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研究成果の概要（和文）：葉が分化する時間的間隔である葉間期は葉の枚数に影響する形質である。本研究では
イネの葉間期を制御するPLA1、 PLA2遺伝子の機能解析および制御下にある遺伝子の探索を行った。機能欠損変
異体を用いた網羅的遺伝子発現解析では、PLA1、PLA2に共通の下流経路にある遺伝子群を同定した。また、RNA
結合タンパク質であるPLA2の解析から結合RNAを同定し、これらの転写後制御が葉間期を調節するうえで重要な
役割を果たす可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Temporal pattern of leaf initiation termed as plastochron is an important 
trait that affect the leaf number. In this study, we analyzed PLA1 and PLA2 genes, which regulate 
plastochron in rice, and explored their downstream factors. Transcriptome analysis identified a 
number of genes working downstream of both PLA1 and PLA2 genes. The analysis of RNA binding protein 
encoded by PLA2 genes identified its binding partner and our results suggest that the 
post-transcriptional regulation of these RNAs is important to modulate the plastochron in rice.

研究分野： 植物発生学、植物遺伝育種学

キーワード： イネ　発生　葉原基　葉間期

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
葉間期は葉の枚数に影響することから植物体地上部の形態形成を理解する上で重要な形質であり、その分子制御
機構の解明は地上部形態の農業形質改善につながる可能性を秘めている。本研究ではイネを材料として、葉間期
制御に関わるPLA遺伝子の解析、下流制御遺伝子の探索等を行い、特に、PLA2遺伝子がコードするRNA結合タンパ
ク質については、結合RNAの同定およびRNAに対する作用を明らかにした。本研究の成果は将来的に葉の枚数の調
節による形態改変に向けた分子基盤情報となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
形態形質に着目したこれまでのイネの品種改良では、半矮性遺伝子の利用や穂サイズなどの改

変が収量増加に大きく貢献し、その分子制御機構の解析も進められてきた。一方、同化産物生成
の場であり地上部形態の大半を占める葉のサイズや数を人為的に制御する試みは限られており、
その分子メカニズムも不明な点が多い。 
イネも含めて植物の多くは、花芽をつけるまで茎の先端にある茎頂分裂組織(Shoot apical 

meristem, SAM)から規則的なタイミングで葉を分化する。ある葉が分化してから次の葉が分化
するまでの時間的間隔は葉間期(plastochron)と呼ばれ、遺伝的に制御される形質である。葉間
期の長さは最終的な葉の枚数に影響し、葉間期が短いと一定期間に分化する葉の枚数が多くな
り、逆に長いと葉の枚数は少なくなる。従って、葉間期は植物体地上部の形づくりにおいて非常
に重要な形質であり、その分子制御機構を明らかにすることは葉の枚数の改変による植物体地
上部の形態制御、さらには光合成能強化およびバイオマス量向上等の形質改善につながる可能
性を秘めている。 
 研究代表者はこれまでにイネの葉間期制御に重要な異なる二つの遺伝子 PLASTOCHRON1(PLA1)
と PLA2 遺伝子の解析を行ってきた。PLA1、PLA2 遺伝子はそれぞれ機能未知のシトクロム P450
水酸化酵素、RNA 結合タンパク質をコードしており、これらの機能欠損変異体は葉間期が短縮し、
小さい葉を多く分化する。PLA 遺伝子は SAM から分化した若い葉(葉原基)で転写産物が発現して
いることから、細胞非自律的に SAM における次の葉原基分化を制御すると考えられるが、これら
がコードするタンパク質の分子機能や、下流制御遺伝子に関する情報はいまだに少なく、これら
の遺伝子がどのように葉原基の分化タイミングを決定するのかはほとんどわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、PLA遺伝子を中心とした解析を通じて、イネをモデルとした植物の葉の分化する
タイミング、葉間期を制御する分子機構の一端を明らかにすることを目的に研究を進めた。具
体的には、PLA遺伝子がコードするタンパク質の機能解析や共通の下流制御因子の探索、そして
葉原基分化に関わりが深い植物ホルモンとPLA遺伝子との関連性を調査することでPLA遺伝子に
よる葉間期制御メカニズムを解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)網羅的遺伝子発現解析による PLA1、PLA2 遺伝子の下流因子の探索 
PLA1、PLA2 遺伝子の機能欠損変異体および過剰発現体を材料に mRNA-seq 解析を行い、共通し

て発現が変動している遺伝子を抽出した。得られた遺伝子について、ゲノム編集による機能欠損
変異体や pla 変異体との多重変異体を作成し、葉間期などの表現型と遺伝的相互作用を解析し
た。 
(2)PLA2 タンパク質と結合する RNA の探索と PLA2 の機能解析 
pla2 変異体に PLA2 プロモーター下で PLA2-GFP 発現させて表現型が回復した植物体を材料に、

抗 GFP 抗体を用いた CLIP-seq (Cross-Linking ImmunopreciPitation sequencing)を行い、PLA2
と結合する RNA を探索した。また、得られた標的 RNA に対して、PLA2 がどのような機能を持つ
のか、in vitro の実験系で調査した。 
(3)葉間期と植物ホルモンとの関連性の解析 
SAM における葉原基分化にはオーキシンやサイトカイニンなどの植物ホルモンが重要な役割を

