
シロイヌナズナの支持組織の細胞壁構築に関与する遺伝子の同定

Identification of genes responsible for cell-wall dynamics 

in supporting tissues of Arabidopsis thaliana

Abstract: Cell wall confers mechanical strength to the plant tissues, and thereby offer support to the aerial

portion of the plant body. We have focused our research effort on a set of genes that play important roles in

specific aspects of cell wall construction in supporting tissues of the inflorescence stem of Arabidopsis.

Results from two microarray screenings identified several key candidate genes responsible for cell wall

formation in supporting tissues of the inflorescence stem. We examined expression profiles of

promoter::GUS fusion constructs for each of the genes. The results indicated that each of the genes exhibited

distinct expression patterns in terms of cell specificity. Reverse genetics analysis for function of the genes

indicated that glycine-rich protein modifies mechanical strength of the cell wall in protoxylem in basal of the

stem, thereby providing a conduit for the translocation of water and nutrients.
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概　　　　要

植物は細胞壁の物理的な強度によって自らの体を支えている．我々は，シロイヌナズナ花茎の

支持組織の細胞壁構築において重要な役割を担う遺伝子の解析を重点的に進めている．マイクロ

アレイ法を用いた 2 種類のスクリーニングによって，花茎支持組織の細胞壁構築に特に重要であ

る考えられる数種の遺伝子を同定した．プロモーター::GUS形質転換体を用いた細胞レベルでの発

現解析では，各遺伝子が独自の細胞特異的発現を有することを明らかにした．また同定された遺

伝子について逆遺伝学的な機能解析を行なったところ，グリシンリッチタンパク質が原生木部の

細胞壁の構造に関与していて，それ故，木部における物質輸送に必須なものであることを示唆す

る結果を得た．

1. はじめに

1 g重力環境下で，植物は立体的な形態を構築するために自重を支える支持組織を形成する．この支持組織の物理的

な強度または柔軟性は，個々の細胞を取り囲む細胞壁の性質に依存するものと考えられている．我々は昨年度までの

研究で，花茎の支持組織で特異的に高発現し，かつ重力方向の変化に伴い発現変化を示す細胞壁関連遺伝子群を同定

した．本年度は，これらの細胞壁関連遺伝子群の発現を細胞レベルで解析することによって，支持組織において物理

的強度に貢献している遺伝子と柔軟性等の性質に関与していると考えられる遺伝子の分類を目指した．またこれらの

遺伝子が欠損した突然変異体の表現型を解析することにより，遺伝子産物の植物体における機能の解明も試みた．
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2. 成果の概要

2.1. 細胞壁関連遺伝子の花茎基部における細胞レベルでの発現解析

2.1.1. 材料および方法

材料は全て実験植物であるシロイヌナズナを用いた．昨年度までにマイクロアレイ法で同定した，花茎基部で高発

現を示し，かつ重力方向の変化に伴い発現変化を示す 16 種類の細胞壁関連遺伝子（表 1）の 5’上流のプロモーター領

域（2 ～ 3 kb）をゲノム DNAより PCR法によって増幅し，サブクローニングした後，下流にレポーター遺伝子であ

るβ-グルクロニダーゼ（GUS）遺伝子を連結した（図 1）．このキメラ遺伝子を，バイナリーベクターにクローニング

した後，アグロバクテリウムを介した，形質転換法によって薬剤耐性遺伝子とともにシロイヌナズナ植物体に導入し

た．抗生物質を用いた選抜によって形質転換体を単離し，これを解析に用いた．形質転換体の花茎（8 cm）の基部を

組織固定した後，VIBRATOMEを用いて横断切片（70μm）にして，GUSの基質である 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-

D-glucuronic acid (X-Gluc)を与え，発色部位を正立顕微鏡で観察した．同様に形質転換体の各器官（花，葉，根）の遺

伝子発現解析も行った．

2.1.2. 結果

形質転換体を用いて遺伝子発現の解析を行った 16 種類の細胞壁関連遺伝子の全てが，それぞれ固有の発現プロファ

イルを有していた．このうちセルロース合成やリグニン代謝に関与するセルロース合成酵素遺伝子やペルオキシダー

ゼ遺伝子は［1］，花茎基部の維管束や維管束間繊維組織で特に強い発現を示していた．またこれらの遺伝子は，二次

壁の構築やリグニン合成が見られる花器官や葉の維管束組織においても発現が碓認された．β-1,3-グルカナーゼ，ペ

クチナーゼ，グリシンリッチタンパク質は，花茎基部の特定の細胞または組織に発現を示した．特にペクチナーゼに

関しては，細胞壁の肥厚や硬化が起こらない内皮組織のみで特異的に発現しており，花茎組織の強度以外の特性（柔

軟性）に関与している可能性を示す結果となった．
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遺伝子ファミリー名 遺伝子名

β-1,3-glucanase BGL2
β-1,4-glucanase CEL2
Cellulose synthase IRX3

IRX5
Chitinas CTL2
Galactosidase BGAL4
Glycine-rich protein GRP

Laccase Lac1
IRX12
Lac17

Pectinesterase PMT61
Peroxidase PER42

PER64
Polygalacturonase PG20

PG43

表 1 プロモーター::GUS 形質転換体によって発現解析を行なった細胞壁関連遺伝子

細胞壁関連遺伝子の5’上流プロモーター領域�  

GUS 遺伝子�

Nosターミネーター�

図１１プロモーター::GUS 融合遺伝子の模式図
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2.2. 突然変異体の解析

