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要旨 
	 植物の表皮の細胞層と表皮の下に存在する内部組織は成長の間に異なった機

能を発揮する。植物の全ての地上部組織の源である茎頂分裂組織(SAM)も表皮
とその内部の組織からなる層構造をとっている。その SAMの内部には幹細胞集
団が表皮と内部の両方の細胞層にわたってひとまとまりの集団として維持され

ており、新たな器官を作り出すための娘細胞を周囲に供給し続ける。しかしな

がら、これらの幹細胞が性質の異なる複数の細胞層の中でどのような制御を受

けて 1 つの集団として振る舞うのかは未だ解明されておらず、興味深い疑問点
である。さらに、SAMは層構造とは別の捉え方においても機能の異なる複数の
領域を持つ複雑な組織である。このような複合組織である SAMの恒常性制御に
おいては細胞間コミュニケーションが不可欠であると考えられる。 
	 そこで、本論文では、以前に SAMの恒常性の制御に関わることが報告されて
いる受容体、ERECTA (ER)ファミリーに着目した解析を行った。シロイヌナズ
ナERファミリー遺伝子は互いによく似たER、ERECTA LIKE1 (ERL1)、ERL2
の 3 遺伝子で構成されており、細胞膜結合型の受容体をコードしている。これ
までに ER ファミリーは気孔の分布制御や花茎の伸長制御、葉の鋸歯の形成、
木部の繊維細胞の分化開始時期の調節など植物の成長において様々な機能を担

うことが報告されてきた。SAM においては、ER ファミリーの全ての遺伝子が
SAMの全域で発現し、ERファミリーの機能欠損三重変異体 er erl1 erl2では
SAMが肥大した形態を示し、幹細胞の領域も拡大することが報告されていたが、
その役割の詳細は明らかとなっていなかった。 
	 本研究では、まず ER ファミリーと幹細胞の維持に必須の因子として知られ
てきたWUSCHEL (WUS)との関係の解析、そして er erl1 erl2の SAMの幹細
胞の異常を抑制するために ERが機能すべき部位の解析を行った。さらに、WUS
の上流制御因子である CLAVATA3 (CLV3)、WUS の下流因子であるサイトカ
イニンシグナルと ER ファミリーとの関わりも解析した。以下にこれらの結果
の概略を詳しく述べる。 
 
１.	  er erl1 erl2は wusの幹細胞が消失する表現型を回復させる 
	 er erl1 erl2三重変異体の拡大した幹細胞領域はWUSの機能を必要とするの
かを調べるために、wus er erl1 erl2四重変異体を作成し、SAMの表現型を解
析したところ、wus er erl1 erl2の SAMは er erl1 erl2の肥大した形態を維持
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し、SAM 内部層の幹細胞マーカーは消失していたものの表皮には幹細胞マー

カーの発現を維持していた。この結果から、er erl1 erl2の SAMの表皮の幹細
胞領域はWUSの機能に非依存的に維持されるが、内部に位置する幹細胞の維
持にはWUSの機能が必要となることが明らかとなった。 
 
２.	 表皮における ERの発現は er erl1 erl2の SAMと幹細胞の表現型を抑制
する 
	 er erl1 erl2のSAMにおける幹細胞マーカーの発現パターンを詳細に解析し
たところ、SAMの周縁の表皮層に異所的なシグナルが観察された。また、wus 
er erl1 erl2においては SAMの表皮にのみ幹細胞マーカーが維持されていた。
これらの結果を受け、表皮での ERの機能が SAMの制御にとって重要である
と推測した。そこで、er erl1 erl2背景で表皮特異的にERを発現させたところ、
SAMと幹細胞領域の肥大が野生型程度まで回復した。wus er erl1 erl2で同じ
操作を行うと、wus単独変異体と同様の表現型を示した。したがって、表皮で
発現する ERが SAMの肥大を抑制し、またWUSの機能に依存しない幹細胞
制御に関わることが示唆された。 
 
３.	 er erl1 erl2に対する CLV3添加、サイトカイニン阻害の効果は層特異的
に現れる 
	 CLV3は分泌型ペプチドをコードしておりWUSの発現を抑制する機能を持
つ。そこで CLV3と ERファミリーの関係性を解析するために er erl1 erl2に
CLV3ペプチドを投与したところ、この操作で全ての幹細胞マーカーが消失す
る野生型とは異なり、er erl1 erl2では内部組織の幹細胞マーカーは CLV3に
応答し著しく縮小した一方で、表皮の幹細胞マーカーは CLV3に耐性を示した。
次に、WUSは SAMのサイトカイニン応答性を促進することで SAMの恒常性
を制御する機能を持つため、サイトカイニンと ERファミリーの関係性も解析
した。er erl1 erl2に対してサイトカイニンシグナルの阻害を施したところ、全
ての層の幹細胞マーカーが影響を受ける野生型とは異なり、CLV3投与時と同
様に内部の組織の幹細胞マーカーは著しく縮小したが表皮では耐性を示した。

すなわち、er erl1 erl2の内部の幹細胞層の維持にはサイトカイニンシグナルが
必須である一方で表皮の幹細胞層の維持にはサイトカイニンシグナルは必要

とされないと考えられる。これらの結果から、ERファミリーは CLV3とサイ
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トカイニンによる表皮と内部組織の間での幹細胞の振る舞いの調節に必要で

あることが示唆された。 
 
以上のように、本論文によりこれまでに報告のなかった WUS に依存しない幹
細胞制御機構の存在を提示し、その仕組みの中で ER ファミリーが重要な役割
を果たしていることを示した。また、幹細胞が CLV3、WUS、サイトカイニン
から受ける影響を ERファミリーが層ごとに調節していると考えられた。 
 
Reference: Kimura Y, Tasaka M, Torii KU, Uchida N 
ERECTA-family genes coordinate stem cell functions between the epidermal 
and internal layers of the shoot apical meristem. 
Development 2017, in press. 
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第 1章	 序論 
 
 
1-1 本研究の背景 
 
1-1-1 植物の茎頂分裂組織 
	 植物の茎の先端にある茎頂分裂組織(Shoot apical meristem：SAM)は植物の
葉や茎、花などの地上部組織を生み出す元となる未分化な細胞の集団である。

SAMはドーム状の形態をしており、ドームの先端に位置する中央領域、中央領
域の下に位置する形成中心、ドームの側面にあり中央領域をドーナツ状に囲む

周辺領域、中央領域の下にある髄状領域の 4つの領域に分けられ(図 1-1)、それ
ぞれの領域は異なる機能を持つ(Perales and Reddy, 2012)。中央領域には一定
の幹細胞集団が維持されており、形成中心が幹細胞の維持で重要な役割を果た

す(Gordon et al., 2009; Miwa et al., 2009; Yadav et al., 2010)。 
	 さらに、SAMのドームは層状の構造もとっており、表皮を形成する L1層、
内部組織を形成する L2層と L3層で構成されている(図 1-2A)。それぞれの層は
細胞分裂の様式が異なっており、L1層と L2層は垂層分裂、L3層は垂層分裂と
並層分裂の両方を行う(図 1-2B)(Meyerowitz, 1997)。成長の間、それぞれの層
は異なる働きを担うが(Meyerowitz, 1997)、幹細胞集団は SAM の中央領域の

L1から L3の全ての層にまたがって存在する(図 1-2A)。異なる層にまたがって
維持されている幹細胞集団がどのようにして一つの集団として振る舞うよう制

御されているのか、また、その仕組みの中で働く因子やメカニズムは未解明で

ある。 
 
 
1-1-2 幹細胞の維持を制御する分子 
	 SAMの形成中心で発現するWUSCHEL (WUS)は転写因子をコードしており、
幹細胞の性質を維持するための中心的な役割を持つと考えられてきた(図 1-3A)。
WUS 遺伝子を欠損した wus 変異体は胚発生で作られた幹細胞を芽生えた後に
正常に維持することができず、幹細胞をいくつかの本葉を形成するために消費

した後には、SAMが消失した表現型を示す(Laux et al., 1996; Mayer et al., 
1998)。この SAMと幹細胞の消失という wus変異体の表現型を回復させるよう
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な抑圧変異体はこれまでに見つかっておらず、WUSに依存しない幹細胞維持メ
カニズムに関する理解はほぼ進んでいない。CLVATA3 (CLV3)は幹細胞特異的
に発現する遺伝子であり、WUSの発現を抑制する働きを持つ分泌型ペプチドを
コードしている(図 1-3A)(Brand et al., 2000; Schoof et al., 2000)。WUSは幹細
胞領域の CLV3 の発現を促進し(図 1-3A)、CLV3 は形成中心における WUS の
発現を抑制する(図1-3A)(Brand et al., 2000; Fletcher et al., 1999; Kinoshita et 
al., 2010; Miwa et al., 2009; Schoof et al., 2000; Shinohara and Matsubayashi, 
2015)。このWUSと CLV3によるネガティブフィードバックループによって幹
細胞数が一定に維持されていると考えられている(図 1-3A)。 
	 植物ホルモンのサイトカイニンは SAMの表皮層で生合成され、SAMの恒常
性を制御する(図 1-3B)。近年の数理的な解析によって、表皮由来のサイトカイ
ニンが形成中心を含む領域で発現するサイトカイニン受容体を介したサイトカ

