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研究成果の概要（和文）：葉のサイズ決定機構を明らかにするためには、「補償作用」の理解が

鍵である。補償作用とは、ある種の突然変異により、葉の細胞数が減少すると、過剰な細胞伸

長が誘導される現象である。補償作用を示す変異体群の中から fugu5 に着目した。その結果、

種子発芽時に過剰蓄積するピロリン酸によるショ糖生合成の阻害が、fugu5 における細胞増殖

の阻害の主要因であることを見いだした。さらに、fugu5 変異体に重イオンビームを照射して

ランダム突然変異を誘発し、表現型が野生型に回復、または fugu5 に見られる細胞肥大が抑制

ないし促進される変異株も複数単離した。また、fugu2-1 変異体及び KRP2 o/e に見られる細胞

肥大には V-ATPase が関与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：A longstanding question in biology is how organ size is 
predetermined. Compensation is a key, yet unsolved phenomenon, whereby decreased cell 
number below some threshold triggers enhanced post-mitotic cell expansion in leaf 
primordia. Thus providing a model case to investigate leaf-size control. Among the 
Arabidopsis mutants that exhibit compensation, here I focused on fugu5 mutant that is 
defective in vacuolar-type H+-pyrophosphatase (H+-PPase). I clearly demonstrated that 
high accumulation of PPi in the cytosol mediates gluconeogenesis compromise in fugu5, 
providing evidence that PPi hydrolysis is the major role of FUGU5 in vivo. Also, I 
conducted a large-scale screening of enhancers, repressors and suppressors of fugu5 
mutant and identified three mutant lines that affect cell expansion in fugu5 in different 
manners. Finally, I found that V-ATPase is implicated in excessive cell enlargement 
observed in fugu2-1 and KRP2 o/e. 
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増殖を行う器官である。モデル植物であるシ

ロイヌナズナの葉の発生に注目した研究によ

れば、葉の発生は、茎頂分裂組織周辺に葉原

基の始源細胞が決定されことで始まり、ある

期間細胞増殖能が維持され、葉身部に特徴的

な平面的な構造が作り出される。その後、葉

原基の基部から離れた細胞における増殖活性

が失われ、細胞は分化に伴う液胞化により急

速にそのサイズを肥大させる。 

 これまで葉の発生過程における細胞周期や

細胞伸長関連制御因子が個別に解析されてい

たため、葉全体における発生プログラムを総

合に理解することに到らなかった。そこで、

我々はシロイヌナズナを用いて葉の持つ特徴

である有限性に着目し、葉のサイズ制御決定

機構を明らかにしようと試みた。そこで注目

したのは「補償作用」という現象である。補

償作用とは、ある種の突然変異により、葉の

細胞数が減少することによって、過剰な細胞

伸長が誘導される個々の現象である。葉のサ

イズ決定機構を明らかにするためには、この

「補償作用」の理解が鍵である。 

 本研究では、補償作用を示す変異体群の中

から、特にfugu5変異体に注目した。クローニ

ングの結果から、FUGU5は液胞膜に局在する

H+-ピロホスファターゼ（H+-PPase）をコード

することを明らかにしてきた。冒頭で述べた

ように、細胞分化に伴う液胞化により急速な

細胞肥大が起るという観点からもFUGU5は興

味深い遺伝子である。このFUGU5タンパク質は

ピロリン酸（PPi）を加水分解すると同時にH+

輸送による液胞の酸性化という、二つの機能

を持つ。そこで本研究では、補償作用に見ら

れる細胞の大型化におけるH+ポンプ機能制御

の役割を解明することにした。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、補償作用に見られる細胞の肥

大化におけるH+ポンプ機能制御の役割、fugu5

変異体に見られる細胞増殖能の低下はいか

にして引き起こされるのか、また補償作用に

みられる細胞伸長の昂進には液胞型H+ポンプ、

すなわち H+-PPase 及び V-ATPase、が関与す

るのかを、明らかにしようとした。また、液

胞型H+ポンプの機能と補償作用との関係性を

通じて、器官サイズ制御全体における液胞の

役割を見いだしてゆくことを目標とした。 

 

３．研究の方法 

 まず FUGU5タンパク質の持つ二つの機能の

どちらが重要なのか、分割して解析すること

とした。そのため、出芽酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)の細胞質局在型である PPi 分解

