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研究成果の概要（和文）：同じ個体において染色体数の違う細胞が混在するタバコの「混数性」について、染色
体の分配異常が引き起こされる原因を明らかにするために、遺伝子発現・DNAメチル化の統合的な解析を行うと
ともに、染色体分配の動態を詳細に解析し、さらには原因遺伝子候補の発現を変化させた形質転換植物により機
能証明を試みた。本研究では、「ダイナミックな染色体挙動」に関する細胞遺伝学的な知見が得られ、「ソマク
ローナル変異の分子機構」の基盤情報を蓄積した。

研究成果の概要（英文）：Mixoploidy is the phenomenon whose cells maintain different karyotypes in 
one plant. In tobacco plants, genetically-regulated mixoploidy is probably caused by abnormal 
chromosome segregation triggered by genomic shock. In the present study, we performed molecular 
genetic experiments about tobacco mixoploidy using our original transgenic lines by 
immunohistochemical analysis, transcriptome analysis with methylated DNA assay, and functional assay
 with transgenic plants. From this study, we obtained important information about "dynamic 
chromosome behavior" and "molecular basis of somaclonal variations".

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： 染色体工学　ソマクローナル変異　混数性　タバコ　細胞分裂
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１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞が分裂する際、複製された染色体は
両娘細胞へ均等に分配され、この機構は通常
厳密に制御されている。植物のタバコにおい
ても、染色体数は通常 48本で一定であるが、
我々が作出した混数性タバコでは、同じ個体
の細胞において様々な染色体数が認められ
る。この現象は受精を経て次世代に伝わり、
一度は受精卵として単一の核型になるが、発
生後の組織では再び様々な染色体数の細胞
が混在している。つまり「体細胞分裂におい
て染色体分配異常が起きている」という状態
が遺伝しながら維持されている。この形質転
換タバコは初期発生遅延・花粉稔性低下など
の異常が認められるが、基本的に外見的には
正常に発生し花も咲く。混数性というシビア
な表現型を維持して生きている。 
 
(2) 我々はコムギ動原体局在レトロトランス
ポゾン配列をタバコに遺伝子導入すること
で、ソマクローナル変異時と同様なゲノムシ
ョックを与え、混数性個体（9-1 系統・49-1
系統）を作り出した。ソマクローナル変異は
「植物細胞を培養したときのストレスによ
って生じる」ことが良く知られている。ソマ
クローナル変異には異数性も含まれ、トラン
スポゾンの活性化やゲノムの脱メチル化な
どが関わっており、ゲノムショックが引き起
こすエピジェネティックな現象であると考
えられている。しかしながら、ソマクローナ
ル変異の分子機構の全貌は不明であり、それ
を人為的に制御することは難しい。このよう
な背景の中、我々の混数性タバコは「ソマク
ローナル変異の直接的要因」と「染色体分配
機構」を明らかにするためのモデル植物とし
て利用できる。現在までに、混数性タバコ 9-1
系統において、核ゲノムに存在する因子が混
数性を引き起こしていることが遺伝学的解
析により確認され、正常系統とは遺伝子発現
が大きく異なることがマイクロアレイ解析
により明らかになっている。 
 
２．研究の目的 
(1) 本申請では、混数性 9-1 系統または 49-1
系統において、非形質転換体 SR1 と比較しな
がら、何が混数性を引き起こすのかを遺伝子
レベル・細胞レベルで明らかにすることを目
的とする。 
 
(2) 第一に、マイクロアレイ解析で発現変動
している遺伝子について、遺伝子発現動態の
確認とエピジェネティックな変化の調査を
行い、混数性原因遺伝子候補を探す。 
 
(3) 第二に、免疫染色法により、混数性個体
の細胞分裂像の染色体動態を詳細に観察し、
染色体分配異常の原因を探る。また、根だけ
でなく、葉での表現型についても確認する。 
 
(4) 第三に、形質転換実験により、候補遺伝

子の混数性への機能を調査する。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクロアレイ解析で発現変動してい
る遺伝子について、Real-Time PCR で確認を
し、その遺伝子領域のゲノム DNA のメチル化
程度を Bisulfite sequencing により正常個
体と混数性個体で比較する。これにより、エ
ピジェネティックな影響を受けている混数
性原因遺伝子候補をスクリーニングする。 
 
(2) 免疫染色法により、細胞分裂像の染色体
動態を詳細に観察する。抗体にはチューブリ
ンと CENH3 を利用し、体細胞分裂時の動原体
と紡錘糸の挙動を可視化する。正常個体と混
数性個体の比較から、染色体分配異常の原因
を探る。 
 
(3) プロイディアナライザーを用いて、細胞
ごとに核の DNA 量を量ることにより、葉にお
ける混数性の状態を観察する。また、葉組織
のプラスチック切片において核の大きさを
調査し、混数性との関連を議論する。 
 
