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 要	
 旨 

 

	
 植物の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る。植物の

葉の向軸側（表側）領域と背軸側（裏側）領域の細胞は、それぞれ異なる性質

を持つ。向軸側の細胞はトライコームが多く内部の細胞層は最大限に集光し光

合成ができるように多くの葉緑体が配向している。背軸側の細胞は気孔が多く、

内部の細胞層はガス交換に適した構造が形成されている。それぞれの領域が正

常に機能する細胞に分化するには葉の初期の向背軸分化が規則正しく行われる

ことが重要である。葉の発生・分化は、茎頂メリステムにおける葉原基の形成

から始まる。まず、葉原基になるべき細胞が決定され、最初に隆起した突起状

の葉原基は背軸側的性質を保持していると考えられている。次に、葉原基の細

胞うちメリステムに近い側の細胞が、向軸側の性質を持つ細胞に分化する。さ

らに、向軸側の性質を持った細胞群と、背軸側の性質を持った細胞群の境界面

において活発な細胞増殖を繰り返し、中央側方軸方向と基部先端部軸方向の分

化が進行し、最終的に扁平で左右相称の葉が形成されると考えられる。これま

での町田研の研究から、向軸側の細胞では、背軸側領域の性質形成に関わる遺

伝子群（背軸側化遺伝子群）の発現抑制制御、特に AS1-AS2 による ETT/ARF3

（以後 ETTと記述する）への抑制制御が重要であることが分かった。AS1、AS2

が ETTを直接的に（TGS）また、ETTを small RNAによる転写後に間接的に抑

制し（PTGS）、さらに ETT遺伝子の gene bodyの DNAメチル化に関わっており
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ETT に対するエピジェネティックな制御も行うことが、町田研の研究により明

らかになった。しかし、AS1-AS2が関わる ETTへの抑制が、いつ、どこで確立

され、また確立後の抑制機構がどのように維持されるのか等については、まだ

明らかになっていない。一方、as1または as2変異体にもう一つの特定の遺伝子

の変異を導入すると、背軸的性質をもった棒状の葉やラッパ状の葉が観察され

るようになる。このような特定遺伝子のことはmodifier遺伝子と呼ばれている。

これらの二重変異体では、ETT の発現レベルがそれぞれの単独変異体のそれよ

りも高いこと、as1 または as2 と modifier 遺伝子の変異との二重変異体に ett の

変異を導入すると、棒状葉やラッパ状の葉の形成が抑圧されることが町田研の

研究より明らかになった。これらの解析結果より、ETT の発現上昇が棒状葉や

ラッパ状の葉の形成に関係していることが明らかになった。このように、背軸

側的性質を持った棒状やラッパ状の葉は、葉の向軸側領域を形成していく性質

を持つ細胞における ETT への抑制制御に異常が起こったことによる表現型と考

えられる。これまで、AS1、AS2とともにETTへの抑制制御に関わる様々なmodifier

遺伝子の存在が報告された。Small RNA の生合成経路に関わる因子、リボソー

ムの機能に関わる因子、細胞増殖に関わる因子などがそれである。さらには、

DNA複製の一環としてのクロマチン再編、クロマチン構造の修飾、DNAの修復

などに関わる因子も、modifier因子として同定された。しかし、これらの modifier

因子は、DNA複製が行われる過程において働くものではあるが、デオキシリボ

ヌクレオチド三リン酸( dATP, dGTP, dCTP, dTTP)の生成に基づく娘鎖の合成に
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は関わっていないため、DNA複製反応そのものではない。本研究は、DNA複製

反応そのものに関わる複数の遺伝子の中から、AS1-AS2 が関わる葉の向背軸分

化において modifier因子として働く遺伝子を同定することを研究目的とする。 

	
 AS1-AS2 が関わる葉の初期の向背軸分化における DNA 複製反応そのものの

関与について調べるために、まず、DNA 複製を阻害する hydroxyurea を用いた

植物の表現型を解析した。hydroxyurea はリボヌクレオチドレダクターゼ阻害に

より細胞内 dNTP含量、特にプリン体（dATP, dGTP）含量を低下させ、デオキ

シリボヌクレオチド三リン酸の生成に基づく DNA 合成を阻害する低分子化合

物である。hydroxyureaを含んだ培地で育てた 21日目のシロイヌナズナの野生型、

as1 変異体、as2 変異体植物の表現型を観察し、それらの定量化を行った。第一

に、hydroxyurea を含んだ培地で育てた植物から、本葉が形成されなかった表現

型と、棒状の葉が形成された表現型が観察された。第二に、背軸側領域に特異

的に発現する FIL遺伝子のプロモーターに GFPをつないだ形質転換植物から形

成された棒状の断面切片を作製し、FILp:GFPの発現領域を調べた。その結果、

FILp:GFPが葉の向軸側だったはずの領域においても発現していることから、棒

状の葉は、背軸側領域の性質を持っていることが分かった。第三に、野生型と、

as1または as2変異体における本葉形成不全、及び棒状葉形成の表現型を定量化

した結果、野生型では本葉が形成された hydroxyureaの濃度 6 mMを用いた場合

に、ほとんどの as1または as2変異体植物では本葉が形成されなくなった。野生

型で棒状の葉が形成された hydroxyureaの濃度より低い濃度で as1または as2変
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異体において、棒状の葉が高頻度で形成された。これらの結果から、as1または

as2 変異体における hydroxyurea に対する感受性が野生型のそれより高いこと、

また AS1-AS2が関わる葉の向背軸分化が正常に行われるには、DNA複製反応が

正常に進行することが重要であることが分かった。 

DNA 複製反応そのもの、またその反応の進行に関わる因子が AS1、AS2 が関

わる葉の初期の向背軸分化にどのように関与しているのかについて調べるため

に、私は、DNAポリメラーゼαのサブユニットをコードする INCURVATA2（ICU2）

遺伝子の変異と as2との二重変異体の解析を行った。DNAポリメラーゼαは、

DNA複製の最初のおよそ 20塩基を合成する DNA合成酵素である。また、RFC3

（Replication Factor Cの３番目のサブユニット）の変異と as1または as2との二

重変異体についても解析を行った。第一に、as1-1 icu2-1及び as2-1 icu2-1二重変

異体の表現型解析より、頻度は低いものの、野生型やそれぞれの単独変異体で

は見受けられなかった棒状の葉とその弱い表現型としてのラッパ状の葉が観察

された。第二に、リアルタイム RT-PCRの解析より as2-1 icu2-1二重変異体にお

ける ETTのmRNAの転写蓄積量がそれぞれの単独変異体より高いことが分かっ

た。この解析結果から、as2-1 icu2-1変異体で形成された棒状の葉やラッパ状の

葉は、今まで報告された as2-1と modifier遺伝子の変異との二重変異体で見られ

た棒状やラッパ状と共通して、ETTと ARF3の発現レベルの上昇が関係している

と考えられる。as2-1 icu2-1二重変異体で形成された棒状の葉やラッパ状の葉も

おそらく背軸側領域の性質を持っており、向軸側の分化不全が原因であると考
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えられる。第三に、as1-1 rfc3-1及び as2-1 rfc3-1二重変異体を作成し、葉の表現

