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植物免疫制御因子による根毛形成とリン枯渇応答の制御 

Immune regulator-mediated control of root hair formation and phosphate starvation 
responses in plants 

第 1章 シロイヌナズナのダメージ誘導性 Pep ペプチドによる根毛形成と防御応答の制御 

植物の根は生物学的また非生物学的ストレスによって傷害をうけやすく、根の形態変化や免

疫を調節することは土壌環境に適応する上で重要である。しかし、両者の関係性やその調節・統

合メカニズムに関する知見は乏しい。植物は傷害を受けると、細胞ダメージシグナル（damaged-

associated molecular patterns : DAMPs）を発現・産出する。本研究では、植物の代表的な DAMPs

である Pep1 ペプチドが根で誘導する形態変化と防御応答に着目して、免疫制御因子による根の

免疫と形態変化の調節・統合メカニズムに迫ることを目的とした。 

Pep1 はパターン認識受容体の PEPR1 および PEPR2 で感知され、一連の防御応答を誘導する

ことで植物免疫を亢進する。シロイヌナズナへの Pep1投与は防御応答に伴う主根の伸長抑制に

加えて、根毛形成を誘導する。Pep1 誘導性の根の形態変化の制御遺伝子基盤に関して、逆遺伝

学的解析により、PEPR 複合体並びに根毛形成因子の役割を調べた。Pep1誘導性の根毛形成は主

根の伸長抑制と同様に、PEPR2 とその共受容体 BAK1 および BKK1、その下流でリン酸化を受

ける受容体様細胞質キナーゼ BIK1 および PBL1 が必要であった。一方、根毛形成因子は Pep1

誘導性の根毛形成に必要であることが確かめられたが、主根の伸長抑制に不要であった。よっ

て、PEPR2による根毛形成は、主根の伸長抑制と独立に誘導され得ることが示唆された。 

Pep1 刺激の非存在下では、根の PEPR2の発現は中心柱において強かった。根毛形成など様々

な Pep1 応答を誘導する上で重要となる機能部位を明らかにするため、PEPR2 を pepr1 pepr2二

重変異体背景で細胞タイプ特異的に発現させて、その影響を調べた。その結果、PEPR2 を中心

柱以外の組織で発現させた植物体でも、Pep1 により、根毛形成および主根の伸長抑制、防御関

連遺伝子の発現は野生型植物（野生型）と同等に誘導された。興味深いことに、分化領域の根

毛細胞で特異的に PEPR2 を発現させた場合、Pep1 による根毛形成と主根の伸長抑制無しに防

御関連遺伝子の発現を促進した。したがって、PEPR2 が根で防御関連や形態変化を誘導するシ

グナルの細胞非自律性が示唆されるとともに、少なくとも防御関連遺伝子の発現を誘導するに

は特定の細胞タイプで発現する必要がないことも示唆された。また、PEPR2 を分化領域の根毛

細胞特異的に発現させることで、Pep1応答に伴う成長抑制を緩和しながら防御応答を誘導でき

ることから、Pep1 による根毛形成は防御を固めながら根系を拡張する役割を持つ可能性が考え
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られた。 

第 2章 シロイヌナズナのカロース合成酵素 PMR4（GSL5）によるリン枯渇環境への適応 

リンは植物にとって必須多量元素であるが、利用可能な無機態リン酸（Pi）は土壌中で限定的

であり、成長の制限要因になっている。そのため、リン枯渇環境での Pi吸収や Pi利用の効率改

善に寄与する分子機構は植物の環境適応において重要な役割を担っている。また、その解明は

作物生産の安定化に向けても重要である。植物はリン枯渇環境へ適応する上で、転写因子 PHR1

および PHL1、フェロキシダーゼ LPR1 および LPR2 を介した二つの主要制御経路によって、根

系の形態変化や Pi トランスポーターの活性化といったリン枯渇応答（phosphate starvation 

responses: PSRs）を誘導することが知られている。加えて、リン枯渇環境では根端分裂組織にカ

ロース（β-1, 3 グルカンポリマー）の蓄積が誘導され、PSR の一つである主根の伸長抑制との間

で高い相関性が報告されている。私は、同条件で根毛においてもカロース蓄積が誘導されるこ

と、さらには根毛でのカロース蓄積が PHR1・PHL1経路並びに LPR1・LPR2 経路に依存しない

ことを見出した。そこで、根毛でのカロース蓄積に着目し、その生理的役割の検証とともに新規

PSR経路の解明を進めた。 

まず、カロース合成酵素の欠損変異体を用いた逆遺伝学的解析と EMS 変異体集団を用いてカ

ロース蓄積低下変異体のスクリーニングを行った。その結果、シロイヌナズナのカロース生合

成酵素遺伝子ファミリーの 12分子種中で、免疫応答に伴うカロース生合成に働く PMR4（GSL5）

がリン枯渇時のカロース蓄積に必要であることがわかった。さらに、スクリーニングで選抜さ

れたカロース蓄積低下変異体系統においても、PMR4（GSL5）配列にアミノ酸非同義置換変異が

確認された。このことから、PMR4（GSL5）は、根毛でのカロース蓄積を誘導する制御因子とし

て同定された。 

次に、リン枯渇環境での PMR4（GSL5）依存的なカロース蓄積の役割を明らかにするために、

pmr4 変異体を用いて PSR に関連した表現型を解析した。pmr4 変異体の根系では、野生型と比

較して主根の伸長が抑制された（本来、野生型では PSR に伴い主根伸長は抑制される）。また、

地上部では、野生型より地上部生重量が低かった。さらに、pmr4 変異体の Pi濃度を調べたとこ

ろ、根では野生型と同程度である一方、地上部では野生型より顕著に低かった。このことから、

PMR4 は地上部の Pi 濃度の維持に寄与する新規 PSR 制御因子であると示唆された。先行研究

で、pmr4 変異体では病原菌感染など生物ストレス条件においてサリチル酸（SA）シグナルが活

性化されることが示されている。そこで、SA 生合成酵素 SID2 の欠損変異体背景でも調べたと

ころ、pmr4 sid2 二重変異体は sid2 変異体と比較して、地上部生重量の差はなくなったものの、

地上部における Pi 濃度の低下は維持されていた。したがって、PMR4 欠損による植物の地上部

重量の低下は SA 依存的であるものの、地上部の Pi 濃度の保持は SA かつ根系面積に非依存的

であることが示唆された。以上より、PMR4 は、Piの吸収または根からの地上部への Piの輸送

を介して地上部の Pi濃度の保持に寄与し、リン枯渇環境への適応に貢献すると考えられた。 
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第 1章 

シロイヌナズナのダメージ誘導性 Pepペプチドによる 

根毛形成と防御応答の制御
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1-1 序論 

 

1-1-1 パターン誘導性免疫 

植物は病原菌に対する抵抗性を発揮するために免疫機構を発達させてきた。病原菌

感染に対する初期免疫機構として、パターン認識受容体（pattern recognition receptor: 

PRR）に基づいた応答がある。植物は、微生物の構成成分（microbe-associated molecular 

patterns: MAMPs）や植物自身の細胞ダメージシグナル（damage-associated molecular 

patterns: DAMPs）を細胞膜上のPRRで認識すると、活性酸素種（reactive oxygen species: 

ROS）の産生、MAPK（mitogen-activated protein kinase）カスケードの活性化、カロー

ス蓄積、防御関連遺伝子の発現等の一連の防御応答を誘導する（図1-1-1; Couto & Zipfel, 

2016; Saijo et al., 2018）。これら一連の防御応答はパターン誘導性免疫（pattern-triggered 

immunity: PTI）と呼ばれ、病原菌の感染や増殖に対する抵抗性を高める。 

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）において最もよく研究されているDAMPsと

して内生のPepペプチドが知られている（Huffaker et al., 2006; Tintor et al., 2013）。Pep

ペプチドは、前駆体であるPROPEPのC末端近傍に位置する。PROPEPペプチドの発現

は病原菌感染や傷害、並びにMAMPsやDAMPsによって誘導され、細胞傷害に伴い細

胞外へ放出される（Huffaker & Ryan, 2007; Yamaguchi & Huffaker, 2011: Yamada et al., 

2016; Hander et al., 2019）。Pepは、細胞膜に存在しているleucine-rich repeat（LRR）-

receptor kinase（RK）のPEPR1およびPEPR2によって認識される（Yamaguchi et al., 2006; 

Krol et al., 2010）。シロイヌナズナでは、PROPEP1-PROPEP8（Pep1-Pep8）の8種類の

分子種が同定されており、PEPR1およびPEPR2はそれぞれPep1-Pep6とPep1-Pep2を認

識する（Huffaker et al., 2006; Krol et al., 2010; Yamaguchi et al., 2010; Bartels et al., 2013; 

Bartels & Boller, 2015）。PEPR1およびPEPR2はリガンドと結合すると、共受容体であ

るLRR-RKのBRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 

1（BAK1）と複合体を形成する。この複合体は、受容体様細胞質キナーゼ（receptor-

like cytoplasmic receptor kinases: RLCKs）のBOTRYTIS-INDUCED KINASE 1（BIK1）

およびPBS-LIKE KINASE 1（PBL1）のリン酸化を介して、細胞内へシグナル伝達を行

う（Liu et al., 2013; Yamada et al., 2016）。PEPRは、BAK1の欠損時でもシグナル機能

を保持しており、これはBAK1に類似する他のSERK（SOMATIC EMBRYOGENESIS 

RECEPTOR-LIKE KINASE）ファミリー分子種BAK1-LIKE 1（BKK1）等と協働できる

ためであると考えられている（Roux et al., 2011; Yamada et al., 2016）。PEPRによるシ

グナル伝達は、さらなるPROPEPの発現を誘導する自己フィードバックにより、防御

応答を増強する働きがある（Liu et al., 2013; Tintor et al., 2013）。 

代表的なMAMPとして、細菌の鞭毛構成タンパク質フラジェリンのN末端領域22ア

ミノ酸残基のflg22エピトープがあり、LRR-RKのFLAGELLIN SENSING 2（FLS2）に

よって認識される。FLS2などによるMAMPシグナル系はPROPEP2やPROPEP3の発現
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を誘導し、PEPRシグナル系を活性化することで防御応答が増幅されることが示され

ており（Ma et al., 2012; Tintor et al., 2013）、効果的な病害抵抗性の発動にはMAMP-

DAMP受容体のシグナル連携が鍵をにぎると考えられている（Saijo et al., 2018）。実

際に、これらPRRやPRRシグナル制御因子の機能欠損変異体では宿主適合型及び非適

合型の病原菌の感染・増殖が増すことから、それぞれ基礎抵抗性及び非宿主抵抗性に

おいてPTIが重要な役割を果たすことが示されている（Macho & Zipfel, 2014; Couto & 

Zipfel, 2016; Saijo et al., 2018）。 

 

1-1-2 根における Pep応答 

植物の根は、土壌微生物との相互作用の場である。植物は病原・共生微生物からの

分泌物質やこれら微生物との接触によって、主根の伸長抑制、側根形成、根毛形成と

いった根の形態変化を誘導する（Zamioudis et al., 2013; Dovana et al., 2015; Pečenková 

et al., 2017）。しかしながら、根の形態変化が免疫制御に果たす役割については未解

明な点が多い。 

PROPEPの発現は幼植物や地上部で、flg22などのMAMP応答や病原菌接種によって

誘導され、根においてもflg22やPep1処理によって表皮細胞や中心柱で誘導されること

がわかっている（Huffaker et al., 2006；久保田 修士論文 2016; Yamada et al., 2016）。

根は土壌との物理的接触や微生物の侵入によってダメージを受けやすく、PROPEPの

発現は往々にして誘導されうると推測される。シロイヌナズナにおいて根へのPep1ペ

プチドの投与はROS産生やMAPKの活性化といった防御応答を誘導し（Poncini et al., 

2017）、Pepシグナル系は根においても葉と同様に免疫制御の役割を担っている

（Huffaker et al., 2006）。さらに、Pep1投与は主根の伸長抑制に加えて根毛形成を誘導

することが本研究と並行して報告されている（Krol et al., 2010; 久保田 修士論文 

2016; 岡田 修士論文 2018; Jing et al., 2019）。しかし、根の形態変化と防御応答との

関係性やその制御メカニズムについてはよくわかっていない。Pep1ペプチドにより誘

導される根の免疫活性化と形態変化の意義や仕組みを紐解くことで、根の免疫制御メ

カニズムについて理解が深められると期待される。 

 

1-1-3 根毛細胞の分化機構 

根毛は表皮細胞の一部から筒状突起が外部へ伸長して形成される（Grierson et al., 

2014; Shibata & Sugimoto, 2019）。根毛形成パターンは植物種によって異なるが、モデ

ル植物のシロイヌナズナでは、根毛形成パターンが表皮細胞とその内側にある皮層細

胞との位置関係によって決定される（図 1-1-2; Dolan et al., 1994; Grierson et al., 2014）。

2 つの皮層細胞と接する表皮細胞は根毛細胞に、1 つの皮層細胞と接する表皮細胞は

非根毛細胞に分化する（図 1-1-2; Dolan et al., 1994）。非根毛細胞では、非根毛細胞へ

の分化運命を決定するMYB転写因子 WEREWOLF（WER）、bHLH転写因子 GLABRA 
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3（GL3）および ENHANCER OF GLABRA 3（EGL3）、WD-40リピートタンパク質の

TRANSPARENT TESTA GLABRA 1（TTG1）からなる複合体が、HD-Zip 転写因子

GLABRA 2（GL2）遺伝子や Myb様タンパク質 CAPRICE（CPC）遺伝子の発現を誘導

する（Masucci & Schiefelbein, 1996; Lin et al., 2015）。CPCは、非根毛細胞から根毛細

胞に移動する（Wada et al., 1997; Kurata et al., 2005）。移動した CPCは、WERに代わ

ってGL3、EGL3および TTG1と複合体を形成する（Wada et al., 1997; Lee & Schiefelbein, 

2002）。根毛形成開始の主要制御因子である bHLH転写因子 ROOT HAIR DEFECTIVE 

6（RHD6）は CPC複合体によって誘導され、根毛形成を開始する（Menand et al., 2007; 

