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要旨 

 葉は, 茎頂メリステムとよばれる地上部の幹細胞からなる細胞群から発生・分化し, 基部-先

端部軸, 向背軸, 中央-側方軸に沿った３次元的な分化と成長の結果, 扁平で左右対称的な形と

なる. 近年, シロイヌナズナを中心として, 葉の表と裏（向背軸）の確立に関与する様々な遺伝

子が単離され, それらの遺伝子機能が解明されつつある. 本稿では, 最初に, 葉の軸形成に関わ

る遺伝子について解説し, 次に, 葉の軸形成における遺伝子発現制御ネットワークの解明につ

いて, バイオインフォマティクスを用いた我々の方法を紹介する. さらに, ヒストン修飾因子や

核小体に局在する因子等の葉の軸形成における機能について, 最近の知見を紹介する.  

 

1. はじめに 

 葉や花器官は地上部の主要な器官であり, 

左右相称で扁平な形がその特徴である. すな

わち, 3つの基部から先端部に向かう成長と分

化, 向軸（表）側と背軸（裏）側の分化, 中央

から側方軸方向の成長と分化という, 3つの軸

に沿って成長した結果, 葉という器官が完成

する 1)（図 1）. 葉の原基は, ドーム状の茎頂

メリステムの側面の周辺部領域から突起状の

構造として生じる. 植物の場合の軸方向は, 

動物の背腹軸とは異なり, 葉が配置される中

心の軸（主軸）に対する方向性を示す. 主軸

に面している表側を向軸側と言い, 裏側を背

軸側と言う. 表側は光合成に, 裏側はガス交

換に適するように分化しており, それぞれ異

なる機能を持つ細胞が並んでいる. 中央には

維管束系として木部が向軸側に, 師部が背軸

側に形成される. 1995 年, Waites と Hudson は

キンギョソウの phantastica（phan）変異体に

おいて棒状の葉が観察されることを見出した. 

その表面は全て背軸側の性質を持つ細胞でお

おわれ, 中心には師部が木部を囲む形で存在

していた. Hudson は 1950〜1960 年代の実験形

態学的観察の結果と phan 変異体の解析結果

から, 向背軸（表裏）の決定は葉原基形成の

初期に起こり, 表裏が決定されることが, 扁

平な葉身を形成するために必要であるという

説を提唱した. その後の分子遺伝学的な解析

からも, Hudson の説は基本的には正しいこと

が示唆されている. すなわち, 葉の表裏が決

まらない場合には, 中央から側方軸方向の成

長ができないため棒状の葉が形成されると考

えられる.  

図１ 葉の 3 つの軸形成の模式図 

 

2. 植物の葉の３つの軸形成に関わる遺伝子群 

 

2.1 基部-先端部軸形成 



 植物のホメオボックス遺伝子の一つのグル

ープに属す class 1 KNOX 遺伝子群は, 本来, 

未分化状態にある茎頂メリステム周辺部で発

現し, 茎頂メリステムの発生と維持に関わる

ことが示唆されている. 葉が発生する時には, 

まず, class 1 KNOX 遺伝子群の発現抑制が起

こることが重要である. 最初に葉原基予定領

域で, class 1 KNOX 遺伝子群の転写物の消失

が起こることが, トウモロコシとシロイヌナ

ズナで示されているが, この消失に関わる因

子は, 未だ同定されていない. 次に, 葉原基

予定領域から, 最初は棒状の, いわゆる放射

対称の突起ができる. 双子葉のシロイヌナズ

ナやキンギョソウ, また単子葉のトウモロコ

シでは, 葉原基の形成初期に class 1 KNOX 遺

伝子の発現が完全に抑制されることが, 葉が

基部から先端部に向かって正常に分化し成長

していくために重要であることが示唆されて

いる . このような , 葉原基における class 1 

KNOX 遺伝子の抑制には , キンギョソウの

PHAN, トウモロコシの ROUGH SHEATH2

（RS2） , シロイヌナズナの ASYMMETRIC 

LEAVES1 (AS1)が中心的な機能をもつ. これ

らの遺伝子はMybドメインをもつ転写因子を

コードしており, 互いにアミノ酸配列に強い

相同性をもつ. これらの遺伝子の変異体は, 

葉で class 1 KNOX 遺伝子が異所的に発現して

おり, それぞれ, 葉の基部から先端部に向け

た分化が不十分な形の葉が形成される. シロ

イヌナズナでは, AS2遺伝子がAS1と共に機能

する. AS2 は植物固有の新規なドメイン（AS2

ドメイン）をもつタンパク質をコードする 2). 

