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研究成果の概要（和文）：冬期のポプラの導管液に多く含まれる導管液タンパク質（XSP24）はCupinファミリー
に属し、短日および根へのABA投与で発現が誘導され、冬季の低温で活性酸素除去に寄与していると考えられ
た。また同XSP25はBasic Secretory Proteinファミリーに属し、短日で根の中心柱での発現が誘導される（ABA
投与では誘導されない）とともに、芽へのタンパク質の蓄積が見られ、凍結や乾燥から細胞を保護している可能
性が示唆された。また、短日の葉で発現し、カボチャ等の既存の篩管液microRNA データベースに含まれる
microRNA が根への情報伝達因子候補として複数同定された。

研究成果の概要（英文）：A xylem sap protein (XSP24), which is abundant in the xylem sap of poplar in
 winter, belongs to the Cupin family, and its expression is induced by short-day (SD) and ABA 
application to root, and is considered to contribute to the removal of ROS at low temperatures in 
winter. Also, XSP25 belongs to the Basic Secretory Protein family, expression of which is induced in
 the central cylinder of the root in SD (not induced by ABA), and XSP25 protein accumulation is 
observed in buds, and may protect the cells from freeze & dry. In addition, several microRNAs 
expressed in SD leaves and contained in the known phloem sap microRNA database such as squash were 
identified as candidates for signaling factors to roots.

研究分野： 植物生理学

キーワード： ポプラ　導管液　冬季環境　耐性　根

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
落葉性木本植物において秋の短日は、休眠芽形成と冬季環境への適応を誘導する。冬期導管液中のタンパク質
（XSP25、XSP24）は根から地上部に送られて冬期の低温や乾燥に対する耐性をもたらすと考えられた。また無菌
ポット栽培では、短日条件下で根の成長が低下し、根でXSP25、XSP24、ショ糖排出輸送体(SWEETs)の発現が誘導
された。しかし短日において休眠芽形成を誘導するABAはXSPsとSWEETsの一部しか誘導しなかった。一方、短日
の葉で発現し、篩管液に含まれる可能性のあるmicroRNA が複数同定された。この結果は、短日情報を葉から根
へ伝達する新たな因子の発見につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
温帯から亜寒帯に生育する多年生植物は、冬期にシュートの細胞や維管束が凍結したり、過

度の乾燥に遭遇したり等の強いストレスを受ける。植物はこの様な年周期性の環境変化に対処
するため、環境適応・年間成長サイクルの制御機構を発達させてきた。バイオマスとして世界
的に重要な植物種であるポプラは、全ゲノム塩基配列が解読されていて、遺伝子組換えも容易
な木本植物のモデル植物であり、秋の短日は休眠芽形成を通して冬季環境への適応の初期段階
を誘導し、それに続く初冬の 4-10℃の低温は、その後訪れる 0℃以下の凍結温度に対する耐性
を誘導する（低温馴化）とともに、芽の自発休眠を打破することが知られている。その際、ア
ブシジン酸（ABA）、ジベレリン、花成誘導因子 FT が内的因子として重要であることが明らか
になっており、ポプラは植物の環境適応機構を解明するための研究材料として好適である。し
かし、導管や篩管を介した環境適応や情報伝達の機構に関する知見は極めて乏しい。 

 
 また、落葉性木本植物は、夏から秋にかけて合成した同化産物をデンプンの形で幹や根に蓄
積し、翌年の春の芽吹きの際にエネルギー源として使用している。近年、ショ糖が葉の葉肉細
胞から篩管に運ばれる過程で、篩部柔組織細胞から細胞外にショ糖を分泌する排出型ショ糖輸
送体（SWEET）がシロイヌナズナで発見され（Chen et al. Science 2012）、篩管を介したショ
糖輸送のメカニズムの一端が解明された。しかし、春の芽吹きに先立って、幹や根に貯蔵され
ていた糖がどの様に芽へ供給されるのかは分かっていない。 
 
一方、根は水や栄養塩類の吸収やサイトカイニン等の有機物質の合成など重要な働きをして

いるにもかかわらず、これまでほとんど注目されてこなかった。申請者らはこれまで、根で産
生されて地上部に輸送される導管液に含まれるタンパク質や糖質等に関する研究を、シロイヌ
ナズナやウリ科植物等を用いて行い（Plant Cell Physiol. 2014, Physiologia Plantarum 2009, 
J. Plant Research 2006, Plant Physiol. 2003）、さ
らに屋外や人工気象室で生育させたポプラを用いて
導管液成分の季節変動を調査した。その結果、冬期
に導管液中のカルシウムやカリウムに加え、ヘキソ
ースおよび新規導管液タンパク質(XSP25, XSP24)
が著しく増加し（右図、Plant Root 2011a, b, 2012）、
これらの物質が、導管液を介して地上部に送られて
冬期の低温や乾燥のストレスに対する耐性をもたら
すとともに、春の萌芽に備えている可能性が考えら
れた。 

