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〈要 約〉

　細胞分裂と細胞分化とのバランスを適切に保つことは多細胞生物の正常な成長における鍵である．高等植物においては，根と地上部の先端に存在するメリステム領域にて細胞は分裂をくり返し，一定の細胞数に達すると細胞の体積が増加し急激な細胞伸長を示す．この細胞機能の劇的な転換には多数の遺伝子の発現変動をともなう転写カスケードと転写ネットワークが関与しているものと考えられる．遺伝子の発現を上位で制御する転写因子を同定しその機能を解明することで，細胞分裂の活性を抑制し細胞伸長へと転換させる分子機構，植物器官のかたちづくりの制御機構を分子レベルで明らかにすることができ，ひいては，植物バイオマスの効率的な生産にも貢献できると考えられる．筆者らは，マイクロアレイを用いた根の詳細な遺伝子発現地図を用い，UPB1と名づけた新規の転写因子が根のメリステム領域のサイズの決定に重要な役割をはたしていることを見い出した．UPB1破壊株やUPB1過剰発現株のマイクロアレイ解析とChIP-chip解析によりUPB1の標的遺伝子をゲノムワイドに探索したところ，UPB1はペルオキシダーゼの発現を介して活性酸素種シグナルを制御していることが明らかになった．活性酸素種の染色実験からO2-はメリステム領域に，H2O2は細胞伸長領域に蓄積していたが，UPB1破壊株ではこの分布のバランスが乱れていた．さらに，UPB1は植物ホルモンのオーキシンやサイトカイニンとは独立した転写カスケードと転写ネットワークを制御していることが示唆された．以上の結果から，少なくとも2種類の活性酸素種の根端における空間的な分布が細胞の分裂から分化への機能転換，ひいては，メリステム領域のサイズの決定に重要であり，UPB1はペルオキシダーゼの発現を制御することで根端における細胞機能の転換バランスを正常に維持しているものと結論された．
はじめに
　多細胞生物では細胞分裂と細胞分化とのバランスを適切に保つことが正常な成長にきわめて重要である．動物においてはこのバランスが崩れるとがんがひき起こされると考えられる．植物では根および地上部の先端より供給される幹細胞から組織が連続的に形成されるため，このバランスが崩れることで未成熟な生育や異常な形態形成が起こる．シロイヌナズナの根端は長軸方向にメリステム領域と細胞伸長領域の2つの領域に大別される（図1）．メリステム領域は細胞分裂の活性の高い細胞を供給しているが，細胞伸長領域では細胞分裂の活性は低下している．通常，メリステム領域の細胞数とサイズはほぼ一定に保たれているが，細胞伸長領域の細胞は長軸方向へ急激に肥大して根が伸長する．この過程はメリステム領域と細胞伸長領域との境界に存在する位置情報により制御されているものと考えられ，植物ホルモンであるオーキシンとサイトカイニンを介した転写因子によるこの境界領域における急激な細胞の機能転換の重要性が報告されている1)．しかし，植物ホルモンによる制御のみが細胞の機能転換に重要であるかどうかについては不明な点が多く，植物ホルモンとは異なる制御機構のひとつとしてレドックスシグナルがメリステム領域の活性を保つことも報告されている2,3)．動物においても活性酸素種の空間的な分布が細胞の静止状態と分化状態との機能転換のシグナル伝達物質としてはたらいていることが示されている4)．
　筆者らは，この境界情報に依存した細胞機能の転換を上位で制御する転写因子を同定し解析することからこの急激な細胞機能の転換の分子機構を解明しようと試みた．以下に，UPB1と命名した根の伸長を負に制御する新規の転写因子の単離とその機能解析から，細胞伸長において活性酸素種のかかわる新規な転写ネットワークの存在を明らかにした研究を紹介する．
1．転写因子UPB1の発見とその変異株の表現型