Vissenberg et al., 2020）。一方、非根毛細胞では、RHD6の発現が GL2によって抑制

され、根毛が形成されない（Lin et al., 2015）。根毛の伸長には、RHD6に加えて RHD6

が直接制御する RSL2や RSL4の発現が必要である（Yi et al., 2010）。RSL2や RSL4

の発現は、RHD6欠損植物においてもエチレンやオーキシンの投与によって誘導され

ることから（Feng et al., 2017; Mangano et al., 2017; Bhosale et al., 2018）、エチレン・オ

ーキシンは RHD6 とは独立な経路を介して RSL2 や RSL4 の誘導に働くというモデル

が考えられている。さらに、リン枯渇環境における根毛形成は、維管束組織において

TARGET OF MONOPTEROS 5（TMO5）および LONESOME HIGHWAY（LHW）転写

因子複合体の誘導により生合成されたサイトカイニンの移動に依存しているとの報

告がある（Wendrich et al., 2020）。すなわち、根毛形成は、表皮細胞と皮層細胞の位

置関係だけではなく、維管束組織からの組織間シグナル制御も重要であることが明ら

かである。 

Pep1 による根毛形成は、根の移行領域におけるオーキシンの局所的な蓄積に依存

していると考えられている（Jing et al., 2019）。Pep1投与により、表皮細胞の細胞膜

上のオーキシントランスポーターPIN2 の発現量が低下して求基的オーキシン輸送が

阻害される一方で、PIN3 の発現量が増大して中心部から表皮細胞へのオーキシンの

側方輸送が促進される。その結果、Pep1によるオーキシンの輸送方向の変化は、移行

領域の表皮細胞や皮層細胞でのオーキシン蓄積を導くと考えられている。オーキシン

受容体 TIR1ファミリーの欠損変異体を用いた解析により、Pep1によるオーキシンの

分布変化は同受容体ファミリーによって感知され、その下流で、主根の伸長抑制、表

皮細胞の膨張、根毛形成が引き起こされると推察されている（Jing et al., 2019）。 

 

1-1-4 本章の概要 

植物の成長は、免疫の活性化に伴って抑制されることが多い（Huot et al., 2014; 

Lozano-Duran & Zipfel, 2015）。Pepペプチドは、MAMPsよりも根における免疫活性

化能が高いとの報告もある（Poncini et al., 2017）。上述した通り、Pep1は植物の免疫

活性化のみならず、主根の伸長抑制に加えて根毛形成を誘導することが明らかになっ

ている。そこで、根において Pep1 による主根の伸長抑制と根毛形成、防御応答との
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関連性を明らかにすることを目的として、それぞれのアウトプットに重要な遺伝子と、

根の Pep1応答に必要な PEPR2の機能部位を調べた。 

初めに、既知の PEPR複合体の構成因子並びに根毛形成の制御因子の関与について

逆遺伝学的解析を進めた。その結果、PEPR2は、Pep1による根毛形成と主根の伸長抑

制に必要であることを確認した。Pep1誘導性の根毛形成には、BAK1および BKK1な

どの PEPR複合体に加えて、植物ホルモンの関与が確認された。BAK1 と BKK1の要

求性は、主根の伸長抑制と根毛形成とでは異なっていた。また、Pep1による主根の伸

長抑制は、既知の主根の伸長抑制に反して、エチレン・オーキシンといった植物ホル

モンなどの根毛形成因子に非依存的であった。これらの結果から、Pep1による根毛形

成と主根の伸長抑制はともに PEPR2 を必要とし、共受容体やエチレン・オーキシン

の要求性が異なることが示された。よって、PEPR2の機能部位が異なるか、または受

容体下流でシグナル経路が分岐することが予想された。 

次に、根における PEPR2 の発現部位を調べたところ、PEPR2 は主に中心柱で発現

し、Pep1 投与により根端分裂組織に発現が拡大することがわかった。そこで、根の

様々な細胞タイプに特異的に PEPR2 を発現させた植物体を用いて Pep1 応答を調べ

た。その結果、Pep1 誘導性の防御応答は PEPR2 を発現する異なる細胞タイプでも活

性化された。さらに、根毛形成ならびに主根の伸長抑制は、分化後の根毛を除いて、

PEPR2を発現させた異なる細胞タイプでほぼ同様に誘導されたことから、細胞非自律

的に制御されることが示唆された。興味深いことに、分化領域の根毛細胞特異的に

PEPR2を発現させた場合、根の成長抑制なしに防御応答が活性化された。したがって、

根毛において PEPR2 を機能させると、Pep1 応答に伴う成長抑制を回避・緩和しなが

ら根の免疫を活性化できると考えられた。本研究（第 1章の大部分）は、New Phytologist

誌（Okada et al., 2020, New Phytol, doi: 10.1111/nph.17064.）において報告済みである。  
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MAPKの活性化

SERKsPRRs

MAMPs or DAMPs

ROS産生カロース蓄積 O2

RBOH

PROPEPsの発現

P

防御関連遺伝子
の発現

SA・JA・ET

を介した防御応答

MAPKKK

MAPKK

MAPK

P

P

P

図 1-1-1 パターン誘導性免疫 

PRRs がMAMPs または DAMPs を認識すると、カロース蓄積や ROS 産生、MAPK カスケード

の活性化およびサリチル酸（SA）・ジャスモン酸（JA）・エチレン（ET）依存的な防御応答を

活性化する。MAPK カスケードの活性化は、遺伝子の発現変化を誘導し、防御関連遺伝子や、

PROPEP（Pep前駆体）など DAMPsの発現が誘導される。PRR によるこれら一連の防御応答は

パターン誘導性免疫（pattern-triggered immunity: PTI）と呼ばれる。 
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GL3 EGL3

TTG1 

RHD6

GL2 CPC

GL3 EGL3

TTG1 

根毛形成・伸長

非根毛細胞

RHD6

RSL2

RSL4

CPC

ET 

Auxin

根毛細胞

WER

GL2 

主根端の断面図

表皮細胞

皮層細胞皮層細胞

図 1-1-2さ根毛細胞の分化機構 

（左から）シロイヌナズナの根端縦断面図、横断面図、根毛形成シグナル経路を示す。非根毛細

胞では、WER が GL3、EGL3 および TTG1 との複合体を形成し、CPC や GL2 の発現を誘導す

る。GL2 は、根毛形成開始を主要に制御する RHD6 の発現を抑制する。CPC は非根毛細胞から

根毛細胞へ移行する。根毛細胞では、移行した CPC が WER の代わりに、GL3、EGL3 および

TTG1と複合体を形成し、GL2の発現を抑制し RHD6の発現を促進する。エチレン（ET）および

オーキシン（Auxin）は RHD6 と独立して、根毛細胞への分化や根毛伸長に寄与する RSL2 や

RSL4の発現を誘導する。 
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1-2 材料と方法 
 

1-2-1 植物材料と栽培方法 

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の種子を、6%次亜塩素酸ナトリウムおよび

0.2% Triton X-100の混合溶液で 15分間滅菌処理した後、滅菌水で 3回洗浄し、4℃の

暗所で 1-2日間静置した。その後、0.8% Agar・25 mM Sucroseを含む 1/2×Murashige 

& Skoog（1/2MS）寒天培地（pH5.7）に播種し、明期 12時間、暗期 12時間、22℃に

設定したグロースチャンバーで培地を垂直に静置した。記述がない限り、植物体は上

記の条件で成育した播種後 7日目の植物体を試験に用いた。本研究では、シロイヌナ

ズナ標準系統である Col-0および各種変異体を用いて実験を行った（表 1-1）。 

 

1-2-2 細胞タイプ特異的に PEPR2 が発現する形質転換植物体の作製 

pPEPR1::PEPR1、pPEPR2::PEPR2 および各細胞タイプ特異的プロモーター:: PEPR2

配列を、Gateway クローニング法（invitrogen）を用いて pGWB604ベクター（Nakagawa 

et al., 2007）に導入した。作製したプラスミドをアグロバクテリウム（GV3010）へ形

質転換し、アグロバクテリウム法により pepr1 pepr2 二重変異体に形質転換を行い、

pPEPR1::PEPR1-GFP 植物体、pPEPR2::PEPR2-GFP 植物体、各細胞タイプ特異的プロ

モーター制御下で PEPR2-GFPが発現する植物体を作製した（表 1-2、図 1-2-1）。 

各配列の増幅は以下の方法で行った。pPEPR1::PEPR1 と pPEPR2::PEPR2 の塩基配

列はそれぞれ、Col-0 のゲノム DNA を鋳型として、pPEPR1 Fw プライマーと PEPR1 

Rv プライマー、pPEPR2 Fw プライマーと PEPR2 Rv プライマー、PrimeSTAR® GXL 

DNA Polymeraseを用いて PCRにより増幅した。各遺伝子プロモーターと PEPR2の塩

基配列は、各細胞タイプ特異的に発現する遺伝子のプロモーター配列と PEPR2 の

cDNA配列を同様に増幅した後に融合して作製した。コンストラクトの作製に用いた

プライマーを表 1-3に示す。 

 

1-2-3 根毛密度の測定 

本研究で使用したペプチド（表 1-4）を PEPMIC（China）に依頼し、合成した。Pep1

ペプチドとして、Col-0の PROPEP1配列由来の C末端領域 23アミノ酸残基のペプチ

ドを用いた（表 1-4）。生育 7日目の植物体を、1/2MS液体培地（pH5.7）に移し替え、

0.5 μMの Pep1または flg22ペプチドを 24時間または 4日間処理した。オーキシン阻

害剤による根毛形成への影響を調べるために、生育 7 日目の植物体に 30 μMの PEO-

IAAを処理し、2 時間後にペプチド処理を行った。倒立型顕微鏡 DMI 6000B（Leica）

を用いて、根の画像を取得した。根毛密度の計測領域は、野生型標準系統である Col-

0において、Pep1による根毛形成が顕著である根端 0.5-1.5 mmの範囲とした。画像解

析ソフト Image J（National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を用いて、この領
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域において伸長が誘導されている根毛数を計測して根毛密度を求めた（図 1-2-2）。計

測個体数は各 8-14個体で、2回繰り返した。 

 

1-2-4 主根長の測定 

生育 7日目の植物体を 1/2MS液体培地（pH5.7）に移し、0.5 μMの Pep1または flg22

ペプチドを 5 日間処理した。その後、根全体の画像をデジタルカメラ DC-FZ85

（Panasonic）で撮影し、Image Jを用いて主根長を測定した。計測個体数は各 8-10個

体で、2回繰り返した。 

 

1-2-5 マーカー遺伝子の発現部位と根毛形成部位の観察 

生育 7 日目の植物体および Pep1 処理 12 時間後の植物体を 20 µM Propidium Iodide

（PI）（ナカライテスク）で 5分間染色し、共焦点レーザー走査型顕微鏡 FLUOVIEW 

FV1000（オリンパス）または SP8（Leica）を用いて観察した。PI の蛍光は、HeNeG

レーザー（543nm）を用いて、励起波長 543 nm、蛍光波長 555-655 nmで観察し画像を

取得した。GFPの蛍光は、Arレーザー（488 nm）を用いて、励起波長 488 nm、蛍光

波長 500-530 nmで観察し画像を取得した。GFPとPIによる相互干渉を避けるために、

シーケンシャル走査方式で画像を取得した。根の断面画像は、焦点面を 1 μm 間隔で

撮影した 95-105 枚の画像から再構成した。根毛形成部位の観察には、根を 4% 

paraformaldehydeで固定し、ClearSee溶液（Kurihara et al., 2015）で処理し、共焦点レ

ーザー走査型顕微鏡 C2+（Nikon）で解析した。 

 

1-2-6 RNA 抽出及び qRT-PCR 解析 

凍結させたサンプルをホモジナイザー（ヴァーダー・サイエンティフィック社）で

破砕し、PureLinK® Plant RNA Reagent（invitrogen）を用いて RNAを抽出した。その

後、PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）（Takara）を使

用して逆転写反応より cDNAを合成した。qRT-PCRには SYBR Green（life technologies）

と任意のプライマー、Thermal Cycler Dice®（Takara）を使用した。解析に用いたプラ

イマーの一覧を表 1-5に示す。  
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変異体名 背景 文献 

bak1-3 Col-0 Chinchilla et al., 2007 

bak1-5 Col-0 Schwessinger et al., 2011 

bak1-5 bkk1 Col-0 Roux et al., 2011 

bik1 pbl1 Col-0 Zhang et al., 2010 

ein2-1 Col-0 Alonso et al., 1999 

pepr1-1 Col-0 Bartels et al., 2013 

pepr2-3 Col-0 Bartels et al., 2013 

pepr1-1 pepr2-3 Col-0 Ross et al., 2014 

rhd6 Ws-2 Massuci & Schiefelbein, 1994 

slr-1 Col-0 Fukaki et al., 2002 

表 1-1 本章で用いた変異体一覧 
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形質転換植物体/pepr1 pepr2 発現部位 発現領域 

pPEPR1::PEPR1-GFP 中心柱以外 根全体 

pPEPR2:: PEPR2-GFP 中心柱 根全体 

pEXPA7::PEPR2-GFP 根毛細胞 分化 

pWER::PEPR2-GFP 表皮細胞 分裂 

pMGP::PEPR2-GFP 内鞘、皮層、内皮細胞 分裂 

pPEP::PEPR2-GFP 内皮細胞 分裂、移行、伸長 

pGL2::PEPR2-GFP 非根毛細胞 根全体 

 

 

 

 

  

MZ

TZ

DZ

非根毛細胞

根毛細胞

皮層細胞

内皮細胞

内鞘細胞

EZ

維管束組織
中心柱

表 1-2 作製した形質転換植物体の一覧 

図 1-2-1さ根の領域・細胞タイプ 

シロイヌナズナの根端の各領域（DZ: 分化領域, EZ: 伸長領域, TZ: 移行領域, MZ: 分裂領

域）と各組織（細胞タイプ）を示す。  
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コンストラクト名 プライマー名 5'→3' 配列 

pPEPR1::PEPR1 
pPEPR1 Fw CACCAGAGAAGGAAAACAACCATG 

PEPR1 Rv AAGCTGCTCCTCTGATTCAGTTCGG 

pPEPR2::PEPR2 
pPEPR2 Fw CACCAGTTTGAGATGGAGTTGCATTG 

PEPR2 Rv GTGAACTGAACCCGAAGTGCTTCTT 

pEXPA7::PEPR2 

pEXPA7 Fw CACCTTCTCCCGCGTTGCACATAT 

pEXPA7 P2 Rv CCCAAGATTCCTCATTCTAGCCTCTTTT 

pEXPA7-P2 Fw GAAAAAGAGGCTAGAATGAGGAATCTTGG 

pWER::PEPR2 

pWER Fw CACCGACCTATGCTATTTTGGACCAG 

pWER P2 Rv GTAACCCAAGATTCCTCATTCTTTTTGTTTCTTTGA 

pWER P2 Fw TCAAAGAAACAAAAAGAATGAGGAATCTTGGGTTAC 

pMGP::PEPR2 

pMGP Fw CACCGCAATTGGAGACGATATATGATGA 

pMGP P2 Rv GTAACCCAAGATTCCTCATGTCTTCTTCTTGGACAA 

pMGP P2 Fw TTGTCCAAGAAGAAGACATGAGGAATCTTGGGTTAC 

pPEP::PEPR2 

pPEP Fw CACCCTACTGCACCAACCACGCCCATTG 

pPEP P2 Rw GTAACCCAAGATTCCTCATGGCTAATGTG 

pPEP P2 Fw CACAATCACATTAGCCAAAACCATGAGGAATCTTG 

pGL2::PEPR2 

pGL2 Fw CACCACACGTTTGCTTTTAGCGTGAG 

pGL2 P2 Rv GTAACCCAAGATTCCTCATTTTTCTTCTTAATATTCG 

pGL2 P2 Fw CGAATATTAAGAAGAAAAATGAGGAATCTTGGGTTAC 

 

