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要旨 

 

オーキシンは植物の発生と生長の多くの面を制御する主要なホルモンである。オーキシ

ン信号伝達には転写を介した経路が重要であり、その分子機構として F-box タンパク質

TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX（TIR1/AFB）が

オーキシン依存的に転写抑制因子 AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID（AUX/IAA）を分解

に導くことで転写因子 AUXIN RESPONSE FACTOR（ARF）の機能を制御するモデルが

明らかにされている。この機構は植物が陸上化する進化の過程で獲得されたと考えられる

が、基部陸上植物におけるオーキシンを介した転写制御機構の役割については未解明な点

が多い。そこで本研究では、陸上植物進化の最基部に位置する苔類に属するゼニゴケにおい

て、オーキシンを介した転写制御の機構とその生理的役割について解析を行った。 

まず、ゼニゴケにおけるオーキシン信号伝達因子の相同遺伝子をトランスクリプトーム、

ゲノムデータベースを用いて探索し、ゼニゴケが 1 種の TIR1/AFB (MpTIR1)、1 種の

AUX/IAA（MpIAA）、3 種の ARF（MpARFs）オーソログを持つことを明らかにした。予

測された分解調節領域を改変した MpIAA（MpIAAmDII）をゼニゴケで発現させたところ、

植物体はオーキシン耐性を示し、ダイズ由来のオーキシン応答レポーターである

proGH3:GUS の発現が完全に抑制された。このことから MpIAA は被子植物における

AUX/IAA と同様の機構でオーキシン信号伝達に関与することが示唆された。次に

MpIAAmDIIとグルココルチコイド受容体の融合タンパク質を発現させることで、DEX 依存

的にオーキシン応答を抑制できるシステムを構築した。この形質転換体を用いて誘導的に

オーキシン応答を抑制したところ、無性芽からの分化、様々な器官の発生、生殖器の屈性応

答、胞子体の発生など、生活環全体で多くの発生プロセスに異常を示した。次にゼニゴケが

どのようにして少ない転写制御因子で多様なオーキシン応答を制御するかを明らかにする

ため、3 種の MpARFs の機能分化に着目した。Y2H 法、BiFC 法による解析から、MpIAA

と MpARFs タンパク質は C 末端領域を介して様々な組み合わせで相互作用し、それぞれ異

なる親和性を持つことを明らかにした。さらにタバコ培養細胞を用いた一過的トランス活

性化実験から、3 種の MpARFs はそれぞれ異なる転写制御能をもつことを明らかにし、こ

の結果は系統解析による機能予測と一致するものであった。つまり、ゼニゴケは被子植物で

見られるオーキシンを介した転写制御機構を完全かつ最小の形でもち、多様なオーキシン

応答を制御していると考えられる。このように、ゼニゴケは陸上植物におけるオーキシンを

介した転写制御機構の進化とその役割を解析するモデルとして非常に優れている。本研究

の結果、TIR1/AFB、AUX/IAA、3 種の ARF を介したオーキシン信号伝達機構は陸上植物

の共通祖先で既に獲得されており、オーキシンを介した転写制御が陸上植物の体制を獲得

する上で重要であったことが示唆された。 
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略語一覧 
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序論 

 

植物ホルモン オーキシン 

動物とは異なり、固着生活を営む植物は絶えず変化する周囲の環境に対して、自身の形態

を変化させ、遺伝子発現を最適化させることで対応している。植物ホルモンは低濃度で生理

作用を引き起こす天然化合物と定義され、植物が内的・外的な刺激を最適な生理応答へと変

換するための情報伝達物質として働いている(Davies, 2010)。これまでに、様々な低分子化

合物やペプチドが植物ホルモンとして認識されており、中でもオーキシンは最も早く単離・

同定され、その研究の端緒は 19 世紀にまで遡る。Charles Darwin は移動性の物質がオー

トムギの幼葉鞘が太陽光に向かって屈曲する現象を制御していることを提唱した(Darwin, 

1880)。その後、この現象を制御する信号伝達物質がオーキシンと呼ばれる一群の化合物で

あり、主には indole-3-acetic acid（IAA）であることが明らかにされた (reviewed in 

Mockaitis and Estelle, 2008)。オーキシンとしての生理作用を持つ化合物は多数知られて

いるが、IAA の他に植物体内で見られるのは indole-3-butyric acid（IBA）、4-chloroindole-

3-acetic acid（4-Cl-IAA）、phenylacetic acid（PAA）だけである（図 1）。しかし、IBA は

容易に IAA へと転換されることから IAA の貯蔵形態であると考えられている。4-Cl-IAA

は限られた種にしか存在せず、IAA とは異なる応答も引き起こすこと、PAA は比較的弱い

オーキシン活性を示し、IAA の細胞間輸送を阻害することから 4-Cl-IAA と PAA はオーキ

シンとは別の情報伝達物質ではないかと考えられている。そのため現在のところ IAA が一

般的な天然オーキシンであると言える(reviewed in Bennett and Leyser, 2014; Simon and 

Petrasek, 2011; Strader and Nemhauser, 2013)。また、人工オーキシンとしては

naphtalene-1-acetic acid（NAA）、2,4-dichlorophenoxy acetic acid（2,4-D）が多く用いら

れている（図 1）。オーキシンの生理作用は被子植物を中心によく研究されており、胚発生

におけるパターン形成  (Friml et al., 2003)、茎頂分裂組織における葉原基の発生 

(Reinhardt et al., 2000)、根の発生 (Benkova et al., 2003)、光や重力への屈性応答など 

(Harper et al., 2000; Tatematsu et al., 2004)、植物の生活環を通じて細胞の分裂・伸長・

分化を介して形態形成を制御する(Perrot-Rechenmann, 2010; Vanneste and Friml, 2009)。 
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オーキシン信号伝達機構 

近年のシロイヌナズナを中心とした分子遺伝学の発展から、オーキシン信号伝達の分子

機構が明らかにされてきた。オーキシン信号伝達の主要な経路として、TRANSPORT 

INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX (TIR1/AFB) と

AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (AUX/IAA) が共受容体として機能する転写を介した

モデルが明らかにされている。またシロイヌナズナでは F-box タンパク質 S-PHASE 

KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2A（SKP2A）がオーキシンと結合することで細胞周期

制御転写因子の分解を制御する経路も見つかっている(Jurado et al., 2010)。さらに、近年

AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1) が細胞外で機能するオーキシン受容体として働き、

転写を介さない速い応答を担っていることが示唆されている(Grones and Friml, 2015)。

TIR1/AFB-AUX/IAA を介した転写制御経路と、ABP1 を介した経路の詳細については以下

に記述する。 

 

TIR1/AFB-AUX/IAA を介した経路 

TIR1/AFB-AUX/IAA 共受容体は転写因子 AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) による

転写制御を調節する(Salehin et al., 2015)。ARF は N 末端側に DNA 結合領域（DBD）を

持ち、オーキシン応答遺伝子のシス領域（Auxin Responsive Element: AuxRE）に直接結
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合する(Ulmasov et al., 1999b)。ARF の DBD は二量体を形成することで回文状に配置され

た AuxRE への結合能を調節していることが示唆されている(Boer et al., 2014)。また ARF

の転写制御能には中間領域（MR）のアミノ酸組成が重要であることが示されている

(Ulmasov et al., 1999a)。細胞内のオーキシン濃度が低いときは、AUX/IAA と ARF はそれ

ぞれの C 末端領域にあるドメイン III/IV を介して多量体を形成し、AUX/IAA はドメイン I

を介して転写共抑制因子 TOPLESS（TPL）と相互作用することでオーキシン応答遺伝子の

転写を抑制する(Kim et al., 1997; Korasick et al., 2014; Nanao et al., 2014; Szemenyei et 

al., 2008; Ulmasov et al., 1999b)。細胞内のオーキシン濃度が高くなると、オーキシンが

“分子接着剤”のように働いて AUX/IAA のドメイン II と TIR1/AFB の相互作用を安定化

し (Dharmasiri et al., 2005; Kepinski and Leyser, 2005)、AUX/IAA のユビキチン化と 26S

プロテアソームによる分解を促進する (Gray et al., 2001)。結果として、AUX/IAA から解

放された ARF が転写制御を行えるようになる（図 2）。AUX/IAA のドメイン II のコア配列

（GWPP）に変異が入るとプロテアソーム依存的な分解が阻害され(Ramos et al., 2001)、

シロイヌナズナにおける多くの AUX/IAA の優性的機能獲得変異体ではここに変異が見ら

れる。このような変異体はオーキシン感受性の低下と様々な形態異常を示すことが明らか

にされている(Mockaitis and Estelle, 2008; Reed, 2001)。 

 

