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研究成果の概要（和文）：植物の茎の横断面には、外側から表皮・皮層・内皮などの組織が同心円状に配置す
る。このような組織の放射パターンは茎の先端の未分化な組織（茎頂分裂組織）で形成されるが、その形成機構
はほとんど明らかにされていない。本研究は、茎の放射パターン形成の機構を理解することを大きな目標とし
て、茎の内皮層に注目し、研究材料の工夫と近年開発された観察技術の利用を通して、茎頂分裂組織における内
皮幹細胞および内皮形成に関連する遺伝子群を同定することによって、茎の内皮形成機構の解明に向けた研究基
盤の整備をおこなった。

研究成果の概要（英文）：On the cross section of the stem of the plant, tissues such as epidermis, 
cortex and endodermis are concentrically arranged from the outside. Radial patterns of such tissues 
are formed from undifferentiated tissues at the tip of the stem (shoot apical meristem), but their 
formation mechanisms are hardly elucidated. This research aims to understand the mechanism of radial
 pattern formation of the stem as a major objective, focusing on endodermis layer of the stem. The 
research infrastructure for the elucidation of the endodermis formation mechanism of stem was 
improved by trying to identify the endodermis stem cells in the shoot apical meristem and the genes 
associated with endodermis formation, through devising research materials and using observation 
techniques developed recently.
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１．研究開始当初の背景 
 一般に種子植物の茎の横断面は、根と同様
に外側から表皮・皮層・内皮・中心柱などの
組織が同心円状に配置する。このような放射
パターンは茎頂分裂組織（ shoot apical 
meristem: SAM）で形成される。表皮は SAM
の L1 層から形成されることがわかっている
が、それ以外の茎の内部組織が、実際に SAM
の下部においてどのような機構で形成され、
放射パターンが形成されるのか、ほとんど明
らかにされていない（図 1：上）。 

 
図１．茎頂分裂組織の構造（上）と茎の組織
（下） 
 
 茎の基本組織のうち、内皮は皮層の内側に
ある一層の細胞層であり、アミロプラストを
含む（図 1：下）。これまで申請者は、シロイ
ヌナズナにおいて内皮が茎の重力屈性に必
須な組織であることを遺伝学的に証明し、茎
の重力感受組織として働くことを強く示唆
するとともに、根の皮層・内皮形成に必須な
転 写 因 子 SHORT-ROOT （ SHR ） と
SCRARECROW（SCR）が、茎の内皮形成
に必要なことを明らかにした（Fukaki et al. 
1998, Plant J.）。 
 シロイヌナズナでは、根と胚軸の皮層・内
皮が共通の皮層・内皮幹細胞から形成され、
その過程に上述のSHRとSCRを介した経路
が必要なことが示されている（Di Laurenzio 
et al., 1996, Cell; Helariutta, Fukaki et al., 
2000, Cell）。しかし、一層の内皮細胞層が
SAM のどの部位で、SHR と SCR を介して
どのように形成されるのか、また、内皮特異
的な幹細胞があるのか、などの問題は、葉や
花などの側方器官を生み出す複雑な SAM 構

造が障壁となり、ほとんど研究がなされてお
らず、現在も全く分かっていない。申請者は
1998 年に内皮形成に必要な上記遺伝子を同
定して以来、これらの問題の解明する機会を
窺っていた。そして、組織の観察・解析技術
が進展した今こそ、それらを利用して独自の
アイディア（単純な SAM 構造もつ pin1 変異
体を利用）で、茎の放射パターン形成機構の
研究を本格的に再スタートさせる好機と考
えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、茎の組織形成と放射パターン形
成の機構の理解を大きな目標として、茎の基
本組織である内皮細胞層に注目し、未だに不
明な茎頂分裂組織における内皮幹細胞の同
定と内皮形成の分子機構を、研究材料の工夫
と近年開発された観察手法の利用を通して
明らかにすることを目指し、その研究基盤を
整備する。茎形成に関する分子レベルの知見
は、根、葉、花に比べて乏しい。本研究の進
展により、茎形成に関する研究分野の発展が
期待できる。 
 
