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研究成果の概要（和文）：本研究にて、トランスポゾン上の抑制型エピゲノム修飾の維持に重要なクロマチンリ
モデリング因子Decrease in DNA methylation 1（DDM1）を含む複合体を単離・精製し、DDM1と相互作用する因
子群を質量分析によって同定した。得られた相互作用因子について、T-DNAが挿入された変異植物を用いてメチ
ル化DNAをゲノムワイドに解析した結果、多くの変異植物において、DDM1機能喪失植物で観察されるような大規
模な脱メチル化は観察されなかった。一方で、同定された因子と類似したドメインを有する遺伝子の変異植物で
は、トランスポゾン上のメチル化レベルが野生型植物に比べて下がる結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：In the current study, I isolated and purified the protein complex containing
 the chromatin remodeling factor Decrease in DNA Methylation 1 (DDM1), which functions in the 
maintenance of repressive epigenetic marks over transposons in Arabidopsis thaliana, and identified 
the candidates binding to DDM1 by mass spectrometry. I obtained Arabidopsis T-DNA insertion lines 
and performed the genome-wide DNA methylation analyses. As a result, DNA methylation levels in most 
of mutant plants were not reduced as observed in ddm1 mutant plants. However, a mutant plant of one 
gene, of which domains are similar to the binding candidate identified in this study, showed the 
reduction of DNA methylation over transposons compared to wild type plants.

研究分野： 分子生物学、生化学、遺伝学

キーワード： トランスポゾン　ペリセントロメア　ヘテロクロマチン　メチル化DNA　クロマチンリモデリング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トランスポゾンは動植物ゲノムの進化に重要な役割を果たす一方、その可動的な性質からゲノム恒常性維持に脅
威をもたらすことが知られている。また、DDM1の哺乳類オルソログHELLS/LSHの機能喪失に伴うヘテロクロマチ
ン中の脱メチル化がICF患者で確認されている。したがって、DDM1を含む複合体によるトランスポゾンの標的お
よび鎮静化機構を明らかにすることで、植物のエピジェネティクス研究分野にとどまらず、動植物に共通した機
構、さらにエピゲノム異常を示す疾病の分子機構の解明に結びつくことが期待される。

※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 
動植物のゲノムは可動性 DNA（トランスポゾン）などの反復配列を多量に含む。これらの配列

はゲノムの安定性にとって潜在的に有害であり、DNA やクロマチン構成因子ヒストン H3 のメ

チル化などのエピゲノム修飾を受けて鎮静化されている。クロマチンリモデリング因子 Decrease 

in DNA methylation 1（DDM1）はトランスポゾンなどの反復配列における抑制修飾の維持に関わ

る因子として、シロイヌナズナを用いた遺伝学的解析によって同定された。これまでに、ddm1

変異植物体においてペリセントロメア上の抑制修飾が失われ、それに伴いトランスポゾンの脱

抑制・可動化による近隣遺伝子の発現撹乱が観察されている。研究代表者がこれまでに実施した

生化学的解析とシロイヌナズナを用いた分子遺伝学・ゲノム生物学的解析によって、DDM1 がヘ

テロクロマチン特異的なヒストンの亜種（バリアント）H2A.W をペリセントロメア領域に運び、

トランスポゾンの発現を抑制するという新規機構を明らかにした（文献 1）。このように DDM1

によるトランスポゾンの沈静化機構は明らかになったものの、DDM1 がどのようにしてトラン

スポゾンを他の遺伝子群と区別しているのか、どのようにして H2A.W をペリセントロメア領域

へ特異的に運び込むのかは依然不明であった。 

＜引用文献＞ 

① Osakabe, A et al. The chromatin remodeler DDM1 prevents transposon mobility through deposition of 

histone variant H2A.W. Nature Cell Biology 23, 391–400 (2021). 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、DDM1 を含むクロマチンリモデリング複合体を同定し、生化学・分子遺伝学的

解析によって DDM1 複合体のトランスポゾン認識機構およびその鎮静化機構を明らかにするこ

とである。クロマチンリモデリング因子はその ATP 加水分解活性を介して、ヌクレオソームの

交換や移動を触媒することが知られている。さらに、多くのクロマチンリモデリング因子は特異

的な機能獲得のために他の因子と相互作用して複合体を形成する。そこで本研究では、DDM1 の

機能特異性を担保する因子の同定および機能解析を行うことを目指した。DDM1 の哺乳類オル

ソログ HELLS/LSH の機能欠損が DDM1 機能喪失植物体と同様の表現型を示すことから、本研

究の達成により、植物のエピジェネティクス研究分野にとどまらず、動植物に共通した機構、さ

らにエピゲノム異常を示す疾病の分子機構の解明に結びつくことが期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究を遂行するために、研究代表者が独自に作製した

