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研究成果の概要（和文）：ウイルス抵抗性に関与するサイレンシング関連因子AGO2のBTH処理によるプライミン
グ機構におけるmiRNAとヒストン修飾の関与を解析した。BTH処理によるmiRNAの変動を解析した結果、miR403
（AGO2制御）やmiR168（AGO1制御）の蓄積量が上昇した他、RNA-seqによりmiRNAの変動が検出された。また、
miRNAの機能欠損変異体ではAGO2の恒常的なプライミングが認められた。一方、ヒストン修飾の解析では、AGO2
の転写開始点とその上流2kb付近では、H3K4me3レベルが上昇することが確認された。また、RNAPIIの結合性の変
化やこの領域に結合する転写因子候補が示された。

研究成果の概要（英文）：Changes in miRNA accumulation and chromatin modification were analyzed 
during primed activation of AGO2 transcription by BTH treatment in Arabidopsis thaliana. RNA-seq 
analysis revealed that BTH treatment affected miRNA levels. The increased accumulation of miR403 and
 miR168 were also confirmed by northern blotting. The expression of AGO2 was constitutively primed 
in hyl1-2 and hst15 mutants. We also confirmed that the level of H3K4me3 was increased at 
transcription initiation point and -2,000 bp region of AGO2 promoter by BTH treatment. Binding 
activity of RNAPII was decreased at transcription initiation point of AGO2 in BTH-treated plants. 
Finally, we identified WRKY25 and AtHMGB9 as candidates of transcription factor which regulate 
primed activation of AGO2.

研究分野： 植物病理学

キーワード： プライミング　RNAサイレンシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、植物免疫のプライミング機構においてウイルス抵抗性の主要機構であるRNAサイレンシングが抵抗
性誘導剤処理によって複雑な転写制御を介してプライミングされることを示した。遺伝子発現のプライミング機
構へのmiRNAの関与についてはほとんど知見がなく、学術的に重要な知見といえる。また、ヒストン修飾などエ
ピジェネティックな制御がプライミングに重要な役割をもつことは知見が蓄積しつつあるが、ヒストン修飾に関
連づけたRNAPIIの結合性や転写因子の解析は十分になされていないのが現状といえる。従って、本研究の成果は
植物免疫のプライミング機構に新たな視点を与えるものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々人類は食糧生産の安定化、効率化を目的に多くの努力を重ねてきたが、植物病害による

減収は依然として大きな問題である。病原体から作物を守るためには、植物が本来もつ抵抗性
を利用する手法が有効であり、その一つとして、Plant activator などの薬剤の利用が挙げら
れる。一般に Plant activator は植物免疫をプライミングすることで病害抵抗性を向上させる
ことが知られている。プライミング状態では、防御応答は活性化されていないが二次的な感染
（Challenge stress）などに対し、迅速で強い防御応答が可能となる。 
これまでの研究では、WRKY 防御関連転写因子など転写や MAP キナーゼの活性がプライミング

時にChallenge stressによって速く強く誘導されることが報告されている。我々はこれまでに、
RNAサイレンシング関連因子であるArgonaute(AGO)2及びAGO3の遺伝子発現がPlant activator
の一つであるアシベンゾラル Sメチル（BTH）処理によってプライミングされることを見出した。
RNA サイレンシング機構はウイルスに対する主要な防御システムであるだけでなく、糸状菌類
や細菌類に対する抵抗性にも関与することが報告されている。 
 

２．研究の目的 
本研究は、植物免疫における RNA サイレンシングのプライミングの確立機構および作用機構

の解明を目的としている。我々はこれまでに、RNA サイレンシング関連因子 AGO2 及び AOG3 の
遺伝子発現が BTH 処理等によるキュウリモザイクウイルス抵抗性誘導時にプライミング制御を
受けることを明らかにした。本計画ではプライミング誘導時の宿主 miRNA の蓄積量の変化、そ
の際の AGO2 遺伝子のクロマチン構造の変化、を明らかにすることで、サイレンシング機構のプ
ライミングの仕組みと意義に迫る。本研究の成果によって、プライミングにおける遺伝子発現
の迅速制御に新たな制御システムの存在を示唆できるものと考えられる。 
 

