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研究成果の概要（和文）：DNA倍加は一つ一つの細胞の中でDNA量が倍々に増える現象であり、多くの植物におい
て細胞の肥大化、ひいては器官の巨大化をもたらす。以前の研究で、DNA倍加は細胞周期進行の阻害により引き
起こされると考えられていたが、最近の我々の研究により、クロマチン構造制御もDNA倍加誘導に重要であるこ
とが明らかになった。そこで、本研究では、DNA倍加を誘導するクロマチン構造の制御要因について解析したと
ころ、植物ホルモンのオーキシンを介したヘテロクロマチン構造の制御が重要な役割をもつことが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：DNA polyploidization occurs by increasing the DNA content in individual 
cells. In most plant species, it promotes cell enlargement, thereby increasing organ size. Previous 
studies suggested that DNA polyploidization is induced by inhibition of cell cycle progression, 
while we recently revealed that regulation of chromatin structures also participates in the 
induction process. In this study, we have investigated the key factors associated with chromatin 
regulation, and found that the plant hormone auxin plays an important role in controlling 
heterochromatin structures which affect the ability to induce DNA polyploidization.

研究分野：植物分子生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA倍加誘導は、これまで育種分野で倍数体を作出する際に多く利用されてきた。この際は細胞分裂の阻害剤が
よく用いられるが、一過的処理に止めないと細胞分裂を恒常的に阻害し、植物の成長も阻害してしまうことにな
る。本研究で明らかになったクロマチン構造を制御する鍵因子をターゲットとした分子育種、あるいは薬剤開発
を進めれば、このような細胞分裂に対する阻害的影響を排除できるため、より高効率かつ高度なDNA倍加誘導を
期待でき、植物バイオマスの増産や食糧の安定的供給に貢献できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 多くの植物種において、器官成長は細胞分裂と、その後に起こる DNA倍加によってもたら
される。DNA倍加は個々の細胞がもつ DNA量が倍々に増えていく現象であり、これに伴い、
細胞および器官サイズが増大することが知られている。以前の多くの研究で、細胞分裂からDNA
倍加への移行には細胞周期の G2/M 期の進行阻害が重要であることが知られていた。しかし、
DNA倍加能をもたない植物を用いた解析から、細胞周期進行の阻害だけでは DNA倍加は誘発
されないことが明らかとなり、クロマチン構造の制御も重要であることが示唆されていた。 
 
(2) 細胞周期の中心的な制御因子であるサイクリン依存性キナーゼ(Cyclin-dependent kinase; 
CDK)の活性阻害が DNA倍加誘導に関与すると考えられてきたが、これだけでは細胞周期を停
止させることはできても、DNA倍加を誘導することはできないと考えられる。したがって、CDK
は未知の制御因子を介して細胞周期以外の生理現象に関与していると予想した。 
 
(3) これまでの研究で、シロイヌナズナにおいてオーキシンが DNA倍加を抑制する作用をもつ
ことが報告されている。これも細胞周期制御の観点から理解されてきたが、オーキシンの作用点
が細胞周期以外にある可能性も否定できず、新たな観点からオーキシンの DNA倍加に与える影
響について精査する必要があった。 
 
２．研究の目的 
以上の研究背景を踏まえて、本研究では、CDK活性とオーキシンがクロマチン構造を制御する
ことにより DNA倍加誘導に関与しているのではないか、という仮説を立てた。この仮説を検証
し、その分子メカニズムを解明することを目的として研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
(1) CDKによるクロマチン構造制御因子のリン酸化を調べる実験では、in vitroキナーゼアッセ
イを行った。酵素側の CDK-cyclin複合体は、各種 CDKを特異的に認識する抗体を用いて、シ
ロイヌナズナ培養細胞から調製した全タンパク質の免疫沈降を行い、回収した。基質タンパク質
は、大腸菌で発現させた組換えタンパク質を精製して用いた。 
 
(2) DNA 倍数性の測定は、植物の各器官を使ってプロイディーアナライザーを用いて行った。
DNA損傷応答の解析は、主にブレオマイシンやゼオシンといった DNA二本鎖切断をもたらす
薬剤で植物体を処理し、根の伸長や根端（や茎頂）の細胞死の表現型を定量的に観察することに
より行った。 
 
(3) ヘテロクロマチンの凝縮度については、DAPI染色と FISH解析により調べた。DAPI染色
はクロモセンターを可視化させるので、クロモセンターの面積が細胞全体に占める割合を算出
することにより、ヘテロクロマチンの凝縮度を推定した。また、FISH解析においては、ペリセ
ントロメア領域に特異的なプローブを用いて蛍光観察を行うことにより、セントロメア周辺の
クロマチンの緩みを測定した。 
 
