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研究成果の概要（和文）：植物特異的なトランスポゾン関連ドメインを持つPMDタンパク質MAIN及びMAIL1は、シ
ロイヌナズナにおいて転写型遺伝子サイレンシング（TGS）に寄与する。PMDタンパク質はDNAメチル化やsiRNAと
は独立の機構でTGSに関わる事が示唆されたが、その分子機構は不明であった。本研究ではMAIN及びMAIL1による
TGSのメカニズムを明らかにするため、シロイヌナズナmail1変異体の抑圧変異のスクリーニングを行った。ま
た、MAIN及びMAIL1タンパク質が実際に核内でどのように機能しているかを明らかにするため、変異体における
クロマチンのアクセッシビリティや核内のクロマチン状況を解析した。

研究成果の概要（英文）：Plant mobile domain（PMD）protein, MAIL1 and MAIN, are required for TGS 
independent of DNA methylation and siRNAs. To understand the precise mechanism of TGS regulation by 
MAIL1 and MAIN, we did suppressor screening of mail1 mutant to isolate factors that are related to 
TGS regulation by MAIL1 and MAIN. To reveal the subnuclear functions of PMD proteins, we also tried 
to analyze 3D chromatin structure by chromatin conformation capture technology and open chromatin 
region. 

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： サイレンシング　植物　エピジェネティクス

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルスやトランスポゾンといった侵略者と、宿主ゲノムの間では、活性化と抑制のせめぎ合いが絶えず行われ
て来たと考えられ、この現象は生物のゲノム進化の過程で重要な役割を果たした可能性がある。本研究はこの機
構が植物進化の過程に関与してきたことを示唆するゲノム進化のモデルケースとして興味深い。また、本研究で
明らかになった新規サイレンシング機構は植物の遺伝子発現調節の新たな系として利用できる可能性がある。

※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 
転写型遺伝子サイレンシング（TGS）は、DNA メチル化やヒストン修飾などのエピジェネティ

ックな機構を介してクロマチン構造を変化させ、遺伝子やトランスポゾンなどの発現を抑制す
る機構のことである。生物は進化過程において、外来のウイルスや内在のトランスポゾンの転
移に対抗するための防御機構としてサイレンシング機構を発達させたと考えられている。トラ
ンスポゾンの転移は、近傍の遺伝子発現を変化させ、個体間の多様性を生み出す原動力となり
得るが、挿入先の遺伝子を破壊し、死に至る場合もある。ウイルスやトランスポゾンといった
侵略者と、宿主ゲノムの間では、活性化と抑制のせめぎ合いが絶えず行われて来たと考えら
れ、この現象は生物のゲノム進化の過程で重要な役割を果たしているのではないかと考えられ
た。 
 我々は、トランスポゾンを介したゲノム進化の新たなモデルケースとして、トランスポゾン
関連ドメイン(Plant mobile domain; PMD)を持つシロイヌナズナ MAIN、MAIL1 が TGS に関与す
る事を明らかにした（Ikeda et al., 2017）。main、mail1 変異体では多くのトランスポゾン
に加え、特定の遺伝子の発現抑制が解除される。PMD は種子植物特異的に保存されているドメ
インであり、祖先種で
は、トランスポゾン活性
により PMD がゲノム上に
広がったと考えられる。
その一方で、進化過程の
比較的近年、PMD タンパ
ク質自身がサイレンシン
グ能を獲得したことが
我々の解析により明らか
になった。さらに、特定
の種では、PMD タンパク
質が新たに別のトランス
ポゾンに取り込まれてい
るケースを複数見いだし
ており、PMD が現在もト
ランスポゾンを介した進
化過程にあることが示唆された(図１)。 
 