イニン応答によって WUS の発現パターンを形成することが提唱されている(図
1-3B) (Adibi et al., 2016; Chickarmane et al., 2012; Gordon et al., 2009; Gruel 
et al., 2016)。このWUSの発現誘導はサイトカイニンシグナル伝達の構成要素
である type-B ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR (ARR)群によって
直接的に制御されている(図 1-3B)(Meng et al., 2017; Wang et al., 2017)。また、
WUS はサイトカイニンのシグナル伝達における負のフィードバックを担う
type-A ARRの ARR7と ARR15の発現を抑制することで SAMにおけるサイト
カイニン応答性を促進する(図 1-3B)(Leibfried et al., 2005)。しかしながら、形
成中心におけるサイトカイニン応答が細胞非自律的に SAM の他の領域にまで

影響を与える仕組みについてはまだよくわかっていない(図 1-3B)。これまでに
解析されてきたWUSに依存した幹細胞維持メカニズムとは対照的にWUS非依
存的なメカニズム(Huang et al., 2015; Lee and Clark, 2015)の解明もほぼ進ん
でいない。 
 
 
1-2 本研究の目的 
 
	 ERECTA (ER)ファミリーは細胞膜貫通型の受容体キナーゼをコードしてお
り、コードするアミノ酸配列の似た ER、ERECTA LIKE 1 (ERL1)、ERL2の
３つの遺伝子で構成されている(Shpak et al., 2004)。これまでに ERファミリ
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ーは気孔の分布(Shpak et al., 2005)、花茎の伸長(Uchida et al., 2012)、鋸歯の
形態(Tameshige et al., 2016)、胚軸の拡大(Ikematsu et al., 2017)など、植物の
様々な部位の形態をファミリーのいくつかの因子あるいは全ての因子が機能冗

長的に制御することが報告されている。SAM においては、ER ファミリーの全
ての遺伝子が SAMの全体で発現しており、SAMの恒常性の維持への関与が報
告されている(Bemis et al., 2013; Chen et al., 2013; Uchida et al., 2011; 
Uchida et al., 2013)。er erl1 erl2三重変異体の SAMは肥大した形態を示し、
幹細胞領域も拡大する(Chen et al., 2013; Uchida et al., 2013)。さらに、er erl1 
erl2 の SAM の細胞増殖はサイトカイニンに対して高感受性を示すことも報告

されている(Uchida et al., 2013)。しかしながら、幹細胞の維持において ERフ
ァミリーの活性が CLV3-WUS 経路やサイトカイニンシグナル伝達経路とどの
ように関わっているかの具体的な仕組みの大部分は未解明である。 
 
 
1-3本研究で見出したこと 
 
	 本研究では、SAMや幹細胞の維持における ERファミリーの未解明な機能に
迫ることを目指した。まず er erl1 erl2を用いた解析をさらに進めたところ、wus
変異体における SAMの消失が ERファミリー遺伝子の欠損（er erl1 erl2の三
重変異）により回復し、そのときの幹細胞マーカー遺伝子は SAMの表皮特異的
に発現が回復した。この er erl1 erl2の表現型は表皮特異的な ERの導入によっ
て抑制された。さらに、er erl1 erl2では、CLV3経路を活性化したときとサイ
トカイニンシグナル伝達経路を阻害したときに、野生型とは異なり、幹細胞マ

ーカー遺伝子のパターンが細胞層ごとに異なる影響を受けるようになった。こ

れらのことから、ERファミリーは CLV3経路、WUS経路の必要性、サイトカ
イニンへの応答を細胞層ごとに変化させることを通じて SAM の異なる細胞層

の間で幹細胞の振る舞いを調和させる作用を持つと考えられた。以降の章でこ

れらの解析結果を具体的に述べる。 
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図 1-1 SAM の構造 
SAMの各領域。赤線で囲んだ領域は SAMの領域を示している。 
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図 1-2 SAM の層構造と分裂様式 
(A) SAMの層構造。L1層からL3層にまたがって幹細胞領域は維持されている。
幹細胞領域の下の L3層内に形成中心が位置している。 
(B) 垂層分裂は分裂面が表面に対して垂直になる分裂のことをいう。並層分裂は
分裂面が表面に対して平行になる分裂のことをいう。 
  

CUC2 CUC2 

STM 

CLV3 

AtML1 

WUS 

%�.L1�/�
� !�

L2 
L3 

$7"435���5	��

SAM 
��,�C� !D�

�����

�',��

-�,��

���&CL10L2D�

���&2���&CL3D�

�����

A 

B 



 14 

 
図 1-3 SAM の恒常性の制御因子 
(A) WUSと CLV3によるネガティブフィードバックループの略図。 
(B) SAMの恒常性を制御するサイトカイニンシグナル伝達系の略図。緑色で示
した領域：サイトカイニン生合成酵素が発現する SAMの表皮の層。水色：表皮
由来のサイトカイニンの予想される分布。赤色の領域：形成中心。橙色で示し

た領域：サイトカイニン受容体と type-B ARR遺伝子が発現する形成中心を含
む領域。黄色で示した領域。type-A ARR遺伝子が発現する領域。 
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第 2章	 er erl1 erl2における幹細胞維持のWUS依存性と ERファ
ミリーが表皮で果たす機能 
 
2-1 er erl1 erl2における幹細胞のWUS依存性 
 
2-1-1 wus変異体において ERファミリーの機能を欠失させた状態の解析 
	 ERファミリーの全ての活性を失った er erl1 erl2三重変異体では栄養成長期
の SAM が肥大することが過去に報告されていた(Uchida et al., 2013)(図
2-1B,F,I)。一方、wusにおいては SAMが発芽後すぐに完全に消費され、SAM
が消失する(Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998)(図 2-1C,G)。これらの対立し
た表現型の関係を調べるために、wus er erl1 erl2四重変異体を作成し、erファ
ミリー変異と wus変異との遺伝学的な相互作用について調べた。すると驚くこ
とに、wus er erl1 erl2ではWUSの機能が欠損しているにも関わらず、SAMの
構造が維持されており(図 2-1D,H,I)、野生型の SAMに特徴的な小さい細胞の領
域(図 2-1E、赤い点線で囲まれた領域)が wus er erl1 erl2の SAMを覆うように
して回復していた(図 2-1H)。wus er erl1 erl2の SAMの回復は生殖成長期にお
いても引き続き観察された。wusでは胚発生で作られるSAMは消費されるが(図
2-1C,G)、しばらくしてから胚軸など異所的な場所から通常では見られないメリ
ステムを作り出し、不定芽を形成する。それゆえ、wus の花茎の出現は野生型
に比べて著しく遅延する(Laux et al., 1996)(図 2-2A,B)。対照的に、wus er erl1 
erl2 では SAM が正常に維持されており(図 2-1D,H)、花茎が通常通りに伸長し
た(2-2A,E)。また wus の不定芽から生まれた花茎は数個の花しか形成しなかっ
たが(図 2-2F)、wus er erl1 erl2の花茎は野生型や er erl1 erl2のように持続的
に花を作った(図 2-2C-E)。これらの結果は、ERファミリーの活性が失われると
wus の栄養成長期と生殖成長期両方の異常が大幅に抑圧されることを示してい
る。さらに、wusで作られる花は一貫して雌しべを欠如したが(Laux et al., 1996)、
wus er erl1 erl2の花は常に雌しべを形成した(表 2-1)。wus er erl1 erl2では雄
しべの数も wusに比べて増加しているが、一方で花弁と萼の数は wusと比べて
も回復していないことから、花器官形成の回復は雄しべと雌しべに限定される。 
	 本研究では、以降、特に栄養成長に焦点を絞って解析を進めた。 
 
2-1-2 wus er erl1 erl2の SAMにおける細胞分裂活性 
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	 wus er erl1 erl2で維持されていた SAMにおける細胞分裂の頻度を定量する
ために、核酸類似体である EdU の取り込みを調べた。EdU は細胞周期の S 期
にゲノム DNAに取り込まれ、その後のクリック反応による蛍光標識により、S
期を経た細胞の数を検出することができる。野生型と er erl1 erl2においては、
EdU標識された核がSAMの表皮(L1層)と内部のL2/3層の複数の層で検出され
た(図 2-3A,B)。対照的に、SAM が消失している wus の茎頂の中央部において
は、EdU標識された核はほぼ検出されなかった(図 2-3C,E)。この結果は、野生
型や er erl1 erl2 で見られた SAM に特徴的な小さな細胞の領域(図 2-1E,F)が
wusにおいては消失していた結果と一致している(図 2-1G)。一方で、wus er erl1 
erl2の SAMでは EdU標識されたパターンが er erl1 erl2のものと類似してい
た(図 2-3B,D)。これらの結果は、wus er erl1 erl2の SAMがWUSを欠損して
いるにも関わらず細胞増殖活性を維持していることを示している。また、SAM
の面積当たりの EdU標識された核の数を調べたところ、野生型と er erl1 erl2
及び wus er erl1 erl2の数値はほぼ同じであったことから(図 2-3F)、これらの植
物における SAM内の細胞は同じような速度で分裂していると考えられる。 
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2-2 ERファミリーの表皮での機能 
 
