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研究成果の概要（和文）： 

 我々はかつて、ヒメツリガネゴケのリプログラミング過程において、低分子 RNA の発現が
グローバルに減少することを見いだした。この現象に関与する因子の探索の過程で、マイクロ
RNA (miRNA) の成熟抑制に機能すると推測される PpCSP に着目した。PpCSP をコードする遺
伝子群の四重欠失株を作出したところ、リプログラミングの遅延を観察した。また、PpCSP が
細胞質基質に局在することを明らかにした。以上の結果から、PpCSP は細胞質基質における
miRNA成熟の抑制を通じてリプログラミングを促進するという仮説を立て、PpCSP の相互作用
因子や下流遺伝子の探索を行った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We had found that expression of small RNAs is globally reduced during reprogramming in the moss 

Physcomitrella patens. We hypothesized that PpCSP proteins are involved in this process. PpCSP is 

presumed to function in the repression of the microRNA (miRNA) maturation. Here we found that 

PpCSP was localized in cytosol, and a PpCSP lesion caused attenuated reprogramming. These data 

suggest that PpCSP facilitates reprogramming through repressing the miRNA maturation in cytosol. To 

verify this hypothesis, we have performed the functional analyses of PpCSP. 
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１．研究開始当初の背景 

分化した細胞が脱分化し、多能性や全能性
を獲得する現象はリプログラミングと呼ば
れる。我々はコケ植物のヒメツリガネゴケ 

(Physcomitrella patens) を用いて、体細胞リプ
ログラミングを制御する分子機構を研究し
てきた。ヒメツリガネゴケでは、分化した葉
を切断し栄養培地上に静置するだけで切断
面の細胞を効率よく多能性幹細胞に誘導す
ることができるため、リプログラミングの過

程を精度よく解析できる  (Ishikawa et al., 

2012, Plant Cell Vol. 23) 。また、ヒメツリガネ
ゴケはドラフトゲノム配列の解析が終了し
ており  (Rensing et al., 2008, Science, Vol. 

319) 、さらに陸上植物で最も容易に遺伝子タ
ーゲッティング法を行うことができること
から (Schaefer & Zrÿd, 1997, Plant J Vol. 11) 、
オミクス解析や逆遺伝学解析に適した生物
材料でもある。 

次世代シーケンサーSOLiD を用いて得ら
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れたリプログラミング過程における低分子
RNA (sRNA) の発現プロファイルを解析し
た結果、リプログラミングの過程で 21 ヌク
レオチド (21-nt) の sRNA の発現がグローバ
ルに減少することを見いだした。21-nt の
sRNA の多くはマイクロ RNA (miRNA) であ
る。miRNA は相補配列を有する mRNA に結
合し、その mRNAの分解を誘導することで転
写後の発現抑制に関与する。私は分化細胞に
おいてこれらmiRNAを含む 21-ntの sRNAが
リプログラミングを抑制しており、その発現
がグローバルに減少することがリプログラ
ミングに必須のステップなのではないかと
考えた。 

 

２．研究の目的 

以上の結果を受けて、本研究では「(1) sRNA

のグローバルな発現減少を引き起こす因子」
および「(2) リプログラミングを抑制する個
別の sRNAとその標的遺伝子」を明らかにす
ることで、低分子 RNA のグローバルな発現
減少がリプログラミングに必須であるか否
かを検証し、リプログラミングを制御する分
子機構の一端を解明することを目的とした。 

 

(1) sRNA の発現がグローバルに減少するた
めには、sRNA の生合成に関与する因子群 

(e.g. Mallory et al., 2008, Curr Opin Plant Biol 

Vol. 11) の機能が低下するか、分解に関与す
る因子群  (e.g. Houseley & Tollervey, 2009, 

Cell Vol. 136) の機能が上昇することが必要
であると考えられる。トランスクリプトーム
解析の結果から (Nishiyama et al., 2012, PLoS 

