
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４６０３

新学術領域研究（研究領域提案型）

2014～2010

根の成長を支える細胞増殖の相転換機構の解明

Molecular mechanisms underlying phase transition of cell proliferation during root 
growth

８０２２１８１０研究者番号：

梅田　正明（UMEDA, MASAAKI）

奈良先端科学技術大学院大学・バイオサイエンス研究科・教授

研究期間：

２２１１９００９

平成 年 月 日現在２７   ６   ８

円    87,200,000

研究成果の概要（和文）：根の伸長は土壌環境により大きく左右される。その伸長速度を決めるのは、根端での細胞分
裂と、細胞分裂が細胞伸長へと転換するタイミングである。我々は様々なストレスにより根の伸長が調節される仕組み
を明らかにする目的で、それらの制御機構を解析した。その結果、植物ホルモンの一つであるサイトカイニンが細胞分
裂から細胞伸長への転換を促進すること、またMYB3R転写因子がDNA損傷に応答した細胞分裂の停止に重要な役割をもつ
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Root growth is affected by various underground conditions. The growth rate is 
determined by cell division in the root apex and transition from cell division to cell elongation. In 
this project, we studied underlying mechanisms to uncover the major machinery controlling root growth in 
response to external stimuli. We found that cytokinin, one of the phytohormones, promotes transition from 
cell division to cell elongation, and that MYB3R transcription factor plays an important role in 
arresting cell division under DNA stress conditions.

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 
 植物の根の伸長は、根端の分裂領域におけ
る細胞分裂、移行領域における細胞分裂から
細胞伸長（分化）への移行のタイミング、伸
長／分化領域における細胞伸長の３つのフ
ァクターによって規定される。このうち、移
行領域における細胞分裂から細胞伸長への
移行は、DNA 倍加の誘導により引き起こさ
れることが明らかにされていたが、その分子
機構は未解明のままであった。この移行のタ
イミングは根端分裂組織の長さを決めるこ
とにもなるので、土壌環境に応じて根の伸長
を変化させる上で非常に重要である。 
 根端分裂組織における細胞分裂も環境要
因に応答して変化し、根の伸長を制御してい
る。例えば、アルミニウムやホウ素過剰の条
件では DNA 損傷が誘導され、細胞分裂が阻
害されることが明らかにされていた。このよ
うなストレス下ではサイクリン依存性キナ
ーゼ(CDK)インヒビターの発現誘導が起こり、
CDK の活性阻害により細胞分裂が抑制され
ると考えられていたが、その他の可能性につ
いてはほとんど研究されていなかった。 
 根端分裂組織における細胞分裂を質的に
正確に把握するためには、組織レベルのリア
ルタイムイメージングに適用可能な細胞周
期モニタリング系が必須である。しかし、植
物科学分野ではこれまでサイクリン B1 遺伝
子を改変したG2/M期マーカー遺伝子しか存
在せず、細胞周期進行をモニタリングするこ
とは技術的に不可能であった。動物分野では
G1/S 期マーカーと G2/M 期マーカーを組み
合わせた Fucciと呼ばれる細胞周期インディ
ケーターが開発されているので、植物でもサ
イクリン B1 マーカーとは異なる細胞周期ス
テージを標識するマーカー遺伝子を開発す
ることにより、組織レベルの細胞周期モニタ
リングが可能であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、シロイヌナズナの根において
細胞分裂から DNA 倍加への移行を制御する
分子機構を解明することを目的とした。それ
を踏まえて、環境ストレスに応答して根端分
裂組織の長さを調節する仕組みの解明を目
指した。また、DNA 損傷に応じて根端分裂
組織における細胞分裂を抑制する分子マシ
ーナリーの同定も目標とした。さらに、細胞
周期モニタリング系 Cytrap を作成し、植物
組織において細胞周期進行のイメージング
解析を可能にする技術開発を行った。 
 
３．研究の方法 
 シロイヌナズナの過剰発現体やノックア
ウト変異体を用いて、根端分裂組織の長さを
皮層細胞の長さを指標として測定した。遺伝
子発現については、promoter:GUS/GFP や
promoter:ORF-GUS/GFP をシロイヌナズナ
に導入して観察した。転写因子の標的配列へ
の結合については、酵母 one-hybrid 法およ