2-2-1 er erl1 erl2における幹細胞マーカーのWUSへの依存性 
	 CLV3pro:GUS は信頼性のある幹細胞のマーカーとして過去の多くの研究で
使われており (図 2-4A)、そのシグナルは wus においては消失する (図
2-4B)(Brand et al., 2002)。er erl1 erl2の SAMでは、肥大したその形態を反映
しているのかのように GUSのシグナルが SAMの中央領域だけでなく SAMの
周縁部においても検出された(図 2-4C)。そしてさらに興味深いことに、wus er 
erl1 erl2のSAMではGUSのシグナルが表皮層でのみ強く検出された(図 2-4D)。
in situ RNAハイブリダイセーション法によって内生の CLV3のmRNAの発現
パターンを観察したところ、er erl1 erl2 と wus er erl1 erl2 において内性の
CLV3 もまた表皮の広い領域で検出され (図 2-5A,B)、拡大した表皮での
CLV3pro:GUS のシグナルと内生の CLV3 の発現パターンは一致していた。こ
れらの結果から、野生型の SAM の全ての層における CLV3pro:GUS の発現の
ためにはWUSが必要不可欠であるが(図 2-4A,B)、er erl1 erl2の SAMの表皮
における幹細胞マーカーの発現には WUS の活性は必要でないと考えられる(図
2-4C,D)。一方で、er erl1 erl2の SAMの内部層における CLV3pro:GUSの発
現を維持するためにはWUSは必要である(図 2-4C,D)。すなわち、ERファミリ
ーの活性が失われた状態では、幹細胞マーカーの WUS への依存性は表皮と内
部層で異なっている。wus er erl1 erl2における幹細胞マーカーの回復は内在性
の CLV3 の発現量が qRT-PCR で強く検出されたことからも裏付けられる(図
2-5C)。さらに未分化な細胞のマーカーである SHOOT MERISTEMLESS 
(STM)遺伝子の発現量(Long et al., 1996)を調べたところ、wus er erl1 erl2にお
ける STMの発現量は高く、wus er erl1 erl2が拡大した SAMを維持している
結果と一致していた (図 2-5D)。 
 
2-2-2 表皮特異的な ERの発現の効果 
	 er erl1 erl2では CLV3pro:GUSのシグナルが SAMの表皮の広い領域で異所
的に検出され(図 2-4C)、その表皮でのシグナルは wus er erl1 erl2の SAMでも
維持されていた(図 2-4D)。以前より ERのプロモーターは SAMの全域で活性を
持つことが知られていたが (Uchida et al., 2013)、本研究でさらに
ERpro:ER-YFP の SAM におけるシグナルを解析したところ、そのシグナルは
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SAMの全域で検出され(図 2-6A)、タンパク質レベルでも ERは SAMの全域で
存在していることが示唆された。一方で、ER ファミリーが欠損したときには、
幹細胞の異常は表皮に顕著に現れる(図 2-4)。そこで、表皮における幹細胞マー
カーを制御するための直接的な機能を担っているのは表皮での ER の働きであ
る可能性を考えた。この可能性を検証するために、表皮特異的に活性を持つ

AtML1プロモーター(Sessions et al., 1999)(図 2-6B)で ER遺伝子を発現させる
表皮特異的なレスキュー実験を、er erl1 erl2と wus er erl1 erl2で実施した。
AtML1pro:ERを er erl1 erl2に導入すると、SAMの表皮の広い領域で見られ
ていた CLV3pro:GUS シグナル(図 2-4C)が検出されなくなり(図 2-6C)、
CLV3pro:GUSは野生型(図 2-4A)のように、正常なサイズの SAMの限られた領
域でのみ検出された(図 2-6C)。一方で、形成中心特異的な WUS プロモーター
の制御下で ER を発現させた際には、 SAM の周縁にまで拡大した

CLV3pro:GUSの発現と肥大した SAMの形態は回復しなかった(図 2-6D)。すな
わち、表皮における ER の機能が幹細胞マーカーの異所的な発現を抑制するた
めに十分であることを示している。このことは、er erl1 erl2で増加していた内
在性の CLV3 の発現量が AtML1pro:ER の導入によって野生型レベルまで減少
することからも裏付けられる(図 2-6F)。er erl1 erl2の芽生えで見られる矮小の
表現型(図 2-7B)も er erl1 erl2 AtML1pro:ERでは大きく軽減した(図 2-7C)。一
方で、WUSpro:ER は芽生えの表現型に影響を与えなかった(図 2-7D)。しかし
ながら、er erl1 erl2 AtML1pro:ERの葉柄は、野生型と er erl1 erl2の中間程の
長さであったため(図 2-7A,B,C)、葉柄の成長には表皮以外の組織における ER
の機能が寄与していると考えられる。 
	 同様に、wus er erl1 erl2においても、特徴的な表皮の CLV3pro:GUSのシグ
ナルが AtML1pro:ERの導入によって見られなくなった(図 2-4D; 図 2-6E)。内
在性の CLV3の発現も AtML1pro:ERの導入によって wus er erl1 erl2と比較
して大きく減少した(図 2-6G)。さらに、AtML1pro:ERの発現は wus er erl1 erl2
の芽生えの矮小形の表現型も回復させた(図 2-7F,G)。 
	 以上の結果から、表皮における ERの活性は正常な SAMの恒常性の維持に大
きく寄与していると考えられる。 
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表 2-1 花器官の数 
値は平均値±標準偏差を示している。 
  

+16� *16� #� "�� n 

 Wild type 1±0 5.6±0.52 4±0 4±0 10 

 er erl1 erl2 1±0 4.3±1.49 4.1±0.73 2.4±1.17 10 

 wus 0±0 0.81±0.6 3.18±0.75 2.45±0.82 11 

 wus er erl1 erl2 1±0 3.92±0.51 3.25±0.87 1.75±0.62 12 

Kimura_Table S1 
Table S1. Number of floral organs. The average value ± S.D. is shown. 

表2-1 
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図 2-1 wus 変異によって引き起こされる SAM の欠損は er ファミリー変
異によって抑制される 
(A-D) 発芽後 10日目の植物体の茎頂部分を走査型電子顕微鏡で観察した。赤い
丸印は SAMを示している。矢尻は SAMが消失していることを示している。ス
ケールバーは 100 µm。 
(E-H) トルイジンブルー染色した SAMの切片。点線は SAMに特徴的な小さな
細胞の領域を示している。スケールバーは 100 µm。 
(I) 発芽後 10日目の SAMの面積。測定に用いる SAMの画像は走査型顕微鏡に
て取得し、ImageJ で面積を測定した。グラフの値は測定値±標準偏差(n=3)、
アスタリスクは有意差(***：P<0.005, Student's t-test)を示している。 
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図 2-2 wus 変異によって変化した花序の形態が er erl1 erl2 変異によっ
て回復する 
(A, B) 発芽後 31日目(A)と 82日目(B)の写真。矢印は wus er erl1 erl2で作ら
れた花茎。wusでは花茎の発生は顕著に遅れる。スケールバーは 1 cm。 
(C-F) 花茎の先端。スケールバーは 5 mm。 
(G-J) 花序を上から観察。スケールバーは 1 mm。 
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図 2-3 wus er erl1 erl2 の SAM における細胞増殖活性 
(A-D) 増殖性細胞を EdUで標識している。発芽後 10日目の植物切片を観察し
た。点線は SAMの輪郭を示している。スケールバーは 100 µm。矢尻は SAM
が消失していることを示している。 
(E) SAMの領域における EdU標識した核の数。グラフの値は測定値±標準偏差 
(n=3)、アスタリスクは野生型と比較したときの有意差(***：P<0.005)を示して
いる。 
(F) SAMの面積で標準化した EdU標識した核の数。SAMにおける EdU標識
した核の数を SAMに特徴的な小さな細胞の領域の面積で標準化した。wus変異
体では SAMが消失しているため(図 2-1C,G)、このグラフでは wus変異体の値
を産出していない。有意差は Turkey’s HSD test (P<0.05)によって検出してお
り、データ間で有意差のないものは同じアルファベットで表記されている。 
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図 2-4 CLV3pro:GUS のシグナルが wus er erl1 erl2 の SAM の表皮特
異的に維持されている 
(A-D) 発芽後 10日目の SAMの切片における CLV3pro:GUSのシグナル。スケ
ールバーは 100 µm。矢印は表皮特異的な CLV3pro:GUSのシグナルを示してい
る。画像左下の数字は、「表皮特異的なシグナルを持つ植物の数／観察した植物

