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研究成果の概要（和文）：我々はAS2と長鎖ノンコーディング（linc）RNAを基軸としてシロイヌナズナの葉の
表・裏が形成される仕組みを研究したが、linc RNAの同定は不成功だった。一方、linc RNA と関連している次
の様な研究が進んだ。1. AS2 は核小体近傍で顆粒（AS2 body）を形成する。AS2のCxxC ジンクフィンガー様配
列（ZFL 配列）は、AS2 body形成と葉の発生に必要だった。2. AS2 はZFL配列依存的に標的遺伝子であるETTの
エキソン1に結合した。3. ETTのエキソン6にあるCGは90%以上メチル化されていた。AS2と3つの核小体蛋白質は
CG のメチル化の維持に必要だった。

研究成果の概要（英文）：Focusing on long intergenic non-coding (linc) RNAs generated from the 
promoter region of AS2-target gene ETT, we have attempted to investigate mechanisms of development 
of adaxial and abaxial domains of leaves in Arabidopsis. However, we failed to amplify the linc RNA 
molecules by RT-PCR although a molecule was detected at the corresponding position. We also have 
studied mechanisms of formation of AS2 bodies, which are found at the nucleolar periphery, and 
supposed to include non-coding RNAs, and its function in leaf development. 1. Our results showed 
that the zinc-finger-like (ZFL) motif in AS2, which is similar to the zinc finger-CxxC domain in CpG
 binding proteins of vertebrates, is required for the formation of AS2 bodies. 2. AS2 binds the 
specific sequence in exon 1 of ETT and the ZFL motif is essential for the AS2 binding. 3. Exon 6 of 
ETT contains six CpG sites that are fully methylated. AS2 and three nucleolar proteins are involved 
in maintenance of these methylated CpGs.

研究分野： Plant molecular developmental biology
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生物の発生過程では、時系列に従っ
て次々と新しい組織が分化する。その過程で
は、新しい遺伝子の発現だけでなく、一つ前
の分化段階で働いた遺伝子の発現を抑制す
ることも重要である。我々はシロイヌナズナ
の葉の発生過程には、植物固有のタンパク質
がこのような抑制に働いていることを提唱
しているが、その分子機構についてはまだ十
分には解明さていなかった。葉は３つの軸
［基部—先端部軸、向—背（表—裏）軸、中
央—側方（左右）軸］に沿って、茎頂の幹細
胞から発生・分化する。これらの軸にそった
発生・分化のうち、向—背軸形成はその後の
左右軸にそった発生・分化を規定する大事な
ステップである。葉原基形成ではまず背軸側
が分化し、その後一部の細胞が向軸側化する。    
 本研究を開始した当初、我々は、
ASYMMETRIC LEAVES2 (AS2) と AS1 遺伝子
が、背軸側領域から向軸側領域が分化する際
の鍵因子であることを見いだしていた 
(Machida et al., 2015)。具体的には、AS2 と 
AS1は葉の向軸側の決定因子であり、二つの
タンパク質は複合体（AS2-AS1）を形成し、
背軸側化の遺伝子である ETTIN (ETT)/ARF3 
の発現を、予定向軸側領域で抑制することが
向軸側分化（及び分化状態の維持）にとって
必須であることを報告した（Iwasaki et al., 
2013）。この抑制には少なくても次のような
3つの仕組みが関わっている。(1) AS1-AS2 タ
ンパク質は ETTの 5’上流にあるプロモータ
へ直接結合する（主に AS1の機能）、 (2) ETT 
mRNA の分解に関わっているトランス・アク
ティング siRNA (tasiR-ARF) 量を増大する、
(3) ETT 遺伝子のジーン・ボディー（タンパ
ク質コード領域）の CpG メチル化の維持に
関わる。さらに AS2 は核小体内やその近傍
で顆粒（AS2 body と命名）として存在する
こと、AS1も AS2 body に共局在することが
わかっていた（Ueno et al., 2007; Luo et al., 
2012）。また我々を含む複数のグループによ
り、ETTのプロモータ領域にある AS1が結合
する DNAの両鎖から
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長鎖遺伝子間ノンコー

