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研究成果の概要（和文）：本研究では植物胚の形を立体的かつ正確に記録する技術を確立した。この技術を用
い、胚の形状がどのように変化するのかを詳しく調べたところ、葉（子葉）の形成が開始される際に胚先端部が
特定の方向へ偏って拡大することがわかった。この成長の偏りは、胚の個々の細胞の成長の偏りと相関があっ
た。また子葉の形づくりを調節するCUC2およびCUC3遺伝子の働きをなくすと細胞成長の偏りが減少し、胚全体の
形状も対称なまま成長することが明らかになった。以上から、器官の形づくりには個々の細胞の形とその協調が
重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have established a method to precisely record 3D structure of plant 
embryos. Using this method, we traced how the shape of the embryo changed as the progression of 
embryonic leaf formation and found that the apical region of the embryo showed polarized growth. 
This polarized growth was associated with the polarized shape of individual cells that compose 
embryonic leaves. Embryos lacking the function of CUC2 and CUC3, genes that are required for correct
 cotyledon shape, showed less polarized cell shape and grew more symmetrically compared to normal 
embryos, suggesting that regulation of cell shape underlies correct organ shape. 

研究分野：植物発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は体の先端部に新しい葉を次々に付け加えていくことで成長する。葉を正しい位置に正しい形で形成するた
めには様々な遺伝子が働くことがわかっているが、個々の遺伝子がどのようにして葉を構成する個々の細胞の振
る舞いに影響し、ひいては葉全体の形を決定するかは明らかでない。本研究ではシロイヌナズナのCUC2および
CUC3遺伝子が個々の細胞の形を特定の方向へ伸ばす働きを持つことを明らかにした。今後は、これらの遺伝子の
細胞レベルでの働きが器官全体の形の形成とどのような関係にあるかを明らかにすることで、遺伝子が形作りに
働く仕組みを明らかにできることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 これまで植物器官の形・色・サイズ等の性質を決定する遺伝子（以下、調節遺伝子）が多数
明らかにされた。このような遺伝子の多くは転写因子をコードし、各器官に固有な遺伝子発現
を制御することで器官全体の性質に影響する。一方これらの調節遺伝子の発現場所の決定には、
シグナル分子を介した細胞間相互作用が重要である。このように「決まった場所に特定の調節
遺伝子が発現するしくみ」については広く理解が進んでいる。 

 一方、個々の調節遺伝子がどのようにして器官に固有な「形」をもたらすかについては不明
な点が多い（Davies 2013）。調節遺伝子のオン・オフにより、巨視的なレベルで器官の形が変
化することは明らかであるが、その変化が個々の細胞特性のどのような変化に由来するのかに
ついての理解は不十分である。これを明らかにするには (1) 個々の細胞の形とその変化を定量
的に記述し、(2) 個々の細胞の形態に対する調節遺伝子の影響を定量的に記述したうえで、 (3) 
個々の細胞形態と器官の形との相互関係を明らかにすることが重要である。 

２．研究の目的 

 生物の形態形成には、転写因子などをコードする様々な調節遺伝子が関与する。しかし調節
遺伝子のはたらきが、どのような原理で巨視的なレベルでの器官の形へと変換されるかは不明
である。本研究では双子葉植物シロイヌナズナの子葉形成をモデルに、二つの子葉の原基とそ
の境界部における個々の細胞形態と増殖パターンの特徴を、3D イメージングと画像解析で定量
的に調べる。これにより領域ごとの細胞の特徴と器官の形との関係を明らかにする。また、二
つの子葉原基の境界部で発現し、子葉原基どうしを「分離」する機能をもつ調節遺伝子 CUC
に着目し、その活性が子葉原基及び境界部の細胞形態と増殖パターンにどのように影響するか
を定量的に調べる。以上から「調節遺伝子の活性」・「細胞の形」・「器官の形」の間の相互関係
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