　筆者の所属する研究室では，シロイヌナズナの根を長軸方向へ12の部位に切断しおのおのの部位から抽出したRNAによる大規模なマイクロアレイ解析を2007年に完了している5)．この詳細な根における遺伝子発現データセットを用い，メリステム領域と細胞伸長領域との境界で遺伝子発現のピークを示す約100の転写因子の遺伝子を選抜した．これら候補遺伝子の遺伝子破壊株を入手し，根の長さやメリステム領域の細胞数を基準にスクリーニングを行い，根の伸長に顕著な異常を示す遺伝子破壊株1株を発見した．この遺伝子破壊株のメリステム領域の細胞数は野生型株よりも多く，そのため根の全体が長くなっていた（図1）．一方，この遺伝子を過剰発現させるとメリステム領域は小さくなった．さらに，この遺伝子のプロモーター領域とGFPとの融合遺伝子を野生型株で発現させたところ，GFPの蛍光は根端の最外層である根冠細胞かつメリステム領域と細胞伸長領域との境界領域というきわめて局所的な部位で特異的に検出されたため，この遺伝子の産物は根のメリステム領域のサイズを負に制御している転写因子であると推測され，この遺伝子をUPBEAT1（UPB1）遺伝子と名づけた．
　興味深いことに，UPB1とGFPとの融合タンパク質をUPB1遺伝子プロモーターの下流で発現させた形質転換株において根冠細胞での蛍光は観察されなかったが，細胞伸長領域のすべての細胞種の核でGFPの蛍光が観察された．UPB1はbHLH様のDNA結合ドメインをもち102アミノ酸残基からなる低分子であることから，UPB1は根の細胞のあいだを受動的に拡散している可能性が考えられた．そこで，YFPを3個直列につないだ分子量の大きな3YFPとUPB1との融合タンパク質を発現させたところ根冠細胞においても蛍光が観察された．これらの結果は，UPB1が細胞分裂領域の根冠細胞から細胞伸長領域の細胞へと輸送されて，根冠細胞と一次根の細胞間コミュニケーションをつかさどる転写因子として機能している可能性を示唆した．
2．UPB1によって制御される遺伝子の同定と直接の標的遺伝子の探索

　UPB1の制御する遺伝子の同定を目的に，UPB1破壊株，UPB1過剰発現株および野生型株のメリステム領域と細胞伸長領域についてマイクロアレイ解析を行った．メリステム領域ではUPB1破壊株と野生型株とのあいだで遺伝子発現の変動はほとんど検出されなかったが，細胞伸長領域では多数の遺伝子の発現が統計的に有意な変動を示した．一方，UPB1過剰発現株と野生型株とのあいだではメリステム領域での遺伝子発現の変化が顕著であった．これはUPB1がおもに細胞伸長領域で機能していることを示唆していた．また，細胞壁合成系遺伝子群，フェニルプロパノイド合成系遺伝子群といった細胞伸長にかかわる遺伝子が有意に脱抑制されていることも示された．もっとも顕著な脱抑制をうけていたのはペルオキシダーゼ遺伝子群であった．興味深いことに，オーキシンやサイトカイニンといったメリステム領域のサイズの決定に重要な役割をはたす植物ホルモン応答遺伝子群の発現の変化は有意に濃縮されてはこなかった．
　UPB1とGFPとの融合遺伝子を導入した植物を用いたクロマチン免疫沈降（chromatin immunoprecipitation：ChIP）法とゲノムマイクロアレイ解析とを組み合わせたChIP-chip法により，UPB1は実際に3つのペルオキシダーゼ遺伝子のプロモーター領域に結合することがわかった．UPB1の標的となるペルオキシダーゼ遺伝子（Per57遺伝子）の過剰発現株を作製するとUPB1破壊株ほどではないが根端のメリステム領域のサイズが大きくなった．また，これとは異なるペルオキシダーゼの過剰発現株も根が長くなると報告されている6)．これらの結果から，UPB1はPer57遺伝子の発現を直接に抑制することでメリステム領域のサイズを制御しているものと考えられた．現在までに，ペルオキシダーゼとその基質である活性酸素種の細胞伸長にかかわる詳細な分子機構は報告されていないが，活性酸素種もペルオキシダーゼの活性阻害剤も同様にシロイヌナズナの伸長を阻害することから3)，両者は植物のサイズを規定する重要な因子であると考えられる．
　UPB1によって発現の活性化される遺伝子としてサイクリンBやサイクリンDといった細胞周期に関連するタンパク質の遺伝子も有意に濃縮されたが，ChIP-chip法による解析からは細胞周期に関連する遺伝子プロモーター領域は検出されず，UPB1の直接の標的遺伝子ではない可能性が高いものと考えられた．
3．活性酸素種の根端における分布は細胞分裂と細胞分化のバランスを保つ鍵となる