２．研究の目的 
ウイルス遺伝子の水平伝播やトランスポゾンの転移は、個体間の多様性をもたらし進化の原動
力となり得る一方、生存に悪影響を与える恐れもある。そのため、宿主生物はこれらに対する
防御機構としてサイレンシング機構を発達させてきたと考えられる。植物特異的なトランスポ
ゾン関連ドメインを持つ PMD タンパク質 MAIN 及び MAIL1 は、シロイヌナズナにおいて転写型遺
伝子サイレンシング（TGS）に寄与する。これまでの遺伝学的解析により、PMD タンパク質は
DNA メチル化や siRNA などの既知の遺伝子サイレンシング機構と異なる機構で TGS に関わる事
が示唆されたが、その分子機構は不明であった。本研究では、植物における PMD タンパク質に
よるサイレンシングの分子機構を明らかにし、トランスポゾンを介した生物のゲノム進化過程
について考察することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) mail1 変異体の抑圧変異体の単離及び解析 
MAIN 及び MAIL1 による TGS のメカニズムを明らかにするため、シロイヌナズナ mail1 変異体を
用い、TGS 解除表現型を抑圧する変異のスクリーニングを行った。抑圧変異体を効果的に選抜
するため、mail1 変異によって発現抑制が解除される 35S-GUS がタンデムに挿入された植物を
利用した（図２）。野生型植物ではタンデムに挿入された 35S-GUS がサイレンシングを受け発
現が抑制されているのに対し、mail1 変異体では GUS のサイレンシングが解除される。これを
指標に、mail1 変異体に変異原処理を行い、GUS マーカーのサイレンシング解除がみられない個
体をスクリーニングした。得られた変異体について、次世代シーケンサを用いて原因遺伝子候
補の同定を試みた。 



 

(2) MAIN/MAIL1 の核内での機能解析 
MAIN 及び MAIL1 タンパク質が核内でどのように機能しているかを明らかにするため、GFP タグ
と融合させた MAIN 及び MAIL1 を発現させた植物を用いてクロマチン免疫沈降を行ったサンプル
に関してゲノムワイドシーケンス解析を試み、ゲノム上の MAIN 及び MAIL1 がターゲットとする
領域を明らかにすることを試みた。さらに、main 及び mail1 変異体における、クロマチンのア
クセッシビリティや核内のクロマチン状況を解析するため、Assay for Transposase-
Accessible Chromatin with high-throughput sequencing （ ATAC-seq ） 及 び Chromosome 
conformation capture （Hi-C）法による解析を行い（Dong et al., 2017）、MAIN 及び MAIL1 が
核内構造にどのような影響を与えるかを明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) mail1 変異体の抑圧変異体の単離及び解析 
シロイヌナズナ mail1 変異体の複数のアレルに対し、エチルメタンスルホン酸による変異原処
理を行い、35S-GUS の活性化を指標に、mail1 変異の表現型を抑圧する個体（成長抑制表現型
及び TGS が解除される個体）を選抜することで、mail1 変異の遺伝学的サプレッサーのスクリ
ーニングを行なった。変異原処理後３世代目において、GUS の発現が抑制される個体のスクリ
ーニングを行なった結果、サプレッサー変異を持つと考えられる個体が複数得られた。これら
のサプレッサー変異を持つ変異体の候補となる個体と、シロイヌナズナの異なる accession と
の掛け合わせを行った。サプレッサー変異を持つ変異体の候補となる個体の後代での表現型を
確認して、新規サプレッサー候補を絞り込むとともに、F２世代でのマッピングと変異同定のた
めの次世代シーケンスを行い、複数の候補を得た。 
 
(2) MAIN/MAIL1 の核内での機能解析 
MAIN 及び MAIL1 タンパク質が実際に核内でどのように機能しているかを明らかにするため、
GFP タグと融合させた MAIN 及び MAIL1 を発現させた植物を用い、GFP 抗体によるクロマチン免
疫沈降を試み、MAIN 及び MAIL1 タンパク質が結合している領域の同定を試みた。しかしなが
ら、GFP 抗体を用いたクロマチン免疫沈降では、目的の GFP 融合タンパク質の沈降が確認でき
なかった。サンプルの固定条件検討や免疫沈降の条件検討を行ったが、改善はみられなかっ
た。一方、学術変革領域「ゲノム支援」の支援を受け、main/mail1 変異体における、クロマチ
ンのアクセッシビリティの解析を行った。当初トランスポゼースを利用してオープンクロマチ
ン領域を明らかにする ATAC-seq 法を計画していたが、サンプル調整がうまく行かなかったた
め、フェノール・クロロホルム抽出によりオープンクロマチン領域を検出する FAIRE-seq 法に
切り替えて解析を行い（Baum et al., 2020）、変異体特有のクロマチン状態を明らかにするこ
とができた。また、Chromosome conformation capture 法（Hi-C）を用いた変異体の核内 3次
元構造の解析も進め、main/mail1 変異体における核内の構造を明らかにし、既知の変異体との
類似が明らかになった。 
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