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研究成果の概要（和文）： 
  
本研究ではマウス 17 番染色体に位置する"数百万年の間、組換えが抑制された染色体領域"に着

目し、その染色体ゲノムがどのように進化するかを調べることを目的とした。解析の結果、こ

の領域には大規模な逆位が存在しており、その境界点近傍には重複、欠失等のゲノム再編成が

認められた。また、この領域のゲノムクローンを単離し、解析した結果、逆位を持つゲノムの

配列には、標準系統に比べ、非常に高頻度の一塩基遺伝子多型が検出されることがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Goal of this study is to elucidate the structure and divergence of t-haplotype genome in which 
genetic recombination has been suppressed for over million years. Large scale DNA 
rearrangements including deletions and duplications were revealed by Array-CGH method, 
inferring the break points of inversions associated with t-haplotypes. BAC genomic library was 
constructed from tw5 haplotype, and clones corresponding to the t-complex region were isolated 
and sequenced. Exceptionally high incidence of SNPs (single nucleotide polymorphisms) has 
been detected between the tw5haplotype and the standard laboratory mouse strain. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 生物は周囲の環境・生態に適応するため自

身が持つゲノムを変化させ，進化してきた。

染色体は遺伝情報のキャリアとして，次代へ

の正確な情報伝達を担うと同時に，複数のメ

カニズムにより遺伝的多様性を生み出して

いく。特に染色体組換え（交叉）は多様性を

生み出す原動力であり，ゲノムの再編・進化

にも重要な役割をもつものと考えられてい

る。しかし、組換えが実際にどの程度、ゲノ

ム進化に貢献しているかについての明確な

回答は得られていない。 

ｔ−コンプレックスはマウス 17番染色体近位

に位置する遺伝領域であり、マウス自然集団

にはこの領域に４つの逆位を持つ、通常の 17

番染色体とは異なる構造を持った染色体が

存在する（上図参照）。この逆位を持つ染色

体（ｔ−染色体、あるいはｔ−ハプロタイプと

呼ぶ）と通常の染色体の間では減数分裂時の

染色体組換えが強く抑制されている。ｔ−染

色体は約 300万年前に生じたと推測されてい

るので、ｔ−染色体は数百万年単位の進化的

時間のなかで、他の染色体と組換えを起こす

ことなしに独自の進化を遂げてきたという

ことができる。したがって、染色体組換えと

ゲノム進化の関係を追究するためには、好個

の材料ということができる。 

また、染色体組換えの抑制の他にも、精子伝 

達率を歪曲する複数の因子や、発生分化など

の生命現象に関係する突然変異も多くマッ

プされており、ｔ−コンプレックスは様々な

生物学的に重要な問題を含んでいる。ｔ−ハ

プロタイプの研究は、1920 年代に端を発し、

70 年代には多くの研究が行われたが、その構

造の複雑さ、遺伝解析が（組換えが起きない

ので）困難なこと、材料の特殊性などの理由

から、現在では国内はもとより、海外でもｔ

−ハプロタイプの研究は殆ど行われていない

のが現状である。申請者は長年、この分野の

研究を継続しており、最近劣性致死変異tw5

の責任遺伝子を同定したが、これはｔ−ハプ

ロタイプの研究の歴史の中で初めてのこと

である。一旦は忘れ去られた感のあるｔ−ハ

プロタイプの研究であるが、先述したように、

そこに含まれる問題は全く色褪せておらず、

むしろ先端的なゲノム解析技術を投入する

ことにより、非常に学術的価値の高いゲノム

情報を研究コミュニティに提供することが

可能である。数百万年の間、組換えが抑制さ

れたｔ−ハプロタイプはいわば生きた化石の

ようなゲノム領域であり、このような状況下

でゲノムがどのような変化を示すかを探る

には、このｔ−ハプロタイプという希有な染

色体ゲノムを解析する他はない。 

 ここから得られる情報は単に、ｔ−ハプロ

タイプという特殊性を理解するだけではな

く、組換えが染色体の進化、再編成にどのよ

うな働きを持つか、という一般的な命題の理

解にも貢献するものと考えられる。さらに、

ｔ−ハプロタイプは多くの興味深い突然変異

を含むが、連鎖解析ができない等の理由から

殆どが未同定のままである。ｔ−ハプロタイ

プのゲノム情報の解読が進めば、これらの変

異遺伝子の同定も容易となるのは明らかで

ある。このような理由から、ｔ−ハプロタイ

プゲノム解析を着想するに至った。 

 
２．研究の目的 
 
本研究では数百万年の間、組換えが抑制され
たマウス17番染色体の染色体領域であるｔ−
ハプロタイプの構造・配列解析を行い、その
構造情報を得ることを第一義の目的とする。
さらに、構造情報をもとに、組換えが関与し
ない場合の染色体の進化過程を追跡し、組換
えの意義を染色体レベルで改めて評価するこ
とを試みる。  
 
