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研究成果の概要（和文）：エピジェネティックな遺伝子発現の制御を介した形質改変を植物の分子育種の方法と
して確立する観点から、エピジェネティックな変化の誘導の効率化と安定化に影響する要素を明らかにすること
を目的として研究を行った。RNAサイレンシングを起こしている植物体において特定の条件下で生じるエピジェ
ネティックな変化を解析し、その過程における低分子RNA産生とシトシンのメチル化の動態、ならびに、変化し
た状態の安定性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This work was aimed to understand the factors affecting the efficient 
induction and stabilization of epigenetic changes from the view point of establishing modification 
of plant traits via epigenetic control of gene expression as a tool for molecular breeding. 
Epigenetic changes that occurred under a specific condition in plants that had RNA silencing were 
analyzed. The patterns of dynamic changes in small RNA production and cytosine methylation, together
 with the stability of the altered state, were uncovered.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 

DNA のシトシン残基のメチル化およびヒ

ストンのメチル化やアセチル化といった修

飾状態の変化を介した機構、すなわち、エピ

ジェネティックな機構による遺伝子発現の

変化が、さまざまな生命現象に関与すること

が、近年、明らかになってきた。エピジェネ

ティックな機構はクロマチンの構造を制御

し、RNA ポリメラーゼが基本転写因子群と複

合体を形成して遺伝子の転写を開始する過

程を制御している。植物においては、パラミ

ューテーションをはじめとする遺伝現象や、

春化の過程やストレス応答などにエピジェ

ネティックな機構による遺伝子発現制御が

関わることが報告されていた。 

エピジェネティックな変化が RNA を介し

て塩基配列特異的な様式により起こること

が、以下に述べる、1990 年代以降に行われた

植物を対象とした研究により明らかになっ

ていた。RNA のみからなる病原体であるウイ

ロイドやRNAからなるゲノムを持つRNAウ

イルスを、それらの cDNA をゲノムに挿入し

た植物に感染された際に、cDNA 中のシトシ

ンがメチル化されることが報告された 

(Wassenegger et al., 1994; Jones et al., 1998)。さ

らに、二本鎖 RNA が配列特異的な RNA 分解

を誘導する現象に関連して、植物細胞中にお

いて外来遺伝子のプロモーターの二本鎖

RNA を産生させた際に、このプロモーターの

シトシンのメチル化と転写抑制が誘導され

ることが報告された (Mette et al., 2000)。これ

らの発見を端緒として、低分子 RNA が塩基

配列特異的なシトシンのメチル化やヒスト

ン修飾の変化を誘導すること、ならびにその

反応に関与するさまざまな因子が明らかに

なった (Matzke et al., 2009)。 

本研究の研究代表者は、このような知見の

集積を背景として、エピジェネティックな機

構による遺伝子発現の変化を植物の分子育

種の方策として利用することを考えた。しか

しながら、エピジェネティックな機構による

変化の誘導ならびに維持の機構には未解明

な部分が多く残されている状況にあり、とり

わけ、こうした変化を効率的に誘導する方法

や安定化する方法は提案されていなかった。 

 

２．研究の目的 

エピジェネティックな機構を介した遺伝

子発現の変化を植物育種に利用する観点か

ら、こうした変化が誘導される過程、ならび

に、いったん起きた変化が細胞分裂を経た場

合にどのように伝達され、維持されるかを明

らかにすることを目指した。特に、研究代表

者が研究に用いてきた植物材料においてエ

ピジェネティックな変化が誘導される現象

を利用して、これらの点に関する理解を深め

るための基礎的知見を得ることを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

(1) 研究材料 

アントシアニン色素の合成系に含まれる

カルコン合成酵素をコードする CHS-A 遺伝

子のコサプレッションが起きたことにより、

色素合成が起きずに花弁が白色になるペチ

ュニアの系統を主な研究材料として用いた。

この系統の植物体を長期間にわたり維持す

ると、花弁に着色した部分が生じることを研

究代表者は見出していた。この現象がエピジ

ェネティックな機構によるものと考えられ

たことから、この植物体をエピジェネティッ

クな変化を解析する材料として用いた。 

 

(2) DNA メチル化の解析 

DNA メチル化の状態をメチル化感受性制

限酵素およびメチル化依存性エンドヌクレ

アーゼによる DNA の切断と PCR 増幅を利用

した方法、ならびに、バイサルファイトシー

ケンス法により解析した。 

 



(3) 低分子 RNA の解析 

低分子 RNA の産生状態をノーザン法、な

らびに、次世代シーケンサーを用いた網羅的

解析により解析した。 

 

