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主要略語一覧 
 

ATHB8 : Arabidopsis thaliana homeobox gene-8 

ATML1 : Arabidopsis thaliana LAYER1 

ARR : Arabidopsis response regulator 

Col : Columbia 

CoA : coenzyme A 

CKX : cytokinin oxidase（サイトカイニンオキシダーゼ） 

CZ : central zone（中心部） 

DAG : days after germination 

ECR : enoyl-CoA reductase 

ENR : enoyl-ACP reductase 

FAS: fatty acid synthase 

FtsZ : filamentous temperature sensitive 

GFP : green fluorescent protein（緑色蛍光タンパク質） 

GUS : β-glucuronidase 

HCD : 3-hydroxy acyl-CoA dehydratase 

iP : N6-isopentenyladenine （イソペンテニルアデニン） 

IPT : adenosine phosphate-isopentenyltransferase （イソペンテニルトランスフェラーゼ） 
KAS : ketoacyl-ACP synthase 

KCR : 3-ketoacyl-CoA reductase 

KCS : ketoacyl-CoA synthase 

KNAT : KN1-like in Arabidopsis thaliana 

KNOX : class-I Knotted1-like homeobox 

Ler : Lansberg erecta 

LCFA : long-chain fatty acid （長鎖脂肪酸） 

Pro : promoter（プロモーター） 

PZ : peripheral zone（周縁部） 

RNAi : RNA interference（RNA干渉） 

RZ : rib-zone（髄状部） 

SAM : shoot apical meristem（茎頂分裂組織） 

tZ : trans-zeatin（トランスゼアチン） 

VLCFA: very-long-chain fatty acid （極長鎖脂肪酸） 

WT : wild-type（野生型） 
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緒論 
 

 増殖は，生命にとって最も本質的な現象である。特に多細胞生物の発生にお
いては，個々の細胞の増殖が，時間的・空間的・量的な要素に基づいた厳密な
制御をうけることで，器官の形成ならびに成長がなされる。高等植物の器官形
成の仕組みは，胚発生の段階でほぼ全ての器官が形成される動物の発生と比較
すると，きわめて柔軟にできている。すなわち，植物は一生を通して未分化な
細胞を保持しつつ，その細胞をもとに新たな器官を形成し続けることができる。
さらに，形成された器官の成長が最適化されることで，個々の器官の大きさ，
ひいては個体の大きさが決定される。こうした植物の器官形成および器官成長
は，遺伝的プログラムと外部環境からのシグナルをもとに，個々の細胞の増殖
および伸長が柔軟に制御されることによってなされている。しかし，その詳細
な分子機構については，未解明な点が多く残されている。 

 胚発生後の植物の地上部器官の形成は，茎頂分裂組織（shoot apical meristem; 

SAM）における，細胞増殖の厳密な制御によって成り立っている。SAM は形
態的および機能的に異なる３つの領域，すなわち，SAMの頂端から SAMの中
央にかけた中心部（central zone; CZ），CZの側面の領域である周縁部（peripheral 

zone; PZ），そして CZ の基部側の領域である髄状部（rib zone; RZ）より構成さ
れる（Vernoux et al. 2000; Fig. 0-1A）。CZは幹細胞領域であり，CZにおいては
未分化な細胞の増殖が一生続けられる。CZ において増殖した細胞の一部は，
側面もしくは基部側に押しやられて，それぞれ PZもしくは RZを構成する細胞
となる。PZ ならびに RZ では，分化シグナルをうけて細胞の運命が決定され，
PZ において増殖した細胞はさらに側面に存在する領域に押しやられて器官の
原基を形成し，RZの細胞からは茎の内部組織が形成される。 

 CZ, PZ,RZといった機能的な領域の区分に加えて，双子葉植物の SAMは，表
層から順に L1，L2，L3 と呼ばれる，細胞系譜的に独立した細胞からなる層構
造を持っている（Szymkowiak & Sussex 1996; Fig. 0-1B）。L1層および L2層は層
に対して水平方向にのみ分裂し，L3層は全方向に分裂する。この層構造は一生
を通して保持されており，L1 層に由来する細胞は器官の表皮へと，L2，L3 層
は器官の内側の組織を形成するように分化していく。 

 SAMの維持や器官形成は，種々のホメオボックス遺伝子ならびに低分子のペ
プチドなどによって制御されている（Tucker & Laux 2007）。例えば，CZの基部
側において発現する WUSCHEL（WUS）と，CZ の L1 および L2 層で発現する
分泌性ペプチド CLAVATA3 との間ではたらくフィードバック制御のループは，
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SAM の領域維持において中心的な役割を担っていることが知られている
（Brand et al. 2000）。また，SAMで発現する Knotted1-like homeobox（KNOX）
ファミリーに属する遺伝子は，SAMの維持ならびに機能において欠かせない役
割を担っている（Hay & Tsiantis 2009）。加えて，植物ホルモンもまた，器官の
形成や SAM の維持機構に密接に関わっており，例えば KNOX は，サイトカイ
ニンの合成やジベレリンの分解を介して SAM の維持ならびに器官形成の制御
に関わることが示唆されている（Jasinski et al. 2005）。また，PZと原基の境界
は，CUP-SHAPED COTYLEDONSなどによって，オーキシンの極性輸送が厳密
に制御される結果，決定されると考えられている（Bohn-Courseau 2010）。 

 植物は種ごとに固有の器官サイズを持つことが知られており，器官の大きさ
を制御する因子がシロイヌナズナにおいていくつか同定されてきている
（Krizek 2009）。例えば，転写因子 ARGOS（auxin-regulated gene involved in organ 

size）や AINTEGUMENTA は細胞分裂を促進させるように機能し，それらをコ
ードする遺伝子の過剰発現体は葉や花器官の拡大を引き起こす（Krizek 1999; 

Hu et al. 2003）。また，E3ユビキチンリガーゼをコードする BIG BROTHER（BB）
は器官成長を抑制しており，BBの過剰発現体では器官成長が強く抑えられる一
方，bb機能欠損変異体では器官成長が促進される（Disch et al. 2006）。加えて，
ユビキチンの受容体をコードし，器官成長について抑制的にはたらく因子とし
て DA1が同定されている（Li et al. 2008）。さらに，シトクロム P450をコード
する CYP78A5/KLUHの発現が減少すると器官が小さくなり，反対に過剰に発現
させると器官が大きくなることが解っている（Anastasiou et al. 2007）。興味深
いことに，KLUH の発現部位と器官成長の変化が観られる部位とは異なること
などから， KLUHは未知の経路で細胞増殖を制御し，細胞非自律的に器官の大
きさを制御する可能性が示されている（Anastasiou et al. 2007）。しかし，器官
成長を調節する詳細な分子機構については十分に解明されておらず，この機構
に関わる未同定な因子が他にも存在すると考えられる。加えて， DA1 の発現
が，環境ストレスによって誘導される植物ホルモン，アブシジン酸の投与によ
って上昇することから，DA1は環境変化に応じた器官成長の制御に関与する可
能性が示唆されているが（Li et al. 2008），環境シグナルが器官成長の制御機構
にどのように関わるかについての知見も乏しい。 

  

 最近の研究から，L1 層ならびに L1 層の細胞に由来する表皮は，単純な外界
との接点であるだけでなく，植物の器官形成や器官成長を支える上でも重要な
役割を担う組織であることがわかってきた。表皮の機能を欠損したシロイヌナ
ズナの変異体は，組織全体を構成する細胞形態や器官の形成に重篤な異常を示
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す（Abe et al. 2003; Tanaka et al. 2004; Tanaka et al. 2007）。加えて，SAM表面に
おいて，エクスパンシンを用いて異所的に細胞壁をゆるませると，その部位に
おいて葉の原基形成を誘導できることが示されている（Fleming et al. 1997; Pien 

et al. 2001）。つまり，表皮は内側の細胞層に対して物理的な制限を加えること
で，植物の成長を制限している可能性が示唆されている。また，ブラシノステ
ロイド合成遺伝子を欠損したシロイヌナズナの変異体は矮化するが，この変異
体において，表皮特異的にブラシノステロイドのレセプタータンパク質もしく
は合成酵素を発現させることで，表現型を回復できる（Savaldi-Goldstein et al. 

2007）。このことから，表皮由来のブラシノステロイドシグナルが，植物体内側
の組織の成長を促進させることが示唆された（Savaldi-Goldstein et al. 2007）。こ
れらの知見は，表皮から内側の細胞層の細胞増殖を制御し，ひいては器官や個
体の成長を調節するシグナルが存在する可能性を示している。しかし，実際に
そのようなシグナルが存在するかどうかについてはわかっていない。 

 

 地上部表皮の特徴のひとつに，外側にクチクラとよばれる脂質を主成分とす
る疎水性物質で覆われた層を保持していることが挙げられる。クチクラは植物
体の乾燥を防ぐとともに病原体の侵入を防ぐ役割を担っている（Kunst & 

Samuels 2009）。クチクラを欠損したシロイヌナズナの変異体では，病原菌に対
する抵抗性に変化が生じる他（Reina-Pinto & Yephremov 2009），地上器官の合
着が引き起こされることや（Sieber et al. 2000； Chen et al. 2003），生育の阻害
ならびに形態形成の異常が引き起こされる（Panikashvili 2007）。したがって，
クチクラの形成と維持は，植物の生存ならびに器官形成において重要であると
考えられる。 

 クチクラは，クチンならびにクチクラワックスより構成されている。クチン
は主に長鎖脂肪酸（long-cahin fatty acid, LCFA; 炭素数 18までの脂肪酸）をも
とに合成され，クチクラワックスは極長鎖脂肪酸（very-long-cahin fatty acid, 

VLCFA; 炭素数 20以上の脂肪酸）を出発原料として合成される。LCFAの生合
成は色素体においておこなわれ，脂肪酸伸長酵素（FAS: fatty acid synthase）と
よばれる酵素の複合体による，縮合・還元・脱水・還元の 4段階よりなる一連
の反応を繰り返して炭素鎖の伸長が行われる（Li-Beisson et al. 2010; Fig. 0-2）。
FASによる伸長反応１回ごとに 2個の炭素が付加されてゆき，色素体において
は炭素数 16もしくは 18までの脂肪酸が伸長合成により作られる。一方，VLCFA

は小胞体において行われ，色素体で合成された LCFA を最初の基質として伸長
合成される（Bach et al. 2010; Fig. 0-2）。小胞体における VLCFAの伸長合成反
応は LCFA の伸長合成反応と類似しており，縮合，還元，脱水，還元よりなる
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4 段階の反応を繰り返し，一回の反応ごとに 2 個の炭素が付与されていく。そ
れぞれの伸長合成反応を触媒する酵素は，順に ketoacyl-CoA synthase (KCS)，
3-ketoacyl-CoA reductase (KCR)， 3-hydroxy acyl-CoA dehydratase (HCD)，
enoyl-CoA reductase (ECR)である。また，2個の炭素の供与体となるのはマロニ
ル CoA であり，細胞質型 ACCase の触媒活性によってアセチル CoA から合成
される。 

 シロイヌナズナにおいて，HCD や KCR の機能を完全に失うと胚発生致死に
なることから，植物の発生において VLCFA が不可欠であることが示されてい
る(Bach et al. 2008; Beaudoin et al. 2009)。また，KCSや KCR, ECRを欠損する種々
のシロイヌナズナの変異体の解析から，VLCFAはクチクラワックス形成を介し
て，正常な器官形成を支えていることが示されている（Millar & Kunst 1997; 

Millar et al. 1999; Todd et al. 1999; Yephrmov et al. 1999; Fiebig et al. 2000; Zheng et 

al. 2005; Beaudoin et al. 2009; Lee et al. 2009）。一方で，クチクラワックスの生成
以外の VLCFA の役割も示唆されている。シロイヌナズナ HCD をコードする
PAS2の機能を部分的に欠損した pas2-1変異体は，VLCFA含量の減少を示すと
ともにサイトカイニンに対して高感受性になり，異所的な細胞増殖の活性化を
示すことが報告されている（Faure et al. 1998; Bellec et al. 2002; Haberer et al. 

2002; Harrar et al. 2003; Bach et al. 2008）。同様に，シロイヌナズナにおいて，細
胞質型 ACCaseをコードする PAS3/GURKEや，VLCFA伸長酵素複合体の足場タ
ンパク質をコードする PAS1 を欠損した変異体でも VLCFA の減少がみられ，
pas2-1変異体と同様の表現型を示すことが報告されていることから（Faure et al. 

1998; Baud et al. 2004; Roudier et al. 2010），細胞分裂の制御に VLCFAが関わっ
ている可能性が示唆されている。さらに，過敏感細胞死の誘導に VLCFA が関
わることも示されており（Raffaele et al. 2008），植物の発生や環境応答において
VLCFAが多面的な役割を担っていると考えられる。 

 VLCFAは，シグナル伝達に関わるリン脂質やスフィンゴ脂質にも含まれるこ
とが知られている (Samuels et al. 2008; Worall et al. 2003)。リン脂質は生体膜の
主要な成分であり，主に花や葉において多く含まれていることが知られている
（Franke & Schreiber 2007）。リン脂質の一種，フォスファチジルエタノールア
ミン合成を欠損した phosphorylethanolamine cytidylyltransferase1変異体は，植物
の一生を通して種々の形態的異常を示すことから，リン脂質は植物の発生にお
いて重要な役割を担っていると考えられる（Mizoi et al. 2006）。加えて，他のリ
ン脂質種に比べてフォスファチジルセリン（PS）は特に VLCFA を多く含み，
PS の合成が花粉形成において重要な役割を持っていることや（Yamaoka et al. 

2011），VLCFA 合成を欠損した cer10 変異体では変形した不稔の花粉が形成さ
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れることから（Zhen et al. 2005），植物の生殖において VLCFAを含むリン脂質
は重要な役割を担っている可能性が示唆される。また，スフィンゴ脂質はシグ
ナル分子として，細胞増殖や細胞死，ストレス応答に寄与していることが酵母
や動物において知られている（Worrall et al. 2003）。植物においても，スフィン
ゴ脂質を作れないシロイヌナズナの変異体は，細胞成長の阻害や致死を示すこ
とから，発生において欠かせない役割をもっていると考えられる（Chen et al. 

2006; Dietrich et al. 2008）。さらに近年，LCFA を含むスフィンゴ脂質ではなく，
VLCFA を含むスフィンゴ脂質が正常な植物の発生に必須であることが示され
（Markham et al. 2011），植物の発生において，VLCFAに由来する脂質は特別か
つ不可欠な役割を担っていると考えられる。しかし，VLCFAが植物の発生や細
胞増殖を制御するシグナル伝達系へどのように関与しているかについての知見
は乏しい。加えて，トウモロコシの葉緑体の包膜中からは，VLCFA や VLCFA

を含む脂質が検出されていることや（Poincelot 1976），KCSをコードする FAE1

を過剰発現させると，葉緑体におけるチラコイド膜の構造が変化することから
（Millar et al. 1998）。VLCFAが葉緑体においても何らかの機能を持っている可
能性が示唆される。 

 

 本研究では，植物の器官成長に加えて，色素体分裂において VLCFA が重要
な役割を担っていることを明らかにした。本論文では，第一章において，VLCFA

が色素体分裂に欠かせない分裂リング（Z リング）の正常な形成に重要な役割
を持つことを示す。続く第二章においては，植物の地上部での細胞増殖制御に
おける VLCFA の役割について解析し，表皮で合成された VLCFA が，維管束
におけるサイトカイニン合成の抑圧を介して，植物体全体の細胞増殖活性を調
節するという新しいモデルを提唱する。 



RZ!

PZ!PZ!

CZ!

L1!

L2!

L3!

B!

A!

Figure 0-1. 双子葉植物における茎頂分裂組織（SAM）の構造 

（A）SAMを構成する主な３つの領域を示す。 

         CZ, 中心部; PZ, 周縁部, RZ, 髄状部; OP, 器官の原基; O, 器官 

（B）SAMの層構造を示す。表層から順に，L1層（緑）, L2層（橙） L3層（灰）で示す。 

OP!

O!

 9!