３．研究の方法 
 植物の茎頂分裂組織（SAM）は根端分裂組
織（root apical meristem: RAM）と異なり、
分裂組織の周辺領域から側方器官として新
たに葉や花原基を次々と生み出しながら、
SAM の髄領域において茎の内部組織を形成
する。そのため、RAM よりも構造が複雑で、
茎組織の細胞系譜を同定しづらく、茎の内皮
組織を生み出す幹細胞を同定することも困
難である（Wysocka-Diller et al., 2000, 
Development）。以前の研究で申請者らが行
った観察で、花芽を形成しない SAM を持つ
pin-formed1（pin1）変異体の花茎は、茎の
オーキシン極性輸送に異常があるものの、野
生型と同様に一層の内皮細胞層を形成して
おり、pin1 の SAM は野生型に比べ単純な構
造を持っていた（pin 型 SAM と呼ぶ）。さら
に、この pin 型 SAM における SCR 遺伝子の
発現解析から、茎の内皮層を生み出すと考え
られる細胞群が，SAM 周辺領域の下部内層
に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 2 、
Wysocka-Diller et al., 2000）。 

 
図２．シロイヌナズナ pin1 変異体の茎頂（左）
および茎頂分裂組織（ sam）における
pSCR::GFP の発現（右）（→は推定内皮幹細
胞の位置）  
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 本研究では、この pin 型 SAM をモデルと
して、茎の内皮幹細胞の同定と、内皮形成の
機構の解明に本格的に取り組む。また、野生
型と pin1 変異体に加えて、内皮を欠失する
shr、scr 変異体、および pin1 shr、pin1 scr
二重変異体を用いた SAM の遺伝子発現プロ
ファイルの比較から、SAM で働く内皮幹細
胞特異的遺伝子や内皮形成関連遺伝子を効
率的に同定することが可能になる。 
 
(1) 茎の内皮幹細胞の同定 
 シロイヌナズナ野生型、shr、scr 変異体の
SAM 構造、および花原基を形成せず茎組織
のみを形成する pin1 変異体、pin1 shr、pin1 
scr 二重変異体の SAM 構造を、組織切片法、
および SAM の高解像度ホールマウントイメ
ージング法により観察し、内皮幹細胞を同定
するとともに、内皮形成初期における SHR、
SCR の役割を明らかにする。方法の詳細は、
研究成果に合わせて記載した。 

 
(2) 茎の内皮幹細胞特異的遺伝子および
内皮形成関連遺伝子の探索と同定 
 野生型と上記変異体系統の SAM におい
て発現する RNA プロファイルを明らかに
し、内皮形成の有無での遺伝子発現プロフ
ァイルの比較、およびそれらの発現解析ト
機能解析から、内皮幹細胞特異的遺伝子や
内皮形成関連遺伝子の同定を目指す。方法
の詳細は、研究成果に合わせて記載した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 茎の内皮幹細胞の同定 
 シロイヌナズナ野生型、shr、scr 変異体の
SAM 構造、および花原基を形成せず茎組織
のみを形成する pin1 変異体、pin1 shr、pin1 
scr 二重変異体の SAM 構造を、組織切片法、
および高解像度ホールマウントイメージン
グ法により観察し、内皮幹細胞を同定するこ
とを試みた。花原基を形成せず茎組織のみを
形成する pin1 変異体の茎頂部の縦断切片を
観察したところ、縦断面像からは内皮層およ
び内皮幹細胞を正確に同定することは困難
であった（図３）。 

 
図３．pin1 変
異体の茎頂縦
断切片像。花
原基は形成さ
れていない。 
 
 
 
 

