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研究成果の概要（和文）：多細胞生物の器官が継続的に成長し形態形成を進めるためには、細胞の増殖と分化、
成熟のバランスが協調的に制御される必要がある。細胞増殖期から分化、成熟期への移行には転写制御因子によ
る大規模な遺伝子発現変動が関与する可能性が示唆されているがその制御機構の解明は遅れている。我々はシロ
イヌナズナの新規変異体スクリーニングからこれらの移行過程を制御する転写因子候補を多数同定しており、本
研究では植物の細胞増殖と分化、成熟のバランスを調節する新規転写制御ネットワークを解明することを目的と
した。特にDOF転写因子をコードするOBP4の下流標的遺伝子を同定しOBP4が根毛の細胞伸長を負に制御するしく
みを解明した。

研究成果の概要（英文）：Plant organ growth is mediated by a balanced progression of cell division 
and differentiation. Plant cells udergo massive transcriptional changes when they transit from 
proliferateive to differentiation phases but how these modifications in gene expression are 
regulated is not well understood. From a new genetic screen we have recently identified several 
putative transcriptional regulators that might mediate these transcriptional responses. In this 
study we investigated functional roles of these new regulators and we showed that a DOF 
transcriptional factor OBP4 negatively regulates root hair growth.  

研究分野：植物分子・生理科学
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１．研究開始当初の背景 
動植物をはじめとする多細胞生物の形態
形成は、細胞の増殖、分化、成熟のバラン
スが協調的に制御されることによって実現
する。例えば植物のメリステムとよばれる
組織では幹細胞が増殖を繰り返して新しい
細胞を供給し続ける一方、一部の娘細胞が
細胞成長を伴う分化を開始し、やがて成熟
することによって、葉や根などの器官の最
終的な形を作り出す。シロイヌナズナをは
じめとする多くの植物のメリステムでは、
細胞が増殖期から分化期へ移行するのに伴
って、DNA複製と細胞分裂を交互に行う細
胞分裂周期から、細胞分裂を伴わず DNA複
製のみを行う核内倍加周期へ転換する。い
ったん核内倍加周期に移行した細胞は核内
の DNA量を上昇させながら分化を続け、通
常再び増殖を開始することはない。植物の
器官形成の過程で細胞分裂周期から核内倍
加周期へ転換するタイミングや、その後核
内倍加周期を終了させるタイミングを時空
間的に正しく制御することが、細胞増殖と
分化、成熟のバランスを維持するための一
つの重要な鍵となるが、これらの分子機構
はまだよく分かっていなかった。 
私たちはこれまでトライヘリックス型転
写因子 GT2-LIKE1 (GTL1)とそのホモログ
DF1の二重変異体の解析を通して、これら
の転写因子が細胞増殖、分化において重要
な働きをすることを発見した。さらに冗長
性の高い転写因子ファミリーの解析に優れ
たキメラリプレッサー系統（転写抑制ドメ
インの付加により、転写活性化因子を転写
抑制因子に変換した形質転換体）を用いた
変異体スクリーニングを開始し、これまで
に 15個の GROWTH REGULATING 
TRANSCRIPTION FACTOR (GRTF) 遺伝子
のキメラリプレッサー系統が著しい形態異
常の表現型を示すことを見いだした。これ
らの表現型は細胞の増殖や分化、成熟の異
常を伴うことが分かっており、GRTFが細
胞の分化、成熟バランスを調節することに
よって形態形成を制御する可能性を示唆し
ていた。 
 
２．研究の目的 
 GTL1, DF1によって制御を受ける転写ネ
ットワークを解明し、これらの因子がいか
に細胞増殖、分化を制御するかを解明する。 
 また私たちがこれまでに単離した GRTF
キメラリプレッサーは、植物体が矮小化す
る（3系統）、本葉のふちが鋸歯化する（2
系統）、根のメリステムが矮小化する（2
系統）、過剰な細胞増殖によりカルス形成
する（2 系統）、根毛細胞が過剰成長する
（1 系統）、根毛細胞がほとんど成長しな
い（2 系統）等、細胞の増殖や分化、成熟
の異常が原因と予想される表現型を示して
いた。そこで本研究では、これらの GRTF
について欠損変異体や過剰発現体を作成し、

