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研究成果の概要（和文）： 植物では、茎頂メリステムと呼ばれる分裂組織から葉の原基が生じる際に、細胞が分裂す
ると、一つの細胞は未分化状態を維持し、もう一方は、器官分化のスイッチが入ると考えられる。本研究では、シロイ
ヌナズナの葉の器官形成に関わる遺伝子が、サイトカイニンの生合成を調節し、葉の分化のスイッチとして機能する可
能性について示した。葉の表裏に異常のある変異体のメリステムでは内性のサイトカイニン量が上昇していた。遺伝解
析と発現解析より、葉の分化の際にはサイトカイニンが関与する経路、それ以外の複数の経路が存在することが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：Leaf primordia are derived from the undifferentiated cell groups in shoot apex 
known as shoot apical meristem (SAM). The peripheral cells in SAM divide asymmetrically to self-renew and 
generate differentiated cells with leaf identity. The mechanism of this switching to cell differentiation 
remains unclear. We performed genetic analysis using Arabidopsis as2 eal and as2 elo3 mutants with 
defects in leaf differentiation. We found the levels of transcripts of ISOPENTENYLTRANSFERASE3 (IPT3) 
gene encoding a key enzyme in cytokinin biosynthesis are increased in these mutants as compared to those 
in wild type. Cytokinin, one of important plant hormones for organ initiations. The endogenous cytokinins 
in shoot apices were increased in these mutants. The ipt3 mutation suppressed leaf defective phenotypes 
in as2 eal mutants but did not in as2 elo3 mutants. These results indicate that cytokinin-dependent and 
-independent pathways are involved in switching for cell differentiation.

研究分野： 植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 植物の茎頂メリステムからは、葉や花など
の器官原基が作られる。この際、幹細胞では
細胞分裂後に、一方の細胞は未分化状態を維
持し、もう一方の細胞は分化のためのスイッ
チが入ると考えられる。しかし、このスイッ
チがどのような分子機構によるものかは未
解決である。申請者は、これまでにシロイヌ
ナズナ（Arabidopsis thaliana）の葉の形態
形成に関わる遺伝子である ASYMETRIC 
ELAVES1 (AS1), AS2 と異なる経路で働く
複数のモディファイアー遺伝子の解析を行
ってきた。その中には、ヒストンアセチル化
酵素遺伝子 ELONGATA3 (ELO3)や核小体
局在タンパク質の RNA HELICASE10 
(RH10)遺伝子などの因子が含まれていた。そ
の後、マイクロアレイデータを用いたメタ解
析により、AS1-AS2-ETT の下流で、サイト
カイニン生合成の鍵となる酵素の遺伝子
ISOPENTENYLTRANSFERASE3 (IPT3)
と細胞周期進行制御にかかわる因子が働い
ている予想された。サイトカイニンはオーキ
シンと共に植物の器官形成に重要な役割を
果たす植物ホルモンであることから、これら
の因子は、分化のスイッチとして働く可能性
が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 初期の葉原基に関わる分化スイッチの分
子メカニズムを明らかにするため、シロイヌ
ナズナの葉の表側の細胞分化に異常のある
as2 とそのモディファイアー因子 elo3, rh10
などとの二重変異体を用いて、分子遺伝学的
な解析を行った。(1)茎頂部分での内性のサイ
トカイニン量を測定し、分化制御との関連に
ついて検討する。(2)細胞周期の進行を制御す
ると予想される因子との関連を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) サイトカイニンは、植物の器官形成にか
かわる植物ホルモンであることから、野生型
と葉の表側細胞分化が不全となる変異体の
茎頂メリステム部分を採取し、理研 CSRS 榊
原博士との共同研究によりサイトカイニン
量を、測定した。(2) サイトカイニン合成酵
素遺伝子の変異が、as2 elo3, as2 rh10 の二重
変異体の葉の表と裏の細胞分化の異常を抑
圧するかを、遺伝学により解析した。(3) 葉
の分化のスイッチに関わる新たな因子を同
定するため、マイクロアレイデータのメタ解
析から候補の因子を解析し、発現解析と遺伝
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)サイトカイニン合成酵素遺伝子IPT3の転
写蓄積量の上昇と、サイトカイニンレベルの
測定と ett変異によるこれらの表現型の部分
的な抑圧との関係について 
 葉の表裏の確立ができず、葉身のない棒状

