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研究成果の概要（和文）：　シロイヌナズナ胚発生期における放射パターン形成の基礎となる「放射軸」の決定の分子
機構を明らかにするために、放射パターン形成に重要な機能をもつMicroRNA165およびMicorRNA166遺伝子の胚発生期で
の発現を制御するシスおよびトランス因子の同定を試みた。
　その結果、胚におけるMIR165/166遺伝子の発現パターンを規定する2つの独立したシス領域を決定し、また、網羅的
な胚発生変異体の解析から、これら2つのシス領域にそれぞれ作用する可能性のある2種類の転写因子群を同定した。

研究成果の概要（英文）：The formation of radially symmetric tissue pattern, which is one of the most 
basic processes in the development of vascular plants, is initiated during embryogenesis. Our previous 
works revealed that MIR165 and MIR166 genes, a mobile small RNA controlling radial pattern formation in 
Arabidopsis, exhibit the tissue-specific expression pattern during embryognenesis. To understand the 
molecular mechanism initiating the radial patterning during embryogenesis, we aimed to identify cis- and 
trans-factors regulating MIR165/166 expression during early embryogenesis.
As a result, we clarified two major cis-elements on MIR165/166 promoters determining the 
prodoerem-specific expression of MIR165/166 genes in the lower tier. In addition to that, two types of 
transcription factors were identified as candidates acting on these cis-elements in MIR165/166 promoter.

研究分野：植物発生学

キーワード： 胚発生　MicroRNA　シロイヌナズナ
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１．研究開始当初の背景 
 
維管束植物の組織構造は、中心部の維管束

組織を基本組織と表皮組織が取り囲んだ「放

射パターン」を基本モジュールとしている。

これは根や茎などの軸性器官で顕著にみら

れるが、葉などの扁平器官も軸性器官が変形

したものと考えられる。この放射パターンは、

胚発生期に決定される“中央―周縁”という

体軸(以降、放射軸と記載する)に沿って形成

される。シロイヌナズナ胚は、受精後から

16-cell 期まで球状の形態だが、初期胞胚期

lt 領域において、内側から前維管束

(provascular:Pv)、基本組織(ground tissue: 

