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研究成果の概要： 

１.シロイヌナズナ第３染色体ペリセントロメア末端のヘテロクロマチン領域について、塩基配

列の微細構造解析からLys-tRNA 合成酵素遺伝子の「重複」がまず起きたこと、「重複」したそ

のiso-遺伝子の分岐年代の推定から、重複がアラビドプシスゲノムの大規模再編成と同時期(50

～75MYA)に起きたこと、倍加した iso-遺伝子の偽遺伝子化の年代計算から、iso-遺伝子は偽遺

伝子化した後、レトロトランスポゾン、トランスポゾンの度重なる挿入によってヘテロクロマチ

ン化したと考えられる。 

２. イネのレトロトランスポゾン、RIRE7は低メチル化状態で発現が上昇するレトロトランスポ
ゾンで、イネ染色体セントロメア領域に局在する。インド型と日本型イネ系統間で多型をしめす

RIRE7-TU1について、RIRE7の両 LTR上と隣接領域のメチル化パターンを解析、RIRE7挿入の有
無によって対応領域のメチル化のパターンの変化を明らかにした。 
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1.研究開始当初の背景 
 レトロトランスポゾンは種類も構造も多様

性に富み、ゲノムに占める割合も高く、生物

種を通じて普遍的に存在している。ゲノムプ

ロジェクトの進展にともない、全ゲノム配列

がほぼ決定されたシロイヌナズナとイネの系

では、レトロトランスポゾンが、セントロメ

アやペリセントロメア領域を構成するヘテロ

クロマチンの主な要素であることが明らかに

なってきた。これらの系では、種の内外を問

わず多様な系統が揃っており、各系統間では、

しばしばレトロトランスポゾンの挿入多型が

観察される。系統間に多型が存在することは、

そのレトロトランスポゾンの挿入が系統の分

岐後に起きたことを示しており、系統分化の

過程におけるゲノムの多様化を反映したもの
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である。特にLTR レトロトランスポゾンの場

合、二つの LTRに蓄積された置換変異数から

その挿入年代を推定できる利点が有る。すな

わちレトロトランスポゾンによる宿主ゲノム

の多様化を進化の時系列で把握できる最適の

系である。我々は、イネのセントロメア領域

に局在するLTRレトロトランスポゾン、RIRE7
の発現量がゲノム DNAの低メチル化にともな

って著しく増大することを見いだした。また、

シロイヌナズナの第 3染色体ペリセントロメ

ア領域末端に存在する Lys-tRNA 合成酵素遺

伝子のホモログが、レトロトランスポゾンの

度重なる挿入によってヘテロクロマチン化し

ていることを観察している。本研究はそれら

二つのヘテロクロマチン領域を対象に、「植物

ゲノムの多様化」の過程をレトロトランスポ

ゾンの挿入多型とゲノムの重複を手がかりと

して解析するものである。 

 

