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研究成果の概要： 

 植物でも組織特異的な DNA メチル化の変動が見られるかどうかを明らかにすることを目的に、
Col-0 株の花序、成葉、根のメチローム・トランスクリプトーム統合解析を行った。また DNA
メチル化の影響を具体的に示すために DNA メチル化酵素変異株ホモ株当代の花序および成葉の
メチローム・トランスクリプトーム解析を行い、Col-0 株の結果と比較した。その結果、器官
特異的な DNA メチル化・脱メチル化が見られた遺伝子を多数見出した。またメチル化によって
遺伝子発現が制御されていると見られる遺伝子も多数見出した 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA のメチル化は、エピジェネティックな
遺伝子発現抑制機構の主原因として動植物
を問わず広く知られている。植物の場合、内
在性の DNA メチル化機構としてトランスポゾ
ン等の転移を抑制するといったゲノムの安
定化 (gene silencing)、性特異的な形質発
現（genomic imprinting）、種間交雑時にお
ける遺伝子量補正（nucleolar dominance）、
親の世代における表現型が、遺伝的変異を受
け継ぐ事なく遺伝する現象（paramutation）

等に関わっていることが知られている。従来
植物のメチル化は、動物と異なり、分化、発
生段階でのダイナミックな変化は見られず、
世代を超えてメチル化状態が維持されると
されてきた。しかしながら筆者が研究を進め
てきたアブラナ科植物の自家不和合性の自
他識別に関わる対立遺伝子間の優劣性現象
で、劣性側の対立遺伝子のプロモーター領域
が、 時期・組織特異的にメチル化され、当
該遺伝子の発現が抑えられることを発見し
ていること、またシロイヌナズナの de novo 
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DNA メチル化酵素欠損株が、生育遅延、植物
体サイズの減少、部分的な不稔性を示すこと
が知られているなど、植物にも時期・組織特
異的なゲノム DNA の de novoメチル化が存在
し、動物と同様に植物の発生、分化を制御し
ていることが示唆されている。 
 最近、シロイヌナズナでは、全ゲノム領域
を貼り付けた gene chip (Arabidopsis Tiling 
1.0R(F) Array, Affymetrix)が開発され、遺
伝子の発現と DNA メチル化の関係が全ゲノム
レベルで可視化出来るようになってきた。筆
者は米国留学中に tiling array を使った転
写、DNA メチル化検出系の確立に携わってき
た経緯もあり、その経験及び知識を生かして
本研究課題でも植物の組織特異的発現制御
に関わる de novo DNA メチル化を tiling 
array を用いて網羅的に解析することを着想
するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 エピジェネティックな遺伝子発現制御は、
生物の発生や分化、発癌などに関わっている
ことが示されており、ポストゲノム研究の重
要な位置を占めている。植物でも花器官の形
成等でゲノム DNA のメチル化やヒストンアセ
チル化といったゲノムの構造変化を伴う事
象がいくつか観察されているが、どれくらい
の遺伝子が影響を受けているのか不明であ
った。本研究では、tiling array を使った植
物の器官別の DNA メチル化と遺伝子発現を網
羅的かつ包括的に解析することで、植物の発
生、分化や種々の生理現象に de novoメチル
化が関与しているのかどうか、また上記 de 
novo DNAメチル化がどのような機構によって
生じるのかを明らかにすることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 シロイヌナズナの野生株(col-0)、維持型
メチル化酵素欠損株(met1)および de novo 
DNA メチル化酵素欠損株(ddc, DRM1, DRM2, 
CMT3遺伝子の欠損株)の葉（播種後 30 日経過
したロゼット葉）、蕾（播種後 30 日経過した
花序全体。開花後の花は除く）と野生株の根
（播種後一週間経過した根端 0.5 cm）を採取
して、total RNA およびゲノム DNA を抽出す
る。polyA RNA あるいは抗メチルシトシン抗
体を用いて回収したメチル化部位を含むゲ
ノム断片を tiling array に供して、各器官
における polyA RNA, DNA メチル化の詳細な
profile の作成を試みた。そして de novoメ
チル化によって組織特異的な発現制御を示
す遺伝子候補の探索法を確立した。得られた
候補遺伝子が実際に DNA メチル化によって転
写制御が行われるのかどうかについて、器官

ごとに定量 PCR、bisulfite sequence を行い、
比較した。 
 また上記器官レベルでの解析では、一部の
DNA メチル化と遺伝子発現の関係しか明らか
に出来ないことが示唆されたため、Laser マ
イクロダイセクション装置を用いた組織・細
胞レベルにおける遺伝子発現様態、DNA メチ
ル化パターンの解析を計画し、シロイヌナズ
ナ柱頭組織および葯タペート組織の回収と
RNA 抽出を試みた。 
 