型解析より、頻度は低いものの、棒状の葉を持つ植物体が観察された。このよ

うに、DNA複製反応そのものに必要である ICU2と RFC3遺伝子は、AS1または

AS2 との間に遺伝学的な相互作用が認められた。DNA 複製反応に関わるこれら

の因子は、AS1-AS2 が関わる葉の向背軸分化に関わる modifier 因子としての性

質を持っていることが示唆された。 

DNA の娘鎖の合成に必要な遺伝子である ICU2 及び RFC3 の変異と as1 また

は as2との二重変異体を用いた遺伝学的解析より、ICU2及び RFC3の変異が、

as1または as2の遺伝背景を持つ植物体における葉の向背軸分化の異常を亢進す

ることが示唆された。したがって、ICU2及び RFC3が正常に働くことが、葉の

向背軸分化にとって重要であると考えられる。DNAの娘鎖の合成に関わる他の

遺伝子についても、AS1-AS2 が関わる葉の向背軸分化に関与するかどうか、今

後、調べる必要がある。では、ICU2と RFC3遺伝子が、AS1-AS2が関わる葉の

向背軸分化にどのように関与しているだろうか。我々の過去の研究より、扁平

で左右相称な葉の形成には、向軸側領域の確立における ETT/ARF3及び ARF4の

発現への抑制が重要とである事が示されている。icu2-1 変異体では、AS1-AS2

の標的遺伝子である ETT/ARF3の発現量が野生型のそれより上昇し、as2-1 icu2-1

二重変異体においては、さらに上昇した。このことから、ETT/ARF3が、葉の向

背軸分化が行われる際における AS1-AS2との共通の抑圧ターゲットであること

が示唆された。では、AS1-AS2 との共通の抑圧ターゲットである ETT/ARF3 の
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発現への抑制には、modifier因子としての ICU2と RFC3遺伝子がどのように関

わっているだろうか。AS1-AS2 は ETT/ARF3 遺伝子のコード領域における CpG

サイトの維持型メチル化に関わっており、ETT/ARF3に対するエピジェネティッ

クな制御による発現調節を行っていることが示唆されている。ETT/ARF3に対す

るエピジェネティックな制御による発現調節には MET1 も関わっていることが

報告されている。MET1 は哺乳類の維持型メチル化酵素（DNMT1）のホモログ

としてシロイヌナズナで同定され、DNA複製を介した CpG部位の維持メチル化

を担っている。MET1の変異体では、ETT/ARF3遺伝子のコード領域における CpG

部位のメチル化が消えていること、茎頂メリステムにおける ETT/ARF3の転写蓄

積量が上昇することも報告されている。これまでに DNA 複製に伴う CpG 部位

のメチル化パターンの維持に関する分子機構の研究が動物においてなされてき

た。DNA 維持型メチル化には、DNA 複製タンパク質 LIG1、UHRF1、DNMT1

が必須である。LIG1は複製において、ラギング鎖合成時の岡崎フラグメントの

連結を担う重要な複製関連因子であり、PCNA と複合体を形成して機能する。

LIG1が N末端側の領域にヒストン H3様の配列をもち、G9a-GLP複合体により

メチル化される。LIG1は、N末端に DNA複製に中心的な役割をもつ PCNAと

の結合ドメインをもつ。PCNA と結合することにより複製フォークに局在する

LIG1は、そのメチル化に依存してUHRF1を複製フォークへとリクルートする。

UHRF1は、その SRAドメインにより DNA複製後に生じたヘミメチル化サイト

を認識して、また、ユビキチン化リガーゼとしての活性をもつ RING fingerによ
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り近傍のヒストン H3をユビキチン化する。DNMT1はその RFTS領域によりユ

ビキチン化ヒストン H3を認識することで、ヘミメチル化サイトに集積し、新生

鎖 DNAをメチル化する。これらのことから、DNA複製と DNAの維持メチル化

が一連の分子反応として、共役する可能性が示唆されている。また、DNA複製

タンパク質である LIG1 が、この DNA 複製に伴う DNA 維持メチル化にも関与

することは興味深いのである。一方、ICU2と RFC3遺伝子は、エピジェネティ

ックな遺伝子発現制御にも携わる一側面を呈示する報告もなされている。ICU2

と、動物や酵母の HETEROCHROMATIN PROTEIN1のオーソログをコードする

TERMINAL FLOWER2、または Polycomb group (PcG)遺伝子である CURLY LEAF

との間には遺伝学的相互作用が観察された。また、FLC 領域及び PRC2 の他の

ターゲットなどにおける抑制性ヒストン修飾である H3K27me3 維持の安定化、

ヘテロクロマチン・レトロエレメントにも関わっている。ICU2のこうしたエピ

ジェネティックな機能より、icu2-1 及び as2-1 icu2-1 変異体では、ETT/ARF3 へ

の発現抑制が行われないと考えられる。しかし、ETT/ARF3のプロモータ領域や

AS1-AS2の結合サイト、或いは少なくともそのコード配列には H3K27meの濃縮

が検出されていない。一方、AS1-AS2 は ETT/ARF3 遺伝子のコード領域におけ

る CpG 部位の維持メチル化に関わっている。ICU2 も AS1-AS2 とともに

ETT/ARF3 遺伝子のコード領域における CpG 部位の維持型メチル化に関わる可

能性が考えられる。今後明らかにする必要がある。さらに、シロイヌナズナに

おける ETT/ARF3に対するエピジェネティックな制御においても、その制御は、
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DNA 複製と DNA 維持メチル化という一連の分子反応が進行している過程で確

立される可能性が考えられる。このようなエピジェネティックな制御における

AS1-AS2の分子的役割についても明らかにする事が重要であろう。 
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序論  

 

1. 葉の発生分化  

	
 高等植物の葉は、茎頂分裂組織（茎頂メリステム、 shoot apical meristem; SAM）

と呼ばれる幹細胞的性質をもつ未分化な細胞塊から葉原基として発生し、その

後、３つの軸、すなわち基部先端部軸（proximal-distal axis）、向背軸（adaxial-abaxial 

axis）、中央側方軸（medial-lateral axis）に沿った細胞分化と細胞分裂を経て成長

していく地上部の中心的な器官である。双子葉植物の葉は、多様な形をしてい

るが、その基本的な形態は、扁平で左右相称的である（Hickey 1973, 1979; Sinha 

1999）。基本的に、双子葉植物の葉は、扁平で左右相称の形質をもち、この形質

は進化の過程で保存されてきたと考えられる。この様な形態は、おそらく葉の

本来の機能を最大限に発揮するためだと考えられる。すなわち、扁平な葉は一

般的に向軸側（表側）領域と背軸側（裏側）領域の細胞からなり、それぞれ異

なる働きを持っている。向軸側の細胞は、トライコームが多く暗緑色をしてお

り、内部の細胞層は最大限に集光し、光合成ができるように多くの葉緑体が配

向している。背軸側は、気孔が多く明るい緑色をしており、内部の細胞層はガ

ス交換に適した構造が形成される。このように、向背軸のそれぞれの領域の細

胞が正常に機能するには、葉の初期の向背軸分化が規則正しく行われることが

重要である。 

 

2. 葉原基からの葉の発生分化モデル  

	
 茎頂メリステムは中心部（central zone; CZ）と周辺部（peripheral zone; PZ）か
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らなる。葉原基は分裂さかんな周辺部（PZ）の細胞から発生し、隆起した放射