２．研究の目的 

本申請研究ではヘテロクロマチン領域を形成

するレトロトランスポゾンに着目し、その領

域における系統間の多型とその動態を解明す

る。具体的には（１）シロイヌナズナの第３

染色体ペリセントロメア領域に存在する

Lys-tRNA 合成酵素遺伝子の偽遺伝子化に、レ

トロトランスポゾンがどのようにかかわって

きたか、その領域の微細な構造解析と挿入年

代の推定から明らかにする、さらにシロイヌ

ナズナの近縁種から遠縁種に至る系統につい

て Lys-tRNA 合成酵素遺伝子の重複の有無を

調べ、ついでレトロトランスポゾンの挿入多

型の有無を明らかにする。 

（２）イネセントロメア領域に局在し、DNA

の低メチル化状態で高い発現量を示すレトロ

トランスポゾン（RIRE7）に着目し、低メチル
化による自身とその周辺領域のメチル化の変

化を解析する。同時に、野生イネと栽培イネ

において RIRE7の挿入多型を示す座位を複数
見いだし、RIRE7の挿入の有無が周辺領域の
メチル化に及ぼす影響を解析する、 
 
３．研究の方法 
（１） シロイヌナズナ第３染色体ペリセント

ロメア末端領域における Lys-tRNA 合成酵素

遺伝子の偽遺伝子化とそこに挿入されたレト

ロトランスポゾンの挿入年代の測定 

 多数のレトロトランスポゾンが挿入され

たLys-tRNA 合成酵素遺伝子は、重複遺伝子

の片割れである。このヘテロクロマチン領域

の形成には、Lys-tRNA 合成酵素遺伝子の「重

複」が先立っており、そこに多数のトランス

ポゾン、レトロトランスポゾンが挿入されて

ヘテロクロマチン化されたと考えられた。塩

基配列を元に微細構造を解析したのち、挿入

されたレトロトランスポゾンの両 LTR間の

塩基置換数を測定、各のLTRレトロトランス

ポゾンの挿入以来の年齢を推定した。塩基置

換数を「レトロトランスポゾンの年齢」に置

き換えるための分子時計の構築は、レトロト

ランスポゾンが挿入されたLys-tRNA 合成酵

素遺伝子の重複領域 (iso-gene)における同

義置換率を、重複元のLys-tRNA 合成酵素遺

伝子（パラログ）、トマトのLys-tRNA 合成

酵素遺伝子（オーソログ）の配列を外群とし

て、シロイヌナズナとトマトの分岐年代（11

2～156 Myrs）を基準に算出する方法をとっ

た。この部分は分担者の田村が担当した。 
 
（２） イネレトロトランスポゾン、RIRE7の
発現とDNAメチル化の解析 

 イネのトランスポゾン、レトロトランスポ

ゾンを載せたマクロアレイを用いた実験の結

果では、低メチル化状態で最も発現が上昇す

るのはイネのセントロメアに多く局在するレ

トロトランスポゾン RIRE7であった（発表準
備中）。本研究では、日本晴（ジャポニカ系統）

第 10染色体セントロメア近傍に存在するレ

トロトランスポゾン RIRE7-TU1について、そ
の5’LTRと3’LTR配列、および隣接配列を

対象としてBisulfite sequencing法を用いて、

シトシンのメチル化部位とメチル化の種類

（CG, CHG or CHH）を明らかにした。メチル

化酵素欠損イネ変異体（MET2、農水省・広近

氏より供与）DNAについても、低メチル化に

よるサイレンシングの解除にともなう LTRと

その近傍の DNAメチル化の状態を解析した。

また、レトロトランスポゾン挿入の有無によ

るその領域のメチル化のパターンの変化を知

る目的で、対応する座位に挿入のないインデ

イカ系統（IR36）についても、同様にシトシ

ン残基のメチル化の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）  シロイヌナズナ第３染色体ペリセン
トロメア末端領域における Lys-tRNA 合成酵
素遺伝子の偽遺伝子化とそこに挿入されたレ
トロトランスポゾンの挿入年代の測定 
 
