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１．研究実施の概要 

植物の個体および器官の形成や受精に到る過程においては、「組織特異的な遺伝子発現」、「部

域特異的な細胞の分裂と伸長」、「時間・空間的に制御された細胞の分化」、などいくつかの基本

的な問題が指摘され解析が進められている。しかし、「細胞間のシグナル伝達機構が重要な役割

を担っている」ことは認識されているものの、シグナルの分子的実体や受容・伝達の分子機構につ

いては、ほとんど解明されていない。本研究は、（１）植物器官形成における分裂組織と器官原基

の間のシグナル伝達機構、（２）器官の成長にともなう細胞分化に関わる細胞間のシグナル伝達機

構、（３）雄性と雌性の配偶体の形成と相互認識における細胞間のシグナル伝達機構、を取り上げ、

分子生物学、分子遺伝学、生化学、および細胞学的な解析をおこなって、分子機構を解明し、人

工的に制御する方法を見いだすことを目的としている。 

  研究内容は以下の 2 つの項目に分けられる。 

（１） 植物器官形成と細胞分化におけるシグナル伝達機構 について 

栄養成長期における植物は、茎頂分裂組織の周辺領域に葉原基を形成する。葉原基が形成さ

れる位置には規則性があり、新たに葉原基が形成される位置は、分裂組織の中央領域と既に形成

された葉原基の位置によって規定されていると考えられている。葉原基は成長するにともなって、

維管束のネットワークを形成し、横方向に平らに展開して裏と表の組織に分化する。これらの過程

においては、葉原基が分裂組織との間の相対的な位置を認識していると考えられる。これまでに、

主にシロイヌナズナからこれらの制御機構に関わる突然変異体が分離されており、その原因遺伝

子も次々と同定されている。その中には、細胞間のシグナル伝達に関わると考えられる遺伝子も含

まれているが、シグナル分子や伝達機構についてはほとんど解明されていない。花器官（がく片、

花弁、雄しべ、心皮）の形成される位置や対称構造についても同様である。しかし、これらの仮想

的な位置情報の分子的な実体とその伝達機構については、その重要性が認識されているにもか

かわらず、これまでほとんど調べられていない。本研究では、葉や花器官の表・裏や、周縁部など

領域決定、葉の左右相称性や器官のサイズと表皮組織のパターン形成などに着目して、シグナル

分子や伝達機構を解析する。 

 



（２） 雄性と雌性の配偶体の形成と相互認識における細胞間のシグナル伝達機構について 

動物と異なり、植物の配偶体はｎ世代の体であって、その中の一部の細胞が配偶子となる。被子

植物では、雌雄の配偶体は独立した体を作らず、２ｎ世代の植物体の一部として成長する。また、

成熟した雄性配偶体（花粉管）が雌しべの組織内を伸長し、誤らずに雌性配偶体（胚嚢）に向かう

ように花粉管の進行方向を誘導するガイダンス機構があると考えられている。花粉の発芽やガイダ

ンス機構、受精時の雌雄配偶体の認識機構など細胞間の認識と相互作用の機構は、まだよく解明

されていない。本研究では、シロイヌナズナの雌性配偶体や雄性配偶体の形成の機構について解

析を進める。また、東山グループは、雌性配偶体（胚嚢）が露出したトレニアの in vitro 受精系を用

いて花粉管誘引の機構を詳細に解析し、誘引活性を示す分子について解析を進める。 

 

２．研究実施内容  

植物器官形成と細胞分化におけるシグナル伝達機構 について以下の解析をおこなった。 

 