Figure 0-2. 植物における脂肪酸の伸長合成経路 

左側に炭素鎖伸長の大まかな流れを示し，各反応を触媒する因子を緑もしくは赤い菱形として
略示した。緑色で囲った反応（脂肪酸の新規合成ならびに長鎖脂肪酸の伸長合成）は色素体に
おいて，橙色で囲った反応（極長鎖脂肪酸の伸長合成）は小胞体において行われる。右側に，
左側のそれぞれの色の菱形について，反応の詳細を示す。 

ACP, acyl-carrier protein; MCMT, malonyltransferase; KAS, ketoacyl-ACP synthase; KAR, 3-

ketoacyl-ACP reductase; HAD, 3-hydroxyacyl-ACP dehydratase; ENR, enoyl-ACP reductase; 

VLCFA, very-long-chain fatty acid; CoA, coenzyme A; KCS, 3-ketoacyl-CoA synthase; KCR, 3-

ketoacyl-CoA reductase; HCD, 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase; ECR, enoyl-CoA reductase 
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1.1. 序論 

 

 色素体は，植物特異的な細胞内小器官であり，アミノ酸や脂質の生合成など
重要な役割を担っている（Galili 1995; Ohlrogge & Browse 1995）。色素体は，SAM

においては未分化なプロプラスチドの状態を保ち，光合成器官においてはチラ
コイド膜を発達させて葉緑体へと分化して光合成を行う。加えて，花や果実で
は色素を蓄積するクロモプラストへと変化する。また，根端や胚軸の組織にお
いてはアミロプラストへと分化し，デンプンの合成や蓄積を行う他，重力方向
の感知において重要な役割を担う（Morita & Tasaka 2004）。色素体の起源は，
真核生物が取り込んだシアノバクテリアであると考えられており，宿主である
真核細胞とは独立したゲノム情報を保持している（Reyes-Prieto et al. 2007）。色
素体は細胞内に新規に生じることはなく，既に存在する色素体から，分裂によ
ってのみ増殖することができる。しかし，色素体の分裂に必要な因子をコード
する遺伝子のほとんどは宿主である植物細胞のゲノムに移行しており，色素体
の分裂は宿主細胞が主に制御していると考えられる（Kuroiwa et al. 1998）。 

 色素体はシアノバクテリアを起源としていることもあり，色素体分裂の機構
は原核生物のサイトキネシスに進化的に類似している。原核生物および色素体
の分裂において主要な役割を担っているのが，filamentous temperature-sensitive 

(FtsZ)タンパク質である（Osteryoung & Vierling 1995; Strepp et al. 1998; Yang et al. 

2008）。FtsZ タンパク質はチューブリン様 GTPase であり，自己重合を行って 

FtsZ-リング（Zリング）を分裂面に形成し，分裂に必要な収縮力を与える (Osawa 

et al. 2008)。植物には２種類の FtsZタンパク質，FtsZ1と FtsZ2が存在し，宿主
ゲノム中にそれぞれをコードする遺伝子が存在している（Vitha et al. 2001）。 

 原核生物においては，MinC，MinD および MinE タンパク質から構成される
Min システムとよばれる機構が，FtsZ タンパク質を分裂面にのみ局在させる
（Margolin 2005）。Minシステムは高等植物においても保存されており， ARC3，
MinD (ARC11)および MinE (ARC12)が，それぞれ原核生物の MinC，MinDおよ
び MinEに対応する機能をもち，葉緑体内膜における Zリングの正常な形成に
重要であることがわかっている（Yang et al. 2008）。加えて，植物特異的な膜タ
ンパク質である MCD1 が，MinE と直接相互作用することで，正常な Z リング
の局在を決めていることが示されている（Nakanishi et al. 2009）。Zリングの形
成場所が決定されると，葉緑体内膜に局在する膜貫通型タンパク質，ARC6 お
よび PARC6によって Zリングは安定化される（Vitha et al. 2003; Glynn et al. 

2008; Glynn et al. 2009）。次いで，ARC6および PARC6は，葉緑体外膜に局在す
る植物特異的な膜貫通型タンパク質，PDV2 および PDV1 とそれぞれ相互作用
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する（Glynn et al. 2008; Glynn et al. 2009）。その後，植物特異的なダイナミン様
GTPase, ARC5 (DRP5)が葉緑体外膜に動員され，収縮力を与えることで葉緑体
分裂が進行する（Gao et al. 2003; Miyagishima et al. 2003; Yoshida et al. 2006；Fig. 

1-1）。 

 上記の色素体分裂に必要な因子を欠損したシロイヌナズナの変異体は，いず
れも葉緑体における Zリングの形成が正常に行われず，葉緑体分裂の不全が引
き起こされる（Vitha et al. 2003; Miyagishima et al. 2006; Glynn et al. 2007; 

Fujiwara et al. 2008; Glynn et al. 2009; Nakanishi et al. 2009; Wilson et al. 2011）。色
素体分裂を制御する宿主細胞側の因子として，近年では，メカノセンシティブ
チャネル（浸透圧調節などに関わると考えられている）タンパク質の一種 , 

MSL2 および MSL3 が，Min システムに密接に関わることで，膜の張力と色素
体の分裂を調節している可能性が示唆された (Wilson et al. 2011)。しかし，真
核細胞に由来する色素体分裂を制御する因子についての知見は未だに乏しい。 

 本章では，VLCFA含量の減少が，シロイヌナズナにおいてアミロプラストお
よび葉緑体の分裂を阻害することを明らかにする。加えて，VLCFA含量の減少
による葉緑体の分裂阻害は，葉緑体上の Zリング形成の異常によるものである
ことを示す。これらの結果は，宿主細胞により合成される VLCFA が，正常な
色素体分裂を支えている可能性を示す。 
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1.2. 材料と方法 
 

1.2.1 植物材料 

 

本研究では，シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）を植物材料として用いた。
本章での野生型は Columbia (Col-0)とし，本章で用いたシロイヌナズナの系統は，
次の通りである。なお，すべて Col-0バックグラウンドである。 

 

pas2-1 変異体（Faure et al. 1998） 

pdv2-1 変異体（Miyagishima et al. 2006） 

Pro35S:PDV2 （Okazaki et al. 2009） 

ProFtsZ2:FtsZ2–GFP（Nakanishi et al. 2009）  

 

 

1.2.2 生育条件 

 

 シロイヌナズナの種子は，ムラシゲ・スクーグ固形培地 (1 ! MS無機塩類，
1 ! MSビタミン, 2% [w/v] スクロース，pH 6.3； 0.8% [w/v] 寒天) 上に無菌播
種した。4℃暗所において２日間の低温処理を施した後，23℃連続照明下におい
て生育させた。スクロースを欠乏させた MS固形培地は，浸透圧を保つために，
上記 MS 培地の組成のうちスクロースを 1.064% (w/v)のマンニトールに置き換
えた。 

 カフェンストロール（cafenstrole，和光純薬）は，dimethylsulfoxide (DMSO)

に任意の濃度で溶解後，固化する前の MS培地に 1/1000量を添加した。コント
ロールの培地には，DMSOのみを添加した。 

 

 

1.2.3 デンプンの定量 

 

 新鮮重量 100 mg 程度の植物体全体を液体窒素で急速凍結後，凍結乾燥器を
用いて組織を乾燥させた。組織を粉砕した後，Starch Assay Kit (Sigma-Aldrich)

を用いてデンプンの定量を行った。 
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1.2.4 組織切片の作成 

 

 組織切片の作成は，主に Adachi et al. 2009に従った。すなわち，グルタルア
ルデヒド（2.5% v/v in PBS）で固定後，エタノールシリーズでの脱水を経て，
最終的に Technovit 7100 樹脂溶液（Heraeus Kulzer）に置換した。固化後，ミク
ロトームを用いて，厚さ 4–5 µm の組織切片を作成した。デンプンの染色は，
得られた組織切片にルゴール液 (Sigma-Aldrich Corp.)を滴下することで行った。 
 

 

1.2.5 脂質定量解析 

 

全脂肪酸の抽出・精製ならびにメチルエステル化は，脂肪酸メチレーションキ
ット(ナカライテスク)および脂肪酸メチルエステル精製キット(ナカライテス
ク)を用いて行った。その後，ULBON HR-SS-10キャピラリーカラム (φ0.25 mm 

! 30 m; 信和化工 )を繋いだガスクロマトグラフィー／質量分析計（Hewlett 

Packard 5890 Series II/JEOL JMS-700 MStation；selected ion monitorモード 

[m/z 74]）を用いて定量を行った。脂肪酸種の判別には，脂肪酸メチルエステル
標準品（GLC Reference Standard GLC62; NU-CHEK-PREP）を用いた。 

 

  

1.2.6 葉緑体の観察 

 

 葉緑体の観察法は，主に Pyke and Leech (1991)に従った。すなわち，本葉を
3.5% (v/v) のグルタルアルデヒド水溶液で 1時間固定した後，0.1 M Na2EDTA 

(pH 9) 溶液中で 1–2 時間，60°C で処理した。その後，葉をスライドガラスに
載せてカバーガラスをかけ，カバーガラス越しにピンセットを用いて軽く数回
タッピングすることで，葉肉細胞を単離した。その後，ノマルスキー微分干渉
顕微鏡を用いて観察した。色素体面積および数の定量解析は，得られた顕微鏡
画像を画像解析ソフト ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/) を用いて行っ
た。 

 FtsZ2–GFP タンパク質の蛍光および葉緑体の自家蛍光の観察は，葉を水で封
入したプレパラートを作成し，共焦点顕微鏡 (FV1000, Olympus Corp.)を用いて
観察した。 
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1.2.7 定量 RT-PCR 

 

 Total RNAの抽出は，発芽後５日目の植物体全体から RNeasy Plant Mini Kit 

(QIAGEN) を用いて行った。cDNAの合成は，2 µg の total RNA を鋳型として，
SuperscriptII 逆転写酵素 (Invitrogen)を用いて行った。 

 定量 RT-PCRは，蛍光色素 SYBR Green I (タカラバイオ)および次のプライマ
ーセットを含む反応液を調整し，LightCycler system (Roche Applied Science)を用
いて，95°C, 45秒で編成させた後，95°C, 15秒 60°C, 30秒 72°C, 45秒の順で
44サイクル増幅反応させ，解析した。 

 

 

      Forward                              Reverse 

PDV2 5!-AGCTCTTGAGTCTCAGCTTGC-3! 5!-GAGCCAGTTGCTTCTCATATTGT-3! 

MinD 5!-TCCTCGGGTATGTATGCATTG-3! 5!-GCAAAAGAGACAAAATCTTCAAAA-3! 

MinE 5!-CACCGTAATCGCCTCTCATT-3! 5!-TGCTTATGAATCCCGTGAAA-3! 

ARC3 5!-CTCTTCCTCTGCGATTTTGG-3! 5!-CTTCAAGGCATTATCTTGGTGA-3! 

MCD1 5!-CCCTCCTGTTGTCTTCCTGA-3! 5!-AAAACAGTAGCCGTGATGCAG-3! 

MSL2 5!-CCAACGGTTTTGTAATCCAGA-3! 5!-ATGTTGTCCCAACGGAACAC-3! 

MSL3 5!-AGTTTCTGGCACAGTAGAGCAA-3! 5!-CCCGGTCATCACCTCTGATA-3! 

FtsZ1 5!-CTTTTAACTCGTGGGCTTGG-3! 5!-CTTCTGCAGCTTGTTCTCCA-3! 

FtsZ2 5!-TCAGATATGGTCTTTGTCACAGC-3! 5!-ATTACAGGGGCTGCACCA-3! 

TUBULIN4 5!-AGAGGTTGACGAGCAGATGA-3! 5!-CCTCTTCTTCCTCCTCGTAC-3! 
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1.3. 結果 

 

1.3.1 極長鎖脂肪酸の減少はアミロプラストの分裂阻害およびデンプンの蓄
積を誘導する 

 

 pas2変異体は，VLCFAの含量が低下した変異体である（Bach et al. 2008）。
pas2-1変異体では，地上部における細胞増殖の亢進や（Faure et al. 1998），地上
器官の融合（Bellec et al. 2002; Harrar et al. 2003），主根の伸長阻害（Bach et al. 

2011）の他, 分化した組織からのカルス様構造物の出現（Bellec et al. 2002）が
主な表現型として報告されている。本研究では先ず，pas2-1 変異体の詳細な表
現型解析を行った。その結果，pas2-1 変異体の胚軸および子葉は，ルゴール染
色液によって野生型よりも強く染色されることが新たにわかった（Fig. 1-2A）。
そこでデンプン含量の定量比較を行ったところ，pas2-1 変異体では野生型に比
べて約 10倍のデンプンを含有していることが明らかになった（Fig. 1-2B）。胚
軸の切片を作製してルゴール染色を行ったところ，デンプンは皮層細胞のアミ
ロプラストにおいて顕著に蓄積していた (Fig. 1-2C)。加えて，pas2-1変異体の
アミロプラストは野生型にくらべて肥大していていた（Fig. 1-3A）。そこで，
pas2-1 変異体の胚軸皮層細胞に含まれるアミロプラストの大きさおよび数の定
量観察を行った。その結果，pas2-1 変異体のアミロプラストの断面積は，野生
型の３倍以上に増加していた（Figs. 1-3A, B, +Suc）。一方で，アミロプラスト
の数は野生型に比べて半分以下に減少していた（Figs. 1-3A, C, +Suc）。これら
の観察結果から，VLCFA含量が低下するとアミロプラストの数が減少し，デン
プンを多量に蓄積するようになることがわかった。 

 デンプンの合成は，光合成によって固定した炭素源，もしくは培地中から取
り込まれた炭素源をもとに，色素体において行われる。本研究では，培地中の
糖源として用いているスクロースを欠乏させた条件で植物体を生育させ，アミ
ロプラストの表現型を観察した。その結果，アミロプラスト中のデンプンは，
スクロースの欠乏によって野生型および pas2-1変異体のいずれにおいても減少
した（Fig. 1-3A）。アミロプラストの面積および数の定量化を行ったところ，ス
クロース存在下と同様に，pas2-1 変異体のアミロプラストの断面積は野生型の
３倍程度に増加し，数は半分以下に減少していた（Figs. 1-3B,C, -Suc）。これら
の結果から，VLCFA含量の低下の阻害は，デンプンの蓄積とは独立して，アミ
ロプラストの分裂を阻害することがわかった。 

 次に，VLCFA生合成の阻害剤として知られる，カフェンストロールを用いた
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解析を加えた。カフェンストロールは，酵母において発現させたシロイヌナズ
ナの KCS（VLCFAの伸長合成の一段階目を触媒する酵素；Fig. 0-2）の活性を
阻害することが報告されている (Trenkamp et al. 2004)。また，カフェンストロ
ールを投与すると，オオムギやキュウリにおいても VLCFA 含量の低下を引き
起こすことが確かめられている（Yang et al. 2010）。そこで先ず，カフェンスト
ロールを含む培地で野生型シロイヌナズナを生育させ，植物体に含まれる
VLCFA含量の定量解析を行った。その結果，炭素数 22および 24の VLCFA含
量が，カフェンストロールの投与量依存的に有意に減少していることが明らか
となった。一方で，炭素数 20 の VLCFA や，炭素数 18 の LCFA の含量には変
化がみられなかった（Fig. 1-4）。本研究においては炭素数 26以上の VLCFAの
検出はできなかったが，カフェンストロールは炭素数 22 および 24 の VLCFA

合成を阻害する薬剤として，シロイヌナズナでも有効であることがわかった。
そこで，カフェンストロールを野生型植物に処理したときのデンプンの蓄積を
観察した。その結果，カフェンストロール処理によっても，アミロプラスト中
のデンプン蓄積を誘導することがわかった (Fig. 1-5)。したがって，VLCFAの
減少がアミロプラストの表現型の原因となることがより明らかとなった。 

 これまでに，pas2-1 変異体はサイトカイニンに対して高感受性を示すことが
報告されている（Faure et al. 1998）。したがって，サイトカイニンレベルの増加
もしくはサイトカイニンシグナル伝達の活性化が，アミロプラストの表現型の
原因であると考えられた。この可能性を検証するために，活性型サイトカイニ
ンの分解酵素である，サイトカイニンオキシダーゼ（cytokinin oxidase）を過剰
に発現させた植物体（Pro35S:CKX2； Werner et al. 2003）を用いた解析を行っ
た。カフェンストロールを含む培地で Pro35S:CKX2 植物体を育て，茎頂の組織
切片を作成した後にルゴール染色を行った。しかし，アミロプラストの肥大や，
デンプン蓄積の状態は野生型と同レベルであった  (Fig. 1-5)。したがって，
VLCFA合成の阻害は，サイトカイニンシグナル系とは独立の経路でアミロプラ
ストの表現型を引き起こすことがわかった。 

 

 

1.3.2 極長鎖脂肪酸は葉緑体の正常な分裂に必要である 

 

