
様式 C-19 
 
 
 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
 

平成 25 年 6 月 1 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：オーキシンの偏差分布に関与する pid のエンハンサーとして機能する
MACCHI-BOU(MAB4)は、PIN タンパク質が細胞膜から内部に取り込まれる過程に関与した。また、
基本的転写共役因子メディエーターの制御複合体（CDK8 サブユニット）を構成する
AtMed13(MAB2)は、他のメディエーター構成因子や TPL タンパクの安定性を介して AUX/IAA によ
る ARF の活性化の抑制に寄与していた。茎頂メリステム形成と茎頂メリステムの機能調節に関
与する Rタンパク質の恒常活性型変異体 uni-1D のサプレッサーを多数単離し、その原因遺伝子
を次世代シークエンサー等を用いて同定した。ERECTA(ER)受容体キナーゼもサプレッサーであ
ったが、ER ファミリーの因子群の機能欠損による uni-1D 変異の抑圧過程でサイトカイニン合
成酵素の活性上昇やサイトカイニン信号伝達系の活性化の抑圧も生じる事が明らかになった。
さらに、内胞から分泌される EPFL 型ペプチドが篩部伴細胞で ERECTA 受容体に受容されるとい
う内皮・篩部コミュニケーションが花序の形態制御機構で機能することを明らかにした。 そし
て、ERECTA ファミリー受容体群が、茎頂でのサイトカイニンによる幹細胞制御に機能冗長的に
関わる知見を得た。  
研究成果の概要（英文）：We have isolated the pid enhancer mutants, macchi-bou 2 an4. 
MAB4 is a member of NPH3 and function to control the endocytosis of PIN proteins, which 
is an Auxin efflux carrier. MAB 2 is a member of CDK8 sub-complex to function a 
transcription repressor worked with Mediator complex. This protein suppressed the ARF 
transcription factor activity by making big protein complex with AUN/IAA and TOPLESS. 
We also isolated the enhancer of uni-1D, and isolated the enhancer genes by a map base 
cloning and by using next generation sequencer. One of the enhancers is erecta (er), which 
expressed without a shoot apical meristem but affected the maintenance of stem cells in it 
with the two other family members to affect the cytokinin-signaling pathway. ER, which 
expressed in the phloem, is important for the inflorescence stem elongation and the small 
peptides EPFL4 and 6 expressed in endoderm cells function as a ligand in this process. 
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を新生し、それらの細胞の固まりが茎と葉の２

