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研究成果の概要（和文）：植物表皮細胞の分化には共通の転写制御ネットワークが関与することが分かってお
り、シロイヌナズナの転写因子GL2はそのネットワークの最下流で働く。本研究では、GL2下流で根毛細胞分化に
関わる因子の同定およびそれらの機能の解明を試みた。GL2の直接標的遺伝子の産物である脂質代謝酵素PLDζ1
は、そのN末領域に依存してトランスゴルジネットワークに局在することを明らかにした。また、 GL2の直接標
的遺伝子の産物である転写因子LRL1のさらに下流で働く遺伝子群を探索し、RhoGTPase制御因子などの遺伝子が
同定された。これらの結果は、GL2下流で様々な細胞内シグナル伝達系が制御されていることを示す。

研究成果の概要（英文）：The Arabidopsis transcription factor GL2 acts most downstream in a 
transcriptional network that is implicated commonly in plant epidermal cell differentiation. We 
tried to elucidate regulatory roles of further downstream factors from GL2 in root hair cell 
differentiation. As the result, the lipid metabolizing enzyme PLDζ1, the gene of which is a GL2 
direct target, localized to trans-Golgi network in a manner dependent of its N-terminal region. In 
addition, the transcription factor LRL1, the gene of which is also a GL2 direct target, recognizes 
genes encoding regulatory factors of Rho GTPase. These suggest that various intracellular signaling 
systems function further downstream from GL2 for root hair cell differentiation. 

研究分野： 植物分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
根の表皮の根毛細胞や葉の表皮のトライコームなど、植物表皮細胞には形態や機能において他から明確に分化し
たものが多く見られる。それらは詳細な観察が容易であることなどから、植物細胞分化の研究対象としてこれま
で集中的に研究されてきた。それ故、GL2下流で働く制御因子の役割を明らかにすることは植物細胞分化研究の
最先端の知見を得ることを意味する。また、根毛は根の固定、水分や栄養素の吸収、土壌微生物との相互作用な
どにおいて中心的な役割を担うことが知られており、その分化制御機構を明らかにすることは様々な植物におけ
る有用品種の開発につながる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 植物細胞の分化は、遺伝的プログラムに支配された細胞系譜や細胞間相互作用で規定される
のみならず、環境刺激などの外界因子によっても大きく影響を受ける。そのような植物特有の
細胞分化のモデルケースとして、シロイヌナズナの表皮細胞の発生・分化はこれまで精力的に
研究されてきた。 
 シロイヌナズナの根表皮では、その内側の皮層細胞列との位置関係により、根毛を発生する
根毛細胞列と発生しない非根毛細胞列が規定されている。また、葉の表皮には分枝した突起状
の巨大細胞であるトライコーム（trichome）が存在するが、それらは表皮における細胞間相互
作用により互いに隣り合って発生しないように制御されている。遺伝学的および分子生物学的
解析の結果、これらを含むは多くの植物表皮組織の細胞分化では保存性の高い転写制御ネット
ワークが関わっており、その中で転写因子 GRABLA2（GL2）は最下流に位置する出力装置の
役割を果たすことが判っている（図 1）。GL2 は分化・成熟過程の非根毛細胞列およびトライ
コームで発現する。また、GL2 の機能欠損変異体では根のすべての表皮細胞列から根毛が発生
し、葉でのトライコームの発生頻度低下および形態異常が起こる。これらのことから、GL2 は
根毛細胞分化に対しては負の、トライコーム分化に対しては正の制御因子であると考えられて
いる。しかし、それぞれの細胞分化の運命決定に関わる GL2 上流の転写制御ネットワークが明
らかになった一方で、細胞形態形成を含む細胞機能の分化につながる GL2 下流の制御経路の理
解は未だ断片的であり、細胞分化の初動過程ににおいてどのような細胞内現象が起こるのかに
ついても不明なままである。 

