
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

若手研究(B)

2013～2012

ブラシカのエピゲノム解析及び、植物形質に関わる後天的な転写制御の解明に向けて

Elucidation of post-transcriptional regulation involved in plant traits and epigenom
e analysis in Brassica

６０６２０３７５研究者番号：

藤本　龍（Fujimoto, Ryo）

神戸大学・（連合）農学研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２４７８０００２

平成 年 月 日現在２６   ６ ２３

円     3,500,000 、（間接経費） 円     1,050,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、日本及びアジア地域で主要な野菜であるハクサイ (Brassica rapa)を用いて、
ゲノム全体のエピジェネティックな修飾状態を明らかにすることを目的として研究を行った。ゲノム全体のDNAのメチ
ル化状態とヒストンの化学修飾状態について調べた。また、春化処理後や、病原菌感染時にみられるゲノムワイドなエ
ピジェネティックな修飾状態を明らかにすることを目的に研究を行った。春化処理後には、鍵遺伝子であるFLCにH3K27
me3の修飾が蓄積し、FLCの転写レベルが下がることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to elucidate of the epigenetic status of Brassica rapa
 at the whole genome level. We examined the DNA methylation and histone modification status at the whole g
enome level. Next, we assessed the change of epigenetic modification after vernalization or infection by p
athogens. We found accumulation of H3K27me3 level at the FLC locus and repression of its expression after 
vernalization.
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１．研究開始当初の背景 
 
 遺伝子の発現は、塩基配列に依存するジェ
ネティックな制御に加え、塩基配列によらず、
遺伝子の修飾状態 (DNA のメチル化、ヒスト
ンの化学修飾)の変化に依存するエピジェネ
ティックな制御が存在する。シロイヌナズナ、
イネ、トウモロコシ等では、エピジェネティ
ックな修飾に関わる遺伝子の変異体で、植物
の発達異常が見られることから、エピジェネ
ティックな遺伝子発現制御が植物の形質を
制御していることが示された。さらに、自然
界に存在する植物の形質の変異の中には、エ
ピジェネティックな変異によってもたらさ
れているものがあることが分かってきた。よ
って、ジェネティックな変異と同様、エピジ
ェネティックな変異も、植物の形質変化に寄
与すると考えられる。 
 エピジェネティックな修飾状態について
は、DNA のメチル化や特定のヒストン修飾へ
の抗体を用いた免疫沈降により抽出した DNA
の配列を直接決定することで、エピジェネテ
ィックな修飾状態をゲノム全体で調べるこ
とができるエピゲノム解析が開発された。現
在、シロイヌナズナを筆頭にエピジェネティ
ックな修飾状態が明らかにされている。 
 
２．研究の目的 
 
 ハクサイ等、日本及び、アジアで主要な野
菜を含む Brassica rapa L.においても、他の
植物同様、エピジェネティックな転写制御が、
植物の形質制御において重要であると考え
られる。B. rapa において、エピジェネティ
クス研究を発展させるためには、ジェネティ
ックな解析においてリファレンスゲノムに
相当する、『ゲノム全体のエピジェネティッ
クな修飾状態』を明らかにすることは重要で
ある。そこで、本研究では、B. rapa のエピ
ジェネティックな遺伝現象を明らかにする
ため、ゲノム全体でのエピジェネティクス情
報を調べるエピゲノム解析を行い、B. rapa
のエピゲノム情報を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 エピジェネティックな修飾状態を認識す
る抗体を用いた免疫沈降法により回収した
DNA 断片の塩基配列を次世代シークエンサ
ーで決定し、リファレンスゲノムにマッピン
グし、リード数を元に、定量化することで
個々のエピジェネティックな修飾状態をゲ
ノム全体で明らかにす。具体的には、
Chromatin Immunoprecipitation    
sequencing (ChIP-seq) 法と Methylated DNA 
immnunoprecipitation sequencing 
(MeDIP-seq) 法によるエピゲノム解析を行
った。エピゲノム解析を行うエピジェネティ
クスの修飾状態は、一般的に遺伝子の転写の

抑制のマークとして知られている、DNA のメ
チル化、ヒストン H3 の 9 番目のリジン残基
のジメチル化 (H3K9me2)と H3K27me3 及び、
遺伝子の転写活性型のマークとして知られ
ているH3K4me3 と H3K36me2 について行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) クロマチン免疫沈降法の濃縮確認プラ
イマーセットの作成。 
 まず、ChIP-seq を行う際にはそれぞれの修
飾を有するDNA断片の濃縮を確認する必要が
あるが、B. rapaでは ChIP-seq はほとんど行
われておらず、濃縮を確認できる領域の報告
がない。そこで、本研究では、H3K4me3、
H3K9me2、H3K27me3、H3K36me3 の修飾を有す
る領域のスクリーニングを行った。H3K4me3
と H3K36me3 については、これらの修飾が転
写活性型のマークとして知られていること
から、RNA-sequencing (RNA-seq)を行い、転
写レベルが高い遺伝子に着目し、コード領域
にプライマーを作成し、ChIP-PCR を行った。
その結果、H3K4me3 と H3K36me3 の修飾が確認
され、一方で転写抑制のマークである
H3K9me2を抗体に用いたChIP-PCRでは増幅が
確認できなかったことから、これらの領域に
おいては H3K4me3 と H3K36me3 の修飾のみが
蓄積していることが分かった。H3K27me3 につ
いては、シロイヌナズナで H3K27me3 の修飾
を持つ遺伝子のオーソログ遺伝子にプライ
マーを設計して、ChIP-PCR を行ったところ、
調べた 6つの遺伝子全てにおいて、H3K27me3
の修飾が確認できた。よって、H3K27me3 は種
が異なっても修飾されている領域は保存さ
れている可能性が示唆された。H3K9me2 につ
いては、RNA-seq から転写していない遺伝子
やトランスポゾン領域にプライマーを作成
して ChIP-PCR を行ったところ、特にトラン
スポゾンの領域にH3K9me2の修飾が確認でき
た。 
 DNA のメチル化について、トランスポゾン
領域にプライマーを作成して、MeDIP-PCR を
行ったところ、トランスポゾンでは DNA のメ
チル化を有することが分かった。 
 以上より、本研究で見出したプライマーセ
ットを組合せて使用することで、ChIP 及び
MeDIP の濃縮を確認することができると考え
られる。 
 
