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研究成果の概要（和文）：植物が成長する過程には、からだを大きくしていく過程である栄養成長と次の世代に
つながる細胞を作る生殖成長の二つがある。栄養成長から生殖成長を行うタイミングを調節することは、植物が
環境変化に対抗して確実に子孫を残す上で重要である。そのためにはさまざまな遺伝子の発現の切り替えが重要
で、その分子レベルでの切り替え機構には未知の点が多い。今回の研究によって発現調節因子であるマイクロ
RNAが形成される（プロセッシングを受ける）部位は核質の中でかなり散在していた。従来の報告では核内で数
個の顆粒状構造に局在するとされていたが、その生物学的な存在意義については再検討が必要であることが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：Plants show two different growing processes: vegetative growth, which is the
 process of enlarging the body, and reproductive growth, which is the process of producing 
reproductive cells for the next generation. It is important to regulate the timing of reproductive 
growth from vegetative growth  in order to ensure that plants can survive and produce offspring in 
response to environmental changes. The molecular switch mechanism of gene expression is important 
for this process, and there are many unknowns about the molecular level switching mechanism. This 
study revealed that the sites where microRNAs, which are regulators of expression, are formed 
(undergo processing) are quite scattered in the nucleus. Previous reports suggested that microRNAs 
are localized in a few granular structures in the nuclei, but the present study clearly showed that 
such results of preceding reports need to be reexamined in a condition as natural as possible.

研究分野：植物分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は動きがないという見方から、細胞内のダイナミクスや自分の遺伝子の発現は非常に緩慢であるように思わ
れている傾向がある。しかし個体としては動けないが、植物の細胞レベルや自らの遺伝子の発現調節ということ
に目を向けると、非常にダイナミックに活動をしていることがわかる。植物細胞内で環境応答や発生の過程で見
せる遺伝子発現の切り替え機構を知るには、研究解析のためであっても本来植物が行なっている状況に近づける
必要があり、研究対象としたい一つのタンパク質に注目するあまり、過剰に細胞内で作らせると、細胞内で本来
と異なる挙動を示す可能性が明らかとなった。

※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 

植物は環境変化に適応しながら発生過程を進行させる中で、状況に応じて異なる遺伝子セットを発現

していく。申請者グループはゼニゴケにおいて栄養成長から生殖成長期へ移行時に発現遺伝子セット

を変換させる上でマイクロ RNA529c (miR529c)が重要であることを見出した。このMpmiR529c 遺伝子座

を破壊すると、その標的である転写因子 SPL2 の発現が促され生殖成長へと移行する（図 1）。 

 
２．研究の目的 

ゼニゴケのmiR529c-MpSPL2の制御モジュール系、あるいはシロイヌナズナで機能的に相同と考えられ

る miR156a-h/AtSPL2/3/4/5/9/10/11/13/15 の制御モジュールはマイクロ RNA の発現を抑えてやれ

ば、環境変化と切り離して成長期移行に関係する各種遺伝子座の動態変化を的確に知ることができる

と考えた。具体的にはmiR529c と標的 SPL2 遺伝子の転写部位、プロセッシングゾーンについて関連遺

伝子周辺の DNA メチル化状態、クロマチン状態、核内における局在、互いの相対位置などについて解

析を加え、成長期移行の際に起こると想定される核内変化についての総合的な理解を目指した。 

 

３．研究の方法 

a. 転写発現ゾーンとD-bodyの核内所在の解析：ゼニゴケのmiR529c-SPL2モジュール、シロイヌナズナ

のmiR156a-hとAtSPL2/3/4/5/9/10/11/13/15のモジュールに注目し、双方での遺伝子座の位置（転

写発現ゾーン）を核内で検出し、マイクロRNA(miRNA)のプロセッシングに関わるD-body（発現調節ゾー

ン）との相対位置を解析し、機能的な関連性の有無を調べる。クロマチン上での物理的距離、miRNA前

駆体プロセッシングに関係する因子の局在位置を解析する。MIRNA遺伝子座、標的遺伝子座が共に1

つずつといった冗長性の低いゼニゴケを用いた解析、複数の遺伝子座が関係するシロイヌナズナでの

解析を準備し、解析の容易さ、再現性を検討する。次段階で本格的な解析を行う基盤を形成する。 

b. 蛍光タンパク質融合型のDCL1を発現する相補植物体の作成と発現調節ゾーンの検出：過去の解析

では、Nicotiana benthamiana タバコに35SプロモーターによってDCL1-GFPを強制発現させて解析をし

て、D-bodyというmiRNAの前駆体のプロセッシングに関与する因子が局在している構造が報告されてい

た。その顆粒状の構造については研究者毎に解析する植物の違い、生育環境の違い、観察しようとす

るタンパク質の発現レベルの違いがあり、実際の状況を伝えるものばかりではないと思われた。野生型

植物が穏やかに成長するナチュラルな状況に近づける最善の手法を用いて蛍光タンパク質融合型の

DCL1を発現する相補植物体の作成を目指す。その上でD-body に相当する構造体を観察する。 

c．miRNA遺伝子座・標的遺伝子座双方に目を向けた転写発現ゾーンの検出：ゼニゴケのmiR529c-

SPL2、シロイヌナズナのmiR156a-hとAtSPL2/3/4/5/9/10/11/13/15の遺伝子領域を,最新のプローブ

系を用いて、核内での位置をb.で可視化する発現調節ゾーンとの関連で解析を行う。具体的には、1遺

伝子座が可視化できるFISH法およびRNAの転写を可視化できるMS2レポーター法といった技術導入を

意欲的に行う。 

 