対称な突起として現れる。この葉原基は、背軸側的な性質を持つと考えられて

いる。次に、葉原基のメリステムに近い側の細胞群が、向軸側の性質をもつ細

胞に分化する。そして、向軸側の性質を持った細胞群と、背軸側の性質を持っ

た細胞群の境界面において活発な細胞増殖が起こり、葉の基部から先端部軸方

向へ分裂・伸長するとともに、中央の軸から両側方へ向かって分裂・伸長し、

扁平で左右相称な葉が形成されると考えられている。（Waites and Hudson 1995; 

Waites et al. 1998; Tsukaya 2006; Iwakawa et al. 2007; Moon and Hake 2010; 

Szakonyi et al. 2010） 

 

3. 葉の発生分化に関わる遺伝子群  

	
 葉原基形成の初期段階では、茎頂メリステムの中心部とその周辺部で発現す

る class 1 KNOTTED-like homeobox（KNOX）遺伝子である BREVIPEDICELLUS（BP）

/ KNAT1、KNAT2、KNAT6及び SHOOT-MERISTEMLESS（STM）の発現を負に

制御することで、茎頂メリステムの幹細胞的性質を抑制し、分化に向かわせる

調節機能をもつと考えられている。（Lincoln et al. 1994; Long et al. 1996; Byrne et 

al. 2000; Ori et al. 2000; Semiarti et al. 2001; Hake et al. 2004; Iwakawa et al. 2007; 

Gou et al. 2008; Ikezaki et al. 2010; Ishibashi et al. 2011; Kojima et al. 2011）。 

	
 葉原基における向背軸の決定に関わる遺伝子は数多く報告されている。Class 

III homeodomain leucine zipper（HD-ZIP III）ファミリーの３つの遺伝子、

PHABULOSA（PHB）、PHAVOLUTA（PHV）、及び REVOLUTA（REV）はいずれ

も葉の向軸側領域で発現し、向軸側化を正に制御する遺伝子であると考えられ
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ている（McConnel and Barton, 1998; McConnel et al. 2001; Emery et al. 2003）。これ

らの遺伝子は、低分子 RNAである microRNA165（miR165）及び miR166による

転写後制御（post-transcriptional gene silencing: PTGS）を受けて、その転写産物が

分解されることで、発現領域が葉の向軸側だけに特定されていると考えられて

いる（Bao et al. 2004; Mallory et al. 2004）。PHB、PHV及び REV遺伝子の機能獲

得変異体では、向軸側化した棒状やラッパ状の葉を形成する（McConnel et al. 

2001; Emery et al. 2003; Mallory et al. 2004; Zhong and Ye. 2004）。 

	
 一方、YABBYファミリーに属する FILAMENTOUS FLOWER（FIL）、YABBY3、

及び YABBY5 遺伝子、KANADI ファミリーに属する KAN1、KAN2、KAN3 及び

KAN4 遺伝子は背軸側の細胞運命の決定に関与すると考えられている（Bowman 

and Smyth 1999; Sawa et al. 1999; Siegfried et al. 1999; Eshed et al. 2001; Kerstetter et 

al. 2001; Kumaran et al. 2002; Eshed et al. 2008; Sarojam et al. 2010）。これらに加え

て、互いに冗長的に機能するとされる ETTIN (ETT)/AUXIN RESPONSE FACTOR3

（ARF3）、ARF4が葉の背軸側化の因子として機能している（Pekker et al.2005）。

ETT/ARF3とARF4は、tasiR-ARFと呼ばれる低分子RNAである trans-acting siRNA

（ta-siRNA）による PTGSを受けて、発現領域が背軸側だけに限定されていると

考えられている（Montgomery et al. 2008; Chitwood et al. 2009; Schwab et al. 2009）。 

 

4. AS1, AS2に制御される葉の分化に関わる遺伝子群  

	
 これまでの研究より、AS1 と AS2 は葉の初期分化過程において、複数の遺伝

子を転写制御することにより葉の分化を制御することが分かった。葉原基形成

の初期段階では、茎頂メリステムの中心部とその周辺部で発現する class 1 
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KNOTTED-like homeobox（KNOX）遺伝子である BREVIPEDICELLUS（BP）/ KNAT1、

KNAT2、KNAT6及び SHOOT-MERISTEMLESS（STM）の発現を負に制御するこ

とで、茎頂メリステムの幹細胞的性質を抑制し、分化に向かわせる調節機能を

もつと考えられている。（Lincoln et al. 1994; Long et al. 1996; Byrne et al. 2000; Ori 

et al. 2000; Semiarti et al. 2001; Hake et al. 2004; Iwakawa et al. 2007; Gou et al. 2008; 

Ikezaki et al. 2010; Ishibashi et al. 2011; Kojima et al. 2011）。このうち、BP、KNAT2

及び KNAT6 遺伝子の転写は、AS1、AS2 により制御されることが示されている

（Byrne et al. 2000; Ori et al. 2000; Semiarti et al. 2001）。BP、KNAT2遺伝子は、複

合体を形成した AS1と AS2タンパク質によって直接的に制御される（Gou et al. 

2008）。また AS1、AS2による BP、KNAT2及び KNAT6遺伝子の転写抑制制御が、

as1、as2 変異体で見られた多面的な表現型に関わることが明らかとなっている

（Ikezaki et al. 2010）。特に、基部先端部軸の伸長に関わる事が明らかになってい

る（Ikezaki et al. 2010）。また、葉の向背軸分化において、AS1、AS2は葉原基形

成過程で、ETT/ARF3、ARF4、KAN2 及び YAB5 遺伝子の転写抑制において直接

的または間接的に関わることが示されている（Iwakawa et al. 2007; Iwasaki et al. 

2013）。このうち、AS1、AS2が ETT/ARF3と ARF4の発現を負に制御することが

特に重要であることが明らかになった（Iwasaki et al. 2013）。 

 

5. 葉の向背軸形成における AS1、 AS2 遺伝子による

ETT/ARF3 と ARF4 の発現抑制  

	
 上述したように、背軸側的な性質を持った葉原基が、向軸側的な性質を持つ

細胞に分化する際、AS1、AS2 が ETT/ARF3 と ARF4 の発現を負に制御すること
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が特に重要であることが明らかになった（Iwasaki et al. 2013）。AS1と AS2は複

合体を形成し、ETT のプロモーター領域に結合することにより、ETT の発現を

直接的に抑制する（Iwasaki et al. 2013）。また、AS1、AS2は micro RNA 390を介

して、tasiR-ARF による ETT 及び ARF4 メッセンジャーRNA の分解を制御する

ことで、ETT と ARF4 の発現を転写後に間接的に抑制する（Allen et al. 2005; 

William et al. 2005; Fahlgren et al. 2006; Hunter et al. 2006; Nogueira et al. 2006; 

Nogueira et al. 2007; Schwab et al. 2009; Chitwood et al. 2009）。さらに、AS1、AS2

は ETT遺伝子の gene bodyの DNAメチル化にも関わっており、ETTのエピジェ

ネティックな制御にも関わることが示唆された（Iwasaki et al. 2013）。しかし、

AS1、AS2が関わる ETTと ARF4の抑制がいつ、どこで、確立されるのか、また

確立後の抑制機構がどのように維持されるの等についてはまだ明らかになって

いない。 

 

6. 葉の向背軸分化において AS1、AS2 と協調的に働く modifier

因子  

	
 葉の向軸側分化には、AS1、AS2遺伝子だけでなく、これらと協調的に働く複

数の遺伝子群が関わることが明らかになりつつある。as1または as2変異体背景

で as1、as2 変異体の葉の向背軸極性の異常を亢進する変異体として多数同定さ

れている（Ori et al. 2000; Xu et al. 2003; Li et al.2005; Phelps-Durr et al. 2005; Garcia 

et al. 2006; Huang et al. 2006; Xu et al. 2006; Yang et al. 2006; Ueno et al. 2007; Pinon 

et al. 2008; Yao et al. 2008; Horiguchi et al. 2011; Ishibashi et al. 2012; kijoma et al. 