 アミロプラストへの影響に加えて，VLCFA合成の低下が葉緑体に与える影響
について調べた。先ず，発芽後５日目の若い植物体，ならびに，発芽後２週間
の成熟した植物体において，本葉第１葉の葉肉細胞を単離して葉緑体観察を行
った。野生型植物体の葉肉細胞は，いずれの生育段階においても，球状の葉緑
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体を多く内包していた(Fig. 1-6)。一方，pas2-1 変異体および VLCFA 合成阻害
剤を処理した野生型植物体の葉肉細胞には，楕円形の葉緑体が多く内包されて
いることがわかった (Fig. 1-6)。次に，葉緑体の面積および数の定量解析を行っ
た。その結果，pas2-1変異体およびカフェンストロールを処理した植物体では，
発芽後５日目の若い段階において，葉緑体の面積が増加傾向にあることがわか
った（Fig. 1-7A）。一方，成熟した植物体においては，pas2-1変異体およびカフ
ェンストロール処理を行った植物体において，葉緑体の面積の増加はほとんど
認められなくなった（Fig. 1-7B）。葉緑体の数は，発芽後５日目と２週間後のい
ずれの時点においても，カフェンストロール処理を行った野生型および pas2-1

変異体において有意に減少していた (Figs. 1-7C, D)。これらの結果から，VLCFA

含量の低下は，特に若い葉における葉緑体分裂の低下および葉緑体の肥大を引
き起こすことが明らかになった。 

 これまでに，葉緑体外膜に動員される PDVタンパク質が，特に若い葉におい
て発現し，色素体分裂の律速として機能する可能性が示されている（Okazaki et 

al. 2009；Fig. 1-1）。したがって，VLCFAが PDV遺伝子の発現もしくは PDVタ
ンパク質の機能に関わる可能性が考えられた。そこで，カフェンストロールを
pdv2-1 変異体（Miyagishima et al. 2006）ならびに， PDV2 過剰発現体
（Pro35S:PDV2; Okazaki et al. 2009）に投与しての観察を行った。まず，以前の
報告どおり，pdv2-1 変異体および PDV2 過剰発現体の葉緑体数はそれぞれ減少
および増加した（Figs. 1-8, 1-9A; Miyagishima et al. 2006; Okazaki et al. 2009）。
次に，pdv2-1変異体にカフェンストロールを処理したが，葉緑体の数や形状に
変化は認められなかったことから，PDV2 が葉緑体分裂の律速として重要な機
能を持っていることが確かめられた（Figs. 1-8, 1-9A）。その一方で，Pro35S:PDV2

植物体にカフェンストロールを処理すると，PDV2 過剰発現による葉緑体数の
増加は，ほぼ抑圧された (Figs. 1-8, 1-9A)。野生型植物体においても，カフェン
ストロール処理は PDV2 の遺伝子発現レベルに大きな影響を及ぼさなかったこ
とから(Fig. 1-9B)，VLCFAはおそらく PDV2の発現制御には関わっていないと
考えられる。VLCFA が PDV2 のタンパク質の機能や，その下流で機能する因
子に何らかの影響を与えている可能性については否定できないが，VLCFA は
PDVとは異なる経路で葉緑体分裂を制御する可能性が示唆された。 

 

 

1.3.3 極長鎖脂肪酸は葉緑体のＺリングの形成にかかわる 

 

 正常なＺリングの形成は，葉緑体分裂に必須である。VLCFA含量の低下によ
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って葉緑体の分裂に異常が認められたことから，VLCFAが減少した植物体の葉
緑体において，Ｚリング（Fig. 1-1）が正常に形成されているかを観察した。Ｚ
リングを観察するために，本研究では FtsZ2–GFP融合タンパク質を FtsZ2のプ
ロモーターの下流で発現する形質転換植物体を用いた（ProFtsZ2:FtsZ2–GFP；
Nakanishi et al. 2009）。通常，カフェンストロールを添加しない条件下では，
FtsZ2–GFPタンパク質は１つの葉緑体の中央に１つだけ形成された（Fig. 1-10A; 

Nakanishi et al. 2009）。一方，カフェンストロールを添加した条件下では，１つ
の葉緑体に多数のリングが，異なる方向に向かって形成された（Fig. 1-10A）。
１つの葉緑体上に存在する Zリングの数を定量比較したところ，カフェンスト
ロール処理によって，１本の Zリングをもつ葉緑体の割合が減少し，かわりに
複数の Zリングをもつ葉緑体の数が顕著に増加していた （Fig. 1-10B）。これら
複数の Zリングが形成されることに加えて，ドット状の FtsZ2–GFP融合タンパ
ク質の局在が，カフェンストロールを処理した植物体において多数観察される
ようになった（Fig. 1-10A）。これらの結果から，VLCFA合成の阻害は，Zリン
グの正常な形成を乱すことで，正常な葉緑体分裂を抑圧することがわかった。 

 単一の葉緑体上に複数の Zリングが形成される表現型は，葉緑体分裂に必要
ないずれの因子を阻害した変異体，minD, minE (Vitha et al. 2003; Fujiwara et al. 

2008), arc3 (Glynn et al. 2007), mcd1 (Nakanishi et al. 2009), msl2 msl3 (Wilson et al. 

2011), arc6 (Vitha et al. 2003), parc6 (Glynn et al. 2009), pdv1, pdv2, そして 

arc5/drp5b （Miyagishima et al. 2006）変異体において共通して観察されている
表現型である。その一方で，カフェンストロール処理を行った植物体の葉緑体
において観察されたようなドット状の FtsZタンパク質の凝集は，Zリング形成
の初期段階である Min システムを撹乱した場合においてのみ報告されている 

(Vitha et al. 2003; Fujiwara et al. 2008; Wilson et al. 2011)。そこで，VLCFAの減少
が Zリング形成の初期段階に関わる遺伝子（FtsZ1，FtsZ2，MinD，MinE，ARC3，
MCD1，MSL2，MSL3）の発現に影響を与えるかを調べた。定量的 RT-PCRの結
果，カフェンストロール処理によって，FtsZ遺伝子の発現はわずかな減少を示
し, Min システムやその関連遺伝子は，わずかな発現増加を示しただけだった
（Fig. 1-11）。しかし，ARC3に限っては，カフェンストロール処理によって顕
著に発現が低下した (Fig. 1-11)。 
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1.4. 考察 

 

 本研究では，pas2-1 変異体がアミロプラスト数の減少およびデンプン含量の
劇的な増加を引き起こすことを明らかにした。タバコ培養細胞である BY-2 株
では，サイトカイニンの添加がアミロプラストにおけるデンプン蓄積を誘導す
ることが報告されている(Miyazawa et al. 1999)。加えて，アグロバクテリウムの
もつサイトカイニン合成の主要酵素をコードする， isopentenyltransferase (ipt) 

遺伝子をタバコ植物体において異所的に発現させると，その部位で過剰のサイ
トカイニン合成が誘導され，デンプン粒を異常に蓄積することが報告されてい
る (Guivarc'h et al. 2002)。pas2-1変異体はサイトカイニンに対して高感受性を
示すことが報告されているため（Faure et al. 1998; Harrar et al. 2003），VLCFAの
減少はサイトカイニンシグナルの活性化を介してデンプン蓄積を誘導している
可能性が考えられた。しかし，活性型サイトカイニンを分解し，サイトカイニ
ン応答遺伝子の発現を抑圧する Pro35S:CKX2植物体（Werner et al. 2003）にお
いても，VLCFAの減少は高度のデンプン蓄積を誘導した。このことから，VLCFA

の減少は，サイトカイニンシグナルを介した経路とは独立に，デンプンの過剰
蓄積を誘導していると考えられる。 

 デンプンが過剰に蓄積する原因のひとつとして，アミロプラストの構造的な
変化がデンプンの合成あるいは分解系に影響を与えている可能性があげられる。
これまでに，野生型に比べて大きなアミロプラストを保持する arc5変異体にお
いて，デンプン代謝系の変動が起こっていることが示されている（Yun & 

Kawagoe 2009）。加えて，葉緑体が野生型に比べて大きくなる arc3変異体や arc5

変異体，arc6変異体においても，葉緑体においてデンプン粒を多く蓄積するよ
うになることが示されている(Austin II & Webber 2005)。したがって，VLCFAの
減少によって誘導されたデンプンの過剰蓄積は，アミロプラスト分裂の異常か
ら生じた二次的影響である可能性が考えられる。 

 

 VLCFA含量の減少は，アミロプラストおよび葉緑体の分裂を阻害することが
明らかになった。PDV2 の過剰発現によってもカフェンストロール処理による
葉緑体分裂の減少を完全には相補しなかったことや，VLCFA の阻害によって，
Zリングの形成不全やドット上の FtsZタンパク質の凝集が引き起こされたこと
から，VLCFA は正常な Z リング形成において欠かせない役割を担っていると
考えられる。これまでに，脂肪酸の葉緑体分裂への関与を示唆する報告として，
シロイヌナズナの kasI 変異体および mod1 変異体についての知見が挙げられる
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（Mou et al. 2000; Wu & Xue 2010）。KASIおよび MOD1は色素体における LCFA

の伸長合成を行う酵素であり，kasI 変異体および mod1 変異体は野生型に比べ
て，葉緑体分裂の阻害や，葉緑体数の減少が引き起こされることが報告されて
いる(Mou et al. 2000; Wu & Xue 2010)。加えて，kasI変異体においては，若い葉
における Zリング形成の不全が報告されている（Wu & Xue 2010）。色素体で合
成された LCFA は，小胞体における VLCFA 合成において欠かせない前駆体で
あるため，kasIおよび mod1変異体においても，VLCFA含量が低下していると
推測される。カフェンストロール処理や，pas2-1 変異体においては脂肪酸中の
LCFAの占める割合に減少がみとめられなかったことから（Bach et al. 2008），
LCFAよりもむしろVLCFAが正常な色素体分裂に重要な役割をもっている可能
性が強く示唆される。 

 

 本研究の結果から，VLCFAが，Zリングを葉緑体の中央部に形成するために
必要であることが明らかとなった。その詳細な分子機構の解明には至らなかっ
たものの，VLCFA の Z リング形成への関与の仕方として，次の３つの可能性
が考えられる。一つは，VLCFAが何らかのシグナル経路に関与して，色素体分
裂を制御している可能性があげられる。これは，Z リング形成に関わる遺伝子
の発現が，VLCFAの減少によって影響を受けていたことに起因する。これまで
に，Z リング形成にかかわる遺伝子群の発現のバランスが厳密に制御されるこ
とが正常な色素体分裂に重要であることが示されてきている。例えば，FtsZ1

と FtsZ2 発現の量的バランスが崩れた場合に，正常な葉緑体分裂の乱れが生じ
ることが報告されている（Osteryoung et al. 1998; Stokes et al. 2000）。加えて，
MinDと MinEの相対的な発現レベルの差に応じて，Zリングが複数形成された
り，ドット状の FtsZタンパク質の局在が生じたりし，正常な葉緑体分裂ができ
なくなることが示されている（Fujiwara et al. 2008）。本研究の解析結果からは，
VLCFAの減少が FtsZ1と FtsZ2，ならびに，MinDと MinEの発現バランスには
影響を与えなかったことから，VLCFA はそれら既知のタンパク質の存在比に
ついて，遺伝子レベルで関与していないと考えられる。一方で，VLCFAの減少
により ARC3の発現は顕著に減少していたことから，VLCFA が ARC3の発現制
御を介して，FtsZタンパク質の局在および重合に関与している可能性が考えら
れる。しかし，arc3単独変異体では葉緑体上に複数の Zリングが形成されるだ
けであり（Glynn et al. 2007），VLCFA低下時に観察されたようなドット状の FtsZ

タンパク質の局在は報告されていない。したがって，VLCFAは ARC3以外の遺
伝子の発現制御にも関与していると考えられる。動物や酵母，バクテリアにお
いては，VLCFAや VLCFAを含む脂質の遺伝子発現制御における役割が示唆さ
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れており（Black et al. 2000），最近では，シロイヌナズナにおいてもアラキドン
酸（C20:4）がストレス関係の遺伝子の発現を正に制御していることが示されて
いる (Savchenko et al. 2010)。VLCFA減少による ARC3の発現減少が，葉緑体分
裂の阻害による二次的な影響である可能性であることを否定するデータはない
が，VLCFAが何らかの色素体分裂に関わる遺伝子の発現を制御あるいは仲介し
ている可能性が考えられる。 

 二つ目に，色素体の包膜上に存在する VLCFA が，色素体分裂に必要なタン
パク質の正常な局在に必要であるという可能性が考えられる。トウモロコシに
おいては，VLCFAが葉緑体の包膜中に含まれることがわかっており，おそらく
リン脂質の形でも含まれている（Poincelot 1976）。したがって，VLCFAが色素
体の包膜において，何らかの重要な機能を担っている可能性が考えられる。こ
れまでに，VLCFAや VLCFAを含む脂質が膜タンパク質の局在に与える可能性
は，脂質ラフトにおいて示唆されている。脂質ラフトは，VLCFA やリン脂質，
スフィンゴ脂質，コレステロール，ならびに種々のタンパク質から構成される，
シグナル伝達において重要な役割をもつ微細な膜領域として知られている
(Gaigg et al. 2006; Mongrand et al. 2010)。脂質ラフトは，界面活性剤に不溶な膜
画分（DRM; detergent-resistant membranes）として抽出できると考えられており，
これまでに，シロイヌナズナの色素体外膜に局在することが知られているタン
パク質，TOC75が DRMに含まれることが報告されている（Borner et al. 2005）。
したがって，色素体の分裂面において VLCFA を含むラフト様の膜領域が作ら
れ，おそらくは VLCFA を含むリン脂質が足場となることで，色素体分裂に関
わるタンパク質の局在を支えている可能性が考えられる。VLCFAを含む脂質は，
高度に屈曲した膜ドメインを安定化させるのに重要な役割を演じている可能性
が示されていることからも（Schneiter et al. 2004），VLCFAや VLCFAを含む脂
質が色素体の分裂面に存在することで，Z リングを構成するタンパク質の局在
が支えられるとともに，分裂時における高度な膜の湾曲を支えている可能性が
考えられる。 

 三つ目に，VLCFAを介した膜輸送が，色素体の分裂に必要なタンパク質の輸
送に欠かせない可能性が考えられる。シロイヌナズナにおいて，VLCFAならび
に VLCFA を含むスフィンゴ脂質の量が減少した，cer10, pas1, ならびに pas3

変異体において，内膜輸送系が損傷していることが報告されている（Zheng et al. 

2005; Roudier et al. 2010）。加えて，VLCFAを含むリン脂質が，小胞体由来の小
胞の安定性に関わる可能性が示されている（Sturbois-Balcerzak et al. 1999）。さ
らに近年，細胞質分裂の進行に際し，細胞板の形成に必要な内膜輸送系の動態
維持に，VLCFAが重要な役割を担っていることが示された（Bach et al. 2011）。
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これらの知見から，VLCFA自身あるいは VLCFAを含む脂質が，ARC3やMinD，
MinE などの色素体の分裂に必要なタンパク質の輸送を支えている可能性が考
えられる。 

 これら３つの可能性のいずれが正しいのか，また，VLCFA あるいは VLCFA

を含む脂質がそこにどのように関わりつつ，FtsZタンパク質の正常な局在に寄
与しているのかは，今後の研究課題である。 

  



3) Outer-ring formation 

PDV1, 

PDV2, 
ARC5 

4) Constriction 5) Division!

ARC3, MinE, MinD etc 

FtsZ1, FtsZ2 

1) Min-system 
    (restricts FtsZ localization) 

Z-ring!

2) Z-ring formation 

ARC6, 

PARC6 

Figure 1-1. 葉緑体分裂プロセスの模式図 

１）Minシステムの構成因子（ARC3, MinE, MinD）が，FtsZ1 FtsZ2タンパク質を葉緑体内膜
の中央に局在させる。 

２）葉緑体中央でFtsZ1とFtsZ2タンパク質が自己重合し，Zリングを形成する。Zリングは
ARC6およびPARC6タンパク質によって安定化される。 

３）外膜にPDV1およびPDV2タンパク質が動員され，PARC6およびARC6とそれぞれ結合す
る。その後，ARC5が動員され，ARC6およびPARC6と相互作用して外膜にもリングを形成す
る。 

４）形成されたリングが収縮していく。 

５）２個の葉緑体に分裂する。 
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Figure 1-2. pas2-1変異体はデンプンを過剰に蓄積する 

(A) 発芽後５日目の野生型（左）およびpas2-1変異体（右）の芽生え。ルゴール染色を行っ
た。 

(B) デンプン含量の定量結果。値は平均±S.D.（n=3）。発芽後５日目の植物体全体をサンプ
ルとして用いた。FW, 新鮮重量。 

(C) 発芽後５日目の野生型（左）およびpas2-1変異体（右）における，胚軸の組織切片。ル
ゴール液でデンプンを染色した。 

Bars, 1 mm (A), 50 !m (C). 
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Figure 1-3. 胚軸におけるアミロプラストの解析 

(A) 野生型（Wild-type）およびpas2-1変異体における，胚軸皮層細胞におけるアミロプラス
ト。発芽後５日目の胚軸切片をルゴール染色した。 +Suc：スクロースを含む培地で育てた植
物体　-Suc：スクロースを含まない培地で育てた植物体　Bar, 10 !m 

(B,C) アミロプラストの面積 (B) と皮層細胞中のアミロプラスト数 (C)を示す。値は平均±S.D.

