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研究成果の概要（和文）：本研究では植物の紡錘体チェックポイントタンパク質に着目し、シロイヌナズナを用
いた機能解析を行った。まず、artificial microRNAによるノックダウン系統を作製し、生長が遅延し異常形態
を示す表現型を観察した。また、CRISPR/Cas9システムによりノックアウト変異体を作成し、ホモ接合体では致
死になる可能性を見出した。次に、サイレント変異を導入したゲノム断片を用いて機能的な配列を確定し、
SUMO-null型変異を導入することで機能性が失われることを明らかとした。さらに、葉肉細胞プロトプラストを
用いた一過的発現系を利用し、SUMO E3 ligaseと相互作用することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed cell cycle regulation of plant cell, especially 
focusing on the chromosome check point proteins. First, we generated knock-down lines with 
artificial microRNA technology, and observed delayed growth and abnormal morphology phenotypes. In 
addition, we also generated knock-out mutants with the CRISPR / Cas9 systems. As expected, we could 
not obtained homozygote seedlings, suggesting that the loss-of-function mutants are embryo lethal. 
Next, we substitute the amiRNA target sequence of the checkpoint protein encoding gene to make it 
insensitive to amiRNA, then transformed into the knock-down line. The introduction of the fragment 
could rescue the abnormalities of mutants, indicating that the fragment was functional. In contrast,
 an additional SUMO-null mutation spoiled the functionalities of the genome fragment, suggesting 
that the SUMOylation is required for the function. We also examined the protein-protein interactions
 with the SUMO E3 ligase by co-IP assays.

研究分野：植物細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞分裂はすべての生物にとっての基盤
となる過程である。特に S期に複製された染
色体を、M期に娘細胞へ均等に分配するため、
細胞周期の進行に合わせて非常に多くのタ
ンパク質による多段階の制御が行われてい
る。複製された染色体はM期になって核膜が
崩壊すると赤道面に整列し、紡錘体の両極か
ら伸びる紡錘糸が動原体と結合する。このと
き、双方向から伸びた紡錘糸と姉妹染色分体
との結合が正しく行われているかをモニタ
ーし、異常な場合には細胞周期の進行を停止
するチェックポイント (紡錘体チェックポイ
ント)が存在する。オーロラキナーゼはこのチ
ェックポイントを構成するタンパク質の一
つであり、赤道面における染色体と紡錘糸と
の相互作用に異常が生じた時に結合を解除
し繋ぎ直す役割を持つ。これまでの知見では
オーロラキナーゼの機能が失われると、染色
体と紡錘糸との結合を修正することができ
ず染色体が正しく分配されなくなってしま
う。そのため、オーロラキナーゼの局在や活
性の厳密な制御が必要と考えられているが、
詳細な分子機構はあまり分かっていない。そ
の原因の一つは、オーロラキナーゼを含む紡
錘体チェックポイントの構成因子が動物、植
物、酵母で全く異なる上、リン酸化などの翻
訳後修飾の様式も生物種に依存することに
よる。そのため、本研究では植物に特有の制
御機構の解明を目標として研究を行うこと
とした。 

SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifier) に
よる翻訳後修飾は基質タンパク質の性質を
変化させ、種々の細胞内プロセスに影響を与
える。先行研究から、SUMOによるタンパク
質の修飾が染色体構造の安定的な維持や
DNA ダメージに対する応答などの過程で機
能することが報告されている。我々はシロイ
ヌナズナ SUMO E3 ligaseの一つであるHPY2
を発見しその機能を明らかとしてきた。
HPY2 は細胞分化や細胞周期の進行、環境変
化への応答など非常に多くの過程で機能し
ている。また、HPY2 の機能欠失変異体では
染色体が正常に分離できず、細胞周期が異常
停止してしまう表現型を示すことを見出し
ている。このことは、HPY2 が紡錘体チェッ
クポイントの機能に関与している可能性を
示唆している。 
また、我々は組換えタンパク質を用いた in 