2011; Szakony and Byrne 2011; Xu et al. 2012; Machida et al., 2015; Matsumura et al., 
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2016）。我々の過去の研究より BOB/EAL、ELO3、FAS2が同定された（Kojima et 

al. 2011; Ishibashi et al. 2012； Ishibashi et al. 2013）。as1または as2変異体にこれ

らの遺伝子の変異を導入すると、それぞれの単独変異体では見られない背軸側

的な性質を持つ棒状やラッパ状の葉が形成されるとともに、ETTと ARF4の発現

上昇も認められた。さらに、その後の遺伝学的解析から、棒状葉やラッパ状葉

の表現型が ETT，及び ARF4 の変異の導入により、抑圧されることも分かった 

(Iwasaki et al. 2013; Takahashi et al. 2013; Matsumura et al. 2016)。これらの結果より、

BOB/EAL、ELO3、FAS2は、AS1、AS2と協調的に ETTの発現を抑制することで、

葉の向軸側分化に関わると考えられる。このような遺伝子は、AS1-AS2 と共に

機能し、葉の向軸側分化に関わる modifier 因子と呼ばれている。上述した

BOB/EAL、ELO3、FAS2以外にも、様々な modifier遺伝子の存在が報告された。

Small RNA の生合成経路に関わる因子、リボソームの機能に関わる因子、細胞

増殖に関わる因子などがそれである。さらには、DNA複製の一環としてのクロ

マチン再編、クロマチン構造の修飾、DNAの修復などに関わる因子も、modifier

因子として同定された。しかし、これらの modifier因子は、DNA複製が行われ

る過程において働くものではあるが、デオキシリボヌクレオチド三リン酸

( dATP, dGTP, dCTP, dTTP)の生成に基づく娘鎖の合成には関わっていないため、

DNA複製における合成反応そのものに関わる因子ではない。 

	
 本研究は、DNA 複製反応そのものに関わる複数の遺伝子の中から、AS1-AS2

が関わる葉の向背軸分化において modifier 因子として働く遺伝子を同定するこ

とを研究目的とする。 
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第 1章	
  

hydroxyurea処理によるシロイヌナズナの葉の表現型解析  

  

	
 DNA 複製反応が AS1、AS2 が関わる葉の向軸側分化に関与するかどうかを調

べるために、まず、DNA 複製の阻害剤として知られる hydroxyurea を含んだ培

地で育てたシロイヌナズナの野生型、as1-1 変異体、as2-1 変異体の葉の表現型

解析を行った。 

 

1．Hydroxyureaを処理したシロイヌナズナの生育について  

	
 hyroxyureaを含んだ培地で育てた植物は、野生型、as1-1変異体、as2-1変異体

のいずれにおいても、濃度依存的に生育阻害が起こり、高濃度の hydroxyureaを

含む培地で生育すると、個体の大きさや葉の大きさが小さくなる等厳しい生育

阻害を受けた表現型を示した（図１A）。hydroxyureaによるこのような生育阻害

は、berberineを含んだ培地で育てた時に見られたのに類似している（Nakagawa et 

al. 2012）。 

	
 では、hydroxyurea による生育阻害は、野生型と as1 または as2 との間に顕著

な差が出るだろうか。これを調べるために、野生型と as1-1、as2-1各植物を 1 ~ 

10 mMの hydroxyureaを含んだ培地に播種し、22℃の人工気象器で生育させ、１

４日目の植物体の本葉形成について定量化をした。 

	
 Hydroxyureaの濃度が 1 ~ 4 mMまでは、野生型と as1-1、as2-1の植物はいず

れも 90％以上の割合で本葉が形成された。5 mMでは、野生型は 90％以上の割

合を維持したが、as1-1、as2-1 変異体はそれぞれ 60％、70％ぐらいまで激減し
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た（図１B）。 

	
 また、hydroxyureaの濃度が 6 mMになると、本葉が形成された植物体は、野

生型でも 70%ぐらいまで減った。一方、as1-1、 as2-1 変異体では本葉が形成さ

れた植物体がほとんど観察されなくなった（図１B）。 

	
 8 mMでは野生型、as1-1、as2-1変異体をとわず、ほとんどの植物体において

本葉が形成されなかった（図１B）。 

	
 このように、本葉が形成された植物体の減少を hydroxyureaによる生育阻害の

指標として用いたこの実験の結果によれば、その阻害効果は hydroxyureaの濃度

が 5 mMから初めて観察された。また、この濃度から、野生型と as1-1、または

as2-1 変異体との間で、その阻害効果について有意の差が認められたが、6 mM

で顕著な差が観察された。この結果から、AS1、AS2 のなんらかの機能が、

Hydroxyureaによる生育阻害を軽減するのに必要であると考えられた。 

 

2．Hydroxyureaを処理したシロイヌナズナの葉の形態の解析  

	
 Hydroxyureaを含んだ培地で育てた植物のもう一つの表現型として、一定の濃

度範囲では、棒状葉が形成された個体が観察された。この表現型について定量

化をしたところ、hydroxyureaを含んだ培地で育てた 21日目の植物は、野生型の

場合には、その濃度が 1 ~ 3 mMまでは、棒状葉が形成された個体は観察されな

かった。しかし hydroxyureaの濃度が 4 mM、5 mM、6 mMの時、棒状葉が形成

された個体がそれぞれ 1％、9％、25％の頻度で観察された（図１C）。この結果

から、野生型の植物においても hydroxyureaの濃度が高くなると、棒状葉が形成

される個体が生じことが示された。 
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 一方、as1-1、as2-1 変異体では、hydroxyurea 濃度が 3 mM という、野生型の

それより低い濃度でも、それぞれ 8％、19％の頻度で棒状葉をもつ個体が観察さ

れた。また、4 mMと 5 mMにおいて、as1-1はそれぞれ 26％と 34％、as2-1は

それぞれ 38％と 46％という、野生型より高い頻度で棒状葉が形成された個体が

観察された。6 mMの hydroxyureaを含んだ培地で育てた as1-1、as2-1変異体は

ほとんどの植物体において本葉形成が観察されなかったことから、棒状葉が形

成された個体の定量化は不可能であった（図１C）。 

	
 以上のように、本葉不形成及び棒状葉形成の定量結果から、as1または as2変

異体における hydroxyureaに対する感受性が野生型のそれより高いことが示され

た。 

 

3．FILp:GFPを用いた、hydroxyureaの存在下におけるシロイヌ

ナズナの棒状葉の性質の解析  

	
 さらに、as1-1、as2-1変異体で観察された棒状の葉は、背軸側的な性質を持っ

ているかどうかを調べるために、背軸側領域に特異的に発現する FIL プロモー

ターを GFP遺伝子に融合した FILp:GFPが導入された形質転換の as1、as2植物

から形成された棒状の断面切片を作製し、共焦点レーザースキャン顕微鏡を用

いて、FILp:GFP の発現領域を調べた。野生型の葉原基は、扁平な形をして、

FILp:GFPはその背軸側の領域でしか発現しない（Watanabe and Okada. 2003）。

しかし、hydroxyurea を含んだ培地で育てた as1-1、as2-1 変異体から形成された

棒状葉は、GFP のシグナルが外側の一層を形成する表皮細胞の領域に検出され

た（図１D）。すでに報告された as2-1 fas2-1、as2-1 rh10-1等のような、as1また
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は as2と modifier因子との二重変異体においても、同様の GFPシグナルが検出

