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研究成果の概要（和文）：胚軸の脱分化に関して強い温度感受性を示すシロイヌナズナの突然変

異体を用いた分子遺伝学的解析により、プレ mRNAスプライシング因子および rRNA生合成因

子のレベルが植物細胞の増殖能を規定しており、脱分化過程での増殖能再獲得にはこれらの因

子の増大が必要であること、この増殖制御に NAC 転写因子による増殖抑制が関与すること、

細胞増殖に要求されるプレ mRNA スプライシング能力はサイトカイニン濃度に応じて変化す

ることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）：The molecular genetic analysis of Arabidopsis mutants temperature-sensitive 

for hypocotyl dedifferentiation has shown that the levels of pre-mRNA splicing and rRNA biosynthesis 

factors limit the competence of plant cell proliferation, whose reacquisition during dedifferentiation 

involves increase of these factors, that this control of cell proliferation is meditated by the suppression of 

proliferation by a specific NAC transcription factor, and that the capacity of pre-mRNA splicing 

required for cell proliferation varies dependently on cytokinin. 
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１．研究開始当初の背景 

 植物は高度で複雑な多細胞体制を発達させ

ているが、一方で高い再生能力を有し、相当

に重篤な発生の撹乱にも柔軟に対応できる。

その基盤となっているのは、細胞分裂と細胞

分化の可逆的な調節である。すなわち、分裂

を停止し成熟・分化した細胞が、状況に応じ

て再び分裂を始め、新たな組織や器官を形成

できるよう、細胞分裂と細胞分化が融通無碍

に調節されている。多くの細胞は、分裂組織

を離れ、成熟・分化するに伴って増殖能を失

う。このような細胞が分裂を再開する際には、

脱分化して増殖能を獲得する段階を経る必要

がある。組織培養では一般に、この段階は植

物ホルモン、とくにオーキシンとサイトカイ

ニンによって制御される。ここで植物ホルモ
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ンの刺激がどのように増殖能を励起するかは、

植物の発生を理解する上でも、きわめて重要

な問題と考えられる。しかし、従来の脱分化

研究では増殖能の獲得とその後に起きる細胞

分裂活性化の区別すら必ずしも意識されてお

らず、分裂再開の前段階に関する分子レベル

の知見と言えば、ほとんどクロマチン脱凝縮

に限られていた。 

 私たちは、本研究開始時までに、シロイヌ

ナズナのカルス形成に関わる温度感受性突然

変異体 srd2、rid1、rid2、rrd4 などを糸口に、

脱分化とその植物ホルモンによる制御に関与

すると思われる遺伝子の同定を進めていた。

これらの変異体は、胚軸のカルス形成開始が

強い温度感受性を示す一方、根のカルス形成

はあまり影響を受けないという特徴を共有

し、この表現型より、各変異は胚軸の脱分化

過程には含まれ、根の脱分化過程には含まれ

ない、細胞増殖能の再獲得を妨げると考えら

れた。責任遺伝子については、SRD2 は snRNA

転写活性化因子、RID1 は DEAH ボックス

RNA ヘリカーゼ、RID2 はメチルトランスフ

ェラーゼ様タンパク質、RRD4 は G パッチド

メインタンパク質をコードしていることが

わかっていた。このうちタンパク質の機能が

実証できていたのは SRD2 と RID2 で、前者

は主としてスプライソソーム snRNA の生産

に、後者はプレ rRNAプロセッシングにはた

らくことが明らかになっていた。RID1 と

RRD4 については、配列情報からプレ mRNA

スプライシングに関与する可能性が推定さ

れていた。 

 このほか、チミジン類似体のブロモデオキ

シウリジン（BrdU）が脱分化時の増殖能再獲

得に影響することを見出し、BrdU耐性変異体

bro1 の解析からこの BrdU 作用に関わる遺伝

子の候補もとらえつつあった。興味深いこと

に、この候補遺伝子がコードするタンパク質

UBA1a については、かつて RNA 結合能とプ

レmRNAスプライシング活性への影響が報告

されていた。 

 以上のように、私たちが分子遺伝学的に同

定した（同定しつつあった）、細胞増殖能再獲

得にはたらく因子は、そのほとんどがプレ

mRNA スプライシングや rRNA プロセッシン

グ、つまり基本的な RNAプロセッシングとの

関係が窺われるものであり、脱分化における

RNAプロセッシングの重要性を強く示唆して

いた。さらに rid2 の抑圧変異として見出した

sriw1 が rid2 だけでなく rid1 や srd2 のカルス

形成の温度感受性も抑圧することを発見し、

SRIW1がNAC転写因子 ANAC082をコードす

る遺伝子であったことから、ANAC082がRNA

プロセッシングと脱分化過程での細胞増殖能

再獲得とを結びつける共通の鍵となっている

可能性も浮上していた。 

 

