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研究成果の概要（和文）：生殖細胞の初期発生および減数分裂は遺伝の根幹をなす現象であり、

その分子機構の解明は基礎・応用遺伝学的な観点から重要な課題である。本課題では、モデル

作物であるイネの２つの RNA 結合蛋白質 MEL1 と MEL2 の機能解析を行った。MEL1 は減
数分裂初期過程の進行に重要な役割を担う。MEL1 は主に 21 および 24 塩基長の短い RNA
（mipsRNA）配列と結合することを明らかにした。またそれら配列をイネゲノムにマップし、
遺伝子間領域に由来する 700 種類以上の蛋白質非コード RNA（lincRNA）から生合成される
ことを示した。MEL2は体細胞分裂から減数分裂への移行タイミングを制御する。更に本課題
では、MEL2の RNA認識モチーフ（RRM）が AUリッチな配列（UUAGUU(U/A)(U/G)(A/U/G) 
U）に結合すること、同コンセンサス配列をもつ遺伝子がイネゲノム中に 249 個ある
ことを見いだした。今後、本成果から２つの RNA結合蛋白質の直接的な制御下にある
標的遺伝子が同定され、植物の生殖および減数分裂における RNA結合蛋白質を介した
転写あるいは転写後制御ネットワークの理解が進むと期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Germline development and meiosis are pivotal for all genetic events, 
and elucidation of the molecular mechanisms is an important subject for both basic and 
applied genetics. Here I used genetic resources of rice, a model crop, and analyzed the 
functions of two RNA-binding proteins, MEL1 and MEL2. MEL1 is known to play 
important roles in early meiotic processes. In this study, 21- and 24-nucleotides small 
RNAs that bind to MEL1 (mipsRNAs) were identified. Mapping onto the rice genome 
revealed that the mipsRNAs were processed from 700 species of long intergenic non-coding 
RNAs (lincRNAs). MEL2 functions to promote mitosis-meiosis transition in appropriate 
timing. This study revealed that RNA recognition motif (RRM) of MEL2 preferentially 
binded to the AU-rich RNA sequences (UUAGUU(U/A)(U/G)(A/U/G)U), and that 249 rice 
genes conserved the AU-rich consensus sequence. Identification of genes directly targeted by 
MEL1 and MEL2 will open the door to understanding transcriptional or post-transcriptional 
regulatory networks mediated by RNA-binding proteins in plant reproduction and meiosis. 
 
研究分野：農学 
 
科研費の分科・細目：育種学 
 
キーワード：植物、生殖、減数分裂、RNA、発生、遺伝子、イネ 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 生殖は遺伝の根幹を成す生命現象であり、
植物にとっては種子生産に直結する重要な
過程であるが、特に生殖細胞の初期発生過程
を制御する遺伝システムは、そのほとんどが

未解明のままである。 
	
 私たちは以前、植物生殖細胞で特異的に機
能するアルゴノート蛋白質（AGO）としては
世界で初めてとなる、イネMEL1の同定に成
功した。AGOは、20〜30塩基長程度の小分
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子 RNA（small RNA）を介して標的 RNAと
結合し、遺伝子発現抑制やクロマチン修飾、
外来ウィルスの抑制など、多岐にわたる現象
を司ることで知られる。それ以外にも、減数
分裂への移行過程で必須の役割を果たし、
RNA 認識モチーフ（RRM）をもつイネ新規蛋白
質 MEL2 の同定にも成功した。	
 
	
 ２つのイネ遺伝子が共に、期せずして RNA
への結合が予想される蛋白質であったこと
は、植物の生殖細胞の発生過程、特に減数分
裂において、RNA を介した転写あるいは転写
後の遺伝子発現制御機構が重要な役割を果
たしている可能性を示唆する。 
	
 体細胞分裂から減数分裂への移行過程で
は、相同な相手を認識するためにダイナミッ
クなクロマチン構造変化が起こる。また植物
でも、環境シグナルに応答して誘導されたク
ロマチン修飾の変化が、生殖過程でリセット
されるゲノム再プログラム過程の存在が示
唆されている。すなわち、植物生殖細胞の発
生過程はダイナミックなクロマチン構造の
変化を伴うと予測される。減数分裂移行・進
行過程に必須のイネMEL1・MEL2蛋白質の 
機能解析を通じて、植物の減数分裂における
RNA を介した遺伝子発現・クロマチン構造
の制御機構の一端を解明し、減数分裂組換え
工学の確立と育種効率の向上に向けた基盤
研究になると期待できる（図１）。 