(1) 新たな細胞間シグナル分子の探索。   側生器官の先端-基部、表-裏、中央-周縁、などの

軸に依存した成長と分化に、茎頂分裂組織と側生器官の原基との間の細胞間シグナル伝達

にペプチド性シグナル分子が関わっているか否かを調べるために、（１）若い花序と花芽の巨

大な塊であるカリフラワーの花序の表面組織を集め、細胞外間隙に存在するペプチドとタンパ

ク質を抽出し、二次元ゲル電気泳動で分画して、20kDa 以下の低分子量ペプチドスポットを約

50 種類同定した。また、数十の細胞層を含む最表層とその下の細胞層に含まれる低分子量ペ

プチドを比較し、最表層に多く存在する約 20 種類についてアミノ酸配列を調べている。（２）カ

リフラワーの花序の表面組織の細胞外間隙から二次元ゲル電気泳動で分画できない 4kDa 以

下の極低分子ペプチドをカラムで分画し、LC-MS/MS を用いたショットガン解析を行っている。

これまでに、約 2200 種類のペプチド性 MS/MS シグナルが得られている。（３）カリフラワーの花

序を作るシロイヌナズナの ap1 cal1 二重突然変異体（カリフラワー突然変異体）の花序から、

同様な手法で細胞外間隙に存在する極低分子ペプチドを集め、LC-MS/MS で解析している

（岡田グループ・未発表）。 

(2) 細胞間シグナル機構の解析１。   昨年までの解析において、側生器官の裏側組織に特異

的に発現する FILAMENTOUS FLOWER (FIL)遺伝子と表側組織に特異的に発現する

PHABULOSA (PHB)遺伝子のプロモーターに GFP または YFP をつなぎ、発現領域が重複す

るか否かを検討したところ、両遺伝子の発現領域は葉原基や若い葉の中央部では重複しない

が、周縁部領域で重複して発現することがわかった。しかし、PHB 遺伝子の mRNA は

microRNA165/166 によって認識され、切断されることが知られている。そこで、GFP 遺伝子の

中に microRNA165/166 によって認識・切断される配列を組み込み、35S プロモーターにつな

いでシロイヌナズナに導入した。このトランスジェニック植物においては、microRNA が機能する

領域では GFP のシグナルが観察ないため、PHB の機能する領域を知ることが出来ると期待さ

れた。FIL::YFP 遺伝子を導入したシロイヌナズナと掛け合わせて二重トランスジェニック植物を



作製し、若い葉と原基を観察したところ、GFP シグナルは表側領域で発現し、その領域は FIL

遺伝子の発現領域と重複せず、ギャップもみられなかった（図１）。このような境界は葉原基の

初期段階からみられ、成熟葉においては柵状組織と海綿状組織の境界に合致していた。この

結果は、FIL 遺伝子と PHB 遺伝子の発現領域を分ける境界（表・裏の領域境界）が葉原基の

初期から決まっていること、表と裏の特異的遺伝子の発現領域がこの境界によって分けられて

おり、それが組織分化の境界となっていること、を示すものである。また、PHB と共に表側領域

の形成に関わる PHV, REV 遺伝子は、PHB と同様に microRNA165/166 による認識・切断配列

を持つことから、これらの遺伝子の発現領域も FIL 遺伝子の発現領域と重複しないと考えられ

る。これらの結果は、側生器官の形成の極初期から表裏の領域の境界が一意的に決定されて

いることを示す重要な結果である（岡田グループ・投稿中）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 若い葉原基の横断切片。青色は microRNA165/166 によって認識・切断配列を持つ GFP の発現

する領域、黄色は FIL プロモーターにつないだ YFP の発現領域を示す。 

 

