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研究成果の概要（和文）：　植物の生殖細胞系列には、世代を超えてトランスポゾンをエピジェネティックに抑
制する機構が存在する。一方で、トランスポゾンがどのようにしてその抑制を克服し転移するのかについてはよ
く分かっていない。そこで、生殖細胞系列特異的で、特に花粉で高い転移活性を持つ、マメ科植物ミヤコグサの
レトロトランスポゾンLORE1aについて、転移の組織特異性がどのように制御されているのか、またLORE1aがどの
ような抑制を受け不活化されているのかを明らかにするために解析を行った。その結果、LORE1aは花粉において
減数分裂期以降に発現すること、small RNAを介した抑制を受けている可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic regulatory systems preventing the activities of transposable 
elements (TEs) in flowering plants have been intensively studied. However, it is not well understood
 how TEs overcome the silencing and transpose. In this study we tried to tackle the question by 
studying a retrotransposon in the model legume Lotus japonicus called LORE1a, which is active in 
germline, especially in pollen. The data suggested that LORE1a is active in the postmeiotic pollen 
grains and that small RNA mediated machinery could be involved in the silencing.

研究分野： 植物遺伝育種学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　トランスポゾンの転移による遺伝的な変異が、栽培植物の表現型多様性創出に寄与していることが多くの研究
により示されている。またそれらを受けて、栽培植物でトランスポゾンを活性化させ変異を誘発し、新規形質を
獲得する試みが行われている。本研究の成果は、未知のトランスポゾン抑制機構の解明、またその抑制をトラン
スポゾンがどのように克服し転移するのかに関して、新規な知見の獲得につながる。それらによって今後、従来
よりより多様なトランスポゾンが活性化可能となり、トランスポゾンによる変異育種の可能性を飛躍的に拡大で
きると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
トランスポゾンは植物ゲノム中に大量に存在しているが、エピジェネティックにサイレンシン

グされており、転移は稀にしか起こらない。活性化状態のトランスポゾンは 3段階の過程をへて
抑制されると言われている。第 1 段階では、活性化状態にあるトランスポゾンの転写後サイレ
ンシング(PTGS)が起きる。第 2 段階ではトランスポゾンの DNA 配列が de novo メチル化により
転写サイレンシング(TGS)される。第 3 段階では維持メチル化による TGS が確立される。以上
の過程は通常、世代促進を伴い進行することから、有性生殖の過程が トランスポゾンを抑制す
る上で重要なチェックポイントであると考えられている。一方で、トランスポゾンが上述のよう
なサイレンシングを克服し活性化する仕組みについてはよく分かっていない。自然界で生じる
トランスポゾン活性化条件としては、環境変動や病害など外因性のストレスに加え、遠縁交雑や
染色体倍加等による急激な遺伝子ネットワーク変化、いわゆるゲノムストレスが関与している
と言われているが、特に後者はその実体が明らかではない。その理由の１つとして、ゲノムスト
レスとトランスポゾンの活性化の因果関係を調べるために利用可能な解析系が限られていると
いうことがある。 
 
２．研究の目的 
以前に私たちは、マメ科植物ミヤコグサのレトロトランスポゾン LORE1a が、生殖細胞系列特

異的に、特に花粉で高頻度に転移する事を見出していた。また LORE1a が遠縁交雑により活性化
されることを明らかにしていた。このことから、LORE1a はゲノムストレスとトランスポゾン活
性化の関係を調べる上で有用な解析系になると考えた。本研究ではまず、（１）LORE1a が生殖細
胞系列特異的に転移する仕組みを明らかにすることを目指した。また、（２）通常の不活化状態
の LORE1a がどのような抑制を受けているのかを明らかにすることを目指した。以上から、生殖
細胞系列におけるトランスポゾンと宿主ゲノムの相互作用について新たな理解を得ることを目
指した。 
 
３．研究の方法 
（１）LORE1a のプロモーターレポーターコンストラクト形質転換体ミヤコグサの作製 
 LORE1a は雌雄両方の配偶子で転移するが、特に花粉で高頻度に転移することは、以前の解析
から明らかとなっていた。また、プロモーターGUS のコンストラクトを導入した形質転換体ミヤ
コグサにおいて、成熟花粉粒で特異的に GUS 活性が見られたことから、LORE1a の花粉における
転移は、プロモーターの時期組織特異性に依存していることが予想された。しかしながら、GUS
活性は成熟花粉粒全体でみられ、GUS 遺伝子の転写が花粉の雄原細胞核と栄養細胞核のどちらで
行われているのかについては不明であった。そこで本研究では、①ヒストン H2B と GFP の融合タ
ンパク質(H2B:GFP)を LORE1a の ORF と入れ替えたコンストラクト、②H2B:GFP を LORE1a の LTR
と連結したコンストラクト、③LORE1a のオープンリーディングフレーム(ORF)の C 末端にあるク
ロモドメインを GFP と連結した配列（GFP:CHD）を LORE1a の ORF と入れ替えたコンストラクト、
の 3 種類を作製した。それらのコンストラクトを、アグロバクテリウムを介してミヤコグサの
B-129 アクセッションに導入し、形質転換体を得た。 
 
