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研究成果の概要（和文）：本研究では、シロイヌナズナの分裂組織を研究材料として、植物の幹

細胞の活性を制御するペプチドホルモンの分子機構の解明を目指した。分子遺伝学的解析を展

開した結果、まず、42の clv2 エンハンサー突然変異体を単離してきた。これら全ての候補

突然変異体のゲノムシーケンスを解読した。その結果、三量体 G-protein タンパク質を単

離した。また、その他にも多数の新規シグナル因子を単離出来た。 
研究成果の概要（英文）：One of the CLE family member, CLAVATA3 (CLV3) peptides consist of 

12 or 13 amino acids that regulate shoot apical meristem function in a non-cell-autonomous 

fashion. We isolated many CLE peptide resistant mutants, and we reported that RPK2 

functions to transmit the CLV3 peptide signal as a receptor (Kinoshita et al., 2010). 

Recently, we have sequenced whole genome of the 47 CLE peptide resistant mutants, and 

identified causal mutations. 
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１．研究開始当初の背景 

 植物は、器官を切除して培養すること

や、分化全能性をひきだすことが容易で

あることから、いかにも各器官、組織、

細胞が自律分散的に生きているように見

える。しかし、中枢神経系を持つ動物の

ような中央管理型の生命形態ではないに

もかかわらず、各器官（細胞）の間では

確実に情報のやりとりを行っていて、個

体としての統一性を保っている。それで

は、どのようにして各器官（細胞）の間

で情報のやりとりを行っているのか。ま
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た、各細胞は、細胞自身の位置情報や、

環境、発生プログラムをどのように認識

して自分自身を分化させ"個体"を形作っ

ているのか。現在までに動物の空間認識

には拡散性の物質がモルフォゲンとして

重要な機能を持つことがよくしられてい

る。しかし植物ではモルフォゲンは同定

されておらず、唯一の候補として植物ホ

ルモンであるオーキシンがあげられてい

るのみである。本研究ではこのモルフォ

ゲンを想定した空間認識機構の解析を試

み、その分子基盤の構築を目指した。 

 
２．研究の目的 

 分裂組織は、植物のどこにでも形成され

るわけではなく、遺伝的に制御された時空

間的組織や、傷などによる外的環境要因に

より構築・維持されている。シロイヌナズ

ナの茎頂分裂組織は、CLV3 蛋白質がリガ

ンドとして細胞非自律的に機能し、CLV1, 

2 蛋白質がそれを受容し、分裂組織のサイ

ズを縮小するように調節することが示唆

されている。しかし、植物のその微細な空

間認識機構などは全く明らかとなってい

ない。その鍵の一つとなるのが、CLV3 が

どのような実体を持ち、どのような空間移

動様式をとるかという点であると考えら

れる。我々は、植物組織から直接ペプチド

の 構 造 を 推 定 で き る in situ 

MULDI-TOF-MS 法を開発し、12 アミノ酸か

らなり、特徴的な修飾をうけた CLV3 ペプ

チドが植物組織に存在することを同定し

た（Kondo et al., Science, 2006）。また、

このペプチドは人工合成が可能であり、こ

の修飾を受けた人工合成ペプチド添加に

より分裂組織の縮小が観察され、合成ペプ

チドが、in vivo で本来の機能を持ちうる

ことも示している。 

 植物の形態形成機構において、細胞間シ

グナルと考えられるペプチドリガンド、受

容体、及び下流因子の一部が同定されてい

る唯一の系であるシロイヌナズナの CLV

シグナル伝達系は、我々の解析によりこの

CLV3 の分子実体が明らかになったことを

ふまえると、高等植物の複雑な３次元の空

間認識機構を解明する上で、特に細胞間で

のシグナル分子の移動という側面に関す

る解析において最適の実験系であると考

えられる。また、我々はこの CLV シグナル

伝達系が根端分裂組織のサイズの調節に

も応用可能である上、様々な植物種におい

て共通して存在し、機能しうることも示唆

している (Ito et al., Science, 2006)。

本研究では、この知見を元に、どのように

このシグナル因子が作られるのか、どのよ

うに細胞間や受容後のシグナル伝達が行

われているのか、その分子実体を明らかに

すると共に、分子挙動を理解することも目

指した。さらに、CLE 遺伝子はシロイヌナ

ズナゲノム上に 31 種類存在することから、

シロイヌナズナの中でも CLE 遺伝子群

が機能的な分化をしていることが予想さ

れた。また、この CLE 遺伝子群は、ヒメツ

リガネゴケゲノム上にも多数存在するこ

とが分かっていた (Sawa et al., Chem. 

