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研究成果の概要（和文）： 葉の発生過程において、表と裏の領域が決定される分子機構を解析

し茎頂分裂組織で合成されるコハク酸セミアルデヒド（SSA）が葉の向背軸形成に関わる可能性

を示した。葉の表側の細胞が葉の発生初期に裏側細胞の性質を持ち、途中で表側の性質を獲得

することを見いだし、この転換に関わる数理モデルを提案した。また、葉が平らに成長するた

めに必要な制御遺伝子を同定し、表/中間/裏側の３領域の形成が必要であるとする新しいモデ

ルを提案した。 

 
研究成果の概要（英文）： We examined genetic molecular approaches to investigate 
mechanisms determining the adaxial and the abaxial sides of leaves, and proposed a 
hypothesis which succinate semialdehyde has a role in the mechanism. Second, found that 
the boundary separating cells expressing either the adaxial or the abaxial side-specific 
genes moved as the leaf grew. We proposed a mathematical model explaining the boundary 
shift. Third, we examined key genes necessary for lateral growth of leaves, and found 
that the genes are expressed newly-identified middle domain of the developing leaves.  
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１．研究開始当初の背景 

 

葉や花器官などの側生器官は、植物の栄養成

長と生殖を支える主要な器官として、茎頂分

裂組織の周辺領域の中の空間的に定まった

位置に形成され、先端-基部、中央-周縁、表-

裏の三つの軸に沿って成長する。モデル植物

としてのシロイヌナズナを用いた分子遺伝

学解析によって、側生器官の形成を支配する

遺伝子、特に転写制御因子をコードする遺伝

子の解析が進んでいたが、側生器官の形成位

置を決定し、軸に沿った細胞分裂と分化を促

すシグナルについてはほとんど知られてい

なかった。そこで、遺伝学・生化学・細胞生

物学に加えて、ゲノム解析とモデル化などの

手法を用いてこれらの基本的な問題に挑戦

した。 

 

２．研究の目的 

 

軸に依存した葉原基の領域決定と成長パタ

ーンの制御に関わる分子的実体を明らかに

するとともに、茎頂分裂組織において葉原基

の形成される位置とタイミングを規定する

分子機構の解析を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

葉および花器官の原基の形成と領域化に異

常を示すシロイヌナズナの突然変異体から

クローニングした変異遺伝子の機能と発現

パターンを、分子遺伝学およびイメージング

とモデリングの手法を用いて解析した。 

 

４．研究成果 

 

(1) 葉の向軸側（表側）と背軸側（裏側）の

領域を区別する機構を調べるために、初期段

階から葉原基の裏側領域特異的に発現する

FIL遺伝子をマーカーとして、発現パターン

が変化する突然変異体を網羅的に探索し、そ

の中から二種類の突然変異体を選んで原因

遺伝子を解析した。その一つである enlarged 

fil expression domain1 (enf1)突然変異体は、

FIL遺伝子の発現領域が拡大する葉や逆に減

少する葉が生じる。野生型と同様に FIL遺伝

子と表側特異的に発現する PHB 遺伝子の発

現領域は明確に分かれていて重複やギャッ

プがみられないことから、この突然変異体で

は表側と裏側の境界位置を中央に定める機

構に異常が生じたと考えられた。ENF1遺伝

子 は Succinic semialdehyde (SSA) を

Succinic acid に変換する酵素をコードして

おり、若い葉原基の表側領域で発現している。

一方、SSAの合成酵素遺伝子 GABATは茎頂

分裂組織の中央領域の表皮細胞で発現して

いる。さらに、発芽後 2-3日のシロイヌナズ

ナ芽生えの片方の子葉を切除し、その傷口に

SSAを lanolin に混ぜて塗布すると、塗布位

置に近接する第 3または第 4葉が裏表の領域

形成に異常を示すことがわかった。これらの

結果は、SSAまたはその代謝産物が葉の裏表

軸の形成に関わることを示唆する。さらに

enf1 の抑圧変異体の単離解析を行い、抑圧変

異体の一つ gsa2 変異体がテトラピロール合

成経路のグルタミン酸１セミアルデヒドア

ミノ基転移酵素に変異を持つことを示した。

テトラピロール合成経路の別の酵素グルタ

ミル tRNA還元酵素をコードする遺伝子の変

異体 hema1も enf1変異体の表現型を抑圧し

た。GSA2 は葉原基や若い葉のミトコンドリ

アで発現するが、enf1突然変異体では発現が

抑制されるなど、SSA の生合成に関わる

GABA 経路とテトラピロール合成経路の相

互作用が示唆された。 

 

