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研究成果の概要（和文）：動物植物ともに、細胞がどちらの方向に分裂するかは発生過程に大きな影響を与え
る。そして、細胞分裂軸の変化は、動植物において、体制進化に大きく寄与してきた。陸上植物は動物と異なっ
た細胞分裂軸決定機構を持つと予想されてきたが分子機構は未解明だった。本研究では、ヒメツリガネゴケの細
胞分裂軸を制御するGRAS転写因子が時空間的に制御され細胞分裂軸の多様性を生み出している仕組みを明らかに
するとともに、ABC輸送体によるクチクラ制御を介した局所的細胞伸長機構という新規機構によって細胞分裂軸
が制御されている可能性が高いことを発見した。

研究成果の概要（英文）：In both animals and plants, proper regulation of cell division orientations 
is crucial for developmental processes. Changes in the regulatory mechanisms have contributed 
significantly to the evolution of body plans in multicellular organisms. It has been predicted that 
land plants have a different cell division axis determination mechanism from animals, but the 
molecular mechanism has not been well elucidated. In this study, we clarified the mechanism of 
spatio-temporal regulation of the GRAS transcription factors, which regulate the cell division axis,
 and found that the cell division axis is likely to be regulated by a novel mechanism of local cell 
elongation through the regulation of cuticular extension by ABC transporters.

研究分野： 植物形態進化学

キーワード： ヒメツリガネゴケ　発生進化　GRAS転写因子　局所細胞伸長　ABC輸送体　クチクラ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の体は、細胞が積み重なってできている。細胞が分裂すると、分裂した部分は細胞の数が増えるので大きく
育つ。また、細胞が分裂する方向によって、育つ方向が変わるので、体のどの位置の細胞が、どの方向に割れて
増えるかによって、形が変化する。従って、植物の形は、細胞の分裂方向を制御する遺伝子が変化することで、
多様に進化してきた。本研究では、３つの遺伝子が相互作用することによって決まった場所で決まった方向に細
胞分裂させる仕組みを明らかにした。さらに、細胞分裂方向を決める新しい遺伝子と仕組みを発見した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 陸上植物は、発生中の精子、卵、胞子を包み乾燥から保護する器官（造精器、造卵器、胞子嚢）
や水通導組織の進化が陸上化の鍵であったと考えられてきた。我々は、これら３つの器官と１つ
の組織の全ての形成に器官表面に平行な分裂（並層分裂）が必要であることに気付いた。従って、
並層分裂を引き起こす分子機構の進化が陸上植物の進化を引き起こす原因、すなわちグランド
プランとなった可能性が高いと考えた。しかし、陸上植物は中心体や星状体を持たず、動物と異
なった細胞分裂軸形成機構を持つと推定されたがその分子機構は未解明であった。このような
問題設定をふまえ、申請前に細胞分裂軸制御に関わる転写因子を探索していたところ、GRAS 転
写遺伝子族の LATERAL SUPPRESSOR（LAS）の遺伝子破壊株において造精器、造卵器、in 
vitro 胚、葉脈（内部に水通導組織ができる）の全てにおいて垂層分裂（器官表面に垂直な分裂）
から並層分裂への転換が起こらなくなることを発見した。さらに、同じ GRAS 転写因子の
SCARECROW (SCR)と SHOOTROOT (SHR)が、葉において LAS とは逆に並層分裂を抑制す
ることを発見した。そこで、葉では３遺伝子が時空間的に制御されることで形態形成が進行して
いるのではないかと考えた。一方、シロイヌナズナの SCR と SHR は並層分裂を促進すること
から、シロイヌナズナでの知見は陸上植物全体に当てはまるものではなく被子植物特異的であ
る。従って、陸上植物のグランドプランとしての細胞分裂軸制御機構を解明し、その進化過程を
推定するには、ヒメツリガネゴケで LAS、SCR、SHR による分裂軸転換の時空間的制御機構を
明らかにし、シロイヌナズナなどと比較することが必要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではヒメツリガネゴケの垂層分裂から並層分裂への転換を制御するGRAS転写因子LAS