つの器官を次々と作り出す。受精後の胚発生過

程で胚由来の茎頂メリステムが最初に作られ、

それに由来する葉と茎との境目の上側（メリス

テム側；向軸側）に新しく側芽の茎頂メリステ

ムが次々と作られる。更に生殖成長期には側芽

メリステムは花リステムに変わって花器官を作

る。また、多くの植物は生育状態に応じて植物

体に不定芽（茎頂メリステムの一種）を作る。

我々はシロイヌナズナを材料に、これらの分裂

組織形成で中心的働きをする植物特有の転写因

子群 CUC(CUP SHAPED COTYLEDON)１,２,３を単

離してその機能解析を行って来た。これらは、

同じ遺伝子ファミリーに属して機能に重複性が

あるが、これらの原因遺伝子の発現にmiRNA に

よる制御の有無があるように、機能にも独自性

がある。また、これらの転写因子の下流にホメ

オ ボ ッ ク ス 型 の 転 写 因 子 STM 

(SHOOTMERISTEMLESS) 等が存在し、CUCsの発現

制御にオーキシンが影響を与える事も明らかに

した。また、SAM からの器官形成の制御にも植

物ホルモンのオーキシンが関わる。その時に、

SAM におけるオーキシンの濃度勾配を支配する

オーキシンの排出キャリアーであるPINタンパ

ク質が細胞膜に不等分布する事が重要であり、

その不等分布の形成に関わる可能性の高い

MAB4 タンパク質が我々の研究室で単離された。

さらに、SAM の活性が低下し、脇芽が異常に増

える uni-1D 変異株の原因遺伝子が我々の研究

室で単離され、R タンパク質ファミリーの一つ

に属し、恒常活性型のタンパク質が生成されて

おり、サイトカイニン信号伝達系が異常になっ

ている事が明らかになった。 

２．研究の目的 
双子葉植物において、最初の茎頂メリステムは

胚発生過程に２枚の子葉の間に形成され、これ

が発芽後に主茎とそれに派生する器官を構築す

る。一方、各葉の根元に側芽と呼ばれる茎頂メ

リステムができ、それが成長して枝になる。ま

た、それが変形すると花となる。我々はこれま

でに、これら茎頂メリステム形成に関わるキー

遺伝子群を解明しその機能を探索してきた。し

かし、茎頂メリステム形成制御の分子ネットワ

ークの全体像はまだほとんど明らかにされてい

ない。本研究ではこれを明らかにする事を目的

とする。特に、オーキシンとサイトカイニンが

形態形成の制御に関わる分子機構の解明をおこ

なう。 

３．研究の方法 
⑴ CUCs の下流の解析；シロイヌナズナの胚性茎

頂メリステムを欠く cuc1cuc2 の胚、CUC2 を異所

的に発現して子葉上に異所的に不定芽を形成する

植物、CUC2の発現を人為的に制御できる植物と野

生型植物を用いてマイクロアレイ解析等を行い、

CUC2の直接あるいは間接的に制御される下流候補

遺伝子を多数得ている。また、これらの遺伝子の

野生株と cuc1cuc2 の胚発生過程における発現パ

ターンをin situ hybridization で調べ、これら

が幾つかのカテゴリーに分かれる事を明らかにし

ていた。そこで、CUC2の人為的な発現系を使って

直接のターゲット遺伝子を選び出した。また、胚

生以降の側芽形成過程や花芽形成過程における発

現パターンも調べた。そして、これらの遺伝子の

変異株を用いた分子遺伝学的な解析を行った。 

⑵ オーキシンの極性を持った分布の構築機構；  

① オーキシン細胞外排出タンパク質 PIN 

FORMRD(PIN)、その調節に関与するキナーゼ

PINOID(PID、およびオーキシンシグナル伝達を

仲介する転写因子をコードする MONOPTEROS 

(MP)と MAB4 ファミリー遺伝子群の関係を調べ

るため、それぞれの変異体においてMAB4ファミ

リー遺伝子の発現およびタンパク質の局在を解

析した。逆に、MAB4ファミリー遺伝子群の多重

変異体におけるPIDおよびMPのmRNAおよびタ

ンパク質の局在解析を行った。また、MAB4相互

作用因子の機能欠失変異体を入手もしくは作成

し、詳細な表現型解析を行った。これらの因子

とMAB4およびPINとの相互作用を分子遺伝学的

および生化学的手法を用いて確認した。 

② オーキシンシグナル伝達に関する分子的知

見が十分に蓄積されている側根形成過程を解析

対象に設定し、CDK8 複合体を構成する

MAB2/AtMED13およびCRP/AtMED12の機能解析を

行った。CDK8複合体は転写因子とRNAポリメラ

ーゼ II を架橋するメディエーターに結合する

ことから、オーキシンシグナル伝達に関与する

転写因子SLR/IAA14、ARF7およびARF19とCDK8

複合体の相互作用を調べた。これら転写因子と

CDK8 複合体が相互作用するか免疫沈降によっ

て確認した。また、多重変異体の作成や変異体

における ARF7/19 の直接のターゲット遺伝子

LBD16/29の発現解析を行った。また、オーキシ

ンシグナル伝達に関与し、AUX/IAA に直接結合

することが報告されている転写コレプレッサー

TOPLESS (TPL)と CDK8複合体の関係を、免疫沈

降など生化学的手法を用いて調べた。また、多



重変異体を作成し、TPLとCDK8複合体の遺伝学

的関係を解析した。 

⑶ サイトカイニンがSAM形成で果たす役割； 

ERファミリー遺伝子がuni-1Dで引き起こされ

る茎頂(SAM)の異常並びに側枝分裂組織(AM)の

異常な活性化過程に関与する事が明確になり、

そこでサイトカイニン合成と信号伝達系が関与

する事が既に明らかに成っていた。ERファミリ

ーは受容体キナーゼであり、そのリガンドの存

在が想定された。これまでにERファミリーが気

孔の発生制御に関わる報告があり、その仕組み

でのリガンドとしてEPF1やEPF2といった互い

に似たアミノ酸配列をもつ因子が想定されてい

る。このEPFにはゲノム情報の解析から類似配

列を持つ因子群が存在し、計11遺伝子からなる

ファミリーを形成しているので、我々が着目す

るSAM、AM、前形成層の制御に関わるリガンド

候補として、これら11遺伝子を解析した。そし

て、これらの因子による細胞の活性化が植物ホ

ルモン特にサイトカイニンの合成と信号伝達を

介してどのようにSAMに影響を与えるかを分子

遺伝学的、細胞生物学的に調べた。 

４．研究成果 

