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研究成果の概要（和文）：本研究では、幹細胞を維持するのに必要な分子メカニズムの解明を目指して研究を進
めた。まず、シロイヌナズナの根において、DNA損傷に応答して細胞周期のG2期停止が起こる機構を明らかにし
た。また、植物ホルモンが幹細胞ゲノムの恒常性や幹細胞再生を制御するメカニズムを解明し、さらに哺乳類ES
細胞において、低速なDNA合成を行う複製装置がゲノム上に数多く配置されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the molecular mechanisms of stem cell 
maintenance. First, we identified the mechanism of G2 arrest in response to DNA damage in 
Arabidopsis roots. We also elucidated the mechanism by which phytohormones regulate genome stability
 and stem cell regeneration. Furthermore, we revealed that in mammalian ES cells, a number of 
replication machinery that slowly synthesizes DNA is located on the genome.

研究分野：植物分子生物学

キーワード： 多能性幹細胞　DNA損傷　ゲノム恒常性　クロマチン　ES細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、DNA損傷に応答した細胞周期停止に新規なシグナル伝達経路が関与することが明らかになった。
また、植物ホルモンが、DNA損傷により誘導される幹細胞特異的な細胞死を制御していることが示され、その後
の幹細胞再生にもホルモンシグナリングの活性化が関与している可能性が示唆された。さらに、哺乳類ES細胞に
おいて、多能性・細胞周期進行・DNA複製の協調的制御の一端が明らかとなり、幹細胞の維持機構の理解につな
がった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
動物では細胞が重篤な DNA 損傷を受けると細胞死を起こし、DNA 変異を娘細胞に引き継が
ないようにする。このような積極的な細胞死の誘導は、ゲノム恒常性を維持する上で重要なもの
と考えられている。一方、植物細胞は重篤な DNA損傷を受けると分裂を停止させるが、幹細胞
においてのみ細胞死が起こり、そのゲノムを高度に維持しようとする。しかし、細胞分裂の停止
と幹細胞死を誘導するメカニズムは明らかになっていなかった。一方、植物は DNAストレス下
でも幹細胞を維持するため、DNA 損傷により死滅した幹細胞の代わりに、新たな幹細胞を生み
出す仕組みをもっている。根においては、幹細胞に隣接する静止中心（QC）の分裂が活性化さ
れ、娘細胞が幹細胞機能を獲得することが知られている。つまり、幹細胞ニッチにおける細胞分
裂の活性化が幹細胞を再生させるが、そのメカニズムも未知のままであった。 
梅田は、DNA 損傷に応答した幹細胞の細胞死が、植物ホルモンのオーキシンのシグナル低下
により引き起こされることを見出していた。また、オーキシンはクロマチンを凝縮させる効果を
もつとともに、DNA 損傷レベルを低く抑える作用をもつことも見出していた。これらの結果か
ら、幹細胞の細胞死はオーキシンシグナルの低下によるクロマチンの緩和と、DNA 損傷に対す
る感受性の上昇により誘発されると考えられた。一方、幹細胞の再生にはブラシノステロイド受
容体遺伝子の発現誘導が重要であることも見出していた。 
ヒト個体は数百種類の細胞種で構成されており、細胞種によってその寿命や分裂速度が異な
る。発生初期にのみ一過的に出現する多能性幹細胞（胚性幹細胞=ES細胞）は、殆ど休むことな
く DNA複製と細胞分裂を行い、このような分裂様式が多能性の維持と密接な関係があることが
わかりつつある。一方で、細胞周期のギャップ期が極端に短縮されることで DNA複製が滞る要
因が生じると考えられてきた。マウスの ES細胞においては、体細胞と比較して DNA複製装置
の DNA合成速度が低速で、DNA損傷時に蓄積する因子が染色体上に局在しやすい。ES細胞が
個体を形成するすべての細胞の源となっていることを考えると、ゲノム情報を正確に保持し
DNA 複製を正確に行うことが必要不可欠であると考えられる。植物においても、DNA 損傷応
答・細胞周期制御・幹細胞性が密接に関わっていることが示唆されており、哺乳類において、特
に分子・細胞生物学的手法を用いて多能性とゲノム保持の機構を理解することは、動植物に共通
した、あるいはそれぞれに独自の多能性保持のメカニズムを理解する上で重要であると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
 植物生存の永続性は、幹細胞のゲノム恒常性が維持されること、また幹細胞そのものが永続的
に保持されること、これら二つの要件が満たされて初めて実現する。本研究ではこれらの事象を
制御する分子メカニズムを解明することで、幹細胞を維持するための普遍的な制御システムを
理解することを目指した。具体的には、シロイヌナズナの根において幹細胞ゲノムの恒常性を維
持する機構について、また幹細胞を保持するための幹細胞再生の機構について明らかにするこ
とを目標した。さらに、哺乳類の多能性幹細胞における多能性維持・細胞周期制御・DNA 複製
制御の連携について理解することにより、動植物細胞の多能性保持のメカニズムを比較解析す
ることにした。 
 
