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研究成果の概要： 
 
 シロイヌナズナの LBD/ASL 遺伝子群（転写因子をコード）に属する LBD16, 17, 29, 33

は、根の側根形成開始部位で発現し、その発現はオーキシンによって誘導される。多重変

異体などを用いた解析から、オーキシンを介した側根形成において３つ以上の LBD遺伝子

による重複した機能が重要なことが強く示唆された。また、LBD16 によって転写が活性化

する下流遺伝子を多数同定し、そのうち側根形成開始部位でオーキシンによって誘導され

る新規遺伝子を見いだした。 
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１．研究開始当初の背景 

 植物ホルモンのオーキシンは、胚発生・

側根形成・屈性反応・頂芽優勢など、植物

のさまざまな成長・発生過程を調節する。

これまでの研究から、オーキシン応答には、

オーキシン応答転写調節因子 ARF（Auxin 

Response Factor）と、オーキシン応答リプ

レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 Aux/IAA

（Auxin/Indole-3-Acetic Acid）との相互

作用を介した遺伝子発現制御が重要なこと

がわかっている。これまでシロイヌナズナ

における ARF や Aux/IAA ファミリーの変異
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体解析から、これらの因子が植物の成長・

発生に重要な役割を果たすことが示されて

きた。なかでも研究代表者らが解析した側

根 欠 失 変 異 体 solitary-root (slr)

（Aux/IAA タンパク質 IAA14 の機能獲得変

異）や、側根形成能が顕著に低下した ARF7, 

ARF19の二重変異体（arf7arf19）を用いた

研究から、側根形成は、ARF7, ARF19, 

SLR/IAA14 を介したオーキシン応答性遺伝

子の発現によって制御されていることが示

された（Fukaki et al., 2002, Plant J.; 

Fukaki et al., 2005, Plant J.; Vanneste 

et al., 2005, Plant Cell, Fukaki et al., 

Plant J）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 このような研究背景の中、研究代表者らは

近年、上記変異体を用いたマイクロアレイ解

析などから、ARF7, ARF19, SLR/IAA14 の下流

で側根形成に働く標的遺伝子として、LBD 

(Lateral Organ Boundaries-domain)/ASL 

(AS2-Like)ファミリーに属する LBD16/ASL18

と LBD29/ASL16 を同定した（以下 LBD16, 

LBD29 と表記）（Okushisma et al., 2007, 

Plant Cell）。LBD16, LBD29 は、オーキシン

により根で発現が誘導される遺伝子で、転写

因子をコードすると考えられている。また、

これらのオーキシンによる発現誘導に ARF7, 

ARF19 を必要とし、実際。LBD16, LBD29のプ

ロモーターには ARF7, ARF19 が結合する。そ

して、これらの LBD16, 29遺伝子の過剰発現

によって arf7arf19二重変異体の根のオーキ

シン応答性や側根形成能が回復する。これら

の結果から、LBD16, LBD29 は ARF7, ARF19

により直接活性化されることによりオーキ

シン応答や側根形成を制御することを明ら

かにした（Okushima et al., 2007, Plant 

Cell）。LBD16 は核局在タンパク質であり、転

写抑制ドメイン（SRDX）を付加した LBD16 の

過剰発現体（35S::LBD16-SRDX）において、

側根形成が顕著に阻害されることから、

LBD16 を含む複数の LBD/ASL タンパク質が側

根形成におけるオーキシン応答で機能する

ことが強く示唆された（Okushima et al., 

2007, Plant Cell）。また、単子葉類イネで

も LBD29 相同遺伝子である CRL1 が、冠根形

成などのオーキシン応答に働く（Inukai et 

al., 2005, Plant Cell）。このように近年、

高等植物のオーキシン応答における LBD/ASL

遺伝子群の重要性が明らかになりつつある。 

 しかしながら、シロイヌナズナに 40 個以

上存在する LBD/ASL遺伝子のうち、LBD6/AS2

が葉の左右相称性・背腹軸性の決定に関わる

ことが報告されているものの、上記の LBD16, 

LBD29 をはじめ他のメンバー（根においてオ

ーキシンによって発現が上昇する LBD17, 

LBD18, LBD33）の役割や、LBD タンパク質の

分子機能はほとんど明らかにされていなか

った。また、LBD16 のノックアウト変異体は

側根形成に関して顕著な表現型を示さない

ことから、LBD/ASL 遺伝子群の機能重複が示

唆された。したがって、根の発生過程を制御

するオーキシン応答機構の解明には、こうし

たオーキシン誘導性 LBD/ASL遺伝子群の機能

解析が必要と考えられた。 

 