Res. 2006)。そこで、シロイヌナズナにお

ける CLE 遺伝子群の機能的多様性を解析

すると同時に、ヒメツリガネゴケをはじめ

として、単子葉植物であるイネや、ミヤコ

グサ等様々な植物種を利用して、合成ペプ

チド添加実験を行うことで、CLE ペプチド

のモルフォゲンとしての作用機構だけで

なく、そのモルフォゲンシステムの進化過

程や意義をも視野に入れた包括的な解析

を行うことを目的とした。 

３．研究の方法 



本研究では、CLV3 ペプチドの関与する細

胞間シグナル伝達機構において、CLV3 ペ

プチドがモルフォゲンとして機能すること

を想定し、CLV3 ペプチドの合成・修飾・

移動・受容・受容後のシグナルと CLV3 ペ

プチドの機能様式を総合的に解析する。同

時に、CLE ペプチドの持つ機能的多様性や

進化的な意義に関する知見も得たいと考え

ており、その目的のために、以下のような

７種類の解析を行いたいと考えている。 
A; CLV3 ペプチドの移動様式の解明（院生

平川、UC Riverside Reddy 博士） 
19 年度；CLV3 のペプチドの生体内での挙

動について、時系列を追って詳細に観察す

る。まず、抗体作成による茎頂分裂組織付近

での３次元的な分布の観察を行う。さらに、

我々は、12 アミノ酸が CLV3 の本体であるこ

とを突き止めているので、活性のある

CLV3-Tag 融合遺伝子の作成が可能となった。

Tag として、パルスチェイスが可能である

Lumio-Tag や PAGFP を使うことで、細胞間（細

胞内）の移動がより詳細に時系列にそって追

跡できると考えている。既に作成した CLV3 

promoter-PAGFP (or Lumio tag)形質転換体

を用いて、CLV3 の拡散性を確認し、茎頂分裂

組織周辺での CLV3 の移動、蓄積等の挙動を

観察する。20 年度-；CLV3 がモルフォゲンと

して機能している可能性を考慮しているの

で、CLV3 の分布域における濃度変化、濃度勾

配、移動速度、代謝速度等細胞間移動に関す

る事象に関して 19 年度に引き続き詳細に観

察し、その影響範囲、効果、機能効率を特定

する。 

B; CLV3 下流因子の探索（院生木下、研究補

助中島） 

19 年度；モルフォゲンの定義として、もう一

つ大事なポイントは、異なったモルフォゲン

（リガンド）閾値濃度に応じた異なった遺伝

子発現調節を行うという点である。現在 CLV3

により、CLV3 遺伝子自身の発現が抑制され、

WUS 遺伝子発現も制御を受けることが示唆さ

れている。また、実際、我々の合成ペプチド

を添加することで、これらの遺伝子発現が減

少することも見いだしている。CLV3 と WUS は

丁度その発現領域が空間的に隣り合い、重な

り合う領域が少ないことが知られている。こ

のことは、より濃い濃度では CLV3の発現が、

より低濃度では WUS の発現が調節されること

を示唆している。CLV3 ペプチドを茎頂部や、

本来発現しない葉等へ塗布することで、この

２遺伝子の発現を濃度に応じて調節できれ

ば、CLV3 はモルフォゲンとしての性質を満た

すことができる。CLV3 や WUS の発現をモニタ

ーできる形質転換体も既に得ているので、準

備は整ってきている。 

 また、モルフォゲン同定に向けて、より沢

山の遺伝子をマーカーとして用い、モルフォ

ゲンとしての閾値濃度をより詳細に調査す

るためにも、CLV3 の下流因子の同定を行う。

まず、CLV3 ペプチドを用いることで下流因子

の遺伝学的探索が容易となる。CLV3 ペプチド

は茎頂分裂組織を縮小させ致死性を与える

ため、致死性の復帰突然変異体を単離すれば

下流因子が同定できる。現在の所、CLV3 ペプ

チドに非感受性のサプレッサー突然変異体

を既に多数単離しており、原因遺伝子として

LRR 型受容体キナーゼや、WD-40 ドメインを

持つようなシグナル伝達因子も単離してい

る。20 年度-；スクリーニングを進めると共

に、CLV3 を添加することによる Gene Chip 解

析により CLV3 により発現調節を受けうる因

子を網羅的に解析する。それらの解析結果を

基に、茎頂分裂組織において、mRNA in situ 

hybridization 法により全ての候補遺伝子

の発現パターンを解析することで、候補遺伝

子を絞りたいと考えている。今後、CLV シグ

ナル伝達系の下流で機能する候補遺伝子の



数を増やし、包括的な CLV シグナル伝達系の

解明を目指す。 

C; ペプチド-受容体結合様式の解明（ポスド

ク A（清水）、オリンパス合田） 

19 年度；現在までに CLV3 リガンド-受容体候

補(CLV1, CLV2)との直接の結合は示されてい

ない。今回、我々はリガンドの分子実体を明

らかにしていることから、この合成ペプチド

を用いて直接の結合を示すと共に、20 年度以

降には、これらの複合体の結晶化を進め、X

線構造解析等によって、三次元的な結合様式

を特定する。結合を検出するためには、オリ

ンパスの MF20 を用いる。蛍光強度分布解析

