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研究成果の概要（和文）：高等植物の初期胚発生を制御するメカニズムには不明な点が多い。我々は陸上植物に
保存されたRKD転写因子ファミリーに属するRKD4が、シロイヌナズナの初期胚発生を制御していることを明らか
にしている。本研究課題では、RKD4が既知の胚発生制御因子を含む多数の遺伝子のゲノム領域に結合し、それら
の発現を直接制御していることを明らかにした。また、ゼニゴケとシロイヌナズナを用いた遺伝学的解析から、
RKD転写因子が、陸上植物に保存された生殖細胞形成の制御因子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mechanisms regulating early phases of plant embryogenesis are poorly 
understood. We have previously identified a member of the plant-specific RKD transcription factors, 
RKD4, as a regulator of early embryogenesis in Arabidopsis thaliana. The present study revealed that
 RKD4 directly binds to the genomic DNAs of many genes including known regulators of embryogenesis, 
and thereby regulates their expression. In addition, genetic studies using liverworts and 
Arabidopsis indicated that RKD factors are evolutionarily conserved regulators of germ cell 
differentiation in land plants.

研究分野： 植物発生生物学

キーワード： 胚発生　パターン形成　植物　シロイヌナズナ

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
有性生殖により繁殖する多細胞生物の個

体は、受精卵という単一細胞から発生する。
なんらパターンをもたない受精卵がどのよ
うにして複雑な個体を形成できるのか、この
制御機構を解明することは、発生生物学にお
ける重要課題の１つである。 
高等植物の胚発生は、おもにモデル植物の

シロイヌナズナを用いて研究されている。シ
ロイヌナズナの胚発生は、大まかに初期、中
期、後期の 3段階に分けることができる。初
期は受精卵が不等分裂を繰り返しながら球
状胚を作る過程であり、最も未解明の段階で
ある。中期には、根やふた葉や茎頂分裂組織
が形づくられ、ハート形の胚を生じる。後期
は、貯蔵タンパク質や脂質の合成が活性化さ
れ、休眠に向けた乾燥が誘導される。 
初期胚発生の最終段階で、球状胚の特定の

区画にパターン形成遺伝子群が発現し始め
る。例えば茎頂メリステム(SAM)の予定領域
では WUS が発現し、根端メリステムの（RM）
予定領域では WOX5 が発現する。また維管束
や子葉の予定領域においては、それぞれ SHR
や AS1 が発現する。これらの遺伝子は発芽後
の植物体においても、各器官の維持に機能す
ることから、球状胚の各区画において、既に
各器官への運命づけが行われていることが
わかる。 
 胚発生における器官原基の形成には、植物
ホルモンであるオーキシンの極性分布が必
要であることが知られている。しかし胚の中
に様々な器官原基が配置されることや、WUS
や WOX5 の発現がオーキシンに応答しないこ
とから考えても、オーキシンが器官原基形成
の初発段階を決めているとは考えにくい。こ
れまでの知見を総合すると、初期胚において
はオーキシンとは独立した、未知の遺伝子発
現制御系が機能している可能性が考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
我々は、独自のアクティベーションタギン

グ法により、RKD4 転写因子が初期胚で特異的
に発現し、そのパターン形成や遺伝子発現に
重要な機能を担っていることを明らかにし
た。シロイヌナズナの胚発生において、RKD4
の発現は受精卵から始まり、球状胚初期まで
胚全体で維持される。rkd4変異体の胚は WOX5
を正常に発現できず、異常な RM を形成する
が、RKD4 が初期胚のパターン形成や RM の形
成を制御する機構は明確でない（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ RKD4 は正常な初期胚発生に必要 

RKD4 を本来発現しない発芽後の植物体で
過剰発現させると、葉や根の細胞から未分化
な細胞塊が生じ、その後、過剰発現を停止さ
せると、この細胞塊から多数の胚が形成され
る（図２）。このことから、RKD4 は分化した
体細胞を、初期胚様の状態へとリプログラミ
ングする機能を持つことが分かる。 
 
 
 
 
 
 
 