の全体数」を示している。 
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図 2-5 内在性 CLV3 の発現パターンと CLV3 と STM の発現量 
(A, B) 内在性の CLV3の発現パターンを検出するための in situ RNAハイブリ
ダイゼーション実験。スケールバーは 100 µm。矢尻は表皮に局在するシグナル
を示している。 
(C, D) 茎頂における CLV3(E)と STM(F)の転写量(n=3)を β-TUBULINの量で
標準化し、野生型の値を 1に設定した。独立した 10個の植物体を 1つの集団と
して集め、各々のサンプルとした。グラフには平均値±標準偏差を示している。

アスタリスクは有意差(*：P<0.05, **：P<0.01, ***：P<0.005, Student's t-test)
を示している。 
  

Kimura_Fig. 3 

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

16 

er 
erl1 
erl2 

WT wus wus 
er 

erl1 
erl2 

CLV3 

*** 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

er 
erl1 
erl2 

WT wus wus 
er 

erl1 
erl2 

* 
** 

*** 3.5 

3.5 

3.5 

3.5 

3.5 

3.5 

3.5 

3.5 R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on
 

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on
 

er erl1 erl2 wus er erl1 erl2 

A B CLV3 CLV3 

図2-7 

C D STM 



 25 

 
図 2-6 表皮特異的な ER の導入は er erl1 erl2 で引き起こされる
CLV3pro:GUS の変化を回復させる 
(A) SAMにおける ERpro:ER-YFPのシグナル。8日目の er背景の実生を観察
した。同様の顕微鏡設定で導入遺伝子を持たない野生型を観察したところ、YFP
シグナルは検出されなかった。 
(B) 発芽後 10 日目の植物体の SAM の切片における AtML1pro:GUS のシグナ
ル。スケールバーは 100 µm。 
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(C, D, E) 発芽後 8日目(D)あるいは 10日目(C,E)の植物体の SAMの切片におけ
る CLV3pro:GUSのシグナル。矢印は表皮特異的な CLV3pro:GUSのシグナル
を示している。観察した 4 から 5 個の独立したサンプルの中で代表的な写真を
示している。スケールバーは 100 µm。 
 (F, G) 茎頂における CLV3の転写産物量を β-TUBULINの量で標準化し、er 
erl1 erl2(D)と wus er erl1 erl2(E)の値を 100に設定した。5から 6個の植物体
を 1つの集団として集め、各々のサンプルとした。n=3。グラフには平均値±標
準偏差を示している。アスタリスクは有意差(*：P<0.05, ***：P<0.005, Student's 
t-test)を示している。”ns”は有意差がないことを示している。 
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図 2-7 表皮特異的な ER の発現は芽生えの成長を大きく回復させる 
(A-G) 10日目の植物体の写真。スケールバーは 5 mm。 
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第３章	 er erl1 erl2の SAMの制御における各種シグナル経路の細
胞層ごとの反応の差異 
 
3-1 CLV3経路が SAMに与える影響の細胞層特異的な調節 
 
3-1-1 CLV3 ペプチド添加が er erl1 erl2 の SAM の形態と CLV3pro:GUS、
WUSpro:GUSに及ぼす影響 
	 幹細胞から分泌される CLV3 ペプチドは SAM の恒常性を制御する上で重要
な役割を担っており、外から過剰量の CLV3 ペプチドを添加すると SAM の構
造と幹細胞集団が消失することが知られている (Kondo et al., 2006)(図
3-1A,B,E,F,I; 図 3-3A,B)。この CLV3ペプチドの効果の発揮に ERファミリー
が関わるのかを調べるためにCLV3ペプチドを添加した培地上で er erl1 erl2を
培養し、SAMの形態を観察した。すると、CLV3添加により SAMが消失する
野生型とは異なり er erl1 erl2では CLV3ペプチドの存在下でさえも SAMが維
持されており(図 3-1C,D,G,H,I)、er erl1 erl2の SAMは CLV3ペプチドに対す
る耐性を示した。この結果に一致して、幹細胞のマーカーである CLV3pro:GUS、
また、SAM の維持で重要な役割を果たす形成中心のマーカーである

WUSpro:GUS (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998)のどちらのシグナルも、
er erl1 erl2 の SAM では CLV3 ペプチド存在下でも維持されていた(図
3-2C,D,G,H)。対照的に、野生型では、CLV3 ペプチドの添加によりどちらの
GUSのシグナルも消失した(図 3-2A,B,E,F)。 
 
3-1-2 er erl1 erl2への CLV3添加の効果の細胞層ごとの違い 
	 次に、er erl1 erl2で切片を用いて詳細に CLV3pro:GUSのパターンを調べた
ところ、CLV3ペプチド処理の効果が表皮と内部組織とで異なっていた(図 3-3)。
まず、CLV3ペプチド処理下の er erl1 erl2において、GUSのシグナルを示す
表皮の領域は無処理条件に比べて減少しなかった(図 3-3C-E; 解析方法は図 3-4
に示す)。一方で、内部組織で GUS のシグナルを示す領域は著しく縮小してい
た(図 3-3C,D,F; 図 3-4)。したがって、er erl1 erl2の表皮に位置する幹細胞は
CLV3 ペプチドに対して耐性であるが、内部組織に存在する幹細胞は CLV3 シ
グナルによって制御されていると考えられる。内在性の CLV3 の発現量を
qRT-PCRにより調べたところ、er erl1 erl2においても CLV3の発現量がある
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程度減少していた(図 3-5)。このことは、内部組織で幹細胞領域が縮小していた
観察結果と一致する。 
 
3-1-2 er erl1 erl2における内在性の CLV3の働き 
	 er erl1 erl2の SAMは CLV3ペプチドに一部耐性を示したことから er erl1 
erl2における内在性の CLV3の働きを調べるために、clv3 er erl1 erl2四重変異
体の SAMを観察した。図 3-6に見られるように、clv3 er erl1 erl2の SAMは
clv3や er erl1 erl2の SAMよりもさらに肥大した形態を示した。er erl1 erl2
に CLV3ペプチドを投与した際に内部層で CLV3pro:GUSを示す領域が著しく
縮小したこと(図 3-3C,D,F)も合わせて考えると、表皮と内部組織どちらの
CLV3pro:GUS のシグナルも CLV3 ペプチドによる影響を受ける野生型とは対
照的に(図 3-3A,B,E,F; 図 3-5)、er erl1 erl2において CLV3は主に内部の層に
影響を与えることによって SAMの成長を制御していることが示唆される。すな
わち、ERファミリーは SAMの表皮と内部組織の間で CLV3シグナルへの応答
を調和させる役割を持つと考えられる。 
 
3-1-3 根における CLV3の効果 
	 過去に、CLV3処理の効果は SAMだけでなく根の成長にも影響を及ぼすこと
が報告されている(Fiers et al., 2005; Kondo et al., 2006)。そこで根の成長を観
察したところ、SAMとは異なり、CLV3ペプチド処理は野生型と er erl1 erl2
の両方の根の成長を同じように阻害した(図 3-7)。したがって、ER ファミリー
の欠損は根の CLV3ペプチドの感受性には影響を及ぼさないと考えられる。 
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3-2 er erl1 erl2の幹細胞領域におけるサイトカイニン経路の働き 
 
3-2-1 er erl1 erl2の SAMにおけるサイトカイニンの一次応答 
	 サイトカイニンは SAMの恒常性の重要な制御因子であり、(Chickarmane et 
al., 2012; Gordon et al., 2009)、WUSは SAMのサイトカイニン応答性を促進
する働きを持つ(Leibfried et al., 2005)。er erl1 erl2の SAMにおいては表皮層
と内部領域が WUS が欠失すると異なる振る舞いを見せたため(図 2-4A,B)、
SAM の恒常性におけるサイトカイニンへの依存性もまた、層特異的な様式で

ERファミリーによって調節されている可能性を考えた。そこで、サイトカイニ
ンの応答性を人工的なサイトカイニン応答性レポーターTCSn::GFP を用いて
解析した(Zurcher et al., 2013)。その結果、過去の報告と同じように野生型の
SAMでは GFPシグナルは形成中心で検出され(Chickarmane et al., 2012)、こ
のパターンは er erl1 erl2においても維持されていた(図 3-8A,B)。また、サイト
カイニン受容体遺伝子群とサイトカイニンシグナル伝達の正の制御因子である

type-B ARR遺伝子群(Meng et al., 2017; Wang et al., 2017)の発現量を調べた
ところ、er erl1 erl2と野生型間で大きな違いは見られなかった(図 3-9)。この結
果は TCSn::GFPの発現パターンが野生型と er erl1 erl2とで変わらない結果と
一致しており、er erl1 erl2において一次的なサイトカイニン応答は大きな影響
を受けていないと考えられる。 
 