４．研究成果 
 植物でも組織特異的な DNA メチル化の変動
が見られるかどうかを明らかにすることを
目的に、Col-0 株の花序、成葉、根のメチロ
ーム解析を行った。その結果、器官特異的な
DNA メチル化・脱メチル化が見られた遺伝子
を多数見出した（図 1）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

    図 1 器官特異的なメチル化遺伝子 
 
 
 上記タイリングアレイで見つかった蕾器
官特異的なメチル化が見られた遺伝子に関
して、各器官から抽出したゲノム DNA を用い
てそのメチル化部位を bisulfite sequence
したところ、器官特異的なメチル化が確認さ
れた。この結果は、植物においても動物と同
様にメチル化のダイナミックな変動がある
ことを示唆しており、植物の発生、分化への
de novo DNA メチル化の関与の有無を明らか
にする上でも重要な成果であると言える。な
お本研究成果の一部は、国内のシンポジウム
でも発表を行っており、大きな反響を得てい
る。 
 また DNA メチル化の影響を具体的に示すた
めに DNA メチル化酵素変異株ホモ株当代の花
序のメチローム、トランスクリプトーム解析
を行い、Col-0 株の結果と比較した。その結
果、遺伝子発現が制御されていると見られる
遺伝子を多数見出した（図 2、表）。 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
図 2 DNA メチル化酵素変異株と野生株の花序
で発現の違いが見られた遺伝子の抽出 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
表 花序特異的な DNA メチル化によって遺伝
子発現が制御されていると見られる遺伝子
のリスト。括弧内は野生株とメチル化酵素欠
損株間で発現に差が見られた遺伝子の総数。 
 
 
 上記器官別メチローム・トランスクリプト
ーム統合解析の結果から、DNA メチル化は、
遺伝子発現の抑制にも亢進にも関わってい
る可能性が示された。また上記トランスクリ
プトーム解析では、strand-specific に発現
をみているため、mRNA 以外とそのアンチセン
ス転写産物を区別して検出している。この結
果、mRNA だけでなくアンチセンス転写産物の
発現制御に関しても DNA メチル化が関わって
いる可能性が示唆された。そこで器官別メチ
ローム・トランスクリプトーム統合解析の結
果から蕾器官特異的な DNA メチル化によって
蕾特異的な遺伝子発現が見られた候補遺伝
子について既知のマイクロアレイ解析結果
データベース（Arabidopsis eFP browser）
で調べたところ、花粉や葯組織等で特異的に
発現していることが分かった。また実際に
DNA メチル化によって転写制御が行われるの
かどうかについて、いくつかの候補遺伝子に
ついて野生株と DNA メチル化酵素欠損株の蕾
器官由来の RNA を用いて定量 PCR を行い、比
較したところ、野生株に比べて変異株では転
写産物が低下していた。今後、どのようにし
て器官特異的な DNA メチル化が遺伝子発現の

亢進に関わっているのかを明らかにしたい。
またメチル化部位を標的とするような T-DNA
タグラインを探索してその表現型を調べ、de 
novo DNAメチル化が遺伝子発現パターンに影
響する実例を提示していきたい。 
 上記研究から植物でも器官特異的な de 
novo DNA メチル化・脱メチル化が広く起こっ
ていることが示された一方で、DNA メチル化
の遺伝子発現への影響の有無を明らかにす
るためには、さらに組織レベルでの解析が必
要と考えた。そのため Laser マイクロダイセ
クションによる組織・細胞レベルにおける遺
伝子発現様態、DNA メチル化パターンの解析
を計画した。まずマイクロダイセクションで
単離した組織から高品質な DNA および RNA を
抽出する系の確立を進めた。東京大学大学院
農学生命科学研究科中園 幹生准教授の協
力を得て、マイクロアレイ発現解析が可能な
サンプル回収のための固定、パラフィン切片
の作成法の検証を行った結果、ダイセクショ
ンしたシロイヌナズナの葯の発達に伴い、細
胞死が観察されるタペート細胞からマイク
ロアレイ解析に利用可能な高品質な RNA を抽
出することに成功した。今後は、この系を利
用して DNA の回収も進め、抗メチルシトシン
抗体で回収した、あるいは bisulfite 処理し
たゲノム断片をタイリングアレイあるいは
次世代シークエンサーに供することでエピ
ジェネティックな諸現象によって遺伝子発
現が制御されている事例を探索したい。 
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