 

 

  

表 1-3 コンストラクト作製に用いたプライマーの一覧 
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ペプチド名 アミノ酸配列 

flg22 QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA 

Pep1 ATKVKAKQRGKEKVSSGRPGQHN 

  

 

 

 

  

表 1-4さ本研究で用いたペプチド 

図 1-2-2 根毛密度の定量化 

生育 7日目の植物体を、0.5 μM Pep1で 24時間または 4日間処理した後に、根端から 0.5-

1.5 mmの領域（破線間）の根毛数を計測した。Bar は 500 µmを示す。 

生育7日目

生育 ペプチド処理 観察 根毛密度の測定

24 時間

Pep1

Mock

mock Pep1
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プライマー名 5'→3' 配列 

ACTIN2 Fw ACCTTGCTGGACGTGACCTTACTGAT 

ACTIN2 Rv GTTGTCTCGTGGATTCCAGCAGCTT 

PEPR2 Fw AAGAAGATGGCTTAATGCTG 

PEPR2 Rv CAGTTGTGCCAGTAACAGTG 

CYP71A12 Fw GATTATCACCTCGGTTCCT 

CYP71A12 Rv CCACTAATACTTCCCAGATTA 

PAD3 Fw TTCCTCTGTTTCCTCGTCCT 

PAD3 Rv ATGATGGGAAGCTTCTTTGG 

CYP81F2 Fw ATTGTCCGCATGGTCACAGGGAG 

CYP81F2 Rv GTAGCCGTGTCCGAACACTTTAAG 

FRK1 Fw CTTGACCCCGAGTACTATTCGAC 

FRK1 Rv CCTGACATGATCACTTATATGCACCT 

表 1-5 qRT-PCR 分析に用いたプライマーの一覧 
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1-3 結果 

 

1-3-1 Pep1 ペプチドは根毛形成を誘導する 

Pep1 処理後に根毛形成がどのように誘導されるかについて検証した。Pep1 処理後

24 時間目の植物体では、対照区（mock 処理区）と比較して、主根の伸長抑制、分裂

領域の細胞数の減少および根毛形成の誘導が確認された（図 1-3-1）。根毛形成は根端

から 0.5-1.5 mmの移行領域・分化領域において顕著に誘導された（図 1-3-1 a）。Pep1

による根毛形成は、各根毛細胞で 1本ずつであり、非根毛細胞列では異所的に誘導さ

れず、根毛細胞列に限定される形で根毛密度が増加した（図 1-3-2）。一方で、flg22

処理 24 時間後には、対照区と比較して、主根の伸長抑制及び分裂領域の細胞数の減

少は認められたものの、顕著な根毛密度の増加は検出されなかった（図 1-3-1）。flg22

処理 4 日後においても根毛密度に有意な差は見られなかった（図 1-3-3）。Pep1 処理

4日後では、分裂領域の表皮細胞でも根毛形成が誘導された（図 1-3-3）。よって、Pep1

は、分裂領域や移行領域にある根毛細胞から根毛伸長を顕著に促進した結果、根毛密

度が増加したと考えられる。分裂活性や細胞伸長の抑制は Pep1および flg22どちらの

処理区においても同程度誘導されたにも関わらず、根毛形成は Pep1 特異的であった

ことから、Pep1による根毛形成の誘導は必ずしも、伸長抑制に伴う応答ではないこと

が示唆された。 

 

1-3-2 Pep1 誘導性の根毛形成は PEPR2、BAK1、BKK1、BIK1 および PBL1 に依存

する 

Pep1 誘導性の根毛形成と主根の伸長抑制を制御する分子基盤を明らかにするため

に、Pep1受容体の PEPRおよび PEPR複合体構成因子の機能欠損変異体を用いた逆遺

伝学的解析を行った。 

シロイヌナズナにおける Pep1受容体である PEPR1と PEPR2のうち、pepr1変異体

は根毛形成ならびに主根の伸長抑制を維持した一方で、pepr2 変異体および pepr1 

pepr2二重変異体ではこれらの応答が失われた（図 1-3-4）。この結果は、これまで根

における Pep1応答を調べた先行研究と一致し、PEPR2が根における主要な Pep1受容

体であることが確認された（Krol et al., 2010; Yamaguchi et al., 2010; Jing et al., 2019）。

PEPRは Pep1認識時に、共受容体 BAK1並びに同じ SERKファミリーに属する BKK1

と相互作用し、細胞質キナーゼ BIK1 および PBL1 のリン酸化などを経て細胞内へシ

グナル伝達を行う（Liu et al., 2013, Yamada et al., 2016）。そこで、根毛形成における

BAK1の役割を調べるために、複数の BAK1 変異体（bak1-3変異体および bak1-5変異

体）を用いて検証した。BAK1 の T-DNA挿入変異体である bak1-3 では、根の成長抑

制および複数の PTI 防御応答が野生型植物と同様もしくはそれ以上に誘導される

（Yamada et al., 2016）。bak1-5は、BAK1のキナーゼ部位の変異により、多様な BAK1
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機能のうち PTI シグナル制御機能が特異的に欠損した変異体である（Roux et al., 2011; 

Schewssinger et al., 2011; Yamada et al., 2016）。bak1-3変異体では、野生型植物と同様

に、Pep1による根毛形成促進および主根の伸長抑制が見られた（図 1-3-5）。一方で、

bak1-5変異体では、主根の伸長抑制は見られなかったものの、根毛形成の誘導は部分

的に保持されていた（図 1-3-5）。このことから、PEPR2による根毛形成は、BAK1キ

ナーゼ活性の低下または不活型 BAK1-5タンパク質による他の SERKメンバーの機能

阻害に対して一定の抵抗性を有すると考えられた。そこで、bak1-5背景で BKK1も同

時に欠損させた bak1-5 bkk1二重変異体を調べたところ、根における 2種類の Pep1応

答が完全に失われた（図 1-3-5）。また、PEPRと BAK1の下流で働く BIK1とそのホ

モログ PBL1 の二重欠損変異体においても、両 Pep1 応答が失われた（図 1-3-5）。以

上のことから、Pep1誘導性の根毛形成は、PEPR2、BAK1、BKK1、BIK1および PBL1

を必要とすることがわかった。 

 

1-3-3 Pep1 誘導性の根毛形成はエチレン、オーキシンを必要とする 

根毛の形成は、根毛細胞への分化を促進する転写因子 RHD6に加えてエチレン、オ

ーキシンに依存している（Massuci & Schiefelbein, 1994; Vissenberg et al., 2020）。また、

Pep1投与は根の移行領域におけるオーキシンの蓄積を誘導する（Jing et al., 2019）。

そこで、Pep1による根毛形成メカニズムに迫る第一歩として、rhd6変異体、エチレン

非感受性（エチレン情報伝達因子）変異体 ein2、オーキシン低感受性変異体 slr-1（iaa14）

において Pep1誘導性の根毛形成を調べた。slr-1変異体は、オーキシン伝達因子 IAA14

の機能獲得変異によりオーキシン応答性が低下した側根欠失変異体である（Fukaki et 

al., 2002）。さらに、オーキシン受容体阻害剤（PEO-IAA）による影響も調べた。 

上記の 3 つの変異体に Pep1 を処理した結果、主根の伸長抑制は野生型植物同様に

誘導される一方で、根毛形成はほとんど誘導されなかった（図 1-3-6 a-c）。また、PEO-

IAAを前処理した野生型植物では、Pep1処理による根毛形成は誘導されなかった（図

1-3-6 d, e）。したがって、Pep1による根毛形成は、転写因子 RHD6、エチレン、オー

キシンに依存しており、既知の根毛形成機構を介していることが示された。 

 

1-3-4 Pep1 は中心柱・根端分裂組織で PEPR2 の発現を誘導する 

 pepr1 pepr2二重変異体に導入したpPEPR2::PEPR2-GFPの機能性を確認したところ、

Pep1 による根毛形成並びに主根の伸長抑制を回復した（図 1-3-7）。次に、根におい

て Pep1 応答への要求性が異なる PEPR1 と PEPR2 について発現部位を比較した。無

処理区では、PEPR2-GFPは特に根の維管束組織の一部で顕著に発現が認められた（図

1-3-8）。一方、PEPR1-GFPは全組織にわたって幅広く検出され、これらの結果は先行

研究とも一致していた（Ortiz-Morea et al., 2016）。興味深いことに、Pep1処理 12時

間後には、PEPR2-GFPの発現は根の維管束組織に限定されず、内鞘細胞を含む中心柱
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に加えて根端分裂組織にまで拡大した（図 1-3-9 a）。 

 

1-3-5 PEPR2 発現を根毛に限定すると、Pep1 による防御応答が主根伸長の抑制無し

に誘導できる 

根の flg22 感受性は、受容体 FLS2 の発現組織に関わらず野生型植物同様に維持さ

れていた（Wyrsch et al., 2015）。そこで、PEPR2を細胞タイプ特異的に発現させた際

に、Pep1誘導性の根の形態変化と防御応答に与える影響について調べた。pepr1 pepr2

二重変異体背景で、細胞タイプ特異的プロモーター制御下で PEPR2-GFP を発現させ

た形質転換植物体を作製した（表 1-2, 図 1-3-10 a）。EXPA7、WER および GL2 プロ

モーターの活性は、分化領域の根毛細胞（根毛）、分裂領域の表皮細胞および非根毛

細胞にそれぞれ特異的である（Singh et al., 2008; Brady et al., 2007; Marquès-Bueno et al., 

2016）。MGPプロモーターの活性は 分裂領域の内鞘、内皮細胞、皮層細胞に特異的

である（Miyashima et al., 2009）。PEPプロモーターの活性は皮層細胞に特異的である

（Brady et al., 2007; Mustroph et al., 2009）。これらのプロモーターによって発現した

PEPR2-GFP の発現部位は、先行研究のプロモーター活性領域と一致することを確認

した（図 1-3-10 a）。通常の生育条件下では、これらの系統において根の発生並びに

成長に影響する顕著な変化は観察されなかった。 

 Pep1 誘導性の根毛形成と主根の伸長抑制をこれらの形質転換植物を用いて調べた

と こ ろ 、 pWER::PEPR2-GFP 、 pGL2::PEPR2-GFP 、 pMGP::PEPR2-GFP お よ び

pPEP::PEPR2-GFP 形質転換植物体では、Pep1 による根毛形成および主根の伸長抑制

が野生型植物と同様に見られた（図 1-3-11）。この結果は、導入した PEPR2-GFPが、

それぞれの細胞タイプでも機能することを示唆している。また、これらの植物体にお

いて、検出限界以下で異なる細胞タイプで発現している PEPR2-GFPが Pep1応答性を

保持する可能性を否定できないものの、少なくとも Pep1 による根の形態変化は特定

の組織における受容体の発現を必要としないことが示唆された。つまり、根のどこか

で PEPR2が機能するならば、根全体としての Pep1応答には十分である可能性が考え

られた。 

しかしながら、興味深いことに、pEXPA7::PEPR2-GFP形質転換植物体では Pep1投

与により根毛形成ならびに主根の伸長抑制は誘導されなかった（図 1-3-11）。同系統

では、根全体における PEPR2の mRNA発現レベルは野生型植物及び他の系統と比較

してそれぞれ 17倍、3-10倍高かったことから（図 1-3-10 b）、受容体の発現レベルが

低いためではないと考えられる。EXPA7プロモーターは根毛細胞において根毛伸長開

始以降に活性化されることから（Cho & Cosgrove, 2002）、pEXPA7::PEPR2-GFP形質

転換植物体では、分裂領域から伸長領域の根毛伸長前の細胞で PEPR2 が発現されて

いないと考えられる。同植物体において、pEXPA7の制御下にある PEPR2-GFPの発現

は Pep1 処理後においても分化領域の根毛細胞のみで限定されていた（図 1-3-9 b）。
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他の細胞タイプで PEPR2 発現が誘導されても、pEXPA7 の制御下にしか GFP はない

ので、他の細胞タイプの GFP は検出不可である。そのため、pEXPA7 の活性部位は

Pep1 処理前後で変化しないといえる。よって、分化後の根毛細胞において PEPR2 が

活性化されても新たな根毛形成の誘導や主根の伸長抑制には不十分であると考えら

れる。つまり、根毛細胞由来の PEPR2シグナルは、根毛形成や細胞分裂停止が誘導さ

れる移行領域や分裂領域に伝達されていない可能性が考えられる。 

次に、これらの形質転換植物体において Pep1 による防御応答について検証した。

その指標として、防御関連遺伝子 CYP71A12、PAD3、CYP81F2、FRK1 の根全体にお

ける発現量を RT-qPCR で調べた。CYP71A12、PAD3、CYP81F2 は、カマレキシンや

インドールグルコシノレートといった抗菌物質の産生に必要なトリプトファン由来

の代謝経路で機能する、シトクロム P450 酵素モノオキシゲナーゼをコードする

（Glawischnig et al., 2004; Nafisi et al., 2007; Bednarek et al., 2009; Millet et al., 2010; Pfalz 

et al., 2011）。FRK1 は PTI 誘導性の受容体キナーゼをコードする（Boudsocq et al., 

2010）。一連の細胞タイプ特異的プロモーターの支配下で PEPR2-GFP を発現させた

植物において、これらの防御関連遺伝子の発現量は Pep1 処理により有意に上昇した

（図 1-3-12）。興味深いことに、pEXPA7::PEPR2-GFP形質転換植物体においても、Pep1

による CYP71A12、PAD3、CYP81F2、FRK1 の発現が顕著に増大した（図 1-3-12）。

特に、CYP71A12 と CYP81F2 の誘導レベルは他の系統と比較しても著しく高かった。

以上より、本研究で調べた防御関連遺伝子の発現は、PEPR2 の発現部位に関わらず

Pep1 投与により強く誘導されることが示された。また、PEPR2 シグナルが分化領域

の根毛細胞から伝達された場合、主根の伸長抑制や根毛形成無しに防御応答を誘導で

きることが示唆された。 
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図 1-3-1 Pep1 は根毛形成を誘導する。 

（a, c, e）生育 7日目の野生型植物に 0.5 µM Pep1または flg22 を 24時間（a, e）または 5

日間（c）処理した。Bar は 500 µm（a）、10 mm（c）、100 µm（e）を示す。（a）白破線

は根毛密度の測定領域で、根端から 0.5 mm-1.5 mmを示す。（e）白三角は分裂領域の端か

ら端を示す。（b, d, f）根毛密度（a）、主根長（c）、分裂領域の細胞数（e）をそれぞれ定

量化した。データは平均値±標準偏差（SD）を示す。（n=9-10, Student’s t-test, ** P < 0.01; 