ディング RNA [long intergenic non-coding 
(linc) RNA]が転写される可能性が指摘されて
いた。動物の linc RNAは、タンパク質と複合
体を作り、ヒストンのメチル化などを通して
遺伝子発現に関わる機能があるが、相補的な
関係にある linc RNA についての研究例は報
告されていなかった。 
引用文献 
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２．研究の目的 
(1) Linc RNA とタンパク質複合体の構造を
明らかにする 
 二種類の linc RNA (Fli と Rli と命名した)  
の正確な構造を明らかにすると同時に、これ
らの分子が細胞内においてタンパク質と複
合体構造を形成している可能性を検討する。
我々はすでに、AS2 body を同定しており、
AS1 も含まれていることを報告している。
AS1は linc RNA 遺伝子領域のDNAと結合す
ることから、AS2 body が linc RNAを含む可
能性はある。 
(2) ETT 遺伝子発現と葉の形態形成における
linc RNAの役割を解明する 
 Fliと Rli linc RNA 遺伝子領域の変異体を
用いて、ETT 遺伝子発現に対する影響と、葉
の形態に及ぼす効果を研究する。また、linc 
RNA が作用する可能性のある未知の遺伝子
を探索し、影響を調査する。 
(3) Linc RNAの ETT ジーン・ボディーの CpG
メチル化に及ぼす影響を研究する 
 AS2 と AS1 は ETT コード領域の CpGの
メチル化の維持に必要であり、そのメチル化
は METHYLTRANSFERASE1 (MET1) によ
って行われる（Iwasaki et al., 2013）。そこで、
linc RNA や MET1の変異体を用いて、ETT 
DNA のメチル化との関連性を解明する。ま
た、AS2や AS1と葉形成において遺伝的に相
互作用する核小体因子の変異体を用いて、
CpGのメチル化との関連性を研究する。AS2 
body 形成との関連性も研究する。この過程
におけるヒストンのメチル化などの修飾の
関与を研究する。 
 
３．研究の方法 
(1) Fli と Rli linc RNA を RT-PCRにより増
幅すると同時に、5’ 及び 3’ RACE 法により、
末端配列を決定し、完全なヌクレオチド配列
を明らかにする計画であった。さらにその後
それぞれの転写プロモータ領域を同定する
計画であった。AS2 body 形成に関与するAS2 
のアミノ酸残基を遺伝学的に同定する。AS2 
body 形成不能な変異体と葉の形成機能との
関連性を解析する。AS2 body を精製し、Fli
と Rli linc RNA が存在するかどうかどうか
を検討する計画であった。 
(2) (1) に基づいて、linc RNA の機能欠失型の
変異体や過剰発現体を獲得し、ETT 遺伝子発
現に及ぼす影響を調べる。また、葉の表現型
を解析し、分子的・発生学的役割を解明する。
さらに、ETT 以外の linc RNA 制御遺伝子を
探索し、発生における機能を解明する。 
(3) Linc RNA が、AS2 body 以外のタンパク
質複合体に含まれている可能性も追求する。



そのために、MS2タンパク質に結合するRNA
をLinc RNAに連結したキメラRNAを発現す
る DNAをシロイヌナズナに導入し、MS2を
指標として複合体の候補タンパク質を単
離・同定する計画であった。さらに、それに
対応する遺伝子を同定し、遺伝学的・細胞生
物学的解析などにより、lincRNA の植物発生
における役割を解研究する。 
(4) LincRNA や AS2 body 形成による ETT 
DNA のメチル化への影響を調べ、メチル化
の仕組みを解明する。 
 
