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研究成果の概要（和文）：本研究は，植物がどのように表皮最外層という位置情報を認識し，表皮細胞としての
同一性を確立するのかという課題の解明を目的とする。
　シロイヌナズナの表皮分化のマスター転写因子ATML1, PDF2のゼニゴケにおける相同遺伝子MpPDF2について，
ゲノム編集による変異株を作出し，機能欠損では致死，タンパク質機能領域のC末端側の弱い変異では成長に著
しい遅延が見られ，この遺伝子が必須であることを明らかにした。一方，東京大学との共同研究において，シロ
イヌナズナの表皮最外層という位置情報は転写因子ATML1が最外層に特異的なスフィンゴ脂質との相互作用によ
り活性化されることに変換される機構が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To define how the identity of epidermal cells is established in plants, 
mutants of a gene in the moss Marchantia polymorpha, MpPDF2, which is homologous to Arabidopsis 
ATML1 and PDF2 encoding key transcription factors for epidermal cell differentiation, were generated
 by genome editing strategy. The result revealed that the null mutant was lethal while the weak 
mutant allele in the C-terminal domain showed remarkably delayed growth, suggesting that MpPDF2 is 
essential for survival. Furthermore, in Arabidopsis, the positional information of the epidermis was
 found to be established through the activation of ATML1 by its interaction with outermost 
cell-specific sphingo lipids. 

研究分野： 植物発生遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の表皮は，器官どうしの融合回避や外的環境からの防御など，形態形成や生育に必須の役割を果たす。本研
究では，地上部表皮細胞がどのように分化するかの機構解明を目指し，鍵となる転写因子タンパク質の重要性，
活性化機構の一端を明らかにした。植物の発生分化，器官形態形成の分子基盤の解明において大きな進展であ
り，生命の本質の理解につながると同時に，地球環境や人類の生存を支える生き物としての植物の今後の研究に
手がかりを与えると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 高等植物の発生過程において，表皮は器官どうしの融合回避や外的環境からの防御など，形
態形成や生育に必須の役割を果たす。本研究者らは，シロイヌナズナの茎頂表皮（L1 層）に特
異的に発現する遺伝子の発見をきっかけに，表皮細胞分化の分子基盤の解明を目指した研究を
行い，L1 層に特異的な発現を示す遺伝子の上流に保存された配列「L1 ボックス」を見つけた。
L1 ボックスにはホメオドメインをもつ転写因子 PDF2, ATML1 が結合し，その二重突然変異
pdf2-1 atml1-1 は表皮細胞を欠くという表現型を示すことを明らかにして，PDF2 と ATML1 が地
上部の表皮分化に中心的な役割を果たすことを証明した。さらに，PDF2, ATML1 の完全な機能
欠損の二重変異は胚発生過程で致死になり，これらの少なくとも１つが植物の生存に必須であ
ることを報告した。一方，PDF2, ATML1 が属する HD-ZIP IV ファミリーについて，全 16遺伝子
の発現様式や変異体の包括的な解析を行い，その多くが茎頂 L1層や様々な器官の表皮で冗長的
に機能していることを明らかにした。また，このファミリーに属する HDG1, 2, 5, 12 が PDF2
と協調して花小器官の表皮で働き，小器官のアイデンティティーの決定に関与していることを
示した。本研究者らが解明した，PDF2 と ATML1 の L1 ボックス配列への結合を介した表皮に特
異的な遺伝子発現と表皮細胞の分化機構では，PDF2 と ATML1 の遺伝子発現自体が表皮に特異的
であり，PDF2 と ATML1 自身の遺伝子プロモーターにも L1 ボックスがあることから，正の自己
制御が示唆される。しかし，PDF2 や ATML1 の遺伝子発現が胚の初期発生過程で開始し，卵割に
伴って表皮 L1層に限定される仕組みは依然不明であり，表皮細胞分化の基盤がどのように確立
するかという根源的な疑問は解決されていない。 
 他方，PDF2 相同遺伝子は，明確な表皮細胞を分化しないゼニゴケ（コケ植物）にも１遺伝子
存在することが確認されているが，その解析は進んでいない。したがってその機能を明らかに
することは，維管束植物における表皮細胞の誕生，アイデンティティーの確立と維持の分子機
構の解明に，重要な手がかりを与える研究になると予想される。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，垂層分裂による細胞増殖や葉緑体の分化抑制など，維管束植物の表皮細胞に特
有の現象をもたらした分子的基盤を明らかにすることを目標として，シロイヌナズナの地上器
官表皮細胞において，表皮分化のマスター因子として機能する転写因子 ATML1, PDF2 の遺伝子
発現が茎頂 L1層に限定，維持される分子機構を明らかにする。これらの転写因子遺伝子の発現
が茎頂 L1層に限定，維持される分子機構については，正の自己制御を考慮すると，内部の細胞
における，これらの遺伝子 mRNA あるいは遺伝子産物の分解や負の制御因子による発現または機
能の抑制が想定され（下図），そのような細胞間のシグナルの違いが生じる原因は，究極的には
外的環境の影響に帰すると考えられる。こうした正の自己制御ループに基づく多細胞生物の発
生プログラムは，きわめて本質的でありながら，植物では十分検討されていない。そこで，ATML1, 
PDF2 の遺伝子 mRNA の消長，翻訳制御，タンパク質局在，他のタンパク質との相互作用につい
て，詳細な解析をすすめる。さらに，ゲノム編集技術を利用して，ゼニゴケの PDF2 相同遺伝子
破壊株を作出し，その解剖学的解析から機能解明を目指すとともに，陸上植物の表皮細胞の分
化機構の起源に関する手がかりを得る。 

