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研究成果の概要（和文）：　本研究では、イネのABCトランスポーターのRCN1が、カスパリー線やスベリンラメラの形
成に関わるかどうかを調査し、さらにスベリン合成・輸送系遺伝子の発現を制御する転写因子を同定することで、カス
パリー線やスベリンラメラへのスベリン供給メカニズムを明らかにすることを目指した。rcn1変異体を用いて根におけ
るカスパリー線やスベリンラメラの形成を調べたところ、両方とも野生型と比べ形成が阻害されており、RCN1タンパク
質はカスパリー線やスベリンラメラの形成を通してアポプラスティックバリアの形成に重要であることを確認した。ま
た、カスパリー線およびスベリンラメラの形成を調節する転写因子の候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：In rice, the hypodermis in the outer part of roots forms a suberized cell wall (Ca
sparian strip and/or suberin lamellae), which inhibits the flow of water and ions. We examined if an ABC t
ransporter RCN1 is involved in the Casparian strip and suberin lamellae formations and tried to understand
 the mechanism of suberization in Casparian strip and suberin lamellae by identifying transcription factor
s, which control expressions of suberin biosynthetic genes and suberin transporter genes. Under stagnant d
eoxygenated conditions, well-suberized hypodermis developed in the wild type but not in the rcn1 mutant. A
n apoplastic tracer, periodic acid, was blocked at the hypodermis in the wild type but not in rcn1, indica
ting that the apoplastic barrier in the mutant was impaired. Moreover, we identified some transcription fa
ctors, which might control the formations of Casparian strip and suberin lamellae.
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１．研究開始当初の背景 
 
植物の根の内皮および外皮には、アポプラ

スト輸送を阻害し原形質連絡によるシンプ
ラスト輸送を促すカスパリー線と、水・溶
質・ガスなどの移動をほぼ完全に阻害するス
ベリンラメラが存在する。カスパリー線は養
水分吸収の盛んな根端に近い組織で形成さ
れ、スベリンラメラは主に根の基部側で形成
される。両方とも疎水性の高いスベリンが細
胞壁部分に蓄積することによって、吸収した
水・溶質を保持し、さらに土壌からの有害物
質の侵入を防ぐアポプラスティックバリア
として働く。分げつ数の低下するイネ変異体
reduced culm number1 （rcn1）を湛水条件下
で生育させると、根の外皮にカスパリー線お
よびスベリンラメラが形成されないことが
明らかになった。RCN1遺伝子産物はハーフ
サイズのABCトランスポーターであること
が明らかになっており、これらの知見から、
RCN1は根においてはスベリン前駆体の膜輸
送体であることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 

どの植物もカスパリー線やスベリンラメ
ラを形成するが、同じ植物種でもその形成速
度や形成程度には系統間差があることが知
られている。カスパリー線やスベリンラメラ
は土壌からの有害物質の侵入を防ぐアポプ
ラスティックバリアとして重要な構造体な
ので、その形成速度・程度の違いが土壌中の
有害物質に対する抵抗性の違いにつながる
と指摘されている。カスパリー線やスベリン
ラメラへスベリン前駆体を供給する膜輸送
体、およびスベリン合成・輸送を調節する因
子（転写因子）を同定し、遺伝子組換えの手
法で、根の発達過程の早い段階で確実にカス
パリー線を形成させることが可能となれば、
アポプラスティックバリア強化によるスト
レス耐性品種の作出を目指した応用研究の
基盤を確立できると考えた。 
本研究課題では、RCN1 がスベリン前駆体

の細胞内極性輸送によってカスパリー線や
スベリンラメラの形成に関与するのかどう
かを検証し、スベリン合成・輸送系遺伝子の
発現を制御する転写因子を同定することで、
カスパリー線やスベリンラメラへのスベリ
ン供給機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
RCN1 がカスパリー線やスベリンラメラ

の形成に関与するのかどうかを検証するた
めに、rcn1変異体の根の横断切片を作製して、
Berberine hemisulfate-aniline blue 染色法また
は Fluorol Yellow 088 染色法によって、根の外
皮におけるカスパリー線およびスベリンラ
メラの形成程度を調査した。さらにアポプラ
スティックトレーサーperiodic acid を用いて、
根の外皮部分の透過性実験を行い、rcn1 変異
体におけるカスパリー線およびスベリンラ
メラの形成によるアポプラスティックバリ
アの有無を調査した。 

RCN1を含むABCトランスポーター遺伝子、
スベリン合成遺伝子と共発現をすることを
確認している NAC 系転写因子および WRKY
系転写因子が、実際 RCN1 遺伝子やスベリン
合成遺伝子の発現を調節しているかどうか
を確かめるために、これらの転写因子遺伝子
の過剰発現形質転換イネ系統、機能抑制形質
転換イネ系統を作出した。さらにプロモータ
ー：GUS のコンストラクトも作製して、イネ
に形質転換した。 

