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研究成果の概要（和文）：木部分化を促進するxylogenの輸送機構を解析し、ゴルジ体から細胞膜への輸送過程を明ら
かにした。また、Xylogenの相互作用因子の探索を行った。木部分化を抑制するサーモスペルミンの合成阻害剤を開発
することに成功し、xyleminと名付けた(Yoshimoto et al. 2016)。Xyleminとオーキシン類縁体を添加すると、様々な
植物で顕著に木部分化が促進された。

研究成果の概要（英文）：We identified a transport pathway of xylogen from golgi to the plasma membrane. 
Furthermore, several xylogen interactors were determined. We developed a inhibitor of thermospermine 
biosynthesis and named it xylemin (Yoshimoto et al. 2016). Addition of xylemin and auxin analog strongly 
promotes xylem differentiation in various plants.

研究分野：植物細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
  多細胞生物の発生過程では、個々の細胞
が様々なシグナル分子を介して連絡を密に
取り合い、協調的な成長と分化を行っている。
しかし、植物の細胞間シグナル伝達について
は不明な点が多い。本研究では、協調的な細
胞分化に不可欠な細胞間情報伝達機構を明
らかにするため、植物の維管束に着目して解
析を行う。維管束は、連続した位置にある細
胞が次々に維管束構成細胞へと分化するこ
とにより形成され、植物体中に複雑なネット
ワークを形成する。また、維管束内には道管
や師管、繊維細胞や柔細胞、幹細胞として機
能する形成層など、多様な細胞が規則正しい
位置に形成される。この維管束分化の過程に
は、さまざまなシグナル分子を介した細胞間
相互作用が存在すると考えられるが、未だ不
明な点が多く残されている。 
  申請者らは、ヒャクニチソウの単離葉肉
細胞から管状要素（道管・仮道管を構成する
細胞）が分化する細胞培養系を用いて、局所
的な細胞間相互作用を検出する系を開発し、
その実体を明らかにした(Motose ら Planta 
2001, Plant Cell Physiol. 2001)。管状要素に
分化しつつある細胞は、拡散性の分化促進因
子を分泌し、隣接した細胞を管状要素分化経
路へと引き込むことを示した。この分化促進
因子を xylogenと名付け、単離・精製を行っ
たところ、脂質輸送ドメインを持つ新規のア
ラビノガラクタンタンパク質であることが
わ か っ た (Motose ら  Nature 2004) 。
Xylogenは、分化しつつある細胞から極性を
持って分泌され、隣接した細胞を道管細胞へ
と分化させることで、維管束の連続的な分化
に関わると考えられる。本研究では、xylogen
がどのように細胞間相互作用を仲介し、近接
した細胞の分化を促進するのかを明らかに
する。 
  近年の研究から、維管束分化を抑制する
因子が重要な役割を果たしていることが明
らかになりつつある。ポリアミンの一種であ
るサーモスペルミンは道管分化を抑制し、茎
伸長を促進する (Kakehi ら Plant Cell 
Physiol. 2008, FEBS Lett. 2010、図１)。
サーモスペルミンはスペルミンの構造異性
体で、合成酵素である ACAULIS5(ACL5)により

生合成さ
れる。サ
ーモスペ
ルミンを
欠損した
シロイヌ
ナ ズ ナ
acl5変異
体では、
道管分化

が過剰になり、茎伸長が抑制される。 
  申請者らは、acl5 変異体において、オー
キシン類縁体の 2,4-ジクロロフェノキシ酢
酸イソオクチルエステル(2,4-D IOE)が過剰
な道管分化を誘導することを発見した
（Yoshimoto ら Plant Cell Physiol. 2012, 
図２）。2,4-D IOE はオーキシンのプロドラ
ッグ（プロオーキシン）である。つまり、2,4-D 
IOE 自体は不活性だが、細胞内に入るとエス
テラーゼにより IOE が除去され、活性型のオ
ーキシン 2,4-D を生じる。 2,4-D IOE の分化
促進効果は、サーモスペルミンにより抑制さ
れるので、サーモスペルミンがオーキシンに
よる道管分化の促進効果を抑制すると考え
られる。本研究では、サーモスペルミンとオ
ーキシンの相互作用の解析を進める。また、
サーモスペルミン合成阻害剤を開発し、様々
な植物におけるサーモスペルミンの機能、特
にオーキシンとの相反作用を解析する。 

