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研究成果の概要（和文）：GSK3-BES1シグナリングモジュールは顕花植物において維管束細胞分化やブラシノス
テロイド応答など様々な発生プロセスにおいて働く。GSK3やBES1/BZR1のホモログは少なくとも陸上植物におい
て幅広く存在しているが、GSK3-BES1モジュールの祖先的な機能や役割はわかっていない。そこで私は基部陸上
植物ゼニゴケを用いてこのモジュールの機能を解析した。MpGSK3の機能欠損体とMpBES1の過剰発現体は葉状体分
化において類似の欠損が見られたことからこのモジュールがゼニゴケにおいて葉状体分化に寄与していることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：The GSK3-BES1 signaling module acts in various developmental processes such 
as vascular cell differentiation and brassinosteroid response in flowing plants. Although GSK3s and 
BES1/BZR1 homologs are widely conserved at least in the land plant lineage, the ancestral function 
and role of the GSK3-BES1 module are still unknown. Then, I analyzed the GSK3-BES1 module using a 
basal land plant, Marchantia polymorpha. Both MpGSK3 knock-out lines and MpBES1 over expressing 
lines showed similar defect in thallus differentiation, suggesting that the GSK3-BES1 module in M. 
polymorpha may contribute thallus differentiation.

研究分野：植物発生学

キーワード： シグナル伝達　ゼニゴケ　発生　形態形成　植物進化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の発生、環境応答で様々なシグナル伝達経路において機能するGSK3-BES1シグナリングモジュールがどのよ
うに獲得されてきたのかを探るために、基部陸上植物であるゼニゴケにおけるこのモジュールの解析を行った。
結果としてゼニゴケにおいても、このシグナリングモジュールが発生に寄与する重要な役割を持つことが示唆さ
れた。この結果はこのシグナリングモジュールの役割や機能をシンプルに理解することにつながるとともに、今
後、さらに多岐にわたるシグナル伝達経路の解析に寄与することが予想される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物細胞は、周囲の環境(外環境や隣接する細胞等)からのシグナルを受容し、それに応じた細

胞内シグナル伝達経路を活性化することで環境変化への適応や正確かつ柔軟な形態形成を行な

う。このシステムは、動物と異なり移動能を持たない植物が生存していくために極めて重要であ

るといえる。タンパク質リン酸化酵素GSK3ファミリーとBES1/BZR1転写因子ファミリーは様々

な環境、発生シグナルのシグナル伝達に関わるハブモジュールとして働くことがわかっている。

代表的なものとしては植物ホルモンであるブラシノステロイドや維管束幹細胞維持に関わる

CLEペプチドホルモンTDIFのシグナル伝達において重要な役割を担っている(Yin et al. 2002, 

Kondo et al. 2014)。転写因子BES1/BZR1はGSK3 によるリン酸化によって負に制御されており、

非リン酸化状態の活性型BES1/BZR1は多数の遺伝子発現の制御に関与することが示唆されてい

る(Sun et al. 2010)。GSK3は真核生物において幅広く存在し、またBES1/BZR1ファミリーは植物

特有の転写因子群であることから、このGSK3-BES1/BZR1モジュールは植物の進化に伴い獲得さ

れてきたと考えられる。一方、このモジュールがブラシノステロイドや維管束形成にいつ関連付

けられたのか、またその起源的な役割がどのようなものかはわかっていない。そこで、GSK3-

BES1/BZR1モジュールの起源的な役割を解明することで、陸上植物の進化にどのように寄与し

てきたのかに迫りたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、シグナル伝達モジュールGSK3-BES1/BZR1 の起源的役割を解明することで

ある。このシグナル伝達モジュールの研究はこれまでシロイヌナズナやイネを含むいくつかの

被子植物に限られており、基部陸上植物に位置するコケ植物での役割はわかっていない。そこで

本研究では、近年モデル植物として研究の基盤が構築されてきたタイ類ゼニゴケMarchantia 

polymorpha L.を用いて解析を進め(Bowman et al. 2017)、ゼニゴケにおけるGSK3-BES1モジュール

の機能を明らかにし、さらにその下流遺伝子発現および上流シグナルを探索することで、その起

源的役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
①ゼニゴケGSK3 (MpGSK3)、BES1 (MpBES1) 機能欠損ゼニゴケの作出と形態学的観察 

