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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞増殖を負に制御する因子の機能解析を行ない、植物の

幹細胞を維持する分子機構の解明を目指した。その結果、分裂組織において表皮から内側の

細胞層に向けて作用する極長鎖脂肪酸由来のシグナルが存在し、これが幹細胞集団の細胞分

裂を抑制することが明らかになった。また、分裂組織における細胞分裂をモニタリングする

ために、CDT1a のプロモーターに C 末側のコード領域を繋いだ改変遺伝子が S 期特異的マー

カーとして有効であることが明らかになった。 

  

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on negative regulators of cell division 

to reveal molecular mechanisms underlying maintenance of plant stem cells. We found 

that some signal derived from very long chain fatty acid, which is produced in the 

epidermis of shoot apices, acts on inner cell layers to suppress stem cell division. 

Moreover, we developed a novel S phase-specific reporter gene by using the 

carboxy-terminal region of CDT1a to monitor cell proliferation in meristems. 
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１．研究開始当初の背景 植物は胚発生後に大部分の器官を形成す

る。つまり、成長を続けながら新たな器官形 



成を行うという、極めてユニークな特徴を持
っている。このような能力は器官形成の場と
なる分裂組織を維持し続けることによって
可能となり、それにより様々な環境条件に適
応した成長を遂げることもできる。したがっ
て、分裂組織を如何に維持するかは、植物の
器官形成の本質的な命題と言える。 
 分裂組織を維持する上で最も重要な役割
を果たすのが幹細胞である。地上部では茎頂
分裂組織、地下部では根端分裂組織に存在す
る形成中心の細胞が幹細胞の分裂と分化状
態を規定し、恒常的な器官形成を保証する。
これらの過程にはペプチド性因子や受容体
と介した細胞間シグナルのやり取りが重要
であることが示唆されていたが、一方で植物
ホルモンも重要な役割を担う可能性が指摘
されていた。例えば、茎頂分裂組織の形成中
心においてはサイトカイニンと呼ばれる植
物ホルモンに感受性が高い環境が形成され
ており、一方で別の植物ホルモンであるオー
キシンは葉原基周辺で濃度上昇が見られる
ことから、サイトカイニンとオーキシンの量
比が幹細胞の未分化状態の維持に重要であ
ると考えられていた。 
 動植物を問わず、一般に幹細胞の分裂は遅
く、器官原基を形成する細胞の分裂は速い。
しかし、その分子機構に関する解析は殆ど為
されていなかった。上述のように植物は持続
的な成長を遂げるために、異なる分裂速度を
もつ細胞集団を分裂組織で維持し続けなけ
ればならない。したがって、幹細胞の分裂制
御機構を理解することは、分裂組織の機能を
理解することにもつながる。また、我々は以
前の研究で、シロイヌナズナにおいて幹細胞
を未分化状態で維持するためには分裂に必
要なサイクリン依存性キナーゼ(CDK)活性を
ある閾値以上に高く保つことが必要不可欠
であることを見出していた。また、オランダ
の Scheres 博士のグループも、CDK 活性の増
加（減少）→Rb の活性低下（増加）→幹細胞
の分裂活性化（分化誘導）という一連の流れ
を想定し、細胞分裂や分化と CDK 活性の密接
な関連性を指摘していた。 
 
 
２．研究の目的 
 

以上のような研究背景より、本研究では未
分化な幹細胞集団を一定数維持し続けるた
めには、CDK 活性をある一定の範囲内で制御
する分子機構が必要不可欠であると仮定し
た。そこで、CDK 活性を負に制御する分子機
構に焦点を絞り、それらの機能解明を通して
幹細胞の維持機構を明らかにすることを目
的とした。また、組織レベルで細胞周期をモ
ニターできるシステムを開発し、分裂組織に
おける細胞周期の時空間的な制御について

解析することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) PAS2 の機能解析 
 pasticcino2 (pas2)変異体は茎頂分裂組織
の内層で細胞分裂が異所的に活性化される
変異体として単離された。この表現型は幹細
胞集団の分裂活性を負に制御する機構が働
かなくなった結果として表れたものと考え、
その機能解析を行なった。まず、pas2 変異体
における形態的特徴を詳細に観察した。特に
細胞分裂との関連性を明らかにするため、
G2/M期マーカーであるpCDKB2::CDKB2-GUSを
導入し、GUS 発現を観察することにより細胞
分裂活性について調べた。また、脂質成分の
解析を埼玉大学の西田生郎教授と共同で行
なった。一方で、PAS2 遺伝子の発現部位を明
ら か に す る た め に 、 pPAS2::GUS や
pPAS2::PAS2-GUS といったコンストラクトを
作成し、それらの形質転換体を使って GUS 発
現が見られる組織の観察を行なった。また、
表皮細胞のみでの PAS2 の発現で pas2 変異体
の表現型が抑圧されるかどうか調べるため
に、ML1 プロモーターで PAS2-GUS を発現する
pML1::PAS2-GUS を変異体に導入し、表現型観
察を行なった。さらに、野生型植物の表皮細
胞だけで PAS2 発現をノックダウンした際に
pas2 変異体の表現型を再現できるかどうか
調べるために、ML1 プロモーターを使って
RNAi コンストラクトを作成し、野生型植物に
導入した。 
 
(2) KRP の発現解析と変異体の表現型解析 
 細胞周期の負の制御因子として CDK インヒ
ビターに関する機能解析を行なった。シロイ
ヌナズナには CDK インヒビターとして 7種類
の KRP 遺伝子(KRP1-KRP7)が存在する。そこ
で、これらの発現パターンを遺伝子及び組織
レベルで解析するために、pKRP::GUS/GFP や
pKRP::KRP-GUS/GFP といったコンストラクト
を作成し、これらのレポーター系統を用いて
発現解析を行なった。また、各 krp 変異体の
交配により多重変異体を作成し、表現型解析
を行なった。 
 
