
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）

１３１０２

若手研究(B)

2014～2013

エピ変異体の解析により明らかにする脱分化・再生過程におけるDNAメチル化の役割

Study on role of DNA methylation for plant cell reprogramming by using Arabidopsis 
epi-mutants.

１０３７８５８１研究者番号：

西村　泰介（Nishimura, Taisuke）

長岡技術科学大学・工学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２５８４０１０７

平成 年 月 日現在２７   ６ ２３

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：特定の遺伝子領域のDNAメチル化のパターンが野生型と異なるシロイヌナズナのエピジェネ
ティック組換え自殖系統群（epiRILs）に対して、カルス化とシュート再生誘導実験を行い、野生型よりもシュート再
生効率が高い系統と低い系統をそれぞれ複数単離した。安定に表現型を示すシュート再生効率が高い系統について遺伝
解析を行ったところ、この形質は優性で、少なくとも2つ以上の遺伝子座の影響に依ることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：By the screening of Arabidopsis epiRILs (epigenetic Recombinant Imbred Lines) in 
which genetic sequences are mostly identical, but patterns of DNA methylation are highly variable on 
their genome, several lines that exhibit high or low efficiency of shoot regeneration from callus have 
been identified. In one of lines with high shoot regeneration efficiency, the phenotypes inherit stably 
with a dominant manner, and would be caused by at least two loci.

研究分野： 植物分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
（１）iPS 細胞作製技術の発達により、哺乳
動物でも分化した細胞を未分化な細胞に初
期化する事が可能になった。しかし、それ以
前より植物では、外的環境によって分化した
細胞が容易に脱分化し、分化全能性を持つ未
分化な細胞に変化することが知られている。
またこの過程は植物ホルモンであるオーキ
シンとサイトカイニンを与えることで人為
的に操作することが可能である。オーキシン
を分化した植物組織に与えると、未分化な細
胞塊（カルス）へと脱分化するが、このカル
スはサイトカイニンを与えることで、再び分
化し、これらの植物ホルモンの濃度比に応じ
て、地上部（シュート）や地下部（根）を再
生する。しかしながらこの過程の背景で作用
する分子機構については、まだまだ未解明な
点が多い。 
 
（２）哺乳動物での ES 細胞や iPS 細胞から
の発生や再生の研究が進むにつれ、脱分化や
分化の過程でゲノム上の DNA メチル化のパ
ターンが大きく変化し、この変化自体が、細
胞の脱分化・分化過程に積極的に作用するこ
とが次第に明らかになってきた。植物でも同
様のパターン変化が観察され（1）、シロイヌナ
ズナの DNA メチル化維持酵素・突然変異体
met1 では、DNA メチル化のレベルが減少し
た結果、カルス化及びそれに続く再生過程に
異常が観察されることが知られている（2）。し
かしながら DNA メチル化がどのように脱分
化・再生の過程に作用するか、またこの過程
でどういった遺伝子群の発現を制御してい
るかは、いまだ明らかでない。 
 
（３）植物は哺乳動物と異なり、世代間で
DNA メチル化の情報が維持される。このた
め DNA メチル化パターンの変化によって生
じた表現型が次世代にまで引き継がれ、遺伝
することが知られている。このような DNA
メチル化のパターン変化はエピ変異と呼ば
れ、これまでもシロイヌナズナで花器官の形
成や花成時期に異常が観察される clk や fwa
などが報告されている（3）(4)。しかしながら、
これまで報告されているエピ変異体は、自然
環境の中、もしくは DNA メチル化異常変異体
背景で、偶発的に得られたものばかりである。 
 
２．研究の目的 
 哺乳動物と同様に、植物においても脱分
化・再生の過程に DNA メチル化による制御
が深く関与することが知られているがその
詳細は不明である。そこで本研究では、脱分
化・再生過程が異常になる新規エピ変異体を
独自の方法で単離・解析することで、DNA
メチル化に制御される脱分化･再生関連遺伝
子を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）カルス化もしくはシュート再生に異常

が観察されるエピ変異体の選抜 
 本研究計画では、エピ変異体の選抜を行う
ためのリソースとして、エピジェネティック
組換え自殖系統（epigenetic Recombinant 
Inbred Lines; epiRILs）を用いる。epiRILs
はシロイヌナズナの met1 突然変異体と野生
型を交配し、６世代以上自殖を繰り返した系
統群で、系統ごとに、ゲノム上の特定の部位
でDNAメチル化のパターンがそれぞれ異なる
事が期待される（図１）（5）。 
 約 70系統確立されている epiRIL 系統につ
いて、植物体から切除した根や胚軸に対して、
植物ホルモンを与える事で、カルス化とシュ
ート再生を誘導し、その効率が野生型と異な
る系統を選抜する。 
 