3-2-2 er erl1 erl2におけるサイトカイニンシグナルの阻害効果 
	 野生型と er erl1 erl2ではサイトカイニンへの一次的な応答性に大きな違いが
見られなかったことから、次にサイトカイニン応答の結果としての幹細胞集団

の振る舞いが野生型と er erl1 erl2の表皮層と内部領域とで異なるか否かを調べ
た。そこで、サイトカイニンのシグナル伝達が阻害された状態を解析するため

に wooden leg (wol)変異を用いた。wolは SAMの形成中心で発現しているサイ
トカイニン受容体 ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 4 (AHK4)の機能阻害
型の変異アリルであり、サイトカイニン受容体のシグナル伝達をドミナントネ

ガティブ体として阻害することが知られている(Mähönen et al., 2000)。まず
wolの単独変異は野生型と比べてSAMの大きさとCLV3pro:GUSシグナル領域
の減少を引き起こし (図 3-10A,C)、この結果は過去に報告されているサイトカ
イニン欠乏変異体の表現型と一致している(Werner et al., 2003)。このとき、野
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生型の SAM の表皮と内部の層のどちらで検出される CLV3pro:GUS のシグナ
ルも wol 変異によって同様の影響を受けていた(図 3-10A,C; 図 3-11A,C; 解析
法は図 3-4)。対照的に、er erl1 erl2の表皮における CLV3pro:GUSのシグナル
は wolの導入による影響を受けなかったが(図 3-10B,D; 図 3-11B)、一方で内部
組織で CLV3pro:GUS シグナルを示す領域は減少した(図 3-10B,D; 図 3-11D)。
さらに、サイトカイニン受容体の非競合型アンタゴニストである S-4893(Arata 
et al., 2010)を用いる薬理的な実験を行ったところ、wolでサイトカイニン経路
を阻害した場合と同様に、表皮の CLV3pro:GUS は影響を受けなかったが、内
部組織の CLV3pro:GUS を示す領域はアンタゴニスト投与により縮小した(図
3-10E,F; 図 3-11B,D)。以上のことから、まず野生型では表皮と内部組織どちら
における幹細胞マーカーもサイトカイニンシグナル伝達を必要とするが、一方

で、er erl1 erl2では、表皮における幹細胞のマーカーはサイトカイニンシグナ
ル伝達の減少に耐性であるものの、内部層の幹細胞マーカーの維持にはサイト

カイニンシグナル伝達が必要であると考えられる。 
	 これらの結果から、ERファミリーはサイトカイニンの一次的な応答性には必
要ではないが、サイトカイニンのシグナルを受けて幹細胞集団がどのように振

る舞うかを決める二次的な応答性を異なる細胞間で調節するのに必要であると

考えられる。 
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図 3-1 er erl1 erl2 の SAM は CLV3 ペプチドに対して耐性である 
5 µM CLV3ペプチド(CLV3p)処理または無処理の発芽後 12日目の植物体。 
(A-D) SEMで取得した画像。(I)の定量的な解析に使用した画像の中で代表的な
画像を載せている。赤い丸印は SAMを示している。矢尻は SAMが消失してい
ることを示している。スケールバーは 100 µm。 
(E-H) トルイジンブルー染色した SAMの切片。点線は SAMに特徴的な小さな
細胞の領域を示している。スケールバーは 100 µm。3つのサンプルを観察し代
表的な写真を示し。矢尻は SAMが消失していることを示している。 
(I) SAMの面積に対するCLV3ペプチドの効果。発芽後 12日目のSAMの面積。
測定に用いる SAMの画像は走査型顕微鏡にて取得し、ImageJで面積を測定し
た。グラフの値は測定値±標準偏差(n=3)、アスタリスクは有意差(***：P<0.005, 
Student's t-test)を示している。 
  

Kimura_Fig. 5 

W
T 

W
T 

+ 
C

LV
3p
 

er
 e

rl1
 e

rl2
 

er
 e

rl1
 e

rl2
 

+ 
C

LV
3p
 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

図3-1 

WT 
+mock 

er 
erl1 
erl2 

+mock 

WT 
+CLV3p 

er 
erl1 
erl2 

+CLV3p 

0 

10000 

20000 

30000 

40000 

50000 

60000 

70000 

SAM area 

20 

0 

40 

60 

µm
2  (

x1
,0

00
) 

*** 

*** 

*** 

0 

I 

Kimura_Fig. S5 



 33 

 
図 3-2 WUSpro:GUS と CLV3pro:GUS への CLV3 ペプチドの効果 
(A-H) WUSpro:GUS(A-D)とCLV3pro:GUS(E-H)のシグナル。3個体を観察し、
代表的な写真を図に示した。スケールバーは 200 µm。 
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図 3-3 CLV3 ペプチドは er erl1 erl2 の SAM の CLV3pro:GUS の発現
に対して細胞層特異的な効果をもたらす 
(A-D) SAMの切片における CLV3pro:GUSのシグナル。それぞれの植物や条件
において観察した 3 から 6 個のサンプルの中から代表的な写真を選び図に示し
ている。スケールバーは 100 µm。矢印は表皮特異的な CLV3pro:GUSのシグナ
ルを示している。画像左下の数字は、「表皮特異的なシグナルを持つ植物の数／

観察した植物の全体数」を示している。 
(E, F) CLV3pro:GUSのシグナルを示す表皮の長さ(E)と CLV3pro:GUSのシグ
ナルを示す内部組織の面積(F)。長さと面積を計測する手法は図 3-4 に示してい
る。グラフは野生型の値を 1 に設定し、平均値±標準偏差を示している。アス
タリスクは有意差(***：P<0.005, Student's t-test)を、”ns”は有意差がないこと
を示している。 
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図 3-4 CLV3pro:GUS のシグナルを有する表皮の長さ(µm)と面積(µm2)
の計測に用いた方法 
切片写真を ImageJ で解析した。点線は計測した部位を示している。計測に用
いた CLV3pro:GUSを示す表皮または内部組織の領域は、GUSのシグナルの有
無を基準にして決定した。図 3-3Dの画像を例として挙げている。 
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図 3-5 CLV3 の発現量に対する CLV3 ペプチドの効果 
茎頂における CLV3の転写産物量を β-TUBULINの量で標準化し、野生型の値
を 1に設定した。独立した 20個の植物体を 1つの集団として集め、各々のサン
プルとした。n=3。グラフには平均値±標準偏差を示している。アスタリスクは
有意差(**：P<0.01, Student's t-test)を示している。 
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図 3-6 er erl1 erl2 においても CLV3 は SAM のサイズの制御を行ってい
る 
(A-D) 走査型電子顕微鏡で観察した 10 日目の植物体の茎頂。(E)の定量的な解
析に使用した画像の中で代表的な画像を載せている。赤い丸印は SAMの領域を
示している。スケールバーは 100 µm。 
(E) (A-E)の走査型電子顕微鏡で取得した画像を ImageJ を用いて定量すること
によって得た。グラフの値は測定値±標準偏差(n=3)、アスタリスクは有意差
(***：P<0.005, **：P<0.01, *：P<0.005, Student's t-test)を示している。 
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図 3-7 根の成長に対する CLV3 ペプチドの効果 
5 µMの CLV3ペプチドを処理した野生型(WT)と er erl1 erl2の 10日目の実生
の根を観察した。スケールバーは 1 cm。 
  

A B C D 

WT WT 
+CLV3p 

er erl1 erl2 er erl1 erl2 
+CLV3p 

Kimura_Fig. S7 
図3-9 



 39 

 
図 3-8 er erl1 erl2 の SAM におけるサイトカイニン応答性レポーターの
発現パターン 
(A, B) 10 日目の実生の SAM における TCSn::GFP のシグナル。マゼンタは
FM4-64染色した細胞膜を示している。矢印は形成中心でのシグナル。スケール
バーは 100 µm。 
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図 3-9 Type-B ARR 遺伝子群とサイトカイニン受容体遺伝子群の発現量 
β-TUBULIN の発現で標準化した茎頂における各遺伝子の発現量。発現量は野

生型を 1としている。独立した 20個の植物体を 1つの集団として集め、各々の
サンプルとした。n=3。グラフには平均値±標準偏差を示している。 
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図 3-10 サイトカイニンシグナルを阻害すると er erl1 erl2 の SAM にお
ける CLV3pro:GUS の発現が細胞層特異的に阻害される 
(A-F) 10日目の植物体の SAMの切片における CLV3pro:GUSの発現。観察し
た 3から 5個のサンプルのうち代表的な画像を示している。点線は SAMの輪郭
を示している。スケールバーは 100 µm。矢印は表皮特異的な CLV3pro:GUS
のシグナルを示している。それぞれの画像の左下には「表皮特異的な異所的な