NS, not significant）。 
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図 1-3-2  Pep1 誘導性の根毛は根毛細胞列で形成される。 

生育 7日目の植物体に 0.5 µM Pep1を 24時間処理した。細胞壁を 0.02% SCRI Renaissance 

2200で染色した。破線（top）は断面画像（middle）の位置を示す。アスタリスクやナンバ

ーサインは処理区ごとに同一の根毛を示す。 破線（bottom）は表皮細胞の各細胞列を示す。

Bar は 50 µm（top, bottom）、20 µm（middle）を示す。 
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図 1-3-3 Pep1ペプチドは持続的に根毛形成を誘導する。 

（a）生育 7 日目の植物体に 0.5 µM Pep1 または flg22 を 4 日間処理した。Bars は 500 µm 

を示す。（b）根毛密度（a）を定量化した。データは平均値±標準偏差（SD）を示す（n=7-

10; Student’s t-test, ** P < 0.01; NS, not significant）。 
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図 1-3-4 PEPR2は、根における主要な Pep1受容体である。 

（a）生育 7日目の植物体（WT: 野生型植物）に 0.5 µM Pep1を 24時間（top; 根毛密度）

または 5日間（bottom; 主根長）処理した。Barは 500 µm（top）または 10 mm（bottom） 

を示す。（b, c）根毛密度（a, top）、主根長（a, bottom）を定量化した。データは平均値±

標準偏差（SD）を示す（n=8-14; Student’s t-test, ** P < 0.01）。  
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図 1-3-5 Pep1 誘導性の根毛形成は、PEPR2、BAK1、BKK1、BIK1および PBL1を必要

とする。 

（a）生育 7日目の植物体（WT: 野生型植物）に 0.5 µM Pep1を 24時間（top; 根毛密度）

または 5日間（bottom; 主根長）処理した。Barは 500 µm（top）または 10 mm（bottom）

を示す。（b, c）根毛密度（a, top）、主根長（a, bottom）を定量化した。データは平均値±

標準偏差（SD）を示す（n=8-14; Student’s t-test: * P < 0.05, **P < 0.01）。 
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図 1-3-6 Pep1誘導性の根毛形成は転写因子 RHD6、エチレン、オーキシンに依存する。 

（a）生育 7日目の植物体（WT: 野生型植物）に 0.5 µM Pep1を 24時間（top; 根毛密度）または

5日間（bottom; 主根長）処理した。Bar は 500 µm（top）または 10 mm（bottom）を示す。 

（b, c）根毛密度（a, top）、主根長（a, bottom）を定量化した。（d）生育 7日目の植物体に 30 µM 

PEO-IAAを 2 時間処理した後に、PEO-IAA、PEO-IAA+Pep1 を 24 時間処理した。Bar は 500 µm

を示す。（e）根毛密度（d）を定量化した。（b, c, e）データは平均値±標準偏差（SD）を示す（n=9-

14; Student’s t-test, ** P < 0.01; ND, not detected）。 
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図 1-3-7  pepr1 pepr2二重変異体背景に導入した PEPR2 は、Pep1 による根毛形成と主根の伸長

抑制を誘導する。 

（a）生育 7日目の野生型植物（WT）と pepr1 pepr2二重変異体背景で pPEPR2::PEPR2-GFPを発

現させた形質転換植物体に 0.5 µM Pep1を 24時間（top; 根毛密度）または 5日間（bottom; 主根

長）処理した。Bar は 500 µm（top）または 10 mm（bottom）を示す。（b, c）根毛密度（a, top）、

主根長（a, bottom）を定量化した。（b, c）データは平均値±標準偏差（SD）を示す（n=9-14; Student’s 

t-test, ** P < 0.01）。 
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図 1-3-8 PEPR1と PEPR2 の発現部位 

（a）シロイヌナズナの根端縦断面図であり、各組織と各領域（DZ: 分化領域, EZ: 伸長領

域 , TZ: 移行領域 , MZ: 分裂領域）を示す。（ b） pepr1 pepr2 二重変異体背景で

pPEPR1::PEPR1-GFP、pPEPR2::PEPR2-GFP を発現させた形質転換植物体の根における

PEPR1と PEPR2の発現部位を示す。Bar は 100 µmである。根は 20 µM PI（propidium iodide）

で染色した。 
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図 1-3-9 Pep1 処理後の PEPR2-GFPの発現パターン 

生育 7 日目の pPEPR2::PEPR2-GFP 植物体（a）または細胞タイプ特異的に PEPR2-GFP を

発現させた植物体（b-d）に、0.5 µM Pep1を 12 時間処理した後の PEPR2-GFP の発現部位

を示す。DZ: 分化領域、EZ: 伸長領域、MZ: 分裂領域を示す。植物体の根は 20 µM PI

（propidium iodide）で染色した。Bar は 50 µm（top）、20 µm（bottom）である。 
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図 1-3-10 細胞タイプ特異的プロモーターによる PEPR2-GFPの発現 

（a）細胞タイプ特異的プロモーター制御下での PEPR2-GFPの発現部位を示す。Bar は 100 

µmである。植物体の根は 20 µm PI（propidium iodide）で染色した。DZ: 分化領域、EZ: 伸

長領域、MZ: 分裂領域を示す。（b）根における PEPR2の発現量を ACTIN2に対する相対

値で示す。データは平均値±標準偏差（SD）を示す（n=3; Student’s t-test results compared with 

WT, *P  < 0.05, **P < 0.01; NS, not significant）。 
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図 1-3-11 Pep誘導性の根の形態変化は、組織特異的に PEPR2-GFPを発現させた植物で回復する。 

（a）生育 7日目の植物体（WT: 野生型植物）に 0.5 µM Pep1を 24時間（top; 根毛密度）または 5

日間（bottom; 主根長）処理した。Bar = 500 µm（top）または 10 mm（bottom）である。（b）根毛

密度（a, top）を定量化した。（c）主根長（a, bottom）を定量化した。（b, c）データは平均値±標準

偏差（SD）を示す（n=8-14; Student’s t-test, ** P < 0.01）。  
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図 1-3-12 細胞タイプ特異的に発現する PEPR2-GFP 系統の防御関連遺伝子の発現量 

生育 7日目の野生型植物体および形質転換植物体に、Mockまたは 0.5 µM Pep1を 12時間

処理し、防御関連遺伝子の発現レベルを解析した。pEXPA7、pWER、pMGP、pGL2、pPEP

および pPEPR2 はそれぞれ、各種プロモーター制御下における PEPR2-GFP/pepr1 pepr2 系

統を示す。遺伝子発現量を ACTIN2に対する相対値で示す。データは平均値±標準偏差（SD）

を示す（n=3 except pepr1 pepr2, Student’s t-test: * P < 0.05, ** P < 0.01）。 
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1-4 考察 
 

1-4-1 Pep1 誘導性の根毛の役割 

ダメージ誘導性 Pepペプチドが微生物の認識や細胞傷害に応じて発現・産生される

ことから（Huffaker & Ryan, 2007; Yamaguchi & Huffaker, 2011: Yamada et al., 2016; 

Hander et al., 2019）、Pep1による根毛形成も、微生物や環境ストレスに応じて誘導さ

れる可能性が推測される。シロイヌナズナにおいて、病原菌や植物成長促進菌の中に

は根毛形成を誘導するものが知られている（Zamioudis et al., 2013; Pecenková et al., 

2017）。これらの微生物による根毛形成は、本研究で示した Pep1 による根毛形成と

同様にエチレンやオーキシンを必要とする（図 1-3-6; Zamioudis et al., 2013; Pecenková 

et al., 2017）。ただし、微生物感染に伴う根毛形成の意義についてはよくわかってお

らず、根毛細胞における免疫シグナル制御の特性を示唆する結果は興味深い。 

Pep1 による根毛形成が微生物による根毛形成に関与しているかどうかや栄養吸収

や根圏微生物叢の調節に寄与しているかは現時点では不明である。根毛形成はリン枯

渇環境においても誘導され（Bustos et al., 2010）、根毛形成不全変異体はリン枯渇環

境下で地上部の Pi濃度やバイオマス量が低下する（Tanaka et al., 2014）。なお、予備

的知見ながら、リン枯渇条件において pepr1 pepr2 二重変異体は野生型植物と同様に

根毛形成を誘導したため（図 1-4-1）、現時点で Pep1-PEPR による根毛形成とリン枯

渇応答との間に関係性は見いだせていない。また、オオムギの根毛形成低下変異体は、

滲出物の分泌量が野生型植物の 3分の 1程度に低下し、微生物叢の多様性も減少する

との報告がある（Robertson-Albertyn et al., 2017; Holz et al., 2018）。根毛は根圏微生物

叢の構築に重要であり、Pep1によって密に形成された根毛が根の滲出物（量）ひいて

は微生物叢に与える影響についても調査が望まれる。その際、Pep1による防御応答の

活性化が微生物叢に与える影響も予想されるため、両者を分離した上で Pep1 誘導性

の根毛の役割を検証する必要がある。 

 

1-4-2 Pep1 誘導性の根毛形成と主根の伸長抑制の制御 

根毛形成は、主根の伸長抑制との相関性が報告されている（Salazar-Henao et al., 2016; 

Vissenberg et al., 2020）。BAK1キナーゼ活性が低下した bak1-5変異体では、Pep1に

よる防御応答の大部分や主根の伸長抑制が阻害される一方で、根毛形成とエチレン産

生は部分的に誘導される（図 1-3-5; Roux et al., 2011; Yamada et al., 2016）。しかし、

同時に BAK1 パラログである BKK1 を欠損した bak1-5 bkk1 二重変異体では、これら

の Pep1応答はほぼ完全に欠損する（図 1-3-5; Roux et al., 2011）。この結果は、Pep1

による根毛形成がエチレン産生と同様に BAK1 キナーゼ活性の低下に対して比較的

ロバストであることを示唆する。Pep1 による根毛形成がエチレン依存的であること

を考慮すると（図 1-3-6 a, b）、Pep1によるエチレン産生の誘導が根毛形成を引き起こ
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す可能性も考えられる。エチレンはオーキシン合成や局所的なオーキシン分布を誘導

することで、主根の伸長を抑制することが知られている（Růžička et al., 2007）。しか

し、Pep1による主根の伸長抑制は、bak1-5変異体ではほぼ誘導されず、ein2変異体で

は誘導されたことから（図 1-3-5, 1-3-6）、主根の伸長抑制は Pep1 で産生されるエチ

レンとは異なる経路を介して誘導されると考えられる。また、シロイヌナズナのアク

セッションを用いた自然変異解析においても、Pep1 による根毛形成と主根の伸長抑

制との間に正の相関は検出されなかった（岡田 修士論文 2018）。したがって、Pep1

による根毛形成と主根の伸長抑制は互いに独立しており、両者の特異的な制御は、

PEPR2 の発現部位というよりは PEPR2 の下流でのシグナル分岐によるものと予想さ

れる。 

 

1-4-3 PEPR2 による根毛形成と主根の伸長抑制の細胞非自律的制御 

本研究では、根の分裂領域から伸長領域において、PEPR2が細胞タイプに関わらず

Pep1処理による根毛形成と主根の伸長抑制を誘導できる一方で、分化領域の根毛細胞

では、Pep1処理によるこれらの応答を誘導しなかった（図1-3-10, 1-3-11）。このこと

から、PEPR2による根毛形成や主根の伸長抑制は細胞非自律的に制御されると推測さ

れる。Pep1による根毛形成は、移行領域（TZ）の表皮細胞や皮層細胞におけるオーキ

シンの局所的な蓄積によって誘導されると考えられている（Jing et al., 2019）。また、

主根の伸長抑制は、根端分裂組織での細胞分裂および伸長領域の細胞伸長の低下と正

の相関関係にあり（Ubeda-Tomás et al., 2009）、これらの応答にもオーキシンの蓄積が

関与する（Růžička et al., 2007）。そのため、PEPR2の発現部位の違いがオーキシンの

蓄積部位に影響するかについて今後調べることで、分化領域の根毛細胞における

PEPR2シグナルの制御について検証できると考えられる。 

 

1-4-4 免疫応答の空間的制御 

PEPR2の発現部位は維管束組織の一部であり（図 1-3-8）、Pep1処理後には中心柱

や根端分裂組織に拡大した（図 1-3-9）。一方、Pep1-Pep3前駆体 PROPEP1-PROPEP3

のプロモーター活性は刺激がない環境では非常に低く（Bartels et al., 2013）、Pep1や

flg22 処理によって発現が根端分裂組織および中心柱や表皮細胞で誘導される（久保

田 修論 2016）。外部から投与した Pep1 は根の表面から中心組織へ移行することか

ら（Ortiz-Morea et al., 2016）、根の中心で発現する PEPR2は Pep1を認識でき、そこ

から他の組織における PEPR2の発現を誘導すると考えられる。また、Pep1が MAMP

よりも免疫応答に関して応答性が強いことから（Poncini et al., 2017）、PEPR2が維管

束の一部で発現する意味は、過剰な免疫応答を回避するためだと推測される。これは、

PEPR2 を恒常的異所的に発現する植物体が Pep1 処理により枯死に近い状態になるこ

とから支持される（岡田 修論 2018） 



38 

 

本研究では、PEPR2を本来その発現レベルが低い部位に限定して発現させても根全

体ではPep1による防御応答を通常レベルで誘導できることを示した（図1-3-12）。根

における防御応答の誘導部位を明らかにしていないが、地上部においては、Pep1が局

所的に防御応答を誘導するのみならず、システミックにSA・JA応答性遺伝子の発現を

誘導する（Ross et al., 2014）。根においても、Pep1は分裂領域、移行領域、分化領域

でSA関連遺伝子の発現を誘導する（Poncini et al., 2017）ことから、局所的なPep1応答

は根全体で防御応答を誘導すると推測される。これについては、PEPR2を細胞タイプ

特異的に発現する形質転換植物体を用いて、誘導部位が既知である防御関連遺伝子の

発現・誘導部位を調べることで今後検証する。したがって、根の一部でダメージシグ

ナルとしてPep1を感知すれば、根全体に免疫シグナルを誘導する上で十分である可能

性が考えられる。これは、病原体感染に伴うダメージに対する応答としては理にかな

っており、このような機能性は上述の全身抵抗性をもたらす上でも寄与していると予

想される（Ma et al., 2012; Tintor et al., 2013; Ross et al., 2014; Yamada et al., 2016; Hander 

et al., 2019）。 

FLS2を異所的に発現した場合も、根全体では、活性酸素種の産生、MAPKおよび防

御関連遺伝子の活性化などのflg22応答が保持されている（Wyrsch et al., 2015）。その

ため、PEPR2の異所的発現データ（図1-3-10, 1-3-12）は、FLS2の異所的な発現に関す

る研究と合わせて、FLS2やPEPR2以外のPTIシグナル制御因子が根の異なる細胞タイ

プで共通して存在し、受容体の発現のみで応答性を付与できることを示唆する。FLS2

など他のPRRを根毛特異的に発現させた場合にも、PEPR2と同様に主根の伸長抑制を

回避しながら防御応答を活性化できるか、あるいはそれはPEPR2に特異的なのか、今

後の解明が待たれる。 

細菌侵入に対して根全体でPTIを早期に活性化させた場合、植物は病原菌の増殖を

抑制するのに有利に働く一方で、植物成長や有益な微生物との共生に悪影響が出る可

能性がある。実際に、FLS2の発現は根では通常低く抑えられているが、傷害部位の隣

接細胞で誘導され、MAMP誘導性免疫を傷害部位周辺で増強する（Beck et al., 2014; 

