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研究成果の概要（和文）：多細胞生物が、特定の場所に決まった細胞を分化させるためには、遺伝子発現を決める転写
因子が重要な役割を持つ。しかしながら、植物において、細胞の運命を決めるマスター転写因子の正体や、マスター転
写因子の生産・活性を特定の細胞に限定するメカニズムは、ほとんど分かっていない。我々はシロイヌナズナのATML1
が、地上部の表皮分化を正に制御するマスター転写因子としてはたらくことを初めて示した。さらに、ATML1の発現を
最外層の細胞に限定するメカニズムを解明するために、新しいツールの開発をおこなった。

研究成果の概要（英文）：Cell-type specific transcription factors play key roles in determining cell fate 
through the regulation of gene expression. However, molecular mechanisms regulating the cell-type 
dependent activity of transcriptional factors are largely unknown. Our studies showed that ATML1 
functions as a master transcriptional regulator for shoot epidermal cell fate in Arabidopsis thaliana. We 
developed new tools to identify key components that restrict ATML1 expression to the outermost cell 
layer.

研究分野： 植物発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
多細胞生物の発生では、正確な位置に特定の
性質・遺伝子発現を示す細胞が分化する必要
がある。そのため、細胞はモルフォゲンの勾
配などの「位置情報」を利用して、自分自身
の位置を認識している。特に植物の発生では、
細胞系譜よりも個体内での最終的な細胞の
「位置」が細胞運命の決定に重要であること
が分かっている（van den Berg et al, 1995）。
しかしながら、植物の位置情報伝達に関わる
遺伝子はあまり知られていない。これには二
つの理由が考えられる。まず、植物には機能
的に重複した遺伝子が多いため、単一遺伝子
の変異では表現型が表れない可能性がある。
また、位置情報が異常な変異体は胚致死とな
る可能性が高いが、芽生えの表現型に注目し
た変異体スクリーニングに比べて、ハウスキ
ーピング遺伝子の変異体と区別し難く、表現
型の解釈が難しい胚致死性変異体のスクリ
ーニングは避けられてきた。 
 ATML1 は胚の表面に位置する細胞で発現し、
そのホモログ PDF2 とともに表皮形成を制御
すると考えられている（Abe et al, 2003）。
ATML1は細胞のidentityが決まる以前の胚発
生初期から胚の最外層で発現するため、位置
情報によって直接その発現が制御されてい
る可能性が高い(Lu et al, 1996)。これまで
に我々は、ATML1 の表皮特異的発現に充分な
101 bp と 300 bp の二つのシス領域を明らか
にしている（Takada and Jürgens, 2007）。
酵母のone-hybridスクリ－ニングによって、
101 bp の領域には ATML1 や PDF2 などの
HD-ZIP class IV 転写因子が結合することが
分かった。これら HD-ZIP class IV 遺伝子の
プロモーターには自身の結合配列（L1 box）
が存在するため、正のフィードバックによる
発現制御が示唆されている（Abe et al, 2001; 
Abe et al, 2003）。一方、300 bp の領域に
は HD-ZIP class IV 以外の転写因子が結合す
ることが分かった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、表皮分化を決める位置情報
伝達経路を理解することである。そのために、
ATML1 の転写制御領域に結合する転写因子の
解析をおこなう。さらに、新しい逆遺伝学的
な手法を開発することで、ATML1 の発現を最
外層に限定する因子のスクリーニングを可
能にする。また、ATML1 転写因子が表皮特異
的な遺伝子発現や表皮分化に与える影響を
調べることで、表皮分化を決める転写制御機
構の一端を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1）表皮特異的な遺伝子発現を決める転写因
子の機能解析 
atml1;pdf2 二重変異体が表皮を欠く葉を作
ることから、ATML1と PDF2の少なくともどち
らかが表皮分化に必要であることは既に報
告されていた（Abe et al, 2003）。しかしな

がら、gain-of-function 実験の報告はなく、
ATML1 の発現が表皮分化に十分であるかにつ
いては分かっていなかった。そこで、
estradiol 誘導系を用いて ATML1 を胚または
芽生え全体で過剰発現し、ATML1 が表皮以外
の細胞に表皮細胞の運命を与えられるかど
うかを調べる。また、ATML1 を転写抑制配列
である SRDX と融合させ、発芽後の芽生え全
体で発現誘導することで、ATML1 の標的遺伝
子の発現を発芽後に抑制する実験もおこな
う。この実験により、ATML1 が表皮運命の決
定だけでなく、分化の維持にも必要かどうか
を検証する。 
 