されたため、その棒状葉は、背軸側的な性質を持っていることが認められてい

る。したがって、hydroxyureaを含んだ培地で育てた as1、as2変異体から形成さ

れた棒状葉は、背軸側的な性質を持っていると考えられた。 

 

4. まとめ  

	
 以上のように、hydroxyurea を含んだ培地で育てた植物は、一定の濃度範囲に

おいて、本葉が形成されなくなり、形成された葉の一部は、棒状化した形態を

示すなど、通常では見られない異常な表現型を示した。Hydroxyurea が、DNA

複製を阻害する低分子化合物であるため、これらの異常な表現型は hydroxyurea

処理によってもたらされた DNA複製の異常による可能性がと考えられた。また、

これらの異常な表現型をもつ個体の出現頻度は、野生型と as1-1または as2-1と

の間で有意な差が認められた（図１B, １C）。このことから、DNA 複製に異常

が生じた際、もし AS1または AS2の機能が欠損すると、葉の異常な表現型が AS1

または AS2 の機能が正常である時と比べて、より生じやすいということが示唆

された。さらには、hydroxyureaを含んだ培地で育った as1-1または as2-1変異体

から形成された棒状葉は背軸側的な性質を持っていることから、as1 または as2

変異体で生じた DNA複製の何らかの異常が、葉の向背軸分化に異常をきたす可

能性があることが示唆された。換言すれば、葉の向背軸分化が行われる際には、

DNA複製過程と、AS1、AS2が関わる葉の向背軸分化の間には、強い関連性があ

ると考えられる。なお、hydroxyurea の処理によって生じた DNA 複製の異常に

よる棒状葉の形成は、as1または as2の変異体においても、3 mM以上という濃
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度が高い条件のもとで生じたため、葉の向背軸分化の異常による棒状葉の形成

は容易に起こることはないことが示唆された。すなわち、as1または as2の変異

体においても、DNA複製の異常が多少生じても、棒状葉が簡単に形成されない

ように、葉の向背軸分化が正常に行われることが高度に保障されているように

見える。 

 

  



20 
 

第 2章	
  

AS1、AS2遺伝子が関わる葉の向軸側分化における INCURVATA2

の役割の解析  

（as1-1 icu2-1及び as2-1 icu2-1二重変異体について）  

 

	
 DNA 複製を阻害する低分子化合物である hydroxyurea 処理によるシロイヌナ

ズナの葉の表現型解析より、AS1、AS2 遺伝子が DNA 複製が行われる過程にお

いて何らかの役割を果たして、葉の向軸側分化に関与する可能性が示された。

この可能性を遺伝学的に検証するためには、DNA複製に関わる因子の変異体と、

as1または as2との二重変異体を作製し、その二重変異体における葉の向軸側分

化の異常に関する解析を行う必要がある。DNA 複製機構で働く DNA 複製因子

は数多く同定されている。しかし、hydroxyurea は、リボヌクレオチドレダクタ

ーゼの阻害剤であり、細胞内 dNTP含量、特にプリン体（dATP、dGTP）含量を

急激に低下させ、デオキシリボヌクレオチド三リン酸の生成に基づく DNA合成

を阻害する低分子化合物であることが知られている。一方、DNAの複製は、複

製開始、複製伸張反応、複製後の DNAメチル化の維持、ヒストンの修飾状態の

維持等の一連の反応が行われている。そこで、さらに、DNA複製過程で起こる

一連の事象の中のどれが、AS1、AS2遺伝子が関わる葉の向背軸分化と関係があ

るのかを明らかにするために、まず DNA 複製に関わる因子群から、AS1、AS2

による葉の向軸側分化と関係がある因子を同定し、次に葉の向背軸分化におけ

るこれらの因子の役割や AS1、AS2との関わり等を解析する必要があると考えた。 
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1．as1-1 icu2-1二重変異体、as2-1 icu2-1二重変異体の表現型解析  

	
 本研究は、まず DNA複製機構で働く DNAポリメラーゼの中で、プライマー

ゼと複合体を形成し、新生 DNA鎖の合成開始を司ることができる唯一の酵素で

ある DNA ポリメラーゼαに着目し、DNA ポリメラーゼαをコードする遺伝子

が AS1、AS2遺伝子が関わる葉の向軸側分化に関与するかどうかについて調べた。 

 INCURVATA2（ICU2）は、Arabidopsis thalianaの DNA polymerase αの触媒サ

ブユニットをコードする遺伝子である。本研究では、icu2-1変異体を用いて、as1-1

または as2-1 との二重変異体の解析を行った。icu2-1 変異体は、第 24 番エキソ

ン内のシトシンがチミンに一塩基置換しており、1273 番のアルギニンがシステ

インに置換しているミスセンス変異体である。icu2-1変異体は以下のような多面

的な表現型を示すことが報告されている（Barreno et al. 2007）。ロゼット葉は、

野生型に比べてやや小さく、左右非対称となり、扁平さが失われてカールする。

また側枝の数が増え、花では一部のがく片が心皮に、花弁が雄蕊に変わる表現

型が見られる。さらに野生型の Enkheim-2（En-2）エコタイプに比べ、開花と抽

だいが早くなり、ロゼット葉の枚数が減少する（Barreno et al. 2007）。この他に

葉身の幅が細くなり、葉の上向きカールも観察される。as1-1 icu2-1または as2-1 

icu2-1二重変異体では、植物体が矮小化し、葉柄の長さが短くなる傾向を示した

（舟橋、未発表データ）。またこれらの二重変異体では、初期の葉において頻度

は低いものの、ラッパ状と棒状といった異常な表現型を示す葉が観察された（図

２）。各二重変異体におけるこれらの異常な表現型の葉が形成される個体の出現

頻度は表１をまとめた（表１）。ラッパ状と棒状の葉は、野生型と、as1-1、as2-1

及び icu2-1単独変異体では観察されなかったことから、as1-1 icu2-1二重変異体、
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as2-1 icu2-1二重変異体では、これら単独変異体の表現型異常が亢進されたこと

が示唆された。 

 