３．研究の方法 
シロイヌナズナの変異体や過剰発現体を用いて、細胞周期進行や幹細胞死、QC分裂などの表
現型を観察した。幹細胞死は、propidium iodide による染色で染まった領域を測定し、定量化し
た。マーカー遺伝子は、解析対象遺伝子のタンパク質コード領域を GUSや GFPに連結して作成
した。CDK によるリン酸化は、シロイヌナズナ培養細胞由来の CDK–サイクリン複合体を、抗
CDKA 抗体を用いた免疫沈降により回収し、これを酵素として用いてリン酸化アッセイを行っ
た。転写因子の DNA への結合性については、AlphaScreen アッセイにより解析した。転写誘導活
性の解析は、プロトプラストで転写因子遺伝子とレポーター遺伝子を一過的に発現させ、ルシフ
ェラーゼ活性を測定することにより行った。また、植物組織内のサイトカイニンの定量は共同研
究者に依頼した。 
マウス ES 細胞と比較対象の線維芽細胞（MEF）においてセルソーティングで S 期を分画し、

各ステージでの DNA複製装置の DNA合成速度、停止頻度、複製開始領域の密度をヌクレオチ
ドアナログ標識により分子的に解析した。また、ライブイメージング・フローサイトメトリー・
間接蛍光抗体染色法により細胞周期解析を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) DNA損傷に応答した細胞周期停止機構 
細胞周期マーカーを使った解析から、DNA 二本鎖切断に応答して、植物は G2 期で細胞周期
を停止させることが明らかになった。そこで、植物において G2/M期特異的遺伝子群の発現を制
御する 3R 型 MYB 転写因子（MYB3R）の解析を行った。その結果、シロイヌナズナの転写抑制
型 MYB3RであるMYB3R3とMYB3R5が CDKによりリン酸化されるとタンパク質分解に導か



れること、一方でDNA損傷を誘導すると分解が抑制されて安定化することを見出した。つまり、
DNA損傷により MYB3R3, MYB3R5が安定化することで G2/M期進行を促す遺伝子群の発現が
抑制され、細胞周期が G2期で停止することが明らかになった（Chen et al., 2017）。 
次に、DNA損傷がどのようにMYB3R3, MYB3R5
の安定化をもたらすのかを調べるために、DNA損傷
応答のマスター転写因子である SOG1 に着目した。
SOG1は、DNA損傷のセンサーキナーゼであるATM, 
ATRによりリン酸化されると活性化されることが知
られている。以前、梅田グループでは SOG1 の標的
遺伝子を同定していたので、その中から変異体で
DNA 損傷に応答した根の伸長抑制が起きにくくな
るものをスクリーニングした。その結果、SOG1と同
じ NAC 型転写因子をコードする ANAC044 と
ANAC085が SOG1により直接発現誘導されること、
これらが MYB3R3 と MYB3R5 のタンパク質安定化
を制御していることを見出した（Takahashi et al., 
2019）。以上の結果から、DNA 損傷により SOG1–
ANAC044/085–MYB3R3/5 経路が活性化されてG2期
停止が起こることが明らかになった（図）。これは、
DNA損傷による CDKインヒビターの発現誘導が細
胞周期停止をもたらすという従来の考え方とは異な
るものであり、新規性が高い発見である。 
 
