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研究成果の概要（和文）： CLE遺伝子は植物の器官に幅広く分布し、幾つかのCLEは重要な働きを示すことが知
られる。研究計画開始当初は、茎頂部におけるCLV3遺伝子のシグナル経路にのみ焦点をあてて研究遂行に臨んだ
が、CLE遺伝子群は発現・ペプチド配列が類似しており、相補的に機能すると考えられ、網羅的に解析しなけれ
ば分子機構の解明はできない。そこで、CRISPR法を用いて３２種類すべてのCLE遺伝子欠損リソースの樹立を行
った。さらに、CLE41とCLE44の二重欠損体を作成して解析して投稿論文の執筆を行い、これらの成果は植物生理
学会誌（Plant and Cell Physiology）平成２９年１１月号に掲載された。

研究成果の概要（英文）： The CLE gene family shows a wide distribution and functional duplication in
 various organs, and some of them show important functions in the plant world. At the beginning of 
the research program, we focused only on the CLV3 signal pathway, which regulates cell proliferation
 in the shoot apex. However, it is expected to work complementarily since the CLE gene group has 
similar expression patterns and peptide sequences, so, it is hardly difficult to clarify the 
functions of these CLE gene pathway without each CLE gene mutants. Therefore, by using the CRISPR 
method, we established all 32 CLE gene deficient resources. In addition, we found new phenotypes of 
the double mutant of CLE 41 and CLE 44. These results were published in 2017 issue of Plant and Cell
 Physiology Journal.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景	
	 ペプチドホルモンは、植物の器官形成に働
くことが知られており、特に CLE ペプチドホ
ルモンは高度に保存されている。シロイヌナ
ズナでは、３２種類の CLE 遺伝子が同定され
ているが、そのうちのほとんどが機能不明で
ある。CLE 遺伝子のひとつである CLV3 は、茎
頂分裂組織の活性制御に必要であることが
知られており、受容体は 3種類あることが知
られている。しかし、その下流の分子機構は
明らかになっていない。	
	 一方で、植物体の茎頂・根端分裂組織など	
様々な領域で複数のCLE遺伝子が発現してい
ることがレポーター解析によって確認され、
ペプチド振りかけ実験や、またCLE遺伝子の強
制発現体	(Gain-of-function)解析などから、
CLV3遺伝子を含め、CLE遺伝子群が非常に複雑
に相互作用して、様々な組織の形成を調節す
ると理解されていた。ところが、植物での遺
伝子発現様式の解析がレポーター解析にとど
まっていることや植物での遺伝子機能欠損技
術(Loss-of-function)がなかったことから、
どのCLE遺伝子がどこで発現しており、どの
組織形成に必須であるかなど、分子生物学
的、遺伝学的解析がほとんど進んでいないな
どの問題があった。	

２．研究の目的	
	 シロイヌナズナの CLV3 ペプチドホルモン
は、茎頂分裂組織の活性制御に必要であるこ
とが知られており、受容体は 3種類あること
が知られている。しかし、その受容体下流の
シグナル因子は、ほとんど明らかになってい
ない。一方、熊本大学の澤研究室では、受容
体の一つ clv2 の突然変異体のエンハンサー
スクリーニングの原因遺伝子として、SUMO 結
合酵素に相同性の高い st28 が単離された。	
	 そこで、CLV3 の下流で SUMO 化シグナルが
機能すると考え、本研究計画では、茎頂の活
性制御を調節すると予想される SUMO 化タン
パク質を網羅的に同定し、その作用機序の解
析から受容体の下流のシグナル伝達経路を
明らかにすることを目指した。	
 
３．研究の方法 
	 CLV3 ペプチドホルモンの下流に位置する、
SUMO によって活性制御を受けるシグナル
因子の単離同定を行う。	 SUMO化されたタ
ンパク質を、植物組織から精製し、質量分析
を行う。二段階精製を行う事で、本研究の効
率的な遂行を目指す。 
	 CLE 遺伝子群の組織内での発現様式を明
らかにする。RT-PCRや in situ法を用いる。 
	 CLE 遺伝子群同士の機能を明らかにする
ために、CLE遺伝子欠損体のリソースを作成
する。 
	 	
