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研究成果の概要（和文）：双子葉類の葉は茎頂メリステムから分化し、表裏のある左右相称的で扁平な形をもつ。表裏
の決定がその後の扁平な葉の形成に重要であることが示唆されているがその分子機構は不明であった。我々はこれまで
に、シロイヌナズナの葉の表側分化の鍵遺伝子AS2による、裏側化因子ARF3の二重の制御機構を明らかにした。本研究
では、AS2と共にトポイソメラーゼIαがARF3の発現抑制に関わる事、AS2はARF3のコード領域の DNAメチル化レベルの
維持に関わる事、AS2がARF3を介してKRP（CDKインヒビター）を抑制する事が明らかになった。AS2―ARF3-KRP経路を介
した葉の横方向の分裂制御の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Leaves develop as flat lateral organs from a shoot apical meristem. Initially, a 
group of cells is patterned along the proximal-distal axis and then the adaxial-abaxial axis is 
established, which is crucial for further leaf development. Subsequent cell proliferation along the 
medial-lateral axis results in flat and symmetric leaves. However, molecular mechanisms are still 
unknown. We reported that the ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1)-AS2 complex represses AUXIN RESPONSE FACTOR3 
(ARF3) directly and epigenetically, and indirectly represses ARF3 by PTGS. We found that TOP1α was 
involved in the AS1-AS2 repression of ARF3. Furthermore, bioinformatic analysis and molecular genetic 
analysis indicated that expression of Kip-related protein5 (KRP5) (CDK inhibitor) was controlled by 
AS1-AS2 through ARF3 functions. These results suggest that AS1-AS2 represses KRP5 for regulating cell 
division in the medial-lateral axis, and it might result in formation of flat and symmetric lamina.

研究分野：生物学

キーワード： 植物　発生・分化　遺伝子　発現制御　マイクロアレイ　エピジェネティック制御　DNAメチル化　ケミ
カルバイオロジー
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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形成される地上部
の主要な器官である。双子葉類の葉は、３つ
の軸（基部先端部軸、向背軸／表裏軸、中央
側方軸）に沿って発生・分化し、表裏のある
扁平な形態をもつ。近年、葉の表裏の極性に
関わる遺伝子の解明が進み、複数の転写因子
と２種の低分子 RNAが同定されている。葉
の発生初期には、裏側的性質をもつ棒状の形
態をしているが、発生の進行に伴い、表側の
細胞が分化し、表裏の境界面で細胞分裂が誘
発され側方方向への葉の拡大が起こり扁平
になると考えられている。これまでに、葉の
極性分化に関わる遺伝子が多数同定された
ものの、その下流遺伝子の同定や分子のはた
らきの解明は，遅れている。これまでの我々
の解析から、シロイヌナズナの ASYMMETRIC 
LEAVES1 （AS1）と AS2遺伝子は扁平な葉の
形成を保証する鍵因子であると考えられた。
我々は、DNAマイクロアレイ解析（我々が開
発した知識ベースシステムを用いたクラス
タリング解析（KB-FuzzyART）とタイリング
アレイによる ChIP on chip解析を用いること
によりAS1とAS2遺伝子がAUXIN RESPONSE 
FACTOR3（ARF3）/ETTIN（ETT）を直接制御
することを明らかにした。AS1と AS2は、class 
1 KNOX遺伝子を直接抑制し、基部-先端部軸
方向の伸長に関わると共に、裏側化因子であ
る ARF3の発現を直接的に、ARF3と ARF4の
発現を small RNA（tasiR-ARF）を介して間接
的に抑制することも明らかにした（図 1）。
AS1はMyb転写因子、AS2は植物に特有な
AS2/LOBドメインタンパク質であり、AS1
と AS2は複合体を形成しリプレッサーとし
て機能する。 

 図１ AS1-AS2による ARF3遺伝子発現の
抑制モデル 
 
 一方、as1または、as2変異の葉の裏側化を
亢進する変異体（裏側化した細胞からなる棒
状の葉を形成する）が多数単離された（ヒス
トン修飾関連因子や低分子 RNAの生成に関
わる因子、リボソームタンパク質、プロテア
ソーム構成因子等の遺伝子の変異）。これら
の発見は、AS1と AS2が関わる葉の発生・分

化過程には、様々な分子反応が関わることを
示している。しかしながら、これら生物に普
遍的な種々の因子がなぜ、葉の発生・分化に
関わるのかは、現在まで、不明な点が多い。
そこで、我々は、ケミカルバイオロジーの手
法を用いて、as1または、as2変異の遺伝的背
景の下で葉の形成を阻害する低分子化合物
のスクリーニングを進めてきた。その中にカ
ンプトテシン（トポイソメラーゼ Iの阻害剤）
が含まれていた。このことは DNA複製系や
クロマチンの構造に関わる分子反応が
AS1-AS2が関わる葉の表側の細胞分化に特
異的に関与することを示唆している。 
 