One Vol. 7) これらの遺伝子の発現がリプロ
グラミング過程でどう変化しているのかを
調査したところ、sRNA の分解酵素をコード
する P. patens Enhanced RNAi 1 (PpERI1) 、P. 

patens Small RNA Degrading Nuclease (PpSDN) 

両遺伝子の発現がリプログラミング過程で
上昇していることを発見した。ERI1は二本鎖
sRNA、SDN は一本鎖 sRNA の分解に広く機
能していると考えられており (Kennedy et al., 

2004, Nature Vol. 427; Ramachandran & Chen, 

2008, Science Vol. 321) 、両遺伝子の発現が上
昇することで低分子 RNA の蓄積がグローバ
ルに減少することは十分考えられる。 

 また研究の過程で、sRNA のグローバルな
発現減少を介してリプログラミング促進に
機能しうるその他の因子として、P. patens 

COLD SHOCK DOMAIN PROTEIN (PpCSP) 

に着目した。前任者により、PpCSP の発現が
リプログラミング過程で上昇すること、
PpCSP の過剰発現株ではリプログラミング
が促進することが明らかにされ、PpCSP がリ
プログラミング促進因子であることが示唆
されていた。PpCSP遺伝子は動物 Lin28 遺伝
子のホモログであり、RNA結合タンパク質を

コードする。動物 Lin28 は誘導多能性幹細胞 

(iPS) 因子の一つであり、分化促進に機能す
る miRNA let-7 の成熟を抑制することでリプ
ログラミングの促進に機能する（総説を参
照；Viswanathan & Daley, 2010, Cell Vol. 140）。
しかしながら、let-7 は植物には保存されてお
らず、PpCSP の標的 miRNA はまだ分かって
いない。私は、PpCSP が大部分の miRNA の
成熟の抑制に機能しており、PpCSP の発現に
より miRNA の蓄積がグローバルに減少する
ことでリプログラミングが促進するのでは
ないかと考えた。 

以上の結果から、切断葉の細胞において
PpCSP が miRNA 成熟を抑制し、PpERI1、
PpSDNが sRNA分解を促進することで、sRNA

の発現がグローバルに減少し、リプログラミ
ングが促進するという仮説を立てた。本研究
ではまず、これらの因子の機能解析を行うこ
とで、この仮説を検証しようと試みた。 

 

(2) リプログラミングを抑制する sRNA とそ
の標的遺伝子を単離するため、リプログラミ
ング過程において極端に発現が減少する
sRNA に注目した。それらの sRNA の標的
mRNAの候補を in silico解析によりリストア
ップし、その中からトランスクリプトーム解
析 (Nishiyama et al., 2012, PLoS One Vol. 7) で
実際に sRNAと逆の発現パターンをとってい
る遺伝子を選抜した。その過程で、新規の
sRNA（ppt-miR9131 と命名）と、その標的と
してリプログラミング過程で発現が上昇す
る PpFAS1 遺伝子を発見した。PpFAS1 遺伝子
は他のモデル生物において幹細胞の維持や
分化に関与する FASCIATA1 (FAS1)/Chromatin 

assembly factor 1 のオーソログであり (e.g. 

Kaya et al., 2001, Cell Vol. 104) 、リプログラミ
ング過程における幹細胞形成にも何らかの
機能を果たしていると考えられた。本研究で
は、まず PpFAS1 遺伝子がリプログラミング
に機能しているかどうかを解明しようと試
みた。 

 

３．研究の方法 

PpERI1、PpSDN、PpFAS1 遺伝子に関して
は、遺伝子欠失株および過剰発現株を作出し、
リプログラミングの表現型を観察しようと
試みた。 

PpCSP 遺伝子に関しては、遺伝子欠失株を
作出し、リプログラミングの表現型を観察し
た。前任者によって、PpCSP は PpCSP1、
PpCSP2、PpCSP3a、PpCSP3b の 4 遺伝子によ
ってコードされること、単一の遺伝子欠失株
では表現型が観察されないことが明らかに
されており、PpCSP1 PpCSP2 PpCSP3b の三重
突然変異体までが作成されていたため、それ
を も と に 本 研 究 で は PpCSP1 PpCSP2 