(3) 細胞間シグナル機構の解析２。   葉の周縁部の細胞列形成に必要な PRESSED FLOWER 

(PRS) 遺伝子は、周縁部の細胞で特異的に転写される。この領域特異的な発現制御機構を

調べるために、PRS 遺伝子のプロモーター領域を様々に分断して解析した。これまでに、二つ

のプロモーター領域が関与していることがわかった。また、PRS 遺伝子の発現領域と FIL およ

び PHB 遺伝子の発現領域との関連を再検討したところ、PRS 遺伝子は FIL 遺伝子の発現領

域と重複するが、PHB 遺伝子の発現領域と隣接するが重ならないことがわかった。この結果は、

PRS 遺伝子が発現し、この遺伝子によって分化する周縁部の細胞列は裏側に属することを示

す。（岡田グループ・未発表）。 

(4) 細胞間シグナル機構の解析３。    裏側特異的な発現を示すのに十分な長さの FIL 遺伝子

の上流領域に GFP をつないで導入したトランスジェニック・シロイヌナズナの種子を EMS で処

理し、数百の M2 の中から子葉における GFP の発現パターンが乱れている突然変異体を多数

分離した。その中から、#2.0-07-4 突然変異体と#1-63 突然変異体について FIL 遺伝子の発

現異常と葉の形質を調べ、変異遺伝子座のマッピングを進めた。（岡田グループ・未発表）。 



(5) 細胞間シグナル機構の解析４。   維管束中の道管および師管細胞は連続していなければ

機能できない。道管およぴ師管のパターンが掲載される際には、一続きの管として機能するよ

うに細胞間のシグナルが働いていると思われる。維管束パターンが異常になる変異体数十種

類を分離し、葉脈が繋がらないものや、道管になる細胞が塊を作るものなどを選んで解析を進

めている。葉脈パターン形成に関わる no vein-1 突然変異体（nov-1）では最初の２枚のロゼッ

ト葉がしばしば葉脈が形成されない。葉脈が見られる場合でも、２次脈以降の維管束がほとん

ど形成されない。NOV は葉の前形成層の形成に必要であること、葉の発生に伴ってダイナミッ

クに変化するオーキシンの蓄積パターン形成に必要であることが示唆された。（岡田グループ・

未発表）。 

(6) 細胞間シグナル機構の解析５。   葉は、茎頂メリステムの周辺部の一部の細胞から分化し、

向背軸性を獲得しつつ、側方と先端部に向かって生長し、扁平で左右相称的な器官となる。シ

ロイヌナズナの AS1, AS2 遺伝子は、茎頂メリステムの維持に関わる class 1 KNOX の発現抑制

に関わり、葉の発生・分化の初期過程で細胞を分化の方向にもっていく機能をもつ。また、as1、

as2 変異体の表現型は極めて類似しているが、転写物の主な蓄積パターンは異なっている（論

文投稿準備中）。シロイヌナズナの AS1, AS2 遺伝子に着目して、その分子的機能解明を行い、

AS1, AS2 間の相互作用、および葉の形態形成に機能する遺伝子間の制御ネットワークを明ら

かにするために、以下の解析をおこなった。 (1) class 1 KNOX の多重変異体の解析から AS1, 

AS2 は、class 1 KNOX の発現抑制を介して基部—先端部軸方向の成長に関わっていると考

えられた。(2)as1変異体におけるAS2のmRNAとタンパク質量が野生型に比べて高くなっていた。

AS2 の発現は、AS1 によって制御されていると考えられる。(3)AS1、AS2 と蛍光タンパク質融合体

は核内の核小体周縁部に特に強く局在していることがわかった（図２）。(4)as2 変異体の亢進変

異体が多数得られた。これらの亢進変異体では、葉が背軸化していた。そのうちの一つは、 

すでに報告されている RDR6の変異であった。また、クロマチンの構造変換に関わる遺伝子が

複数同定された（論文投稿中）。AS1, AS2は核内の特定の区画で、クロマチンの構造変換に関

与するとともに、small RNA の機能と関連して、葉の向背軸性の確立に関わっていると考えられ

る。（町田グループ・未発表）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

        図２ AS2-YFP 融合タンパク質は核小体の周縁に局在する。Bars; 50μm 

 

(7) 細胞間シグナル機構の解析６。   表皮細胞は、胚形成の初期に原表皮として分化する。こ

の発生過程に関わっている遺伝子のうち、ALE1, ACR4, ALE2 の遺伝学的、生化学的、細胞

AS2-YFP 
Nucleolin-GFP 

(nucleolus) 



生物学的機能を解析し、表皮細胞分化における細胞間シグナリングを明らかにすることを目的

として、我々が開発した TB テスト法を用いて新たに同定した表皮細胞のクチクラの生合成に

関与すると考えられる新規遺伝子 PEL3 の発現解析を行った。胚発生過程の原表皮細胞で特

異的にmRNAが検出された。ale1 ale2 二重変異体では、PEL3 の転写物はきわめて弱くしか検

出されなかった（町田グループ・未発表）。 

(8) 細胞間シグナル機構の解析７（erecta erl1 erl2 ３重突然変異体の表皮の表現型の解析）。   

植 物 体 の 器 官 サ イ ズ を 決 め る ３ つ の 類 似 し た 受 容 体 型 キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 、