２．研究の目的 
植物の発生分化では全能性を保持した分化
スイッチが起ると考えられている。しかしな
がらその仕組みは、未だ明らかになっていな
い。葉は茎頂メリステムから分化する地上部
の主要な器官であり、表裏のある左右相称的
で扁平な形をもつ。我々は、シロイヌナズナ
のAS1とAS2が葉の表側分化の鍵遺伝子であ
り、直接のターゲット遺伝子の一つが ARF3
である事を明らかにした。さらにトポイソメ
ラーゼ IαがARF3の発現抑制に関わる事が表
側分化に重要であることを見出した。本研究
の目的は、AS2による ARF3の抑制機構を解
明し、植物の分化に特徴的なエピジェネティ
ックな抑制の仕組みを解明する事である。 
 
３．研究の方法 
(1)葉の裏表関連遺伝子の発現解析 
低分子化合物を投与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 
カンプトテシン投与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 KB-FuzzyART法を用いた。 
(3) AS1-AS2の下流因子の解析 
AS1-AS2が制御する候補因子の変異体と as1
または as2変異体と掛け合わせた後、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)DNAメチル化の解析 
バイサルファイト法を用いてシトシンのメ
チル化の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 葉の発生分化においてシロイヌナズナ
AS1-AS2と協調的に作用する因子トポイソ 
メラーゼIαの葉の分化における機能の解明 

as1又は、as2変異体に9-ヒドロキシカンプトテ
シンを加えた時に、葉の表側の細胞分化が強
く阻害され、棒状の葉を形成した。さらに、
カンプトテシン投与によりARF3の発現レベ
ルが上昇すること、arf3変異が、カンプトテシ



ン投与による棒状の葉の表現型を抑圧するこ
とを見出した。このことはトポイソメラーゼI
αがARF3の抑制に関わることを示している
可能性が考えられた。そこで我々は、ヒドロ
キシカンプトテシンの標的分子(タンパク質)
であるトポイソメラーゼIαの変異体とas1又
は、as2変異体の二重変異体を作成したところ、
裏側化した棒状の葉を形成した。さらに、DNA
損傷試薬、細胞周期特異的阻害試薬をas1又は、
as2変異体に投与し、葉の形態を解析した。
DNA損傷試薬であるシスプラチン、ブレオマ
イシン等を投与すると、as1または、as2変異
体背景で特異的に棒状の葉を形成した。また、
S期特異的阻害剤ハイドロキシウレアを投与
した場合にも棒状の葉を形成した。このこと
は、このような葉の発生初期分化には、DNA
複製（クロマチン構造の複製）が正常に行わ
れることが重要である事を示唆している。ト
ポイソメラーゼIαは、ARF3遺伝子領域のクロ
マチン構造の維持に関わる可能性がある。 

(2) AS1-AS2によるARF3のエピジェネティッ
クな抑制の仕組みの解明 

様々な条件下におけるARF3遺伝子座の領域
のDNAのメチル化レベルを解析した。その結
果、ARF3遺伝子のexon 6のメチル化レベルと
葉の形態、ARF3の発現レベルに明らかな相関
があることがわかった(Iwasaki et al., 
Development 2013) （図1）。 

(3) 分化スイッチの鍵因子である ARF3の下
流因子候補の抽出 
 
マイクロアレイ解析を行う事により、下流因
子を探索すると共に、直接制御する可能性の
ある因子候補を探索した。ARF3の下流因子
を同定するために、マイクロアレイの結果に
ついて我々が開発した知識ベースクラスタ
リング解析（KB-FuzzyART）、RT-PCR、遺
伝学的解析を行った。その結果、ARF3が正
に制御する因子の候補として CDK inhibitor
（KRP2と KRP5）と IPT3(サイトカイニン合
成酵素)が抽出された (Takahashi et al., Plant 
Cell Physiol.2013)。このことは、AS1-AS2が
ARF3を介して KRP（CDK inhibitor）を抑制
し、葉の横方向の分裂に関わる可能性を示し
ている。 
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業大学世田谷キャンパス（東京都世田谷区） 

8. 町田千代子・Luo Lilan・石橋奈々子・栗原大
輔・氣多澄江・町田泰則. 2014.11.25-27 シロ
イヌナズナの葉の向背軸分化に関わる AS2
タンパク質の分裂期における核小体周縁部
局在の解析 第 37回日本分子生物学会年会  
パシフィコ横浜（神奈川県横浜市） 

