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研究成果の概要（和文）：陸上植物の成長期移行を制御するmiR156/529-SPL転写因子モジュールの上流および下
流の両方に着目し、陸上植物の成長期移行を制御する普遍的なメカニズムを同定することを目的として研究を行
った。まずin vitroでMpSPL2に結合したDNAを次世代シーケンシング法によって検出することができたが、シス
配列の濃縮には至らなかった。一方で、対照として用いたシロイヌナズナにおけるホモログタンパク質を用いて
同様の解析を行った結果、シス配列の濃縮ができた。ゼニゴケSPL2を植物体において過剰発現させることでin 
vivoでの解析を試みたが、最終的には検出の成功までは至らなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused the miR156/529-SPL transcription factor regulatory
 module, which controls the transition of growth phase in land plants, and aimed to understand the 
molecular mechanism. We performed in vitro protein synthesis and deep sequencing to identify the 
DNAs binding to the MpSPL2 in Marchantia polymorpha. Although the DNA sequences were identified, not
 clear cis regulatory motif was not obtained. On the other hand, Arabidopsis AtSPL3 and AtSPL9 were 
also tested and the DNA binding to those SPL homologs were successfully identified. The 
cis-regulatory motif was also detected by informatics analysis. We also tried to detect DNA by in 
vivo ChIP-seq of MpSPL2 with transformants overexpressing MpSPL2 but could not succeed in the 
detection. For identification of evolutionarily conserved mechanism, further studies are needed.

研究分野： 植物遺伝子発現制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、植物にとって共通する発生メカニズムである成長期の移行の制御に関して解明しようとするものであ
り、将来的な作物エンジニアリングなどの場面において、重要な分子メカニズムの一端の解明を目指したもので
ある。結果としてはin vitroでのゼニゴケSPL2タンパク質に結合したDNAの検出を試み、タンパク質の合成およ
び結合DNAの次世代シーケンシングによる検出を行うことができたが、下流遺伝子群の同定までは至らず、引き
続き実験の条件検討が必要である。一方シロイヌナズナのホモログタンパク質を用いて下流遺伝子群を同定でき
たため、将来的な成長期移行メカニズム解明のための解析の基盤の整備は進んだと考える。