　活性酸素種のひとつである過酸化水素（H2O2）はメリステム領域のサイズを小さくし，H2O2のスカベンジャーであるヨウ化カリウムはメリステム領域のサイズを大きくする．しかし，これらはUPB1破壊株では大きな効果を示さなかった．野生型株およびUPB1破壊株ともにペルオキシダーゼの活性阻害剤によってメリステム領域のサイズが小さくなることから，ペルオキシダーゼの活性と活性酸素種の濃度は根端のメリステム領域のサイズを規定する重要な因子であると考えられた．H2O2を染色する蛍光色素によりH2O2は根冠を除くメリステム領域ではほとんど検出されず，細胞伸長領域に蓄積していることが明らかになった．シロイヌナズナには3種類のクラスに分類されるペルオキシダーゼが存在し，UPB1がその遺伝子発現を制御するペルオキシダーゼはいずれもクラスIIIに分類された7)．このクラスIIIペルオキシダーゼはアポプラストに局在し，H2O2を還元する役割とともに活性酸素種を産生する機能をもちあわせている．UPB1によってその遺伝子の発現が制御されているペルオキシダーゼはいずれもメリステム領域と細胞分裂領域との境界領域で発現しており，これらのペルオキシダーゼがH2O2の量をこの境界領域で制御しているものと考えられた．
　H2O2とともに，超酸化物（O2-）も根の発達に重要な活性酸素種と考えられている．O2-はNADPHオキシダーゼによって産生され根毛の発達の鍵となる8)．NADPHオキシダーゼの活性阻害剤を用いた実験から，O2-もメリステム領域のサイズを適切に保つために重要であることが示唆された．H2O2と同様にO2-を染色したところメリステム領域に多く蓄積していた．しかし，UPB1破壊株やUPB1過剰発現株ではこのバランスが乱れており，少なくとも2種の活性酸素種の根端における空間的な分布が細胞の分裂から伸長への転換，ひいては，メリステム領域のサイズの決定に重要な役割をはたしているものと考えられた（図2）．動物においてはO2-が細胞分裂を促進しH2O2が細胞の静止状態をひき起こすと考えられているが9)，これはこの研究の結果と相補的であり，活性酸素種を介した細胞の分裂から分化への機能転換は植物と動物とでよく保存されていた．
　また，活性酸素種はUPB1遺伝子の発現を誘導することから，活性酸素種とUPB1の分子機能とのあいだにはフィードバックループが存在すると考えられた．すなわち，高濃度では細胞に有害と考えられる活性酸素種の量を適切に保持するためのホメオスタシス機構がはたらいているものと考えられた．以上のように，UPB1は活性酸素種の空間的な分布や量を正常に保つための鍵となる転写因子であることが強く示唆された．
　さらに，ペルオキシダーゼはリグニンの修飾などを介して細胞壁のリモデリングにもかかわっていることが知られている10)．マイクロアレイ解析の結果からもリグニン合成にかかわる遺伝子の発現がUPB1によって制御されていることが示され，UPB1は細胞壁リモデリングにもペルオキシダーゼを介してかかわっているものと考えられた．これを裏づける結果として，細胞の長さについて，UPB1破壊株では野生型株よりも長く，UPB1過剰発現株では短くなった．
4．UPB1の1次シグナルはほかの植物ホルモンの影響をうけない

　根端においてサイトカイニンとオーキシンとのバランスが細胞分裂から細胞分化へという機能転換を正常に保つために重要であり，そこでは2つの転写因子，SHY2とARR1が中心的な役割をはたしていると報告されている1)．一方，UPB1の発現はサイトカイニン処理やオーキシン処理によって顕著な影響をうけず，UPB1破壊株におけるSHY2やARR1の発現は野生型株と同じ程度であり，さらに，サイトカイニン処理やオーキシン処理によるUPB1破壊株でのメリステム領域のサイズの変化は野生型株と同等であった．以上の結果は，UPB1が制御するシグナルはサイトカイニン，オーキシンといった植物ホルモンによる根端のメリステム領域のサイズ決定の機構とは独立していることを強く示唆した．
　このようにメリステム領域のサイズの決定に2種類の制御機構の存在することは興味深い．ひとつの説明としては，植物ホルモンが長距離のシグナル伝達を担い，活性酸素種がより局所的なシグナル伝達を担っており，SHY2とARR1が前者の，UPB1が後者の経路を制御していることが考えられる．
おわりに

　筆者らは，根端における活性酸素種を介した細胞分裂から細胞分化への細胞機能の転換バランスを制御する新しい分子機構を解明した．活性酸素種が局所的で急激な細胞機能の転換機構に植物ホルモンとは異なる1次シグナルを担っているという事実は，植物の根端における幹細胞の制御機構が非常に複雑であることを示している．今後は，UPB1をシロイヌナズナのみならず作物など広く多様な植物に応用することで，成長速度の制御のできる植物の育種に貢献できるものと考えている．
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〈図説明〉

図1　シロイヌナズナの根端のようす
野生型株とUPB1破壊株との比較．シロイヌナズナの根端はメリステム領域と細胞伸長領域とに大別される．緑色の矢尻は静止中心細胞，ピンク色の矢印はメリステム領域の終末，水色の矢印は細胞伸長領域の終末を示す．UPB1破壊株ではメリステム領域が顕著に大きくなっている．
図2　UPB1によって制御される根端での細胞分裂から細胞分化への機能転換

野生型株ではUPB1がペルオキシダーゼの発現を抑制してH2O2とO2-とのバランスを適切に保ち，この2種類の活性酸素種の空間的な分布が細胞分裂から細胞分化へのバランスを保っている．一方，UPB1破壊株ではペルオキシダーゼの発現が脱抑制されて活性酸素種のバランスが乱れ，細胞機能の転換のバランスが乱れている．緑色の矢尻は細胞分裂と細胞分化の境界領域を，黄緑色の領域はO2-の分布，ピンク色の領域はH2O2の分布を示す．
