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研究成果の概要（和文）：植物の器官発生や環境ストレスに応じた成長の調節には、器官を構成する細胞の細胞
周期、とりわけG2/M期の進行を適切に制御することが重要である。シロイヌナズナにおけるG2/M期制御因子のタ
ンパク質分解に関する研究から、植物には核内RNA代謝異常により駆動する新奇な細胞周期チェックポイントが
存在している可能性が示唆された。また、G2/M期制御因子の遺伝子発現制御に中心的な働きをするMYB3R転写因
子が、塩ストレス下での成長抑制に積極的な役割を担っていること、さらにMYB3Rが植物の成長ホルモンとして
知られるジベレリンの作用を、信号伝達因子DELLAとの相互作用を通じて媒介している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：For controlling plant organ growth in changing environment, it is important 
to properly regulate proliferation of component cells in growing organs. It has been believed that 
regulation at G2/M in the cell cycle is particularly important for plants that show endoreplication 
in their organ growth. In our genetic studies using Arabidopsis mutant with deregulated activity of 
mitotic regulator APC/C that acts as E3 ubiquitin ligase, we showed the possibility that a novel 
mechanism of cell cycle checkpoint may exist and may inhibit G2/M progression when nuclear mRNA 
metabolism is occasionally impaired. We also showed that MYB3R transcription factors, known as 
central regulators of G2/M-specific genes, play an important role in growth inhibition under salt 
stress, partially through its roles in gibberellin signal transduction where MYB3Rs physically 
interact with DELLA proteins and mediate the growth inhibition caused by the action of DELLA.

研究分野： 植物生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
多細胞体の形成には、個々の細胞の細胞周期
が適切に制御されることが不可欠である。器
官発生に核内倍加（体細胞の核 DNA 量が倍
加する現象）を伴う植物では、とりわけ G2/M
期制御が重要であると考えられている。申請
者はこれまでに、G2/M 期における遺伝子発
現調節に重要な制御因子を複数同定してき
た。中でも重要な制御因子として、MYB3R
転写因子と APC/C ユビキチンリガーゼの活
性制御因子をシロイヌナズナから発見して
いる。MYB3R は G2/M 期に機能する遺伝子
群（G2/M 期遺伝子）の転写制御に中心的な
役割を担う転写因子ファミリーであり、この
ような遺伝子にコードされる G2/M期制御因
子の多くが APC/C ユビキチンリガーゼによ
りタンパク質分解の誘導を受ける。これまで
に、MYB3R には転写活性化因子として働く
活性化型MYB3Rと抑制因子として働く抑制
型 MYB3R が存在すること、それらが協調し
て G2/M 期遺伝子に作用することにより、細
胞周期中の遺伝子発現変動や、分裂を停止し
た細胞における発現抑制状態の確立、維持が
実現していることを明らかにしている。また、
MYB3R が大きなタンパク質複合体を形成し
て機能していること、さらに MYB3R が塩ス
トレス下での成長抑制に積極的な働きをし
ていることが、最近、明らかになってきた。
その作用のメカニズムには新奇な分子機構
が関与している可能性が考えられるが、その
ほとんどの部分は解明されていない。一方、
APC/C の抑制因子として新たに GIG1 と
UVI4 と名付けた 2 つのタンパク質をシロイ
ヌナズナから同定し、その作用メカニズムや
植物の成長制御における生理的な意義につ
いて研究を進めている。 
 
２．研究の目的 
MYB3R をはじめとする G2/M 期制御因子を
研究する過程で、これらの因子が単に細胞分
裂を調節するために働いているだけではな
く、細胞のサイズ制御、非対称分裂による細
胞運命決定、環境ストレス下における成長の
抑制にも重要な働きをしていることが示唆
されてきた。さらに、MYB3R は植物ホルモ
ンの作用を仲介して細胞増殖や器官成長を
制御する機能を担っていることも明らかに
なりつつある。つまり、G2/M 期制御因子は、
その直接の機能として細胞分裂を調節する
ほかに、多様な植物生理学的、植物発生学的
な現象の制御に関っており、場合によっては
発生現象や応答反応そのものに細胞周期制
御が組み込まれていることが予想された。本
研究では、G2/M 期制御因子、特に MYB3R
や APC/C の活性制御因子を研究の対象とし
て、多細胞体としての植物の発生・成長、お
よび種々の応答反応に、細胞周期制御因子が
機能する新奇なメカニズムが存在する可能
性を検討し、その分子機構を解明することを
目的とした。 