vitro SUMO化実験により、シロイヌナズナの
オーロラキナーゼである AUR3 が SUMO 化
されることを明らかとした。動物細胞を用い
た先行研究でもオーロラキナーゼが SUMO
化されることは示されている。しかし、SUMO
化がどのような意味を持つかについては解
明されていない。また、植物ゲノム上には、
ヒトのオーロラキナーゼに対応する E3 ligase
が保存されておらず、SUMOに関する分子機
構全般が大きく異なる可能性が高い。そのた
め、植物細胞に特有の SUMOによるオーロラ

キナーゼ、紡錘体チェックポイント制御機構
の解明が必要である。 
 
２．研究の目的 
 細胞分裂を制御する分子メカニズムは非
常に複雑であるが厳密である。細胞周期M期
に染色体が凝集し、紡錘体と結合する際には、
チェックポイントタンパク質の一つである
AUR3 が機能する。この分子は翻訳後修飾に
よって多段階の制御を受けるが、その様式は
生物種によって大きく異なり特に植物では
ほとんど研究されていない。組換えタンパク
質を用いた in vitro SUMO 化実験により
AUR3がSUMO化されることを明らかとした。
本研究ではシロイヌナズナを研究対象とし
て用い、植物ゲノム中に 2遺伝子のみが存在
すると考えられている SUMO E3 ligase のう
ちの一つである HPY2 に着目する。HPY2 は
AUR3と共局在することから、HPY2と AUR3
の関係性を検証し、AUR3の SUMO化による
機能制御の意義を明らかにする。そして、植
物に特異的な紡錘体チェックポイントの分
子機構を解明することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
AUR3 ノックダウン・ノックアウト系統の表
現型解析 
既存のシロイヌナズナ変異体コレクショ
ンには AUR3の変異体が存在しない。そのた
め、artificail microRNA (amiRNA)によるノッ
クダウン系統を作成した。この系統では野生
型植物と比べて顕著な生長遅延が観察され
る。本研究ではこの系統を用いて詳細な細胞
生物学的解析を行う。AUR3 の機能低下によ
り細胞周期の進行異常や細胞分裂活性の減
少といった表現型が予想される。また、ノッ
クダウン系統を複数作成し、同様の表現型が
観察できるかを検証する。 
さらに、ゲノム編集技術を活用し、ノック
アウト変異体を作成する。AUR3 特異的な
guide RNAをデザインし、植物用にコドンを
最適化した Cas9 発現カセットを含むベクタ
ーに組み込んだのち、形質転換を行う。T1
世代でゲノム編集効率を検討した後、十分に
機能しているものを選抜する。T2世代におい
て T-DNAを持たず、AUR3コード領域内に変
異を持つものを選び出し、後代においてホモ
化する。この系統を用いて表現型の観察を行
う。ただし、AUR3 の機能を考慮すると致死
となる可能性も考えられる。その場合は、ヘ
テロ接合体として系統を維持し、ヘテロ個体
の後代である seedlingの genotypingを行って
分離率を検証する。 
 
ゲノム断片を用いた相補試験 
 有効なAUR3のゲノム配列を確定するため、
ノックダウン系統を用いた相補試験を行う。
AUR3 コード領域を含む推定ゲノム配列をク
ローニングし、ノックダウン系統に導入して
表現型が相補されれば、機能的な配列と推定



することができる。ゲノム配列のままでは
amiRNA によって抑制を受けるため、サイレ
ント変異を導入して amiRNA非感受型 AUR3
を作成する。このコンストラクトを形質転換
に用いる。 
さらに、SUMO化の有無が AUR3の機能に
影響するか否かを調査する。同様のサイレン
ト変異を導入した AUR3ゲノム配列に、さら
に SUMO-null変異を導入し、ノックダウン系
統に形質転換する。SUMOが AUR3の機能に
必須であれば、相補することができないとい
う結果が予想される。 
 