オーキシン 
↓ 

IAA14/SLR の分解 
↓ 

ARF7, ARF19 の活性化 
↓ 

LBD16/ASL18, 
LBD29/ASL16 
などの発現誘導 

↓ 
      ↓ 転写制御？ 

↓ 
オーキシン応答 

側根形成開始 

図 1. シロイヌナズナの側根形成におけるオーキ

シン応答モデル 



 

 

２．研究の目的 

 シロイヌナズナにおいて、オーキシン応答

を介した側根形成に関わることが示された

LBD16、 LBD29 と別のオーキシン誘導性

LBD/ASL遺伝子（LBD17, LBD18, LBD33）のう

ち 、 国 外 グ ル ー プ が 解 析 し て い る

LBD18/ASL20（維管束形成に関与）を除く

LBD16, 17, 29, 33 について、オーキシン応

答における機能を明らかにすることを目的

とする。具体的には以下の記す２つの方法で

行った。 

 

３．研究の方法 

①根で発現するオーキシン誘導性 LBD/ASL遺

伝子群の機能解析 根で発現する LBD16, 17, 

29, 33遺伝子について、ノックアウト変異体、

人工マイクロRNA を用いた発現抑制系統を作

出し、単独および多重変異体におけるオーキ

シン応答性、オーキシンを介した成長・発生

における役割を明らかにする。また、

LBD16-GFP 融合タンパク質を自身のプロモー

ターを含むゲノム配列の制御下で発現する

系統（gLBD16-GFP）を作成し、根における

LBD16 タンパク質の局在と蓄積を明らかにす

る。さらに、LBD17 の根における発現パター

ンをプロモーター-GUS 系統（pLBD17::GUS）

を作成して明らかにする。 

②LBD16 を介したオーキシン応答の分子カス

ケードの解析 arf7 arf19二重変異体が示す

オーキシン応答・側根形成能の顕著な低下を、

デキサメタゾン（DEX）依存的に回復させる

LBD16 過 剰 発 現 体 （ 35S::LBD16-GR 

[Glucocorticoid Receptor]/arf7arf19；図

２）を用いて、オーキシン応答性遺伝子の発

現解析や、マイクロアレイ解析による LBD16

の下流因子の探索を行い、LBD16 を介したオ

ーキシン応答の分子カスケードを明らかに

する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

①根で発現するオーキシン誘導性 LBD/ASL遺

伝子群の機能解析 根で発現する LBD16, 17, 

29, 33のうち、lbd16、 lbd33単独変異体お

よび lbd16 lbd33二重変異体では、側根形成

を含むオーキシンを介した成長・発生におい

て顕著な表現型がなかった。このことから、

LBD17、LBD29との機能重複が強く示唆された。

そこで、lbd16およびlbd33変異体において、

人工マイクロ RNA の過剰発現によって LBD17

または LBD29 の発現抑制系統を作出したが、

これらの系統においても顕著な表現型を示

す系統は得られなかった。この結果から、少

なくとも３つ以上の LBD/ASL遺伝子の機能重

複が強く示唆された。今後、これらの多重変

異体や発現抑制系統を交配し、３遺伝子また

は４遺伝子の機能抑制体を作成し、オーキシ

ン応答への影響を調べる必要がある。 

 次に、オーキシン応答における LBD16 タン

パク質の挙動を調べるために、LBD16 の転写

制御下でLBD16-GFP 融合タンパク質の発現を

モニターする系統（gLBD16-GFP）を作出し、

根における発現を観察した。その結果、側根

形成開始に関わる特定の細胞群（内鞘）の核

図2. LBD16誘導系植物の側根形成. DEX非存在下

（左）では側根を形成せず arf7arf19変異体の表現

型を示す。DEX存在下（右）でのみ側根形成が促

進される。 

 35S::LBD16-GR/arf7 arf19 
   (-DEX)        (+DEX) 