PpCSP3a PpCSP3b の四重変異体を作出して、



 

 

表現型を観察した。また、PpCSP1 遺伝子の
終止コドンの直前に黄色蛍光タンパク質を
コードする CITRINE 遺伝子を導入した
PpCSP1-CITRINE 形質転換株における蛍光を
スピニングディスク式共焦点顕微鏡を用い
て観察することで、PpCSP1 の細胞内局在を
観察した。 

PpCSP1 の相互作用タンパク質を単離する
た め 、 PpCSP1-CITRINE 形 質 転 換 株 と
CITRINE タンパク質を特異的に認識する抗
体を用いて免疫沈降法を行い、得られたタン
パク質複合体を液体クロマトグラフィーで
分 画 し て 、 MALDI 質 量 分 析 法
（LC-MALDI/MS 法）により解析した。ネガ
ティブコントロールとして EF1pro:CITRINE

形質転換株を用いて同様の実験を行い、
PpCSP1-CITRINE 形質転換株を用いた実験の
みで検出されたタンパク質を PpCSP1 の相互
作用相手とした。LC-MALDI/MS 法は名古屋
大学との共同研究により行った。 

さらに、次世代シーケンサーSOLiD を用い
た cDNAの 5’領域の大規模シーケンシングに
よるデジタル遺伝子発現解析によって 

(Nishiyama et al., 2012, PLoS One Vol. 7) 、リプ
ログラミング過程における野生株と PpCSP

過剰発現株の発現プロファイル比較を行い、
PpCSP が発現に寄与する遺伝子を単離しよ
うと試みた。 

 

４．研究成果 

 まず、ヒメツリガネゴケから ERI1、SDN

をコードする遺伝子を単離するため、線虫
Eri1、シロイヌナズナ SDN1 (Kennedy et al., 

2004, Nature Vol. 427; Ramachandran & Chen, 

2008, Science Vol. 321) のアミノ酸配列を用
いて BLAST サーチを行った。その結果、ヒ
メツリガネゴケから Eri1 をコードすると推
測される 1遺伝子を単離し、PpERI1 と名付け
た。アミノ酸配列を用いた系統解析から、こ
の遺伝子が線虫 Eri1 のオルソログであるこ
とを確認した。また、ヒメツリガネゴケゲノ
ムには SDN をコードすると推測される遺伝
子が 3 つ存在した。BLAST サーチにおける
e-value が高い順に、それぞれ PpSDN1-3と名
付け、アミノ酸配列を用いた系統解析を行っ
た。その結果、PpSDN3 のみが sRNA の分解
に機能するシロイヌナズナ SDN1-4 と相同な
関係にあり、PpSDN1、2 は RNA 分解酵素を
コードすると考えられる機能未知のシロイ
ヌナズナ SDN5 のオルソログであった。
PpSDN1、2が sRNAの分解に機能する可能性
はあるが、まずは PpSDN3に注目して解析を
行った。また、ppt-miR9131 の標的遺伝子候
補として得られた、シロイヌナズナ FAS1 と
高い配列類似性を示す PpFAS1 についても、
アミノ酸配列を用いた BLAST サーチおよび
系統解析を行った結果、PpFAS1 がヒメツリガ

ネゴケにおける FAS1 の唯一のオルソログで
あることを明らかにした。 

 PpERI1、PpSDN3、PpFAS1 について、遺伝
子欠失株、EF1プロモーターを用いた過剰発
現株、エストロジェン誘導発現株の作出を試
みた。遺伝子欠失株、エストロジェン誘導株
については遺伝子導入が起きたことを示す
抗生物質耐性株を 50 株以上取得し、そのう
ち数株について PCR で遺伝子導入を確認で
きた。遺伝子欠失株については、これら数株
についてゲノミックサザン解析、発現解析に
よってさらに遺伝子欠失を確認した。
PpSDN3、PpFAS1 遺伝子欠失株候補について
は、標的遺伝子のみに遺伝子導入が起きた株
は見つからず、さらに PpSDN3、PpFAS1 の発
現は失われていないことが明らかとなった。
このことは、PpSDN3 および PpFAS1 遺伝子が
ヒメツリガネゴケの生育に必須であること
を示唆している。PpSDN3 および PpFAS1 の機
能阻害による表現型を調べるため、現在、人
工 miRNA (Schwab et al., 2006, Plant Cell Vol. 