 
３．研究の方法 
植物材料として、主にシロイヌナズナを用い
た。種々の遺伝子の破壊株は、リソースセン
ター（ABRC や NASC など）より T-DNA 挿
入変異体を取得し、交配により多重変異体を
作成するなどして実験に利用した。植物の育
成、遺伝子クローニングやコンストラクト作
成などの分子生物学的な実験は、市販の培養
資材や酵素、キット類を用いたスタンダード
な方法により行った。リアルタイム PCR を用
いた遺伝子発現解析は、StepOnePlus™リアル
タイム PCR システム(Thermo Fisher Scientific
社製)と市販のキット（THUNDERBIRD SYBR 
qPCR Mix、東洋紡ライフサイエンス社）を用
いて行った。植物組織の細胞レベルでの表現
型解析は、透明化処理後にノマルスキー顕微
鏡（オリンパス生物顕微鏡 BX51）を用いて
観察する方法や、propidium iodide などの蛍光
色素により染色したサンプルを共焦点レー
ザー顕微鏡（オリンパス FV1000）により観
察する方法により行った。シロイヌナズナへ
の遺伝子導入は、通常のバイナリー法により
形質転換したアグロバクテリウム GV3101 株
を、シロイヌナズナの花序に感染させる方法
（floral dip 法）により行った。酵母ツーハイ
ブリッドアッセイは、GAL4DBD/GAL4AD の
系を用い、ヒスチジン除去培地における酵母
の増殖を指標としたスタンダードな方法に
より行った。トランスクリプトームの解析や
変異体の遺伝子マッピングは、連携研究者の
鈴木孝征氏の協力のもと、次世代シーケンサ
ー（イルミナ社の Genome Analyzer IIx）を用
いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) APC/C ユビキチンリガーゼが関与する新
たな細胞周期チェックポイント 
APC/C ユビキチンリガーゼの活性を負に制
御する GIG1 を欠く変異体では、気孔系譜細
胞の非対称分裂に異常が生じ、ペイブメント
セルと孔辺細胞の両方の性質を合わせ持つ
mixed fate cell が生じること、また同時に、体
細胞の有糸分裂における異常が原因となり、
染色体数の倍加した細胞（倍数体細胞）が生
じることがわかっている。この gig1 変異体の
異常を促進、あるいは抑圧する変異体のスク
リーニングを行い、合計で 11 個の変異体を
単離することに成功した。それぞれの原因遺
伝子を同定するために、バッククロスにより
得られた F2 個体を用いて次世代シーケンス
による遺伝子マッピングを行った。まだ原因
遺伝子が確定していない変異体もあるが、こ
れまでに同定した原因遺伝子の候補には複
数の RNA 代謝関連の遺伝子が存在している
ことが明らかになった。代表的なものとして、
pre-mRNA スプライシングに機能する Zinc 
finger タンパク質（AZR1 および AZR2）、核
内において転写産物のポリ(A)付加に必須な
機能を持つ PABN1、核膜孔複合体に結合して



mRNA 核外輸送に働く TREX-2 複合体のタン
パク質（SAC3a）などが原因遺伝子として同
定されている。このように、mRNA 代謝・輸
送に関わる複数の遺伝子の変異が gig1 変異
体の表現型を同じように促進することから、
核内 mRNA 代謝の異常が何らかの共通の信
号伝達経路とエフェクター分子の働きを経
て、gig1表現型を促進していると考えられた。 
 このような現象の一般性を検証するため、
mRNA の核内代謝や核外輸送を担う既知の
遺伝子を文献的に調査し、そのうち複数の遺
伝子を選抜して、遺伝子破壊が gig1 表現型に
及ぼす影響を解析した。リソースセンターか
ら取得した T-DNA 挿入変異体と gig1 変異体
を交配し、表現型解析を行った結果、mRNA
の核外輸送を担う THO/TREX 複合体を構成
するタンパク質（THO1/HPR1/EMU）、TREX-2
複合体に含まれる AtTHP1、また pre-mRNA
スプライシングや miRNA 転写に機能する
CDC5 などの変異にも gig1 表現型の促進効果
があることが分かった。 
 これらの結果から、mRNA の核内代謝異常
が引き金となって駆動する新奇の細胞周期
チェックポイントが存在するという仮説を
立てている。gig1 変異体の表現型は、Ｍ期サ
イクリンのレベルの減少が原因となって引
き起こされることから、このチェックポイン
トの標的は M 期サイクリン自体、あるいは M
期サイクリンが結合するサイクリン依存性
キナーゼ（CDK）の活性ではないかと考えら
れる。今後、このようなチェックポイント制
御の分子実体の解明に向けた研究を行う予
定である。また、スプライス因子の変異体
（azr1 azr2 二重変異体）のトランスクリプト
ーム解析から、NAC 型転写因子ファミリーの
特定のメンバーが変異体において発現上昇
を示すこと、また gig1 変異体を促進する複数
の変異により、同じメンバーの NAC 型転写
因子が共通に発現上昇することがわかった。
このように発現上昇したNAC型転写因子が、
下流の遺伝子発現制御を通じて、細胞周期チ
ェックポイントを駆動させている可能性が
考えられる。このような可能性を含め、今後、
核内 RNA 代謝を検知して、その情報を細胞
周期抑制に伝える仕組みの解明を目指して
研究を行う方針である。 
 以上のように APC/C 抑制因子 GIG1 を用い
た遺伝学的な解析から、核内 RNA 代謝異常
により駆動する新奇な細胞周期チェックポ
イントの存在を示唆する結果を得ることが
できた。スプライシングをはじめとする核内
RNA 代謝は、塩ストレス、高温ストレス、お
よび病原菌やウィルスの感染などの影響を
受けることが知られている。このようなスト
レスや内的な要因により、核内 RNA 代謝に
異常を生じた細胞では、異常な代謝産物を核
内に留めておくために、一時的に細胞周期を
G2 にアレストし、核膜崩壊を遅らせるため
の仕組みがあるのかも知れない。このように
本研究により、これまでにない全く新しい細

