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研究成果の概要（和文）：生物の形作りは様々なタンパク質により調節される。代表的な調節タンパク質として、遺伝
子のスイッチのオン・オフに関わる転写因子がある。転写因子には様々な種類があり、異なる器官の調節には異なる転
写因子が関与するのが普通であるが、単一の転写因子が異なる器官の発達を調節することも多い。本研究ではアプラナ
科植物のシロイヌナズナにおいて葉と果実の両方の発達を調節する転写因子CUC2の機能をしらべ、各器官でCUC2のはた
らき方を変化させるメカニズムの一端を明らかにした。本研究により植物の形作りの基礎的な理解が進むとともに、そ
の成果を応用することで作物における果実や葉の質の向上にも役立つ可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Morphogenesis of organisms is regulated by various types of proteins. Among such 
regulatory proteins, transcription factors constitute a major class of proteins that turn on and off gene 
expression. CUC2 is a transcription factor required for normal development of various plant organs 
including leaves and fruits. We investigated the function of CUC2 in detail using the model plant 
Arabidopsis thaliana (thale cress), and found mechanisms that confer different functions in development 
of the two organ types.

研究分野： 植物発生学
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１．研究開始当初の背景 
シロイヌナズナの CUC2 遺伝子は NAC ドメ
インをもつ転写因子をコードし、機能が重複
したパラログである CUC1 とともに地上部器
官の境界部で発現して茎頂分裂組織の形成、
葉の分離、花器官の分離、および心皮内部の
胚珠と隔壁の形成を促進する 1-4。また、CUC2
は葉の周縁部にも発現し、鋸歯の形成を促進
する 5。CUC2 タンパク質が異なる器官で異な
る構造の形成を促進する分子メカニズムは
よくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では CUC2 の機能特異性に着目し、心
皮と葉で CUC2 の機能を変化させる分子メカ
ニズムの解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
CUC2 遺伝子の心皮形成における機能の詳細
を分子遺伝学的に解明するとともに、心皮に
おける CUC2 遺伝子機能の制御因子の同定を
行った。また、CUC2 タンパク質の標的配列
の同定、葉および心皮における CUC2 の特異
的標的遺伝子の同定、CUC2 の器官特異的相
互作用因子の同定と機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 心皮形成における CUC1 および CUC2 の
基本的な機能を明らかにした（論文①②）。
野生型では 2 つの心皮原基境界部において
CUC1 と CUC2 が発現する（図 1）。この部分
には内側隆起とよばれる未分化組織が形成
され、ここから胚珠と隔壁が形成される（図
1）。一方、cuc1 cuc2 二重変異体では内側隆起
の形成が大きく損なわれていた（図 1）。また
CUC1 および CUC2 の microRNA 制御配列を
欠いたゲノム遺伝子の導入により、それぞれ
の遺伝子発現が増加・拡大し、それに伴って
内側隆起の拡大が引き起こされた（図 2）。以
上から、CUC1 および CUC2 は心皮形成過程
において内側隆起の形成を促進することで
胚珠・隔壁の発達を制御することが明らかに
なった。 

図 1 CUC1・CUC2の心皮形成における役割。
上段は野生型心皮原基の横断切片における
CUC1・CUC2 の in situ ハイブリダイゼーショ
ン。下段は野生型（左）および cuc1 cuc2 二
重変異体（右）の表現型。それぞれ心皮原基
の横断切片（左上）、内側隆起マーカーSTM
の発現（左下）、および成熟した心皮の胚珠
（右）を示す。論文①より改変して転載。 

 
図 2 CUC1 および CUC2 の microRNA 制御
配列を欠いたゲノム断片を導入した形質転
換体 (CUC1g-m7とCUC2g-m4) のステージ 9
初期 (A,B) およびステージ 9 中期 (C,D) に
おける STM遺伝子（内側隆起マーカー）の発
現。いずれの形質転換体でも内側隆起の拡大
が起こるとともに、STMの発現部位が拡大す
る。論文①より改変して転載。 
 
(2) CUC1・CUC2 遺伝子の機能を心皮形成特
異的に制御する因子として bHLH 転写因子を
コードする遺伝子SPTを同定した（論文②）。
SPTの機能欠損により CUC1 および CUC2 の
発現部位が拡大し、それに伴って心皮先端部
の融合が阻害される（図 3）。このことから、
SPT 遺伝子は心皮における CUC1 および
CUC2 遺伝子の発現を負に制御することによ
り、心皮の融合を促進することが明らかにな
った（図 4）。一方、心皮の基部においては
SPT が CUC1・CUC2 と同様に胚珠と隔壁の
形成に促進的にはたらくことから、遺伝子ど
うしの関係が心皮の場所によって異なるこ
とも明らかになった。 