Wyrsch et al., 2015; Zhou et al., 2020）。このようなMAMP受容体の空間的な発現制御

は、微生物共生に際してPTIの過度の活性化を回避するために有効であると考えられ

る（Beck et al., 2014; Zhou et al., 2020）。維管束組織を介して感染・増殖する病原菌も

存在することから（Iven et al., 2012; Ralhan et al., 2012）、病原菌の中心柱内部への侵

入・感染を抑制することも重要であると考えられる。PROPEP3の発現は未処理時に観

察されなかったものの、Pep1投与により中心柱や根端分裂組織で増大した（久保田 修

士論文 2016）。Pep1投与時のPEPR2やPROPEP3の発現部位は中心柱で共通すること

から、根のダメージに応じて維管束組織においてPep応答性が強まると推察される。

ただし、PROPEPの発現はPep1以外の他の刺激によっても誘導されることから、PEPR2

の発現には根の中心におけるPep1認識が必ずしも必要であるとは限らない。上記の
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様々な細胞タイプにおけるPEPR2の機能性と合わせて考えると、PEPRシグナル系は、

根のどこでダメ―シグナルを感知しても維管束系における免疫増強に寄与している

ことが示唆される。 

 

1-4-5 第 1章のまとめ 

本研究では、Pep1誘導性の根毛形成を制御する因子を探求する中で、BAK1のキナ

ーゼ部位に変異があるbak1-5変異体が主根の伸長抑制を誘導せずに根毛形成を誘導す

ることを見出した。さらに、PEPR2の発現部位を細胞タイプ特異的に限定することで、

根の成長阻害を回避して防御応答を誘導することに成功した。以上のことから、Pep1

誘導性の主根の伸長抑制・根毛形成・防御応答について、PEPR複合体の構成要素や

PEPRの発現部位を調節することで、これらの応答を分けて調節できることを明らか

にした（図1-4-2）。上記の応答の調節が内生Pepによって誘導されるかについては、

内生PROPEPが発現しうる条件で今後検証する。 

有益な共生菌や病原菌を含む土壌微生物に常にさらされている根系においては、成

長と免疫のどちらかを増強させるのではなく、それらのバランスを取りながら生育す

ることが特に重要である。本研究では、分化領域の根毛細胞からの PEPR2 シグナル

が根の成長阻害を回避しながら防御応答を活性化できることを示した。これは根毛細

胞の細胞特性を反映したものなのか、あるいは PEPRシグナル系の特性なのかについ

ては、今後明らかにする必要がある。現在、flg22 受容体 FLS2 を含む PRR を根毛細

胞特異的に発現させた各植物体を作出中であり、同様の解析を行う計画である。これ

らの取組みを通じて、植物の環境適応の鍵を握る、成長と免疫の調節メカニズムに関

する理解が深められると期待される。 
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図 1-4-1 リン枯渇時の根毛形成は PEPR1および PEPR2に非依存的である。 

（a）生育 6日目の植物体をリン充分（KH
2
PO

4
, 625 µM）固形培地またはリン枯渇（KH

2
PO

4
, 

50 µM）固形培地に移植し、6日間栽培した。Barは 1 mmを示す。（b）根端 2-3 mmの根

毛密度（a）を定量化した（n=10, 1反復）。データは平均値±標準偏差（Student’s t-test, ** 

P < 0.01; NS, not significant）を示す。 
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図 1-4-2 根での PEPR2による Pep1 応答の制御モデル 

野生型植物では、PEPR2が中心柱で主要に発現し、Pep1応答時には根端分裂組織に発現

が拡大する。Pep1は防御応答、根毛形成、主根の伸長（成長）抑制を誘導する。根毛で

特異的に PEPR2を発現させた植物体（pEXPA7::PEPR2-GFP/pepr1 pepr2）では、PEPR2は

Pep1応答時に主根の成長を阻害することなく、防御応答を誘導する。 

防御応答

Pep1

PEPR2
（根毛）

成長防御応答

Pep1

PEPR2

成長

根毛形成根毛形成

野生型植物

PEPR2発現部位

+ Pep1− Pep1 − /+ Pep1

PEPR2 in root hairs
（driven by pEXPA7）
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第 2章 

シロイヌナズナのカロース合成酵素 PMR4（GSL5） 

によるリン枯渇環境への適応 
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2-1 序論 
 

2-1-1 リン枯渇環境 

 リンは植物の多量必須元素として、体内の核酸、リン脂質、ATPといった有機化合

物の主要構成成分であり、植物の成長・発達に重要な代謝反応に関与する。植物の利

用可能なリン形態は無機態リン酸（Pi）であるが、Piを充分に供給できる土壌は限定

的であることから（Lynch et al., 2011）、Piは作物の成長・収量の制限要因になってい

る（Bieleski et al.,1972; Schachtman et al., 1998）。リン酸肥料を土壌に施肥することに

より、植物へ Piを供給できるが、他の多量必須元素の窒素やカリウムと異なり、原料

のリン鉱石は有限であり近い将来枯渇すると推測されている（Steen, 1998; Cordell et 

al., 2009）。さらに、Feや Alといった金属イオンや有機物を豊富に含む土壌では、施

肥した肥料由来の Pi は金属イオンや有機物に吸着されて固定化されやすく、作物に

よる Pi吸収利用効率は低くなる（Johnston et al., 2014）。そのため、安定で安全な作

物生産の実現に向けて、リン枯渇環境での Pi 吸収や Pi利用効率等の改善に寄与する

分子機構の解明が必要である。 

 

2-1-2 植物のリン枯渇応答 

植物はリン枯渇環境下でリン獲得・リン利用の効率化を図るために、リン枯渇応答

（Pi starvation responses: PSRs）と呼ばれる、一連の応答を誘導する（図 2-1-1）。PSR

には、リン枯渇環境感知部位での局所的な応答と、全身性のシステミックな応答が含

まれる（Péret et al., 2011; Chien et al., 2018）。土壌中のリンは移動しにくい性質を持

ち、土壌表層に不均一に分布しており、植物は、根の外部近傍の局所的な Pi濃度変化

に応じて根の形態を変化させる能力を有する（Fitter et al., 2002; Péret et al., 2011）。さ

らに、植物は体内の Pi濃度に応じて、土壌からの Pi吸収や地上部への Pi輸送を調節

することにより、体内の Piの代謝バランスを調節する（Thilbaud et al., 2010）。 

リン枯渇環境での主根の伸長阻害は、LOW PHOSPHATE ROOT 1（LPR1）、LPR2

および PHOSPHATE DEFFIEIENCY RESPONSE 2（PDR2）によって制御されている

（Reymond et al., 2006; Svistoonoff et al., 2007; Ticconi et al., 2009）。LPR1および LPR2

はリン枯渇環境下では根端で発現しており、根端分裂組織（root apical meristem: RAM）

のアポプラストにおいて、Fe2+を Fe3+に酸化するフェロキシダーゼ活性を持つ

（Reymond et al., 2006; Svistoonoff et al., 2007; Müller et al., 2015）。PDR2が根圏の低リ

ン濃度に依存して、LPR1を小胞体から細胞膜上に輸送することで、LPR1はフェロキ

シダーゼとして機能する（Ticconi et al., 2009）。リン枯渇環境では、転写因子

SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1（STOP1）によって、リンゴ酸チャネル

ALUMINUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 1（ALMT1）の発現が誘導され、

根端におけるアポプラストへのリンゴ酸の輸送が促進される（Balzergue et al., 2017）。
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輸送されたリンゴ酸がアポプラスト内の Fe3+と複合体を形成し、原形質連絡

（plasmodesmata: PD）における活性酸素種の産生やカロース蓄積を引き起こす（Müller 

et al., 2015）。リン枯渇条件での根端幹細胞ニッチ（stem cell niche: SCN）におけるカ

ロース蓄積は、根端分裂組織の分裂に必要な転写因子 SHORT-ROOT（SHR）の中心

柱から静止中心（QC）への PDを介した移動を阻害することで、主根の伸長阻害に寄

与すると考えられている（Müller et al., 2015; Mora-Macías et al., 2017；図 2-1-2）。一

方で、リン枯渇条件での側根形成および伸長の制御については分子レベルでの知見が

乏しく、オーキシンシグナルの関与と、PDR2 による正の制御が報告されているのみ

である（Ticconi et al., 2004; Pérez-Torres et al., 2008; Huang et al., 2018）。 

システミックなリン枯渇応答を制御する主要な制御因子としては、MYB 転写因子

PHOSPHATE STARBATION RESPONSE 1（PHR1）およびそのパラログ PHR1-LIKE 1

（PHL1）が知られている（Rubio et al., 2001; Bustos et al., 2010）。PHR1および PHL1

は多くのリン枯渇誘導性（phosphate starvation induced: PSI）遺伝子の上流領域に存在

する P1BS（PHR1-binding sequence）領域に結合し転写を制御する。PHR1および PHL1

によって制御されるリン栄養関連遺伝子の代表例として、Pi 輸送に関わる

PHOSPHATE TRANSPORTER 1（PHT1）および PHOSPHATE 1（PHO1）、リン枯渇環

境センシング・シグナリングに関与する microRNA399 や SYG1/PHO81/XPR1（SPX1）

が挙げられる（Rubio et al., 2001；Franco-Zorrilla et al., 2004; Bustos et al., 2010）。リン

枯渇環境センサーとして機能する SPX1 と PHR1 の相互作用は Pi 濃度に依存的であ

る（Puga et al., 2014）。リン充分環境ではリン酸結合型の SPX1が PHR1と相互作用

することにより、PHR1の核内移行を阻害している一方で、リン枯渇環境では、SPX1

から PHR1 が解離して核内に移行し、PSR に伴う一連の遺伝子発現が活性化される

（Puga et al., 2014）。PHR1および PHL1による PSI遺伝子の発現制御は、アントシア

ニンの蓄積や Pi 輸送の活性化、根毛形成の誘導などに寄与すると考えられている

（Bustos et al., 2010）。 

 

2-1-3 カロース蓄積の役割と蓄積制御 

植物は、病原菌感染時などの各種ストレスにさらされた際や、様々な成長・発達段

階で細胞膜上に細胞壁マトリックス多糖の一種であるカロースを蓄積する（Aspinall 

& Kessler, 1957; Jacobs et al., 2003; Nishimura et al., 2003; Cui & Lee, 2016）。陸上植物が

蓄積するカロースは、直鎖の β-1, 3グルカンと少数の β-1, 6結合による分岐から構成

される（Stone et al., 1984；Scherp et al., 2001）。カロースは UDP-グルコースを基質と

して、カロース合成酵素遺伝子 GLUCAN SYNTHASE LIKE（GSL）によって生合成され

る。シロイヌナズナの GSL 遺伝子はこれまで 12 種類が同定されており、そのうちの

いくつかについて機能が報告されている（Ellinger & Voigt, 2014; Wu et al., 2018）。 

GSL1とGSL5は、花粉母細胞の減数分裂初期に、アポプラスト領域におけるカロー

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580715001094?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580715001094?via%3Dihub#!
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ス壁の合成を通じて、花粉母細胞の減数分裂を誘導し、花粉の成熟を助ける（Dong et 

al., 2005; Enns et al., 2005; Nishikawa et al., 2005）。また、カロースは細胞質分裂時に一

時的に形成される細胞板の主要な構成成分でもある（Samuels et al., 1995）。GSL6お

よびGSL8は、細胞板でのカロース蓄積を誘導することにより、細胞質分裂を制御して

いる（Guseman et al., 2010; Sevilem et al., 2013）。GSL6は細胞板に局在し、他の細胞

板関連タンパク質である隔膜形成体およびUDP-グルコーストランスフェラーゼとの

相互作用を介して、細胞板上のカロース合成酵素複合体の形成に寄与する（Hong et al., 

2001）。また、GSL8機能欠損変異体では細胞質分裂が阻害されていることから、GSL8

による細胞板のカロース蓄積が細胞質分裂に必須であることが示唆されている

（Thiele et al., 2009）。 

PDを介したシグナル分子の細胞間輸送は、PDにおけるカロース蓄積の増大に伴い

細胞壁内部の圧力が上昇することで抑制されると考えられている（Sager & Lee, 2014; 

Wu et al., 2018）。PDのカロース蓄積に関与するGSLとしてこれまで、GSL4、GSL7、

GSL8、GSL12が報告されている（Wu et al., 2018）。GSL4はH2O2や傷害によってカロ

ース蓄積を誘導するが、その機能はよくわかっていない（Cui & Lee, 2016）。GSL7は、

師孔（sieve pore）でのカロース蓄積を誘導し、師部における物質輸送に関与する（Xie 

et al., 2011; Xie & Hong, 2011）。GSL8によるPDでのカロース合成は葉の表皮細胞にお

いて気孔の分化制御に重要である（Guseman et al., 2010）。また、GSL12は根の発生に

寄与することがわかっている（Vatén et al., 2011）。 

カロース蓄積の程度は、β-1, 3 グルカナーゼによる β-1, 3 グルカンの分解とカロー

ス合成酵素による β-1, 3 グルカンの合成とのバランスにより調節され（Chen & Kim, 

2009）、これらの調節によって植物の成長・発生、環境適応に寄与すると考えられる。 

 

2-1-4 病原菌感染時のカロース合成酵素 PMR4（GSL5）の役割 

GSL5は上記で説明した花粉発生だけではなく、微生物構成成分MAMPや傷害によ

るカロース蓄積の誘導も仲介している（Jacobs et al., 2003; Millet et al., 2010）。病原性

糸状菌が宿主植物の葉のクチクラ層から侵入して感染を試みる際に、植物は病原性糸

状菌の侵入部位において、カロース蓄積による乳頭状の突起（パピラ）を形成する

（Jacobs et al., 2003）。パピラは β-1,3グルカンを豊富に蓄積しており、病原性糸状菌

に対する物理的バリアーとして働くと考えられている（Jacobs et al., 2003; Chowdhury 

et al., 2014）。しかしながら、GSL5機能欠損変異体は、うどんこ病菌（Powdery mildew）

感染時に侵入部位においてカロース蓄積が見られないものの、サリチル酸（SA）依存

的にうどんこ病菌抵抗性を示す。これは、カロース欠損に対するバックアップ防御と

して SA依存性の免疫応答が活性化されたためと考えられている。その表現型にもと

づき単離された powdery mildew resistance 4（pmr4）変異体の原因遺伝子として同定さ

れたのが GSL5である（Vogel et al., 2000; Nishimura et al., 2003）。 
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2-1-5 本章の概要 

