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研究成果の概要（和文）：　スギMuka14遺伝子のプロモーターのメチル化の程度を調べる事によって、遺伝子発現とメ
チル化の関連性を調べた。その結果、Muka14遺伝子の翻訳開始点上流約1kbを境に、上流域ではCpG配列がメチル化され
、下流域ではメチル化されていない事が明らかになった。Muka14遺伝子の雄花特異的な発現には翻訳開始点上流1kbま
での領域が必要であり、今回明らかになった非メチル化CpGの分布域と重なる。今回の我々の結果は、プロモーター領
域のメチル化の程度を指標にして、目的遺伝子の発現調節に必須な領域を推定し、組換え体作出に利用するためのプロ
モーター単離を効率化できる可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）： We tried to clarify the association between gene expression and methylation by an
alyzing the degree of methylation of the Muka14 promoter using bisulfite sequencing. We found that CpG seq
uences were methylated more than 1 kb upstream of the translation start point of the Muka14 gene, but were
 unmethylated downstream. The region required for male flower-specific expression of Muka14 is consistent 
with the distribution of unmethylated CpG. Our results suggest that the essential domains for the expressi
on of target genes can be predicted using the methylation of promoters as an index.
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１．	
 研究開始当初の背景	
 
	
 
	
 林木の組換え技術の実用化研究は、炭素循
環型社会の造成に大きく貢献しうる研究で
ある。しかし、組換え林木の利用にあたって
は花粉による導入遺伝子の拡散を防止する
ため、無花粉化技術の開発が不可欠であり、
これまでに次のような予備的な研究結果を
得ている。	
 
	
 
(1)	
 スギの雄花特異的に発現する遺伝子
Muka14を単離し、葯での強い発現活性化能を
もつプロモーター（Muka14-p）の単離に成功
した。	
 
	
 
(2)	
 スギ雄花プロモーターと細胞毒性遺伝
子を連結して作製した雄性不稔誘導ベクタ
ーを利用して、シロイヌナズナの雄性不稔化
に成功した。	
 
	
 
(3)	
 Muka14-pはスギのカルスで異所的な発現
を示すことがわかった。	
 
(4)	
 内在性 Muka14 はカルスでは発現してい
ないことから、我々の単離した Muka14-p は
カルスで発現を OFF にするために必要な情報
が含まれていない可能性が考えられた。	
 
	
 
	
 
２．	
 研究の目的	
 
	
 
	
 本研究はスギにおける遺伝子組換え技術
の高度化を目指し、導入遺伝子が目的とする
組織以外の組織での発現（異所的な発現）を
完全に抑える技術の開発を目的とする。スギ
の雄花特異的な発現を示す遺伝子 Muka14 を
モデルに、スギの雄花と雄花以外の組織にお
ける Muka14 ゲノム配列のメチル化の程度の
違いを解析し、エピジェネティックな発現調
節機構の観点から遺伝子の発現抑制メカニ
ズムを解明する。	
 
	
 
	
 
３．	
 研究の方法	
 
	
 
	
 本研究は裸子植物スギにおける遺伝子の
発現調節機構、特に発現を抑制する分子メカ
ニズムを明らかにし、遺伝子組換え技術の高
度化（目的組織のみで導入遺伝子を発現させ
る）のための基盤となる研究を行う。以下の
手法により研究を進める。	
 
	
 
(1) Muka14遺伝子の発現パターンの解析	
 
Muka14 遺伝子の発現パターンによってメチ
ル化の程度に違いがあるかどうか調べるた
め、Muka14遺伝子の詳細な発現パターンの解
析を行った。	
 
	
 
(2) スギの葯の単離手法の開発	
 
スギの雄花から Muka14 遺伝子が発現してい
る組織（花粉四分子期前後の葯及び小胞子）

を効果的に単離する手法の開発を行う。	
 
	
 
