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研究成果の概要（和文）： 
多細胞生物の組織構築は、細胞間の密なコミュニケーションを通して初めて可能になると考

えられる。近年のシロイヌナズナ分子遺伝学を用いた解析から、植物の組織構築においても

複雑な細胞間コミュニケーションネットワークが必要であることが分かってきた。しかし、

細胞間コミュニケーションシステムの分子実体が示された例は極めて少ない。 
 維管束は師部、前形成層・形成層、木部からなる組織で、動物の血管、神経系同様、栄養

と情報を伝達する組織として重要である。私たちは、これまで木部細胞分化を in vitro 培養

系及びシロイヌナズナ・イネの突然変異体を用いて解析してきた。そして、細胞外因子によ

り、木部道管細胞分化が促進されたり抑制されたりすることを、世界に先駆けて明らかにし

てきた。その過程で、師部が維管束組織構築のシグナルの受け手としても発信地としても機

能していることを見出した。このような状況の下、私たちは師部を中心にしたシグナル伝達

系を明らかにすることで、師部とそのまわりの細胞との細胞間相互作用、ひいては植物の組

織構築における細胞間相互作用の基本的原理を明らかにしようと考えた。 

 本研究は、３つの方向性をもって進められた。１つは私たちが 2006年に単離同定した小ペ
プチド TDIFが師部で合成され分泌されるという事実をもとに、師部の維管束分化における役
割を明らかにしようというものである。２つめは、私たちが同定した、イネの橫走維管束形

成に関与し、師部で発現するレセプターキナーゼ COE1 の機能解析を進めることで、師部の
シグナルセンター機能を解析しようとするものである。３つめは、これらとはまったく異な

る新たな挑戦的な方法で師部関連因子を同定しようというものであり、ここには、師部分化

系の開発、師部分化関連転写因子の網羅的同定などが含まれた。すべてがうまくいったわけ

ではないが、３方向からのアプローチにより、師部のシグナルセンターとしての働きが明確

に示された。特に、師部が幹細胞維持のためのニッチ細胞として働くという発見は、今後の

植物の分裂組織構築研究の展開上極めて重要であると考える。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Plant body plan is regulated by the tight network of cell-cell communication. Vascular plants possess a 
unique long-distance transport system of nutrients and signals, named the vascular system. The vascular 
system consists of xylem, phloem and procambium/cambium, which gives rise to xylem and phloem 
cells. We have identified TDIF, a dodeca-peptide that regulates vascular development as an intercellular 
signal secreted from phloem. In this study, therefore, we analyzed the function of phloem-related signals 
involved in vascular development. For this purpose we focused on the following three themes. 1) To 
elucidate the function of TDIF as a phloem signal and consequently to understand of the status of 
phloem. 2) To analyze the function of COE1 receptor kinase, whose gene may be expressed in phloem 
cells and function in vascular pattern formation of rice. 3) To identify new transcription factors that 
regulate TDIF expression in phloem. As a result, we succeeded in demonstrating that phloem cells 
functions as niche cells in the maintenance of vascular stem cells such as procambial and cambial cells 
by providing TDIF as a intercellular factor promoting self-renewal of stem cells and inhibiting xylem 
cell differentiation. We also indicated that COE1 functions in spatial regulation of vascular tissue 
differentiation in concert with auxin and brassinosteroid signals. Finally we isolated transcription factors 
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regulating the CLE41 gene encoding TDIF, using a new comprehensive transcription factor screening 
method. These findings casted a new light on function of the phloem cells as a signal center. 
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１．研究開始当初の背景 
 
多細胞生物の組織構築は、細胞間の密なコミ

ュニケーションを通して初めて可能になる

と考えられる。近年のシロイヌナズナ分子遺

伝学を用いた解析から、植物の組織構築にお

いても複雑な細胞間コミュニケーションネ

ットワークが必要であることが分かってき

た。しかし、細胞間コミュニケーションシス

テムの分子実体が示された例は極めて少な

い。 
 これまでに、細胞間コミュニケーションシ

グナルとしては、茎頂における CLV3が L1/L2
層でつくられ L3 層に運ばれ、そこで幹細胞
の分裂を制御すること（Flecher et al., Science, 
1999, Brand et al., Science, 2000）、内皮と皮層
の分化に Short Rootタンパク質がシグナルと
して関与すること（Cui et al., Science, 2007）、
またサイトカイニンシグナル系が根におけ

