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研究成果の概要（和文）： 植物の発生に関わるシグナル分子について解析を進めた。カリフラ

ワーの細胞間隙から抽出したペプチドを分離し、LTP タンパク質が茎頂分裂組織の機能維持に

関わることを見いだした。シロイヌナズナの分裂組織の形成と維持に関わるペプチドホルモン

のシグナル伝達過程に三量体 G-protein タンパク質が重要な役割を持つことを見出した。根端

メリステムの維持と成長に関与する新規硫酸化ペプチドホルモンを同定した。葉の表側領域の

細胞分化に関わる miRNA の発現制御機構の解析を進めた。さらに、顕微鏡下で一個または数個

の細胞に遺伝子発現を誘導する系や特定の細胞を不活性化させる系を開発した。     
 
研究成果の概要（英文）：In order to examine intercellular signaling systems working in 
organ formation and development, we took several approaches. We identified small LTP 
proteins in apoplastic extracts of cauliflower heads having a role of formation and 
maintenance of shoot apical meristem. Genetic approach revealed that trimeric G-protein 
is involved in the intracellular signing pathway under the peptide hormone receptors that 
regulate shoot and root meristem function. We showed novel group of tyrosine-sulfated 
glycopeptides had important roles as intercellular signals in plant development. We 
investigated action of microRNA165/166 in forming the boundary between the adaxial- and 
the abaxial-regions in developing leaves. In addition, we developed instrumental systems 
inducing specific gene(s) in a single plant cell or inactivating a single cell by use 
of laser beams.  
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１．研究開始当初の背景 

 

 多細胞からなる植物の器官の構築と発生

過程についての研究は、シロイヌナズナをモ

デル系とする分子遺伝学とイメージング技

術をはじめとする分子細胞学の解析によっ

て急速に進展し、植物の体制確立や器官の基

本構造の形成などの植物発生における重要

な過程を支配する鍵遺伝子が同定され、その

発現パターンと機能との関わりについて理

解が進んできた。しかし、細胞分裂と細胞分

化の空間的制御に関わる「位置情報」の分子

的実体とその機構の解析、例えば、葉の形成

過程において、茎頂分裂組織の周縁部で葉原

基を形成する位置（葉序）の決定機構や、葉

の表側と裏側、中央部と周辺部などの軸構造

と各領域の境界位置決定の仕組み、などは未

解決で、現時点でも国際的な競争となってい

る。私は、従来の分子生物学、分子遺伝学、

細胞生物学、生化学の解析手法を取り入れる

だけでなく、新たな研究手法の開発をともな

う必要があると考え、これらの問題に関心と

実績を持つ我が国の若手研究者によるチー

ムを組んで、この問題に切り込むことを計画

した。 

 

２．研究の目的 

 

「位置情報」の分子的実体として細胞間を移

動するペプチド分子、microRNA、植物ホルモ

ンを想定し、それぞれの分子を芽生えや茎頂

分裂組織などの組織から分離する生化学的

手法とシロイヌナズナを用いた分子遺伝学

手法、および新規に開発するバイオアッセイ

系を用いて解析する。 

 

３．研究の方法 

 

（1）ペプチド遺伝子のノックアウト株や異

所的発現株などの形質を調べ、また、化学

合成したペプチドについてバイオアッセイ

系を用いて、各ペプチド分子の機能を解析

する、（ｂ）分子生物学的な手法を用いてペ

プチド分子を分泌・修飾する細胞を同定し、

生成の機構を解析する、（ｃ）新たな翻訳後

修飾ペプチド分子の探索手法や受容体の探

索手法を開発し、その機能を解析する。 

（２）microRNA の解析。シロイヌナズナの

分裂組織や器官原基からmicroRNA を調製し、

microRNA 用のマイクロアレイ解析や塩基配

列の解析から、分裂組織で発現する分子種

を同定し、機能の発現機構を解析する。 

(３) 新規突然変異体の解析から、オーキシ

ン輸送複合体の形成の機構を解析し、新た

な細胞間シグナル分子を同定してその生成

と移動・受容について解析する。 

（４）バイオアッセイ系の開発。シグナル分

子を生成分泌する細胞・組織、移行経路、

受容細胞・組織を解析するための新規な装

置として、微光束紫外光レーザーによる細

胞破壊実験系を開発し、シロイヌナズナの

茎頂分裂組織や根端分裂組織の細胞破壊、

特に一細胞毎の破壊を試みる。同様にシグ

ナル分子を生成分泌する細胞・組織、移行

経路、受容細胞・組織を解析するための新

規な装置として、近赤外光レーザーによる

遺伝子発現誘導系の確立を目指して、熱シ

ョック遺伝子プロモーターを用いた実験系

の開発を進める。 

 

４．研究成果 

 

