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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナにおいて、転写活性化の指標となるエピジェネティックマークの
H3K4me3とRNAポリメラーゼIISer2のリン酸化に対する機能的なmintbodyの開発に成功した。mintbodyは修飾特異
的細胞内抗体と蛍光プローブを用いた修飾の変化を検出するバイオセンサーである。いずれのmintbodyもイメー
ジングにより細胞単位での修飾レベルの定量が可能であり、植物の発生などの過程での各修飾のモニタリングに
有用であることを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：In Arabidopsis, we have successfully developed functional mintbody for the 
epigenetic mark H3K4me3 and phosphorylation of RNA polymerase IISer2 (RNAPIISer2P), which are 
indicators of transcriptional activation. Mintbody is a biosensor that detects modification changes 
using modification-specific intracellular antibodies and fluorescent probes. Both mintbody can 
quantify the modification level at the cellular level by imaging, and we were able to show that they
 are useful for monitoring each modification during plant development and other processes. In the 
future, it is expected that mintbody will be used for detailed epigenetic analysis of each specific 
cell type.

研究分野： 植物分子細胞生物学、植物分子生理学

キーワード： ヒストン修飾　mintbody

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、動物細胞や植物の培養細胞において、mintbodyが機能することが報告されてきたが、植物体での報
告はなかった。本研究成果により植物体でmintbodyが機能することを初めて示すことができた。また、RNAポリ
メラーゼIISer2のリン酸化に対するmintbodyは、動植物を通じて初めてゲノムワイドな修飾の解析にも利用でき
ることを示すことができた。今後、mintbodyを特定の細胞種のみで発現させることにより、従来のセルソーティ
ングなどの手法よりも簡便に特定の細胞種毎の詳細なエピジェネティック解析への展開が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒストン修飾や DNA のメチル化といったエピジェネティック制御は、遺伝子発現を直接的に
制御する。研究開始当初の時点で、ヒストン修飾をターゲットとしたクロマチン免疫沈降－シー
ケンス（ChIP-seq）や DNA メチル化をターゲットとした bisulfite-seq 法により、植物の発生過
程や環境刺激応答におけるゲノムワイドでのエピジェネティック制御について知見が蓄積され
てきていた。しかし、殆どの解析は、個体、器官レベルであり、細胞種レベルの解析は僅かであ
った。例えば、根の側根の発生やカルス化に伴う脱分化は根の内鞘細胞から始まることが知られ
るように(Sugimoto et al., 2011, Trends in Cell Biology)、ある時間軸におけるエピジェネ
ティック制御の変化は細胞種毎に異なることは自明であることから、特定の細胞種のみに焦点
を当てた解析により、これまでのマクロな解析では検出できなかった変化や特徴の検出が期待
される。実際に、根端分裂組織での細胞種毎の DNA メチル化解析によって、他細胞種と比べてコ
ルメラ根冠細胞は特徴的な DNA メチル化パターンを有していることが検出されている
(Kawakatsu et al., 2016, Nature Plants)。同様に、側根の発生やカルス化に伴う脱分化にお
いては、他細胞を排除し内鞘細胞のみの解析が可能となることで、未だ明らかとなっていない脱
分化をもたらす初期のエピジェネティクス制御を明らかにできると考えられた。 
 特定の細胞種を集める既存の手法としては、研究開始当初の時点では、細胞種特異的な蛍光プ
ローブを用いたセルソーティングが主であった。しかし、この手法では、非常に高価な装置と高
い技術を要する上、セルソーティングの前段階で細胞をプロトプラスト化させる必要があるが、
細胞が生きた状態で行うため、プロトプラスト化の過程におけるエピジェネティック制御への
影響を排除できない。また、INTACT (isolation of nuclei tagged in specific cell types)
と呼ばれる手法では、特定の細胞種の核膜をビオチン化し、ビオチン−ストレプトアビジン結合
反応を利用することで、細胞種特異的な核の単離が可能となる(Deal and Henikoff, 2011, 
Nature Protocols)。しかし、この報告から研究開始当初の時点での 7年の間で、当該手法を利
用した植物の研究報告は極僅かであり、その技術的困難さが窺えた。そこで、新たな細胞種特異
的なエピジェネティック解析手法を開発することが、様々な生命現象における細胞種毎のエピ
ジェネティック制御の理解に貢献できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、モデル植物のシロイヌナズナを用いて、エピジェネティック制御の中でもヒスト