ゼニゴケは他の植物と比べて、遺伝子の冗長性が低いという特徴を持っている。シロイヌナズ

ナにおいてGSK3 は10 個、BES1/BZR1 は6 個のホモログが存在し、それらの間には機能的冗長

性があることも示唆されていた。そのため機能欠損変異体を用いた解析を進める上での障壁と

なっていた。実際に、ゼニゴケではGSK3 は一つであり、またBES1/BZR1 は３つのホモログが

存在しているが、BES1/BZR1 に極めて近い類似性が見られるものは一つである。つまりゼニゴ

ケを用いることで容易に機能欠損変異体の解析が可能である。そこで、ゼニゴケの簡便かつ高効

率の形質転換法を利用しCRISPR 法によるMpGSK3 およびMpBES1 遺伝子破壊株を作出する。

形態学的観察などからMpGSK3、MpBES1 がゼニゴケの形態形成等にどのように寄与している

のかを明らかにする。 

②各種形質転換ゼニゴケを用いた機能解析 

遺伝子機能を解析する上でそれらの発現パターンやタンパク質の細胞内局在を調べることは

重要である。特にシロイヌナズナにおいてはGSK3 によるBES1 のリン酸化は細胞内局在に影響

し、機能制御に関与することが知られている。ゼニゴケでは発現パターンや細胞内局在を調べる

ためのツールがすでに構築されているのでそれらを用いて解析を行なう。加えて、過剰発現体や

活性型変異体を作出し機能欠損体と比較することで機能解析を進める。 



③タンパク質機能の進化的保存性の評価 

ゼニゴケにおけるGSK３やBES1 のタンパク質機能が陸上植物において保存されているのか

を評価する。シロイヌナズナbes1 bzr1二重機能欠損変異体はファミリー遺伝子の冗長性からブラ

シノステロイド応答性への影響はわずかであるが、申請者が所属する研究室で確立された組織

培養系における維管束分化誘導システムVISUALでその分化誘導が生じない変異体であること

がわかっている(Saito et al. 2018)。そこでゼニゴケMpBES1 がこの系においてbes1 bzr1 変異を相

補できるのかにより評価可能である。逆に、MpGSK3 およびMpBES1のゼニゴケ機能欠損体の表

現型をシロイヌナズナGSK3、BES1 が相補できるのかも評価できる。 

④MpGSK3-MpBES1 下流応答性遺伝子の同定 

BES1BZR1 ファミリーは転写因子であり多くの遺伝子発現を制御していることが知られてい

るが、ゼニゴケにおける転写因子としての機能は未解明である。そこでMpBES1 機能欠損株お

よび活性型変異体を用いた下流遺伝子候補の特定を試みる。ゼニゴケのRNA-seq 技術はすでに

構築されており、トランスクリプトーム解析を進める。さらに、MpGSK3 機能欠損株等を組み

合わせることでこのハブモジュール特異的な下流因子を絞り込む。 

⑤MpGSK3-MpBES1 上流シグナルの解明 

最終的に、ゼニゴケにおけるGSK3-BES1 モジュールのインプットとなるシグナル因子を特定

したいと考えている。MpGSK3、MpBES1 の機能欠損株等の表現型や下流制御因子の発現などを

指標にスクリーニングすることで上流シグナルの特定を進める。また被子植物における上流シ

グナルであるブラシノステロイドやTDIF ペプチドは有力な候補であるのでこれらをゼニゴケ

に処理した際にどのようになるのか、またMpGSK3、MpBES1 機能欠損株で応答が見られるのか

を調べる。 
 
４．研究成果 
①ゼニゴケGSK3 (MpGSK3)、BES1 (MpBES1) 機能欠損ゼニゴケの作出と形態学的観察 

ゼニゴケの簡便かつ高効率の形質転換法を利用し、CRISPR法によるMpGSK3機能欠損変異体

やMpBES1機能欠損変異体の作出を試みた。MpGSK3機能欠損体は葉状体への分化が抑制され未

分化細胞塊のような表現型を示した。一方で、MpBES1機能欠損変異体は得ることができていな

い。この要因としてMpBES1の機能欠損は致死性である可能性もあるので、条件特異的機能欠損

株の作出などの準備を進めている。 

②各種形質転換ゼニゴケを用いた機能解析 

遺伝子発現パターンを解析するためにMpBES1の上流5kbpのプロモーター領域を使用したレ

ポーターラインを作出し、ゼニゴケ葉状体での発現を確認したところ、特に成長点であるノッチ

付近で強く発現がみられた。またMpBES1過剰発現を作出したところ、葉状体への分化が抑制さ

れる表現型を示した。この表現型はMpGSK3機能欠損変異体と類似していた。一方でMpGSK3過

剰発現体は得られなかったため、誘導型過剰発現体の作出を進めている。 

③タンパク質機能の進化的保存性の評価 

MpBES1過剰発現体で顕著な葉状体分化が抑制された表現型が見られたので、シロイヌナズナ

のBES1およびBZR1のゼニゴケでの過剰発現体を作出したところ、類似した表現型が見られた。

このことはタンパク質機能が保存されている可能性を支持する結果である。 

④MpGSK3-MpBES1 下流応答性遺伝子の同定 

作出したMpGSK3機能欠損変異体およびMpBES1過剰発現体は共に葉状体の細胞分化を抑制

する表現型を示し類似性が見られた。これら変異体のRNA-seqによるトランスクリプトーム解析



を行なったところ類似の遺伝子発現プロファイルを示したことから似た表現型であることが考

えられる。また多くの発現が変動している遺伝子が見出されてきており、加えて作出を進めてい

るMpBES1誘導型過剰発現体を用いてさらなる解析を進めることで下流遺伝子を特定していく。 

⑤MpGSK3-MpBES1 上流シグナルの解明 

MpGSK3とMpBES1のタンパク質間相互作用がBiFC法により検出されたことからゼニゴケに

おいてもGSK3とBES1/BZR1がシグナリングモジュールを形成していることが示唆された。これ

までシロイヌナズナではGSK3はBES1を抑制することがわかっているが、MpGSK3の機能欠損変

異体とMpBES1過剰発現体が類似した表現型を示していることを考えると、ゼニゴケでは抑制す

る関係ではないのかもしれない。さらに上流候補であるブラシノステロイド処理とこれらの変

異体の表現型に共通性はほとんど見いだせなかった。ゼニゴケにおける上流経路の特定にはさ

らなる研究が必要である。 

これらの成果に加えて、ゼニゴケにおいて存在している他のBES1/BZR1ホモログについても

過剰発現体を作成したところ、MpBES1とは異なった表現型を示した。MpBES1が最も被子植物

のホモログと近縁であることから考えても、基部陸上植物においてBES1/BZR1機能が多様であ

り、植物進化に伴ってダイナミックに変遷していったことが示唆する結果を得た。 
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