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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのAS2は、葉の発生・分化に重要な役割を果たす遺伝子である。AS2は
葉の裏側因子を抑制し、葉の表側の細胞分化を促す。今回、AS2は核小体周縁部の塊状の局在が、その機能に重
要であることから、核小体タンパク質遺伝子がAS2の機能に与える影響について解析した。その結果、
NUCLEOLIN1 (NUC1), RH10, RID2の変異体ではAS2タンパク質の局在、45S rDNAの核内の局在、45S rDNAのDNAメ
チル化レベルの低下が明らかとなった。従ってAS2は核小体因子とともにrDNAのエピジェネティックな制御に関
わると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis ASYMMERIC LEAVES2 (AS2) is a gene that plays an important role 
in leaf development and differentiation; AS2 promotes adaxial cell differentiation of the leaf by 
repressing abaxial factors of the leaf primordia. In the present study, we analyzed the effects of 
nucleolar protein genes, NUCLEOLIN1 (NUC1) and RNA HELICASE10 (RH10) on AS2 function, because the 
localization of AS2 at the periphery of the nucleolus is important for its function. We found 
altered localization of AS2 protein and reduced levels of DNA methylation of 45S rDNA in as2, nuc1, 
rh10 mutants, that indicate perinucleolar localization of AS2 that requires normal nucleolar 
structure and/or its function. The localization pattern of the 45S rDNA foci was also altered in 
these mutants. These results indicate that perinucleolar regions function as scaffold for gene 
silencing.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： エピジェネティック　核小体　AS2/LOBドメイン　DNAメチル化　発現制御　シロイヌナズナ　45S rDNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、植物の主要な光合成器官である葉の発生のメカニズムの一端を明らかにした。今回得られた研究成
果は、植物が様々な環境変化に応答しながら発生する仕組みを理解した上で地球環境を維持するのに役立つと期
待され、社会的な意義は大きい。
また、本研究で植物固有のAS2/LOBファミリータンパク質の１つ、AS2が葉の発生において機能する際に必要は核
小体周縁部への局在には、正常な核小体が必要であり、45S rDNAメチル化の維持を介したエピジェネティックな
調節に関わることを世界に先駆けて示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 シロイヌナズナの ASYMMETRIC LEAVES2 (AS2)は葉の発生に重要な役割を果たす核タンパ
ク質であり、植物で広く保存されている AS2/LOB ドメインを持つ。これまでの研究から、AS2
は(1)葉の裏側因子 ETT/ARF3 遺伝子のプロモーター領域に結合し直接転写を抑制すること、
(2)ETT 遺伝子エキソンの DNA メチル化を維持するのに関わること、(3)AS2 タンパク質が機能
するためには、核小体周縁部での塊状の局在が重要であること、(4)AS2 は複数の核小体タンパ
ク質 NUCLEOLIN1(NUC1), RNA HELICASE10 (RH10), RID2 とともに葉の発生に関わることが明
らかになっていた(Iwakawa et al., 2002; 
Iwasaki et al., 2013; Matsumura et al., 2016; 
Vial-Pradel et al., 2018) 。核小体周縁部
は、ヒトにおいては細胞が分化する過程
においてエピジェネティックな発現抑
制の場として働くというモデルが提案
されている。また、種々の核小体ストレ
スにより様々なタンパク質が局在を変
え、p53 シグナル等を介した細胞の応答
に関わることが報告されている。一方、
植物においては、核小体に関連した研究
の報告例は非常に少なかった。そこで、
植物の細胞分化に核小体機能と DNA メ
チル化を介した遺伝子発現制御に関す
る新しい知見が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、シロイヌナズナの葉の発生過程において AS1-AS2 複合体が ETT 遺伝子領域を
核小体周縁部へとリクルートし、DNA メチル化を介したエピジェネティックな発現抑制に関わ
るというモデルを検証することを目的として、以下のことを明らかにする。(1)AS2 が DNA メ
チル化を介した発現制御に関わるか否かを検討するため、野生型、 as2 変異体、as2 変異体の
表現型を亢進する核小体タンパク質遺伝子の変異体のゲノムワイドな DNA メチル化レベルの
変化を明らかにし、ETT 遺伝子以外の標的を探索する。(2) AS2 の核小体周縁部への局在と
DNA 結合、DNA メチル化の維持に必要な領域を明らかにする。また、核小体タンパク質遺伝
子の変異が AS2 body の局在に与える影響を明らかにする。(3) AS2 の標的が実際に核内での位
置が変化するかを明らかにするため、レポーター遺伝子や FISH により AS2 の標的遺伝子座の
可視化を試みる。 
 
