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研究成果の概要： 
植物界に特異的な AS2 ファミリーのメンバーは、極めて特徴のある約 100 アミノ酸からなるド

メイン構造（AS2/LOB ドメイン）をもつ。本研究においては、最も研究が進んでおり、シロイ

ヌナズナの葉の発生・分化に重要な機能をもつことがわかっている ASYMMETRIC LEAVES2 
(AS2) に着目して解析した。AS2 の AS2/LOB ドメインは核と核小体周縁部の局在に必要である

ことがわかった。また、AS2/LOB ドメイン内のアミノ酸配列は AS2 の機能において極めて特

異的であることがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 分化は、細胞が機能的にその祖先の細胞と
異なった性質を獲得する過程である。葉の細
胞の分化過程では茎頂メリステムからの何
らかのシグナルを受けて、葉の分化因子と多
くのクロマチン関連因子が互いに相互作用
し、分化状態の維持と継承がなされていると
考えられる。我々は、本研究において、シロ
イヌナズナの葉の発生分化において上位で
機能する ASYMMETRIC LEAVES2(AS2)に着目
して研究することを提案した。AS2 を含む植
物界に特異的な新奇なファミリー（AS2/LOB

ファミリー）のメンバーは、極めて特徴のあ
るドメイン構造（AS2/LOB ドメイン）をもつ。
AS2/LOB ドメインは、cysteine に富む特徴的
な配列（C-motif）、保存された glycine を含む
領域(Conserved-G)と leucine zipper様配列の約
100 アミノ酸からなり、植物で広く保存され
ている。最近になり、複数の AS2/LOB ファ
ミリーのメンバーについての報告がなされ、
AS2/LOB ファミリーのメンバーは、それぞれ、
機能部位は異なるが、植物の器官形成等にお
いて、何らかの共通な分子機構に関与してい
る可能性が考えられた。しかしながら、



AS2/LOB ファミリーのメンバーが関わる分
子機構については、ほとんどわかっていない。
AS2/LOB ドメインが共通に、どのような機能
をもつのか、明らかにすることは植物に特徴
的な分化機構を知る上でも重要であろうと
考えられた。我々は、AS2 が、核全体と核小
体のまわりの特定の領域に局在すること、
AS2 と共に機能する AS1 も核に局在し、AS2
存在下で、核小体のまわりの特定の領域に
AS2 と共局在することを報告した（Ueno et al., 
Plant Cell, 2007）。又、我々は、メリステムに
特異的に発現する class 1 KNOX に加えて AS2
及び、AS2 と共に機能する AS1 が、裏側化因
子である KAN2, YAB5, ETT を抑制制御するこ
と、AS2 と AS1 が、葉の発生•分化において、
基部先端部軸、向背軸、中央側方軸形成の全
てに関わることを示した（Iwakawa et al., 
Plant J., 2007）。さらに、我々と海外のグルー
プの結果から、AS2 と AS1 が関わる発生・分
化には、クロマチン関連因子、リボソーム関
連因子、DNA 複製関連因子等様々な因子の機
能が必要であることも明らかになった。この
ように、AS2 と AS1 による葉の分化機構は、
分化のメカニズムを解明する上で極めて優
れたモデルとなると考えられた。 
 
２．研究の目的 
植物に特徴的なAS2/LOBドメインの機能を
明らかにし、植物の発生•分化のメカニズム
を解明にすることが本研究の目的である。
AS2/LOBドメインの中でも特に保存性の高
い３つの領域の機能に着目する。第一に、AS2
について核と核小体局在に関わるアミノ酸
を明らかにする。第二に、機能が明らかにな
っている唯一のメンバーであるAS2の特異的
な機能に必要なアミノ酸配列を特定する。第
三に、AS2と相互作用する因子を同定し、AS2
に特異的な分子とAS2/LOBファミリーのメ
ンバーに共通な分子を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞内局在解析 
核局在に必要な AS2 タンパク質のアミノ酸
配列を特定する事を目的として、AS2の欠失、
及びアミノ酸置換体に YFP を融合したタン
パク質をつくらせるコンストラクトを作製
し、シロイヌナズナに導入した。得られた形
質転換体の蛍光を観察した。 
 
(2)AS2 ドメインのアミノ酸の機能解析 AS2
の AS2 ドメインのアミノ酸の機能を明らか
にするために、as2 変異体に、AS2 ファミリ
ーのメンバーの AS2/LOB ドメイン部分のみ
置き換えたキメラ遺伝子を作製して as2 変異
体に導入し、as2 変異の表現型を相補するか
調べた。 
 

(3) AS2 と相互作用する新規因子の同定 
AS2との相互作用因子を生化学的に同定する
ために AS2 プロモーターの下流に Flag タグ、
TAP タグをそれぞれ融合した AS2 を導入し、
形質転換体を得た。また、遺伝的に相互作用
する因子の同定のため、as2 変異の亢進因子
と抑圧因子を探索、同定した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞内局在に必要な配列の解析 
野生型の AS2 は、核内の核小体のまわりの特
定の領域に局在する。AS2 の欠失、及びアミ
ノ酸置換体に YFP を融合したタンパク質の
細胞内局在を解析した結果、C-motif 
(CX2CX6CX3C)配列内の４つのシステインと
塩基性アミノ酸の配列は、AS2 が核小体周縁
部に局在するために必要であること、leucine 
zipper 様配列は、AS2 が核に局在するために
必要であることがわかった。C-motif は、シロ
イヌナズナ以外の植物も含めて極めてよく
保存されている。このことから、核内の核小
体のまわりの特定の領域に局在することは、
AS2ファミリーのメンバーに共通の機能にお
いて、重要であると考えられた(学会発表 ref.1, 
13)。 
 
(2) AS2 機能に必要なアミノ酸配列の解析  
AS2ドメイン内の配列が似ているものは機能
的な類似性が高いと予測される。このことを
検証するために、唯一単独変異体で表現型を
示した as2 変異体に、AS2 ファミリーのメン
バーの AS2/LOB ドメイン部分のみ置き換え
たキメラ遺伝子を作製して導入し、as2 変異
の表現型を相補するか調べた。AS2 ドメイン
のアミノ酸配列を ASL1,2,3,4,15,18,23,37 に置
き換えたキメラ遺伝子を作成し、相補実験を
行った結果、どの場合にも as2 変異の表現型
を相補しなかった。AS2 機能において、AS2
ドメインのアミノ酸配列は非常に特異性が
高いと考えられる（雑誌論文 ref. 1 Matsumura 
et al., Plant J. 2009 on line; 学会発表 ref. 6, 21）。 
 
(3) AS2 と相互作用する新規因子の同定 
AS2 プロモーターの下流に Flag タグ、TAP
タグをそれぞれ融合した AS2 を作成し、形質
転換体を多数得た。これらのうち、as2 変異
を相補するラインが得られ、AS2 タンパク質
が合成されていることが確認できた。今後、
これらを使って、相互作用する新規因子の同
定する予定である。一方、ウイルス由来の
betaC1 が AS2 に換わって AS1 と相互作用す
ることを示した（雑誌論文 ref.3 Yang et al., 
Genes & Develop. 2008）また、遺伝的に相互
作用する因子を多数同定した（学会発表
ref.4,5, 7, 10, 14, 16, 18-20）また、AS2 と AS1
による発現制御の経路について解析した（雑
誌論文 ref. 2 Takahashi et al., JBB, 2008；学会



発表 ref. 2, 3, 9, 11, 12, 15, 17）。 
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