（n " 191 (B)，n " 50 (C))で，切片の写真をもとに定量した。有意差は，野生型および
pas2-1変異体間において，Student’s t-testにより算出した。***は P < 0.001であることを示す。 
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Figure 1-4. カフェンストロールは極長鎖脂肪酸合成を阻害する 

カフェンストロールを含まない培地(w/o)ならびに，30 nMもしくは 3 !Mのカフェンスト
ロールを含む培地（30 nM, 3 !M）で生育した発芽後５日目の植物体全体から全脂質を抽出
し，解析した。値は検出した脂肪酸中の割合（％）で，平均±S.D. (n=3)で示す。有意差は
薬剤処理したものとw/o間での比較で，Student’s t-testによって算出した。***は P < 0.001 ， 

**は P < 0.01をそれぞれ示す。 
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Wild-type Pro35S:CKX2 

- Cafenstrole 

+ Cafenstrole 

Figure 1-5. 極長鎖脂肪酸の減少によるデンプンの蓄積は，サイトカイニンシグナル
とは独立して引き起こされる 

30 nMのカフェンストロールを含む培地（下段）もしくは含まない培地（上段）において
育った５日目の野生型植物体（左）ならびにPro35S:CKX2植物体（右）の茎頂の縦断切片を
示す。切片はそれぞれルゴール液で染色した。Bar, 50 !m 
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Wild-type cafenstrole pas2-1 

5-day-old 

2-week-old 

Wild-type cafenstrole pas2-1 

Figure 1-6. 極長鎖脂肪酸の減少が葉緑体に与える影響 

野生型，pas2-1変異体，ならびに3 !Mのカフェンストロールを含む培地で育った野生型植物体
の葉緑体。発芽後５日目 (上)ならびに２週間 (下)の植物体の，本葉第一葉の葉肉細胞から単離し
た葉緑体をそれぞれ示す。 Bars, 10 !m 
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Figure 1-7. 極長鎖脂肪酸の減少は葉緑体数の低下を引き起こす 

葉緑体１個あたりの面積（A, B），ならびに葉肉細胞１個あたりに含まれる葉緑体数（C, 

D）を示す。発芽後5日目（A, C）ならびに２週間（B, D）の野生型（WT）, pas2-1変異体，
ならびに3 !M カフェンストロール処理を行った野生型（caf.）において，本葉第１葉におけ
る葉肉細胞を単離し，撮影した顕微鏡画像を解析した。値は平均±S.D.(n " 178 [A, B], n = 50 

[C, D])で示す。 

pas2-1変異体もしくはcafenstroleを処理した植物体の，WTに対する有意差を Student#s t-test

により算出した。 ***は P < 0.001を示す。 
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- 

Figure 1-8. PDV2過剰発現体およびpdv2-1変異体におけるカフェンストロールの効果 

3 !Mのカフェンストロールを含む培地（+）もしくは含まない培地（-）で育った野生型（Wild-

type），PDV2過剰発現体（Pro35S:PDV2），ならびにpdv2-1変異体において，発芽後５日目
の本葉第１葉から単離した葉肉細胞を示す。Bar, 10 !m 
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Figure 1-9. PDV2を介した葉緑体分裂制御にカフェンストロールが与える影響 

(A) 葉緑体数。3 !M カフェンストロールを含む培地（+），もしくは 含まない培地（-）で育て
た発芽後５日目の植物体の，本葉第１葉の葉肉細胞中の葉緑体数を観察し，得られた顕微鏡画
像をもとに定量化した。 値は平均±S.D. (n = 50)。　有意差は(-)と(+)間において，Student"s t-

testによって算出した。 ***は P < 0.001を示し，その他の値はP > 0.05であった。 

(B) PDV2の発現量の比較を示す。3 !Mのカフェンストロールを含む培地（+），もしくは含ま
ない培地(-)において育てた発芽後５日目の野生型植物体全体から抽出したRNAを用いた。値は
TUBULIN4の発現量で標準化し，w/oの値を1としたときの相対値を示す。値は平均 ±S.D. (n=3)

で示す。 
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Figure 1-10. 極長鎖脂肪酸含量の低下はZリング形成の異常を引き起こす 

(A) 葉緑体におけるFtsZ2-GFPの局在を示す。ProFtsZ2:FtsZ2-GFP 植物体を3 !Mのカフェン
ストロールを含む培地（+ Cafenstrole）もしくは含まない培地（- Cafenstrole）で育て，本葉
第１葉の葉肉細胞を観察した。疑似色の赤で葉緑体の自家蛍光を示す。また，いくつかのZリ
ングを矢尻で示している。パネル下段の i – iiiは，それぞれ上段の四角で囲んだ領域の拡大図
を示す。Bars, 5 !m 

(B) 3 !Mのカフェンストロールを含む培地（+）もしくは含まない培地（-）で育った
ProFtsZ2:FtsZ2-GFP 植物体において，Zリングを１つ，２つ，もしくはそれ以上もつ葉緑体
の割合（％）を示す。値は平均±S.D.（n=3)で，それぞれのnにつき90個以上の葉緑体を観察
した結果を示す。 
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Figure 1-11. 色素体分裂の初期を制御する遺伝子の発現にカフェンストロール処
理が与える影響 

定量RT-PCRを用いた色素体分裂の初期を制御する遺伝子の発現量の比較。3 !Mのカ
フェンストロールを含む培地（灰色），もしくは含まない培地(白)において育てた発芽後
５日目の野生型植物体全体から抽出したRNAを用いた。値はTUBULIN4の発現量で標準
化し，w/oの値を1としたときの相対値を示している。値は平均 ±S.D. (n=3)で示した。 
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第二章 
 

 

 

 

細胞増殖における極長鎖脂肪酸の役割 
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2.1. 序論 

 

 本研究では，器官形成ならびに器官成長を支える細胞増殖の制御機構を解明
するために，細胞増殖が組織レベルで異常に活発になるシロイヌナズナの変異
体，pasticcino2（pas2）変異体に着目してきた。pas変異体群（pas1, pas2, pas3

変異体）は，外来のサイトカイニン（ベンジルアデニン）に対して高感受性を
示し，細胞増殖の活性化ならびにカルス様構造物を生じる変異体として単離さ
れてきた（Faure et al. 1998）。pas変異体群は互いによく似た表現型を示し，地
上部器官の融合や葉の形成不全など種々の形態形成の異常を示すが，特に地上
部における細胞増殖の亢進をはじめ，髄状部（RZ；Fig. 0-1）の拡大，細胞層の
増加に伴う胚軸の肥大，サイトカイニン応答遺伝子の発現上昇と主要なオーキ
シン応答遺伝子の発現低下，KNOX 遺伝子群の発現上昇が主な表現型として報
告されている（Faure et al. 1998; Vittorioso et al. 1998; Bellec et al. 2002; Haberer et 

al. 2002; Harrar et al. 2003）。以上の知見から，PAS遺伝子群は細胞増殖を抑制的
に制御する可能性が示唆されてきた。 

 続いて，PAS2 が，細胞周期進行において中心的な役割を担う A 型サイクリ
ン依存性キナーゼ（CDKA;1）の負の制御因子である可能性が示唆された（Da 

Costa et al. 2006）。CDKA;1は，スレオニンおよびチロシン残基（T14および Y15）
がリン酸化されることによって，キナーゼ活性が可逆的に抑制される。PAS2

は，T14および Y15がリン酸化された CDKA;1に結合し，これらの残基が脱リ
ン酸化されないように保護することで，細胞周期の進行を抑制していると考え
られた（Da Costa et al. 2006）。しかし，T14および Y15に変異をいれた CDKA;1

植物体（すなわち，PAS2 が結合できない状態）は，pas2 変異体と掛け合わせ
たときに加算的な表現型を示したことから，PAS2 は CDKA;1 活性の制御とは
独立した経路で細胞増殖を制御している可能性が示唆された（Dissmeyer et al. 

2009）。 

 近年，シロイヌナズナの PAS2タンパク質は小胞体に局在し，HCD（Fig. 0-2）
として機能することが明らかとなった（Bach et al. 2008）。PAS2の完全な欠損は
致死を示すが，PAS2の機能を部分的に欠損した pas2-1変異体では VLCFA含量
が減少していたとともに，VLCFA 伸長合成反応における HCD の基質分子
（3-hydoroxyacyl-CoA; Fig. 0-2）が蓄積していることが示された（Bach et al. 

2008）。 

 興味深いことに，PAS2 共通の経緯で同定された PAS1 および PAS3 遺伝子も
また，VLCFAの伸長合成に欠かせない酵素をコードしていることが明らかにな
っている。PAS3は VLCFA合成において欠かせないマロニル CoAの合成を行う，
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アセチル CoAカルボキシラーゼ（acetyl-CoA carboxylase, ACCase；Fig. 0-2）を
コードし（Baud et al. 2004），PAS1は VLCFA 合成酵素の足場タンパク質をコー
ドすることが示されている（Roudier et al. 2010）。地上部における葉の形態異常
や器官の合着など，pas変異体でみられる表現型の一部については，VLCFAが
クチクラの合成に使われることから説明できる。しかし，細胞増殖の制御に
VLCFA がどのように関わるかについては，全く明らかにされていなかった。 

 

 細胞増殖や器官成長活性を制御する重要な植物ホルモンとして，サイトカイ
ニンが挙げられる。SAMにおける幹細胞維持機構において，サイトカイニンシ
グナルはWUSならびに CLVの発現を誘導することが示されている（Gordon et al. 

2009）。また，サイトカイニンは KNOX の発現を誘導することも示されており
（Rupp et al. 1999），外来サイトカイニンの投与は，主要な KNOX遺伝子の一つ，
STMを欠損した変異体の表現型を抑圧できることに加え（Long et al. 1996），STM

の異所的な発現はサイトカイニン合成を誘導することが示されている（Yanai et 

al. 2005）。さらに，内生サイトカイニン量の減少は，シロイヌナズナにおいて
SAMおよび器官の縮小を引き起こし（Werner et al. 2003），反対に，内生サイト
カイニン量の増加は SAM や器官の拡大を引き起こすことが示されている
（Bartrina et al. 2011）。 

 植物体で生合成される主要なサイトカイニンは，イソペンテニルアデニン
（N6-isopentenyladenine, iP）ならびにトランスゼアチン（trans-Zeatin, tZ）であ
る。iPならびに tZの生合成は，イソペンテニルトランスフェラーゼ（adenosine 

phosphate-isopentenyltransferase, IPT）による触媒により，アデニンヌクレオチ
ド（ATP, ADP, AMP）およびジメチルアリル二リン酸（dimetylally diphosphate, 

DMAPP）から，イソペンテニルアデニンヌクレオチド（iPRTP，iPRDP, iPRMP；
総称して iPRPsとする）を合成することから始まる（Kakimoto 2001；Fig. 2-1）。
IPT はサイトカイニン合成における主要な酵素であると考えられ，主要な IPT

遺伝子を欠損した ipt3;5;7三重変異体では，iPおよび tZの含量が著しく低下す
るとともに，器官成長が阻害されることが報告されている（Miyawaki et al. 

2006）。iPRPs は，iP の合成に使われる他，CYP735A の触媒によって側鎖が水
酸化され，トランスゼアチンヌクレオチド（tZRTP, tZRDP, tZRMP; 総称して
tZRPsとする）となる（Takei et al 2004）。これら iPRPsおよび tZRPsは，リン
酸基とリボースが外されることによって，活性型の iP および tZ となる。サイ
トカイニンシグナル伝達系には様々な環境要因が影響を与え，植物の発生なら
びに成長を制御していることが知られている（Werner & Schmülling 2009）。し
かし，サイトカイニン生合成そのものを制御するような因子についての知見は
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乏しく，硝酸イオンやオーキシン（Miyawaki et al. 2004; Takei et al. 2004），KNOX

遺伝子（Yanai et al. 2005；Sakamoto et al. 2006）によって誘導される例に限られ
ている。 

  

 本章では，まず，表皮で合成された VLCFA が植物の発生に必須であること
を示す。加えて，表皮で合成された VLCFA が，維管束におけるサイトカイニ
ン合成の抑圧を介して植物体全体の細胞増殖を抑制し，器官成長を調節してい
ることを示す。本研究の結果から，表皮から細胞非自律的なシグナルが維管束
へと送られ，植物体全体の細胞増殖活性ならびに器官成長を調節する仕組みが
存在することが強く示唆された。 
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2.2. 材料と方法 
 

 

2.2.1 植物と生育条件 

 

 本研究では，シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）を植物材料として用い
た。本章での野生型は Columbia (Col-0)としたが，一部変異体は Ler (Landsberg 

erecta)をバックグラウンドとしており，その場合は特筆する。尚，本研究で形
質転換に用いた野生型はすべて Col-0である。 

 

 本研究で用いた変異体および形質転換体は次の通りである。 

  

  pas1-3 (Smyczynski et al. 2006) 

 pas2-1 (Faure et al. 1998) 

  pas3-1 (Baud et al. 2004) 

 mod1 (Mou et al. 2000) 

  cer4-1 (Rowland et al. 2006; NASC stock: N34; Ler background) 

  mah1-3 (Greer et al. 2003) 

  wax2 (SALK_020265) 

  fdh-13 (Tanaka et al. 2004; Ler background) 

 ipt3;5;7 (Miyawaki et al. 2006) 

 

 ProPDF1:GUS (Abe et al. 2001) 

 ProIPT3:GUS (Miyawaki et al. 2004) 

 ProARR6:GUS (To et al. 2004; NASC stock: N25262) 

 ProATHB8:GUS (Ruberti et al. 1991; NASC stock: N296)  

  ProCDKB2:NT–GUS (Adachi et al. 2006) 

 ProCYCB1;2:NT–GUS (Culligan et al. 2006) 

 

 尚，生育条件は 1.2.2に同じである。 
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2.2.2 pas2-1変異の検出 

 

 植物体より抽出したゲノム DNAを鋳型として，プライマーセット 

Forward: 5′-TCCACTGGTATCAGGGGAG-3′ 
Reverse: 5′-CTACTGAGAAGGAACCAATGATT-3′ 

 により増幅した PCR産物を制限酵素 MvaI（Fermentas）で処理し，DNA鎖長
に基づいて判別した。 

 

 

2.2.3 DNAコンストラクトの作成 

 

 ProPAS2:GUS  

 PAS2のプロモーター領域(開始コドン上流 2 kb)を PCRで増幅し，pBI101.2 バ
イナリーベクター (Clontech Laboratories)の SalI-BamHI サイトに導入すること
で，ProPAS2:GUSコンストラクトを得た。 

 

 ProPAS2:PAS2–GUS  

 上記の PAS2 プロモーター領域および PAS2 のゲノム領域を PCR で増幅し， 

Gateway エントリーベクターpDONR221 (Invitrogen) に BP反応により導入した。
その後，pGWB3バイナリーベクター (Nakagawa et al. 2007)に LR反応により導
入することで，GUS ProPAS2:PAS2–GUSコンストラクトを得た。 

 

 ProATML1:PAS2–GUS, ProATML1:PAS2RNAi  

 ATML1 のプロモーター領域 3.4 kb，ならびに PAS2 のゲノム領域をそれぞれ
PCRで増幅し，pBluescript II KS(-) ベクター (Stratagene)の EcoRIサイトおよび
SmaI サイトにそれぞれ導入した。その後，得られたプラスミドを BamHI およ
び HindIIIで消化して得たフラグメントを pBI101バイナリーベクター（Clontech）
の HindIII から BamHI サイトの間にライゲーションし，ProATML1:PAS2–GUS

コンストラクトを得た。 

 PAS2RNAi コンストラクトは PAS2 の ORF のうち 6 bp から 641 bp の領域を
PCRで増幅し，pHANNIBALベクター（Wesley et al. 2001）の EcoRIから KpnI

サイトの間（sense）および BamHI から HindIII の間（antisense）に導入するこ
とで，まず Pro35S:PAS2RNAiコンストラクトを得た。その後，Pro35Sを 3.4 kb

の ATML1 プロモーター領域に置き換えることで得た ProATML1:PAS2RNAiフラ
グメントを pART27バイナリーベクター（Gleave et al. 1992）の NotIサイトに
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導入した。 

 

 ProATML1:CKX1–Venus, ProATHB8:CKX1–Venus, ProATHB8:PAS2–GUS, 

 ProATHB8:PAS2RNAi  

 ATML1 のプロモーター領域 3.4 kb および ATHB8 のプロモーター領域 1.7 kb

はそれぞれ PCR で増幅し，Gateway エントリーベクター pDONRP4-P1R 

(Invitrogen)に BP反応により導入した。 

 CKX1-Venus の作成については，まず Venus の ORF を PCR で増幅した後，
pAN19（pUC19 ベクター[Invitrogen]を改変したもの，本学の加藤壮英博士より
分与）の SalI サイトに導入し，Venus/pAN19 を得た。次に CKX1 をコードする
ゲノム領域を PCRにより増幅し，Venus/pAN19の SalIサイトに導入することで，
CKX1-Venus/pAN19 を作成した。その後，CKX1–Venus を PCR で増幅して
pDONR221に BP反応により導入した。 

 PAS2–GUSならびに PAS2RNAiは，先に述べた ProATML1:PAS2–GUSならびに 

ProATML1:PAS2RNAiコンストラクトを鋳型として増幅したのち，Gateway エン
トリーベクター pDONR221に BP反応により導入した。 

 フラグメントを導入した pDONRP4-P1Rならびに pDONR221を適宜組み合わ
せ，LR反応によりバイナリーベクターpGWB501 (Nakagawa et al. 2008)に導入す
ることで，6種類のコンストラクトを得た。 

 

 

 以上の作成した遺伝子コンストラクトを含むバイナリーベクターは，アグロ
バ ク テ リ ウ ム （ Gv2260; た だ し ， ProATHB8:PAS2–GUS お よ び
ProATHB8:PAS2RNAi は Gv3101）に導入した後，花序浸し法を用いてシロイヌ
ナズナ（Col-0 ecotype，もしくは pas2-1変異体ヘテロ株）に導入した。 

 尚，本研究のコンストラクションに用いたプライマーは以下の通りである。
また，すべてのコンストラクトの作成に際し，PCRエラーによる塩基置換等が
ないことを適切なプライマーを用いた DNA シークエンシングによって確認し
た。 
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     Forward primer (5!–3!) DNA fragment 

(Construct)      Reverse primer (5!–3!) 