AS1 と AS2 タンパク質は複合体を形成して機

能し, class 1 KNOX 遺伝子を直接抑制制御し

ている 3). RS2, PHAN, AS1, AS2 は class 1 KNOX

遺伝子群の発現抑制の機能を通して, 葉原基

形成開始にあたって, まず茎頂メリステムの

周辺部の葉原基予定領域の細胞を未分化状態

から分化状態にすると共に, 葉の細胞の分化

状態を保つことにより基部-先端部軸形成に

関わると考えられる.  

 

2.2. 向軸面-背軸面の形成 

 向背軸に関わる遺伝子として最初に同定さ

れたのは, 実は, 先に述べたキンギョソウの

PHAN 遺伝子である. phan 変異体は前述のよ

うに背軸化した棒状の葉を持つ（ただし , 

15 ℃で生育させた場合と言う条件付きでは

あるが）ことから, PHAN は向軸側の分化にも

関わると考えられる. シロイヌナズナの AS1

とAS2も, 同様に, 向軸側の分化に関わる. そ

の後, 向軸側・背軸側の細胞分化に関わる多

数の遺伝子群がシロイヌナズナを中心に同定

された 1, 4, 5)（図 1）. 葉原基形成初期から向軸

側では PHB, PHV, REV（HD-ZIPIII ファミリー

に属す遺伝子群）が特異的に発現する. これ

らの遺伝子はアミノ末端側にホメオドメイン

とロイシンジッパモチーフを持つ HD-ZIPIII

ドメイン, その後ろに哺乳類でステロール/脂

質結合部位にみられる配列（STARTドメイン）

を共通に持つ. これらの三重欠失変異体 rev 

phb phv では外側が背軸面的性質を持つ棒状

の子葉を１枚だけ持つ個体が観察される. 従

ってこれらの遺伝子は葉の細胞の向軸側化に

関わると考えられる. 一方, 背軸側ではジン

クフィンガーとHMGドメインをもつYABBY

ファミリーに属する FILAMENTOUS FLOWER 

(FIL), YABBY3 (YAB3), YAB5 遺伝子, さらに

GARPファミリーに分類されるKANADI1遺伝

子（KAN1, KAN2, KAN3, KAN4）が特異的に発

現しており, いずれも転写因子として機能す

ると推測されている. これらに加えて, 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.  

 



2.3. シロイヌナズナの葉の向背軸確立における

低分子 RNA の役割 

 シロイヌナズナの葉原基形成初期には, 葉

の向背軸化に関わる上記の転写因子に加えて, 

２種の低分子 RNA が鍵となる機能をもつ 6). 

すなわち, HD-ZIPIII（PHB, PHV, REV）転写物

の分解に関わる miR165/166 と, ETTIN/ARF3, 

ARF4 の転写物の分解に関わる trans-acting 

siRNA（tasiR-ARF）である（図 1）. HD-ZIPIII

遺伝子のひとつである PHB の優性変異体

phb-1d アリルをもつシロイヌナズナは, 向軸

側化した棒状の葉を形成するが, このアリル

は, miR165/166 の標的配列内に変異をもつた

めに, miR165/166 による分解をうけないと考

えられ, その結果として, 向背軸形成に異常

をきたして, 棒状の葉を形成したと推測され

る. miR165/166 は, 背軸側の細胞で HD-ZIPIII

遺伝子の転写後の制御に関わり, これらの向

軸側因子の発現領域を葉の表側だけに特定し

ているようである . 一方 , tasiR-ARF は , 

ETT/ARF3, ARF4 をターゲットとしてこれら

の転写物の分解制御に関わり, miR165/166 と

は逆に, 向軸側の細胞の確立に貢献している. 