GFP融合型 AUR3の機能性検証 

GFP融合型タンパク質を用いたAUR3の局
在解析を行う。AUR3 は細胞周期間期には核
内にいくつかの fociを作り局在する。一方で
分裂期には染色体の赤道面に集合し、動原体
における双方向性の染色体-紡錘糸間の結合
を制御する。この局在には微小管結合タンパ
ク質や動原体関連因子など他のタンパク質
との相互作用が必要と考えられる。一方で、
過剰発現や機能性の検証が不十分なコンス
トラクトを使った場合には、アーティファク
トを生じる危険性が否定できない。そこで、
ゲノム配列を用いたレスキュー実験を行い、
GFP融合タンパクの機能性を検証する。前項
で使用したサイレント変異導入配列を用い
て GFP融合コンストラクトを作成する。これ
により、GFP融合タンパク質が機能的である
か否かを検証する。さらに、SUMO-null変異
を導入した GFP 融合コンストラクトも作成
し、野生型植物体に形質転換する。SUMO化
はタンパク質間の相互作用を通じて局在に
影響を与える可能性があるため、SUMO-null
型のAUR3にGFPを融合させたマーカーを用
いてその挙動を観察する。 
 
SUMO E3 ligase HPY2と AUR3との相互作用
の検証 
 AUR3 は細胞分裂中の染色体分離の直前に
赤道面に整列する。一方、HPY2 は核膜崩壊
以降に染色体に共局在する。このことから、
両者の局在は染色体の整列から分離まで一
致する。このタイミングで AUR3と HPY2の
相互作用、HPY2による SUMO化が起こる可
能性がある。 
免疫沈降実験によるAUR3とHPY2の相互
作用の検証を行う。組み換えタンパクによる
in vitro 実験やイメージングによる AUR3 と
HPY2 の共局在データは存在するが、その直
接的な証拠を得るためには生化学的に相互
作用を検証する必要がある。AUR3、HPY2
両者の精製タグ融合型発現系を構築し、シロ
イヌナズナプロトプラストを用いた一過的
発現系によりそれぞれのタンパク質を発現
させ、IP-Western blottingにより相互作用を検
証する。 
 
４．研究成果 

本研究でチェックポイントタンパク質の
一つとして着目したシロイヌナズナの AUR3
にはこれまで突然変異体の報告がされてい
ない。そのため、artificial microRNAによるノ
ックダウン系統を作製した。複数の系統を作
成し、それぞれで生長の遅延と形態異常が観
察された。系統選抜後に 2度の戻し交配を行
い、確立された試験系統に関して、根の伸長
度や花茎の高さなどを指標とした表現型の
計測を行った。さらに、確立されたノックダ
ウン系統を用いて、DNA damage agentsに対
する感受性の検定を行った。DSBを誘起する
Zeocin、DNAの架橋を引き起こす Cisplatinを
用いた試験を行い、いずれの DNA 障害に対
しても、野生型植物体より低濃度の処理条件
において矮化することを明らかとした。 

 
 
さらに CRISPR/Cas9 システムによる gene 
targeting を行った。AUR3 遺伝子のコード領
域を標的として gRNAを設計し、Cas9配列と
共に発現ベクターを作製してシロイヌナズ
ナ野生株に形質転換した。T1 植物における
CAPS 法とシークエンシングによる
Genotypingで標的部位に変異が導入されてい
ることを確認した。これらの系統をさらに育
成し、後代において単一の変異を持つ系統を
取得した。T2世代ではトランスジーンを持た
ず、AUR3 変異をヘテロで持つ系統を複数取
得した。これらの変異体系統からゲノム DNA
を精製してシークエンス解析を行い、フレー
ムシフトによってpremature stop codonを生じ
たものを選び出した。これらの系統を育成し、
次世代において Genotypingを行った。野生型
とヘテロ接合体がおおよそ 1:2 の割合で出現
し、ホモ変異体は出現しなかった。このこと
は、ホモ変異体が致死であることを示唆して
いる。さらにヘテロ接合体の未熟な果実を分
解して種子を観察したところ、成長を止めて
いるものが多数存在していた。 