(4) 相同組換え頻度は、レポーター遺伝子を植物体に導入して調べた。レポータ遺伝子は、分断
された GUS遺伝子が組み込まれたものを使用し、相同組換えが起こると全長の GUS遺伝子が
復活するシステムを利用した。レポーター遺伝子を導入した植物体の葉を GUS染色し、そのス
ポット数を測定することにより、相同組換え頻度を推定した。 
 
４．研究成果 
(1) CDKの基質の中にクロマチン構造を制御する因子が存在するかどうかを、in vitroキナーゼア
ッセイにより網羅的に調べた、シロイヌナズナの CDKのうち、細胞周期を直接制御する CDKA, 
CDKB1, CDKB2の 3種類について解析した結果、ヘテロクロマチン構造を制御することが報告
されている因子（Heterochromatin-related factor; HRFと呼ぶ）がすべての CDKによりリン酸化さ
れること、また、特に CDKB1により強くリン酸化される可能性があることを見出した。 
 
(2) HRF 遺伝子の変異体(hrf変異体)を入手し、DNA倍数性を測定した結果、この変異体では DNA
倍加が促進されていることが明らかになった。また、興味深いことに、DNA 損傷に対する感受
性が高いことも明らかになった。そこで、ヘテロクロマチン構造に変化が見られることが知られ
ている他のシロイヌナズナ変異体を用いて同様な解析を行ったところ、ヘテロクロマチン構造
と DNA損傷感受性の相関に関して hrf変異体と似た傾向が見られることが明らかになった。 
 
(3) HRFが CDKB1により強くリン酸化されることが示唆されたため、CDKB1がクロマチン構造
の制御に関与しているかどうか調べた。cdkb1 変異体を入手し、DAPI 染色によりクロモセンタ
ーの可視化、および FISH解析によりセントロメア周辺のクロマチン凝縮度の解析を行った結果、
cdkb1変異体では少なくともセントロメア領域のクロマチン構造が緩和していることが定量的に



示された。以前の研究で、CDKB1 は細胞分裂から DNA 倍加への移行を抑制することが知られ
ていることから、以上の結果は、CDKB1による HRFのリン酸化がヘテロクロマチンを凝縮させ
ることにより、DNA倍加誘導を阻害する役割をもつことを示唆している（図１）。 
 
(4) オーキシンと DNA 倍加の関連性について、まずエピジェネティック制御因子に着目して研
究を進めた。様々なエピジェネティック制御因子についてオーキシンに対する発現応答性を確
認したところ、シュートで発現するヒストン修飾酵素遺伝子が高いオーキシン応答性を示すこ
とが明らかになった。そこで、レポーター遺伝子を用いて詳細な発現解析を行った結果、この遺
伝子は茎頂分裂組織や若いステージの葉で高発現していることが示された。 
 
(5) (4)で同定したヒストン修飾酵素遺伝子について、変異体を入手してクロモセンターの解析を
行った結果、ヘテロクロマチン構造が緩和していることが明らかになった。また、DNA 損傷に
高感受性を示すことも明らかになったので、相同組換え頻度を測定したところ、野生型より変異
体の方が有為に相同組換えが抑制されていることがわかった。この結果から、このヒストン修飾
酵素は何らかのメカニズムで相同組換えに関与していると考えられるが、DNA 倍加との直接的
な関連性を見出すことができなかったので、これ以上実験を進めるのは中止した。 
 
(6) HRFが CDKによるリン酸化制御を受け、ヘテロクロマチンを凝縮させることにより、DNA
倍加誘導を阻害する役割をもつことが示唆されたので、オーキシンと HRFの関連性について調
べた。その結果、hrf変異体では、オーキシンによる DNA倍加や DNA損傷応答の阻害効果が抑
圧されることが明らかになった。したがって、オーキシンは HRFを介してクロマチン構造を制
御し、DNA倍加誘導を阻害する可能性が示唆された（図１）。 
 
(7) オーキシンは CDK 活性を正に制御することが知られている。したがって、オーキシンによ
る CDKの活性化が HRF活性を制御し、クロマチン構造と DNA倍加への移行を制御している可
能性が考えられる（図１）。今後は、HRF のリン酸化部位に変異を導入した変異 HRF 遺伝子を
植物体に導入し、リン酸化制御が実際にクロマチン構造や DNA倍加誘導に関与しているかどう
かを検証していく。また、オーキシンがどのように HRF活性を制御しているのか、その実体を
分子レベルで把握するために、CDK活性の制御因子に焦点をあてて、オーキシンによる mRNA
およびタンパク質レベルの発現解析を行っていく必要があると考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１ オーキシンと CDK活性による DNA倍加の制御モデル 
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