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研究成果の概要（和文）：植物の葉の表面には気孔と呼ばれる小さい穴が存在し、光合成におけ

る二酸化炭素の取り込む役割を果たしている。気孔は植物の生存、大気環境の維持など、我々

の生活にも大きな貢献をしている重要な器官であり、研究対象として興味がつきない。気孔は

ソラマメの形をした孔辺細胞 2個が向かい合うことによって形成される。孔辺細胞は最初は一

様な形をしているが、発達に伴いソラマメのように曲がってゆき、腹側（曲がった内側）、背側

（曲がった外側）の区別がはっきりしてくる。これに伴い、細胞壁の成分や細胞骨格も背と腹

で違いが生じる。本研究ではこのような 1個の細胞における極性（背と腹の違い）を生じさせ

るタンパク質を発見し、その仕組みの解明を行った。背と腹の違いは、受容体型キナーゼと呼

ばれるタンパク質が、まず孔辺細胞の背側の細胞膜にのみ存在することで生じることが明らか

にした。また、背側細胞膜にのみ存在するため、特別なタンパク質構造が必要であることも明

らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Stomata are small pores exist on the surface of leaf in plants.  
Stomata work for intake of carbon dioxide necessary for photosynthesis from atmosphere.  
Stomata are important organs for plant growth and maintenance of environment. They are 
also interesting research targets in plant development.  Stomata are formed by oppositely 
positioned two guard cells.  The development of guard cell starts from protodermal cell.  
During development, guard cell becomes longer and bent outside to make pore.  At this 
stage guard cell obtains dorsal-ventral polarity.  According to this polarity, cell wall 
and cytoskeleton begin to distribute to make specific cell shape.  In this study, we found 
a factor contributing polarity formation and analyzed its function.  The polarity of 
guard cell was firstly established by asymmetric localization of a receptor like kinase 
on the cell membrane of guard cell.  We also found that the specific localization pattern 
was caused by the kinase domain of the receptor like kinase. 
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１．研究開始当初の背景 

 植物の気孔を形成する孔辺細胞は現表皮
細胞—メリステモイド母細胞—メリステモイ
ドー孔辺母細胞—孔辺細胞という段階（気孔
系譜）を経て発達する。この過程は主に植物
の葉の表面でおこるため、観察が容易で、植
物細胞の発達を研究する良いモデルとなっ
ている。上記の気孔系譜において、メリステ
モイド母細胞の運命決定や孔辺母細胞から
孔辺細への発達については、関与する発現調
節因子が単離されその解析が進んでいた。一
方、発達段階の最後に孔辺母細胞が分裂して
できる孔辺細胞がそれぞれ対称的に形態構
築を行う過程、すなわち、孔辺細胞の背腹性
（極性）を制御し、それに従った形態構築を
行うための遺伝子については何も知られて
いなかった。そこで、本研究では孔辺細胞の
特殊な形づくりに働く遺伝子、特に背腹性を
制御する新たな遺伝子の解析を行うことに
した。 

 

２．研究の目的 

 植物は分裂組織の細胞が分裂し、特殊化し
て器官を構築してゆく。表皮においては現表
皮細胞から表皮細胞や孔辺細胞の分化がお
こる。この過程は植物体の表面でおこり、観
察が容易である。孔辺細胞では背腹の明確な
極性が形成されそれに従った形態構築が進
行する。そのため、極性形成の制御と形態構
築の細解析に適した細胞であることが考え
られた。本研究は、孔辺細胞の形づくりの最
初のステップである背腹極性形成を決定す
る遺伝子を新規に単離し、その働きを解明す
ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）突然変異処理を行ったシロイヌナズナ
集団を材料に用いて、顕微鏡観察により孔辺
細胞の形が異常な変異体を探した。その中に、
孔辺細胞が正常に湾曲しなかったり、前後・
左右の長さの比が異常になった変異体が見
つかった。本突然変異体について孔辺細胞の
細胞骨格の状態、孔辺細胞開閉における細胞
運動方向などの解析を行った結果、孔辺細胞
の極性制御が異常になっていると考えられ
た。次いで原因遺伝子のマッピングと探索を
行った。その結果発見された遺伝子について
発現部位、局在部位、相互作用因子の解析を
進めた。 
 
（２）取得された原因遺伝子が受容体型キナ
ーゼをコードしていたことから、信号伝達に
関与する因子として、この受容体型キナーゼ
が受容する因子（リガンド）の探索を行った。 

