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研究成果の概要（和文）：多細胞生物が継続的に器官成長を行うためには、細胞の増殖と分化のバランスが協調的に制
御され、維持される必要がある。植物のメリステムでは、幹細胞が未分化性を維持しながら増殖を繰り返す一方で、一
部の娘細胞が核内倍加を伴う細胞分化を開始するが、これらの過程を制御する分子メカニズムには未解明の点が多い。
私たちはシロイヌナズナのHIGH PLOIDY1, 2 (HPY1, HPY2)の解析を通して、メリステム細胞が高い増殖能を維持するた
めの分子メカニズムの解明を進めた。

研究成果の概要（英文）：Balanced progression of cell proliferation and differentiation is a prerequisite f
or organ growth in multicellular organisms. In the plant meristem, some daughter cells that derive from se
lf-renewing stem cells eventually committee to differentiate but how this transition is regulated is not w
ell understood at the molecular level. In this study we investigated how HIGH PLOIDY1 (HPY1) and HPY2 medi
ate the transition from proliferation into differentiation in the Arabidopsis meristem.
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１．研究開始当初の背景 
動植物をはじめとする多細胞生物の器官成
長は、細胞増殖による細胞数の増加と細胞分
化による細胞体積の増大によってもたらさ
れる。例えば植物のメリステムとよばれる組
織では幹細胞が増殖を繰り返して新しい細
胞を供給し続ける一方、一部の娘細胞が細胞
成長を伴う分化を開始し、葉や根などの成長
を実現している。シロイヌナズナをはじめと
する多くの植物のメリステムでは、細胞が増
殖過程から分化過程へ移行するのに伴って、
DNA複製と細胞分裂を交互に行う細胞分裂周
期から、細胞分裂を伴わずDNA複製のみを行
う核内倍加周期へ転換する。いったん核内倍
加周期に移行した細胞は核内のDNA量(核相, 
ploidy)を上昇させながら分化の道をたどり、
通常再び細胞増殖を開始することはない。植
物の器官形成の過程で、細胞分裂周期を停止
し、核内倍加周期へ転換するタイミングを時
空間的に正しく制御することが、細胞増殖と
分化のバランスを正しく維持するための重
要な鍵となると考えられるが、これらの分子
メカニズムはまだよく分かっていなかった。 
 私たちは近年主に植物の細胞増殖、分化過
程が発生シグナルによって制御されるしく
みの解明を目指した研究を進めてきた。なか
でも最近の研究からは、メリステムにおける
細胞分裂周期から核内倍加周期への移行の
制御に、植物ホルモンの一つであるオーキシ
ンの濃度勾配が必要であることを明らかに
した(Ishida et al. 2010)。さらに細胞分裂
周期から核内倍加周期への移行を制御する
新規因子を同定するための変異体スクリー
ニング系を構築し、これまでに4系統の突然
変異体hpy1-4を単離した。このうちSUMO 
(small ubiquitin-like modifier) E3 ligase
をコードするHPY2に関する研究から、HPY2依
存的なタンパク質のSUMO化翻訳後修飾が、オ
ーキシンシグナルの下流で細胞分裂周期を
促進し、核内倍加周期への移行を抑制するこ
とを解明した(Ishida et al. 2009)。またHPY1
についても原因遺伝子を同定し、HPY1が
ubiquitin E3 ligase で あ る APC/C 
(anaphase-promoting complex/cyclosome) 
のサブユニットAPC8をコードしていること
を発見した。hpy1, hpy2変異体では、メリス
テム細胞の増殖能が低下し、野生型よりも早
く分化し始めるため、植物体は極度に矮小化
する。これらの結果から、メリステムの細胞
増殖と分化のバランス調節に、タンパク質の
ユビキチン化とSUMO化という二つの翻訳後
修飾機構が機能することが示唆された。 
 
２．研究の目的 

先行研究から、メリステムにおいて高い細
胞増殖能を維持するためには、タンパク質の
ユビキチン化と SUMO 化による翻訳後修飾
機構が機能することが明らかになってきた。
そこで本研究では、HPY1/APC8、HPY2 の機
能解析を進め、これらの翻訳後修飾機構によ

