFP を導入した植物を用いて示
した。mrlk変異株は、カスパリー線の形成やアポプラ
スト障壁の形成に表現型が見られなかった。また、
CAPS1 の局在も mrlk 変異株では変化しなかった。一
方で、pSCR-CASP1-mCherry/myb36では細胞膜全体に観
察された CASP1の蛍光が、MLRK を発現させると、内皮
細胞の皮層側に CASP1 が局在することが明らかにな
った（右図）。さらに、MLRKとそのホモログである RDK1 
(Receptor Dead Kinase1) の二重変異体では、内皮細
胞の皮層側に異所的にリグニンが沈着し、アポプラス
ト障壁の形成に異常を有していた。これらの結果か
ら、MLRK および RDK1はカスパリー線形成に必要であ
り、これら遺伝子の機能は冗長であることを示し、カ
スパリー線形成に必要な二つの遺伝子を同定した。 
 
・ERK1 
 ERK1が MYB36 により直接転写制御され
ることを ChIP-qPCR により示した。ERK1
は、内皮細胞で発現し、細胞質および核に
局在していた。ERK1 の破壊株では、カス
パリー線の形成に異常があった。ただし、
二つの T-DNA 破壊株についていずれもホ
モ系統の 20%のみがカスパリー線異常を
示した。erk1 変異株では、CASP1 の局在
が変化していた（右図：erk1-1ではCASP1-
GFP の異所的な局在が観察できる）。また、



 

 

ERK1と相互作用する単量体 Gタンパク質（ROP2および ROP6）の破壊株では、erk1と同様のカス
パリー線の異常、CASP1の局在の異常が観察された。以上の結果から、ERK/ROPs 経路はカスパリ
ー線形成に関与していることを示した 
 
（２）イネ変異株の解析 
以下、OsCASP2の解析と OsSGN3 の解析について示す。それぞれ、シロイヌナズナの CASP およ
び SGN3 のホモログについて、CRISPR 破壊株を作成し解析した。 
 
・OsCASP2 
 OsCASP2のCRISPR破壊株を独立
に複数系統作成し、そのうち、十
分な量の種子が得られた２系統に
いて解析を行った。ICP-MS による
地 上 部 の 元 素 分 析 お よ び
propidium iodide（PI）を用いた
アポプラスト障壁の機能を観察し
たところ、地上部における元素濃
度は異常があったが（高 Ca、Sr が
顕著であり、他のグループから発
表された OsCASP1と同様の元素変
化パターン）、アポプラスト障壁に
おける異常を見出すことはできなかった（右図：PI を用いた）。リグニン（カスパリー線）の染
色、スベリンの染色も行ったが、野生型との差は見出すことができなかった。観察できていない
微小なアポプラスト障壁への変化が地上部元素濃度の変化を生じていると考えられる。 
 
・OsSGN3 
 OsSGN3 の CRISPR 破壊株を独立に２系統作成した。ホモ系統が得られなかったため（花粉が全
くないため雄性不稔であると考えられる）、ヘテロ系統を維持している。このことは、OsSGN3 が
花粉形成に関与することを示しており、花にもアポプラスト障壁が存在する可能性、または、
OsSGN3 がアポプラスト障壁形成とは全く異なる機能を持つ可能性を示唆するものである。 
 
（３）低カリウム条件で誘導されるカスパリー線の機能 
アポプラスト障壁であるス

ベリンの形成が栄養条件に
よって変化することが既に
報告されていた。そこで、本
研究では栄養条件がカスパ
リー線形成に与える影響を
解析した（右図）。シロイヌナ
ズナを低栄養条件と NaCl 条
件で栽培し、PI を用いたアポ
プラスト障壁の機能を検証
したところ、低カリウム下に
て、アポプラスト障壁の形成
が通常条件下よりも根端側
で観察された（右図 A, B）。
また、カスパリー線の実態で
あるリグニンの蓄積も低カ
ルシウム条件下で、通常条件
と比較して根端側で観察さ
れた(右図 C)。また、カスパ
リー線形成のマスターレギ
ュレーターであるMYB36の発
現も同様に根端側で観察さ
れた。すなわち、低カリウム
条件では MYB36 の発現が根端側で発現することにより、カスパリー線の形成、アポプラスト障壁
の形成が早まることを明らかにした。 
 
（４）Mg 変異株の解析 

 カスパリー線変異株を単離する過程で得られた低 Mg感受性シロイヌナズナ変異株について原

因遺伝子を同定し、その機能を解析した。１つはカスパリー線形成に関与する SGN3 であり、２

Apoplastic barrier is normal in oscasp2 mutant lines 
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つは機能未知の遺伝子、一つはマグネシウム輸送体である MRS2-7のスプライシングに関与して

いることを示した。 
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