 
 
２．研究の目的 
温帯から亜寒帯に生育する多年生植物は、冬期における組織の凍結や乾燥等のストレスを乗

り越えて春の芽吹きを迎える。我々は、落葉性木本植物ポプラを用いた先行研究で、冬季に導
管液中のタンパク質（XSP25, XSP24）やヘキソースが顕著に増加し、それらに関わる遺伝子
の根における発現が短日および低温によって誘導されることを見いだした。本研究では、A)導
管液有機物質がアポプラストを介して冬季の乾燥や低温に対する耐性を付与する新規のメカニ
ズムと、B)冬季環境耐性獲得のためにシュート等で受容した短日等の情報を器官間で伝達する
新規の情報分子（microRNA 等）を同定・解析することで、落葉性樹木ポプラをモデルとして、
広く多年生植物が有する維管束を介した冬季環境適応・器官間制御メカニズムを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
A)ポプラで冬季に増加する導管液有機物質の生産と輸送に関わる根で発現する遺伝子を発現抑
制した形質転換ポプラ、過剰発現させたシロイヌナズナや組換えタンパク質等を作出し、それ
らの低温や乾燥に対する耐性および休眠解除後の成長評価を通して、導管液有機物質がアポプ
ラストを介して冬季環境耐性を付与する新規メカニズムを解明する。 
B)葉の受けた短日情報を篩管を介して根に伝えると予想される microRNA 等を同定し、形質転換
ポプラ等を用いてそれらの機能解析を行い、シュート等で受容した短日等の情報を器官間で伝
達する新規の情報分子の機能を解明する。 
 
 
４．研究成果 
多年生植物は年周期性の環境変化に対処するため、環境適応・年間成長サイクルの制御機構

を発達させてきた。ポプラは全ゲノム塩基配列が解読されていて、遺伝子組換えも容易な木本
植物のモデル植物であり、秋の短日は休眠芽形成を通して冬季環境への適応の初期段階を誘導
し、それに続く初冬の 4-10℃の低温は、その後訪れる 0℃以下の凍結温度に対する耐性を誘導
する（低温馴化）とともに、芽の自発休眠を打破することが知られている。その際、アブシジ



ン酸（ABA）とジベレリンが内的因子として重要であることが明らかになっている。また、夏の
終わりに短日を感受すると、茎葉の成長を停止して光合成産物をシュートにショ糖やデンプン
の形で貯蔵することで、冬季の凍結への耐性や春先の急激な成長のエネルギー源に備えている。 
 
我々は、季節に依存した根の機能を明らかにする目的で屋外のポプラを用いて導管液成分の

季節変動を調査した。その結果、冬期に導管液中のカルシウムやカリウムに加え、ショ糖やヘ
キソース（ブドウ糖、果糖）および新規導管液タンパク質(XSP25, XSP24)が著しく増加し、こ
れらの物質が、導管液を介して地上部に送られて冬期の低温や乾燥のストレスに対する耐性を
もたらすとともに、春の萌芽に備えている可能性が考えられた。 
 
A) そこで、無菌ポット栽培のポプラを用いて環境影響を調べたと
ころ、10 週間にわたる短日条件下(SD)で根の成長は徐々に低下し
ていき（右図）、XSP25（Basic Secretory Protein: 乾燥耐性と氷
結晶の微細化をもたらす）、XSP24（Cupin:活性酸素を除去）、ショ
糖排出輸送体（PtSWEETa と PtSWEETb）が短日の後半の根で特に強
く発現していた。また、カルシウム輸送体(PtACA-like1) やカリ
ウム輸送体(PtHAK-like1)の発現も短日 6週目以降に増加し、これ
らの遺伝子は根の中心柱で強く発現していた。 
 
導管液タンパク質の内、短日および根への ABA 投

与で発現が誘導される XSP24 は SOD 活性を有する
Cupin ファミリーに属し、冬季の低温で生じる活性
酸素の除去に寄与していると考えられた（右図）。 
 
XSP25 は Basic Secretory Protein ファミリーに

属し、短日で根の中心柱での発現が誘導される（ABA
投与では誘導されない）とともに、芽へのタンパク
質の蓄積が見られた。大腸菌を用いて組換え XSP25
タンパク質を作出し、タンパク質変性の検定によく
用いられる乳酸脱水素酵素の活性に対する乾燥と凍結
融解からの保護作用と、Ice recrystallization 
inhibition 活性（氷結晶のサイズを減少させる活性）
を解析したところ、XSP25 が乾燥によるタンパク質の
変性を防ぐ作用（右上図）と、細胞外液が凍結する際、
結晶サイズを減少させて細胞膜のダメージを緩和する
作用（右下図）を通して、組織や細胞を冬季の乾燥や
凍結から保護している可能性が示唆された。 