（２）エピジェネティクス制御系遺伝子の変異体における LORE1a 転写レベルの解析 
 LORE1a は遠縁交雑により活性化されるが、組織培養によっても活性化されることがわかって
いる。いずれの場合も、活性化された LORE1a では、プロモーター領域の DNA メチル化レベルに
変化が起こることから、活性化はエピジェネティックな現象であると予想された。そこで、トラ
ンスポゾンの DNA メチル化、ヒストン修飾、small RNA を介した制御系などに関与する遺伝子に
ついて、LORE1a の転移を利用して構築されたミヤコグサの遺伝子タギング集団から、挿入変異
体を選抜し、それらにおける LORE1a の転写レベルをリアルタイム RT-PCR により解析した。 
 
４．研究成果 
（１）LORE1a レポーターコンストラクト形質転換体ミヤコグサの解析 
 作製したコンストラクトの GFP にはヒストン H2B、あるいは LORE1a が持つクロモドメインが
連結されている。いずれも核内の DNA と相互作用するタンパク質または機能ドメインである。し
たがってトランスジーンの発現による GFP シグナルは、転写が行われた細胞核に検出されるた
め、花粉に２つある核；栄養細胞核と雄原細胞核のいずれでレポーターコンストラクトの転写が
起きたのかを同定することができる。 
３種類のコンストラクトのそれぞれについて 50個体以上の T0を得た。まず、無作為に選んだ

個体の成熟花粉を通常の蛍光顕微鏡で観察したが、蛍光が視認できるものはなかった。次に、形
質転換体の花からRNAを抽出し、GFPの転写レベルが高いものをRT-PCRにより予備的に選抜し、
それらの成熟花粉を共焦点顕微鏡にて観察した。その結果、①のコンストラクトを導入した 2個
体の T0 の花粉において、GFP のシグナルを検出することができた。一方、②、③のコンストラ
クトを導入した形質転換体では、GFP シグナルが検出できたものは得られなかった。 
 次に、GFP シグナルが確認できた 2 個体の T0 ならびのその T1 を利用し、花粉の発達段階と
GFP の発現パターンとの関係を解析した。その結果、GFP シグナルは減数分裂後に小胞子核で発
現を開始することが分かった。その後、栄養細胞と雄原細胞に分裂すると、GFP シグナルは主に



雄原細胞核で見られるようになったが、花
粉の成熟に伴って、栄養細胞核で強いGFPシ
グナルが見られる花粉粒も出現した（図
１）。 
 この解析により、LORE1a の転写が減数分
裂後の小胞子期から起きていることが新た
に明らかになった。この時期にもし LORE1a
の転移が起きているとすれば、その新規挿
入は雄原細胞核と栄養細胞核の両方に受け
継がれ、雄原細胞核に受け継がれた新規挿
入は精細胞核を介して次世代に遺伝しう
る。つまり LORE1a は減数分裂を終えた花粉
粒で転移すると考えられ、これは転移が胞
子体的に起きているという遺伝学的解析か
ら得られた予想をサポートする結果となっ
た。 
一方で、花粉粒ごとに GFP の発現パターン

の多様性が生じること、次世代への遺伝に
寄与しない栄養細胞核で GFP シグナルが観察されたことがどのような意味を持つのかについて
は、今後さらなる解析が必要である。一方、形質転換体において、全般的に GFP シグナルが低か
った原因として、もともとの LORE1a のプロモーター活性が低いということが考えられるが、ト
ランスジーンが内在の LORE1a と同様にエピジェネティックな抑制を受けている可能性も考えら
れた。ちなみに、今回作製した形質転換体においては、内在の LORE1a の活性化は起きていなか
った。 
本解析の次のステップとして、発現レベルが高い LORE1a レポーター形質転換体を作製したい

と考えている。また、LORE1a レポーターの活性レベルが世代を通じてどのように変動するのか、
遠縁交雑によりどのように変動するのかを明らかにするための解析が必要である。 
 
（２）エピジェネティクス制御系遺伝子の変異体における LORE1a 転写レベルの解析 
 まず、エピジェネティクス制御系の 25個の遺伝子について、LORE1a 挿入変異をホモで持つ個
体をPCRにより同定することを試みた。しかし、DNAの維持メチル化に関わる遺伝子については、
変異ホモ個体を得ることができなかった。このことは、DNA の維持メチル化がミヤコグサの生育
にとって必用不可欠である可能性を示しているが、解析対象とした遺伝子の中には、解析個体数
が必ずしも充分ではなかったものもあるため、その検証には今後のさらなる解析が必要である。 
一方、de novo メチル化や small RNA 制御に関与する遺伝子の挿入変異については、ホモ個体

を得ることができたので、これらの個体における LORE1a の転写レベルを解析した。LORE1a を利
用した挿入変異集団は、活性化させた LORE1a を持つ個体を M0世代として構築され、本研究で同
定した変異ホモ個体は M2 世代にあたる。解析の結果、M0 世代よりも LORE1a 転写レベルが明ら
かに高い変異系統を 1 系統見いだすことがで
きた（図２）。 
しかしながらこの系統は、当初解析対象とし

ていた、クロマチンリモデリングタンパク質
をコードする遺伝子以外に、２つのエピジェ
ネティクス制御関連遺伝子に LORE1a の挿入
変異が起きていることが判明した。そこで３
遺伝子への変異のうち、最も LORE1a の転写上
昇に影響しているものを明らかにするため
に、複数の M2個体における LORE1a の転写レ
ベルを解析し、各個体の遺伝子型との相関を
解析した。その結果、当初解析対象としてい
たクロマチンリモデリングタンパク質の遺伝
子ではなく、small RNA の制御に関わる遺伝
子の変異が、最も転写量と相関していること
が分かった。今後、この変異についてさらに
解析を進める。 
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