(4) 複二倍体の転写遺伝子ノックアウトに
有効な CRES-T 法を用いて、原因遺伝子候補
の転写因子遺伝子の機能抑制を試みる。作成
した CRES-T コンストラクトを混数性個体に
遺伝子導入して、混数性表現型の変化（核型
の安定化の有無）を調査する他、正常個体に
も導入し、平常時の転写因子機能も調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 「遺伝子発現の確認」については、既に
行っていたマイクロアレイ分析の結果から、
混数性タバコ個体において正常個体より遺
伝子発現が増大している遺伝子を 29 種類と
減少している遺伝子を 17 種類、候補遺伝子
としてピックアップし、その中から転写因子
を中心に遺伝子発現を Real-Time PCR により
確認した。調べた全ての Real-Time PCR 結果
は、マイクロアレイ分析結果と同じ遺伝子発
現量変化を示し、ほとんどのものが 5％レベ
ルで有意差があった。代表的な結果を図 1に
示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 Real-Time PCR による発現確認 



 転写因子関連遺伝子としては、図 1に示し
た 2 つの遺伝子（16538 と 6600）に加えて、
別の 2 つの遺伝子（44591 と 26132）に関し
て、混数性タバコ個体において遺伝子発現が
増大していることが確認できた。逆に混数性
タバコ個体において遺伝子発現が減少して
いるものとして、転写関連の遺伝子（34039）
や機能未知の遺伝子（39200）などが確認で
きた。 
 続いて、マイクロアレイ分析での発現量の
差を Real-Time PCR により確認した遺伝子の
中から転写因子を中心として、「Bisulfite 
sequencing による DNA メチル化解析」を行っ
た。その結果、転写因子関連遺伝子（26132）
のようにメチル化程度に違いが認められな
いものもあったが、転写因子関連遺伝子
（16538）では、混数性と正常個体の間にメ
チル化程度に差が認められた。これら 2つの
転写因子関連遺伝子（16538 と 6600）につい
ては、プロモーター領域のメチル化も調べた
ところ、6600 のプロモーターのコア部分では
メチル化程度に差が認められたが、16538 の
プロモーター部分や 6600 のプロモーターの
さらに上流領域には大きな差は認められな
かった。 
 
(2) 「免疫染色法による観察」では、動原体
と紡錘糸の挙動に注意を配りながら、混数性
個体における根端組織の体細胞分裂を観察
した。その結果の一部を図 2に示す。混数性
個体において、動原体と紡錘糸の形成には異
常は認められなかったが、中期における形成
一の乱れや後期における染色体の不均等分
配の可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 体細胞分裂中期の免疫染色像 
 
(3) 「プロイディアナライザー解析」に関し
ては、根の他に葉も材料に用いて、核の DNA
量をフローサイトメトリーで計測したとこ
ろ、混数性と正常個体の間でばらつき程度の
差が認められた。しかしながら、この時、倍
数性の位置にもピークが認められたことか
ら、これらの実験の解釈を深く議論する必要
がある。また、「葉組織のプラスチック切片」
で核の大きさを測定したところ、混数性の核
の大きさに有意なばらつきが認められた。こ
のように、プロイディアナライザー解析やプ
ラスチック切片観察を行うことによって、染

色体数を数えることができない葉組織でも
混数性がどうなっているのかを調べること
が、ある程度可能であった。今後は、「組織
の透明化」と「動原体を光らせて観察する手
法」を併用することにより、より精度が高い
混数性の確認が望まれる。 
 
(4) 発現解析とDNAメチル化解析の結果から、
転写因子遺伝子（16538と 6600）に注目して、
形質転換実験を行った。タバコは複二倍体で
あることから転写因子遺伝子のノックアウ
ト法として CRES-T 法が適用できる。シロイ
ヌナズナのオーソログも使用できることか
ら、既存のコンストラクトを用いて、上記 2
遺伝子の転写因子機能を抑制した形質転換
体作出を試みたが、16538 については現在ま
でに形質転換体が得られていない。6600 につ
いては、混数性個体に導入した形質転換体を
全部で 12 系統作出し、正常個体に導入した
形質転換体を全部で 18 系統作出した。6600
は混数性で発現が増大しているので、これを
抑制することで「不均等分配が抑えられて核
型が安定する」と予測していたが、調べた限
り混数性の表現型は変化せず、混数性の原因
遺伝子であるかの確認はできなかった。一方
で、6600 を抑制した正常個体については、塩
ストレス耐性と乾燥ストレス耐性に変化が
生じたことから、6600 はゲノムショック時の
ストレスによって誘導される転写因子遺伝
子かもしれない。T2世代を用いて乾燥ストレ
ス時の葉のクロロフィル含量を調べた結果
を図 3に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 乾燥ストレス時の葉黄化程度 
 
 今後はより多くの遺伝子について機能解
析をする必要があり、メチル化関連遺伝子の
変異体やトランスポゾンとの関連を調べる
などの工夫が重要となる。混数性の表現型を
押しつぶし以外でも詳細に確認した上で、明
らかになった部分の論文発表を行っていく
予定である。 
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