２．研究の目的 
  本研究では、植物の生存と進化に不可欠
な、維管束分化を制御する細胞間情報伝達の
機構を解明する。特に、研究背景で述べた、
道管分化を促進する xylogenの作用機構、道
管分化を抑制するサーモスペルミンに着目
して研究を進め、維管束形成を制御するシグ
ナル伝達経路を明らかにする。 
  Xylogen は極性輸送され、道管分化を促
進するが、その輸送機構はわかっていない。
本研究ではXylogenの輸送過程とその仕組み
をライブセルイメージングにより解析する。 
Xylogen の作用機構として、受容体に結合し
て分化を促進することが考えられるが、受容
体単離の試みはうまく行っていない。また、
xylogen 過剰発現株は顕著な表現型を示さな
いため、その機能には他の因子が関与してい
ると考えられる。本研究では、xylogen と相
互作用するタンパク質や化合物を同定し、そ
の機能を解析することでxylogenの作用機序
を解明する。 
  我々は、サーモスペルミンを欠損した
acl5 変異体において、オーキシン類縁体の
2,4-D IOE が過剰な道管分化を引き起こすこ
とを見出した。この系を用いて、オーキシン
とサーモスペルミンの相反作用に関わる新
奇な遺伝子を明らかにする。 
  サーモスペルミンの合成阻害剤は未だ

 

図１. 植物のポリアミンの合成経路 

 
図２. サーモスペルミンの作用モデル(左)と
2,4-D IOEによる道管分化誘導(右) 



見出されていないが、サーモスペルミンの作
用機構の解析や、効率的な道管分化の誘導系
の開発に極めて有効である。本研究では、サ
ーモスペルミン合成阻害剤を開発し、維管束
分化や遺伝子発現に及ぼす影響を解析する。 
  また、シグナル因子を組み合わせて添加
することで、維管束分化を効率的に誘導する
系の開発を試みる。分化誘導系を用いて、道
管などに多量に蓄積するセルロースや細胞
壁構成成分の生産増大を試みる。 
  植物の形態形成には未知のシグナル分
子が関与している可能性が高い。本研究では、
維管束分化に影響を及ぼす新奇な生理活性
物質をケミカルライブラリーから探索し、そ
の作用機構を解析する。これにより、細胞分
化を制御する新たなシグナル伝達経路を明
らかにする。この方法はケミカルバイオロジ
ーと呼ばれ、近年植物科学に適用されている
が、維管束分化に応用された例はほとんどな
く、新たな知見をもたらすことが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) xylogen の輸送機構・作用機構の解析 
  Xylogen の輸送機構を明らかにするため、
GFP を融合した xylogen タンパク質(XYP1, 
XYP2)を発現するシロイヌナズナ形質転換体
を用いて解析を行った。XYP1, XYP2 の輸送過
程を小胞輸送の阻害剤や変異体を用いて解
析した。XYP1-GFP, XYP2-GFP を発現するシロ
イヌナズナを変異原処理し、xylogen 輸送が
欠損した変異体を単離・解析した。 
  Xylogen の作用機構を明らかにするため、
xylogen と結合する脂質やペプチド・タンパ
ク質を、免疫沈降法やヤリブ試薬共沈法によ
り回収し、質量分析により同定する。 
(2) サーモスペルミンとオーキシンの相反
作用の解析 
  オーキシンとサーモスペルミンの相反
作用に関わる新奇な遺伝子を明らかにする
ため、2,4-D IOE を投与した acl5 変異体と野
生株の遺伝子発現解析を行った。有望な遺伝
子については、変異体や過剰発現体を作成し、
その表現型を解析した。 
(3) サーモスペルミン合成阻害剤の開発と
解析 
  サーモスペルミン合成阻害剤を開発す
るため、スペルミジン類縁体を化学合成し、
サーモスペルミン合成に対する効果を検討
する。その生理作用と遺伝子発現に及ぼす影
響を解析した。 
(4) ケミカルスクリーニングによる新規生
理活性物質の解析 
  化合物ライブラリーから、シロイヌナズ
ナの木部分化を促進または阻害する化合物
をスクリーニングした。有望な化合物につい
て、生理作用の特徴づけを行った。 

