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研究成果の概要：

ANGUSTIFOLIA(AN)遺伝子は、シロイヌナズナにおいて葉の細胞の横幅方向への極性伸長やト

ライコームの分岐数の制御に関わっている。ヒメツリガネゴケの持つ 4 つの AN 遺伝子(PpAN)
についてそれぞれ遺伝子破壊実験を行ったが、単一遺伝子の機能欠損では、野生型と異なる形

態変化は生じなかった。また、PpAN1-1 が茎葉体の茎の部分で強く発現することを見いだした。

更に、カラマツ及びゼニゴケの AN 遺伝子はシロイヌナズナ中で AN と同等の機能を持つことを

明らかとした。
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１．研究開始当初の背景

種子植物における葉の形態は、光合成の生
産能力と密接にかかわりあう重要な形質で
あり、各植物種は、各々の適応戦略に合う葉
の形を選択していると考えられている。植物
分子生物学の著しい進展により、葉の形態形
成に関与する様々な遺伝子が次々と見いだ
されてきた。研究分担者である東京大学の塚
谷らによってシロイヌナズナから単離され

た ANGUSTIFOLIA(AtAN)遺伝子は植物で初め
て 単 離 さ れ た C-terminal Binding
Protein(CtBP)をコードする遺伝子であり、
その変異体(an 変異体)では葉の長さが変ら
ないまま細くなるという形質を示す(図 1、
Kim et al. 2002 年)。動物の CtBP ファミリ
ーは他のタンパク質の C末端部分と相互作用
することにより、特定の遺伝子の発現を抑制
するコリプレッサーである。an 変異体では植
物細胞の極性伸長に重要なかかわりを持つ
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細胞表層微小管の配向異常が起きているこ
とを明らかにしており、このことは、AN 遺伝
子が何らかのターゲット遺伝子の発現調節
を介して極性伸長を制御していることを示
唆している。

動物細胞における CtBP は、最初にアデノ
ウィルス E1A タンパク質の C末端に結合する
タンパク質として発見された。その後の研究
により、CtBP が遺伝子発現抑制機能を介して、
アフリカツメガエルの幼生の頭部や眼の発
生・ショウジョウバエの分節やバターン形成
等に関与していることが明らかとなった。こ
のことは、CtBP はターゲットとなるタンパク
質を変えることにより、生物種で異なる機能
を持つことができることを示している。では、
植物の進化に伴って、AN 遺伝子はどのような
機能変化を経てきたのであろうか? そのこ
とを明らかにするために、本研究では裸子植
物カラマツとコケ植物ヒメツリガネゴケお
よびゼニゴケを用いた。シロイヌナズナの葉
は、背腹性に基づく表裏面を持つ両面葉と呼
ばれる普通の葉の構造を持つが、カラマツの
葉は針状であり外観からでは背腹面が区別
できない等面葉である。また、コケ植物は茎
葉体と呼ばれる形態を取るが、種子植物の葉
と相同な器官を持たないことが知られてい
る。このような植物種における AN 遺伝子の
機能を解析することにより、AN 遺伝子を通し
て植物の形態進化を解析することができる
と考えた。

図 1 葉の幅が短い an 変異体(左)に正常な AN

遺伝子を導入する(左)と、葉の横幅が野

生型と同程度にまで回復する。

２．研究の目的

本研究の目的は、裸子植物およびコケ植物の
AN 遺伝子の機能を明らかにすることによっ
て、AN 遺伝子の機能進化を明らかにしていく
ことにある。そのために、各実験植物での AN
遺伝子の単離、ヒメツリガネゴケで使用でき
る遺伝子破壊技術を用いた AN 遺伝子破壊形
質転換ヒメツリガネゴケの作出と、それぞれ
の遺伝子を用いたシロイヌナズナ an 変異体

