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研究成果の概要（和文）：器官新形成が強い温度感受性を示すシロイヌナズナの突然変異体を用

いた分子遺伝学的解析により、メリステム新生に先立つ細胞増殖統御について、シュート再生

に際し rRNA 生合成因子の不均一な発現低下が増殖域の限局化に関与すること、側根原基形成

時の不等細胞分裂の終結にミトコンドリア mRNA 代謝が関与することなどを明らかにした。ま

た、細胞分裂と体積成長を関係づける独自の数理モデルに改良を加え、根端の成長プロフィー

ルと適合することを示した。 

 

研究成果の概要（英文）：Cell proliferation-controlling systems prerequisite for meristem neoformation 

were studied by the molecular genetic analysis with Arabidopsis mutants temperature-sensitive for 

organogenesis de novo, which showed that uneven decrease of rRNA biosynthesis gene expression leads 

to the restriction of cell proliferation to small areas during shoot regeneration and that mitochondrial 

mRNA metabolism is involved in the termination of formative cell division at the initiation of lateral 

root primordia. Our original mathematical model linking cell proliferation and volume growth was 

revised to fit the actual profiles of root apical growth. 
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１．研究開始当初の背景 

 側根や不定根、不定芽の形成においては、

予め定まってはいなかった場所で、秩序立っ

た細胞増殖が始まり、根端メリステムあるい

は茎頂メリステムが新たに形成される。また

カルスからの器官再生では、既存の位置情報

が失われた、あるいは大きく乱された中で、

細胞増殖の秩序が回復し、メリステムが生じ

る。これらの事実は、メリステム新形成の基

層に、自律性が高く頑健な細胞増殖統御系が
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存在することを示唆している。しかし、通常

の発生過程における各メリステムの構築・維

持に関して分子遺伝学的手法を駆使した先

進的研究が行われている一方で、器官再生等

に伴うメリステム新生は言わば研究の空白

地帯にあって、細胞増殖統御という観点から

の追究も全くなされていなかった。私たちは

本研究開始時までに、器官再生を指標形質と

してシロイヌナズナの温度感受性突然変異

体を多数単離して分子遺伝学的解析を進め

ていた。その中で細胞増殖の統制の乱れと茎

頂・根端メリステム形成不全を示すものをい

くつも見出しており、メリステム新生に関わ

る細胞増殖統御系を分子遺伝学的に解析す

るための材料が揃いつつあった。 

 細胞増殖と成長とが何らかの決まった関

係で結びついていれば、それもまた増殖統御

系を構成する要素としてきわめて重要であ

る。本研究開始の 10 年ほど前から、根端成

長を細胞動力学的に解析する方法の洗練が

進み、細胞増殖と体積成長の詳細な空間プロ

フィールが報告されるようになっていた。私

たちは、こうしたデータに基づいて、細胞増

殖と体積成長の間に相互依存的かつトレー

ドオフの関係があると考え、これを簡単な数

理モデルにまとめた。この数理モデルが実際

の成長パターンに不完全ながら適合したこ

とから、モデルで想定した関係は基本的には

妥当であると考えられた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、器官再生のときなど、茎頂メ

リステムや根端メリステムが新しくつくら

れる際に共通基盤となる細胞増殖統御系に

ついて、これを構成する素過程を分子遺伝学

的に同定してその役割を明らかにし、最終的

には統御系の全体像をとらえることを目指

した。また、細胞増殖と体積成長の関係を検

証し、この関係に基づいてメリステムによる

先端成長の基本的枠組みを解明することも

目的とした。 

 

