
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 5 月 20 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要：植物の葉のサイズ決定機構を明らかにするため、ある種の突然変異により、

葉の細胞数が減尐することによって、過剰な細胞伸長が誘導される「補償作用」と呼ばれる現

象に着目した解析を行った。その結果、尐なくとも３種の異なる補償作用を見いだした。これ

らは、補償作用を引き起こす遺伝子の種類や、誘導のタイミング、細胞伸長のカイネティクス

などの面から特徴ある性質を示す。一方、補償作用とは逆に、葉の細胞数が増え、細胞サイズ

が減尐する変異株では、異形葉性と呼ばれる葉の形質の変化が早まることを見いだし、これに

関与する遺伝子も複数同定した。これらの結果は、細胞増殖と分化に伴う細胞伸長とを統合す

る複数の制御系が並列に働くことで、最終的な葉サイズが決定されることを示している。 
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１．研究開始当初の背景 

葉、茎、根は植物の主要器官である。茎と根
の先端部には頂端分裂組織があり、そこでは
無限増殖能を有する幹細胞が保持されてい
る。茎頂分裂組織の形成と維持に関しては、
遺伝学的、分子生物学的な解析が進められて
お り 、 CLAVATA-WUSCHEL 経 路 、 SHORT 

ROOT-SCARECROW 経路などの主要経路がすで
に見いだされていた。これに比べ、葉におけ
る細胞増殖の制御については、ほとんど解析
がなされていなかった。 
 モデル植物であるシロイヌナズナを始め
として、双子葉植物の葉の発生は、組織学的
に詳細な解析がなされてきた。それによれば、
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葉の発生は、茎頂分裂組織周辺に葉原基の始
源細胞が決定され、葉原基としての隆起が生
じることで始まる。それらの細胞集団ではあ
る期間、細胞増殖能が維持され、葉身部に特
徴的な平面的な構造が作り出される。その後、
葉原基の先端に位置する細胞から増殖活性
が失われ、細胞は分化に伴う液胞化により急
速にそのサイズを肥大させる。 
 当時、このような有限増殖を正に制御する
因 子 と し て 、 AINTEGUMENTA(ANT) や
STRUWWELPETER (SWP)といった転写関連因子
や、サイクリン依存性キナーゼ (CDK)および
サイクリン等の細胞周期関連因子が知られ
ていたが、葉の形成プログラムを包括的に理
解するためには、依然として断片的な理解に
留まっていた。 
 本研究で詳細に解析した補償作用は、1960
年代にオオムギを用いた最初の報告があり、
近年になってシロイヌナズナを用いた発生
遺伝学的解析と共に、上述の ANT, SWP の機
能欠損株あるいは、CDK のドミナントネガテ
ィブ株の解析を始めとした数々の報告例が
続いた。しかしながら、これらも現象の報告
に留まり、補償作用の形態形成上の意味やそ
れが引き起こされるメカニズムについて、不
明な状態が続いた。 
 我々の研究室でも、angustifolia3 (an3)
変異が、補償作用を示すこと、AN3 は転写コ
ア口ベーターをコードするという予備的な
データを得ており、これが補償作用の解析を
進めるきっかけの一つとなった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、葉特有の発生様式である有限増
殖性の制御機構を明らかにすること、それら
細胞レベルでの制御機構が、いかにして、葉
のサイズという器官レベルで働く制御機構
へと統合されていくのかを、補償作用の解析
を通じて明らかにすることを大きな目的と
した。 

 

３．研究の方法 

葉の細胞増殖活性が減尐あるいは増加した
突然変異株を単離するため、変異源処理を施
したシロイヌナズナ M2 種子播種し、目視に
より、葉のサイズに異常（小型化・大型化）
した突然変異株を単離した。安定な系統を確
立した後、それぞれの変異株について、完全
展開した葉における柵状組織の細胞数およ
び細胞サイズを測定し、表現型ごとに分類し
た。とりわけ、以下の表現型を示す変異株群
に注目した。1) 細胞数のみが減尐し、細胞サ
イズは正常な系統(oligocellula [oli]と命名)、
2) 細胞数が増加し、細胞サイズは正常
(grandifolia-D [gra-D])、3)補償作用を示す
(fugu)、4)細胞数が増加し細胞サイズが減尐
(more and smaller cells [msc])。 