３．研究の方法 
（１）プライミング時の miRNA 蓄積量の変動 
 プライミングされたサイレンシング機構が内生の miRNA の産生に影響する可能性と miRNA が
サイレンシング機構のプライミングを制御している可能性の２点について 検討するため
miRNA-Seq によって、プライミングに関わる miRNA の蓄積量の変動を把握する。さらに、プラ
イミング応答時の miR403 と miR168 の発現変動をノーザン法によって解析する。 
さらに、hyl1-2 や ago1-45 などの miRNA 産生に関わる変異体を用いた AGO2 等の発現解析や

CMV 抵抗性試験などの解析を行い、プライミングへの miRNA の関与について示す。 
 
（２）AGO2 遺伝子のクロマチン修飾の変動 
 クロマチン構造変化が RNA サイレンシング機構のプライミングの確立に関与するか、ヒスト
ン修飾の変動とヌクレオソーム密度の観点から解析する。AGO2 遺伝子についてプロモーター領
域やタンパク質コード領域のヒストン修飾の変動を修飾特異的ヒストン抗体（メチル化、アセ
チル化等）を用いたクロマチン免疫沈降法 (ChIP)により、ヌクレオソーム密度を FAIRE 法
（Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements）によって解析し、クロマチン
構造が RNA サイレンシングのプライミング確立に関与するか明らかにする。 
 
４．研究成果 

我々はこれまでに、RNA サイレンシング関連因子であ
るAGO2及びAGO3の遺伝子発現がプライミング誘導剤BTH
処理によってプライミングされること、すなわち通常の
状態に比べ、刺激に対して強く早く発現誘導される状態
になっていることを明らかにした。一方で、AGO2 および
AGO3 は AGO1 を介して miRNA による発現制御を受けるこ
と知られているため、AGO2 及び AGO3 のプライミングに
対する miRNA の関与を検討した。まず、AGO2 および AGO3
をターゲットとする miRNA である miR403 と AGO1 をター
ゲットとする miR168 の蓄積量をノーザンブロット法に
よって解析した結果、BTH 処理によるプライミング誘導
時に両 miRNA の蓄積量が増加すること、さらに miR168 に
ついてはプライミング誘導後のストレス処理によって、
さらに増加することが明らかになった（図１）。そこで、
miR403 の AGO2プライミングへの関与を示すため、miR403
のターゲット 配列を欠失した AGO2 ゲノム配列を（プロ
モーター約 2kb とターミネーター約 500bp を含む）を
ago2-1 変異体に形質転換し、AGO2 のプライ ミングにつ
いて解析を行った。その結果、AGO2 の Basal な発現が野
生型や、コントロールとして野生型の AGO2 ゲノム配列を
形質転換した系統と比較して上昇するが、BTH 処理によ
るプライミングを示す発現パターンは維持された。このことから、miRNA が AGO2 の Basal な発

図１. BTH 処理による miR168 と

miR403 の蓄積量の変化 



現制御を介してプライミング制御に係わる
可能性が考えられた。そこでさらに、プライ
ミング誘導時の miRNAの変動を miRNA-seq に 
よって明らかにすることを試みた。シロイヌ
ナズナに BTH をスプレー処理し、3 日後にス
トレス処理としてロゼット葉の細胞間隙に
水を浸透させ、3時間後にサンプリングした。
コントロールとしては BTH非処理区と水スト
レス非処理区を設けた。それぞれの処理区の
サンプルから RNA を抽出し small RNA 画分を
濃縮後 cDNA 合 成し、MiSeq を用いた
miRNA-Seq を行った。その結果、miR398b, 
miR447a, miR3932b, miR1888b などが BTH 処
理及び水ストレスを与えた区で多く蓄積す
る傾向があった。また、BTH 処理によって
miR841a や miR172b が蓄積する傾向なども認
められた。 