(3) バイサルファイト処理	
 
スギの雄花から単離した葯（Muka14 遺伝
子:ON）と針葉（Muka14 遺伝子:OFF）からゲ
ノム DNA を抽出し、バイサルファイト処理を
行った。	
 
	
 
(4) PCR プライマーの設計	
 
バイサルファイト処理後のゲノム DNA をテン
プレートに、Muka14遺伝子領域を PCR 増幅す
るためのプライマーセットを設計した。	
 
	
 
(5) バイサルファイトシーケンス	
 
バイサルファイトシーケンス法によって葯
由来 Muka14遺伝子領域と新芽由来 Muka14遺
伝子領域においてメチル化の程度を比較解
析した。	
 
	
 
	
 
４．	
 研究成果	
 
	
 
(1) Muka14遺伝子の発現パターンの解析	
 
	
 
	
 Muka14 遺伝子の発現の ON,	
 OFF とゲノム
DNA のメチル化の程度を比較解析するために
は Muka14 遺伝子の発現時期及び発現組織を
正確に抑えておく必要があった。まず、
Muka14 遺伝子の発現組織を詳細に解析する
ため、Muka14-2.5K::GUS構築物を導入したス
ギ形質転換体にジベレリン処理を行い着花
を誘導した。9 月中旬以降定期的に雄花のサ
ンプリングを行い、GUS 解析を行った。その
結果、Muka14遺伝子は減数分裂期前の花粉母
細胞及びタペート組織で発現することが明
らかになった（図 1）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1	
 	
 Muka14-2.5K::GUS 導入スギの GUS 染
色写真	
 
GUS 染色が確認される組織を矢印で示した。
A：花粉母細胞期の雄花、B：減数分裂器の雄
花、C：花粉四分子期の雄花、D：小胞子期の
雄花。T：タペート組織、MC：減数分裂期の
花粉母細胞、Tds：花粉四分子、Msp：小胞子。
Kurita	
 et	
 al.	
 (2013)を改変。	
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 また、Muka14遺伝子の時期・組織特異的な
発現に必要な転写調節領域を調べるため、
Muka14-2.5K::GUS の欠失変異コンストラク
ト（Muka14-1K::GUS）を作成しスギに導入し
た。形質転換体にジベレリン処理を行い着花
を誘導した。9 月中旬以降定期的に雄花のサ
ンプリングを行い、GUS 解析を行った。その
結果、GUS 活性が減数分裂期前の花粉母細胞
及びタペート組織で確認された（図 2）。この
結果はすることが明らかになった。Muka14 遺
伝子の発現調節に必要な領域が Muka14-1K に
含まれる、翻訳開始点より上流約 1kb の領域
に含まれている事を示唆している。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 2	
 	
 Muka14-1K::GUS 導入スギの GUS 染色
写真	
 
GUS 染色が確認される組織を矢印で示した。
A：花粉母細胞期の雄花、B：減数分裂器の雄
花、C：花粉四分子期の雄花、D：小胞子期の
雄花。T：タペート組織、MC：減数分裂期の
花粉母細胞、Tds：花粉四分子、Msp：小胞子。
Kurita	
 et	
 al.	
 (2013)を改変。	
 
	
 
	
 
(2) スギの葯の単離手法の開発	
 
	
 
	
 Muka14 遺伝子の発現の ON,	
 OFF とゲノム
DNA のメチル化の程度を比較解析するために
は Muka14 遺伝子が発現している時期に発現
している組織を効果的に収集しその組織か
らゲノム DNA を単離する必要がある。そこで
雄花から花粉母細胞及びタペート組織を中
心に形成される「葯」を効率よく採取するた
めの手法として Cryomicrodissection 法を適
用し、葯組織の効果的な採取手法を開発した。
Cryomicrodissection 法を用いることによっ
て、Muka14遺伝子が発現する花粉母細胞とタ
ペート組織を効率よく収集することが可能
となり、シュートから抽出したゲノム DNA 由
来の Muka14 遺伝子領域とメチル化の程度を
比較する際に、メチル化の違いがより鮮明に
検出できると考えられた。	
 