GUSのシグナルを示す植物／観察した個体数」を示している。 
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図 3-11 サ イ ト カ イ ニ ン シ グ ナ ル の 阻 害 が 表 皮 と 内 部 組 織 の
CLV3pro:GUS に与える影響 
(A-D) CLV3pro:GUSのシグナルを示す SAMの表皮の長さ(A,B)と SAMの内部
の層の面積。それぞれ野生型(WT; A,C)と er erl1 erl2(B,D)背景における
CLV3pro:GUSの発現領域を測定した。長さと面積を測定する手法は図 3-4で説
明している。グラフには平均値±標準偏差を示している。アスタリスクは有意

差(***：P<0.005, **：P<0.01, *：P<0.005, Student's t-test)を、”ns”は有意差
がないことを示している。  
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第４章	 考察 
 
4-1 ERファミリーは適切な SAMの恒常性の維持のためにWUS非
依存的な幹細胞維持活性を抑制する 
 
	 本研究ではまず、wus の幹細胞を欠損する表現型が ER ファミリーの機能欠
損によって抑制されることを示した。近年、altered meristem program 1 
(amp1)変異と class III homeodomain-leucine zipper (hd-zip III)変異が異所的
なメリステムの形成を促進することで部分的に wusの表現型を緩和することが
報告されている(Huang et al., 2015; Lee and Clark, 2015)。しかしながら、wus
変異に対する erファミリー変異の効果と amp1または hd-zip III変異の効果の
間には明らかな違いがある。まず、amp1と hd-zip IIIは wusの表現型を異所
的な不定メリステムの形成によって部分的に回復させるが、胚発生に由来する

正常な SAMの欠失は抑圧しない(Huang et al., 2015; Lee and Clark, 2015)。
対照的に、er erl1 erl2は胚性の SAMを維持させることによって wusの異常を
抑制した。また、wus hd-zip IIIは雌しべを欠いた wus様の花を生じるのに対
し、wus er erl1 erl2は雌しべを含む花を形成する(表 2-1)。これらのことから、
ERファミリーの働きはAMP1やHD-ZIP IIIとは本質的に異なると考えられる。
この考えは、HD-ZIP IIIの機能を抑制することが知られる jabba-1D変異が er
背景でのみ SAMの大きさを増大させることから HD-ZIP IIIと ERが別の経路
で働くことを暗示した過去の報告とも一致している(Mandel et al., 2016; 
Mandel et al., 2014)。全ての層において CLV3pro:GUSのシグナルを欠いてい
る wusと異なり(図 2-4B)、wus er erl1 erl2は CLV3pro:GUSを表皮特異的に
維持しているため(図 2-4D)、WUS非依存的に表皮に幹細胞を維持できる作用を
ERファミリーが通常は抑制していると考えられる。今後の課題としては、表皮
における ERファミリーの下流にどのような因子が存在し、WUS非依存的な幹
細胞を制御しているのかを明らかにする点が挙げられる。WUSに依存せずに幹
細胞を維持できるメカニズムは過去に同定されてこなかったため、ERファミリ
ーの下流因子を研究することは、SAMと幹細胞の維持メカニズムをさらに追求
するためにも役立つと考えられる。 
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4-2 wus er erl1 erl2の SAMにおける CLV3pro:GUSのシグナルを
持つ細胞と増殖性細胞の関係性について 
 
	 野生型では、CLV3pro:GUS のシグナルは SAM の中央の表皮（L1 層）と内
部の L2/3層の両方で検出され、幹細胞はこれら全ての層にまたがって位置して
いると考えられる。表皮の L1層とその下の L2層の幹細胞は垂層分裂し、一方
で L3層の幹細胞は垂層、並層どちらにも分裂する(図 1-2B) (Meyerowitz, 1997)
ことで、これら幹細胞は器官形成のために周りの組織へと娘細胞を供給する。

一方で、wus er erl1 erl2の SAMでは、CLV3pro:GUSのシグナルは表皮での
み検出された(図 2-4D)。それにも関わらず、wus er erl1 erl2でも、細胞増殖活
性は表皮から内部の L2/3層までの SAMの全ての層で検出された(図 2-3D)。さ
らに、組織学的な観察からも野生型の SAMに特徴的な小さな細胞の集団が wus 
er erl1 erl2の SAMでも L1/2/3の全ての層で見られた(図 2-1H)。このように、
wus er erl1 erl2の SAMで、CLV3pro:GUSのシグナルを持つ細胞のパターン
とEdU標識された細胞分裂活性のある細胞のパターンが一致しない点からは以
下の可能性が想定される。まず 1つ目の可能性は、wus er erl1 erl2の SAMは
表皮層にのみ幹細胞を維持しているが、その幹細胞は野生型とは異なり表皮の

下の層に娘細胞を供給するための並層分裂を行っている可能性である（図 4-1A）。
この際には、CLV3pro:GUSのシグナルを持たない L2/3の娘細胞が内部組織の
維持のための増殖細胞として働いているのかもしれない。もう一つ考えられる

のは、CLV3pro:GUSのシグナルは wus er erl11 erl2の SAMの内部組織では
検出されなかったが、その内部層には CLV3pro:GUS のシグナルを持たない幹
細胞が存在するという可能性である（図 4-1B）。そのような内部層の幹細胞は、
CLV3pro:GUS のシグナルを持つ表皮内の幹細胞とは独立に維持されているの
かもしれない。野生型の SAM では、そのような CLV3pro:GUS のシグナルを
持たない幹細胞の存在を示す証拠は過去に報告されていないが、この可能性の

追求は幹細胞研究の今後の展開の 1つとして興味深いものであると考えている。
この場合には、CLV3 以外の幹細胞のマーカーを新たに同定することが重要と
なる。シロイヌナズナの SAMにおける遺伝子発現の網羅的なデータベースが報
告されているので(Yadav et al., 2009; Yadav et al., 2014)、本研究で作成した
wus er erl1 erl2の活用と組み合わせることで新しい幹細胞マーカーを見つける
ことが可能になるかもしれない。 
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4-3 形成中心における一次的なサイトカイニン応答の下流で作動す
る細胞非自律的な効果を ERファミリーは細胞層特異的に調節する 

 
	 サイトカイニン応答は SAM では主に形成中心でのみ活性化しているが(図
3-8A)(Adibi et al., 2016; Chickarmane et al., 2012; Gordon et al., 2009; Gruel 
et al., 2016)、サイトカイニンシグナル伝達を阻害すると SAM全体のサイズが
小さくなることが知られている(Leibfried et al., 2005; Werner et al., 2003)(図
3-10A,C,E)。これは、形成中心での一次的なサイトカイニン応答に応じて活性
化される二次的なシグナルの存在を暗示しており、その二次的なシグナルが細

胞非自律的に SAM全体の細胞に影響を与えていると考えられる。本研究で示し
たように er erl1 erl2の形成中心におけるサイトカイニン応答のパターンは正常
だった(図 3-8B)。しかし、サイトカイニンシグナルの阻害が全ての細胞層に影
響を及ぼす野生型の SAMの幹細胞とは異なり、er erl1 erl2の SAMの表皮に
おける CLV3pro:GUS シグナルはサイトカイニンシグナルの阻害に対して耐性
を示した(図 3-10)。したがって、ERファミリーの機能が抑制されることによっ
て、表皮にはサイトカイニンによる二次的な効果に依存しない幹細胞が生じて

いると考えられる。これは、表皮における ERファミリーの機能が er erl1 erl2
の表現型の回復にとって重要であった結果とも相関していると想定している(図
2-7)。このサイトカイニンシグナルの下流で働く二次的なシグナルは未だ同定さ
れていないため、その実体を明らかにすることは興味深い課題である。WUSは
SAMのサイトカイニン応答性を調節するが(Leibfried et al., 2005)、WUSは数
百もの遺伝子を制御する転写因子であることが知られているので(Busch et al., 
2010)、WUS がそれら下流遺伝子群の機能のいくつかを通じて形成中心での二
次シグナルの産生に関わっているのかもしれない。さらに、CLV3 ペプチド処
理とサイトカイニンシグナルの阻害による er erl1 erl2の表現型が類似している
ことから(図 3-3C-F; 図 3-10B,D,F; 図 3-11)、CLV3シグナル伝達もサイトカイ
ニン下流の二次シグナルの制御に関わる可能性が考えられる。 
 
 
4-4 幹細胞制御における ERファミリーのリガンド 
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	 ER ファミリーは受容体であるので、作用するリガンドの存在が想定できる。
これまでに気孔の分布や花序や鋸歯の形態(Abrash et al., 2011; Lee et al., 
2015; Lee et al., 2012; Tameshige et al., 2016; Uchida et al., 2012)においては、
ER フ ァ ミ リ ー の リ ガ ン ド と し て EPIDERMAL PATTERNING 
FACTOR-LIKE (EPFL)ファミリーに属する分泌型ペプチドが同定されている。
したがって、本研究で着目した幹細胞の維持においても EPFL ファミリーの因
子が ER ファミリータンパク質のリガンドとして働く可能性が考えられる。こ
れまでの EPFLファミリー遺伝子群の発現解析を通じて、EPFL1と EPFL2が
茎頂で発現していることを見出している(図 4-2)。これらの EPFL 因子が SAM
の幹細胞の制御に関わるかどうかは興味深く、その解析は今後の課題である。

