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研究成果の概要（和文）：イネ MITE・mPing は、品種銀坊主において今なお活発に転移して

いる。本研究において、①mPing は近傍遺伝子の発現に正もしくは中立な効果を付与すること、

②銀坊主には mPing 転移を制御する遺伝的要因が存在すること、および③ユビキチン様タンパ

ク質 RURM1 の機能喪失が mPing 転移に起因する遺伝的多様性の拡大に有効であることが明らか

になった。これらの成果によって、mPing を用いた高効率トランスポゾンタギング法の基盤が

確立できた。 

 
研究成果の概要（英文）：Rice MITE, mPing is actively transposing in genome of cultivar 

‘Gimbozu’ under natural conditions. In this study, we found that (1) mPing rendered 

adjacent genes stress inducible, (2) mPing transposition was genetically controlled specific 

in Gimbozu, and (3) a loss-of-function allele of Rurm1 was useful for acquiring the genetic 

diversity due to mPing transpositions. These results will greatly contribute to develop the 

high-efficiency transposon tagging system using mPing. 
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１．研究開始当初の背景 

 MITE (miniature inverted-repeat 
transposable elements)は、両端に末端逆向
き反復配列をもつ、約 500bp 以下の短いトラ
ンスポゾンである。MITE は、宿主による転
移・増幅抑制を受ける大型のトランスポゾン
とは異なって、動植物のゲノム中に莫大な数 
(１ファミリーあたり数千コピー程度)で存
在することから、進化に関わる重要因子であ

ると考えられてきた。しかし、MITE が転移・
増殖抑制を回避して、コピー数を顕著に増や
してきた機構については未解明である。申請
者らは、イネ品種銀坊主のガンマ線種子照射
によって誘発された細粒突然変異系統 IM294
の易変性が Rurm1 (Rice ubiquitin related 
modifier-1)遺伝子に挿入された MITE、mPing
の正確な切出しに起因し、mPing はイネでは
従来知られていなかった活性型トランスポ
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ゾンであることを明らかにした。さらに、
mPing は、イネ品種銀坊主において 1000 コピ
ー以上存在するにもかかわらず、通常の栽培
条件下でも高い転移活性を有しており、遺伝
子近傍に転移しやすいことを明らかにした。
これらのことから、mPing の転移・増殖機構
を明らかにすることは、MITE が宿主ゲノムの
多様性拡大や種・品種分化に果たしてきた役
割の理解のみならず、mPing を用いた高効率
なトランスポゾンタギング法の確立に大き
く貢献すると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、mPing が銀坊主ゲノム中で急速
に増幅した原因とそれに関与する遺伝子を
明らかにすることで、mPing を用いた高効率
トランスポゾンタギング法を確立しようと
するものである。計画した研究項目は、①
mPing 挿入が近傍遺伝子の発現におよぼす効
果の解明、③mPing 転移を制御する遺伝要因
の同定、および③Rurm1 の機能喪失が mPing
転移を活性化する機構の解明の 3 つである。 
 
 

３．研究の方法 

(1) mPing 挿入が近傍遺伝子の発現におよ
ぼす効果の解析 
まず、mPing の挿入特性を明らかにするた

めに、銀坊主 24 個体のゲノム DNA を用いて
mPing と隣接配列を vectorette PCR 法で増幅
し、得られた産物を 454 シーケンサーに供試
した。得られた配列情報から mPing の隣接配
列のみを用いて、日本晴ゲノムに対する
BLAST 検索を行い、銀坊主における mPing 挿
入位置を決定した。 
次に、mPing 挿入が近傍遺伝子の発現にお

