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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのAS1-AS2は、裏側化因子ARF3/ETTの発現抑制に関わる葉の表側細胞
分化の鍵因子である。AS1-AS2はARF3のgene body DNAメチル化維持に関わる事、メチル化レベルとARF3の発現、
表裏軸性異常の表現型には明確な相関がある。しかしながら、AS1-AS2によるエピジェネティックな抑制のメカ
ニズムは不明であった。核小体局在のNUC1、RH10はAS1-AS2と協調的に働く因子であり、ARF3のgene body DNA 
メチル化維持に関わること、AS2がARF3のexon 1のCpGリピートに結合する事がわかった。ARF3の抑制における核
小体の役割が示唆される。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis AS2 plays a critical role in leaf adaxial-abaxial partitioning 
by repressing expression of the abaxial-determining gene ETT/ARF3. We previously reported that six 
CpG in its exon 6 are highly methylated by MET1, that CpG methylation levels are inversely 
correlated with ETT/ARF3 transcript levels. Methylation levels are decreased in as2. All these imply
 that AS2 is involved in epigenetic repression of ETT/ARF3 by gene body DNA methylation. The 
mechanism of the epigenetic repression by AS2, however, is unknown. We tested mutations of NUC1 and 
RH10 encoding nucleolus-localized proteins for the methylation as these mutations enhance the level 
of ETT/ARF3 transcripts in as2-1. Methylation levels were decreased in rh10 and nuc1, implying that 
RH10, NUC1 are involved in maintaining methylation. Furthermore, we found that AS2 binds 
specifically the sequence containing CpGs in exon 1 of ETT/ARF3, and that the binding requires the 
zinc-finger-like motif in AS2.

研究分野： 植物分子発生学

キーワード： 発生・分化　エピジェネティクス　シロイヌナズナ　葉器官形成　DNAメチル化　gene body methylatio
n　遺伝子発現制御
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1. 研究開始当初の背景 
	 細胞分化の過程では、DNA メチル化は、
ヒストン修飾とともに、クロマチン構造に影

響を与えるエピジェネティック修飾として重

要な機構である。シロイヌナズナの全ゲノム

のメチル化シトシンのマッピングがなされ

（Zhang et al. Cell 2006; Zilberman et al. Nat. 
Genet. 2007）、その結果、機能予測された遺
伝子について、その約1/3 の遺伝子がコード
領域のメチル化を受けていることが示された。

また、トランスポゾンにおけるDNA メチル化
は、トランスポゾン全領域にわたっているの

に対して、機能予測された遺伝子の場合には

コード領域の中央部に偏ってメチル化頻度が

高い傾向にある。このことは、トランスポゾ

ンや反復配列のメチル化による遺伝子発現調

節とは異なるメカニズムがかかわっている可

能性を示唆している。しかしながら、コード

領域のメチル化とヒストン修飾との関連や、

核内のどのようなコンパートメントで行われ

ているのかについてはほとんどわかっていな

い。gene body DNA メチル化については、ま
だ未開拓の分野であるが、植物、ホヤ、マウ

ス、ヒトにいたるまで真核生物に広く保存さ

れていることがわかり、種を超えた遺伝子制

御機構があると考えられている。 
	 葉は、植物の地上部の幹細胞である茎頂メ

リステムの細胞から分化する主要な器官であ

り、表裏軸性をもつ左右相称的で扁平な形態

からなる。葉の分化は、幹細胞からの器官発

生を研究する優れたモデルとなっている。葉

原基は、茎頂部幹細胞の周縁部から発生し、

最初は裏側的性質を保持していると考えられ

ている。次に、茎頂部側の細胞が表側に分化

し、表裏軸（向背軸）性が方向付けられる。

表裏軸性が決定されると葉の側方方向への細

胞分裂が促進され、扁平で左右相称な構造が

形成されると考えられている。シロイヌナズ

ナのASYMMETRIC LEAVES1（AS1）とAS2
が、裏側化因子であるARF3/ETTを直接発現制
御する事、またtasiRNAを介した抑制の上位で
制御している事を示し、葉の初期分化過程に

おける表側細胞分化の鍵因子であることを明

らかにした（Iwasaki et al. Development 2013）。
さらに、AS1-AS2 がARF3/ETTのエキソン6 
のgene body DNA メチル化に関わること、メ
チル化レベルとARF3/ETTの発現と表裏軸性
異常の表現型に明確な相関がある事を示した

（Iwasaki et al. Development 2013）。この成果
は、gene body DNA メチル化と細胞分化との
関連を初めて示した例となった。これらの結

果は、AS1-AS2 が、その標的遺伝子
（ARF3/ETT）のエピジェネティックな制御に
関わっている事を示唆している。しかしなが

ら、植物の発生分化過程における、DNA メチ
ル化によるクロマチンの構造変化の分子的な

連関のメカニズムについては、ほとんどわか

っていない。また、核内のどのコンパートメ

ントで起きているかについても、全く知見が

なかった。従って、葉の表裏軸の極性確立に

おけるエピジェネティック制御機構を解明す

る事は極めて重要であると考えられた。 
 
2. 研究の目的 
	 植物細胞は、分化状態から容易に未分化状

態（幹細胞的性質）になりうることが古くか

ら知られている。細胞分化過程では、植物に

特徴的なエピジェネティックな機構があると

考えられるが、その分子メカニズムは、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、葉

の初期分化過程は、器官分化の優れたモデル

となっている。特に、表裏の極性の確立は扁

平な形態的特徴をもつ葉の形成過程の鍵と成

っている。我々は表裏の極性確立において、

シロイヌナズナAS1-AS2 がARF3遺伝子の上
流域に直接結合し、ARF3/ETTの発現抑制に関
わること、gene body DNA メチル化のレベル
の維持に関わることを明らかにした。本研究