と関連因子を手がかりに、動物とは異なった新たな細胞分裂軸制御機構とその時空間的制御機
構を明らかにする。そして、ヒメミカヅキモ、シロイヌナズナとの比較から細胞分裂軸制御機構
の進化と陸上植物の発生進化のグランドプラン進化との関係を推定することを目的とする。 
具体的には 
（研究１）並層分裂必須因子 LAS と微小管関連因子を結ぶ分子機構を明らかにする。 
（研究２）LAS とその制御に関わる因子の時空間制御機構を明らかにする。 
（研究３）シロイヌナズナ、陸上植物の外群であるヒメミカヅキモと比較することで分裂軸制御
機構の進化過程を推定する。 
 
３．研究の方法 
 
（研究１）Quartz seq 法により、造精器、造卵器、in vitro 胚、葉における野生型と LAS 欠失
変異体のトランスクリプトーム比較から４器官で共通に制御されている因子を探索する。候補
遺伝子の機能欠失、機能獲得、局在解析を行う計画だったが、共通因子が見つからなかったので、
中間評価時に当初計画を変更した。 
 野生型、LAS 機能欠失変異体、LAS が制御していることがわかった SHR の機能欠損変異体につ
いて、MorphographX（de Reuille et al. 2015 eLife 4: 1）による３次元細胞セグメンテーシ
ョンを行う。セグメント化された細胞形態に基づいて、phase-field モデル（Moure and Gomez 
2021, Arch. Computat. Methods Eng. 28, 311）を用いて、いろいろな分裂面の面積をシ
ミュレーションし、面積最小になっている分裂面を探索し、実際の分裂面と比較する。 
 オーキシン応答性プロモーター（GH3、DR5、DR5rev など）やオーキシン分解ドメインに、
蛍光タンパク質遺伝子を融合した遺伝子をヒメツリガネゴケに導入して、オーキシン量の
時空間的動態をライブイメージングにより調べる。オーキシン合成酵素遺伝子（YUCCA、TAA）、
オーキシン不活性化遺伝子（GH3）、オーキシン輸送体(PIN、ABC 輸送体)それぞれの末端に
蛍光タンパク質遺伝子を導入して、細胞レベルでのオーキシン動態を観察する。 
 チューブリン遺伝子末端に蛍光タンパク質遺伝子を導入し、微小管を可視化する。前期前
微小管束形成直前の微小管動態から、微小管の安定性、配向を細胞膜直近および細胞質側に
おける蛍光輝度の差異によって解析する。 
 長時間タイムラプス観察によって細胞分裂速度を調べる。 
 ABCB14 と蛍光タンパク質の融合タンパク質の細胞周期全体における細胞内局在を調べる。
ABCB14 欠失体において、細胞分裂面の違いをタイムラプス解析により調べる。同欠失変異
体の細胞表面に多数のビーズを不着させ、タイムラプス観察することで、局所的細胞伸長場
所を特定し、伸長量を定量する。質量分析計により野生型と欠失変異体でのクチクラ成分組
成、量を比較するとともに、透過型電子顕微鏡でクチクラ層の違いを観察する。 
（研究２） GRAS 転写因子の細胞間移動の有無を、遺伝子末端に GFP（細胞間を移動可能）、
GFP と GUS（細胞間を移動不能）を導入した形質転換体で調べる。 
 GRAS 転写因子間の相互作用を two-hybrid 法、免疫沈降法により解析する。 
（研究３） ヒメミカヅキモの RNA-seq 解析、ゲノム解析から、GRAS 転写因子を探索し、