び ChIP-PCR法により解析した。後者におい
ては、HA タグを付加した転写因子を発現す
る形質転換体を用いて、抗HA抗体による免
疫沈降により行った。転写因子の活性につい
ては、シロイヌナズナ培養細胞由来のプロト
プラストを用いた一過的発現系を利用して、
ルシフェラーゼ活性を指標にして測定した。
DNA倍数性は Partec社製のプロイディーア
ナライザーを用いて測定した。qRT-PCR は
Roche社製の LightCycler 480を用いて行っ
た。ホルモン含量は理化学研究所の榊原均博
士に測定を依頼した。タイムラプスイメージ
ングはオリンパス社製の共焦点レーザー顕
微鏡 FV1000を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) DNA倍加誘導には後期促進複合体(APC)
の活性化が重要であることが知られている。
植物においては APC 活性化因子をコードす
る CCS52A1遺伝子の発現が根端の移行領域
で特異的に見られることから、CCS52A1 の
転写制御因子の同定を試みた。まず、プロモ
ーター領域の欠失シリーズを作成し、GUS
融合遺伝子を用いて移行領域での発現に必
要なシス領域を特定した。この領域を bait
として用いて one-hybrid スクリーニングを
行うことにより、シロイヌナズナ転写因子ラ
イブラリーの中から CCS52A1プロモーター
に結合する転写因子を選抜した。その結果、
サイトカイニンのレスポンスレギュレータ
ーである ARR2を同定した。別の B型レスポ
ンスレギュレーターである ARR1 は結合し
なかったことから、CCS52A1の発現はARR2
により特異的に制御されていると考えられ
た。in vivoでの結合性も ChIP-PCRにより
確認することができた。 
 CCS52A1 の発現はサイトカイニン処理に
よって上がり、サイトカイニン受容体の変異
体や arr2 変異体では低下していた。また、
様々な変異体や過剰発現体を用いて遺伝学
的解析を行った結果、ARR2によるCCS52A1
遺伝子の発現制御により細胞分裂から DNA
倍加への移行が促進されること（根端の分裂
領域が短くなること）が裏付けられた。一方、
以前の研究によりARR1/12がAux/IAAの一
つである SHY2 の発現を誘導してオーキシ
ンシグナルを抑制することが報告されてい
たが、こちらも遺伝学的解析により、
ARR2–CCS52A1と ARR1/12–SHY2は独立
な経路として働いていることが明らかにな
った。 
 以上の結果から、根の移行領域においては
２つの経路により細胞分裂から DNA 倍加
（エンドサイクル）への転換が起こることが
示された。一つは、サイトカイニンにより活
性化された ARR1/12が SHY2の発現誘導を
介してオーキシンシグナルを抑制する経路
であり、もう一つは、ARR2が CCS52A1の
発現誘導を介して APC を活性化し、細胞周
期因子を分解に導く経路である（図１）。 



(2) DNA損傷は、アルミニウムやホウ素過剰
ストレス、病原菌感染、各種ストレス下で発
生する活性酸素種により誘発される。また、
通常の DNA 複製の過程においても恒常的に
DNA 損傷が起きている。我々は以前、DNA
損傷が細胞分裂から DNA 倍加への移行を促
進することを見出したが、その分子機構は未
解明であった。上述のように、サイトカイニ
ンが細胞分裂から DNA 倍加への転換に重要
であることが明らかになったので、DNA 損
傷時のサイトカイニン関連遺伝子の発現を
調べたところ、サイトカイニン合成遺伝子の
いくつかが DNA 損傷に応答して発現誘導さ
れることが明らかになった。これらの遺伝子
の変異体では DNA 損傷に対する感受性の低
下が観察されたことから、de novoのサイト
カイニン合成が DNA 損傷に応答した DNA
倍加誘導に重要であることが示唆された。一
方で、DNA損傷時には PINの発現が低下す
ること、オーキシン関連変異体は DNA 損傷
に対して高感受性を示すこと、オーキシンを
外からを与えると DNA 損傷に対する感受性
が低下することが明らかになった。そこで、
オーキシンとサイトカイニン関連遺伝子の
多重変異体を作成し、遺伝学的解析を行った
結果、サイトカイニン合成が DNA 損傷に応
答した DNA 倍加誘導において主要因となっ
ていることが明らかになった。以上の結果か
ら、DNA 損傷ストレスを受けた植物では、
サイトカイニン合成を活性化することによ
り DNA 倍加を促進し、根の伸長を抑制して
いることが示された。 
 
