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研究成果の概要（和文）：混数性現象が遺伝することが明らかになっている形質転換タバコを用

いて、免疫染色などの細胞遺伝学的解析により染色体レベルで DNA メチル化やヒストン修飾

程度を比較した。さらに、BAC クローンを利用して FISH や塩基配列を解析することにより、

混数性染色体のゲノム特性を調べた。これらの解析から、染色体レベルや DNA レベルでの混

数性タバコのエピジェネティックな状態を明らかにし、混数性を生み出すメカニズムについて

考察した。 
 
研究成果の概要（英文）：We showed that mixoploidy is inherited in the transgenic tobacco, 
and analyzed epigenetic status at a chromosomal level.  We also performed FISH and 
sequencing analyses of mixoploid plants with tobacco BAC clones.  From these analyses, 
we discussed the mechanisms of producing mixoploidy in the tobacco, which might be 
related to the epigenetic status at chromosomal and DNA levels. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 植物細胞を培養したときに生じるソマク
ローナル変異は、植物育種分野で影響力が高
いが、その分子機構はよく分かっていない。
培養過程で変異する原因としては、トランス
ポゾンの活性化やゲノム全体のメチル化パ
ターンの変化することが報告されている。 
 
(2) ソマクローナル変異の一つとして、染色
体数の変異も知られており、葯培養などで

様々な染色体数の細胞が混在する個体が再
生されることが報告されている。このような
混数性（mixoploidy）は、細胞遺伝学的にも
きわめて面白い現象であるが、そのメカニズ
ムについては全く分かっておらず、分子レベ
ルで解析した例もない。 
 
(3) 申請者は、コムギレトロトランスポゾン
様配列を導入したタバコにおいて、混数性を
示す形質転換体（9-1 系統）を見出した。研
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究を開始した当初、この混数性は遺伝するこ
とが明らかとなっていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 混数性を引き起こしている要因を探るた
め、9-1 系統においてゲノムのメチル化程度
やヒストン修飾などのエピジェネティック
な変化が染色体レベルでどのように生じて
いるかを、細胞遺伝学的アプローチにより明
らかにする。 
 
(2) タバコの BAC クローンを利用して、
FISH 解析や塩基配列解析を行い、混数性と
ゲノム構成の関連を明らかにする。 
 
(3) サザン分析や Bisulfite sequence 解析な
どにより、DNA レベルのエピジェネティッ
クな変化や遺伝子発現の変化が混数性固体
でどのように起こっているかを調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) タバコ染色体をメチル化感受性制限酵素
で消化したプレパラートを作成し、混数性
9-1 系統とコントロール SR1 の in-situ nick 
translation 法を行った。また、5 メチルシト
シン抗体・H3K4me2 抗体・H3K9me2 抗体
を用いてタバコ染色体上に免疫染色を行っ
た。 
 
(2) タバコ（SR1）を材料に用いて高分子量
DNA を調整し、BAC ライブラリーを作成し
た。それらのクローンを用いて BAC FISH を
行い、また塩基配列を決定することでゲノム
特性を明らかにした。 
 
(3) 混数性 9-1 系統とコントロール SR1 のタ
バコゲノムをメチル化感受性制限酵素で消
化してトランスポゾン配列などをプローブ
に用いてサザン分析を行った。また、
Bisulfite sequence 解析を行い、DNA レベル
のメチル化を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究では、in–situ nick translation 法
をタバコ根端分裂細胞に適用することがで
き、混数性個体と正常個体のメチル化程度の
差を染色体レベルで検出することができた。
また、5 メチルシトシン抗体を用いた免疫染
色解析にも成功した。ヒストン修飾について
も、H3K4me2(ユークロマチン化傾向を示す)
と H3K9me2(ヘテロクロマチン化傾向を示
す)に対する抗体を併用し、検出シグナルを数
値化することにより、混数性個体のヘテロク
ロマチン化傾向度を明らかにすることがで
きた。このように、細胞遺伝学的アプローチ
を用いて混数性個体のエピジェネティック
スな変化を明らかにした。これらの結果を総

合すると、染色体レベルでのエピジェネティ
ックな状態の差は、混数性個体と正常個体の
間で比較的小さいことが分かった。 
 
(2) タバコの BAC ライブラリーを作成し、無
作為に選んだ BAC クローンをプローブに用
いて BAC FISH を行うことにより、S ゲノ
ム・T ゲノム特異的な BAC クローンを選抜
できた。これらのクローンについて次世代シ
ークエンスにより塩基配列を決定した。また、
S ゲノム・T ゲノム特異的な BAC FISH によ
り、混数性個体のゲノム特性を調べたところ、
混数性の染色体にSまたはTゲノムへの偏り
は見られないことが分かった。 
 
(3) タバコで活性のあると言われているトラ
ンスポゾン配列のメチル化程度は、サザン分
析レベルでは差を検出できなかった。しかし
ながら、アクチン遺伝子について Bisulfite 
sequence でシトシンのメチル化を調べるこ
とができたので、今後は、より多くの遺伝子
についてメチル化を調べることが重要であ
る。そのための遺伝子選抜を目的として、マ
イクロアレイ実験を行い、混数性個体とコン
トロール個体で遺伝子発現に差のある遺伝
子を抽出することができた。 
 
このように、本研究を通して、混数性個体に
おけるエピジェネティックな変化を染色体
レベル・DNAレベルで解析することができ、
様々な基礎的知見を集めることができた。 
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