の目的は、AS1-AS2 によるARF3/ETTの抑制
機構をモデルとして、植物発生におけるエピ

ジェネティック制御機構を明らかにする事で

ある。本研究では、第一に、ARF3/ETT遺伝子
のgene body DNA メチル化を解析し、葉の表
裏細胞分化を明らかにする事、第二に、

AS1-AS2と共にARF3/ETTの抑制に関わる新
奇因子を探索し、核小体の周縁部に局在する

AS2 bodyと新奇因子との関連を明らかにする
事である。 
 
3. 研究の方法 
(1) 葉の表裏細胞分化に伴うARF3/ETTのgene 
body DNA メチル化レベルについて、bisulfite
法を用いて解析した。また、bisulfite処理した
DNAについて目的とする領域をPCRで増幅し、
次世代シーケンサ（NGS）によって解析した。
NGSによるデータ解析方法についても開発し
た（Vial-Pradel et al. 投稿準備中）。 
(2) AS2との二重変異体において葉の表側分化
の強い欠損を示す変異体（棒状の葉を形成す

る変異体）のうち、特に、核小体に局在する

因子について、表現型の解析とARF3/ETT遺伝
子座のDNAメチル化パターンを解析した。 
(3) AS2 にはCxxCジンクフィンガー様モチー
フ（CxxC-ZFL motif）がある。このようなド
メイン構造は、CpG配列に結合するドメイン
構造と類似している。AS2とターゲットDNA
との相互作用については、AlphaScreen 
(Amplified Luminescent Proximity 
Homogeneous Assay screen) systemを用いて
解析した。 
 



4.	 研究成果	 

(1) 核小体局在因子 NUCLEOLIN1 (NUC1), 
RNA helicase10 (RH10)をコードする遺伝子と 
AS1-AS2との遺伝的相互作用の解析 
	 葉原基ではまずARF3/ETTなどの裏側化遺
伝子が発現し、その後表側化遺伝子が発現し

表—裏極性が確立されるが、その際AS1-AS2 
と共に、機能する59遺伝子が同定されている
(Machida et al., WIREs Develop. Biol. 2015)。こ
れらの中には、核小体やリボソームの形成に

関わる因子、クロマチン構造にかかわる因子

等などが多く含まれている。NUC1は、核小体
に局在する主なタンパク質の一つである。ま

た、RH10は、DEAD-box RNA helicaseであり、
NUC1とRH10は共に small subunit processome 
(SSUP) の構成因子である。これらの遺伝子の
変異体とas2変異体との二重変異体では、
ARF3/ETTの発現抑制が不十分なため、葉の表
側細胞の分化が不十分なため、表—裏極性が
確立されない。そのため、裏側的性質を持っ

た棒状葉が形成され、葉の発生分化不全とな

った事がわかった(Matsumura et al., Biol. Open 
2016)。AS2タンパク質は核小体の周縁部にス
ペックル状に局在する事、この局在にはAS2
のCxxC -ZFL motifが必要である。この事から、
AS1-AS2によるARF3/ETTの抑制には、核小体
の構造と機能が必要ではないかと考えられた。 
 
(2) 核小体局在因子 NUCLEOLIN1 (NUC1), 
RNA helicase10 (RH10)をコードする遺伝子の
変異における ARF3/ETT遺伝子領域の DNA
メチル化の解析 
	 これまでに、我々はAS1-AS2が裏側化遺伝
子であるETTのコード領域 (exon 6) の6カ所
のCpG部位のメチル化の維持に関わること、
このメチル化は METHYLTRANSFERASE 1 
(MET1: 脊椎動物の DNMT1ホモログ)により
誘導されること、met1変異体の茎頂では 

ARF3/ETT mRNA のレベルが増加することか
ら、AS1-AS2はエピジェネティックな遺伝子
抑制に関わることを報告した (Iwasaki et al., 
Development 2013, 140: 1958–1969)。今回は、
AS2とともに核小体の二種類のタンパク質
（RH10と NUC1）が、ARF3/ETTのexon 6内の
別なCpG部位のメチル化の維持に関わってい
ることを報告した（図1; Vial-Pradel et al., PCP 
2018）。AS2とAS1も核小体近傍に局在するこ
とから、このようなCpGのメチル化は核小体
の近傍で起こっている可能性がある（図2）。
AS2 は植物固有のタンパク質である。一方、
RH10とNUC1は、オルソログが酵母からヒト
まで真核生物に共通に存在する分子である。

これらの核小体タンパク質が、コード領域に

おけるDNAメチル化の維持に関わる例はまだ
報告されておらず、今回の知見はCpGメチル
化の維持に関する新奇な仕組みの存在を示唆

している。 
 
(3) AS2のARF3/ETT遺伝子領域への結合の解
析 
興味深いことに、シロイヌナズナのメチル化

酵素MET1は脊椎動物のDNMT1のホモログで
あるが、構造的に異なる点が一つある。それ

は DNMT1に存在しCpG結合に関与している
CxxCジンクフィンガードメインが、 MET1に
は無いことである。AS2 にはCxxCジンクフィ
ンガー様モチーフ（ZFL motif）がある（図2）。
そこで、AS2とターゲットDNA（ARF3/ETT）
との相互作用について、AlphaScreen 
(Amplified Luminescent Proximity 
Homogeneous Assay screen) systemを用いて
解析した。AS2がARF3/ETT遺伝子の exon 1の
CpGを含む配列に特異的に結合し、その結合
にはCxxC ZFL motifが必須であることを報告
した（図2;	 Vial-Pradel et al., PCP 2018）。今



後、AS2によるARF3/ETT exon 1のCpGを含む
配列への結合とexon 6のDNAメチル化との関
連について明らかにする必要がある。 
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