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研究成果の概要（和文）：高等植物のモデル植物であるシロイヌナズナの根毛形成を誘導する
CPC遺伝子と、似た配列を持つ４つの遺伝子（TRY, ETC1, ETC2, CPL3遺伝子）の機能解析を行
った。細胞間移行できる CPCや、タンパク質分解の早い TRYや ETC2と他の遺伝子の配列をそれ
ぞれ比較することにより、細胞間移行に関わるアミノ酸配列や、タンパク質分解を制御する可
能性のあるアミノ酸配列を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To understand the mechanism of root hair differentiation, I 
analyzed CPC and four CPC-homologous genes (TRY, ETC1, ETC2, and CPL3). The amino 
acids that contribute to CPC cell-to-cell movement and the amino acid motif that 
controls the degradation of proteins were clarified by analyzing the transgenic 
plants which have the chimera genes among CPC and CPC-homologous genes. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞分化は、植物の形態形成において重要な
ステップであり、細胞分化の過程には数多く
の転写因子が関与している。シロイヌナズナ
（Arabidopsis thaliana）の表皮細胞分化を
制御する転写因子については、根毛やトライ
コーム等をターゲットにした研究がいくつ
かの研究グループにより進められてきた。根
毛は根の表皮細胞が外側に向かって突出し
た器官であり、トライコームは葉の表皮細胞
が突出した器官である。 
 Michigan大学の John Schiefelbein教授ら

が WER 遺伝子を中心とした根毛の研究を、
Minnesota 大学の David Marks 博士らが
GL1(GLABRA1) 遺伝子を中心としたトライコ
ームの研究を、Koln 大学の Hulskamp 教授ら
が TRY(TRIPTYCHON)遺伝子を中心としたトラ
イコームの分化の研究をおこなってきた。根
毛の分化を正に制御する唯一の因子として、
和田らが CPCを発見し、その特異な細胞間移
行機構についても明らかにした（Wada et 
al.,Science 1997; Wada et al.,Development 
2002）。CPCは R3タイプの Myb遺伝子であり、
シロイヌナズナのゲノム上に４つのホモロ
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グ が 存 在 し て い る （ TRY, ETC1, ETC2, 
At4g01060）。これらの CPCホモログの突然変
異体には cpc突然変異体のような根毛の減尐
する顕著な表現型はみられないが、根毛形成
において CPCとリダンダントな機能を持つこ
とが明らかにされている（Schellmann et 
al.,Embo J 2002; Kirik et ak.,Dev Biol 
2004;  Kirik et ak.,Plant Mol Biol 2004; 
Esch et al.,Plant J 2004; Tominaga et al., 
unpublished data）。研究代表者は、R3 タイ
プの小さな Myb である CPC Like Myb ファミ
リーが、R2R3タイプの Mybである WER から進
化の過程でできたことを明らかにした
（Tominaga et al., Plant cell 2007）。ま
た CPC Like Myb ファミリーのメンバーのう
ち At4g01060（CPL3遺伝子と命名）が、他の
ホモログと異なり、植物体の大きさや開花時
期の制御にも強く関与していることを示唆
す る デ ー タ を 得 た （ Tominaga et al., 
Development 2008）。研究代表者は、以上の
ような研究開始当初の背景の下、CPC Like 
Myb ファミリーによる表皮細胞分化の制御
機構の解明を目指して研究を行った。 
 
２．研究の目的 

(1), CPC特異的な細胞間移行の機能について、
移行しない他のホモログとの比較により詳
細な解析を行う。 
○1 、CPC の細胞間移行の研究で明らかになっ
た細胞間移行に必要な N末端の９アミノ酸か
ら成る細胞間移行モチーフを CPC Like Myb
に付加し、移行能が獲得されるかどうかを検
証する。 
○2 、アミノ酸置換により、細胞間移行に必須
な残基を詳細に調べ、確定する。 
 
(2),TRY と ETC２の分解について明らかにす
る。 
○1 、どのような機構による分解であるかを明
らかにする。 
○2 、TRYと ETC2にとって、分解されやすいこ
とがどのような意味を持つのか明らか  
にする。 
 

３．研究の方法 

(1),細胞間移行モチーフの解析 
○1 、倉田らにより決定された CPCの細胞間移
行モチーフ（Kurata et al., Development 
2005）を TRY, ETC1, ETC2, CPL3の N末端に
付加したコンストラクトを作成し、シロイヌ
ナズナに形質転換する。T3植物にて、それぞ
れのホモのラインを確立する。これらの形質
転換体の表現型についても詳細に観察する。 
○2 、CPC の細胞間移行モチーフである９アミ
ノ酸を１つずつ置換し ETC1 に付加した形質
転換体シリーズを作出する。 
 