ABP1 を介した経路 

ABP1 は転写を介さない早期のオーキシン応答を担う受容体であると考えられている

(Grones and Friml, 2015)。ABP1 は最初、トウモロコシにおいてオーキシン結合タンパク
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質であることが示され(Hertel et al., 1972)、その後の解析から ABP1 は細胞膜でのオーキ

シン結合に関わり、オーキシンとの結合によって H+-ATPase の活性化、細胞外の酸性化、

内向きの K+チャネルの活性化を誘導することが示された(Napier et al., 2002)。シロイヌナ

ズナにおいて ABP1 の T-DNA 挿入変異体は胚性致死であることが報告されており(Chen 

et al., 2001b)、また abp1/ABP1 ヘテロ接合体の解析から ABP1 は根や胚軸の伸長、頂芽優

勢、求基的なオーキシン輸送に関わることが示唆されている(Effendi et al., 2011)。 

ABP1 が細胞表面からどのようにしてオーキシン信号を伝えているかは長年の疑問であ

ったが、最近になって ABP1 がオーキシン依存的に細胞膜貫通型受容体キナーゼ

TRANSMEMBRANE KINASE 1（TMK1）と相互作用し、細胞膜付近にある Rho-like 

GTPase from Plants（ROP）を活性化することが示された（図 3）(Xu et al., 2014)。シロ

イヌナズナではオーキシンによって ROP2 と ROP6 は速やかに活性化され、細胞骨格を介

して葉の表皮細胞の凹凸の形成に関与し、またオーキシン排出輸送体 PIN FORMED 1

（PIN1）の小胞輸送を介したリサイクリングを制御する（図 3）(Nagawa et al., 2012; Xu 

et al., 2010)。また、ABP1 は転写を介したオーキシン応答にも関与することが示唆されて

おり、様々な細胞壁関連遺伝子の発現に影響し、その制御は主に TIR1 依存的であることが

示されている(Paque et al., 2014)。 
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植物の進化とオーキシン応答 

シロイヌナズナのゲノムには 29 種の AUX/IAA と 23 種の ARF がコードされており（図

4）、これらの協調的な働きによって多様なオーキシン応答を制御していると考えられてい

る(Piya et al., 2014; Vernoux et al., 2011)。また、AUX/IAA の中にはドメイン II を持たな

いものがあり、ARF の中にも DBD またはドメイン III/IV を欠失したものが見つかってい

る(Finet et al., 2013; Paponov et al., 2009)。このような非典型的なドメイン構造をしたタ

ンパク質は前述したモデルとは異なる形で転写制御に関わり、オーキシン応答の多様性に

貢献している可能性がある。さらに 6 種の TIR1/AFB と典型的な 24 種の AUX/IAA による

様々な組み合わせがオーキシン親和性の異なる共受容体を形成し、AUX/IAA 分解のオーキ

シン感受性に多様さを与えることが示唆されている(Calderón Villalobos et al., 2012; 

Shimizu-Mitao and Kakimoto, 2014)。このように被子植物ではオーキシン転写制御因子の

遺伝的冗長性と多様性が高く、また様々な器官から構成される複雑な体制も相まって、信号

伝達因子の相互作用やフィードバック制御を含めたオーキシン転写制御機構の全体像を把

握することが困難である。 

植物の進化に着目すると、オーキシン応答は基部陸上植物であるコケ植物、シダ植物、ま

た陸上植物の姉妹群である車軸藻類においても観察されている(Cooke et al., 2002)。これま

でにコケ植物蘚類に属するヒメツリガネゴケ（Physcomitrella patens）、小葉類に属するイ

ヌカタヒバ（Selaginella moellendorffii）においてゲノム情報が解読され、これらの種が基

本的なオーキシン信号伝達因子の相同遺伝子を持つことが明らかにされている（図 4）

(Banks et al., 2011; Rensing et al., 2008)。また、ヒメツリガネゴケにおいては TIR1/AFB

と AUX/IAA によって受容されるオーキシンシグナルが原糸体のクロロネマからカウロネ

マへの分化や仮根の発生に寄与していることが示されている(Prigge et al., 2010)。車軸藻

類では最近、クレブソルミディウム（Klebsormidium flaccidium）のドラフトゲノムが公開

され、TIR1/AFB、AUX/IAA、ARF をコードする遺伝子を持たないことが報告された（図

4）(Hori et al., 2014)。これらのことから、オーキシンを介した転写制御機構はクレブソル

ミディウムと陸上植物につながる祖先種が分岐した後に獲得されたと考えられる。 
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苔類ゼニゴケ 

コケ植物は苔類、蘚類、ツノゴケ類の 3 種に大きく分類される。ゼニゴケ（Marchantia 

polymorpha）は現存する陸上植物の進化上、最も基部に位置するグループである苔類に属

し(Bowman, 2013)、実験生物として長い歴史を持っている。ゼニゴケは複雑葉状性の苔類

で、生活環の大半を半数体の扁平な葉状体で過ごす（図 5）。葉状体は先端生長し、明確な

背腹性を持つ。葉状体の背側にはガス交換に重要だと考えられる気室が並び(Barnes and 

Land, 1907)、無性生殖器官である杯状体と無性芽が形成される(Barnes and Land, 1908)。

葉状体の腹側には腹鱗片や仮根が形成される(McConaha, 1941; Schiffner, 1909)。ゼニゴケ

は雌雄異株であり、長日条件、遠赤色光の照射によって有性生殖のために造卵器を作る雌器

床と造精器を作る雄器床を形成する(Chiyoda et al., 2008; Kubota et al., 2014)。受精は水

を媒介して行われ、2 倍体の接合子は多細胞の胞子体（胚）へと分化し、減数分裂を経て多

数の半数体の胞子を作る胞子嚢へと発達する(Durand, 1908)。 

植物においてもっとも普遍的なオーキシンである IAA はゼニゴケにおいても検出されて

いる(Schneider et al., 1967)。外生オーキシンの添加実験から、オーキシンはゼニゴケにお

いて仮根の発生と伸長(Ishizaki et al., 2012; Kaul et al., 1962; Maravolo and Voth, 1966)、

葉状体の生長(Ishizaki et al., 2012; Maravolo, 1980)、葉状体切断面からの再生(Binns and 

Maravolo, 1972)、頂芽優勢に関与していることが示されている(Davidonis and Munroe, 

1972)。さらに、当研究室ではダイズ由来のオーキシン応答レポーターproGH3:GUS が、ゼ

ニゴケにおいてもオーキシン特異的かつ濃度依存的に発現することを明らかにした

(Ishizaki et al., 2012)。このことは被子植物と共通のオーキシンを介した転写制御機構がゼ

ニゴケにおいても保存されていることを示唆している。 

近年ゼニゴケは進化的に重要な位置を占めることから注目を集めている(Bowman et al., 

2007)。またゼニゴケは半数体優勢な生活環を持ち、無性生殖が可能という遺伝学的な長所

も持つ。これまでにアグロバクテリウムを介した遺伝子導入(Ishizaki et al., 2008; Kubota 

et al., 2013)や相同組み換えによる遺伝子ターゲティング (Ishizaki et al., 2013a)、

CRISPR/Cas9 を介したゲノム編集(Sugano et al., 2014)などの分子遺伝学ツールが開発さ

れてきた。また、Joint Genome Institue (JGI)によるゲノム解読プロジェクトが進行中であ

り、網羅的なゲノム・トランスクリプトームの情報が得られ、一般的に遺伝的冗長性が低い

ことが明らかになりつつある（未発表データ）。 

本研究ではゼニゴケにおけるオーキシン信号伝達因子をゲノム・トランスクリプトーム

データベースから探索し、ゼニゴケが最小かつ完全なオーキシンを介した転写制御機構を

持つことを明らかにした。また AUX/IAA を介したオーキシン信号伝達がゼニゴケの生活環

全体に渡って発生に重要な役割を果たすこと、ARF のタンパク質相互作用や機能分化につ

いても明らかにした。これらの結果から、ゼニゴケが最小限の信号伝達因子セットにより多

様なオーキシン応答を引き起こす仕組みについて議論する。 
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結果 

 

