
神戸大学・理学研究科・特命助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

研究活動スタート支援

2021～2019

陸上植物におけるオーキシンを介した細胞分裂面制御機構の解明

Molecular mechanism for auxin-mediated regulation of cell division plane in land
 plants

３０８４６９９４研究者番号：

加藤　大貴（Kato, Hirotaka）

研究期間：

１９Ｋ２３７５１

年 月 日現在  ４   ４ ２８

円     2,200,000

研究成果の概要（和文）：植物ホルモン・オーキシンは全ての陸上植物の発生において多面的かつ重要な役割を
果たすホルモンである。本研究では研究代表者が見出した、陸上植物に共通するオーキシン応答遺伝子である
WIP転写因子に着目し、コケ植物ゼニゴケを研究モデルに機能解明を目指した。
その結果、ゼニゴケにおいてWIPが頂端分裂組織の腹側や杯状体内部で強く発現していること、機能欠損変異体
では仮根の伸長異常と杯状体の形成密度の向上することを明らかにした。また変異体及び過剰発現株を用いた
RNA-seq解析を行い、ゼニゴケにおけるWIPの下流遺伝子候補を同定するとともに、被子植物シロイヌナズナのデ
ータと比較し進化的な考察を行った。

研究成果の概要（英文）：The plant hormone auxin plays critical and versatile roles in the growth and
 development of all land plants. My recent study identified WIP family as a common auxin-responsive 
gene in land plants. To investigate the role of auxin-WIP pathway in land plants, this study focused
 on the liverwort Marchantia polymorpha of which genome encodes only a single WIP gene (MpWIP). 
Expression analysis revealed that MpWIP was highly expressed in the ventral side of apical meristem 
and gemma cup. Loss-of-function mutants generated by CRISPR/Cas9 method showed reduction of rhizoid 
elongation and dense formation of gemma cups. RNA-seq analyses using the mutants and overexpression 
lines identified downstream candidates of MpWIP. Comparison with published transcriptome data from 
Arabidopsis thaliana provided insights into the conserved role of WIP family in land plants.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オーキシンは陸上植物の成長・発生制御の主要因子であるが、オーキシンが多様な現象を制御する仕組みは未だ
明らかになっていない。過去の研究により、WIPが陸上植物に保存されたオーキシン応答遺伝子であること、被
子植物において胚根の幹細胞形成など多面的機能を担うことが示されていた。
本研究はコケ植物ゼニゴケにおいてもWIPが複数の器官の発生に重要な役割を果たすこと、陸上植物に共通して
WIPに制御される遺伝子が存在しうることを明らかにした。このことはWIP経路が陸上植物の発生制御の基盤であ
ることを示唆している。本研究の成果を活用することで植物の形を精緻に制御する技術につながると期待され
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物は約 5 億年前に比較的安定した水中環境から、激しい気温変動や乾燥に晒される陸上へと
進出し、周囲の環境に応じて形態を緻密に制御する術を獲得してきた。植物の細胞は固い細胞壁
に囲まれ移動できないため、細胞分裂面の向き・位置の制御はその後の細胞運命や成長方向を決
める重要な要素である。オーキシンは全ての陸上植物の発生において多面的かつ重要な役割を
果たすホルモンであり、細胞分裂面制御にも関与している[1]。しかしオーキシンによって引き
起こされる遺伝子発現の変化がどのようにして細胞分裂面を制御しているかは明らかにされて
いなかった。 
過去の研究でコケ・シダ・被子植物に共通するオーキシン応答遺伝子として C2H2転写因子をコ
ードする WIPファミリーが同定されていた[2]。WIPは被子植物において様々な器官の発生や種
皮の色素合成など多面的な役割をもち[3]、特にシロイヌナズナの胚発生において、WIP2/4/5 が
冗長的にオーキシンの下流で根端分裂組織形成に必須な非対称分裂を制御することが示されて
いるが、その分子メカニズムは明らかになっていなかった [4]。 

２．研究の目的 
多くの植物種がゲノム中に複数のWIPをもつのに対しゼニゴケはWIPを１コピーのみもつ。予
備的な解析においてゼニゴケ WIP の機能欠損変異体を作成したところ、wip 変異体は野生型よ
りも無性生殖器官（杯状体）を密に形成した。杯状体は
頂端細胞から背側に分裂した細胞からガス交換器官（気
室）と並行して作られる。杯状体と気室は発生における
最初の細胞分裂の向きで区別することができるとされ
る[5]。また過去の研究からオーキシンの生合成が頂
端細胞や杯状体で盛んなことが分かっていた[6,7]。
これらことから本研究では杯状体形成において WIP が
オーキシンの下流で平層分裂と垂層分裂の転換を制御
しているのではないかと考え（図１）、ゼニゴケにおけ
るWIPの機能解明を目的とした。 

３．研究の方法 
目的を達成するため、本研究ではゼニゴケWIPの（１）発現パターンの解析、（２）機能改変株
の表現型解析、（３）下流遺伝子の同定と機能解析を計画した。以下に方法の詳細を記述する。 

（１）WIP発現パターンの解析 
WIP タンパク質がいつ、どこで機能しているかを調べるため、WIP とレポータータンパク質の
融合タンパク質を WIP 自身のプロモーターで発現するベクターを wip 変異体に導入する。変異
体の相補を確認した上で、機能的な WIP タンパク質の時空間的発現パターンやオーキシンによ
る変化を共焦点顕微鏡による観察で明らかにする。 