(2) エピゲノム解析 
 播種後 14 日の本葉を用いて、H3K4me3、
H3K9me2、H3K27me3、H3K36me3 の修飾に対す
る ChIP-seq を行い、それぞれ 2500 万から
4400 万リード、900Mbp から 3000Mbp のシー
クエンスを決定した (表 1)。得られたシーク
エンスをリファレンスゲノムにマッピング
し、定量化することで、エピジェネティック
な修飾状態が明らかになる。現在、得られた
シークエンスを解析中である。 
 DNA のメチル化については、播種後 14 日の



本葉を用いて MeDIP-seq を行い、2700 万リー
ド、900Mbp のシークエンスを決定した。また、
small RNA-sequencing を行い、2200 万リー
ド、1000Mbp の配列を決定した。現在、得ら
れたシークエンスデータを解析中である。 
 それぞれの修飾を持つことが分かった領
域については、シークエンス解析とは別のサ
ンプルを用いて ChIP-PCR や ChIP-qPCR を行
い、ChIP-seq の再現性を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 春化処理に見られるエピジェネティッ
クな修飾変化 
 モデル植物であるシロイヌナズナでは、春
化処理時に転写抑制遺伝子である FLC 
(FLOWERING LOCUS C)において、エピジェネ
ティックな転写制御が行われていることが
明らかになっている。そこで、同じアブラナ
科植物である B. rapaにおいても同様にエピ
ジェネティックな修飾の変化が見られるか
調べた。シロイヌナズナでは、FLC 遺伝子は
1 つであるのに対して、B. rapa では 4 つ存
在する。上述の RNA-seq の結果から、4 つの
FLC 全てが春化処理前には一定のレベルで発
現していることが分かった。そして、FLC 遺
伝子の発現について春化処理後 (4℃、1 ヶ
月)に調べたところ、その発現レベルは抑制
されることが分かった。次に、4 つの FLC を
区別できるプライマーを用いて、ChIP-PCR を
行ったところ、全ての FLC は春化前には、
H3K4me3 の修飾を持ち、H3K27me3 の修飾を持
っていないことが分かった。次に春化処理後
の H3K27me3 について調べたところ、全ての
FLCについてH3K27me3の修飾が増加すること
が明らかになった。以上より、B. rapa にお
いても、FLC は春化処理により転写抑制のマ
ークである H3K27me3 の修飾が蓄積し、FLCの
転写が抑制されることが明らかとなった 
(図 1)。 
 FLC以外にも春化処理によってH3K27me3の
修飾が変化する領域を探索する為に、春化処
理後のサンプルを用いて、ChIP-seq を行った。
3500 万リード、1200Mbp の塩基配列が決定さ
れ (表 1)、現在解析を進めている。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 萎黄病抵抗性遺伝子の同定及び、萎黄病
感染時に見られる転写の変化について 
 現在までに、(株)渡辺採種場との共同研究
で育成してきたハクサイの近交系から、土壌
伝染性病害である萎黄病菌に対して、抵抗性
を示す系統と罹病性を示す系統を選抜した。
そして、抵抗性系統と罹病性系統をそれぞれ
1 系統ずつ用いて、RNA-seq による転写比較
解析を行った。特に、今まで抵抗性遺伝子と
の関わりが強いNBS-LRR遺伝子に着目して行
った。両系統で発現レベルが異なる遺伝子の
リストから、抵抗性系統では発現しており、
罹病性系統では、遺伝子の欠失により発現が
見られない遺伝子を見出した。その遺伝子の
有無を判別できる優性DNAマーカーを作成し、
抵抗性系統と罹病性系統から作成した F2 分
離集団を用いて、接種試験と DNA マーカーに
よる遺伝子型を照らし合わせた結果、完全な
相関が見られたことから、得られた遺伝子が
萎黄病抵抗性遺伝子である可能性が強く示
唆された (図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この萎黄病に感染した際の転写の変化や
エピジェネティックな修飾状態の変化を網
羅的に調べる為に、萎黄病に感染させた後に
経時的に防御遺伝子である PR 遺伝子を指標
として防御反応が見られるステージの特定
を行った。今後、決定したステージを中心に
RNA-seq やエピゲノム解析を進めていくこと
で、病原菌感染時の発現の変化とエピジェネ
ティックな修飾の変化との関連性を明らか
にする。 
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