ゼニゴケにおけるオーキシン信号伝達因子の探索 

ゼニゴケが基本的なオーキシン信号伝達因子を持つかどうかを調べるため、ゼニゴケの

ゲノム・トランスクリプトームのデータベースに対して BLAST 検索を行った。 

AUX/IAA に特徴的な 4 つのドメイン（ドメイン I-IV）をすべてもつタンパク質をコード

する遺伝子はゼニゴケのゲノムに 1 種しかコードされておらず、これを MpIAA と命名し

た。MpIAA の予測アミノ酸配列の N 末端側に存在するドメイン I には TPL との相互作用

に重要な LxLxL 配列が保存されていた（図 6A, 7）。MpIAA の C 末端側には AUX/IAA の

分解調節領域であるドメイン II、タンパク質相互作用ドメインであるドメイン III/IV が保

存されていた（図 6A, 7）。MpIAA のドメイン III/IV には、AUX/IAA と ARF のオリゴマ

ー化に重要なリシン残基や酸性残基が保存されていた（図 7）(Korasick et al., 2014; Nanao 

et al., 2014)。MpIAA のアミノ酸配列は他の植物種の AUX/IAA に比べて非常に長く（825 

aa）、ドメイン I とドメイン II の間にグルタミンに富んだ長い領域を持っていた。この構造

が進化的に保存されたものであるかを調べるため、同じゼニゴケ目に属するジャゴケ

（Conocephalum conicum）、ヒメジャゴケ（Conocephalum japonicum）から degenerate 

RT-PCR によって AUX/IAA 遺伝子の部分配列を取得した。その結果ジャゴケ、ヒメジャゴ

ケの AUX/IAA にもグルタミンに富んだ領域が N 末端側に存在しており、この領域が少な

くともゼニゴケ目の AUX/IAA に保存された領域であることが示された（図 7）。またゼニ

ゴケ、ヒメツリガネゴケ、イヌカタヒバ、シロイヌナズナの配列を用いて AUX/IAA ファミ

リーの系統解析を行ったところ、MpIAA はヒメツリガネゴケやイヌカタヒバと共に、シロ

イヌナズナの AUX/IAA とは異なる系統群を形成した（図 6B）。 

ゼニゴケのゲノムには N 末端側に B3 タイプの DNA 結合領域、C 末端側にタンパク質相

互作用ドメインであるドメイン III/IVをもつ典型的なARFの構造を持つタンパク質が 3種

コードされており、それぞれMpARF1、MpARF2、MpARF3と命名した（図6A, 8）。MpARF1

は DNA 結合領域とドメイン III の間にグルタミンに富んだ領域を持っており、これは転写

活性化型 ARF の特徴として知られている(Ulmasov et al., 1999a)。Finet らは様々な陸上

植物から 224 の ARF タンパク質配列を集めて系統解析を行い、ARF ファミリーが 3 つの

大きなクレード（A、B、C）に分類されることを報告している(Finet et al., 2013)。ゼニゴ

ケの ARF についても系統解析を行ったところ、MpARF1 は転写活性化型 ARF であるクレ

ード A に分類された（図 6C）。MpARF2 はクレード B に分類され、シロイヌナズナではこ

のクレードに属する ARF のいくつかが転写抑制因子として機能することが示されている

(Tiwari et al., 2003; Ulmasov et al., 1999a)。MpARF3 は比較的長い DNA 結合領域を持っ

ており、ドメイン III/IV の配列もクレード A、B に属する ARF とはやや低い相同性を示し

た（図 8A, B）。また MpARF3 の mRNA 配列は miR160 の標的配列と予測される領域があ

った（図 8C）。これらの特徴はシロイヌナズナの ARF10、ARF16 にも共通しており、また
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ARF10、ARF16 は転写抑制因子であると予測されている(Liu et al., 2010)。系統解析の結

果からも MpARF3 がシロイヌナズナの ARF10、ARF16、ARF17 と同じくクレード C に

属することが示された（図 6C）。以上の結果をまとめると、MpARF1、MpARF2、MpARF3

は系統的に異なるクレードにそれぞれ分類されており、このことから ARF ファミリーは陸

上植物の共通祖先においてすでに 3 種類に機能分化していたことが示唆された。 

BLAST 探索の結果、ゼニゴケには TIR1/AFB とジャスモン酸受容体 CORONATINE 

INSENSITIVE 1 (COI1) に高い相同性を示す遺伝子が 2 つ見つかった。一方はシロイヌナ

ズナの TIR1 とアミノ酸配列が 54%一致し、系統解析からも TIR1/AFB のグループに分類

されたことから MpTIR1 と命名した（図 6D）。もう一方の遺伝子がコードするタンパク質

はシロイヌナズナ COI1 とアミノ酸配列が 44%一致しており、系統解析の結果 COI1 と同

じクレードに分類された（図 6D）。このことから、ゼニゴケは TIR1/AFB 遺伝子を 1 種の

み持つことが示唆された。 

以上の結果から、ゼニゴケはオーキシンを介した転写制御に必要な基本的因子のすべて

を、最小の遺伝的冗長性で備えていることが明らかになった。また、もう一つのオーキシン

受容体として知られる ABP1 の相同遺伝子をゼニゴケが持つかを調べるため、BLAST 検索

に加えてタンパク質相同性検索プログラム HMMER(Finn et al., 2011)を用いた検索も行っ

たが、ゼニゴケのゲノムに ABP1 の相同遺伝子は見つからなかった。 
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ドメイン II改変型MpIAAによるオーキシン応答の抑制 

AUX/IAA のドメイン II 変異は AUX/IAA のオーキシン依存的な分解を抑制し、優性的に

オーキシン感受性の低下を引き起こす。シロイヌナズナでは複数の AUX/IAA についてドメ

イン II のプロリン残基がセリンに置換された変異体が報告されている(Mockaitis and 

Estelle, 2008; Reed, 2001)。ゼニゴケはゲノム中に AUX/IAA オーソログを 1 種しかコード

していなかったことから、ゼニゴケにおけるオーキシン信号伝達のメカニズムと役割を調

べるにあたり MpIAA に着目した。MpIAA がオーキシン応答に関与しているかどうかを調

べるため、ドメイン II のプロリン残基をセリンに置換した機能獲得変異体になると期待さ

れる MpIAA（MpIAAmDII）、あるいは野生型の MpIAA を、ゼニゴケ ELONGATION 

FACTOR 1プロモーター（proMpEF1）(Althoff et al., 2013)制御下で恒常的に発現する形

質転換体を作成し（proMpEF1:MpIAA 、proMpEF1:MpIAAmDII ; 図 9A）、外生オーキシン

への応答を観察した。それぞれの形質転換体をオーキシン非存在下で生育したところ、

proMpEF1:MpIAA 株は野生型と同様に生育したのに対し、proMpEF1:MpIAAmDII 株では

葉状体の矮化や湾曲という表現型が見られた（図 9B）。次にそれぞれの株を高濃度（3 M）

の合成オーキシン NAA 存在下で生育したところ、proMpEF1:MpIAA 株はこれまでに野生

型で報告されていたのと同様に、葉状体の面積が著しく減少する生長抑制を示し、仮根の増

加が見られた(Ishizaki et al., 2012; Otto and Halbsguth, 1975; Rousseau, 1950, 1951; 

Tarén, 1958)。それに対して proMpEF1:MpIAAmDII 株では NAA 処理による葉状体面積の

減少はほとんど見られなかった（図 9B）。以上の結果から、MpIAA は被子植物の AUX/IAA

で示されたのと同様に、ドメイン II の機能を介してオーキシン信号伝達に関与しているこ

とが示唆された。 
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proMpEF1:MpIAA 株、proMpEF1:MpIAAmDII 株における導入遺伝子の発現量を半定量