図２ RKD4 の過剰発現は体細胞を初期化する 

 
以上の観察結果は、RKD4 が初期胚発生にお

けるパターン形成や、それに必要な細胞の未
分化状態の調節に重要な機能を果たしてい
ることを示唆しているが、その分子機構は不
明である。そこで本研究では、RKD4 により制
御を受ける下流遺伝子を同定することで、こ
の問題に取り組むことを第１の目的とした。 
RKD 遺伝子ファミリーは比較的最近になって
発見されたもので、植物ゲノムに普遍的に存
在するにも関わらず、その機能に関してはほ
とんどわかっていない。シロイヌナズナのゲ
ノムには、RKD1-RKD5 の５つの遺伝子がある
が、RKD4以外の 4つの遺伝子については、生
物学的機能は不明である。これら４つの遺伝
子も RKD4 と同様に初期胚において、特異的
なパターンで発現していることが分かって
いる。また RKD1と RKD2は受精以前の卵細胞
においても発現していることが報告されて
おり、これらの遺伝子も RKD4 と同様に初期
胚のパターン形成、あるいはそれ以前の卵細
胞の形成や機能発現に関与していることが
示唆される。 
また、RKD遺伝子に由来する cDNA は基部陸

上植物のゼニゴケの造精器においても検出
されている。このことは、RKD 遺伝子が植物
の進化過程を通じて生殖細胞の形成や機能
発現において、保存された機能を担っている
ことを示唆している。そこでゼニゴケとシロ
イヌナズナを用いて、RKD 遺伝子ファミリー
の機能、特に陸上植物の進化において保存さ
れた機能を明らかにすることを、本研究の第
２の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 上記の目的を達するために、大きく分けて
以下の２つの研究を行った。それぞれについ
て、実験方法の概略を記す。 
(1) RKD4遺伝子の下流遺伝子の探索 
トランスクリプトーム解析においては、

RKD4をステロイドホルモンDEXで誘導的に過
剰発現する形質転換植物を用い、DEX 添加前、
添加 1,3,5 日後の実生を回収し、それぞれ２
回の反復サンプルから RNA を抽出した。これ
らのサンプルに対して、Agilent 社製の



Arabidopsis oligo DNA マイクロアレイ 44k
を用いて全遺伝子の発現解析を行った。 
さらに RKD4 が直接結合するゲノム領域を

同定するために、GFP, Myc, または HA でタ
グされた RKD4 を DEX 誘導的に過剰発現する
植物を作成した。理化学研究所の金鐘明博士
との共同研究により、Myc および HA でタグさ
れた RKD4 を過剰発現する植物について、そ
れらの実生を DEX 存在下で栽培し、処理 3日
目の植物から抗 Myc または抗 HA 交代により
免疫沈降を行った。得られた免疫沈降物を次
世代シークエンサーにより解析した。 
(2) RKD 遺伝子ファミリーの進化的に保存さ
れた機能の解明 
 ゼニゴケの RKD遺伝子（MpRKD遺伝子)の解
析は、京都大学の河内らとの共同研究により
おこなった。破壊株は、MpRKD のコード領域
とイントロン約0.9kbを相同組換えにより欠
失させることで作成した。発現解析には野生
型株を用いた RT-PCR 解析と in situ ハイブ
リダイゼーション、及び GUS や YFP を用いた
レポーターラインの作成と観察により行っ
た。変異体の表現型解析は、光学顕微鏡を用
いた造卵器と造精器細胞の観察と、透過型電
子顕微鏡を用いた卵細胞の内部構造の観察
により行った。 
 シロイヌナズナの RKD遺伝子の発現解析は、
GFP を用いたレポーターラインを作成し、そ
れらの胚や胚珠を共焦点レーザー顕微鏡で
観察することにより行った。RKD2の機能欠損
変異体の解析では、5’非翻訳領域に T-DNA
が 挿 入 さ れ た ラ イ ン を Arabidopsis 
Biological Resource Center (ABRC)から取
り寄せ、これを野生型株に２度戻し交雑した
ホモラインを用いて行った。雌性配偶体の分
化状態の解析には、MYB64 マーカー遺伝子の
レポーター遺伝子を導入したものを用いた。 
 
４．研究成果 
(1) RKD4遺伝子の下流遺伝子の探索 
RKD4 の過剰発現を誘導した実生のトラン

スクリプトーム変化を、マイクロアレイを用
いて解析した。誘導 5日後には、全ゲノムの
4 分の 1 にあたる遺伝子の発現が大きく変化
していた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ RKD4の過剰発現体のマイクロアレイ解析 

 