すなわち, ETT/ARF3, ARF4 の発現領域を背軸

側だけに持続的に限定する役割をになってい

る . 実 際 , tasiR-ARF の 生 成 に 必 要 な

microRNA390 と tasiR-ARF 自身は向軸側の細

胞に検出される 7). 葉の表裏の確立には, 二重, 

三重の制御機構があるが, そのことの意味は

興味深い.  

 

2.4.中央-側方軸形成 

 双子葉植物では前述のように向背軸の分化

に異常をきたし, 葉身を欠く変異体が多く報

告されており, 向背軸面の形成と中央-側方

軸形成は密接に関連していると考えられてい

る. tasiR-ARF に分解制御を受けない変異型

ETT/ARF3 を導入すると, 特に, 中央側方軸方

向の成長にアンバランスを生じた葉を形成す

る 8). 後に述べるが, AS1 と AS2 は, ETT/ARF3

の抑制を通して側方軸方向の分化にも関わる

と考えられる.  

 

3. 知識ベース FuzzyART 法による AS1 と AS2

が制御する遺伝子ネットワーク解明 

 近年, 遺伝子の発現レベルを網羅的に解析

するツールとして, マイクロアレイが使用さ

れる. マイクロアレイは, 1991 年に公表され

た技術であるが, ガラス基板上に数千～数万

の遺伝子 DNA を高密度に配列したデバイス

であり, 遺伝子発現プロファイルや遺伝子多

型をゲノムスケールで解析することを可能に

した. マイクロアレイを用いた実験では, 一

度に数千から数万の遺伝子発現データが得ら

れるため, 従来からある統計・情報学的な解

析手法では解析が困難である. そこで, 新し

いアルゴリズムの開発が求められた. 細胞が

外部から何らかの刺激を受けた場合や, 変異

体などにおいて, マイクロアレイを用いて全

遺伝子の発現プロファイル解析を行い, デー

タの解析を適切なアルゴリズムを用いて解析

することによって, 系統的な機能解析を行う

ことができる. たとえば, がん細胞の遺伝子

発現プロファイルを正常細胞と比較すること

によって, がん化のメカニズムを明らかにし, 

ターゲット遺伝子を解明し, 抗がん剤の開発

につなげることができる.   

 植物においても, 2000 年にシロイヌナズナ

の全ゲノム配列が発表されて以来, 加速的に

発現解析データが蓄積している. 全ゲノム解

析データによると, 転写因子の候補となるタ

ンパク質をコードする遺伝子の数は, 全遺伝

子の約 6～7％となっている. 植物の発生・分

化においても, 動物と同様に, 転写因子が重

要な役割を果たしている. 現在, 発生・分化

に関わる転写因子をはじめとした多くの遺伝



子の機能が明らかになった段階で, それらの

遺伝子による発現制御機構の解明が精力的に

行われている. 一方, 発生・分化の過程では, 

遺伝子発現の時間的, 空間的制御が重要であ

ると考えられるが, 必ずしも, 実験的に, こ

れらを厳密に制御あるいは, 細胞分割するこ

とは容易ではない. ある程度の時間的, 空間

的厳密性を保ちながら, 多くの関連した遺伝

子の発現の動きを見る事により, 遺伝子発現

のネットワークを明らかすることが望まれる. 

このような実験材料を用いても, 比較的小さ

な発現レベルの差から, 遺伝子発現制御のし

かたを予測できれば, 理解が急速に進むと期

待される.  

 筆者らは, このような解析の一つの例とし

て, これまでに研究を行ってきた葉の発生と

分化に関わる AS1 と AS2 遺伝子を中心に, 

DNA マイクロアレイ解析を行った. シロイヌ

ナズナの AS1 と AS2 遺伝子は, 先に述べたよ

うに, それらの変異体が非常に多面的な表現

型を示すことから, ３つの軸形成すべてに関

わっている可能性が示唆された. class 1 KNOX 

遺伝子群の発現を抑制する機能をもつことは

2000 年に既に示されていたが, 葉の分化過程

で, class 1 KNOX 以外の遺伝子の発現制御に

も関与している可能性が考えられた. また, 

向軸側化に関わっていることが予想はされた

ものの, 明確な遺伝子発現変化は示されてい

なかった. アレイ解析をしたものの, class 1 

KNOX 遺伝子群も含めて発現レベルの変化は, 

1.5 倍から数倍程度であり, おそらく, 未知遺

伝子の発現レベルの変化があったとしても, 

小さいものであると予測された. 従って, こ

れらのデータについて新しいクラスタ解析が

求められていた.  

