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研究成果の概要（和文）：マメ科植物の根粒形成は、根からシュートへ伝達される「根由来シグナル」とシュー
トから根に伝達される「シュート由来シグナル」より制御されている。本課題において、ミヤコグサのCLE-RSペ
プチドが糖修飾されされていること、システミックに根粒形成を抑制すること、HAR1受容体と直接結合するこ
と、根からシュートへと遠距離移行しうることを共同研究により明らかにし、「根由来シグナル」の分子的実体
であると結論づけた。一方、CLE-RS過剰発現体やhar1変異体を用いた網羅的なホルモン分析から「シュート由来
シグナル」の候補物質としてサイトカイニンを特定するとともに、茎頂メリステム制御との共通基盤を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Root nodules are controlled by the root-to-shoot-to-root negative feedback 
loop called autoregulation of nodulation (AON). In Lotus japonicus, AON is mediated by CLE-RS genes 
and the receptor kinase HAR1 that functions in the shoot. However, the mature structures of CLE-RS 
peptides and the molecular nature of CLE-RS/HAR1 signaling remain elusive. In this project we show 
that CLE-RS2 is a post-translationally arabinosylated glycopeptide derived from the CLE domain. 
Chemically synthesized CLE-RS glycopeptides cause significant suppression of nodulation and directly
 bind to HAR1 in an arabinose-chain-dependent manner. In addition, CLE-RS2 glycopeptide produced in 
the root is found in shoot xylem sap. We thus propose that CLE-RS glycopeptides are the long sought 
mobile signals responsible for the initial step of AON. In addition we show that, CLE-RS-HAR1 
signaling activates the production of cytokinins in shoots, which have an SDI-like capacity to 
systemically suppress nodulation.

研究分野： 植物発生遺伝学

キーワード： 根粒形成　遠距離シグナリング　糖修飾ペプチド　根由来シグナル　シュート由来シグナル　茎頂メリ
ステム　サイトカイニン　ミヤコグサ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
マメ科植物と根粒菌の相互によって誘導され
る共生窒素固定器官・根粒は、植物の可塑性
な発生研究のモデルとして非常に興味深い
器官である。根粒形成の誘導因子は根粒菌
が分泌する Nod ファクター（リポキチンオリゴ
糖）であり、Nod ファクターはサイトカイニンシ
グナリングを介して根の皮層細胞に分裂を誘
導し根粒原基を形成する。また、Nod ファクタ
ーは遠距離シグナル物質を介した全身的な
負の制御系を駆動し、根粒の過剰形成を抑
制する。これを根粒形成のオートレギュレーシ
ョン(AON)と呼ぶ。根粒形成と AON の分子メ
カニズムを明らかにするために、申請者は日
本に自生するマメ科のモデル植物ミヤコグサ
を用いて共生変異体の大規模スクリーニング
を行い、これまでに Nod ファクターシグナル伝
達や根粒形成制御に必要とされる２６の遺伝
子座を特定してきた。 
  その中の har1 根粒超着生変異体は、接ぎ
木実験によりシュートで機能し、「シュート由来
シグナル」が合成できない変異体であることを
明らかにした。原因遺伝子を特定したところ
HAR1 は LRR 型レセプターキナーゼをコード
しており、シロイヌナズナでは茎頂メリステム
(SAM)の形成を負に制御する CLAVATA1 
(CLV1)と最も高い相同性が検出された。また、
根粒の超着生のみならず SAM が clv1 変異体
のように肥大化した klavier 変異体の解析か
ら、KLAVIER は HAR1 と同様にシュートで機
能し、原因遺伝子はシロイヌナズナの SAM を
制御する RPK2 受容体型キナーゼと最も高い
相同性を示すことを見出した。さらに茎頂メリ
ステムの維持に関わるとされる CLV2 遺伝子
のミヤコグサにおける機能解析を行ったところ、
CLV2 も SAM の維持のみならず、根粒形成制
御に働いていることを見出した。これらの知見
は、根粒と茎長メリステムという全く異なる発生
現象の制御系において、共通の制御因子が
複数関わっていることを意味している。 
  一方、HAR1 等の受容体のリガンドは根か
らシュートへと発信される「根由来シグナル」で
あることが想定される。申請者らはミヤコグサ
のゲノム情報から「根由来シグナル」の有力候
補として短いペプチドをコードする CLE-RS1, 
CLE-RS2 を発見した。CLE-RS1/RS2 の発現
は、ミヤコグサ根粒菌の Nod ファクターにより
根で顕著に誘導され、HAR1, KLAVIER 依存
的にシステミックに根粒形成を強く抑制するこ
と か ら 、 シ ュ ー ト で 機 能 す る HAR1 や
KLAVIER に受容されると考えられる。また
HAR, KLV は CLE-RS1/RS2 ペプチドを受容
することによって、「シュート由来シグナル」を
合成すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では以上の背景と進捗状況を踏まえ、
次の３点を研究目的とした。 

