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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのゲノム制御に機能するHDA6複合体の、ゲノム上での作用点（遺伝子領域）
の同定に成功した。HDA6は乾燥耐性を制御するジャスモン酸シグナルネットワーク系の遺伝子群、およびCOPIAタイプ
のトランスポゾンに特異的に結合する。このことから、HDA6複合体には、ユークロマチン領域を制御する複合体とヘテ
ロクロマチン領域を制御する複合体の、少なくとも２種類の複合体が存在することが示唆された。これらの結果は、ゲ
ノム構造と遺伝子応答に関わる異なる複合体に於いて、１つのエピジェネティック因子が機能して、異なる作用・役割
を持つことを示す大きな成果である。

研究成果の概要（英文）：Histone deacetylase6 (HDA6) is a chromatin modifier to establish the 
heterochromatin structure in Arabidopsis thaliana. We identified working points and target genes of HDA6 
complex on the Arabidopsis genome. HDA6 specifically binds to genes responded to jasmonic acid signaling 
network required for the water deficit responses and COPIA type retro-transporsable element in 
heterochromatin regions. From these results, it is suggested that there are at least two types of HDA6 
complexes. First one is for gene regulation on euchromatic region, and second one is for silencing of 
heterochromatic region. Perhaps these two types of HDA6 complexes have division of labor on Arabidopsis 
genome. These results that single epigenetic factor functions different structural targets (euchromatin 
and heterochromatin) on plant genome are significant achievement to expand and to develop the research 
field of epigenetic study in plant science.

研究分野：植物エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
 
 真核生物のゲノムDNAは様々なタン
パク質と相互作用しながら、核内に高密度に
折り畳まれ保持されている。多様な生命現象
に伴う遺伝子の発現調節や染色体の動態変
化には、エピジェネティックな制御機構を介
し高度に調節されたゲノム高次構造のダイ
ナミックな変化と維持が必要である。このゲ
ノム高次構造の維持 • 調節機構の崩壊は、
癌化や発生異常などの致命的な影響を及ぼ
す。植物も例外ではなく、春化過程や花成な
どに関与する遺伝子の発現調節に、ヒストン
修飾およびDNAメチル化を介したエピジェネ
ティックな制御機構が機能することが報告
されている。また、植物ゲノム中のヘテロク
ロマチン領域には、多くのトランスポゾンが
存在している。このヘテロクロマチン抑制が
外れると、トランスポゾンの転移と増幅が世
代を超えて繰り返され、ゲノム上に傷が蓄積
し、致命的な増殖異常および形態異常を引き
起こすことが知られている (Tsukahara et 
al. 2009 Nature)。一方で、環境条件の急激
な変動に呼応した染色体の凝集や、発生およ
び分化には DNA 複製、細胞分裂時のセントロ
メア領域を中心としたヘテロクロマチン領
域の再編成など、ゲノム構造のダイナミック
な変化を伴う。それゆえ、ヘテロクロマチン
構造の形成とその調節は植物ゲノムの維持、
調節に非常に重要な役割を果たすと考えら
れる。 
 一般的に、ヒストン脱アセチル化酵
素(HDAC)は複合体を形成し機能することが
知られている。 申請者らは、シロイヌナズ
ナのヒストン脱アセチル化酵素 Hda6 が DNA
メチル化酵素 Met1 と協調しながら植物ゲノ
ム上のトランスポゾンの発現抑制に関与し、
ヘテロクロマチン領域の構造形成に必要で
あることを明らかにしている（To et al. 2011 
PLoS Genet.）。このことから、植物における
ゲノムの維持•動態制御機構について、トラ
ンスポゾン抑制を介したヘテロクロマチン
形成とこれを基盤としたゲノム高次構造の
構築と維持に、クロマチン制御因子である
Hda6 複合体の機能が必須であると考えられ
る。さらに、ゲノムタイリングアレイを用い
た発現解析の結果、シロイヌナズナでは、環
境ストレス処理により多様な遺伝子の発現
変動とトランスポゾンの発現誘導が確認さ
れている（Matsui et al. 2008 Plant Cell & 
Physiol.）。また、Hda6 が直接・間接的に低温
や乾燥などの環境変動時の遺伝子発現応答
に機能することを示した(To et al. 2011 
BBRC)。興味深い事に、Hda6 のホモログタン
パク質である出芽酵母 Rpd3 は異なる２種類
の複合体に内包され、環境の違いに応じてゲ
ノム上の異なった作用領域でそれぞれ機能
する事が報告されている(Keogh et al. 2005 
Cell)。しかしながら、植物において Hda6 の
ゲノムワイドな作用領域および Hda6 複合体

の構成因子は未だ同定されていない。 
 
２．研究の目的 
 
①「植物ゲノム高次構造の構築基盤」の解析： 
まず、シロイヌナズナにおけるジーンサイレ
ンシングおよびヘテロクロマチン領域の高
次構造形成に関与する、Hda6 のゲノムワイド
な結合領域の同定と、それら領域におけるヌ
クレオソーム密度およびヒストン修飾変動
などのクロマチン状態を明らかにする。これ
により、ヘテロクロマチン構造をもとにした
「植物ゲノム高次構造の構築基盤」の解明を
目指す。 
 
