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研究成果の概要（和文）：本課題では、small RNA（sRNA）をガイド分子として遺伝子発現抑制などに機能する2
種類のイネArgonaute（AGO）タンパク質の分子機能の解析を行った。その結果、一方は葯特異的な21塩基長sRNA
と結合して、花粉形成に必要な遺伝子の発現抑制に、もう一方は減数分裂特異的な24塩基長sRNAと結合して、減
数分裂染色体の凝縮制御に関わる可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Meiosis is a fundamental event for breeding by hybridization. It is known 
that meiosis-specific DNA/histone modification patterns influence frequencies and genomic positions 
of meiotic recombination. In this study, we analyzed molecular functions of two rice Argonaute 
proteins, both of which bind to small RNAs as guides. The results of this study suggest a 
possibility that either of two AGOs represses a gene required for pollen development during 
premeiotic and meiotic phases with anther-specific 21nucleotides (nt)-phasiRNAs, and further that 
another AGO regulates condensation of meiotic chromosomes with meiosis-specific 24nt-phasiRNAs.

研究分野： 植物細胞遺伝学

キーワード： 減数分裂　植物生殖　イネ　Arogonaute　Small RNA　品種改良　エピジェネティクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
減数分裂は交雑育種による品種改良の根本原理であり、減数分裂期に特有のDNAおよびヒストンの修飾パターン
は、減数分裂組換えの頻度や位置に影響する。今回、2つのイネAGOタンパク質について解析を行い、一方は減数
分裂に不必要な遺伝子の誤作動を防止する抑制機能、もう一方は減数分裂染色体に直接結合して染色体凝縮を制
御する可能性が示唆された。遺伝子機能を欠損した変異体では減数分裂染色体の凝縮異常が認められたことか
ら、減数分裂組換え頻度・位置の決定にAGO/sRNA複合体を介したクロマチン修飾機構が重要である可能性が示唆
された。品種改良の効率向上に向けて学術的・社会的意義は大きいと考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
減数分裂は、新たな遺伝子組み合わせを創出して子孫に伝達する重要な役割（減数分裂組換え）
を担っており、交雑育種による品種改良の根本原理である。従って減数分裂の分子機構の理解は、
品種改良の効率向上や利用可能な遺伝資源の拡大に貢献する。私たちは、日本人の主食であるイ
ネを研究材料として、減数分裂を促進する分子機構の研究を行なっている。 
 減数分裂期に特有の DNA およびヒストンの修飾パターンは、減数分裂組換えの頻度や位置に
影響する。私たちは最近、第一減数分裂でヒストン H3 の 9 番目リジンのジメチル化（H3K9me2）
が染色体の広範囲で上昇する現象（減数分裂染色体リモデリング）を発見した（引用文献 1）。
また、雄性減数分裂細胞と隣接する葯タペート細胞で特異的に発現する EAT1 転写因子が、減数
分裂期特異的に 24 塩基長 small RNA（24-phasiRNA）生産を促進することを明らかにした（引用
文献 2）。24 塩基長 small RNA は、RNA 指向性 DNA メチル化機構（RdDM）を介した DNA メチル化
および H3K9me2 を促進することが知られる。葯では、21 塩基長 phasiRNA（21-phasiRNA）も豊富
に発現するが、phasiRNA の減数分裂における役割はよくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 
small RNA をガイド分子として遺伝子発現抑制などに機能するイネ Argonaute（AGO）タンパク質
のうち、MEL1 と AGO-X（仮称）の分子機能の解析を通じて、生殖特異的 AGO/small RNA 複合体
が、植物の減数分裂染色体リモデリングに果たす役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
MEL1・AGO-Xそれぞれに対する特異的抗体を作成した。減数分裂前および減数分裂初期に相当す
るイネの葯（0.3-0.4mm および 0.4-0.5mm 長）から RNA/タンパク質を抽出し、特異的抗体を用い
て免疫沈降し、沈降画分中に含まれる small RNA を次世代シーケンサーにより解読した（sRIP-
seq）。AGO結合 small RNA に相補的に結合する RNA を同定する際は、葯サンプルをフォルマリン
固定して、タンパク質-RNA を架橋してから sRIP-seqと同様の操作をおこなった（CLIP-seq）。 
 タンパク質の組織・細胞内の局在性解析では、蛍光タンパク質で標識した MEL1・AGO-X を発現
する形質転換イネの花を固定後にビブラトームで切片化した標本、あるいは正常なイネ個体の
花のパラフィン切片をミクロトームで作成して間接蛍光抗体法で染色した標本を、共焦点レー
ザー操作顕微鏡で観察・写真撮影した。 
 AGO-X の変異体は、ゲノム編集技術の一つである CRISPR/Cas9法で作成した。遺伝子組換え体
に相当する植物体は、組換え遺伝子が漏洩しないよう全て閉鎖系温室で栽培管理した。 
 