artificial microRNA に対する非感受型変異
を導入したコンストラクトを作製した。アミ
ノ酸配列に変更を加えないよう、amiRNA 標
的配列を対象に、トリプレットのうち 1塩基
のみを別の塩基に置き換えるサイレント変
異を導入した。このベクターをシロイヌナズ
ナに導入し、ノックダウン系統と交配して相
補実験を行った。その結果、交配系統が野生
型様の表現型を示し、機能相補していること
を確認した。すなわち、本研究により AUR3



が機能するために必要となるゲノム領域を
確定することができた。さらに、このサイレ
ント変異導入コンストラクトに SUMO-null
変異を導入し、同様に相補試験を行った。し
かし、得られた SUMO-null型 AUR3発現系統
はいずれもノックダウン系統様の矮性表現
型を示した。このことは、AUR3 が正常に機
能するためには SUMO による制御が必要で
あることを示唆している。 
機能的な GFP 融合タンパク質マーカーを
作製するため、相補型ゲノム配列を用いて
GFP 融合タンパク質発現コンストラクトを
作製し、シロイヌナズナ野生型植物に形質転
換した。その後、ノックダウン系統と交配し
て相補実験を行った。その結果、交配系統が
野生型様の表現型を示し、機能相補している
ことを確認した。さらに、このサイレント変
異導入型 AUR3-GFPが、野生型 AUR3を用い
た GFP 融合タンパク質と同様の挙動を示す
ことを顕微鏡観察により確認した。 
また、AUR3-GFPコンストラクトのコード
領域に変異を導入し、 SUMO-null 型の
AUR3-GFP発現ベクターを作成した。これを
野生型植物体に形質転換し、マーカー系統を
確立した。顕微鏡を用いてこの SUMO-null
型 AUR3-GFPの挙動を観察したところ、野生
型 AUR3-GFP との明瞭な差は見られなかっ
た。このことから、SUMO化の有無によって
生じる機能性の違いは局在に関するもので
はない可能性が示唆される。一方で、そもそ
もの発現量が高くないため蛍光強度が低い
ことも観察された。今後は高感度の顕微鏡を
用いた高解像度観察やライブセル観察など
による詳細な観察を行い、より精密な比較を
行う必要があると考えられる。 
 SUMO E3 ligaseであるHPY2とAUR3との
相互作用の有無を検証するため、VENUS 融
合タンパク質として発現させるベクターを
作成した。シロイヌナズナ葉肉細胞プロトプ
ラストを用いた一過的発現系により、それぞ
れが間期の核に局在することを観察した。さ
らに、AUR3のタグを FLAG融合のものに置
き換えてプロトプラストにおける発現を確
認した。抗 GFP 抗体を用いた共免疫沈降と
Western blottingを行い、HPY2と AUR3が相
互作用することを明らかとした。 
 以上の結果から、植物細胞におけるチェッ
クポイントタンパク質の一つ、AUR3 が正常
に機能するためには、SUMOによる翻訳後修
飾が必須である可能性が強く示唆される。こ
れまでに植物の細胞周期制御に対する
SUMO の重要性について研究した例は多く
ないため、本研究の成果は関連分野の発展に
一定の貢献をもたらすものと考えられる。ま
た、研究計画を立案する時期には一般的でな
かったゲノム編集技術をいち早く取り入れ、
これまで存在しなかったノックアウト変異
体を作成した。これにより、当初は実証デー
タを得ることが難しいと予想していた、胚性
致死の可能性を検証できたことは予想以上

の成果であると考えている。 
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