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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞分裂から分化への転換機構を明らかにするために、シロイヌナズナの
根において、B型レスポンスレギュレーターの分解制御に関わるKRPの機能解析と、DNA倍加を引き起こすエピジ
ェネティックな制御機構の解析を行った。その結果、ある種のKRP遺伝子が根の移行領域で発現し、DNA損傷スト
レス下での細胞分裂から分化への移行促進に重要な役割を果たしていることを見出した。また、オーキシンがク
ロマチン構造制御を介して、細胞分裂から分化への移行に関与している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed the mechanisms underlying the transition from 
cell division to cell differentiation by conducting functional analyses of KRPs, which are involved 
in degradation of B-type response regulators, and by analyzing the epigenetic regulation in 
triggering DNA polyploidization in roots. We found that some KRPs are expressed in the transition 
zone in roots and play an important role in an early onset of cell differentiation in response to 
DNA damage. Our results also indicated the possibility that auxin controls chromatin structure, 
thereby being associated with the transition from cell division to cell differentiation.

研究分野： 植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) シロイヌナズナの根では、根端分裂領域
(PM)で作られた細胞が移行領域(TZ)で分裂
を停止し、DNA 倍加を起こす。そして、伸
長・分化領域(EDZ)ではDNA倍加も停止し、
さらなる細胞伸長が起きる。この過程におい
て、細胞分裂から分化への転換は TZ で起こ
るため、この領域で機能する制御系が植物細
胞の分化転換を理解する上で重要である。 
 
(2) これまでの研究から、TZ では B 型レス
ポンスレギュレーターである ARR1, ARR2, 
ARR12 の発現が上がり、その結果オーキシ
ンシグナルの低下や細胞周期因子の分解が
起こり、細胞分裂の停止と DNA 倍加が起こ
ると考えられている。つまり、TZ における
分化転換には B 型レスポンスレギュレータ
ーの空間的発現制御が重要と考えられるが、
これまではそれがタンパク質レベルの制御
であることしかわかっていなかった。 
 
(3) 細胞分裂から分化への転換にはエピジェ
ネティックな制御系が重要と考えられるが、
これまでオーキシンやサイトカイニンなど
のホルモンシグナルとの関連、あるいはDNA
倍加との関連についてはほとんど解析され
てこなかった。分化転換を高次レベルで統御
する制御系を明らかにするためには、これら
の視点も取り入れた包括的な解析が不可欠
であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、シロイヌナズナの根において細胞
分裂から分化への変換を制御する機構を解
明することを目的として行った。中でも、サ
イトカイニン情報伝達に関わる B 型レスポ
ンスレギュレーターのタンパク質レベルの
制御機構と、DNA 倍加に伴うエピジェネテ
ィックな制御機構に焦点をあてて解析を行
った。本研究により、植物発生を支える分化
転換の機構について基盤原理の一端を明ら
かにできるものと期待し、研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
(1) 発現解析には、各遺伝子のプロモーター
領域にGUSまたはGFPを連結させた遺伝子
をシロイヌナズナに導入して用いた。タンパ
ク質レベルの発現解析には、プロモーター領
域に in frame でコード領域を連結させた遺
伝子を用いた。 
 
(2) 変異体解析には、T-DNA 挿入変異体を取
り寄せて、発現が見られない系統をノックア
ウト変異体として用いた。過剰発現体は、カ
リフラワーモザイクウイルス 35S プロモー
ターにコード領域を連結させた遺伝子をシ
ロイヌナズナに導入して作出した。DNA 損
傷ストレス処理は、DNA 二本鎖切断を引き
起こすゼオシンを含むMS培地上で植物を生
育させることにより行った。根端メリステム

のサイズは、皮層細胞列の QC から TZ 領域
までの距離をもって測定した。 
 
(3) FISH 解析は、セントロメア領域を標識す
る 180 bp 反復配列のプローブを用いて行っ
た。クロモセンターは DAPI 染色により検出
し、クロモセンターとセントロメア領域の重
なり具合を調べることにより、ヘテロクロマ
チンの凝縮度を推定した。 
 