る原生木部道管の分化に関与すること

（Mahonen et al, Science, 2006）が明らかにな
っている他は、ほとんど明らかになっていな

い。 
 維管束は師部、前形成層・形成層、木部か

らなる組織で、動物の血管、神経系同様、栄

養と情報を伝達する組織として重要である。

私たちは、これまで木部細胞分化を in vitro
培養系及びシロイヌナズナ・イネの突然変異

体を用いて解析してきた。そして、細胞外因

子により、木部道管細胞分化が促進されたり

抑制されたりすることを、世界に先駆けて明

らかにしてきた（Motose et al., Nature, 2004, 
Ito et al., Science, 2006, Fukuda, Nature Rev Mol 

Cell Biol, 2004, Fukuda et al., Curr Opin. Plant 
Biol, 2007）。その過程で、師部が維管束組織
構築のシグナルの受け手としても発信地と

しても機能していることを新規に見出した。

一方で、 師部分化についてのこれまでの研

究は、以下に示すようにほとんど進んでいな

い。in vitro 培養系は R.D. Sjolundにより開発
されているが、カルスの中の一部が師部組織

に変わるというもので、分子機構の解明には

使えない。ごく最近、Palauqui らにより、師
部のマーカー遺伝子が数個報告された

（Bauby et al., PCP, 2007）。また、Helariuttaの
グループによる、APL転写因子が師部と木部
の切り替えに働くという結果(Bonke et al., 
Nature, 2003)が、唯一、師部の分化の調節を
示した例である。 
 
 
２．研究の目的 
 
上記背景のもとで、私たちは師部を中心にし

たシグナル伝達系を明らかにすることで、師

部とそのまわりの細胞との細胞間相互作用、

ひいては植物の組織構築における細胞間相

互作用の基本的原理を明らかにしようと考

えた。具体的には、３つのテーマを設定した。

１つは私たちが 2006 年に単離同定した小ペ
プチド TDIF が師部で合成され分泌されると
いう事実をもとに、師部の維管束分化におけ

る役割を明らかにしようというものである。

２つめは、私たちが同定した、イネの橫走維

管束形成に関与し、師部で発現するレセプタ

ーキナーゼ COE1の機能解析を進めることで、



師部のシグナルセンター機能を解析しよう

とするものである。３つめは、これらとはま

ったく異なる新たな挑戦的な方法で師部関

連因子を同定しようというものであり、ここ

には、師部分化系の開発、師部分化関連転写

因子の網羅的同定などが含まれた。 
 
 
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。そのうちで、特筆すべき方法を以下に記

す。 
 ペプチドを用いる利点は、植物に投与する

ことで表現型が観察できることであり、この

性質を利用して、外から与えた TDIFに対し
て非感受性になる突然変異体をスクリーニ

ングした。その結果、非感受性突然変異体が

得られ、遺伝学的解析、生化学的解析の結果、

その原因遺伝子が受容体をコードしている

ことが明らかになった。 
 
 
４．研究成果 

 

（1）TDIF 受容体 TDR の機能の解明 

 TDIF 処理により葉脈の道管の連続性が失
われる。これを指標に、TDIF 耐性の突然変
異体のスクリーニングを行った。これまでの

予備的な調査から、道管の連続的な TDIF耐
性になるシロイヌナズナ変異体を３種見い

だしていた。この変異の解析から、TDIF 耐
性変異体の原因遺伝子を同定し、TDR と名
付けた。TDR 遺伝子は LRR-RLK クラス XI
のタンパク質をコードしていた。次に、

TDRが TDIFの受容体であるかどうかを、in 
vitro の結合を測定することで調査した。
TDR のキナーゼ相当部分をハロタグに置き
換え、タバコ培養細胞中で過剰発現した。