４．研究成果	
	 研究グループは、まず植物や植物と共生・
寄生関係にある生物の CLE 遺伝子群について

の総説を執筆した（Yamaguchi	YL	et	al.,		
J	Exp	Bot.	67(16):4813,	2016）。	
	
	 一方で研究計画の実施については、研究開
始当初においては、CLV3 の下流の SUMO 化タ
ンパク質を網羅的に同定することにより、茎
頂の CLE 遺伝子による細胞分裂調節機構の解
析の突破口に繋がると考えていた。しかし、
植物では、複数種みつかった SUMO 遺伝子が、
ほとんど機能していないという報告があり、
ただ単に SUMO 化修飾を受けるタンパク質を
同定しただけでは、CLE シグナル伝達経路を
明らかにできないと考えられた。そのため、
研究計画を一部変更して、まず、CLE 遺伝子
群の欠損体のリソース作成を優先して行っ
た。また、CLE 遺伝子群の正確な発現様式も
優先して行った。	
	 当時、すでに解析されていた CLE 遺伝子群
の欠損体は、わずかに５種類（CLV3、CLE8、
CLE26、CLE40、CLE41）であり、現存の CLE
遺伝子突然変異体の種類もわずかであった。
そこで、CRISPR 法を利用して、シロイヌナズ
ナの３２種類すべての CLE 遺伝子欠損体を作
成して解析するとともに、リソースを公表し、
その供与を行った。	

新 規 に 作 成 し た CLV3 欠 損 体
（clv3-cr1,clv3-cr2）の表現型は、従来の
CLV3 欠損体(clv3-8)と同様の果実心皮の増
大の表現型を示した。Col は野生型を示す。	

	
新規に作成した CLE40 欠損体（cle40-cr3）
の表現型は、既に報告のある CLE40 欠損体と
同様にコルメラ細胞増大の表現型を示した。
Col は野生型を示す。	

procambial cells in the vascular bundles of the hypocotyl was
significantly reduced. Furthermore, the reduction of procambial
cells was greater in the cle41 cle44 double mutants, suggesting
that both CLE41 and CLE44 act as TDIFs to modulate cell pro-
liferation activity in the procambium. Our results give new

molecular insights into CLE genes, and will shed light on the
biological relevance of previously uncharacterized CLE peptides.
Moreover, our CRISPR/Cas9 mutant collection provides novel
opportunities to explore the functions of CLE peptides, and
avoids the problem of gene redundancy.
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Fig. 3 Phenotypes of cle-cr mutants. (A) Main stems of 40-day-old wild-type and clv3-cr2 mutants. B) Siliques of 40-day-old wild-type and clv3-8,
clv3-cr1, and clv3-cr2 mutants. (C) Quantitative analysis of carpel number. Data are shown as means ± SE. n=48–107. (D, E) Confocal laser
scanning micrographs of mPS-PI-stained root tips. Yellow arrowheads indicate columella stem cells. (F) Quantitative analysis of columella stem
cell number. n=19–25. (G–J) Vascular organization of wild-type and cle41-cr1, cle44-cr2, and cle41-cr1 cle44-cr2 mutants. (K) Quantitative analysis
of the number of procambial cells per section. Data are shown as means ± SE. n=7 or 8. An asterisk indicates a statistically significant difference
from the neighboring value (*P<0.05) by Student’s t test. N.S. indicates not significant.
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	 つぎに、本実験計画で作成したリソースを
活用して、機能重複があると予想された
CLE41 と CLE44 の二重欠損体を解析した。
CLE41 と CLE44 のペプチド配列は、非常に良
く似た分子構造をしている。既に報告のある、
CLE41 欠損体の解析からは、CLE41 は維管束
形成に関わることが報告されている
(Hirakawa	et	al.,	2010)。CLE41 は、維管束
にある植物幹細胞である前形成層細胞
(procambial	cell)の細胞数を増加させる機
能があると考えられた。	
	 そこで本研究成果では、CLE41 と CLE44 欠
損体および CLE41 と CLE44 二重欠損体の表現
型の比較解析から、CLE41 と CLE44 は相補的
に機能していることを明らかにした。この結
果は、CLE 遺伝子リソースがあったからこそ
可能になった解析の結果である。これらのデ
ータを元に投稿論文の執筆を行い、投稿論文
は植物生理学会誌の平成２９年１１月号に
掲載された（Yamaguchi	YL	et	al.,	Plant	
Cell	Physiol.	1;58(11):1848, 2017）。	

CLE41 欠損体(cle41-cr1)と CLE44 欠損体
(cle44-cr2)では、procambial	cell の細胞数
減少の表現型が観察され、二重欠損体(cle41	
cle44)ではこの表現型の昂進が観察された。	
	