 
図 1	
 	
 mel1突然変異体では減数分裂染色体のクロマチ

ン修飾が変化する	
 正常型イネの減数分裂細胞（左）で

は、動原体（赤）周辺ヒストン H3 の 9 番目のリジン残

基がジメチル化されるが（緑）、mel1変異体（右）では

ジメチル化が低下する。青は染色体。	
 

 
２．研究の目的 
	
 植物の生殖細胞が体細胞から分化して減
数分裂に至るまでの過程について、突然変異
体などを用いた解析を中心に研究する。
MEL1 など植物の生殖関連蛋白質の機能解
析を通じて、植物生殖細胞の初期発生および
減数分裂を促進する制御機構の解明を目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 MEL1 遺伝子・蛋白質の解析	
 

	
 MEL1遺伝子の発現開始時期は、始原生殖細

胞の分化直後まで遡ることができる。植物生

殖細胞系列が減数分裂に至るまでの運命決

定機構に MEL1 遺伝子発現が密接に関連する

ことが考えられたため、MEL1の発現開始と始

原生殖細胞分化との関係について発生学的

解析を行った。花器官の形態形成に関わる遺

伝子および突然変異体について、始原生殖細

胞分化期前後の幼穂（0.5mm 前後）の切片を

作成し、形態観察および MEL1 などの遺伝子

発現解析に供した。	
 

	
 MEL1 蛋白質の分子機能を解析するため、

MEL1 に対する特異的抗体を作成した。減数分

裂直前の花を含むイネ幼穂から抽出した蛋

白質と MEL1 抗体を反応させて免疫沈降し、

MEL1 蛋白質と結合する small	
 RNA を単離した。

次世代シーケンサーで small	
 RNA 配列の大量

解読を行い、イネゲノム上にマッピングした。

同時期の葯から転写産物を抽出し、同様に大

量解読とマッピングを行った。また、MEL1 お

よび関連蛋白質に対する抗体を用いて、各蛋

白質の減数分裂細胞内の局在を、間接蛍光抗

体法により共焦点レーザー走査顕微鏡下で

解析した。	
 

	
 

(2)	
 MEL2 遺伝子・蛋白質の解析	
 

	
 正常イネ個体および mel2 突然変異体の減

数分裂細胞の形態および減数分裂染色体の

挙動を、樹脂切片および間接蛍光抗体法によ

り観察した。MEL2 に T7 ペプチドを付加した

融合蛋白質を発現する形質転換イネを作成

し、T7 抗体により MEL2 蛋白質の細胞内局在

性を観察した。	
 

	
 MEL2の RRMが結合するRNA配列を同定する

目的で、RRM を含む領域の N 末端に GST タグ

を付加した融合蛋白質を精製し、人工合成し

た 50 塩基長のランダム RNA 配列と混合した。

蛋白質-RNA複合体をGSTカラムで精製した後

RNA を回収し、RNA の両末端に付加した共通

配列により逆転写・PCR 増幅した。このサイ

クルを 8〜9 回繰り返して、MEL2 の RRM と結

合する RNA 配列を濃縮、配列解読した（SELEX

法）。	
 

	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 MEL1遺伝子は始原生殖細胞の分化初期に
発現を開始する	
 
	
 MEL1遺伝子は、形成直後の葯および胚珠原
基の皮下に分化した始原生殖細胞で発現を
開始する。MEL1発現の誘導機構に関する解析
の糸口をつかむため、雌性生殖器官である胚
珠の運命決定を担う転写因子 OsMADS13 の突
然変異体で MEL1 発現を観察した。osmads13
変異体では胚珠が完全に欠損し、代わりに花
メリステムが異所的かつ連続的に心皮を分
化するため、雌性生殖細胞も完全に欠損する。
従って MEL1 は全く発現しないはずである。
しかし予想に反して、MEL1遺伝子発現は胚珠
予定領域で発現誘導され、１つ目の異所的心
皮が分化するまでに速やかに消失すること



がわかった。	
 
	
 また MEL1 が発現する生殖細胞と接する表
皮細胞では、サイトカイニン活性化酵素であ
る LOG遺伝子が、MEL1発現の直前に一過的に
発現することを見いだした（図２）。LOG遺伝
子の発現は、花序および花の幹細胞（メリス
テム）の表皮で発現し、メリステムの維持に
必要であることが知られるが、生殖細胞発生
予定領域における一過的な発現は過去に報
告が無い。	
 
