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研究成果の概要（和文）：植物の微量必須元素であるホウ素が欠乏すると、細胞に活性酸素分子種（ROS）が蓄
積し、酸化障害や細胞死が発生する。ホウ素は細胞壁構造を安定化する因子なので、欠乏すると細胞壁が不安定
化すると推定されるが、それがROS蓄積や細胞死をもたらす機構は不明である。そこで本研究では、モデル植物
シロイヌナズナの根をホウ素欠除処理した際の応答を詳細に解析した。その結果、短時間のホウ素欠除処理で実
際に細胞壁の強度低下が起こること、またROS蓄積には細胞壁ペルオキシダーゼが関与している可能性があるこ
と等、ホウ素欠乏による障害発生の機構解明につながる知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Boron is one of the essential elements for vascular plants. Deficiency of 
boron causes the accumulation of reactive oxygen species (ROS), which leads to oxidative damage and 
cell death. Since boron functions to stabilize the cell wall structure, the boron deficiency-induced
 damages presumably arise from the defective cell wall structure, but the precise causal 
relationship between the events remain largely unknown. Therefore, in this study, we analyzed the 
response of Arabidopsis roots to boron deprivation in detail. Major findings include: (1) mechanical
 strength of the root cell wall was indeed decreased by short-term boron deprivation; and (2) the 
cell wall peroxidase may be involved in the ROS over-accumulation in boron-deprived roots.

研究分野： 植物栄養学

キーワード： 植物　ホウ素　細胞壁　欠乏ストレス　活性酸素　細胞死
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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。
作物のホウ素欠乏は可食部の壊死や不稔を引き起こし収量・品質を著しく低下させる。このような欠乏障害の回
避や欠乏耐性品種の作出には、そもそもホウ素欠乏がなぜ・どのように植物細胞に障害をもたらすか理解するこ
とが重要である。本研究で明らかとなった、ホウ素欠乏時に実際に細胞壁の強度低下が生じていること、障害の
原因物質である活性酸素分子種がペルオキシダーゼにより生成している可能性があることは、この過程の解明に
資する重要な情報である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ホウ素は植物の微量必須元素のひとつである。植物はホウ素をホウ酸の形で土壌から吸収す
るが、ホウ酸は雨による溶脱等で土壌から失われやすく、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広く分布している 1)。ホウ素欠乏は、塊茎、塊根あるいは葉菜類の新
葉のような急速に肥大・生長する組織の壊死、さらには穀類における不稔などをもたらすため、
作物の収量・品質を著しく低下させる。このような欠乏障害の抑制、あるいは欠乏耐性品種の作
出にあたっては、そもそもホウ素欠乏がなぜ・どのように植物細胞に障害をもたらすのか理解す
ることが極めて重要である。  
我々は過去の研究で、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いかなる過程で組織の壊死や不稔にまで発展する
のかについては、いまだ完全には理解されていない。この状況に鑑みて、我々はタバコ培養細胞・
シロイヌナズナのホウ素欠乏応答を詳細に解析し、ホウ素欠乏では活性酸素分子種（ROS）の蓄
積による酸化障害、またそれを直接の原因とする細胞死が発生することを明らかにしてきた 4,5)。
更にその過程で、ホウ素欠乏に対する初期応答と病原菌感染応答が類似していることを見出し、
そこから細胞のホウ素欠乏応答について図 2のような仮説を立てるに至った。すなわち、植物細
胞はホウ素欠乏に伴う細胞壁構造の撹乱・強度低下を、細胞壁分解を伴う病原菌の侵入と同質の
事象と認識し、防御応答として過敏感反応を誘導する結果、プログラム細胞死のプロセスが発動
されると推定した。そしてこのモデルを検証することで植物のホウ素欠乏応答・障害発生メカニ
ズムの全体像を解明できると考え、本研究を開始するに至った。 

  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、植物細胞のホウ素欠乏応答に関する仮説（図 2）の妥当性検証を通じ、ホウ
素欠乏が植物細胞に障害をもたらすメカニズムを具体的に明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
シロイヌナズナ幼植物の培地からホウ素を除去すると、1 時間以内に根端伸長領域で ROS 蓄
積と細胞死が発生する。この迅速な応答が、各種阻害剤の投与によって、あるいは関与が推定さ
れるタンパク質遺伝子の変異株において変化するか検討することで、欠乏感知やストレスシグ
ナル伝達に関与する分子の探索・絞り込みを試みた。また病原菌感染に伴う過敏感反応に付随し
て生じることが知られている事象が、ホウ素欠乏応答においても見られるか検討した。更に、一
連の応答の起点と推定する細胞壁の強度変化が実際に生じているか、原子間力顕微鏡を用いた
インデンテーション法により調査した。ホウ素欠除処理には、我々が独自に開発した小スケール
のホウ素欠除処理実験系を用いた（図 3）。 
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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。