(5) 効率的な維管束分化系の開発 
  効率的な維管束分化系を開発するため、
2,4-D IOE などを投与する道管分化誘導系の
条件検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Xylogen の作用機構・輸送機構の解析 
  シロイヌナズナ XYP1-GFP, XYP2-GFP 発
現株を観察し、その輸送過程を解析した。小
胞輸送の阻害剤であるBrefeldin A で処理す
ると、XYP1-GFP, XYP2-GFP が細胞内のエンド
ソームに局在したことから、brefeldin A に
感受性の ARF-GEF の関与が示唆された。
ARF-GEFの１つであるGNOMの変異体でも同様
に、XYP1-GFP, XYP2-GFP が細胞内の膜系に部
分的に局在することから、GNOM とそれ以外の
ARF-GEF の輸送への関与が示された。また、
brefeldin A や GNOM 以外の阻害剤・変異体
においても同様に、XYP1-GFP, XYP2-GFP の局
在を検討した。更に、阻害剤の添加と洗浄に
よる輸送過程の可視化を試み、ゴルジ体から
細胞膜への輸送を一部検出することに成功
した。 
  XYP1,2のC末端にはGPIアンカーが存在
し、輸送において重要であることが示唆され
た。独自に単離した GPI アンカー合成変異体
における XYP1-GFP, XYP2-GFP の局在を観察
したところ、細胞内に蓄積することが示唆さ
れた。また、GPI アンカーを切断するホスホ
リパーゼで細胞を処理すると、XYP1-GFP, 
XYP2-GFP が細胞外に放出されることが示唆
された。これらのことから、GPI アンカーは
xylogen の輸送と分泌に重要な役割を果たし
ていることが明らかになった。GPI アンカー
タンパク質はステロールとスフィンゴ脂質
に富む脂質ラフトに乗って輸送され機能す
ると考えられており、脂質ラフトとの共局在
や膜成分との相互作用について検討中であ
る。 
  Xylogen の作用機構を明らかにするため、
XYP1-GFP, XYP2-GFP を免疫沈降して精製し、
質量分析により相互作用因子の探索を行っ
た。精製法や質量分析の方法を検討したとこ
ろ、XYP1-GFP, XYP2-GFP と共沈するタンパク
質の一部を同定することができた。これらの
タンパク質には、細胞壁に関連したものが含
まれており、xylogen が木部分化時の細胞壁
形成に関与することが示唆された。これらの
タンパク質が特異的に XYP1, 2 と結合するか
否かを検討中である。また、相互作用の機能
的な意義についても解析を行っている。 
 
(2) サーモスペルミンとオーキシンの相反
作用の解析 
  サーモスペルミンとオーキシンの作用
機構を明らかにするため、acl5 変異体と野生



株の網羅的な遺伝子発現解析を行った。acl5
変異体では、木部分化に関与する転写制御因
子、細胞壁の形成に必要な酵素、オーキシン
の合成・輸送・情報伝達に関わるタンパク質、
タンパク質分解や情報伝達に関与するもの
の発現が顕著に増大していた（Tong et 
al.2014）。これらの遺伝子の発現は、サー
モスペルミンを投与することで抑制された。
サーモスペルミンによる発現抑制には、アミ
ノプロピル基が２つ並んだ構造と４つのア
ミノ基（テトラアミンであること）が必須で
あることがわかった。また、2,4-D IOE を投
与した acl5 変異体と野生株の遺伝子発現解
析を行ったところ、これらの遺伝子の発現が
増大することが示された。以上のことから、
サーモスペルミンによるオーキシン経路の
抑制に関わる遺伝子が明らかになった。これ
らの遺伝子の機能解析を更に進め、サーモス
ペルミンの作用機構を明らかにしたい。 
 
(3) サーモスペルミン合成阻害剤の開発と
解析 
  サーモスペルミンは高度好熱菌と植物
に存在するが、その機能は上述のシロイヌナ
ズナ以外ではほとんどわかっていない。様々
な生物におけるサーモスペルミンの機能と
作用機構を明らかにするため、サーモスペル
ミン合成阻害剤を開発することにした。サー
モスペルミンの生合成は、スペルミジンの C3
側のアミノ基にアミノプロピル基が結合す
ることで達成される（図１）。そこで、アミ
ノプロピル基が結合するアミノ基を欠失し
たプロピルプトレシンが拮抗阻害剤として
機能すると考えられる。プロピルプトレシン
は他のポリアミンと同様にシンプルな構造
の化合物であるが、高極性のアミンであるた
め扱いが難しく、アミノ基の保護と活性化に
より特異的な反応を行う必要がある。そこで、
岡山大の高村浩由先生と門田功先生に協力
していただき、静岡県立大の菅先生らにより
開発されたニトロベンゼンスルホニル基（ノ
シル基）を活性化と保護の両方に使用する合
成戦略（Ns-strategy）を適用し、プロピル
プ ト レ シ ン の 化 学 合 成 に 成 功 し た
(Yoshimoto et al. 2016)。 
 合成したプロピルプトレシンをシロイヌ
ナズナ野生株に投与して培養すると、サーモ
スペルミンの合成が抑制された。また、プロ
ピルプトレシンを投与したシロイヌナズナ
は茎伸長が抑制され、木部分化が過剰になっ
ており、サーモスペルミンを欠失した acl5
変異体の表現型を再現することが示された。
プロピルプトレシンによる木部（xylem）の
分化誘導（induction）にちなみ、プロピル
プトレシンをxyleminと命名した(Yoshimoto 
et al. 2016)。 