よぼす影響を明らかにするために、mPing の
コピー数が少ない日本晴(51 コピー)および
コピー数の多い銀坊主(推定 1162 コピー)の
葉身から抽出した RNAを用いてマイクロアレ
イを行い、銀坊主において内部もしくは近傍
に mPing挿入を有する遺伝子の発現量を調査
した。日本晴および銀坊主に低温、塩および
乾燥ストレスを処理し、転写開始点より上流
55bp 以内に mPing 挿入を有する 10 遺伝子の
発現を定量 PCR によって調査した。 
 
(2) mPing 転移活性に関する QTL 解析 

mPing が今なお活発に転移している銀坊主
と mPing転移が抑制されている日本晴の交雑
によって得られた組換え自殖系統(GN-RILs) 
F8個体別F9系統103系統を用いてmPing転移
活性に関する QTL 解析を行った。各系統 8個
体の葉身から CTAB 法によってゲノム DNA を
抽出し、mPing のトランスポゾンディスプレ
イ(TD)を行った。TD において個体特異的に見

られるバンドを新規挿入として評価し、各系
統 8個体における mPing 新規挿入数の合計値
(以下、mPing 新規挿入数)を算出した。また、
銀坊主-日本晴間における mPing および自律
性トランスポゾン Ping の挿入多型に基づい
て設計した SCAR マーカーを用いて、GN-RILs
の分子遺伝学的地図を作成した。TD 法で得ら
れた各 GN-RILs の mPing 新規挿入数を用いて、
QTL cartographer の複合区間マッピング法
(CIM)により mPing の転移を制御する因子が
座乗する候補領域を解析した。 
 
(3) Rurm1機能喪失がmPing転移を活性化す
る機構の解析 
 Rurm1 機能喪失系統 IM294 および原品種・
銀坊主を供試した。Rurm1 機能喪失が、mPing
以外の転移因子の転移にも影響するかを明
らかにするために、4つのクラス II 非自律性
因子 (nDart、dTok、Kiddo、および TabitoII)
に特異的なプライマーを用いてトランスポ
ゾディスプレイを行った。 

Rurm1 機能喪失が DNA メチル化におよぼす
効果を調査した。ゲノム DNA をメチル化感受
性エンドヌクレアーゼ McrBC で処理した後、
mPing 全長を増幅するプライマーを用いて
PCR を行い(McrBC-PCR)、mPing 内部のメチル
化程度を調査した。また、高メチル化領域
CentO および低メチル化領域 C-キナーゼ基質
遺伝子をそれぞれポジティブおよびネガテ
ィブコントロールに用いた。メチル化感受性
酵素 HpaII および非感受性酵素 MepI で消化
したゲノム DNA を用いて TD (TMD)を行い、
mPing 隣接配列のメチル化程度を調査した。 
 Rurm1 とアミノ酸レベルで高い相同性を示
す酵母URM1は、tRNAの硫黄修飾に関与する。
IM294 および銀坊主から RNA を抽出し、N-ア
クリロアミドフェニル塩化第 2水銀(AMP)を
含むポリアクリルアミドゲルで電気泳動し
た(AMP-PAGE)後、硫黄修飾される tRNA に特
異的なプローブを用いて硫黄修飾の有無を
調査した。 

tRNA の修飾異常はタンパク質の翻訳効率
を低下させる。IM294 および銀坊主の葉鞘か
らプロトプラストを単離し、硫黄修飾される
コドンをレポーター遺伝子(ルシフェラーゼ
遺伝子)の 5’上流にタンデムに挿入したコ
ンストラクトを用いて形質転換した。デキサ
メタゾンを添加し、ルシフェラーゼ遺伝子の
発現を誘導した後、ルシフェラーゼ活性を
IM294-銀坊主間で比較した。 
 
 
４．研究成果 
(1) mPing は近傍遺伝子の発現に正もしく
は中立な効果を付与する 
 454 シーケンサーを用いて、銀坊主におけ
る mPing 挿入位置を解析した結果、1664 箇所



