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研究成果の概要（和文）：本研究は、植物器官形成の開始位置を決定する局所的なオーキシン蓄積の確立機構を
解明することを目的として、側根形成の開始頻度が顕著に低下するシロイヌナズナfewer roots（fwr）変異体の
原因遺伝子である低分子量ADP-ribosylation factor (Arf) GTPaseのグアニンヌクレオチド交換因子（Arf 
GEF）をコードするGNOMに注目し、fwr変異体とfwrの側根形成能を回復させるfspサプレッサー変異体を用いた生
理学的・発生学的解析を行った。その結果、側根形成開始におけるGNOMを介した局所的オーキシン蓄積の確立機
構の一部を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the establishment mechanism of local auxin accumulation that 
determines the initiation of plant organogenesis, this research focused on GNOM, which encodes an 
ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange factor (Arf GEF) for the Arf GTPase, and 
conducted physiological and developmental analyses using the fwr mutant and fsp suppressor mutants 
that restore lateral root formation in fwr. As a result, we clarified part of the establishment 
mechanism of local auxin accumulation via GNOM in the initiation of lateral root formation.

研究分野：植物生理学・発生学・遺伝学

キーワード： 器官形成　側根形成　オーキシン　細胞内膜輸送　シロイヌナズナ

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物器官の形成開始を決定する局所的なオーキシン蓄積の確立機構を理解することは、植物生理学・発生学分野
の進展に大きく貢献することが期待される。本研究は、その機構に関わる新たな細胞内膜輸送系を明らかにする
点でインパクトがあるとともに、器官の形成開始位置を調節して農作物・園芸品種の器官形成パターンを改良す
る技術につながる点においても創造性がある。

※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 
 
 維管束植物の葉や花などの側⽅器官は、茎頂分裂組織で局所的にオーキシンが蓄積する部位
に形成される。この局所的なオーキシンの蓄積は、周囲の細胞におけるオーキシン排出輸送体タ
ンパク質 PIN1 の極性をもった局在により制御されている。また、根の側⽅器官である側根は親
根の内鞘組織において局所的にオーキシンが蓄積する部位に形成される。このように植物の側
⽅器官の形成には、隣接する細胞間または組織・器官間におけるオーキシンの分配制御によって、
局所的にオーキシンが蓄積すること（オーキシン応答極⼤の形成）が重要である。しかしながら、
オーキシンを適切な部位に蓄積させて器官形成を開始する分⼦機構は⼗分には解明されていな
い。 
 研究代表者らが独⾃に単離し、報告したシロイヌナズ
ナ fewer roots（fwr）は、低分⼦量 ADP-ribosylation factor 
(Arf) GTPase のグアニンヌクレオチド交換因⼦（Arf 
GEF）をコードする GNOM 遺伝⼦のミスセンス変異に
よって、側根形成の開始頻度が顕著に低下する（図 1A；
Okumura et al. 2013）。GNOM 遺伝⼦は、胚致死変異体
gnom/emb30 の原因遺伝⼦として知られており、細胞内
膜輸送に関与し、オーキシン排出輸送体 PIN1 タンパク
質 の 極性 のあ る 局在 を制 御す る（ Steinmann et al. 
1999）。PIN1 は常に細胞膜に局在しているわけではな
く、細胞内のエンドソームと細胞膜との間を⾏き来（リ
サイクリング）することで局在が制御されており、
GNOM は PIN1 の局在制御やリサイクリングに深く関
わることが⽰されてきた。興味深いことに、GNOM 遺
伝⼦の弱アリル変異体 fwr では、PIN1 タンパク質の細
胞内局在パターンに異常が認められないにもかかわらず、野⽣型で⾒られる側根形成開始に伴
う局所的なオーキシン応答極⼤が観察されない（図 1B；Okumura et al. 2013）。これらの結果か
ら、fwr では細胞内膜輸送の何らか異常により、側根形成の開始位置を決定する局所的なオーキ
シン蓄積が確⽴できないと考えられる。 
 近年の解析から、側根の形成位置は、隣接する細胞間での局所的なオーキシン輸送だけでなく、
根端でのオーキシン⽣合成および⻑距離輸送を介した広範囲にわたるオーキシン分配と、それ
に基づく周期的なオーキシン応答変化によって制御されることが明らかになっている (De 
Rybel et al. 2012：Xuan et al. 2015; Xuan et al. 2016)。したがって、GNOM は根の局所的もし
くは広範囲なオーキシン分配の制御を通して、側根形成開始に必要なオーキシン蓄積の確⽴に
働くことが強く⽰唆される。しかし、側根形成の開始位置の決定において、どの細胞・組織で働
く GNOM が重要なのか、また GNOM の機能にどのような因⼦が関係するのか、その機構はほ
とんど明らかにされていない。 
そこで研究代表者らは、GNOM を介した局所的なオーキシン蓄積の確⽴機構を明らかにする

