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研究成果の概要（和文）：本課題では、シロイヌナズナを用いて、葉の形態形成機構を明らかにするために、重
複して働くTCP転写因子遺伝子の機能解析を行った。CINサブファミリーのTCP遺伝子では、マイクロRNA319の制
御が重要となることから、miR319変異体を作成したところ、TCP遺伝子が活性化されるとともに葉の鋸歯形成が
阻害された。一方、TCP遺伝子の変異体では葉の形態が複雑化した。さらに、クラスIサブファミリーのTCP遺伝
子について５重変異体を作成したところ、葉の形態形成が阻害され、これらTCP転写因子の新たな機能を見出し
た。

研究成果の概要（英文）：This work investigated the gene regulatory mechanism of leaf development in 
Arabidopsis thaliana. The genetic analysis of miR319 and its target TCP gene families demonstrated 
the roles of these genes in the formation of leaf serrations and cotyledon boundary. Mutations in 
MIR319 genes inhibited the formation of leaf serrations and the cotyledon boundary in association 
with regulator genes of the boundary morphogenesis. In contrast, loss-of-function mutations in these
 TCP genes induced the formation of serrated leaves in addition to changes in the levels of their 
downstream gene expression. This works also found that quintuple mutant for class I TCP genes 
induced irrgularity in its leaf form. Overall, combinations of mutations in TCP transcription factor
 genes in Arabidopsis thaliana generate various leaf forms.

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 
植物特異的 TCP 転写因子はシロイヌナズナ
ゲノムに 24 個存在し、植物の形態形成と生
長制御に重要であるとともに、穀物や園芸植
物では有益な農業形質を発現させる有用遺
伝子でもある。それらの変異体の表現型は、
葉の形態形成のほかに、発芽阻害、腋芽休眠、
根の伸長、サイトカイニン応答、概日リズム、
茎伸長、花粉の成熟等、多岐にわたるために、
従来の研究では断片的な理解に留まってい
る。このような重要性にも関わらず包括的な
理解が得られていない原因として、TCP遺伝
子がしばしば冗長性を示し、その変異体解析
では、表現型は一部しか現れないためと考え
られた。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、シロイヌナズナ TCP
遺伝子の中で、キンギョソウ CINCINNATA
に相同性が高いCIN like TCPの 8遺伝子と、
イネ PCF に相同性が高い class I TCP の 7
遺伝子の２つのサブファミリーに焦点をし
ぼり、それら変異体の葉の形態や生理応答な
どの表現型解析を行うこととした。さらに、
マイクロRNAを含むTCP遺伝子の発現調節
と、TCP転写因子の下流で働く遺伝子の発現
解析を行い、葉の発生における TCP 転写因
子ネットワークの解明を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
シロイヌナズナ変異体の多重変体の作成を
行い、遺伝型の確認には、遺伝子特異的プラ
イマーと T-DNA タグプライマーを適切に組
み合わせた PCR を行った。遺伝子破壊株の
場合は、RT-PCRによる遺伝子発現の消失を
確認した。 
 
表現型の光学観察には実体顕微鏡 M205 
stereomicroscope (Leica)を用い、サイズの定
量は LAS AF software (Leica)を用いた。葉
の老化指標であるクロロフィル含量の測定
には、SPAD 502-devise (Konica-Minolta)を
用いた。 
 
遺伝子発現解析では、逆転写産物をリアルタ
イム PCR 装置 CFX96 real-time PCR 
system (Biorad)を用いて検出し、スタンダー
ドカーブに対する相対値をハウスキーピン
グ遺伝子の値で補正した。 
 
４．研究成果 
①CIN like TCP 遺伝子の発現調節を行う
miR319の葉の形態制御における役割 
 
シロイヌナズナゲノムに存在する３つの
miR319遺伝子の発現をRT-PCR法を用いて
解析した。その結果、MIR319A 遺伝子は各
組織で比較的一様に発現し、MIR319B 遺伝
子は栄養器官で発現量が高かった。一方、
MIR319C 遺伝子は生殖器官で発現が高かっ

た（図１）。よって、葉では MIR319A と
MIR319B が主体となって働くと考えられた。 
 
図１、MIR319遺伝子の発現解析 

 
 
そこで、葉におけるmiR319の役割を明らか
にするために mir319aと mir319bのシング
ルおよびダブル変異体（mir319a/b）を確立
した。その結果、シングル変異体ではそれぞ
れ葉の鋸歯形成が阻害され、ダブル変異体で
は縁形態がほぼ平滑化することが明らかと
なった。（図２） 
 
図２、miR319 変異体における葉の鋸歯形成
の阻害（上）と鋸歯サイズの定量（下） 

 
 
さらに、遺伝子発現解析から、mir319a/b 変
異体では、その標的となる 5個の TCP 遺伝子
の発現が上昇していることが明らかになっ
た。（図３） 
 
図 3、TCP 遺伝子の発現解析 

 