３．研究の方法 
 
1)ｔ−ハプロタイプBACライブラリーの作製 

 ｔ−ハプロタイプは通常、発生致死変異を有

しているので、ホモ個体を得ることができな

い。しかし、ゲノム解析のためにはホモ個体

からのDNAを用いた方がはるかに効率が良い。

申請者らは最近発生致死変異の責任遺伝子の

ひとつを同定し、この遺伝子を含む約10kbの

ゲノム断片を導入することにより、ホモ個体

の致死表現型をレスキューすることに成功し

た。そこで、このレスキューされたホモ個体

から抽出したゲノムDNAを出発材料とし、BAC

ライブラリーを作製する。このライブラリー



をｔ−コンプレックス由来のプローブを用い

てスクリーニングし、クローンを単離する。  

2)アレイCGHによるゲノム構造解析  

 アレイCGH（comparative genomic 

hybridization)を用いて、ｔ−ハプロタイプと

標準系統の間のコピー数の変化や、欠失・重

複等のDNA再構成の有無を調べる。そのため、

既知の標準マウスゲノム配列（C57BL/6J系

統；以下B6）を元にして、17番染色体のt-コ

ンプレックスに相当する領域からプローブ配

列を設計し、NimbleGen社、あるいはAgilent

社に委託して、高密度ゲノムアレイを作製す

る。このアレイは、60merのプローブを搭載し、

約30Mbと推定されているｔ−コンプレックス

領域の全域をカバーする。B6 DNAを参照ゲノ

ムとして、ｔ−ハプロタイプゲノムとの比較を

行う。 

また、異なるｔ−ハプロタイプ間の比較も行う。 

3)t−コンプレックス領域からのBACクローン

単離 

ｔ−ハプロタイプに存在する逆位の境界点の

詳細については不明であるが、境界領域では

欠失や重複などのDNA再編成を伴う可能性が

高い。そこで、アレイCGHによって、欠失や重

複などの構造変化が示唆された領域に関して

はBACクローニングを行う。また、4つの逆位

それぞれの領域からBACクローンの単離を行

う。 

4) ｔ−ハプロタイプゲノム配列の決定 

単離したBACクローンの配列決定を行う。方法

としては、サンガー法を用いたショットガン

シークエンス、複数のBACクローンをプールし、

ペアエンドライブラリーを作製し、次世代シ

ークエンサーで配列を読む、という２つの方

法を用いる。また、異なるｔ−ハプロタイプの

配列取得のため、PCRにより相同領域を増幅し

配列決定を行うことに加え、ハイブリッドキ

ャプチャー法の適用も検討する。 
 
４．研究成果 

(1)ｔ−ハプロタイプBACライブラリーの作製 
 tw5変異マウスのレスキュー個体から繊維
芽細胞を作製し、この細胞より高分子 DNA を
調製した。EcoRI による部分消化を行い、
pBACe3.6 ベクターにクローニングし、約 10
万の BACクローンからなるライブラリーを作
製した。インサート平均長は約 100kb であっ
た。このライブラリーはｔ−ハプロタイプか
ら作られた初めての BACライブラリーであり、
ｔ−ハプロタイプのゲノム解析に必須の材料
と考えられる。 
(2) アレイCGHによるゲノム構造解析 
 tw5/tw5、tw2/tw2、tw8/tw8、tw5/t12,tw18/tw18, 
th49/th49の 6 種類のｔ−ハプロタイプからゲノ

ム DNA を調製し、参照ゲノムとして B6 より
DNA を調製した。6種のｔ−ハプロタイプのう
ち、tw18と th49は、ｔ−コンプレックスの途中
から野生型染色体と同様の構造となる部分
(partial) t-haplotype である。tw18には欠失
があり、その中に発生致死変異責任遺伝子が
あると考えられているが、正確な欠失領域は
明らかではなかった。th49は逆位の１と２を
持つが、３以降は正常タイプとなっていると
考えられている。CGH 解析から得られた主要
な結果を以下に記す。 