9. 中川彩美・高橋広夫・伊藤卓馬・玉井元樹・
大河内俊貴・小島晶子・町田泰則・町田千
代子. 2014.11.25-27 シロイヌナズナの葉の
発生分化のロバストネスを支える AS1-AS2
の機能解明 第 37回日本分子生物学会年会  
パシフィコ横浜（神奈川県横浜市） 

10. 町田泰則・松村葉子・石橋奈々子・氣多澄
江・小島晶子・町田千代子. 2014.11.25-27 シ
ロイヌナズナの葉の表・裏分化における
AS2-AS1複合体と核小体の役割 第 37回日



本分子生物学会年会 パシフィコ横浜（神
奈川県横浜市） 

11. 中川彩美・高橋広夫・伊藤卓馬・小島晶子・
町田泰則・町田千代子. 2014.9.12-14 シロイ
ヌナズナの葉の軸形成における ETTIN制御
ネットワークの解明 日本植物学会第 78回
大会 明治大学生田キャンパス（神奈川県
川崎市） 

12. 小島晶子・石橋奈々子・小嶋美紀子・高橋
広夫・香田佳那・榊原均・町田泰則・町田
千代子. 2014.9.12-14 シロイヌナズナの葉の
発生において AS1•AS2はサイトカイニン合
成を制御する 日本植物学会第 78回大会 
明治大学生田キャンパス（神奈川県川崎市） 

13. Luong Quy Toan・氣多澄江・舟橋明華・中川
彩美・石橋奈々子・町田泰則・町田千代子. 
2014.9.12-14 シロイヌナズナの AS1-AS2が
関わる葉の軸形成におけるDNAポリメラー
ゼ αの役割の解明 日本植物学会第 78回大
会 明治大学生田キャンパス（神奈川県川
崎市） 

14. 町田泰則・Lilan Luo・石橋奈々子・笹部美知
子・町田千代子・鈴木崇紀. 2014.9.12-14 葉
形成に関わるASYMMETRIC LEAVES2タン
パク質による核内スペックル形成に必要な
領域 日本植物学会第 78回大会 明治大学
生田キャンパス（神奈川県川崎市） 

15. 町田泰則・松村葉子・大林 祝・杉山崇高・
石橋奈々子・サエスーヴァスケス ジュリ
オ・小島晶子・町田千代子 2014.3.18-20 シ
ロイヌナズナの AS1:AS2-ARF3 経路はリボ
ソーム RNA 前駆体のプロセシング阻害に
よる葉の向背軸性の崩壊を防ぐ 第 55回日
本植物生理学会年会 富山大学五福キャン
パス（富山県富山市） 

16. 中川彩美・高橋広夫・高橋真理・伊藤卓馬・
小島晶子・町田泰則・町田千代子 2014.3.18-20 
シロイヌナズナの AS1-AS2-ETT 経路によ
る葉の向背軸分化のメカニズムの解明 第
55回日本植物生理学会年会 富山大学五福
キャンパス（富山県富山市） 

17. 髙橋真理・中川彩美・山崎真巳・斉藤和樹・
町田泰則・町田千代子 2014.3.18-20 シロイ
ヌナズナの葉の向背軸性の確立における
Type IB DNAトポイソメラーゼの役割の解
明 第 55回日本植物生理学会年会 富山大
学五福キャンパス（富山県富山市） 

18. Luong Quy Toan・浅井俊晴・氣多澄江・中川
彩美・石橋奈々子・町田泰則・町田千代子
2014.3.18-20 シロイヌナズナの AS1-AS2 遺
伝子が関わる葉の初期発生分化における
DNA 複製関連因子の役割解明 第 55回日本
植物生理学会年会 富山大学五福キャンパ
ス（富山県富山市） 

19. 小島晶子・石橋奈々子・小嶋美紀子・高橋
広夫・香田佳那・榊原 均・町田泰則・町田
千代子 2014.3.18-20 シロイヌナズナの葉の
発生初期における AS1・AS2-ETT 経路によ
るサイトカイニン合成の制御 第 55回日本
植物生理学会年会 富山大学五福キャンパ
ス（富山県富山市） 

20. 町田千代子・ヴィアル- プラデル シモン・
岩崎まゆみ・中川彩美・高田絵莉・伊藤卓
馬・町田泰則 2014.3.18-20 シロイヌナズナ
の葉の向背軸極性分化における AS1-AS2 
による ETTIN 遺伝子の gene body DNA メ
チル化制御 第 55回日本植物生理学会年会 
富山大学五福キャンパス（富山県富山市） 

