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研究成果の概要（和文）： 

 本研究はイネにおける葉の分化機構をシュートメリステムとの関係で明らかにしようと
したものである。シュートメリステムの維持と葉の形態形成に関わる WAF1 を同定した。
WAF１は小分子 RNA の制御に関わるものであった。葉原基分化の時間的制御に関し、
PLA3 遺伝子を同定した。PLA1, PLA2 と同様に葉の成熟速度を制御するもので、葉原基
の分化には既存の葉原基からのシグナルが重要であることを明らかにした。葉の背腹軸、
左右軸、頂部−基部軸それぞれのパターン形成の変異体を同定し、原因遺伝子を明らかにし
た。 
研究成果の概要（英文）： 

This research project has been carried out to reveal the mechanisms of leaf formation in relation to shoot 

meristem. We identified WAF1 gene that was associated with shoot meriatem maintenance and leaf 

morphogenesis. WAF1 functions in the regulation of small RNAa. As for temporal regulation of leaf 

primordium formation, we newly identified PLA3 gene. Together with the results of PLA1 and PLA2, it 

is indicated that signals from preexisting leaf primordia play important role on the formation of new leaf 

primordium. We also identified genes that regulate adaxial-abaxial, central-lateral and basal-apical 

patterns of leaves.  
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１．研究開始当初の背景 

 本研究課題を提案するに至った背景とし
て大きく 2つの点がある。第 1は、植物の形
態形成、特にシュートの構築機構の解明に対
する学術的重要性にある。この点に関する研
究はモデル植物であるシロイヌナズナを用
いて精力的に行われてきた。一方、単子葉植
物、特にイネについては、変異体も尐なく、
メリステムの維持機構、葉原基の分化機構に
関する情報はほとんどなかった。そこで、
我々の研究室では、変異原処理した大規模な

集団から、シュートメリステムの維持や葉の
分化に異常を示す変異体を多数同定し、蓄積
してきた。申請者らはイネでシュート構築に
欠損がある変異体の解析を通して小分子 RNA
がシュート構築に重要な役割を果たしてい
ることを明らかにした。また、葉原基の分化
速度（葉間期）の制御は植物の形作りに非常
に重要であるが、他植物種では全く解析され
てこなかった、葉間期に関わる plastochron 
(pla)変異体を解析し、葉原基からのシグナ
ルが新たな葉原基の分化に重要であること
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を示した。更に、葉の分化に関わる遺伝子も
徐々に明らかにされてきたが、シュートの構
築全体のプログラムについては不明な点が
多かった。第 2点目の背景としては、本研究
の穀物育種に対する潜在的な重要性にある。
穀物の農業的利用の効率性は栄養成長期の
シュートの形質に依存している。従来、最終
的な農業形質の解析は行われてきたが、その
農業形質をもたらす発生過程の理解はなさ
れてこなかった。しかし、形質の発生過程を
理解することにより、その人為的制御の新た
な展開を期待することができる。シュートメ
リステムの機能と葉の形態形成の制御機構
を理解し、人為的にシュート部を強化・改変
することは、将来的に有用形質を蓄積させて
いくにあたり極めて重要な課題であると考
えられた。 
 
２．研究の目的 

 本研究はイネ変異体を材料とし、遺伝学・
分子生物学的手法を駆使してイネの地上部
の形を規定する遺伝的基盤を、シュートメリ
ステムの機能と葉の形態形成に着目するこ
とによって明らかにするとともに、将来の地
上部の形態改変による穀物の育種に対する
基礎的知見を得ることを目的として行った
ものである。具体的には、葉の分化パターン、
葉の形態形成をシュートメリステムの機能
と関連付けて明らかにし、一方ではシュート
メリステムの維持機構と側性器官の分化と
の関連を明らかにすることである。まず、葉
間期の制御機構および葉の成熟機構を明ら
かにするために、PLA 遺伝子群の機能解析を
進めるとともに、マイクロアレイ解析などに
より遺伝子間ネットワークを明らかにする。
また，葉原基はシュートメリステムから分化
するため、wavy leaf 1 (waf1), flattened 
shoot meristem (fsm)変異体や新たに同定す
る変異体を用い、シュートメリステムの維持
機構の解明と葉の形成との関係を明らかに
する。更に，葉のパターン形成機構を明らか
にするために、adaxialized leaf 1 (adl1), 
adl2などの向軸−背軸パターン、中央−側方パ
ターンの変異体の解析と，原因遺伝子の単離
を行なう。以上の解析を通して、葉の分化を
巡る発生プログラムを解読する。 
 