酵素をコードする IPP1（Inorganic 

Pyrophosphatase1）遺伝子を FUGU5 遺伝子の

プロモーターに連結し、fugu5 変異体および

野生型に導入した。その上で、得られた IPP1

導入系統の表現型の詳細な解析を行った。 

 また、fugu5 変異体の子葉で見られる補償

作用が、ショ糖存在下で完全に抑制されるこ

とに注目し、ショ糖と FUGU5 との関係をさら

に解析した。貯蔵脂質をもとに生産されるシ

ョ糖は、種子発芽後の成長に重要な役割を担

っている。そこで、fugu5 変異体におけるβ-

酸化活性の有無及び、暗所発芽個体における

貯蔵脂質量を経時的変化を調べた。さらに、

ショ糖非存在下で暗所下における fugu5変異

体、野生型および ProFUGU5::IPP1 導入株の生

育や胚軸伸長を比較し、暗所下でのショ存在

下における成育の比較も合わせて行った。 

 一方、補償作用を示すシロイヌナズナの変

異体群に見られる細胞肥大と V-ATPase との

関係を調べる目的で、fugu5-1、fugu2-1、 

an3-4変異体及びKRP2過剰発現体（以下、KRP2 

o/e と略す）と V-ATPase の機能に欠損を持つ

de-etiolated3(det3-1)変異体との間で、そ



れぞれ二重変異体を作成し、解析した。 

 申請者の先行研究で、野生型と fugu5 変異

体における遺伝子発現の比較をミクロアレ

イを用いて調べた結果から、多数の遺伝子の

発現量が上下していることが判明している。

そこで、これらの遺伝子の発現量を RT-PCR

により二つのアリル（fugu5-1 と fugu5-2）

で再確認をとり、その数を絞り込んだ。さら

に、fugu5 変異体において発現量が変動して

いた５遺伝子について、T-DNA 挿入変異系統

を取り寄せ、補償作用の有無を調べた。 

 また、fugu5 変異体の抑圧変異体のスクリ

ーニングを行うため、fugu5 変異体の乾燥種

子に重イオンビーム（12C6+、LET 30 keV/μm, 

400 Gy）を照射してランダム突然変異を誘発

し、表現型が野生型に回復、または fugu5 変

異体に見られる細胞肥大が抑制ないし促進

される変異体の選抜を行った。 

 

４．研究成果 

(1) fugu5 変異体では PPi の異常な蓄積によ

り細胞分裂が抑制されているのか？ 

 本研究で注目している FUGU5 には、基質で

ある PPi を加水分解する機能と、H+を液胞内

に輸送する機能との、二つの機能がある。本

解析では、fugu5 における PPi の蓄積の影響

を調べるため、FUGU5 の持つ二つの機能を分

けて解析を行うことを試みた。そこで、出芽

酵母の細胞質局在型 H+-PPiase をコードする

IPP1遺伝子をFUGU5遺伝子のプロモーターの

制御下におき、fugu5 変異体に導入した。IPP1

タンパク質は細胞質でしか機能しないので、

H+が液胞内に輸送されることはない。興味深

いことに、IPP1 遺伝子の導入により fugu5 表

現型が完全に相補された(図 1)。 

 

 

 

図１．野生株、fugu5-1、fugu5 変異体に

ProFUGU5::IPP1を導入した２系統、#4-4と#8-4

の発芽後８日目の芽生の表現型及び第一葉

柵状組織葉肉細胞数、サイズ。 

 

 一方、fugu5 変異体におけるβ-酸化活性及

び、暗所発芽個体における貯蔵脂質の経時変

化を調べたところ、fugu5 はいずれも正常で

あった。しかしショ糖非存在下で暗所生育し

た fugu5 変異体は、胚軸伸長が著しく阻害さ

れており、これはショ糖投与により回復した。

全ての結果を合わせると、種子発芽時に過剰

蓄積する PPi によるショ糖生合成の阻害が、

fugu5 における細胞増殖の阻害の主要因と考 

えられる。これはシロイヌナズナを用いて

H+-PPaseの役割を明らかにした初の知見であ

り、現在、論文にまとめて投稿中である。 

 

