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研究成果の概要（和文）：ゲノムDNAのメチル化やヒストンのメチル化・アセチル化・リン酸化は、塩基配列に基づか
ない遺伝情報（エピゲノム情報）として体細胞分裂や世代の壁を超えて伝達・維持される。しかし、植物体、特に種子
の状態から発芽後までのエピゲノムのダイナミズムとしての情報は充分に得られていない。本研究では、イネ種子にお
ける野生型と遺伝子組換え型種子を実験モデルに使用し、それらの種子一粒毎についてそのゲノムDNAのメチル化パタ
ーンとヒストン修飾パターンを分析し、それらのデータを統合して多変量解析した。その結果、植物体への異種遺伝子
導入は、イネ種子のゲノムに野生株とは異なるメチル化をもたらしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genomic DNA and histone modifications, such as methylation, acetylation and phosph
orylation, code for epigenetic information which control cellular function such as gene expression and reg
ulation. This information is independent of the nucleic acid sequence, and is transmitted and maintained t
hrough cell division and generations. However, the epigenetic dynamisms among plants, especially dry seed 
to its germinal stage at individual grain level, have not been well characterized. In this study, an exper
imental model system was developed to analyze pattern of the genomic DNA methylation and histone modificat
ions in genetically modified and wild-type rice. The obtained data were analyzed using multivariable stati
stical method. For the first time, the epigenetic information profiling showed that the genetically modifi
ed seed may differ from the wild-type seed.
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１．研究開始当初の背景 
多細胞生物の生体を構成する全ての細胞
は、同一の塩基配列情報を持つにも関わらず、
それぞれの細胞種ごとに異なる表現型とそ
の基盤となる遺伝子発現プロファイルを有
することが知られている。この現象は、ゲノ
ム DNA のメチル化やヒストンのメチル化・
アセチル化・リン酸化など、塩基配列に基づ
かない遺伝情報（エピゲノム情報）として、
遺伝子の発現やその制御機構を担うことに
起因し、体細胞分裂や世代の壁を超えて伝
達・維持される。植物体への異種遺伝子導入
に伴うエピゲノム情報の変化に関しては、未
だ詳細な解析がなされておらず、野生型と遺
伝子組換え型の違いなどの情報は充分に得
られていない。特に乾燥状態の種子において
は、発芽に伴う遺伝子は活性化前であり、ゲ
ノムの修飾に関わる酵素は働いておらず、修
飾パターンは種子粒間で保存されている情
報であると推察された（図 1）。種子一粒単位
でエピゲノム情報を網羅的に解析し、複数粒
から得られた全情報をまとめ、解析した例は
これまでにない。 
 
２．研究の目的 
植物体への異種遺伝子導入は、イネ種子
（玄米）のゲノムに野生型とは異なるメチル
化などエピゲノム変化をもたらしているこ

とを明らかにするため、まず種子エピゲノム
のダイナミズムとしての分子基盤の確立を
目指した。野生型及び遺伝子組換え型の玄米
種子を供試サンプルとして、ゲノム（DNA及
びヒストン）の、特に遺伝子組換えの際に目
的遺伝子を発現させるために汎用される内
在性 Actin遺伝子のプロモーター（Act1プロ
モーター）のエピジェネティックパターンに
着目し網羅的に解析し得たデータを、多変量
解析法である Principal Component Similarity
（PCS, 主因子類似性解析）を用いてプロフ
ァイリングを試みる。特に、 
（１）玄米種子を対象にした一粒単位での解
析 

（２）野生型種子と遺伝子組換え型種子間の
ゲノム DNA のメチル化やヒストン修飾
のプロファイルを多変量解析プログラ
ムを使用し網羅的に解析 

（３）発芽時の外的環境が遺伝子修飾様式の
バラエティーに及ぼす影響についての
解析 

の 3点に焦点を絞って、最終的にゲノム中に
挿入された組換え遺伝子の特徴をつかむこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
上記の目標を達成するため、単子葉植物で
組換え遺伝子の発現を目的に汎用されるイ
ネ由来 Act1プロモーター制御下で GFPを発
現するトランスジェニック構造配列を有す
る TiベクターpSTARA(R5)-GFP（図 2）をア
グロバクテリウムよりイネゲノムへ導入し、

作成した遺伝子組換えイネの種子を用いて
解析を行った。Act1プロモーターは、日本晴
品種の染色体 3番の開始コドンから 846 bp上
流（-846～+1）について種子間のエピゲノム
情報のプロファイリングを行った。野生型種
子では、玄米種子 4粒の発芽前と発芽後 1年
後とのゲノム DNA のメチル化修飾パターン

図 1.イネ actin 1 遺伝子領域のメチレーション

対象配列の islet 領域 

 