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。 
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図 3: ホウ素欠乏障害の発生機作（仮説）
ホウ素欠乏に起因するペクチンの架橋不全は、病原
菌の攻撃と同じく細胞壁の構造異常として知覚され、
過敏感反応・細胞死を誘導する可能性が考えられる。

研究期間内に何をどこまで明らかにするか
1. ホウ素欠乏応答・障害の発生メカニズムを解明する
ホウ素欠乏によりペクチンが架橋できないことで酸
化障害が発生する理由の解明を目指す。
このために、ホウ素欠乏による細胞壁の構造異常が
病原菌の攻撃による細胞壁損傷として認識されてい
るとの仮説の当否を明らかにする。

2. 新規なホウ素栄養診断法の技術基盤を開発する
ホウ素欠乏に特有の生理変化をバイオマーカーとし
てホウ素充足度を診断する新規手法の開発を目指す。
このために、ホウ素欠乏で特異的に誘導される遺伝
子セットを同定し、それらの発現量から充足度を定
量的に判断する方法等の基礎的検討を行う。

学術的な特色・独創的な点および予想される結果と意義

ホウ素欠乏による障害は極めて多岐にわたる上、欠乏の直接の効果と二次的な影響が混在している
ため、欠乏に伴って生じる現象を漠然と観察しても障害の本質に迫ることは難しい。おそらくこのこ
とが、ホウ素欠乏による障害発生機作がいまだに解明されていない理由と考えられる。これに対し応
募者は、ホウ素欠除処理後、早期に発生する応答こそホウ素欠乏の直接の効果を反映していると考え、
初期応答に焦点を絞り解析を進めてきた。その結果、今回新たにNOが欠乏応答に重要な役割を果たし
ていることを見出し、そこから病原菌感染応答とのクロストークという仮説を着想するに至った。こ
のように本研究は応募者の過去 20年余にわたるホウ素研究の成果を活かし発展させようとするもので
あり、その間に蓄積した知見と洞察は本研究においても有効に活用されると考える。一例として、応
募者らは最近、液体培養したシロイヌナズナを用い、ホウ素欠乏に対する早期応答を誘導する、小ス
ケールで再現性のよい独自の実験系を開発した。この実験系を用いれば各種阻害剤や変異体を用いる
解析が容易に実行可能であることから、応募者らが今後もホウ素の機能研究において世界に先駆けて
新規な知見を発見していくことが可能と自負する。
本研究で応募者の仮説の妥当性が示されれば、細胞壁構築因子としてのホウ素の機能と、欠乏によ

る酸化障害発生という現象の関連が初めて明らかとなる。このことは植物の無機栄養生理研究に進展
をもたらすと同時に、将来的には、ホウ素不足時に誘導される過敏感反応を制御し、作物の損傷を抑
制するなどの技術に応用できる可能性もある。
また本研究ではホウ素栄養の新規診断技術の開発に向けた基礎的検討も行う。ホウ素は作物に対す

る至適濃度範囲が狭く過剰障害も発生しやすいため、作物がホウ素欠乏を思わせる症状を呈している
としても、追加施用に慎重な生産者が多い。将来的にこの方法が実用化されるならば、作物の生育不
良がホウ素欠乏によるものであるか判断する確定診断法として有用であり、適切な追加施用によるホ
ウ素欠乏症の発生回避に貢献する技術となり得る。

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) Koshiba T et al. (2009) Plant Cell Physiol. 50: 26–36.
5) Oiwa Y et al. (2013) Soil. Sci. Plant Nutr. 59: 621–627.

図 2: ホウ素欠乏障害の発生機作に 
関する仮説 

ホウ素欠乏に起因するペクチンの架橋不
全は、病原菌の攻撃と同じく細胞壁の構
造異常として細胞に知覚され、過敏感反
応としてプログラム細胞死を誘導する可
能性が考えられる。 



 
 
