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 多細胞生物の正常な発生や形態形成には、時間的・空間的な細胞増殖の制御が不可欠である。この細胞増殖の制御は、細

胞周期の進行と停止によるだけではなく、 増殖状態も含めた多段階で行われると考えられる。すなわち、増殖していない

細胞には、増殖準備に関していくつかの異なる段階があり、これらの段階間の移行にも様々な制御が働いていることが想定

される。とくに細胞増殖能の獲得、喪失は重要な制御点になり得る。植物では、発生や分化の柔 性が増殖能の可逆的な制

御と関連していると考えられ、こうしたことからも増殖能制御の機構は 常に興味深い。 
 シロイヌナズナのsrd2（shoot redifferentiation defective 2）は、根の脱分化、カルスの成 などはほぼ正常である一方、

胚 の脱分化、新たな分裂組織形成に関しては強い温度感受性を示すという、特徴的な表現型をもつ突然変異体である。srd2
変異が胚 の脱分化に影 し、根の脱分化には影 しないことについては、根と胚 での細胞増殖能の違いと増殖能獲得へ

のSRD2の関与を仮定する説明がなされてきた。つまり、根が比 的 い増殖能を保持しているのに対し、胚 は増殖能を

失っており、脱分化の過程で増殖能を再獲得するのにSRD2機能を要求するという仮説である。脱分化だけでなく分裂組織
形成にも い増殖能が必要であるとすれば、srd2の表現型はすべて増殖能励 の欠陥によると考えることもできる。 
 こうしたことから私は、srd2 が植物の細胞増殖能の制御機構や分子的実体、ひいては分化の柔 性に関しても重要な手が

かりを与えると考え、この変異体の 析に取り組んできた。修士 程では、SRD2がヒトのSNAP50と い相同性を示すタ

ンパク をコードすることを明らかにした。SNAP50が snRNA転写に必要な因子として見出されたSNAPcのサブユニッ
トであることから、SRD2も snRNA転写活性化に働いていると 推された。また、この推測を支持するいくつかの予備的

な結果も得た。博士 程では、この研究をさらに発展させてSRD2の分子機能 析を進め、SRD2による細胞増殖能の制御
機構の 明を目指した。 
 
結果と考察 

1: SRD2の snRNA転写活性化機能の検証 
 U2.3 snRNA 伝子プロモーターの下流にルシフェラーゼ（LUC）コード配列を配置したレポーター 伝子（U2.3::LUC）
を作製し、これを野生型とsrd2のカルスに導入し、 容温度と制限温度でのLUC発現を比 した。その結果、srd2カルス
ではLUC発現が温度感受性を示すことが分かった（図 1）。また、このとき野生型SRD2 cDNAを同時に導入すると、LUC
発現の 温感受性が緩 した。さらにsnRNAの 伝子のプロモーター中に同定されていたシス因子、USEに塩基置換を施
した変異型レポーター 伝子を用いた実験では、LUC発現が低下するとともに srd2変異の影 を受けなくなることも明ら



かになった（図 1）。以上の結果より、SRD2がsnRNA転写活性化因子であることが証明されるとともに、その標的がUSE
であることが示唆された。 

2: 胚 脱分化過程における snRNA量の変動と SRD2の役割 
 胚 外植片におけるSRD2 mRNAの発現 析から、SRD2発現がオーキシンに応答して増大すること、サイトカイニン添
加でさらに発現量が上昇することが明らかとなった（図 2A）。このSRD2発現を誘導するホルモン条件は、細胞増殖の再開
を引き こす条件と一致していた。またこのとき、snRNA量はSRD2発現とよく対応する形で増大していた（図 2B）。胚
脱分化過程における蓄積量変動とsrd2変異の影 を、いくつかのsnRNA分子種について比 検討した結果、srd2変異は、
伝子のプロモーター領域にUSEをもつタイプのsnRNA量の増大を選択的に抑制し、とくに制限温度下では蓄積量を減少
させることが分かった（図 2C）。さらにU2.3 snRNA 伝子プロモーターとuidA 伝子からなるキメラ 伝子（U2.3::GUS）
を導入した形 転換体を用いて、胚 脱分化過程におけるGUS活性変動を調べたところ、srd2変異がGUS活性上昇を強
く 害することが示された（図 2D）。これらの結果から、植物ホルモンによって誘導されたSRD2がUSEに働いてsnRNA
転写を活性化することが、胚 の脱分化を成立させる要件になっていると考えられた。 

3: 細胞増殖能の器官間差と snRNAレベルの関連 
 srd2変異体の表現型から、根は胚 よりも い細胞増殖能を保持していると考えられる。SRD2が snRNA転写活性化因
子であったことから、この増殖能を 定するものは snRNAであり、根では snRNAレベルが相対的に いと推測された。

