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研究成果の概要（和文）： 

私たちは、これまでに維管束の形成に関わる様々な因子を単離同定してきた。本研究において

は、これら因子の生体内での機能と因子間の相互作用を分子レベルで明らかにすることにより、

維管束メリステムの機能と形成の制御機構を明らかにすることを目指した。研究は、（１）CLE

ペプチド細胞間シグナルによる維管束メリステム形成制御、（２）転写因子による維管束分化制

御、（３）細胞内の空間制御による維管束パターン制御、の３つの大きなテーマに分けて行われ

た。その結果、（１）については複数の CLE ペプチドを介した維管束メリステム形成にいたる

細胞間のシグナル伝達機構と細胞内伝達機構の一端が明らかになった。同時に、同一のペプチ

ドが維管束メリステム形成だけでなく、花芽メリステムの形成にも関与するというメリステム

の共通性に関わるしくみが明らかになった。（２）については、後生木部道管形成のマスター遺

伝子である VND6による転写制御機構が明らかになるとともに、維管束分化の初期に関与する

bHLH 遺伝子のオーキシンを介した制御機構が明らかとなった。（３）については、道管分化に

おける細胞内輸送系と細胞骨格をそれぞれ制御する新規因子が同定された。これらのアプロー

チにより、維管束メリステムの根幹をなす維管束幹細胞の発生運命が、篩部に由来する細胞間

シグナル伝達に始まり、細胞内での受容体カイネース、細胞内キナーゼさらには特異的な転写

因子にシグナルが伝達されて制御されるという道筋が明らかとなった。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

We have identified various factors involved in vascular tissue formation.  In this study, we attempted to 

understand the function of these factors and their interrelationship at a molecular level, in view of 

following three aspects: (1) Regulation of vascular meristem formation by intercellular CLE peptides, 

(2) Regulation of vascular tissue formation by transcription factors, (3) Regulation of vascular pattern 

formation by spatial control of subcellular components.  As a result, (1) we found intercellular and 

intracellular signaling pathways of CLE peptides regulating vascular meristem formation.  In addition, 

we also indicated that TDIF functions in not only vascular but also axillary meristem formation.  (2) 

Machinery of transcriptional regulation by VND6 via the TERE sequence was uncovered.  Moreover, it 

was shown that bHLH transcription factors act at the initiation of vascular differentiation probably by 

inducing auxin transport.  (3) We identified VAN3-ARF-GAP and MIDD1 as crucial factors governing 

cell polarity.  In conclusion, we succeeded in demonstrating that vascular stem cell fates are determined 

by a specific transcription factor(s) regulated by a CLE peptide-dependent intracellular signaling 

pathway composed of a receptor kinase and a cellular kinase. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 研究開始当時までに、私たちのグループは

維管束形成に関与する因子の探索を行い、維

管束の連続性の促進因子としてアラビノガ

ラクタンタンパク質 xylogen（Nature 2004）、

管状要素分化の阻害因子として 12 個のアミ

ノ酸からなる TDIFペプチド (Science 2006)、

また、維管束連続性に関わる細胞内のシグナ

ル伝達として小胞輸送に関連する VAN3タン

パク質 (Development 2005)、管状要素分化の

マスター遺伝子として VND 転写因子群

(Genes Dev. 2005)、維管束幹細胞から木部細

胞への分化のトリガーとなるブラシノステ

ロイド(PCP, 2005)などの鍵因子を単離同定し

た。興味深いことに、これらの因子の多くは

その関連分子がシュート頂／根端メリステ

ム形成あるいはシュート頂／根端メリステ

ム機能と関連していることが示されている

ものであった。 

 

 

２．研究の目的 

 

 上記の研究の背景を受け、本研究において

は、すでに私たちが世界に先駆けて発見した

維管束分化の鍵因子の生体内での機能と因

子間の相互作用を分子レベルで明らかにす

ることにより、維管束メリステムの機能と形

成の制御機構を明らかにすることを目指し

た。 

 

 

 

 

３．研究の方法 

 

