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MIEE RO (ESX) : DNA methylation within the gene body is thought to impede
transcriptional elongation, but the causal role of genic DNA methylation remains
essentially unknown. In this research, I have generated DNA methylation profile
(methylome) as well as sense and antisense transcription profiles (transcriptome), at
35-base pair resolution, of the wild-type and the loss-of DNA methyltransferase
mutant of Arabidopsis. Combinational analyses of the methylomes and the
transcriptomes have indicated that some sense/antisense transcripts are associated

with body methylation. I also examined correlation between body methylation and
small RNAs.
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	研究成果の概要（和文）：本研究では、筆者が明らかにした遺伝子コード領域内で見られるDNAメチル化(bodyメチル化)とセンス-アンチセンス対遺伝子の発現様態を詳細に調べ、bodyメチル化に連動して発現変動が見られる遺伝子の存在を複数明らかにした。また次世代シークエンサーを用いてsmall RNAの発現を解析し、当該遺伝子との関係を調べた。
	研究成果の概要（英文）： DNA methylation within the gene body is thought to impede transcriptional elongation, but the causal role of genic DNA methylation remains essentially unknown. In this research, I have generated DNA methylation profile (methylome) as well as sense and antisense transcription profiles (transcriptome), at 35-base pair resolution, of the wild-type and the loss-of DNA methyltransferase mutant of Arabidopsis. Combinational analyses of the methylomes and the transcriptomes have indicated that some sense/antisense transcripts are associated with body methylation. I also examined correlation between body methylation and small RNAs.
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	1,700,000
	510,000
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	年度
	年度
	　　年度
	総　計
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	研究分野：複合新領域
	科研費の分科・細目：ゲノム科学・ゲノム生物学
	キーワード：DNAメチル化, アンチセンス転写産物, メチローム, ゲノムタイリングアレイ
	１．研究開始当初の背景
	　DNAメチル化は、エピジェネティックな遺伝子発現抑制機構の主原因として動植物を問わず広く知られている。遺伝子発現抑制に関わるDNAメチル化は、5’プロモーター領域周辺に限局しているものや、セントロメア周辺領域のようにリピート配列全体にわたって高頻度に分布していることが知られているが、遺伝子コード領域内に存在するDNAメチル化（bodyメチル化）に関しては、転写への影響を与える報告がいくつかなされているものの、その働きは未だ不明な点が多かった。
	２．研究の目的
	　筆者は、これまでシロイヌナズナゲノムタイリングアレイを用いたメチローム解析から数多くのbodyメチル化を見出してきた。またゲノムタイリングアレイを用いたトランスクリプトーム解析から、センス-アンチセンス対遺伝子が多数明らかにしてきた。本研究では、野生株とDNAメチル化酵素欠損株のメチロームおよびトランスクリプトーム情報を統合して、センス-アンチセンス対遺伝子の発現とbodyメチル化との関係を明らかにするとともに、bodyメチル化がどのようにしてアンチセンス転写産物の発現を抑制するかを明らかにする事を目指した。
	３．研究の方法
	(1) シロイヌナズナゲノムタイリングアレイと次世代シークエンサーを使って発生、分化に関わるDNAメチル化(メチローム)と遺伝子発現（トランスクリプトーム）を網羅的かつ包括的に解析した。上記メチロームおよびトランスクリプトームデータからbodyメチル化に連動して遺伝子発現の変動が見られた遺伝子を探索した。得られたデータベースからDNAメチル化の有無によって相反する発現変動を示すセンス・アンチセンス対遺伝子を探索し、定量PCRによる詳細な発現解析を進めた。
	(2) bodyメチル化とアンチセンス転写産物の発現抑制が重複するセンス-アンチセンス対遺伝子について、メチル化部位に相同なsmall RNAの存在を次世代シークエンサーで調べた。
	４．研究成果
	　メチロームおよびトランスクリプトームデータからbodyメチル化に連動して遺伝子発現の変動が見られたセンス-アンチセンス対遺伝子を複数見出した。これらはbodyメチル化が見られた遺伝子では、mRNAが恒常的に発現している一方、DNAメチル化酵素欠損株では、その発現が抑制されていた(図)。また上記センス-アンチセンス対遺伝子のアンチセンス鎖由来の転写産物(アンチセンスRNA)がmRNAの発現と相反してDNAメチル化酵素欠損株で発現が見られ、野生株ではその発現が低下していた(図)。そこでその中から1遺伝子に着目して詳細な解析を進めた。当該遺伝子は、隣接するレトロトランスポゾン配列にbodyメチル化が見られる花序では、その遺伝子発現が見られる一方、維持型DNAメチル化酵素欠損株であるmet1変異株の花序では、レトロトランスポゾンのメチル化が見られず、当該遺伝子の発現も見られなかった。当該遺伝子とレトロトランスポゾン間の
	    図.タイリングアレイによるbody
	　　メチル化とセンス-アンチセンス
	　　RNA発現の例
	野生株(wt)では、3’側エキソンにDNAメチル化が見られ、メチル化酵素欠損株(met1,ddc)ではほとんど見られない(白枠③)。また野生株ではメチル化酵素欠損株に比べてセンスRNAの発現が高く(白枠②)、アンチセンスRNAの発現が抑制されている(白枠①)。
	ゲノム領域由来の転写産物を定量PCRを用いて調べたところ、当該遺伝子のアンチセンス鎖由来の転写産物が、met1変異株では野生株よりも多く発現していることが分かった。このことはトランスポゾン由来のnoncoding RNAが阻害されることで、その上流に存在する遺伝子のアンチセンスRNAが低減することにより、転写レベルが上昇するものと考えられ、DNAメチル化はnoncoding　　RNAの阻害に直接関わっているか、noncoding RNAの阻害の過程で見られる間接的な現象であると考えられた。
	　また花序組織におけるsmall RNAを次世代シークエンサーで解析したところ、10029遺伝子に対してセンス方向、7739遺伝子に対してアンチセンス方向に転写されているsmall RNAが存在した。そこで上記花序特異的なbodyメチル化に連動して遺伝子発現の変動が見られた1遺伝子におけるメチル化部位とsmall RNA配列との関連を調べたところ、メチル化部位と一致する配列が見つかった。当該遺伝子は、隣接するレトロトランスポゾン配列に花序特異的なbodyメチル化が見られることで、その遺伝子の発現が見られる一方、維持型DNAメチル化酵素欠損株であるmet1変異株の花序では、レトロトランスポゾンのメチル化が見られず、当該遺伝子の発現も見られない。当該配列は、葯組織で発現している一方、実生組織由来のsmall RNAライブラリーからは検出されなかったことから、上記花序特異的なレトロトランスポゾンのbodyメチル化は、葯で発現するsmall RNAによって引き起こされている可能性が考えられた。　
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