 上記の系統について突然変異の生じた遺
伝子を特定するため、遺伝学的なマッピング
を行い、候補領域を数 100 kbp程度に縮めた。
さらに、候補領域内の遺伝子の塩基配列の決
定、T-DNA 挿入変異株の表現型解析とアレ
リズムテストを行い、最終的に原因遺伝子を
特定した。 

 これらの遺伝子の機能を解析するため、単
離された遺伝子や突然変異株の種類に応じ、
以下のような実験を行った。変異株どうしの
遺伝学的関係を明らかにするため、2 重変異
株を作製し、それらの細胞数・細胞サイズの
表現型解析を行った。クローニングされた遺
伝子とそれらに関連が深い遺伝子も含め、発
現レベルの解析を RT-PCR 法およびノーザ
ン法を用いて行った。それらの遺伝子の機能
を明らかにするため、RNA silencing 法によ
る発現抑制、構成的過剰発現、改変型遺伝子
の過剰発現、ゲノムコピー数の増加による発
現増強を施した形質転換体を作製し（あるい
は、他の研究室から分与を受け）、その葉に
含まれる細胞の数とサイズを測定した。一部
の突然変異株については、細胞周期の M 期を
スキップし、核内倍数性を高める変則的な細
胞周期である endoreduplication の進行を解
析するために、フローサイトメーターによる
核内 DNA 含量の測定を行った。 

 

４．研究成果 
本研究では、細胞数に異常を示す様々な突然
変異株から効率的に遺伝子クローニングを
進めた。表現型の違いに応じ、特徴ある成果
を得たので、まずそれぞれの変異株について
の成果をまとめたのち、器官サイズ制御全体
について総括する。 

 
(1) oli 変異株の解析 (Fujikura et al., 
2009) 
これらの変異株は、葉の細胞数が特異的に減
尐するものの、細胞サイズは正常である。つ
まり、補償作用は示さない。7 系統得られた
oli 変異株のうち、oli2, oli5, oli7 の原因
遺伝子は、リボソームに関連するものであっ
た。すなわち、OLI2 は出芽酵母のリボソーム
生合成に関わる NOP2のホモログをコードし、
OLI5, OLI7 はリボソームの 60S サブユニット
タンパクである、RPL5 のパラログである
RPL5A, RPL5B をコードしていた。 
 これらの変異株では、既知の補償作用を示
す変異株に比べ細胞数の減尐率が穏やかで
あった。典型的な補償作用を示す an3 では、
細胞の減尐率は 70%にも達するが、これらの
oli 変異株では、わずか 30%程度であった。
そこで、補償作用の誘導には大幅な細胞数の
減尐が必要であるという仮説を立て、検証を
行った。oli 変異株どうしを交配し、2 重変異
株を作製した所、細胞数の更なる減尐ととも



 

 

 

 

 

図 2. ゲノムタイリングアレイを用いた

gra2-D 変異における染色体重複領域の検出 

野生株および gra2-D のシグナル比を４番

染色体について示した。右側にシグナル比

が高い領域が存在し、この部分が重複を起

こした領域であると考えられる。 

に、補償作用が誘導された（図１）。また、
AN3 の発現を若干弱めた RNA silencing 系統
を解析したところ、軽微な細胞数の減尐を示
した系統では、補償作用が誘導されなかった。 

 oli変異株とan3によって誘導される補償作
用は、細胞数の閾値依存性を示すという共通
点が見いだされたため、これらの変異株の間
で 2 重変異株を作製し、その表現型を解析し
た。その結果、これらの 2 重変異株では、細
胞数が顕著に減尐し、補償作用が強められる
相乗的な効果が認められた。このことは、AN3