法(FIDA)を用いることで細胞膜分画と蛍光

リガンドとの結合を検出する。受容体は糖鎖

修飾を受けている可能性が高く、タバコ BY2

培養細胞で過剰発現させ材料を得る予定で

ある。MF20 はハイスループットな手法である

上、リガンド-受容体の 1:1 対応が検討出来

るため、シロイヌナズナに存在する 26 種類

全ての CLE をリガンドとして、それに対応す

る LRR 型受容体キナーゼを一つずつ検証し、

CLE-LRR 受容体の組み合わせを網羅的に in 

vitro で解明する。さらに、in vivo でその

組み合わせが確かな物かを分子遺伝学的解

析で検証していく。 

D; CLV3 ペプチダーゼの単離（ポスドク B (未

定)、研究補助中島） 

19 年度；これまでに、ヒトや酵母などの様々

なペプチドホルモンの生成過程で、未成熟な

蛋白質がペプチドホルモンへと成熟する際

にこのようなカルボキシペプチダーゼが関

与することが示されている。それらのペプチ

ダーゼ認識配列が CLEペプチドにおいても保

存されており、植物においてもそのような類

似した機構が存在することが示唆された。本

研究では、そのペプチダーゼの精製、単離を

行い、遺伝子の特定を行うと共に、ペプチド

リガンドの生成・修飾に関する分子機構を明

らかにする。CLV3-AMC 合成ペプチドを利用す

ることで、CLV3 ペプチドの成熟過程において

機能するペプチダーゼ活性を既に検出して

おり、この至適温度は 30 度前後であること

も見いだしている。この活性を指標とし、当

該ペプチダーゼの精製を試みる。20 年度-；

AMC を用いた精製と平行し、活性阻害ペプチ

ド(HEEL-FMK)カラムを用いた精製も試みる。

精製が完了した場合、酵素としての性質・特

性の解析及び生体内での機能解析を行う。特

に、リガンドがターゲット付近でペプチダー

ゼによりスプライスされ活性化されること

も想定しているので、空間的発現パターンに

特に注意した解析を行う。 

E; CLV3 を利用した葉序決定機構の解析（院

生井上、Kuhlmeier Univ. Berne） 

19 年度；本来、clavata 突然変異体は葉序に

異常を示す突然変異体として単離されてき

た。葉序（回度）は極めて厳密に遺伝的に制

御され、ヒボナッチ数列に従って、秩序だっ

た位置に葉原基が形成されることが知られ

ている。現在の所、分裂組織という三次元的

な空間において、拡散性のシグナル因子が濃

度勾配を作ることにより、次の葉原基形成の

場を決定するということが言われているが、

その分子実体は全く明らかにされていない。

我々は、CLV3 ペプチドを野生型に添加した際

に、この葉序が乱れることを示した(Kondo et 

al., Science, 2006)。この CLV3 ペプチドを

用いて、分裂組織等に直接塗布したり、外科

的な手術を行う手法を組み合わせ、分子マー

カーなどでその後の分子ネットワークを検

出すること等により、葉序（回度）決定に関

する分子機構の解明を目指す。特に、オーキ

シン輸送に関わる PINの配向は葉序に密接な

関連があることから、PIN の配向を中心に

CLV3 ペプチドの効果を検討する。20 年度-；



シロイヌナズナにおける検証ができた場合、

Kuhlmeier 博士が過去に示してきたトマト茎

頂等を材料とした解析を続け、葉序に関連す

る過去の知見の検証を行う。さらに、生育途

中で葉序パターンの変化する植物において、

CLV3(CLE)遺伝子発現パターンの変化の観察

やペプチド塗布による葉序パターン変化の

観察を通して、葉序パターン決定における

CLV3(CLE)ペプチドの機能解析を行う。 

４．研究成果 

 本研究では、合成 CLE ペプチドを用いて、

ペプチド耐性を示すシロイヌナズナ突然変

異体の網羅的単離を行っており、5年間で、

CLE ペプチド下流候補遺伝子として 8 遺伝

子を同定した。 

 まず、42の clv2 エンハンサー突然変異

体を単離してきた。これら全ての候補突然

変異体のゲノムシーケンスを解読した。そ

の結果、42 の候補のうち、14 突然変異体

において、三量体 G-protein タンパク質の

βサブユニット, agb1 の遺伝子内に変異

を検出した。また、γサブユニットの二重

突然変異体, agg1 agg2 も clv2 の表現型

を助長する事を示した。 

 また、42 の clv2 エンハンサー突然変

異体のうち、3 つの候補について、

LRR-RLKをコードするBAM1遺伝子内に変

異が生じ、この BAM1 は、根端分裂組織

において、RPK2 とヘテロダイマーを作っ

て CLE シグナル伝達系の受容体として機

能することが示唆された。さらに、その

ほかユビキチンリガーゼ遺伝子、細胞質

型キナーゼ遺伝子、受容体様遺伝子等が

単離出来、ペプチドホルモンの分子機構

について、多くの因子が、初めて、明ら

かになった。 
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