の相補性解析を行った。特に葉を持たないコ
ケ植物において AN 遺伝子がどのような機能
を持っているのかを明らかにすることは重
要である。

近年、動物・植物を問わず、遺伝子の機能
変化と生物種特有の形態進化とのかかわり
が一つの大きな研究テーマとして認識され
つつある。葉は主要な光合成器官であり、そ
の形質が光合成能にもかかわることから、遺
伝子の機能進化による葉の形態進化という
テーマは植物の形態進化に関する非常に重
要なテーマである。また、葉の形態は、光合
成能という物質的な側面だけでなく、将来的
には新たな葉の形態を持つ観葉植物の作出
に繋がる可能性もある。葉の形態形成につい
ては、モデル植物であるシロイヌナズナを用
いて急速に理解が進んできているが、被子植
物以外の植物についてはほとんど研究が行
われていない。また、コケ植物にはもともと
葉が存在していない。被子植物以外の植物か
ら AN 遺伝子を単離したという報告もなく、
この点は本研究の特色となっている。

３．研究の方法

コケ植物における AN 遺伝子の解析は、主
にヒメツリガネゴケを用いて研究を進めた。
ヒメツリガネゴケは 2008 年にゲノム配列の
決定がなされている。ヒメツリガネゴケのデ
ータベースを用い、ゲノム中から 4 つの AN
遺伝子を既に見いだしている。4 種類の内の
2種はシロイヌナズナのANと同等の大きさの
タンパク質をコードする遺伝子(PpAN1-1 お
よび 1-2)である一方、他の 2 種は植物の AN
に特有で動物の CtBP には見られない C 末端
領域を欠くタンパク質をコードしている
(PpAN2-1 および 2-2)と予測された。まず、
遺伝子破壊が可能なヒメツリガネゴケの特
性を活かし、これらの遺伝子のタグ挿入型遺
伝子破壊ラインの作出を行った。遺伝子破壊
用に導入した遺伝子がターゲットされるべ
き遺伝子領域以外のゲノム領域に挿入され
ることがあるため、目的の遺伝子にだけ外来
遺伝子の挿入が認められるラインを確立し
た。更に、PpAN1-1, 1-2 の二重挿入破壊ライ
ンの確立も行った。確立できたラインについ
て、細胞の形や原糸体・茎葉体の形などの形
態を観察した。しかし、野生型との違いが見
いだせなかったため、遺伝子領域を完全に欠
失された欠失型遺伝子破壊ラインの確立も
行った。また、PpAN 遺伝子の発現領域を確定
するために、ノーザン解析およびプロモータ
ーGUS 解析も行った。

次にシロイヌナズナ an 変異体を用いた相
補性解析を行った。シロイヌナズナ an 変異
体は細葉の形質とともに、葉の表面に生えて



いるトライコームと呼ばれる毛状の組織の
分枝が 3本から 2本になるという形質を持つ。
an 変異体にヒメツリガネゴケの AN 遺伝子
(PpAN1-1 および PpAN2-1)を導入し、形質が
相補されるかどうかを検証を行った。相補性
解析については、既に単離していたゼニゴケ
MAN による an 変異体の相補解析も行った。更
に、カラマツより単離した LgAN を用いた相
補性解析も行った。

４．研究成果

コケ植物の AN 遺伝子については、まずヒ
メツリガネゴケの持つ 4つの AN 遺伝子につ
いて解析を行った。AN 特有の C末端配列をも
つ AN 相同遺伝子(PpAN1-1、1-2)、および AN
特有の C 末端領域が欠失した AN 相同遺伝子
(PpAN2-1、2-2)について、それぞれの遺伝子
領域に薬剤耐性遺伝子が挿入した、挿入型単
一遺伝子破壊ラインを作出した。更に、
PpAN1-1/2-1 二重遺伝子挿入破壊ラインの作
出も行った。しかし、二重遺伝子破壊ライン
においても野生型との形態的な変化は観察
されなかった。また、野生型と同様、胞子体
及び胞子が形成され、次世代の植物体も生育
出来た。全ての挿入破壊ラインにおいて WT
との間に有意差が見出されなかった可能性
の一つとして、PpAN の機能を完全に欠損させ
ていないことが考えられたため、PpAN を完全
に欠失させた遺伝子欠失破壊ラインの作成
を行った。現在までにサザン解析によって単
一遺伝子欠失ラインと確定できた PpAN1-1及
び PpAN2-1単一遺伝子欠失ラインにおいて顕
微鏡観察を行ったが、野生型に対する形態変
化は観察できていない。今後は、それぞれの
組み合わせで欠失ラインを作出し、その形態
を観察して行く必要があるだろう。