18) を利用したエストロジェン誘導発現抑制
株を作出中である。 

それに対して PpERI1 は、PpERI1 遺伝子領
域のみが抗生物質耐性マーカーと入れ替わ
った 5株を得ることに成功し（図 1）、さらに
その内 3株については遺伝子発現が失われて
いることを確認した（図 2）。 

 

WT  #2  #4  #5  #12 #14 #19 #22 #24

PpERI1 遺伝子欠失株

野生型PpERI1遺伝子
によるバンド

PpERI1遺伝子欠失
によるバンド

図1 野生株 (WT) とPpERI1 遺伝子欠失株を用いたゲノミックサザ
ン解析。PpERI1のみに遺伝子導入が起きた株を赤字で示す。
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図2 野生株 (WT) とPpERI1 遺伝子欠失株 (pperi1) におけるPpERI1

の発現解析。PpTUBULIN遺伝子をコントロールとして用いた。
バーは異なる生物材料を用いた3回の実験結果の標準誤差を示す。

 



 

 

現在、この PpERI1 遺伝子欠失株を用いてリ
プログラミングアッセイを行っている。これ
まで得られた予備的な知見では、特にリプロ
グラミングが起きにくい切断面以外の細胞
についてリプログラミングの抑制が観察さ
れた（図 3）。 
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図3 野生株 (WT) とPpERI1 遺伝子欠失株 (pperi1) を用

いたリプログラミングアッセイ。上段は切断面の細胞、
下段は切断面以外の細胞のみに注目した結果を示す。

 
現在、葉の枚数を増やしてアッセイを行うこ
とで、より精度の高い結果を得ることを試み
ている。また、遺伝子欠失株でリプログラミ
ングが完全に抑制されていなかったことか
ら、sRNAの分解酵素を触媒する他の遺伝子、
例えば PpSDN との機能重複が考えられた。
そのため、PpERI1 PpSDN1 PpSDN2 三重遺伝
子欠失株に、PpSDN3 の誘導発現抑制コンス
トラクトを導入した、四重遺伝子機能阻害株
を現在作出中である。 

 過剰発現株では、PpFAS1 について発現量が
10～80 倍に上昇した複数の過剰発現株の作
出に成功した。しかしながら、それらについ
てリプログラミングアッセイを行ったとこ
ろ、明瞭な表現型は観察できなかった。それ
に対して、PpSDN3 の過剰発現株は発現が 10

倍程度に上昇した 2株しか得ることができず、
PpERI1 の過剰発現株に関しては全く得られ
なかった。この結果は、PpERI1、PpSDN3 の
過剰発現が個体の生育に悪影響を与えるこ
とを示唆している。PpERI1、PpSDN3 のエス
トロジェン誘導株については複数の株を得
ることに成功しており、誘導により発現が数
十～数千倍に上昇することを確認している。
これらの株については、現在リプログラミン
グアッセイを行うためのサンプル調整を行
っている。 

 得 ら れ た PpCSP1 PpCSP2 PpCSP3a 

PpCSP3b 四重遺伝子欠失株についてゲノミ
ックサザン解析を行ったところ、期待した 4

本のバンド以外に 4本のバンドが確認された
一株しか得ることができなかった。このこと
は、PpCSP遺伝子領域以外に 4か所の遺伝子
導入が起きていることを意味している。この
一株を用いてリプログラミングアッセイを
複数回行ったところ、リプログラミングが起
きやすい切断面の細胞ではリプログラミン
グの遅延が観察され、さらに切断面以外の細
胞ではリプログラミングがほとんど観察さ
れなかった（図 4）。 
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図4 野生株 (WT) とPpCSP四重遺伝子欠失株 (ppcsp) を