ことを⽬的に、fwr の側根形成能を完全または部分的に回復させるサプレッサー変異体を EMS
変異原処理した fwr次世代からスクリーニングし、現在までに fwr suppressor（fsp）と名付けた
サプレッサー変異体を fsp1 から fsp6 まで単離し、それらの原
因遺伝⼦（および原因遺伝⼦候補）を明らかにした（表１）。 
表１ fwr suppressor（fsp）変異体とその原因遺伝子 

変異体 変異の性質 原因遺伝子（候補）  遺伝子産物の機能  
 fsp1   劣性   SUR2   CYP83B1、インドールグルコシノレート合成酵素 
 fsp2   劣性   PIN2   オーキシン排出輸送体、PIN ファミリー 
 fsp3   劣性   AMSH1  脱ユビキチン化酵素 
 fsp4   優性   GNOM  Arf-GEF、fwr とは異なる部位の遺伝子内変異 
 fsp5   劣性   VAN3    Arf-GAP、GTPase 活性化タンパク質 
 fsp6   劣性   PH13   VAN3 結合タンパク質 PH10 のホモログ 



 

 

FSP 遺伝⼦群がコードするタンパク質の機能などから、これらの fsp変異は、オーキシンの⽣
合成、あるいはオーキシン輸送に関係すると考えられる。しかし、これらのサプレッサー変異に
よって fwr の側根形成能が回復する仕組みや、側根形成における FSP 遺伝⼦群の役割、GNOM
と FSP 遺伝⼦群との遺伝的な相互作⽤の詳細については、⼗分に解明されていない。 
 
２．研究の⽬的 

 本研究は、植物の器官形成のモデルとして側根形成に注⽬し、側根形成能が顕著に低下する
fwr 変異体と、fwr の側根形成能を回復させる fsp サプレッサー変異体を⽤いた⽣理学的・発⽣
学的・⽣化学的解析を⾏うことにより、側根形成の開始位置を決定する GNOM を介した局所的
なオーキシン蓄積の確⽴機構を明らかにすることを⽬的とする。具体的には、１）側根形成にお
ける GNOM の組織特異的役割に関する解析、２）fwr の側根形成能を回復させるサプレッサー
変異体 fsp1 のオーキシン関連表現型の解析、および３）側根形成における GNOM と Arf GTPase
の不活性化に関与する VAN3/FSP5および VAN3結合タンパク質ホモログ PH13/FSP6との遺
伝的相互作⽤解析、を中⼼に研究を⾏った。 
 
３．研究の⽅法 
 
１）側根形成における GNOM の組織特異的役割に関する解析 
 GNOM 遺伝⼦は後胚発⽣では植物体全体で発現する。そこで側根形成開始に必要な GNOM
の発現組織を明らかにするため、GNOM-GFP 遺伝⼦の組織特異的発現による fwr 変異体の相
補実験を⾏った。既に GNOM-GFP を根全体、あるいは GNOM 遺伝⼦プロモーターで発現さ
せると、fwr 変異体の側根形成能を回復させることを確認している。組織特異的プロモーターと
して、SHR（中⼼柱）、SCR（内⽪）、CO2（⽪層）、COR（根全体）、SMB（根冠）、RCH1（根
端分裂組織）、WER（表⽪）を⽤い、その下流に GNOM-GFP を繋いだキメラ遺伝⼦を fwr 変異
体において発現させ、側根形成能の回復の有無を解析した。また、上記の形質転換体においてオ
ーキシン応答レポーター（DR5:LUC）の発現パターンを観察し、オーキシン応答の蓄積と側根
形成能の回復との相関を調べた。 
 