 

４．研究成果 

a. 転写発現ゾーンとD-bodyの核内所在の解析: 各MIRNA遺伝子座と標的遺伝子座周辺でのクロマ

チン状態変化を知る上で、動物の遺伝子発現などの解析で応用されている、ATAC-seqによる解析をま

ず試した。そのために関連する変異体が多く備わっている、シロイヌナズナをまず用いた。dcl1-9, hyl1, 

se-1といったmiRNA生成に関わる因子の変異体と野生型植物のロゼット葉/花序から核を精製、その後



Tn5トランスポザーゼによるDNA断片化、DNAライブラリー調整、その後「先進ゲノム支援」によるデータ

取得した。結論を言うと、核を取るところは一見成功しているが、最後のリード解析結果を見ると、肝心な

知りたい核ゲノム配列由来が約1/3、他の多くが葉緑体ゲノム由来と判明。生物学的に意義のありそうな

シグナルを読み取るのが困難な状況となっている。 

b. 蛍光タンパク質融合型の DCL1 を発現する相補植物体の作成と発現調節ゾーンの検出： 

D-body の形成能力、さらに変異体の表現型との対応について情報の蓄積があるものを検討した。その

結果としてDCL1遺伝子に関する変異体のうち、種子形成能が保持されホモ接合体が育成できるdcl1-

5 のホモ接合体 dcl1-5 ( - / -）を遺伝子導入時のレシピエントとすることにした。観察される側の DCL1

タンパク質の発現/観察に関しては、検出の容易さから YFP 蛍光タンパク質、これを野生型あるいは既

知の変異型DCL1遺伝子ゲノム配列(19個のイントロンを残したままの)のC末側と融合させた人工遺伝

子を作成。native DCL１遺伝子 gene body の上流約 3kbp の領域をプロモーターとし、その下流に人工

遺伝子を結合させた各種 DCL1-YFP 遺伝子を用意し、dcl1-5 ( - / -）植物体に導入、形質転換体をそ

れぞれ選抜した。野生型となる proDCL1::gDCL1-YFP/dcl1-5 (-/-)の幼植物を観察すると、根の根端

など分裂能力の高いところでの DCL1 発現が顕著であった。ただ従来の、核内、それも核小体に近いと

ころに顆粒状に数個存在するという報告、観察結果との矛盾がある。今回の植物体は正常な成長を示

し、その DCL1 局在は核質にあまねく広がった状態に見えた。D-body として報告されたような顆粒状態

が認められたのは予想に反して全体のうち少数であった。その結果は並行して行った抗 DCL1 抗体を

用いた whole mount immunostaining の結果でも追認された。DCL1 アリルのなかで C 末端に存在する

dsRBD2 というドメインを欠失した変異体で同様に作成した dcl1-5 への相補体はその核質での局在が

薄まっていた。報告されている DCL1 タンパク質の立体構造の中でこのドメインは明確な状態をとってい

ない。このいわゆる不規則構造をとっていると思われるドメインが、DCL1 の核内での局在を支配してい

る可能性が示唆された。DCL1 と並んで前駆体miRNAのプロセッシングに関与し、さらにDCL1 とともに

D-body の形成に関わるとされる HYL1、そして SE タンパク質に関しても同様の形で proHYL1::gHYL1-

RFP/hyl1-2 (-/-)と proSE::gSE-SGFP/se-1(-/-)相補体植物を作成し、HYL1 タンパク質、SE タンパク

質の局在を観察した。結果、両タンパク質ともに根端組織の中で DCL1 タンパク質が多く発現していた

分裂組織周辺での発現が同様に多かった。発現が認められた HYL1 と SE タンパク質が示した細胞内

局在はやはり核質に広がった状態であり、D-body のような顆粒状態が認められたのは全体のうち少数

であった。D-body という構造のイメージの修正が必要か否か、そして最近多くの生物現象に関連して言

われているcondensates と総称されるような膜には囲まれていない機能を持った構造体として記述するこ

との可否について現在検討を重ねている。 

発生ステージ変化の前後で起こる関連遺伝子座周辺のクロマチン状態の変化、遺伝子間の距離の検

出を目指し、動物の系で行われている手法を応用しようと当初企画した。しかし、単純には応用が効か

ず、別のアプローチで目標として情報に近づくことを行なった。今後まずはモデル植物を舞台に、こうし

た解析が安定して再現的に行える系を作る必要性を知ることとなった。新たなチャレンジも必要であるこ

とを感じた。 
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