(2) 幹細胞のゲノム恒常性維持機構 
オーキシンがクロマチンの凝縮を促すことでゲノム恒常性の維持に働いていることはわかっ
ていたが、DNA 損傷時にどのようにオーキシンシグナルが低下し、幹細胞の DNA 損傷感受性
が上がって細胞死を起こすのかは未知であった。そこで、シロイヌナズナの根端においてオーキ
シンとクロストークする他のホルモンについて調べたところ、DNA 損傷に応答して、SOG1 依
存的にいくつかのサイトカイニン合成酵素遺伝子の発現が上昇することが明らかになった。こ
の際、サイトカイニン量も根端の移行領域周辺で増加していることも明らかになった。サイトカ
イニンは PIN の発現を抑制することでオーキシンの根端側への輸送を阻害し、分裂領域を縮小
させることが知られている。そこで、次に DNA損傷下でのサイトカイニンとオーキシンの関係
性について解析したところ、サイトカイニンは Aux/IAA ファミリーの SHY2 の発現を誘導する
ことで PIN の発現を抑制し、その結果根端におけるオーキシン蓄積量が低下することが明らか
になった。興味深いことに、DNA損傷誘導剤とオーキシンを共処理すると、DNA損傷による幹
細胞死が起きなくなることも明らかになった。以上の結果から、DNA 損傷はサイトカイニン合
成を促進することで根端におけるオーキシンレベルを低下させ、これによるゲノム恒常性の破
綻が幹細胞死を誘導することが示された（Takahashi et al., 2021）（図）。これはホルモンが DNA
損傷応答に関与することを示す、動植物を通して全く新たな知見である。 
 
(3) 幹細胞の再生機構 

DNA 損傷により幹細胞死が誘導されると、ブラシノステロイド受容体の一つをコードする
BRL3遺伝子の発現が SOG1 依存的に上がり、これが QC分裂の活性化、つまり幹細胞の再生に
必要であることがわかっていた。この再生機構についてさらに解析を進めた結果、ブラシノステ
ロイドシグナルの活性化は AP2 型転写因子の発現を誘導して QC 分裂を活性化することが明ら
かになったが、一方で、この AP2 型転写因子も BRL3の発現を誘導することが示唆された。そこ
で、AP2 型転写因子が結合する BRL3プロモーター上の塩基配列を特定し、そこに変異を導入し
て brl3変異体で発現させたところ、DNA損傷に応答した QC分裂の活性化が有為に抑制されて
いることが明らかになった。以上の結果から、BRL3と AP2 型転写因子の間でポジティブフィー
ドバック機構が働き、これが幹細胞再生に重要な役割を果たしていることが示された。この制御
システムによる一過的な QC 分裂の活性化が、DNA 損傷により幹細胞死が起きた後で幹細胞数
を一定に保つために重要である可能性が考えられた。 
 
(4) 哺乳類 ES細胞における多能性・細胞周期・DNA複製の協調的な制御機構 

ES 細胞においては、複製装置の DNA 合成速度は S 期を通じて遅いが、ヌクレオシドを投与
すると DNA 合成速度を人為的に向上させることができることがわかった。つまり、ES 細胞に
おいては、物理的な障壁が存在することが DNA合成速度を低下させているわけではないと考え
られた。また、ES 細胞において複製ストレス存在下に見られるような複製装置の突発的な停止
は殆ど起きていないことがわかった。逆に、ヌクレオシド投与により人為的に DNA合成速度を
上昇させると、複製装置の停止頻度が上昇し、染色体分配時に DNAの架橋構造が見られた。ES
細胞に限らず、DNA合成速度が上昇すると複製開始頻度が低下する。このことから、ES細胞で
DNA合成速度を上昇させると、複製開始が十分に起こらない領域が未複製のままM期に入って
しまうと考えられた。以上の結果から、哺乳類細胞においては DNA合成速度が細胞によって異

DNA 損傷に応答した細胞周期停⽌と幹細胞死の誘導機構 



なる範囲で維持されており、ES 細胞では低速な DNA 合成を行う複製装置を数多く配置するよ
うに制御されていることが明らかになった。ES 細胞のように休みなく DNA 複製と分裂を繰り
返す細胞種においては、多くの複製装置をゲノム上に配置させることで複製活性を検出しやす
くし、細胞周期とのコーディネーションをより緻密に行っている可能性が示唆された。ES 細胞
で見られる DNA損傷応答活性もこの制御に関わっている可能性がある。植物においても盛んな
細胞分裂様式をとる幹細胞においては同様の仕組みが存在すると考えられる。 
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