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研究成果の概要（和文）：ハクサイの雑種強勢の分子機構の解明を目指してエピゲノム解析を行った。全ゲノム
DNAメチル化解析により、遺伝子の上流と下流200bpにDNAメチル化が見られると発現レベルが低くなることを明
らかにした。転写抑制型のヒストン修飾であるH3K27me3は組織特異的な遺伝子発現制御に重要な役割を担う可能
性が示された。転写活性型のヒストン修飾であるH3K4me3とH3K36me3を有する遺伝子は発現レベルが高くなる傾
向が見られた。また、転写活性型のH3K4me3と転写抑制型のH3K27me3の両方の修飾を有する遺伝子を同定した。
F1のヒストン修飾レベルはどちらか一方の親と近い値を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Epigenome analysis was performed to elucidate the molecular mechanisms of 
hybrid vigor in Chinese cabbage. Whole genome DNA methylation analysis revealed that DNA methylation
 in the upstream and downstream 200 bp of the gene was negatively associated with expression level. 
The repressive histone mark, H3K27me3, was shown to potentially play an important role in the 
regulation of tissue-specific gene expression. Genes with active histone modifications, H3K4me3 or 
H3K36me3, tended to have a higher expression level. We also identified genes having both the active 
H3K4me3 and repressive H3K27me3 modifications. We showed that histone modification levels in F1 were
 close to those of either parent.

研究分野： 園芸学

キーワード： ヘテロシス　エピジェネティクス　トランスクリプトーム　アブラナ科

  １版
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Brassica rapa種において、ヒストン修飾を対象としたエピゲノム解析は実施されていなかった。本研究により
B. rapaにおいて、ヒストン修飾が遺伝子発現に果たす役割を明らかにできた。両親系統とF1の比較解析から、
F1では親のエピゲノム状態が維持されていることを明らかにした。以上より、本成果は学術的な意義があると考
える。今後、遺伝学的な研究とエピゲノム情報を統合して解析を進めていくことで雑種強勢に重要な遺伝領域を
明らかにする計画で、一代雑種育種の省力化に繋がる発展性が期待できることから、本研究の社会的な意義は大
きいと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 動植物では、同一種内のある組合せの両親系統間の交雑によって得られた雑種第一代 (F1) 個
体が、両親の特性よりも優れた形質を示す雑種強勢 (ヘテローシス)という現象が知られている。
雑種強勢は、農作物の育種改良 (高収量性等)において重要な遺伝現象であり、数多くの農作物
において、一代雑種品種が育成されている。植物の雑種強勢研究はシロイヌナズナ、イネ、トウ
モロコシ、トマト等で、QTL 解析、転写解析、エピゲノム解析、メタボローム解析等が行われ
ている。しかし、どの植物種においても、完全に雑種強勢の分子機構を説明するには至っていな
かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、アブラナ科野菜であるハクサイ (Brassica rapa L. var. pekinensis)を用い
て、QTL 解析による遺伝学的な解析から、雑種強勢や収量性に関わる領域あるいは遺伝子の同
定を試みる。また、ゲノム全体でのエピジェネティックな修飾状態を調べるエピゲノム解析を行
い、両親系統とF1のエピゲノムの違いが発現或は形質 (雑種強勢)に及ぼす影響を明らかにする。
これら、遺伝学的解析、エピゲノム解析、及び、既に解析を済ませている RNA-sequencing (RNA-
seq)による転写解析の結果を統合することで、雑種強勢の分子機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、エピジェネティックな修飾が変化するゲノム領域の同定を中心的に実施した。エ
ピジェネティックな修飾のうち、ヒストンのメチル化と DNA のメチル化に着目した。 
 ヒストンのメチル化については、それぞれのヒストン修飾を認識する抗体 (H3K4me3、
H3K9me2、H3K27me3、H3K36me3)を用いて、免疫沈降法により回収した DNA を抽出した 
(ChIP)。抽出した DNA を次世代シークエンサー (Illumina Hiseq)を用いて、塩基配列を決定し
た。決定した塩基配列を参照ゲノム配列に割り当て、ゲノム全体でのヒストンのメチル化状態に
ついて明らかにした。ヒストンのメチル化を有する遺伝子の同定は MACS (Model-based 
analysis of ChIP-Seq)を用いた。 
 DNA のメチル化については、メチル化シトシンを認識する抗体を用いる MeDIP-seq と
Bisulfite 処理をした DNA 断片を直接シークエンスする WGBS を実施した。 
 全てのエピジェネティックな修飾について、上記の方法を両親系統と F1 で実施し、3 系統間
でヒストンのメチル化状態及び DNA メチル化状態が異なる領域を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) ハクサイにおける全ゲノムメチル化解析 
 ハクサイの近交系 RJKB-T24 を用いて、WGBS を行った。WGBS の結果、ゲノム全体での
CG、CHG、CHH サイト (H は A、T、C)のメチル化レベルはそれぞれ、36.5%、13.4%、5.2%
であった (Fig. 1)。トランスポゾンや反復配列を含む interspersed repeat regions (IRRs)領域
内の CG、 CHG、CHH サイトのメチル化レベルはそれぞれ、73.7%、33.8%、13.0%となり、
IRRs 領域の DNA メチル化レベルが非常に高いことが明らかとなった (Fig. 1)。Small RNA-
seq で得られたシークエンスから、24 塩基長の small RNA (24nt-sRNA)に着目し、24nt-sRNA 
cluster 領域を同定した。24nt-sRNA クラスター領域内での CG、CHG、CHH サイトのメチル
化レベルはそれぞれ、87.7%、51.4%、21.6%と非常に高く (Fig. 1)、24nt-sRNA クラスター領
域が IRRs 領域と重なっていても重なっていなくても高いメチル化レベルが見られた (Fig. 1)。 
このことから、24nt-sRNA と DNA
のメチル化の間には強い関連性が示
唆された。次に、遺伝子領域の DNA
メチル化レベルと発現量との関連性
を調べたところ、特に、エキソンやイ
ントロン領域のCHG配列とCHH配
列のメチル化レベルと遺伝子の発現
量には負の相関が見られた。また、
gene body methylation について、ハ
クサイとシロイヌナズナとのオーソ
ログ遺伝子間や、ハクサイのパラロ
グ遺伝子間で比較した結果、両方で
正の相関が見られたことから、gene 
body methylation は種間やパラログ
間において保存されていることが明
らかとなった。 
 