基本的には、分子生物学的手法、遺伝学的 

手法、植物生理学的手法、生化学的手法、細 

胞生物学的手法、すべてを用いて解析を行っ 

た。特に、本特定領域支援班で購入したDNA

チップ解析装置を最大限に利用して、様々な

細胞あるいは分化過程での遺伝子発現の網羅

的な解析を行い、遺伝子の同定とその働きの

推定に用いた。 

 

 

４．研究成果 

 

（１）CLE ペプチド細胞間シグナルによる維

管束メリステム形成制御機構 

 ① TDIFシグナル伝達の解析：  

 これまでの研究により、木部道管分化抑制

に関与する TDIF ペプチドの機能とシグナル

伝達に関する研究を進めた。まず、TDIF ペ

プチドの受容体 TDR を同定し、これが維管

束幹細胞にあることを明らかにした。次いで、

この下流で働く転写因子の同定を試みた。そ

の結果、シグナルのターゲットである転写因

子 WOX4 を見いだした。この WOX4 は、維

管束幹細胞の自己複製の促進と木部細胞へ

の分化の抑制のうち、自己複製の促進を正に

制御していることが分かった。一方で、木部

分化の阻害は別の因子が支配していると予

想された。また詳細な突然変異体の解析から、

維管束幹細胞の維持には、幹細胞の２つの性

質、自己複製能の維持と分化の抑制がともに

必要で、この両方が欠けると維管束幹細胞は

木部へと消費され、その後の維管束の発達は



停止してしまうことが分かった。 

 また、TDIF の木部分化抑制に関連すると

考えられる因子について、酵母ツーハイブリ

ッド法により同定を試み、細胞内キナーゼで

あることを明らかにした。 

 

 ② TDIFの新規機能の解析： 

 TDIF の多様な機能を調べたところ、TDIF

は維管束形成制御機能の他に、腋芽形成の促

進効果を持つことを見出した。TDIF ペプチ

ド群はシロイヌナズナゲノム中では CLE41、

CLE42、CLE44 の３遺伝子にコードされてい

るが、このうち CLE42 が茎頂および腋生メリ

ステムで働くことが分かった。TDIF ペプチ

ド群の植物体への効果を詳しく観察したと

ころ、腋芽形成の開始時および成長時の両方

において促進効果を持っていた。これに伴っ

て、腋芽形成に関与する STM 遺伝子の発現

上昇が見られた。これらの結果から、腋芽形

成の促進という TDIF ペプチド群の新しい働

きが明らかとなった。 

 

 ③ 原生木部形成に関与する新規 CLE ペプ

チドの機能解析： 

 TDIF 以外の CLE ペプチドが維管束形成の

制御に関与する可能性を、合成ペプチドの投

与実験により検討した。その結果、複数の

CLE ペプチドが根における原生木部分化を

阻害することが示された。GUS コンストラク

トを作成し調べたところ、これらの内の少な

くとも３つの遺伝子は根の維管束で強く発

現していた。次に、木部分化阻害の分子機構

を知る目的で、CLE ペプチドを投与した植物

図１．CLEペプチドとサイトカイニンのクロストーク 

 

体の根を用いてマイクロアレイを行った。そ

の結果、CLE ペプチドとサイトカイニンとの

関連性が明らかになった。サイトカインシグ

ナルの変異体を用いた解析から、CLE ペプチ

ドはサイトカイニンシグナルの抑制に働く A

タイプーARRの転写抑制を通して、サイトカ

イニンシグナルを活性化し、その結果として、

原生木部道管形成（図１）の阻害を引き起こ

すことが明らかとなった。これにより、原生

木部道管の形成において、CLE ペプチドシグ

ナルとサイトカイニンシグナルがクロスト

ークしていることが明らかとなった。 

 

（２）転写因子による維管束分化制御機構 

 ① 木部繊維と道管—の分化制御の解析 

 木部繊維細胞のマスター遺伝子 NST1 と後

生木部道管のマスター遺伝子VND6をエスト

ロゲン誘導型にしてシロイヌナズナ培養細

胞に導入し、形質転換ラインを作成した。こ

れらラインを用いてマイクロアレイを行い、

マスター遺伝子により直接支配される遺伝

子群を同定した。これら遺伝子の解析から、

多くの遺伝子は共通に発現誘導されるが、そ

れぞれのマスター遺伝子特異的に特定機能

の遺伝子群の発現が制御されていることが

明らかとなった。 

 