(2) 補償作用で見られる細胞の大型化はど

のようにして起こるのか？ 

 本研究の長期的な目標は、器官のサイズ制

御の分子基盤を解明することである。そこで、

fugu5 変異体で見られる補償作用を制御する



遺伝子群の同定が重要となる。そのため、先

行研究により補償作用誘導時に野生型と

fugu5 変異体における遺伝子発現の比較を、

マイクロアレイを用いて調べたデータに基

づき、発現変動が見られた遺伝子の発現量に

ついて RT-PCR により二つのアリル（fugu5-1

と fugu5-2）で再確認をとった結果、その数

を 12 遺伝子にまで絞り込むことができた。

この 12遺伝子の内６遺伝子の発現量は上昇、

６遺伝子の発現量は減少していた。これら 12

遺伝子のうち５遺伝子について、さらに

T-DNA 挿入変異系統を取り寄せ、補償作用の

有無を調べた。その結果、葉細胞の数やサイ

ズに異常のないことが判明した。今後、T-DNA

挿入変異系統同士及び fugu5変異体と二重変

異体を作製し、同様の解析を行う予定である。 

 

(3) 補償作用によって誘導される過剰な細

胞肥大における液胞型 H+ポンプの役割 

 分化の過程を終えた細胞の体積の 90％を

液胞が占めることが知られており、また液胞

膜に局在する V-ATPase の活性が低下してい

る det3-1 変異体では細胞伸長が著しく抑制

されることが分かっている。そこで、特に補

償作用にみられる過剰な細胞伸長に焦点を

当て、そのメカニズムの解明を試みた。具体

的には、det3-1 と補償作用を示す変異体のう

ち fugu5、fugu2-1 及び an3-4 変異体と KRP2 

o/e との二重変異体を作成し、それぞれ組織

学的に解析した。その結果、an3-4 変異体に

見られる細胞肥大には V-ATPase は関与しな

いが、fugu2-1 変異体及び KRP2 o/e に見られ

る細胞肥大には V-ATPase が関与することが

示唆された(図 2)。一方、fugu5 det3-1 二重

変異体の解析を試みたが、発芽後発生が停止

したため、解析が困難であった。これは、シ

ロイヌナズナが持つ二つの液胞型H+ポンプの

同時欠損による著しい発生異常と推察され

た。 

図 2．野生株、fugu2-1、an3-4、KRP2 o/e、

det3-1 及び二重変異体の第一葉柵状組織葉

肉細胞数、サイズ。 

 

 本研究により、補償作用にみられる細胞伸

長の昂進には V-ATPase が関与していること

が初めて明らかになった。今後、葉のサイズ

制御機構と液胞との関係について新たな知

見が得られると期待される。 

 

(4)fugu5 変異体の抑圧変異体のスクリーニ

ング及び解析 

 fugu5 変異体の乾燥種子に重イオンビーム

を照射し、ランダム突然変異を誘発させた。

6088 の M0 種子を用いて行ったスクリーニン

グから得られた計 17 系統について、成熟し

た子葉及び第一葉の大きさ・細胞数・細胞サ

イズについて調べた。解析の結果、17 系統の

中から fugu5-1変異体の抑圧変異体(A#8-3)、

補償作用による細胞伸長を抑制する変異体

(A#3-1)及び促進する変異体(A#9-7)の 3つの

単離に成功し、それぞれについて詳細な組織

学的解析を行った(図３)。A#8-3 の子葉は野

生型に比べて細いが、細胞数、細胞サイズと

もに野生型と同等だった。また、A#3-1 の個

体サイズは非常に小さく、子葉の細胞サイズ

は fugu5-1 変異体の約 30％であった。一方、

A#9-7 の子葉の細胞数は fugu5-1 変異体と同



等であるのに対し、細胞サイズは約 140%であ

った。今後は、得られた変異体の原因遺伝子

の同定や解析により、fugu5-1 変異体に見ら

れる細胞肥大のメカニズムが明らかになる

と期待される。 

図 3. 野生株、fugu5、A#8-3、A#3-1、A#9-7

の柵状組織葉肉細胞数、サイズ及び表現型。

グラフ上の数字は野生型に対する相対値を

示す。 

 

 FUGU5液胞膜局在型H+-PPaseとして知られ、

液胞膜は膨圧を発生するうえで必要不可と

考えられているが、今回示した研究成果によ

れば、PPi の正常な代謝は細胞増殖を始めと

した、細胞内機能に必須である。これを踏ま

えると、FUGU5 は細胞増殖と細胞伸長の調和

に中心的な役割を果す因子である可能性が

期待される。 
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