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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの葉の形態形成の鍵遺伝子である、AS1 と AS2 遺

伝子は、葉の軸に沿った形態形成に関わる。これらの遺伝子と共に葉の軸性の決定に関わ

る新奇な因子の機能解明を進めるため、ケミカルジェネティクスを適用した。その結果、

特定のアルカロイド化合物、DNA 損傷試薬が、葉の初期分化を著しく阻害することを初め

て示した。さらに、これらの作用機作を解析した結果、DNA 複製の停止や細胞周期の進

行が停止したために、発生分化の異常が起こった可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The mutations of AS1 and AS2 of Arabidopsis thaliana cause 
defects in repression of the indeterminate state and the establishment of axis 
formation in leaves. Although many mutations have been identified that enhance the 
leaf polarity defects of as1 and as2 mutants, the roles of the causative genes in leaf 
development are still unknown. In this study, we found that the berberine or 
camptothecin-treated as1 and as2 mutants formed abaxialized filamentous leaves. We 
suggest that berberine and camptothecin inhibit factors that might be required for leaf 
adaxial cell differentiation through a pathway independent of AS1 and AS2. 
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１．研究開始当初の背景 
葉は、茎頂メリステムから分化する地上部の器官

であり、基部-先端部軸、中央-側方軸、裏-表軸と

いう軸性を持つ。我々は、これまでに、シロイヌ

ナズナの AS1/AS2 遺伝子が、葉の裏側化因子と茎

頂メリステム維持遺伝子の発現を抑制することに

よって、これらの３つの軸に沿った形態形成に関

わっていることを明らかにしてきた。また、

AS1/AS2 遺伝子と共に葉の軸性の決定に関わって

いる新奇な因子が多数報告されてきたものの、そ

の作用機作は全く不明であった。葉の裏表の細胞

の分化決定は、葉の分化過程の極めて初期に起こ



る反応であり、植物の多細胞分化の優れたモデル

となると考えられる。従ってこれらの因子の細胞

分化における機能の解明は、植物の発生分化を理

解する上で、重要な知見をもたらすと考えられた。 
２．研究の目的 
そこで我々は、AS1/AS2 遺伝子の変異体にケミカ

ルジェネティクスを適用して、統一的な作用機作

を明らかにすることを目的とした。これまでに、

植物や微生物由来の低分子化合物の提供を受け、

すでに約 1000 種の化合物についてスクリーニン

グした。その結果、6 種の化合物が、as1 と as2
に特異的に葉の裏側化が亢進した。これらの６種

の化合物には、その作用点において共通性がある

と考えられた。ベルベリンやカンプトテシン、DNA

損傷試薬等を添加すると、葉の裏側化が著しく亢

進することを明らかにした。また、ベルベリンや

カンプトテシン、DNA 損傷試薬等の作用機作を調

べた。 

３．研究の方法 
(1)葉の裏表関連遺伝子の発現解析 

ベルベリンやカンプトテシン、DNA 損傷試薬等を

添加した場合の葉の形成に関わる遺伝子や細胞増

殖関連遺伝子の発現解析を real-time RT-PCR 法を

用いて行った。 

(2)マイクロアレイ解析 
ベルベリンを添加した場合の葉の形成に関わる遺

伝子や細胞増殖関連遺伝に加え、ゲノムワイドな

の発現解析をマイクロアレイ解析法を用いて行っ

た。データの解析には、我々が開発した FuzzyART
法を用いた。 

(3)サプレッサーの単離 
AS1/AS2が制御する因子の変異体とas1/as2変異体

と掛け合わせた後、ベルベリンやカンプトテシン、

DNA損傷試薬等を加えて、その抑圧効果を調べた。 
４．研究成果 
(1) 新たな低分子化合物のスクリーニング 
これまでと合わせて、2235 種の低分子化合物につ

いて、スクリーニングを行った。その結果、ベル

ベリンやカンプトテシンを含む 9 種の化合物が、

as1 と as2 に特異的に葉の裏側化を亢進すること

が分かった。さらに、9 種の化合物にそれぞれ機

能的、構造的に類似した低分子化合物についても、

その効果を調べたところ、as1 と as2 に特異的に

葉の裏側化を亢進することが分かった。これらに

ついて、現在、その作用機作の共通性について調

べている。 

(2) ベルベリンの作用機作 
ベルベリンは、また、薬として古くから使われて

いるが、その作用機作はほとんど未解明であった。

最近、共同研究者の禹らのグループは、ベルベリ

ンが破骨細胞分化に阻害的に働くことを明らかに

した。ベルベリンは、DNA や RNA の二次構造と

相互作用するインターカレータとして働くことが

古くから知られている。AS1 や AS2 と共に、葉の

裏−表の分化に関わっている遺伝子の近傍の二次

構造に結合して、遺伝子発現に阻害的に働く可能

性がある。リボソーム RNA の転写開始点付近にも、

特異的な二次構造（グアニン四重鎖配列など）が

あることがわかっている。従って、ベルベリンが、

リボソームRNA 遺伝子発現に影響を与えた可能性

も考えられる。ベルベリンの葉の発生分化に与え

た場合の表現型とその作用機作のモデルを図に示

した（図1、図2）（Nakagawa et al.,PMB accepted）。          
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図 1. シロイヌナズナの葉の分化におけるベルベ

リンの効果。(A) 播種後 18 日目のシロイヌナズナ。

as1-1, as2-1 変異体では、棒状の葉（赤矢尻）、

ラッパ状の葉（黄矢尻）が形成される。(B) FIL

の発現を GFP 蛍光で検出した共焦点レーザー顕微

鏡図ベルベリンを加えたas1, as2で形成された棒

状の葉では、外側の一回りの細胞で GFP 蛍光が観

察された）。(C) ベルベリンを加えて生育させた播

種後 18 日目の茎葉から RNA を抽出し、茎頂、葉の

裏側特異的遺伝子の転写物の蓄積レベルをベルベ

リンを加え

C 

ない場合と比較した。ベルベリンを加

た場合に上昇していた。 え

 

(3)カンプトテシンの作用機作 

カンプトテシンのターゲットについては、I 型ト

ポイソメラーゼであることが分かっている。そこ

で、シロヌナズナのトポイソメラーゼ Iαの遺伝



子の変異体と as1/as2 との二重変異体、または、

as1/as2 変異体にカンプトテシンを投与した時の

遺伝子発現解析を行ったところ、裏側化因子であ

る、ETTIN と YAB5 の発現量が特に上昇しているこ

とがわかった。つぎに、ETTIN 遺伝子の変異と as1

または as2 との二重変異体に、カンプトテシンを

加えたところ、葉の形態が扁平になり、野生型に

近い形に戻ることがわかった。このことは、カン

プトテシン投与やトポイソメラーゼ Iα遺伝子の

変異体による葉の棒状化の原因が、ETTIN 遺伝子

の異所的発現であることを示している。今後、ト

ポイソメラーゼ Iαが、葉の初期発生段階で、ど

のように ETTIN 遺伝子の発現抑制に関わっている

 

 

用機作のモデル。 

表論文等 
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か、その役割と機構を解明することが重要である。

 

図 2 ベルベリンの作
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