図１ epiRILs は各系統間で塩基配列は野生
型とほぼ同一であるが、染色体上の位置によ
ってDNAメチル化のパターンが異なる系統群。 
 
（２）（１）で得られた epiRIL 系統の遺伝解
析 
 得られた候補変異体について、次世代でも
同様にカルス化とシュート再生を誘導し、表
現型（効率の変化）が遺伝されるか観察する。
また、野生型に戻し交配し、雑種第 1 世代、
第2世代でもカルス化とシュート再生を誘導
して観察することで、優劣性と関与する遺伝
子座の数を明らかにする。 
 
（３）連鎖解析とトランスクリプトーム・メ
チローム解析によるエピ変異遺伝子座の同
定、及び解析 
 epiRILsはColumbiaアクセッション背景で
あることから、Landsberg といった異なるア
クセッション背景の野生型系統に戻し交配
を行い、後代における表現型と、アクセッシ
ョン間の遺伝子多型マーカーとの連鎖解析
を行い、原因遺伝子領域を同定する。また、
マイクロアレイや次世代シーケンサーを用
いたトランスクリプトーム及びメチローム
解析により、同定された遺伝子領域内で、発
現量やDNAメチル化が変化された遺伝子を特
定する。 
 



４．研究成果 
（１）シュート再生効率が野生型と異なる
epiRIL 系統の発見 
 約 70 系統の epiRILs のうち、60 系統につ
いて、カルス化とシュート再生を行った結果、
カルス化効率が野生型と異なる系統は得ら
れなかったが、シュート再生効率が野生型よ
り低下した系統と上昇した系統が、それぞれ
少なくとも2系統ずつ発見することに成功し
た。 
 
（２）epiRIL 系統#A81 はシュート再生効率
が低下する 
 新規に発見したシュート再生効率が低下
する 2系統の epiRILs の内、#A81 と名付けた
epiRIL は、比較的高い頻度で次世代にその表
現型が引き継がれた。 
 また植物ホルモンの感受性を調べた結果、
サイトカイニンに対する感受性が低下して
いることが示唆された。 
 
（３）epiRIL 系統#A471 はシュート再生効率
が上昇する 
 新規に発見したシュート再生効率が上昇
する 2 系統の epiRILs の内、#A471 と名付け
た epiRIL は、ほぼ全ての次世代の植物個体
でその表現型が引き継がれた。この#A471 系
統では、カルス化効率自体は野生型と違いが
観察されなかったが、野生型では緑化が観察
されないサイトカイニン濃度で、カルスが緑
化した（図 2）。 

 
図 2 #A471 系統の表現型。カルス誘導実験
（上図）では、野生型では緑化しないサイト
カイニン濃度で、緑化が観察される。シュー
ト再生誘導実験（下図）では、シュート再生
効率の上昇が観察される。 
 
（４）#A471 の形質は優性を示し 2 遺伝子座
以上に起因する 
 #A471 を野生型に戻し交配し、次の第１世
代を観察したところ、シュート再生効率の上
昇とカルス緑化の両方の表現型が観察され

たことから、これらの表現型は、優性形質で
あることが明らかになった。また第２世代に
おける表現型を示す個体の分離比から、これ
らの形質は少なくとも２つ以上の遺伝子座
に起因する事が示された。 
 
（５）#A471 系統は連鎖解析が可能で原因遺
伝子座の１つは４番染色体上に座乗する可
能性が高い 
 原因遺伝子座の同定を目指し、連鎖解析を
行うために、異なるアクセッション背景であ
る Landsberg 野生型系統に交配し、雑種第２
世代を観察したところ、シュート再生効率上
昇とカルス緑化の両方の表現型が認められ
た。この結果は、#A471 は連鎖解析による原
因遺伝子座の同定が可能であることを示し
ている。実際に小規模で連鎖解析を行ったと
ころ、原因遺伝子座の１つは４番染色体上に
座乗する可能性が高いことが示唆された。 
 
（６）今後の展望 
 本研究により、epiRILs から#A471 という
シュート再生効率の高い、非常に安定したエ
ピ変異体候補系統を単離することに成功し
た。同じ表現型を示す epiRIL 系統が少なく
とも１系統、独立に得られており、これらの
系統で観察される表現型は同じ遺伝子座に
おけるDNAメチル化の変化によって引き起こ
されたと考えられる。以上の結果は、epiRILs
はエピ変異体を単離するための格好のリソ
ースとなり得ることを示している。 
 残念ながら、当初の到達目標である原因遺
伝子座の同定は、研究期間内に行う事ができ
なかったが、連鎖解析が可能であることを示
したことは、原因遺伝子同定の道筋を立てる
ことに成功したと言える。最近、epiRILs か
ら得られた量的形質を示す遺伝子座の同定
の試みが報告されたが、原因遺伝子の同定に
は至っていない（６）。本研究が世界初の事例
となるようにさらに研究を進める。 
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