の mPing 挿入を同定した。また、mPing 挿入
位置と近傍遺伝子までの距離に着目したと
ころ、mPing は、遺伝子内部には非常に少な
いのに対して、遺伝子上流 1kb の領域には高
い頻度で挿入していることが明らかになっ
た。転移因子の遺伝子への挿入は、宿主に負
の影響を与える。しかし、mPing は、遺伝子
を避けて転移することで、遺伝子発現におよ
ぼす負の効果を最小限にとどめており、この
ことが mPing 増殖の一因ではないかと考えら
れた。 
 mPing 挿入が遺伝子発現におよぼす効果を
明らかにするために、mPing のコピー数の少
ない日本晴およびコピー数の多い銀坊主か
ら RNA を抽出し、マイクロアレイ解析によっ
てこれら品種間の遺伝子発現の差異を調査
した。その結果、内部に mPing 挿入をもつ遺
伝子の発現が大きく低下する傾向にあった
のに対して、転写開始点より上流に mPing 挿
入をもつ遺伝子の発現は上昇する傾向がみ
られた。植物の cis 配列データベース PLACE
を用いて、mPing 配列内部に含まれる cis 配
列を調査したところ、26 のストレス応答 cis
配列を含む 96 のモチーフが存在することが
明らかになった。そこで、日本晴および銀坊
主にストレス処理(低温、塩および乾燥)を行
い、銀坊主において転写開始点より上流 55bp
以内に mPing 挿入を有する 10 遺伝子のスト
レス応答性を定量 PCR によって調査した。そ
の結果、7 遺伝子において、銀坊主でのみ低
温および塩ストレスによる発現量の増加が
みられた。これらのことは、mPing は、その
挿入によって近傍遺伝子の発現に正もしく
は中立な効果を付与することで、宿主ゲノム
中で大量に増殖できることを示唆している。 
 これまで、転移因子の遺伝子内もしくは近
傍への挿入は宿主に負の効果をおよぼすと
考えられてきた。しかし、本研究の結果、
mPing は、その挿入によって新たな発現特性
をもつ遺伝子座を作り出す可能性があるこ
とが明らかになった。このことは、転移因子
は進化を司る因子であることを実験的に証
明している。本研究の成果は、「５．主な発
表論文等」の〔雑誌論文〕(4)として、Nature
誌に発表した。 
 
(2) mPingはDNAメチル化のみによっては不
活化しない 
 転移因子の多くは、DNA のメチル化やヒス
トンのアセチル化などを介してエピジェネ
ティックに抑制されている。本研究では、銀
坊主における mPing の切り出しと DNA メチル
化の関係を解析した。mPing-SCAR マーカーを
用いた PCR の結果、120 箇所中 85 箇所から
mPing の切り出し(活性型 mPing)が観察され
た。また、mPing 挿入位置ごとに切り出し頻
度が異なり、全く切り出しがみられない箇所

(不活性型 mPing)が全体の 30%を占めた。バ
ーサルファイトシーケンス法を用いて切り
出し頻度が異なる 16 箇所の mPing 挿入位置
のメチル化程度を解析したところ、mPing の
挿入位置から遺伝子までの距離に比例して
CHG サイトのメチル化程度が上昇することが、
mPing の切り出し頻度を低下させる要因であ
ることが明らかになった。しかし、不活性型
mPing の中にも CHG サイトのメチル化程度の
低いものが含まれていたことから、mPing は
宿主による DNAメチル化の標的になり得るも
のの、DNA メチル化のみによって不活化され
ないと考えられた。本研究の成果は、「５．
主な発表論文等」の〔学会発表〕(4)として、
日本育種学会第 118 回講演会において発表し
た。 
 