2．as2-1 icu2-1二重変異体における葉の形成に関わる遺伝子の発

現解析  

	
 また、播種後 15日目の幼植物体の茎頂部から total RNAを精製し、これを鋳

型として合成した cDNAを用いて、class 1 KNOX遺伝子群と向背軸遺伝子群の

転写産物の蓄積を定量的リアルタイム RT-PCR法により調べた。Class 1 KNOX

遺伝子の BP/KNAT1、KNAT2 は基部先端部軸方向の成長に関わり、STM は、茎

頂メリステムの未分化状態の維持に関わるホメオボックス遺伝子であり、野生

型植物の茎頂メリステムとその周辺部で発現する。HD-ZIP IIIファミリーの遺伝

子である PHBは葉の向軸側の細胞運命決定に関わる遺伝子である。これに対し

て、ETT/ARF3、ARF4、KAN2、FIL、YAB5 は背軸側の細胞運命決定に関わる遺

伝子であることが既に明らかになっている。これらの遺伝子のうち、特に

ETT/ARF3、ARF4 は葉の向軸側分化と直接に関係しており、その発現レベルの

上昇がラッパ状葉と棒状葉の形成につながること、またラッパ状葉と棒状葉の

形成が ett、arf4 の変異の導入により抑圧されることが、我々の過去の研究によ

り明らかになっている（Iwasaki et al., 2013; Takahashi et al., 2013;Matsumura et al., 

2016）。 

	
 as2-1 icu2-1二重変異体では、向軸側化遺伝子である PHBの転写産物の蓄積は

野生型と比べて減少した。一方、背軸側化因子の ETT/ARF3は野生型の３倍以上

に上昇した。また、icu2-1 単独変異体における ETT/ARF3 の発現レベルが as2-1
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単独変異体のそれより高かった。class 1 KNOX遺伝子である BP、KNAT2、STM

及び背軸側化遺伝子 ARF4、YAB5 の転写産物蓄積も野生型より上昇したが、

ETT/ARF3ほど顕著ではなかった。一方、背軸側因子の KAN2, FILは野生型と比

べて変化がなかった（図３）。この解析結果から、as2-1 icu2-1二重変異体では、

class 1 KNOX遺伝子群の転写産物が著しく蓄積したことから、野生型の葉の細胞

に比べて、より未分化な状態にあることが示唆された。また、as2-1 icu2-1二重

変異体におけるラッパ状と棒状の葉の形成には ETT の過剰発現が関係している

可能性が考えられた。この解析結果は、as2-1 elo3-1, as1-1 elo3-1及び as2-1 eal-1, 

as1-1 eal-1及び as2-1 fas2-2で得られた解析結果と類似している（Kojima et al. 

2011; Ishibashi et al. 2013）。 

 

3．まとめ  

	
 以上の結果から、シロイヌナズナの ICURVATA2 遺伝子 ICU2 は、AS2、AS1

と独立した経路で、class 1 KNOX 遺伝子群と葉の背軸側化遺伝子である

ETT/ARF3の発現抑制に関わり、また葉原基の幹細胞的性質と予備向軸側領域に

おける ETT/ARF3の抑制を通して葉の向軸側分化に関わる可能性が示唆された。 
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第 3章	
  

AS2、AS1遺伝子が関わる葉の向軸側分化における RFC3の役割

の解析  

（as2-1 rfc3-1及び as1-1 rfc3-1二重変異体の表現型解析）  

 

	
 as2-1 icu2-1変異体の表現型解析及び定量的リアルタイムRT-PCR解析より、

新生 DNA鎖の合成開始を司る DNAポリメラーゼαが、AS1-AS2が関わる葉の

向背軸分化に関与していることが示唆された。しかし、DNA複製機構で働く他

の DNA 複製関連因子も AS1-AS2 が関わる葉の向背軸分化に関与しているだろ

うか。このことを調べるために、rfc3-1変異体を用いた解析を行なった。 

	
 rfc3-1 は atRFC3 の対立遺伝子の一つであり、シロイヌナズナの Replication 

Factor C subunit 3のホモログをコードする遺伝子である（Xia et al, 2009; 2010）。

rfc3-1 変異体は、２番エキソン内のグアニンがアデニンに一塩基置換しており、

無極性の脂肪族である Gly-84が負電荷をもつアスパラギンに置換しているミス

センス変異体である（Xia et al, 2009）。RFC3 は、RFC1、RFC2、RFC4、RFC5

とともに RFC複合体を形成し、PCNA（proliferating cell nuclear antigenの略）に

結合し、PCNAの環状構造を歪めることで PCNAの開環に関わっている。 

	
 rfc3-1単独変異体は、野生型よりも植物体が小さい（Xia et al, 2009）。また、

葉は細くて、先端が尖り、下向きカールしている（図４）。これらは、as1 また

は as2の表現型異常を亢進する modifier因子が持つ特徴でもある。 

	
 as2-1 rfc3-1、as1-1 rfc3-1二重変異体では、いずれも葉の下向きカールが強く

なる傾向を示した。また、葉の向背軸分化の異常が生じた表現型である、ラッ
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パ状と棒状の葉が観察された。このような葉の異常の表現型は、野生型と単独

変異体では観察されなかった（図４）。as2-1 rfc3-1、as1-1 rfc3-1二重変異体にお

けるラッパ状と棒状葉が生じた個体の出現頻度は表２に示したとおりである。 

	
 この観察結果より、rfc3-1変異により as1または as2変異体の遺伝的背景にお

ける葉の向背軸分化の異常が亢進されたと考えられた。 

  



26 
 

考察  

 

	
 DNA の娘鎖の合成に必要な遺伝子である ICU2 及び RFC3 の変異と as1 また

は as2との二重変異体を用いた遺伝学的解析より、ICU2及び RFC3の変異が、

as1または as2の遺伝背景を持つ植物体における葉の向背軸分化の異常を亢進す

ることが示唆された。したがって、ICU2及び RFC3が正常に働くことが、葉の

向背軸分化にとって重要であると考えられる。DNAの娘鎖の合成に関わる他の

遺伝子についても、AS1-AS2 が関わる葉の向背軸分化に関与するかどうか、今

後、調べる必要がある。 

	
 では、ICU2と RFC3遺伝子が、AS1-AS2が関わる葉の向背軸分化にどのよう

に関与しているだろうか。我々の過去の研究より、扁平で左右相称な葉の形成

には、向軸側領域の確立における ETT/ARF3及び ARF4の発現への抑制が重要と

である事が示されている。icu2-1 変異体では、AS1-AS2 の標的遺伝子である

ETT/ARF3の発現量が野生型のそれより上昇し、as2-1 icu2-1二重変異体において

は、さらに上昇した。このことから、ETT/ARF3が、葉の向背軸分化が行われる

際における AS1-AS2との共通の抑圧ターゲットであることが示唆された（図５）。 

	
 では、AS1-AS2 との共通の抑圧ターゲットである ETT/ARF3 の発現への抑制

には、modifier因子としての ICU2と RFC3遺伝子がどのように関わっているだ

ろうか。AS1-AS2は ETT/ARF3遺伝子のコード領域における CpG部位の維持型

メチル化に関わっており、ETT/ARF3に対するエピジェネティックな制御による

発現調節を行っていることが示唆されている（Iwasaki et al. 2013）。ETT/ARF3

に対するエピジェネティックな制御による発現調節には MET1 も関わっている
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ことが報告されている。MET1 は哺乳類の維持型メチル化酵素（DNMT1）のホ