３．研究の方法 
 AS2 や核小体タンパク質 NUC1, RH10 が DNA メチル化の維持にどのような影響を与えるかを
明らかにするため、(1)EM-seq 法により野生型、as2 変異体 3 系統と nuc1 変異体、 rh10 変異体
における①ゲノムワイドな DNA メチル化レベルの解析と②45S rDNA のメチル化レベルの解析
を行った。(2) AS2 タンパク質の核小体周縁部での局在、DNA 結合に必要なアミノ酸配列を明ら
かにするため、保存された AS2/LOB ドメイン内の変異 as2 タンパク質と YFP の融合タンパク質
の局在を共焦点レーザー顕微鏡で観察し、細胞内局在の変化を詳細に調べた。さらに as2 変異タ
ンパク質の DNA 結合能を AlphaScreen 法により検証した。(3) AS2 が相互作用すると考えられる
rDNA 遺伝子領域を可視化するため、FISH での検出を行なった。これまでの解析から、AS2 body
の局在が 45S リボソーム DNA (rDNA)を含むクロモセンターと部分的に重なることが明らかに
なっていたため、FISH 解析により 45S rDNA 遺伝子クラスターの分布についても解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ① DNA メチル化のゲノムワイドな解析 
野生型、as2-1 変異体、as2-snp1 変異体（Zn finger モチーフの１番目のシステイン残基の前後に
変異を持つ）、as2-5 変異体（AS2/LOB ドメイン中央領域の保存されたグリシンが置換された変
異を持つ）、nuc1-1 変異体、rh10 変異体について、14日目の個体の地上部の DNA を抽出し、EM-
seq により DNA メチル化の解析を行なった。この結果、ゲノムワイドな CG のメチル化に関し
ては、いずれの変異体も野生型のパターンを大きく変えるような変化は認められなかった。ETT
の exon 6 については、これまで解析したバイサルファイト法と同様の結果が得られ、特異的な
部位でのメチル化レベルの低下が認められた。また、as2 変異体, nuc1 変異体、rh10 変異体に共
通した遺伝子領域の特定の部位でのメチル化レベルの低下が認められた。従って、AS2 および核
小体タンパク質 NUC1, RH10 はゲノム全体ではなく、特定の遺伝子領域の CG メチル化の維持に
共通で関わると考えられた。また、今回解析した大部分の系統は遺伝背景が Col-0だが、as2-5 変
異体は Ler 背景である。野生型 Ler の系統での ETT exon 6 の CG メチル化部位やパターンは Col-



0 とはやや異なったが、as2-5 変異体では Ler に比べてメチル化レベルが低下していた。従って
AS2 は、野生型の異なる系統でも DNA メチル化維持に関わると考えられる。 
	