 子葉形成の初期過程に焦点を絞り、二つの子葉原基および境界部の細胞形態と、その変化を
明らかにする。そのため、まず野生型胚について A) 細胞の形と大きさの定量的解析、B) 細胞
増殖・成長パターンの解析、C) 細胞内因子の解析を行い、子葉原基と原基境界部における細胞
の特徴の違いを定量的に明らかにする。次に CUC の機能欠損変異体について同様の解析を行
い、野生型と比較する。得られた定量的データを用いて CUC の活性とそれに応じた細胞の性
質の変化と、実際の器官の分離との関係を明らかにする。さらに、CUC 遺伝子の下流で働く遺
伝子の発現及び機能解析を行い、CUC 遺伝子が子葉原基の成長を調節する際の作用機序を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 

（１）シロイヌナズナ胚の３D イメージング法の確立 

 シロイヌナズナ胚の個々の細胞について、その立体的な形状と配置を把握するために、胚の
透明化と染色法について検討を行った。その結果、従来の mPS-PI 法では染色が弱く、サンプ
ルごとの染色具合もきわめてばらつきが大きいため、効率的な画像取得には不向きであること
が分かった。一方、栗原らによって報告された ClearSee 法による透明化と細胞壁の染色剤であ
るカルコフロールによる染色を組み合わせた手法（Kurihara et al., 2015）を試みたところ、初期
球状胚から中期心臓胚まで、試料の深部まできわめて明瞭な蛍光画像を得ることに成功した。
またこの方法で調製したサンプルでは GFP の蛍光も良好に観察できることも分かった。 
 
（２）3D 画像を用いた野生型および cuc2 cuc3 変異体胚の定量的解析 

 各ステージの多数の胚についてスタック画像を取得し、立体構築を行った。野生型胚では子
葉形成に伴って、胚頂端部が横方向に大きく拡大し、それまで放射相称型だった胚の形状が二
放射相称へと変換することが分かった。一方、子葉境界部の調節因子である CUC2 および CUC3
遺伝子の二重ノックアウト変異体では、胚頂端部の横方向への拡大は抑えられ、逆に前後方向
への拡大が促進されており、結果として子葉形成が進んでも放射相称に近い形状を示していた。 
 
（３）分子マーカーを用いた解析 

 子葉原基のマーカーであるオーキシン応答性リポーターDR5-GFP および子葉境界部のマー
カーである CUC1-GFP の発現について調べたところ、二重変異体ではいずれのマーカーの発現
も著しく乱れていることが明らかになった。以上の結果から、CUC2 と CUC3 は胚頂端部の左
右方向への拡大を促進し、前後方向への成長を抑制すること、および胚の二放射相称性の確立



に必要であることが示唆された。また、これらの遺伝子は正常なオーキシンの蓄積部位の形成
や、CUC1 遺伝子の正常な発現パターンにも必須であることが明らかになった。 
 
（４）セグメンテーションによる野生型および cuc2 cuc3 変異体胚の定量的解析 

 ClearSee 法で取得した野生型および cuc2 cuc3 二重変異体の胚について、ImageJ ソフトウェ
ア及び MorpholibJ plug-in を用いて 3D セグメンテーションを行い、胚を構成する個々の細胞の
形態情報を抽出した。その結果、野生型胚の頂端部では子葉原基とその間の部分で細胞体積が
顕著に異なること、および cuc2 cuc3 ではその差が不明瞭になることが明らかになった。CUC
遺伝子が胚頂端部の側方への広がりを促進すること、およびオーキシン応答の分布に影響する
ことと合わせると、CUC 遺伝子はオーキシンの分布の制御を介して胚頂端部の細胞成長に影響
し、それによって子葉の分離を促進することが示唆される。 
 
（５）CUC の下流遺伝子の発現および機能解析 

 CUC 遺伝子により発現が直接制御される遺伝子の候補として、ペプチドホルモンをコードす
る遺伝子が同定された。レポーター遺伝子を用いた解析により、この遺伝子の胚頂端部におけ
る発現が、CUC1・CUC2・CUC3 に依存することがわかった。また機能喪失変異体では子葉原
基先端部のオーキシン応答が減少するとともに、原基の成長が遅延することもわかった。以上
から CUC 遺伝子は胚頂端部におけるペプチドホルモンの合成を促すことで、子葉原基の成長
を促進する機能をもつことが示唆された。 
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