とリボソームとが協調的に細胞増殖を正に
制御し、それによって補償作用が抑制されて
いることを示唆している。 

 従来、補償作用は増殖中の細胞の分裂と細
胞の成長の脱共役によって起きる、受動的な
減尐との捉え方もあった。本研究では、細胞
の減尐率には、補償作用の誘導に必要な閾値
が存在することを示した。このことは、脱共
役説を明確に否定するものであり、器官サイ
ズ制御における、細胞増殖と細胞伸長の制御
機構の複雑な側面が示された。 

 

(2) gra-D 変異株の解析 

gra-D 変異株は、葉の細胞数が増加し、細胞
サイズは正常な優性変異株として単離され
た。独立に得られた３系統全てで、4 番染色
体の下部が重複していることが、遺伝学的あ
るいは、ゲノムタイリングアレイを用いた解
析から明らかになった（図２）。この重複領
域には、細胞増殖の正の制御因子である ANT

やサイクリンの一種である CYCD3;1 をコー
ドする遺伝子が含まれていた。野生株におい
て、これらの遺伝子の発現を同時に増強させ
ることにより、gra-D 表現型が再現された。
しかし、これらの系統における細胞数は、
gra-D 変異株並には増加しなかったことから、
染色体の重複領域に未知の細胞増殖の正の
因子が含まれると考えられる。 

 gra-D 変異と補償作用の関係を解析するた
め、補償作用を示す an3 および erecta (er)と
の 2 重変異株を作製した。an3 gra-D, er gra-D

ともに、細胞数は、両親の中間的なレベルに
なったが、補償作用による異常な細胞肥大が、
an3 gra-D では全く抑制されなかった。一方、
er gra-D においては、補償作用が完全に抑制
された。 

 以上の結果は、補償作用がやはり脱共役説
では説明できないことに加え、補償作用の引
き金となる細胞増殖の欠損が複数種存在す
ることを、遺伝学的に示したものである。今
後、これらの変異株をさらに詳しく調べるこ
とで、補償作用の実体が明確になると期待さ
れる。一方、gra-D 変異株は染色体重複と表
現型との因果関係が明確に示された希有な
例であり、このような染色体のダイナミクス
が進化の過程で、器官サイズに影響を与えう
ることを示す具体例となった。 

 

(3) fugu2, fugu5 および KRP2 過剰発現体の解
析 (Ferjani et al., 2007) 

補償作用を示す突然変異株として fugu1〜
fugu5 を単離した。また、補償作用を示すこ
とが知られているKRP2の過剰発現体 (KRP2 

OE)も独自に作製した。これらの系統を用い、
細胞数と細胞サイズの変化を葉の発生ステ
ージに沿って解析した。その結果、KRP2 OE

は、異常な細胞肥大が増殖能を保持している
細胞で既に観察されるのに対し、fugu2, fugu5, 

an3, er といった系統では、異常な細胞肥大は、
細胞が増殖能を失って初めて観察されるこ
とが明らかになった。また、fugu5 において
は、細胞肥大の速度は野生株と同等であるが、
細胞伸長を行う器官が延長されていること
が明らかになった（図３）。これ以外の変異
株では、細胞伸長速度が野生株に比べ高まっ
ていた。これらの結果は、補償作用の誘導の
タイミングや誘導後の作用機構においても
複数の経路が存在することを示唆している。 

 fugu 変異株で観察される、種々の補償作用
の背景にある分子機構を明らかにするため
FUGU2およびFUGU5のクローニングを行っ
た。その結果、FUGU2 はクロマチンアセン
ブリファクターのサブユニットの一つ FAS1

であることが明らかになった。このことは、
DNA 複製に伴うクロマチンの複製異常に由
来する、細胞増殖能の低下も補償作用を引き
起こす一因であることを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 野生株、oli2, oli5, oli2 oli5 の柵状組

織葉肉細胞の数とサイズ 



 

 

 一方、FUGU5 は AVP1 として知られる、液
胞膜 H

+
-pyrophosphatase をコードしているこ

とが明らかになった。液胞膜は膨圧を発生す
る う え で 必 要 不 可 欠 な こ と 、 ま た
pyrophosphatase の正常な代謝は細胞増殖を始
めとした、細胞内機能に必須であることを踏
まえると、FUGU5 は細胞増殖と細胞伸長の
調和に中心的な役割を果す因子である可能
性が期待される。 