 
(A) 根からシュートへの遠距離シグナル伝達
の解明 
(B) シュートから根への遠距離シグナル伝達
の解明 
(C) 根粒形成とSAMの共通制御因子よりなる
発生制御システムの解明 
 
 
３．研究の方法 
 
(A) 根からシュートへの遠距離シグナル伝達
の解明について 
ミヤコグサから特定した CLE-RS1/RS2 ペプチ
ドの活性型分子構造の特定と HAR1, KLV 受
容体との結合実験を行う。また CLE-RS1/RS2
ペプチドの根からシュートへの遠距離移行を
証明する。 
 
(B) シュートから根への遠距離シグナル伝達
の解明について 
シュート由来シグナルのバイオアッセイ系を構
築するとともに、網羅的なホルモン分析等によ
り HAR1 の下流で合成される因子を探索する。
またシュート由来シグナルを根で受容する
Kelch motif を持った F-box タンパク質 TML
遺伝子の分子機能を解明する。 
 
(C) 根粒形成とSAMの共通制御因子よりなる
発生制御システムの解明について 
シュート由来シグナルの候補物質をミヤコグサ
の葉や SAM に投与することによって影響を解
析する。Nod ファクターはサイトカイニンシグナ
ル伝達を活性化させることが知られているた
め 、 サ イ ト カ イ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 と
CLE-RS1/RS2 を介した全身制御系の関連を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(A) 根からシュートへの遠距離シグナル伝達
の解明について 
ミヤコグサのCLE-RS1,-RS2遺伝子を根で過
剰発現するとシステミックに根粒形成は抑制さ
れるが、それらのペプチドを人工合成し、葉の
切り口から与えても根粒の数は全く減少しない。
1 mMの高濃度でも全く抑制効果が認められな
かった。ここでCLE-RSペプチドが翻訳後修飾
を受け、活性型となる可能性が考えられた。 
  ミヤコグサの毛状根とシロイヌナズナ形質
転換体の実生の液体培養により液体中に分泌
される産物を調べてみると、７位のヒドロキシプ
ロリンがアラビノース化されたCLEペプチドが
検出された。そこで名大松林博士らの協力に
よりアラビノース修飾されたCLE-RS1, -RS2が
合成され、このペプチドを人工合成し子葉の
切り口から与えたところ、100 nMの濃度で根粒
形成をシステミックに抑制する生理活性がある
ことが示された。さらにHAR1との相互作用を調
べてみると、アラビノース鎖のないCLEペプチ



ドはヨードラベルされた糖修飾CLE-RSペプチ
ドとHAR1の結合を阻害しなかったが、アラビノ
ース修飾されたCLE-RSペプチドは阻害した。
このことから、アラビノース修飾されたCLE-RS
ペプチドがHAR1のリガンドであることが明らか
となった。 
  糖修飾されたCLEペプチドは根からシュー
トへと長距離伝達されるかについて調べた。ダ
イズの胚軸から毛状根を誘導し、そこにミヤコ
グサのCLE-RS2を発現させ、後にダイズ導管
液を回収しLC-MS/MSで分析した。その結果、
導管液中にアラビノース修飾されたミヤコグサ
のCLEペプチドが検出された。糖修飾を受け
たCLE-RS2ペプチドが、器官間を長距離移行
しうることをはじめて示すことに成功した。以上
の 結 果 か ら 、 ア ラ ビ ノ ー ス 修 飾 を 受 け た
CLE-RSペプチドが、「根由来シグナル」の分
子的実体の有力候補と考えられた。 
  また、根粒形成の正の制御因子である転写
因子NINがCLE-RS1, RS2のプロモーター領域
に直接結合することで転写を活性化し、HAR1
を介した全身制御系を駆動することを明らかに
した。NINは根粒形成を誘導するとともに、全
身的な負の制御系を駆動していたのである。 
 
