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研究成果の概要（和文）：植物の体づくりの様々な局面において、特定の細胞群がつくる小分子RNAが周囲の細
胞へと移行し、これが細胞間の「位置情報シグナル」として働くことで、正確な細胞パターンを形成しているこ
とを明らかにした。また根の先端に存在する根冠組織の働きが、細胞壁の修飾やプログラム細胞死、感染防御物
質の産生、膜輸送、脂質の代謝等の様々な細胞機能によって成り立っていることを明らかにした。さらにゼニゴ
ケを用いた研究により、陸上植物の卵細胞形成や性分化において、進化的に保存された転写制御因子が働いてい
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, following three mechanisms were identified. First, in many 
aspects of plant morphogenesis, small RNA molecules produced at a certain group of cells traffic to 
the surrounding cells, and thereby act as positional cues to form precise cellular patterns. Second,
 functions of the plant root cap were found to be implemented by a diverse cellular functions, such 
as cell wall modification, programmed cell death, production of anti-pathogenic compounds, membrane 
traffic, and lipid biosynthesis. Third, by using a newly established liverwort system, 
evolutionarily conserved master regulators for egg cell formation and sexual differentiation were 
identified.

研究分野：植物発生生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 植物の個体発生は、他の多細胞生物と同様
に受精卵という単一細胞から開始される。た
った1つの細胞が遺伝的プログラムに従って
複雑な組織や器官を形成するパターン形成
機構の解明は、生物学上の主要な研究課題の
１つである。植物細胞は細胞壁を介して相互
に連結されており、その位置や配向を後から
変えることが出来ない。したがって植物のパ
ターン形成においては、細胞の分裂方向や分
化を器官原基内の「位置情報」に応じて適切
に制御することが非常に重要である。 
 研究代表者はシロイヌナズナの根の内皮
細胞の分化において、SHR 転写因子の細胞間
移行が位置情報の伝達に機能することを明
らかにした。その後の研究から植物パターン
形成の様々な場面で転写因子の細胞間移行
が位置情報の伝達に機能していることが明
らかとなっている。  
 さらに内皮細胞で産生されるマイクロ
RNA165/166 (miRNA165/6)が、標的遺伝子の
発現を細胞非自律的に制御することで、維管
束の分化パターンを制御することを明らか
にした。miR165/6 の細胞非自律的な機能は胚
の頂端－基部軸形成にも機能しており、転写
因子のみならず、miRNA の細胞間移行も植物
パターン形成の様々な局面で位置情報の伝
達に機能していることが示唆される。 
 また、植物におけるパターン形成の制御因
子が明らかにされる一方で、運命決定された
細胞が特有の機能を発揮する過程で働く「実
働遺伝子」の同定や解析は、転写因子に比べ
て遅れている。シロイヌナズナで同定された
制御因子やその機能が、異なる分類群の植物
においても保存されているかについての知
見も十分に蓄積されているとは言えない。こ
れは分子遺伝学で多用されるモデル植物が
種子植物に偏っており、進化の基部にある植
物種での解析が困難であることに起因して
いる。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を受け、本研究課題では miRNA
の細胞非自律性や標的遺伝子の空間的発現
制御が、植物のパターン形成において普遍的
に機能しているかを検証する。また分化を制
御する鍵転写因子から、下流の実働遺伝子の
制御を経て細胞機能が発現する過程を、根冠
細胞をモデルにして解析する。この解析にお
いては、根端部を長時間にわたって自動追尾
できる顕微鏡システムを開発し、根冠細胞の
動態を加味した解析を行う。また制御因子の
進化的保存性については、近年確立された基
部陸上植物のゼニゴケの系を用い、進化的保
存性が予測されながら、未解明の課題が多い
生殖細胞の分化と性分化の発現機構を対象
として解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロ RNA の空間的発現制御を介した

パターン形成の統御 
 マイクロRNAの空間的発現制御によるパタ
ーン形成の普遍性を明らかにするために、①
シロイヌナズナの根冠分化、②胚珠形成、③
胚発生の３つを対象に研究を行った。 
 