４．研究成果 
（１）ホウ素欠除で誘導される細胞死とプログラム細胞死の同一性に関する検討 

シロイヌナズナ幼植物にホウ素欠除処理を施した際の遺伝子発現変化は、病原菌感染応答
と類似している 6)。またその際、根端には ROSに加え一酸化窒素（NO）が蓄積する 6)。シロ
イヌナズナを含む多くの植物において、病原菌感染時に ROSと NOの両方が蓄積し、過敏感
反応の一つである PCDの誘導に不可欠の役割を果たすことが知られている。これらの知見か
ら、ホウ素欠除処理に伴う細胞死が PCDと共通の機構で誘導される可能性を考え、欠除処理
を行ったシロイヌナズナ根端で PCDに特徴的な事象が生じるか検討した。 
まず、ホウ素欠除誘導細胞死の実行に NO蓄積が必要であるか検討した。ホウ素欠除処理と
同時に NO合成酵素阻害剤 L-NMMAあるいは NO捕捉剤 cPTIOを添加すると細胞死は軽減さ
れた。また NO生合成機構に変異を有する noa1変異株をホウ素欠除処理した場合、根端にお
ける NO蓄積が著しく減少し、細胞死も抑制された。noa1株では ROS（スーパーオキシドア
ニオン）の蓄積も減少していた。ROS とホウ素欠除誘導細胞死の関連については、合成酵素
阻害剤 DPIや捕捉剤 TMPが細胞死を効果的に抑制することをすでに明らかにしている。これ
らの結果・知見を併せ、ホウ素欠除で誘導される細胞死も、その実行には ROS及び NO両方
の蓄積が必要であることが示唆された。 
続いて、PCD の実行に不可欠なカスパーゼ-1 様酵素の関与について検討した。活性化した
カスパーゼ-1 と不可逆的に結合する蛍光標識基質を用いたアッセイの結果、ホウ素欠除処理
に伴ってこの酵素が活性化することが認められた。しかし、シロイヌナズナに 4つ存在するカ
スパーゼ-1様酵素（VPE）の全てを欠損した多重変異株 vpe-nullでは、ホウ素欠除処理時にも
カスパーゼ-1活性はほとんど見られないにもかかわらず、細胞死は軽減されなかった。 
以上の結果をまとめると、ホウ素欠除処理に伴う細胞死は、ROS、NOの両方が蓄積する必
要がある点、カスパーゼ-1様酵素の活性化を伴う点で病原菌感染応答における PCDと共通し
ていた。この他にも、細胞死の誘導がシクロヘキシミドで抑制され新規タンパク質合成が必要
と考えられる点、ペルキシナイトライトが蓄積する点でも両者は一致していた。しかしホウ素
欠除に伴う細胞死では VPEが必須ではなかった。また PCDの特徴であるゲノム DNAの断片
化も検出されなかった。以上の結果から、ホウ素欠除で誘導される細胞死は、自発的な細胞死
の性質を有するが、病原菌感染で誘導される典型的な PCDとは異なると結論した。 

（２）ホウ素欠除処理に伴う ROS生成を担う酵素の特定 
ホウ素欠除処理に伴う迅速なROS生成を担う酵素は特定されていない。そこで、各種のROS
生成酵素の欠損が、ホウ素欠除処理に伴う ROS（スーパーオキシドアニオン）蓄積量を変化
させるか検討した。細胞膜 NADPHオキシダーゼ Rboh C、Rboh Fおよび細胞壁ペルオキシダ
ーゼ PER62、PER71の T-DNA挿入変異株を供試した結果、per62変異株において、ホウ素欠
除処理に伴う ROS蓄積が野生型株の 50％程度まで減少することを見出した。また、ペルオキ
シダーゼによるスーパーオキシドアニオン生成反応の阻害剤 NaN3を培地に添加すると、ホウ
素欠除処理に伴う ROS蓄積は減少した。以上の結果から、ホウ素欠除に伴う迅速な ROS生成
に PER62を含む細胞壁ペルオキシダーゼが関与することが示唆された。 
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応募者らがこれまでの研究で確立したホウ素欠乏応答誘導系を利用し、シロイヌナズナを材料とし
て下記の研究を行う。

i. ホウ素欠除処理に伴う応答（遺伝子発現変化、代謝変化あるいは細胞死）が各種阻害剤や変異株
で変化するか検討し、欠乏感知や障害発生に関わる分子を同定する。

ii. この系で誘導される遺伝子発現変化を他種ストレスによる変化と比較し、ホウ素欠乏ストレス特
異的な遺伝子発現変化を同定する。その上で、それら遺伝子の発現が植物のホウ素栄養状態を診
断するバイオマーカーとして利用可能か検証する。

1/4 MS培地 
（7.5 µM B）4 mL中に 
播種、無菌液体培養

＋ アゾメチンH  
　  200 µM

0.5～1 h

・Evans blue染色（細胞死） 
・遺伝子発現解析
　など

図 4: ホウ素欠除処理実験系
　シロイヌナズナを 6ウェルカルチャープレートで無
菌液体培養した後、その培地にホウ酸キレーターで
あるアゾメチン Hを添加することでホウ素欠乏を誘
導する。

本研究では、応募者らが開発した小スケールのホウ素欠
除処理実験系（右図）を利用する。本法は培地にホウ酸キ
レーターであるアゾメチン Hを添加することで培地ホウ
素をマスクし、植物をホウ素欠乏状態とする方法である。
培地の交換や植物の移植などを行わないため、ホウ素欠
除以外の影響を最小限に止めることが可能である。また、
培養・欠除処理に用いる培地は 1ウェルあたり数 mLで
あり、阻害剤の効果を検証する際に使用量が少量で済む
こと、無菌状態であるため意図しない感染ストレスの影
響を排除できることも有利な点である。ここでは、この
実験系を用いてシロイヌナズナをホウ素欠除処理し、初
期応答（遺伝子発現、代謝変化および細胞死）に着目し
て解析を行う。

