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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの ELONGATA3	
 (ELO3)	
 遺伝子は、葉の形態形成に関わ

る因子の一つでヒストンアセチル化酵素をコードする。本研究では AS2 と ELO3の遺伝解析を行

い、as2	
 elo3	
 二重変異体の葉の表側分化異常は、葉の裏側化因子 ETTIN	
 (ETT)と ARF4 の発現

上昇が原因であることを示した。さらに as2	
 elo3と as2	
 eal変異体を用いたマイクロアレイ解

析の結果、AS2、ELO3 の下流でサイトカイニン合成遺伝子や細胞分裂制御因子が機能する可能

性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The ELONGATA3 (ELO3) gene in Arabidopsis thaliana that 
encodes histone acetyltransferase is involved in leaf development. To clarify the 
mechanism by which ELO3 affects the establishment of leaf polarity, we performed genetic 
analysis. We found abaxial identity genes, ETTIN (ETT) and ARF4, were responsible for 
defects in leaf adaxial-abaxial polarity in as2 elo3 mutant plants. We analyzed expression 
microarray data with as2 elo3 and as2 eal to search for genes downstream of ELO3 and 
AS2. We found cytokinin biosynthesis genes and cell cycle related genes might function 
downstream of ETT. 
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１． 研究開始当初の背景 
	
 葉は植物地上部の主要な器官であり、その発
生の分子機構を解明することは、基礎研究、応
用研究をする上で重要である。双子葉植物では
葉原基が形成され、初期に向背軸（表裏）が決
定した後に側方への伸長が始まり、細胞増殖と

細胞伸長により扁平な形状の葉身を形
成する。これまで国内外の研究で、葉の
表側と裏側の細胞分化には複数の遺伝
子ファミリーや低分子	
 RNA が関わるこ
とが明らかにされてきた。しかし、それ
らの特異的な発現を制御する分子機構
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は不明な点が多かった。シロイヌナズナの
ASYMMETRIC	
 LEAVES2	
 (AS2)遺伝子は表側特異的
に発現し、葉の形成の様々な経路に関与すると
考えられる。我々は as2の葉の裏側化を亢進す
る変異体の一つとして、ELONGATA3(ELO3)遺伝
子を同定した。as2	
 elo3変異体では、葉の表側
細胞分化の不全により、裏側化した棒状の葉を
生じる。これまでの解析から ELO3は葉の表側、
裏側の細胞分化決定に AS2とは別の経路で働く
ことが明らかになったが、その作用機作は全く
不明であった。	
 
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究では葉の形態形成の分子メカニズム
の詳細を、ヒストンアセチル基転移活性ドメイ
ンを持つタンパク質をコードする ELO3	
 の解析
により明らかにすることを目的とした。特に
ELO3 がヒストンアセチル化酵素複合体
Elongator として葉の形態形成にかかわるか否
か、ELO3 がどのような系路を介して葉の形態形
成に関わるかを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 シロイヌナズナの変異体を用いた遺伝解析
と real-time	
 PCR による発現解析	
 
ELO3 が葉の形態にどのように関わるか、他の
Elongator 複合体関連因子の変異体、葉の表側
裏側の細胞分化の変異体と遺伝解析を行い、
ELO3が作用する系路を考察した。	
 
(2)ETTがAS2/AS1の直接の標的であるか否かを
ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 (Chromatin	
 
Immunoprecipitation、ChIP）により解析した。
また ETT の DNA メチル化レベルをバイサルファ
イトシーケンス法により解析した。	
 
(3)	
 マイクロアレイデータ解析	
 
葉の形態形成に関与する複数の変異体のマイク
ロアレイデータを、我々が開発したプログラム
である知識ベース FuzzyART 法を用いて解析し、
発現パターンによりクラスターに分類した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)ELO3 および AS2 の作用する系路の解析	
 
	
 
① ELO3 は Elongator	
 複合体として葉の形態
形成に関わる	
 

as2-1	
 elo3-27 二重変異体は、葉の表側細胞
分化が欠損した結果、裏側化した棒状の葉を
生じる。遺伝解析の結果、Elongator 複合体
の他の因子の変異体と as2-1の二重変異体に
おいても、効果は弱いながらも、葉の表側の
細胞分化異常が確認された。従って ELO3は葉
の形態形成に Elongator	
 複合体として、AS2
とは異なる系路を介して葉の分化に関与する
と考えられた。	
 