2.2.1. 材料および方法

公開されている Salk Institute Genomic Analysis Laboratoryのシロイヌナズナ T-DNAタグラインより，花茎の横倒し

によって発現が抑制された細胞壁関連遺伝子に T-DNAが挿入されていると考えられる突然変異体のラインを入手し

て，このうち 7 ラインについてホモジェニアスな突然変異体を分離して，花茎の生長や横倒し時の屈曲パターン，さ

らに組織形態についての解析を行なった．分離した各突然変異体の花茎の形態を観察するとともに，花茎の切片を作

成して組織を観察した．また T-DNA突然変異体において形態変化を引き起こしたグリシンリッチタンパク質（GRP）

については間接蛍光抗体法や GRPプロモーター::GFP形質転換体を用いて，タンパク質の局在部位の解析を行なった．

また GRPが木部の輸送機能に関与している可能性が示されたため，無機栄養素の T-DNA突然変異体へ過剰投与によ

って，輸送機能の低下により生じること考えられる突然変異体の表現型が相補できるかを実験した．

2.2.2. 結果

7 種類の遺伝子のホモジェニアスな突然変異体について，花茎の形態や生長パターンを観察したところ，6種類の突

然変異体については野生型の植物との違いは碓認できなかった．また横倒し時の屈曲パターンや組織細胞の形態的な

変異は碓認されなかった．一方，構造タンパク質の一種であるグリシンリッチタンパク質（GRP）をコードしている

遺伝子の T-DNA突然変異体については，花茎において顕著な形態変化が認められた．grp突然変異体は，花茎の抽台

までは野生型植物との形態的な違いは観察されなかったが，花茎の伸長に伴い花茎の上部組織が枯死することが碓認

された．間接蛍光抗体法や GRPプロモーター::GFP形質転換体を用いて，GRPタンパク質の局在部位の解析を行なっ

たところ，GRPタンパク質は突然変異体で形態変異が認められた花茎上部組織では発現していなく，花茎基部の原生

木部の管状要素（道管）の細胞壁に局在していることが碓認された．この結果より，grp突然変異体の花茎上部で表現

型は，GRPタンパク質の欠損によって花茎基部の道管の輸送機能が低下したことによるものではないかと考えられた．

そこで grp突然変異体に過剰の無機栄養素を投与したところ，花茎上部で表現型は部分的に相補されることが碓認さ

れた．

3. まとめ

シロイヌナズナの花茎基部の支持組織は，花茎の横倒しによって，増大する花茎上部の重さから解放される．この

ことから，花茎の支持組織で高発現している細胞壁関連遺伝子のうち，花茎を横倒しにすることによって発現が抑制

される細胞壁関連遺伝子は，花茎上部の重さというシグナルを直接受け取り，その重さを支えるための細胞壁を構築

するキー遺伝子であるのではないかと考えられた［2］．しかしながら，花茎は多様な細胞タイプから成る組織であり，

細胞壁の肥厚や硬化によって支えるための強度に貢献する細胞もあれば，強度には貢献せずに特定の機能をもつ細胞

なども存在する．そこで選抜された細胞壁関連遺伝子について，花茎基部における細胞レベルでの発現解析を行い，

細胞壁が肥厚や硬化する細胞で発現しているのか，あるいは特殊な機能をもつ細胞で発現しているか等を解析した．

この結果，セルロース合成遺伝子，キチナーゼ遺伝子，ペルオキシダーゼ遺伝子が，花茎基部において二次細胞壁の

構築やリグニン化がみられる維管束や維管束間繊維組織で高発現していることが明らかになり，これらの遺伝子が，

花茎の支持組織の強度に直接貢献するものであることが期待された．一方で，本研究においては，これらの遺伝子が

欠損した突然変異体の形態的変化等を碓認できなかった．解析した遺伝子のほとんどが遺伝子ファミリーを形成して

いることから［3］，幾つかの遺伝子が機能を重複しているものと推定している．今後，二重あるいは三重突然変異体

を作成することによって，花茎基部の支持組織におけるこれら遺伝子産物の役割が証明されることが期待される．

GRP遺伝子が欠損した突然変異体は，花茎上部組織の枯死という表現型を示した．GRPタンパク質は花茎基部の管

状要素（道管）の細胞壁に限られていることから，grp突然変異体では GRP欠損によって花茎基部の道管機能に障害

が起こり，上部組織への物質輸送が滞っているものと推測された．もしこの仮説が正しいのであれば，過剰の無機栄

養素を投与することによって，上部組織への無機栄養素量が補填でき，grp突然変異体の花茎上部で表現型を抑えるこ

とができるのではないかと考え，過剰の無機栄養素の投与実験を行なった．この結果，grp突然変異体の花茎上部で表

現型を部分的に抑制することができ，GRPタンパク質が花茎基部の道管の輸送機能に関与するという仮説は支持され
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た．今後は花茎基部の管状要素の細胞壁における GRPの具体的な役割を解明していく．
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