	
 MEL1 機能は減数分裂初期過程の進行に必
須である。従って、MEL1遺伝子の始原生殖細
胞分化直後での発現は、植物ではこの時期か
ら既に減数分裂の運命獲得に向けたプログ
ラムが始動することを示唆する。生殖細胞の
発生初期過程において、予定領域細胞は花メ
リステムになるよう初期設定されているが、
OsMADS13 機能によって抑制され、生殖細胞発
生および減数分裂の運命獲得に向けたプロ
グラムが始動することが明らかとなった。ま
た、MEL1発現誘導には、植物ホルモンである
サイトカイニンが必要である可能性が示唆
される一方、OsMADS13 機能とは独立であるこ
とが示された。	
 

	
 

図2	
 始原生殖細胞分化初期におけるLOGと MEL1の発現	
 	
 

LOG 遺伝子はは胚珠予定領域の表皮で一過的に発現し

（左図の青く染色された領域）、MEL1 は LOG 発現領域に

接する第二層で強く発現する（右）。	
 
	
 
(2)	
 MEL1 が結合する 21C-small	
 RNA は 700 種
類以上の lincRNA から生合成される	
 
	
 MEL1 抗体を用いた免疫沈降画分から 18〜
32 塩基長の small	
 RNA を抽出し、次世代シー
ケンサーで解読したところ、約 1200 万個の
配列（重複を含む）をイネゲノムにマップす
ることができた。MEL1 と結合する small	
 RNA	
 
(MEL1-interacting	
 small	
 RNA	
 (mipsRNA))の
特徴は以下の通りであった；(1)	
 全体の約
70%が 21 塩基長、(2)	
 全体の約 85%は 5'末端
の塩基がシトシン、(3)	
 5'末端以外の配列に
は全く共通性がない。以下では、(1)から(3)
の特徴をもつものを特に 21C-mipsRNA と表記
する。	
 
	
 21C-mipsRNA は、イネゲノムの 1000 カ所以
上にマップされ、主に機能が未知の遺伝子間
領域でクラスターを形成していた。驚いたこ
とに 21C-mipsRNA クラスターは、イネの全て
の染色体に不均等に分布していた（図３）。	
 
	
 ほとんどのクラスターは、上流領域に 22	
 
塩基長の miR2118 標的配列を保持していた。

またクラスター内部では、mipsRNA がセンス
鎖とアンチセンス鎖の両方で 21 塩基の間隔
に整列した。これらの特徴は、mipsRNA クラ
スターから転写された RNA が miR2118 に依存
した切断を受け、二重鎖化したのち、miR2118
切断点を起点として 21 塩基の等間隔で切断
されて mipsRNA が生合成されることを示唆す
る（図４）。これは従来知られる tasiRNA 生
合成経路によく一致する。	
 

	
 

図 3	
 12 本のイネ染色体上の mipsRNA クラスターの分布	
 

青い縦線が 1つの mipsRNA クラスターを表す。クラスタ

ーが集中する領域は星印を付した。赤は動原体領域。	
 

	
 
	
 mispsRNA クラスターから、蛋白質をコード
しない長い RNA（long	
 intergenic	
 non-coding	
 
RNA）が転写されている可能性を調べるため、
減数分裂直前の葯に由来し、かつ 3'末端にポ
リ Aをもつ RNA の配列を次世代シーケンサー
で解読し、イネゲノムにマップして多くの転
写単位を同定した。遺伝子領域だけでなく遺
伝子間領域にも非常に多くの転写単位が同
定され、本課題で同定された 700 以上の
21C-mipsRNA クラスターから lincRNA が転写
されていることが明らかとなった（図４）。	
 

	
 

図 4	
 mipsRNA 生合成経路と tasiRNA 生合成経路の比較	
 	
 

	
 
(3)	
 MEL2は減数分裂移行のタイミングを制御	
 
	
 mel2突然変異体は、種子稔性が完全に欠損
するイネ系統の中から選抜された。原因遺伝
子は RRM を中央にもつ新規遺伝子であった。



mel2変異体では、雌雄の生殖細胞が減数分裂
に移行するタイミングが異常になり、減数分
裂の進行をモニターする未知の機構にひっ
かかり細胞死を引き起こす可能性を明らか
にした。また MEL2 プロモーターにより融合
蛋白質を発現する形質転換イネの細胞学的
観察から、MEL2 蛋白質は減数分裂細胞の細胞
質に局在し、特に減数分裂移行期に核の周辺
部分に局在する傾向が観察された。	
 