３．研究の方法 

 シロイヌナズナの器官再生に関わる温度

感受性変異体のうちメリステム新生時の細

胞増殖パターンが乱れるものを選び、これら

を表現型に従って以下の 3つのタイプに分け、

タイプごとに細胞増殖制御と責任遺伝子の

分子機能に関する解析を行った。 

［タイプ 1］器官再生過程では脱分化と根端

メリステム新生、茎頂メリステム新生が強い

温度感受性を示す srd2 と rid1。側根形成時の

細胞増殖の異常に特徴があり、制限温度下で

は側根原基全体で統制を欠く細胞増殖が続

き、メリステムが構築されない。SRD2 はス

プライソソーム snRNA の転写活性化因子を

コードし、RID1 はプレ mRNA スプライシン

グへの関与が推定される DEAH ボックス

RNA ヘリカーゼをコードしている。これらを

踏まえ、このタイプの変異体については、表

現型は側根形成を中心に解析し、分子レベル

では snRNA およびスプライシングに注目し

た解析を行った。 

［タイプ 2］器官再生過程では全体にやや弱

い温度感受性を示し、制限温度下で帯化した

側根を形成することを特徴とする rrd1、rrd2、

rid4。Temperature-Dependent Fasciation にちな

み、TDF 変異体と総称。RID4 は E クラスの

ペンタトリコペプチドリピート（PPR）タン

パク質をコードしている。TDF 変異体につい

ては、側根形成の表現型を精査するとともに、

本研究開始時点で未同定であった RRD1 と

RRD2 を同定し、分子機能が推定できる遺伝

子を糸口に増殖制御との関連を追究するこ

ととした。 

［タイプ 3］器官再生過程では根端メリステ

ム新生、茎頂メリステム新生の温度感受性が

強く、脱分化の感受性はやや弱い rid3。シュ

ート再生時の細胞増殖異常に特徴があり、制

限温度下ではカルス表層の細胞分裂が高ま

り、メリステム構築の場となる細胞塊が正し

く形成されない。RID3 は新規 WD40 リピー

トタンパク質をコードしている。これを踏ま

え、rid3 については、RID3 の分子機能を特定

し、細胞増殖の抑制的制御との関係を追究す

ることとした。 

 メリステムによる先端成長パターンにつ

いては、様々な条件で育てたシロイヌナズナ

を材料に用い、根端成長の細胞動力学的解析

とそれによって得られたデータの数理モデ

ルによる解析を行った。解析方法の改善も合

わせて進めた。数理モデルは細胞増殖と体積

成長を関係づける独自のものであるが、実測

データとの照合によりモデルの見直しも行

った。 

 

４．研究成果 

 側根原基の形成は、内鞘細胞の不等垂層分裂

で始まる。数回の不等垂層分裂により、原基の

基部を構成する細胞集団が生じると、並層分裂

が始まって、原基は盛り上がるように発達して

いく。このときには、原基全域で活発な細胞分

裂が見られる。その後、分裂が休止する段階を

経て、メリステム領域での分裂再活性化に至る。

この側根形成の初期過程を、時系列を追って詳

しく調べるために、半同調的側根形成誘導系を



 

 