WT の原糸体及び茎葉体における AN 相同遺
伝子の発現量を調べるために、ノーザン解析
を行った。すると、全ての PpAN で原糸体よ
りも茎葉体で発現が多かった。そこで、植物
体における遺伝子発現部位を特定するため
に、PpAN1-1 および 2-1 遺伝子のプロモータ
ーで発現制御される GUS遺伝子を持つプラス
ミドを作成し、破壊されても特に形質が観察
されない PpDRP5B-2 遺伝子領域に挿入するこ
とで、PpAN プロモーターによる GUS 発現ライ
ンを作出した。顕微鏡観察を行ったところ、
PpAN1-1 では、茎葉体の茎の中心部分に強く
GUS 発現が見られた。また、PpAN2-1 では、
茎葉体の葉の若い部分および茎頂を含む茎
の上部に GUS 発現が見られた。これらの結果
は、ノーザン解析の結果とも合っており、今
後遺伝子欠失ラインの茎の形成を重点的に
観察することで、ヒメツリガネゴケにおける
変異形質を見いだすことができるかもしれ

ない。
次にシロイヌナズナ an 変異体を用いた相

補性解析を行った。カリフラワーモザイクウ
ィルス(CaMV)35S RNA のプロモーターでヒメ
ツリガネゴケの AN 遺伝子(PpAN1-1 および
PpAN2-1)を発現させるコンストラクトを作
成し、an 変異体に導入して形質転換体を作出
した。その結果、驚くことに植物特有の C 末
領域を持たない PpAN2-1 が an 変異体の変異
形質を相補できることがわかった。一方、
PpAN1-1 は遺伝子導入時に予期せぬ DNA 組換
えが生じており、相補性については今後の課
題である。PpAN1-1 を発現させる異なるコン
ストラクトを作成するとともに、PpAN1-2、
2-2についてもan変異体を相補するか解析を
進める予定である。

相補性解析については、既に単離していた
ゼニゴケ MAN による an 変異体の相補解析も
行った。同様に CaMV 35S プロモーターで MAN
を発現させたところ、形質転換体では葉もト
ライコームの形質も野生型と同程度まで復
帰することが明らかとなった。

また、裸子植物として、カラマツから AN
遺伝子(LgAN)の単離を行った。LgAN は調べた
カラマツの葉・茎・根のいずれでも発現して
いた。このカラマツ LgAN 遺伝子によって、
シロイヌナズナ an 変異体の形質が回復する
のかについて、解析を進めた結果、カラマツ
LgANはゼニゴケMANと同様にシロイヌナズナ
の an 変異体の形質をほぼ完全に相補するこ
とがわかった(図 2～4)。これらの相補性検定
の結果は、AN の機能が広く植物で保存されて
いることを示している。

今後は、単離したコケ植物およびカラマツ
の AN 遺伝子の、それぞれの植物における機
能を解明してきたい。

図 2 野生型(Col-0)、an 変異体(an-1)および LgAN

をan変異体に導入した形質転換体(LgAN1)の植物

体（論文番号１）



図 3 図 2の植物体の葉の形態（論文番号

１）

図 4 図 2の植物体のトライコーム（論文

番号１）
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