陸上植物 GRAS 転写因子との系統関係を推定する。当初計画では、候補遺伝子の機能解析を
行う予定だったが、ゲノム解読の結果、LAS、SCR、SHR のオルソログが存在しなかったこと
から、中間評価時に、細胞分裂様式の解析に変更した。 
 ヒメミカヅキモにチューブリン末端に蛍光タンパク質遺伝子を融合した遺伝子やアクチ
ンプローブ LifeAct を導入し、微小管、アクチン動態を調べ、細胞分裂軸形成様式を陸上植
物と比較する。 
 
４．研究成果 
 
（研究１）並層分裂必須因子 LAS と微小管関連因子を結ぶ分子機構 
研究開始当初、転写因子 LAS を欠失すると、造精器、造卵器、in vitro 胚、葉の全てにおいて
並層分裂が起こらなくなることから、LAS が４器官で共通の遺伝子を発現制御することで並層分
裂を誘導しているという作業仮説を立てた。しかし、４器官にお
ける RNA-seq 解析を行ったが、共通に制御されている遺伝子は
見つからなかった。そこで、中間評価時に研究方針を変更した。
植物細胞では、細胞分裂面が最小面積になるように分裂軸が決
定される仕組み（面積最小則）が知られている。そこで、分裂面
の面積が最小になっているかを調べた。植物細胞は細胞分裂直
後から細胞伸長がおこるため、細胞分裂途中の細胞分裂面の面
積を測定する必要がある。そこで、長時間タイムラプス観察が
可能な葉に研究対象を絞った。また、（研究２）の研究過程で、
LAS は別な GRAS 転写因子である SHR を発現抑制することによ
って分裂軸制御していることがわかったので、SHR を加えて詳細な解析を行った。さらに、周辺
細胞との相互作用などをできるだけ避けるため、LAS と SHR が葉の発生過程で最初に分裂軸制御
に関わる細胞（図 1）を解析した。具体的には LAS が発現して SHR が発現せず並層分裂のおこる
medial 細胞（図１の＊）と LAS が発現せず SHR が発現して並層分裂がおこらない mml 細胞（図
１の＃）である。まず、野生型、LAS 欠失変異体、SHR 欠失変異体の 3次元細胞セグメンテーシ
ョンを行ったところ、両変異体で細胞形態が野生型と異なっており、LAS と SHR は細胞伸長を介
して細胞形態を制御していることがわかった。次に、LAS と SHR の有無と面積最小則の関係を調
べた。細胞分裂直近の分裂面を推定するため、細胞分裂直前に細胞分裂面と同じ方向にできる前
期前微小管束（PPB）を可視化した。PPB の可視化には、チューブリンタンパク質に蛍光タンパ
ク質を融合するように作成した形質転換体を用いた。そして、PPB 形成時の細胞形態を 3次元細
胞セグメンテーションによって抽出し、PPB を包含する面の方向と面積を実測した。次に、phase-
field モデル（Moure and Gomez 2021, Arch. Computat. Methods Eng. 28, 311）を用いて、セ
グメンテーションした細胞に人為的にいろいろな分裂軸を構築し、それらの面積を比較するシ
ミュレーションを行い、最小分裂面を探索した。これらの実験の結果、野生型において SHR の発
現していない medial 細胞では、細胞分裂面は面積最小分裂面に一致して分裂することがわかっ
た。そして、SHR の発現している mml 細胞で SHR を欠失させるとわずかな例外を除いて面積最小
な分裂面が形成された。このことから、SHR の無い細胞では、面積最小則が成り立つことがわか
った。一方、野生型で SHR の発現している mml 細胞では、分裂面の面積が最小になるかならない
かに関わらず並層方向に分裂面が形成され、さらに、SHR の発現していない medial 細胞で SHR
を誘導すると、面積最小ではない並層分裂が引き起こされた。これらの実験結果から、SHR は面
積最小則を上書きして並層分裂を誘導していることがわかった。 
 以上の研究から、LAS と SHR は細胞形態を変えつつ、分裂軸を変化させる機能を持つことがわ
かった。シロイヌナズナにおける研究から、植物ホルモンオーキシン量と微小管の変化が面積最
小則からずれた細胞分裂軸形成に寄与していることが知られている。また、野生型と LAS や SHR
欠失変異体のトランスクリプトーム比較から、オーキシン合成酵素、チューブリンの発現減少が
見られた。そこで、medial 細胞や mml 細胞でこれらの因子が変化しているかを細胞レベルで解
析した。シングルセルトランスクリプトームは核の分離が難しく困難だった。そこで、オーキシ
ンセンサータンパク質の細胞レベルでの応答性、オーキシン関連（合成酵素、輸送タンパク質）
遺伝子やチューブリンに蛍光タンパク質を融合し、融合タンパク質の動態を解析した。しかし、
medial 細胞と mml 細胞では、オーキシン動態、微小管の配向と安定性に、野生型と SHR 変異体
で明確な違いは見つけられなかった。したがって、LAS と SHR は従来知られていない新規な機構
によって、細胞分裂軸を制御しているのではないかを推定される。そして、本研究の最終段階
で、この機構解明のヒントが明らかになった。 