植物のリン枯渇環境への適応機構については、主要な PSR制御因子である PHR1・

PHL1と LPR1・LPR2について一定の知見が得られているが、個々のリン枯渇応答の

意義や制御機構の解明には至っていない。本研究に先立ち、本研究室ではリン枯渇環

境で根毛にカロース蓄積が誘導されること、さらにそれが既知の PSR 制御因子に非

依存的であることを見出してきた（谷地 修士論文 2019）。よって、新規 PSR経路の

介在が期待されたため、カロース蓄積に至る新規 PSR 経路の解明を進めるとともに、

その生理学的役割を調べた。 

第一に、リン枯渇応答性のカロース蓄積に関与する遺伝子を同定するために、EMS

変異体集団並びにカロース合成酵素の機能欠損変異体を用いて、リン枯渇応答性のカ

ロース蓄積が誘導されない変異体を選抜した。その結果、カロース合成酵素 PMR4

（GSL5）の変異体では根毛におけるリン枯渇誘導性のカロース蓄積が著しく低下し

ていることを見出した。 

第二に、PMR4（GSL5）のリン枯渇環境での役割を明らかにするために、リン枯渇

環境において pmr4 変異体の表現型を詳細に解析した。その結果、pmr4 変異体では、

野生型植物と比較して、リン枯渇環境において根系面積が縮小し、アントシアニンの

蓄積が増大していることがわかった。したがって、PMR4によるカロース蓄積の誘導

は主に根毛で観察されるものの、PMR4が植物体全体としての PSRに促進的に作用す

ることが示唆された。特に、pmr4変異体の地上部における Pi濃度の低下から、PMR4

が Pi吸収や根から地上部への Pi輸送に寄与する可能性が浮かび上がった。 

以上のことから、本研究では、リン枯渇応答に関与する新規因子として PMR4（GSL5）

を同定するとともに、それが根の形態変化並びに地上部の Pi 濃度の保持に寄与する

ことを遺伝学的に明らかにした。
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図 2-1-1 植物のリン枯渇応答 

シロイヌナズナはリン枯渇環境に適応するために、リン枯渇応答（phosphate starvation 

response: PSR）と呼ばれる適応応答を誘導する。PSRを制御する主要な経路として、フェ

ロキシダーゼ LPR1 および LPR2 と転写因子 PHR1 および PHL1 を介した 2 つがあげられ

る。LPR1 および LPR2 は局所的なリン濃度低下に伴う応答として、主根の伸長を阻害す

る。 PHR1 および PHL1 は体内のリン濃度低下に応じてシステミックな部位での Pi トラ

ンスポーターの発現、アントシアニンの蓄積、根毛形成などの応答を誘導する。これらの

応答は、根の形態変化や植物体内の Pi 代謝の調節を介して、植物の Pi 吸収・利用の効率

を高める。 

フェロキシダーゼ
LPR1およびLPR2

転写因子
PHR1およびPHL1

リン枯渇環境

・Piトランスポーターの発現

・葉におけるアントシアニンの蓄積

・根毛形成・伸長

主根の伸長
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図 2-1-2 根端におけるリン枯渇誘導性のカロース蓄積のモデル図 

リン枯渇環境では、LPR1が PDR2を介してアポプラストへ輸送され、アポプラストの Fe
2+

を Fe
3+

に酸化する。転写因子 STOP1は、リンゴ酸チャネル ALMT1の発現を誘導し、ALMT1

は根端におけるアポプラストへのリンゴ酸輸送を促進する。輸送されたリンゴ酸は Fe
3+

と

複合体を形成し、原形質連絡での ROS産生やカロース蓄積を誘導する。根端分裂組織での

カロース蓄積は、分裂促進転写因子 SHR の中心柱から QC や内皮組織への移動を妨げる

ことで、分裂活性を抑制し、主根の伸長阻害に寄与する。 

ROS

ｃｖ

分裂活性SHR

リン枯渇環境

SHR

ALMT1

リンゴ酸
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Fe2+ Fe3+

カロース

PDR2

LPR1中心柱
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2-2. 材料と方法 
 

2-2-1 植物材料と栽培方法 

 シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の種子を、6%次亜塩素酸ナトリウムおよび

0.2% Triton X-100の混合液で15分間滅菌処理した後、滅菌水で3回洗浄し、4℃の暗所

で1-2日間静置した。本研究では、シロイヌナズナ標準系統であるCol-0及び各種変異

体を用いて実験を行った（表2-1）。また、スクリーニングは、Col-0に0.15% EMS（Ethyl 

Methanesulfonate）を処理したM1世代から得られた7550粒のEMS M2世代の種子を用い

た。種子滅菌後、0.8% Agar・25 mM Sucroseを含む1/2×Murashige & Skoog（1/2MS）寒

天培地（pH5.7; 以下、1/2MS培地と記載する）に播種し、明期12時間、暗期12時間、

22℃に設定したグロースチャンバーで培地を垂直に静置して生育させた。播種後5日

目または6日目の実生植物体を、リン充分培地またはリン枯渇培地に移植し試験を行

った。土壌での生育試験では、リン枯渇土壌を有機質 黒土（丸石園芸）と蝦夷砂（小

林産業）を重量比2:1で混合したものを用いた。滅菌培地で生育した生育10日目の植物

体をこれらの土壌に移植し、18日後に生重量を測定した。各試験は基本2-3反復した。

詳細な試験方法は後述する。リン充分培地（625 µM KH2PO4）およびリン枯渇培地（0 

µM , 10 µM, 50 µMおよび150 µM KH2PO4）はそれぞれ表2-2に示した組成で作成した。 

 

2-2-2 カロース蓄積の観察 

カロースの検出はアニリンブルー染色法（Schenk & Schikora, 2015）を用いた。リン

充分条件およびリン枯渇条件の液体培地を 6 ウェルプレートの各ウェルに 4 ml ずつ

添加した。1/2MS 培地で 5 日間生育させた植物体を液体培地に移植し、3 日間処理し

た後に植物体の脱色・固定を行った。液体培地を除き、脱色液（エタノール：酢酸＝

3：1）を 4 mlずつ加えて室温で一晩静置した。その後、脱色液を除き、平衡化液（150 

mM K2HPO4溶液）を添加し、30分間処理した。平衡化処理を行った植物体は、アニ

リンブルー染色液（0.1% アニリンブルー、150 mM K2HPO4）で 3時間染色した後に、

倒立型顕微鏡 DMI6000B（Leica）を用いて、根におけるカロース蓄積を観察した。 

 

2-2-3 根毛密度の測定 

1/2MS 培地で 6 日間生育させた植物体を、リン枯渇固形培地へ移植し、6 日間静置

した。実体顕微鏡（Leica）を用いて根の画像を取得した。根毛密度の計測領域は、野

生型標準系統である Col-0 において、リン枯渇による根毛形成が顕著である根端 2-3 

mmの範囲とした。画像解析ソフト Image J（National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

USA）を用いて、この領域において伸長が誘導されている根毛数と根毛長を計測した。 

 

2-2-4 主根長並びに根系面積の測定 

1/2MS 培地で 6 日間生育させた植物体を、リン充分・リン枯渇固形培地へ移植し、
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10 日間栽培した。その後、根全体の画像をデジタルカメラ Lumix DC-FZ1000M2

（Panasonic）で撮影し、Image J（National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を用

いて主根長を測定した。主根の伸長阻害は、リン枯渇条件における主根の長さに対す

るリン充分条件の主根長の比率（+Pi /−Pi）で求めた。根系面積として、すべての根を

含む凸包の面積（Convex hull area）を画像解析ツール RootNav（Pound et al., 2013）で

測定した。 

 

2-2-5 アントシアニン蓄積量の測定 

1/2MS 培地で 6 日間生育させた植物体を、リン充分・リン枯渇固形培地へ移植し、

10日間栽培した。3-4個体分の地上部生重量を測定した後に、液体窒素により瞬間凍

結させてサンプルとした。粉砕機（ヴァーダー・サイエンティフィック社）で破砕し

た各サンプルに抽出液バッファー（塩酸：メタノール＝1：99）を 1 ml添加して混合

し、4℃で一晩静置した。サンプルを 13,000 rpm で 10 分間遠心し、上澄みを回収し

た。紫外可視分光光度計 UV-1800（Shimadzu）を用いて、各サンプルの吸光度（530 

nm, 657 nm）を測定した。以下の計算式から、アントシアニン濃度を算出した。 

 

アントシアニン濃度 = (A530 – 0.25*A657)/地上部生重量 

 

2-2-6 無機態リン酸濃度の測定 

植物体の無機態リン酸（Pi）濃度をモリブデン青法（Ames, 1966）に基づき測定し

た。1/2MS培地で 6日間生育させた植物体を、リン充分・リン枯渇固形培地へ移植し、

10日間栽培した。それぞれ 3-6個体分の地上部または根の湿重量を測定し、液体窒素

により瞬間凍結させてサンプルとした。粉砕した各サンプル 10 mgに対して 100 µlの

抽出液（10 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride pH8.0）

を添加し、混合した。混合液 100 µl に 1% 氷酢酸 900 µlを混合し、42℃で 30分間静

置した。遠心分離（13,000 rpm, 10分間）によって得られた上澄み 100 -300 µlを、700 

µlの反応液（0.35% NH4MoO4, 0.86 N H2SO4, 1.4% ascorbic acid）と混合し、1 mlに足

りない量をブランク溶液（混合液:氷酢酸＝1:9）で調整した。42℃で 30分間静置した

後、分光光度計 Eppendorf BioSpectrometer® basic（Eppendorf）を用いて、各サンプルの

吸光度（820 nm）を測定した。以下の計算式から、根および地上部の Pi濃度を算出し

た。 

 

Pi濃度（nmol P/ mg Fw） 

=((1.2328*A820-0.0189)*希釈倍率)*(1000/300)*(1000/100)*(抽出液量/生重量)/30.97
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変異体名 背景 参考文献/public stock No. 

gsl3 Col-0 SALK_011560 

gsl4 Col-0 SALK_037603 /  Weler et al., 2016 

gsl5/pmr4-1 Col-0 CS3858 

gsl6 Col-0 SALK_152620 / Weler et al., 2016 

gsl7 Col-0 SALK_048921 

gsl8 Col-0 SALK_109342 / Xiong-Yan et al., 2009 

gsl9 Col-0 SALK_009569 / Weler et al., 2016 

gsl11 Col-0 SALK_019534 

lpr1 lpr2 Col-0 SALK_016297, SALK091930 

pho1 Col-0 Poirier et al., 1991 

pmr4 lpr1 lpr2 Col-0 pmr4-1 x lpr1 lpr2（本研究） 

phr1 phl1 Col-0 SAIL_731_B09 

phr1 ph1 lpr1 lpr2 Col-0 phr1 phl x lpr1 lpr2 

pmr4 sid2 Col-0 pmr4-1 x sid2 

rhd6 Ws-2 Massuci & Schiefelbein, 1994 

sid2 Col-0 Dewdney et al., 2000 

  

表 2-1 本章で用いた変異体の一覧 
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試薬 

最終濃度 
リン充分液体培地/固形培地 

（+Pi） 
リン枯渇液体培地/固形培地 

（−Pi） 
MgSO

4
-7H

2
O 750 µM 

KH
2
PO

4 625 µM 0 µM 10 µM 50 µM 150 µM 
NH

4
NO

3 10.3 mM 
KNO

3 9.4 mM 
CaCl

2
-2H

2
0 1.5 mM 

CoCl
2
-6H

2
O 55 nM 

CuCl
2
-2H

2
O 53 nM 

H
3
BO

3 50 µM 
KI 2.5 µM 

MnCl
2
-4H

2
O 50 µM 

Na
2
MoO

4
-H

2
O 0.5 µM 

ZnCl
2 15 µM 

Fe-EDTA 71.5 µM 
MES pH5.5 915 µM 

KCl 0 µM 625 µM 615 µM 575 µM 475 µM 
Agar（固形培地） 1% Difco bacteriological 

表 2-2 培地組成一覧 
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2-3 結果 
 

2-3-1 PMR4（GSL5）は根毛でのリン枯渇誘導性のカロース蓄積に必要である 

リン枯渇条件において根端幹細胞ニッチ（SCN）や伸長領域（EZ）で起こるカロー

ス蓄積はLPR1および LPR2に依存している（Müller et al., 2015; Balzergue et al., 2017）。

本研究に先立って、リン枯渇液体培地でカロースが根毛において蓄積することが示さ

れていた（図 2-3-1; 谷地 修士論文 2019）。同条件では、LPR1 および LPR2 に依存

的な SCN でのカロース蓄積と、根毛でのカロース蓄積を明確に区別可能であること

から、本研究においても液体培地で栽培した植物を用いて実験を行った。 

まず初めに、根毛でのカロース蓄積の、PHR1、PHL1、LPR1および LPR2の依存性

を検証した。機能欠損変異体 phr1 phl1 および lpr1 lpr2 において、野生型植物同様に

根毛でのカロース蓄積が見られた（図 2-3-1）。さらに、両方の機能を欠損させた phr1 

phl1 lpr1 lpr2四重変異体においてもカロース蓄積が野生型植物同様に起こった。この

ことから、リン枯渇条件において根毛では、既知の PSR制御因子非依存的にカロース

蓄積が誘導されると考えられた。そこで、その誘導に関わる新規の PSR関連因子を同

定するために、リン枯渇条件において根毛でのカロース蓄積を指標に、逆遺伝学的解

析と EMS 変異体集団を用いた順遺伝学的解析によってカロース低蓄積変異体のスク

リーニングを行った。 

カロース合成関連遺伝子 GSL ファミリーの機能欠損変異体におけるカロース蓄積

の有無を調べた結果、gsl5/pmr4-1機能欠損変異体では根毛にカロース蓄積が観察され

ず（図 2-3-2 a）、GSL5が必要とされることが示唆された。次に、EMS変異体集団を

用いてカロース低蓄積変異体のスクリーニングを、本研究室の修士課程学生の谷地並

びに Nguyenと共同で行った（Nguyen 修士論文 2020）。リン枯渇誘導性のカロース

蓄積を指標としたスクリーニングで選抜された caps (callose under phosphate starvation) 