３．研究の方法 

(1) 変異体の収集：日本型品種台中 65号、
金南風の受精卵に MNUU処理した後代から、
胚でのシュートの分化、幼苗の形態異常を示
す変異体を同定した。本研究で用いたものは
全て劣性変異体である。 
(2)表現型解析：変異体の特徴に応じて、形
態的、生理的解析、組織切片観察を行った。
また、in situ hybridization法により、マ
ーカー遺伝子発現を観察し、変異体の機能を

推定した。 
(3)原因遺伝子のポジショナルクローニン
グ：インド型品種 Kasalathとの F２個体を用
いてポジショナルクローニングを行い、遺伝
子を単離した。 
(4)機能解析：in situ hybridization法によ
り、発現領域を特定した。GFPなどを利用し、
細胞内力在を明らかにした RT-PCR, real- 
time PCRにより、時間的、組織別の発現パタ
ーンを明らかにした。 
  その他、当該遺伝子の関連変異体での発現、
関連遺伝子の当該変異体での発現、県連変異
体との２重変異体の解析等により、遺伝子間
ネットワークを明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) 葉の極性に関与する変異体の遺伝子単
離と解析 
 adl1 変異体は葉が逆巻きになるものとして
同定された。adl1では、通常、葉の向軸側表
皮にのみ形成される機動細胞が葉の背軸側
にも形成され、マーカー変異体を用いた解析
により、葉肉組織も向軸側化していることが
明らかになり、ADL1遺伝子は葉の向軸側のア
イデンティティー確立に必要であると推定
された。ポジショナルクローニングにより、
葉の向背軸性に関わる ADL1 遺伝子が
calpain-like cysteine proteinase をコー
ドすることを明らかにした。さらに、ADL1遺
伝子の強いアリルを見いだし、変異体では球
状胚致死や胚の頂部領域か欠失し、シュート
レスになったり、胚乳の糊粉層の欠落も見ら
れた。ADL1は胚でのシュートの分化、胚乳の
糊粉層の分化も制御していることを明らか
にし、多面的な機能を持っていることが判明
した。adl1 と類似の葉の表現型を示す adl2
変異体の解析も終了し、原因遺伝子も特定で
きた。ただし、adl2のヌルアリルでも葉以外
の異常は観察されないので、ADL2は葉でのみ
機能すると思われる。なお、ADL1 と ADL2 は
相互作用することを明らかにしている。 
 葉身が形成されず、葉鞘のみとなる needle 
1 (ndl1)変異体を同定した。この遺伝子は葉
の頂部−基部パターンに関わるものであろう。
これは第３葉くらいまで葉身のない葉を分
化した後、葉身のある葉を分化するが、やが
て枯死するものである。このような葉の基部
−頂部パターンに異常を示す変異体はこれま
で報告されていないので、葉のパターン制御
機構を明らかにする上で非常に重要な変異
体である。Kasalathとの F２集団を用いてポ
ジショナルクローニングを進めた結果、NDL1
遺伝子は転写因子をコードしていることが
明らかになった。 
  葉の左右相称性に関わる変異体として、
leaf lateral symmetry (lsy)変異体を同定
した。lsy 変異体は、葉の半分が欠けた葉、



 

 