(2) 葉の細胞系譜を追った解析から、表側の

細胞群も発生初期に裏側領域マーカーであ

る FILを発現するが、葉の発生にともなって

FILの発現は次第に背軸側領域のみに限定さ

れてゆくことがわかった。FILの発現が低下

した細胞では相補的に HD-ZIPIII（PHB, 

REV, PHVなど）の発現が見られることから、

表側の細胞では表から裏側への領域転換（極

性転換）が起きていると考えられる。phb-1d 

変異体では裏側領域への進行の速度が速く

なる。また、phb rev二重欠損変異体ではこ

の転換がほとんど進行しないが、phv rev二

重欠損変異体では転換が遅れることから、向

軸側で発現するHD-ZipIII遺伝子群の発現量

が、領域転換に重要な要因となっている可能

性が示唆された。一方、葉緑体タンパク質の

変異体 enf2 ではこれが遅延すること、

qRT-PCR による葉緑体遺伝子の発現量の網

羅的解析から enf2 変異体では大部分の葉緑

体遺伝子の発現量が低下していること、また、

enf2 gun1 二重変異体ではこの転換が比較的

正常に進行することから、GUN1 依存的な

retrograde signal がこの過程を制御してい

ることがわかった。さらに、この領域転換を

説明する数理モデルとして、PHB を含む向

軸側で発現する遺伝子群と、 FIL と

miR165/166 を含む背軸側で発現する遺伝子

群が相互抑制することが、発現領域のダイナ



 

 

ミクスが生じているという、改訂モデルを提

唱した。 

 

(3) 葉の成長と周縁部の分化に冗長的に機能

する２つの WOX ファミリー遺伝子、

PRS/WOX3遺伝子と WOX1遺伝子が、葉の

若い原基の周縁部および向軸領域と背軸領

域の中間の２層の細胞層で発現しているこ

とを明らかにした。WOX1 遺伝子を、FILプ

ロモーターを用いて葉の背軸側全体で発現

させた形質転換体(FILp::WOX1)では、葉の

背軸側に異常な突起や周縁細胞が形成され

た。この結果は、WOX1が葉の成長と周縁細

胞の形成に十分であること、WOX1の発現が

限定されていることが成長方向と周縁細胞

の形成部位の限定に重要である可能性を示

している。さらに、PRS/WOX3 遺伝子は従

来考えられていた表側領域と裏側領域の間

の一部の細胞群(中間領域)で発現することを

見出し、葉の発生における３領域モデルを提

唱した。さらに、一過的過剰発現誘導系

(35S::WOX1:GR)とシクロヘキシミド投与を

組み合わせた定量的発現解析により、WOX1

遺伝子が、向背制御遺伝子群のうち AS2, 

YAB5, ARF4の発現を直接的に抑制し、PHB

と ETT の発現を間接的に促進することによ

って三領域が形成・維持されることを示した。 

 

(4) 表側領域の分化制御に関わる HD-ZIPIII

遺伝子の発現を抑制する miRNA165/166 の

発現制御機構の解析を進めた。miR165 が機

能する領域の決定には、一次転写産物

pri-miR165a の構造が必要であることから、

MIR165A の 3’側の非転写領域の機能領域決

定機構への関与を検討した。非転写領域を含

まないMIR165Aゲノムフラグメントを使っ

て miR165を発現させると、機能する領域は

裏側領域に限定されなくなることから、

MIR165A の 3’側非転写領域が転写のターミ

ネーターとして機能することで正常な

pri-miR165a が転写され、それにより

miR165 の機能領域が決定されると思われる。

(奈良先端大中島准教授との共同研究) 

 

(5) 奈良先端大の橋本隆教授との共同研究と

して、方向依存的な細胞伸長に関わる新規遺

伝子 ITOSUGI（ITG）の機能解析を行った。

方向依存的な細胞伸長の制御に表層微小管

が深く関わっていることが知られているが、

微小管の配向と動態がどのように制御され

ているか等、不明な点が多い。これまでの解

析から、ITG は方向依存的な細胞伸長の制御

に必要であることを明らかにしている。ITG

はアルマジロリピートと C2 ドメインからな

るタンパク質をコードしており、タンパク質

間相互作用を介して方向依存的な細胞伸長

に関わると考えられる。ITGタンパク質が細

胞表層においてドット状の局在パターンを

示すこと、ITGの細胞表層への局在性には正

常な表層微小管が必要なこと、ITGが表層微

小管と共局在すること、ITGを含むドット状

の構造体は細胞表層で直線状の移動性を示

すことを明らかにした。この結果は方向依存

的な細胞伸長制御には、ITGが表層微小管と

共局在し、機能することが必要であることを

示す。 
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