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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、維管束幹細胞を題材に、細胞運命の時空間的な制御機構を明らかに
することを目的とした。まず、維管束分化誘導系VISUALを用いた深部イメージングから葉の向背軸情報が幹細胞
の木部・篩部細胞分化運命の決定に重要であることを見出した（Nurani et al., 2020, PCP)。また、遺伝学ス
クリーニングにより幹細胞分化を促進する新たな遺伝子を２個同定することに成功し、そのうち１つは概日周期
に関わるものであった。このように、本研究を通して時空間の情報が幹細胞の分化運命を制御している可能性が
示唆され、またそれに関わる因子を単離することができた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to reveal spatio-temporal regulation of vascular 
stem cells. Based on deep-tissue imaging in a tissue culture system VISUAL, we found out that 
adaxial-abaxial polarity of the leaf is important for specifying xylem or phloem cell fates (Nurani 
et al., 2020, PCP). On the other hand, genetic screen identified two novel genes that promote 
vascular stem cell differentiation in VISUAL. Interestingly, one of them encoded a circadian 
clock-related protein. These results suggest the potential role of spatial and temporal information 
in vascular stem cell fate determination. Moreover, we found factors involved in this process, which
 will lead  to further understanding of plant multi-potent stem cells.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： 幹細胞　細胞運命　時空間制御　維管束

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、維管束幹細胞の運命決定制御機構の解析をおこない、位置情報と時間情報の重要性を明らかに
することができた。実際に、位置情報に関わるあるホルモンの量をコントロールすることで維管束幹細胞の運命
を操作することができるようになった。このように、幹細胞制御に関する知見が広がり研究が進展していくこと
で、今後、維管束を構成する様々な機能細胞を自在に創出することができるようになると期待される。

※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 
幹細胞の分化運命は、ボールが谷を転がるように、ゆらぎを伴いながら、最終的に１つの運命

へと収束していく。特に、植物の幹細胞は、動物幹細胞とは違い、移動性をもたないため、運命
決定の局面で、時間情報や空間情報を統合したより厳密な制御機構を発達させてきたと考えら
える。植物では、近年、コルメラ幹細胞や気孔系譜のメリステモイドなどを中心とし、幹細胞の
コミットメントに関わる制御因子が多数同定されてきている。しかしながら、複数種の分化細胞
を生み出す多能性幹細胞の運命制御メカニズムに関してほとんど分かっていない。多能性幹細
胞である維管束幹細胞は、自己増殖で自身を維持すると同時に、物質の輸送を担う木部細胞と篩
部細胞をそれぞれ異なる場所に作り出すため、時空間的な情報を反映した厳密な制御機構が存
在すると考えられる。近年、申請者らは、維管束幹細胞の維持機構の分子メカニズムを解明し、
これをヒントにしてモデル植物シロイヌナズナにおいて維管束分化誘導システムを構築するこ
とに成功した。この分化誘導システム VISUAL では、葉に大量の維管束幹細胞を誘導した後、
木部細胞または篩部細胞へと多方向に分化転換させることができるため、維管束発生を経時的
にかつシンプルに解析できるという利点をもつ。更には、様々な変異体やレポーターマーカーを
導入した形質転換植物を直接利用できることから、維管束幹細胞にフォーカスをあてた分化運
命決定機構の分子遺伝学的アプローチが新たに可能となってきた。 
 
２．研究の目的 
幹細胞は、多様な機能的細胞を生み出し、生き物の複雑な形づくりに大きな貢献を果たしてい

る。これら発生の過程において、動くことのできる動物幹細胞とは異なり、移動能をもたない植
物幹細胞は、適切な位置に・適切な機能的細胞を作りだす必要がある。植物の維管束幹細胞は、
自らを自己複製で維持すると同時に、木部細胞・篩部細胞という異なる機能的細胞へと分化する
ことから、極めて多様な制御のもと厳密に運命が決められると考えられる。本研究では、維管束
幹細胞を人為的に誘導できる独自の分化誘導系 VISUAL を用いて、新たな観点から時空間情報
に依存した植物多能性幹細胞の運命決定機構を明らかにし、多様な機能的細胞の自由自在な創
出を目指す。 
 
３．研究の方法 
 維管束幹細胞の分化運命がどのように厳密に決められるか、その分子機構を明らかにするため、
維管束幹細胞から同調的に木部・篩部細胞への分化を誘導できるシロイヌナズナ維管束分化誘
導系 VISUAL を最大限に活用する。この分化系に対して、(１)いつ、(２)どこで、(３)どのよう
に、という３つの観点から幹細胞の運命決定機構の研究を進めた。 
(１)「いつ」：時間情報に依存した分化運命制御 
VISUAL 分化誘導時における経時トランスクリプトームや変異体背景での RNA-Seq データを用い
て、共発現ネットワークを作成し、それぞれ木部・篩部・形成層に関連した遺伝子の抽出を目指
した。それらの遺伝子に対してプロモーターLUC レポーターラインを作出し、発光顕微鏡を用い
たプロモーター活性の時空間発現イメージング解析をおこなった。 
(２)「どこで」：空間情報に依存した分化運命制御 
位置情報に関して葉の表裏の極性に着目をして、VISUAL における分化運命の違いについてイメ
ージング解析をおこなった。またレーザーキャプチャーマイクロダイセクションにより葉の表・
裏側に分けて分取し、SMART-Seq による微小組織トランスクリプトーム解析をおこなった。 
(３)「どのように」：幹細胞運命が統合的に制御されるのか 
維管束幹細胞の分化において、BES1 転写因子が重要な働きを持つことが知られている。シロイ
ヌナズナには BES1 ファミリー遺伝子が６つ存在することが知られており、多重変異体を作出し、
その機能を詳細に調べることにした。また、bes1 変異体では木部・篩部分化が抑制されるが、
この変異体に EMS 変異原処理をおこない分化の表現型が回復するような抑圧変異体を探索した。 
これら３つのアプローチから最終的に得られた結果を、in vivo 維管束発生へと戻して考える

