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研究成果の概要（和文）：本研究では、シロイヌナズナの葉の発生過程で裏側化している細胞から表側細胞が分化する
際の非対称分裂におけるETT遺伝子の非対称な発現抑制と親細胞のDNA複製における非対称性（リーディング鎖とラギン
グ鎖複製という非対称性）との間に相関があるかどうかを調べた。そのために、わずかに表側化が阻害されているas2
変異体に、両鎖それぞれの複製反応に関連している種々の遺伝子の変異を導入し、二重変異体を作成し、表側化の阻害
の程度を調べた。その結果、ラギング鎖複製に関わる遺伝子変異の場合には、僅かに表側化が阻害され、複製の開始に
関わる遺伝子変異などの場合には表側化とETT発現抑制が顕著に阻害されることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Using Arabidopsis thaliana, we examined whether, upon development of the 
adaxialized daughter cell from abaxialized cells, repression of expression of ETT gene, which is the 
abaxial determinat of leaves, might be correlated with discontinuous DNA replication of the lagging 
strand during division of the parental cell. To this end, we introduced mutations of various genes, which 
are involved in replication of the leading and lagging strands, and the replication initiation of genome, 
into the as2 mutant to generate double mutants with various combinations of as2 and those of replication 
genes. We have examined efficiencies of repression of adaxial development observing leaf phenotypes of 
the double mutants. The preliminary results have shown that mutations of genes for replication of the 
lagging strand only slightly affected on repression of ETT expression and that of the leaf 
adaxialization. Those of genes for replication initiation, however, significantly repressed the 
adaxialization.

研究分野：植物分子発生学
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生
物では、一
般的には受
精卵が細胞
分裂と細胞
分化を繰り
返すことに
より、異な
る組織と器
官が出現す
る。このよ
うな細胞分
化が起こる
仕組みの一
つが、非対
称分裂であ
る。これは、細胞分裂とカップルして二つ
の娘細胞がそれぞれ異なる形質を獲得する
ような分裂である。異なる細胞が生まれる
分子的な基礎は、二つの娘細胞で異なる遺
伝子が発現することであるが、遺伝子発現
におけるこのような非対称性が生まれる仕
組みについては、まだ不明な点も多い。 
 一方、二本鎖 DNA の複製においては、
図に示すように、一方（5’→3’ 方向）は連
続的に他方（3’→5’ 方向）は岡崎フラグメ
ント（OF）の合成により不連続的に合成さ
れるという非対称性を示す（Machida et al. 
PNAS 1977; Okazaki et al. Cold Spring Harbor 
Symposium Book 1979）。最近の酵母を用い
た研究により、複製後のクロマチンの再構
成の際に、OF の長さと位置が、ヌクレオ
ソームの一単位の長さに対応していること
がわかった（Smith & Whitehouse, Nature 
483; 434, 2012）。クロマチンの構築が遺伝
子発現パターンにも影響することは、すで
に知られている。複製後のクロマチンの再
再構築過程がその後の染色体構造に影響を
与える可能性がある。これらの知見を基礎
に、私は、親細胞の DNA 複製の連続性と
不連続性という非対称性が、娘細胞におけ
る特定の遺伝子の転写に影響を与える可能
性を検討する価値があると考えた。 
 私は、このような考え方を、これまで我々
が研究してきた植物の葉の裏・表分化や幹
細胞からの葉の形成の仕組みの解明に持ち
込むことを提案した。シロイヌナズナの葉
の発生においては、まず裏側化した細胞が
分化し、そこから表側化した細胞が分化す
ると言われている。我々はいくつかの実験
データから、この過程は非対称分裂である
と考えている。すでに我々は、裏側化して
いる細胞では裏側化遺伝子 ETTIN (ETT) 
が発現しているが、表側化する時には ETT 
が抑制される必要があることを報告した
（Iwasaki et al. Development 2013）。そこで、
ETT が発現し、裏側化している親細胞にお
ける DNA の不連続複製と細胞分裂後の娘
細胞（表側化した細胞）における ETT発現