(2）表皮特異的な遺伝子発現を決める転写メ
カニズムの解明 
① L1 box を介した正のフィードバック制御
の役割 
L1 boxは表皮特異的に発現する多くの遺伝子
のプロモーターに存在する配列であるが、そ
の役割は十分には分かっていない。そこで、
ATML1が表皮特異的な遺伝子の L1 box に局在
するかどうかをクロマチン免疫沈降法によ
って確かめる。さらに、L1 box を持つ遺伝子
の発現が、ATML1 の過剰発現体で上昇し、
atml1;pdf2 変異体で減少するかどうかを調
べる。 
 
② L1 box を介さない制御 
300 bp の領域に結合する転写因子が ATML1の
発現を決めている可能性を検証するために、
酵母の one-hybrid スクリ－ニングで見つか
った転写因子の結合配列に変異を導入し、遺
伝子発現パターンに与える影響を調べる。 
 
③ ATML1 転写因子の活性が位置依存的に調
節されている可能性の検証 
ATML1 が自身の発現に与える影響を調べるこ
とで、ATML1 の転写活性の細胞タイプまたは
位置依存性も明らかにする。そのため、ATML1
を胚または芽生え全体で発現させ、内側の細
胞でも ATML1のプロモーター活性が誘導され
るかを調べる。 
 
(3）位置情報を与える遺伝子を単離するため
のツールの開発 
① 位置依存的な転写因子の活性変化を可視
化するレポーター系統の確立 
転写因子と LexA の DNA 結合部位の融合タン
パク質を、二成分系を用いて胚全体の細胞で
作らせる。そして、LexA 結合配列の下流に
GFP をつないだレポーターを用いて、転写因
子の活性が細胞タイプまたは位置依存的に
調節されているかを調べる。 
 
② 胚で複数の細胞運命を同時に可視化する
形質転換体の確立 
胚致死性変異体の中で、ハウスキーピング遺
伝子の変異体でなく、初期胚から表現型が異
常となるものは、位置情報伝達が乱れている



可能性がある。そこで、複数の細胞運命を同
時に可視化することで確実に細胞運命が異
常となった胚致死変異体を選別する。そのた
めのレポーター系統を確立する。 
 
４．研究成果 
(1) ATML1 は表皮分化のマスター制御因子と
してはたらく 
① ATML1 は表皮以外の細胞に表皮の細胞運
命を与える 
ATML1 が細胞運命に与える影響を調べるため
に、芽生え全体で ATML1を発現させる実験を
おこなった。ATML1 の過剰発現は胚致死にな
ることが予測されたため、estradiol 転写誘
導系を利用した。芽生え全体で ATML1を過剰
発現したところ、子葉の内層でもATML1やFDH
などの表皮特異的な遺伝子の発現が検出さ
れた。また、L1 box を持つ多くの遺伝子の
mRNA 量が増加していることも分かった。葉の
内側の細胞を観察したところ、本来葉肉細胞
が作られる場所に、気孔や毛状突起など、表
皮で特徴的に見られる構造が作られていた
（図 1）。一方、atml1;pdf2変異体では、L1 box
を持つ複数の遺伝子の発現が低下していた。
これらの結果は、ATML1 が表皮分化を正に制
御するマスター遺伝子としてはたらくこと
を示唆している。 
 
② ATML1 は表皮特異的な遺伝子のプロモー
ターに局在する 
クロマチン免疫沈降実験の結果、ATML1 は、
L1 boxを含む複数のプロモーター領域に局在
することが分かった。このことから、ATML1
が表皮特異的な遺伝子の発現を直接制御し
ていることが示された。 
 
③ ATML1は葉肉細胞の分化を抑制する 
atml1;pdf2二重変異体の葉は表皮を欠き、葉
肉細胞が露出している（Abe et al, 2003）。
表面に作られた葉肉細胞も表皮マーカー遺
伝子を発現することから、atml1;pdf2 では、
表皮として発生した細胞が、部分的に葉肉細
胞へと分化転換した可能性がある。また、
ATML1 を葉全体で発現させたところ、内側の
葉肉細胞の分化や、葉肉細胞マーカー遺伝子
の発現が抑制され、透明の細胞からなる葉が
作られた（図 1）。これらの結果から、ATML1
や PDF2 が葉肉細胞の分化を抑制しているこ
とが示唆された。 
 
④ ATML1 またはその下流遺伝子は表皮分化
の維持にも重要である 
atml1;pdf2 の強いアリルは胚致死になるた
め、発芽後の ATML1 や PDF2 の機能を調べる
のは困難である（San-Bento et al, 2014; 
Ogawa et al, 2015）。そこで、ATML1 を転写
抑制配列である SRDX と融合させ、発芽後の
芽生え全体で発現誘導した。その結果、
ATML1-SRDXを発現する植物では、子葉や本葉
の表皮が脱分化し、表皮特異的な遺伝子の発

