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研究成果の概要（和文）：植物は土壌に根を伸ばして生育に必要な栄養や水を吸収する一方で、不必要な物質は
取り込まないようにしている。その機能をはたしているのが、根に存在する内皮細胞に存在するカスパリー線と
スベリンであるが、その形成や具体的な機能についてわかっていることは少なかった。本研究では、カスパリー
線に異常があるシロイヌナズナ変異株の解析を通して、カスパリー線形成の分子機構の一端を明らかにした。ま
た、その解析の過程で、同じく障壁として機能するスベリンが、カスパリー線が障壁として機能できない部位
（側根発生部位）でアポプラスト障壁として機能することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plants take up essential nutrients and water through root in soil. On the 
other hand, they prevent non-essential substance from entering into plants. This is enabled by 
endodermis carrying Casparian strip and suberin. However, their mechanisms of formation and 
physiological function remain unclear. In out work, we have identified novel protein involved in 
Casparian strip formation. In addition, through the analysis of that mutant, we have discovered 
novel function of suberin: Suberin functions as an apoplastic barrier at the site of lateral root 
where Casparian strip is disrupted. 

研究分野：植物栄養学
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１．研究開始当初の背景 
植物は土壌から必須元素を選択的に吸収

し、二酸化炭素と水のみで生育する。植物が
生育する土壌には、非必須元素が含まれてい
たり、必須元素が欠乏、または、過剰な状態
にあることが多い。このような均一でない土
壌中から必須元素のみを必要量吸収するこ
とによって植物は様々な土壌環境で生育し
ている。	  
このような植物の生育を可能にしている

のが、選択的な物質の移動を行うタンパク質
である輸送体と、非選択的な物質の取り込み
を防いでいるカスパリー線である。これまで
に、必須元素の輸送体タンパク質はすべて同
定されており、発現や活性制御機構など多く
のことが輸送体についてわかりつつあり、応
用研究もされている。一方で、もう一つの役
者であるカスパリー線の形成機構や生理的
役割に関する理解はほとんど進んでいない。 
カスパリー線は内皮細胞（イネの場合は外

皮と内皮）の周囲に形成される構造体であり、
アポプラスト経路の物質輸送の障壁として
機能するといわれている。その存在は、1865
年に Robert Casparyによって確認された。
長らくカスパリー線形成の分子機構は全く
わかっていなかったが、カスパリー線が確認
されてから 146年後の 2011年になって初め
て、シロイヌナズナでカスパリー線の形成に
関与する遺伝子（CASP）がスイスの Niko 
Geldner博士らによって同定された。 
	 また、研究代表者は CASPやその他のカス
パリー線形成に関与する遺伝子の発現を正
に制御する MYB転写因子を同定した。この
遺伝子は、地上部の複数の元素濃度に変化の
ある変異株の原因遺伝子として同定された。
MYB 破壊株のカスパリー線パターンは、こ
れまでの既知の変異株とは全く異なり、カス
パリー線様の構造が内皮細胞と皮層細胞の
間に異所的に蓄積する。マイクロアレイ解析
の結果、MYBは CASP遺伝子群（５遺伝子）
と ESB 遺伝子群（７遺伝子）すべてと、
PER64 の発現を正に制御することを明らか
にしている。すなわち、MYB 転写因子はカ
スパリー線を内皮細胞の正しい位置に形成
する遺伝子群の制御に関与していることが
示唆された。 
	 しかしながら、CASPのカスパリー線形成
部位への局在機構や、なぜカスパリー線は内
皮細胞間にしか蓄積しないのか、カスパリー
線の栄養輸送における機能はなにか、といっ
た基本的な質問に答えるには至っていない。 
	 また、カスパリー線とともに内皮細胞で障
壁とするスベリンの生理的な機能について
明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
	 上述した背景から、本研究では、（１）カ
スパリー線形成の分子機構の解明、（２）ス
ベリンの栄養吸収における機能を明らかに
すること、の２点を目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）カスパリー線形成の分子機構の解明 
 
①myb36破壊株で、野生型株と比較して発現
量が低下している遺伝子の破壊株を確立し、
カスパリー線の観察を行った。 
 
②新規カスパリー線変異株 LOTR１を取得
し、原因遺伝子の同定とカスパリー線、元素
濃度の測定を行った。 
 
③シロイヌナズナでカスパリー線形成に関
わる遺伝子である、MYB36、CASP、SGN3
の遺伝子破壊株を作成し、表現形の観察を行
った。	
	
（２）スベリンの栄養吸収における機能の解
明 
シロイヌナズナカスパリー線変異株の多く
はスベリンを過剰蓄積する。この系統とスベ
リンを内皮細胞で発現させることにより、ス
ベリンの蓄積が起きない系統を観察するこ
とにより、スベリンの機能を解析した。 
	