モログとしてシロイヌナズナで同定され、DNA複製を介した CpG部位の維持メ

チル化を担っている（Long et al. 2013）。MET1の変異体では、ETT/ARF3遺伝子

のコード領域における CpG部位のメチル化が認められないこと、茎頂メリステ

ムにおける ETT/ARF3の転写蓄積量が上昇することも報告されている（Iwasaki et 

al. 2013）。 

	
 これまでに DNA 複製に伴う CpG 部位のメチル化パターンの維持に関する分

子機構の研究が動物においてなされてきた。DNA維持型メチル化には、DNA複

製タンパク質 LIG1、UHRF1、DNMT1が必須である。LIG1は複製において、ラ

ギング鎖合成時の岡崎フラグメントの連結を担う重要な複製関連因子であり、

PCNAと複合体を形成して機能する。LIG1が N末端側の領域にヒストン H3様

の配列をもち、G9a-GLP複合体にリジンがメチル化される。LIG1は、N末端に

DNA複製に中心的な役割をもつ PCNAとの結合ドメインをもつ。PCNAと結合

することにより複製フォークに局在する LIG1 は、そのメチル化に依存して

UHRF1を複製フォークへとリクルートする（Ferry et al. 2017）。UHRF1は、そ

の SRA ドメインにより DNA 複製後に生じたヘミメチル化サイトを認識して、

また、ユビキチン化リガーゼとしての活性をもつ RING fingerにより近傍のヒス

トン H3をユビキチン化する（Nishiyama et al. 2013）。DNMT1は、ユビキチン

化ヒストン H3 を認識することで、ヘミメチル化サイトに集積し、新生鎖 DNA

をメチル化する。これらのことから、DNA 複製と DNA の維持メチル化が一連

の分子反応として、共役する可能性が示唆されている。また、DNA複製タンパ

ク質である LIG1 が、この DNA 複製に伴う DNA 維持メチル化にも関与するこ
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とは興味深い。 

	
 一方、ICU2と RFC3遺伝子は、エピジェネティックな遺伝子発現制御にも携

わる一側面を呈示する報告もなされている。 ICU2 と動物や酵母の

HETEROCHROMATIN PROTEIN1 のオーソログをコードする TERMINAL 

FLOWER2、または Polycomb group (PcG)遺伝子である CURLY LEAFとの間には

遺伝学的相互作用が観察された（Barrero et al. 2007）。また、FLC領域及び PRC2

の他のターゲットなどにおける抑制性ヒストン修飾である H3K27me3 維持の安

定化、ヘテロクロマチン・レトロエレメントにも関わっている（Huyn et al. 2013）。

icu2-1 変異体における ICU2 のこのようなエピジェネティックな機能の低下は、

icu2-1 及び as2-1 icu2-1 変異体において、ETT/ARF3 への発現抑制が不十分にな

る事と関わりがあるかもしれない。しかし、ETT/ARF3 のプロモータ領域や

AS1-AS2の結合サイト、或いは少なくともそのコード配列には H3K27meの濃縮

が検出されていない（Husbands et al. 2015; Iwasaki et al. 2013; Roudier et al. 2011; 

Zhang et al. 2007）。一方、AS1-AS2は ETT/ARF3遺伝子のコード領域における

CpG部位の維持メチル化に関わっている。ICU2も AS1-AS2とともに、ETT/ARF3

遺伝子のコード領域における CpG部位の維持型メチル化に関わる可能性が考え

られる。今後明らかにする必要がある。さらに、シロイヌナズナにおける

ETT/ARF3 に対するエピジェネティックな制御においても、その制御は DNA 複

製と DNA 維持メチル化という一連の分子反応が進行している過程で確立され

る可能性が考えられる。このようなエピジェネティックな制御における

AS1-AS2の分子的役割についても明らかにする事が重要であろう。 
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表１ .	
 as1-1 icu2-1及び as2-1 icu2-1二重変異体の表現型解析におけるラッパ状葉と

棒状葉が形成された植物体の出現頻度  

Genotype 実験回数 全観察数 ラッパ状葉が形成さ

れた植物体の数 

（％） 

棒状葉の葉が形

成された植物体

の数（％） 

 1 180 0 (0) 0 (0) 

Col-0 2 165 0 (0) 0 (0) 

 3 173 0 (0) 0 (0) 

 1 113 0 (0) 0 (0) 

as1-1 2 104 0 (0) 0 (0) 

 3 97 0 (0) 0 (0) 

 1 273 0 (0) 0 (0) 

as2-1 2 193 0 (0) 0 (0) 

 3 209 0 (0) 0 (0) 

 1 251 0 (0) 0 (0) 

icu2-1 2 186 0 (0) 0 (0) 

 3 215 0 (0) 0 (0) 

 1 120 23 (19.2) 21 (17.5) 

as1-1 icu2-1 2 138 36 (26.1) 30 (21.7) 

 3 116 19 (16.4) 21 (18.1) 

as2-1 icu2-1 

(C2) 

1 255 11 (4.3)     19 (7.5) 

2 231  7 (3.0) 27 (11.7) 

3 241 10 (4.1)  24 (10.0) 

as2-1 icu2-1 1 227  8 (3.5)  18 (7.9) 

(E7) 2 238 13 (5.5)  11 (4.6) 

 

（）内の数字は、割合を表す。C2及び E7とは、as2-1と icu2-1を交配させてで

きた子孫世代の異なるラインを示す。植物は 22℃で栽培した播種後 21 ~ 23日目

のものである。 
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表２．as1-1 rfc3-1及び as2-1 rfc3-1二重変異体の表現型解析におけるラッパ状葉と棒

状葉が形成された植物体の出現頻度  

Genotype 	
 実験回数 観察数 ラッパ状葉が形成さ

れた植物体の数 

（％） 

棒状葉の葉が形

成された植物体

の数（％） 

 1 90 0 (0) 0 (0) 

Col-0 2 78 0 (0) 0 (0) 

 3 85 0 (0) 0 (0) 

 1 93 0 (0) 0 (0) 

as1-1 2 90 0 (0) 0 (0) 

 3 71 0 (0) 0 (0) 

 1 68 0 (0) 0 (0) 

as2-1 2 76 0 (0) 0 (0) 

 3 81 0 (0) 0 (0) 

 1 86 0 (0) 0 (0) 

rfc3-1 2 85 0 (0) 0 (0) 

 3 80 0 (0) 0 (0) 

 1 102 7 (6.9) 8 (7.8) 

as1-1 rfc3-1 2 85 5 (5.9) 4 (4.7) 

 3 85 7 (8.2) 6 (7.1) 

 1 63 0 (0) 8 (12.7) 

as2-1 rfc3-1 2 76 2 (2.6) 11 (14.5) 

 3 81 1 (1.2) 9 (11.1) 

 

（）内の数字は、割合を表す。植物は 22℃で栽培した播種後 21 ~ 23日目のもの

である。 

  



31 
 

 
 

図１．Hydroxyurea 処理による Col-0（WT）、as1-1、as2-1 植物体の表現型

解析  

 

A  0 mM、4 mM、6 mMの hydroxyureaを含んだMS培地で生育させた播種後

21日目の Col-0（WT）、as1-1、as2-1植物体の表現型。赤色の矢じりは、拡大し

た棒状葉を示す。スケールバー = 2 mm。 
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図１．Hydroxyurea 処理による Col-0（WT）、as1-1、as2-1 植物体の表現型

解析  

 

B  hydroxyurea を含まない MS 培地で生育させた場合と hydroxyurea を含んだ

MS培地で生育させた場合における本葉が形成された植物の割合。観察数（n）= 

30。植物は 22℃で栽培した。表現型観察は、播種後 21日目に行った。エラーバ

ーは、標準誤差を示す。野生型との有意差検定は、Student’s t-testを用いて行い、

その結果は*で示した（** p<0.01）。 

 

C  hydroxyurea を含まない MS 培地で生育させた場合と hydroxyurea を含んだ

MS培地で生育させた場合における棒状葉が形成された植物の割合。全観察数（n）

= 30。植物は 22℃で栽培した。表現型観察は、播種後 21日目に行った。エラー

バーは、標準誤差を示す。野生型との有意差検定は、Student’s t-testを用いて行

い、その結果は*で示した（** p<0.01）。 
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図１．Hydroxyurea処理による Col-0、as1-1、as2-1植物体の表現型解析  

