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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物ホルモンであるオーキシンが細胞周期制御因子の発

現調節に果たす役割について検討した。その結果、細胞周期の中心的な制御因子であるサイク

リン依存性キナーゼ（CDK）のうち、G2/M 期の進行に重要な役割を持つ CDKB2 の蓄積が、

オーキシンシグナルの下流において、転写レベルでの制御に加え、タンパク質分解および安定

性の制御によって調節される可能性を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, expression analyses of cell cycle regulators were performed to 

elucidate the mechanisms underlying auxin-mediated cell cycle regulation. We found that the level of 

B2-type cyclin-dependent kinase (CDKB2), a major regulator of plant cell cycle progression, 

is tightly controlled by multiple pathways to maintain the meristem size in developing 

roots. 
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１．研究開始当初の背景 

 植物の器官のほとんどは発芽後に茎頂と
根端に存在する分裂組織より形成されるの
で、植物の成長は、分裂組織およびその周辺
での細胞分裂や分化の制御に大きく依存し
ている。従って、植物の成長を制御する機構
の理解には、細胞分裂の制御という面から解
析を行う必要がある。細胞分裂は細胞周期に
より厳密に制御されているが、細胞周期の進
行に中心的な役割を持つのがサイクリン依
存性キナーゼ（CDK）である。CDK は活性

調節サブユニットであるサイクリンと複合
体を形成することにより活性化され、様々な
基質をリン酸化することにより細胞周期の
進行を制御する。植物の細胞周期を直接制御
する CDK は CDKA と CDKB の 2 種類であ
る。CDKB は植物特異的な因子であり、さら
に CDKB1 と CDKB2 に分類される。このう
ちCDKB2はG2期からM 期にかけて発現し、
G2/M 期の制御に重要な役割を持っていると
考えられている。また、シロイヌナズナ
CDKB2はN末端側にタンパク質分解に関わ
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る PEST 配列を持ち、実際にプロテアソーム
を介したタンパク質分解制御を受けること
が報告されている。さらに最近、CDKB2 の
分解が DNA 損傷ストレスにより促進される
こともわかってきた。しかし、通常の成長過
程でCDKB2のタンパク質分解を引き起こす
シグナルや、CDKB2 の分解制御が植物の成
長過程で果たす役割は明らかではなかった。 

 オーキシンは、細胞の分裂や伸長を促進す
る植物ホルモンであり、植物の成長や器官の
形成に重要な働きを持つことが知られてい
る。近年、オーキシンが受容体に感知され遺
伝子発現レベルでの応答に至るまでの分子
機構が解明されつつある。しかし、オーキシ
ンが細胞周期のどの時期にどのような機構
で作用するかは分っていない。私たちは、こ
れまでにオーキシンの初期応答を制御する
転写因子の下流で転写制御を受ける遺伝子
を数多く同定してきたが、その中に細胞周期
制御因子は存在しなかった。このことから、
オーキシンが細胞周期制御因子のタンパク
質レベルの安定性制御を行っている可能性
が考えられる。そこで、本研究では、細胞周
期進行の中心制御因子である CDK の中でも、
分裂領域の決定に特に重要であり、タンパク
質分解制御を受けるCDKB2の安定性がオー
キシンによって制御される可能性について
検討した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、オーキシンによるシロイヌナ
ズナCDKB2タンパク質の安定性制御に注目
して、その分子機構および生理的意義の解析
を行う。これまで、分裂活性の高い領域でオ
ーキシンが蓄積し、そこで細胞周期の進行を
促進する因子が発現することは半ば当然の
事として認識されてきた面があり、因子の発
現制御機構そのものに焦点を当てて解析し
ようとする研究は少なかった。興味深いこと
に、酵母や動物ではタンパク質分解を受ける
CDK は知られていない。オーキシンが
CDKB2 のタンパク質安定性を制御する機構
が存在し、それが細胞周期の進行に重要であ
ることが明らかになれば、植物ホルモンによ
る細胞増殖の制御機構の理解に近づくこと
になる。そこで本研究においては、オーキシ
ンによる細胞周期の制御の根幹を理解し、そ
れを介した植物の成長制御の機構を明らか
にすることを目指した。  

  

３．研究の方法 

 シロイヌナズナ CDKA, CDKB1, CDKB2

の植物体における転写及びタンパク質レベ
ルの発現の解析には、それぞれをモニターす
る GUS レポーターラインを利用した。これ
らのラインを利用し、オーキシン、およびオ
ーキシンシグナルの競合阻害剤である