２．研究の目的 

 植物細胞の多くは分裂組織から離脱した

後、分化して増殖能を失う。このような細胞

は、脱分化により増殖能を再獲得して初めて

細胞分裂を再開できる。私たちは、シロイヌ

ナズナのカルス化に関わるいくつかの突然

変異体とその抑圧変異体の解析から、プレ

mRNAスプライシングや rRNAプロセッシン

グといった基本的な RNA プロセッシングの

レベルの増大が、NAC転写因子 ANAC082 に

よる増殖制御を介して、この増殖能の再獲得

をもたらしている、と考えるに至った。本研

究では、これを踏まえ、ANAC082 の機能と

発現に注目しつつ、RNAプロセッシングに依

存した増殖能の制御を追究することで、脱分

化の分子機構の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

 シロイヌナズナの RNA プロセッシングに

関わる（と考えられる）温度感受性変異体 srd2、

rid1、rid2、rrd4と BrdU耐性変異体 bro1、rid2

抑圧変異体 sriw1 の分子遺伝学的解析を起点

に、脱分化過程で細胞増殖能が再獲得される

機構を追究することを基本方針とし、研究計

画は次の 3 つを柱とした。第一に、各変異体

の責任遺伝子の一次機能および BrdU の作用

機作を推定し、分子レベルでの検証を行って、

個々の RNA プロセッシング事象と関係づけ

ること。第二には、これらの遺伝子の発現や

機能に対する植物ホルモンの作用を検討して、

植物ホルモンによる RNA プロセッシング活

性の調節を明らかにすること。第三に、RNA

プロセッシングに依存して増殖能の制御に働

く主要因子を特定すること。この増殖能因子

としては、sriw1の解析から鍵を握る役割が示

唆されていた ANAC082にとくに注目し、これ

を中心に解析を進めた。 

 

４．研究成果 

 SRD2は snRNA転写活性化因子をコードし

ており、srd2 変異体ではスプライソソーム

snRNA の蓄積量が減少することもわかって

いた。srd2 と rid1 は、胚軸からのカルス形成

の温度感受性に限らず、表現型上の特徴がよ

く一致しており、SRD2 と RID1 は同じ素過程

に作用することが推定された。RID1 は出芽酵

母の Prp22に類似した配列をもつDEAHボッ

クス RNA ヘリカーゼをコードしており、

Prp22 の機能から類推して、プレ mRNAスプ



 

 