21. 伊藤卓馬・中川彩美・高橋真理・石橋奈々
子・高橋広夫・小島晶子・町田泰則・町田
千代子 2014.3.18-20 シロイヌナズナの葉の
向背軸形成における AS1-AS2 による KRP5 
遺伝子発現の抑制機能の解明第 55回日本植
物生理学会年会 富山大学五福キャンパス
（富山県富山市） 

22. 町田千代子・VIAL-PRADEL Simon・中川彩
美・岩崎まゆみ・高田絵莉・伊藤 卓馬・町
田泰則. 2013.12.3-6 シロイヌナズナの
AS1-AS2による葉の分化における ETTIN 
遺伝子の gene body DNA メチル化制御 第

36回日本分子生物学会年会  神戸ポート
アイランド（兵庫県神戸市） 

23. 石橋奈々子・町田千代子・町田泰則. 
2013.12.3-6 シロイヌナズナの CAF-1 構成
因子と NudC オルソログ BOBBER1 の地
上部幹細胞組織の形成・維持における役割 
第 36回日本分子生物学会年会 神戸ポート
アイランド（兵庫県神戸市） 

24. 小島晶子・高橋広夫・石橋奈々子・松村葉
子・Prananingrum Pratiwi・町田泰則・町田千
代子. 2013.12.3-6 シロイヌナズナの葉の形
態形成に関わるASYMMETRIC LEAVES2下
流因子の探索 第 36回日本分子生物学会年
会 神戸ポートアイランド（兵庫県神戸市） 

25. 中川彩美・高橋広夫・高橋真理・伊藤卓馬・
小島晶子・町田泰則・町田千代子. 2013.12.3-6 
DNA 損傷試薬は、シロイヌナズナの
AS1-AS2-ETT 経路を介して葉の向背軸分
化を特異的に阻害する 第 36回日本分子生
物学会年会  神戸ポートアイランド（兵庫
県神戸市） 

26. 石橋奈々子・町田千代子・町田 泰則. 
2013.9.13-15 シロイヌナズナ茎頂メリステ
ムの形態形成と葉の向背軸性の確立機構と
の関係 日本植物学会第 77回大会 北海道
大学高等教育推進機構（北海道札幌市） 

27. 高橋真理・中川彩美・山崎真巳・斉藤和季・
町田泰則・町田千代子. 2013.9.13-15 シロイ
ヌナズナの葉の向背軸形成におけるトポイ
ソメラーゼの役割 1 日本植物学会第 77回
大会 北海道大学高等教育推進機構（北海
道札幌市） 

28. 髙田絵莉・中川彩美・高橋真理・伊藤卓馬・
町田泰則・町田千代子 2013.9.13-15 シロイ
ヌナズナの葉の向背軸形成におけるトポイ
ソメラーゼの役割 2 日本植物学会第 77回
大会 北海道大学高等教育推進機構（北海
道札幌市） 

29. 伊藤卓馬･VIAL-PRADEL, Simon･髙田絵莉･
中川彩美･岩崎まゆみ･町田泰則･町田千代
子. 2013.9.10-12 シロイヌナズナの葉の発生
分化における AS1-AS2 による ETTIN 遺伝
子の gene body DNAメチル化の制御機構 第
31回日本植物細胞分子生物学会札幌大会 
北海道大学高等教育推進機構（北海道札幌
市） 

30. Prananingrum P., Matsumura Y., Ishibashi N., 
Kojima S., Takahashi H., Machida C. and 
Machida Y.: Searching for the 
Leaf-shape-controlling Genes Downstream of 
AS1 & AS2 and its modifiers  2013.3.21-23 
第 54回日本植物生理学会年会 岡山大学津
島キャンパス（岡山県岡山市） 

31. Machida Y., Iwasaki M., Takahashi H., Luo L., 
Kurihara D., Prananingrum P., Sasabe M., 
Eshed Y., Higashiyama T. and Machida C.: The 
ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1)/AS2 
Complex is a Stabilizer for the Leaf 
Development in Arabidopsis  2013.3.21-23 第
54回日本植物生理学会年会 岡山大学津島
キャンパス（岡山県岡山市） 

32. 小島晶子・高橋広夫・石橋奈々子・松村葉
子・Pratiwi Prananingrum・岩崎まゆみ・Arista 
Handayani・高橋アンナ・町田泰則・町田千
代子. 2013.3.21-23 シロイヌナズナの葉の形
態形成に関わる ASYMMETRIC LEAVES2
および ELONGATA3下流因子のマイクロア
レイ解析による探索 第 54回日本植物生理
学会年会 岡山大学津島キャンパス（岡山
県岡山市） 