の抑制との間に関連性があるかどうかを検
討することを提案した。 
 
２．研究の目的 
 私は、岡崎フラグメント（OF）として合
成される DNA 鎖と娘細胞における転写の
鋳型となる DNA 鎖との相関を調べるた
めに、ETT 遺伝子座を研究することにした。   
 我々の研究室では、胚形成過程で形成さ
れる茎頂のメリステム細胞（幹細胞）から
葉が発生するときに抑制されるホメオボッ
クス遺伝子（クラス 1 KNOX遺伝子）も研
究している。しかし、今回は変異体の表現
型観察が容易である、葉の裏・表に関わる 
ETT 遺伝子の抑制についてまず研究する
ことにした。 
 当初は、まず始めに娘細胞（表になる細
胞）における ETT 遺伝子座の転写の鋳型 
DNA 鎖が、親細胞で複製されるときに不
連続的に（OF 合成を介して）複製される
かどうかを調べることを計画していた。そ
の後、ETT 遺伝子の転写との関連性を調べ
る計画であった。しかし、これらの過程に
関わっている細胞が極わずかである可能性
がわかったので、生化学的な解析より、ま
ず遺伝学的な研究を優先し、この問題に対
する示唆を得ることにした。つまり、OF
の合成や連結に関わっている遺伝子の変異
体が ETT の発現抑制に影響を与えるかど
うかを研究することにした。これまでの
我々の研究により、ETT 遺伝子の発現抑制
に失敗すれば、表側分化が阻害され、裏側
化した棒状の葉が形成されることがわかっ
ている。このような表現型解析により、OF 
の形成と ETT 遺伝子の発現抑制、表の分化
抑制との関連性を研究することにした。 
 
３．研究の方法 
 具体的には、ETT の転写レベルの抑制が
わずかに低下している asymmetric leaves2 
(as2) 変異体に OF 合成に関わる遺伝子の
変異あるいはその連結に関わっている種々
の遺伝子変異を導入し、裏側化した棒状の
葉が形成される頻度を測定した。使用した
シロイヌナズナの変異体を下記の表に示す。 
 
表 1. 使用したシロイヌナズナ変異体 
 
変異体名       酵素      作用 
 
incurvata2 (icu2)  DNA polymeraseα    プライマー 
                                        RNA合成 
                         ラギング鎖合成 
pold1    DNA polymeraseδ       ラギング鎖合成 
pold2    DNA polymeraseδ 
pold3    DNA polymeraseδ 
pold4    DNA polymeraseδ 
rnaseh2a  RNAse H       プライマー RNA除去 
fen1     FEN1           プライマー RNA除去 
lig1a    DNA ligase       岡崎フラグメント連結 



lig1b 
pole1    DNA polymeraseε  リーディング鎖合成 
pole2   DNA polymeraseε  リーディング鎖合成 
pcna     PCNA             両鎖合成の安定性 
rfc      Replication factor C   両鎖合成の安定性 
fas2     CAF-2                染色体再構築 
 
 
 また、DNA複製の初期過程を阻害するア
フィディコリン（DNAポリメラーゼ αの阻
害剤）、ヒドロキシウレア（リボヌクレオチ
ドレダクターゼの働きを阻害し、DNA合成
の前駆体である dNTP 量を減少させる試
薬）の効果も調べた。 
 
４．研究成果  
 表 1 に示したような変異を交配により as2 
に導入し、本年 4月の現在、全ての変異につ
いて F2 種子を採取するところまで進んで
きた。部分的には F3 種子を採取し、葉の表
現型解析を行い、予備的ではあるが表 2に示
す結果を得た。特に as2 icu2 二重変異体と 
as2 rfc 二重変異体では、裏側化した棒状葉が
有為な頻度で形成されたことは注目に値す
る。また、これらの二重変異体では ETT 転
写レベルが 4倍に上昇した。つまり、二重変
異体では ETT の発現抑制が減弱したと考え
られる。この結果は、DNA 複製やその開始
反応と ETT 抑制との間に何らかの関係があ
ることを示す。 
 さらに、興味深いことには、as2 変異体を
アフィディコリンとヒドロキシウレアで処
理すると、高い頻度で裏側化した棒状葉が形
成された。この結果も、DNA複製の開始が葉
の表側分化にとって重要であることを示唆
している。 
 
表 2. 実験の進捗状況と予備的結果 
 
変異体名       酵素     実験結果 
 
incurvata2 (icu2)  DNA polymeraseα   F2 種子採取 
                                 F3で有為に棒状葉 
pold1       DNA polymeraseδ       F2 種子採取 
pold2       DNA polymeraseδ       F3 種子採取 
pold3       DNA polymeraseδ  F3 種子採取 極低 
                 頻度裏側化棒状葉 
pold4       DNA polymeraseδ       F3 種子採取 
rnaseh2a    RNAse H       F3 種子採取 極低 
                 頻度裏側化棒状葉 
fen1        FEN1       F2 採取後 F3 採取不可 
lig1a       DNA ligase           F3 種子採取 
lig1b                            F2 種子採取 
pole1     DNA polymeraseε        F2 種子採取 
pole2    DNA polymeraseε        F2 種子採取 
pcna      PCNA                F2 種子採取 
rfc       Replication factor C       F2 種子採取 
                                 F3で有為に棒状葉       
faciata2 (fas2)  CAF-2        95%棒状葉（論文 9） 
 

 
 一方、今回の結果はまだ予備的ではある
が、不連続複製と ETT発現抑制および葉の
裏・表分化との間に何らかの関連性がある
可能性も示している。ラギング鎖合成が適
切に進行することが表側分化に関係してい
る可能性もあるが、さらに慎重な解析が必
要であろう。 
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