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研究成果の概要（和文）：我々は、ジストロフィン遺伝子内に挿入された約 330 塩基の挿入配列

を同定した。この挿入配列は約 110 塩基のポリ T 配列を有し、ポリ T 配列を除いた残りの 212

塩基の配列はヒト 11 番染色体と完全に一致していた。これらの特徴から 11 番染色体の一部が

逆転写を介し、ジストロフィン遺伝子に挿入されたと考えられた。さらに転写産物の解析から

計 452 塩基の配列が 11 番染色体から転写されていることが明らかになった。452 塩基が存在す

る 11 番染色体の領域には既知の遺伝子が存在せず、またこの配列は既知の蛋白をコードしない

ため、新規の非翻訳遺伝子と考えられた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We identified an approximately 330-bp sequence inserted into 
dystrophin gene. This inserted sequence had an approximately 110-bp stretch of T, and 
complementary sequence of the remaining 212-bp perfectly matched with genomic 
sequence on the human chromosome 11. Our finding suggested that the source region on 
chromosome 11 was inserted into dystrophin gene after reverse transcription. Further 
analysis of the transcript revealed that entire 452-bp region on chromosome 11 was actively 
transcribed. This 452-bp sequence was transcript from a region where no gene had been 
mapped and had no appreciable protein coding ability. Thus this transcript is currently 
considered a novel non-coding gene. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
ヒトゲノムプロジェクトが完了し、その塩
基配列の特徴からヒトが持つ遺伝子の数は



ほぼ決定されたと考えられている。しかし、
我々はジストロフィン遺伝子のエクソン配
列に挿入された変異配列の解析からレトロ
ポジション能を有する新しい遺伝子の存在
を示唆する結果を世界で初めて得た。本研究
の端緒は申請者がジストロフィン遺伝子の
エクソン配列内の挿入変異配列を発見した
ことにある。挿入された配列はポリ T 配列を
有するなどの特徴から、転写された mRNA
が逆転写をうけてジストロフィン遺伝子に
挿入されたレトロトランスポジションによ
るものと考えられた。レトロトランスポジシ
ョンをうける配列は別名動く遺伝子とも呼
ばれ、レトロトランスポゾンとして分類され
てきた。今回発見した挿入配列もレトロトラ
ンスポゾンと考えられ、その転写元はヒト 11
番染色体にあると考えられた。ところが、転
写元の 11 番染色体の領域には既知の遺伝子
が存在してなかった。また挿入配列は L1 や
Alu といった既知のレトロトランスポゾン配
列と一致せず、これらの特徴から挿入配列は
新しい動く遺伝子であることが強く示唆さ
れた。よって、この挿入配列は、新しい範疇
を形成するレトロトランスポゾンと考えら
れた。本研究の成果は、ゲノム構造の多様性
をもたらす新たな因子の解明をすることで
あり、この新しい動く遺伝子を世界に先駆け
てクローングするものである。さらに新しく
解明された転写調節配列が支配する他の遺
伝子の存在を明らかにするもので、人遺伝子
数の想定に根本的改革をもたらすのみなら
ず、新しい病因遺伝子の解明を促進するもの
と期待される。また新しいレトロトランスポ
ゾンの発見は逆転写機序あるいは染色体へ
の挿入機序に関する新しい機構を明らかに
するもので、新しい遺伝子治療の手法の開発
に大きく貢献するものと期待される。 
 
２． 研究の目的 

 
（１） レトロトランスポジション能を有す

る新しい遺伝子のクローニング 
 

（２） 新しい遺伝子の転写調節機構の解析 
 

３． 研究の方法 
 

（１） 挿入配列の特徴を直接シークエンス
法で解明 

研究の発端となった症例は 4 歳の
日本人男性である。3 歳時に高ＣＫ血
症を指摘され、4 歳時に行われた筋生
検にてジストロフィン染色が陰性で
あったことから、Duchenne 型筋ジ
ストロフィーと診断された。この児
の持つジストロフィン遺伝子に挿入
された挿入配列や、配列が挿入され