的 RT-PCR によって調べたところ、proMpEF1:MpIAAmDII株における導入遺伝子の発現量

が proMpEF1:MpIAA 株に比べて著しく低いことが明らかになった（図 10）。このことから

MpEF1プロモーターによる過剰な MpIAAmDIIタンパク質の蓄積はゼニゴケの生育にとっ

て有害であることが予想された。そこで、グルココルチコイド受容体（GR）を用いたタン

パク質の核移行を dexamethasone（DEX）により誘導できるシステムを利用し(Lloyd et al., 

1994; Schena et al., 1991)、ゼニゴケ生活環全体における MpIAA やオーキシンの生理機能

を調べることにした。MpIAA プロモーターの制御下で、MpIAAmDIIタンパク質と GR の融

合タンパク質を発現するコンストラクトを作成した（proMpIAA:MpIAAmDII-GR）。このコン

ストラクトが DEX 依存的に MpIAA を介したオーキシン応答を抑制できるか調べるため、

proMpIAA:MpIAAmDII-GRをダイズ由来のオーキシン応答レポーターproGH3:GUSを発現す

るゼニゴケに導入した(Ishizaki et al., 2012)。10 M の NAA を含み、DEX を含まない液

体培地で 12時間処理したところ、proGH3:GUS株と proMpIAA:MpIAAmDII-GR/proGH3:GUS

株のどちらにおいても GUS 活性が上昇した（図 11）。10 M の NAA と DEX を同時に処

理したところ、proGH3:GUS 株ではオーキシン依存的な GUS 活性の上昇に DEX は影響を

与えなかったのに対し、proMpIAA:MpIAAmDII-GR/proGH3:GUS 株ではオーキシン依存的な

GUS 活性の上昇が完全に抑制された（図 11）。これらの結果から、proMpIAA:MpIAAmDII-

GR は DEX 依存的にオーキシン応答を抑制できることが示された。さらに、MpIAAmDIIタ

ンパク質の核における蓄積が、オーキシン依存的な転写応答を抑制することが示唆された。 
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MpIAAを介したオーキシン信号伝達による細胞伸長制御 

次に、MpIAA を介したオーキシン信号伝達の細胞の形態に与える影響について調べるた

め、野生型または proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の葉状体における外生オーキシンへの応答を

観察した。野生型では 10 M の NAA 処理により葉状体の上偏生長（図 12A, B）、気室孔

の突出（図 12D, E）、杯状体の伸長（図 12G, H）が観察された。杯状体の走査型電子顕微

鏡（SEM）画像から表皮細胞の大きさと縦横比を測定したところ、NAA 処理により細胞が

特定の方向に偏って伸長していることが示され（図 13）、前述の表現型の原因である可能性

が考えられた。DEX を与えない条件においては proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株は野生型と同

様に NAA に応答した表現型が見られたが（図 12J, K, M, N, P, Q, 図 13）、NAA と DEX

を同時に処理したところ、NAA によって誘導される表現型が打ち消され、mock 条件より

も背側表皮細胞が小さくなり、下偏生長を示した（図 12L, O, R, 図 13）。それに対し、野

生型では DEX 処理は NAA 応答に影響を与えなかった（図 12C, F, I, 図 13）。これらの結

果から、葉状体の背側表皮における細胞伸長が MpIAA を介したオーキシン信号伝達によっ

て促進されることが示唆された。 
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MpIAAの発現組織解析 

次に MpIAA の時空間的な発現パターンを調べるため、MpIAA プロモーター制御下で

GUS レポーター遺伝子を発現する形質転換体を作出した（ proMpIAA:GUS）。

proMpIAA:GUS 株を用いて栄養生長相における発現を調べたところ、杯状体を含む葉状体

全体で強い GUS 活性が観察された（図 14A）。寒天包埋による葉状体切片の観察から、背
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側の気室層、杯状体や無性芽、内部の柔組織、腹鱗片や仮根など葉状体のすべての層におい

て強い GUS 活性があることが示された（図 14B, C）。次に生殖生長相における発現組織を

調べた。雄器床は全体で強い GUS 染色を示し、造精器や周辺の細胞でも GUS 染色が見ら

れた（図 14D, E）。雄器床と比べて雌器床では GUS 染色が比較的弱く、指状突起の先端で

GUS 染色が見られた（図 14F）。寒天包埋切片を作成して観察したところ、卵細胞を含む造

卵器において強い GUS 染色が見られた（図 14G）。さらに、雄の proMpIAA:GUS 株と雌の

野生型を掛け合わせ、胞子体における発現組織も調べた。その結果、強い GUS 染色が若い

胞子体で見られ、胞子体の発生に伴い GUS 染色の勾配が先端基部軸に沿って形成された。

先端にある胞原組織における GUS 染色は比較的弱く、胞子の発生が進むにつれて消失して

いった。一方、胞子体の足や柄を作る基部側の領域では発生後期においても GUS 染色が見

られた（図 14H-K）。これらの染色パターンは proMpIAA:GUS 株と野生型の性別を反転さ

せて掛け合わせた胞子体においても同様であった。以上の結果から、MpIAA が配偶体と胞

子体の両世代においてある程度の組織特異性をもちながらも広範囲で発現しており、

MpIAAを介したオーキシン応答が生活環全体で様々な組織において役割を持つことが示唆

された。 
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MpIAAを介したオーキシン信号伝達の形態形成における多面的な役割 

先に示したように proMpIAA:MpIAAmDII-GR株では DEX 依存的にオーキシン応答を抑制

することが可能である。そこで、MpIAA 依存的なオーキシン応答の役割を発生段階や組織

ごとに調べるため、proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の様々な生長段階において DEX 処理を行

い、表現型を観察した。まず proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株を DEX 非含有培地で生育したと

ころ、野生型と同様の扁平な葉状体を形成し、葉状体の背側には杯状体や規則的に並んだ気

室孔が見られた（図 15A）。杯状体はその縁に鋸歯状の構造を作り、内部には多くの無性芽

が形成された（図 15B, C）。また、葉状体の腹側には腹鱗片や仮根が観察された（図 15D）。 

proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の無性芽を 10 M の DEX 含有培地で 14 日間培養したとこ

ろ、著しい生長阻害が見られた（図 15E）。8 個体の観察を行ったところ、以下に示すよう

な形態異常の一部またはすべてが観察された。5 個体では背腹性のない細胞塊が形成され

（図 15F）、4 個体では異所的な気室孔が、5 個体では杯状体を想起させる鋸歯状構造が見

られた（図 15G）。また、6 個体では表面に無性芽のような多細胞の不定芽がクラスター状

に形成された（図 15H）。さらに、DEX 含有培地で生育した proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の

先端には仮根や腹鱗片などの腹側器官は見られなかった。これらの結果は MpIAA を介した

オーキシン信号伝達が、無性芽からの生長と発生に関与しており、特に腹側で重要な役割を

果たすことを示唆している。 

次に 7 日間 DEX 非存在下で生育した葉状体に対して DEX 処理を行った。DEX 処理前

の段階では proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株は正常な背腹性に従って器官を発生し、成熟した葉

状体を形成した。その後 7 日間にわたって 10 M の DEX 存在下で生育したところ、葉状

体は V 字型に湾曲し、下偏生長した（図 15I）。DEX 処理した葉状体の背側には杯状体が形

成されていたものの、その形状は浅く、先端基部軸に沿って細長くなり、多数の鋸歯構造を

持っていた（図 15J）。杯状体の底には無性芽原基が作られていたが、成熟した無性芽は見

られなかった（図 15K）。また葉状体の腹側では仮根の数が減少し、この表現型は特に平滑

仮根において顕著であった（図 15L）。これらの結果から、内生のオーキシンと MpIAA を

介した転写制御が、葉状体の背側と腹側の協調した生長に重要であることが示唆された。ま

た、MpIAA を介したオーキシン応答が、杯状体、無性芽、仮根といった器官の発生にも関

与することが示唆された。 

MpIAA を介したオーキシン信号伝達の生殖器官における役割を調べるため、

proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株を生殖成長相へ誘導し、生殖器が視認できる大きさ（5 mm 以

下）になった後に継続的に DEX 処理を行った。DEX 非存在下において生殖器は垂直に伸

長するのに対して（図 15M, O）、DEX 処理した生殖器では柄が短くなり、伸長方向が攪乱

する表現型が観察された（図 15N, P）。この結果から MpIAA を介した転写制御が生殖器の

屈性応答に関与する可能性が考えられたため、生殖器を DEX 処理後に 90 度転換する実験

を行った。その結果、DEX 処理なしでは 1 日後にほぼ垂直に生殖器の向きが転換するのに

対し、DEX 処理条件では垂直方向への屈曲角度が減少した（図 16）。これらの結果から、
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MpIAA を介したオーキシン応答が、生殖器の伸長と屈性応答にも関与することが示唆され

た。生殖器の偏差生長についてはこれまでに外生オーキシンに対する応答としても報告さ

れている(Rousseau, 1953)。 

最後に、胞子体発生における MpIAA を介したオーキシン信号伝達の役割について調べる

ため、雌の proMpIAA1:MpIAAmDII-GR 株と雄の野生型とを掛け合わせた。DEX 非存在下

では胞子体は雌器床の上で正常に発達し、受精後約 4 週間で黄色の胞子嚢を形成した（図

13Q, S）。受精操作の翌日から継続的に DEX 処理を行ったところ胞子体発生が途中で停止

し、4 週間後でも胞子嚢が観察されなかった（図 15R, T）。これらの結果から、MpIAA を

介したオーキシン信号伝達が胞子体発生にも重要な役割を果たすことが示唆された。  
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MpIAA、MpARFs間のタンパク質相互作用 

proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の観察から、MpIAA を介したオーキシン信号伝達がゼニゴ