(3) 以前の我々の研究により、DNA損傷スト
レスは CDK インヒビターの発現を上げると
ともに、B型サイクリンなどの G2/M期遺伝
子の発現を低下させることが明らかになっ
ていた。植物の G2/M 期遺伝子の発現は
MYB3R転写因子により制御されていること

から、myb3r変異体の DNA損傷応答につい
て解析した。その結果、抑制型MYB3Rの変
異体は DNA 損傷に耐性を示すことが明らか
になった。そこで、抑制型MYB3Rの機能解
析を進めたところ、タンパク質分解制御を受
けること、またその分解制御はリン酸化に依
存していることを見出した。リン酸化部位に
変異を導入して解析した結果、脱リン酸化状
態になりタンパク質の安定性が増すことが、
DNA損傷時に細胞周期を G2/M 期で停止さ
せるのに重要であることが明らかになった。 
 以上の結果から、DNA 損傷により抑制型
MYB3Rのタンパク安定性が増すと、B型サ
イクリンなどの標的遺伝子の発現が効率的
に抑制され、G2/M 期停止が引き起こされる
ことが示された。つまり、分裂組織において
は CDK インヒビターの発現誘導とともに、
抑制型MYB3Rのタンパク質安定化を介して
G2/M 期遺伝子の発現が抑制され、細胞分裂
から DNA 倍加への転換が促進されることが
明らかになった。 
 
(4) 細胞周期進行をモニタリングするために
は、既存の G2/M期マーカーであるサイクリ
ン B1 遺伝子の他に、別の細胞周期ステージ
を標識するマーカー遺伝子が必要不可欠で
あった。そこで、DNA複製に関わる CDT1a
遺伝子に着目し、マーカー遺伝子として最適
なゲノム領域の特定を行った。特定した領域
が CDT1としての機能を有しないことは、酵
母の cdt1変異株の相補実験により確認した。
また、CDT1a 自身のプロモーターは活性が
弱かったため、ヒストンHTR2遺伝子のプロ
モーターに代えたレポーター遺伝子を作成
し、シロイヌナズナ根端における発現様式を
確認した。その結果、作成したレポーター遺
伝子は S〜G2 期で発現すること、このレポ
ーター遺伝子から産生されるタンパク質は
M 期に進入すると積極的に分解されること
が明らかになった。次に、この S/G2 期マー
カーと G2/M期マーカーを組み合わせて、根
の表皮における細胞周期進行のタイムラプ
ス観察を行った。その結果、根の表皮では
G1期が 6時間、S〜G2期が 8時間、 M期
が 2 時間であり、細胞周期１サイクルに 16
時間程度かかっていることが示唆された。 
 次に、上記の細胞周期モニタリング系を利
用して、シロイヌナズナの根で細胞分裂から
DNA 倍加へと移行する過程を観察した。そ
の結果、移行領域に入って細胞伸長が活性化
されるよりも数個根端側の細胞で、S/G2 期
停止が起きていることが明らかになった。ま
た、移行領域より基部側では S/G2 期マーカ
ーのタンパク質分解が観察されなかった。こ
のことは、DNA 倍加では G2/M の境界ステ
ージを含まないサイクルが回っていること
を意味している。以上のように、本研究で作
成した細胞周期モニタリング系 Cytrap は
DNA 倍加への移行過程の観察にも有効であ
ることが示された。 

図１ サイトカイニンによる細胞分裂から 
   DNA倍加への移行制御 
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