PEO-IAAの添加によるGUS発現の変化を観
察し、それぞれの CDK がオーキシンによる
発現制御を受ける可能性について調べた。 

 さらに、根における CDKB2 タンパク質の
蓄積様式と、オーキシン蓄積の分布はよく似
ていることから、根での CDKB2 の蓄積はオ
ーキシンシグナルの下流で制御されている
可能性が考えられた。そこで、オーキシンシ
グナルの下流で根端分裂組織の幹細胞の維
持に機能する転写因子、PLETHORA（PLT）
がCDKB2の誘導に関与しているかどうかを
調べるため、PLT2 を誘導的に過剰発現させ
る形質転換系統、35S:PLT2-GR に CDKB2

の GUS レポーター系統を導入した系統を作
成した。また、オーキシン-PLT 経路の下流
で根端分裂組織の維持に働くことが示唆さ
れている HPY2 と CDKB2 の関係は、
pHPY2:HPY2-GFPレポーター系統の発現様
式をCDKB2のそれと比較することで行った。 

 さらに、CDKB2 の分解制御を組換えタン
パク質を用いて in vitro で見る分解アッセ
イ系を確立した。この in vitro 分解アッセイ
の系に関しては、今後 CDKB2 の分解制御の
分子機構を詳細に調べる際にも利用できる
と考えられる。 

 
４．研究成果 
 まず、シロイヌナズナ CDKA, CDKB1, 

CDKB2 のタンパク質レベルをモニターする
GUS レ ポ ー タ ー ラ イ ン
[pCDKA;1:CDKA;1-GUS, 
pCDKB1;1:CDKB1;1-GUS, 

pCDKB2;1:CDKB2;1(NT)-GUS]を用い、タ
ンパク質分解制御を受けるかどうかを調べ
た。これらレポーターラインをプロテアソー
ムの阻害剤である MG132 を含む培地で生育
させたところ、根端分裂組織における
pCDKB2;1:CDKB2;1(NT)-GUS の発現レベ
ルが上昇することを確認した。このことから、
CDKB2 はプロテアソーム依存的なタンパク
質分解制御を受けることが示された。一方、
MG132 処 理 に よ る 蓄 積 は
pCDKA;1:CDKA;1-GUS や
pCDKB1;1:CDKB1;1-GUS においては観察
されなかったことから、プロテアソームを介
したタンパク質分解制御はCDKB2に特異的
に起こることが示唆された。さらに、CDKB2

のタンパク質レベルの安定性を in vitro 分解
アッセイによって調べた。根の粗抽出液を大
腸菌で発現させた組換えCDKB2タンパク質
と共にインキュベートしたところ、早期に分
解されることがわかった。この分解は
MG132 処理により阻害され、また CDKA や
CDKB1 は分解の対象とならないことから、
CDKB2 はプロテアソーム依存的な分解制御
を受けることが確認され、またそれを促進す
る何らかの因子が根の抽出液に存在するこ



とが示唆された。 

 次に、オーキシンシグナルが CDK のレベ
ルを制御する可能性について検討した。前述
の CDKA, CDKB1, CDKB2 それぞれのタン
パク質レベルをモニターする GUS レボータ
ーラインを用い、オーキシンシグナルの競合
阻害剤である PEO-IAA 応答した発現の変化
を 観 察 し た 。 そ の 結 果 、
pCDKA;1:CDKA;1-GUS お よ び
pCDKB1;1:CDKB1;1-GUS の 発 現 は
PEO-IAA 処理によっても変化しなかったが、
pCDKB2;1:CDKB2;1(NT)-GUS の 発 現 は
PEO-IAA の添加によって顕著に低下するこ
とを見出した。PEO-IAA による蓄積量の低
下は、処理後 6 時間以内に見られ、プロテア
ソーム阻害剤である MG132 による処理で抑
制されることから、この過程にはユビキチン
-プロテアソーム系を介した迅速なタンパク
質分解制御が関与していることが示唆され
る。このようなオーキシンに応答した顕著な
発現の変化は他の CDK （ CDKA 及び
CDKB1）では観察されず、CDKB2 に特異的
な制御であった。これらの結果から、オーキ
シンシグナルの抑制によりCDKB2タンパク
質の分解が促進される（言い換えれば、オー
キシンが CDKB2 を安定化する）機構の存在
が示唆される。従って、オーキシンは CDKB2

