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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのdrol1変異株は種子発芽後のオレオシンの遺伝子の発現抑制ができ
ない変異株として単離された。その原因遺伝子はスプライシング因子をコードしていたことから網羅的なトラン
スクリプトームの解析を行った。その結果末端の塩基配列がAT-ACであるイントロンのスプライシングが特異的
に抑制されていることがわかった。このことからAT-AC型イントロンを特異的にスプライシングするスプライソ
ソームの存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：An Arabidopsis mutant named defective repression of OLE3::LUC 1 (drol1) was 
originally isolated as a mutant with defects in the repression of OLEOSIN gene after seed 
germination. Since the DROL1 gene was speculated to encode a splicing factor, the transcriptome of 
drol1 mutant was compared to that of the wild type. The analysis revealed that the introns with 
AT-AC terminal sequences were specifically retained in the transcriptome of drol1, indicating that 
DROL1 was required for the splicing of AT-AC-type introns. This result suggested the existence of 
new subclasses spliceosome specifically excising introns with AT-AC terminal dinucleotides.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： 植物　種子　遺伝子発現　オレオシン　スプライシング　イントロン
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究の結果シロイヌナズナのDROL1遺伝子は末端の塩基配列がAT-ACである極一部のイントロンのスプライシング
に必要なものであることがわかった。イントロンのスプライシングはスプライソソームによって行われており、
そのスプライソソームには2種類あることが知られている。しかし私たちの研究の結果、スプライソソームには
さらに細かい差を持つものがあることが示唆された。従来イントロンはその内部配列によって分けられ、それに
応じたスプライソソームがあるとされていたが、この研究の結果からは末端の塩基配列もスプライソソームの選
択性に影響を与えることが示唆された。

※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 
 

種子植物は次世代の栄養として種子に様々な物質を蓄積しており、我々はそれらを様々な用途に利

用している。種子に蓄積される成分のうち、油脂(トリアシルグリセロール)は食料としてだけでなく化成品

原料、燃料などにも使われ、近年バイオディーゼルの原料としても重要性を増している。 

モデル植物のシロイヌナズナは種子油脂の生産に広く用いられているセイヨウアブラナ(Brassica 

napus)と同じ科に属し、同様に種子に油脂を蓄積することから、種子油脂生産の制御機構を解析する格

好の材料である。種子の成熟過程での油脂の合成に必要な遺伝子群は、LEC1、LEC2、FUS3 のLEC

マスター転写因子群の制御下にあることが明らかとなっている。これらの遺伝子の活性は種子成熟過程

においては重要な役割を担うが、種子が休眠に入るとともに活性が低下する。しかし、発芽直後には細

胞の代謝が休眠前の状態に戻るため、その発現を不活性化・抑制することが種子成熟から発芽への生

長プログラムの転換に重要である。しかし、油脂貯蔵など種子成熟プログラムを発芽後に抑制・サイレン

シングして、初期生長への転換を起こす分子機構の詳細はまだ明らかになっていない。 

研究代表者らは油脂の合成と蓄積を制御する因子を遺伝学的に探索するために、LUCレポーター

遺伝子を用いた網羅的変異株スクリーニングを行った。油脂は子葉細胞内においてオイルボディに蓄

積されており、オイルボディの膜にはオレオシン(oleosin)タンパク質が蓄積している。シロイヌナズナの

OLE3遺伝子は種子特異的に発現し、その発現は油脂の蓄積と相関している。このOLE3遺伝子のプロ

モーターの下流に、ホタルのルシフェラーゼ遺伝子(LUC)をつないだ組換え遺伝子(Ole3::LUC)をシロ

イヌナズナに導入し、そのLUC活性を好感度CCDカメラで可視化した。その結果、OLE3遺伝子は種子

成熟過程で強く発現していることが確認されるとともに、播種後数日の芽生えにおいて一過的に発現し、

そして速やかに発現が消失することを見出した。この系を利用し、芽生えでのOle3::LUCの発現を指標

に変異株をスクリーニングし、defective repression of Ole3p::LUC1-1 (drol1-1)変異株を単離した。 

drol1-1変異株では発芽後のLUC発現が野生型株よりも持続しており、OLE3遺伝子の発芽後の抑

制・サイレンシングが低下している。drol1-1変異株の原因となっている遺伝子上の変異を同定したとこ

ろ、mRNAのスプライシングに関わる因子をコードすると推定される遺伝子に変異があることがわかった。

この遺伝子をDROL1と名付けた。 
 

２．研究の目的 

油脂貯蔵などの種子成熟プログラムを発芽後に抑制できない変異株としてdrol1-1変異株を単離した

が、その原因遺伝子DROL1がどのようにして遺伝子発現に関わるのかはわからなかった。そこで本研究

ではDROL1の欠損から遺伝子発現パターンの変化に至る道筋を明らかにすることを目的とした。 

  