 
 

 
 

Fig.1. Average of DNA methylation levels in the regions 
covering 24nt-sRNA clusters. ‘All’ represents the 
average of DNA methylation levels in all regions of the 
genome. IRR, interspersed repeats regions. 



 
(2) ヒストン H3K27me3 によるパラログ間の機能分化 
 ハクサイ近交系 RJKB-T23 と RJKB-T24 を植物材料に用いて、H3K27me3 の抗体を用いた
ChIP-seq を行った (Hiseq2000、36 bp シングルエンド)。H3K27me3 を有する遺伝子は系統間
で高く保存されており、およそ 25%の遺伝子が H3K27me3 の修飾を有していた。トランスポゾ
ンや反復配列を含む interspersed repeat regions (IRRs)では H3K27me3 の修飾はあまり見ら
れなかった。H3K27me3 を有する遺伝子の発現量は低くなる傾向が見られた。また、H3K27me3 
は、組織特異性が高い遺伝
子に見られる傾向があった。
B. rapa は、ゲノムの 3 倍
体化が起こっていることか
ら 、 パ ラ ロ グ 間 の
H3K27me3 の修飾状態と
遺伝子発現との関連性を調
べ た 。 そ の 結 果 、
H3K27me3 を有する遺伝
子は、有していない遺伝子
よりも発現レベルが低くな
る傾向が見られた (Fig. 2)。
このことから、H3K27me3
がパラログ間の遺伝子発現
量の多様性に関わっている
可能性が示唆された。 
 
(3) Brassica rapa における H3K4me3 と H3K36me3 の遺伝子発現における役割 
 ハクサイ近交系 RJKB-T23 (T23) と RJKB-T24 (T24) 及びその F1 を用いて、H3K4me3 と
H3K36me3 を有するゲノム領域を調べ、H3K4me3/H3K36me3 と遺伝子発現との関係性につい
て解析した。ChIP-seq 解析から、T23 では、H3K4me3 と H3K36me3 を有する遺伝子はそれ
ぞれ 18,475 と 13,395 見出された。T24 では、H3K4me3 と H3K36me3 を有する遺伝子はそれ
ぞれ 19,208 と 13,771 見出され、F1 では H3K4me3 と H3K36me3 を有する遺伝子はそれぞれ
19,378 と 12,693 見出された。T23 と T24 の両系統で共通して H3K4me3 を有する遺伝子 
(16,759) と H3K36me3 を有する遺伝子 (11,844) の転写量 (FPKM 値) の平均値は、全遺伝子
の転写量の平均値と比べて有意に高く、H3K36me3 を有する遺伝子が最も高い値を示した (図
3)。遺伝子転写量の組織特異性を示す T-value を指標に、H3K4me3 と H3K36me3 を有する遺
伝子の転写レベルの組織特異性を調べたところ、H3K4me3 と H3K36me3 を有する遺伝子は両
方とも、組織間で転写量が変化しにくい、つまり恒常的な転写量を示す傾向にあることが明らか
になった。次に、H3K4me3 と H3K36me3 レベルが T23 と T24 で異なる遺伝子を同定したと
ころ、 それぞれ 1,836 と 2,452 遺伝子が見出された。H3K4me3 レベルが系統間で異なる遺伝
子のおよそ 30%で、遺伝子転写量の系統間差と H3K4me3 レベルの系統間差に正の相関が見ら 
れた。H3K36me3 レベルが
系統間で異なる遺伝子のお
よそ 37%で、遺伝子転写量の
系統間差と H3K36me3 レベ
ルの系統間差に正の相関が
見られた。F1 と両親系統で
H3K4me3/H3K36me3 レベ
ルが異なる遺伝子の大半は、
両 親 系 統 間 で も
H3K4me3/H3K36me3 レベ
ルが異なり、95%以上の遺伝
子が、High parent (ヒストン
修飾レベルが高い方の親系
統と同レベル) を示すこと
が明らかとなった。以上より、
系統間で転写量が異なる遺
伝 子 の 中 に は 、
H3K4me3/H3K36me3 レベ
ルの差が関与しているもの
が存在し、F1では両親系統の
ヒストン修飾状態が維持さ
れている可能性が示唆され
た。 
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Fig.2. Comparison of the expression level (FPKM) between paralogous pairs 
with and without H3K27me3. Values are means ± standard error (s.e.) of 
FPKM. + and – represent presence and absence of H3K27me3, 
respectively. *, p<0.05; **, p<0.01 (Student t-test) 

Fig.3. Box plots of the gene expression levels of log 2 score of FPKM with 
H3K4me3 (K4), H3K36me3 (K36), and H3K27me3 (K27) in genic regions of 
RJKB-T23 and RJKB-T24. ‘&’ represents genes having two different histone 
marks. ‘Total’ indicates the log 2 score of FPKM in all genes (FPKM < 0.01). 
FPKM; Fragments per kilobase of transcript per million mapped reads. 
Different letters indicate significant difference (Tukey’s HSD test, p<0.05). 
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