	
 
② ETT は AS2 の直接の標的である	
 
我々のグループは ETTが AS2/AS1 の直接の標

的であることを、AS1 抗体を用いたク
ロマチン免疫沈降により示した。ETT
ゲノム領域の ChIP	
 解析を行なった結
果、as2-1,	
 as1-1変異体では、ヒスト
ン修飾については顕著な変化は認め
られなかったが、as2 変異体において
DNA のメチル化レベルが低下している
事が明らかとなった。従って、AS2 に
よる ETTの抑制系路にはエピジェネテ
ィックな制御が関わると考えられた。	
 
	
 
③ 葉の表側裏側分化には ETT が重要
な役割を果たす	
 

これまでの解析で共同研究者の石橋
らが別の亢進変異体 as2-1	
 eal-1 の
表現型が ett-13 変異により抑圧され
ることを示していた。また as2-1変異
体と as2-1	
 elo3-27二重変異体で ETT	
 
mRNA の蓄積量が上昇していたことか
ら、ETTは AS2、EAL、ELO3の共通の下
流である可能性があった。そこで
as2-1	
 elo3-27変異体に ett-13	
 arf4-1
変異を重ねあわせた４重変異体を作
製した結果、棒状の葉の表現型が抑制
された(図 1)。以上の結果から、棒状
の葉の形成には、ETTの mRNA 蓄積量の
上昇が大きな影響を与えていること
が明らかとなった。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１	
 播種後 28 日目のシロイヌナズナ
野生型(Col-0)と変異体の個体を示した。
as2-1	
 elo3-27二重変異体は、棒状の葉	
 
をもつ個体を形成するが、ett-13	
 arf4-1
変異は、as2-1	
 elo3-27 の棒状の葉の表
現型を抑圧する。スケールバー:5	
 mm.	
 
(Takahashi	
 et	
 al.	
 2013 の図を改変)	
 
	
 
	
 (2)マイクロアレイデータ解析による
AS2 と ELO3 の下流候補因子の同定	
 
	
 
as2-1	
 elo3-27変異体と、as2-1	
 eal-1
変異体棒状の葉をもつ系統２種のマイ
クレアレイ発現解析を行った。得られた
データを知識ベース FuzzyART 法により
解析し、共通の因子を検索して AS2,	
 
ELO3,	
 EAL 共通の下流因子の候補を絞っ
た。候補遺伝子をさらに as1-1、as2-1、



AS2 過剰発現個体のアレイデータと重ね合わせ
てメタ解析を行った。共通で発現が上昇する遺
伝子群の中から、葉の発生分化に直接かかわる
ものとして、植物ホルモンの生合成や細胞分裂
関連遺伝子に着目し、Kip-related	
 protein2	
 
(KRP2),	
 KRP5 遺伝子、サイトカイニン合成酵素
Isopenteniy	
 transferase	
 3(IPT3)を見い出した。	
 
	
 KRP2、KRP５は細胞周期に関わる CDKA;1 の活
性を阻害するタンパク質である。また IPT3 はシ
ロイヌナズナの地上部で主要に働く IPT 遺伝子
である。real-time	
 PCR により、KRP2,	
 KRP5,	
 IPT3
の mRNA 蓄積量は、実際に as2-1	
 eal-1,	
 as2-1	
 
elo3-27 二重変異体で上昇していることが確認
された。さらに as2-1	
 eal-1	
 ett-13	
 arf4-1で
は、棒状の葉の表現型抑圧に伴い、KRP2,	
 KRP5,	
 
IPT3 の発現が低く抑えられていた。従って、
KRP2 または KRP5 が ETT の下流に位置づけられ
る可能性がある。	
 
	
 以上の結果から、AS2、ELO3は ETTを抑制し、
KRP2または KRP5による細胞分裂抑制を解除し、
サイトカイニン合成を適度に抑えることで、茎
頂メリステムから葉の表側の細胞分化を促すと
いう制御モデルを提案した(図２)。今後は、こ
れらの因子により実際に細胞分裂や、サイトカ
イニン合成に変化が生じ、葉の発生につながる
かを解明することが重要である。	
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