４．研究成果 

(1) CHS-A コサプレッションからの復帰現象 

本研究に用いた、CHS-A 遺伝子のコサプレ

ッションが起きることで花弁全体が白色に

なるペチュニア系統は、作出後に十数世代を

経ても安定に同じ表現型を示す。しかしなが

ら、この系統の植物体を１年程度の長期間に

わたり維持すると、花弁に野生型の植物と同

じ紫色の着色部分が徐々に生じる。本研究で

は第一にこの現象の再現性を確認し、その後

の解析に用いた。着色が起きた花弁の組織に

おいては、白色の組織では分解されてほとん

ど存在しない CHS-A の mRNA の量が増加し

ており、コサプレッションによる CHS-A 遺伝

子の RNA 分解からの復帰が起きていた。 

 

(2) シトシンメチル化の動態 

バイサルファイトシーケンス解析により、

シトシンのメチル化頻度を白色の花弁とコ

サプレッションからの復帰により着色した

花弁について調べた。その結果、遺伝子のプ

ロモーターを含む複数の領域に関して、着色

した組織においてメチル化の頻度が高かっ

た。特にエキソン２の領域において高頻度の

メチル化が検出された。 

 

(3) 低分子 RNA の産生状態 

白色の花弁とコサプレッションからの復

帰により着色した花弁について、低分子 RNA

のディープシーケンス解析を行い、CHS-A 遺

伝 子 の 配 列 を 持 つ 低 分 子 RNA (short 

interfering RNA; siRNA) を検出した。その結

果、白色の花弁組織においては、着色した組

織に比べて、より多くの CHS-A siRNA が検出

された。例えば、21 ヌクレオチド長の siRNA

でリード数が最大のものは、前者において後

者の約 10 倍存在した。ディープシーケンス

解析により検出された siRNA 量の違いは、ノ

ーザン解析によるシグナル強度の違いと矛

盾しないものであった。なお、既報における

結果（Morita et al., 2012; Kasai et al., 2013）と

同様、CHS-A siRNA はエキソン２の配列に相

当するものが、センス鎖、アンチセンス鎖の

両者に関して多く検出された。 

 

(4) エピジェネティックな機構により変化し

た状態の次世代への伝達 

コサプレッションからの復帰により着色

した花弁を産生する植物体に対して、野生型

の花粉を授粉し、次世代の種子を得た。この

種子を発芽させ、次世代の植物体で外来遺伝

子を持つ個体を選抜して育成した。その結果、

それらの個体に産生した花は、さまざまな程

度に着色していた。このことから、いったん

起きたエピジェネティックな機構により変

化した CHS-A 遺伝子の状態が次世代へ伝達

されることが示唆された。 

 

(5) エピジェネティックな変化の拡大機構と

安定化 

白色の花弁と比較して、コサプレッション

からの復帰により着色した花弁においては

CHS-A siRNA の産生量が顕著に減少してい

た。このことは CHS-A mRNA の分解の効率

が低下していることと矛盾しない結果であ

る。24 ヌクレオチド長の siRNA はシトシン

のメチル化に関与することが知られている 

(Matzke et al., 2009)。この大きさの siRNA に

関して、CHS-A 遺伝子のコード領域の配列を

持つものに対する CHS-A プロモーター領域

の配列を持つものの割合を算出したところ、

その値は着色した花弁において相対的に高

かった。すなわち、siRNA の産生量の変化に

加え、siRNA の産生領域に変化が見られた。

遺伝子領域において siRNA の産生はエキソ



ン２の部分を中心に起きている。これらのこ

とから、コサプレッションからの復帰の過程

で、siRNA の産生部位が周辺領域へ拡大し、

それに伴いシトシンのメチル化も同様に拡

大した可能性があるものと研究代表者は考

えている。転写されている領域において起き

たシトシンのメチル化は次世代に伝達され

ないのに対し、転写されない領域におけるメ

チル化は次世代へ伝達されることが報告さ

れている（Jones et al., 2001）。上記のことから、

コサプレッションの RNA 分解によって生じ

た siRNA を介して起きたシトシンメチル化

が、周辺領域へ広がることにより、次世代へ

伝達される安定化した変化を生み出したこ

とが示唆された。このことは、エピジェネテ

ィックな機構を介した遺伝子発現制御を育

種へ利用する上での新たな指針を提供する

ものと考えている。 

 

(6) その他の研究成果 

特定の遺伝子に関する RNA サイレンシン

グの誘導を研究する枠組みにおいて、上記の

研究のほか、レトロトランスポゾンの不活性

化や外来遺伝子の RNA サイレンシングの誘

導に関する研究を行い、シトシンのメチル化

頻度の変化やシトシンのメチル化と低分子

RNA の産生の関連性等に関する知見を得た。 
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