４．研究成果 
（1） MEL1 の解析： MEL1 は、減数分裂前のイネ生殖細
胞で特異的に発現する AGO タンパク質であり（引用文献
3）、葯で高発現する 21-phasiRNA と結合することが知ら
れる（引用文献 2、 4）。mel1変異体は減数分裂染色体の
凝縮が停止するなどの異常から不稔となるため、MEL1 は
減数分裂運命の決定に重要な役割を担うと考えられる。 
 MEL1 は、21-phasiRNA に加え、低頻度だが減数分裂特
異的な 24-phasiRNA とも結合する（引用文献 2）。また、
減数分裂移行前の生殖細胞では MEL1 は細胞質に局在す
るが、減数分裂移行直後には、細胞質に加えて核にも局
在することがわかった（図 1）。そのため当初は、減数分裂移行期に発現を開始する 24-phasiRNA
との結合を契機として MEL1 が核移行し、減数分裂染色体の修飾パターンや高次構造変化を誘導
する可能性を考えた。しかし、蛍光イメージング解析からは MEL1 が減数分裂染色体と直接的に
結合する証拠は得られなかった。 
 そこで、減数分裂前の生殖細胞で MEL1 が発現制御する遺伝子の同定に目的を切り替え、MEL1
特異的抗体を用いた CLIP-seq 解析を行った。同法は、RNA とタンパク質の複合体を架橋し、免
疫沈降した後に沈降画分中の RNA を解読して、タンパク質と結合する RNA（以下、CLIP 配列と呼
ぶ）を網羅的に同定する手法である。21 あるいは 24 塩基長の AGO ガイド RNA も多数含まれる
が、それらと区別するため 26-50塩基長の CLIP 配列を解析対象とした。その結果、遺伝子領域
にマップされ、かつ比較的信頼性の高い 75 個の CLIP 配列を同定した。そのなかで特にリード数
が上位の 9つの CLIP 配列を有力な MEL1標的 RNA として解析を進めた。 
 9つの CLIP 配列を、数塩基のミスマッチを許容して 21 塩基長の MEL1 ガイド RNA配列（引用

 



 

 