ことで、維管束幹細胞の多能性の本質にせまった。 
 
４．研究成果 
 VISUAL を用いたケミカルスクリーニング解析から、木部道管の二次細胞壁を蛍光染色できる
化合物 BF-170 を単離した。この BF-170 と組織透明化の手法を組み合わせて、VISUAL 誘導をか
けたサンプルの深部イメージングをおこなったところ、子葉の表と裏側で道管細胞の分化率が
異なり、道管分化は表側に顕著であることが明らかとなった。篩管細胞の分化率の違いについて
も確かめるため、篩部蛍光マーカーを用いて同様に深部イメージングをおこなったところ、道管



細胞とは逆に篩管細胞の分化は主に裏側
で起こっていることが明らかとなった
（図１）。この結果から、葉の向背軸情報
が維管束幹細胞の運命決定に関与してい
る可能性が示唆された。更に、背軸側の極
性に関与する遺伝子群の変異体を用いた
遺伝学解析から、YABBY3 が道管分化の抑
制と篩管分化の促進に働いている可能性
が見出された（Nurani et al., 2020）。そ
こで、位置情報と細胞運命の関係をより
詳細に調べるため、VISUAL 分化誘導途中
のサンプルをレーザーキャプチャーマイ
クロダイセクションにより表・裏側に分
けて分取し、SMART-seq による微小組織ト
ランスクリプトーム解析をおこなった。
その結果、ある植物ホルモンに関わる因子が裏側にのみ発現することが明らかとなり、位置情報
と植物ホルモンとの関連性が示唆された。これらの成果は研究計画・方法（２）の成果に対応す
る。実際にこのホルモン量を操作することで、維管束幹細胞の運命を篩管細胞から道管細胞へと
変化させることができるようになり、当初の研究目標にかかげた幹細胞運命の自在な運命操作
を達成することができた。 
 一方で、VISUAL において維管束幹細胞の分化がおこらなくなる bes1 変異体に関して、そのホ
モログとの多重変異体の作製をおこない、機能解析を試みた。BES1 と最もアミノ酸類似性の高
い BZR1 との二重変異体を作出すると、幹細胞分化抑制の表現型が亢進された。このことからフ
ァミリー間での遺伝子機能冗長性の可能性が示唆された(Saito et al., 2019, PCP)。しかしな
がら、更に解析を進めていくと、BES1 ホモログの中で、表現型として逆の作用を示す遺伝子が
見つかった。この遺伝子は、他のホモログと比べて転写因子としての機能が弱いことがわかり、
過剰発現などの実験から間接的に他の因子の機能阻害をしていることが明らかとなった。実際
にこの弱いタイプの遺伝子を欠損した変異体では、維管束サイズにおおきなばらつきがみられ
た。また数理モデリングからも、遺伝子ファミリーの中で活性が弱いタイプが存在することで、
アウトプットの遺伝子発現量のばらつきが抑えられることが示された。これらのことは、VISUAL
の遺伝学解析から見つかった因子が、ロバストな幹細胞の制御に関与していることを意味して
いる。同様に、bes1 変異体の表現型を抑圧する変異体を順遺伝学的に探索し、幹細胞分化を促
進する遺伝子を新たに２つ同定した。そのうち１つは植物ホルモン関連因子であり、もう１つは
概日時計制御に関わるものであった。これらの成果は研究計画・方法（３）の成果に対応する。 
 遺伝学で単離された変異体を調べていくと概日リズムの周期に異常をきたすことが明らかと
なった。このことは、木部・篩部細胞の運命に関わるかはまだわからないが、幹細胞の分化に時
間情報が関与する可能性が示唆された。一方で、時系列トランスクリプトームや変異体背景での
RNA-Seq データを組み合わせ、維管束関連遺伝子の共発現ネットワークを作成し、形成層細胞で
発現する遺伝子群の特定に成功した。これら遺伝子のいくつかに関して、プロモーターLUC レポ
ーターラインを作成し、開発した発光顕微鏡を用いて
分化誘導過程におけるプロモーター活性の時空間的変
動の可視化をおこなった。全体の傾向として葉全体に
広がっていくパターンが多くみられが、ある遺伝子の
プロモーター活性において約６時間間隔の周期的な振
動が観察された（図２）。これらの成果は研究計画・方
法（１）の成果に対応する。まだ細胞運命決定におけ
る発現オシレーションの意義や概日リズムとの関連性
は明らかとなっていないが、今後、単離された遺伝子
を突破口に、時間情報と幹細胞分化の関係を明らかに
できることが期待される。 
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