果たしていることが知られているので、それらホルモン応答性マーカーを pla 変異体に導入し、
SAM 付近における葉原基分化との関連性を抗体染色法により調査することを試みた。 
 
４．研究成果 
(1)PLA 遺伝子の機能欠損変異体と過剰発現体の網羅的発現解析 
 mRNA-seq の結果、野生型と比較して両方の機能欠損変異体で発現量が増加しているものを 354
個、減少しているものを 48個同定した。また、pla1 変異体で発現が変動していた遺伝子の約 80%
が pla2 変異体でも発現変動していることが判明した。このことは PLA1 と PLA2 経路が部分的に
重複する可能性を示唆している。これら発現変動遺伝子には葉間期制御の関与が知られている
OsSPL 転写因子をコードする遺伝子や、植物ホルモンの生合成および信号伝達に関わる遺伝子が
含まれていた。一方で、過剰発現体の mRNA-seq では共通して増加している遺伝子が 10個、減少
している遺伝子が 33 個と少なく、ほとんどが機能未知の遺伝子であった。変異体で発現が減少
していた OsSPL 遺伝子に着目して、PLA 遺伝子の過剰発現体背景で、その遺伝子と複数のパラロ
グを欠損した変異体をゲノム編集により作成したところ、PLA 過剰発現体の表現型がやや抑えら
れた。従って、遺伝学的にも OsSPL 遺伝子は PLA 遺伝子の下流で部分的に関わっていることが示
された。 
 



(2)PLA2 の結合 RNA の同定と機能解析 
CLIP-seq解析により、PLA2と結合する候補RNA

を約 700 個同定した。この中には葉間期や葉の
サイズに関与する遺伝子が存在しており、(1)
で同定したものとは異なるOsSPL転写因子も含
まれていた。さらに、PLA2 が結合する部位を調
査したところ、mRNA 上の 3’UTR に優先的に結
合していることが判明し(図 1A,B)、結合部位周
辺に頻繁に現れる RNA 配列を複数個同定した。
このうちの一つは、ゲルシフトアッセイにより
in vitroでのPLA2との結合性も確認ができた。 
次に、これら PLA2 結合候補 RNA について(1)

で行ったmRNA-seqの解析結果と照合した結果、
結合候補 RNA の多くは pla2 変異体や過剰発現
体で発現量が変動していなかった。従って、
PLA2 はこれら RNA の量には影響せず、転写後の
翻訳制御に関与する可能性が考えられる。そこ
で、葉間期制御に関わりの深い遺伝子の 3’UTR
を選び、プロトプラストを用いたルシフェラーゼレポーターアッセイ系により、PLA2 の 3’UTR
結合配列に対する効果を調査した。その結果、PLA2 を導入しない場合と比較して、PLA2 存在下
でルシフェラーゼ活性が上昇したため、PLA2 はこの標的 RNA の翻訳効率を上げる機能があるこ
とが示唆された(図 1C)。 
上記の結果が実際の植物体でも反映されるか検証するために、pla2 変異体背景で標的 RNA の過

剰発現体や 3’UTR を欠損もしくは変異を導入したものを作成した。現在も解析を進めているが、
予備実験の段階では標的 RNA を過剰発現させた場合や、3’UTR を欠損させたものを導入した場
合に pla2 変異体の表現型を回復させる傾向が見られており、今後標的 RNA がコードするタンパ
ク質量を調査することで実際の植物体内で PLA2 が標的 RNA の翻訳に対して与える影響を明らか
にできると考えている。 
 
(3) pla 変異体の茎頂付近における植物ホルモン応答 
オーキシンやサイトカイニン応答性レポーターを pla 変異体に導入し、野生型と比較して SAM

付近における挙動に変化がないか抗体染色により調査した。しかし、実験ごとに結果にばらつき
があり、今のところ野生型と比較して明確な違いは見出せていない。今後、条件検討や他の実験
手法を用いて解析を進める必要がある。 
  
以上の研究から PLA1 と PLA2 遺伝子を中心としてそれらの下流制御因子を同定し、PLA2 に関し

ては標的 RNA に対してどのような機能を持つのか明らかになった。PLA2 の解析結果は、遺伝子
の転写後制御がイネの葉間期を調節する上で重要な役割を果たす可能性を示しており、本成果
から葉の枚数の制御を介した植物体地上部の人為的改変につながりうる分子基盤情報が得られ
たと考える。また、PLA1、PLA2 遺伝子は他作物にも保存されている遺伝子であることから、本
成果はイネ以外の作物への波及効果も期待できる。一方で、植物ホルモンとの関係や SPL 遺伝子
の解析など、当初予定していたほどの進展が得られなかった実験もある。今後、変異体の茎頂に
おける植物ホルモン動態と表現型との関連や下流遺伝子の機能解析を行うことで、実際に PLA 遺
伝子がどのようにして SAM における葉原基分化のタイミングを決めているのか明らかにしてい
く必要がある。 
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