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研究成果の概要（和文）：本研究では、多細胞体制の植物における、組織最外層の表皮による器官成長の制御機構の解
明を目的に以下のような結果を得た。シロイヌナズナの伸長が魚花茎を用いて、外側から表皮、皮層、内皮及び花茎全
体の切片から、レーザーによる特定の細胞層を切断、回収後、微量RNAサンプルによるRNAシーケンス法により、遺伝子
発現情報を取得した。表皮細胞層で高発現している1,700程度の遺伝子を特定した。その後、細胞伸長がさかんな暗所
芽生えのマイクロアレイデータを公共データから取得し、器官成長が活発で且つ表皮細胞層特異的な７３遺伝子を特定
できた。現在、これらの遺伝子の機能解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：Organ growth of multicellular plant is coordinated among cells/tissues. Old and 
recent physiological studies showed the outer-most cell layer, epidermis, have restrictive and promotive 
effects on organ growth in plants.
 In this study, we defined the genes whose expression were up-regulated in the epidermis layers and under 
the dark condition in Arabidopsis stem and/or hypocotyl tissue. For epidermis-enriched genes, specific 
cell layers were dissected from paraffin-embedded slices by laser. After linear amplification of small 
amount RNA from dissected samples, RNA-sequencing was conducted. Informatic analysis revealed that gene 
expression profiling was appropriate. Combined analysis with our RNA-sequencing and public microarray 
data defined 73 genes were up-regulated in the epidermis of stem and under the dark condition which 
enhances cell growth in hypocotyl (juvenile stem-like structure).

研究分野： 植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
多細胞体制を持つ被子植物においては、組織
間の相互作用を介した細胞分裂や細胞伸長
の協調化が発生・成長過程において重要だと
考えられる。これまでの 150 年にわたる関連
研究から、植物の器官成長において、表皮を
含む外側の細胞層が“たが”のように器官全
体の成長を律速していることが支持されて
きたが（Kutschera, Bot Acta, 1992）、最近
の細胞伸長に関わる植物ホルモン変異体を
用いた解析により、表皮細胞層から内側細胞
層へ何らかの物理的もしくは化学的シグナ
ル（特定分子の移動等）が伝達され、協調的
な成長をもたらしていることが示された
（Savaldi-Goldstein et al., Nature, 2007；
Hacham et al., Development, 2011）。 
 
２．研究の目的 
植物の地上部器官においては、表皮細胞層に
よる協調的な成長制御が示唆されてきてい
るが、その分子レベルのメカニズムは明らか
にされていない。本研究では、シロイヌナズ
ナの花茎伸長や胚軸伸長をモデル系にして、
全転写産物を対象にした次世代シーケンサ
ーによる細胞層特異的発現解析と、それに続
く体系的な高速機能解析を行い、表皮細胞層
由来の成長協調化に関わる因子の同定を行
う。 
 
３．研究の方法 
まずは、伸長が盛んな花茎領域を切り出し、
固定後、パラフィン切片を作成する。レーザ
ーマイクロダイセクション（LMD）法により、
特定の細胞層の細胞群を切り取り、回収する。
これらの切り出し切片から、total RNA を抽
出し、Ovation システム（NuGen 社）により、
線形増幅を行い、次世代シーケンス用ライブ
ラリーを作成する。35 bp 分のシーケンスを
GAiix（illumina）により行い、以降、情報
解析を行う。One-way ANOVA 解析後、各サン
プル間で２倍以上の発現変動する遺伝子群
を抽出し、表皮、皮層、内皮細胞層特異的な
遺伝子群を抽出する。また、公共データベー
スのマイクロアレイデータを用いて、細胞伸
長により器官（胚軸）成長が促進されている
暗所芽生えで明所より発現が上昇している
ものを抽出し、上述の表皮細胞層で高発現の
遺伝子情報と合わせて、解析を行う。抽出で
きた遺伝子群について、T-DNA 挿入株や、強
制発現株により、体系的な機能スクリーニン
グを、胚軸や花茎の成長を指標に行う。 
 
４．研究成果 
LMD 法により、切り出しを行ったサンプルに
おける RNA-sequencing を行った。35 bp の塩
基配列決定後、シロイヌナズナの参照ゲノム
配列にマッピング後、アノテーション情報に
基づいて、各遺伝子の相対発現量を算出した。
その後、花茎全体の切り出しサンプルのデー
タも入れた解析より、表皮、皮層、内皮細胞

層特異的な遺伝子群を抽出した。結果、1,767
遺伝子群が、表皮細胞層で高発現しているこ
とが分かった。その後、Gene ontology (GO)
解析により、表皮で合成が盛んなワックス関
連の GO タームが濃縮していることが分かっ
た。また、すでに表皮での特異的発現が論文
で報告されている遺伝子群について、リスト
の中に含まれていることも確認できた。以上
のように、本解析が十分機能していると考え
られた。次に、ワックス合成やその他の代謝
系でなく、器官成長に関与し、協調的な作用
に必要な因子を絞り込むために、公共データ
ベースのマイクロアレイデータを用いて、細
胞伸長により器官（胚軸）成長が促進されて
いる暗所芽生えで明所より発現が上昇して
いるものを抽出した。その結果、550 遺伝子
が暗所で明所より有意に発現上昇している
ことを見出した。次に、上述の表皮細胞層で
高発現遺伝子群と暗所上昇遺伝子群で共通
している 73 遺伝子を抽出した。抽出した遺
伝子群の GO 解析を行うと、“Cell Growth”
のタームが濃縮されており、目的の因子が濃
縮できていると期待できる。これらの遺伝子
には、推定分泌ペプチド、転写因子や細胞壁
関連因子などが含まれていた。現在、これら
の遺伝子群に関して、T-DNA 挿入株や、強制
発現株により、体系的な機能スクリーニング
を、胚軸や花茎の成長を指標に行っている。 
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