表現型を評価するとともに、RNAseqによっ
て下流標的遺伝子を同定することを目的と
した。これらの転写制御の標的遺伝子とし
ては、細胞周期の制御因子やメリステム形
成の制御因子、もしくは細胞分化の制御因
子を予測しており、標的因子の解析を通じ
て、細胞周期の進行と細胞分化、成熟の進
行との機能関係を分子レベルで明らかにす
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 GTL1、DF1については、すでに取得して
いるマイクロアレイ及びクロマチン免疫沈
降 (ChIP-ChIP) 解析データを用いて、GTL1、
DF1 が直接プロモーターに結合し、発現を
制御する遺伝子を同定した。これらの解析
から、GTL1 と DF1 が共にプロモーター領
域に結合し、また GTL1、DF1 依存的に発
現量が変化することが確認出来た下流候補
因子については、次に植物体内での発現を
モニターした。さらにこれらの変異体とgtl1 
df1変異体との多重変異体を作成し、gtl1 df1
変異体の表現型が下流候補因子の過剰な蓄
積に起因するかどうかを調べた。  
 また GRTF については、スクリーニング
に用いたキメラリプレッサー系統は 35S プ
ロモーターを用いた過剰発現をベースとし
ているため、GRTF 自身のプロモーターを
用いて発現誘導するキメラリプレッサー系
統の作成を進めた。また同時にそれぞれの
GRTF のノックアウト変異体の整備を進め
た。さらにそれぞれの GRTFを 35Sプロモ
ーターや発現誘導プロモーターに連結する
コンストラクト（35S:GRTF、pER8:GRTF
等）を作成し、安定型もしくは誘導型の
GRTF 過剰発現体を整備した。このなかか
ら、誘導型の過剰発現体で既に細胞増殖、
成長に異常のみられる GRTF については、
その下流標的遺伝子群を網羅的に同定する
ため、RNAseqによる全ゲノム発現解析の準
備を進めた。また GRTF の植物体内での発
現場所を特定するために、GRTF 遺伝子を
GFPに結合して発現するpGRTF:GRTF-GFP
植物体の作成を進めた。 
 
４．研究成果 
 GTL1、DF1の 2重変異体の持つ表現型の
うち、特に根毛細胞が野生型に較べて昂進
するという表現型について詳細な解析を進
めたところ、この表現型は核内倍加による
DNA 量の増加には依存しないことが分か
った。また GTL1、DF1は DNA量に依存せ
ず根毛成長を制御することが知られる
ROOT HAIR DEFECTIVE 6-LIKE 4 (RSL4)遺
伝子の発現を直接抑制し、根毛成長が終了
するタイミングを制御することが分かった 
(Shibata and Breuer et al, 投稿準備中)。さら
に GTL1, DF1は RSL4の下流で根毛成長を
促進する 34 個の遺伝子の発現も抑制する
ことを見いだし、根毛形成における負のフ



ィードフォワードループが存在することが
分かった。 
 また GRDFのひとつとして同定していた
DOF転写因子をコードする OBP4に関する
研究を進め、OBP4の発現がストレスホルモ
ンのひとつである ABA によって数時間以
内に誘導されること、また OBP4 が細胞伸
長を負に制御することを発見した  (Plant 
Physiol, 2017)。また誘導型の OBP4 過剰発
現体を用いた RNAseq 解析を行い、OBP4
に依存して発現量が変化する遺伝子をゲノ
ムワイドに同定した。Gene Ontology解析に
より OBP4 が特に根毛細胞の制御因子の発
現を抑制することが判明したため、根毛細
胞における OBP4の機能解析を進め、OBP4
が根毛成長の鍵制御因子である RSL2 遺伝
子の発現を直接抑制することによって根毛
の細胞成長を停止させることを発見した 
(Plant Physiol, 2017)。 
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