胞周期チェックポイントの存在が提起され、
この仮説の検証を含め、今後の研究に道筋を
つけることができた。 
 
(2) MYB3R 転写因子の植物ホルモン応答へ
の関与 
抑制型 MYB3R を欠くシロイヌナズナ変異体
を塩ストレス下で生育すると、野生型シロイ
ヌナズナが示す成長抑制の程度が大きく緩
和されることから、塩ストレスと MYB3R を
結ぶ何らかのメカニズムが存在しており、抑
制型 MYB3R は塩ストレス下において積極的
に成長抑制を誘導している可能性が示唆さ
れている。一方、塩ストレス下における成長
抑制にジベレリン信号伝達が関与している
ことを示す報告があることから、MYB3R と
ジベレリン信号伝達の間にどのような関連
があるのかについて研究を行った。ジベレリ
ン合成阻害剤であるパクロブトラゾール
（PAC）の存在下でシロイヌナズナを生育さ
せる実験を行ったところ、抑制型 MYB3R を
欠く変異体では、阻害剤の投与により引き起
こされる成長抑制が大きく緩和されるだけ
ではなく、発芽阻害、花成の抑制などジベレ
リン作用のほとんどの形質を回復させるこ
とがわかった。この結果は、MYB3R が単に
ストレス下での成長抑制に留まらず、ジベレ
リン信号伝達全般に深く関連していること
を示唆している。また、抑制型 MYB3R の効
果が、ジベレリン信号伝達因子として知られ
る GRAS ファミリータンパク質 DELLA の変
異とよく似ていること、また抑制型 MYB3R
の変異は DELLA の過剰発現による成長抑制
効果を部分的に回復させることから、抑制型
MYB3R は DELLA の下流に位置し、DELLA
と細胞応答との間を仲介する転写制御に鍵
となる働きをしていることが予想された。こ
のように考えれば、塩ストレス下の成長に対
して、抑制型 MYB3R と DELLA の変異が同
様に緩和効果を示したことを説明すること
ができる。 
 一方、活性化型 MYB3R 変異体が示す細胞
質分裂の異常に対しては、PAC が促進効果を、
ジベレリンが抑圧効果を示した。抑制型
MYB3R の変異は活性化型 MYB3R 変異体の
表現型を抑圧する効果を持たないため、活性
化型 MYB3R 変異体において見られたジベレ
リンや阻害剤の効果は、前述の DELLA と抑
制型 MYB3R の関連では説明できない。この
ため、活性化型 MYB3R に対しては異なるメ
カニズムによって DELLA が作用している可
能性がある。1 つの仮説として、DELLA が活
性化型 MYB3R に結合することで、DNA 結合
や転写活性化を抑制していることが考えら
れる。そこで、実際に活性化型および抑制型
MYB3R と DELLA との間のタンパク質間相
互作用を酵母ツーハイブリッド法により解
析した。その結果、DELLA は活性化型、抑
制型、両方のタイプの MYB3R と結合するこ
とがわかった。MYB3R-GFP を自身のプロモ



ーターにより発現するシロイヌナズナ形質
転換体を用いた実験から、ジベレリンやジベ
レリン合成阻害剤により、抑制型 MYB3R は
タンパク質レベルの影響を受けないが、活性
化型 MYB3R は、ジベレリンによりタンパク
質量が増加し、ジベレリン合成阻害剤により
減少する傾向があることが観察された。まだ
十分な証拠はないが、DELLA による活性化
型 MYB3R の抑制は、MYB3R のタンパク質
分解を介して生じている可能性がある。この
ように、まだ仕組みは明らかではないが、本
研究はジベレリン作用の新しい分子機構と
して、DELLA の下流の信号伝達を MYB3R
が仲介する仕組みが存在する可能性を示唆
している。DELLA との相互作用が、MYB3R
のレベルや機能にどのように影響するのか、
またその分子メカニズムについて明らかに
することが今後の研究の中心課題である。 
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