ERECTA,ERL1,ERL2 がどのようにして気孔のパターン形成と分化をつかさどるのか、そのメカ

ニズムの解析を試みた。３つの受容体キナーゼ遺伝子の全ての機能が欠損した植物体では気

孔が過剰にでき、隣同士かたまる（図３下）。多重変異体を用いた遺伝学的解析から、３つの遺

伝子が相乗的に作用する事により、原表皮細胞の非対称分裂、および、気孔の前駆細胞（メリ

ステモイド細胞）の孔辺母細胞への分化の抑制することが示された。 以前から気孔の正常な

分布に必要であることが知られる TOO MANY MOUTHS (TMM) 遺伝子は、ERECTA ファミリ

ー遺伝子の働きを制御していることが示唆された（鳥居グループ・未発表）。 

(9) 細胞間シグナル機構の解析８（ERECTA ファミリー受容体型キナーゼと気孔形成に関わる受容

体様タンパク質との機能的および分子間相互作用） TMM は細胞内キナーゼ部位を持たない

受容体様タンパク質であり、ERECTA ファミリーは受容体

型キナーゼである。したがって、TMM と ERECTA ファミリ

ータンパク質は、気孔の分布を決める細胞間シグナルの

受容体複合体として働くのかもしれない。本年度は、生細

胞イメージングの手法を用いて、これら受容体の分子間相

互作用を解析した。具体的には、FRET (Fluorescent 

Resonance Energy Transfer)および BiFC (Bimolecular 

Fluorescence Complementation （Split-YFP 法とも呼ばれ

る）を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いた。これらの手

法は分子間結合を直接測定するものではないが、生きた

表皮細胞の細胞膜上でERECTAファミリー分子とTMM分

子が近傍に局在するかどうかを確認できるという利点があ

る。詳細な解析の結果、TMM はホモダイマーを形成しな

いこと、TMM と ERL1 はヘテロダイマーをつくることが示唆された。この結果は、遺伝学的モデ

ルを裏付けるものである。今後は、生化学的手法（免疫共沈法）も加えて、受容体複合体の解

析を更に勧める（鳥居グループ・未発表）。 

(10) 細胞間シグナル機構の解析９（ERECTA ファミリー受容体型キナーゼの下流因子の解析）  

yoda 突然変異体は、極端な矮生と過剰な気孔分化を示すなど、erecta erl1 erl2３重変異体と

よく似た表現型を示す。YODA 遺伝子は動植物の細胞増殖と分化に必要な MAP キナーゼカ

スケードの最初の因子、MAP キナーゼキナーゼキナーゼ(MAPKKK)をコードする。遺伝学的

 

図３ ERECTA ファミリー遺伝
子は気孔の数と分布を制
御する。野生型（上）、
erecta erl1 erl2 ３重突然
変異体（下） 



解析の結果、YODA は ERECTA ファミリー受容体型キナーゼの下流で働くことが示唆された

（鳥居グループ・未発表）。今後は生化学的手法を用いてシグナル伝達機構の実態に迫る予

定である。気孔は植物表面に無数に存在し、高等植物の光合成ガス交換と蒸散に不可欠であ

る。したがって、本研究により明らかになった遺伝子資源をベースとした植物機能の改変は、

高等植物の生長のみならず我々人類の繁栄を維持する鍵を握っているかもしれない。 

(11) さらに、この研究目標に関連して、イメージング技術を用いたシグナル伝達および器官形成機

構の解析を主として中西グループが担当した。中西グループでは放射性同位体元素で標識し

た物質を植物に与え、生じた放射線をシンチレータを用いて、光に変換後超高感度カメラを用

いて、2 次元の位置情報を保持したままリアルタイム画像を取得することにより、Auxin をはじめ

とする植物ホルモンや光合成産物の糖の転流、無機栄養塩類、重金属などの吸収および植

物体内での移動の詳細な解析を行うことを試みた。植物体中での物質がどのように移動してい

るかをリアルタイムの画像で解析できるようになれば、従来の技術では明らかにすることができ

なかったより短時間におこる植物の物質輸送、シグナル伝達などのメカニズムをより詳細に解

析可能となる。我々は放射性同位体元素で標識した物質を植物に与え、生じた放射線をシン

チレータにより光に変換後、超高感度カメラを用い、2 次元の位置情報を保持したままリアルタ

イムに解析可能なリアルタイムトレーサー装置の開発を行った。本年度の研究において、装置

の改良により 5cm×5cm（解像度 100μm）～10cm×20cm（解像度 500μm）への視野の拡大を

可能とした。これにより、比較的大きな植物組織も含めたリアルタイムトレーサー解析が可能と

なった。これを用い、大豆幼植物を用いリン酸欠乏時および再びリン酸を供給したときなどに

おける植物内でのリン酸の詳細な挙動を解析した。現在トランスポーターの発現を解析してお

り、遺伝子発現との相互関係を検討している。また、本研究でのシステムの感度が細胞数層の

植物切片のラジオアイソトープ（Ca2+約 1Bq 程度）も検出可能であったため、対象物が細胞レ

ベルの微小組織であってもリアルタイムトレーサー解析が可能であると考えられ、昨年度末より

細胞レベルでのリアルタイムトレーサー追跡が可能なミクロイメージング装置を開発中である。

これにより本研究の最終目標である細胞レベルにおけるシグナリング、物質動態解析を明らか

にすることが可能なシステムの構築を進めている。 

 