ケの生活環全体で発生と生長を制御することが示された。ゼニゴケはこのように多様なオ

ーキシン応答を、どのようにして少ない因子で構成された転写制御機構によって調節して

いるのだろうか。ゼニゴケには TIR1/AFB と AUX/IAA が 1 種ずつしかないため、3 種あ

るARFのタンパク質相互作用や転写制御能の違いによって多様性を生み出しているのでは

ないかと考えた。シロイヌナズナでは AUX/IAA と ARF のタンパク質相互作用が Y2H 法

や BiFC 法によって明らかにされている(Piya et al., 2014; Tatematsu et al., 2004; Vernoux 

et al., 2011)。MpIAA と 3 種の MpARFs がホモまたはヘテロに相互作用することができる
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かを調べるため、まず MpIAA と MpARFs の C 末端領域の相互作用を Y2H 法により解析

した。その結果、MpIAA はすべての MpARFs と相互作用し、MpARFs 同士の相互作用は

MpARF3 同士以外のすべての組み合わせで観察された（図 17）。これらの相互作用の親和

性の違いについて調べるため、-ガラクトシダーゼレポーターの活性測定を行った。その結

果、MpIAA は MpARF1 > MpARF2 > MpARF3 の順に高い-ガラクトシダーゼ活性を示し

た。MpARFs 同士の相互作用において、MpARF1 は MpARF2、MpARF3 よりも MpARF1

自身との組み合わせで高い活性を示し、MpARF2 は MpARF3 との組み合わせで高い活性

を示した（表 1）。これらの結果から、3 種の MpARFs 間の相互作用にもそれぞれ親和性に

違いがあることが示唆された。 
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MpIAA と MpARFs が植物体内でも相互作用するかを調べるため、ベンサミアナタバコ

（Nicotiana benthamiana）の葉を用いた BiFC 法による検証を行った。MpIAA もしくは

MpARFs の C 末端領域を、YFP の N 末端側（nYFP）または C 末端側（cYFP）に融合し

たコンストラクトを用いて実験を行い、nYFP または cYFP 断片のみを発現するベクターを

ネガティブコントロールとして用いた。その結果、MpIAA は MpIAA 自身と、すべての

MpARFs と相互作用した。MpARFs 同士の相互作用は MpARF3 同士以外のすべての組み

合わせにおいて観察された（図 18）。これらの結果から MpIAA と MpARFs の相互作用、

MpARFs 同士の相互作用は植物体内でも起きることが確認された。 
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MpARFsの転写制御能 

次にそれぞれの MpARFs の転写制御能に違いがあるかを調べるため、BY-2 タバコ培養

細胞を用いた一過的トランスアクチベーション実験を行った。エフェクターとして

MpARFs の全長もしくは MR を出芽酵母の Gal4 DNA 結合領域に融合したタンパク質を

発現させた。レポーターベクターは 6 回反復された Gal4 結合配列下流でホタルルシフェラ

ーゼ（F-Luc）を発現する。また形質転換効率のコントロールとして、カリフラワーモザイ

クウイルス由来の 35S プロモーター制御下でウミシイタケルシフェラーゼ（R-Luc）を発現

するベクターを作成した（図 19A）。これらのコンストラクトはパーティクルボンバードメ

ントにより BY-2 細胞に同時に形質転換され、2 日間の培養後にタンパク質を抽出しルシフ

ェラーゼ活性を測定した。転写活性化能は R-Luc に対する F-Luc の相対的な活性によって

評価した。MpARF1 は中間領域、全長のどちらを導入した場合においても Gal4 DNA 結合

領域のみを発現させたコントロールに比べて約 2 倍の活性を示し、MpARF2 を導入した場

合はコントロールより低い活性を示した（図 19B）。これらの結果から MpARF1 は転写活

性化因子、MpARF2 は転写抑制因子としてそれぞれ機能することが示唆された。MpARF3

については中間領域を導入するとコントロールよりわずかに低い活性を示し、全長を導入

するとコントロールよりわずかに高い活性を示したため、本実験からは MpARF3 が転写活

性化因子か抑制因子かを結論することはできなかった（図 19B）。以上の結果から、ゼニゴ

ケにおける 3種のARF タンパク質は転写制御能においてもそれぞれ異なる性質を持つこと

が示唆された。 
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考察 

 

オーキシンを介した転写制御の起源と進化 

本研究の結果から、苔類ゼニゴケが 1 種の TIR1/AFB、1 種の AUX/IAA、また系統的・

機能的に分化した 3 種の ARF を持つことが明らかにされた（図 6, 図 19）。シロイヌナズ

ナでは AUX/IAA はドメイン I を介して転写共抑制因子 TPL と相互作用することでオーキ

シン応答遺伝子の発現を抑制する(Szemenyei et al., 2008)。本研究で MpIAA もドメイン I

内に TPL との相互作用に重要な LxLxL モチーフを保存していることが示された（図 7）。

またゼニゴケのゲノムには TPL のホモログが 1 種コードされており（MpTPL）、オーキシ

ンを介した転写制御への関与が示唆されている（Flores-Sandoval et al., 2015）。本研究で

ドメイン II を改変した MpIAA をゼニゴケで発現させるとオーキシン耐性となり、

proGH3:GUS でモニターされるオーキシン依存的な転写応答が抑制されることが示された

（図 9, 図 11）。このことと一致して、MpIAA のノックダウン変異体がオーキシン過敏にな

ることが明らかにされている（Flores-Sandoval et al., 2015）。これらの結果から、MpIAA

のおそらく MpTIR1 を介したオーキシン依存的な分解が転写制御に重要であることが示唆

された。Y2H 法と BiFC 法による解析から、MpIAA とすべての MpARFs はドメイン III/IV

を介して相互作用することが示された（図 17, 図 18, 表 1）。以上の結果から、ゼニゴケは

被子植物で示されたオーキシンを介した転写制御機構を、最小かつ完全な形で保持してい

ることが示唆された。過去のゲノム解析から、蘚類ヒメツリガネゴケと小葉類イヌカタヒバ

もオーキシンを介した転写制御の基本的な構成因子を持っているのに対し、陸上植物の姉

妹群である車軸藻類に属するクレブソルミディウムは持たないことが示されている(Banks 

et al., 2011; Hori et al., 2014; Rensing et al., 2008)。最近、他の車軸藻類、メソスティグ

マ（Mesostigma viride）、フラスコモ（Nitella mirabilis）、コレオケーテ（Coleochaete 

orbicularis）、アオミドロ（Spirogyra pratensis）のトランスクリプトームデータが公開さ

れ、フラスコモ、コレオケーテ、アオミドロからは ARF の DBD やドメイン III/IV と高い

相同性を示す配列が見つかっているが、AUX/IAA と TIR1/AFB の明確なオーソログは見つ

かっていない(De Smet et al., 2011; Ju et al., 2015; Timme and Delwiche, 2010)。水生だ

った陸上植物の共通祖先がオーキシンを介した転写制御系を獲得していたかについては未

だ議論の余地があるが、本研究の結果は 3 種の ARF を介したオーキシン応答が少なくとも

現存する陸上植物の共通祖先にまで遡れることを示唆している。 

維管束植物の AUX/IAA と比較して、MpIAA の予測アミノ酸配列は 825 アミノ酸と非常

に長く、ドメイン I と II の間にグルタミンに富んだ長い領域を持っていた（図 6A, 図 7）。

この領域は既知のモチーフと相同性を示さなかったが、少なくとも苔類ゼニゴケ目には保

存されていることが明らかになった（図 7）。ヒメツリガネゴケの AUX/IAA も維管束植物

に比べて長いことが報告されている(Paponov et al., 2009)。これらの結果から AUX/IAA の

アミノ酸配列は進化に伴い短くなっていった可能性が考えられる。また、グルタミンに富ん
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だ領域は真核生物において転写活性化能を持つことが知られている(Escher et al., 2000)。