その膜画分を用いて、CLE ペプチドとの結
合実験を行ったところ、TDR は TDIF と特
異的に結合することが明らかとなった。こ

の結果と、これまで得られた遺伝学的・生

理学的実験を合わせて、TDR が TDIF の特
異的な受容体であると結論した。 
 TDR の 機 能 解 析 の 一 環 と し て 、

pTDR-GUS ラインを譲り受け、その発現を
詳細に検討したところ、TDR はどの組織で
も前形成層に特異的に発現することが明ら

かとなった。また、TDR の機能欠損変異で
は、前形成層の数が減っていた。これまで

の結果を総合して、（１）TDIF は師部から
分泌され、形成層細胞において TDR により
受容される、（２）そのシグナルは、形成層

細胞の分裂を促進するとともに、形成層か

らの木部道管への分化を抑制する、と結論

した。これは、木部と師部のシグナルのク

ロストークを示す初めての証拠となった。 
 

（2）師部で産生される TDIF による幹細

胞維持の制御機構の解明 

TDIFをコードする CLE41は師部特異的に
発現する。この師部特異的な発現が維管束幹

細胞である前形成層細胞の維持に必要かど

うかを明らかにするために、突然変異体を探

索した。しかし、利用可能な T-DNA 挿入変
異体は存在しなかった。そこで、Tillingライ
ンの選抜を行った。その結果、null mutant, 
cle41-1 を手に入れることができた。この
cle41-1変異体の表現型は受容体である tdrと
同じように、前形成層細胞の減少と木部分化

の促進を引き起こすことから、実際に師部で

の TDIFの産生が前形成層の維持に関与する
ことが証明された。 
 
（3）TDIF-TDR シグナルのターゲット WOX4

の同定 

 CLA3-CLV1シグナルカスケードでは転写
因子の WUS が主要な下流の因子となって
いる。そこで、WUS のホモローグである
WOXファミリーの遺伝子の発現が TDIFで
誘導されるかどうかを調べた。WOX遺伝子
のうち、WOX4遺伝子のみが TDIFにより１
時間以内に発現の促進がおこった。WOX4
の機能欠損変異体では、前形成層細胞数の

減少が見られた。野生型では、TDIF処理に
より、前形成細胞の増加と前形成層細胞か

ら木部細胞への分化阻害の２つの事象が誘

導される。しかし、WOX4 の機能欠損変異
体では TDIF は分化阻害を引き起こすもの
の、前形成細胞の分裂を促進しなかった。

複数の他の結果と合わせて、WOX4は TDR
の下流で前形成層細胞の分裂を促進する転

写因子として機能していることが明らかと

なった。 
 これまでに同定してきた TDIF ペプチド、
TDR受容体、ターゲット転写因子WOX4の
維管束幹細胞発生運命における役割を、胚

軸二次肥大時の維管束メリステムをもとに

解析した。その結果、TDIF-TDRシグナルは、
形成層細胞の分裂を促進するとともに、前

形成層細胞・形成層細胞から木部への抑制

という二つの作用を同時に果たすことで、

維管束幹細胞の維持を行っていることが示



された。WOX4は TDRの下流で形成層細胞
の分裂を促進する転写因子として機能して

いるが、wox4 tdrの二重変異体では表現型が
重篤になることから、WOX4上流で TDR以
外のシグナルの制御があることも示唆され

た。 
 これまでの研究から、以下のシグナル伝

達の仕組みが明らかになった。師部細胞は

維管束幹細胞(SC)維持のニッチ細胞(NC)と
して働き、その維持のためのシグナルとし

て,12 アミノ酸からなる TDIF を分泌する。
TDIFは維管束幹細胞である前形成層細胞上
の TDRにより受容され、幹細胞維持のため
の２つの働きをする。１つは幹細胞の細胞

分裂促進であり、１つは幹細胞からの木部

への分化の阻害である。この幹細胞分裂の

ターゲットが WOX4転写因子である。今後
の課題は、まだ未解明な分化抑制のターゲ

ットを明らかにすることと WOX4下流の制
御機構の解明であろう。 
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        図１ 