１）調べた6種類すべてのｔ−ハプロタイプに

共通して、B6との間で重複あるいは欠失が認

められる領域を特定した。これはｔ−ハプロタ

イプに特徴的な逆位の境界点近傍に生じたゲ

ノム再編成である可能性が高い。 

２）上記のゲノム再編成のうち、最もセント

ロメア側に存在する重複（ｔのコピー数がB6

に対して増加している）の位置は、セントロ

メア側から約5.7Mbであった。この位置から

t-complexが開始している可能性が高い。また、

約40Mbの位置に大きな欠失があるが、これよ

り遠位（B6染色体において）では、コピー数

の変化は認められなくなる。したがって、こ

の位置がt-complexの終端である可能性が高

く、t-complex全体はB6ゲノム上の約34Mbの領

域に相当すると推測された。 

３）tw18ハプロタイプには、18.9Mbから23.6Mb

の間に約4.7Mbにわたる欠失領域が存在する

ことが確認された。この欠失領域には

vomeronasal receptor 遺伝子とZinc finger 

protein遺伝子が数十回重複を繰り返すクラ

スター構造が存在した。 

４）th49ハプロタイプを他のｔ−ハプロタイプ

やB6と比較すると、約13.7Mbまでは、ｔ−ハプ

ロタイプとよく類似したパターンを示し、そ

れ以降はｔ−ハプロタイプとは異なり、B6に近

いパターンを示した。したがって、部分ｔ−

ハプロタイプであるth49の組換えは、この

13.7Mb近傍で起きたと考えられた。これまで

の研究から、th49ハプロタイプは逆位の1番と2

番を含むとされている。したがって、これ以

降が逆位の3番、4番の領域に相当する。 

５）上述したように、約40Mbの位置が、逆位4

の遠位側の終端であると考えられるが、その

近傍の約37Mbから39.6Mbにかけては、ｔ−ハプ

ロタイプとB6の間で、シグナル強度の変動が

連続して認められた。この領域も嗅覚受容体

遺伝子がクラスターとして存在しており、そ

れらのコピー数、あるいは配列自体がB6とｔ−

ハプロタイプでは有意に異なっている可能性

が示唆された。 

６）ｔ−ハプロタイプ同志の構造やDNA配列は、

相互によく類似しているものと考えられてい



遺伝子名 クローン数 位置 る。実際、異なるｔ−ハプロタイプ間でも、共

通した欠失・重複が生じていることが確かめ

られた。しかし、そのゲノム再編成のパター

ンがすべてのｔ−ハプロタイプで同じという

わけではなく、ハプロタイプ間で異なる点も

比較的頻繁に見つかった。例えば、右上の図

にtw8、tw2ハプロタイプをそれぞれtw5ハプロタ

イプと比較した結果を示す。図示したように、

tw5特異的なホモ欠失が認められ、またtw8に特

異的な重複が存在しており、これを見る限り、

3者は相互に異なっていることがわかる。他に

も、このような領域は存在し、すべてのｔ−

ハプロタイプが巨視的にみて、同一の構造を

持つものではないことが明らかとなった。特

に、tw5ハプロタイプは、他の（今回調べた）

５つのｔ−ハプロタイプと比較して異なる点

が多いことが判明した。この結果はｔ−ハプロ

タイプの進化を考える上で重要な知見となり

得るものと考えられる。 

--------------------------------- 
Zdhhc14 2 逆位１ 
Dynlt1 6 逆位 1 
Tagap1 1 逆位 2-3 端末？ 
Tcp10a 5 逆位 1-2、2-3 
T/T2 1 逆位 2内 
Igf2r 1 逆位 2内 
Tcte3 1 逆位 3内 
Fpr1 1 逆位 4内 
H-2K 1 逆位 4内 
--------------------------------- 
 計 19 
 
同数のクローンをスクリーニングしたが、
Dynlt1 と Tcp10a 陽性クローンは他に比べ数
多く単離された。これは、この領域のコピー
数がｔ−ハプロタイプにおいて増加している
ことを示唆するものと思われる。 
4）ｔ−ハプロタイプゲノム配列の決定と解析 
 単離したクローンの配列決定を行った。各
遺伝子の陽性クローンから DNA を抽出し、こ
れをプールして、物理的に剪断し、約 8kb の
断片を分画した。この分画を用いてペアエン
ドライブラリーを作製し、その両方の端末そ
れぞれ約 300-400 base を Roche 社 454 
FLX-Titanium を用いて決定した。約 27 万リ
ードを解析し、アセンブルを行い、666 の
contig、22 の scaffold を得た。scaffold 長
の合計は 1,216,992 base であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 これらの scaffold を B6 ゲノムにマップし、
相当するゲノム領域を同定した。例えば、約
90kb の Scaffold No.5 は、Tagap1 陽性の一
つの BACクローンに由来することがわかった
が、B6 ゲノム上では scaffold の前半と後半
部分でマップされる場所が異なり、約 2.4Mb
離れた２つの領域に位置することがわかっ
た。これは、このクローン中に逆位の切断点
が含まれることを意味する。また、複数のク
ローンが Dynlt1、Tcp10a 陽性であったが、
これらのクローンに由来する配列は、B6のゲ
ノムでも重複していることが明らかとなっ
た。一方、ｔ−ハプロタイプでも重複のない
領域にある Igf2r 遺伝子を含む Scaffold 配
列では、B6 と同様な DNA 構造を持つことが確
かめられた。このように、CGH 結果を考慮し
てクローンを単離・利用することで、ｔ−ハ
プロタイプで起きているゲノム再編成部位
の配列解析を効果的に実施できることが示
された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