 

(4) 異形葉性に伴う、細胞数と細胞サイズの
調和 (Usami et al., 2009) 

補償作用とは対照的に、葉の細胞数が増加し、
細胞サイズが低下した変異株、msc1~3 を単離
した。このうち、msc2, msc3 は表現型の類似
性から、paused (psd), squint (sqn)のアレルであ
ることが明らかになった。psd, sqn はそれぞ
れ、tRNA の核外輸送に関わる karyopherin, 

miRNA の制御に関与することが示唆されて

いる cyclophilin40 の機能欠損株である。残る
msc1 には、転写因子をコードする SPL15 遺
伝子に miR156 耐性を付与する同義塩基置換
が見いだされた。psd, sqn および、その他の
SPL ファミリーの変異株は、異形葉性の進行
が促進することが知られていた。また、msc1, 

msc2, msc3 ではそれぞれ特異的な SPL 遺伝子
が過剰発現していた（図４）。そこで、野生
株において、異形葉性の進行に伴う、葉の細
胞数とサイズの変化を解析したところ、高位
葉ほど葉の細胞数が多く、細胞サイズが低下
することが明らかになり、これら２つの形質
も異形葉性によって制御されることが明ら
かになった。異形葉性はまた、転写因子であ
る ARF3, ARF4 によっても制御を受けている。
しかし、arf3, arf4, arf3 arf4 変異株では、葉の
細胞数とサイズは野生株とほぼ同様に変化
した。従って、異形葉性には２つの制御経路
があり、SPL15, PSD, SQN の３つの遺伝子が
関与する経路は、主に細胞数と細胞サイズの
制御を司ることが示された。 

 本研究は、異形葉性という解析の進んだ発
生現象の中にあって見落とされていた形質
として、細胞数と細胞サイズを発見した点、
またその制御メカニズムを明らかにした点、
異形葉性の制御経路を SPL 依存、ARF3/4 依
存経路に明確に分けた点、さらに補償作用と
の関連性は認められないことを示した点で
葉のサイズ制御機構の解明に大きく貢献す
るものである。 

 

(5) 葉の細胞数と細胞サイズを制御する遺伝
経路について 

以上の結果から、葉の細胞数を正に制御する
多数の因子の同定に成功した。本研究の実施
期間中にも、細胞増殖を制御する因子が他の
グループからも報告されている。それらの結
果もあわせると、このような増殖経路の多く
は遺伝学的には独立に働く場合が多い。我々
は、それに加え、補償作用と異形葉性の解析
から、細胞増殖制御系の多くは、細胞伸長制
御系と連動していることを示した。しかし、
それぞれの経路の異常によって引き起こさ
れる補償作用はその作用機序が異なり、異形
葉性と補償作用も独立な現象であった。従っ
て、細胞の数とサイズという単純な形質であ
っても、非常に繊細な、多重の制御を受けて
いることが明らかとなった。尐なくとも葉の
形態形成が開始された後には、葉の器官サイ
ズ制御系が増殖から分化を終えるまで一貫
して並列に機能しているといえよう。今後は、
このような制御系の個別解析に加え、これら
の制御系が、その上流では、どのように葉を
形成するプログラムとして統御されている
のかを理解することが重要な課題である。 

 このような遺伝経路の発生制御上の意義
はいかなるものであろうか？葉の展開は植

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 補償作用を示す種々の突然変異株にお

ける、細胞の伸長速度 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 msc1, msc2, msc3 における種々の SPL 遺
伝子の発現レベル 



 

 

物が光合成を行ううえで決定的に重要なイ
ベントであり、葉サイズの精密な制御は植物
の生長に大きく影響する。仮に、葉のサイズ
制御系が一極集中型の管理下におかれてい
たならば、その制御系の破綻は、直ちに、そ
の個体の生存を不可能にするであろう。葉の
サイズが、今回示したような複数の経路によ
って多重に制御されることで、安定した器官
形成が可能になっていることが示唆される。 
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