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研究成果の概要（和文）：陸上植物は、葉の表面に防御組織である表皮を作り、乾燥や感染から身を守ってい
る。多くの植物では、葉の一番外側の細胞のみから表皮が作られるが、そのしくみは分かっていなかった。本研
究では、葉の内側の細胞（葉肉細胞）を表面に露出させると、葉肉細胞で表皮を作る遺伝子ATML1が活性化さ
れ、葉肉細胞が表皮運命を獲得することを発見した。つまり葉の表面に位置した細胞は、その系譜とは無関係に
表皮の性質を持つようになった。次に、植物細胞が自分の位置を知るしくみを調べたところ、植物細胞は外側か
らの物理的な力を感じることで、自分が内側にいると判断し、表皮へと変化しないようにしていることが分かっ
た。

研究成果の概要（英文）：In land plants, the shoot epidermis covers the surface of the leaves to 
protect them from desiccation and pathogen attack. In many plant species, the shoot epidermis is 
formed only from the outermost cells of the aerial organs. However, the mechanisms by which only the
 outermost cells are specified as the epidermis have remained unknown. In this study, we found that 
when the inner mesophyll cells of the leaves were exposed to the surface, these outermost mesophyll 
cells upregulate the expression of an epidermal fate promoting gene, ATML1. This observation 
indicates that cells located on the organ surface develop into the epidermis irrespectively of their
 origin. How do plant cells know they are on the surface? This study suggested that plant cells 
recognize that they are located in the inner tissues of the leaves by sensing physical forces from 
the outside, preventing them from differentiating into the epidermis. 

研究分野：植物発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
葉の表面の細胞だけが表皮になることは約50年前から既に知られていた。しかし、植物細胞が「表面」の位置を
認識するしくみは分かっていなかった。本研究はこの植物発生における長年にわたる謎を解明したものである。
現在まで、植物が自分の位置を知るための目印（位置情報）の多くは未解明であり、「物理的な圧迫」が葉の内
側と表面の細胞運命を決める目印になっているという知見は、植物細胞分化研究に広く応用できる。また、植物
細胞の運命を自由にコントロールすることで、表皮のみに作られる二次代謝産物等の大量生産が可能になるかも
しれない。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
植物細胞運命の決定には、細胞の系譜よりも、個体内での最終的な細胞の「位置」が重要である
ことが示唆されている。つまり、植物細胞は何らかの目印（位置情報）を指標に個体内で自分の
置かれた位置を認識して、適切な細胞へと分化している。しかし、植物細胞の位置依存的な遺伝
子発現・細胞分化を決める位置情報の多くは分かっていない。 
陸上植物の地上部の表皮は、植物を乾燥や病原菌の感染・食害などから守る防御組織であり、内
側に作られる光合成組織（葉肉組織）とは異なる役割を持つ。面白いことに、多くの植物におい
て、表皮細胞は器官の最外層の細胞のみから作られる。この発生学的にユニークな性質から、表
皮分化は位置に応じた細胞分化を研究するための良いモデルとなっている。50 年近く前におこ
なわれた細胞系譜解析により、葉の表皮細胞が並層分裂して内側と外側の娘細胞に分かれると、
内側の娘細胞は表皮運命を失い、葉肉細胞として分化することが示された。つまり表皮細胞運命
は最外層の細胞のみで維持されるようである。しかし、細胞が最外層の位置を認識するメカニズ
ムや、表皮運命と葉肉細胞運命を決める分子的な実体は分かっていなかった（総説 Takada and 
Iida, 2014 Frontiers in Plant Science）。 
シロイヌナズナの ATML1 遺伝子は、HD-ZIP class IV 転写因子をコードし、初期胚の時期から最
外層の細胞で強く転写される(Takada and Jürgens, 2007 Development；総説 Iida and Takada, 
2020 Plants)。ATML1 とそのホモログ PDF2 の二重変異体では、葉の表皮分化ができなくなり、
表皮の無い葉が作られる。我々は、ATML1 の構成的に発現させると、葉の内側の組織にも、気孔
の孔辺細胞や毛状突起といった、地上部の表皮の特徴を持つ細胞が作られることを示した
（Takada et al, 2013 Development）。これらの結果は、ATML1 が表皮分化のマスター転写因子
であることを示唆する。さらに、ATML1 が内側の細胞で弱く転写されても ATML1 タンパク質は蓄
積しにくいことや、ATML1 タンパク質が細胞質と核に存在し、胚の内層の細胞では核局在が弱く
なることを発見した（Iida et al, 2019 Development）。胚の表皮細胞が並層分裂すると、内側
の細胞で ATML1 タンパク質の蓄積や核局在が減少したことから、50 年前に示されていた位置依
存的な表皮運命の消失メカニズムの一つは、内側の組織における ATML1 の活性抑制であること
を見出した（Iida et al, 2019 Development）。しかしながら、ATML1 の最外層特異的な転写を
指示する位置情報の正体は未解明のままであった。ATML1 の表皮特異的な転写にはオーキシンや
miRNA などの既知のモルフォゲン分子が関わっていないことも分かっており、未知のシグナル伝
達経路の関与が示唆される。（Takada and Jürgens, 2007 Development；Nodine and Bartel, 
2010 Genes & Development）。 
 