シロイヌナズナ CLE 遺伝子群の系統樹を示す。
赤枠で示す遺伝子は、本研究計画で作成した
リソースを利用して、その表現型解析を行っ
た遺伝子である。CLE16 と CLE17 は、根端部
の幹細胞である静止中心に発現が見られる
ので、静止中心における機能があると予想さ
れたが、CLE16 と CLE17 の二重欠損体では予
想される表現型は観察されなかった。	
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In the CRISPR method, Cas9 creates a double-strand break in the
target sequence defined by the guide RNA (gRNA). The DNA
double-strand break is fixed by DNA damage repair machineries
such as non-homologous end joining (NHEJ) or homologous
recombination (HR). The repair machinery frequently generates
an insertion or deletion mutation at the site; therefore, the
mutagenesis is expected to generate a frame-shift mutation in
the targeted gene. Research has shown that mutations gener-
ated with CRISPR/Cas9 are heritable, suggesting that CRISPR/
Cas9 has the potential to establish stable mutant lines (Feng et
al. 2014). CRISPR/Cas9-mediated gene targeting is now a rou-
tinely used method because of its high efficiency, high target
specificity, and simplicity (Puchta 2017).

In this study, we produced a collection of mutants for CLE
peptide-encoding genes by CRISPR/Cas9-mediated gene target-
ing. Furthermore, we analyzed organs derived from the shoot
apical meristem in clv3 mutants and the root meristem organ-
ization in cle40 mutants. The expected mutant phenotypes
were observed in these mutants. We also characterized a
novel mutant for CLE44 and found that the number of procam-
bial cells was significantly reduced in cle44. Moreover, the cle41
cle44 double mutant showed an additive effect on vascular

organization. These results illustrate the usefulness of our
mutant collection for functional analyses of small signaling
peptides.

Results

In general, secretory peptides consist of an N-terminal signal
peptide sequence, a central variable domain and a C-terminal
functional peptide domain (Matsubayashi 2011). After CLE
genes are transcribed and translated, the prepropeptide
enters the secretory pathway and then the N-terminal signal
peptide is cleaved. During the trafficking process, a functional
dodecapeptide of the C-terminal region is excised by proteo-
lytic processing to yield a CLE peptide. In this respect, the
N-terminal and C-terminal sequences are both required for
the precise function of the CLE peptide.

To disrupt CLE peptide-encoding genes, we designed gRNAs
that targeted individual CLE genes. The gRNAs used for muta-
genesis and the resulting mutations are shown in Table 1 and
Fig. 2. These gRNAs were integrated into the Cas9 expression
cassette, and then transformed into wild-type Arabidopsis
plants. The efficiency of the gRNA-Cas9 module was evaluated
in the T1 generation (Supplementary Table S1). In the T2 gen-
eration, seedlings NOT harboring the T-DNA were selected
based on sensitivity to glufosinate-ammonium. These seedlings
were genotyped to identify candidates with a mutation in the
open reading frame of the targeted CLE gene as either homo-
zygous or heterozygous, with PCR-restriction enzyme (RE)
(either CAPS or dCAPS) assays. Genomic DNA from these can-
didate seedlings was sequenced to select mutations causing a
frame-shift in the amino acid sequence of the CLE prepropep-
tide. These mutations were expected to occur in the germline
cells of T1 plants. We introduced one gRNA with Cas9 for each
CLE gene, except CLE25 and CLE26, for which we introduced two
gRNAs each, even though the resulting mutations were thought
to be caused by one gRNA. Most of our cle mutants contained a
1-bp deletion or insertion, but several mutants contained large
deletions or insertions. Because all the mutants harbored a
frame-shift mutation, they could not produce a functional CLE
peptide; therefore, all of our cle mutants were knock-out lines. A
schematic representation of the process for isolating mutants is
shown in Supplementary Fig. S2

Next, we examined whether the mutations truly eliminated
CLE peptide activity. Among the CLE-peptide-encoding genes,
we chose the CLV3 gene as a test case. CLV3 is involved in stem
cell pool homeostasis in the shoot apical meristem; CLV3 is
expressed in and secreted from stem cells located at the top
of the shoot apical meristem and the secreted CLV3 peptides
are perceived by receptors localized to the plasma membrane in
organizing centers. Upon the binding of CLV3 peptides to their
cognate receptors, various downstream intracellular signaling
mediators are activated to restrict the proliferation of stem cells
(Schoof et al. 2000, Betsuyaku et al. 2011, Ishida et al. 2014).
Therefore, clv3 mutants exhibit pleiotropic abnormalities in
organs derived from the shoot apical meristem (Clark et al. 1995).
As expected, the newly generated clv3-cr1 and clv3-cr2 mutants
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Fig. 1 Phylogenetic tree of Arabidopsis CLE prepropeptides. The 32
amino acid sequences were obtained from The Arabidopsis
Information Resource (TAIR) website. Multiple alignment and draw-
ing of the dendrogram with the neighbor-joining method were per-
formed on Genetyx Ver.12 software.
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