①シロイヌナズナの根冠分化においては、
miR160 によるオーキシン応答性転写因子
AUXIN RESPONSE FACTOR10 (ARF10) および
ARF16 の発現抑制が報告されいるが、その空
間的制御の詳細は不明であった。また miR160
は MIR160A, MIR160B, MIR160C の３つの遺伝
子から産生されるが、これらが根のどの組織
で発現し、これらから産生されたmiR160が、
ARF10 や ARF16 の発現をどのように制御して
いるかは不明であった。そこでまず MIR160
遺伝子の転写レポーターライン、miR160 活性
のセンサーライン、および GFP タグを付加し
た野生型または miR160 耐性型の ARF10 遺伝
子を導入した植物を作製し、miR160 による
ARF10 の発現抑制の詳細と、それが根冠の分
化に果たす役割を解析した。 
 
②シロイヌナズナの胚珠発生においては、
HD-ZIP III 転写因子である PHBの発現が時空
間的に適切に制御されることが重要である。
しかし、その制御の詳細は不明であった。そ
こで胚珠発生段階における９つの MIR165/6
遺伝子の発現と、miR165/6 活性の分布、およ
び GFP タグされた野生型または miR165/6 耐
性型 PHB遺伝子を発現する植物の表現型解析
を通じ、胚珠発生のいつ、どこで、どの
MIR165/6 遺伝子が発現し、そこから産生され
た miR165/6 が、PHB の発現をどのように制御
しているかを解析した。 
 
③シロイヌナズナの胚発生においては、球状
胚の基部側周縁部で産生された miR165/6 が
HD-ZIP III転写因子群の発現を胚の頂端中央
部に限定化し、これが頂端－基部軸の安定化
や茎頂分裂組織の形成に重要な機能を果た
す。しかし miR165/6 を産生する MIR165/6 遺
伝子が胚の基部側周縁部で特異的に発現す
る機構は明らかでなかった。そこで MIR165/6
遺伝子プロモーターのデリーション解析に
より特異的発現に必要な領域を絞り込むと
ともに、それに結合する転写因子の変異体を
用いて、MIR165/6 遺伝子の胚における空間的
発現制御機構を解析した。 
 
(2)根冠細胞の分化と機能発現の制御 
 根冠は分裂組織の保護や土壌環境との相
互作用を担う重要な組織であり、細胞運命の
決定から最外層の細胞剥離に至る一連の過
程を比較的容易に観察できる優れた実験系
である。根冠の分化には、SMB, BRN1, BRN2
の 3つの NAC転写因子が重要であることが知
られているが、これらの転写因子の制御下で
根冠の分化や機能発現を担う遺伝子は不明
であった。そこで SMB と BRN1/2 の変異体や



過剰発現体、またエピトープタグされた SMB
や BRN1 を発現する植物のクロマチン免疫沈
降解析を行い、標的遺伝子の同定とそれらの
機能解析を行った。また成長中の根の先端を
自動追尾する顕微鏡システムを開発し、根冠
細胞の剥離や細胞内構造の動態を解析した。 
 
(3)陸上植物に保存された性分化と生殖細胞
形成の制御 
 植物において生殖細胞の分化を制御する
遺伝子や、その作働機序はほとんど知られて
いない。これはモデル植物として汎用される
種子植物においては生殖細胞が花器官の奥
深くで、ごく短時間のうちに形成され、かつ
生殖細胞が形成されない変異体を維持して
解析することが難しいことによる。近年モデ
ル植物として確立されたゼニゴケにおいて
は、わずか一細胞層に包まれた造卵器の内側
で比較的大きな卵細胞が形成される上、卵細
胞を形成できない変異体を無性的に維持す
ることができる。またゲノム編集や形質転換
が容易であり、生殖細胞形成の研究に適して
いる。シロイヌナズナにおいては複数の RKD
遺伝子が卵細胞の形成に機能していること
が提唱されているが、実験的な証明はなされ
ていなかった。そこでゼニゴケゲノムに存在
する唯一の RKD 遺伝子(MpRKD)の変異体を詳
細に解析し、その実験的証明を試みた。また
進化的に相同なゼニゴケの造卵器とシロイ
ヌナズナ胚嚢の比較トランスクリプトーム
解析から、進化的に保存された雌性分化の制
御因子を同定し機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)マイクロ RNA の空間的発現制御を介した
パターン形成の統御 
 
