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研究成果の概要（和文）：葉における細胞増殖活性の時空間分布を規定するAN3シグナル勾配の形成原理につい
て、実験および理論的に研究を進め、定量的に精度の高いモデルの構築に成功した。これにより、細胞サイズの
偏りがシグナル勾配の形成に大きな影響をもつという、発生現象全般を考えるうえで重要な視点を初めて提示す
ることに成功した。この成果は、日本植物形態学会および日本植物学会でポスター発表するとともに、国際誌に
原著論文として投稿中である（Kawade et al., submitted）。

研究成果の概要（英文）：We experimentally and theoretically studied how AN3 signaling gradient is 
formed along leaf proximal-to-distal axis, and how this gradient regulates the spatiotemporal 
dynamics of cell proliferation in leaves. We succeeded in establishing a quantitative model, which 
well summarize the AN3 gradient formation in a realistic spatial field. This model predicted that 
differential distribution of cell size has impact to determine the signaling gradient. Based on this
 finding, we proposed that biased distribution of tissue-scale diffusivity is a core mechanism to 
achieve the AN3 signaling gradient; hence cell proliferation dynamics in leaves. We reported these 
results in The Japanese Society of Plant Morphology and The Botanical Society of Japan. Now, we are 
submitting this to an international journal for publication (Kawade et al., submitted).
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生物の秩序だった発生現象は、細胞
間シグナル因子が器官原基内に特徴的な発
現分布を形成することで導かれる。したがっ
て、細胞間シグナル因子が組織レベルで正確
に発現分布を形成する仕組みの理解は、発生
学における主要な挑戦のひとつである。近年
では、動物を使った実験から細胞間シグナル
因子の振舞いを定量解析する重要性が広く
認識され始めていた（Kicheva et al., 2012; 
Müller et al., 2013）。植物の発生過程でも、
これまで細胞間シグナル因子は多数同定さ
れてきた（Jackson et al., 1994; Nakajima 
et al., 2001）。申請者も、シロイヌナズナ
の葉原基で細胞間の増殖活性を協調させる
細胞間シグナル因子 ANGUSTIFOLIA3（AN3）を
同定している（Kawade et al., 2013）。この
ような進展がありながらも、未だに植物の細
胞間シグナル因子の拡散動態を定量的に理
解する試みは極めて稀であった。この点を申
請者は総説で取り上げ、細胞間シグナル因子
の動態と多細胞レベルで起こる発生現象を
定量情報から有機的に関連づける必要性を
指摘してきた（Kawade and Tanimoto, 2015）。   
そこで、AN3 の拡散動態を Fluorescence 
Recovery After Photobleaching（FRAP, 光
褪色後蛍光回復法）などの定量イメージング
技術で解析し始めている状況であった（川出, 
2013 植物学会シンポジウム）。その際、葉原
基のタンパク質拡散動態に関する情報が不
十分だったので、AN3 と同等の分子量である
Green Fluorescent Protein（GFP）を用いて
まずは FRAP を行った。そうすると、葉肉組
織内の同じ細胞種であるにも関わらず、細胞
増殖の活発な葉原基の基部ではタンパク質
拡散性が低く、細胞増殖を停止し始めている
先端部では高いことに気付いていた（Kawade, 
2014 植物生理学会シンポジウム）。このよう
なタンパク質拡散動態の非一様性は細胞間
シグナル因子の分布に影響を与えることが
理論的な研究により示されていたが
（Bollenbach et al., 2008）、器官原基内で
見いだされた例は動植物を問わずこれまで
になかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、葉原基におけるタンパク質拡
散動態の非一様性を、FRAP を中心とした定量
イメージング解析で定量的に記述すること
を最初の目的とする。さらに、細胞増殖活性
に加えて、細胞の大きさや形などの細胞レベ
ルでの形質を詳細に評価し、拡散の非一様性
を起こす‘場’の性質を明らかにすることも
重要である。なぜなら、これらの形質は発生
現象と密接に関わるので、着目している拡散
の非一様性という現象と発生現象を関連づ
ける貴重なヒントになるからである。 
 このように拡散性に関する基本情報を取
得したのちには、非一様な場を通して細胞間
シグナル因子がいかにして正確に発現分布

を形成するのか明らかにすることを目指す。
そのために、実験的および数理的アプローチ
により、非一様な拡散性とシグナル因子の発
現分布の関係性について明らかにする。ここ
では、研究代表者がこれまで研究してきた細
胞増殖を活性化させるシグナル因子
ANGUSTIFOLIA3 (AN3)に着目して研究を展開
する。最終的には、タンパク質拡散動態の非
一様性が、AN3 の発現分布制御を介してどの
ように細胞増殖活性の時空間分布を決めて
いるのか解明するという、非常に挑戦的な課
題解決も目的とする。 
 そして、上記の研究結果に基づき、非一様
な拡散動態が生み出すシグナル因子の発現
分布と、それによる発生制御という新しい考
え方を提示した学術論文を発表する。 
 