雄性と雌性の配偶体の形成と相互認識における細胞間のシグナル伝達機構については、東山

グループが中心となって研究をおこなった。東山グループの研究目的は、トレニア in vitro 重複受

精系を用いて、花粉管ガイダンスにおける誘引活性の分子的実体について解析を進めるとともに、

受精時の精細胞の動きを詳細に解析することである。これまでに花粉管ガイダンスに関わる２つの

重要な物質の存在を見出した。一つは助細胞が分泌する種特異性の強い花粉管ガイダンス分子

であり、もう一つは助細胞を取り囲んでいる胚珠胞子体組織が分泌する花粉管反応性獲得促進物

質（AMOR）である（図４）。本年度はこれらの分子の解析を進めた。また受精時の精細胞の可視化

のために形質転換体の作製を進めた。 

誘引物質の解析については、助細胞の cDNA ライブラリー作製を進めた。卵細胞や胚嚢の EST



解析が進められる中、助細胞については単離が難しいなど、cDNA ライブラリーの報告はまだない。

本年度、助細胞を単離して cDNA ライブラリーの作製を試みた。卵細胞に比べると液胞が大きいな

ど、効率的な cDNA の増幅は難しかったが、最終的に助細胞 25 個から質のよい cDNA を増幅する

ことに成功した。また、AMOR について、N 末端アミノ酸シーケンシングにむけて花 6 万個の子房を

回収するとともに、その性質を調べた。当初 AGP と予想された AMOR は、AGP(s)と複合体をつくり

ながら子房内の細胞外基質を伝播し、花粉管に作用することが示唆された。活性は 70kDa のペプ

チドである AMOR が担うことも証明された。また受精の可視化のために、トレニアおよびシロイヌナ

ズナで主に TUB9 プロモーターを利用した蛍光プローブを導入した形質転換体の作製を進めた。 

 

胚嚢先端にある助細胞が分泌する花粉管ガイダンス分子の活

性は、近縁種との間で明確に区別される。胚嚢を包む胚珠の胞

子体細胞から分泌される 70kDa タンパク質 AMOR（胚珠組織か

ら分泌される AGP と複合体をつくり花粉管に作用すると考えら

れる）にも、同様に種の特異性が見られる。 

上図は、Torenia fournieri の胚珠と近縁種である Lindernia 

micrantha の胚珠を並べ、T. fournieri の花粉管がどちらの胚珠

に侵入するかを調べた実験。花粉管は同種の胚珠に誘引され

るが、L. micrantha の胚珠には誘引されない。 

 

 

図４ 種特異的に作用する細胞間シグナリング分子群 

 

３．研究実施体制 

岡田グループ 

①研究分担グループ長：岡田 清孝（京都大学、教授） 

②研究項目：「植物器官形成と細胞分化におけるシグナル伝達機構」 

 

町田グループ 

①研究分担グループ長：町田 千代子（中部大学、教授） 

②研究項目：「植物器官形成と細胞分化におけるシグナル伝達機構」に関連した 

（１）葉の形態形成における AS1, AS2 遺伝子の機能解析 

（2）表皮細胞分化における ALE1、ACR4、ALE2 遺伝子の役割の解明 

 

東山グループ 

①研究分担グループ長：東山 哲也（東京大学、助手） 

②研究項目：「雄性と雌性の配偶体の形成と相互認識における細胞間のシグナル伝達機構」



に関連した花粉管ガイダンス分子、配偶体間インターラクションの動態・介在因

子の解析 

 

鳥居グループ 

①研究分担グループ長：鳥居 啓子（ワシントン大学、准教授） 

②研究項目：「植物器官形成と細胞分化におけるシグナル伝達機構」に関連した植物の器官

分化を制御する細胞間シグナル伝達機構 

 

中西グループ 

①研究分担グループ長：中西 友子（東京大学大学院、教授） 

②研究項目：「植物器官形成と細胞分化におけるシグナル伝達機構」に関連した「放射性同

位体元素標識化合物およびリアルタイムトレーサー解析装置を用いた植物体

中の物質動態解析」 
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