①シロイヌナズナの根冠分化における
miR160 を介した ARF10/16 の発現制御とその
意義 
 miR160 を産生する３つの MIR160 遺伝子に
ついて転写レポーターラインを作製し、発現
解析を行ったところ、MIR160A は根の内皮と
維管束全体で、MIR160B は木部以外の維管束
全体で、 MIR160C は師部周辺で特異的に発現
することが明らかとなった。すなわち根にお
いては、miR160 が内皮とその内側の細胞層で
特異的に産生されることが明らかとなった。
一方で miR160 のセンサー植物を作製して解
析したところ、miR160 の抑制活性は内皮より
も外側の細胞層にまで広がっていた。すなわ
ち miR160 が細胞非自律的に機能することが
明らかとなった。その発生学的意義を解析す
るため、GFP タグされた野生型または miR160
耐性型 ARF10を自身のプロモーター下で発現
させたところ、野生型 ARF10-GFP が根冠の外
層において特異的に発現していたのに対し、
miR160耐性型ARF10-GFPの発現は根の全細胞
層に拡大していた。また後者の植物において
は、根冠分化の指標であるアミロプラストが

通常の根冠分化領域の外側にまで拡張して
いた。以上の結果から、シロイヌナズナの根
端において miR160 が細胞非自律的に ARF10
の空間的発現パターンを規定し、これにより
根冠の分化領域あるいは分裂組織の位置を
調節している可能性が示唆された。 
 
②シロイヌナズナの胚珠発生における
MIR165/6 遺伝子の機能 
 転写レポーターラインを用いて、胚珠発生
段階における９つの MIR165/6 遺伝子の発現
パターンを包括的に調べた結果、MIR165A，
MIR166A，MIR166D, MIR166G の４遺伝子が胚
珠において発現し、なかでも MIR166D と
MIR166G の２遺伝子が胚珠発生の初期から珠
皮が分化する段階において強く発現するこ
とが明らかとなった（図１）。また miR165/6
センサー植物の解析により、miR166 が胚珠原
基の基部側で局所的に産生され、かつ頂端側
に向かって数細胞層の距離に渡って細胞非
自律的に機能し得ることを見出した。また
GFP でタグされた PHB 発現ラインを解析した
結果、野生型 PHB-GFP の発現が内珠皮の内層
に限定されていたのに対し、miR165/6 耐性型
の PHB-GFP (PHBmu-GFP）は胚珠原基の広範な
領域で発現していた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 

 
 PHBmu-GFP を 抑 制 し 得 る 変 異 型 の
MIR166Dmu または MIR166Gmu を共導入したと
ころ、いずれにおいても胚珠の形成異常が有
意に解消されたことから、胚珠においては
MIR166DとMIR166Gに由来するmiR166が、PHB
の発現制御を介して胚珠の正常な発生に機
能していることが明らかとなった。 
 さらにアブラナ科に属する近縁種も含め
た MIR165/6 遺伝子の分子系統解析を行った
結果、 MIR166D および MIR166G が、根、葉、
胚において主要に機能する MIR165/6 遺伝子
群とは異なる系統に属することが明らかと
なった。以上の結果から、miR166 を介した
HD-ZIP IIIの空間的発現制御が胚珠の発生に
おいても重要な機能を果たすことが明らか
となった。また複数の MIR165/6 遺伝子が機
能分担している可能性が示唆された。 
 
③シロイヌナズナの胚発生における
MIR165/6 遺伝子の空間的発現制御 
MIR165A と MIR166B のプロモーターについて
デリーション解析を行い、配列モチーフを同
定した。このモチーフに結合しうる既知の２
つの転写因子について二重変異体を作成し、



この背景におけるMIR165Aレポーターの発現
を解析した結果、球状胚の基部周縁部におけ
る発現が欠損することが明らかとなった。ま
た胚の頂端側におけるMIR165Aの発現抑制に
関与すると推定される配列を予測し、この配
列に結合し得る転写因子の多重変異体にお
けるMIR165Aレポーターの発現を解析したと
ころ、球状胚の頂端側にまで発現が拡大して
いた。以上の結果から、球状胚の基部周縁部
におけるMIR165/6遺伝子の発現パターンが、
胚の特定の領域で発現する複数の転写因子
による協奏的な活性化と抑制作用により制
御され、次のステージの胚パターン形成へと
継承されていく機構の存在が示唆された。 
 