 
図 3 心皮先端部の発生における SPT と
CUC1・CUC2 との相互作用。上段は野生型、



spt 変異体、spt cuc1 二重変異体、spt cuc 二重
変異体の成熟した心皮先端部の SEM 像。spt
変異体では先端部が一部開裂 (赤矢印) する
が、この表現型は cuc1 および cuc2 変異の導
入により部分的に回復する (青矢印)。下段左
はステージ 8 の心皮原基切片における CUC1
および CUC2 の in situ ハイブリダイゼーショ
ン、右は雌蕊原期中における切片のおよその
位置を点線で示す。いずれの遺伝子も spt 変
異体において発現部位が拡大する。論文③よ
り改変して転載。 

 
図 4 雌蕊先端部における心皮融合の制御モ
デル。SPT は CUC1 および CUC2 の発現を抑
制することで心皮境界部の頂端方向への成
長（オレンジの矢印）を促進する一方で、
CUC1・CUC2 の発現とは独立に向軸方向への
成長（青の矢印）を促進する。これらの２方
向の成長制御の組み合わせにより、心皮先端
部の融合が完成し、完全に閉じた雌蕊が形成
される。論文③より改変して転載。 
 
(3) CUC1・CUC2 遺伝子の機能を心皮特異的
に制御する第 2 の因子として YABBY 型転写
因子をコードする CRC を同定した。CRC の
機能欠損により、CUC1 および CUC2 プロモ
ーターの活性上昇や活性部位の拡大がおこ
り、それに伴って心皮先端部の融合が阻害さ
れた。また、CRC タンパク質は CUC2 タンパ
ク質と特異的に相互作用することが、酵母
Two-hybrid 法およびシロイヌナズナ培養細胞
における BiFC 法により明らかになった。さ
らに CRC タンパク質は STM遺伝子の Reg IV
エンハンサー（後述）に対する CUC1・CUC2
の活性化作用を阻害することもわかった。以
上から、CRC が CUC2 タンパク質との物理的
相互作用を介して CUC2 の活性を阻害する可
能性が示された。 
 
(4) 心皮形成に関わる STM遺伝子のプロモー
ター解析を行い、CUC1 および CUC2 によっ
て活性化されるエンハンサー領域を同定し
た。STM 遺伝子の 5’上流 0.7～4.4ｋb を 4 つ
の小領域（Reg I, II, III, IV）に分割し、ミニマ
ルプロモーターとルシフェラーゼレポータ
ーにつないだコンストラクトを作製した。次
に、シロイヌナズナ培養細胞を用いて各小領

域に対する CUC1 および CUC2 の影響を測定
したところ、いずれのタンパク質も Reg IV 領
域にのみ顕著な活性可能を示した。そこで
Reg IV 領域をさらに分割することで、最終的
に CUC1・CUC2 の標的配列を 142bp の小領
域にまで狭めることができた。さらに、この
小領域中にエンハンサー活性に必須な 4bp の
配列が 2 カ所、存在することもわかった。 
 
(5) 心皮において発現する LAS 遺伝子につい
て、種間で保存されたエンハンサー配列の一
つに CUC1・CUC2 の NAC ドメインが結合す
ることが、ゲルシフトアッセイによって示さ
れた。（4）の成果と合わせて、CUC1 および
CUC2 の標的配列の候補を得たことで、今後
はこれら標的配列の生物学的な意義を明ら
かにし、CUC タンパク質による下流遺伝子制
御の詳細を明らかに出来ると考えている。 
 
(6）CUC2 の優性変異体である cuc2-1d を変異
原処理した集団中から、葉および心皮の表現
型を抑制する変異体候補を得た。現在、これ
らの変異体の表現型と遺伝学的解析を進め
ている。 
 
(7) CUC2 機能誘導型コンストラクト
（CUC2g-m4-GR）を作製し、ラインを確立し
た。このコンストラクトには microRNA164
の標的配列に変異を入れており、CUC2-GR
融合タンパク質が心皮融合部および葉の周
縁部で過剰発現するようにデザインされて
いる。この形質転換体を用いて qPCR を行い、
葉および心皮特異的に誘導される遺伝子候
補を得た。 
 
(8) 酵母 two hybrid 法により CUC2 タンパク
質と相互作用する転写因子のスクリーニン
グが行われ、40 の CUC2 相互作用因子候補が
得られた。これらについて、発現パターンに
基づいた候補遺伝子の絞り込みと、機能阻害
実験を進めており、CUC2 の器官特異性に関
わる候補因子の同定を進めている。 
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