現も低下することが分かった。このことから、
ATML1 またはその下流遺伝子の働きが、表皮
分化の決定だけでなく、維持にも重要である
ことが示された。 

図 1 ATML1過剰発現体の表現型 
ATML1 を葉全体で発現させると、緑色の葉肉
細胞が減少し、内側の組織にも気孔が作られ
た。 
 
(2) 表皮の identity と「表面」の位置が垂
層分裂に必要である 
植物の表皮細胞は規則的な垂層分裂をする
傾向が強い。しかしながら、表皮細胞の分裂
面を決めるメカニズムは分かっていない。
ATML1-SRDX を発現する表皮では規則的な垂
層分裂パターンが乱れることから、ATML1 や
その下流遺伝子は規則的な垂層分裂に必要
であることが分かる。一方、内層で ATML1を
過剰発現させてできた気孔で、一対の孔辺細
胞を分ける細胞壁の角度（孔辺母細胞の分裂
面の角度）を調べたところ、器官の表面に対
して垂直な方向に分裂する傾向は見られな
かった。しかし、L2 層に出来た気孔や、葉肉
の空隙に面する気孔は、「表面」に対して垂
直な方向に分裂していた（図 2）。これらのこ
とから、表皮の identity を持ち、「表面」近
くに位置することが、表皮細胞の規則的な垂
層分裂に必要であることが示唆された。 

 
図 2 ATML1の過剰発現により、葉の内側の細
胞にできた気孔の分裂面 
表皮の identity と、表面近くに位置するこ
とが表皮細胞の垂層分裂に必要であること
が示唆された。 
 
  
 



(3)ATML1 は転写後調節を受けている可能性
がある 
芽生えや胚全体で ATML1 を誘導したところ、
表皮以外の内側の細胞層でもATML1が転写因
子として機能できることが分かった。一方、
ATML1 のはたらきが弱い細胞も観察された。
これらのことは、ATML1 が細胞タイプまたは
位置に応じて異なる転写後制御を受けてい
る可能性を示唆する。 
 
(4)ATML1 プロモーターに作用する転写因子
の解析 
300 bpの領域で見つかった二つの転写因子結
合配列に変異を導入したが、表皮特異的な発
現パターンには影響がなかった。このことか
ら、他の未知転写因子が 300 bp 領域を介し
た転写制御に関わっていることが示唆され
た。 
 
(5)位置情報を与える因子を同定するための
ツールの開発 
① 位置依存的な転写活性を検出するツール
の開発 
GAL4/UAS二成分系を用いて、転写因子とLexA
の DNA結合部位の融合タンパク質を胚全体の
細胞で作る形質転換体を作製した。胚全体の
細胞で転写が誘導されていることは、UAS 下
流につないだ RFPの発現で確認した。さらに、
LexA結合配列の下流にGFPをつないだレポー
ターを作製し、上記の系統に導入することで、
転写因子の活性を可視化した。植物ホルモン
応答性の転写因子を使用したところ、その植
物ホルモンの濃度が高いと言われている細
胞で、強い GFP 蛍光が観察された。 
 
② 胚で複数の細胞運命を同時に可視化する
マーカーラインの確立 
異なる蛍光タンパク質を用いて、胚の最外層、
内層、胚柄を同時に可視化する形質転換体を
作製した。この形質転換体では、一つの T-DNA
内に三つのレポーター遺伝子が含まれてい
るので、掛け合わせによって特定のマーカー
だけが分離する心配がない。この形質転換体
を用いて、現在までに、約 50 の胚致死変異
体について細胞運命の変化を調べ、表皮運命
が異常となる候補変異体について詳細な解
析をしているところである。 
 
(6)まとめと今後の展望 
本研究により、ATML1 が地上部の表皮運命の
指定と維持に関わるマスター転写因子の一
つであることが明らかになった。また、過剰
発現体で葉の内側の組織で作られた気孔（孔
辺母細胞）の分裂面を詳細に解析することで、
表皮細胞固有の分裂特性が明らかになった。
今後は過剰発現の系を利用することで、表皮
分化に必要な標的遺伝子の網羅的な同定・解
析をおこないたい。特に、表皮の垂層分裂面
を決定する因子を明らかにしたい。 
また、ATML1 の活性は、転写だけでなく、転

写後調節によっても制御されている可能性
が示唆された。今後は、ATML1 の細胞タイプ
依存的な転写後調節と、下流遺伝子の発現調
節との関係を明らかにしたい。さらに、開発
したツールを用いて、ATML1 の発現パターン
や活性を決める因子を同定することで、表皮
分化を決定する位置情報の正体を明らかに
したい。 
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