33. 中川彩美・高橋真理・高橋広夫・高田絵莉・
小島晶子・町田泰則・町田千代子. 
2013.3.21-23  DNA損傷試薬は、シロイヌナ
ズナの葉の向背軸分化を特異的に阻害する 
第 54回日本植物生理学会年会 岡山大学津
島キャンパス（岡山県岡山市） 

34. 石橋奈々子・矢島正幹・町田千代子・町田
泰則. 2013.3.21-23 シロイヌナズナの未分化
組織の形成・維持に関与する因子は葉の向
背軸性の確立に関わる 第 54回日本植物生



理学会年会 岡山大学津島キャンパス（岡
山県岡山市） 

35. 浅井俊晴・氣多澄江・舟橋明華・横山悠理・
中川彩美・石橋奈々子・町田泰則・町田千
代子. 2013.3.21-23 シロイヌナズナの
AS1-AS2 が関わる葉の発生分化における
DNA 複製関連因子の役割の解明 第 54回
日本植物生理学会年会 岡山大学津島キャ
ンパス（岡山県岡山市） 

36. 町田千代子・岩崎まゆみ・高橋広夫・中川
彩美・Vial-Pradel Simon・Prananingrum 
Pratiwi・ 小島晶子・町田泰則. 2012.12.11-14 
シロイヌナズナの葉の発生分化における
AS1-AS2による ARF遺伝子のエピジェネテ
ィック制御機構 (Epigenetic Regulation of 
Genes for Auxin-Response-Factors by 
AS1-AS2 in Leaf Development in Arabidopsis 
thaliana) 第 35回日本分子生物学会 福岡国
際会議場・マリンメッセ福岡（福岡県福岡
市）  

37. 石橋奈々子・矢島正幹・上野宜久・町田千
代子・町田泰則. 2012.12.11-14 シロイヌナズ
ナの Chromatin Assembly Factor-1 は as2 
および as1 変異体背景において葉の向背軸
性の確立に必要である (The Subunits of 
Chromatin Assembly Factor-1 Are Required for 
the Establishment of the Leaf Adaxial-abaxial 
Polarity in the as2 and as1 Mutant Backgrounds 
in Arabidopsis thaliana) 第 35回日本分子生
物学会 福岡国際会議場・マリンメッセ福
岡（福岡県福岡市） 

38. 町田千代子・中川彩美・岩崎まゆみ・高橋
真理・Simon Vial-Pradel・石橋奈々子・松村
葉子・小島晶子・町田泰則. 2012.9.15-17. シ
ロイヌナズナの葉の向背軸確立に関わる
AS1-AS2 の標的因子 ETTIN の抑制機構 
日本植物学会第 76回大会 兵庫県立大学姫
路書写キャンパス（兵庫県姫路市） 

39. 高橋真理・中川彩美・山崎真巳・斉藤和季・
町田泰則・町田千代子. 2012.9.15-17 シロイ
ヌナズナの葉の向背軸形成における Type IB
トポイソメラーゼの役割 日本植物学会第
76回大会 兵庫県立大学姫路書写キャンパ
ス（兵庫県姫路市） 

40. 松村葉子・林里香・大林祝・小島晶子・杉
山宗隆・町田千代子・町田泰則. 2012.9.15-17 
シロイヌナズナ ASYMMETRIC LEAVES2 
遺伝子とリボソームRNA前駆体のプロセシ
ング因子の不全が葉の向背軸性の確立にも
たす影響 日本植物学会第 76回大会 兵庫
県立大学姫路書写キャンパス（兵庫県姫路
市） 

 
［図書］（計 1 件） 

1. 高橋広夫・岩川秀和•尾之内均・小島晶子・
町田千代子 どう活かす他人のデータ バ
イオインフォマティクス活用法 続・生物
工学基礎講座 バイオよもやま話（2013）
生物工学会誌 91, 520-525. 

 
［その他］ 
報道関連情報 
 主な発表論文［雑誌論文］4. Iwasaki et al., 
Development 2013の発表に関して 
 朝日新聞 2013年 4月 10日朝刊 
 中日新聞 2013年 4月 10日朝刊 
 共同通信 2013年 4月 9日 
 他 
 
ホームページ等 
中部大学応用生物学部応用生物化学科町田研究室 
http://stu.isc.chubu.ac.jp/bio/public/Bio_Ch
em/labo/machida_lab/index.html 
中部大学応用生物学部応用生物化学科 教員情報 

http://www.chubu.ac.jp/about/faculty/pr
ofile/a6cde1928363540bd3162e39f6d033681
deac316.html 
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