①シロイヌナズナのPAC クローン K11J14（全

長 90627 bp）は、第３染色体上のセントロメ

アから１Mb 離れたペリセントロメアに存在

する。このクローン上には散在性反復配列で

ある gypsy型レトロトランスポゾンが９個、

copia 型レトロトランスポゾンが４個、 

non-LTR 型レトロトランスポゾン(LINE)が１



個、En/Spm、Dsタイプを含むDNA 型トランス

ポゾンが５個、さらに、未同定の配列が１個

存在することが分かった。多くの因子（トラ

ンスポゾン、レトロトランスポゾンを指す）

は重層構造をとっており、挿入順序が特定で

きた。これらの因子の合計は86039 bpで、ク

ローンK11J14のうちの95%を占めることがわ

かった。これらの因子を除外した配列は、そ

の相同性からLys-tRNA 合成酵素（LysRS）の

iso 遺伝子であることがわかった。いくつか

の因子はisoLysRS遺伝子のintron のみなら

ず exon 内にも挿入されていることから、こ

の iso 遺伝子は 重複されたのちに、完全に

不活性化されたと考えられる。。現在発現し

ているLys-tRNA 合成酵素遺伝子は、同じ第3

染色体上に存在するが、「重複」したそのiso-

遺伝子の分岐年代の推定から、両遺伝子の重

複がアラビドプシスゲノムの大規模再編成と

ほぼ同時期(50～75MYA)に起きたと推定され

た。倍加したiso-遺伝子の偽遺伝子化の年代

計算から、iso-遺伝子は偽遺伝子化した後、

トランスポゾンの度重なる挿入によってヘテ

ロクロマチン化したと推定された。挿入され

たレトロトランスポゾンの両 LTR間の塩基置

換数を測定し、塩基置換数を「レトロトラン

スポゾンの年齢」に置き換えるための分子時

計の構築は、レトロトランスポゾンが挿入さ

れた Lys-tRNA 合成酵素遺伝子の重複領域 

(iso-gene)における同義置換率に基づいて計

算した。すなわち、重複元の Lys-tRNA 合成

酵素遺伝子（パラログ）、トマトのLys-tRNA 

合成酵素遺伝子（オーソログ）の配列を外群

とし、シロイヌナズナとトマトの分岐年代

（112～156 Myrs）を基準にして算出した（田

村が分担）。 

 

（２） イネレトロトランスポゾン、RIRE7の
発現とDNAメチル化の解析 

①RT-PCRによる低メチル化状態における

RIRE7の発現解析 
 トランスポゾンマクロアレイによる解析の

結果、ゲノムのメチル化が低下したときに、

発現が上昇する LTRレトロトランスポゾンが

数種見つかったが、セントロメア近傍に局在

する RIRE7もそのひとつであった。このマク

ロ ア レ イ の 実 験 結 果 は 、 実 際 に 、

5aza-cytidine（低メチル化剤）処理をしたイ

ネ培養細胞（Oc）、およびイネ低メチル化変異

体由来の転写産物を用いた Northan blot、

RT-PCR解析からも確認された。RT-PCR解析の

場合、カルス、植物体いずれにおいても、コ

ントロール（未処理あるいは野生型）に比し

て10倍以上のRIRE7転写産物の増加が確認さ

れた。 

 

②第 10染色体セントロメア近傍に存在する

RIRE7-TU1のDNAメチル化パターンの解析 
 RIRE7-TU1について、 5’LTRと3’LTR配
列、および上流側、下流側の隣接配列を対象

として、Bisulfite sequencing法を用いて、

シトシンのメチル化部位とメチル化の種類

（CG, CHG or CHHのどのCがメチル化される

か）を調べた。解析はジャポニカ (日本晴)、

その低メチル化変異体（Osj-met2）、および対

応する領域をもつインデイカ (IR36)のゲノ

ムDNAを用いて行った。 

 なお、インデイカ (IR36)のゲノムDNAでは、

標記の座位に RIRE7-TU1が挿入されておらず、
両者のメチル化パターンを解析することで、

RIRE7-TU1の挿入の有無による周辺領域のメ
チル化パターンの相違を示すこととなる。す

なわち、RIRE7-TU1が挿入されているジャポ

ニカ (日本晴)の場合、上流域および下流域の

メチル化の度合いは、ともに RIRE7-TU1 LTR
と同様にメチル化されているが（CG：90%以上、

CNG:70%以上、CHG:約20%）、インデイカ (IR36)

の場合、そのメチル化度は、上流域では低く、

下流域では変わらないという結果が得られた。 

TU1の場合、標記の結果であったが、他の染

色体領域に存在する RIRE7（TU2,3,4etc）の
場合、両 LTR内部についても、その隣接領域

についても、必ずしも TU1と同じメチル化の

度合いとパターンが得られたわけではない。 

周辺に存在するトランスポゾンやレトロトラ

ンスポゾンによっても、メチル化のパターン

が影響を受けている可能性がある。 
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