 
 そこで、内皮細胞層で特異的に発現する
SCR 遺伝子のレポーター系統として、従来の
pSCR::GFP に加えて複数のレポーター系統
（ pSCR::GUS-GFP 、 pSCR::H2B-GFP 、

pSCR::NLS-Venus など）を野生型背景で作
出し、さらにそれらを pin1 変異体に交配に
より導入した。本研究期間終了までに pin1
変異体への各種レポーター遺伝子の導入系
統を単離した。また、比較のため、茎の内皮
を欠失して SCR 遺伝子の発現が起こらない
pin1 shr変異体にもこれらのレポーター系統
の導入を行った。これらの可視化レポーター
をもつ材料が整備できたことで、今後、新た
な高解像度ホールマウントイメージング法
（mPS-PI 染色）と組み合わせることで、茎
頂分裂組織における内皮層を生み出す幹細
胞の特定を目指すことが可能となった。 

 
(2) 茎の内皮幹細胞特異的遺伝子および
内皮形成関連遺伝子の探索と同定 
 花原基を形成せず茎組織のみを形成する
pin1 変異体、pin1 shr、pin1 scr 二重変異
体のSAMで発現するRNAのプロファイル
をマイクロアレイによって調べた。pin1、
pin1 shreal1、pin1 shr-1、pin1 scr-3 の SAM
を含む茎頂切片から抽出した RNA をサン
プルとして、Affymetrix 社製 Arabidopsis 
ATH1 Gene Chip を用いて、各系統におけ
る発現プロファイルを調べたところ、内皮
を形成する pin1 で発現量が高く、正常な内
皮を形成しない pin1 shreal1、pin1 shr-1、
pin1 scr-3 で発現量が低い遺伝子が多数見
つかった。それらの中には、細胞周期関連
因子、転写因子、ヒストン修飾因子、輸送
体、細胞壁関連酵素、小胞輸送関連因子、
細胞骨格関連因子、機能未知タンパク質な
ど、その遺伝子機能が多岐にわたっていた。
これは、pin1 変異体背景における shr、scr
変異の導入により、推定内皮幹細胞の分裂
や娘細胞の分化だけでなく、内皮細胞層の
欠失による多面的な影響を反映した可能性
が考えられる。同定された内皮形成関連候
補遺伝子のうち、興味深いいくつかの遺伝
子（GRAS 遺伝子ファミリーに属する複数
の SCR-like 遺伝子など）について、組織特
異的な発現解析や変異体の表現型解析を行
うことで、それらが真の内皮幹細胞特異的
遺伝子なのか、あるいは内皮形成関連遺伝
子なのかを明らかにできると考えられる。
また、サンプルに用いる茎頂切片をより
SAM 領域に限定して調整する工夫を行う
必要がある。 
 
(3) 研究のまとめと今後の展望 
 根では皮層と内皮が共通の幹細胞から２
回の非対称分裂によって形成される。この
とき SHR 遺伝子は中心柱で転写・翻訳さ
れ、作られた SHR タンパク質が原形質連
絡を通って一層外側の内皮、皮層・内皮幹
細胞、静止中心に細胞間移行して SCR 遺伝
子の転写を誘導し、内皮と皮層を生み出す
非対称分裂を引き起こす。また SHR の働
きにより内皮の性質が決定される（Di 
Laurenzio et al., 1996, Cell; Heraliutta, 



Fukaki et al., 2000, Cell; Nakajima et al. 
2001; Nature）。この仕組みは胚における幼
根・胚軸の皮層・内皮形成においても同様
であると考えられている（Fukaki et al., 
1998, Plant J.; Wysocka-Diller et al. 2000, 
Cell）。この仕組みが後胚発生で形成される
茎にも当てはまるかどうかは全く不明であ
る。根と同様に茎の皮層と内皮が共通の幹
細胞に由来するのか、SHR によって SCR
が誘導される仕組みが存在するのか、など、
解明できていない課題がまだ残されている。
しかしながら、今後、本研究の成果に基づ
いて、根と茎の放射パターン形成の共通性
と独自性について重要な知見が見いだされ
ることが期待される。 
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