AGTCGACCGGAATATCCACTGTTAGCTTTAGACG  PAS2 promoter 

(ProPAS2:GUS) AGGATCCATGGAAAGTGAATACGCGAGAACGAC 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCCGG

AATATCCACTGTTAGCTTTAGACGTTCC ProPAS2:PAS2 

(ProPAS2:PAS2–GUS) GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTCC

CTCTTGGATTTGGAGAGAGCTCTC 

AGAATTCATTGATTCTGAACTGTACCC 
ATML1 promoter 

(ProATML1:PAS2 and 

ProATML1:PAS2RNAi) TGAATTCAACCGGTGGATTCAGGG 

ATGGCGGGCTTTCTCTCCGTT PAS2 CDS 

(ProATML1:PAS2–GUS) TTCCCTCTTGGATTTGGAGAGAGCTC 

AGAATTCGGGCTTTCTCTCCGTTGTCC PAS2 ORF No. 6-641 

sense (PAS2RNAi) AGGTACCGCTCTCTTTCGCTGACCAAGC 

AGGATCCGGGCTTTCTCTCCGTTGTCC PAS2 ORF No. 6-641 

antisense (PAS2RNAi) AAAGCTTGCTCTCTTTCGCTGACCAAGC 

AAAGTCGACATGGTGAGCAAGGGCG Venus ORF 

(CKX1–Venus) ACTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 

AGTCGACATGGGATTGACCTCATCCTTAC CKX1 CDS 

(CKX1–Venus) AGTCGACTACAGTTCTAGGTTTCGGCAGTAT 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCATG

GGATTGACCTCATCCTTAC 
CKX1–Venus 

(ProATML1:CKX1–Venus and 

ProATHB8:CKX1–Venus) 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAC

TTGTACAGCTCGTCCATG 

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGATTGATTC

TGAACTGTACCC 

ATML1 promoter 

(ProATML1:CKX1–Venus, 

ProATML1:PAS2–GUS and 

ProATML1:PAS2RNAi) 

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGAACCGGTG

GATTCAGGGAG 

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGCGGATAAA

CCAATTTTCAAATGATA 

ATHB8 promoter 

(ProATHB8:CKX1–Venus, 

ProATHB8:PAS2–GUS and 

ProATHB8:PAS2RNAi) 

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCTTTGATCC

TCTCCGATCTCTCTAT 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCATG

GCGGGCTTTCTCTCCGT 
PAS2–GUS 

(ProATML1:PAS2–GUS and 

ProATHB8:PAS2–GUS) 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAT

TGTTTGCCTCCCTGCTGC 
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GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCGG

GCTTTCTCTCCGTTGTCC 
PAS2RNAi 

(ProATML1:PAS2RNAi and 

ProATHB8:PAS2RNAi) 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGCTC

TCTTTCGCTGACCAAGC 

 

 

2.2.4 組織学的観察 

 

 GUS染色は，植物体を-30℃の 90% (v/v)のアセトンで 20分固定した後，リン
酸緩衝液（pH 7.0）で洗浄し，5 mM potassium ferrocyanide, 5 mM potassium 

ferricyanideおよび 0.5 mg/mL 5-bromo-4-chloro-3-indoryl-[beta]-D-glucuronideを
含むリン酸緩衝液（pH 7.0）中において，37℃で 2-24時間，反応させることで
行った。実体顕微鏡レベルでの観察は，染色後の植物体を酢酸エタノール（酢
酸 1:エタノール 9）で固定・脱クロロフィルさせた後，透明化液（8 g抱水クロ
ラール: 1 mL H2O: 2 mL グリセリン）で処理して観察した。 

 組織切片の作成方法は，1.2.4 に同じである。組織切片の通常の染色には，
0.05% (w/v) toluidine blue Oを用いた。また，GUS染色サンプルの対比染色には，
0.05% (w/v) ruthenium redを用いた。 

 

 

2.2.5定量 RT-PCR 

 

 基本手法は 1.2.7に同じである。 

 用いたプライマーセットは次の通りである。 

 

 PAS2 Forward: 5′- CGCCGTTCTCGAGATTCTT-3′ 
Reverse: 5′- CAAGTGAGAAATAGCCTTGAACC -3′ 

 IPT3 Forward: 5′- CGGGTTCGTGTCTGAGAGAG -3′ 
Reverse: 5′- CTGACTTCCTCAACCATTCCA -3′ 

 TUB4 Forward: 5′- AGAGGTTGACGAGCAGATGA -3′ 
Reverse: 5′- CCTCTTCTTCCTCCTCGTAC -3′ 
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2.2.6 In situ RNA hybridization 

 

 シロイヌナズナの茎頂を FAA（50% [v/v] ethanol, 5% [v/v] acetic acid, and 3.7% 

[v/v] formaldehyde）溶液中で固定し，エタノールシリーズで脱水を行った。エ
タノールをレモゾールに置換した後，さらにパラフィンへと置換した。パラフ
ィンを固化後，約 8 µm の切片を作成し，スライドガラスに焼き付けた後，脱
パラフィン処理を行った。その後，DIG-application manual (Roche)に従い，
digoxygenin でラベルした PAS2 アンチセンスプローブをハイブリダイズさせ，
シグナルを検出した。PAS2のプローブは，PAS2の ORF 666 bpのうち，6 bp か
ら 506 bpまでの領域を対象となるように設計した。 

 

 

2.2.7 葉身面積，細胞面積，ならびに細胞数の算出 

 

 サンプリングした本葉第１葉を 2.5% グルタルアルデヒドを用いて４℃で固
定し，透明化液（8 g抱水クロラール: 1 mL H2O: 2 mL グリセリン）で透明化し
た。細胞面積ならびに数の算出は De Veylder et al. 2011に従い，葉身の背軸側
において，先端と基部の中央部かつ葉の中心と縁との中間部分における表皮細
胞を顕微鏡により観察・画像化することで行った。その後，少なくとも１個体
あたり 40個以上の細胞面積を NIH ImageJ（http://rsb.info.nih.gov/nih-image/）を
用いて定量した。葉身の面積も同様に，撮影した顕微鏡画像をもとに解析した。
葉の細胞数は，葉身の面積を細胞ひとつあたりの面積で割ることで算出した。   

 

 

2.2.8 透過型電子顕微鏡観察 

 

 植物サンプルは 2.5%グルタルアルデヒド(/リン酸緩衝液 , pH 7.0)を用いて
4°Cで一晩固定した後，さらに 1% osmium tetroxide（/リン酸緩衝液, pH 7.0）を
用いて 4°Cで 1時間固定した。固定したサンプルは，エタノールシリーズで脱
水した後，Spurr resinを用いて 73°Cで重合，包埋した。ダイアモンドナイフを
用いて作成した超薄層切片をウラニル酢酸およびクエン酸鉛で染色した後，
JEOL 1200EXを用いて観察した。本実験操作は日本女子大学の設備において行
われた。 
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2.2.9 ホルモン定量解析 

 

新鮮重量およそ 100 mgの植物体全体を用い，Kojima et al. (2009)の記述に従っ
て抽出し，ホルモンの定量解析をおこなった。データは MassLynx softwareおよ
び QuanLynx (version 4.0, Waters)を用いて処理した。本解析は，理化学研究所（横
浜）の設備において行われた。 

 

 

2.2.10 GeneChip解析 

 

 トータル RNAは，発芽後３日の植物体全体から TRIzol (Invitrogen)により抽出
した後，RNeasy microkit (QIAGEN)で精製した。GeneChip 解析は，GeneChip 

Expression Analysis Technical Manual (Affymetrix)に従い，Arabidopsis ATH1 

Genome Array (Affymetrix) を用いて独立して２回行った。プローブ合成は
GeneChip 3’ IVT Express kit (Affymetrix) を用いて通常のプロトコルにより行っ
た。ハイブリダイゼーションおよび洗浄は GeneChip Expression Analysis 

Technical Manualに従った。シグナルの検出および標準化は，GeneChip Operating 

Software (Affymetrix; version 1.4)を用いて標準の設定値において行った。本解析
は，東京大学の設備において行われた。 

 

 

2.2.11 共焦点顕微鏡観察 

 

 植物体を固化直前の 7%アガロース(/MS培地)を用いて包埋した後，カミソリ
を用いて目視で組織切片を作成した。その後，共焦点顕微鏡（LSM710; Carl Zeiss）
を用いて Venus蛍光および植物体の自家蛍光を観察した。 
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2.3. 結果 

 

2.3.1. 極長鎖脂肪酸合成の欠損は細胞増殖の活性化を引き起こす 

 

 pas2-1 変異体は種々の形態的異常を示すことが報告されており，例えば，地
上器官の融合や（Faure et al. 1998; Bellec et al. 2002; Harrar et al. 2003；Fig. 2-2A），
細胞層が増加することで胚軸が肥大すること（Faure et al. 1998；Fig. 2-2B, C）
などが挙げられる。加えて，異常な細胞増殖の結果として，カルス様の構造物
が生じることも報告されている(Faure et al. 1998; Bellec et al. 2002; Haberer et al. 

2002; Harrar et al. 2003；Fig. 2-2D)。SAMにおける組織切片を作成したところ，
pas2変異体では，髄状部（RZ, rib zone）において細胞が蓄積していることが確
かめられた（Faure et al. 1998; Fig. 2-2E）。RZは SAMの基部側に位置する領域
であり（Fig. 0-1），pas2変異体で観察される胚軸の肥大は，RZにおける細胞数
の増加に起因するものであると考えられる。 

 VLCFA 合成において欠かせないマロニル CoA の合成を行う，アセチル CoA

カルボキシラーゼ（acetyl-CoA carboxylase, ACCase；Fig. 0-2）をコードする PAS3

を欠損した変異体，ならびに，VLCFA 合成酵素の足場タンパク質をコードす
る PAS1 を欠損した変異体はいずれも VLCFA 含量の低下を引き起こし，pas2

変異体と類似の表現型を示すことが報告されている（Faure et al. 1998; Baud et al. 

2004; Roudier et al. 2010）。したがって，VLCFA含量の低下は細胞増殖の活性化
を引き起こすと考えられる。 

 

 

2.3.2. PAS2の表皮特異的な発現が正常な生育に必須である 

 

 PAS2 の組織レベルでの発現様式を知るために，PAS2 のプロモーター領域お
よそ 2 kbの下流で GUSを発現させるコンストラクト（ProPAS2:GUS）を導入し
た形質転換植物体を作出して発現様式を観察した。その結果，GUSシグナルは
成熟胚，子葉，本葉，花茎，花芽など，発生を通して様々な部位から検出され
た (Fig. 2-3)。組織切片を作製して発現を詳細に検討したところ，GUS シグナ
ルは主に表皮細胞層および L1層から強く検出された（Fig. 2-4A–2-4C）。特に，
古い葉に比べて，SAMならびに若い葉におけるシグナルが強く検出された（Fig. 

2-4B）。野生型植物体において，PAS2 のアンチセンスプローブを用いた in situ 

RNAハイブリダイゼーションを行ったところ，やはり SAMの L1層において，
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強いシグナルが検出された (Fig. 2-4D)。次いで，タンパク質レベルでの発現様
式を調べるために，上記と同じ PAS2プロモーターの下流で，C末端に GUSを
融合させた PAS2タンパク質を発現させるコンストラクト（ProPAS2:PAS2–GUS）
を導入した形質転換植物体を作出した。尚，この PAS2–GUS融合タンパク質は
機能的である（後述）。その結果，GUSの発現はやはり L1層から強く検出され
るとともに，弱くではあるが，維管束においても発現が検出された（Fig. 2-4E）。 

 そこで，PAS2の表皮における発現が植物の正常な発生に必要であるかを検討
した。表皮特異的な遺伝子の発現を誘導するために ATML1 のプロモーター
（Sessions et al. 1999）を用い，PAS2発現をサイレンシングさせるコンストラク
ト（ProATML1:PAS2RNAi）を野生型植物体に導入しての検討を行った。その結
果，pas2様の表現型が観察される 8系統を得た。観察される表現型の重篤さに
は広いばらつきがあったものの，pas2-1 変異体に特徴的な表現型である，肥大
した胚軸や器官の合着，重篤な生育阻害が引き起こされることがわかった(Fig. 

2-5A)。リアルタイム PCR の結果から，pas2 様の重篤な表現型を示した個体で
の PAS2発現は 7割程度抑圧されていることが確かめられた（Fig. 2-5B）。加え
て，ProATML1:PAS2RNAiの中には一見すると表現型のないものもみられた。し
かし，茎頂付近の組織切片を作製しての観察を加えたところ，いくつかの植物
体において,特に RZにおける細胞増殖の活性化が観察された（Fig. 2-5C）。これ
らの結果から，表皮における PAS2 の発現が，正常な生育に必要であることが
わかった。 

 次に，ATML1プロモーターの下流で前述の PAS2–GUS融合タンパク質を発現
させるコンストラクト（ProATML1:PAS2–GUS）を pas2-1 変異体に導入して表
現型を観察した。その結果，6 ライン中 5 ラインにおいて，pas2-1 変異体の表
現型が完全に相補された（Fig. 2-6A）。このときの GUSシグナルは，維管束か
らも弱く検出されたものの，表皮において強く検出された（Fig. 2-6B）。したが
って，表皮における PAS2 の発現が正常な生育に必要である可能性が示唆され
た。しかし，ProPAS2:PAS2–GUSは維管束において微弱ながらも発現していた。
そこで，維管束特異的な発現を誘導する ATHB8 のプロモーター（Baima et al. 

1995）を用いて維管束における PAS2 の機能を検討した。まず，ATHB8 のプロ
モーターの下流で PAS2 のサイレンシングを誘導するコンストラクト
（ProATHB8:PAS2RNAi）を野生型植物体に導入して，得られた T1 世代植物の
表現型を調べた。その結果，ProATHB8:PAS2–RNAiコンストラクトを持つ T1個
体 83個体のすべてが野生型の表現型を示し，pas2-1変異体様の表現型をもつ個
体は現れなかった。したがって，維管束における微弱な PAS2 発現を喪失して
も，植物の生育には影響しないことがわかった。次に，ATHB8のプロモーター
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を 用 い て PAS2–GUS 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る コ ン ス ト ラ ク ト
（ProATHB8:PAS2–GUS）を pas2-1 変異体のヘテロ植物体に導入して，T1 世代
の植物の表現型観察を行った。pas2-1 変異は劣性であり，pas2-1 ヘテロ変異体
の種子からは約 25 パーセントの割合で pas2-1 ホモ変異体が得られる。維管束
特異的に PAS2–GUS を発現する T1 植物 83 個体を得たが，そのうち約 1/4 に相
当する 19 ラインが pas2-1 変異体の表現型を示した。したがって，維管束にお
ける PAS2の発現は，PAS2の機能発揮には関連しないことがわかった。以上の
結果から，表皮特異的な PAS2 の発現が，植物の正常な生育の必要十分条件で
あることが明らかとなった。 

 

 

2.3.3. 極長鎖脂肪酸の軽度の合成阻害は細胞増殖の活性化とシュートの成長を
促進させる 

  

 pas2-1変異体では，クチクラワックスの含量が強く減少している(Bach et al. 