転写活性化型のARF もまたグルタミンに富んだ領域を持っており(Ulmasov et al., 1999a)、

MpARF1 も同様である（図 6A, 図 8）。ARF と AUX/IAA は C 末端領域のタンパク質相互

作用ドメインにおいて高い相同性を示すことから、これらの遺伝子は共通の祖先遺伝子か

ら進化したと考えられる。そのため、ゼニゴケ目の AUX/IAA が持つグルタミンに富んだ領

域は祖先遺伝子の名残である可能性や、未知の機能を備えている可能性が考えられる。 

 

proGH3:GUSでモニターされるオーキシン応答組織と MpIAAの関係 

これまでの研究から proGH3:GUS の活性がゼニゴケにおいて内生のオーキシン応答を反

映することが示唆されている(Ishizaki et al., 2012)。ダイズ由来のプロモーターがゼニゴケ

でも機能することから、両者には共通のオーキシン応答メカニズムが保存されていると考

えられる。本研究からオーキシン依存的な proGH3:GUS の発現が MpIAA によって制御さ

れることが示された（図 11）。また、MpIAA の発現は proGH3:GUS が強く発現する杯状体

の底部、雌器床の柄や指状突起、造精器、胞子体を含む広い組織で見られた（図 14）。これ

らの組織における MpIAA の重要性は、DEX 処理された proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株にお

いて杯状体の形態異常、生殖器の柄の伸長・屈性の異常、無性芽や胞子体の発生が抑制され

たことからも支持される（図 15, 図 16）。これらの結果は proGH3:GUS でモニターできる

オーキシン応答が MpIAA の機能によって説明できることを示唆している。 

興味深いことに、proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株を DEX 処理した際に見られた形態異常は

proGH3:GUS の発現が見られない無性芽芽生えや葉状体、仮根においても見られた（図 15）。

このことからダイズ由来の GH3 プロモーターが MpIAA を介した転写応答のすべてを反映

していないことが示唆された。この原因として proGH3:GUS のオーキシン応答の閾値が高

い、または proGH3:GUS では活性化型 ARF（MpARF1）の機能しかモニターできず、活性

化型でない ARF の機能は見えない可能性が考えられる。後者の場合、ゼニゴケの発生にお

いて活性化型でない ARF の機能が重要であることが考えられる。 

 

オーキシンを介した転写制御による細胞分化の制御 

オーキシンは植物の発生と生長の様々な面を制御しており、オーキシンの主要な生理機

能の一つは細胞の分化状態の制御である。被子植物においてオーキシンは胚発生、根、葉に

おいて維管束の分化に主要な役割を果たしている(Furuta et al., 2014; Ohashi-Ito and 

Fukuda, 2010; Scarpella et al., 2010; Schuetz et al., 2013; Yoshida et al., 2013)。またシ

ロイヌナズナの ARF10 は培養細胞において細胞の全能性を制御していることが報告され

ている(Qiao et al., 2012)。ヒメツリガネゴケでは AUX/IAA のドメイン II に変異が入った

機能獲得変異体においてクロロネマからカウロネマへの分化が遅延することが報告されて

いる(Prigge et al., 2010)。本研究において、MpIAA を介したオーキシン応答を抑制した無

性芽は未分化な細胞塊を形成したことから（図 15E, F）、オーキシンを介した転写制御がゼ
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ニゴケにおいて細胞分化の制御に関わることが示唆された。このことと一致して、ゼニゴケ

においてバクテリア由来のオーキシン不活性化酵素 iaaLを発現する形質転換体も未分化な

細胞塊を形成することが明らかにされている（Flores-Sandoval et al., 2015）。これらの結

果から、細胞分化の制御が陸上植物におけるオーキシンを介した転写制御の共通の役割で

あることが示唆された。 

 

オーキシンを介した転写制御による細胞伸長の制御 

オーキシンは陸上植物における細胞伸長を制御する主要な因子でもあり、生長と屈性応

答を制御している(Perrot-Rechenmann, 2010)。シロイヌナズナでは AUX/IAA、ARF、

TIR1/AFB 遺伝子における様々な変異体が、細胞伸長や屈性応答に異常を示すことが示さ

れており、特に IAA17/AUXIN RESISTANT3 の機能獲得型変異体では葉の向軸側表皮の

細胞が小さくなり、下偏生長することが示されている (Harper et al., 2000; Leyser et al., 

1996; Liscum and Reed, 2002; Möller et al., 2010; Perez-Perez et al., 2010; Tatematsu et 

al., 2004)。本研究で、外生オーキシンによってゼニゴケ葉状体の表皮細胞が方向性をもっ

て伸長し、上偏生長することが示された（図 12）。これらの現象は MpIAA 依存的なオーキ

シン応答を抑制することで打ち消された（図 12, 図 13）。また MpIAA 依存的なオーキシン

応答の抑制は、生殖器の柄の伸長と屈性応答を阻害することも示された（図 15M-P, 図 16）。

これらの結果から、AUX/IAA 依存的なオーキシン応答がゼニゴケにおいても細胞伸長と屈

性応答の制御に重要であり、オーキシンを介した転写制御による細胞伸長と屈性の制御機

構が進化的に保存されている可能性が示唆された。 

シロイヌナズナにおいて、オーキシンに誘導される胚軸伸長の初期応答は TIR1/AFB 依

存的な転写を介さないことが報告されている(Schenck et al., 2010; Takahashi et al., 2012)。

これまでの研究から、ABP1 は転写非依存的かつ迅速に細胞伸長を引き起こすオーキシン受

容体であることが示唆されている (Chen et al., 2001a; Chen et al., 2001b; Perrot-

Rechenmann, 2010; Rück et al., 1993; Steffens et al., 2001)。オーキシン応答への関与な

ど機能は明らかではないが、ABP1 は車軸藻類から被子植物まで広く保存されている(Hori 

et al., 2014; Ju et al., 2015; Timme and Delwiche, 2010; Tromas et al., 2010)。驚いたこ

とに、本研究におけるゼニゴケのゲノム・トランスクリプトームのデータを用いた探索から

は ABP1 のホモログは見つからず、このことからゼニゴケが進化の過程で ABP1 を喪失し

たと考えられる。シロイヌナズナでは ABP1 の欠損変異体は胚性致死であると考えられて

いたが(Chen et al., 2001b)、最近になって新たな ABP1 の欠損変異体が複数取得され、そ

れらの変異体が過去に報告されていたようなオーキシン応答や発生の異常を示さず、ABP1

がオーキシン応答にも発生にも関与しないという報告がされ議論を呼んでいる(Gao et al., 

2015)。ゼニゴケが ABP1 を持たないという本研究の結果は、ABP1 のオーキシン応答への

関与を否定するこの報告を支持しているのかもしれない。今後、オーキシンを介した細胞伸

長への ABP1 の関与の再検証や ABP1 遺伝子の祖先的な役割の解析が期待される。 
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オーキシンを介した転写制御による発生軸の決定 

発生軸の形成は多細胞生物の発生にとって非常に重要であり、植物におけるオーキシン

の重要な役割の一つである。本研究において、MpIAA の発現パターンが胞子体において先

端基部軸に沿って勾配を形成することが示された（図 14I-K）。このパターンはオーキシン

応答をモニターする proGH3:GUS の発現パターンとよく一致していた(Ishizaki et al., 

2012)。これらの結果は MpIAA を介したオーキシン信号伝達がゼニゴケ胚発生における先

端基部軸の形成に関与している可能性を示唆している。実際、proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株

においてDEX処理により受精後のオーキシン応答を抑制すると、胞子体の発生が阻害され、

成熟した胞子体が得られなかった（図 15Q-T）。ヒメツリガネゴケでは proGH3:GUS レポー

ターの発現パターンが胞子体の発生中において先端基部軸に沿って大きく変化すること、

オーキシン極性輸送阻害剤によって胞子体の発生異常が生じることが報告されている

(Fujita et al., 2008) 。 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お い て は 、 IAA12/BODENLOS と

ARF5/MONOPTEROS が胚発生における先端基部軸の形成に関わることが示されている

(Hamann et al., 2002; Hamann et al., 1999)。これらのことから、陸上植物は受精後の発

生における先端基部軸の形成においてオーキシン依存的な転写制御を介した共通の機構を

持っていることが考えられる。 

これまでの研究から、ゼニゴケへの過剰な外生オーキシン投与が背腹両面で仮根の発生

を促進することが示されており、そのためオーキシンが葉状体の背腹性決定に関与するこ

とが提唱されている(Ishizaki et al., 2012; Kaul et al., 1962; Maravolo, 1980; Otto and 

Halbsguth, 1975)。本研究では MpIAA を介したオーキシン応答を抑制することで、無性芽

からの分化、仮根・腹鱗片の発生が阻害されることが示された（図 15）。これらの結果は少

なくとも MpIAA を介したオーキシン信号伝達が腹側組織の発生を促進していることを示

唆している。オーキシンが腹側組織の発生を直接制御しているのか、あるいは背腹軸の決定

を介しているのかは興味深い点である。シロイヌナズナにおいては胞子体世代において

ARF3/ETTINとARF4が葉の向背軸の決定に重要な働きをしていることが知られているが

(Iwasaki et al., 2013)、配偶体における発生軸決定へのオーキシンの関与は未だ議論の余地

がある(Lituiev et al., 2013; Pagnussat et al., 2009)。植物の配偶体世代においてオーキシ

ンが発生軸の決定に関与しているかを明らかにするためには今後さらなる研究が必要であ

る。 

 