tw2,tw5,tw8 ハプロタイプ間での構造の差

異を示す CGH 結果 

 

 

(3) t−コンプレックス領域からのBACクロー

ン単離 
 配列解析は当然のことながら、マクロな構
造変化だけでなく、1 塩基遺伝子多型(SNP)
などの塩基置換や小さな挿入・欠失（indel)
の有無を検索することが可能である。例えば、
H-2K 領域の２つの領域（それぞれ 31,732 
base、34,735 base）について、tw5 ハプロタ
イプと B6 を比較したところ、前者では 634 

 アレイ CGHの結果からおおよその逆位の領
域、境界点の位置が推測できたので、各領域
から BAC クローンの単離を試み、以下のクロ
ーンを得た。 
 
 
 



SNPs,65 indels (総計 2,750 base)、後者で
は 273 SNPs, 28 indels (378 base)の違いが
認 め ら れ た 。 塩 基 置 換 率 は そ れ ぞ れ
0.0199,0.0076 であった。これまで報告され
た中では、マウス亜種の一つである Mus 
musculus molossinus と B6の間で最も塩基置
換率が高く、0.008-0.010 であることが知ら
れている。今回得られた結果と比べると、低
い方の領域でも、molossinus に見られる塩基
置換率に匹敵し、高い方では molossinus の
約 2 倍というこれまでにない高値を示した。
この結果は、ｔ−ハプロタイプのゲノムが現
存のマウスのゲノムから大きく diverges し
ていることを明確に示している。また、亜種
間で見られる塩基置換率よりもさらに大き
い置換頻度を示すことから、ｔ−ハプロタイ
プがマウス亜種分化に先立って出現した、と
いう説を支持する結果と考えられる。今後は、
さらに幅広い領域について同様の解析を行
うとともに、異なるｔ−ハプロタイプ間での
塩基配列の差異を調べていく必要があると
考えられる。 
 
(5) 新しい枠組みから観る哺乳類ゲノムアイ
ソコアの進化（研究分担者：太田聡史） 
 哺乳類のゲノムレベルの進化を考える場
合、空間的な塩基組成の構造（アイソコア）
を考慮することは重要である。一塩基多型
（ＳＮＰ）から得られる種内変異についての
データと、近縁種を系統学的に比較すること
により、ゲノムのＧＣ含量のクラスごとに突
然変異パターンを推定し、MySql データベー
スに格納するソフトウェアを開発した。開発
には主に数式処理システムである
Mathematica を用いた。さらに従来とはまっ
たく異なる枠組みとして、ＡＴ−＞ＧＣおよ
びＧＣ−＞ＡＴの変化率の（ゲノム上の位置
依存的な）一定性を仮定しない進化モデルを
提案し、Variable model と名づけた。従来の
ＡＴ−＞ＧＣおよびＧＣ−＞ＡＴの変化率の
一定性を仮定したモデル（Constant model）
では、平衡値は必ず存在し、その値は初期値
と突然変異パターンに依存する。しかし、
Variable model では、平衡値は突然変異パタ
ーンのみに依存することが示された。また、
Constant modelでは種間の置換パターンから
推定した平衡値と、種内の突然変異パターン
（ＳＮＰデータ等を用いて推定した突然変
異パターン）から推定した平衡値は、ＣｐＧ
サイトを除くかどうかに関わらず、一般に異
なる。しかし、Variable model では、両者は
近い値になることが示された。一方、
Variable model では、原理的にＧＣ含量の平
衡値が存在することは保証されない。このこ
とは一見上記の主張と矛盾するようにも見
える。われわれは突然変異パターンに応じて、
ＧＣ含量の時間的な挙動を４つのクラスに

分けて議論した。われわれが用いた（現在入
手できる）データのほとんどは、平衡値の存
在するクラスに分類される。一方、理論的に
はわずかな突然変異パターンの変動により、
ＧＣ含量の時間的な挙動は大きく変化する
ことも予測された。このことは、いまだ謎に
包まれているアイソコアの進化に一石を投
じるものになるかもしれない。 
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