 
４．研究成果 
（１）孔辺細胞の極性が異常になったと考え
られた突然変異体の原因遺伝子は受容体型
キナーゼを作るためのものであった。受容体
型キナーゼは細胞膜に局在し、細胞外部から
の信号を受け取り、細胞内でタンパク質リン
酸化を行うことで情報を伝達する性質を持
つ。植物にはいくつかのタイプの受容体型キ
ナーゼが存在しているが、本突然変異の原因
遺伝子は植物で最も多く存在するタイプの
受容体型キナーゼであった。このグループに
は、植物の発達制御に関わる遺伝子が数多く
見出されており、本受容体型キナーゼも細胞
の発達を制御する働きを持つと期待された。
本受容体型キナーゼ遺伝子と GFP 緑色蛍光タ
ンパク質の融合体を植物に導入し、発現部位
と細胞内局在を調べた。その結果、本受容体
型キナーゼは孔辺細胞の前駆細胞（メリステ
モイド、孔辺母細胞）の時期にのみ発現し、
またその細胞膜に局在していることがわか
った。この局在部位は、将来の孔辺細胞の背
側に相当する領域であった。一方、孔辺母細
胞が分裂した後の分裂面（将来の孔辺細胞の
腹側）には局在することはなかった。このこ
とから、この受容体型キナーゼが将来の背側
から何らかの信号を発することで背側が決
定され、背腹極性が形成されることが示され
た。さらに、分裂面（将来の腹側）に局在し
ない仕組みとして、キナーゼ領域の構造が必
要であることもわかった。以上のことより、
この受容体型キナーゼが将来を将来の背側
にのみ局在することで、背腹極性が生み出さ
れていることが考えられ、植物細胞の形づく
りのユニークな仕組みが見えてきた。 
 
（２）原因遺伝子として受容体型キナーゼが
発見されたことから、信号の発信元である受
容因子（リガンド）についても探索を進めた。
本受容体型キナーゼと同タイプのものには、
低分子分泌タンパク質をリガンドとして発
達制御に関わっている者が多い。そこで本受
容体型キナーゼのリガンドも低分子量分泌
タンパク質であると仮定し、シロイヌナズナ
ゲノム情報より低分子分泌タンパク質遺伝
子を探索し、約 150 個についてプロモータ
ー：レポーター遺伝子を構築した。それらを
シロイヌナズナに遺伝子導入し、それぞれの
低分子分泌タンパク質遺伝子の発現部位を
解析した。本受容体型キナーゼのリガンドと
考えられる孔辺細胞前駆体で発現するもの
も含め数多くの低分子分泌タンパク質遺伝
子の発現パターンを明らかにすることがで
きた。図は低分子量分泌タンパク質 ATSP61



プロモーターを GFP に連結した遺伝子を導入
したシロイヌナズナ葉の観察結果である。孔
辺母細胞（黄色の円）が緑色の蛍光を発して
おり、ATSP61 が孔辺母細胞の段階で発現する
低分子分泌タンパク質であることがわかっ
た。 

 
（３）受容体型キナーゼは細胞内のリン酸化
部位で標的タンパク質をリン酸化すること
で信号を伝達する。そこで本受容体型キナー
ゼの標的タンパク質を探索するために、酵母
2-ハイブリッド法、共沈殿法、リン酸化タン
パク質プロテオーム解析を行った。 
 酵母2-ハイブリッド法はDNA結合ドメイン
と転写活性化ドメインにそれぞれタンパク
質を融合して同時発現させ、もしそれぞれの
タンパク質が結合すれば DNA 結合ドメインと
転写活性化ドメインが接近してレポーター
遺伝子の転写が起こる、という方法である。
本研究では受容体型キナーゼタンパク質の
キナーゼ部分をおとりに用いて相互作用す
る遺伝子の探索を行った。その結果、翻訳慎
重因子の部分配列が特異的に相互作用して
いたが、生物学的な意義のない相互作用であ
ると判断した。共沈殿実験においては、本受
容体型キナーゼと複合体を形成して共沈殿
するタンパク質がいくつか見出されたが、同
定には到らなかった。リン酸化タンパク質プ
ロテオーム解析では、野生型と突然変異体か
ら総タンパク質を抽出し、リン酸化タンパク
質アフィニティーカラムでリン酸化されて
いるタンパク質を調製した。それぞれ別種の
蛍光標識を行い、混合後に 2次元電気泳動で
分離して、タンパク質スポットの蛍光を比較
した。突然変異体で蛍光が消失しているスポ
ット、即ち突然変異体でリン酸化状態が低下
しているタンパク質がいくつか同定された
が、それらはグルタチオン Sトランスフェラ
ーゼなど、極性形成には関与しないと考えら
れるものであった。 
 
（４）上記解析に必要な植物形質転換システ
ムの開発を行った。本システムにより種々プ
ロモーター、cDNA、レポーターを自在にクロ
ーニングし、植物に導入することが可能とな
った。遺伝子破壊株や一度遺伝子導入が行わ
れている植物にさらに遺伝子導入を行うた
め、種々のマーカーのベクターシリーズを揃
えた。また分割レポーターを利用した相互作

用解析用ベクターも構築した。開発を行った
システムについての総説も出版し、普及に務
めた。 
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