２．研究の目的 
上記のように、ATML1 の活性は、転写・転写後レベルで「位置」に応じて厳密に調節されている
ことから、位置情報の作用点になっている可能性が高い。本研究の目的は、ATML1 の活性を調節
する上流のシグナルを同定することで、最外層特異的な表皮分化に必要な、位置情報の実体を明
らかにすることである。また、ATML1 の下流で ATML1 の活性を適正なレベルに調節するフィード
バック調節分子の同定もおこない、表皮における ATML1 の活性を決める分子機構の全容を解明
する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まず（1）ATML1 の最外層依存的な転写や表皮分化を新規に誘導する系を確立する。
そして、（2）この系を利用した薬理学的な実験や物理的な圧迫実験により ATML1 の最外層依存的
な転写誘導に必要なシグナルやその伝達経路を明らかにする。また、ATML1 の活性は正負のフィ
ードバック調節によって適正なレベルに保たれていることが示唆されている（San-Bento et al, 
2014 Plant Journal）。そこで、（3）RNA-seq 解析により ATML1 の過剰発現によって発現が上昇
する遺伝子を網羅的に同定し、発現解析や過剰発現実験、機能欠失変異体の解析をおこなうこと
で、ATML1 の活性をフィードバック調節する下流遺伝子候補の選抜をおこなう。 
 
４．研究成果 
(1) 葉肉細胞における ATML1 の転写・表皮再生誘導系
の確立 
研究代表者たちの研究グループでは、シロイヌナズナ
の本葉の表皮を剥ぎ、葉肉細胞を葉の表面に露出させ
ると、最外層になった葉肉細胞で ATML1 の転写が増加
する現象を発見していた（図 1；RISE：Rapid induction 
of surface ATML1 expression）。そこで、鋭い針を使
って若い葉の表皮に広範囲で傷をつけると、内側の葉
肉細胞が ATML1 を発現するようになり、葉肉細胞から
表皮が再生されることが分かった。この傷害誘導性の
表皮再生は葉の齢に依存しており、若い葉では表皮の

図 1 RISE 
葉肉細胞を表面に露出させると ATML1
のプロモーター活性が上昇する。この
上昇は微小管重合阻害剤や、MAPK 阻害
剤で抑制される。 



傷害により葉肉細胞で ATML1 タンパク質の蓄積や表
皮の分化誘導が見られるのに対し、成熟した葉の葉
肉細胞では RISE による ATML1 の転写上昇は見られ
るものの、ATML1 タンパク質の蓄積も表皮の再生も
見られなかった。これは葉肉細胞の分化転換のポテ
ンシャルが葉の成熟とともに低下することを意味
している。最外層依存的な表皮再生は、若い葉が傷
ついた時、防御組織である表皮を速やかに再生・修
復することで葉を守り、光合成能力を維持するメカ
ニズムなのかもしれない。いずれにせよ、RISE は位
置依存的な遺伝子発現や細胞分化を誘導・可視化で
きる初めての系である。 
 
(2) RISE に必要な条件の解明 
RISE を用いて、最外層依存的な ATML1 の転写活性化
に必要なシグナルの探索をおこなった。阻害剤を用
いた観察により、RISE には、MAPK シグナル、表層微
小管束の形成、プロテアソームの活性が必要である
ことが示唆された。また、葉の表皮を除いた時、露出
した葉肉細胞が葉の表面方向へと突出・伸長する現
象が観察された。これは、葉肉細胞は外側の表皮組織
によって圧迫されており、表皮を取り除くことで、葉
肉細胞がこの圧迫から開放されたことを意味する。そ
こで、圧迫からの解放が、葉肉細胞における ATML1 の
発現上昇に必要かどうかを調べた。表皮を取り除いた
葉を二枚のカバーガラスで挟み、クリップを使って圧
迫すると、葉肉細胞の突出も ATML1 の転写上昇も抑制
されることが分かった（図 3）。また、細胞の伸長が阻
害される高浸透圧液下でも、表皮除去後の葉肉細胞に