(B) シュートから根への遠距離シグナル伝達
の解明について 
「シュート由来シグナル」の分子的実体を秋か
らにするために、理研の榊原博士らの協力を
得てAON作動時の網羅的な植物ホルモン分
析を行った。用いたのはCLE-RS1,-RS2を過
剰発現した形質転換体,野生型,har1変異体で
ある。各種ホルモン分析の結果、サイトカイニ
ン の 前 駆 体 で あ る N6-( Δ 2-isopentenyl) 
adenine riboside 5’-phosphates (iPRPs)の内生
量が、CLE-RS1,-RS2を過剰発現した形質転
換体で野生型より多く、逆にhar1変異体で少
ないという相関データが得られた。サイトカイニ
ンは細胞分裂を誘導し、根粒形成の正の制御
因子として機能することが知られているが、予
期せぬことに、根粒形成を抑制する「シュート
由来シグナル」の候補として浮かび上がってき
た。 
  次にミヤコグササイトカイニンの投与実験を
行った。根に局所的に与える実験では、皮層
の細胞分裂を誘導し根粒原基を形成すること
が示されている。人工サイトカイニンのBAPを
子葉の切断面から与えると、システミックに根
粒形成の抑制活性を示した。続いてtml変異
体にBAPを与えると、根粒形成の抑制は全く
検出されず、むしろ若干増えるという結果が得
られた。さらにサイトカイニン合成の鍵遺伝子
であるIPT3(の発現を調べてみると、根粒菌の
感染によってIPT3が葉でシステミックに誘導さ
れること、その発現部位はHAR1が発現する篩
部と同じであること、シュートにおけるIPT3の誘
導はhar1変異体では観察されないことなど、
SDIをサイトカイニンと考えても矛盾しない結果
が得られた。 

  サイトカイニンは葉から根へと遠距離移行
するのであろうか。13C, 15Nでラベル化したサ
イトカイニンを子葉の切り口から与え、根への
移動が調べられた。ラベル化サイトカイニン及
びその代謝産物は、投与してから４時間以降
に根の先端部に蓄積していた。以上の知見を
まとめると、CLE-RSペプチドを受けたHAR1が
葉でサイトカイニンの合成を促進し、それが根
に伝達され、TMLを介して根粒形成を抑制し
ていると考えられた。 
 
(C) 根粒形成とSAMの共通制御因子よりなる
発生制御システムの解明について 
根粒形成とSAMの誘導にはサイトカイニンが
必要である。サイトカイニンの投与は根に皮層
細胞の分裂と肥大を誘導しpseudonoduleを形
成することが知られており(Arora et al. 1959)、
エンドウの根では核内倍加を誘導することも報
告 さ れ て い る (Torrey 1961, Libbenga and 
Torrey 1973) 。 さ ら に ENOD な ど の early 
nodulin遺伝子の発現を誘導するのみならず、
皮層細胞分裂から根粒原基を誘導する。一方、
カルスからのシュート再生にはSAMの形成が
必要であり、比較的高濃度のサイトカイニンが
必要である。また形態上の共通性も観察され
る。根粒原基もSAMもドーム型構造をしている
からである。 
  根粒形成の自己制御であるオートレギュレ
ーションの現象は1952年に報告されたが、
SAMにも同様な自己制御機構が古くから知ら
れている。これはSAMのsurgicalな切除による
再生現象に基づく(Pilkington 1929, Sussex 
1964)。laser ablationによりトマトのWUSを発現
するCZ領域の細胞を除去する実験も行われ
ている。レーザー照射後１日目で打ち抜かれ
たCZ領域の周辺領域でWUSが発現し、４日目
に 新 た な メ リ ス テ ム セ ン タ ー が 再 生 す る
(Reinhardt et al. 2005)。WUSはCLEペプチドを
誘導し、CLEはWUSの発現を強く抑制するフィ
ードバックループを形成しているので、WUSの
除 去 は CLE ペ プ チ ド を 介 し た negative 
feedback loopを弱め、WUSの発現を誘導する
と考えられる。以上の現象はSAMによるSAMの
制御、すなわちSAMのオートレギュレーション 
とも呼べる現象である。 
  このことに気付き、SAMの自己制御的な現
象を自己組織的なfeedback modelを導入した
数理モデル解析によって再検討した。これま
でSAMパターン形成において、細胞分裂によ
る領域拡大での増殖モードが重要であり、そ
れはWUS-CLV3相互制御のパラメータに依存
して４種類に分類できることを示して来た
(Fujita et al. 2011)。そこで増殖モードがどのよ
うな機構で制御されているのかを調べるために、
空間条件を離散空間から連続空間に変更し、
空間の刻み値を時間依存的に変化させること
により領域拡張の効果を検証した。その結果、
パラメータにより定義される“パターン形成の強
さ”に依存して増殖モードが変化することが明
らかになった。つまり“パターン形成の強さ”が



大 き く な る に つ れ て 、 fluctuation mode 、
emergence mode、division mode、elongation 
modeへと変化することが明らかになった。 
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