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研究成果の概要（和文）： イネのもつ６つのDNA脱メチル化酵素の特異性を支える分子機構を解明していくため
の解析を試みた。その中で、DNA脱メチル化酵素の基質として考えられるイネゲノム中のトランスポゾンの発現
が、胚乳発生に伴ってダイナミックかつユニークな変動を示すことを明らかにした。それぞれの酵素の変異体で
は、その変動に相違があることが示唆された。またDNA脱メチル化酵素と相互作用する因子を生化学等の方法に
より明らかにしていくために、tag付きDNA脱メチル化酵素を発現したイネを作出し解析に着手した。得られた成
果の一部は、論文投稿、学会発表により報告した。

研究成果の概要（英文）： To understand the molecular mechanisms that specify the function of rice 
DNA demethylases, I performed the genomic and biochemical approaches. I found that transposons, 
which would be the targets of DNA demethylases, in rice genome, dynamically expressed during the 
rice endosperm development. In the DNA demethylases mutants, the expression patterns of transposons 
were changed, and the differences of the expression patterns varied between mutants. Meanwhile, I 
designed the constructions which express DNA demethylases with FLAG/HA tag and produced transgenic 
rice plants expressing each DNA demethylase with tag. I started biochemical analysis to explore the 
factors which interact with the rice DNA demethylases. 

研究分野：植物分子遺伝育種

キーワード： エピジェネティクス　DNAメチル化　DNA脱メチル化酵素　胚乳発生　トランスポゾン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　胚乳は胚の生育を支える栄養を供給するとともに、穀類においては農業形質を決める重要な組織である。また
種間・倍数体間交雑における生殖隔離の場でもあり、進化的な役割も大きい。このような胚乳の多様な役割の背
景には、エピジェネティックな制御が不可欠であるがその分子機構の理解は限られている。分子機構の解明に直
接関わる成果とともに、エピジェネティック修飾をはじめとする胚乳発生に伴う様々な情報の蓄積、ゲノムワイ
ドシーケンスや生化学実験等における方法論の確立・改良、変異体やタグ付きタンパク発現イネなどの実験材料
の拡充といった成果も含めて、胚乳の成り立ちや役割の理解、育種への利用へと貢献することを期待している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
DNA やヒストンの可逆的な修飾に基づくエピジェネティックなゲノム制御は、DNA の塩基配列

に基づくジェネティックな制御とともに多様な生物現象を支える。エピジェネティックなゲノ

ム修飾は、DNA の複製を越えて適正に保たれ続けることが生物の営みにおいては不可欠である。 

種子植物の胚乳は、重複受精によって生じる組織である。胚の発生に必要な栄養を蓄積、供給

するとともに、農作物として栄養を蓄える組織でもあり、その発生にはゲノムインプリンティン

グや生殖隔離などの多様な現象が関わる。胚乳はまた、積極的な脱メチル化により他の組織に比

べて DNA メチル化が低いことなど、特徴的なエピジェネティック修飾の様子を示すことが知ら

れている（Park et al., PNAS 2016）。この特徴的なエピジェネティック制御が、胚乳の発生や

交雑の可否に重要な役割を果たすと考えられている。しかしながら、その分子機構の理解は非常

に限定的である。胚乳の特徴的な低メチル化を担うと考えられる DNA 脱メチル化酵素に関して

は、主な研究材料である A. thaliana の４つの酵素が組織特異的発現により棲み分ける傾向が

あることから、それぞれの酵素の詳細な機能の違いが論じられる機会は、研究開始当初にはこと

さら限られていた（Zhu et al., Annu Rev Genet 2009, Gong and Zhu, Cell Res 2011, Ikeda 

et al., Dev Cell 2011, Martinez-Macias et al., Mol Cell 2012, Qian et al., Science 

2012）。一方、報告の数は少ないもののイネの DNA 脱メチル化酵素については、それぞれの酵素

の作用の相違を示唆する報告があったが、その比較解析や、分子機構の解明に踏み込んだ状況に

はなかった（La et al., PNAS 2011, Liu et al., PNAS 2018）。そこでイネを材料に、DNA 脱メ

チル化酵素の特異性に着目し、その分子基盤を明らかにしていくことを通して、多様なエピジェ

ネティック制御の一端を理解することを計画した。 

 
２．研究の目的 
イネは６つの DNA 脱メチル化酵素を、どのように使い分けているのか？その背景にある分子機

構を明らかにしていくことを通して、イネの胚乳で展開する多様なエピジェネティクな制御の

仕組みを理解していくことを目的としている。その延長として、エピジェネティク制御に関わる

現象を育種に利用していく際の、分子生物学的な裏付けを提供できればと考えている。 

 
３．研究の方法 

イネゲノムにコードされる６つの DNA 脱メチル化酵素の特異性を決める分子機構を明らかにし

ていくために、新規基質やゲノム環境を含めた基質特異性と、相互作用因子に着目し、３つのア

プローチ方法を軸として解析を進めた。 

 

(1) 基質および周辺ゲノム環境の特異性の精査：トランスポゾンアレイを用いて、胚乳発生にお

ける継時的な発現解析を野生型と各酵素の変異体について行った。DNA 脱メチル化のターゲット

として考えられているトランスポゾンの発現変動を比較解析することで、ターゲットの推定を

試みた。更に発現変動の見られるトランスポゾンのゲノム情報と遺伝子の発現変化の情報を得

るために、ゲノムワイドな RNAseq を用いて発現の比較解析を行った。また、変異体での DNA メ

チル化の変化およびエピゲノム環境の比較解析のために、従来のバイサルファイト法あるいは

改良型の EMseq により DNA メチル化解析を行った。さらに野生型を用いて、各種ヒストン修飾の

ゲノムワイドな情報を ChIPseq により集めた。 

 