図１野生型の３次元細胞セグメ
ンテーション。medial 細胞（＊）
と mml 細胞（#）を示す。 



 オーキシン輸送タンパク質の動態を調べる過程において、ABC 輸送体である ABCB14 が細胞膜
上に局在し、局在部位の伸長が促進されることがわかった。これまで植物細胞全体の伸長に関わ
る因子は知られていたが、細胞の一部の領域を伸長させる機構は、オーキシンや細胞骨格を介し
た、表皮細胞形態（Lin et al. 2021 Nature 599: 278 など）での研究に限られていた（原糸体、
花粉管、根毛は頂端成長で本研究の分散成長とは異なる）。しかも、ABCB14 を欠失すると細胞形
態の変化とともに分裂軸の方向が変化していた。このことから、ABCB14 はタバコ培養細胞では
オーキシン輸送に関わることが示唆された。しかし、その後、同細胞での詳細な解析、ヒメツリ
ガネゴケでのオーキシン抗体や化学検出法による解析から、ABCB14 はオーキシン輸送とは関連
しないことがわかった。さらに、微小管動態にも影響を与えないことがわかった。ところが、
2021 年秋に、偶然、ヒメツリガネゴケのクチクラ形成を阻害した論文（Renault et al. 2017 
Nat. Commun. 8: 14713）において、クチクラ減少株の葉の形態が ABCB14 欠損株の形態と似て
いることに気付いた。従来、細胞壁外側のクチクラ層にあるクチン層が細胞全体の伸長に影響す
ることは知られていたが(Hong et al. 2017 Molec. Plant 10: 560)、クチクラを局所的に変化
させて細胞伸長を制御することで細胞形態を変える可能性は想定外であった。そこで、水溶性
色素トルイジンブルーで葉を染色してみると、野生型は疎水性クチクラによりトルイジンブル
ーが細胞内に浸透しないが、ABCB14 欠失変異体では浸透することがわかった。さらに、透過型
電子顕微鏡でクチクラを観察すると、ABCB14 欠失変異体ではクチクラが部分的に消失あるいは
減少していた（図２）。そこで、質量分析解析を行ったところ ABCB14 欠失変異体でクチクラを構
成する脂肪酸が顕著に減少していた。現在、ABCB14 と蛍光タンパク質の融合タンパク質の動態
と脂質結合性蛍光指示薬（Fluorol Yellow 088）の変化をライブ観察する実験、ABCB14 を異所
的に発現させ、局在場所の脂質量が変化するかを調べる実
験を行っている。これらのことから、ABCB14 は脂質を部分
的に変化させることで、細胞を局所的に伸長させ、その伸
長が細胞分裂軸にも影響しているという、植物細胞伸長分
裂軸形成の新規分子機構の発見である可能性が高いと考
えられる。 
 ABCB14 の研究から「局所的クチクラ制御」による「細胞
の局所伸長機構を介した分裂軸制御」という新しい概念が
生まれた。そこで、新しい視点で、野生型と SHR 欠失突然
変異体の比較トランスクリプトーム結果を再検討したと
ころ、SHR 欠失突然変異体で ABCB14 と同じファミリーに
属する ABC 輸送体をコードする遺伝子や、ワックス生合
成に関わる 3-ketoacyl-CoA synthase 1 (KCS1)、 GDSL-
like lipase/acylhydrolase superfamily protein 遺伝子が有意に発現減少していることに気
付いた。今後、SHR、局所的クチクラ制御、局所的細胞伸長、細胞分裂軸決定の関連を調べるこ
とにより、植物における、新しい細胞制御機構のパラダイムを生み出せると考えている。 
 また、本研究目的に関連し、細胞分裂、細胞伸長に関わる遺伝子についても研究進展が見られ
たことから、成果発表を行った（Li et al. 2017, Koshimizu et al. 2018, Hashida et al. 
2020, Gu et al. 2020）。また、造精器の細胞分裂様式（Kofuji et al. 2018、Gu et al. 2022）、
顕微鏡観察法の開発（Kamada et al. 2022）に関する論文を発表した。 
 