FuzzyART は, 小林らが提案した新しいク

ラスタリング手法で, 遺伝子発現データのよ

うにノイズの多いデータに対してロバストな

手法 9)であり, 適応共鳴理論 10)とファジィ理

論 11)に基づいている. また, この方法に対し, 

最適なクラスタ数を決定する方法が髙橋ら 12)

により報告されているため, 容易にクラスタ

数が最適化できるという特徴がある.  

 筆者らの解析においては, FuzzyART の改良

版である既知情報に基づいた知識ベース

FuzzyART（KB-FuzzyART）による解析が極め

て有効であることがわかった 13). まず, 我々

は, この既知情報として, 植物の発生分化に

深く関わると考えられる転写因子群や植物ホ

ルモン関連遺伝子, 細胞周期関連遺伝子を網

羅した遺伝子リスト（322 遺伝子）を作成し

た. 図 2 のように 4 種の株（野性型, as1 変異

体, as2 変異体, AS1promoter::AS2/as2 形質転換

体（PAS1:AS2））の茎頂部から RNA を抽出し

Affymetrix社GeneChipを用いて, 22746プロー

プの遺伝子発現解析を行った. PAS1:AS2 形質

転換体は AS2 の弱い過剰発現体と考えていた

だきたい. KB-FuzzyART 法によるクラスタリ

ング解析のスキームを図 3 に示した. まず, 

作成したリスト遺伝子を既知遺伝子として, 

代表的パターンを構築した後, 未知遺伝子の

クラスタ分類を行った. この方法では, 既知

遺伝子のみでクラスタリングを行うので正確 

なクラスタリングが可能, かつ高速計算が可

能である. 実際, 従来の方法では, 1 週間以上

を要したがこの方法では, 10 秒程度でクラス

タリングが可能である. この時点での解析で

図 2  DNA マイクロアレイ解析に使用したシ

ロイヌナズナ 



図 3  知識ベースシステムを用いた新 FuzzyART（KB-FuzzyART）法によるクラスタリング 

知識ベース FuzzyART 法による、シロイヌナズナの AS1 と AS2 が制御する遺伝子ネットワーク

解明の模式図を示した。最初に既知遺伝子（322 遺伝子をリスト）で代表パターンを生成し、2

ステップ目で未知遺伝子を分類する新しいアプローチ方法である。 

 

は, 322の既知遺伝子から発現の変化のない遺

伝子を除去した 94 の遺伝子をクラスタリン

グして, 17 クラスタに分類した（表 1）. その

結果, 既知遺伝子では class 1 KNOX 遺伝子で

あるBPと背軸側の因子であるETT/ARF3が同

じクラスタ 3 に分類された. 次に, 未知遺伝

子についてクラスタ分類を行い, 興味深い転

写因子等を含む 48 遺伝子が抽出された. 一方, 

に示したクラスタ 11 にも, class 1 KNOX と背

軸化因子が分類されたので, as1 変異体, as2 変

異体の茎頂部で転写物の蓄積レベルが上がる

クラスタとして着目した.  

 次に, リアルタイムPCRで確認したところ, 

3 つの背軸化に関わると考えられる転写因子

（ETT/ARF3, KAN2, YAB5）の蓄積レベルに変

化があることが明確になった. このことから, 

AS1 と AS2 遺伝子が, 葉の裏側化に関わる遺

伝子を負に制御することを初めて遺伝子発現

レベルで示すことができた 14).  

 一方, AS1 遺伝子が, BP と KNAT2（class 1 

KNOX 遺伝子）を直接制御していることが示

されている 3). また, 我々は, AS1 と AS2 遺伝

子が class 1 KNOX 遺伝子を負に制御すること

により, 基部-先端部軸にそった葉の分化に関

わっていることを示した 15). 現在, 我々は, 

AS1 と AS2 遺伝子による背軸化に関わる遺伝

子（ETT/ARF3, KAN2, YAB5）に対する負の制

御機構について解析を進めている.  