※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 

陸上植物において、栄養成長期から生殖成長期

の移行は普遍的に存在する発生ステップである。こ

れまでの分子遺伝学的な解析により、外来刺激に応

答した分子経路や、植物齢依存的に移行する分子経

路など様々な経路による調節を受けている。陸上植

物に保存された microRNA である miR156/529 フ

ァミリーと、その標的である SPL 転写因子ファミ

リーによる成長期移行の制御モジュールは、その 1
つである。申請者らの先行研究により、陸上植物の

基部にあたるコケ植物ゼニゴケにおいて、miR156
と近い配列を持つ miR529c が SPL ファミリーに

属する MpSPL2 遺伝子の発現抑制を通じて成長期移行を制御していることが明らかになった

（Tsuzuki et al. (2019) Curr. Biol. 29:3307.）。被子植物シロイヌナズナにおいては植物齢依存

的に miR156 の発現が減少し、それに対応する形で SPL 転写因子ファミリーの発現が上昇する

ことがすでに知られていた（Poethig (2009) Curr. Opin. Gen. Dev 19:374–378.）。これらの結果

を比較すると、コケ植物から種子植物まで陸上植物内で miR156/529 の減少により SPL 転写因

子の発現上昇が誘導され、これにより成長期が移行する仕組みが共通していることが示唆され

る（図 1）。 

この陸上植物に共通する成長期移行の仕組みに関して、miR156/529-SPL モジュールの上流

と下流分子メカニズムがどうなっているかという問いが生まれた。具体的には、上流に関して、

SPL 転写因子の発現を相反的に誘導する際に起こる miR156/529 の発現が減少する分子メカニ

ズムは共通しているのか（Q1）、下流に関して、SPL 転写因子は陸上植物間で保存された特定の

下流遺伝子を標的にしているのか（Q2）、SPL 転写因子はどのようなタンパク質をパートナーと

してはたらくのか（Q3）、という問いである。 

２．研究の目的 

以上の知見を踏まえ、本研究では陸上植物の成長期移行を制御する miR156/529-SPL 転写因

子モジュールの上流および下流の両方に着目し、植物齢や外部刺激依存的に miR156/529 の発

現が抑制される上流メカニズム、および SPL 転写因子が遺伝子発現を制御する共通下流分子メ

カニズムを明らかにすることで、陸上植物の成長期移行を制御する普遍的なメカニズムを同定

する。材料としては、系統的に離れた種と考えられるシロイヌナズナとゼニゴケの両方を比較し

て用いることで、陸上植物に共通したメカニズムを探索する。 

３．研究の方法 

 本研究では、特に SPL 転写因子がはたらく分子メカニズムに着目して、それを明らかにするこ

とを目指した。これまでに SPL 転写因子がどのような下流遺伝子を持つかは、遺伝学的に特定の

遺伝子座について解析がされた報告が存在するが、ゲノムワイドな同定は未だなされていない。

そこでこの疑問点を明らかにするため、クロマチン免疫沈降シーケンシング（ChIP-seq）を行い、

SPL 転写因子が結合する DNA 領域を網羅的な同定を目指した。シロイヌナズナの 3クレード SPL

からそれぞれ AtSPL3、9、10、ゼニゴケから MpSPL2を選び、変異体背景で GFP タグ付き形質転



換体を作出し、ChIP-seq 解析から得られた DNA 領域からメタ解析を行う。まずこれまで生化学

的な解析から SPL 転写因子の結合モチーフとして得られている GTACモチーフが濃縮されている

かどうかを検討した。最終的には、SPL の下流遺伝子の同定をすることで、SPL 転写因子のはた

らきについてゲノムワイドな特徴を同定することを目指した。 

４．研究成果 

（１）in vitroでの SPL2タンパク質の発現および結合 DNAの検出系の確立 

当初予定していた in vivo ChIP 解析での SPL2標的領域の同定の条件検討を行っていたが、

ゼニゴケ SPL2の発現量の少なさから検出が困難であった。そのため、代替となる方策として、

in vitroでの SPL2タンパク質の発現および標的 DNA 候補領域の同定を行う方法に切り替えた。

小麦胚芽抽出液を使用したタンパク質の in vitro発現系による発現と、結合している DNAの検

出ができる系を確立した。 

（２）シロイヌナズナ SPL3および SPL9に関する結合 DNA 検出系の確立 

シロイヌナズナ SPL の中から成長期移行に必要な SPL3および SPL9に着目し、（１）と同様の

検出系を確立した。 

（３）in vitro ChIP-seq法による SPL 結合 DNAの網羅的検出およびインフォマティクス解析 

 （１）および（２）で確立した結合 DNAの検出法を用いて、in vitro ChIP-seqを行い、次世

代シーケンサーを用いて網羅的に DNA配列を解読した。その後、インフォマティクス解析により

検出された配列をそれぞれのゲノム配列にマッピングし、標的領域を得た。標的領域として検出

されたのは、MpSPL2が 1456 箇所、AtSPL3が 4807 箇所、AtSPL9が 7367 箇所であった。 

 次に結合領域の配列から結合モチーフの推定を行った。その結果、

AtSPL3、AtSPL9 に関しては、GTAC の SBP-box が濃縮されていたが

（図２）、MpSPL2 に関しては見られなかった。また、MpSPL2 はエキ

ソン領域にも多く結合していたことから、非特異的な領域なのか、

実際の機能部位なのかについては不明であった。 

 

 以上の結果から、in vitro ChIP-seq法によってシロイヌナズナの SPL に関しては結合領域の

同定を行うことができた一方で、ゼニゴケ SPL2に関しては、さらなる実験系の条件検討が必要

である結果であった。改善点としては、SPL2 単独で発現させる in vitro系では SPL2本来のコ

ンフォーメーションを取れていないことなどが考えられたことから、発現量を増やした in vivo

系における検討が必要であることが示唆された。 

 

 

図２ AtSPL3 の結合領域

から推定されたモチーフ 
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