一方で、ERは茎頂全域に発現しているが(図 2-6A) (Uchida et al., 2013)、本研
究では表皮での ERの発現が er erl1 erl2の SAMや幹細胞の異常を抑圧するこ
とを示した。茎頂は表皮に加えて形成中心や髄状領域、側生器官の原基の発生

部位、側生器官と SAMの境界領域など複数の領域で構成される複雑な組織であ
るため、将来的な研究では、それぞれの領域における個々の ER の機能を明ら
かにすること、また、SAMで発現する EPFLファミリー因子がどの部位の ER
タンパク質を活性化するのかを明らかにすることも重要となろう。 
 
 
4-5 最後に 
 
	 本研究では、SAMの全ての層にわたって維持されている幹細胞集団がひとつ
の集団として振る舞うための仕組みの中で、ER受容体ファミリー遺伝子群が表
皮と内部組織それぞれでの幹細胞の振る舞いを協調させている可能性を提唱し

た。本研究を踏まえた将来的な課題としては、SAM と幹細胞の制御において

ER ファミリーが活性化した後に引き起こされる下流の現象を細胞層ごとにさ
らに解明することが挙げられるだろう。本研究がそのような将来の研究の伸展

に貢献することを期待する。 
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図 4-1 wus er erl1 erl2 の SAM における CLV3pro:GUS の発現パター
ンと増殖性細胞の分布パターンの不一致から考えられる可能性 
本文 4-2で述べた 2つの可能性。 
(A) wus er erl1 erl2の SAMは表皮層にのみ幹細胞を維持しているが、その幹
細胞は野生型とは異なり表皮の下の層に娘細胞を供給するための並層分裂を行

っている可能性を図示している。L1層の水色で示した細胞は並層分裂、ピンク
色で示した細胞は垂層分裂を行っている。 
(B) CLV3pro:GUSのシグナルはwus er erl11 erl2の SAMの内部組織では検出
されなかったが、その内部層には CLV3pro:GUS のシグナルを持たない幹細胞
(図中のピンク色で示した細胞)が存在するという可能性を図示している。L1 層
の水色で示した細胞(水色)のみ従来から幹細胞マーカーとして使われてきた
CLV3pro:GUSのシグナルを維持している。 
  

���&2���&CL3D�
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L1 

L2 

L3 
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図 4-2 SAM における EPFL1pro:GUSと EPFL2pro:GUSの発現パター
ン 
10 日目の野生型植物の SAM の切片における EPFLpro:GUS (A)と
EPFL2pro:GUS (B)のシグナル。点線は SAMの領域の輪郭を示している。スケ
ールバーは 50 µm。EPFL2pro:GUS (B)の GUSシグナルは SAMと葉原基の間
にある境界領域で検出されている。 
  

Kimura_Fig. S9 

EPFL1pro:GUS 

A B 
EPFL2pro:GUS 

図4-1 
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材料と方法 
 
植物材料 
	 シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)を植物材料とし、Columbia(Col)系統
を野生型として使用した。用いた変異体及び形質転換体は Col 背景の植物であ
る。er erl1 erl2 (Shpak et al., 2004)、wus (SAIL_150_G06) (Chatfield et al., 
2013; Sonoda et al., 2007)、wol (Mähönen et al., 2000)、CLV3pro:GUS (Brand 
et al., 2002)、AtML1pro:GUS (Uchida et al., 2012)、AtML1pro:ER (Uchida et 
al., 2012) 、 EPFL2pro:GUS (Tameshige et al., 2016) 、 WUSpro:GUS 
(Hirakawa et al., 2017)、ERpro:ER-YFP (Horst et al., 2015; Ikematsu et al., 
2017)は過去に確立されたものを使用した。clv3は Col背景の変異体が研究開始
当初に入手できなかったため、ER 遺伝子の機能が欠損している Lensberg 
erecta (Ler)背景の clv3-2に Col由来の ER遺伝子を導入したものを使用した。
clv3 er erl1 erl2は、clv3-2を 3回 Colと交雑させたものを er erl1 erl2と交配
し、確立した。WUSpro:ER は過去に報告されている AtML1pro:ER の作成に
従って作成した(Uchida et al., 2012)。以下は、WUSと EPFL1のプロモーター
領域の増幅に用いたプライマーである。 

 
 
植物の生育条件 
	 シロイヌナズナ種子は5%次亜塩素酸ナトリウム水溶液で10分間表面殺菌し、
MS 培地  (組成と作成方法は後述 )、または 5 µM CLV3 ペプチド
(RTVPSGPDPLHH：オペロン、純度 95%以上)や 10 µM S-4893(InterBioScreen、
1S-73130)を含む MS 培地上に播種した。その後、発芽を同調させるために 4℃
下に 2日間置き、培養機(22℃、連続白色光)の中に移して発芽、生育させた。 
	 MS 培地は以下のようにして作成した。ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類
1L用(4.6 g)(日本製薬)1袋、スクロース 10 g、5%(w/v) MES-KOH(pH5.7) 10 ml、
10 mg/ml myo-inositol 10 mlを混合し 1 Lにメスアップした後、ゲランガム 5 g
を加え、オートクレーブした。オートクレーブ後の MS 培地はクリーンベンチ

Kimura_Table S2 
Table S2. Primer sets used in this study 

CLV3 (qRT-PCR) TCTTCTGCTTCTTGTTCCTTCA 
TCATGTAGTCCTAAACCCTTCGT 

STM (qRT-PCR) CAAATGGCCTTACCCTTCG 
GCCGTTTCCTCTGGTTTATG 

ARR1 (qRT-PCR) GCGCACTTCTTAAGCAGGAA 
TGGAGTATGCGTCAAAGTCG 

ARR2 (qRT-PCR) CGTTGATGATGATCCAACTTGT 
TCCGAAGCAGAGACAATGC 

ARR10 (qRT-PCR) CTTCAGCGCTGCCAATATC 
GTTCTCCCTCAACAACTCCAA 

ARR11 (qRT-PCR) GGTCTTGAATTAGACCTCCCTGT 
TGTTGCACTCCCTTCATCAC 

ARR12 (qRT-PCR) CTCCACGATGAAGCAGGAA 
AACTAAACCCTCCATATCCCAAA 

ARR14 (qRT-PCR) TGTTTCTGTGGCGGTTCAT 
TGTTAACGTCACCTCTCTGTCTG 

AHK2 (qRT-PCR) CCCATATTGTATCGGTCGACAT 
TTGCCCGTAAGATGTTTTCA 

AHK3 (qRT-PCR) AGATGCCAGAAATGGATGGA 
ATCAAAGCCTCCCCATTCTT 

AHK4 (qRT-PCR) GGCACTCAACAATCATCAAG 
TCTTTCTCGGCTTTTCTGAC 

WUS (promoter) CAACGTCGACCACTCCTATGTTATTAGCTAAAATGTTTAG 
CAACGTCGACGTGTGTTTGATTCGACTTTTGTTC 

EPFL1 (promoter) CCCCCAAGCTTACCGAGATTTAAGTCATGGTTATATAC 
TCCCCCGGGGTTTTGAGTTGGATTCAAGAATTACTAC 
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内で角型 2号シャーレ(栄研化学)に分注して播種に使用した。CLV3ペプチドや
S-4893を含む MS培地を作成する場合、CLV3ペプチドまたは S-4893をオー
トクレーブ後に添加して作成した。 
 
走査型電子顕微鏡による観察 
	 MS 培地あるいは条件培地上で培養した植物体の地上部のみを採取し、
4%FAA溶液 (37%ホルムアルデヒド 3.375ml、100%エタノール 22.5 ml、酢
酸 1.25 ml、H2Oで 50 mlにメスアップ)に浸して一晩固定した。固定した植物
材料を 50%から 100%のエタノール、100%アセトンに置換した後、臨界点乾燥
を行った。実体顕微鏡下で乾燥した植物体から SAMが露出するように余分な葉
を取り除き、イオンコーターE-1010(日立)を用いて植物体表面に金属蒸着を施
した後、FE-SEM-S-4700(日立)にて観察した。 
 