(2) 5-メチルシトシン(5mC)以外の新規基質塩基の探索：Pac Bio によるロングリードシーケン

スを用いて、N6-メチルアデニン(6mA)の基質としての可能性について検討を試みた。 

 

(3) DNA 脱メチル化酵素と相互作用する因子の検出：相互作用因子を免疫沈降(IP)を用いた生化

学的解析により探索していくために、各 DNA 脱メチル化酵素にタグを付けた遺伝子を作成し形

質転換イネを作出した。目的のタグ付きタンパク質それぞれの発現を検出・確認した。この形質

転換イネを用いて、目的とするタンパク質の抽出方法の検討から、付加したタグに対する抗体に

よる一連の IP過程のための各種条件検討を行った。 

 
４．研究成果 

(1) 通常、DNA メチル化によって転写・転移が抑制されているトランスポゾンは、DNA メチル化

が低下する胚乳ではその発現の抑制が解かれることが想定されている（Bartels et al., Int J 

Mol Sci 2018）。この胚乳での DNA メチル化の低下に DNA 脱メチル化酵素が関与することが考え

られることから、トランスポゾンの脱抑制の様子を比較解析することは DNA 脱メチル化酵素の

特異性を明らかにしていく上での大きな手掛かりとなると考えられる。そこでまず、イネの胚乳

発生過程におけるトランスポゾンの発現の様子を、大規模かつ継時的に捉えるために、トランス

ポゾンアレイ

を用いた発現

解 析 を 行 っ

た。その結果、

イネの胚乳発

生に伴って、

イネゲノム中

のトランスポ

ゾンはダイナ

ミックかつユ

ニークな発現

変動を示すこ

とが明らかと

なった。発現

変動パター

ンをクラス

ターに分類

し、それぞれ

のクラスタ

ーに属する

トランスポ

ゾンファミ

リーを特定

することが

できた（図

１）。また、イ



ネゲノム中に最も多く存在する MITE ファミリーについて更に、それぞれの発現パターンクラス

ターごとにサブファミリーの特定を行った（図２）。その中の１つ Youren は、イネゲノム中に散

在する多コピーが揃って同様の発現パターンを示し、その発現パターンは Youren 配列中の特定

の cis 因子に起因する制御であることが示唆された（図３）。これらの成果は論文として投稿し

た（Nagata et al., Plant J 2022）。この解析方法および得られた情報を踏まえて、DNA 脱メチ

ル化酵素の

変異体を用

いて、同様の

継時的なト

ランスポゾ

ンの発現解

析を行った。

トランスポ

ゾン発現変

動の大規模な推移を野生型および変異体間で比較解析することで、DNA 脱メチル化酵素変異体特

異的に発現変動する、あるいは、変異体間で共通に変動するものなど、注目すべきトランスポゾ

ン群を抽出することができた。更にマイクロアレイによる解析では捉えられないゲノム中に散

在する個々のトランスポゾンの発現情報を得るために RNAseq も行い、両者の情報の補填を行な

った。これと並行して、イネゲノムにおける DNA メチル化への影響を捉えるために、変異体での

メチローム解析を行った。解析は発現解析の結果を踏まえ、変化の期待される時点で行った。比

較解析に際して、ゲノムを広範囲にカバーし、より精度を高くメチロームを行うために、従来の

バイサルファイトシーケンス法に加えて酵素反応を用いた EMseq を試み、その評価を行った。そ

の結果、EMseq はイネゲノムをより広範囲かつ均一にカバーできることから、高精度なイネゲノ

ムのメチロームが期待できることが明らかとなった。この成果は学会で口頭発表した（上地ら、 

日本育種学会 143 回講演会）。トランスポゾンアレイと RNAseq の情報を統合し、メチロームと

ともに比較解析・評価を行っている。更にはヒストン修飾の情報も加味し解析を進めている。 

 

 (2)Pac Bio を用いたロングリードシーケンスにより、6mA の検出を試みた。条件を変えて検討

したが、精度のある検出に至らなかった。更なる解析条件等の改善が次回への課題である。 

 

(3) DNA 脱メチル化酵素と相互作用する因子を探索するために、イネの６つの DNA 脱メチル化酵

素の発現量や類似性等を考慮して、まず３つの酵素 OsROS1a, OsROS1d, OsDML3a を選んだ。それ

ぞれの cDNA に生化学解析等に活用するためのタグとして FLAG, HA を付加した遺伝子をクロー

ニングし、イネへの遺伝子導入、目的の遺伝子を持つイネを作出した。得られた形質転換イネか

らタンパク質を抽出し、目的とする FLAG, HA タグを付加したそれぞれの DNA 脱メチル化酵素が

発現して

いること

を確認し

た。それ

ぞれの酵

素につい

て目的の



タンパクを発現した形質転換イネを、複数ライン作出することができた（図４）。これらの FLAG, 

HA で標識された DNA 脱メチル化酵素を用いて、FLAG あるいは HA 抗体による IPなどの生化学的

手法により相互作用する因子をイネから抽出してくることを試みている。 

 これらを含む植物のライフサイクルにおけるエピジェネティクス研究の現状と展望について

総説としてまとめ発表した（Ono and Kinoshita, Curr Opin Plant Biol 2021）。 
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