開発した。この実験系は、発芽直後のきわめて

若い芽生えから切り出した外植片をオーキシ

ンで処理することにより、側根原基の新規発生

を誘導するもので、各種分子マーカーを利用し

た経時観察により、側根形成の進行がほぼ揃っ

ていることを確認した。 

 srd2および rid1の場合、制限温度下では原基

全域での細胞分裂が休止しないまま持続し、根

端メリステムが確立しない。SRD2が snRNA転

写活性化因子をコードしていることから、

snRNA蓄積量と側根形成との関係に注目し、半

同調的側根形成誘導系を用い詳細に解析した。

その結果、原基全体で高レベルに保たれていた

スプライソソーム snRNA が細胞分裂休止期に

著しく低下すること、srd2の原基では早い段階

から snRNA 蓄積量がやや少なく、それが時間

とともにさらに減少していくことなどがわか

った。側根原基の基部—先端部軸の成立には、

オーキシン排出キャリアの PIN タンパク質に

よる極性輸送でつくられるオーキシン濃度勾

配が重要と考えられている。srd2変異体の異常

側根原基では、PIN1 の発現が著しく低下して

おり、オーキシンの濃度勾配も見られなかっ

た。これらの結果から、スプライソソーム

snRNA の欠乏はオーキシン極性輸送を妨げ

て、細胞増殖制御を乱すことが示された。 

 RID1 については、出芽酵母 Prp22 との類似

から、プレ mRNA スプライシングへの関与が

推定されていた。RID1 の導入・発現は酵母の

prp22 変異株を相補できなかったが、イント

ロン除去効率に対する rid1変異の影響などを

調べることで、この推定が正しいことを実証

した。srd2 の解析結果と合わせ、オーキシン

極性輸送系がプレ mRNA スプライシング能

力の低下にきわめて敏感であり、高いスプラ

イシング能力の維持がオーキシン勾配をつ

くりだすのに不可欠であることが示唆され

た。 

 rid2 は rRNA の生合成に欠陥をもつ変異体

で脱分化などが強い温度感受性を示し、sriw1

は rid2の表現型を回復させることを指標に単

離した抑圧変異体である。この sriw1 変異が、

srd2 や rid1 に対しても、脱分化やメリステム

新生の温度感受性に関し抑圧効果を発揮す

ることを発見した。分子遺伝学的解析により、

sriw1変異体の抑圧能は NACファミリー転写

因子 ANAC082 の機能欠損に起因することが

わかった。srd2、rid1、rid2 に関する解析結果

と sriw1 の解析結果に基づき、脱分化やメリ

ステム新生に際してプレ mRNA スプライシ

ング、rRNA 生合成といった基本的な RNA プ

ロセッシングの能力が拡大し、ANAC082 は

この能力をチェックして細胞増殖を負に調

節している、という仮説を提示した。 

 半同調的側根形成誘導系を用いて TDF 変

異体の側根原基形成初期過程を精査した結

果、内鞘細胞の不等垂層分裂が適正に終結せ

ず過剰に起きることが帯化の原因であるこ

とが判明し、TDF 変異体の責任遺伝子は不等

垂層分裂を終結させる制御系に関わると判

断された。未同定であった RRD1 と RRD2 の

ポジショナルクローニングを行い、RRD1 は

ポリ A 特異的リボヌクレアーゼ（PARN）様

タンパク質、RRD2 は RID4 と同じく E クラ

ス PPR タンパク質をコードすることを突き

止めた。タンパク質の局在を調べたところ、

RRD1、RRD2、RID4 のいずれも主として、

あるいは専らミトコンドリアに存在するこ

とがわかった。 

 制限温度下で側根形成を誘導した TDF 変

異体と野生型を材料として、マイクロアレイ

解析を行い、転写物を比較した。その結果、

rrd1 変異体では、ミトコンドリアコードの呼

吸鎖タンパク質の mRNA がポリアデニル化

された異常な状態で蓄積していることがわ

かった。これより、RRD1 がミトコンドリア

mRNA の選択的ポリ A 分解に関わることが

示された。E クラス PPR タンパク質は一般に

RNA 編集にはたらくとされている。実際 rrd2

と rid4 では、ミトコンドリア mRNA の特定

の部位で編集効率が下がっており、RRD2 と

RID4も直接の分子機能は RNA編集であると

考えられた。一方、rrd1 と rrd2、rrd1 と rid4

が合成致死性を示したことから、RRD1 と

RRD2、RID4 は機能上、密接に関連している

ことが窺われた。また、rrd2 と rid4 でも、rrd1

ほどではないものの、ミトコンドリア mRNA

のポリアデニル化が認められた。これらの知

見より、RNA 編集を行う RRD2 と RID4 の補

佐を受けて、RRD1 が PARN として作用する

ような、全く新しいタイプのポリ A 依存的ミ

トコンドリア mRNA 代謝の存在が示唆され

た。 

 ミトコンドリアの mRNA 代謝と細胞増殖

制御の関係については、呼吸鎖阻害剤を用い

た実験から手掛かりが得られた。半同調的側

根形成誘導系に適当な濃度の呼吸鎖阻害剤

を与えると、制限温度で培養した TDF 変異体

の場合と同様に、帯化した側根が形成される

ことを発見した。これは、TDF 変異体ではミ

トコンドリア mRNA 代謝の不全が呼吸活性

の低下をもたらし、その結果として内鞘細胞

の不等垂層分裂の過剰を引き起こすことを

示唆する。逆に言えば、側根原基形成時には、

ミトコンドリアの mRNA 代謝が高まり、それ

が活発な呼吸を支えることで、不等垂層分裂



 

 