文献 2）と相補性を検索したところ、9つ全てが MEL1
結合 21-phasiRNA（21-MEL1phR）と相補的な配列を含
むことがわかった。そのうち 1つの CLIP 配列は、減
数分裂後の花粉の初期発生過程に重要な役割が報告
されている遺伝子（仮に「遺伝子 A」と呼ぶ）の mRNA
に含まれる配列だった。遺伝子 Aに由来する CLIP 配
列のリード数は、9 つの CLIP 配列の中で最も高く、
また相補的な 21-MEL1phR のリード数も非常に高い値
を示した（図 2）。すなわち、MEL1/21-MEL1phR複合体
は遺伝子 A を標的として、mRNA 分解もしくは翻訳抑
制している可能性を示唆する。 
 最近、21-phasiRNA が欠損したイネ変異体の解析か
ら、21-phasiRNA は葯壁の正常な発生に重要な役割を
もつことを共同研究者らが明らかにした（引用文献
5）。しかし、21-phasiRNA は配列の冗長性を除いても
15 万種以上が確認されており、同変異体ではかなりの数の 21-phasiRNA 発現が残存しているた
め、この報告をもって 21-phasiRNA の生殖細胞での機能が否定された訳ではない。本課題の解析
から、MEL1/21-MEL1phR複合体は、花粉の初期発生過程に重要な役割が報告されている遺伝子 A
の転写後発現抑制に関わっている可能性が浮上した。この解釈として、遺伝子 Aが減数分裂が終
わった直後すぐに機能できるよう、花粉形成前に予め転写される必要があるが、それが減数分裂
中に誤作動しないよう MEL1/21-MEL1phR複合体が転写後抑制するなどが考えられる。 
 今回は、MEL1 が減数分裂染色体に特徴的な高次構造の構築に関わるとの当初の目論見とは異
なる結果となったが、植物の減数分裂運命の決定における small RNA を介した AGO の知られざ
る機能に迫る可能性を秘めた結果が得られた意義は大きい。現在は、遺伝子 Aを含む候補遺伝子
の MEL1/21-MEL1phR複合体による翻訳抑制を検証するためのアッセイ系を構築中である。 
 
（2）AG0-X の解析： 上記の MEL1 は当初の目論見とは異なり、減数分裂染色体に直接結合して
いなかった。そこで MEL1 に代わるイネ AGO タンパク質を探したところ、AGO-X が条件に該当す
ることがわかったため、本課題の途中から解析対象として加えることとした。 
 MEL1 とは異なり、AGO-X は体細胞と生殖細胞のどちらでも発現するタイプの AGO タンパク質
である。AGO-X-GFPを発現する形質転換イネの減数分裂期の葯を観察したところ、予想通り葯を
構成する体細胞と生殖細胞の両方で AGO-X の発現が認められた。しかし生殖細胞（花粉母細胞）
では、減数分裂直前の間期で AGO-X の蓄積は全く見られない一方、減数分裂移行直後では AGO-X
が全ての細胞核に同調的に蓄積することがわかった。雄性の減数分裂周期は、直前の間期を境に
高度に同調化することが知られており、AGO-X の同調的な核蓄積は、雄性減数分裂の同調化の結
果を反映したと思われる。すなわち AGO-X の核蓄積は、細胞周期依存的に開始すると考えられ
る。 
 次に AGO-X の sRIP-seq解析により、AGO-X と結合する small RNA 分子種の網羅的な同定を行
った。AGO-X はイネゲノムの多様な領域に由来する 24-sRNA と結合していたが、特筆すべきは、
減数分裂初期にAGO-Xと結合する24-sRNAの 20%程度が減数分裂特異的な24-phasiRNAで占めら
れていたことである。AGO-X は生殖細胞および体細胞の両方に局在するため、今回検出された 24-
phasiRNA との結合がどちらのタイプの細胞で起こっているか区別することはできないが、AGO-
X が減数分裂初期で同調的に全ての生殖細胞核に蓄積することから、相当量の 24-phasiRNA が生
殖細胞で AGO-X と結合している可能性が十分考えられる。ゲノム編集により ago-x 変異体を作
成し、その減数分裂を観察したところ、種子稔性は
正常だったものの、減数分裂染色体が部分的に凝縮
異常を示すことが明らかとなった（図 3）。これらの
結果は、AGO-X が減数分裂染色体の高次構造やクロ
マチン修飾パターンに何らかの役割を果たしている
可能性を示唆する。 
 現在は、減数分裂初期の花粉母細胞を実体顕微鏡
化で機械的に抽出し、減数分裂染色体の DNA メチル
化パターンを正常イネと ago-x 変異体の間で比較
し、AGO-X が減数分裂期にクロマチン修飾の標的と
するイネゲノム領域を特定することを試みている。 
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