中肋が２本ある葉、先端が２又になる葉など
を形成した。発生過程の観察により、lsy で
は、本来の中肋以外に葉原基の左（右）半分
に異所的な中肋が形成されたり、葉原基の半
分が発生停止するなどの異常が見られた。す
なわち、lsy では、葉原基の成長の左右同調
性が失われ、それぞれが独立して発生するこ
とがあると考えられる。ポジショナルクロー
ニング法により遺伝子を単離したところ、転
写因子をコードしていた。 
 発芽後シュートメリステムが扁平になり、
やがて消失し、幼苗致死となる fsm変異体の
原因遺伝子は chromatin assembly factor- 
(CAF-1).の p150 subunitをコードしていた。
多重蛍光 in situ hybridization法をイネで
確立することにより、FSM遺伝子が G2期の細
胞で発現し、変異体では細胞周期（S 期、G
２期）が長くなっていることを明らかにした。
しかも、細胞周期の延長によりメリステムへ
の細胞の供給が減尐するにもかかわらず、葉
原基の分化速度は変わらないため、シュート
メリステムの未分化細胞が消費され、シュー
トメリステムが消失すると考えられた。すな
わち、シュートメリステムにおける細胞分裂
と葉原基の分化は独立に制御されていると
考えられる。 
 
(2) シュートメリステムと葉原基発生の遺
伝的制御機構の解明 
  pla3は、葉間期が短くなるだけでなく、葉
やシュートメリステムの形態異常、穂発芽、
胚の巨大化など、pla1 や pla2 では見られな
い多面的な表現型を示した。品種 Kasalath
とのF２個体を用いてpla3変異体の原因遺伝
子をクローニングしたところ、glutamate 
carboxypeptidase をコードしていた。In 
situ hybridization により、PLA3 遺伝子は
シュートメリステムを含むほとんど全ての
組織で発現するとこが明らかになった。
PLA1,PLA2 遺伝子はシュートメリステムでは
発現せず、葉原基のみで発現することにより
葉原基の分化抑制に関わっていると推定し
たが、PLA3タンパクは、シュートメリステム
で直接葉原基の分化抑制を行っている可能
性がある。pla3変異体は、葉間期以外にもシ
ュートメリステムの維持の異常などを示す
ので、多面的な機能を持っていると考えられ
る。pla1, pla2, pla3 についてホルモン含
量を測定したところ、複数のホルモン含量が
野生型と異なっていた。更にホルモン添加培
地で生育させたところ、複数のホルモンに対
する感受性も変動していた。 
 pla1, pla2, pla3についてマイクロアレイ
解析を行ったところ、３変異体で共通して発
現が上昇する遺伝子、逆に発現が低下する遺
伝子が見いだされた。現在詳細な解析を行っ
ている。 

 PLA２に関して、野生型にゲノム遺伝子を
導入したハイコピー変異体を作成したとこ
ろ、葉間期が長くなるとともに、葉も長くな
った。葉の変形である穎(外穎、内穎)も長く
なリ（大きくなり）、結果として種子も大き
くなった。このことは、PLA 遺伝子の発現量
を調節することにより、器官のサイズを制御
できる可能性を示唆している。 
 wavy leaf 1 (waf1)は、発芽後、波打つよ
うな異常な葉を形成するが、約半数の個体は
やがて枯死する変異体である。シュートメリ
ステムは扁平になり、OSH1を発現する細胞数
も減尐した。また、冠根数も減尐し、獅子根、
冠根ともに、短くなった。WAF1はシュートメ
リステムだけでなく、根のメリステムの発生
にも関与していると考えられる。WAF1遺伝子
はシロイヌナズナの HEN1 のオーソログで、
小分子 RNAの制御に関わっていることを明ら
かにし、論文として公表した。 
  胚のパターン変異体として同定した、
aberrant regionalization of embryo 2 
(are2)変異体は、葉の形態形成、シュートメ
リステムの維持にも関わるものであった。 
are2変異体は、胚に複数のシュートや幼根を
分化するものであるが、発芽後葉鞘に切れ込
みが入り、葉の生長は抑制された。生殖成長
には転換せず、やがて枯死した。原因遺伝子
は、シキミ酸経路の酵素遺伝子をコードして
いた。２次代謝産物が胚のパターン、葉の形
態形成、メリステムの維持に関係するという
点で、興味深い。 
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