② 45S rDNA のメチル化パターンの解析 
45S rDNA の繰り返し配列は、シロイヌナズナでは２番染色体と４番染色体短腕の端に位置し

(nucleolus organizer regions, NOR2 and NOR4)、野生型 Col-0 ではハプロイドあたり 750コピー程
度存在する。しかし、①のゲノムワイドな解析に用いたデータベースには、ごく一部の繰り返し
しか含まれていなかった。そこで、我々は繰り返し単位分のリファレンス配列をデータベースか
ら構築し、先の EM-seq で得られたデータを用いて野生型と変異体における 45S rDNA のメチル
化データを２万〜３万のリードカバリッジで取得することに成功した。解析の結果、45S rDNA
のほとんどの CpG 部位は高度にメチル化されており、既報の論文(Pontvianne et al., 2010) と矛盾
しないものであった。Pontvianne らは転写開始部位から約 250 bp の領域において、nuc1 変異体
でメチル化レベルの低下を報告していたが、今回我々はプロモーターと転写開始部位を含む 2 kp
の領域について nuc1-1 変異体に加え、as2-1 変異体、as2-5 変異体、rh10 変異体においても、野
生型に比べて CG メチル化レベルが低下していることを明らかにした。AS2 と RH10 が rDNA の
CG メチルレベルの維持に関わることを示したのは、本研究が初めてである。AS2 と NUC1, RH10
は rDNA の DNA メチル化を介して rDNA 遺伝子の発現調節に関わる可能性がある。 

 
(2)AS2 タンパク質の局在と DNA 結合に必要な領域の解明 
 AS2 ファミリーで保存されたアミノ酸配列に変異を持つ as2-YFP 融合タンパク質をエストロ
ゲン誘導で発現させ、AS2 body の局在を観察した。 as2-5 変異体、as2-snp1 変異体では、核質に
局在するが、AS2 body は観察されなかった。一方、AlphaScreen 法を用いた解析で as2-5 変異タ
ンパク質は、DNA 結合能を持ち、as2-snp1 変異タンパク質は DNA 結合を持たなかった(Ando et 
al., 2023)。従って AS2 body への局在には DNA 結合以外の領域も必要であると考えられる。ま
た、nuc1 変異体と rh10 変異体においては、核小体の構造と大きさに異常があり、AS2 body の局
在パターンにも変化が認められることから、核小体が正常な状態にあることが AS2 の機能にと
って重要であることが明らかとなった(Luo et al., 2020; Ando et al., 2023)。 
 
(3)AS2 の標的領域の可視化 
 当初予定していた ETT 遺伝子領域の可視化については、結果を得られなかったが、ETT 以外

の標的候補としてAS2 bodyと部分的に共局在する45S rDNA配列が得られたことから、45S rDNA
の FISH 解析を行った。FISH 解析では基礎生物学研究所の亀井教授との共同研究で超高解像度

共焦点レーザー顕微鏡の AiryScan モードで取得した画像を用いて、45S rDNA の詳細な局在パタ

ーンを比較した。その結果、as2 変異体と核小体タンパク質遺伝子変異体のいずれにおいても、

45S rDNA の局在パターンが野生型とはやや異なっていた。また変異体ごとに 45S rDNA の局在

パターンが異なり、その違いはそれぞれの因子が核小体機能に果す役割の違いを反映している

かもしれない。 
 
 以上の結果から、AS2 は核小体の正常な機能に依存して、核小体周縁部に局在すること、ETT
遺伝子および 45S rDNA リピートの DNA メチル化の維持に関わることが明らかになった(図 2)。
rDNA のコピー数や発現量の調節は、酵母の寿命やヒトの細胞周期や細胞分化に伴うエピジェネ

ティックな調節、ストレス応答のセンサーとして働くことが示唆されている。また、ヒトのがん

の進行、予後、細胞老化と rDNA のメチル化とがんの進行、予後との関連が報告されている(Yan 
et al., 2000; Powell et al., 2002; Shao et al., 2020)。ヒトの核小体ストレス応答に関わる p53 に対応

する因子は植物には存在せず、植物での rDNA の発現調節や核小体ストレスに関する研究は少

ないが、最近転写因子 ANAC082 が核小体ストレス応答に関連する因子の候補として挙げられて

いる (Ohbayashi et al., 2017)。また、最近の研究でシロイヌナズナでは CG メチル化と rDNA の

サイレンシングとの関

連や、核小体周縁部の

45S rDNA クラスター

にメチル CG 結合タン

パク質 MBD5, MBD6
が局在することが示さ

れている (Flutz et al., 
2023; Ren et al., 2024)。
本研究で得られた成果

は、植物の核小体機能

やストレス応答を知る

うえで学術的な意義が

大きいと考える。 
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