  Xylemin は木部分化に関与する遺伝子の
発現を誘導することが示された。また、
xylemin による木部分化と遺伝子発現の促進
は、サーモスペルミンを同時添加することで
抑制された。このことから、xylemin の効果
はサーモスペルミンの合成阻害によるもの
であることが示された。 
  Xylemin と 2,4-D IOE を同時添加すると、
木部道管がより過剰に形成された。木部や道
管で特異的に発現するマーカー遺伝子の発
現パターンを観察すると、本来の分化領域か
らはみ出るように木部や道管が分化して拡
大していることがわかった（図３）。定量的
な遺伝子発現解析から、Xylemin と 2,4-D IOE
の同時添加により、木部分化関連遺伝子の発
現が約10-100倍に増大することがわかった。
この木部分化と遺伝子発現の促進は、サーモ
スペルミンを同時添加することで抑制され
た。これらのことから、サーモスペルミンは
オーキシンの経路を抑制することで、木部分
化領域を狭めることが明らかになった。 

  これまでの解析から、サーモスペルミン
は根の伸長と側根の形成を抑制することが
示されている（Tong et al.2014）。そこで、
xylemin の根における効果を検討したところ、
サーモスペルミンとは逆に、根の伸長と側根
形成を促進した。この効果は、サーモスペル
ミンとの同時添加により抑制された。これら
のことから、サーモスペルミンは木部形成だ
けでなく、根の成長を抑制する機能があるこ
とが示された。 
  Xylemin と 2,4-D IOE の効果が他の植物
種でも見られるか調べた。Xylemin はタバコ
の植物体やヒャクニチソウ木部分化系にお
いて、道管分化を促進することがわかった。
次に、xylemin と 2,4-D IOE を同時添加し、
道管分化が誘導されるか検討した。特に、タ
バコの子葉では道管細胞が一様に敷き詰め
られたように分化するという顕著な表現型
を示した（図４）。また、この分化誘導系は
ヒャクニチソウやイネにも適用できること
がわかった。現在、木本植物のポプラや、維
管束をもたないコケ植物に対する効果を検
討している。 
  以上のことから、xylemin は世界初のサ

 
図３. Xyleminとオーキシンの相乗効果。青く
染色された部分が木部。 



ーモスペルミン合成阻害剤であり、様々な植
物や生物に適用可能であると考えられる。
Xylemin を用いることで、サーモスペルミン
の機能や作用機構が明らかになると期待さ
れる。また、オーキシンとの同時添加法によ
り、木質バイオマスの研究促進と増産につな
がる可能性がある。 

 

(4) ケミカルスクリーニングによる新規生
理活性物質の解析 
  化合物ライブラリーから、シロイヌナズ
ナの木部分化を促進または阻害する化合物
をスクリーニングし、有望な化合物を同定し
た。この内、葉酸合成阻害剤の解析を進めた。 
  葉酸は核酸合成やアミノ酸代謝・メチオ
ニン合成・光呼吸などで機能し、炭素を１つ
転移させる反応（C1 代謝）の補酵素として機
能する。葉酸の代謝経路における機能は詳し
く研究されているが、植物の形態形成におけ
る役割はほとんどわかっていない。本研究に
おいて、葉酸合成阻害剤のスルファニルアミ
ド（サルファ剤）が維管束分化を抑制するこ
とが明らかになった。スルファニルアミドは
パラアミノ安息香酸の構造類縁体で、葉酸合
成の初期段階を触媒するジヒドロプテリン
酸合成酵素の拮抗阻害剤として作用する。本
研究では, スルファニルアミドを制御物質
として用い, 植物の成長と分化における葉
酸の機能を解析した。 
  まず、様々なスルファニルアミド類縁体
をシロイヌナズナに添加し、成長に対する効
果を調べ、構造活性相関を明らかにした。ま
た、スルファニルアミドによる成長抑制が葉
酸の同時添加によりほぼ完全に回復した。 
  スルファニルアミドの細胞分裂への影
響を調べるため、細胞周期で特異的に発現す
るサイクリンの発現を調べた。スルファニル
アミドを添加すると、分裂組織におけるサイ
クリンの発現が増加することから、葉酸が欠
如すると細胞周期の特定の段階で停滞する
ことが示唆された。 
  次に、維管束分化と細胞分裂を制御する
オーキシンとサイトカイニンへの効果を解
析した。オーキシン応答性の遺伝子発現はス
ルファニルアミド添加により増加したが、サ

イトカイニン応答性の遺伝子発現はスルフ
ァニルアミドにより抑制された。以上の結果
から、葉酸が植物ホルモンを介して細胞周期
の進行に関わることが考えられた。 
 
(5) 効率的な維管束分化系の開発 
  acl5 変異体に 2,4-D IOE を投与する道管
分化誘導系の条件検討と改良を行った。また、
様々な植物において同様の実験系が構築で
きないか調べるため、(3)において述べた
xylemin とオーキシンの同時添加による木部
分化誘導系の開発を進めた。この分化誘導系
はヒャクニチソウやイネにも適用できるこ
とがわかった。現在、木本植物のポプラや、
維管束をもたないコケ植物に対する効果を
検討している。 
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