1 および caps2 では、野生型植物と比較してカロース蓄積が顕著に低下していた（図

2-3-2 b）。これら 2 系統は、GSL5 コード領域の塩基配列にアミノ酸非同義置換が生

じていた。caps1では、260番目のトリプトファンコドンが終止コドンに置換し、caps2

では、1323番目のグルタミン酸コドンがリシンコドンに置換されていた（図 2-3-2 c）。

また、caps2 変異体の変異箇所は、細胞質に存在するカロース合成ドメインをコード

すると推測される領域に位置していた。これらの結果から、GSL5 がリン枯渇誘導性

の根毛でのカロース蓄積に寄与していると考えられた。GSL5 機能欠損変異体は、う

どんこ病菌（Powdery mildew）感染時に抵抗性を示し、powdery mildew resistance 4（pmr4）

変異体としても単離されている（Vogel et al., 2000; Nishimura et al., 2003）。 

以上のことから、カロース合成関連酵素 GSL5/PMR4（PMR4）は、PHR1、PHL1、

LPR1 および LPR2 に依存せずに、根毛でのカロース蓄積を誘導する因子として同定

された。 
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2-3-2 PMR4はリン枯渇環境で根の形態変化に寄与する 

リン枯渇環境への適応応答における PMR4 依存的なカロース蓄積の役割を明らか

にするために、まず無菌培地条件で pmr4変異体の表現型解析を行った。 

pmr4変異体は、リン枯渇条件において、野生型植物と比較して根端 2-3 mmでの根

毛密度が低く、根毛長が短かった（図 2-3-3）。PMR4の欠損により、うどんこ病菌な

ど病害ストレスに応じた SAシグナルの活性化が増大され、病害抵抗性がむしろ増強

される（Nishimura et al., 2003）。そこで、pmr4変異体の表現型に及ぼす SAの影響を

調べるために、SA生合成酵素 SALICYLIC ACID INDUCTION DEFFICIENT 2（SID2）

/ISOCHORISMATE SYNTHASE 1（ICS1）の機能欠損変異体（sid2）背景でも同様の解

析を行った。両者の根毛密度並びに根毛長は同程度であり、sid2 背景では pmr4 変異

の影響が小さくなることから、PMR4 はリン枯渇環境下で SA 依存的に根毛の発生に

寄与することが考えられた。 

pmr4変異体はリン充分条件（+Pi）およびリン枯渇条件（−Pi）ともに、野生型植物

と比較して主根長が短かった（図 2-3-4 a, b top）。そこで、PSRに伴う主根の伸長阻

害の度合いを比較するために、リン枯渇条件に対するリン充分条件での主根長の比率

（+Pi/−Pi）を算出すると、pmr4 変異体は野生型植物と比較して同比率が顕著に高か

った（図 2-3-4 b bottom）。この比率が高いほど主根の伸長阻害は強く、pmr4変異体

では単に主根長が短いだけでなく、リン枯渇誘導性の主根の伸長阻害が増強されるこ

とが示唆された。シロイヌナズナへの SA処理は主根の伸長阻害を誘導することから

（Pasternak et al., 2019）、PMR4の機能欠損に伴う SAによる影響を調べた。リン枯渇

環境において、pmr4 sid2 二重変異体の主根長は sid2 変異体より有意に短く、リン枯

渇応答に伴う伸長阻害の度合いも増大されていた（図 2-3-4 a, b）。pmr4 sid2変異体と

sid2 変異体の伸長阻害の度合いの差は、pmr4 変異体と野生型との差と同程度であっ

た。よって、リン枯渇環境での主根の伸長阻害が pmr4変異体で増大することは、SA

に依存しないことが示唆された。すなわち、PMR4 は SA とは関係なく、リン枯渇環

境において主根の伸長阻害を抑える働きがあると考えられた。次に、PSRに伴う根の

伸長阻害を仲介する LPR1および LPR2（Rubio et al., 2001; Bustos et al., 2010; Müller et 

al., 2015）と PMR4との関係性を検証した。pmr4 lpr1 lpr2三重変異体の主根長は、リ

ン栄養条件に関係なく、lpr1 lpr2二重変異体より短かったものの、リン枯渇による主

根の伸長阻害の度合いは両者で同程度であった（図 2-3-4 c, d）。すなわち、LPR1お

よび LPR2 欠損条件では、リン枯渇による伸長阻害への pmr4 変異の影響は見られな

かった。したがって、PMR4 は、①リン栄養条件並びに LPR1 および LPR2 に依存し

ない形で主根伸長を促進する役割に加えて、②リン枯渇による LPR1 および LPR2 を

介した主根の伸長阻害を制限する役割をもつことが示唆された。 

pmr4変異体の主根以外の根系の表現型を調べたところ、根系面積（Convex hull area）

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580715001094?via%3Dihub#!
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では、リン栄養条件に関わらず pmr4変異体が野生型植物より小さかったものの、pmr4 

sid2 二重変異体は sid2 変異体と同程度であった（図 2-3-5）。また、根系面積の比率

（+Pi/−Pi）に関して、pmr4 変異体が野生型植物より高かったものの、sid2 背景では

pmr4の影響が見られなかった。これらの結果から、PMR4が根系面積を正に制御する

働きもつこと、並びにその SA依存性が示唆された。 

 

2-3-3 PMR4はアントシアニンの蓄積を抑制し SA依存的に生育の保持に寄与する 

続いて地上部のアントシアニンの蓄積および生重量に与える pmr4 変異の影響を評

価した。厳しいリン枯渇条件（10 µM KH2PO4）では、pmr4変異体および pmr4 sid2二

重変異体ともに、それぞれ野生型植物および sid2変異体と比較して、リン枯渇による

アントシアニン蓄積量がさらに増大した（図 2-3-6 a, b left）。このことから、PMR4は

リン枯渇環境でアントシアニンの蓄積が過度に起こるのを防ぐと考えられる。一方で、

この条件下では、pmr4 変異体と野生型植物の地上部の生重量に違いは見られなかっ

た（図 2-3-6 b right）。しかしながら、比較的穏やかなリン枯渇条件（50 µM KH2PO4）

で長期間栽培を行った場合には、pmr4 変異体は野生型植物より地上部生重量が低か

った（図 2-3-7 a, b）。その一方で、pmr4 sid2変異体は、sid2変異体と同程度に低かっ

た。したがって、PMR4 は地上部の生育を保持するのに働き、並びにその作用は SA

依存的であることが示唆された。リン枯渇土壌においても上記の無菌培地と同様に、

pmr4 変異体の地上部生重量は野生型の半分ほどに低下した一方で、pmr4 sid2 変異体

は sid2変異体と同程度に低かった（図 2-3-7 a, c）。また、両条件ともに、sid2変異体

は野生型より地上部生重量が低かった（図 2-3-7）。SA依存的な免疫応答が生育に負

に働くにもかかわらず、リン枯渇環境においては SID2 経路または SA を介して生育

に寄与する可能性も推測される。これらの結果から、PMR4は、リン枯渇環境におい

て SAに依存して地上部の生育の保持に寄与することが示唆された。 

 

2-3-4 PMR4はリン枯渇環境における地上部の Pi濃度の保持に寄与する 

PMR4が地上部の生育の保持に寄与することから、根と地上部における Pi濃度を測

定して、PMR4が Piの吸収・転流に寄与する可能性を検証した。複数の KH2PO4濃度

条件のうち、リン枯渇をもたらす 50 µM および 150 µM では、pmr4 変異体の根の Pi

濃度は野生型と同等である一方で、地上部の Pi濃度は低かった（図 2-3-8 a）。sid2背

景においても根・地上部いずれも同様の傾向にあり（図 2-3-8 b）、SAの有無にかか

わらず、PMR4が地上部の Pi濃度の保持に働くことが示唆された。したがって、興味

深いことに、PMR4 は、リン枯渇環境において SA 依存的に地上部のバイオマスを保

持するとともに SA非依存的に Pi保持に働くことがわかった。 

リン枯渇による PMR4を介したカロース蓄積は根毛で誘導されるため（図 2-3-2）、

根毛が地上部の Pi 保持に果たす役割を検証した。リン枯渇環境において、rhd6 変異
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体において根の Pi濃度は野生型と同等であったものの、地上部での Pi濃度は低かっ

た（図 2-3-9 a）。この結果は、オオムギやシロイヌナズナの根毛形成不全変異体に関

する先行研究とも合致するものである（Tanaka et al., 2014; Robertson-Albertyn et al., 

2017; Holz et al., 2018）。なお、根から地上部への Pi輸送は PiトランスポーターPHO1

に依存しており（Stefanovic et al., 2007）、pho1変異体では、上記の pmr4 や rhd6とは

逆に、根の Pi濃度が野生型より増大する一方で、地上部の Pi濃度は低下することが

本条件でも確認された（図 2-3-9 b）。よって、PMR4は、少なくとも PHO1とは異な

るステップで、リン枯渇環境において地上部の Pi 保持に寄与していることが示唆さ

れた。  
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図 2-3-1 リン枯渇誘導性のカロース蓄積は PHR、PHL1、LPR1および LPR2 に非依存的である。 

1/2MS 培地上で生育した 5日目の植物体をリン充分（+Pi: KH
2
PO

4
, 625 µM）液体培地 またはリン枯渇

（−Pi: KH
2
PO

4
, 50 µM）液体培地に 3日間さらした（top, middle）。アニリンブルー染色法により、根

毛におけるカロース蓄積を示した（左；明視野、右；DAPI）。白矢印はカロース蓄積部位を示す。（bottom）

−Pi液体培地 （middle）の拡大画像で、根毛でのカロース蓄積を示す。Bar は 500 µm（top, middle）、

50 µM（bottom）を示す。 

phr1 phl1

lpr1 lpr2
lpr1 lpr2phr1 phl1

−Pi

WT

+Pi

−Pi
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図 2-3-2 GSL5/PMR4 はリン枯渇誘導性のカロース蓄積に必要である。 

（a, b）1/2MS培地上で生育した 5日目の植物体をリン枯渇（−Pi: KH
2
PO

4
, a 50 µM, b 0 µM）

液体培地に 3日間さらした。アニリンブルー染色により、根毛におけるカロース蓄積を示

した（左；明視野、右；DAPI）。Bar は 500 µmである。（c）EMS選抜変異体（caps1, caps2）

の GSL5遺伝子座における一塩基置換部位（Protter を用いて作成; Omasits et al., 2014）を示

す。 
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（c）
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図 2-3-3 PMR4 はリン枯渇環境下で SA依存的に根毛の発生に寄与する。 

（a） 1/2MS 培地上で生育した 6日目の植物体をリン枯渇（−Pi:KH
2
PO

4
, 50 µM）固形培地

に 6日間さらした。Bar は 1 mmを示す。（b）根端 2-3 mm（a）の根毛密度と根毛長を定

量化した。データは平均値±標準偏差（SD）を示す（n=8-10, Student’s t-test: ** P <0.01, NS; 

not significant）。 
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図 2-3-4 PMR4 は、リン枯渇環境で LPR1・LPR2を介した主根の伸長阻害が過度に起こ

るのを防ぐ。 

（a, c）1/2MS 培地上で生育した 6日目の植物体をリン枯渇（−Pi: KH
2
PO

4
, a 50 µM, c 150 

µM）固形培地またリン充分（+Pi: KH
2
PO

4
, 625 µM）固形培地に移植し 6 日間生育した。

Bar は 10 mmを示す。（b, d）主根長（a, c）を定量化した。主根の伸長阻害の度合いとし

て、−Pi培地の主根長に対する+Pi培地の主根長の比率（+Pi/−Pi）を求めた。データは平均

値±標準偏差（SD）を示す（n=13-20, Student’s t-test: ** P <0.01; NS, not significant）。 
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図 2-3-5 PMR4 は SA依存的に根系の発達に寄与する。 

1/2MS 培地上で生育した 6日目の植物体をリン枯渇培地（−Pi:KH
2
PO

4
, 50 µM）またリン充

分栄養培地（+Pi:KH
2
PO

4
, 625µM）に移植し、6日間さらした。根系面積を定量化した。リ

ン枯渇による影響の度合いを−Pi培地の根系面積に対する+Piの根系面積の比率（+Pi/−Pi）

で求めた。データは平均値±標準偏差（SD）を示す（n=15, Student’s t-test: ** P <0.01; NS, 

not significant）。 
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図 2-3-6 PMR4 は、リン枯渇環境でアントシアニンの蓄積が過度に起こるのを防ぐ。 

（a）1/2MS 培地上で生育した 6日目の植物体をリン枯渇（−Pi: KH
2
PO

4
, 10 µM）固形培地

またはリン充分（+Pi: KH
2
PO

4
, 625µM）固形培地に移植し 10 日間生育した。Bar は 5 mm

を示す。（b）アントシアニン量（n=4）と地上部生重量（n=13-20）を測定した（a）。 

データは平均値±標準偏差（SD）を示す（Student’s t-test: ** P <0.01; NS, not significant）。 
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図 2-3-7さ PMR4 は、リン枯渇環境において SA依存的に生育保持に寄与する。 

（a, top）1/2MS 培地で生育した 6日目の植物体をリン枯渇（−Pi: KH
2
PO

4
, 50 µM）固形培

地に移植して 16日間栽培した。Bar は 10 mmを示す。（a, bottom）1/2MS 培地で生育した

9日目の植物体をリン枯渇土壌（−Pi土壌）に移植して 18日間栽培した。（b）地上部生重

量を測定した（a, top; n=13-14）。（c）地上部生重量を測定した（a, bottom; n=14-17, 1反

復）。（b, c）データは平均値±標準偏差（SD）を示す（Student’s t-test: ** P < 0.01; NS, not 

significant）。 
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図 2-3-8 PMR4 は、リン枯渇環境において SA非依存的に地上部 Pi濃度の保持に寄与す

る。 

（a, b）1/2MS 培地上で生育した 6日目の植物体をリン枯渇（KH
2
PO

4
, 50, 150 µM）固形培

地またリン充分（KH
2
PO

4
, 625µM）固形培地に移植し、9日後に根と地上部に分けて、そ

れぞれ地上部生重量（SFW）または根生重量（RFW）あたりの Pi含有量を測定した。デ

ータは平均値±標準偏差を示す（n=3-4, Student’s t-test: ** P <0.01; NS, not significant）。 
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図 2-3-9さ地上部 Piの蓄積は、根毛並びにリン酸トランスポーターPHO1に依存する。 

（a, b）1/2MS 培地上で生育した 6日目の植物体をリン枯渇培地（−Pi:KH
2
PO

4
, 50, 150 µM）

またリン充分培地（+Pi:KH
2
PO

4
, 625µM）に移植し、9日後に根と地上部に分けてそれぞれ、

地上部生重量（SFW）または根生重量（RFW）あたりの Pi含有量を測定した（1反復）。

データは平均値±標準偏差（SD）を示す（n=3-4, Student’s t-test: * P < 0.05, ** P < 0.01; NS, 

not significant）。 
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2-4 考察 
 

2-4-1 PMR4によるカロースの蓄積 

病原菌侵入部位や花粉母細胞での PMR4（GSL5）によるカロース蓄積は、それぞれ、

病害抵抗性や花粉の発生に重要であると考えられている（Aspinall & Kessler, 1957; 

