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研究成果の概要（和文）：植物が過湿環境で正常に生育するためには、根への酸素供給に寄与す

る通気組織の形成が重要である。本研究課題では、トウモロコシを材料にして、通気組織が形

成される組織である皮層組織を Laser Microdissection 法によって単離して、タンパク質の網

羅的解析を行うために条件検討を行った。そのために、まず固定液の検討を行い、最適な固定

液を決定することができた。しかし、タンパク質の回収量が少なく、ウェスタンブロッティン

グによる Alcohol dehydrogenase タンパク質の検出はできたものの、網羅的なタンパク質の解

析を行うために必要なタンパク質量を得るには至らなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：Aerenchyma enables internal aeration between shoots and roots, 
and its formation is therefore important for the adaptation of plants to excess water 
environments. I examined optimal conditions for comprehensive proteome analysis using 
the cortex isolated by laser microdissection (LM) from maize roots. I determined an 
optimal fixative for fixation of tissues. Moreover, I detected Alcohol dehydrogenase 
protein by western blotting using LM-isolated cortex proteins. However, I failed to obtain 
enough amounts of proteins that are required for comprehensive proteome analysis.         
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１．研究開始当初の背景 

植物が過湿環境で正常に生育するため
には、根端部への効率的な酸素供給が必須
である。そのため、根の皮層における通気
組織の形成は重要である。研究代表者は通
気組織研究のモデル植物であるトウモロ
コシを材料にして、通気組織形成機構の解
明を進めてきた。トウモロコシの通気組織
は、嫌気条件下で根の皮層細胞特異的なプ
ログラム細胞死によって形成されるので、
Laser Microdissection（LM）法を用いて
皮層細胞を単離し、トランスクリプトーム

解析を行った結果、プログラム細胞死の誘
導に関わると考えられる多数の遺伝子が
同定された。しかし、嫌気条件下では選択
的なタンパク質合成機構が働くことが知
られており、通気組織形成過程ではタンパ
ク質の蓄積量が転写産物の蓄積量を反映
しない可能性が考えられた。それを検証す
るためには、通気組織形成過程の皮層細胞
に蓄積するタンパク質を分析する必要が
あった。 
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 「１．研究開始当初の背景」のような状況
の中、植物の通気組織形成機構の解明には、
遺伝子発現制御がどの程度タンパク質合成
量を反映しているかを明らかにすることが
不可決であると考えられた。 

研究代表者は微小な植物組織を精度良く

単離するLM法の技術を開発した一人であり、

当研究室ではLM技術がすでに確立されてい

た。しかし、植物からLM法によって特定の組

織、細胞を単離して、タンパク質の網羅的解

析を行う技術までは確立されていなかった。

そこで、本研究課題では、LMによって単離し

た微小な植物組織、細胞から安定かつ効率的

にタンパク質を回収し、それを用いた網羅的

なタンパク質の解析技術を開発することで、

通気組織形成過程で特異的に蓄積が変動す

るタンパク質の同定に応用することを目的

とした。 
 
３．研究の方法 
トウモロコシの根のパラフィン包埋切片

から LM法によって皮層組織を単離して、タ
ンパク質を抽出する際に、効率的にタンパク
質を回収できる最適な固定液の検討を行っ
た。エタノール：酢酸（3:1）、エタノール：
酢酸（3:2）、100%エタノール、アセトンの 4
種類を用いて固定したトウモロコシの根を
パラフィン包埋し、組織切片を作製した。
（１）形態の確認、（２）LM を利用して抽出
したタンパク質の濃度測定による回収効率
の算出の結果から、最適な固定液を検討した。 
最適な固定液を決定した後、12時間の過湿

処理をしたトウモロコシの根および過湿処
理をしていないトウモロコシの根を、上記の
4 つの固定液で固定して、パラフィン包埋切
片を作製した。LM 法によって、根の横断切片
から皮層組織のみを単離して、タンパク質を
抽出した。タンパク質の定量は、アジレント
2100バイオアナライザーの Agilent High 
Sensitivity Protein250キットを用いて行っ
た。 
LM 法によって単離・抽出した皮層組織のタ

ンパク質を用いて、SDS-PAGE を行い、PVDF
膜に転写後、抗 ADH 抗体を用いたウェスタン
ブロッティングを行い、ADH タンパク質の検
出を行った。 
 
４．研究成果 
 LM 法によって単離した組織からのタンパ
ク抽出に最適な固定液を検討するために、エ
タノール：酢酸（3:1）、エタノール：酢酸（3:2）、
100%エタノール、アセトンの 4種類の固定液
を用いて、トウモロコシの根を固定して、パ
ラフィン包埋切片を作製した。その後、LM法
によって皮層組織を単離して（図 1）、タンパ
ク質の抽出を行った。さらにタンパク質の定

量を行った結果、エタノール：酢酸（3:1）
が最適であることが分かったので、以後の実
験ではエタノール：酢酸（3:1）を固定液に
用いることにした。 
 

 品質の良いタンパク質を回収できたかど
うかを確認するために、過湿条件で発現誘導
することが知られており、LM-トランスクリ
プトーム解析においても過湿条件下の皮層
組織で遺伝子発現が誘導されていた Alcohol 
dehydrogenase（ADH）タンパク質に対する抗
体を用いて、ウェスタンブロッティングを行
った（図 2）。その結果、過湿条件の皮層組織
で予想されるサイズの ADHタンパク質のシグ
ナルを検出された。それに対して、好気条件
では ADHタンパク質のシグナルを検出されな
かった。したがって、LM法によってパラフィ
ン包埋切片から比較的に品質のよいタンパ
ク質が回収されたことが確認できた。しかし、
依然としてタンパク質の回収量は少なく、網
羅的なタンパク質の発現解析を行うために
必要なタンパク質量を得るには至らなかっ

 
図 1. LM によるトウモロコシの根の

横断切片からの皮層組織の単離．（a）

エタノール：酢酸（3:1）を用いて固

定したトウモロコシの根の横断切

片．（b）LM によって皮層組織を単離

したあとの切片．（c）LM によって単

離した皮層組織． 



 

 

 
図 2. LM 法によって単離したトウモロコ

シの根のタンパク質のウェスタンブロッ

ティング解析 

 好気条件と過湿条件で生育させたトウ

モロコシの根からパラフィン包埋切片を

作製して、LM 法によって皮層組織を単離

した。タンパク質を抽出後、抗 ADH 抗体

を用いて、ウェスタンブロッティング解

析を行い、ADH タンパク質の検出を行っ

た。 

た。今後、条件検討を継続して、LM法によっ
て単離した組織からのタンパク質の回収効
率の向上を図る必要がある。 
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