４．研究成果	
（１）カスパリー線形成の分子機構の解明 
①これまでにMYB36がカスパリー線形成のマ
スターレギュレーターであることが示唆さ
れていたが、直接的な証明がなされていなか
った。そこで、MYB36 の異所的発現と、
ChIP-PCR により転写因子が直接カスパリー
線形成関与する遺伝子のプロモーターに結
合することを調べた。その結果、異所的にカ
スパリー線が形成されること、直接 CASP1、
ESB1、PER64 のプロモーターに結合すること
を示した。以上の結果とこれまでの結果をま
とめて、PNAS に発表した。	
MYB36 の下流の遺伝子についても２遺伝子
については GFP 融合タンパク質を作成し、内
皮細胞特異的な発現を確認し、うち１遺伝子
についてはカスパリー線形成位置への局在
を確認した。	
また、下流遺伝子について T-DNA 挿入株

を取得し、カスパリー線の観察を行ったが、
異常を示すものはなかった。T-DNA 挿入株を
入手できない５遺伝子については、CRISPR 系
統を作成した。	
	
②lotr1 は低カルシウム条件で生育が阻害さ
れる変異株として同定された。元素濃度を測
定したところ、その変化のパターンが既知の
カスパリー線変異株と似ていたことから、カ
スパリー線を観察したところ、そのパターン
に異常があった。CASP1-GFP をこの変異株で
発現させたところ、CASP1-GFP の蓄積が異所
的に見られたことから、原因遺伝子は CASP1
の局在に必要な遺伝子であることが示唆さ
れた。遺伝子マッピングと次世代シークエン
スにより原因遺伝子を同定したところ機能



未知の遺伝子をコードしていた。RFP との融
合タンパク質を用いて、アポプラスト空間に
局在することを明らかにした。	
	
③イネのCASP2遺伝子に Tos17 が挿入された
系統が地上部のイオノームパターンに異常
を有することを見出した。アリルがなかった
ため CRISPR-Cas 系統を作成しイオノームの
パターンをみたところ、Tos17 系統と同様の
イオノームパターンを示した。以上の結果か
ら、地上部のイオノームの変化が CASP2 の破
壊により生じていることを示した。	
	 これまでにシロイヌナズナの例とは異な
り、明らかなカスパリー線異常、アポプラス
トの透過性の異常、スベリンの過剰蓄積は観
察されていない。以上の結果は、イネとシロ
イヌナズナで CASP の機能が異なることを示
唆している。	
また、シロイヌナズナでカスパリー線の形
成に必要な遺伝子である MYB36 や SGN3 のイ
ネのオルソログ遺伝子の破壊株を作成した。
MYB36 については表現形が観察できなかった
が、SGN3は通常の土壌で栽培すると枯死する
ことを見出した。	
	
（２）スベリンの栄養吸収における機能の解
明 
（1）-②で lotr1 を解析する過程で、lotr1
では、他のカスパリー線変異株同様スベリン
が過剰に蓄積することを見出した。上述した
lotr1 で観察されるイオノームのパターンが
スベリンの過剰蓄積によるものか、カスパリ
ー線の異常によるものか調べるために、
lotr1 でスベリン分解酵素を発現させたとこ
ろ、カルシウムは野生型と同様の濃度を示し
た。このことから、地上部のイオノームパタ
ーンが野生型株に近づいたことから、スベリ
ンの過剰蓄積がイオノームの変化をもたら
していることを明らかにした。	
また、上述したスベリンを分解した系統

をアポプラストのトレーサーである PI を用
いて観察していたところ、スベリンを分解す
ると側根発生部位で、PIが侵入することを見
出した（下図）。このことは、カスパリー線
が寸断される側根発生部位においてスベリ
ンがアポプラスト障壁として機能すること
示しており、（１）-②とあわせて、論文を投
稿した。	

＊野生型株の根を PI で染色すると中心が染
まらない。これは、カスパリー線がアポプラ
スト障壁になるため PI が中心に入っていな

いからである。一方で、スベリンを分解した
系統では、矢印で示した側根発生部位で PI
が強く染まっている。	
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