（２）WIP機能改変株の表現型解析 
作出済みの wip機能欠損株に加え、WIPを誘導的に過剰発現する株を作成し、葉状体背側表面に
着目して細胞分裂面に関する異常があるかを明らかにする。具体的には細胞壁を蛍光標識し、共
焦点顕微鏡による Z-stack画像から三次元画像を構築して分裂面を詳細に解析する。 

（３）WIP下流遺伝子の同定と機能解析 
WIP は転写因子であると予測されており、標的遺伝子の発現制御を介して細胞分裂面制御に関
わると考えられる。そこで（２）で作成したWIP機能改変株を用いた RNA-seq解析によりWIP
の下流遺伝子を同定する。同定された下流遺伝子のうち、特に細胞骨格に関連する因子など細胞
分裂面の制御に関わりそうな因子について、CRISPR/Cas9法を用いて機能欠損株を作成し、細胞
分裂面制御や杯状体形成における役割を明らかにする。 

４．研究成果 

（１）WIP発現パターンの解析 
まず WIP プロモーター制御下で WIP と GUS の融合タンパク質を発現するベクターを作成し、
wip変異体に導入した。その結果 wip変異体の形態異常が回復した株が得られ、機能的なWIPタ
ンパク質を発現していることが示唆された。この株を用いて GUS染色を行ったところ、葉状体
の頂端分裂組織の腹側や、杯状体の内部、発生中の無性芽において強い染色が見られ、これらの



組織で WIP が機能していることが示唆された。次に細胞レベルでの WIP の挙動を調べるため、
GUS の代わりに蛍光タンパク質をレポーターに用いた株の作成を試みた。複数種類の蛍光タン
パク質（Citrine, tagRFP, GFP, mNeonGreen）、タンパク質融合の方法（N末、C末）、遺伝子組み換
え法（T-DNA挿入、騒動組み換え）を試したが、いずれの場合においても、変異体の異常を完全
に相補する株は得られず、異所的または過剰発現していることが疑われる表現型を示す株しか
得られなかった。 

（２）WIP機能改変株の表現型解析 
まず wip機能欠損株について詳細な表現型解析を行った。その結果 wip変異体は葉状体の下偏成
長に加えて、仮根の発達が低下する表現型を示した。定量的な解析から wip変異体は仮根原基の
形成ではなく仮根の伸長に異常があることが示唆された。このことは過剰なオーキシン投与実
験からも支持された。また杯状体の密度上昇についても定量的に解析を行ったところ、最初の杯
状体が形成されるまでの期間は野生型と変わらないが、培養期間が長くなるのに従って杯状体
数・密度が高くなるによることが明らかになった。 
次に薬剤（エストロゲン）依存的に目的遺伝子を過剰発現する系を用いて WIP の過剰発現株を
作成した。qRT-PCRの結果、誘導後 8時間でWIPの発現が 80倍程度高まる株が得られた。この
株の無性芽および葉状体をエストロゲン含有培地で培養すると、頂端ノッチを中心に褐変して
枯死する強い表現型を示した。薬剤の濃度を下げると葉状体の上偏成長や杯状体が形成されな
くなるといった機能欠損変異体とは逆の表現型が観察された。 

（３）WIP下流遺伝子の同定と機能解析 
（２）で観察に用いたWIPの機能欠損変異体と誘導的過剰発現株を用いて RNA-seq解析を行い
WIP 下流因子の探索を行った。野生型と変異体の比較には１週間目または２週間目の葉状体を
用い、それぞれ 2,137または 3,036の発現変動遺伝子（DEG）が検出された。過剰発現株の解析
では薬剤誘導 4時間の有無を比較し、合計で 5,421の DEGを検出した。これらの遺伝子につい
て予測される機能を調べたところ、発現が変異体で上昇し、過剰発現株で低下する遺伝子群に興
味深い遺伝子群が多く、例えば主要なオーキシン生合成遺伝子である TAAや YUCCA2、ROPシ
グナリング因子などの先端成長に関わる遺伝子、GCAM1を含む杯状体形成に関与する複数の転
写因子が見られた。また今回得られたデータをシロイヌナズナのWIP過剰発現株の RNA-seqデ
ータ[8]と比較したところ、上に挙げた遺伝子のホモログがシロイヌナズナでもWIPにより発現
低下していることが明らかになった。 

（４）まとめ 
本研究の成果によりゼニゴケにおいても WIP が葉状体の形態、仮根の伸長、杯状体形成など多
面的な役割を果たすことが明らかになった。このことはオーキシン-WIP 経路が陸上植物の発生
制御の基盤の一つであることを示唆している。また機能改変株を用いた RNA-seqからWIP下流
因子候補を多数同定し、シロイヌナズナとの比較から陸上植物に保存された WIP 下流因子の存
在が示唆された。当初の計画全てを実行することはできなかったものの、陸上植物の発生制御機
構とその進化を理解するための重要な知見を得ることができたと言える。今後の研究によりWIP
タンパク質の機能について分子レベルでの理解が進めば、将来的に陸上植物の形態を精緻に制
御する応用技術につながると期待される 
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