(3) イネトランスポゾン mPing の転移を制
御する染色体領域の同定 
 mPing が今なお活発に転移している銀坊主
と mPing転移が抑制されている日本晴の交雑
によって得られた組換え自殖系統(GN-RILs)
を用いて、mPing の転移を活性化する染色体
領域の同定を試みた。TD 法を用いて GN-RILs
における mPing 新規挿入を調査したところ、
mPing新規挿入数は0から42までの幅広い値
をとり、平均値は 13.5 であった。親品種で
ある銀坊主および日本晴の mPing 新規挿入数
はそれぞれ 25 および 0 であり、両親系統よ
りも転移活性の高い系統が分離した。これら
mPing 新規挿入数の解析結果を用いて CIM 法
による QTL 解析を行ったところ、mPing の転
移活性に関する 2 つの新規 QTL、qTmP1 (QTL 
for transposition of mPing-1)および qTmP2
がそれぞれ第 1および第 6染色体上に検出さ
れた。これらのうち、qTmP2 は日本晴型アレ
ルが有効なアレルであったことから、日本晴
にも mPing転移を増加させる因子が存在する
ことが明らかとなった。 
自律性トランスポゾン Ping は、mPing を転

移させる DNA 結合モチーフとトランスポゼー
スをコードし、銀坊主および日本晴にそれぞ
れ 7 (Ping-1～Ping-7)および 1 (Ping-N)コ
ピー存在する。GN-RILs における既知の Ping
のコピー数と mPing 新規挿入数の関係を調査
したところ、mPing 新規挿入数は、Ping を 4
コピー以上有する系統では多くなる傾向に
あった。qTmP1 の最近傍マーカーは Ping-1 で
あり、qTmP2 の近傍には Ping-N が存在してい
たことから、これらの QTL の原因遺伝子は近
傍の Ping ではないかと考えられた。qTmP1 お
よびqTmP2をもたない系統をそれぞれPing-N
および Ping-1 の有無で分類し、mPing 新規挿
入を比較した。Ping-N は、自身のみではほと
んど効果を示さなかったが、Ping を 2 コピー
以上もつ系統においては mPing 新規挿入数を
有意に増加させた。一方、Ping-1 は、Ping



を 4コピー以上有する系統において mPing 新
規挿入数を増加させた。これらのことから、
Ping-1 および Ping-N は、他の Ping と協調的
に働くことで、mPing 新規挿入を増加させる
ことが示唆された。Ping-1 は MITE の一つ、
Pyong 内部に座乗しており、Ping-Nは、Ping-1
～7 と比較して、DNA 結合モチーフの 5'-UTR
に 1つの SNP をもつ。これらのことが、Ping-1
および Ping-N に mPing 新規挿入数を増加さ
せる性質を付与しているのではないかと考
えられた。本研究の成果は、「５．主な発表
論文等」の〔学会発表〕(1)として、日本育
種学会第 122 回講演会において発表した。 
 
(4) Ping の時期・組織特異的な活性化が
mPing 転移を制御する 
 銀坊主の個体発生過程における mPing の転
移を調査し、mPing が転移する時機を解析し
た。同一親個体に由来する自殖後代の胚乳、
種子根、および第 1-5 葉から DNA を抽出し、
TD法を用いて各組織におけるmPingの新規挿
入を調査した結果、胚乳特異的な挿入および
種子根と地上部に共通した挿入はほとんど
得られなかった。このことから、mPing は、
生殖細胞ではほとんど転移せず、茎頂分裂組
織と根端分裂組織が分化した直後の胚細胞
で最も活発に転移していることが明らかに
なった。また、受精後の雌蕊における Ping
の経時的発現を調査したところ、Ping の発現
は、銀坊主においてのみ、受精後 3 日に顕著
に上昇することが明らかになった。これらの
ことから、受精 3 日目の胚における Ping の
時期・組織特異的な活性化が mPing 転移を制
御する大きな要因であると考えられた。本研
究の成果は、「５．主な発表論文等」の〔学
会発表〕(2)として、日本育種学会第 122 回
講演会において発表した。 
 