の適正な終結が実現していると考えられる。

側根形成過程における細胞増殖制御と各遺

伝子の関係を、SRD2 も含め、まとめて図 1

に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 側根形成過程における細胞増殖制御の各遺伝

子産物の関係 

 

 rid3変異はシュート再生時の CUC1、STMの

発現を高進するとともに、メリステム新生を妨

げ、メリステム構築の場となるカルス表層の細

胞塊を過度に成長させることがわかっていた。

miRNA による制御を受けない変異 CUC1 を強

制的に発現させたときに、カルス表層細胞塊の

過剰成長とメリステム新生の阻害が見られた

ことで、rid3の形態学的表現型と CUC1発現異

常との因果関係が示された。また、カルス表層

で RID3 と CUC1 が互いに排除し合うような

発現パターンを示すこと、CUC1 高発現域に

メリステム構築の元となる細胞塊が生じる

ことも判明した。これらの結果は、RID3 が

CUC・STM 経路の作用を空間的に制限するこ

とによって、細胞増殖を適度に限局化して、

メリステム前駆細胞塊の形成を調節してい

ることを示している。胚発生過程における

RID3 発現についても検討したが、初期には胚

全域で一様に強かった発現が、発生段階が進

むにつれてメリステム予定領域を中心に低

下していくような変化が見られ、シュート再

生時の発現パターンとの類似が窺われた。加

えて、rid3 変異体の胚で CUC1 と STM の発現

が上昇・拡大していたことから、RID3 はシュ

ート再生と同様に胚発生過程でも CUC・STM

経路の抑制的制御に関わっていると考えら

れた。 

 RID3 がコードする WD40 リピートタンパ

ク質は真核生物全般に広く保存されている

が、RID3 と配列の類似度が高いタンパク質

の中には、分子機能がわかっているものがな

かった。より丁寧な in silico 解析を行ったと

ころ、rRNA 生合成への関与が報告されてい

る出芽酵母の IPI3 との類縁関係が見出され

た。そこで、rid3 変異体における rRNA 前駆

体の蓄積を調べて、RID3 がプレ rRNA プロセ

ッシングにはたらくことを確認した。これら

の総合により、rRNA生合成因子が CUC・STM

経路の制限を介して細胞増殖を限局化する、

という意外な機構が示された（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 シュート再生過程における細胞増殖制御と

RID3の役割 

 

 根の伸長成長の空間プロフィールを得る

には、異なる時間に撮影した画像の間で各地

点を対応づけて、それらの変位を計算する必

要がある。このような画像マッチングと変位

の計算を効率的に行うために、新しい画像解

析プログラム GrowthTracer を開発した。

GrowthTracer は、特異点フィルターを用いて

多重解像度画像を構築し、低解像度画像によ

るマッチングで高解像度画像のマッチング

を制約することで、正確で効率的なマッチン

グを実現している。従来の成長測定用の画像

解析プログラムと比べると、画像のコントラ

ストを上げるための特別な前処理を必要と

しない点、わずか２枚の画像で変位を計算で

きる点で、GrowthTracer は優れている。実際

にシロイヌナズナの根端成長の細胞動力学

的解析において GrowthTracer を使用し、その

有用性を確かめた。 

 体積成長と細胞増殖を関連づける私たちの

数理モデルは、器官が成長に利用できる活動

の総量はそこに含まれる細胞数によって規定

される、器官成長は細胞増殖、体積成長、器

官維持の 3 つの側面からなる、器官維持は器

官の体積に応じた活動量の割り当てを要求す

る、という仮定に立つ。GrowthTracer を利用

して、多数の試料から取得した根端成長の細



 

 

胞動力学的データと、このモデルから予想さ

れる成長プロフィールを比較すると、系統的

な差異が見られた。そこで、核内倍加の影響

を考慮して、細胞数を基礎とするモデルから

ゲノム DNA 量を基礎とするモデルに改変し

た。これにより、根端成長の実測値とモデル

とが、よりよく合致するようになった。 

 根端成長に対する温度の影響を細胞動力

学的方法によって調べ、得られたデータから

改変数理モデルを用いて成長の各側面のコ

ストを見積もった。その結果、生育温度が

22°C を下回ると、増殖コストと体積増大コ

ストがともに大きく低下することなどが示

唆された。 
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