４．研究成果 
(1) Linc RNA の構造とタンパク質複合体の
構造を明らかにする研究 
 平成 26 年度は、栄養成長期の葉原基を含
む茎頂部より抽出した RNA を用いて、
RT-PCR により、Fli と Rli と命名した Linc 
RNA 分子のクローニングはできなかった。
RNA 量を増やし、繰り返し試みたがクロー
ニングできなかった。一方下記に述べるよう
に、Fliと Rli RNAs に対応する DNA 領域に 
T-DNA が挿入されている株からの RNA を
用いて RT−PCRをすると、Rli の量が減少し
た。これは、期待される DNA 領域から RNA 
が転写されていることを支持する。しかし、
我々ではこれ以上の解析は困難であると判
断し、平成 27 年度から RNA の専門家であ
る東京大学の渡邊雄一郎教授を分担者とし
て加え、Rliと Fli RNAの同定・分離を試みた
が、成功しなかった。具体的には期待される
大きさの分子は検出されたが、配列は別物で
あった。平成 28 年度には、花原基（葉原基
に対応する）を多数含む生殖成長期の頂芽か
ら RNAを抽出し、Linc RNAの検出・同定を
試みたが、成功しなかった。不成功の理由と
しては、Linc RNAの量が極めて少ないか、何
らかの理由で RT-PCR による増幅が不適切
だった可能性もある。しかし、この Linc RNA 
は二つの異なる研究グループのマイクロア
レーでも検出されている。RT-PCR 法を改良
する必要があるのかもしれない。 
 一方我々は、AS2 body の構造と機能の研
究を通して、何らかのノンコード RNA の研
究を目指すことにした。まず、AS2 body 形
成に必要なAS2 のアミノ酸残基を同定した。
その結果、AS2の AS2/LOB ドメインに含ま
れる CxxC タイプのジンクフィンガー様配
列（ZFL motif）が必要であることがわかった
（論文準備中）。ZFL motif の点突然変異体は 
AS2 として機能できないことから、この
motifはAS2 body 形成と葉の正常な発生にと
って必要であることがわかった（論文準備
中）またAS2が、標的遺伝子である ETT/ARF3
遺伝子のコード領域（exon 1）に結合するこ
と、この結合にも ZFL motif が必要であるこ

とがわかった（Simon et al., 2018）。AS1と Linc 
RNA 配列をコードしているETT プロモータ
領域の DNAが結合すること、 AS1-AS2は複
合体を作ること、 AS2が ETT/ARF3 の exon 
1に結合すること、AS2と AS1は AS2 body 
に共局在することから、この AS2 bodyに含
まれる可能性がある RNA 分子に興味が持
たれ、これは今後の重要な課題であろう。  
(2) ETT 遺伝子発現と葉の形態形成における
linc RNAの役割を解明する 
 上記したように、Fliと Rliに対応するゲノ
ム DNA への T-DNA 挿入変異体を分離した。
その結果、１つの変異体では Rli の量が減少
した。この結果から、このゲノム領域は
ETT/ARF3 発現に対する正の因子として機能
している可能性が示唆された。またこの変異
体では花芽形成に至るまでの栄養成長期が
長くなっていた。以上から、Rli Linc RNA は
花芽形成に対して促進的に機能している可
能性が考えられる（論文準備中）。 
(3) Linc RNA の ETT ジーン・ボディー（タ
ンパク質コード領域）の DNA メチル化に及
ぼす影響を研究する 
 ETT/ARF3 遺伝子の exon 6, exon 9, exon 10 
は CpG のシトシンがメチル化されている。
特に、exon 6 には 6 箇所の CpG があり、
すべての CpG が 90%以上メチル化されてい
る。すでに我々は、このメチル化は脊椎動物
の CpG の維持メチル化酵素 DNMT1 のシロ
イヌナズナのホモログである MET1 により
起こることを報告した（Iwasaki et al., 2013）。
すでに我々は、AS2 が exon 6 の CpG のメ
チル化に必要であることを報告した。今回さ
らに、少なくても 3つの核小体タンパク質も 
exon 6 の別な部位のメチル化に関わってい
ることがわかった。 
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