 根毛細胞やトライコームの分化は植物ホルモンの作用によっても影響を受ける。サイトカイ
ニンおよびジベレリンはトライコーム分化の促進因子として、保存された転写制御ネットワー
クの上流で働く。一方、オーキシンは根毛細胞分化の促進因子であるが、根毛細胞分化に関し
てオーキシン関連遺伝子における変異は GL2 遺伝子の変異に対してエピスタティックに働く
ことから、GL2 より下流で働くと考えられている。しかし、GL2 下流の制御経路に対してオー
キシンシグナルがどのように統御されているのかについても未だ不明である。 
 このような状況において我々のグループでは、構成的に強い転写活性化能をもつ改変転写因
子 VP16-GL2∆N を人為的転写誘導系により発現することで、本葉を含む様々な器官の表皮細
胞から根毛様の突起が発生することを見出した。このことは、一群の GL2 標的遺伝子の発現が
そのような表皮細胞の形態的変化に十分であることを示唆する。さらに、この誘導系を利用し
て GL2 の標的遺伝子候補の探索を行った結果、ホスホリパーゼ D（PLD） をコードする PLDζ1
遺伝子を GL2 直接標的遺伝子の一つとして同定した（Ohashi et al., 2003, Science）。PLDζ1
は根毛細胞分化の正の制御因子であり、GL2 依存的に非根毛細胞列で転写抑制されることから、
GL2 は非根毛細胞列において根毛形成に関わる遺伝子群の発現を抑制することにより根毛発
生を負に制御すると結論付けた。一方、PLDζ1単独の発現誘導では異所的な根毛発生には不十
分であった。 
 その後我々のグループでは上記の系を用いたマイクロアレイ解析を行い、誘導により転写産
物量が有意に上昇する約 860 の遺伝子を検出し、GL2 標的候補とした。そして、それら標的候
補遺伝子の中で重要な制御的役割をもつと考えられるものに対して、GR ドメイン融合転写因
子 GR-VP16-GL2∆N を発現する植物体用いたタンパク質合成阻害条件下での誘導実験を行い、
GL2 に直接認識される標的遺伝子であるかどうかを検定した。その結果、bHLH 転写因子であ
る RHD6、RSL1、RSL2、LRL1、LRL2 をコードする遺伝子が GL2 標的遺伝子と同定された
（Lin et al, 2015, Plant Cell）。それらはすべて根毛形成の正の制御因子として働くことが報告
されていたが、GL2 の直接標的遺伝子と判明したことで、根毛細胞分化における転写制御ネッ
トワークの全体像の解明が大きく進展した。さらに、LRL1 または LRL2 の異所的な発現が非
根毛細胞列からの根毛発生を引き起こすのに十分であることを見出した。LRL1 と LRL2 が根
毛形成において重複的な正の制御的役割を果たすことを考え併せると、それらの転写制御下流
の遺伝子群の発現が異所的な根毛形成に十分であることが予想された。 
 



２．研究の目的 
 シロイヌナズナのホメオドメイン型転写因子である GL2 は植物細胞分化の分子生物学的研
究の対象として研究されてきた。GL2 上流の転写制御ネットワークは根や葉のみならず胚軸や
種子の表皮細胞の分化制御においても保存性が高く、植物細胞分化における基本制御機構の一
つと考えられている。GL2 はそれらの転写制御ネットワークの下流へのボトルネックであるこ
とから、その直接標的遺伝子を系統的に同定し、それらの細胞分化における機能を調べること
は植物表皮細胞の分化制御機構を理解する上で大きな意義がある。また、構成的に強い転写活
性化能をもつ VP16-GL2∆N の発現が様々な表皮細胞から根毛様形態を発生させることが判っ
ており、その現象に必要十分な GL2 直接標的遺伝子群を特定することは、植物細胞形態形成の
制御過程を知る上で非常に興味深い。さらに、様々な植物組織においてオーキシンシグナルが
細胞分化の引き金となること、および GL2 の制御下流でオーキシンシグナルが根毛細胞分化を
促進することを考え併せると、植物細胞の分化パターン形成におけるオーキシンが関わる新規
の制御機構の発見につながると予想される。 
 本研究では、以下を具体的な目的とする。（１）これまでにマイクロアレイ解析などにより明
らかになった GL2 直接標的遺伝子候補に対する解析を進める。特に、オーキシン輸送体と考え
られる P-glycoprotein （PGP）をコードする遺伝子が GL2 直接標的遺伝子であるかを確定し、
それらの根毛細胞分化における関わりを解析する。これにより、根毛細胞分化におけるオーキ
シンシグナルの新規制御機構の発見につなげる。（２）リン脂質代謝酵素遺伝子 PLDζ1は GL2
直接標的遺伝子であるが、その変異体は形態的な表現型を示さず、PLDζ1により産生されるホ
スファチジン酸（PA）の根毛形成における役割も不明である。そこで、PLDζ1 の細胞生物学
的機能を解析し、細胞機能分化および細胞形態形成におけるリン脂質シグナルの役割を知る手
掛かりとする。（３）GL2 直接標的遺伝子にコードされる転写因子 LRL1 の下流で転写制御を
受ける遺伝子を同定し、根毛形成に十分な遺伝子発現について知見を得る。以上の 3 点により、
植物表皮細胞機能分化の初動における制御機構モデルの確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）PGP 遺伝子の機能解析 
 GR-VP16-GL2∆N を発現する形質転換株に対してグルココルチコイド添加によるタンパク
質機能誘導実験を行い、GL2 直接標的遺伝子候補である PGP 遺伝子が GL2 直接標的遺伝子で
あるかどうかを確定する。さらに、それら遺伝子のプロモーター領域を用いて GUS レポータ
ー解析を行うことにより、それらがどのような発現パターンを示すかを調べ、根毛形成に関わ
る PGP 遺伝子の候補を得る。 
（２）PLDζ1の細胞生物学的機能の解析 
 GL2 直接標的遺伝子にコードされる PLDζ1 の細胞生物学的な役割を明らかにするため、そ
の細胞内における局在性を蛍光タンパク質との融合タンパク質レポーター系を用いて調べる。
また、その局在性の決定に必要なドメイン構造を、様々な部分タンパク質の蛍光融合タンパク
質を用いて決定する。さらに、関連タンパク質である PLDζ2 においても同様の解析を行い、
それらを比較することにより、PLDζ1が特異的にリン脂質シグナルを制御する細胞内コンパー
トメントを決定する。 
（３）LRL1 下流で転写制御を受ける遺伝子の同定 
 GL2 直接標的遺伝子にコードされる転写因子 LRL1 に関して、LRL1 と GR ドメインとの融
合タンパク質を LRL1 プロモーターにより発現する遺伝子 LRL1pro-LRL1-GR を作成し、
lrl1lrl2/+ホモヘテロ二重変異体に導入する。導入遺伝子がホモヘテロ二重変異体の根毛におけ
る表現型をグルココルチコイド依存的に相補することを確かめた上で、その株を用いて誘導実
験を行い、LRL1 の下流で転写活性化される遺伝子群を同定する。 
 