２）fwr の側根形成能を回復させるサプレッサー変異体 fsp1 の解析 
 fwr suppressor（fsp）変異体のうち、fsp1 変異体（図２）の原因遺伝⼦は、インドールグルコ
シノレート⽣合成に関わる SUPERROOT2/CYP83B1 であった。SUPERROOT2 遺伝⼦が⽋損
した sur2 変異体では、インドールグルコシノレート⽣合成阻害により、オーキシン（IAA）合成
と共通の前駆体であるトリプトファンがオーキシンの⽣合成経路でより多く利⽤されるため、
内⽣オーキシンが過剰蓄積する。このことから、fsp1 fwr⼆重変異体では過剰に蓄積した内⽣オ
ーキシンによって側根形成が回復すると考えられる。そこで、野⽣型、fwr 変異体、fsp1 変異体、
fsp1 fwr⼆重変異体におけるオーキシン応答レポーターDR5:LUCの発現パターンを解析すると
ともに、内⽣オーキシンの定量解析を⾏い、fsp1 fwr⼆重変異体では側根形成開始における局所
的 オ ー キ シ ン 応 答 の 蓄 積 が回復す る か につい て調べた 。 さ ら に 、 植 物 体 に お け る
SUPERROOT2/CYP83B1 遺伝⼦の発現パターンを解析した。 
 

３）側根形成における GNOM と Arf GTPase の不活性化に関与する VAN3/FSP5およびVAN3
結合タンパク質ホモログ PH13/FSP6 との遺伝的な相
互作⽤解析 
 Arf などの低分⼦量 GTPase は、不活性な GDP結合
型と活性のある GTP結合型との間をサイクルして、分
⼦スイッチとして機能する。不活性型 Arf に結合する
GDP は、グアニンヌクレオチド交換因⼦（GEF）によ
り GTP と交換される。GTP結合型の Arf はさまざま
なエフェクタータンパク質と相互作⽤して、調節機能
を発揮する。GTPase活性化タンパク質（GAP）は、Arf
による GTP の加⽔分解を促して、Arf を不活性化する
（図３）。これまでに Arf GAP である VAN3 に⽣じた



 

 

fsp5変異が Arf GEF である GNOM の弱アリル変異体 fwr の側根形成の表現型を回復させるこ
とを⾒出しており、Arf GTPase の活性調節による膜交通の制御が側根形成に重要なことが強く
⽰唆される（図３）。また、VAN3結合タンパク質 PH10 のホモログをコードする PH13 遺伝⼦
に⽣じた fsp6変異によっても fwr の側根形成の表現型が回復する。そこで本研究では、GNOM 
(GEF)と VAN3 (GAP)、および制御因⼦ PH13 に依存する Arf GTPase の活性調節が、側根形
成開始におけるオーキシン応答極⼤の確⽴に関わることを明らかにする⽬的で、fsp5 fwr⼆重変
異体、fsp6 fwr⼆重変異体を⽤いた相補性試験および表現型解析を⾏った。 
 
４．研究成果 
 
１）側根形成における GNOM の組織特異的役割に関する解析 
 GNOM-GFP 遺伝⼦の組織特異的発現による fwr 変異体の相補実験を⾏った結果、側根形成
能を回復させることができたプロモーターは、SHR（中⼼柱）、SCR（内⽪）、COR（根全体）、
RCH1（根端分裂組織）、WER（表⽪）であった。⼀⽅、SMB（根冠）、CO2（⽪層）をプロモー
ターとして⽤いた場合は側根形成能を回復しなかった。そこで、これらの形質転換体においてオ
ーキシン応答レポーターである DR5:LUCの発現パターンを観察した。fwr の主根ではオーキシ
ン応答が広範囲にわたって⾼いレベルで分布するのに対して、側根形成を回復させたプロモー
ター（SHR、SCR、COR、RCH1、WER）で GNOM-GFP を発現させた場合は、主根における
側根創始細胞、側根形成開始部位、側根原基のオーキシン応答を可視化する DR5:LUC の発現
（DR5:LUCサイト）が回復した。⼀⽅、側根形成能が回復しなかった SMB、CO2プロモータ
ーを⽤いた場合は、DR5:LUCサイトは回復しなかった。以上の結果から、fwr 変異体において、
根端分裂組織周辺の⽪層以外の細胞層で GNOM を発現させると側根形成能が回復することが
⽰された。また、側根形成能の回復に伴い、側根形成開始部位を決定する局所的なオーキシン応
答が回復することが⽰された（Okamura et al., 未発表）。 
 