2008)。クチクラ合成にのみ異常をもつ変異体においても，地上部器官の融合を
はじめとした重篤な表現型が引き起こされることがわかっている（Bird et al. 

2007, etc）。したがって，VLCFA の減少によって引き起こされる細胞増殖の活
性化と，VLCFA の減少に伴うクチクラワックスの損傷による表現型とを切り
離して考える必要がある。そこで，野生型植物体において，VLCFA生合成の阻
害剤であるカフェンストロール（前章記載）を用いた表現型観察を行った。そ
の結果，3 µM のカフェンストロールを含む培地で育った植物体では，pas2-1

変異体と同様に，著しい生育阻害とともに，肥大した胚軸ならびに，葉の合着
が観察された（Figs. 2-7A,B）。一方，30 nMのカフェンストロールを含む培地
で植物体を育てた場合には，生育阻害はまったく引き起こされず，むしろ胚軸
の肥大に加えて，葉面積の拡大が観察された(Figs. 2-7A)。そこで，本葉第１葉
において，葉身の面積，表皮細胞の面積，ならびに表皮細胞の数を経時的に測
定した(Figs. 2-8)。カフェンストロール処理を行った植物体の葉身の面積は，薬
剤無処理の植物体のものに比べて，発芽後 4日以降において有意に拡大してい
った。カフェンストロール処理・無処理に関わらず，いずれの場合も，発芽後
１０日以降は葉面積の拡大がほとんどみられなくなり，発芽後 12日の植物体の
本葉第１葉は，30 nM のカフェンストロール処理によって 1.7 倍に拡大してい
た（薬剤無処理：14.4 ± 2.5 mm2， 30 nM処理： 24.0 ± 5.0 mm2，平均値±s.d., n 

" 11）。このときの葉の表皮細胞の面積には有意差が認められなかった (薬剤無
処理：830 ± 55 μm2 ，30 nM処理：852 ± 158 μm2)。これらの結果をもとに
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葉身の細胞数を算出したところ，30 nM カフェンストロール処理を行った植物
体では無処理と比べて 1.7倍に増加していることがわかった (無処理：17,265 ± 

2,467個，30 nM処理 9,297 ± 6,765個)。発芽後 4日から 7日の間における細胞
数の増加が顕著であったことから，この期間における細胞周期が１周する時間
（cell cycle duration）を計算したところ，無処理では 23.6時間であったのに対
して，30 nMのカフェンストロール処理では，19.0時間となった。したがって，
VLCFA含量の減少は，特に若い葉における細胞増殖を活性化させると考えられ
る。 

 

 続いて，カフェンストロール処理を行った植物体において，組織切片を作製
して茎頂付近の細胞構造を詳細に観察した。その結果，pas2-1 変異体で観察さ
れたように，RZにおいて多数の細胞が蓄積していることがわかった(Fig. 2-9)。
細胞増殖の活性を観察するために，細胞周期の G2/M 期のレポーター遺伝子，
ProCDKB2;1:NT–GUS を発現する植物体を用いた検討を加えた。このレポータ
ーは，CDKB2;1 のプロモーターの下流で，CDKB2;1 の第１エキソン（NT）に
GUSを融合させたコンストラクトであり，細胞周期の G2期から M期にある細
胞において GUSシグナルを呈するものである (Adachi et al. 2006)。その結果，
特に RZ ならびに維管束において，GUS シグナルを持つ細胞の数がカフェンス
トロールの濃度に応じて増加した（Fig. 2-9）。これらの結果から，VLCFAの減
少は特に RZ における細胞増殖を活性化させ，肥大した胚軸を生じさせると考
えられる。その一方で，pas2-1 変異体や 3 µM のカフェンストロール処理によ
る強い VLCFA 合成の阻害は，クチクラ形成の欠損（次節に記載する）などに
よって全体の生育が大きく阻害されると考えられる。 

 

 

2.3.4 極長鎖脂肪酸の低下はクチクラ形成とは独立した経路で細胞増殖を活性
化する 

 

 VLCFA はクチクラワックスの原料としても利用されることが知られている。
クチクラ形成の状態を観察するために，透過型電子顕微鏡を用いて表皮細胞を
観察した（Fig. 2-10）。クチクラ層は，透過型電子顕微鏡画像上で高電子密度を
もつ層として黒い線で観察される（Fig. 2-10, 矢印）。一方，pas2-1変異体にお
いては，クチクラを示す黒い線が全く検出されなくなった。同様に，3 µMのカ
フェンストロール処理を行った植物体においては，薄く断続的な黒い線が検出
されるのみであった。しかし，30 nMのカフェンストロールを処理した植物体
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においては，クチクラを示す黒い線は野生型と同じように観察されたことから
（Fig. 2-10），クチクラ形成は強く損傷していないと考えられる。したがって，
30 nMのカフェンストロール存在下で生育させた植物で観察される細胞増殖の
活性化は，クチクラが欠損したことによる影響ではないと考えられた。 

 pas2-1 変異体では重篤な表皮形成の異常が観察されていることから，表皮細
胞層が表皮としての性質を喪失している可能性が考えられた。そこで，pas2-1

変異体において， L1 層特異的に発現する表皮のレポーター遺伝子，
ProPDF1:GUS (Abe et al. 2001)の発現を観察した。その結果，pas2-1変異体にお
いても，PDF1 の発現は野生型と同様，表皮特異的な発現様式を明確に保って
いた。すなわち，L1層および表皮のアイデンティティは完全に保たれているこ
とが明らかとなった（Fig. 2-11）。したがって，VLCFA の欠損は，表皮の形成
および維持には影響しないと考えられる。 

 

 

2.3.5. 極長鎖脂肪酸合成はサイトカイニン合成を抑圧している 

 

 細胞増殖の活性化が観察されたことから，植物ホルモンの定量解析を行った。
その結果，活性型サイトカイニンである iP および tZ，ならびにそれらの前駆
体（iPR, iPRPs, tZR, tZRPs）の含量が，pas2-1変異体ならびに 30 nMもしくは 3 

µM のカフェンストロールを処理した野生型植物体において増加していること
が明らかとなった (Table 1)。この結果から，VLCFA の減少によってサイトカ
イニン合成が活発になる可能性が示唆された。実際，サイトカイニン応答のマ
ーカーである ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 6 (ARR6) (To et al. 2004)の
発現が維管束および RZ において強く誘導されていることがわかった（Figs. 

2-12A,B）。この領域は，VLCFAが低下した場合に細胞増殖が活性化された部位
に相当する (Fig. 2-9)。 

 次に，サイトカイニン内生量が顕著に減少している ipt3;5;7 三重変異体
（Miyawaki et al. 2006）を用いてカフェンストロール処理に対する応答を調べ
た。ipt3;5;7変異体において 30 nMのカフェンストロール処理を行ったところ，
野生型において誘導されるような葉面積の増大はみられなくなり，むしろ細胞
数と葉の面積がわずかに減少した（Fig. 2-13）。この結果から，カフェンストロ
ール処理による葉面積の拡大は，サイトカイニン合成を介していると考えられ
る。pas2-1 変異体がサイトカイニン処理に対して高感受性を示すという以前の
報告があるが（Faure et al. 1998; Harrar et al. 2003），サイトカイニン含量が増加
しているということで説明できるかもしれない。 
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 サイトカイニン含量が増加した一方で，インドール酢酸 (IAA)および生理活
性型ジベレリン（GA1，GA4） は大きな変動を示さず，IAAが 3 µMのカフェ
ンストロール 処理によって増加したのみであった (Table 1)。したがって，オ
ーキシンやジベレリンではなく，サイトカイニン合成の活性化が，VLCFA減少
による細胞増殖の活性化の原因であると考えられる。 

 サイトカイニン内生量が増加した理由を探るため，野生型ならびに pas2-1変
異体において，マイクロアレイを用いてサイトカイニン合成系の遺伝子の発現
を調べた。その結果，pas2-1変異体において，CYP735A2が 6.6倍に増加すると
ともに，主要なサイトカイニンの合成酵素である IPT3の発現量が野生型に比べ
て 3.9 倍に増加していた（Table 2）。IPT3 は，シロイヌナズナでは 9遺伝子存
在する IPT のうちの１つであり， IPT はサイトカイニン合成の初期段階
（isopentenyladenine riboside phosphates (iPRPs)の合成反応）を触媒し，サイトカ
イニン合成の律速段階であると考えられている（Miyawaki et al. 2006; Fig. 2-1）。
定量 PCRを用いて IPT3の発現量をさらに調べたところ，やはり pas2-1変異体
おいて 4 倍近くに増加していることが確かめられた（Fig. 2-14）加えて，
ProATML1:PAS2–GUS/pas2-1植物体における IPT3の発現量は，野生型と同程度
に戻っていた（Fig. 2-14）。そこで，ProIPT3:GUS植物体（Miyawaki et al. 2004）
を用いて，IPT3 の発現を組織レベルで調べることにした。以前の報告通り，
ProIPT3:GUS は通常，維管束において発現していた（Miyawaki et al. 2004；Fig. 

2-15）。一方，カフェンストロール処理を行った植物体ならびに pas2-1 変異体
上において，GUSシグナル強度の増加ならびに発現領域の拡大が維管束に沿っ
て観察された（Fig. 2-15）。カフェンストロール処理を行った植物体の葉では，
IPT3の発現は維管束だけでなく，葉肉細胞組織にまで広がっていたのに対して
（Fig. 2-15C），維管束マーカーである ProATHB8:GUS（Baima et al. 1995）の発
現は維管束にのみ制限されていた（Fig. 2-16）。このことから，IPT3の発現領域
の増加は，維管束の領域が広がったためではないと考えられた。したがって，
VLCFA の減少は，維管束における IPT3 の発現量の増加に加えて，維管束以外
の組織における異所的な IPT3の発現を誘導することで，サイトカイニン合成と
細胞増殖の活性化を引き起こすと考えられた。 

 

 

2.3.6. 極長鎖脂肪酸合成による細胞増殖の活性化はサイトカイニン含量の増加
によるものである 

 

  VLCFA合成の減少により引き起こされる，サイトカイニン合成の活性化な
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らびに細胞増殖の活性化の２つの現象について，どちらが原因で結果であるか
を詳細に調べた。通常の生育培地で育った発芽後３日目の ProIPT3:GUSおよび
ProCYCB1;2:NT–GUS（Culligan et al. 2006；CYCDKB2;1のプロモーターの下流
で，CYCB1;2 の第１エキソン（NT）に GUS を融合させたコンストラクトであ
り，細胞周期の G2 期から M 期にある細胞において GUS シグナルを呈する）
植物体を 30 nMもしくは 3 µMのカフェンストロールを含む培地に移して，経
時的に発現量の比較を行った。その結果，ProIPT3:GUSの発現は，3 µMのカフ
ェンストロールを含む培地に移してからは 6時間後に，30 nMのカフェンスト
ロールを含む培地に移してからは 12時間後に，それぞれカフェンストロール無
処理のものに比べて強くなった（Fig. 2-17）。一方，ProCYCB1;2:NT–GUS の発
現は，12 時間から 24 時間後から，カフェンストロールの投与量に依存せずに
SAMや若い葉において増加した。したがって，この生育段階において，細胞分
裂活性は高まっていると考えられる。その後，48時間後において，カフェンス
トロール未処理の場合は発現の強さに変化は観られなかったが，30 nMおよび
3 µM のカフェンストロール処理によって，発現が強く誘導された（Fig. 2-17; 

a-c）。次いで，野生型植物体を同様の実験条件でカフェンストロール処理し，
サイトカイニンの定量解析を行った。その結果，カフェンストロール処理後 6

時間の時点においては，iP, iPR, tZ, tZRの含量は増加しなかったのに対して，
それらの前駆体である iPRPsおよび tZRPsの含量が増加を示した（Table 3）。そ
の後，12時間の時点においては，iP, iPR, tZ, tZRについてもカフェンストロー
ル処理によって増加する傾向を示し，24 時間の時点では，生理活性型の iP お
よび tZの含量の明らかな増加が認められた。iP, iPR, tZ, tZR よりも早い時点で
iPRPs の含量から増加していったことは，IPT3 が iPRPs の生成を行う主要な酵
素である点と一致する。以上の結果から，カフェンストロール処理によって先
ずサイトカイニン合成が増加し，その後で細胞増殖の活性化が誘導されること
が明らかとなった。 

 

 

2.3.7. サイトカイニン含量の増加は極長鎖脂肪酸の低下によるものでクチクラ
ワックスの減少によるものではない 

 

 VLCFA 合成の低下がサイトカイニン含量の増加ならびに細胞増殖の活性化
を引き起こすことをより確かにするために，VLCFAおよび LCFAの合成酵素を
損傷した変異体，pas1-3, pas3-1, fiddlehead-13 (fdh-13) および mosaic death1 

(mod1)変異体を用いた解析を加えた（Fig. 2-18）。pas1-3 および pas3-1 変異体
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では，VLCFA含量が劇的に減少しており，器官成長が強く抑制される（Faure et 

al. 1998; Baud et al. 2004; Roudier et al. 2010）。サイトカイニン定量の結果，pas2-1

変異体で観察されたように，pas1-3および pas3-1変異体において，tZおよび iP

の含量が野生型に比べて増加していることがわかった（Fig. 2-19）。加えて，茎
頂における組織切片を作製しての観察を加えたところ，pas1-3および pas3-1変
異体では，pas2-1 変異体と同様に RZ において細胞が蓄積していたことから，
細胞増殖が活性化されていることが示された  (Fig. 2-20)。FDH/KCS10 は
VLCFA合成に関わる KCSコードしているが（Fig. 2-18），fdh-13変異体は葉に
おいて弱い表現型を示すのみである（Tanaka et al. 2004）。fdh-13変異体におけ
るサイトカイニン含量は tZがわずかに増加し，細胞増殖の活性化も観察された
が，pas変異体群において観察されたほどの影響はみられなかった（Figs. 2-19, 

20）。同様に，LCFAの伸長合成の 4段階目を触媒する ENR（Figs. 0-2, 2-18）の
酵素活性を半分失った mod1変異体でも（Mou et al. 2000），tZおよび iPの含量
が増加するとともに，細胞増殖の活性化が観察された（Figs. 2-19, 20）。mod1

変異体において LCFA および VLCFA の定量解析はこれまでに行われていない
が，前駆体である LCFAの減少に伴い，VLCFAの含量が減っている可能性が考
えられる。これらの結果から，表皮において合成された VLCFA が，サイトカ
イニン含量の低下ならびに細胞増殖の抑制を行っていると考えられる。 

 加えて，VLCFAをもとにしたクチクラワックスの生合成が，サイトカイニン
合成ならびに細胞増殖に与える影響を調べるために，CER4（VLCFA からのワ
ックスエステルの合成を行う酵素；Rowland et al. 2004），WAX2（VLCFAから
のアルデヒド合成を行う酵素；Chen et al. 2003），MAH1（ケトンの合成を行う
酵素；Greer et al. 2007）をコードする遺伝子をそれぞれ損傷した変異体，cer4-1, 

wax2, mah1-3について観察した（Fig. 2-18）。しかし，これらのクチクラワック
ス生合成にかかわる変異体において，サイトカイニン合成の増加ならびに RZ

における細胞増殖の活性化は観察されなかった（Figs. 2-19, 20）。一見，cer4-1

変異体の RZ は拡大しているように見受けられたが，コントロールである Ler 

においても，Col-0と比べて RZが拡大していたことから，cer4-1変異体の表現
型ではないと考えられた (Fig. 2-19)。これらの結果から，VLCFA減少によって
引き起こされるサイトカイニン含量の増加ならびに細胞増殖の活性化は，クチ
クラワックスとは無関係であることがわかった。 

 

 

2.3.8. 極長鎖脂肪酸はサイトカイニン合成を維管束に制限する 
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 ここまでの結果より，表皮において合成された VLCFA は，サイトカイニン
の合成領域を維管束にのみ限定させるとともに，維管束におけるサイトカイニ
ン合成を抑制させるという仮説が得られた。この仮説を検証するために，生理
活性型サイトカイニンの分解酵素である cytokinin oxidase 1（CKX1；Werner et al. 