ン修飾に着目し、まず、特定のヒストン修飾を認識する抗体をもとに作成した蛍光プローブであ
る mintbody を細胞種特異的プロモーター下で発現制御させ、目的のヒストン修飾の変化をライ
ブでイメージングできる手法を確立する。また、この手法を利用して、細胞種毎のゲノムワイド
な特定のヒストン修飾状態の解析手法を確立する。そして、以上の 2つの手法を用いて、発生過
程における特定の細胞種でのヒストン修飾変化を検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 研究開始当初までに、ヒストン修飾変化の検出を可能とする生細胞ライブイメージング手法
として、マウス由来の修飾特異的細胞内抗体と蛍光プローブを用いたヒストン修飾バイオセン
サーmintbody (Modification specific intracellular antibody)が開発されていた(Sato et 
al., 2013, Scientific Reports)。Mintbody は通常細胞質と核内で発現し、ヒストン修飾レベ
ルの上昇に応じた核内への mintbody の集積によりヒストン修飾レベルの変化を生きた細胞で観
察することができる（図１）。 

これまでに研究代表者らは、タバコ BY2 培養細胞を用いた解析により、免疫システムを持たな
い植物細胞においても mintbody が特定の修飾ヒストンに対する抗体として作用することを明ら
かにしている(Kurita, Sakamoto et al., 2017, Scientific Reports)。この成果から、mintbody
をライブイメージングだけでなく、内在性のヒストン修飾抗体として利用して ChIP-seq 法を行



うことにより、特定のヒストン修飾の変化を検出できると考えられた（図２）。さらに、細胞種
特異的プロモーターにより mintbody を発現する細胞を限定することで、細胞種特異的なヒスト
ン修飾解析が可能となると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで、まず、ヒストン修飾のうち、ヒストン H3の 9 番目のリジンのアセチル化（H3K9ac）、
ヒストン H3の 4番目のリジンのトリメチル化（H3K4me3）、そしてヒストン H3の 27 番目のリジ
ンのトリメチル化（H3K27me3）に対する mintbody の作成を行った。H3K9ac 及び H3K4me3 は転写
の活性化、H3K27me3 は転写の抑制化のエピジェネティックマークとして知られている。これら
の修飾に対するマウスモノクローナル抗体由来の抗原結合能を持つ可変領域（scFV）の DNA 配列
と GFP の DNA 配列を融合した mintbody を作成し、mintbody をユビキタスなプロモーター（CaMV 
35S プロモーター）制御下で発現させたシロイヌナズナ植物体を作成した。導入にあたっては、
より正確かつ簡便に細胞内の mintbody の蛍光輝度変化を検出するために、同一プロモーター制
御下で同時に mintbody と内部標準としての核特異的に発現する異なる蛍光タンパク質を発現さ
せるようにした。これにより、核マーカーの蛍光輝度の変化で mintbody の蛍光輝度変化を補正
することにより、核の蛍光観察のみでヒストン修飾レベルの変化を捉えることが可能となる。同
一プロモーターによる同時発現制御には、2A ペプチドを用いたバイシストロニック発現システ
ムを用いた。 
 次に、作成した形質転換植物体を用いて、それぞれの mintbody の標的ヒストン修飾の認識機
能の検証を行った。ここでは、ライブイメージングによる各ヒストン修飾の阻害剤への応答の検
証、免疫染色や免疫沈降など生化学的解析による標的ヒストン修飾への mintbody の結合能の検
証、そして、抗 GFP 抗体或いは抗 mouse-IgG 抗体を用いた ChIP-seq 法と、既存の各修飾に対す
る抗体を用いた ChIP-seq との比較から、mintbody によるゲノムワイドな標的ヒストン修飾分布
の検出機能の検証を行うこととした。 
 
