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研究成果の概要（和文）：申請者は根の幹細胞形成に関わる鍵転写因子複合体のコアタンパク質を特定してお
り、本研究ではこの制御機構を司る新たな構成因子の同定とその作用機序の解明を行うことを目的とした。コロ
ナ禍で予定外の長期間にわたって研究活動に対する制限があったものの、MS解析に必要な試料の準備と植物細胞
からのタンパク質複合体精製の予備実験・本実験を終え、転写因子間の相互作用を生体内でとらえるツールの開
発にも成功たことから、我々の概ねの目的を達成した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify a new component of regulatory factors 
regulating stem cell differentiation. Unexpectively, due to the COVID-19 outbreak, our activities 
were unexpectedly limited. We nonetheless managed to complete the MS analysis and identify several 
novel regulatory factors that interact with key transcription factor components. In addition, we 
successfully established a tool for live cell imaging of protein dynamics in plants, thus mainly 
fulfilling our objectives.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： 幹細胞　発生・分化　植物ホルモン　低分子タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、植物の幹細胞化に必要不可欠な転写因子群が、生体内でどのような制御を受けているのかを示すこと
に成功した。今後は、これらの制御因子機能の発揮に至る分子機序を詳らかにすることによって、植物がもつ永
続的な幹細胞能力の謎の解明につなげることが期待できる。

※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 
 根は植物が⽔を体内に取り込むことのできる唯⼀の器官であり、その発達は植物の成⻑を⼤
きく左右する。シロイヌナズナでは、根の先端領域にある幹細胞で構築される特殊化した微⼩
環境（幹細胞ニッチ）を起点として根が形成される。このような分化過程は周囲の様々な要因
によって制御を受けていると考えられる。これまでに申請者らによって、この幹細胞ニッチの
構成に重要と考えられる転写因⼦複合体が単離・同定されており、この複合体の制御系を理解
することは、根の発⽣・分化の仕組みを理解する上で重要な学術的知⾒をもたらすと考えられ
る。 
 シロイヌナズナでは、PLTなどの植物特異的な転写因⼦を異所的に発現させることで、器官
を誘導・再構築できることが⽰されている。従って、これら植物特異的な転写因⼦の機能は幹
細胞ニッチの形成においてとても重要な働きを持つ。申請者が⼿がけた研究から、PLTやSCR
はさらに別の植物特異的な転写因⼦との結合を介して複合体を形成し、根幹細胞マーカーとし
て知られるホメオボックス遺伝⼦（WOX5）の発現を正に制御することが⽰されている。この
ような時空間的かつ⾼次的な制御の仕組みを明らかにすることが重要な課題の⼀つと考えられ
るが、研究開始当初では『分⼦⽣物学的に転写因⼦が複合体を形成し、遺伝学的にこれらの機
能が根の形成に必須であることが証明された』ということまでしか明らかにされていなかっ
た。 
 
２．研究の⽬的 
植物には多能性幹細胞で構成される微⼩環境が存在し、それらが永続的な分裂能⼒と特定の細
胞への分化能⼒を保持することにより、秩序だった発⽣・分化のプロセスと持続的な成⻑が保
証される。動物にも多能性幹細胞は存在するが、動物の場合には実験環境下でなければ多細胞
幹細胞能が維持できない。⼀⽅植物では、根や茎の先端領域に存在するメリステムと呼ばれる
特殊化した微⼩環境の中で、幹細胞が⼀⽣を通じて維持される。このことから、植物と動物の
間には幹細胞とそれを取り巻く環境に明確な違いがあると考えられるが、その分⼦的背景は殆
ど明らかにされていない。そこで、本研究では植物の幹細胞の新⽣と維持に中⼼的な役割を果
たすタンパク質複合体を⼿掛かりとして、これらと相互作⽤する新たな制御因⼦の同定と⽣体
内での分⼦間挙動を観察するための新たなツールの開発を⽬的とした。 
 
３．研究の⽅法 
植物発⽣における幹細胞の維持・形成機構に関わる新たな制御因⼦の同定を⾏うにあたり、主
に下記の３点を基軸とした研究を遂⾏した。実験植物としては、モデル植物であるシロイヌナ
ズナとタバコを⽤いた。 
u複合体解析に先⽴って、いくつかの予備試験を⾏なった。まず、複合体解析を⾏うために
は、⽣体内でのタンパク質の⾼次構造と機能を阻害しないタグを選ぶことが必要不可⽋であ
る。そこで、シロイヌナズナの幹細胞の維持において鍵を握ると考えられている転写因⼦を選
び、これらに複数のタグをつけて機能の保持が⾒られるかを検証した。検証の⽅法としては、
植物細胞をプロトプラスト化した⼀過的な発現系の他に、組換えタンパク質などを⽤いたin 
vitroの系での検証も併せて⾏なった。最終的には当該転写因⼦の機能⽋損変異体にこれらのコ
ンストラクトを導⼊する形で相補性試験を実施し、⽣体内でもその構造と機能が保持されてい
るかどうかについて検証した。 
u複合体解析を⾏うにあたって、サンプル調製⽅法の条件検討（抽出液の組成や破砕条件な
ど）を実施した。精製条件の検討には、コントロールとして申請者が同定した植物特異的な転
写因⼦が共沈する条件であることをベースに、MS解析が可能なレベルのサンプル量を⼗分確保
できるように、いくつかの⼿法で検証した。解析に供する組織は（根の幹細胞形成に必要な制
御因⼦を単離・同定するために）根の先端部分を⽤いた。 
u複合体解析によって同定した制御因⼦群との相互作⽤を⽣体内で可視化できるように、新た
にFLIM-FRETの系の構築を試みた。植物細胞内での相互作⽤を観察するためには、タンパクの