2003）の C 末端に蛍光タンパク質 Venus を融合したタンパク質を ATML1 およ
び ATHB8 のプロモーターを用いて組織特異的に発現させるコンストラクト，
ProATML1:CKX1–Venus および ProATHB8:CKX1–Venus を作成してカフェンスト
ロールに対する応答を調べた。まず，Venus の蛍光が表皮ならびに維管束にお
いてそれぞれ特異的に検出されたことから，ProATML1:CKX1–Venus および
ProATHB8:CKX1–Venus コンストラクトは有効に機能していることが確かめら
れた（Fig. 2-21）。 

 次に，これらの形質転換植物体を 30 nMのカフェンストロールを含む培地で
育てた。その結果，30 nMのカフェンストロール処理によって野生型植物体で
観察される葉面積の拡大が，ProATML1:CKX1–Venusでは野生型と同様に引き起
こされたものの，ProATHB8:CKX1–Venusにおいては引き起こされなくなってい
た（Fig. 2-22A）。30 nMのカフェンストロール処理による葉身面積の変化につ
いて，独立した形質転換体それぞれ 3系統において定量比較を行ったが，いず
れの系統においても ProATML1:CKX1–Venus では面積の拡大が野生型と同程度
であったのに対して，ProATHB8:CKX1–Venusでは，薬剤無処理と同程度の面積
を示した（Fig. 2-22B）。そこで，さらに独立した系統において，葉身の面積，
表皮細胞の面積，ならびに細胞数の定量解析を行った。その結果，
ProATHB8:CKX1–Venusでは細胞数の増加が認められなかったことから，維管束
特異的なサイトカイニンの分解促進は，カフェンストロールで誘導される葉に
おける細胞増殖の活性化を抑圧することが明らかになった（Fig. 2-23）。加えて，
野生型，ProATML1:CKX1–Venusおよび ProATHB8:CKX1–Venusにおいて，30 nM

のカフェンストロール処理による胚軸の太さを定量比較した。その結果，
ProATML1:CKX1–Venus では野生型と同じく胚軸が肥大化したのに対して， 
ProATHB8:CKX1–Venus では胚軸の肥大化が抑圧されることがわかった（Fig. 

2-24）。 

 茎頂における縦断切片を作成したところ，30 nMのカフェンストロール処理
によって，野生型ならびに ProATML1:CKX1–Venusでは RZの拡大が認められた
のに対して，ProATHB8:CKX1–Venusでは薬剤処理による RZの拡大が抑圧され
た（Fig. 2-25A）。そこで，ProATHB8:CKX1–Venus が，pas2-1 変異体における
RZ で の 細 胞 増 殖 の 活 性 化 も 抑 圧 す る か を 検 討 し た 。 そ の 結 果 ，
ProATML1:CKX1–Venus は pas2-1 変異体の表現型に全く影響を与えなかったの
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に対して，ProATHB8:CKX1–Venusは RZにおける細胞増殖の活性化を部分的に
抑圧した（Fig. 2-25B）。完全には抑圧できなかった理由は，pas2-1変異体にお
いて増加したサイトカイニン含量が CKX1 による分解能力を超えていた可能性
に加えて，pas2-1変異体では維管束以外においても異所的な IPT3発現が誘導さ
れていた点にあると考えられた。すなわち，ATHB8の発現は pas2-1変異体にお
いても維管束のみに制限されていたことから，CKXによるサイトカイニン分解
が維管束以外の組織に及ばなかった可能性が考えられた。これらの結果をまと
めると，VLCFA の減少による細胞増殖の活性化は，維管束におけるサイトカ
イニン合成の活性化に加えて，サイトカイニン合成を維管束にのみ制限できな
くなった結果によるものであると考えられた。なお，VLCFA減少による細胞増
殖の活性化について ProATML1:CKX1–Venus が抑制的に機能しなかったのは，
サイトカイニン以外の細胞非自律的なシグナルが葉肉細胞から表皮細胞に送ら
れている可能性（Serralbo et al. 2006）を支持するものであると考えられた。 
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2.4. 考察 

 

 高濃度のカフェンストロール (3 µM)を植物体に処理することで，pas2-1変異
体で観察される表現型に類似した，器官の合着や胚軸の肥大をはじめとする重
篤な生育の異常が引き起こされることがわかった。低濃度のカフェンストロー
ル（30 nM）を与えても同様の胚軸の肥大が引き起こされたが，一方で器官の
合着や生育の阻害などは観察されなくなった。むしろ 30 nMのカフェンストロ
ール処理は，葉の細胞数の増加を誘導し，3 µM処理では観察されない葉の面積
の拡大を引き起こすことがわかった。3 µMと 30 nMの処理時において葉でみ
られるこの違いは，3 µMのカフェンストロール処理時には，30 nMの処理時に
は観察されないクチクラ形成の重篤な異常が引き起こされることによって説明
できる。すなわち，3 µMの処理時には，クチクラの欠損による影響などにより，
葉における細胞増殖の活性化を打ち消すような影響が生じているためと考えら
れる。 

 pas2-1 変異体ならびにカフェンストロール処理を行った植物体では，主要な
サイトカイニン生合成遺伝子である IPT3 の発現量が増加し，維管束以外の組
織においても異所的な発現が誘導されていることがわかった。加えて，サイト
カイニンの含量が VLCFA の減少によって増加した一方で，カフェンストロー
ル処理による細胞増殖の活性化は ipt3;5;7変異体や ProATHB8:CKX1–Venus系統
においては認められなくなった。したがって，表皮で合成された VLCFA が，
サイトカイニンの合成場所を維管束にのみ制限するとともに，維管束における
サイトカイニン合成量を制限することで，細胞増殖を制限していると考えられ
る。これまでに，IPT3をシロイヌナズナにおいて過剰発現させると，サイトカ
イニン含量が約 3倍に増加し，細胞数の増加を介した葉の面積拡大を引き起こ
すことが報告されている（Galichet et al. 2008）。したがって，表皮において合成
された VLCFAは，主に IPT3を抑圧している可能性が高いだろう。ただし，IPT3

に加えて，CYP735A2の発現量も pas2-1変異体において増加していたことから，
VLCFAが CYP735A2遺伝子も制御対象としている可能性が考えられる。 

 本研究結果をまとめると，表皮に由来するシグナルが存在し，それが植物体
の表層（表皮）から中心（維管束）に向かって送られることで，植物体全体の
細胞増殖活性を調節するような機構が存在すると考えられる（Fig. 2-26）。実際，
VLCFA 含量を低下（30 nM カフェンストロール処理）させると葉の面積が増
大したことから，器官の大きさを決定するための細胞非自律的なシグナルが送
られている可能性が示唆される。表皮が植物の発生ならびに器官形成において
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重要な役割を保持している可能性は，表皮のアイデンティティを喪失する
atml1;pdf2 二重変異体において重篤な形態形成の異常が観察されたことからも
支持される（Abe et al. 2003）。加えて，表皮の機能維持において重要な ALE2

ならびに ACR4の下流で， KCSをコードする FDHが表皮特異的に発現するよ
うに制御されている可能性が示唆されている（Tanaka et al. 2007）。実際，L1層
および表皮特異的な遺伝子発現を誘導する転写因子，ATML1および PDF2が結
合するシスエレメントである L1ボックス（Abe et al. 2003）が，PAS2，KCS11，
KCS16，KCS20 には１つ，KCS6，KCS9，KCS10/FDH，KCS18 には２つ，それ
ぞれプロモーター領域に存在する。PAS2 は HCD をコードする唯一の遺伝子で
あることからも（Bach et al. 2008），VLCFAが主に表皮において合成されるよ
うに制御されている可能性が高い。興味深いことに，PAS2 遺伝子は，SAM や
特に若い葉など，分裂活性の高い組織において強く発現していた。また，VLCFA 

合成の阻害は，特に葉の成長段階の初期における細胞増殖の活性を促進させた。
したがって，VLCFA は表皮から維管束に向かうシグナルとして機能し，SAM

や若い葉など，分裂活性の高い組織における細胞増殖を制限することで，植物
全体の成長を調節していると考えられる。  

 シロイヌナズナおよびイネにおいて，VLCFA 合成遺伝子の欠損により，
KNOTTED-like homeobox (KNOX) 遺伝子の発現が増加することが報告されてい
る（Harrar et al. 2003; Ito et al. 2011）。加えて，シロイヌナズナにおいて class I 

KNOX (KNOXI) 遺伝子を過剰発現させることで，サイトカイニン合成が促進さ
れることが知られている（Yanai et al. 2005）。これらの知見から，VLCFAの減
少によるサイトカイニン生合成の活性化は，KNOX の発現誘導の下流で起こる
可能性も考えられた。しかし，VLCFAの減少による細胞増殖の活性化は葉にお
いても観察されたのに対して，KNOXI は葉においては発現しておらず，主に
SAM において発現している。したがって，少なくとも葉においては，VLCFA

が KNOXI の発現を直接抑制することでサイトカイニンレベルを調節している
とは考えにくいだろう。これまでに，サイトカイニンが KNOXI 遺伝子の KNAT1/ 

BREVIPEDICELLUSおよび SHOOT MERISTEMLESSの発現を誘導することがわ
かっていることからも（Rupp et al. 1999），VLCFA合成の低下時に報告されて
いる KNOX発現の増加は，茎頂におけるサイトカイニン合成が活発になった結
果であると考えられる。 

 酵母や動物においては，スフィンゴ脂質がシグナル分子として，細胞増殖や
細胞死，ストレス応答に寄与していることが知られている（Worrall et al. 2003）。
シロイヌナズナにおいても，LCFAではなく VLCFAを含むスフィンゴ脂質が正
常な生育に必要であることが示されている（Markham et al. 2011）。シロイヌナ
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ズナでは，スフィンゴ脂質合成が欠損すると細胞成長の阻害や，致死を示すも
のの（Chen et al. 2006; Dietrich et al. 2008），細胞増殖の活性化が引き起こされ
ることは報告されていない。しかし，VLCFAを含むある特定のスフィンゴ脂質
がサイトカイニン合成と密接に関係し，細胞増殖を制御している可能性もある
だろう。加えて，動物や酵母，バクテリアにおいても提唱されているように，
VLCFA分子それ自身か，あるいは VLCFAを含む脂質がシグナルの仲介因子や
リガンドとして機能し，遺伝子発現を制御している可能性も考えられる（Black 

et al. 2000）。実際，シロイヌナズナにおいては，VLCFAの一種であるアラキド
ン酸はストレス関連遺伝子の発現を誘導し，防御シグナルを活性化させること
が示されている（Savchenko et al. 2010）。したがって，VLCFAが植物において
も細胞増殖を制御する役割を担う可能性が示唆される。ただし，VLCFA欠損に
よる代謝系の変動も示唆されたように（第一章），VLCFA の下流で変動する何
らかの代謝物を介して，サイトカイニン合成が制御されている可能性は残され
ている。 

 pas2 変異体やカフェンストロール処理を行った植物体に加えて，LCFA の合
成酵素を欠損した mod1変異体や，VLCFA合成関連遺伝子を欠損した pas1，pas3，
fdh 変異体においても，サイトカイニン合成の増加と茎頂における細胞増殖の
活性化が観察された。pas1 および pas3 変異体で観察されたサイトカイニン含
量の増加に比べると，mod1変異体での増加は少なく，さらに fdh変異体での増
加はわずかであった。これら変異体のサイトカイニン含量は，表現型の重篤さ
と相関していると考えられる。すなわち，pas1, pas3 変異体においては，強い
葉の形成阻害が引き起こされ，成長を発生の初期に停止する（Faure et al. 1998）。
一方で，mod1変異体では淡色の葉を生じ，葉の形態異常，弱い成長阻害などが
引き起こされるものの，明確な本葉が形成されるなど，一連の pas 変異体と比
較して表現型は明らかに弱い（Mou et al. 2000）。fdh変異体は mod1変異体より
もさらに弱い表現型を示し，クチクラ欠損による葉の合着のみが主な表現型で
ある（Tananka et al. 2004）。したがって，これら変異体間でのサイトカイニン含
量増加の程度は，表現型の重篤さをを反映していると考えられる。 

 特に fdh 変異体におけるサイトカイニン合成の増加がわずかであったのは，
KCS をコードする遺伝子の冗長性によるものであると考えられる。すなわち，
21個の KCSをコードする遺伝子のうち，KCS1や CER6，FDHを含む 8遺伝子
が強く発現しており，それらは FDHと同様の組織で発現している（Joubes et al. 

2008）。KCS1を完全に欠損した変異体は，乾燥条件下では強い生育阻害が観察
されるものの，湿度を保持した生育条件下においては茎以外に明らかな表現型
は現れない（Todd et al. 1999）。また，CER6の欠損は，茎に弱い表現型を引き
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起こすのみである(Hooker et al. 2002)。したがって，FDHと他の KCS は VLCFA

合成において重複した機能を持つ可能性が示唆されている。カフェンストロー
ルは複数の KCSの酵素活性を同時に阻害するため（Trenkamp et al. 2004），高
濃度のカフェンストロール処理により，VLCFAの減少に伴う重篤な表現型を誘
導できたと考えられる。 

 表皮は単純な外界との接点であるだけでなく，植物の器官形成や器官成長を
支える上でも重要な役割を担う組織であることがわかってきた。しかし，サイ
クリン依存性キナーゼの阻害因子を L1 層特異的に発現させると，表皮におけ
る細胞数が減少するものの，皮層や葉肉細胞の分裂活性は変化しないことが示
されている（Bemis and Torii 2007）。このことから，表皮から内側の組織に向か
って，細胞増殖活性そのものを協調させる機構はないと考えられる。一方で，
本研究の結果から，表皮で合成された VLCFA によって，維管束におけるサイ
トカイニン合成が制御されることで，内側組織の細胞増殖の活性が調節される
可能性が強く示唆された。 

 本研究から導きだされたこの機構は，植物がクチクラの形成と器官成長を調
節しながら，種々の環境条件に応じた最適な発生を遂げる上で意義を持ってい
ると考えられる。これまでに，いくつかの KCS をコードする遺伝子の発現は，
塩や乾燥，浸透圧などのストレスによって誘導されることが報告されている
（Joubès et al. 2008）。加えて，VLCFA合成遺伝子の発現を活性化させる転写因
子，MYB30は，病原菌感染によって誘導されることが報告されている （Raffaele 

et al. 2008）。植物の器官成長と外部環境へ抵抗・適応する力はトレードオフの
関係にあると考えられ，例えばサリチル酸の過剰生産などにより植物体に高い
抵抗性を与えると，植物の成長は著しく阻害される（Heil & Baldwin 2002）。植
物はストレス環境条件において，クチクラ形成を促進させて環境耐性を高めつ
つ，細胞増殖活性を抑圧させることでエネルギーの消費を抑えているのかもし
れない。興味深いことに，ブラシノステロイドシグナルの下流で機能する転写
因子 BES1 が，直接 MYB30 と相互作用することで下流遺伝子の転写を促進さ
せることが示されている（Li et al. 2009; Raffaele et al. 2008）。BES1は，表皮か
ら植物全体の成長を促進させるブラシノステロイドシグナルの伝達機構に関わ
るが（Savaldi-Goldstein et al. 2007），その一方で，表皮におけるブラシノステロ
イドシグナルは，MYB30ならびに VLCFA合成を促進させることで細胞増殖を
調節している可能性も考えられる。今後，細胞層をまたいで機能するシグナル
が特定されることで，植物が器官形成を持続的に行うメカニズムや，植物体が
細胞成長や細胞増殖を調節しつつ，環境の変化に応じた器官成長の制御を行う
機構について理解することができると期待される。 
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 第一章で得られた研究結果と統合すると，VLCFAは細胞増殖を抑制するとと
もに色素体の適正な数を維持することで，植物の発生と生育を支えていると考
えられる。表皮で合成された VLCFA が，内側の組織をどのように制御するか
についてはまだわかっていない。しかし，可能性のひとつとして，表皮から原
形質連絡などを伝って輸送された VLCFAあるいは VLCFA由来の脂質が，表皮
から内側の組織を制御するシグナルとしてはたらいていることが挙げられる。
同時に，VLCFAが表皮における何らかのシグナル伝達経路，もしくは代謝系に
関与することで，内側の組織を制御している可能性も考えられる。VLCFA を
介した細胞非自律的な細胞増殖の制御機構について，その詳細な分子機構の解
明が今後の研究課題である。 

 生体内には多種多様な脂質が存在し，数多くの重要な機能を担っている。あ
る特定の脂質の動態を組織レベルで観察することは困難であるが，近年，脂質
一分子を観る技術が開発されるなど，脂質を解析するアプローチにおいて目覚
ましい進展が見受けられる。また，今後もさまざまな研究が進展していく中で，
脂質合成や脂質修飾に関わるような遺伝子が数多く同定されていくと予想され
る。それら脂質系の因子について，植物の発生の視点から解析することによっ
て，植物の器官成長を制御するような脂質系の新奇シグナル分子の発見につな
がると期待している。 

  



Figure 2-1. 植物における主要なサイトカイニンの生合成経路 

それぞれの段階を触媒する酵素を四角で囲んで示す。 

酵素が同定されていない経路は灰色の矢印で示す。 

IPT, adenosine phosphate-isopentenyltransferase; DMAPP, dimetylally diphosphate; 

LOG, LONELY GUY; URH1, uridine-ribohydrolase 1; iPRPs, isopentenyladenine riboside 

phosphates; tZRPs, trans-zeatin riboside phosphates; iPR, isopentenyladenine riboside; 

tZR, trans-zeatin riboside; iP, N6-isopentenyladenine; tZ, trans-Zeatin 

IPT!