（研究２）LAS とその制御に関わる因子の時空間制御機構 
中間研究進捗評価時に、細胞ごとに LAS、SHR、SCR の制御様式が異なっていることを予備的に報
告した。その後、（研究 1）で言及した、medial 細胞と mml 細胞に集中して観察することで、３
者の制御関係を明らかにすることができた（図３）。 
（研究３）細胞分裂軸形成の進化過程の推定 
 本研究から、LAS、SHR、SCR を含めた GRAS 転写因子は、
ヒメミカヅキモの段階では遺伝子重複によって進化してお
らず、分裂軸制御に関わっていない可能性が高いことがわ
かった。一方、ヒメツリガネゴケ、被子植物には３遺伝子
が存在することから、現生陸上植物の共通祖先で LAS、SHR、
SCR が進化した可能性が高い。さらに、３遺伝子の制御関係
はヒメツリガネゴケとシロイヌナズナで異なっており、コ
ケ植物と被子植物でそれぞれ独立に GRAS 転写因子の時空
間的発現が進化し、それぞれ独立に体制の複雑化がおきた
という我々の仮説（Banks et al. 2011 Science）を支持
している。 
 従来、コレオケーテ類で確認されていた面積最小則が、ヒメツリガネゴケの葉でも成り立って
いるという発見は、陸上植物の共通祖先で面積最小則に基づく体制が進化した可能性が高いこ
とを示している。したがって、面積最小則は陸上植物の体制進化のグランドプランの一つである
可能性が高いことが本研究でわかった。そして、シロイヌナズナ、ヒメツリガネゴケともに GRAS
転写因子が並層分裂を制御していることから、GRAS 転写因子による面積最小則を超えて細胞分
裂軸を形成する仕組みは陸上植物の共通祖先で進化した可能性が高い。 

図２ ABCB14 欠失変異体（右）は野生型
（左）に比べ、クチクラ層（赤枠）が減
少している。黄枠は細胞壁。 

図３ GRAS 転写因子による制御関係 



 本研究で、ABCB14 が細胞の局所的伸長を引き起こすことで、細胞分裂軸が制御される新しい
仕組みが発見された。本研究で示唆された GRAS 転写因子と ABCB14 の関連を証明することは今
後の課題であるが、トランスクリプトーム解析からは両者の機能に関連がある可能性は高いと
考えている。さらに、シロイヌナズナでは ABCB14 と細胞伸長との関連は研究されていないが、
共転写データベースで調べると、ABCB14 はクチクラ関連遺伝子と共発現していることがわかっ
た。このことから、今後、被子植物における ABCB14 を介した細胞局所伸長に伴う分裂軸制御機
構の研究進めることで、この仕組みが陸上植物発生進化のグランドプランであるかを検証でき
ると考えている。 
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