(2),TRY, ETC2の分解機構の解析 
○1 、TRY, ETC2 タンパク質の根での早い分解
が、ユビキチン化を経由したプロテアソーム
による分解なのか、エンドサイトーシスやリ
ソゾームでの分化によるものかを明らかに
するために様々な阻害剤による実験を行う。
ER からゴルジへの輸送阻害剤である BFA
（ Kong et al.,Plant J 2006; Takano et 
al.,PNAS 2005）、プロテアーゼ阻害剤である
E-64d（Inoue et al., Plant Cell Physiol 
2006）プロテアソーム阻害剤である MG132, 
MG115等を加えた培地で CPC::TRY:GFPまたは
CPC::ETC2:GFP 形質転換体を育て、融合タン
パク質の分解が抑えられるかどうかを調べ
る。 
○2 、TRY及び ETC2の長い C末端配列がタンパ
ク質分解シグナルである PEST 配列と関係す
るかどうか等検討する。 
○3 、TRY 及び ETC2 の長い C 末端アミノ酸を
CPCや ETC1の C末端に付加した形質転換体の
観察により、これらの配列の分解への関与を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1),CPCの細胞間移行機構の解析 
倉田らによる CPCの細胞間移行モチーフ９ア
ミノ酸（Kurata et al., Development 2005）
を ETC1 の N 末端に付加したコンストラクト
を作成し、シロイヌナズナに形質転換した。
この、CPC::S1:ETC1:GFP形質転換体の GFP蛍
光を観察したところ、細胞間移行機能は付加
されていないことが明らかになった（図１）。

この結果から、CPCの細胞間移行
に必要とされる９アミノ酸だけでは、ETC1の
移行には不十分であることが示唆された。 
 
(2),TRY, ETC2の分解機構の解析 
○1 、TRY, ETC2 タンパク質の根での早い分解
が、ユビキチン化を経由したプロテアソーム
による分解なのか、エンドサイトーシスやリ
ソゾームでの分化によるものかを明らかに
するために様々な阻害剤による実験を行っ
た。 
 TRY, ETC2 タンパク質の根での分解につい
て、ERからゴルジへの輸送阻害剤である BFA、
プロテアーゼ阻害剤である E-64dプロテアソ
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ーム阻害剤である MG132, MG115 等を加えた
培地で CPC::TRY:GFP または CPC::ETC2:GFP
形質転換体を育て、融合タンパク質の分解が
抑えられるかどうかを調べた。その結果、ど
の阻害剤によっても分解の抑制は観察され
なかった。これらのことから、TRY,ETC2の分
解はプロテアーゼやプロテアソームには依
存しないものである可能性が考えられた。  
○2 、TRY 及び ETC2 の長い C 末端アミノ酸を
CPCや ETC1の C末端に付加した形質転換体の
観察により、これらの配列の分解への関与に
ついて解析した。  
 CPCプロモーターの下流に、ETC1 遺伝子と
TRY 遺伝子の C 末端部位（約２０アミノ酸に
相当）を並列に繋いだコンストラクトを作成
し、シロイヌナズナの cpc-2突然変異体に形
質転換した。カナマイシン耐性により選抜し
た形質転換体 T3 世代のうち、ホモラインに
ついて根の表現型を観察した。その結果、根
毛数が野生型（col）に比べてかなり増加し
ていることを明らかにした（図２）。 
 また、CPC プロモーターの下流に、TRY 遺
伝子の C末端部位（約２０アミノ酸に相当）
を取り除いた配列を繋いだコンストラクト
をシロイヌナズナの cpc-2突然変異体に形質
転換し、カナマイシン耐性により選抜した。
形質転換体 T3 世代のうち、ホモラインにつ
いて根の表現型を観察した。その結果、C 末
端部位を除いた TRYタンパク質にも、強い根
毛形成促進作用があることを明らかにした

（図３）。 
 
 以上のように、TRY の C 末端配列に、期待
したような根毛形成阻害作用見られなかっ
たが、TRY の機能やタンパク質の寿命に影響
していることを示唆するデータを得た。今後
はさらに、改変した ETC1 タンパク質の安定
性を他の CPC-like MYB 形質転換体表現型と
の比較や GFPの蛍光局在の観察により検討す
る必要があると考える。CPC::TRY-C in cpc-2
についても、根毛形成促進機能を持つ事が今
回の表現型の観察により確認できたが、詳細
な改変 TRYタンパク質の機能について、さら
に GFPの局在を調べる等の解析が必要である
と考える。 
 将来的にはこれらの結果を、根毛数の増加
や形態変化により作物の収量増加に役立て
たい。 
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