３．研究の方法 
 

DROL1遺伝子がスプライシング因子をコードしていることが予想されたため、その遺伝子の欠損は最

初にスプライシングパターンの変化に現れることが予想された。そこで、次世代型シーケンサーを用いて

転写物(mRNA)を網羅的に解析することを計画した。 

シロイヌナズナの野生型株とdrol1変異株の芽生えからRNAを抽出し、cDNAライブラリを作成した。こ

れを次世代シーケンサーで解析し、3万種近いmRNAの量とスプライシングをコンピュータで解析した。 

研究を始めた時点で得ていた予備的に行った実験から、drol1-1 変異株ではいくつかのヒストン脱ア

セチル化酵素遺伝子の特定イントロンのスプライシングが野生型株に比べて低下していることがわかっ

ていた。そこで特にこれらの遺伝子の役割に注目して研究を行った。 
 

４．研究成果 
 

drol1 変異株のmRNAを調べたところ、非常に多くの遺伝子のmRNAが変化していることがわかった。

その中にはオレオシンの遺伝子が含まれており、また 2Sアルブミンや 18Sグロブリンといった種子貯蔵タ

ンパク質も含まれていた。これらの結果からdrol1 変異株はオレオシンの発現制御に特異的な因子では

なく、種子から芽生えへの生長変換に広く影響を与えていることがわかった。 

スプライシングに注目してmRNAの解析を行ったところ、drol1 変異株中では 200 個ほどのイントロンが

スプライシングされにくくなっていることがわかった。シロイヌナズナには約 12.5 万個のイントロンがある

がそのうちの98%以上は末端の塩基配列がGT-AGである。そしてごく一部(0.6%)がAT-ACである。ところ

がdrol1 変異株でスプライシングされにくくなったイントロン約 200 個のうち、40 個ほどがAT-AC型である

ことがわかった。全体ではたった 0.6%のAT-AC型イントロンがスプライシングされないもののの 20%以上

を占めていることから、DROL1 はAT-AC型イントロンに特化したスプライシング因子であることがわかっ

た。 

イントロンのスプライシングはスプライソソームと呼ばれるRNAとタンパク質がたくさん集まった複合体

によって行われることが明らかとなっている。これまでの研究で、このスプライソソームにはU2 型とU12 型

の二つがあることがわかっている。U2 型は全イントロンの 99%以上をスプライシングしていると考えられて

おり、U12 残りのわずかな部分のスプライシングを行っている。このU12 型スプライソソームによってスプ

ライシングされるイントロンのうち約 3 分の 1 がAT-AC型である。U2 型スプライソソームはAT-AC型をほ

とんどスプライシングしない。 

私たちの研究以前にはU12 型スプライソソームは一種類だけであるとされていた。しかし、DROL1 が

スプライソソームの構成因子であることを明かにし、またその変異株でAT-AC型イントロンだけがスプラ

イシングされないことが明らかとなったので、U12 型スプライソソームにはイントロンの末端配列を区別す

る二つのサブクラスが存在する可能性が考えられた。 

drol1 変異株でスプライシングが起きにくくなるイントロンを持つ遺伝子にヒストン脱アセチル化酵素

(HDAC)をコードするものがあった。HDACには分類があり、そのうち植物固有のもの(HD2)がある。シロ

イヌナズナにはHD2 が 4 つあり、そのうちの 3 つがAT-AC型イントロンを持っていた。HDACは一般に

遺伝子の発現を抑制する機能があることから、drol1 変異株でオレオシン遺伝子が脱発現抑制している

のはHD2 のスプライシング異常が原因であると考えた。しかし、hd2 変異株でオレオシン遺伝子の脱発



現抑制が起きないことがわかり、この可能性は小さいと考えられた。 
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