RNA ゲルブロット 析を行ったところ、実際に根は胚 よりも多量の snRNA を含むことが確認された（図 3A）。また、
U2.3::GUS形 転換植物体において、胚 では見られない いGUS発現が根の中心柱領域に検出された（図 3B-E）。これ
らの結果により、器官による細胞増殖能の違いとsnRNAレベルとの対応関係が裏付けられた。 

4: 分裂組織形成過程における snRNA量の変動と SRD2の役割 
 srd2変異体の表現型は、SRD2が分裂組織形成においても重要な機能を果たしていることを示している。分裂組織形成時
のsnRNAの動態を調べるため、側根形成過程を対象に、抗TMG抗体（TMG; trimethylguanosine、snRNAに付与されるキ
ャップ構造）を用いた免疫組織学的 析を行った。この結果、野生型ではごく初期の段階から側根原基の細胞の核に多量の

snRNAが検出された。snRNA量は原基形成の間を通して いレベルに保たれたが、その後一旦大きく減少し、側根が伸

し始める段階になって再び増大した（図 4A）。これに対して、制限温度下で培養したsrd2変異体では原基形成後のsnRNA
量の再上昇が明瞭には見られなかった（図 4B）。このような原基は分裂組織を確立できないまま成 を続け、異常な形状と

なった。この結果により、正常な分裂組織形成にSRD2によるsnRNA転写活性化が必 であることが示唆された。 
 カルスからのシュート再生過程においても、srd2変異が制限温度下で snRNA蓄積量を減少させることが確認され、srd2
変異体のシュート再生の温度感受性と snRNA蓄積量の低下とが関連づけられた。なお、シュート再生過程初期における茎
頂分裂組織（SAM）形成関連 伝子の発現パターンには、srd2変異はとくに影 しなかった。 

5: SRD2ノックアウト変異体の表現型 析 
 SRD2の生理的役割についてさらに情報を得るため、SRD2 伝子座に T-DNA挿入をもつ 2つの系統の表現型 析を行

った（図 5）。いずれの系統でも T-DNA挿入に関するホモ接合個体は見出されず（表 1）、SRD2機能の完全欠損が胚致死
あるいは配偶体致死をもたらすことが示された。また、SRD2/srd2-2個体と野生型との交配実験の結果から、srd2-2変異が
雌雄両方の配偶体に影 することが分かった（表 1）。SRD2/srd2-2 個体では、しばしば花粉管の到達していない胚珠や、
胚発生の こっていない胚珠が観察された（図 6）。これらのことから、SRD2によるsnRNA転写活性化が生殖や初期発生
にも重要であることが示唆された。 

6: srd2と 似した表現型を示す rid1変異体の 析 
 snRNAには多くの分子種があり、mRNA前駆体スプライシングに関与するものや、rRNAの成熟・修飾を担うものが含ま
れる。SRD2による転写活性化を受けると考えられるsnRNAはこの両群に っており、どちらのsnRNA機能が脱分化や分
裂組織形成で となっているのかは、SRD2の 析からは分からなかった。この点について手掛かりを得るため、当研究室

で単離された rid1（root initiation defective1）の 析を行った。rid1はsrd2同様、脱分化と分裂組織形成に関して特徴的な温
度感受性を示す変異体である（図 7）。rid1変異の存在箇所を精密染色体マッピングで絞り込み、当該領域の塩基配列の比
析を行って、rid1変異体ゲノムのDEAH型RNAヘリカーゼ 伝子、At1g26370内に塩基置換を発見した（図 8）。At1g26370
は、mRNA前駆体スプライシングに働くとされるDDX8（ヒト）やPrp22（ 母）ととくに相同性が く、スプライシング



反応への関与が予想される。これにより、スプライシングの脱分化と分裂組織形成における重要性が示唆された。 
 
まとめと展望 

本研究では、シロイヌナズナの温度感受性突然変異体srd2を糸口に、細胞増殖能の制御機構に迫った。全ての結果を総合
すると、植物の細胞増殖能を 定するのはsnRNAレベルと、おそらくはそれによって制限されるmRNA前駆体スプライシ
ング活性であり、SRD2は snRNA転写活性化を通して増殖能励 に働いている、とまとめられる。この細胞増殖能は、脱

分化に伴って増大するだけでなく、通常の発生過程でも大きく変動し、とくにその一 は分裂組織形成に深く関わっている。

snRNA転写制御という観点からは、本研究はsnRNAの転写活性のダイナミズムとその生理的な意義を初めて示したと え

る。今後はスプライシング活性も含めた包括的な 析により、植物の発生の基礎要因について一層理 が深まることが期待

される。 

 



 