RKD4 は転写因子として機能すると推定さ
れている。RKD4 と GFP の融合タンパク質を誘
導的に過剰発現させると、分化した体細胞が
胚性の未分化細胞へと初期化され、GFP 蛍光
は細胞核に局在していた。この植物に対して
抗GFP抗体によるクロマチン免疫沈降をおこ
ない、共沈降した DNA を次世代シーケンサー
解析することで、RKD4 が結合するゲノム領域
の特定を試みたが、ウェスタン解析で
RKD4-GFP の回収が確認できなかった。 
そこでGFPの替わりにRKD4とHAまたはMyc

エピトープとの融合タンパク質を過剰発現
させ、抗 HA または抗 Myc 抗体による免疫沈
降を行った結果、十分量の結合 DNA が回収さ
れた。免疫沈降したクロマチンに対して、次
世代シークエンス解析を行い、RKD4 が直接結
合する遺伝子を 300 個同定した。結合部位別
の内訳は、5’上流域に結合する遺伝子が 103、
内部に結合する遺伝子が 142、3’下流域に結
合する遺伝子が 55 であった。先に述べたト
ランスクリプトームデータと比較した結果、
5’上流域に結合する遺伝子の 33%、および遺
伝子内部に結合する遺伝子の約 49%は、RKD4
の過剰発現に応答して速やかに発現誘導さ
れることが分かった（図４）。これらの標的
遺伝子には、DNA のメチル化に関与するもの
や、既知の胚発生制御因子が含まれており、
RKD4 がこれらの遺伝子を直接発現統御する
マスター因子であることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ RKD4 が直接結合する遺伝子のうち、転写レ

ベルで初期応答する遺伝子の割合 
 

(2) RKD 遺伝子ファミリーの進化的に保存さ
れた機能の解明 
基部陸上植物のゼニゴケは、形質転換系と

遺伝子破壊系が確立された新しいモデル植
物である。また全ゲノムがほぼ解読され、非
常に単純なゲノム構成をもつこと、つまり機
能重複した遺伝子をほとんど持たないこと
が分かっている。データベース検索の結果、
ゼニゴケの造精器において、RKD 相同遺伝子
が発現していることが示唆された。またゼニ
ゴケのゲノムには RKD遺伝子が 1つだけ存在
することが明らかとなった。そこでこの RKD
遺伝子を、ゼニゴケの学名(Marchantia 
polymorpha)の頭文字をとって MpRKD と名付
けた。 



ゼニゴケは雌雄異株の半数体植物であり、
メスの造卵器に卵細胞が、オスの造精器に精
子が作られる。MpRKD の発現パターンを詳細
に調べたところ、オスでは精子のもとになる
精原細胞で発現し、メスでは成熟過程の卵細
胞で発現していることが明らかとなった。一
方で受精後の接合子では発現していなかっ
た。このことから MpRKDはシロイヌナズナの
RKD1やRKD2と同様に、受精前に働いており、
受精後に働く RKD4 とは異なっていることが
示唆された。 
次に相同組換えを用いて、MpRKD の破壊株

を作成した。メスの破壊株では、卵細胞の前
駆細胞までは問題なく作られるものの、その
後の卵に特有な分化がおこらず、異常な細胞
分裂と液胞化を経て崩壊していた（図５）。
また破壊株の卵は精子を誘引できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図５ MpRKD を破壊した雌株では卵細胞が

正常に成熟しない 
 
またオスの破壊株では、造精器までは正常

に作られるものの、その内部にある精原細胞
が同調的に分裂せず、正常な精子形成が起こ
らなかった（図６）。一方で、雌雄ともに生
殖細胞以外には顕著な異常は見られなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図６ MpRKD を破壊した雄株では精子形成が

正常に進行しない 

シロイヌナズナにおいて、RKD4以外の４つ
の RKD 遺伝子の発現解析を行ったところ、
RKD1-RKD3 の３つの遺伝子は卵細胞で強く発
現していることが明らかとなった（図７）。
また RKD2 の機能欠損変異体では、弱いなが
らも雌性配偶体の形成に異常が見られるこ
とが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 

 図７ RKD1-RKD3は卵で発現する 
 
以上の結果から、RKD 遺伝子機能の進化的

な起源は、生殖細胞の分化や初期化の制御で
あると結論づけた。種子植物に至るまでの進
化の過程で遺伝子の数が増え、シロイヌナズ
ナではそのうちの１つである RKD4 が、受精
後の胚発生を制御するように機能分化した
と考えられる（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ 陸上植物の進化における RKD 遺伝子機能の保

存性と多様化 
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