CYP735A!

tZRPs!

iPRPs!
ATP, ADP, AMP!

tZR!

iPR! iP!

tZ!

LOG!

DMAPP!

URH1 
(x 1-3)!

LOG!

(x 1-3)!

(x 1-3)!

+!
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Figure 2-2. pas2-1変異体では細胞増殖が活性化する 

（A）pas2-1変異体の発芽後２週間の葉を示す。クチクラ形成の異常により本葉が合着している。 

（B）野生型植物体（左）ならびにpas2-1変異体（右）の発芽後５日目の芽生えを示す。 

（C）野生型植物体（左）ならびにpas2-1変異体（右）における発芽後５日目の胚軸切片を示す。 

（D)　pas2-1変異体の葉から自発的に出現したカルス様の構造物を示す。 

（E）野生型植物体（左）ならびにpas2-1変異体（右）における発芽後７日目の茎頂の縦断切片
を示す。 

Bars, 1 mm (A), 500 mm (B), 100 mm (C, E), 500 !m (D) 

A!
Wild-type 

pas2-1 

D!

RZ 
RZ 

pas2-1 Wild-type 

B!

pas2-1 Wild-type C!

E!
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A! C!

Figure 2-3. ProPAS2:GUSの発現様式 

ProPAS2:GUSの成熟胚（A），発芽後５日目の植物体（B），発芽後８日目の植物体（C），
ならびに，花と葯（D，E）における発現様式を示す。 

Bars, 100 !m (A), 1 mm (B, E), 2 mm (C, D) 
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Figure 2-4. PAS2は表皮特異的に発現する 

（A–C） 発芽後７日目の植物体の茎頂の縦断切片（A），発芽後10日目の茎頂の縦断切片
（B)，ならびに，発芽後３週間程度の花茎 (C)におけるProPAS2:GUSの発現様式を示す。 

（D）In situ ハイブリダイゼーションによるPAS2 mRNAの局在を示す。発芽後７日目の野生
型植物体において，茎頂の縦断切片にPAS2のアンチセンスプローブをハイブリダイズさせ
た。 

（E）発芽後７日目の茎頂の縦断切片におけるProPAS2:PAS2–GUS の発現様式を示す。 

Bars, 100 !m 

C 

B!A!

D E 
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Figure 2-5. 表皮特異的なPAS2発現の抑圧はpas2-1変異体様の表現型を引き起こす 

（A）発芽後５日目の野生型植物体（左）とProATML1:PAS2RNAiを発現させた植物体（右）
を示す。Bars, 1 mm 

（B）ProATML1:PAS2RNAiにおけるPAS2の発現量を定量的RT-PCRで比較した。TUBULIN4

の発現量で標準化し，野生型を1としたときの相対値で示している。発芽後５日目の植物体全
体から抽出したRNAを用いた。値は平均±S.D. (n = 3)で示す。 

（C）野生型（左）ならびに ProATML1:PAS2RNAiライン（右）の，発芽後７日目の植物体の
茎頂の縦断切片を示す。Bar, 100 !m 
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A!
pas2-1 ProATML1:PAS2–GUS 

/pas2-1 

B!

Figure 2-6. 表皮特異的なPAS2発現によりpas2-1変異体の表現型は相補される 

（A）発芽後５日目のpas2-1変異体（左）ならびにProATML1:PAS2–GUSを発現させた
pas2-1変異体（右）を示す。Bars, 1 mm 

（B）発芽後５日目のProATML1:PAS2–GUS/pas2-1植物における，茎頂付近の縦断切片を示
す。Bar, 100 !m 
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w/o 30 nM 3 µM pas2-1 

B!

Figure 2-7.カフェンストロール処理により引き起こされる表現型 

（A）カフェンストロールを含む培地（30 nM, 3 !M）もしくは含まない培地（w/o）で育っ
た野生型植物体ならびにpas2-1変異体における，発芽後１２日目の地上部（上段），ならび
に，それらの胚軸の上部（下段）を示す。  

（B）3 !Mのカフェンストロールを含む培地で２週間育てた野生型植物体の地上部。本葉が
合着している。 

Bars, 2 mm (A上段), 500 !m (B下段), 1 mm (B),  

A!
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Figure 2-8. 葉の成長の経時変化 

30 nMのカフェンストロールを含む（30 nM, 緑）あるいは含まない（w/o, 白）培地で育てた
野生型植物体の本葉第１葉の葉身における，葉面積，葉の細胞面積，ならびに，葉の細胞数
を示す。値は平均±S.D. (n ! 10)で示す。 
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Figure 2-9. 極長鎖脂肪酸含量の減少はCDKB2;1の発現を増加させる 

カフェンストロールを含まない(w/o)あるいは含む(30 nM, 3 !M)培地で育った
ProCDKB2;1:NT–GUS植物体，ならびにProCDKB2;1:NT–GUS/pas2-1植物体の，発芽後５
日目の茎頂の縦断切片を示す。Bar, 100 !m 

w/o 30 nM 3 µM pas2-1 
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Figure 2-10. 透過型電子顕微鏡によるクチクラの観察 

カフェンストロールを含む培地(30 nM, 3 !M)もしくは含まない培地（w/o）で育てた野生型
植物体，ならびにpas2-1変異体において，発芽後３日目の茎頂分裂組織L1層の透過型電子顕
微鏡観察の画像を示す。矢印はクチクラ層を示す高電子密度層を示す。pas2-1ではクチクラ
層が全く観られず，3 !Mのカフェンストロール処理ではほとんどクチクラ層が観られない。 

w/o 30 nM 

pas2-1 3 µM 
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Figure 2-11. 極長鎖脂肪酸含量の低下はPDF1の発現に影響を与えない 

発芽後５日目の野生型（左）およびpas2-1変異体（右）の茎頂におけるProPDF1:GUS
の発現を示す。Bar, 50 !m  

ProPDF1:GUS 

/Wild-type!

ProPDF1:GUS 

/pas2-1!
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w/o 30 nM 3 µM pas2-1 
A!

w/o 30 nM 3 µM pas2-1 B!

Figure 2-12.  極長鎖脂肪酸含量の減少はARR6の発現を増加させる 

カフェンストロールを含まない培地(w/o)あるいは含む(30 nM, 3 !M)培地で育った
ProARR6:GUS植物体，ならびにProARR6:GUS/pas2-1植物体における，発芽後５日目の植
物体（A）ならびに茎頂の縦断切片（B）を示す。Bars, 1 mm (A), 100 !m (B) 
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Figure 2-13. カフェンストロール処理による葉の拡大はipt3;5;7変異体では誘導されない 

(A) 30 nMのカフェンストロールを含む培地（+）あるいは含まない培地（-）で育った，発芽後
11日の野生型ならびにipt3;5;7 三重変異体の地上部を示す。Bar, 5 mm 

(B) 30 nMのカフェンストロールを含む培地（緑色）あるいは含まない培地（白色）で育った，
発芽後11日の野生型ならびにipt3;5;7 三重変異体において，発芽後11日の本葉第１葉の葉身の面
積，表皮細胞の面積，ならびに細胞数を示す。値は平均±S.D. (n ! 13)で示す。カフェンストロー
ル処理と未処理の値を比較し，Student"s t-testsによって有意差を算出した。 *** P < 0.001 
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Figure 2-14. 表皮におけるPAS2発現がIPT3の発現抑制に必要である 

野生型，pas2-1変異体，ならびにProATML1:PAS2RNAiにおけるIPT3発現量を定量的RT-

PCRにより比較した。IPT3の発現量はTUBULIN4の発現量で標準化し，野生型を1としたと
きの相対値で示している。サンプルは発芽後7日目の植物体全体を用いた。値は平均±S.D. (n 

= 3)で示す。 
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Figure 2-15. 極長鎖脂肪酸含量の減少はIPT3の発現を組織レベルで増大させる 

カフェンストロールを含まない(w/o)あるいは含む(30 nM, 3 !M)培地で育ったProIPT3:GUS
植物体，ならびにProIPT3:GUS/pas2-1植物体における，発芽後５日目の植物体（A）ならび
に茎頂の縦断切片（B）および子葉の横断切片（C）をそれぞれ示す。Bars, 1 mm (A), 100 

!m (B, C) 

C!
w/o 30 nM 

ad! ad! ad!

3 µM 

B!
w/o 30 nM 3 µM pas2-1 

A!
w/o 30 nM 3 µM pas2-1 
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A!
30 nM w/o 3 µM pas2-1 

B!

30 nM w/o 3 µM 

Figure 2-16. 極長鎖脂肪酸含量の減少はATHB8の発現パターンに影響を与えない 

カフェンストロールを含まない(w/o)あるいは含む(30 nM, 3 !M)培地で育った
ProATHB8:GUS植物体，ならびにProATHB8:GUS/pas2-1植物体の，発芽後５日目の植物体
（A）ならびに子葉の横断切片（B）を示す。Bars, 1 mm (A), 100 mm (B). 
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Figure 2-17. 極長鎖脂肪酸合成の阻害からサイトカイニン合成ならびに細胞増殖の活性
化に至るまでの経時変化 

通常のMS培地で育った発芽後３日のProIPT3:GUS（左）ならびにProCYCB1;2:NT-GUS植物体
をカフェンストロールを含まない培地（w/o)，または30 nMもしくは3 !M含む培地に移し
て，6, 12, 24, 48時間後にサンプリングし，GUS染色を行った。a, b, cは，48時間の時点にお
けるProIPT3:GUSの茎頂付近の拡大図をそれぞれ示す。 
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Figure 2-18. クチクラワックスの合成経路 

解析対象とした，VLCFA合成ならびにクチクラワックスの生合成にかかわる因子を矢印の脇
に太字で示す。 

MOD1!

PAS1, PAS2, PAS3, FDH!(VLCFA biosynthesis) 

(LCFA biosynthesis)!

LCFA 

Wax esters 

CER4 

Primary alcohols 

MAH1!

WAX2 

Ketones 

Aldehydes 

Alkanes 

Secondary alcohols 

MAH1!

Signaling molecules 

VLCFAs 

Cytokinin 

biosynthesis Cuticular wax 

 79 



0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

tZ iP 

Figure 2-19. 種々の変異体におけるサイトカイニンの定量解析結果 

野生型植物体中のtZおよびiPの含量をそれぞれ１としたときの相対値で示す。cer4およびfdh
変異体はLer背景で，他はCol-0背景である。サイトカイニンの定量は発芽後７日目（*につい
ては発芽後14日目）の植物体全体を用いた。値は平均±S.D. (n=3)で示す。 
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Figure 2-20. クチクラワックス合成の阻害でなく極長鎖脂肪酸の減少が細胞増殖を
活性化させる 

発芽後7日目（*については発芽後10日目）の茎頂の縦断切片を示す。cer4およびfdh変異体は
Ler背景で，他はCol-0背景である。Bar, 100 !m 

mod1!Col-0! pas1! pas3!

Ler (10 DAG)*! fdh (10 DAG)*!

wax2! mah1! Ler! cer4!
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Figure 2-21. ProATML1:CKX1–VenusおよびProATHB8:CKX1–Venusの発現領域 

ATML1プロモーター（A）およびATHB8プロモーター（B）制御下でのCKX1–Venusの発現
様式を示す。茎頂の縦断切片（A左，B）ならびに本葉第１葉の縦断切片（A右）を共焦点
顕微鏡で観察した。Venusの蛍光（黄色）と自家蛍光（赤）とを重ね合わせた画像を示す。
＊は茎頂分裂組織を示す。Bars, 50 !m (A), 20 !m (B). 

ProATHB8:CKX1–Venus!
B!

ProATML1:CKX1–Venus!

A!

 82 



Figure 2-22. 維管束特異的なCKX1の発現はカフェンストロールで誘導される成長促
進効果を抑圧した 

(A) 30 nMのカフェンストロールを含む培地（+）あるいは含まない培地（-）で育った，発芽
後8日の野生型，ProATML1:CKX1–Venusならびに ProATHB8:CKX1–Venusの地上部を示す。 

(B) 30 nMのカフェンストロールを含む培地（緑色）あるいは含まない培地（白色）で育っ
た，発芽後10日の野生型，ProATML1:CKX1–Venus，ならびに ProATHB8:CKX1–Venusの
本葉第１葉の葉身の面積を示す。値は平均±S.D. (n ! 20)で示す。Bar, 5 mm 
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Figure 2-23. 維管束特異的なCKX1の発現はカフェンストロールで誘導される成長促
進効果を細胞増殖レベルで抑圧した 

30 nMのカフェンストロールを含む培地（緑色）あるいは含まない培地（白色）で育った，
発芽後12日の野生型，ProATML1:CKX1–Venus，ならびに ProATHB8:CKX1–Venusの地上
部において，発芽後10日の本葉第１葉の葉身の面積，表皮細胞の面積，ならびに細胞数を示
す。値は平均±S.D. (n ! 11)。カフェンストロール処理と未処理の値を比較し，Student"s t-

testsによって有意差を算出した。 *** P < 0.001 
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Wild-type 

ProATML1:CKX1-Venus 
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Figure 2-24. 維管束特異的なCKX1 の発現はカフェンストロール処理により誘導され
る胚軸の肥大を抑圧する 

30 nMのカフェンストロールを含む培地 (+)ならびに含まない培地(-)で育てた発芽後8日の芽
生えにおいて，子葉の基部を基準として胚軸の直径を測定した。値は平均±S.D. (n ! 20)で示
す。各系統においてカフェンストロール処理と未処理の値を比較し，Student"s t-testsによっ
て有意差を算出した。 *** P < 0.001 

+ 30 nM cafenstrole 
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Figure 2-25. 維管束特異的なCKX1 の発現は極長鎖脂肪酸の減少による細胞増殖の活
性化を抑圧する 

（A）野生型，ProATML1:CKX1–Venus，ならびに ProATHB8:CKX1–Venusにおける，発芽
後5日目の茎頂における縦断切片を示す。 

（B）野生型，pas2-1変異体，ならびにpas2-1変異体バックグラウンドでProATML1:CKX1–

Venusもしくは ProATHB8:CKX1–Venusを発現させた植物体における，発芽後７日目の茎頂
における縦断切片を示す。 

Bars, 100 !m 
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Figure 2-26.  極長鎖脂肪酸を介して表皮から細胞増殖を調節する機構 

表皮で合成されたVLCFAが，細胞非自律的シグナルを介して，維管束におけるサイトカイニ
ン （CK）合成を制限し，細胞増殖活性を調節している。VLCFAはクチクラワックスの合成
にも使われるため，植物の発生において，クチクラ合成と細胞増殖活性がVLCFAを介して調
節されていると考えられる。図中の緑，赤，青の線は，それぞれ表皮，細胞間シグナル経路，
維管束を示す。 
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Table 2. pas2-1変異体におけるサイトカイニン生合成関連遺伝子の発現変化 

発芽後３日目の野生型およびpas2-1変異体を用いてマイクロアレイ解析を行い，サイトカイ
ニン生合成関連遺伝子の発現を調べた。それぞれ２回の解析の平均値を求め，野生型植物体
の発現量を１としたときの相対値で示す。 

 89 



Table 3. カフェンストロール処理後のサイトカイニン合成量の経時変化 

通常のMS培地で育った発芽後３日の野生型植物体をカフェンストロールを含まない培地（w/o)，
または30 nMもしくは3 !M含む培地に移して，6, 12, 24, 48時間後に植物体全体をサンプリン
グし，サイトカイニンの定量解析を行った。値は平均±S.D. (n=3)で示す。 
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