４．研究成果 
（１）PGP 遺伝子の機能解析 
 これまでのマイクロアレイ解析により明
らかになった GL2 直接標的遺伝子候補の中
で、オーキシン輸送体と考えられる PGP を
コードするものに対して、GR-VP16-GL2N
を発現する植物体を用いたタンパク質合成
阻害条件下での誘導実験を行い、GL2 に直接
認識される標的遺伝子であることの検定を
行った。その結果、PGP4 については約 20
倍、PGP6、PGP9、PGP19 については 3~4
倍の転写産物量の上昇がみられた。このこと
から、それら遺伝子は GL2 の直接標的遺伝
子であると結論付けられた。PGP4、PGP19
のプロモーター領域内には GL2 結合配列に
含まれる部分配列 5’-TGATTAATAA-3’が、
PGP6、PGP9 のプロモーター領域内には同



じく部分配列 5’-ATAAATGTT-3’が存在し、これらの配列が GL2 に認識されている可能性が高
い。それら遺伝子のプロモーターの活性を GUS レポーター系により組織化学的に解析した結
果、PGP4 プロモーターは主に根の表皮で強い活性を示し（図 2）、その他のものでは主に根お
よび葉の維管束において活性が見られた。これらのことを総合して、PGP4 遺伝子は根の表皮
細胞において GL2 の制御下で根毛パターンの形成に関わる可能性が示された。 
（２）PLDζ1の細胞生物学的機能の解析 
 GL2の直接標的遺伝子にコードされる脂質代謝酵素
PLDζ1およびその関連タンパク質であるPLDζ2につい
て、蛍光融合タンパク質を発現する形質転換株を用い
て細胞内局在性を調べた。その結果、PLDζ1とmCherry
との融合タンパク質PLDζ1-mCherryは根表皮の根毛
細胞、非根毛細胞、および根冠細胞において、トラン
スゴルジネートワークのマーカータンパク質である
SYP43とGFPとの融合タンパク質GFP-SYP43と共局
在した（図3）。この局在性はPLDζ1のPX-PHドメイ
ンを含むN末領域に依存することが判った。また、YFP
との融合タンパク質PLDζ2-YFPはそのPX-PHドメイ
ンを含むN末領域に依存して液胞膜、後期エンドソー
ム、およびトランスゴルジネートワークの一部に局在
し、トランスゴルジネートワークにおいて部分的に
PLDζ1-mCherryと共局在した。これらのことから、
PLDζ1およびPLDζ2はN末領域に依存してそれぞれ特
異的な膜上へとリクルートされ、脂質シグナルとして
のPAの生成を介して、PLDζ1はトランスゴルジネート
ワーク内の膜交通の制御に関わり、PLDζ2は液胞へと
向かうポストゴルジ膜交通の制御に関わるのではないかと考えられた。 
（３）LRL1 下流で転写制御を受ける遺伝子の同定 
 GL2の直接標的遺伝子にコードされる転写因子LRL1の下流で根毛形成に関与する遺伝子群
を同定するために、LRL1 プロモーターにより LRL1 の GR 融合タンパク質を発現する遺伝子
LRL1pro-LRL1-GR を作成した。lrl1 変異体は可視的な表現型がなく、関連遺伝子 lrl2 との二
重変異体は雄性不稔であるため得られないが、lrl1lrl2/+および lrl1/+lrl2 は根毛が短い表現型
を示す。LRL1pro-LRL1-GR を導入した lrl1lrl2/+植物体では、グルココルチコイド依存的に
根毛が短い表現型が回復されたので、融合タンパク質 LRL1-GR の LRL1 としての機能はグル
ココルチコイドの添加によって誘導されることが確認された（図４）。この植物体の根におい
てグルココルチコイド誘導的に転写量が上昇する遺伝子を探索したところ、植物の Rho-type 
GTPase である ROP の制御タンパク質をコードするもの、および R3-myb 転写因子をコード
するものなどが同定された。また、
それらのいくつかのものは、誘導
時のタンパク質合成非依存的に
転写量の上昇が見られたので、
LRL1 の直接標的遺伝子である
と考えられた。これら遺伝子がコ
ードするタンパク質の中で、ROP
制御タンパク質については根毛
形成時の細胞内シグナル伝達に
直接関わることが、R3-myb 転写
因子については上流の転写制御
ネットワークに対するフィード
バックに関わることが示唆された。 
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