	
 上記の結果から、MEL2 蛋白質は生殖細胞が
減数分裂へ移行するタイミングを制御して
いる可能性が示唆された。同一の葯内には多
くの雄性生殖細胞が含まれるが、それらは同
調的に減数分裂前 DNA 複製を行い、同調的に
減数分裂に移行する。mel2変異体では、同調
的 DNA 複製が起こらないことから、MEL2 蛋白
質は減数分裂前 DNA 複製期の直前で標的遺伝
子の翻訳制御を介して生殖細胞の分裂周期
を一時停止させ、適切な時期に周期を再開さ
せることで正常な減数分裂への移行を制御
する可能性が考えられた（図５）。	
 

	
 

図 5	
 葯内の生殖細胞は同調的に減数分裂に移行する	
 

発生初期の雄性生殖細胞は、葯内で非同調的に体細胞分

裂して増殖する。減数分裂前 G1 期に到達すると、分裂

周期が一旦停止し、全ての生殖細胞が G1 期に到達して

から一斉に減数分裂前 DNA 複製期（S期）に移行する。

MEL2 は生殖細胞の減数分裂前 G1 期から S期への移行の

タイミングを制御していると推察された。	
 

	
 
(4)	
 MEL2 は AU リッチな RNA 配列に結合	
 
	
 SELEX 法（「３.研究の方法」を参照）によ
り、MEL2 蛋白質が結合する RNA コンセンサス
配列が、約 12 塩基長の AU リッチな配列であ
ることを見いだした（図６）。生殖細胞発生
に機能をもつ動物 RRM の多くは、mRNA の 3'	
 
末端の非翻訳領域（3'-UTR）に結合して、標
的遺伝子の翻訳を制御することから、このコ
ンセンサス配列を 3'-UTR 内に保存するイネ
遺伝子を検索したところ、249 遺伝子が該当
した。これらを MEL2 の標的遺伝子候補とし
て更なる絞り込みを行う予定である。	
 

	
 

図 6	
 MEL2 が結合するコンセンサス RNA 配列	
 

	
 

(6)	
 まとめと今後の展望	
 

	
 本課題では、減数分裂の進行に重要な役割
を果たす MEL1 と MEL2 の２つの RNA 結合蛋白
質の標的 RNA 配列の解読に成功した。	
 
	
 特に MEL1 に関しては、免疫沈降実験で共
沈してくる RNA を大量解読することで、生体
内で実際に MEL1 と結合している mipsRNA の
大量同定に成功した。動物では PIWI サブフ
ァミリーに属する Argonaute 蛋白質が、small	
 
RNA の一種である piRNA と結合して生殖細胞
の発生・分化に重要な役割を果たすことが知
られる。本課題で同定した mipsRNA は、動物
の piRNA とは異なる特徴を示しており、動植
物の small	
 RNA を介した生殖細胞発生・減数
分裂メカニズムの多様性を示唆する。	
 
	
 イネの幼穂では、遺伝子間領域から機能未
知の 21 および 24 塩基長の small	
 RNA
（phasiRNA）が大量に発現することが報告さ
れている（Johnson	
 et	
 al.	
 2009）。21C-mipsRNA
は、これら phasiRNA である可能性がある。
phasiRNA の発現は必ずしも生殖細胞のみに
限局されない可能性が高く、mipsRNA が生殖
細胞の周辺体細胞から細胞間移動する可能
性も考えられる。これらの関係を明らかにす
ることで、植物生殖細胞が減数分裂運命を獲
得するプロセスの理解がより深まると期待
される。	
 
	
 被子植物の減数分裂が同一葯内で同調化
されることはよく知られるが、その分子機構
はほとんどわかっていない。本成果から、
MEL2 蛋白質が AU リッチな RNA 配列、恐らく
は標的遺伝子 mRNA の 3'-UTR と結合し、イネ
生殖細胞の減数分裂への移行タイミングを
制御する可能性が示された。MEL2 蛋白質の
RRM を含む中央領域は、ヒトの無精子症原因
蛋白質と結合する DAZAP1 の RRM 周辺配列と
高い相同性を示す（Nonomura	
 et	
 al.	
 2011）。
動物でも、RNA 結合蛋白質の 3'-UTR への結合
を通じて標的遺伝子の翻訳制御が生殖細胞
発生あるいは減数分裂移行に重要な働きを
することが知られる。RRM 蛋白質は複数の異
なる遺伝子を標的とし得ることが知られて
おり、本成果で得られた 200 以上の標的候補
遺伝子の中には、MEL2 が生体内で直接結合し
て制御する遺伝子を複数含むことが十分期
待できる。	
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