平成 29年度
1. ホウ素欠乏応答および障害発生メカニズムの解明
図 3に示したホウ素欠乏応答に関する仮説について以下の検証を行い、ホウ素欠乏から障害発生
に至る過程の全ステップを解明する。

(a) ホウ素欠乏と感染応答は重複しているか
ホウ素欠乏応答と感染応答の類似性を遺伝子発現変化の側面から検討する。このためホウ
素欠除処理したシロイヌナズナのトランスクリプトーム解析（マイクロアレイ法）を行い、
感染応答と共通の遺伝子群が誘導されるか検討する。またその応答が細胞壁損傷応答に相
当するか考察するため、既知の細胞壁損傷ストレスであるセルロース合成阻害剤処理で誘
導される遺伝子発現変化との比較も行う。感染応答およびセルロース合成阻害剤処理時の
遺伝子発現については公共データベースGene Expression Omnibusに登録されているデータ
を利用する。
また、ホウ素欠除処理で、感染時に特徴的な応答であるカロース、リグニン蓄積が起こる
かについても検討する。

図 3: ホウ素欠除処理実験系 

シロイヌナズナを 6 ウェルカルチャー
プレートで無菌液体培養した後、培地
にホウ酸キレーターであるアゾメチン
H を添加することでホウ素欠乏を誘導
する。 

図 4: ホウ素欠除処理に伴う根端伸長領域の 
細胞壁の弾性率変化 

ホウ素（B）欠除処理後 0.75 Mソルビトール
を含む培地で原形質分離させたのち、弾性率

を測定した。*は Studentの t検定で control区
と有意差があったことを示す（P < 0.05）。
n=15, -B: n=16.   
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（３）ホウ素欠除処理に伴う細胞壁の強度変化の解析 
図 2に示した仮説では、ホウ素欠乏で細胞壁の強度が低下し、それが一連の応答のトリガー
となると想定している。この仮説検証の一環として、細胞死が生じる領域において実際に細胞
壁の強度が低下しているか検討した。 
液体培養したシロイヌナズナ幼植物を培地中に保持し、原子間力顕微鏡を用いたインデン
テーションに供した。応力-ひずみ曲線を取得してカーブフィッティングを行い、剛性を示す
ヤング率を算出した。ホウ素欠除処理を行うと、1時間以内に根端伸長領域の細胞壁のヤング
率が低下し、ヤング率の分散も小さくなった（図 4）。この結果より、ホウ素欠除処理を受け
た根では、実際に 1時間以内に伸長領域の細胞壁強度が低下することが確認された。 
更に、ホウ素欠除処理と同時にラジカルスカベンジャーを培地に添加し ROSの蓄積を抑制
した場合、細胞死は抑制されたが、ヤング率の低下は抑制されなかった。このことは、ホウ素
欠除に伴う細胞壁の強度低下は、ROS蓄積や細胞死に先立つ事象であることを示唆する。 

（４）まとめ 
本研究では、植物がホウ素欠乏で障害を受けるメカニズムの解明を目指し、我々が構築した
仮説の検証を行った。シロイヌナズナ根のホウ素欠除処理は 1 時間以内という短時間で細胞
死を誘導する。必須元素の欠乏が細胞に様々な代謝障害を誘導することは当然としても、その
影響が致死的なレベルまで蓄積するには、より長い時間を要すると思われる。それゆえ、ホウ
素欠除に伴ってごく短時間で細胞死が生じる理由は、ホウ素不足に起因する細胞壁構造の不
安定化が細胞に自発的な死を誘導するためではないかと考え、その可能性を検証した。検討の
結果、ホウ素欠除による細胞死は過敏感反応に伴う典型的な PCDとは異なることが示唆され
たが、新規タンパク質合成が必要であることなど、自発的な細胞死の一種であることを示唆す
る結果も得られた。 
細胞壁の強度低下が欠乏応答の起点であるとする推測については、細胞死が生じる領域の
細胞壁強度が実際に低下することが確認され、仮説が支持された。また欠除処理時に ROS蓄
積をもたらす酵素が細胞壁ペルオキシダーゼであることも示唆された。したがって今後は、細
胞壁構造の不安定化が細胞壁ペルオキシダーゼを活性化させる機構について重点的に検討す
ることが重要であろう。これによりホウ素欠乏から細胞死へ至る一連の事象の解明が進展し、
植物におけるホウ素欠乏障害発生機構を理解できると考える。 
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