用いた一度目のリプログラミングアッセイ。上段は切断
面の細胞、下段は切断面以外の細胞に注目した結果を
示す。下段では切断後72時間後におけるリプログラミン
グした細胞を有する葉の割合を示した。

 

その後、四重遺伝子欠失株の作出を再度行い、
期待した 4本のバンドのみが検出される 3株
の作出に成功した（図 5）。また、これらの株
では全 PpCSP 遺伝子の発現が検出されなか
った。現在、これらの株を用いてリプログラ
ミングアッセイを行うためのサンプル調整
を行っている。 

WT #29 #35 #40 #44 #45 #48 B

PpCSP四重遺伝子欠失株

PpCSP2遺伝子欠失
によるバンド

図5 野生株 (WT) とPpCSP四重遺伝子欠失株を用いたゲノミック
サザン解析。PpCSPのみに遺伝子導入が起きた株を赤字で
示す。Bはブランク（ゲノムの代わりに滅菌水を用いた）を示す。

PpCSP3b、PpCSP1遺
伝子欠失によるバンド

PpCSP3a遺伝子欠失
によるバンド

 



 

 

PpCSP1-CITRINE 形質転換株を用いて
PpCSP1-CITRINE タンパク質の局在解析を行
った結果、細胞質基質における局在を観察し
た。さらに、微小管重合阻害剤を処理すると、
濃度依存的に PpCSP1-CITRINEが核にも局在
することを明らかにした（図 6）。PpCSP の動
物ホモログである Lin28 は通常細胞質基質に
局在するが、全ての RNA 結合ドメインに変
異を入れると核にも局在することから、Lin28

はRNA分子と結合してそのRNAを核から細
胞質基質へ排出していると考えられている 

(Balzer & Moss, 2007, RNA Biol Vol. 4) 。以上
の結果は、PpCSP も Lin28 と同様に核と細胞
質基質をシャトリングしており、それに微小
管が関与することを示唆している。 

 

図6 PpCSP-CITRINEタンパク質の細胞内局在。
上図はmock、下図は微小管重合阻害剤を投与し
てそれぞれ1時間後の幹細胞。白矢頭は核を示す。

 

 

PpCSP と微小管の細胞内共局在はそれほど
明瞭でないものの、免疫沈降法では PpCSP と
微小管を構成するチューブリンタンパク質
との相互作用が観察された。現在、PpCSP に
よる miRNA の成熟抑制および微小管を介し
た PpCSP の核―細胞質基質シャトリングの
分子機構を解明するため、PpCSP と相互作用
するタンパク質を LC-MALDI/MS法で網羅的
に解析中である。これまでのところ、sRNA

関連因子や微小管関連因子は検出されてい
ないが、実験条件などを精査して、再度解析
を行う予定である。 

 また、PpCSP の下流遺伝子を探索するため、
リプログラミング過程において野生型と
PpCSP 過剰発現株の発現プロファイルを比
較した。異なる発現を示す遺伝子の数は予想
に反して少なかったが、Mechanosensitive ion 

channel of small conductance (MscS) 遺伝子や
WRKY 遺伝子の一つがリプログラミング過程
で PpCSP 過剰発現株に高く発現しているこ
とを見いだした。これらの遺伝子は他の生物
において傷害応答を含むストレス応答に機
能し (e.g. Levina et al., 1999, EMBO J Vol. 18; 

Hara et al., 2000, Mol Gen Genet Vol. 263) 、さ
らにその遺伝子ファミリーの一部は miRNA

の標的である (Zhang et al., 2008, Ann Bot Vol. 

102; PMRD: plant microRNA database, 

http://bioinformatics.cau.edu.cn/PMRD/) 。現在、
ヒメツリガネゴケにこれらの遺伝子を標的
とする miRNA が存在しないか、またこれら

の遺伝子がヒメツリガネゴケのリプログラ
ミングに機能するか否か解析中である。 
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