４．研究成果 
 作成した形質転換植物体を用いて、H3K9ac、H3K4me3 および H3K27me3 の 3 種のヒストン修飾
に対する各 mintbody の認識機能を検証した結果、H3K4me3-mintbody のみ、阻害剤への期待され
る応答を示した。また、H3K4me3-mintbody を発現する植物からのタンパク質抽出液を用いたフ
ァーウェスタン解析によりH3K4me3-mintbodyのH3K4me3への結合能が示された。しかしながら、
H3K9ac-および H3K27me3-mintbody に関しては、阻害剤への期待される応答および標的ヒストン
修飾への結合能は見出されなかった。この理由としては、これらの mintbody が植物体内で正し
くフォールディングせず抗体として機能していない可能性が考えられた。この問題の解決には、
scFV と GFP との間のリンカー配列を検討するか、新たに異なるマウスモノクローナル抗体由来
の scFV の DNA 配列を獲得して検証する必要があると考えられた。 
 次に、標的ヒストン修飾の認識機能が見出された H3K4me3-mintbody について、GFP 抗体を用
いたクロマチン免疫沈降を行なった。しかしながら、これには成功せず、H3K4me3-mintbody の
標的ヒストン修飾への結合強度が低い可能性があると考えられた。これらのことから、現時点で
は、当初予定していた細胞種特異的なヒストン修飾の ChIP-seq に使用できる可能性のある
mintbody の確立には至っていない。 
  一方で、H3K4me3-mintbody は生化学的解析による H3K4me3 の認識能、そして阻害剤への応答
能が見られたことから、ライブイメージングには使用できると判断した。そこで、H3K4me3-
mintbody を用いて、根の組織や、根を脱分化させて作成した細胞塊のカルスから再分化させた
際の H3K4me3 レベルの変化を観察した。同一プロモーターで発現させた核タンパク質の蛍光輝
度を用いて、それぞれの細胞の H3K4me3 レベルを相対的に定量したところ、根の組織の中でも表
皮、皮相、内皮細胞と比べて内鞘細胞で H3K4me3 レベルが高いこと、再分化によって新たに発生
した茎頂分裂組織で H3K4me3 レベルが高いことを見出した。このことから、H3K4me3-mintbody
が、植物の発生などにおいて細胞単位での H3K4me3 レベルのモニタリングに有用なツールであ
ることが示された。この成果に関しては、現在論文投稿準備中である。 
 また、当初の予定にはなかったが、転写活性化の直接的な指標となる RNA ポリメラーゼ IISer2
のリン酸化 （PolIISer2P）を認識する mintbody の作製も試みた。PolIISer2P-mintbody は、RNA
ポリメラーゼ IISer2 のリン酸化阻害剤への応答および PolIISer2P への生化学的な結合能を示
した。植物組織における PolIISer2P-mintbody のライブイメージングから、H3K4me3-mintbody と



同様に、細胞単位での PolIISer2 レベルのモニタリングに有用なツールであることが示された。
また、PolIISer2P-mintbody 発現植物の GFP 抗体を用いた ChIP-seq と、既存の PolIISer2P に対
する抗体を用いた ChIP-seq との間に、高い共通性が見られたことから、PolIISer2P-mintbody が
ChIP-seq にも有用なツールであることが示された。この成果に関しては、論文発表に至った。 
 以上のように、当初予定していたヒストン修飾の中で、H3K9ac および H3K27me3 を標的とする
機能的な mintbody の開発には至らなかったものの、H3K4me3 や PolIISer2P-mintbody の結果か
ら、植物体での初めての機能的 mintbody 開発の成功、そして、動物も含めて初めての mintbody
を用いた ChIP-seq の成功という成果を挙げることができた。特に、PolIISer2P-mintbody の成
果からは、今後 H3K9ac や H3K27me3-mintbody の再構築、H3K4me3 の改良を行うことで、それら
を ChIP-seq のツールにできる可能性が示された。将来的に、mintbody を利用した細胞種特異的
なヒストン修飾解析の実行可能性を期待させる成果であると言える。 
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