図 2. pSTARA（R5）-GFP コンストラクト構造 



を比較し、野生型種子の Act1プロモーターの
普遍的プロファイリングデータとした。また、
環境刺激が修飾バラエティーに及ぼす影響
について調べた。遺伝子組換え種子に関して
は、野生型種子で解析した 846 bp領域に関し
て、環境刺激前後の状態の修飾プロファイリ
ングを行い、野生型種子とは異なるパターン
を探索した。 

 
４．研究成果 
乾燥状態の種子のゲノム DNA 試料は、イ
ネ由来 Act1プロモーター制御下で GFPを発
現させるコンストラクト構造を持つ
pSTARA(R5)-GFP プラスミドを導入した GM
イネとその野生型（日本晴品種）イネの玄米
から調製した。発芽前の乾燥状態の種子は、
遺伝子発現などの生理活性が不活性化した
状態であるため、イネゲノム DNA の修飾バ
ラエティーが種子間で一律であると考えた。
そこで、単子葉植物の組換え遺伝子の発現に
使用されるイネ由来の Act1 プロモーター上
の DNA メチル化修飾パターンを内在型と導
入型で比較することとした。野生型の種子と
発芽後 1 年の成熟イネから精製した DNA を
バイサルファイト処理し、Act1プロモーター
846 bp解析対象中の DNAメチル化対象の全
シトシン塩基 48 塩基に関して、メチル化比
率を調べた（図 3）。乾燥状態の玄米では、発

芽後の Act1プロモーターと比較し、メチル化
対象シトシンは 2.5～8倍以上、メチル化率も
最大 4倍以上の差を検出した。これは、発芽
後にイネが actin 遺伝子の発現を活性化させ
るため、発芽前に休止状態であった遺伝子を
発現させるためプロモーターを非メチル化
させ活性化させるためであることが示唆さ
れた。また、同様にイネとは別のシロイヌナ
ズナ由来ALSプロモーターを有するpSTARA 

A-2-sGFP を導入した遺伝子組換え玄米の
ALSプロモーターを解析した。その結果、発
芽後の ALS プロモーター領域のメチル化率
は発芽前の種子中のプロモーターと比較し、
2.3～4.6 倍低下しており発芽と同時にプロモ
ーターを活性化する変化が生じていると考
えられた。特に内在性遺伝子のプロモーター
配列は本来ゲノム中に存在している配列と
遺伝子組換えにより導入された配列の DNA
メチル化パターンに差が生じていることが
確認され（図 3）、このパターンを多変量解析
用のデータとして利用し、野生型および遺伝
子組換え型種子の判別に利用することを考
案した。 
上述したバイサルファイト処理を行った

DNA をシーケンス解析する BSS 法を使用し
たデータに加え、DNAメチレーション部位の
特定は、DNAメチル化可変部位を検出するこ
とのできる DNA メチル化感受性酵素（AfaI, 
BssHII, Eco52I, ApaI）と PCR を組合わせた
MS-AP-PCR 法、及び、非メチル化感受性制
限酵素（MspI, EcoRI）をリファレンスとして
組合わせることによってリアルタイム PCR
を利用し定量（図 4）を行った。リアルタイ

ム PCR の結果で得られる Ct 値と End-point
値を PCS解析に付し、エピゲノム情報のプロ
ファイリングを行った。得られた Ct 値と
End-point値ともに、Act1プロモーター全体的
に遺伝子組換え種子の方が最大約 84%低い
傾向が得られた。ヒストン修飾のプロファイ
リングは、化学修飾特異的かつヒストンバリ
アント特異的な抗ヒストン抗体を用いたク
ロマチン免疫沈降法（ChIP法）を用いて解析
した。ChIP解析用の鋳型 DNAは、ヘテロク
ロマチン構造に局在する H3 ヒストン修飾で
あるMe-Lys9及び diMe-Lys9に特異的な抗体、
ユークロマチン構造に局在する H3 ヒストン
修飾である Me-Lys4、diMe-Lys4及び Ac-Lys9
に特異的な抗体を使用し、MS-AP-PCR 法で
使用したプライマー対を用いてリアルタイ

図 3.イネ actin 1 遺伝子領域のメチル化率 

図 4. メチル化感受性制限酵素処理を行った DNA
を鋳型に定量リアルタイム PCR を行った結果 
 



ム PCRより定量を行った。その結果、内在性
遺伝子配列は、組換え遺伝子の配列と比較し
Me-Lys9 及び diMe-Lys9 に対する抗体で共沈
したDNAがそれぞれ内在性遺伝子の1.5倍と
2.4 倍であった。その結果、組換え遺伝子の
配列はよりユークロマチン化されている傾
向にあることが判った。得られた全てのデー
タは多変量解析のため PCS プログラムに供
し、野生型及び遺伝子組換え型種子のプロフ
ァイリングを行った。その結果、野生型と遺
伝子組換え型種子を判別可能なグループ化
が可能であることが示唆された。現在、発芽
時の外的環境刺激下における変化について
解析を行っているところであるが、概ね同様
の変化は維持されたままであることが明ら
かとなった。 
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