Gt)及び前表皮(protodererm: Ptd)の組織系

が作り出され、円柱状の形態へと移行する。

つまり、16-cell 期から初期胞胚期にかけて

lt 領域で行われるパターン形成が、維管束植

物に共通して見られる構造モジュールの発

生的起源である。 

 近年の様々な研究から、シロイヌナズナ胚

におけるパターン形成過程における分子機

構が明らかになりつつある。特に胚における

上下軸の形成過程での植物ホルモンである

オーキシンおよびその下流因子の機能など

が挙げられる。また、胚発生期において、決

定された放射軸に沿って構築される放射パ

ターンにおいて、各細胞層の分化および発生

に関わる因子の同定が進んでいる。しかしな

がら、放射軸自体の決定機構については、そ

の知見は乏しく、また、いくつかの報告から、

オーキシンなど既存の胚で重要な機能を有

する因子が、放射軸決定に関しては、有意な

機能を持たないことも示唆されている。 

シロイヌナズナの根では、維管束組織で

HD-ZIP III遺伝子群が、またこれを抑制する

MicorRNA165/166(MIR165/6)が基本組織で

発現し、放射パターンを制御する。この過程

において、それに対し、根の発生起源である

胚の lt領域においては、MIR165/6 は 16-cell 

期までは発現せず、初期胞胚期において、lt 

領域の Prd に特異的に発現する。また、

MIR165 は初期胞胚から発現開始するのに

対し、MIR166 は 16-cell期の lt 領域全体で

発現が開始されたのち、初期胞胚期において

Ptd に特異化されていく。これれに加えて、

MIR165/166の標的であるHD-ZIP III 遺伝

子が同一時期に中心部の Pv で発現開始する

ことは、16-cell 期から初期胞胚期にかけて

lt 領域で形成される何らかの位置情報が、球

状形態から円柱状形態への構造変換を制御

しているという仮説を強く支持する。 
  
２．研究の目的 
 
維管束植物に必須の基本構造である放射パ

ターンは、胚発生期の初期段階において作り

出される。その過程として、構築される放射

軸が、どのような分子機構において決定され

るかを解明する事を、最終的な目的とする。 

 前述のとおり、初期胚における放射軸の決

定およびそれに伴う放射パターン形成の分

子機構は、不明な点が多い。 

 MIR165/6 の発現の変遷は、放射軸が形成

を可視化する有用なマーカーとなる。またこ

の胚発生でのMIR165/6 の発現制御は、根に

おける既知の経路とは独立していることが

分かっている。そこで、本研究期間内におい

て 16-cell 期から初期胞胚での MIR165/166 

の発現を規定するシス因子と、それを制御す

る転写因子の同定を行う。それらの同定され

た転写因子群は放射軸の形成過程を上流で

制御する鍵因子である可能性が非常に高く、

それらの機能解析から、維管束組織の放射パ

ターン形成の初発段階に起こる放射軸の形

成というイベントを制御する機構の解明を

目指した。 
 
３．研究の方法 
 
(1)MIR165 および MIR166 遺伝子の発現様

式を規定するシス因子の同定。 

 MIR165 は 16-cell 期では発現せず、初期



胞胚期において lt 領域 Ptd で発現を開始す

る。これに対しMIR166 は16-cell 期の lt 領

域全体で発現した後、その発現が Ptd に集約

化する。つまり、MIR165/6 の発現を規定す

る機構には、（１）初期胞胚期の Prd で発現

を ON にする制御、および（２）16-cell 期 

から初期胞胚期にかけて、中心部での

MIR166 の発現を OFF にする制御の 2 つ

が存在する。これらの 2 点に着目し、

MIR165/6 のプロモーター解析を進めた。 

 

(2) MIR165およびMIR166遺伝子の発現を

制御する上流トランス因子の同定 

 上記の研究計画から抽出された胚発生に

おいて必要充分な MIR165 および MIR166 

のシス領域を用い、Yeast-one hybrid アッセ

イを行い、それらシス領域に結合する転写因

子群を同定する。同定された転写因子群に対

し、胚発生期での発現領域の決定を行うとと

もに、それらの機能欠損体の解析から、初期

胚のパターン形成における機能を明らかに

しようと試みた。 
 
 

４．研究成果 

 

(1)MIR165 および MIR166 遺伝子の発現様

式を規定するシス因子の同定。 

 第一に全長 3kbであるMIR165A遺伝子プ

ロモーター(以降、pMIR165A)の deletion解

析を行い、胚でMIR165Aの発現に必要十分

領域の同定を行った。前述もしたとおり、

MIR165A遺伝子は初期胞胚期の lt領域の前

表皮 (Ptd)細胞で特異的に発現する。

 第一に、pMIR165Aの様々な断片を用いて

GFP レポータを発現させるコンストラクト

を作成した。その結果、MIR165A の転写開

始 点 よ り 上 流 777bp( 以 降 、

pMIR165A[-777_0]とする)の領域が、胚にお

けるMIR165Aの発現に十分であることが示

された。さらなる、pMIR165A[-777_0]の配

列に対する deletion解析から、Ptdでの発現

を正に制御する cis を含むと考えられる領域

A、および、胚の ut領域で発現を抑制する領

域 Bを同定した。実際に、領域 Aのみをもち

いた pMIR165A[領域 A]をもちいたレポータ

ーラインは、lt および ut ともに Ptd での発

現が確認された。 

 

 さらに、MIR166B 遺伝子の 3kbp プロモ

ーター領域に対して、MIR165A[領域 A]およ

びMIR165A[領域 B]に、相同性の高い領域を

探索した結果、MIR165B プロモーターにお

いても、相同な配列がプロモーター上に存在

し、MIR165A プロモーターと同様な機能を

有していることを明らかにした。 

  

(2) MIR165およびMIR166遺伝子の発現を

制御する上流トランス因子の同定 

 

上記の結果から得られた cis 領域である領域

Aおよび領域 Bに対して、Yeast one hybrid



アッセイから、これら配列に作用する転写因

子の同定を試みたが、結果的に有意に作用す

る因子の同定はできなかった。 

 そこで、MIR165およびMIR166の発現を

規定する転写因子の同定のため、シロイヌナ

ズナ初期胚発生に異常をきたす既存の変異

体背景において、MIR165A の発現を網羅的

に観察した。その結果、Ptd での発現の誘導

することに必要な Ptd遺伝子および、utでの

発現抑制に必須な ut遺伝子を同定した。 

 以上の結果をまとめると、MIR165および

MIR166遺伝子の胚での発現様式を規定する

ための、2つの独立したシス領域、領域 Aお

よび領域 Bを見出した。領域 A は Ptd での

発現誘導に、また領域 Bは ut領域での発現

抑制に機能するシスと考えられ、また、これ

らのシスを介して機能する可能性のある転

写因子 PTDおよび UTを見出した。 

 今後は、これら転写因子の機能解析を進め

ることで、MIR165およびMIR166の胚での

発現制御機構を詳細に明らかにする予定で

ある。 
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