 ② LHW転写因子の解析 

 維管束のパターン形成の初期に働く LHWに

ついて研究を進めた。その結果、この bHLH

転写因子遺伝子は、胚では維管束組織形成に

先立ち発現し、維管束前駆細胞の初期分裂を

制御することが明らかとなった。また、側根

においても、同様の働きをすることが明らか

となった。オーキシンとの関連でさらに解析

を進めた。その結果、 LHW は、 MP, 

ATHB8,PIN1 などの遺伝子を速やかに誘導す

ること、DR5 などのオーキシン極大を示すマ

ーカーの過剰蓄積を誘導するが、オーキシン

量そのものの増加は誘導しないことが分か

った。また、lhw突然変異体では PIN1 の分布

が幅広くなることが明らかになった。他の結

果も総合して、LHWはオーキシン canalization 

を誘導ないし促進する因子であると考えら

れた。また、３種のホモログ遺伝子も維管束

で働き、その２重突然変異体がより重篤な表

現型を示すことから、パラログ遺伝子も維管

束形成に重要な働きをすることが明らかと

なった。 

 

（３）細胞内の空間制御による維管束パター

ン制御 

 ① 細胞壁空間パターンの制御機構の解析 

表層微小管は、細胞膜中を移動するセルロー

ス合成酵素複合体の軌道をコントロールす



ることによって、細胞壁の構造を制御してい

る。本研究では、二次細胞壁が局所的に肥厚

する道管分化をモデルとし、表層微小管によ

る細胞壁の制御機構を解析した。私たちはま

ず、後生木部道管のマスター因子である

VND6 をシロイヌナズナ培養細胞に導入する

ことにより、in vitro の道管分化誘導系を新た

に開発した（図２）。この分化誘導系では、  

  培養細胞    道管細胞  道管細胞の写真 

図２．新規道管細胞分化誘導系 

 

わずか 48 時間の間に 80％もの細胞が後生木

部道管へと分化する。分化過程において表層

微小管は局所的に消失し、その領域が壁孔

（二次細胞壁が肥厚しない領域）になること

が分かった。次に、マイクロアレイデータを

解析し、この現象に関わる新規の微小管結合

タンパク質 MIDD1（Microtubule depletion 

domain 1）を発見した。MIDD1 は細胞膜ドメ

インにアンカーされることによって、壁孔領

域の表層微小管に特異的に結合し、表層微小

管を局所的に分解していることが分かった。

壁孔領域において、MIDD1 は微小管のプラス

端に顕著に蓄積し、微小管を崩壊へと向かわ

せた。本研究により、木部細胞は、細胞膜ド

メインを介し、表層微小管のダイナミクスを

局所的に制御することで、特徴的な細胞壁構

造を作り上げていることが明らかになった。 

 

 ② VAN3の維管束連続性に対する働き 

 私たちは維管束の連続的な形成には、

VAN3という、小胞輸送の調節に関与するタ

ンパク質が必要であることを明らかにして

きた。本研究では VAN3 の細胞内での局在と

機能、さらには機能調節のしくみを解析した。

その結果。VAN3 はトランスゴルジネットワ

ークと細胞膜に局在し、この間の小胞輸送に

関連していることを示唆した。また、VAN3

は小 G タンパク質である ARF-GTP の加水分

解活性をもつことを明らかにした。さらに、

このVAN3の調節に関する因子を探索したと

ころ、VAN3 に結合する未知のタンパク質

VAB と 5-脱リン酸化酵素である CVP2 

(cotyledon vascular pattern2)が同定された。詳

細な解析の結果、VAB は VAN3 の局在化に関

与すること、また、CVP2 5-脱リン酸化酵素

により PI(4,5)P からつくられる PI(4)P が、

VAN3 の局在と活性化に重要な働きをするこ

とが明らかとなった。 
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