⾼次構造とその機能を阻害しないタグを導⼊する必要があることの他、観察対象とする組織や
細胞内において標的となるタンパク質が⼗分量発現していることが必要不可⽋である。最終的
な解析候補因⼦は、酵⺟のツーハイブリッドの系でタンパク質間相互作⽤の再現性を確認後、
プロトプラスト細胞内での⼀過的発現系においてもタンパク質相互作⽤が⾒られるかどうかを
確認したものに絞り込み、それらを⽣体内でのFLIM-FRET解析に⽤いることとした。 
 
４．研究成果 
申請者はこれまでに、SCRやTCPなどで構築される、根の幹細胞形成に関わる鍵転写因⼦複合
体を特定している。本研究ではこの鍵因⼦と相互作⽤する新たな構成因⼦の同定とその分⼦間
相互作⽤を解析できるツールの開発を⾏った。 
u植物⽣体内での転写因⼦制御因⼦の単離・精製と相互作⽤を観察するための予備実験と系の
確⽴を⾏なった。幹細胞の確⽴と機能維持に関わる未知の制御因⼦（群）の同定を⾏うため
に、相互作⽤を阻害しないようにデザインした異なるタグのバリエーションを選抜した。具体
的には、精製が容易なHis-tag, Myc-tagとin vivoでの観察が併⽤できるGFPの三種類のタグを
準備して、タグの⻑さや位置などを変えてSCRやTCPと連結した。これらの配列をシロイヌナ
ズナの培養細胞系で発現させるために35Sプロモーターの制御下でin frameで連結し、⼀過的
に発現させ、タグを使った免疫沈降が可能かどうか検証した。その結果、Hisでは細胞内での発
現はみられるものの、免疫沈降では⼗分なサンプル量が得られなかった。⼀⽅で、MycやGFP
のタグでは、発現量・免疫沈降ともに問題なく、バックグラウンドも最⼩限に抑えられること
が明らかとなった。 
uこれらのタグがタンパク質相互作⽤を阻害しないかを検証するために、SCRやTCPなどに
MycやGFPのタグを連結させたものをシロイヌナズナの培養細胞内で⼀過的に発現させ、得ら
れた細胞を回収し、GFP抗体を⽤いた共沈実験を⾏なった。その結果、いずれの組み合わせで
も⽣体内での結合がみられたため、複合体解析には、可視化のできるGFPのタグを使うことと
した。さらに、⾃⼰プロモーターの下流にGFP融合タンパク質を連結させたコンストラクトを
機能⽋損株に導⼊し、形質転換体の作出をおこなった。得られた植物体で機能相補がみられた
かについても顕微鏡による観察等で検証を⾏なった結果、作製した複数のラインにおいて機能
回復が認められたことから、それらの形質転換植物体を⽤いて、続くMS解析の準備にとりかか
った。 
uLS-MS/MS解析に供するためのサンプル調製⽅法の検討を⾏なった。具体的には抽出液に含
まれる塩濃度・界⾯活性剤の種類・界⾯活性剤の濃度・免疫沈降に要する時間などである。最
終的なサンプルは根の先端部分にある微⼩な領域であり、これを条件検討⽤に使うには不向き
と考え、条件検討には根の組織全体を⽤いた。免疫沈降後に銀染⾊でバンドのパターンを⽐較
検証し、⼗分なサンプル量と低いバックグラウンドが得られる条件を選択した。本試験では、
シロイヌナズナの幼苗体の根の先端部のみを回収し、GFP抗体で免疫沈降した画分を溶出後、
MS解析を⾏なった。得られた結果を検証したところ、申請者がすでに報告している転写因⼦群
のほかに、複数の植物ホルモン制御因⼦（未発表）や低分⼦タンパク質（未発表）などが含ま
れることが明らかとなった。これらの因⼦との直接的な相互作⽤は酵⺟のツーハイブリッドの
系で再現性を確認した。つまりこのことは、幹細胞の形成において他のホルモン制御因⼦や低
分⼦タンパク質が新たに関わっている可能性を⽰しており、今後、これらの因⼦を解析対象と
して研究を進めていく予定である。 
uMS解析で⾒出した新たな制御因⼦との相互作⽤を⽣体内でイメージングするために、FLIM-
FRETのシステムの構築を試みた。タンパク質相互作⽤がみられた植物ホルモン制御因⼦と低分
⼦タンパク質のコード領域にCFPあるいはYFPの蛍光標識を連結させ、幹細胞新⽣の過程で特
異的にタンパク質結合が観察できるようにQCで発現するプロモーターの下流に連結した植物体
を作製した。今後はこれらの植物体の組み合わせをつかって、幹細胞新⽣過程における制御因
⼦間の分⼦挙動とタンパク質相互作⽤をライブイメージングによって詳細に解析していく予定
である。 
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