 
そこで、これまでに明らかとなっている TCP
転写因子の下流遺伝子の発現解析を行った
ところ、mir319a/b 変異体では遺伝子発現変
動を認め、標的遺伝子の活性化が認められた。
逆に、間接的な標的である CUP-SHAPED 
COTYLEDON (CUC)遺伝子群の発現の抑制も認
められ、TCP 転写因子による CUC 遺伝子の発
現制御という、従来の知見と一致する結果を
得た。 
 
CUC 遺伝子は鋸歯や子葉の間の「くびれ」形
態を形成することが報告されているので、
miR319とCUC遺伝子の機能相関を明らかにす
るために、各シングル変異体を交配し、ダブ
ル変異体を作成し、その「くびれ」形態につ
いて、表現型を解析した。その結果、mir319a
と mir319b 変異体は cuc変異体の作用を強め、
子葉の間と鋸歯の「くびれ」形態形成を著し
く阻害することを明らかにした。 
 
これらの知見を発展させ、miR319 による制御
を受けない機能獲得型tcp-d変異体を用いて、
TCP 遺伝子の過剰発現型の表現型解析を行っ
たところ、葉の鋸歯と子葉の間の「くびれ」
形態形成が阻害された。さらに、cuc 変異体
とのダブル変異体を作成したところ、cuc 変
異体の異常を強調することが明らかとなっ
た。 
 
これらの解析から、miR319 による制御が解除
された場合にTCP遺伝子が活性化されること
が遺伝学的に示され、miR319 は TCP 遺伝子の
発現調節を行い、それら下流遺伝子の機能を
介して、葉の形態形成を制御することが明ら
かとなった。さらにその制御系は CUC 遺伝子
を抑制することにより、縁の平滑な構造を形
成すると考えられる（図４）。 
 
図４、本研究で明らかにした制御系 

 
 
②CIN-like TCP の多重変異体の解析 
本研究で、新規に同定した CIN-like TCP 遺
伝子変異体である tcp17 変異体、その二重変
異体tcp13/17、および三重変異体tcp5/13/17
のいずれも、表現型の変化が認められなかっ
た。重複遺伝子の作用のためと考えて、これ
までに作成している CIN-like TCP 遺伝子の
多重変体と適切に組み合わせて交配して、
tcp 六重変異体を作成した。その結果、これ
まで構築してきたtcp変異体シリーズの中で
最も強く葉の形態が複雑に縮れることを明

らかにした。（図４）つまり、これら TCP 遺
伝子は平滑な葉を形成する機能があること
が明らかとなった。 
 
図４、tcp 六重変体の表現型 
 

 
 
次に TCP転写因子の下流遺伝子発現解析を行
ったところ、tcp 六重変異体では、CUC 遺伝
子群の発現が上昇することを明らかにし、期
待通りにmir319a/b変異体と逆の現象が認め
られた。葉の形態の複雑さは CUC 遺伝子の過
剰発現によるものと考えられた。 
 
図５、野生型と tcp 三重変異体、tcp 六重変
異体の葉における CUC 遺伝子群の発現解析 
 

 
 
さらに、葉の形態に認められるような
TCP/miR319 ファミリーによる段階的な制御
が、葉の老化にも認められることを明らかに
した。つまり、tcp 六重変異体では野生型と
比較して、葉の老化遅延が認められ（図５）、
逆に mir319a/b 変異体では、老化の促進が認
められた。 
 
図５、クロロフィル量を指標とした tcp 変異
体における葉の老化遅延 
 

 
 



これらの解析から、TCP 遺伝子は miR319 の制
御を受け、葉の縁形態や老化など、葉の発生
を制御することを遺伝学的に実証すること
ができた。特に、遺伝子重複とマイクロ RNA
を含む多層的な制御を活用して、段階的に葉
の縁形態と老化を精密に制御する特徴を見
出した。 
 
 
③Class I TCP 転写因子の解析 
シロイヌナズナ class I TCP 遺伝子は葉で発
現するものが多いが、従来報告されている遺
伝子破壊株の表現型が弱いために、葉におけ
る役割は不明であった。この原因は、重複遺
伝子が存在するために葉に大きな形態変化
が現れないのではないか、と考えた。この仮
説と一致することとして、予備的な解析から、
class I TCP 転写因子の機能を転写抑制ドメ
インによりドミナントに阻害した形質転換
シロイヌナズナでは、葉や根に大きな形態異
常が認められた。 
 
そこで、遺伝学的な確証を得るために、シロ
イヌナズナ遺伝子破壊株の表現型解析を行
ったところ、いずれの class I tcp 変異体も
葉に大きな形態変化が認められなかった。さ
らに、class I tcp の多重変異体の構築を推
進したところ、四重変異体までは正常な形態
を示したが、五重変異体を作成した場合に、
進展した葉で、平面構造を維持できない結果
として特徴的な曲面構造を示すことが明ら
かとなった。また、この変異体の遺伝子発現
解析を行ったところ、CIN-like TCP 遺伝子の
発現量は野生型と似たレベルであることが
明らかになった。つまり、この表現型は class 
I TCP 遺伝子群に特異的な異常であると考え
られ、遺伝子重複のために従来は解析不能で
あった新規な形態変化を発見することがで
きた。 
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