２）fwr の側根形成能を回復させるサプレッサー変異体 fsp1 の解析 
 側根形成能が回復する fsp1 fwr ⼆重変異体において、側根形成開始における局所的オーキシ
ン応答の蓄積が回復するかを明らかにするため、野⽣型、fwr 変異体、fsp1 変異体、fsp1 fwr⼆
重変異体において、オーキシン応答レポーターDR5:LUCの発現パターンを解析した。その結果、
①fwr の主根ではオーキシン応答が広範囲にわたって⾼いレベルで分布するのに対して、fsp1 の
主根では野⽣型に⾒られるようなオーキシン応答が分岐予定部位に蓄積することが⽰唆された。
②fsp1 fwr ⼆重変異体の主根では、オーキシン応答が広範囲にわたって⾼いレベルで分布しつ
つ、オーキシン応答の蓄積部位（DR5:LUCサイト）も形成されることが⽰唆された。③DR5:LUC
のタイムラプスイメージングにより、fsp1 変異体では野⽣型よりも DR5:LUC サイトが安定に
維持されることが⽰された。 

また、発芽後 5⽇⽬の芽⽣えの根における内⽣オーキシン（IAA）の定量解析を⾏ったところ、
fsp1 fwr⼆重変異体では、野⽣型や fwr 変異体よりも⾼い IAA レベルであった。 

さらに、植物体におけるSUR2/ CYP83B1の発現パターンを解析するため、SUR2/ 
CYP83B1pro:GUS-GFPレポーター系統を作出し、発現パターンを観察した。その結果、根端
ではSUR2/ CYP83B1が静⽌中⼼、⽪層・内⽪始原細胞と娘細胞、コルメラ始原細胞を含む根
端分裂組織で発現しており、分化領域では内鞘（特に原⽣篩部に隣接する内鞘）で発現してい
ることがわかった。 

これらの結果から、fsp1 fwr⼆重変異体では、fsp1変異によってSUR2/ CYP83B1の発現組織
で引き起こされる過剰なIAA⽣合成によって、fwr背景においても側根創始細胞の形成に必要な
局所的なオーキシン応答が起こったと考えられる。つまり、SUR2/CYP83B1を介した代謝経路
が側根形成開始のための局所的なオーキシン蓄積部位の安定化に影響を及ぼし、それによって
側根の適切な間隔に寄与していることを⽰唆している（Goto et al., 2023）。 
 
３）側根形成におけるGNOMとArf GTPaseの不活性化に関与するVAN3/FSP5およびVAN3結
合タンパク質ホモログPH13/FSP6との遺伝的な相互作⽤解析 

fsp5変異体の原因遺伝⼦がVAN3かどうかを明らかにするため、fsp5 fwr⼆重変異体にVAN3-
VENUS遺伝⼦を導⼊したところ、表現型がfwr型に回復した。また別のvan3-2変異もfwr変異体



 

 

の側根形成能を回復させた。これらの結果からfsp5の原因遺伝⼦がVAN3であることが⽰され
た。上述したように、fwr変異体では側根形成開始部位へのオーキシンの蓄積に異常が⽣じ、オ
ーキシン応答レポーターDR:LUCが根全体で発現する。⼀⽅、fwr fsp5⼆重変異体では側根形
成開始部位におけるオーキシンの局所的な蓄積が回復していた。また、Arf-GEFの阻害剤
Brefeldin A（BFA）を⽤いた実験から、fsp5変異はfwrのBFA⾼感受性の表現型を抑圧すること
が明らかとなった。これらの結果から、GNOMを介した側根形成制御にVAN3が関与すること
が遺伝学的に⽰された。 

fsp6の原因遺伝⼦がVAN3結合タンパク質PH10のホモログをコードするPH13遺伝⼦かどう
かを明らかにするため、fsp6 fwr⼆重変異体にPH13遺伝⼦を導⼊したところ、表現型がfwr型
に回復した。また別のph13変異もfwr変異体の側根形成能を回復させた。これらの結果からfsp6
の原因遺伝⼦がPH13であることが⽰された。fwr fsp5⼆重変異体と同様に、fwr fsp6⼆重変異
体でも側根形成開始部位におけるオーキシンの局所的な蓄積が回復していた。 
以上の結果から、GNOMとVAN3によるArf GTPaseの活性調節が側根形成の開始を決定する

局所的なオーキシン蓄積に重要であることが遺伝学的に明らかとなった（Tainaka et al., 未発
表）。 
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