 
(4) COE1 遺伝子機能の解析 

 私たちは師部に関連したシグナル伝達シ

ステムの１つとして、ロイシンリッチリピ

ート型受容体キナーゼ (LRR-RLK)である
COE1（Commissural Vein Excessive 1；COE1）
の上流シグナルに関する解析を行った。coe1
変異体では、連絡脈の形成間隔が狭くなる

表現型に加え、塊状の連絡脈を形成する。3
つのアリルの coe1変異体の塊状の連絡脈の
形成頻度を比較した結果、１塩基置換変異

体の coe1-1 では 10%弱だったのに対し
T-DNA 挿入された coe1-2、coe1-3 は 40%強
という高い頻度を示すことを明らかにした。

これらの表現型における植物ホルモンの作

用を検討した。オーキシンと連絡脈の形成

間隔の関連について調査した。その結果、

野生型のイネでは培地中のオーキシン濃度

に比例して連絡脈の形成間隔が広がること

を明らかにした。一方で coe1変異体は連絡
脈の形成間隔に関してオーキシンに非応答

だったことから COE1 はオーキシンシグナ
ルの下流で機能する可能性が示唆された。

植物ホルモンの一種であるブラシノステロ

イドと連絡脈の形成間隔の関連について調

査した。その結果、coe1 変異体は半矮性や
節間伸長の低下など一部のブラシノステロ

イド応答に関わることが示された。次に、

ブラシノステロイド受容体に変異を持つ

d61 変異体の解析と野生型イネへのブラシ
ノステロイド添加実験を行い、ブラシノス

テロイドもまた連絡脈の形成間隔の制御に

関与することを明らかにした。一方で、塊

状の連絡脈形成にブラシノステロイドは抑

制的に働くことを明らかにした。このよう

に、COE1は多分師部においてシグナルを受
容し、その近傍での連絡脈形成の阻害を促

進する。一方で、オーキシンシグナルとブ

ラシノステロイドシグナルはその下流にあ

る COE1 を正に制御することで連絡脈の形
成間隔を制御するというモデルを提示した。 
 また、イネ COE1 に対するシロイヌナズ
ナホモログの解析を行い、師部に発現する

ことを明らかにした。 
 
(5) 師部マーカー遺伝子の同定 

 ヒャクニチソウを用いたアレイ解析と師

部関連転写因子導入植物体でのアレイ解析

から得られたデータをもとに、師部関連遺

伝子を 10種程度推定した。これらのマーカ
ーラインを作成または他の研究者から分与

してもらい、発現を調べた結果、２種のマ

ーカーラインが師部マーカーとして使える

ことが明らかとなった。これらの発現を詳

細に調べ、１つは未成熟師部の、他の１つ

は師部伴細胞に局在することが明らかとな

った。 
 
(6) 師部細胞での遺伝子発現を制御する

転写因子の同定 

 データーベースと私たちの研究室独自の

マイクロアレイの結果に基づき、維管束に

強く発現する 330 の転写因子遺伝子を選抜
した。これら転写因子遺伝子を VP16に繋ぐ
とともにエストロジェン誘導型ベクターに

挿入し、コンストラクトを作成した。これ

らのコンストラクトを維管束転写因子プー

ルとして保存した。このプールを用いて、

師部特異的に発現する CLE41 遺伝子の上流
に 結 合 す る 転 写 因 子 の 探 索 を 、

CLE41Pro::GUS とプールコンストラクトを、



アグロバクテリウムを用いて同時にタバコ

の葉に一過的発現させることで行った。そ

の結果、師部に強く発現する転写因子の遺

伝子が特異的に CLE41 遺伝子の上流に結合
することが明らかとなった。 
 
(7) 単細胞からの師部分化系作成の試み 

 単細胞からの師部分化系作成の第一歩と

して、シロイヌナズ葉肉細胞の遊離細胞の

分離とその培養系の確立を試みた。その結

果、シロイヌナズナから細胞壁のある単離

葉肉細胞を生理活性がある状態で培養する

系の構築に成功した。この系では低頻度で

あるが細胞分裂も観察された。しかし、こ

の遊離細胞を用いた師部分化は現在まで成

功していない。 
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