３．研究の方法 
 GFP を構成的に発現するシロイヌナズナ系
統（35S::GFP, Minamisawa et al., 2011）
の活発に増殖している細胞を含む葉原基を
用いて、基部、中央部、先端部で Square FRAP
を行う。ここでは、Square FRAP を 3 カ所で
行うことから、各部位でおよそ 50 細胞を含
む 65 µm x 65 µmの領域を光褪色させる。時
間軸に沿って撮像した後、光褪色させた領域
の蛍光回復を解析する。その際に、これまで
観察された拡散動態の非一様性をよく表現
できる解析手法を検討する必要がある。そし
て、この非一様性を定量的に記述する。 
 ま た 、 一 細 胞 レ ベ ル に 着 目 し た
Single-cell FRAP も行い、蛍光回復を同様に
解析する。その際に、蛍光回復がどのような
数理モデルで表すことができるのか明らか
にし、着目している現象が純粋な拡散現象な
のか、それとも別の要素も組み込んで検討す
べきかを判断する。ここから得られた拡散動
態に関するパラメータを一次元の数理モデ
ルに組み込み、上記 Square FRAP の結果を再
現できるか検討する。本研究では、最もシン
プルな一次元の数理モデルから解析に着手
するが、その後の実験的観察などから二次元
や三次元に展開する必要があれば、それらの
点についても考慮する。加えて、細胞レベル
での形質を顕微鏡観察により評価し、上記の
数理モデルに反映させると、square FRAP の
結果の再現性がより良くなるのかどうかも
調べる。 
 さらに、細胞間を移動できないタイプの
AN3 タンパク質の分布を発生軸に沿って定量
解析して、組織の成長が AN3 タンパク質の分
布に与える影響を数値化する。この際に、組
織成長による物質移動はpower-law gradient 
model で解析できることが知られているので、
この枠組みに特に着目して解析を進める。こ
の情報と、異なる空間スケールの FRAP 解析
から得られた情報を統合して、細胞間を移動
できるタイプのAN3の発現分布が再現できる
のか数理モデルを用いて調べる。具体的な
AN3 タンパク質の発現分布は、顕微鏡観察に



より実測したデータを用いる。 
 さらに、AN3 の正確な発現分布形成が細胞
増殖活性の時空間分布にどのように寄与し
ているのか明らかにするため、移動できるタ
イプの AN3 を発現している葉原基と、移動で
きないタイプを発現している葉原基の、細胞
増殖活性の時空間分布を比較する。この移動
能に対する摂動実験で細胞増殖活性の時空
間分布に変化が見られた場合は、その変化が
AN3 の発現分布変化と一致するものなのかど
うかを調べる。 
 
４．研究成果 
 Square FRAP の結果、タンパク質拡散動態
の非一様性は葉原基の基部でのみ観察され
る現象であることが分かった。この非一様性
を定量的に解析した結果、先端部から基部に
向かった拡散動態の方が、逆方向よりおよそ
３倍程度大きいことが明らかになった。また、
基部でも同じ領域で先端部から基部方向の
拡散動態と、その逆方向の動態を比較したと
ころ、差は認められなかった。これは、観察
した非一様な動態が積極的なタンパク質の
流れなどで形成されているものでは無いこ
とを意味する。さらに、蛍光褪色させた中心
部を解析して、今回の観察時間スケールでは
蛍光の回復は観察されなかった。このことか
ら、新たな GFP タンパク質合成により蛍光の
増加は起こらないということが確認できた。 
 Single-cell FRAP を行い、着目している現
象は原形質連絡を介した純粋な拡散で定義
できることが明らかになった。ただ、この拡
散動態について、葉原基の基部と先端部では
差が見られなかった。これは、組織レベルで
の拡散動態の非一様性が、細胞レベルでの拡
散動態のみでは説明できないことを意味す
る。 
FRAP に用いた葉原基の細胞レベルでの形
質を丁寧に評価し、基部から先端部へ向かい
細胞サイズが増大している点を明らかにし
た。細胞増殖活性の変化や細胞の形なども踏
まえて考えると、この細胞サイズの増大は細
胞増殖活性の勾配をもった変化によるもの
であると結論付けた。 
異なる空間スケールの FRAP の結果を数理
モデルに組み込んで解析し、（１）GFP は原形
質連絡を拡散していること、（２）原形質連
絡は組織レベルでの拡散性を考える際にボ
トルネックになっていること、（３）活発な
細胞分裂が細胞サイズの偏った分布を引き
起こすこと、（４）細胞サイズの偏った分布
は組織レベルでの拡散を説明するのに必須
であることを明らかにした。 
移動できないタイプのAN3を解析すること
で、組織成長による AN3 の移動を定量的に記
述することができた。この AN3 の分布を
power-law gradient model でフィットさせる
ときれいに一致した。これにより、AN3 タン
パク質を生成している細胞数や、AN3 が発現
分布を形成する際に起こる細胞分裂の回数

も見積もることができた。 
 また、移動できるタイプの AN3 と移動でき
ないタイプのAN3の発現分布を比較解析する
ことで、（５）AN3 の発現勾配が、成長組織内
における純粋な拡散のみで説明できること
を明らかにした。興味深いことに、分裂活性
の時空間分布はAN3の分布と一致することを
見出すことに成功した。これは、細胞増殖活
性の時空間分布がAN3の発現分布で制御され
ていることを強く示唆する。さらに、細胞増
殖活性は細胞サイズの大きさ、さらにそれは
タンパク質拡散動態に影響を与えることか
ら、これらはフィードバック的な関係にある
と考えられる。 
 以上をまとめると、葉における細胞増殖活
性の時空間分布を規定するAN3シグナル勾配
の形成原理について、実験および理論的に研
究を進め、定量的に精度の高いモデルの構築
に成功した。また、その機能的意義について
はAN3タンパク質の移動能への摂動実験で示
すことに成功した。これにより、活発な細胞
増殖活性が引き起こす細胞サイズの偏りが、
シグナル勾配の形成に大きな影響をもつと
いう、発生現象全般を考えるうえで重要な視
点を初めて提示することに成功した。その概
要を以下の図にまとめる。この成果は、日本
植物形態学会および日本植物学会でポスタ
ー発表するとともに、国際誌に原著論文とし
て投稿中である（Kawade et al., submitted）。 

AN3 の発現勾配形成モデル 
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