②「Hda6 複合体」の同定と機能解析： 
次に、ヘテロクロマチン化および遺伝子発現
調節に関与する Hda6 複合体を同定する。 ま
た、 Hda6 複合体を構成するタンパク質のう
ち、植物ゲノムのヘテロクロマチン構造構築
に必須な因子を明らかにする。これまで植物
において、ゲノム維持に機能する HDAC 複合
体は同定されておらず、本研究の実施から、
シロイヌナズナのヘテロクロマチン形成複
合体の新規同定が可能となる。また、Hda6 の
ホモログタンパク質である出芽酵母Rpd3は、
複数種類の HDAC 複合体を形成することが報
告されており（Keogh et al. 2005 Cell）、
Hda6 も複数の複合体に内包されている可能
性が高い。これら複合体を構成する主要タン
パク質のホモログに着目して、ゲノムワイド
での結合領域を特定し、ゲノム上での複合体
の種類に依存した作用領域の違いを調べる。
さらに、これら因子がシロイヌナズナゲノム
のクロマチン状態および遺伝子発現制御に
及ぼす影響を解析することで、Hda6 複合体を
介したヒストン修飾変化による植物ゲノム
の維持およびゲノムワイドな遺伝子発現制
機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
① ヒストン修飾酵素Hda6のゲノムワイドな
結合領域とクロマチン状態の同定： 
シロイヌナズナのヘテロクロマチン形成お
よび遺伝子発現制御に関与する、ヒストン脱
アセチル化酵素 Hda6 のゲノムワイドな結合
領域と Hda6 機能に依存したクロマチン動態
およびゲノム構造（ヒストン修飾）の変化を、
ChIP-seq 法を用いて調べる。 
 
② Hda6 複合体の同定：抗 HDA6 特異抗体を用
いた免疫沈降実験により Hda6 複合体を精製
し、Hda6 複合体の構成因子を同定する。 
 
③ 植物ゲノムのヘテロクロマチン構造構築
に必須な Hda6 複合体構成因子の同定：これ
ら因子の遺伝子破壊株を用いて、植物ゲノム
のヘテロクロマチン形成に必須の因子を決
定する。 
 



④ Hda6 複合体のゲノムワイドな結合領域の
特定：野生型株、hda6 変異株および同定され
た新規ヘテロクロマチン形成必須因子の遺
伝子変異株に対して、表現型解析を行うとと
もに、遺伝子発現、クロマチン状態、および
これらタンパク質の結合領域の変動を、ゲノ
ムタイリングアレイを用いた発現解析およ
びChIP-seq法によりゲノムワイドに検出•解
析を行う。 
 
４．研究成果 
 
① シロイヌナズナHda6がゲノムの基本構造
構築に寄与するゲノム領域を検出するため、
プレートで生育させたhda6変異株と野生株に
対し て、抗ヒストンH4アセチル化修飾抗体を
用いたクロマチン免疫沈降実験(ChIP法)を行
った結果、hda6変異株では、GypsyおよびLINE 
に属するトランスポゾン群を介したペリセン
トロメア領域のヒストンH4アセチル化の高度
蓄積と、ヘテロクロマチン構造の弛緩が同定
された。 

② シロイヌナズナヒストン脱アセチル化酵
素 HDA6 の複合体構成因子の同定と、この複
合体が機能するゲノム上の結合領域を同定
するために、よりアフィニティーの高い抗
HDA6 モノクローナル抗体を幾つか作成した。
そのうち幾つかは、ウェスタンブロット法に
より高感度のシグナルが検出できることが
分かった。 
一方で、これまでに ChIP 実験で実績のある
抗 GFP 抗体を用い、複合体の検索同定を行う
ため、GFP タグを融合した HDA6 の遺伝子導入
株を作成し、ホモ系統単離に成功した。これ
らを用いて、今後さらに複合体を精製、同定
することが可能になった。 
 
③ これら複合体のゲノム上での機能領域を
同定するため、野生型株及び hda6 変異株を
用いて、活性化および抑制化のマーカーとな
るヒストン修飾について、ChIP-seq 法により
ゲノムワイドな変動領域を同定した。これに
より、HDA6 がターゲットとする特異的なトラ
ンスポゾン領域でのヒストン修飾変動が明
らかとなった。また、分子進化学的な解析の
結果から、HDA6 がターゲットとするトランス
ポゾンの中でも、hda6 変異株では特に比較的
若いCOPIAタイプのレトロトランスポゾンの
再活性化が顕著であり、HDA6 複合体による抑
制ターゲットとなっていることが示唆され
た。 
 
④ Hda6 複合体のゲノムワイドな結合領域の
特定：形質転換株等を用いた解析から、乾燥
応答時の HDA6 ターゲットは、植物ホルモン
であるジャスモン酸に対する応答遺伝子群
に多く見出された。これら遺伝子領域では、
遺伝子発現タイミングや反応性に大きな嵯
峨見られたことから、HDA6 複合体の応答性お

よび反応性の違いが寄与することが示唆さ
れた。ここで考えられる複合体の機能には、
これまで得られている特異的なトランスポ
ゾン領域での HDA6 複合体の役割と大きく異
なることから、HDA6 複合体には遺伝子制御に
機能する複合体と、トランスポゾン抑制に機
能する複合体の少なくとも２種類が存在す
ると考えられた。また、HDA6 が標的とする進
化的に若いCOPIA領域の精錬シング状態を調
べるため、ヘテロクロマチン抑制のマーカー
であるヒストン H3 の N 末端領域９残基目に
位地するするリジンのジメチル化（H3K9me2）
について、ChIP-seq 実験を行った。その結果、
発現パターンに変化が見られるCOPIAのうち、
hda6 変異体にのみ特異的に、ヘテロクロマチ
ン抑制マーカーであるH3K9me2の存在量が著
しく減少し、それに変わってクロマチン活性
化マーカーであるヒストン H4 のアセチル化
が大きく増加している特異領域の同定がで
きた。 
 

これらの結果により、ヘテロクロマチン化に
寄与する HDA6 複合体の作用点の同定が一歩
進んだと考える。 
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