(3) 新規細胞周期マーカーの開発 
 幹細胞を含む分裂組織周辺の細胞分裂活
性をモニターするためには、これまで広く利
用されてきた G2/M 期マーカーの他に、G1 期
または S期特異的なレポーター遺伝子が必須
である。これらを組み合わせることにより、
細胞分裂速度を組織レベルで解析すること
が可能になる。そこで、G1/S 期マーカーの候
補遺伝子として CDT1a に注目し、その発現解
析を行なった。CDT1a プロモーターに CDT1a
のコード領域全長や部分領域を連結させた



コンストラクトを作成し、その C末に GUS 遺
伝子を融合してシロイヌナズナ植物体とタ
バコ培養細胞 BY2 に導入した。シロイヌナズ
ナでは根端での発現パターンを解析した。
BY2 では細胞同調を行ない、GUS 活性を指標
として細胞周期特異的な発現パターンを解
析した。また、分裂酵母の変異体を用いて各
種部分領域を発現させた際の相補性試験も
行なった。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) PAS2 の機能解析 
 pas2 変異体では、茎頂分裂組織内層の髄状
部(rib zone)を中心に細胞分裂が顕著に亢進
していることが明らかになった。これは G2/M
期マーカーである pCDKB2::CDKB2-GUS の発現
がこの領域で上昇していることからも示唆
された。また、組織染色の結果から表皮の脂
質成分に異常がある可能性が考えられたた
め、pas2 変異体を用いて脂質成分解析を行な
ったところ、炭素数 20 以上の骨格から成る
極長鎖脂肪酸の含量が顕著に減少している
ことが明らかになった。この結果と他研究グ
ループから発表された酵母変異体を用いた
相補性試験の結果から、PAS2 は極長鎖脂肪酸
の合成酵素であると考えられた。 
 レポーター遺伝子を用いた発現解析の結
果から、PAS2 は遺伝子・タンパク質レベルと
もに茎頂分裂組織の L1 層及び葉原基の表皮
のみで発現していることが明らかになった。
この結果は、遺伝子の発現部位と変異体の表
現型が表れる組織が異なることを意味して
いたので、次に表皮特異的な相補実験とノッ
クダウン実験を行なった。その結果、pas2 変
異体の表現型は L1層や表皮のみでの PAS2 の
発現で相補されること、また野生型植物で L1
層や表皮のみで PAS2 遺伝子をノックダウン
しても pas2 変異体と同様な表現型が表れる
ことが明らかになった。これらの結果から、
PAS2 は表皮のみで発現し、そこで合成される
極長鎖脂肪酸が何らかのシグナルを介して
内層の細胞分裂を抑制的に制御することが
示された。以上の結果は、極長鎖脂肪酸がク
チクラワックスなどの構成成分となるだけ
でなく、それに由来するシグナル物質が細胞
非自立的に幹細胞集団の細胞分裂を抑制す
ることを示唆しており、全く新奇な知見であ
る。 
 
(2) KRP の発現解析と変異体の表現型解析 
 組織レベルの発現解析の結果、7種類の KRP
遺伝子はその種類により異なる発現様式を
示すことが明らかになった。また、プロテア
ソーム阻害剤である MG132 を処理する実験に
より、KRP1-KRP7 すべての GUS 融合タンパク

質がユビキチン・プロテアソーム系によるタ
ンパク質分解制御を受けることが明らかに
なった。KRP3 および KRP4 は茎頂及び根端の
分裂組織で強い発現が見られたことから、
krp3 krp4 二重変異体を作成したが、目立っ
た表現型は観察できなかった。そこで他の
krp 変異体と交配し三重変異体を作成したと
ころ、krp3 krp4 krp5 においてトライコーム
の分枝数と葉における DNA 倍数性が僅かに上
昇していることが示唆された。しかし、これ
までのところ分裂組織や幹細胞で異常が見
られる多重変異体は得られておらず、今後さ
らに解析を進める必要があると考えられる。 
 
(3) 新規細胞周期マーカーの開発 
 CDT1a 遺伝子のプロモーターに全長のコー
ド領域を繋いだ GUS レポーター系統は、根端
において斑点状の発現パターンを示した。こ
れは CDT1a 遺伝子が細胞周期特異的な発現制
御を受けるとともに、タンパク質レベルの分
解制御も受けることを意味する結果であっ
た。そこで、部分的なコード領域を繋いだレ
ポーター系統についても同様に解析した結
果、C 末側断片のみでも斑点状の発現パター
ンを示すことが明らかになった。実際にプロ
テアソーム阻害剤による処理で GUS 発現が増
大したことから、C 末側に細胞周期特異的な
タンパク質分解を担うシグナル配列が存在
することが示唆された。そこで、このレポー
ター遺伝子を導入した BY2 細胞において細胞
周期の進行過程における発現を調べたとこ
ろ、S 期特異的に発現し、その後タンパク質
分解制御により消失することが明らかにな
った。また、全長のコード領域は分裂酵母の
変異体を相補したが、C 末側断片は相補しな
かったため、後者の発現は CDT1a の機能的過
剰発現とはならないものと考えられた。以上
の結果から、この CDT1a 遺伝子の C末側断片
が S期特異的なレポーター遺伝子として有効
に活用できることを示すことができた。この
レポーター遺伝子を G2/M 期マーカーと共に
発現させることにより細胞周期進行をリア
ルタイムでモニタリングできるので、今後幹
細胞を含む分裂組織での分裂制御機構を解
析する上で有用なイメージングツールを開
発することができたと言える。 
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