 
 
３．研究の方法 
 
 研究は３年計画として，以下の２課題を並行してすすめた。 
(1) シロイヌナズナ PDF2, ATML1 遺伝子の転写及び転写後制御の解析：表皮分化のマスター転
写因子 PDF2, ATML1 の mRNA の消長，遺伝子産物と他の因子との相互作用について，胚発生過程
を中心に詳細に調べる。 
(2) ゼニゴケ PDF2 相同遺伝子の機能解析：レポーター遺伝子を用いた遺伝子発現解析と，ゲ
ノム編集による遺伝子破壊株の作出，表現型観察に基づく機能解析をすすめる。 
 
(1)シロイヌナズナ PDF2, ATML1 遺伝子の転写及び転写後制御の解析 
 PDF2 やその相同遺伝子 ATML1 の発現が胚発生過程において L1 層に限定されるためには，L1
層より内側の細胞で発現が抑えられる必要がある。考えられる機構について，検証を行う。 



① PDF2 の 3’UTR による発現制御の解析 
 PDF2, ATML1 を含むシロイヌナズナの HD-ZIP IV ファミリー全 16遺伝子のうち，10遺伝子の
3’非翻訳領域には，保存された短い共通配列が認められる(Nakamura et al. 2006)。本研究者
らは，これを HDG（ヘッジ）ボックスと名付けた。各遺伝子の 3’非翻訳領域をさらに詳しく調
べたところ，いずれの HDG ボックスにも逆向き相補配列が距離をおいて存在しており，ステム
ループ構造の２本鎖 RNA を形成することが予想された。こうした構造は，ショウジョウバエな
どの発生関連遺伝子の 3’非翻訳領域にもしばしば認められ，mRNA の分解を介した発現制御に
重要な役割を演じていることが知られる。胚の L1層より内側で HDG ボックスが分解の標的にな
る可能性が考えられることから，発現への影響をみるために，GUS レポーター遺伝子に PDF2 の
3’非翻訳領域を融合した遺伝子を，PDF2 プロモーターや構成的な CaMV35S プロモーターなど
の下流に連結したプラスミドを構築し，シロイヌナズナ植物への導入，形質転換株における発
現パターンの解析を行う。 
② PDF2, ATML1 と相互作用する因子の探索 
 PDF2, ATML1 タンパク質が，胚の L1 層より内側の細胞で核に局在せず機能できなくなるため
に，L1 層だけで発現が維持される可能性も考えられる。PDF2, ATML1 タンパク質が，胚の L1
層で他の因子との相互作用によって活性化，あるいは L1 層より内側の細胞で他の因子との相互
作用によって機能できなくなる可能性を考え，相互作用する因子を探索する。特にホメオドメ
イン C末端側の START 領域に注目し，脂質の探索をすすめる。 
 
(2) ゼニゴケ PDF2 相同遺伝子の機能解析 
 ゼニゴケゲノム上に１つだけ存在する PDF2 相同遺伝子について，そのプロモーターに GUS
レポーター遺伝子をつないだ融合遺伝子を構築し，遺伝子発現解析をすすめるとともに，ゲノ
ム編集による遺伝子破壊株の作出とその解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)シロイヌナズナ PDF2, ATML1 遺伝子の転写及び転写後制御の解析 
①シロイヌナズナの HD-ZIP IV ファミリーに属する 10遺伝子の 3’非翻訳領域に保存された短
い共通配列 HDG ボックスの機能については，GUS レポーター遺伝子に PDF2 の 3’非翻訳領域を
融合した遺伝子を構築し，シロイヌナズナへの導入，形質転換株の作出，解析を進めた結果，
GUS の発現様式や mRNA の安定性に影響は認められなかった。その配列の存在意義に関する手が
かりは未だ得られていないが，ゼニゴケの相同遺伝子にも保存されていることから，さらに
mRNA の消長について詳しい解析を継続する。 
②東京大学（阿部光知准教授）との共同研究において，シロイヌナズナの表皮最外層という位
置情報の伝達経路は，マスター転写因子 ATML1 および PDF2 の転写時の制御というよりも翻訳後
のタンパク質活性化／不活性化制御に作用点を持つということ，その制御にはスフィンゴ脂質
との相互作用が必要であるということが強く示唆される結果を得た。すなわち，最外層という
位置情報が最外層に特異的なスフィンゴ脂質によってマスター転写因子に伝えられた後，マス
ター転写因子が活性化することで内側の細胞ではなく最外層の細胞群のみが表皮細胞分化を起
こすというしくみが明らかになった。 
 
(2) ゼニゴケ PDF2 相同遺伝子の機能解析 
 シロイヌナズナの表皮細胞分化のマスター転写因子 ATML1, PDF2 のゼニゴケにおける相同遺
伝子 MpPDF2 について，ゲノム編集による変異株の作出を試みてきたが，中央の機能領域（ホメ
オドメイン，START ドメイン）を編集の標的とした変異株は全く得られず，致死になることが
推定された。タンパク質の機能領域のさらに C末端側と mRNA の 3’非翻訳領域を標的とした編
集のための形質転換株の作出を追加し，選抜した結果，成長に著しい遅延の見られる形質転換
株が得られた。MpPDF2 プロモーターにレポーターをつないだ融合遺伝子をゼニゴケに導入し，
発現解析を行った結果，MpPDF2 は細胞分裂の盛んな領域で発現していることが推定された。 
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