 

 

に LBD16-GFP が蓄積することを確認した（図

３）。 

  

 

 

 

 

 また、発現パターンが不明だった LBD17の

レポーター系統（pLBD17::GUS）を作出し、

発現パターンを調べたところ、他の LBD16, 29, 

33 と同様に側根形成開始部位で特異的に発

現し、その発現はオーキシンによって誘導さ

れることが明らかとなった（図４）。これら

の結果から、LBD17 が LBD16, 29, 33 ととも

にオーキシンを介した側根形成開始に関与

することが強く示唆された。今後、LBD17 タ

ンパク質の局在と蓄積についてもLBD16 と同

様に調べる必要がある。 

 

   

 

 

 

 

②LBD16 を介したオーキシン応答の分子カス

ケードの解析 オーキシンによって誘導さ

れる LBD16 の下流遺伝子を同定する目的で、

オーキシン感受性が低下した arf7arf19二重

変異体の表現型をデキサメタゾン（DEX）依

存的に回復させる LBD16 過 剰 発 現体

（35S::LBD16-GR/arf7arf19）を用いたマイ

クロアレイ解析を行った。このときタンパク

質合成阻害剤であるシクロへキシミドを同

時に用いることで、LBD16 によって直接転写

活性化が起こる標的遺伝子の同定を試みた。

その結果、LBD16 によって正に制御され、か

つ ARF7 や SLR/IAA14 の下流でオーキシンに

よって制御される遺伝子を 29 個同定した。

このうち ARF7, LBD16, LBD29 との共発現デ

ータから絞り込んだ 11 遺伝子について、リ

アルタイムPCRを用いて発現解析を詳細に調

べ た と こ ろ 、 こ れ ら は

35S::LBD16-GR/arf7arf19 植物において DEX

処理によって誘導された。さらに、これらの

遺伝子の一部についてプロモーターGUS 系統

を作成して発現パターンを調べたところ、

LBD16 と同様に側根形成開始部位で特異的に

発現する新規遺伝子（AtLLPL2 と命名）が含

まれていた。この遺伝子は植物に保存される

特有なモチーフ（Leu-Leu-Pro-Leu; LLPL）

を持つ機能未知タンパク質をコードしてい

た。今後は、LBD16 を介したオーキシン応答

におけるAtLLPL2 の機能を明らかにするとと

もに、他の LBD16 標的遺伝子の役割を調べる

必要がある。 

 

図 5. pAtLLPL2::GUS レ
ポーター遺伝子の発現 
 主根の内鞘組織のうち、

側根形成開始部位で特異
的に発現する。 

 

 

 

 

図 3. gLBD16-GFP 植物の側根形成部位における
LBD16-GFP の発現。（（右）側根形成部位を含む
主根の微分干渉顕微鏡像を示す。（左）（右）写真

部分のGFP蛍光。LBD16-GFPは核に局在する。 

図 4. pLBD17::GUSレポーター遺伝子の発現 
（左・中央）オーキシン NAA 処理により主根の

内鞘組織で pLBD17::GUSが活性化する。（右上・

右下）pLBD17::GUSは側根形成部位で特異的に発
現する。 



本研究によって、シロイヌナズナのオーキ

．主な発表論文等 

担者及び連携研究者に

雑誌論文〕（計 4 件） 

シンを介した側根形成において、LBD16, 17, 

29, 33（転写因子をコード）のうち３つ以

上の遺伝子による重複機能が重要なことが

示唆された。また、LBD16 が側根形成開始

部位の内鞘細胞の核に特異的に蓄積するこ

と、および LBD16 によって転写活性化され

る下流遺伝子が複数存在することが明らか

となった。本研究の結果は、今後、植物に

おけるオーキシン応答を介した成長・発生、

特に側根形成におけるオーキシン応答機構

解明の基盤となることが期待される。 
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