リコンビナント DDM1 に対する抗 DDM1 抗体（図 1）を

用いて、シロイヌナズナから抽出したタンパク質溶液か

ら DDM1 を含む複合体を単離・精製し、質量分析によっ

て DDM1 相互作用因子の探索を行なった。さらに、得ら

れた DDM1 相互作用候補因子の T-DNA 挿入型変異植物

をパブリックリソースから取得し、変異植物におけるト

ランスポゾン上の DNA メチル化のレベルをゲノムワイ

ドに解析した。 

 

 

 

図 1. 抗 DDM1 抗体のウェスタ

ンブロッティングによる評価 



４．研究成果 

（１）DDM1 を含む複合体の単離・精製 

まず、シロイヌナズナ由来の培養細胞 T87 細胞からタンパ

ク質溶液を抽出する方法を検討した。これまでに実施した

ウェスタンブロッティングに用いたサンプルは DNA を含

むクロマチン画分であったため、DDM1 複合体を含み、か

つ DNA を含まない可溶性核タンパク質溶液を得る必要が

あった。塩濃度や界面活性剤等の条件を検討した結果、内

在性 DDM1 タンパク質を含む核タンパク質溶液の抽出に

成功した。この核タンパク質溶液を用いて、作製した抗

DDM1 抗体と混合して免疫沈降を行い、DDM1 を含む複合

体の単離・精製を行なった。ウェスタンブロットおよび

SDS-PAGE による解析の結果、DDM1 に対応するバンド以

外にも複数のバンドが検出されたことから、DDM1 を含む

タンパク質複合体が得られたことが示唆された（図 2）。 

 

（２）DDM1 相互作用因子の質量分析による同定 

次に、免疫沈降サンプルから DDM1 と相互作用する因子

群を質量分析によって同定を試みた。3 回の独立した免疫

沈降および質量分析を行った結果、68 種類のタンパク質

が再現良く DDM1 との相互作用因子の候補として同定さ

れた（図 3）。そのうち、核内で局在・機能することが予想

されるドメインを有する 16 種類のタンパク質に絞り込ん

だ。今回同定した DDM1 相互作用候補因子には、これま

でに DDM1 との相互作用が報告されていないクロマチン

結合因子や機能未知のタンパク質が含まれていた。 

 

（３）DDM1 相互作用因子の変異植物におけるメチル化 DNA の解析 

質量分析による解析で DDM1 相互作用因子の候補として得られた 16 種類のうち 12 種類のタン

パク質について、それらをコードする遺伝子領域に T-DNA が挿入された変異植物を合計 20 系

統取得した。取得した変異植物体からゲノム DNA を抽出し、野生型と DDM1 機能喪失植物体を

コントロールとして用いて、Enzymatic methyl-seq（EM-seq）によってメチル化 DNA をゲノムワ

イドに解析した。解析の結果、多くの変異植物において、DDM1 機能喪失植物体で観察される

ような大規模な脱メチル化は観察されなかった（図 4）。このことから、今回の質量分析で同定

 

 

図 2. 抗 DDM1 抗体を用いた免

疫沈降の結果（上：ウェスタン

ブロッティング、下：銀染色） 

 
図 3. 質量分析によって得られた

DDM1 相互作用因子候補の数 

 

図４. 野生型および変異植物におけるトランスポゾン上におけるメチル化 DNA の解析 



された因子と DDM1 との相互作用はアーティファクトか、もしくは同定された因子が複合体形

成を介して協調して DDM1 のトランスポゾン特異的な集積に関わることが考えられる。一方で、

今回の質量分析で得られた相互作用因子と類似したドメインを有する遺伝子の T-DNA 挿入型

変異植物を用いて同様の解析を行った結果、トランスポゾン上のメチル化レベルが野生型植物

に比べて下がる結果が得られた。 

本研究で得られた成果をもとに引き続き多重変異体を用いた解析や試験管内再構成クロ

マチンを用いた生化学的解析を行うことで、DDM1 相互作用因子を介した DDM1 のトラン

スポゾン標的機構およびトランスポゾン鎮静化機構の詳細を明らかにしたい。 
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