研究のスタート時点では３つのサブテーマで研

究を計画し、実行していたが、研究分担者の一

人(相田)が平成２０年度の中期から CUCs の下

流遺伝子の解析のテーマを持って独立し、独自

に公募班の班員となった。そのため、平成２１

年度から後は残りの２つのサブテーマの研究を

進めている。そして、２つ目のテーマであるサ

イトカイニンがSAM形成で果たす役割に関して

平成２１年度から研究分担者(打田)を追加して

より強力な研究グループを構築した。 

⑴ CUCsの下流遺伝子の解析；茎頂メリステム形成

のキー転写因子CUCsの下流で機能する遺伝子群を

同定し、それらの多くの胚における発現パターン

を調べた。さらに、CUC2の直接のターゲット遺伝

子候補を多数選び、それらに関する分子遺伝学的

な解析を開始した。（平成２０年度まで） 

⑵ オーキシンの極性を持った分布構築機構の

解析；オーキシンの偏差分布にPIN、PIDが関与

する事が知られている。本研究は、pidのエンハ

ンサーとしてMACCHI-BOU(MAB)２とMAB4を単離

して解析した。 

① 重篤な形態異常を示すMAB4ファミリー遺伝  

子群多重変異体mab4 mel1 mel2においてPIN1タ

ンパク質の細胞膜上の存在量が著しく低下し、

同時に極性分布も弱まっていた。同様の傾向が

重力屈性に異常を示すmel1 mel2 mel3 mel4四重

変異体におけるPIN2タンパク質の細胞内局在に

もみられた。また、PINタンパク質は細胞膜とエ

ンドソーム間を再循環するが、多重変異体では

野生型に比べPIN２タンパク質がより細胞膜か

ら内部に取り込まれていることを確認した。な

お、４重変異体でPIN2タンパク質の細胞膜上で

の拡散を調べた所、拡散速度は野生株と同様で

あった。 
WT mab4 mel1 mel2

mel1 mel2 mel3 mel4

(Furutani et al, 2011)

mab4 mab4

WT

WT WT

 
 高等植物の器官形成過程は２つの素過程で構

成される。器官予定領域の中心にオーキシンが

蓄積する初期過程と、器官原基中央領域に蓄積

したオーキシンを下方に流し落とす過程である

。MAB4ファミリー遺伝子が２つ目の素過程にお

いて中心的な役割を果たすことを明らかにした

。さらに、２つ目の素過程はオーキシンに応答

してMAB4ファミリー遺伝子が発現誘導されるこ

とで開始することが示唆された。 

② MAB2は基本的転写共役因子メディエーター

の制御複合体（CDK8サブユニット）を構成する

AtMed13をコードしていた。meb2の表現型の解析

から、MAB2遺伝子は胚発生初期の胚の分裂パタ

ーンの決定やその後の子葉原基の形成および発

達において機能することが判り、この異常はオ

ーキシン関連変異体の胚の表現型とよく似てい

た。そこで、mab2の胚におけるオーキシンマー

カーの発現パターンを調べたところ、子葉原基

予定領域においてオーキシン応答が弱まってい

た。また、酵母two hybrid実験から、MAB2は他

のメディエーター構成因子と相互作用しうるこ

とが示された。これらの結果から、MAB2はシロ

イヌナズナにおけるメディエーターの制御複合

体として、胚発生過程に必須であるオーキシン

応答に依存した転写を制御している可能性が示

唆された。 

 さらに、側根形成において、mab2-1 変異がオ

図１mel多重変異株の表現型とコードするタンパク質 



ーキシン非感受性変異体slr-1/iaa14 の側根形

成不全の表現型を抑圧すること、MAB2が側根形

成時にLBD16及びLBD29の発現をIAA14と協調

して負に制御している可能性が示唆された。ま

た、MAB2 は HDAC などのクロマチン再構成因子

と同じ経路で機能していること、MAB2がTPLタ

ンパク質の安定性の制御を通して、IAA14 によ

るARF7/19の活性化の抑制に寄与している可能

性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ サイトカイニンがSAM形成で果たす役割 

茎頂メリステム形成と茎頂メリステムの機能調

節に関与するRタンパク質UNIがサイトカイニン

信号伝達系を介して多数の腋芽メリステムを誘

導する事を既に示していた。そして、恒常的に

活性化されたサイトカイニン信号伝達系が抵抗

性関連遺伝子の発現制御にも関与する事を示し

た。さらに、uni-1D変異株のサプレッサーを多

数単離し、その原因遺伝子を明らかにした。ま

た、サプレッサー変異体の一つに関して次世代

シークエンサーを用いた原因定を試み、連鎖解

析とSNP解析を同時に行う手法でバッククロス

やラフマッピングを経ずに原因変異の同定に成

功した。 

 得られたサプレッサーの一つがERECTA(ER)受

容体キナーゼの機能欠損であった。その解析か

ら、uni-1D変異体のSAMの異常にはSAM外部での

ERの機能が重要である事が明らかになった。す

なわちSAMの制御にはSAM外部から遠隔的に働き

かける仕組みが想定される。また、ERにはアミ

ノ酸配列が類似したファミリー遺伝子がさらに

２つ(ERL1とERL2)存在する。これら計３つのER

ファミリー因子群の機能をすべて欠損させると

、uni-1D変異体のAMの異常もまた抑圧された。

この際にも、ERファミリー因子群のAM外部での

働きがAMの制御に重要であることを示唆する結

果が得られている。なお、ERファミリーの因子

群の機能欠損によるuni-1D変異の抑圧過程でサ

イトカイニン合成酵素の活性上昇やサイトカイ

ニン信号伝達系の活性化の抑圧も生じる事が明

らかになった。 

    さらに、内皮細胞から分泌されるEPFL型ペ

プチドが篩部伴細胞でERECTA受容体に受容され

るという内皮・篩部コミュニケーションが花序

の形態制御機構で機能することを明らかにした

。 そして、ERECTAファミリー受容体群が、茎頂

でのサイトカイニンによる幹細胞制御に機能冗

長的に関わる知見を得た。 また、 維管束(前)

形成成層の制御に4タイプのペプチド・受容体ペ

アが協調して働く知見を遺伝学的解析とペプチ

ド投与実験から得た。 
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