［研究代表者 岡田清孝］  研究目標の設

定・研究環境の整備・成果の取り纏めをおこ

なった。また、基礎生物学研究所における研

究グループを主宰し、研究分担者の立松圭と

ともに、以下の成果を得た。 

  新規活性ペプチドの同定を目的として

食用カリフラワーの花蕾表面のアポプラス

トから抽出・精製したペプチド画分を植物体

に投与した。葉や茎頂分裂組織および根の形

態に影響を及ぼす複数の活性を分離し、

LC-MS/MS およびプロテインシーケンサーに

よる同定を行った。シロイヌナズナには 16

個の LTPタンパク質相同遺伝子(AtLTPs)があ

る。AtLTP1 と AtLTP6 はシロイヌナズナ茎頂

近傍の表皮細胞で発現している。また、これ

らの遺伝子の過剰発現株をでは、外部から

LTP を投与した場合と同様に、茎頂付近で複

数の茎頂分裂組織が形成される表現型を示

した。逆に恒常的な発現抑制株では、1 枚や

3 枚の子葉を持つ個体や棒状の本葉を形成す

る個体が観察された。 
  葉の表側領域の分化制御に関わる

HD-ZIPIII 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る

miRNA165/166 の発現制御機構の解析を進め、

miR165 が機能する領域の決定には、一次転写

産物 pri-miR165aの構造が必要であることを

示した。 

  顕微鏡下で一個または数個の細胞に赤

外光レーザーを照射して遺伝子の発現を誘

導する系を開発し、根の細胞に WUS 遺伝子と

CLV3 遺伝子の発現を一過的に誘導した。WUS

遺伝子の発現誘導によって側方根冠の細胞



で過剰な分裂が誘導されることがわかった。

また、紫外光レーザーによって特定の細胞を

不活性化させる系を開発した。  

  花弁の形成が遅れ、開花時に花弁が二回

屈折する fop1 突然変異体の解析を進めた。

FOP1 遺伝子は花弁表皮で発現し、ワックスの

合成と分泌に関わる考えている。同様な花弁

屈折表現型を示す fop2 突然変異体はワック

スの分泌に関わると考えられることから、花

弁ががく片と雄しべの間をすり抜けて成長

する際に花弁表面のワックスが器官間の摩

擦低下のための潤滑剤として働いているこ

とが明確になった。 

  葉表面のトライコームは虫害への抵抗

機能があり、葉が虫害を受けるとジャスモン

酸が誘導され、トライコームの密度が増加す

ることが知られている。トライコーム形成の

表現型可塑性の機構を解析するために、ジャ

スモン酸依存的な密度増加がみられない URM

突然変異体を分離し、URM 遺伝子がジャスモ

ン酸依存的に GL3の遺伝子発現を増強させる

過程を明らかにした。 

 

［研究分担者 澤進一郎］  シロイヌナズ

ナの茎頂分裂組織の形成と維持に関わるペプ

チドホルモンと複数の受容体複合体の関わり

を解析し、細胞内へのシグナル伝達系を詳細

に調べた。 
  合成ペプチドホルモンに耐性を示す sol2

突然変異体と cli1 突然変異体の原因遺伝子

を単離・解析した。また、CLV3 ペプチドホル

モンの受容体の一つと考えられる clv2 突然

変異体のエンハンサー突然変異体 42 株を単

離した。次世代シーケンサーを利用した全ゲ

ノムシーケンスによる解析法を開発し、これ

ら全ての候補突然変異体のゲノムシーケン

スを解読し、三量体 G-protein タンパク質が

細胞内シグナル伝達に重要な役割を持つこ

とを見出した。また、CLE ペプチドの生成に

関与するペプチダーゼについて解析を進め

た。 

 

［研究分担者 松林嘉克］  植物の成長お

よび分化に関与する短鎖翻訳後修飾ペプチ

ド，特にチロシン硫酸化ペプチドの同定と機

能解析を担当した．進化的に保存されてきた

翻訳後修飾ペプチドは，成長および分化に大

きな役割を持つと予想して，チロシン硫酸化

ペプチドの選択的濃縮・検出系を確立し，全

身的な細胞増殖と細胞肥大に関与する新規

硫酸化ペプチド PSY1 を同定した．さらに，

PSY1 のチロシン硫酸化モチーフを用いて，チ

ロシン硫酸化酵素（TPST）の同定に成功した．

TPST 遺伝子破壊株の表現型の詳細な解析と

硫酸化ペプチド候補の in silico スクリーニ

ングから，根端メリステムの維持と成長に関

与する新規硫酸化ペプチドホルモン RGFの同

定にも成功した．また，一連の研究の過程で

アポプラスト局在ペプチドの nano LC-MS/MS

による微量解析系を確立し，任意のペプチド

遺伝子に由来する成熟型ペプチド構造を高

精度に解析することを可能にした．この系は，

長年の論争になっていた茎頂メリステムに

おける幹細胞群の維持に関与するペプチド

ホルモン CLV3の構造解明に大きく貢献した． 

 

［研究分担者 槻木竜二］  植物ホルモン

であるオーキシンは細胞集団の増殖と組織

化を規定するシグナル分子の１つであり、分

裂組織周辺領域の一部の細胞にオーキシン

が集中して輸送されると、その細胞が分裂し

て葉原基となり、また葉原基の先端部の細胞

にオーキシン濃度が高くなり、葉原基の軸に

沿った成長を促すことが知られている。この

過程の分子機構を解析し、オーキシンの極性

輸送の方向を規定する PINタンパク質の発現

と局在を決定する上位機構に関わる新規遺

伝子である NO VEIN を同定した。また、茎頂

分裂組織の維持や維管束形成などに関わる

CLE ペプチドホルモンと WOX ファミリーホメ

オボックス転写因子の組織特異的発現を制

御する新規遺伝子 VASCULAR HYPERPLASIA を

同定し、上位機構の解析を進めた。 
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