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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、LMD 法によりイネの生殖系列の組織を単離

し、全ゲノムタイリングアレイを利用して、メチル化 DNA のパターンの異なる領域を

ゲノムワイドに調査するというものである。まずイネの各組織より全 DNA を抽出し、

bisulfite 処理を行い、条件検討を行った。DNA 量が多い場合には bisulfite 処理は

うまくいったが、LMD を用いて単離した微量な DNA を用いた場合には、シトシンの変

換が観察されなかった。結局、微量な DNA を鋳型にする場合の bisulfite 処理の最適

条件を見つけ出すに至らなかった。今後、 bisulfite 処理の条件検討を継続して、

これらの問題の解決を目指す。 

 

研究成果の概要（英文）：In this research, we tried to investigate DNA methylation pattern 
in laser microdissection (LMD)-isolated embryo and endosperm by a tiling array. We 
examined optimal conditions for bisulfite sequencing using total DNA extracted from some 
tissues in rice. We succeeded in the bisulfite sequencing when we used enough amounts 
of DNA, but failed in the sequencing using small amounts of DNA extracted from the LMD 
isolated tissues. As a result, we did not succeed in solution of this problem, and thus 
were not able to carry out the tiling array. We are continuing to examine the optimal 
conditions for the bisulfite sequencing using small amounts of DNA.          
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物では、胚発生過程でDNAメチル化

のゲノムワイドなリプログラミングがおこ

り、組織・器官分化の過程では特定の遺伝子

領域におけるDNAのメチル化や脱メチル化が

ダイナミックに起きていることが知られて

いる。一方で、植物では、生殖過程でのダイ

ナミックなDNAメチル化／脱メチル化の変化
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が重要であることは、ゲノムインプリンティ

ングなど限られた例が明らかになっている

のみで、その全容はよく分かっていなかった。

この原因として、受精卵の培養が極めて難し

いことや、ゲノムワイドな解析手法の遅れが

挙げられた。さらに植物では、雑種強勢・雑

種弱勢や異質倍数体化にDNAメチル化などの

エピジェネティックな情報の変化が関わる

ことが明らかになりつつあり、植物進化との

関連が議論されていた。 

 

 

２．研究の目的 

「１．研究開始当初の背景」のような状況

の中、生殖系列や胚発生過程でのゲノムワイ

ドなＤＮＡメチル化の変化を解析し、エピジ

ェネティックな制御を受ける遺伝子を多数

同定することは必要不可欠であると考えら

れた。 

研究代表者は微小な植物組織を精度良く

単離するLaser Microdissection (LMD)の技

術を開発した一人であり、当研究室ではLMD

技術がすでに確立されていた。DNAメチル化

のパターンの異なる領域を網羅的に同定す

るためには、ハイスループットかつゲノムワ

イドな解析ができる全ゲノムタイリングア

レイの技術が有用であると考えられた。本研

究では、イネを材料とすることで育種上の

様々な課題（雑種強勢・雑種弱勢）の解決の

ための基盤を整備することにもアプローチ

できると考えた。 

本研究課題では、LMDの技術により、イネ

の生殖系列細胞・組織を単離後、全ゲノムタ

イリングアレイを利用して、メチル化DNAの

パターンの異なる領域をゲノムワイドに調

査することによって、生殖系列特異的なDNA

メチル化／脱メチル化の生物学的意義を明

らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

イネの葉や開花後 7日目の胚乳より全 DNA

を抽出した。さらに、開花後 7日目の胚乳に

ついては、LMDを用いて胚乳の中央の組織も

単離し、全 DNAを抽出した。これらの DNAを

用いて、様々な濃度で bisulfite処理をした。

bisulfite法によって、非メチル化シトシン

はウラシルに変換されるが、メチル化シトシ

ンは変換されないため、メチル化シトシンと

非メチル化シトシンを区別することができ

るので、メチル化 DNAのパターンの異なる領

域に塩基配列の多型を生じさせる。塩基配列

を調査する対象として、イネのインプリント

遺伝子として知られている FIE1遺伝子領域

に着目した。微量な DNAでも、bisulfite法

による DNAメチル化領域の検出ができるかど

うかの確認をした。 

 

４．研究成果 

LMD で単離した微量 DNA を用いてタイリン

グアレイを行い、メチル化 DNA領域をゲノム

ワイドに同定したという報告はまだなされ

ていなかった。そこで、パイロット研究とし

て、イネの葉、開花後 7 日目の胚乳全体、お

よび開花後 7日目の胚乳を LMDで単離したも

の（図 1）を材料として用いた。 

 

 

それぞれの組織より全 DNA を抽出して、

bisulfite処理を行い、イネの FIE1遺伝子領

域において、DNA メチル化された塩基配列を

検出できるかどうかを調査した。 

DNA量が多い場合には bisulfite処理

は比較的うまくいった（図 2）が、 LMD

を用いて単離した微量な DNAを鋳型とし

て bisulfite 処理を行ったところ、DNA

が少なかったためか PCRによってうまく増幅

しなかった。また、何とか増幅産物を得た場

 
図 1. 開花後 7 日目のイネの胚乳の切片. 
A. LMD を行う前の胚乳の切片．B. LMD
によって胚乳の中央組織を切断後の胚

乳の切片．  



 

 

合も、bisulfite 処理による非メチル化シ

トシンからウラシルへの変換が観察されな

かった。結局、微量な DNA を鋳型にする

場合の bisulfite処理の最適条件を見つ

け出すに至らなかった。その結果、全ゲ

ノムタイリングアレイを行うことがで

きなかった。今後も bisulfite 処理の条

件検討を継続して、これらの問題の解決

を目指す。 
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図 2. Bisulfite sequencing の結果． 
イネ FIE1 遺伝子領域の塩基配列。DNA メ

チル化された塩基配列と DNA メチル化さ

れていない塩基配列の部分で多型が生じて
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