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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

本研究は、花卉園芸植物であるリンドウの形質転換体において認められた、メチル化を伴った高頻度で外来遺伝子配列特異的な発現抑制現象のメカニズムを明らかにすることを目的として、形質転換体の解析を試みた。この現象では、特に導入したCauliflower Mosaic Virus(CaMV)-35Sプロモーター領域で高頻度にメチル化が生じていることが観察されたが、これまでに解析した組換えリンドウではT-DNA領域内で35Sプロモーターがタンデムに2コピー含まれていたので、このことがメチル化を引き起こす要因である可能性が存在した。そこでまず、T-DNA領域中に35Sプロモーターが1つのみ含まれるベクターを新たにリンドウに導入し、ゲノム中に35Sプロモーターがシングルコピーで挿入された系統を選抜して、同様な抑制現象が引き起こされるのかを調査した。

35SプロモーターにsGFP遺伝子を連結したコンストラクトを、アグロバクテリウム法により、リンドウ、及びタバコに導入した。その結果リンドウでは12系統、タバコでは6系統の独立したシングルコピー系統が得られた。ノザン解析の結果、タバコではこれら全ての系統でsGFPのmRNA発現が確認されたが、リンドウでは3系統でごく弱い発現が検出されたのみであった。35S-sGFP領域におけるメチル化解析の結果、リンドウでは調べた12系統全てにおいて、35Sプロモーター領域で高度なシトシンメチル化が認められた。それに対して、タバコ6系統ではメチル化は殆ど検出されなかった。35Sプロモーター領域のメチル化は、主要なシスエレメントであるas-1エレメントの上流域で高頻度に生じていた。またこの領域ではCpG及びCpWpG（W: A or T）以外のシトシン配列でも高頻度にメチル化されていたことから、de novoメチル化がこの領域で積極的に引き起こされていることが推察された。以上の結果より、組換えリンドウで観察された外来遺伝子のDNAメチル化による発現抑制現象は、ゲノム中に1コピー挿入されただけでも引き起こされることが確認された。
さらに35Sプロモーターのどの領域がメチル化のターゲットになっているのかを推測するために、as-1エレメントを改変した35Sプロモーター、さらに35SプロモーターのAドメイン（-90より下流）をリンドウやペチュニアのCHSコアプロモーター（G-boxを含む領域）に置換した改変プロモーターをsGFP遺伝子に連結し、リンドウに導入した。それぞれのベクターについてシングルコピーでT-DNAが挿入された10以上の系統を選抜し、メチル化解析を実施した。その結果、通常型35Sプロモーター領域と同様に、調査した全ての系統で改変した35Sプロモーター領域のメチル化が確認された。35Sプロモーターのメチル化は、as-1エレメントやコアプロモーター配列に非依存的に起こることから、これらの配列はメチル化の引き金に直接的に関与していないものと考えられた。
本研究の結果より、DNAメチル化を伴った発現抑制には、リンドウゲノムに挿入された35Sプロモーターのas-1エレメントより上流の配列が必要であることが明らかとなった。このような現象は、ゲノムの恒常性維持機構としてリンドウのような植物種で発達したことが推察される。
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	欧文概要　ＥＺ

In this study, transgenic gentian plants were analyzed to determine the mechanism of DNA methylation associated sequence-specific transgene silencing. On this phenomenon, introduced Cauliflower mosaic virus (CaMV)-35S promoter sequence was highly methylated in transgenic gentian plants, although there was uncertain whether the introduced tandem repeat of two 35S promoter construct caused homology depended gene silencing. To clarify this, single 35S promoter was newly introduced to gentian genome as single copy insertion, and methylation of the promoter sequences was analyzed. 
   Transgenic gentian and tobacco plants with single copy of 35S-sGFP construct were newly produced. No or slight expressions of sGFP mRNA were observed in the transgenic gentian lines, whereas high expression was detected in the tobacco lines. Methylation analysis of the 35S-sGFP region showed that highly methylated cytosine sequences especially in the 35S promoter region were found in all the gentian lines, although no methylation was found in tobacco. This result clearly showed that the methylation could be caused by single copy of 35S promoter in gentian genome. High frequency of de novo cytosine methylation was observed in the 5’-upstream region from as-1 element of the 35S promoter in gentians, suggesting that the region may be involved in the active DNA methylation.
   Furthermore, to determine the target region of the 35S promoter methylation, modified 35S promoters were constructed and introduced to gentian. Modified 35S promoters with (i) disrupting the as-1 sequence, (ii) substitution of the other element for as-1, and (iii) substitution of the 35S core promoter region for chalcone synthase (CHS) gene core promoter, were introduced as single copy insertion to gentian genome and analyzed for methylation. As a result, like the normal 35S promoter, all the modified 35S promoter regions were methylated in the transgenic gentians.
   In conclusion, the present results showed that DNA methylation-associated silencing in gentian involved the 5’-upstream sequence from as-1 element of the 35S promoter. The species-specific methylation phenomenon would suggest a diversity of strategies within the genome homeostasis apparatus for preventing translation of foreign parasitic sequences in nature.
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