また、miRNA 生合成が異常な hyl1-2 および
hst15 変異体では、ウイルス抵抗性が亢進し 
(図２)、さらに AGO2 および AGO3 の発現が恒
常的にプライミング状態になることが明ら
かになった。このことから、これらの変異体
における miRNA の機能異常が AGO2 などのプ
ライミングを促進し、その結果ウイルス抵抗
性が亢進される可能性が考えられた。一方で
miRNAを取り込みRNAの分解に関わるAGO1の
変異体 ago1-45ではウイルス抵抗性の亢進は
認められなかった（図２）。これは AOG1 自体
もウイルス抵抗性に重要な役割をもつこと
が報告されていることと関連があると考え
られる。 
 一方、プライミング誘導時の AGO2 プロモーターの構造変化がプライミングに影響する可能性
については、ヒストン H3タンパク質の第 4リジンのトリメチル化（H3K4me3; 遺伝子活性化の
指標）が増加することが明らかになっていたが、さらに詳細に解析するため、より上流域のプ
ロモーターの H3K4me3 レベルの変化を ChIP 解析によって調べたところ、転写開始点から 2kb
上流に H3K4me3 レベルが大きく上昇する領域が存在することが明らかになった。この領域には
WRKY 転写因子が結合する保存配列である W-box が複数存在していたことから、この領域が AGO2
の発現制御に重要な役割を持つと考え、この領域に結合する転写因子を酵母 One-hybrid（Y1H）
スクリーニングによって探索した。その結果、DNA 結合モチーフをもつ候補因子として WRKY25
（部分配列）、AtHMGB9、AtPDCD5（部分配列）などが得られた。Beit 配列への結合特異性を Y1H
によって確認したところ WRKY25 と AtHMGB9 が特異的結合であることが示唆された。しかしなが
ら、WRKY25 については全長配列を発現させた酵母は得られず、酵母の生育に悪影響を及ぼして
いる可能性が推測されたため、他の方法による確認が必要である。さらに、wrky25 変異体では
AGO2 のプライミングが増強されていたことから、WRKY25 は AGO2 のプライミングを負に制御し
ている可能性が考えられた。 
 さらに、AGO2 のプロモーター領域のクロマ
チン密度をFAIRE法によって解析したところ、
AGO2 の転写開始点付近は常時クロマチン密
度が低く、転写可能な状態と判断された。そ
こで、このようなクロマチン構造が RNA ポリ
メラーゼ(RNAPII)のアクセッシビリティ―
に影響するか検証したところ、プロモーター
領域の RNAPII 結合量が BTH 処理によって減
少することが示唆され（図３）、プロモータ
ー領域のクロマチン密度やヒストン修飾の
変化が RNAPII の結合に影響している可能性
が示唆された。 

また、ヒストン修飾にかかわる遺伝子の変
異体を用いた AGO2 プライミングおよびウイ
ルス抵抗性の解析においては、ヒストン脱メ
チル化酵素（LDL1, LDL2, LDL3)の三重変異
体および、ヒストンメチル化酵素(ATX1, ATX2, 
ATX4, ATX5)の四重変異体を作成し、キュウ

図 2. miRNA 生合成変異体および ago 変異体

における CMV 抵抗性の亢進 

図 3. BTH 処理による AGO2 転写開始点付近

への RNAPII の結合性の変化 



リモザイクウイルス抵抗性の変化を解析した。ldl1/2/3 三重変異体では、通常の状態ではウイ
ルス抵抗性は変化しなかったが、BTH 処理によるウイルス抵抗性誘導が強化される傾向が認め
られた。一方、atx1/2/4/5 四重変異体は矮化や葉が変形するなどの奇形が認められたが、ウイ
ルス増殖量は野生型に比べて抑えられており、ウイルス抵抗性が亢進していると考えられた。
これらの結果は、ヒストン修飾の変動がウイルス抵抗性に関与することを示唆するものである
が、ヒストン修飾全体を大きく変えることで多くの遺伝子発現に変化が生じた結果であるため、
単純な解釈はできないと考えている。 
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