(5) Rurm1機能喪失はDNAメチル化の変化を
伴わずに mPing 転移を活性化する 
 申請者らのこれまでの研究から、ユビキチ
ン様タンパク質をコードする Rurm1遺伝子の
機能を欠失した細粒突然兵系統 IM294 では、
mPing の転移活性が原品種である銀坊主より
も高いことが明らかになっている。このこと
から、Rurm1 機能喪失が mPing 転移を活性化
する機構を解明することは、mPing の転移機
構のみならず、mPing を用いたトランスポゾ
ンタギング法の確立にも有用な知見をもた
らすと考えられた。 
 IM294 は、銀坊主のγ線種子照射によって
得られた突然変異系統であり、作出から 39
世代を経ている。IM294 における mPing 転移
の活性化が、Rurm1 機能喪失に起因すること
を確認するために、IM294 と銀坊主の戻し交
雑系統 GIM12 を作出し、mPing 転移頻度を TD
法で調査した。その結果、銀坊主の遺伝的背

景において機能喪失型の Rurm1 座を有する
GIM12 は、IM294 と同様に、高い mPing 転移
活性を示した。このことから、Rurm1 機能喪
失は、mPing 転移活性を高めることが確認さ
れた。 
 Rurm1 機能喪失が、mPing 以外の転移因子
の転移にも影響するか否かを明らかにする
ために、mPing と同様のクラス II に属する非
自律性因子 nDart、dTok、Kiddo、および
TabitoII の転移を TD 法によって調査した。
その結果、いずれの因子においても、IM294
のバンドパターンは、銀坊主と同じであった。
また、IM294 および銀坊主とも新規挿入を示
す個体特異的なバンドは得られなかった。こ
れらのことから、Rurm1 機能喪失は、不活化
した転移因子を再活性させるのではなく、
mPing のような活性化状態にある転移因子の
活性を高めることが明らかになった。 
 細胞培養から再分化したイネにおいて、
mPing の転移と DNA メチル化の変化が生じる
ことが報告されている。Rurm1 機能喪失によ
る mPing 活性化が DNA メチル化の低下による
ものかを明らかにするために、McrBC-PCR お
よび TMD を行ったところ、IM294 における
mPing 内部および隣接配列のメチル化程度は、
銀坊主におけるそれらと大きく異ならなか
った。このことは、IM294 の Rurm1 機能喪失
アレルは、mPing 転移に起因する遺伝的多様
性の拡大に有効であることを示唆している。 
 本研究の結果は、自然条件下における MITE
の転移戦略の一端、すなわち、細胞培養や異
種ゲノムの侵入などの外生ストレスのみな
らず、遺伝子の機能喪失に起因する内生スト
レスによっても活性化し得ることを実験的
に証明したものである。本研究の成果は、「５．
主な発表論文等」の〔雑誌論文〕(1)として、
Molecular Plant 誌に発表した。 
 
(6) Rurm1 機能喪失はタンパク質翻訳効率
を低下させる 
 Rurm1 機能喪失が mPing 転移を活性化する
機構を明らかにするためには、Rurm1 の細胞
機能を理解する必要がある。Rurm1 とアミノ
酸レベルで高い相同性を示す酵母 URM1 は、
tRNA の硫黄修飾に関与する。AMP-PAGE 法を
用いて IM294 および銀坊主における tRNA の
硫黄修飾を調査したところ、IM294 では tRNA
が硫黄修飾されていないことが明らかにな
った。葉鞘からプロトプラストを単離し、タ
ンパク質一過性発現系を用いて Rurm1の機能
喪失がタンパク質翻訳におよぼす景況を解
析した。その結果、IM294 では Rurm1 の機能
喪失によってコドン特異的に翻訳効率が低
下することが明らかになった。このことは、
Rurm1 の機能喪失による mPing の活性化が
mPing の転移を制御する因子の翻訳異常に起
因する可能性があることを示唆している。本



研究の成果は、現在、雑誌論文として投稿準
備中である。 
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