(2)根冠細胞の分化と機能発現の制御 
 変異体と過剰発現体を用いたトランスク
リプトーム解析とクロマチン免疫沈降解析
により、SMB と BRN1/2 が直接転写制御する遺
伝子を 60 個同定した。これらがコードする
タンパク質は、細胞壁の修飾やプログラム細
胞死、感染防御物質の産生、膜輸送、脂質の
代謝等への関与が推定され、根冠の機能発現
に多様な細胞機能が関係していることが示
唆された。これらの中から、まず細胞壁の主
成分の１つであるペクチンを分解するポリ
ガラクツロナーゼをコードする遺伝子に着
目 し 、 こ れ を RCPG (ROOT CAP 
POLYGALACTURONASE) と名付けて詳細な機能
解析を行った。野生型あるいは上記の NAC 転
写因子の変異体背景におけるレポーター解
析の結果、RCPG が BRN1/2 に依存して根冠最
外層で特異的に発現することが明らかとな
った（図２）。また野生型植物の根冠最外層
が大きく反り返って剥離するのに対し、rcpg
機能欠損変異体の根冠最外層は、カップ状の
外形を維持したまま根端に付着していた（図
２）。RCPG の過剰発現体の根冠の最外層は、
層構造を保持せずに細胞が個別に剥離して
いた。以上の観察結果から RCPG が BRN1/2 に
より直接転写制御され、細胞の剥離を促進し
ていることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 

 
 さらに伸長する根の先端を自動的に追尾
する水平光軸型動体トラッキング顕微鏡を
構築し、これを用いて根冠剥離の動態を解析
した。野生型植物の根冠剥離においては、側
部根冠最外層上部の断裂と湾曲により開始
され、その後、最外層が徐々に剥離して根か
ら脱離する周期を繰返すことが明らかとな
った。BRN1/2 の二重機能欠損変異体では、最

後の脱離段階が起こらないにもかかわらず、
剥離の開始は野生型と同等の周期で繰返さ
れた。以上の観察結果から、根冠剥離の開始
が細胞層の脱離とは無関係に内性のタイミ
ングに応じて周期的に活性化されることが
明らかとなった。 
 
(3)陸上植物に保存された性分化と生殖細胞
形成の制御 
in situ ハイブリダイゼーションおよびレポ
ーター解析の結果より、MpRKD 遺伝子が成熟
途上の卵細胞や精原細胞で強く発現するこ
とが明らかとなった。また MpRKD を相同組換
えにより破壊したところ、メスの破壊株では
卵前駆細胞までは正常に形成されるものの、
その後の成熟がおこらずに液胞化した。また
オスの破壊株では精原細胞の分裂が同調せ
ず、一部の精原細胞は液胞化を経て崩壊した。
以上の結果からMpRKDがゼニゴケの生殖細胞
分化の鍵制御因子であることが明らかとな
った。シロイヌナズナやコムギの卵細胞にお
いて、複数の RKD 遺伝子が高発現しているこ
とがわかっており、RKD 遺伝子が陸上植物に
保存された生殖細胞の形成の制御因子であ
ることが示唆された。 
 上記の研究の過程で、ゼニゴケ造卵器とシ
ロイヌナズナ雌性配偶子の比較トランスク
リプトーム解析から、両者で共通して発現す
る相同な転写因子 FGMYB を同定した。シロイ
ヌナズナのFGMYBは雌性配偶体の形成に関与
していることが報告されている。ゼニゴケに
おいて、 FGMYB 遺伝子はメスの造卵器で特異
的に発現していた（図３）。ゼニゴケにおい
て FGMYB 遺伝子をノックアウトしたところ、
染色体構成上はメスである個体に、野生型の
オスと見分けがつかない造精器が形成され
（図３）、やや不完全ながらも精子が形成さ
れた。以上の結果から、FGMYB が陸上植物の
進化において保存された配偶体世代の雌性
分化促進因子であることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 
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