４．研究成果 
(1) シロイヌナズナの B 型レスポンスレギュ
レーターの分解制御に働くことが知られて
いる F-box タンパク質 KMD に着目して研究
を行った。まず、4 種類の KMD 遺伝子 
(KMD1〜KMD4)についてレポーター遺伝子
を作成し、mRNA およびタンパク質レベルの
発現様式を解析した。その結果、1 種類の
KMD（以降 KMD と呼ぶ）が根の TZ 付近で
特異的に発現することを見出した。また、こ
の発現様式は mRNA レベルで制御されてい
ることを明らかにした。 
 
(2) 次に根の TZ における KMD の機能を明
らかにするため、ノックアウト変異体を入手
して表現型解析を行った。また、過剰発現体
も作出して同様に解析した。その結果、kmd
変異体では根端メリステムのサイズが縮小
すること、逆に過剰発現体では拡大すること
を見出した。これは、KMD が B 型レスポン
スレギュレーターの分解制御を介して、細胞
分裂から分化への移行を抑制する機能をも
つことを示唆している。 
 
(3) 次に、KMD 自身がサイトカイニンによ
る発現制御を受けているかどうか調べた。定
量的 RT-PCR やレポーター系統を用いて解
析したところ、外生のサイトカイニン処理に
より KMD の発現が低下することがわかった。
以上の結果から、TZ ではサイトカイニンシ
グナルが活性化しているため、KMD の発現
が一定レベルで抑制され、サイトカイニンシ
グナルが高く保持されているものと考えら
れた。 
 
(4) TZ における KMD を介したサイトカイニ
ンシグナルの制御がどのような生理的意味
をもつか調べるために、DNA 損傷ストレス
に対する応答性について解析を行った。これ
までの我々の解析により、野生型植物では
DNA 損傷ストレスによりサイトカイニン生
合成が活性化すること、そのため TZ におけ
る分化転換が促進され、根端メリステムのサ
イズが縮小することが明らかになっている。
KMD 過剰発現体において同様な DNA 損傷
ストレス処理を行ったところ、野生型で見ら
れるようなメリステムサイズの縮小（および
根の伸長抑制）が起きにくくなっていること
が明らかになった。この結果は、DNA 損傷
を引き起こすような環境ストレス下で分化



転換が促進される（細胞分裂が抑制される）
ためには、サイトカイニン量の増加に伴う
KMD の発現抑制が重要な意味をもつことを
示唆している。つまり、ストレスに対する迅
速な応答反応に KMD を介したサイトカイニ
ンシグナルの制御が重要であると考えられ
る。 
 
(5) 根においてはオーキシンシグナルの濃度
勾配が見られ、これが細胞分裂から分化への
転換を制御している。一方で、我々は細胞分
裂から DNA 倍加への移行にクロマチン構造
の制御が重要であることを見出している。こ
れらの予備的知見から、オーキシンはクロマ
チン構造を制御することにより、細胞の分化
転換（DNA 倍加への移行）を制御している
と考えた。オーキシン関連変異体を用いた
FISH 解析により、オーキシンとクロマチン
構造の関連性を解析した結果、確かにオーキ
シンシグナルはクロマチンの構造制御に関
与していることが示された。 
 
(6) 次に、オーキシンに応答するエピジェネ
ティック関連遺伝子を探索したところ、複数
の遺伝子がオーキシンに応答することを見
出した。オーキシン関連変異体においては逆
の発現変化が観察された。そこで、これらの
遺伝子のレポーター系統を作出し、発現様式
を解析することにより、根端において発現す
る遺伝子を絞り込んだ。現在多重変異体を作
成中であり、これらの変異体を用いてクロマ
チン構造や分化転換について解析を進めて
いく予定である。 
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