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研究成果の概要（和文）：DNA脱メチル化に代表されるエピゲノム情報制御は、植物の発生や環境応答など様々
な局面で重要であると理解されている。本研究では、ゲノムインプリンティングの制御機構の解析から見つかっ
た鉄硫黄クラスターアセンブリー経路の構成因子が、生殖過程の中央細胞のインプリント遺伝子の制御のみなら
ず、栄養組織において植物免疫系の遺伝子やストレス応答系の遺伝子の制御に関わっていることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：DNA demethylation plays important roles for many aspects of plant 
development and gene expression control related to environmental adaptation. In this study, we 
identified the cytosolic iron-sulfur cluster assembly (CIA) genes that are required for activation 
and DNA demethylation of the maternally expressed imprinted genes in the central cell of the 
femalegametophyte in A. thaliana. Our detailed analysis using one of the mutation in the CIA 
components revealed that this pathway also controls genes for plant immunity and stress tolerance in
 vegetative tissues. 

研究分野： 植物分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 
 DNA 脱メチル化に代表されるエピゲノム制
御は、植物の発生や環境応答などの様々な局
面に重要であることが理解されてきた。しか
しながら、植物の生殖過程及び種子形成を制
御するゲノムインプリンティング以外の現
象では、エピゲノム情報制御の多くの部分が
未解明であった。例えば、環境応答とエピジ
ェネティクスや、植物免疫とエピジェネティ
ク制御などが注目されているにも関わらず、
両者を仲介する因子は未だに見えてこない。 
 
 我々は、これまでにインプリント遺伝子の
発現をモニターする FWA-GFPリポーターを用
いて、インプリンティングの制御機構に異常
を示す変異体の解析を続けてきた。その一連
の過程において FACT ヒストンシャペロンの
構 成 因 子 SSRP1 （ Ikeda Y, et al, 
Developmental Cell 2011）や Fe-S クラスタ
ーアセンブリーに関与する AtNAR1 などを同
定 し て き た (Nakamura M, et al, New 
Phytologist 2013)。 
 

 
 こうしたゲノムインプリンティング制御
に関わる因子の中から、DNA 脱メチル化の分
子機構を明らかにしてきた。これまでの解析
では、半数体世代の雌性配偶体中央細胞や胚
乳が解析の対象とする組織であったが、そこ
で得られてくる知見や変異体を用いて、栄養
組織における植物発生や環境応答における
エピジェネティックな因子の役割に迫れる
と考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本提案では、上述のような我々独自の解析
から明らかになりつつある 展開に着目、解
析することにより、生物・非生物ストレスの
情報を受けて、DNA メチル化エピゲノム情報
をリプログラミングする経路を明らかにす
ることを目的とした。 
  
 具体的には、インプリンティング制御に関
わる細胞質の Fe-S クラスター生合成経路の

構成因子 AtDRE2 のエピジェネティックな役
割を栄養組織において、インプリント遺伝子
以外の標的遺伝子の制御、並びに生物学的な
役割を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
  
 これまでに、インプリント遺伝子の発現を
モニターできる FWA-GFPリポーターコンスト
ラクトを持つ形質転換シロイヌナズナを EMS
で変異原処理をした M1 集団をもちいて、
FWA-GFP を活性化できない変異体を複数選抜
している。この変異体のスクリーニングを通
じて、Fe-S クラスター生合成経路の変異体、
atnar1, atdre2をそれぞれ単離した。AtNAR1
遺伝子の機能に関してはすでに報告し
（Nakamura M., et al., New Phytologist て
いる 2013）。 
 
 本研究では、同様に Fe-S クラスター生合
成経路の atdre2 変異に着目した。同変異体
のホモ接合体は胚性致死であるため、致死性
を回避するために pDIANA:DRE2; dre2 -/-植
物を用いた。雌性配偶体特異的なプロモータ
ーである pDIANAでドライブした DRE2遺伝子
は、変異体の胚致死の表現型を相補すること
ができた。本変異体を葉などの栄養組織を用
いて、DRE2の制御下にある遺伝子群をマイク
ロアレイにより解析した。 
 

  
 さらに、胚致死を回避した atdre2 変異体
の幼苗を用いてゲノムワイドメチローム解
析を行った。これに関しては、東京農業大学
の生物資源ゲノム解析拠点の支援により、ゲ
ノムワイドバイサルファイト処理後の読み
取りを行った。また、同タンパク質の局在に
関しては、GFP リポーターによる解析を行っ
た。さらには、Fe-S クラスター生合成の上流
に位置するミトコンドリア内膜に存在する
AtATM3に関しても同様に解析した。 
  
 
４．研究成果 
 
 atdre2変異体は、インプリント遺伝子 FWA
の発現をモニターできる pFWA-GFP リポータ
ーの活性化に異常を示す変異体の選抜の中

インプリンティング制御の変異体から 
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から見いだされてきた。 
 
 atdre2変異体では、FWAを含め複数のイン
プリント遺伝子の活性化に影響が表れる。シ
トシン塩基がメチル化された領域を切断す
る McrBC 制限酵素と定量的 PCRを組み合わせ
た解析から、同変異体ではインプリント遺伝
子の発現のみならず、様々なインプリント遺
伝子のDNA脱メチル化を受ける領域において、
メチル化異常があることが明らかとなった
（Buzas D, et al, PNAS 2014）。 
  
 また、atdre2変異体の胚発生における致死
性を相補した植物体を用いた実験により、同
変異体は植物免疫系の遺伝子の異所発現が
おきること、ストレス誘導性の遺伝子も異所
発現することが明らかになった。また、自身
の遺伝子発現も様々なストレスにより誘導
されることがデータベース解析の結果明ら
かとなった。 
 

 
 さらには、DRE2 タンパク質の局在をリポー
ターにより明らかにしたが、核局在を示すこ
と、植物体にストレス条件に曝した際に核局
在が増大することなどが明らかになった。ゲ
ノムワイドメチル化解析に関しては、現在東
京農大でのゲノムワイドバイサルファイト
解析の読み取りを終え、どのような領域のメ
チル化が異常となるのか解析中である。また、
現在上記知見をイネに展開するために、
Crispr/Cas9 の系によりノックアウト植物の
準備を進めている。 
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