RCN1 のパートナーになる ABCG タンパク
質の候補遺伝子に RFP をつないだ融合遺伝
子を作製し、一過的な発現系を用いて、その
融合遺伝子と RCN1-GFP の融合遺伝子を共
発現させることで、RCN1 のパートナーの
ABCG タンパク質遺伝子の探索を行った。 
 
４．研究成果 
 
嫌気還元条件で生育させたイネの野生型

および rcn1 変異体の根の横断切片を作製し
て、Berberine hemisulfate-aniline blue 染色法
（カスパリー線の染色）および Fluorol Yellow 
088 染色法（スベリンラメラの染色）によっ
て、根の外皮におけるカスパリー線およびス
ベリンラメラの形成程度を調査したところ、
スベリンラメラ、カスパリー線ともに、rcn1
変異体において野生型と比べ形成が阻害さ
れていた（図 1）。 
さらに、アポプラスティックトレーサー

periodic acid を用いて、根の外皮における透過
性実験を行った結果、野生型ではアポプラス
ティックトレーサーの透過は途中の細胞で
止まるのに対して rcn1 変異体ではアポプラ
スティックトレーサーが根の内部まで透過
していることが分かった（図 2）。 

 



 
NAC 系転写因子および WRKY 系転写因子

をコードする遺伝子の過剰発現形質転換イ
ネ系統、機能抑制形質転換イネ系統を作出し
た。過剰発現形質転換イネ系統については、
本来スベリンラメラが観察されない好気条
件下において、蓄積量は少ないながらスベリ
ンラメラが観察された。また、機能抑制形質
転換イネ系統については、NAC 系転写因子遺
伝子の RNAi 系統の根のスベリンラメラの染
色を行ったところ、野生型と比べて RNAi 系
統の外皮におけるスベリンラメラの形成程
度が低いことがわかった（図 3）。 

 
さらに、NAC 系転写因子遺伝子プロモータ

ー：GUS のコンストラクトも作製して、イネ
に形質転換した。嫌気還元条件下でプロモー
ター：GUS 形質転換イネ系統を生育させ、
GUS 染色を行ったところ、根の外皮特異的に
GUS が発現することを確認できたことから、
この NAC 系転写因子遺伝子はカスパリー線
やスベリンラメラの形成される外皮で発現
することが明らかになった（図 4）。 

 

 
RCN1 のパートナーになる ABCG タンパ

ク質の候補遺伝子に RFP をつないだ融合
遺伝子を構築し、一過的な発現系を用いて、
その融合遺伝子とRCN1-GFPの融合遺伝子
を共発現させて、2 つの融合遺伝子の細胞

 
図 1. イネ根の横断切片の Berberine 
hemisulfate-aniline blue 染 色 お よ び
Fluorol Yellow 088 染色. 

Berberine hemisulfate-aniline blue 染色
法によりカスパリー線が白い蛍光（白色
の矢じり）として、Fluorol Yellow 088 染
色法によりスベリンラメラが黄色い蛍光
（黄色の矢じり）として観察される。rcn1
変異体の外皮では、カスパリー線、スベ
リンラメラともに形成程度が低いことが
分かった。スケールバー：50 μm.  

 

図 2. アポプラスティックトレーサー
periodic acid を用いた根の外皮における
透過性実験. 
嫌気還元条件下で生育させたイネの根

にアポプラスティックトレーサー
periodic acid を浸透させて、シッフ染色を
行った。野生型ではカスパリー線・スベ
リンラメラが形成されるために periodic 
acid の透過が外皮の外側でブロックされ
ているが、rcn1 変異体では、カスパリー
線・スベリンラメラの形成程度が低いた
めに periodic acid が皮層組織まで透過し
ている。スケールバー：50 μm.  

 

図 3. イネ根の横断切片の Fluorol Yellow 
088 染色. 

Fluorol Yellow 088 染色法によりスベリ
ンラメラが黄色い蛍光（黄色の矢印）と
して観察される。野生型と比較して NAC
系転写因子遺伝子の RNAi 系統の外皮で
は、スベリンラメラの形成程度が低いこ
とが分かった。 

 
図 4. NAC 系転写因子遺伝子プロモータ
ー：GUS 形質転換イネ系統の GUS 染色. 
外皮特異的に GUS の発現（GUS 染色）

が観察されたことから、NAC 系転写因子
遺伝子の発現部位は外皮であることが分
かった。 



内局在を調査したが、うまく蛍光を観察で
きなかった。そこで、候補の ABCG トラン
スポーター遺伝子プロモーター：GUS を導
入して作出した形質転換イネ系統を嫌気還
元条件下で生育させて、GUS 染色を行った。
その結果、一部の ABCG トランスポーター
遺伝子については、RCN1 遺伝子と同じ発
現部位での GUS の発現が観察された。これ
らの ABCG トランスポーターについては、
RCN1 と二量体を形成するためのパートナ
ーである可能性が考えられた。今後もこれ
らの ABCG トランスポーターと RCN1 が
二量体を形成するかどうかを検証するため
の実験の条件検討を継続する予定である。 
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