 

D  葉切片における FILp:GFPの発現パータン。緑色のシグナルは GFP、赤色は

自己蛍光によるもの。葉切片の作成に用いた as1-1/FILp:GFP 及び

as2-1/FILp:GFP植物は 4 mMの hydroxyureaを含んだMS培地で生育させ、播種

後 21日目のものである。 
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図２．播種後 21日目の as1-1 icu2-1及び as2-1 icu2-1二重変異体植物の表現

型  

 

写真にある植物の生育条件は、「材料と方法」に記載されたとおり。as1-1 icu2-1

及び as2-1 icu2-1二重変異体では、棒状葉が観察された。矢じりは棒状葉を示す。

スケールバー = 5 mm。 
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図３．Class 1 KNOX遺伝子及び葉の向背軸領域決定の関わる遺伝子の転写

産物の蓄積  

 

（A）class 1 KNOX遺伝子の相対的発現レベル 

 

（B）葉の背軸側領域の確立に関わる遺伝子（ETT 及び ARF4）の相対的発現レ

ベル 

 

（C）葉の背軸側領域の確立に関わる他の遺伝子（KAN2、FIL、YAB5）及び向軸

側領域の確立に関わる遺伝子（PHB）の相対的発現レベル 

 

試料は、播種後 14日目の Col-0、as2-1、icu2-1、及び as2-1 icu2-1の茎頂部から

抽出したRNAを用いた。各遺伝子の転写量は、ACTIN2遺伝子（ACT2、at3g18780）

の転写産物量で標準化し、野生型（Col-0）の値を１とした時の相対値で示す。

データは 3 反復の実験の平均値を示し、エラーバーは標準誤差を示す。野生型

との有意差検定は、Student’s t-testを用いて行い、その結果は*で示した（* p<0.05、

** p<0.01）。 
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図４．播種後 21２１日目の as1-1 rfc3-1及び as2-1 rfc3-1植物の表現型  

 

rfc3-1変異は、as1-1及び as2-1の表現型を亢進した。as1-1 rfc3-1二重変異体は、

ラッパ状葉を示している。as2-1 rfc3-1二重変異体は、棒状葉を示している。矢

じりは、拡大したラッパ状葉または棒状葉を示している。スケールバー = 5 mm。 
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図５．シロイヌナズナの葉の形成における AS1-AS2、ICU2、RFC3の役割  

 

AS1-AS2複合体は、DNA複製関連因子である ICU2または RFC3とともに、葉

の背軸側領域の確立に関わる ETT/ARF3及び ARF4への発現抑制に関わっている。

扁平で左右相称の葉の確立には、向軸側領域の確立における ARFsの発現への抑

制は重要である。 
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材料と方法  

 

植物材料  

	
 シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の野生型は Columbia-0（Col-0）及び

Enkheim-2（En-2）、変異体は as2-1、as1-1（Semiarti et al. 2001）、icu2-1（Barreno 

et al. 2007）、rfc3-1（Xia et al. 2009）を用いた。Col-0、as1-1、as2-1の種子は、

名古屋大学大学院理学研究科のEndang Semiarti博士（現・Gadjah Mada University）

及び町田泰則教授より、En-2、icu2-1 の種子は、Universidad Miguel Hernández

の José Luis Micol教授より、rfc3-1の種子は Hunan Agricultural University

の Shitou Xia 博士より、それぞれご好意により分与して頂いた。栽培は、

バーミキュライト（日東ヒル石、いなべ）とピートモス（KEKKILA、Tuusula、

Finland）を 1:1で混合したもの、または 0.8%（w/v）アガロースで固化し

たMS培地に播種した。植物は播種後 2日間暗所 4℃で低温処理を行った

後、長日条件（16時間明期、8時間暗期）または連続光条件下に移し、22℃

で栽培した。 

 

ゲノム DNA抽出と遺伝子型の確認  

 播種後 21 日目前後の植物体の若い葉の一部を切り取り、DNA 抽出溶液

（250 mM NaCl、25 mM EDTAを含む 200 mM Tris-HCl、pH7.5）を加えて

混合し、ジルコニアボール（アズワン、大阪）とともに細胞破砕機

（Tissuelyser；Qiagen、Hilden、Germany）で粉砕した。得られた抽出液を

室温で 1 分間遠心分離した後、上清にイソプロパノールを加えて撹拌し、
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室温で 15分間遠心分離した。得られた沈殿を 70%（v/v）エタノールでリ

ンスし室温で 5 分間遠心分離した。沈殿を風乾した後、TE に溶解して以

降の実験に用いた。得られたゲノム DNA溶液を鋳型として、それぞれの

遺伝子に特異的なプライマーセットを用いて PCR 法より遺伝子型を確認

した。 

 

RNAの抽出と cDNAの合成  

	
 土で栽培した播種後 14 日目のシロイヌナズナ植物体の茎頂部を採取し、

液体窒素中で直ちに凍結し、RNAの調整まで-80℃で保存した。試料を乳

鉢と乳棒で摩砕し、Rneasy Plant Mini Kit（QIAGEN、Hilden、Germany）

を用いて得られた摩砕液から全 RNAを抽出した。電気泳動確認後、DNase

処理を行い、ゲノム DNAを分解した。逆転写反応は ReverTra Ace（東洋

紡、大阪）、Oligo（dT）12-18 primer（Life technologies Corporation、Carlsbad、

USA）を用いて行った。 

 

定量的リアルタイム RT-PCR 

	
 得られた cDNAを鋳型として、Power SYBR Green PCR Master Mix（Life 

technologies Corporation、Carlsbad、USA）を用いてプロトコルに従い PCR

反応を行った。SYBR Greenの蛍光の測定、及び PCR反応は StepOnePlus 

Real-Time PCR system（Life technologies Corporation、Carlsbad、USA）を用

いた。内部標準として ACTIN2を使用し、各遺伝子の相対的転写量を算出

した。用いたプライマーの配列は表３の通りである。 
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FILp:GFPの発現解析  

 FILp:GFPが導入された Col-0の種子は、基礎生物学研究所の岡田清孝教

授より、Filp:GFPが導入された as1-1変異体及び as2-1変異体の種子は、

名古屋大学大学院理学研究科の上野宜久博士（現・農業生物資源研究所）

より、それぞれ分与して頂いた。変異体の遺伝子型は PCR 法により確認

し、FILp:GFP の導入は植物体における蛍光シグナルを蛍光顕微鏡で確認

した。FILp:GFP導入個体の葉原基または棒状の葉を含む茎頂周辺部を 7%

（w/v）アガロースに包埋し、葉原基または棒状の葉の横断面の薄層切片

を作製した。共焦点レーザースキャン顕微鏡（LSM510；Carl Zeiss Inc.、

Jena、Germany）を用いて横断面におけるGFPの蛍光シグナルを検出した。 

 

DNA複製阻害剤である hydroxyureaの処理 

 0.8%（w/v）アガロースを含むMS培地をオートクレーブし、滅菌水に溶

解した hydroxyurea（Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, USA）を終濃度が 0、

1、2、3、4、5、6、8及び 10 mMとなるようにそれぞれ加えて固化した。

作製したプレートに表面殺菌した種子を播種して 21 日間栽培し、植物体

の表現型を観察した。 
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