 以上の結果は, KB-FuzzyART 法を用いるこ

とにより, 発現レベルの変化が小さくても, 

下流で制御される新奇な遺伝子を正確に抽出

できることを示している. as1, as2 変異体は共

に, 葉に多面的な異常を示すが, このことと, 

複数の遺伝子の制御機能とはよく一致してい

る. AS1 と AS2 は葉の分化初期過程で, 茎頂

部の細胞と背軸的性質を持つ細胞で発現して

いる複数の遺伝子を, 向軸側の細胞で発現し

ないように抑制することにより３つの軸形成

の確立に機能していると考えられる. 一方, 

裏側化因子である KAN1 遺伝子が逆に AS2 の 



表１ FuzzyART によるクラスタリング結果 

+, -, 0, ND はそれぞれ、転写物の蓄積レベル増加、転写物の蓄積レベル減少、変化無し、判定で

きない場合を示している。Categories in gene list-1 の１は cell fate determination related genes, 2 は、

cell division related genes, 3 は、plant hormone related genes を示す。 

 

発現抑制に関わることも示された 16). 以上

の結果から得られた遺伝子制御ネットワー

クを図 5 にまとめた.  

 

4. 葉の向背軸形成において AS1, AS2 と協調

的に働く因子の機能 

 先に述べたように, tasiR-ARF は, AS1 と

AS2 が負に制御する ETT/ARF3 の mRNA を

分解制御する. 実は, tasiRNA の生成に関わ

る遺伝子群（RDR6, SGS3, DCL4, AGO7）は, 

AS1, AS2 の機能と協調して, 向軸面の分化

に関わる因子であることが遺伝学的な実験

から示唆されている 17, 18). 低分子RNAの生

成は, 核小体近傍で起こっている等の報告

もある. さらに, 最近, 我々は, ヒストンア

セチル化酵素活性ドメインを持つタンパク

質をコードするELONGATOR3遺伝子がAS1, 

AS2 と協調的に作用することも示した 19).ま

た, リボソームタンパク質遺伝子, 26S プロ

テアソーム構成因子など核小体に局在する

因子が AS1, AS2 と協調的に作用することも

示されている 20, 21), 22). すでに, 筆者らは, 

AS1, AS2 タンパク質が核小体の周縁部に局

在することを示した 21). AS1 はヒストンシ

ャペロン活性のある HIRA と相互作用する

ことも報告されている 23). 発生分化におい

ては, ある遺伝子の抑制状態の恒久的維持

が保障されること（エピジェネティックな

制御）が重要であることが示唆されている

ものの, 未だ, その全貌は明らかになって

いない. エピジェネティックな制御である

ヒストン修飾や DNA メチル化の機構はま

だ未解明な部分が多い. AS1, AS2 による

class 1 KNOX や背軸化因子の発現の抑制は, 

核小体の周縁部で起こっているのかもしれ

ない. 低分子 RNA による制御と AS1 と AS2

による制御は, 核小体周縁部という場を共

有しているのかもしれない. 今後明らかに

することが重要であろう. 

 

5. おわりに 

 植物の発生分化に関わる遺伝子がこの 10

年くらいの間に多数単離され, さまざまな転

写因子が重要な機能をもっていることがわか

ってきた. また, 植物に特徴的なドメイン構

造をもつ因子も同定された. 地球上には, 実

に多様な葉の形をした様々な植物が生育して 



            図 4  葉の発生・分化に関わる遺伝子の制御ネットワーク 

 

いる. 本稿で述べた葉の発生分化過程で軸形

成に関わる遺伝子機能のわずかの違いが, 葉

の形の違いとなって現れると考えられる. 発

生過程では, 全体の中ではほんの一部のわず

かな細胞で分化が起こっていると考えられ, 

レーザーマイクロダイセクション法を用いる

等, 細胞単位での遺伝子発現を調べることが

理想である. しかしながら, 実際には, 実験

的に非常に困難な場合が多い. そのような状

況でも, 我々は, マイクロアレイと知識ベー

スシステムによるクラスタリング解析と遺伝

学を併用することにより, 遺伝子発現ネット

ワークを造ることができることを示した. 本

方法を応用することにより発生・分化の新し

い知見が得られることを期待したい.  
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