最小の信号伝達機構による多様なオーキシン応答の制御 

シロイヌナズナでは 29 の AUX/IAA と 23 の ARF による複雑な転写制御により多様なオ

ーキシン応答が行われていると考えられている(Piya et al., 2014; Vernoux et al., 2011)。ま

た、様々な TIR1/AFB と AUX/IAA の組み合わせが複雑なオーキシン応答に寄与している

ことも示唆されている(Calderón Villalobos et al., 2012; Shimizu-Mitao and Kakimoto, 
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2014)。本研究によって、苔類ゼニゴケが最小限のオーキシン転写制御システムによって多

様な発生プロセスを制御していることが明らかになった。ゼニゴケは AUX/IAA と

TIR1/AFB のオーソログを 1 種ずつしか持たないことから（図 6）、ゼニゴケの多様なオー

キシン応答は 3 種の MpARFs の機能の違いに起因する可能性が考えられた。本研究におい

て 3 種の MpARFs は系統的に分化しており、異なる転写制御能を持つことが示された（図

6C, 図 19）。Y2H 法における-ガラクトシダーゼアッセイではそれぞれの MpARF が異な

る親和性で MpIAA と相互作用することが示されたことから（表 1）、MpARFs はそれぞれ

異なるオーキシン応答性を持つことが示唆された。このことは MpIAA または MpARFs の

ドメイン III/IV と MpTPL のキメラタンパク質発現株の表現型に多様性があったという知

見からも支持される（Flores-Sandoval et al., 2015）。また、本研究で Y2H 法と BiFC 法に

よる解析から MpARFs 同士もドメイン III/V を介して様々な組み合わせで相互作用しうる

ことが示された（図 17, 図 18）。最近の結晶構造解析から、シロイヌナズナの AUX/IAA と

ARF がドメイン III/IV を介して多量体を形成することや、ARF の DNA 結合領域が二量体

を形成して回文的に配置された AuxRE に結合する際の“分子ノギス”として機能すること

が報告された(Boer et al., 2014; Korasick et al., 2014; Nanao et al., 2014)。ドメイン III/IV

を介した ARF 同士の相互作用の生理的意義や、MpARF の DBD が二量体を形成するかに

ついては今後の解析が必要であるが、ゼニゴケの多様なオーキシン応答は機能の異なる 3種

の ARF の発現パターンや様々な複合体形成によって制御されている可能性が考えられる。

また、ゼニゴケにはドメイン III/IV をもつがそれ以外の ARF、AUX/IAA に見られるドメ

インをもたない遺伝子を 2 種コードしていることが報告されている（MpAXILTIAs; Flores-

Sandoval et al., 2015）。これらのタンパク質はドメイン III/IV を介した相互作用により、

MpIAAと拮抗的に働いて転写を促進する、あるいはオーキシン非依存的に転写を抑制する、

というような形でオーキシン応答遺伝子の発現を微調整している可能性が考えられる。 

一方で、多様なオーキシン応答を生み出すメカニズムがタンパク質相互作用の多様性の

みで説明できるかは疑問である。最近の報告で、シロイヌナズナの系統的・機能的に異なる

2 種類の ARF タンパク質が、標的 DNA 配列の特異性においてほとんど差がないことが示

された(Boer et al., 2014)。このことから、ARF タンパク質の多様性は標的遺伝子の特異性

にさほど貢献していないとも考えられる。ゼニゴケに活性化型 ARF は 1 種しか存在しない

ことを考えると、オーキシン応答の種類は細胞種ごとにあらかじめ決められており、オーキ

シンは単に MpARF1 を介したスイッチを制御しているという仮説が考えられる。この仮説

は最近提唱された多様なオーキシン応答を説明する新たなモデルと一致しており、このモ

デルにおいてオーキシンは様々な発生プロセスに”impetus (起動力)”を提供するシグナルと

して解釈される(Bennett and Leyser, 2014)。今後、3 種の MpARFs がどのようにして多様

な応答を制御しているかを解析することで、陸上植物における多様なオーキシン応答を引

き起こすメカニズムへの理解が得られると期待される。 
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今後の展望 

本研究によりゼニゴケが被子植物で示されたオーキシンを介した転写制御機構を完全か

つ最小な形で持ち、細胞の伸長や分化を介して多様な発生イベントを制御していることが

示された。このことから、ゼニゴケはオーキシンによって制御される多様な形態形成のメカ

ニズムとその進化を調べる上で優れたモデル植物であると提案する。遺伝子発現制御に加

えて、多様なオーキシン応答はオーキシンの生合成、代謝、輸送によっても生み出されると

考えられ、今後はゼニゴケにおけるこれらの現象についても解析が必要である。 
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材料・方法 

 

使用した植物 

本論文では苔類ゼニゴケ（ Marchantia polymorpha L.）の野生型雄株として

Takaragaike-1 (Tak-1) を、野生型雌株として Tak-2 を用いた(Chiyoda et al., 2008)。形質

転換には Tak-1 と Tak-2、もしくは Tak-1 と proGH3:GUS #21(Ishizaki et al., 2012)を掛け

合わせて得られた胞子を用いた。 

ゼニゴケの培養は特に記載のない限り 2 倍希釈した Gamborg B5 培地(Gamborg et al., 

1968)に寒天を 1%となるよう加えた培地で、50-60 mol photons m-2 s-1 の白色 Cold 

Cathode Fluorescent Lamp 下で培養した。生殖器の誘導は過去に報告されているように遠

赤色光を照射することで行った(Chiyoda et al., 2008)。 

 

遺伝子の単離と系統解析 

ゼニゴケ遺伝子に対する相同性検索は、アメリカエネルギー省 Joint Genome Institute

（http://www.jgi.doe.gov/）において進行中のトランスクリプトーム・ゲノムデータベース

に対して BLAST を用いて行った。トランスクリプトームデータには 18 以上の異なる組

織・条件から抽出された RNA をもとに読まれた、Roche 454 GS FLX による 3.0  106リ

ード、Illumina Hi-Seq による 1010以上のリードが含まれており、ほとんどの転写物を網羅

できていると思われる。ゲノムデータは Roche 454 GS FLX、Illumina Hi-Seq によりそれ

ぞれ 26.7 倍、54.0 倍のカバレッジで読まれている。ABP1 相同遺伝子の検索は上記の

BLAST 検索に加え、ゼニゴケのトランスクリプトームデータから得られる全フレームの翻

訳配列に対して、Pfam データベースにある ABP1 の HMM ファイルを利用して

（http://pfam.xfam.org; ID: PF02041）、HMMER3.1 (http://hmmer.org) (Finn et al., 2011)

中のプログラム hmmscan によっても行った。 

MpIAA、MpARFs、MpTIR1 のアミノ酸配列は表 2（末尾）に記載した配列と共に整列

された。ジャゴケ、ヒメジャゴケから抽出した AUX/IAA の部分配列は degenerate-IAA_L2, 

degenerate-IAA_R1 のプライマーセットを用いた degenerate RT-PCR により取得した。

本研究で使用したプライマーの配列は表 3（末尾）に記載する。PCR 断片は pBC-SK+ベク

ターにクローニングし、シーケンス解析を行った。これらの配列は配列解析ソフト Geneious 

version 6.1.6 (Biomatters; http://www.geneious.com/) に埋め込まれたプログラム

MUSCLE によって整列した(Edgar, 2004)。系統解析のため、AUX/IAA の C 末端領域（ド

メイン II から末端まで）、ARF の DNA 結合領域、TIR1/AFB の全長を用いた。系統樹は

Geneious に埋め込まれたプログラム PhyML version 2.1.0 (Guindon et al., 2010)を使い、

LG モデルに基づき以下の設定で作成した。Branch Support: Bootstrap, Number of 

bootstraps: 1000, Proportion of invariable sites: 0, Number of substitution rate 
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categories: 4, Optimize: Topology/length/rate, Topology Search: NNI (Nearest Neighbor 