Enns et al., 2005; Ellinger et al., 2013）。花粉発生に際しては GSL5に加えて GSL1が冗

長的に機能する一方、防御応答では GSL5（PMR4）のみが責任酵素となっている

（Jacobs et al., 2003; Enns et al., 2005; Ellinger & Voigt, 2014）。本研究で試験した gsl単

独欠損変異体のうち、根毛におけるリン枯渇誘導性のカロース蓄積が観察されなかっ

たのは、pmr4/gsl5変異体のみであった（図 2-3-2 a）。さらに、リン枯渇環境において

も SA関連遺伝子の発現や SAの蓄積が誘導されるものの（Morcillo et al., 2019）、根

毛でのカロース蓄積は SA生合成を必要としない（谷地 修士論文 2019）。この点に

関して、うどんこ病菌感染や MAMP により誘導されるカロースの蓄積も PMR4 依存

的かつ SA非依存的である（Millet et al., 2010）。よって、リン枯渇により根毛で誘導

されるカロース蓄積は、葉での防御応答に伴うカロース蓄積と、SA 非依存的で誘導

される点で共通しており、類似性が高い仕組みによって調節されていることが考えら

れる。 

PMR4のカロース合成活性がリン枯渇条件において高まるか、またはカロース分解

酵素の活性が弱まる可能性が考えられるが、現時点では定かではない。なお、予備的

知見より、PMR4遺伝子の発現レベルはリン枯渇条件とリン充分条件で同程度であっ

た（図 2-4-1）。また、病原菌接種時のカロース蓄積では、PMR4と複合体を形成する

GTPase の RabA4c を過剰発現させることで、カロース蓄積が促進される（Ellinger et 

al., 2014）。そのため、リン枯渇環境においても、PMR4の活性が複合体構成要素によ

って翻訳後に調節される可能性も考えられる。植物がリン枯渇を感知してから PMR4

を介してカロース蓄積を誘導する仕組みは不明な点が多いものの、少なくとも、既知

の PSR制御因子 PHR1、PHL1、LPR1および LPR2に非依存的であり（図 2-3-1）、未

知のリン枯渇センサー（PSR 経路）の介在が予想される。根毛でのカロース蓄積は、

重金属ストレスおよび当研究室で行った低窒素条件や低鉄条件では誘導されていな

い（O'Lexy et al., 2018; 谷地 修論 2019）。そのため、根毛でのカロース蓄積はリン枯

渇特異的シグナルによるものだと考えられる。未知のリン枯渇センサーを探索する方

法としては、PSR 制御因子の四重変異体背景の EMS 変異体を用いて低カロース蓄積

変異体のスクリーニングがあげられる。 

 

2-4-2 PMR4による地上部の Pi濃度の保持 

PMR4は根毛でのカロース蓄積に働くとともに、全身でのリン枯渇応答にも寄与す

ることが示唆される（図 2-3-4, 2-3-5, 2-3-6, 2-3-7, 2-3-8）。本研究では検出されなかっ

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=O%27Lexy+R&cauthor_id=29901781
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た根毛以外の部位でのカロース蓄積を介している可能性は否定できないものの、根毛

形成不全変異体でも地上部での Pi 蓄積が低下すること（図 2-3-9 a）から、根毛での

カロース蓄積が根毛の機能に働きかけ、根から地上部への Pi 輸送に寄与していると

考えられる。 

植物体内の Pi濃度は、Piトランスポーターによる Piの吸収・輸送や Pi利用の効率

化、根の形態変化による物理的変化によって調節される（Rouached et al., 2010; Péret et 

al., 2011）。リン栄養条件に関わらず、リン吸収に主として寄与している Piトランス

ポーターは PHT1;1 および PHT1;4 であり、主に主根や側根の根端において機能して

いる（Shin et al., 2004; Kanno et al., 2016）。 

根毛の有無や長さは、根や地上部の Pi 濃度やバイオマスに影響する（Gahoonia & 

Nielsen, 2004; Brown et al., 2012; Tanaka et al., 2014）。根毛形成不全変異体では、根全

体で発現する PHT1;1 や PHT1;2、中心柱で発現する PHT1;5といった Piトランスポー

ターの発現レベルもリン枯渇環境下で低下しており、これらの発現が根毛での Pi 吸

収または維管束への輸送に応じたものであると考えられている（Nussaume et al., 2011; 

Tanaka et al., 2014）。pmr4変異体も根毛形成不全変異体と同様に根では正常で地上部

においてのみ Pi 濃度の低下が見られたことから（図 2-3-8, 2-3-9）、これらのトラン

スポーターの発現が低下している可能性が考えられる。 

さらに、植物の全身における Pi濃度の調整には、根から地上部へ、そしてソース組

織（古い葉）からシンク組織（根や若い葉）への Pi 輸送も重要である（Chiou et al., 

2006; Wang et al., 2018）。これらの Pi輸送には、師部や木部で機能発現する PHT1;5

や PHO1がトランスポーターとして機能している（Hamburger et al., 2002; Mudge et al., 

2002; Nagarajan et al., 2011）。根から地上部への Pi輸送が低下した pho1変異体は、根

の Pi 濃度が高く、地上部の Pi 濃度が低い（Hamburger et al., 2002; Stefanovic et al., 

2007）。pmr4変異体は pho1変異体と Pi濃度バランスが逆転することから、単純に根

から地上部への Pi 転流機能に支障をきたしている可能性は考えにくい（図 2-3-9 b; 

Stefanovic et al., 2007）。PMR4の機能部位の解明とともに、Piの吸収や転流などどの

過程に寄与しているかについても、pmr4 変異体における Piの動態変化をトレースす

ることで明らかにする必要がある。 

 

2-4-3 PMR4は免疫応答とリン枯渇環境への適応に機能する 

PSR制御因子 PHR1・PHL1は、リン枯渇環境において、微生物相互作用の制御にも

寄与する（Hiruma et al., 2016; Castrillo et al., 2017; 田中 修士論文 2018; Lee 博士論文 

2020）。リン枯渇環境における PHR1および PHL1の二重欠損変異体では、うどんこ

病菌接種後における pmr4 変異体のトランスクリプトーム解析と同様に、合成微生物

群集の接種後に SA依存的な防御応答関連遺伝子の発現が野生型植物より強く誘導さ

れる（Vogel & Somerville, 2000; Nishimura et al., 2003; Castrilo et al., 2018）。病原性微
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生物の中には、PTIに伴う PMR4を介したカロース蓄積を阻害するエフェクターを分

泌するものが知られており（Underwood et al., 2007; Zhang et al., 2011）、それに対する

バックアップ機能として SA シグナルに基づく抵抗性の誘導があると考えられる。

PHR1・PHL1の機能低下によっても SA生合成や応答性が高まるということは、病原

性微生物が植物に感染する際に同経路を標的としており、対抗措置としてそのような

免疫バックアップシステムが進化してきた可能性が推察される。 

  PMR4 はリン枯渇環境下で、PHR1 および PHL1 経路に依存した地上部の生育や Pi

濃度の保持に促進的に働く（図 2-3-7, 図 2-3-8）と同時に、LPR1および LPR2経路に

依存した主根の伸長阻害には抑制的に働く（図 2-3-4）。PMR4を介したカロース蓄積

は両 PSR 経路に独立である一方で、両 PSR 経路にともに作用する働きも持つ。その

ような因子はこれまでに報告されておらず、PMR4を介したカロース蓄積は両 PSR経

路のバランス制御に働くと考えられる。また、上記の PMR4 の役割から、両 PSR 経

路が互いに拮抗的に働く場面があることも推察される。 

PMR4 による地上部の生育保持は、Pi 濃度と異なり、SA シグナルによる制御を受

けることが示唆された（図 2-3-7, 図 2-3-8）。地上部の Pi濃度は sid2変異体背景にお

いても PMR4欠損により低下したことから、PMR4による地上部 Pi濃度の保持は SA

非依存的に働くと考えられる。SA は、防御応答の活性化に貢献することで生育に抑

制的に働く一方で（Huot et al., 2014; Lozano-Duran & Zipfel, 2015）、興味深いことに、

リン枯渇環境においては生育に促進的に働く可能性が示唆された（図 2-3-7）。近年、

SAは、SAシグナル伝達系の鍵転写補助因子の NPR1を介して、生物学的ストレスや

非生物学的ストレスに対して植物細胞の生存に寄与することが報告されている

（Zavaliev et al., 2020）。リン枯渇環境におけるそのメカニズムは不明であるものの、

SAの蓄積や SA関連遺伝子の発現はリン枯渇環境でも誘導されることから（Morcillo 

et al., 2019）、PSRにおける SAの役割について今後の解明が待たれる。 

 

2-4-4 第 2章のまとめ 

植物はリン枯渇環境下で、植物体内外の Pi 獲得・利用効率の調節によって、Pi 不

足に起因する成長低下を緩和する（Péret et al., 2011; Chien et al., 2018）。植物のリン

枯渇環境への適応応答は、根系の形態変化やリン吸収・転流機構といった様々な角度

から生理学的なメカニズムの解明が進められてきた。その中で、本研究は、リン枯渇

環境下で根毛に蓄積するカロースの誘導に関わる因子として、カロース合成酵素 PMR 

4/GSL5を同定した。さらに、PMR4/GSL5は根系の形態変化や地上部の Pi濃度・生育

を保持することから、適応応答にも寄与することを遺伝学的に明らかにした（図 2-4-

2）。 

今後の展望として、PMR4によるリン枯渇環境適応機構に迫るために、根毛でのカ

ロース蓄積の役割を明らかにしていく必要がある。根毛でのカロース蓄積の役割は未
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解明であるが、本研究で得られた知見およびこれまで報告されている根毛による Pi吸

収への寄与や Piトランスポーターによる Pi 輸送制御から、PMR4 は根毛を介した Pi

吸収または維管束組織を介した輸送に関与することが推測される。そのため、PMR4

を根毛でのみ発現させた植物体または根毛特異的にカロース蓄積を阻害する植物体

を用いて、PMR4 の機能部位と PSR の解析や Pi 動態のトレースを行い、根毛でのカ

ロース蓄積の役割を検証する。  



70 

 

  

  

図 2-4-1 PMR4 の発現レベルはリン枯渇環境で変化しない。 

（a, b）1/2MS 培地上で生育した 6日目の植物体をリン枯渇培地（−Pi: KH
2
PO

4
, 50 µM）またはリン充

分培地（+Pi: KH
2
PO

4
, 625µM）に移植して 6 日後に根を回収し、RT-qPCR で解析した。PMR4 遺伝子

発現量を ACTIN2に対する相対値で示す。データは平均値±標準偏差（SD）（n=3, 1反復）を示す（Student‘s 

t-test: NS, not significant）。 
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図 2-4-2 PMR4 はリン枯渇応答に作用し、リン枯渇環境への適応に寄与する。 

カロース合成酵素 PMR4は、リン枯渇環境において根毛でのカロース蓄積を誘導する。PMR4

によるカロース蓄積は、根の形態変化（主根の伸長阻害、根毛発生）に寄与する。PMR4は根

系だけでなく、地上部の生育・Pi濃度の保持に寄与する。地上部の Pi濃度の保持では、

PMR4による Pi吸収・転流を介して制御されると推測される。また、PMR4は SAシグナル依

存的に生育の保持に寄与すると考えられる。以上のことから、PMR4は、植物全体のリン枯渇

応答に作用することで、リン枯渇環境への適応に寄与する。 



72 

 

本研究の総括 
 

近年、植物の免疫システムが根の形態変化や環境ストレス応答に幅広い影響を及ぼ

すことがわかってきている（Nakaminami et al., 2018; Jing et al., 2019; Loo et al., 2020; 

Saijo et al., 2020）。本研究では、1）ダメージ誘導性 Pepペプチドによる根毛形成と主

根の伸長抑制および 2）カロース合成酵素 PMR4によるリン枯渇環境におけるカロー

ス蓄積の意義や仕組みの一端について解明を進めた。それぞれの免疫制御因子が免疫

制御に限らず、根毛形成やリン枯渇環境への適応に貢献することを明らかにした。 

根毛での Pep1 応答は根の形態変化を誘導することなく、病害抵抗性を誘導できる

と推測された。また、PMR4はリン枯渇環境時に、根毛でのカロース蓄積に寄与する

だけでなく、根または地上部を含めて Pi動態を制御すると考えられた。両者の共通点

として、根毛における免疫制御因子の応答は成長とのバランスを取りながら、システ

ミックにストレス応答を制御している様相が浮かび上がった。つまり、免疫制御因子

は環境変化に応じて根毛で作用するならば、成長抑制に関与するシグナルを根端分裂

組織や伸長領域に伝達せずに、システミックな応答として防御応答の活性化や Pi 動

態の制御を介して環境適応に寄与すると考えられる（図 3）。根毛は、種々の栄養や

水の吸収、微生物相互作用に重要な場であり（Haling et al., 2013; Tanaka et al., 2013）、

生物学的・非生物学的ストレスに応じた根毛の発生・伸長の調節は植物の環境適応に

おいて重要な役割を果たしている（Zamioudis et al., 2013; Song et al., 2016; Pecenková et 

al., 2017）。様々なストレスに対して柔軟に根毛形成・伸長を調節することで、土壌で

不均一に存在する栄養へのアクセスや微生物との相互作用の最適化が図れると考え

られている（Rongswat et al., 2020）。本研究は、根毛の役割に対して、免疫制御因子

が根毛で作用する新たな視点を提供するものである。今後は、根毛特異的に PEPR2ま

たは PMR4を発現させた植物などを用いて、根毛のストレス応答制御の特異性・重要

性について正確に捕捉するとともに作用メカニズムの詳細を明らかにしていく必要

がある。 

PEPR2が生育阻害無しに免疫を活性化するシグナル制御機構や PMR4によるカロ

ース蓄積が根毛のどのような細胞生理プロセスの制御に寄与しているのか、またそ

れがどのようにして周囲の細胞・組織にシステミックに作用しているのか、これら

の課題については今後の解明が待たれる。  
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① 免疫制御因子による応答
（根毛）

② 免疫・Pi動態

生物・非生物ストレス

環境適応

成長（伸長）抑制

①

②

根端分裂組織

ストレス

図 3 本研究で推察される根毛の役割 

免疫制御因子は生物・非生物ストレスといった環境変化に応じて根毛で作用する。その結

果、根毛はシステミックな応答として、成長抑制に関与するシグナルを根端分裂組織に伝達

せずに、免疫の活性化や Pi動態の制御を介して環境適応に寄与すると考えられる。 
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