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研究成果の概要（和文）：本研究では、リンドウより見出した35Sプロモーター配列特異的なDNAメチル化の分子機構に
ついて詳細な解析を行った。リンドウに1コピー導入したT-DNAの全長について、de novoメチル化が高頻度に起きる領
域が2箇所存在することを突き止めた。これら配列は2種のモチーフを持ち、核内因子と結合することを見出し、酵母ワ
ンハイブリッド法により候補因子を同定した。また懸濁培養細胞を用いてDNAメチル化とヒストン修飾の関係について
調査し、de novoメチル化に伴いヒストン修飾が変化していることを確認した。さらに組換えレタスを作出し、リンド
ウと同様の現象を見出した。

研究成果の概要（英文）：Molecular mechanism of the 35S promoter-specific DNA methylation in gentian was in
vestigated in this study. Two distinct de novo methylated regions were identified after the methylation an
alysis of an entire T-DNA segment in transgenic gentian. Both of the regions contain two consensus sequenc
es, to which gentian nuclear extracts could bind, and yeast one-hybrid screening identified candidates for
 binding to the sequences. Additionally, relationship between DNA methylation and histone modification was
 investigated using transgenic gentian cell suspension culture, and the results showed that de novo methyl
ation of the 35S region occurred in connection with histone modification. To investigate whether the 35S p
romoter-specific DNA methylation exists in other plant species, transgenic lettuce plants having 35S promo
ter were produced. As the result, suppression of the transgene expression and hypermethylation of the 35S 
promoter region were found in the transgenic lettuce plants.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 遺伝子組換え植物を作出した時に、期待通
りに外来遺伝子の発現がみられない場合が
ある。このような現象は、導入した外来遺伝
子における染色体上の位置、コピー数、断片
化や再編成などの影響が考えられる。これま
で外来遺伝子の発現抑制（ジーンサイレンシ
ング）は、いくつかのモデル植物種で研究さ
れてきた知見によりそのメカニズムが体系
化されつつあり、基本的にはどのような植物
種においても同様のメカニズムが働くもの
と考えられてきた。しかし研究代表者が花卉
園芸植物であるリンドウより見出した発現
抑制現象は、同一の外来遺伝子を導入した形
質転換タバコやシロイヌナズナでは起こら
ないことから、植物種特異的に引き起こされ
ていると考えられた。研究代表者はまた、こ
のリンドウの発現抑制現象が 35S プロモータ
ー配列特異的な DNA メチル化により生じて
いることを明らかにし、さらに、この現象が
35S プロモーター配列のコピー数やゲノム上
の挿入位置にかかわらず起きることを示し
た（下図）。 

 プロモーター配列特異的な DNA メチル化
は、相同な配列を持つ低分子 RNA により誘
導される例が報告されている。しかし、研究
代表者のこれまでの研究では、リンドウにお
いて 35S プロモーター配列に相同な低分子
RNA は検出されていない。一方、動物細胞で
は DNA 結合因子を介したプロモーター領域
のDNAメチル化が報告されていることから、
このような核内因子が 35S プロモーター配列
の DNA メチル化に関与している可能性が考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、リンドウにおける 35S プロモ
ーター配列特異的な de novo（新規）DNA メ
チル化の分子機構を明らかにすることを目
的としている。そのために、35S プロモータ
ー配列を認識する因子がどのような分子機
構で DNA メチル化を引き起こしているの
か？またリンドウと同様の現象が起こる植
物種は存在するか？さらには、メチル化がみ
られないモデル植物にはこのような因子は
存在していないのか？といった疑問につい
て、様々な実験手法を駆使して解明していく

ことを目的とする。 
 研究代表者のこれまでの研究から、従来形
質転換が困難であったリンドウでは、マーカ
ー遺伝子に連結していた 35S プロモーターを
それ以外のプロモーターに代えることによ
り形質転換効率が向上した。また目的遺伝子
にのみ 35S プロモーターを用いた場合であっ
ても、DNA メチル化領域の拡大によりマーカ
ー遺伝子の発現も抑制された。これらのこと
から、形質転換が困難な植物種においては、
その要因の一つとしてリンドウと同様の発
現抑制現象が生じている可能性が考えられ
る。実際にメキシカンライムでは、マーカー
遺伝子の DNA メチル化による発現抑制が、
形質転換効率の低下をもたらしていた
（Domínguez et al., MGG 267, 2002）。したが
ってリンドウ以外の植物種においても、マー
カー遺伝子の発現抑制が生じることにより、
組換え体が選抜されてこないものが潜在的
に存在している可能性がある。このような観
点から本研究を進めることで、形質転換が困
難な植物種の分子育種に貢献する知見を得
ることが期待される。また本研究で扱う現象
は、トランスポゾンやウイルスなどの外的な
遺伝子配列からゲノムの恒常性を守るため
の戦略が、植物種によって異なることを示し
ている可能性がある。したがって、このメカ
ニズムを解明することにより、真核生物にお
けるエピジェネティック機構の進化を知る
うえで興味深い知見を得ることが期待され
る。 
 
３．研究の方法 
 リンドウゲノムに挿入された T-DNA の全
領域を対象とした詳細な DNA メチル化解析
を 行 う た め 、 バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー
pSMABR35SsGFP の T-DNA がシングルコピ
ーで導入されている、組換えリンドウ植物体
3 系統を解析に用いた。Inverse-PCR 及び
Straight Walk法によりT-DNA隣接配列を決定
し、これら隣接配列及び T-DNA 配列情報を
もとに、T-DNA 領域（約 4kb）全長をカバー
する 30 種のプライマーを設計した。Bisulfite
処理したゲノム DNA を鋳型に PCR 増幅を行
い、メチル化シトシン配列を解析した。また
Electrophoretic Mobility Shift Assay（EMSA）
により、高頻度に de novo メチル化が生じた
配列をプローブとして、リンドウ核タンパク
質との結合性を調査した。野性型リンドウお
よびタバコ植物体の葉より調整した核抽出
物を用いて、35S プロモーターのエンハンサ
ー領域（-148～-85、-298～-241）における
EMSA を行った。なお、解析領域において 26
塩基の 2 本鎖 DNA を設計し、プローブおよ
び競合 DNA として使用した。また、核因子
の結合配列を絞り込むために、より短く変異
を導入した競合 DNA を作成し、解析に使用
した。 
 酵母 one-hybrid については、ゲルシフトア
ッセイで核因子との結合がみられた配列と、
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