おける ATML1
の転写上昇
が見られな
いことが分
かった。つま
り、RISE で見
られる ATML1
の転写上昇
には物理的な圧迫からの解放や葉肉細胞の伸長が必要
であり、通常の発生で葉の内側の細胞が表皮へと分化し
ない理由の一つは、物理的な圧迫によって ATML1 の転写
が抑制されているからだと考えられる。これで、約 50
年前に観察された表皮細胞から葉肉細胞への分化転換
メカニズムの一端が理解できた。葉の細胞は「圧迫」と
いう物理的な「力」を認識して、表皮へと分化するか、
葉肉細胞へと分化するかを決めていると思われる（図
4）。一方、RISE を阻害する条件で胚珠培養実験をおこ
なった結果、胚発生における表皮分化には、RISE とは
異なるシグナル経路が関わっている可能性が示唆され
た。これらの結果は論文として報告するとともに、所属
機関からプレスリリースをおこなった。 

 
(2) ATML1 の活性をフィードバック調節する下流遺伝子の解析 
研究代表者のグループでは、これまでに、ATML1 過剰発現体のサプレッサー変異体やエンハンサ
ー変異体を単離することで、ATML1 の転写後調節に関わる候補遺伝子の同定をおこなってきた。
一方、ATML1 の活性は正負のフィードバック調節によって適正なレベルに保たれていることが示
唆されている。そこで、本研究では、ATML1 の下流遺伝子から、ATML1 の活性を調節する遺伝子
の探索をおこなった。RNA-seq 解析により、ATML1 の過剰発現によって有意に発現が変動する遺
伝子を同定し、ATML1 の下流遺伝子候補（DTL 遺伝子）とした。それらの候補の中で、公開され
ている RNA-seq データで表皮時的な発現パターンを示す遺伝子を選び、RT-qPCR 解析をおこなっ
た。RT-qPCR 解析の結果、atml1 pdf2 変異体で発現が減少していた遺伝子に注目してさらなる解
析をおこなった。レポーター遺伝子を用いた発現解析の結果、DTL4 と DTL5 遺伝子は胚や葉の表
皮で強く転写されることが分かった。また、DTL4とDTL5遺伝子を芽生えで過剰発現したところ、
表皮分化が抑制され、表皮が脱分化したような表現型が見られた（図 5）。このことから、DTL4

図 2 葉肉細胞からの表皮再生 
6 日齢植物の第 1 本葉の表皮を傷つけ
ると、1 日後には最外層の葉肉細胞が
ATML1 タンパク質を蓄積し（左上；矢
印）、5 日後には表皮細胞に分化する
（下）。9日齢植物に同じ処理をしても
ATML1 の蓄積や表皮の再生は起こらな
い（右上）。 
  

図 3 物理的な圧迫が RISE を抑制する 
表皮を除去すると、最外層になった葉
肉細胞は物理的な圧迫から解放され、
ATML1 を転写するようになる（写真と
棒グラフ右）。表皮除去後の葉をカバ
ーガラスで圧迫するとATML1の発現上
昇は見られない（写真と棒グラフ左）。 
  

図 4 物理的な力の違いが表皮運命と
葉肉運命を分ける目印になってい
る。緑色の風船は葉肉細胞を、透明の
容器は表皮を模している。圧迫から
解放されると葉肉細胞は伸長し、表
皮運命を獲得する。  



や DTL5 は ATML1 の下流で表皮運命を抑制する働きを持つ可能性が示唆された。DTL4 と DTL5 に
は、相同性の高い遺伝子 DTL4L1 と DTL5L1 が存在しており、どちらも表皮で転写されることが確
認できたため、dtl4 dtl4l1 や dtl5 dtl5l1 の二重変異体を確立して表現型を観察した。dtl4 
dtl4l1 も dtl5 dtl5l1 も胚発生の異常は見つからなかったが、葉の形態に異常が見られた。こ
れらの結果から、DTL4、DTL4L1、DTL5、DTL5L1 は、ATML1 の下流で ATML1 の活性を負に調節する
有力な候補であることが言える。今後は、これらの DTL 遺伝子が ATML1 の活性を抑制する分子メ
カニズムとその生物学的な意義に注目して研究を進めていきたい。 

 

図 5 ATML1 の下流遺伝子候補 DTL4 と DTL5 
(左）atml1 pdf2 変異体や ATML1 の過剰発現体にお
ける DTL4 と DTL5 の相対的な mRNA 量。(右）DTL4 や
DTL5 を過剰発現すると表皮細胞の形態変化（突起形
成）や葉の融合など、表皮分化が異常な変異体に特
徴的な表現型を示す（矢印）。 
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