の葉を形成する as2 elo3 変異体と、ett 変異を
さらに導入して、葉の表現型が一部回復した
as2 elo3 ett 変異体に関して、茎頂部の活性型
サイトカイニンおよびその前駆体を測定し
た。この結果、as2 elo3 二重変異体ではイソ
ペンテニルアデニン型の活性型サイトカイ
ニンと前駆体の量が野生型に比べて上昇し
ており、as2 elo3 ett 変異体では、その上昇が
抑えられていた。従って、IPT3 の発現上昇に
より、サイトカイニン量が上昇することが明
らかになった。また、これらの表現型は ett
変異により部分的に抑圧された。   
 TCSn:GFP レポーター遺伝子により、茎頂
部のサイトカイニン応答を観察したところ、
as2 elo3 では、野生型の個体や単独の変異体
よりも、やや強い GFP シグナルが観察された
ことから、サイトカイニン応答のレベルも上
昇していると考えられた。 
 
(2)AS1・AS2-ETT の下流因子の葉の分化にお
ける役割の解明 
 
 ①左右非対称な葉器官の形成への影響 
 サイトカイニン合成酵素遺伝子 IPT3 には、
地上部で発現する IPT5, IPT7 などの相同な遺
伝子が存在する。解析の結果、左右相称な葉
を形成するには、これらの IPT 遺伝子の発現
が適切なレベルに抑えられる必要があるこ
とが、遺伝学的に示された。 
 
②葉の表と裏の細胞分化への影響  
 as2 elo3または as2 rh10二重変異体 で発現
が上昇している IPT3 の影響を調べるため、
遺伝解析を行った。as2 elo3 ipt3 と as2 rh10 
ipt3 三重変異体では、表現型は抑圧されなか
った。一方、as2 eal 二重変異体の表現型は ipt3
または krp5 変異により、部分的に抑圧される
事が明らかとなった。したがって、EAL は主
に IPT3またはKRP5が関与する経路を介して
葉の分化に関わるが、ELO3 では、主に IPT3
と KRP5 以外の経路を介していると考えられ
た。研究を開始した際には、葉の表と裏の細
胞分化の決定には、複数の変異体で共通に関
与する経路を同定する予定であったが、予想
とは異なる結果となった。 
 
(3)マイクロアレイ解析による候補遺伝子の
解析 
 
 ① as2 elo3, as2 rh10, as2 eal 二重変異体
でいずれも ALOG ファミリーに属し、器官境
界領域で発現する LSH3, LSH4 の転写蓄積量
が上昇していたことから、as2 に lsh4-1 変異
と LSH3 RNAi を導入し,これらの遺伝子の働
きを抑えたが、表現型は変化せず、as2 elo3
の葉の表裏の分化の不全にも影響を与えな
かった。 また、ELO3 の標的となると予想さ
れる複数の遺伝子について、発現解析を行っ
たが、二重変異体で著しく発現量が低下して
いるものは、見つかっていない。 



 
②新しい経路に関わる因子を得るため、as2 
elo3 と as2 rh10 で２つの変異体で発現が上
昇していた AtNAC 遺伝子の変異を導入した。
この変異は、葉の表裏の異常を抑圧したこと
から、ELO3とRH10が関わる経路では、AtNAC
が関わる経路の抑制が必要であると考えら
れる。最近申請者らのグループで、RH10 は、
核小体に局在し、リボソーム RNA のプロセ
シングに関わる Small subunit processome 
(SSUP)複合体に含まれることを明らかにし、
この複合体と相互する因子を複数、AS2 のモ
ディファイアーとして同定した (Matsumura 
et al., in press)。AS2 は核小体周縁部に局在す
ることから、分化のスイッチにはクロマチン
の構造変化が関わる可能性がある。今後は、
複数の経路を区別して解析することで、新し
い制御機構を明らかにしたいと考えている。 
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