一方、XSP25 を過剰に発現させたシロイヌナズナや
RNAi法でXSP25の発現を抑制したポプラを作出して凍
結に対する耐性を調査したところ、明確な効果が見られなかっ
た。その原因として、シロイヌナズナがもともと凍結耐性を有
していること、及びポット内で育てた組み換えポプラを用いて
試験を行ったため、水分環境が高すぎたことが考えられた。 
 
B) 秋の短日下においては葉で合成されたアブシジン酸(ABA)が
芽に移動して休眠芽形成の誘導を行うことが知られている。そ
こで、短日条件下で葉で合成された ABA が根に移動してこれら
の遺伝子発現を誘導している可能性を考え、根に ABA を投与し
たところ XSP24 および PtSWEETa の発現が誘導されたが、XSP25
および PtSWEETb の発現は影響を受けなかった。また、ポプラの
頂芽や近くの葉に含まれる ABA は短日に移してから 4 週間目に
一過的に高まることが報告されているが（Rohde et al, Plant Cell, 2002）、根の成長抑制や
導管液関連遺伝子の発現は 10 週間まで短日が長くなるほど強くなっており、ABA の内生量の変
化のパターンと大きく異なっていた。これらの結果は、シュートから根への短日情報の伝達が
ABA 以外の因子によってもたらされている可能性を示唆している。近年、篩管中を流れる
microRNA が花成やリン酸応答に関わっている事が明らかになってきていることから
（Djordjevic et al, J. Exp Bot, 2015, Notaguchi et al, Frontier in Plant Sci, 2015）、
我々は、microRNA が葉が受けた短日の情報を篩管を介して根に伝える情報分子として機能して
いるとの、microRNA の新たな働きに関する仮説を立て、以下の実験を行った。 
 
(１)ポプラ（Populus trichocarpa）の葉において短日で増加する microRNA の同定 
長日条件(16 時間明期/８時間暗期 3 週間)と短日条件（8時間明期/16 時間暗期 ６週間）の

個体より頂芽から展開葉 3 枚目までの葉と茎をサンプリングし、small RNA シークエンス用ラ



イブラリの調整を行い、次世代シークエンサ HiSeq を使用して Paired End でシークエンス解析
を行った。データは microRNA 配列データベース（miRBase）登録配列を用いて解析した。低出
現の配列情報を除外するため、リードカウント数の合計が５カウント以上であった配列情報の
みを抽出した結果、329,084 の small RNA が同定された。また、各サンプルより得られた 16 塩
基以上のリードカウント済み配列データをクエリとして、microRNA データベースの miRBase に
対して BLASTN 検索を行った結果、4,343,081 のリードカウント済み配列が miRBase に登録があ
る P. trichocarpa 由来の hairpin miRNA 配列にヒットした。 
 
(２)篩管中を移動する可能性が高い microRNA の同定と機能解析 
ポプラの葉で同定された small RNA（1000 カウント以上）をカボチャ等の篩管液の microRNA

データベース（Montes et al, Nature Communications, 2014 等）と照合すると、ポプラの葉
において短日で 5倍以上増加していた miRNA のうち、カボチャ等の篩管液データベース中に存
在していたのは 5種類の microRNA であった。これらの miRNA はシロイヌナズナにおいて標的遺
伝子が同定されており、シュートにおいて栄養成長等に関わることが知られている。短日下の
ポプラでは、これらの microRNA が篩管を通して根へと輸送され、根の生長や導管液有機物質に
関わる遺伝子の発現も制御していることが想定された。そこで、これらの microRNA をゲノム編
集によりノックアウトしたポプラ（ハイブリッドアスペン）を複数系統ずつ作出し、現在、形
質の調査を進めている。 
 
(３)短日による根の機能制御のモデル 
ジベレリン(GA)は休眠においてABAと拮抗

することが知られており、GA シグナリングの
負の制御因子 GAI(GA-INSENSITIVE)も短日下
で根での発現が上昇していたことから、GAシ
グナリングと ABAシグナリングとのクロスト
ークも組み込んだモデルを作成した（右図）。 
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