Interchange)。 

 

ゼニゴケ形質転換用プラスミドの作成 

proMpEF1:MpIAA、proMpEF1:MpIAAmDII 

MpIAA のコード領域を RT-PCR により増幅し（プライマーセット：MpIAA_entry、

MpIAA_stop、表 3）、pENTR/D-TOPO ベクター（Life Technologies）に Gateway TOPO 

cloning kit (Life Technologies) を用いてサブクローニングした。RNA の抽出は約 100 mg

の Tak-1 葉状体から TRIzol Reagent (Life Technologies) を用いて行い、cDNA の合成に

は ReverTra Ace (Toyobo) を用いてそれぞれ手順書に従って行った。ドメイン II への変異

はプライマーセット mDII_L3、mDII_R3（表 3）を用いてプラスミド全長を PCR するこ

とで導入した。得られた MpIAA と MpIAAmDII のカセットを持つエントリークローンをバ

イナリ―ベクターpKIGWB2 と LR Clonase II (Life Technologies)を用いて反応させ、目的

のプラスミドを得た。 

 

proMpIAA:GUS 

ゼニゴケ PAC クローン pMM23-245C5(Okada et al., 2000)を鋳型に、MpIAA の予測開始

コドンから 5.2 kb 上流から 52 番目のコドンまでのゲノム配列を PCR により増幅し（プラ

イマーセット：MpIAA_usEntry、MpIAA_R9、表 3）、pENTR/D-TOPO ベクターにクロー

ニングした。得られたゲノム配列を LR Clonase II を用いて pGWB3(Nakagawa et al., 

2007)に挿入し GUS レポーター遺伝子と連結した。 

 

proMpIAA:MpIAAmDII-GR 

PAC クローン pMM23-245C5(Okada et al., 2000)を鋳型に MpIAA コード領域とその上

流 5.2 kb を含むゲノム配列を PCR により増幅し（プライマーセット MpIAA_usEntry、

MpIAA_nonstop、表 3）、pENTR/D-TOPO ベクターにクローニングした。ドメイン II へ

の変異導入は前述した方法で行った。グルココルチコイド受容体ドメイン（GR）は

pOpOn2.1(Moore et al., 2006)を鋳型に増幅し（プライマーセット GR_L_AscI、GR_R_AscI、

表 3）、エントリークローンの AscI サイトに Ligation high ver.2 (Toyobo) を用いて挿入し

た。得られた MpIAA ゲノム配列と GR の融合カセットは LR Clonase II を用いて

pGWB1(Nakagawa et al., 2007)または pKIGWB201 に導入した。 

 

ゼニゴケへの形質転換 

ゼニゴケへの形質転換はアグロバクテリウムを用いた方法で行った (Ishizaki et al., 

2008)。独立の T1 世代を複数単離し、それぞれから得られた単一の無性芽を培養すること

で G1 世代を取得した。解析には G1 ラインから得られた無性芽（G2 世代）を用いた。 
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半定量的 RT-PCR 

2 週間目の葉状体から TRIzol Reagentを用いてトータルRNA を手順書に従い抽出した。

First-strand cDNA の合成は 0.5 g のトータル RNA を用いて ReverTra Ase 逆転写酵素 

と oligo(dT) プライマーを用いて行った。導入した遺伝子特異的な PCR は MpIAA_dN2、

attB2_R のプライマーを用いて行った（表 3）。MpEF1をコードする cDNA の増幅は過去

の報告通りに行い、コントロールとして用いた(Ishizaki et al., 2013b)。これらの PCR 反応

は C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) を用いて行った。 

 

GUS活性の組織化学的解析 

GUS 活性の組織化学的解析は過去に報告された手順に従った(Ishizaki et al., 2012)。

GUS 染色された杯状体と生殖器は 6%寒天ブロックに包埋し、LinearSlicer Pro 7（堂阪イ

ーヱム）を用いて 100 m 以下の厚さの切片を作成し観察した。 

 

GUS活性の定量的測定 

2 週間目の葉状体を NAA または DEX 処理はそれぞれ終濃度が 10 M になるよう加えた

1/2 ガンボーグ B5 液体培地(Gamborg et al., 1968)に浸け、5 分間の脱気を 2 回行い、白色

光下で 12 時間処理した。GUS 活性測定は過去に報告された手順(Ishizaki et al., 2012)にい

くつかの変更を加えて、-グルクロニダーゼの基質 4-methylumbelliferyl -D-glucuronide 

(MUG) の切断を蛍光により定量した。抽出液のタンパク質濃度を 10 g/70 l extraction 

buffer に揃えた後、20 l のエタノールを加え、10 l MUG を加えた。37C で 30 分間反応

させた後、900 l の 200 mM 炭酸ナトリウム溶液を加えて反応を終了させた。反応により

生じた 4-methylumbelliferone (MU)の蛍光（450 nm 蛍光/360 nm 励起光）を Powerscan4 

(DS ファーマバイオメディカル) により測定した。 

 

proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の表現型観察 

栄養生長相での観察の際、NAA または DEX 処理は 10 M の NAA または DEX を含む

1/2 ガンボーグ B5 培地上で生育することで行った。生殖成長相での DEX 処理は 10 M の

DEX 水溶液を 1~2 日おきに噴霧することで行った。走査型電子顕微鏡画像の取得は、液体

窒素で凍結した植物体を直接 Miniscope TM3000（日立）で観察した。 

 

タンパク質相互作用の解析 

Y2H 法による解析 

ゼニゴケ cDNAを鋳型に、MpIAA (aa 627-825)、MpARF1 (aa783-928)、MpARF2 (aa751-

879)、MpARF3 (aa 730-821)の C 末端領域を pBTM116、pVP16(Vojtek et al., 1993)を改

変した Y2H 用ベクターpBTM116SBEN、pVP16PS に、それぞれ EcoRI/BamHI または
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BamHI/NotIサイトを利用してクローニングした。作成したコンストラクトは出芽酵母L40

株に形質転換し、形質転換体はトリプトファンとロイシンを欠く SD 培地で選抜した。タン

パク質相互作用はヒスチジン要求性の回復または ONPG アッセイによって確認した

(Vojtek et al., 1993)。 

 

BiFC 法による解析 

Y2H 法による解析に用いたのと同じ MpIAA と MpARFs の C 末端領域を PCR で増幅し

pENTR/D-TOPO にクローニングした。それぞれの挿入断片は LR 反応によって pB4CY2

または pB4NY2 に導入した。アグロバクテリウムの準備と N. benthamiana への浸潤は過

去に報告された手順に従った(Yasui et al., 2012)。アグロバクテリウムの浸潤後 20-21 時間

で YFP シグナル（観察：520-560 nm、励起光：515 nm）を観察した。YFP 蛍光、葉緑体

自家蛍光、明視野の画像は共焦点レーザー顕微鏡 FluoView 1000（オリンパス）を用いて撮

影した。 

 

一過的トランスアクチベーションアッセイ 

Tak-1 の cDNA を鋳型に MpARFs の全長もしくは中間領域（MpARF1: aa 347-822, 

MpARF2: aa 388-764, MpARF3: aa 448-628）を PCRにより増幅し、In-Fusion HD Cloning 

Kit (Clontech)を用いて、カリフラワーモザイクウイルスの 35S プロモーターで Gal4-DBD

との融合タンパク質を発現するベクターにクローニングした(Shikata et al., 2003)。Gal4

結合配列の 6 回反復と F-Luc をコードするベクターをレポーターとして、また形質転換効

率のコントロールとして 35S プロモーター制御下で R-Luc を発現するベクターを用いた

(Shikata et al., 2003)。これらのコンストラクトを Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery 

System (BIO-RAD)を用いたパーティクルボンバードメントによりタバコ BY-2 培養細胞へ

同時に形質転換した。48 時間の培養後、F-Luc と R-Luc の活性を Dual-Luciferase Reporter 

Assay System (Promega)を用い付属の手順に従い、Centro XS3 LB 960 Microplate 

Luminometer (Berthold) により測定した。ルシフェラーゼ活性はタンパク質濃度で標準化

した。 

 

アクセッション番号 

本研究で明らかにしたゲノム配列は DDBJ のデータベースより下記のアクセッション番

号で登録した。AB981316 (MpIAA)、AB981317 (MpARF1)、AB981318 (MpARF2)、

AB981319 (MpARF3)、AB981320 (MpTIR1)、AB981321 (MpCOI1)。 
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