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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのポリA分解酵素の機能と役割を理解するためには，その標的遺伝子
の単離が不可欠である。本研究ではポリA鎖長，翻訳効率およびRNA蓄積量の網羅解析をポリA分解酵素の変異株
を用いて行うことで，ポリA分解酵素の標的遺伝子のみいだし，さらにmRNA量と翻訳効率のどちらに影響を与え
ているのか明らかにすることを目指した。実験系の確立を進め，翻訳効率のおよびRNA蓄積量の網羅解析に関し
ては良好なデータを得ている。ポリA鎖長の網羅解析については予備実験の段階であるが，すべてのデータが揃
うことによって植物のポリA鎖長制御の生理学的意義の理解が進むことが期待できる。

研究成果の概要（英文）：To understand the function and physiological role of poly (A)-degrading 
enzyme in Arabidopsis thaliana, isolation of its target gene is essential. In this study, we aimed 
to identify the target gene and to clarify which of the mRNA amount and the translation efficiency 
was affected by the poly(A) length using global analyses of poly(A)-tail length, of translation 
efficiency, and of RNA accumulation using the mutant strain of poly (A)-degrading enzyme. We have 
established experimental systems and obtained reliable data on comprehensive analysis of translation
 efficiency and RNA accumulation. Although comprehensive analysis of poly(A)-tail length is at the 
preliminary stage, we will be able to understand the physiological significance of plant poly(A)
-tail length control by gathering all data.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： ポリA分解酵素　シロイヌナズナ　統合的網羅解析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ポリA鎖長の網羅解析，翻訳効率の網羅解析およびRNA蓄積量の網羅解析の統合は，現在，困難を極めているポリ
Ａ分解酵素の標的遺伝子の同定を容易にし，同時にポリＡ鎖長を介した転写後制御に関する知見を飛躍的に増加
させる。本研究は植物におけるその最初の挑戦であった。ポリＡ分解酵素は複数種類見つかることが多く，各酵
素の機能がどのようにコーディネートされているのか，あるいは，その機能の生理学上の重要性は何であるのか
は，これから解明されるべき重要な課題である。シロイヌナズナの他のポリＡ分解酵素においても，それぞれの
変異株で同様の解析をおこなうことで，各酵素の役割分担を明らかにすることができる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ポリＡ分解酵素の機能と役割を理解するためには，酵素が標的としている遺伝子の単離と解

析は不可欠である。これまでは，酵素の変異株が示す表現型から標的遺伝子を推測し，個別に
その遺伝子のポリＡ鎖長を野生型株と変異株で比較することによって標的遺伝子を同定するの
が一般的であった。しかしながら，この方法には多くの時間と労力が必要であり，なかなか標
的遺伝子にたどり着くことができない。そのため，様々な生物種で多くのポリＡ分解酵素が見
つかってきているにもかかわらず，その役割がいまだ明らかとなっておらず，ポリＡ鎖長を介
した mRNA 分解制御や翻訳制御などの転写後制御の重要性は未だ過小評価されていると言わ
ざるを得ない。シロイヌナズナにおけるポリ A 分解酵素のひとつである AtCCR4 の研究におい
ても標的遺伝子の同定に苦慮している。たとえば，atccr4 変異株ではショ糖の蓄積量が減少し，
一方でデンプン特にアミロースの蓄積が増加している。この表現型に関連する標的遺伝子はア
ミロースの合成酵素遺伝子である GRANULE-BOUND STARCH SYNTHASE 1 (GBSS1) であるこ
とを個別解析によりどうにか突き止めたが，他の表現型に関わる標的遺伝子の単離には至って
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究はポリＡプロファイリング，リボソームプロファイリングおよび RNA-seq という 3 つ

の網羅解析をポリＡ分解酵素の逆遺伝学的解析とともに統合的に進めることで，ポリＡ鎖長の
制御を介した転写後制御の重要性を理解するための研究を躍進させることを目指している 
 
３．研究の方法 
本研究では，シロイヌナズナのポリＡ分解酵素のひとつである AtCCR4 に焦点をあて，ポリ

Ａプロファイリングによって野生型株と atccr4変異株でmRNAのポリＡ鎖長を網羅的に比較し，
AtCCR4 標的遺伝子を同定する。あわせて翻訳されている mRNA 量を測定するリボソームプロ
ファイリングおよび mRNA 蓄積量を測定するための RNA-seq を行い，その遺伝子のポリＡ鎖
長の制御が翻訳効率あるいは mRNA 蓄積量のどちらに影響を与えているかを明らかする。 
 
４．研究成果 
本研究で行うポリＡプロファイリング，リボソームプロファイリングおよび RNA-seq のうち，

まずは Ribo-seq の実験系の確立に取り組んだ。2016 年に発表された論文 (Hsu et al., PNAS, 
2016) をもとに，我々が用いる植物サンプルに適した実験プロトコールへと改変し確立した。
その手法を用いてシロイヌナズナのテストサンプルでRibo-seqとRNA-seqの良好なデータを得
ることができた（投稿準備中）。しかし，この段階で使用していた試薬キットが販売停止となり，
プロトコールの全面見直しが必要となった。いくつかの予備実験を行いマニュアルプロトコー
ルを立ち上げた。その手法を用いて，野生型株と atccr4 変異株を用いた Ribo-seq と RNA-seq
を行い良好なデータを得ることができた。途中で胆振東部地震のため，植物体サンプルの調整
に時間を要したため進行が遅れ，現在データ解析を進めている段階にある。同じサンプルを使
って，TAIL-seq を行う予定であったが，TAIL-seq 法を植物サンプルに適応させるための改良を
行っている途中で，新規の改良された方法が報告された (Lim et al., Gene Dev., 2016)。新規の方
法では，従来の方法では大きな問題であった rRNA の混入を大きく抑えることができ，ゆえに
検出の感度を上げることもできる。また，実験にかかるコストを大幅に削減することができる
という多くのメリットがある。現在，新規の方法による予備実験を進めている。 
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