って細胞増殖から分化への移行が制御され
る分子メカニズムの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
HPY1 についてはほとんど機能が未知であっ
たため、植物体内での発現パターンや細胞内
局在を解析するためのレポーター解析を行
った。また過剰発現体、機能欠損体など、各
種の変異体シリーズを作出し、機能解析を進
めた。特にタンパク質の細胞内局在や変異体
の表現型から、APC/C の基質を推測し、同定
を進めた。 
 HPY2 については、in vitro での SUMO 化ア
ッセイ法確立を優先した。また遺伝学的解析
から、発生段階での機能の解明を進めた。 
 
４．研究成果 
HPY1遺伝子のプロモーター領域にGUS遺伝子
を連結し、発現領域を調べたところ、メリス
テム領域の分裂細胞で最も強く発現し、細胞
分化が進行するにつれて発現量が減少する
ことがわかった。この結果は、変異体の表現
型とも一致することから、HPY1遺伝子がメリ
ステム領域において細胞増殖を維持するこ
とに必須であることが示された。遺伝学的解
析からこうした発現勾配が根の発生のマス
ターレギュレーターである PLETHOLA 転写因
子の制御下にあることが分かった。 
 HPY1 遺伝子のゲノム配列に GFP を挿入し、
細胞内局在を観察したところ、HPY1 タンパク
質はメリステム細胞中では主に細胞質に局
在することがわかった。さらに驚いた事に、
HPY1 タンパク質は、細胞が分化し始めるタイ
ミングで核内に移行することも見いだされ
た。上記の HPY1-GFP コンストラクトにさら
に 核 移 行 シ グ ナ ル (NLS, nuclear 
localization signal),核外移行シグナル
(NES, nuclear export signal)を付与するこ
とでその生物学的意義を調べたところ、HPY1
の核内への移行が細胞増殖から分化への転
換のドライビングフォースになっているこ
とが分かった。また HPY1-GFP 植物体の解析
から、HPY1 自身が APC/C の基質であり、26
プロテアソームによる分解を受ける事が判
明した。 
 HPY1 過剰発現体、機能欠損体の解析を通し
て、当初単離した hpy1 変異体が機能獲得型
の変異を持つ事も分かった。またこれらの変
異体シリーズの解析を通し、HPY1 がメリステ
ム領域で細胞増殖を促進するだけでなく、核
内倍加の進行を通して細胞分化をも促進す
ることを見いだした。またこのときの APC/C
の基質のひとつが、CYCA2;3 であることを示
した。これらの成果によって、分化細胞での
APC/C の機能とその作用機構を初めて遺伝学
的に証明する事が出来た(Komaki et al. to 
be submitted to The Plant Cell)。 
 さらに予想外の発見として、HPY1 が細胞の
増殖期、分化期を通して、細胞骨格のひとつ
である微小管に局在することが分かった。興



味深いことに、HPY1 は間期の表層微小管から、
分 裂 期 の preprophase band, spindle, 
phragmoplast と常に微小管と挙動を共にし
ていた。HPY1 が微小管付随タンパク質の安定
性を制御し、その結果微小管自身のダイナミ
クスを調整するのではないかという仮説を
検証したところ、実際 APC/C の基質となる微
小管付随タンパク質を同定することが出来
た(Komaki et al. to be submitted to Curr 
Biol)。 
 HPY2 についてはその構造から SUMO E3 
ligase であることが示唆されていたが、in 
vitro アッセイによってその活性を証明した。
HPY2 のターゲット因子を単離することで
SUMO 化とメリステムの維持機構の関係を明
らかにすることを目指し、植物からの最適な
SUMO 化タンパク質の抽出方法を検討した。さ
らに得られたターゲットの SUMO 化状態を in 
vitro アッセイを用いて簡便に確認する方法
を開発した。いくつかの候補タンパク質につ
いては、この新たに開発した方法を用いるこ
とで SUMO 化の有無を明らかにした。またこ
れまでに報告されているもうひとつの SUMO 
E3 ligase をコードする SIZ1との機能冗長性
について解析し、シロイヌナズナの発生段階
においては、両者が独立の機能を持つ事を明
らかにした(Ishida et al 2012)。 
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