ライシングの最終段階（切り出されたイント

ロンの遊離）にはたらくと考えられたが、

Prp22 の一部のドメインが RID1 には存在し

ないなど、無視できない違いもあった。実際

に出芽酵母の prp22 変異体に RID1 を導入し

て発現させる実験では、増殖が相補されず、

Prp22 と RID1 の機能が同一でないことが示

された。一方、rid1 変異体の細胞に、イント

ロン保有レポーター遺伝子を導入し、レポー

ター遺伝子転写物からのイントロン除去効

率を調べたところ、温度依存的な除去効率の

低下が認められ、RID1 がスプライシングに関

与することが示された。また、スプライシン

グバリアントが知られている転写物につい

て、スプライシングパターンを野生型と rid1

変異体で比較した結果、rid1 変異がイントロ

ンの除去だけでなく、スプライス部位の認識

にも影響することがわかった。RID1-YFP キ

メラタンパク質が主に核小体に局在してい

たことも考え合わせ、RID1 は snRNP 生成を

通してプレ mRNA スプライシングに関わる

と推論した。これらの知見より、SRD2と RID1

に共通するはたらきが、スプライシングであ

ることも確認された。 

 カルス形成の起源となる組織は、根でも胚

軸でも中心柱である。中心柱における SRD2

の発現は根と胚軸で大きく異なり、変異体の

カルス形成開始の温度感受性から示された

細胞増殖能の差と対応していることがわか

っていた。つまり、増殖能が高く保たれてい

る根の中心柱では SRD2 の発現が高く保たれ

ているのに対し、増殖能を失っている胚軸の

中心柱では発現が低い。また、胚軸断片をカ

ルス誘導培地で培養すると、植物ホルモン

（主としてオーキシン）と傷害に応答し、細

胞分裂の活性化に先立って、中心柱で発現が

上昇する。RID1 の発現を調べた結果、RID1

も SRD2 同様に、細胞増殖能とよく対応した

発現パターンを示すことが確認された。この

結果から、複数のプレ mRNAスプライシング

因子のレベルが協調的に変動して、増殖能が

調節されていることが示唆された。SRD2 に

関してはプロモーター解析も行い、植物ホル

モン応答を含む基本的な発現制御に必要か

つ十分なシス領域を、75 bp にまで絞り込ん

だ。 

 胚軸の脱分化に伴う SRD2 と RID1 の発現

上昇は、ともにプレ mRNA スプライシング能

力を高めることで、細胞増殖能の再獲得に寄

与していると考えられたので、スプライシン

グと増殖能とをつなぐ分子ネットワークを

探る一環として、胚軸脱分化過程での転写物

の変動とそれに対する srd2 変異および rid1

変異の影響について、タイリングアレイによ

る網羅的解析を行った。その結果、どちらの

変異の影響も受ける、共通の下流分子として

いくつかの転写因子を見出したほか、rid1 変

異の影響下で特異的に現れる新しい転写ユ

ニットを多数同定することができた。 

 RRD4 は、真核生物に広く保存された G パ

ッチドメインタンパク質をコードしている。

近年動物の RRD4ホモログの機能解析が進み、

スプライシングへの関与が明らかになって

きた。そこで、スプライシングパターンへの

rrd4 変異の影響を調べたところ、RRD4 もス

プライシングに関与することが示唆された。

rrd4の脱分化の温度感受性がサイトカイニン

濃度に依存することが以前にわかっていた

ので、srd2と rid1についてもサイトカイニン

濃度依存性を調べた。その結果、この性質が

スプライシング関連変異体に共通して見ら

れることが判明した。これより、細胞増殖に

必要なスプライシング能力のレベルが、サイ

トカイニン濃度によって変化することが示

された。 

 rid2 はプレ rRNA プロセッシングに欠陥を

もち、rRNA 前駆体の蓄積と核小体の著しい

拡大を特徴とする。rid2 の表現型には一部独

特の面もあるが、根のカルス形成開始に比べ

て胚軸のカルス形成開始がはるかに強い温

度感受性を示すという点では、srd2、rid1、rrd4

と似ている。同様の温度感受性の差は、 

RNA ヘリカーゼ 10 の欠陥により温度依存的

なプレ rRNAプロセッシング不全を示す変異

体 east2-1（名古屋大・町田研究室で as2エン

ハンサーとして単離された変異体）でも認め

られた。RID2 の発現パターンは、細胞増殖能

を保持している根の中心柱で高く、増殖能を

失っている胚軸中心柱では低いなど、SRD2

や RID1 と同じく、細胞増殖能と対応してい

た。さらに rRNA生合成の指標として、RNA

ポリメラーゼⅠのレポーターの発現を調べ

たところ、RID2 の発現パターンと概ね一致し

た。これらの結果から、rRNA の生合成のレ

ベルが全体として、増殖能の制限要因の一つ

であることが示された。 

 sriw1 変異については、NAC 転写因子

ANAC082 のアミノ酸置換であることはわか

っていたものの、それが機能欠損タイプかど

うかは不明であった。そこで、新たに

ANAC082 の機能を完全に欠くと思われるナ

ンセンス変異について調べたところ、これも

rid2 抑圧能をもつことが確認された。この結

果、ANAC082 が rid2 変異の影響下で細胞増

殖を阻害する役割を担っていることがわか

った。sriw1 変異の導入により、east2-1、srd2、



 

 

rid1 でも、カルス形成の温度感受性が軽減さ

れた。これらより、ANAC082 が関与する機

構がプレ mRNA スプライシング因子および

rRNA 生合成因子の過不足を感知して細胞増

殖を負に制御しており、この機構の存在が細

胞増殖能を規定している、と推定された。意

外なことに、rrd4 に対してのみ sriw1 は抑圧

効果を示さず、増殖能制御に ANAC082 が関

わらない経路も存在することが示唆された。

図 1 に、これらの ANAC082 依存経路、非依

存経路とプレ mRNA スプライシングおよび

rRNA生合成との関係を模式的に表す。 

 bro1が RNA結合タンパク質UBA1aの遺伝

子に BrdU 耐性の原因と思われる変異をもつ

ことなどから、BrdUの作用と RNAとの関係

について検討した。その結果、カルス誘導時

に BrdU を投与すると、かなりの割合が RNA

に取り込まれることがわかった。従来 BrdU

の生理的影響はすべて DNA に取り込まれた

結果と考えられていたが、RNA機能に干渉す

る可能性を含め見直しが必要であると思わ

れる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 基本的RNAプロセッシングのレベルによる

細胞増殖能の制限と ANAC082 の関与 
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