	
 

(3) バイサルファイト処理	
 
	
 
	
 Muka14遺伝子が活性化している葯、及び発
現が認められないシュートにおいて Muka14
遺伝子のゲノム領域においてメチル化の程
度に違いがあるかどうかを調べるため、葯及
びシュートからゲノム DNA を抽出し、EpiTect	
 
Bisulfite キット（QIAGEN 社製）を用いてバ
イサルファイト処理を行った。バイサルファ
イト処理によって、シトシンが脱アミノ化さ
れ、ウラシルに変換される。一方、メチルシ
トシンは脱アミノ化によりチミンへと変換
される。しかしこのバイサルファイト反応に
おいて、メチルシトシンからの反応は非常に
長い時間を要する。したがって、一定時間内
の反応においては、シトシンはウラシルに、
メチルシトシンはそのままとなる。このよう
に DNA 塩基のバイサルファルト試薬に対する
感受性の違いを利用する事がこの実験方法
の特徴となっている。	
 
	
 
	
 
(4) PCR プライマーの設計	
 
	
 
	
 バイサルファイト処理を行った後、Muka14
遺伝子のプロモーター領域を効率よく増幅
するために、PCR プライマーの設計を行った。
Muka14遺伝子のプロモーター約3.5kbの領域
において、バイサルファイト処理の影響を受
けないと考えられる配列を検索し、該当する
12 箇所にプライマーを設計した。本プライマ
ーを用いることでバイサルファイト処理に
影響されず、目的の DNA 領域を増幅すること
が可能となり、メチル化解析をスムーズに行
えると考えられる。	
 
	
 
	
 
(5) バイサルファイトシーケンス	
 
	
 
	
 Muka14 遺伝子の発現している組織として
スギの葯、Muka14遺伝子の発現していない組
織としてシュートからそれぞれゲノム DNA を
抽出しバイサルファイト処理を行った。
Muka14 遺伝子のメチル化の程度を調べるた
め翻訳開始点から上流約 3kb に渡り PCR で増
幅して塩基配列の決定をおこなった。バイサ
ルファイト処理をしていないシュート由来
の塩基配列をコントロールにして Muka14 遺
伝子上流域のメチル化の程度を解析した。	
 
	
 メチル化の標的配列として CpG が知られて
いる。葯由来 Muka14 遺伝子の配列とシュー
ト由来 Muka14 遺伝子の CpG 配列を比較した
結果、メチル化の程度に違いは認められなか
った（図 3）。この結果は Muka14遺伝子が DNA
のメチル化の程度の違いによって発現が調
節されている可能性が低いことを示唆して
いる。一方で、Muka14遺伝子の翻訳開始点よ
り上流約 1kb を境に、ゲノム DNA のメチル化
が大きく異なっていることが明らかになっ
た。即ち、翻訳開始点上流 1kb よりさらに上
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流域では CpG 配列がメチル化され、また下流
域ではメチル化されていない事が明らかに
なった。Muka14遺伝子の雄花特異的な発現に
は翻訳開始点より上流 1kb までの領域が必要
である事が分かっており、今回明らかになっ
た非メチル化 CpG の分布域と重なる。今回の
結果は、プロモーター領域のメチル化の程度
を指標にして、目的遺伝子の発現調節に必須
な領域を推定し、様々な機能を付与した組換
え体作出に利用するためのプロモーター単
離を効率化できる可能性を示唆している。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 3	
 Muka14遺伝子のメチル化解析	
 
Muka14遺伝子のプロモーターについて、メチ
ル化の有無を解析した。X 軸は CpG 配列の
Muka14遺伝子上での位置を示し、Y軸はメチ
ル化 CpG の割合を示す。	
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