のタンパク質レベルの制御を介して、細胞周
期の進行を主にG2/M期移行の過程で制御し
ている可能性が考えられる。  

 また、CDKB2 の発現抑制により分裂組織
の機能に異常が見られることが報告されて
いる。この知見から、分裂組織の維持にオー
キシンを介したCDKB2の制御が関わる可能
性がある。そこで、根端分裂組織周辺での
CDKB2 の発現を詳細に観察したところ、
CDKB2 タンパク質の発現は根端の分裂領域
で強く観察されるが、細胞伸長が始まり、分
化した細胞へと移行し始める伸長領域や成
熟領域では発現が完全に消失していた。
CDKB2 mRNA の発現は伸長領域でも強く
見られることから、伸長領域以降では
CDKB2 のタンパク質の蓄積を抑制する機構
があることが推察される。しかし、MG132

処理を行っても、伸長領域以降での CDKB2

タンパク質の蓄積は見られなかった。このこ
とから、伸長領域における CDKB2 タンパク
質の安定性制御には、プロテアソームを介し
たタンパク質分解制御ではなく、何か他の機
構が関わっていることが示唆された。ここま
でに観察した、根における CDKB2 タンパク
質の蓄積様式と、オーキシン蓄積の分布（分
裂領域で高く、伸長領域や成熟領域で極端に
減少）はよく似ている。このことから、オー
キシンを介したCDKB2の制御が根の分裂領
域の決定にも大きく関与する可能性が示唆
された。そこで、CDKB2 の発現がオーキシ

ンシグナルの下流で制御されているかどう
かを次に調べた。 

 オーキシンシグナルを介して根端分裂組
織の幹細胞の維持に機能する因子として、
PLETHORA（PLT）ファミリーに属する転
写因子群が知られている。オーキシン-PLT

経路により根端分裂組織における CDKB2の
蓄積が制御されている可能性を調べるため、
デキサメタゾン（DEX）の添加依存的に PLT2

の 機 能 を誘 導 でき る形 質 転換 ラ イン
（35S:PLT2-GR）を用いた。35S:PLT2-GR 

ラインに DEX 処理を行うと、根端分裂組織
の領域が拡大することが以前に報告されて
いる。この 35S:PLT2-GR ラインでは、DEX

処理による PLT2 の異所的な発現に伴って、
pCDKB2;1: GUS お よ び
pCDKB2;1:CDKB2;1(NT)-GUS 両方の発現
領域が顕著に拡大することが観察された。こ
れら結果より、オーキシン-PLT 経路の下流
でCDKB2の発現が転写およびタンパク質レ
ベルの両方で誘導されることが示唆された。 

 前述の通り、MG132 処理によっても伸長
領域でのCDKB2タンパク質の蓄積が確認で
きなかったことから、CDKB2 の蓄積はユビ
キチン-プロテアソーム系による分解制御の
みではなく、別のタンパク質レベルの制御機
構によっても制御を受けている可能性が考
えられた。その制御機構の一つとしてタンパ
ク質の安定化が考えられる。この点に関して、
オーキシン-PLT 経路の下流で働くとされる
SUMO E3 リガーゼ、HIGH PLOIDY2 

(HPY2)を欠損した hpy2 変異体では CDKB2

の蓄積量が顕著に低下することが報告され
ている。そこで、pHPY2:HPY2-GFP ライン
を用いて根における HPY2 の発現領域を調
べた。その結果、HPY2 の発現領域は CDKB2

タンパク質の発現領域と非常によく似てい
ることがわかった。以上の結果から、伸長領
域においてはCDKB2タンパク質はHPY2に
よって SUMO 化されることで安定化制御を
受ける可能性が示唆された。 

 以上の結果をまとめると、根における分裂
領域の維持に必要な CDKB2 の発現は、転写
レベルの制御に加え、ユビキチン-プロテアソ
ーム系によるタンパク質分解制御、SUMO 化
による安定性制御といった複数の経路によ
り厳密に制御されている可能性が示唆され
た。これら本研究で得られた結果から、増殖
シグナルであるオーキシンを介した CDKB2

量の制御そのものが根の分裂領域の決定に
関与する可能性が提示された。以上の結果は、
現在論文投稿中である。 
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