GUS 染色 
	 MS 培地あるいは条件培地で培養した植物体を 90%アセトンに 20 分間浸し、
精製水で洗浄し、GUS染色液(1 M Na Phosphate 1.25 ml、0.5 M EDTA 0.5 ml、
Triton-X 0.05 g、50 mM potassium ferricyanide 5 ml、50 mM potassium 
ferrocyanide 5 ml、100mM X-Gluc 500 µl、H2Oで 25 mlにメスアップ)に入れ
5分間減圧した。その後遮光して 37℃下で 24時間静置し反応させた。反応後は
GUS 染色液を取り除き、30%エタノール、50%エタノールに置換し、4%FAA
溶液で一晩固定した。固定した植物体は 50%エタノールで 20分間置換を 2回、
70%エタノール中に 30分間置換することで FAAを除去した。 
 
テクノビットを用いた植物切片作成 
	 4%FAA 溶液で固定した植物体から余分な葉を取り除き、100%エタノール、
100%テクノビット浸漬液(テクノビット 7100主剤 10 ml、テクノビット 7100 
硬化剤 I 1 g)(テクノビット 7100、Heraeus Kulzer)に置換した。その後、テク
ノビット 7100包埋処理液(テクノビット浸漬液 15 ml、テクノビット 7100 硬化
剤Ⅱ 1 ml)を注いで硬化させ、更に固定樹脂テクノビット 3040を流し込んで土
台を作り、切片作成用ブロックを作成した。切片作成はミクロトーム(RM2235、
Leica)を用いて行った。ブロックを 4 µmの薄切りにし、作成した切片は水を置
いたスライドガラス上にて伸展させ、0.04%ニュートラルレッドあるいは 0.02%
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トルイジンブルーで染色したのち、エンテランニュー(Merck Millipore)で封入
してプレパラートを作成した。 
 
顕微鏡観察 
	 プレパラートの観察には Axio Imager A2顕微鏡(Zeiss)を使用し、AxioCam 
HRc(Zeiss)にて写真撮影を行った。実生の地上部全体、あるいは茎頂部分の観
察には Stemi 2000-CS(Zeiss)、写真撮影には AxioCamHRc(Zeiss)を用いた。 
 
顕微鏡写真を用いた定量的な解析 
	 SAMの面積や周縁の長さを測定する定量的な解析は、ImageJと走査型電子
顕微鏡(FE-SEM-S-4700)で撮影したSAMの写真あるいはAxio Imager A2顕微
鏡(Zeiss)とAxioCam HRc(Zeiss)を用いて取得した SAMの切片写真を用いて行
った。走査型電子顕微鏡で撮影した SAMの写真においては、写真上の SAMの
ドームを示す部位を ImageJの Segmented Lineツールを用いて囲み、Measure
ツールを用いて面積を計測した。切片写真上の CLV3pro:GUS を示す表皮の長
さと内部組織の面積を計測する場合は、図 3-4上の点線で示した部位を ImageJ
の Segmented LineツールとMeasureツールで長さあるいは面積を計測した。 
 
定量的リアルタイム PCR 
	 10日目の植物体の茎頂部分を、ジルコニアボール(YTZ-5、ニッカトー)を入れ
たチューブに集め、液体窒素で凍結させた後、粉砕機(MM400、ヴァーダー・サ
イエンティフィック)を用いて粉砕した。RNeasy Plant Mini Kit(Qiagen)を用
いて、凍結粉砕した植物材料から全 RNAを抽出した。この全 RNAをテンプレ
ートとし、ReverTra Ace(TOYOBO)で逆転写反応を行い、cDNA合成を行った。
リアルタイム PCR は SYBR Fast qPCR kit(KAPA)あるいは Brilliant III 
Ultra-Fast QPCR/QRT-PCR Master Mixes(Agient Technologies)と Light 
Cycler 96(Roche)を用いて行った。以下は用いたプライマーの一覧である。 

 

Kimura_Table S2 
Table S2. Primer sets used in this study 

CLV3 (qRT-PCR) TCTTCTGCTTCTTGTTCCTTCA 
TCATGTAGTCCTAAACCCTTCGT 

STM (qRT-PCR) CAAATGGCCTTACCCTTCG 
GCCGTTTCCTCTGGTTTATG 

ARR1 (qRT-PCR) GCGCACTTCTTAAGCAGGAA 
TGGAGTATGCGTCAAAGTCG 

ARR2 (qRT-PCR) CGTTGATGATGATCCAACTTGT 
TCCGAAGCAGAGACAATGC 

ARR10 (qRT-PCR) CTTCAGCGCTGCCAATATC 
GTTCTCCCTCAACAACTCCAA 

ARR11 (qRT-PCR) GGTCTTGAATTAGACCTCCCTGT 
TGTTGCACTCCCTTCATCAC 

ARR12 (qRT-PCR) CTCCACGATGAAGCAGGAA 
AACTAAACCCTCCATATCCCAAA 

ARR14 (qRT-PCR) TGTTTCTGTGGCGGTTCAT 
TGTTAACGTCACCTCTCTGTCTG 

AHK2 (qRT-PCR) CCCATATTGTATCGGTCGACAT 
TTGCCCGTAAGATGTTTTCA 

AHK3 (qRT-PCR) AGATGCCAGAAATGGATGGA 
ATCAAAGCCTCCCCATTCTT 

AHK4 (qRT-PCR) GGCACTCAACAATCATCAAG 
TCTTTCTCGGCTTTTCTGAC 

WUS (promoter) CAACGTCGACCACTCCTATGTTATTAGCTAAAATGTTTAG 
CAACGTCGACGTGTGTTTGATTCGACTTTTGTTC 

EPFL1 (promoter) CCCCCAAGCTTACCGAGATTTAAGTCATGGTTATATAC 
TCCCCCGGGGTTTTGAGTTGGATTCAAGAATTACTAC 
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共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光観察 
	 植物体は 6% UltraPure Low Melting Point Agarose(Invitrogen)に包埋し、
振動刃ミクロトーム(VT1200S、Leica)にて 70 µmの切片を作成し、水でマウン
トした。切片は対比染色のため 25 µg/ml FM4-64で染色した。GFP蛍光と YFP
蛍光、FM4-64のシグナルは共焦点レーザー顕微鏡(SP8、Leicaまたは LSM800、
Zeiss)で観察した。レーザーはWhite light laser、検出器は HyDを使用した。
488nmの励起光を当て、GFP観察には 495 nmから 555 nm、YFP観察には
500 nmから 546 nm、FM4-64のシグナルの観察には 580 nmから 626 nmの
蛍光を取得した。 
 
EdU を用いた細胞分裂活性の可視化 
	 MS培地上で培養した 10日目の植物体を、余分な葉を取り除いてから 10 µM 
EdU(Click-iT EdU Alexa Fluor 488 imaging kit、invitrogen)を含む 1/2MS液
体培地に移して16時間培養した。植物体は90%アセトンで処理し、PBS(SANTA 
CRUZ BIOTECHNOLOGY)で 3 回洗浄したのちに 4%FAA 溶液で固定し、テ
クノビット 7100(Heraeus Kulzer)に包埋してミクロトーム(RM2235、Leica)で
切片を作成した。作成した切片は Alexa Fluor 488プローブで反応させ、Axio 

Kimura_Table S2 
Table S2. Primer sets used in this study 

CLV3 (qRT-PCR) TCTTCTGCTTCTTGTTCCTTCA 
TCATGTAGTCCTAAACCCTTCGT 

STM (qRT-PCR) CAAATGGCCTTACCCTTCG 
GCCGTTTCCTCTGGTTTATG 

ARR1 (qRT-PCR) GCGCACTTCTTAAGCAGGAA 
TGGAGTATGCGTCAAAGTCG 

ARR2 (qRT-PCR) CGTTGATGATGATCCAACTTGT 
TCCGAAGCAGAGACAATGC 

ARR10 (qRT-PCR) CTTCAGCGCTGCCAATATC 
GTTCTCCCTCAACAACTCCAA 

ARR11 (qRT-PCR) GGTCTTGAATTAGACCTCCCTGT 
TGTTGCACTCCCTTCATCAC 

ARR12 (qRT-PCR) CTCCACGATGAAGCAGGAA 
AACTAAACCCTCCATATCCCAAA 

ARR14 (qRT-PCR) TGTTTCTGTGGCGGTTCAT 
TGTTAACGTCACCTCTCTGTCTG 

AHK2 (qRT-PCR) CCCATATTGTATCGGTCGACAT 
TTGCCCGTAAGATGTTTTCA 

AHK3 (qRT-PCR) AGATGCCAGAAATGGATGGA 
ATCAAAGCCTCCCCATTCTT 

AHK4 (qRT-PCR) GGCACTCAACAATCATCAAG 
TCTTTCTCGGCTTTTCTGAC 

WUS (promoter) CAACGTCGACCACTCCTATGTTATTAGCTAAAATGTTTAG 
CAACGTCGACGTGTGTTTGATTCGACTTTTGTTC 

EPFL1 (promoter) CCCCCAAGCTTACCGAGATTTAAGTCATGGTTATATAC 
TCCCCCGGGGTTTTGAGTTGGATTCAAGAATTACTAC 
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Imager A2顕微鏡と FS 38HEフィルターを使用して観察した。 
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