た部位のジストロフィン遺伝子の配
列を明らかにして配列のもつ特徴を
明らかにする。 

 
（２） RT-PCR法を用いた新しい遺伝子の高

発現臓器の決定 
 現在明らかにしている配列を解析
のスタート点として、RT-PCR 増幅に
より同産物が得られるように当該配
列の転写産物検出法を確立する。そ
の後、成人の各臓器から得られた全
RNA を用いて RT－PCR を実施して高
発現している臓器を特定する。 
 

（３） 高発現臓器における、発現時期特異
性の解明 
 先に同定した臓器の発生段階別に
採取された全 RNA を用いて先と同様
にRT-PCR法を行い遺伝子発現が盛ん
な時期を同定する。 
 

（４） 5’RACE法を用いた新しい遺伝子の
上流の配列の同定 

最も発現が強い発生段階の臓器を
選び、5’RACE 法を用いて上流の配列
を決定する。 
 

（５） 新しい遺伝子の塩基配列のオープン
リーディングフレームの検索と、コ
ードする蛋白の同定 
 BLASTを用いたGene Bankなどのデ
ータベースやオープンリーディング
フレーム予測ソフトを用いて蛋白質
の相同性の検討を行う。 
 

（６） 新しい遺伝子の転写元における転写
調節領域の検索 
 コンピュータを用いて、転写調節
配列の検索をおこなう。 

 
４． 研究成果 

 
（１）  症例で、gDNA を用いて遺伝子変異

の検索を行ったところ、ジストロフ
ィン遺伝子エクソン６７内に約 330
塩基の挿入配列を同定した。この挿
入配列はポリアデニル化シグナルの
相補配列と約 110 塩基のポリ T 配列
を認めた。また挿入配列の前後には 3
塩基の Target site duplication を
認め、これらの特徴から、挿入配列
は逆転写を介した転移により挿入さ
れた配列、すなわちレトロトランス
ポゾンと考えられた。 
この約 330 塩基の配列が挿入された
ジストロフィン遺伝子の配列は既知
のレトロトランスポゾンであるL1の



エンドヌクレアーゼが標的とする配
列と 1 塩基が異なるのみであった。
これらの特徴より、この挿入配列が
L1 の逆転写酵素やエンドヌクレアー
ゼを利用してレトロトランスポジシ
ョンを起こしたと考えられた。Ｌ１
の転移機構が関与されたと考えられ
るmRNAの転移がこれまでに報告され
ており、これはれえトロトランスポ
ジションのためにL1がコードする蛋
白が L1 自身の mRNA のみならず、他
のmRNAにも結合するためだと推測さ
れている。L1 の mRNA に比べて他の
mRNA が多量に存在するため L1 のコ
ードする蛋白を使用しやすいと考え
られ、当該挿入配列も細胞内に多量
に存在するｍRNA であることが推測
された。さらにポリ T 配列を除いた
212 塩基の相補配列はヒト 11 番染色
体のゲノム配列の一部と 100%の相同
性を認めた。この領域にはポリ A 配
列を認めなかったため、11 番染色体
の一部が転写され、さらに逆転写を
介しジストロフィン遺伝子に転移し
たと考えられた。なお、この挿入配
列は両親に認めず患者の世代で起こ
った新規の変異である。これは現在
も挿入配列が非自律的なレトロトラ
ンスポジション能を有していること
を示唆している。よって当該配列は、
既知のレトロトランスポゾンと相同
性がなく、現在も活動性のある、世
界ではじめて同定した新しいレトロ
トランスポゾンであった。 
 

（２）  （１）で同定した配列は既知の転
写産物のデータベースにこの配列を
認めないため、組織特異度が高いか
あるいは発生のある段階にしか発現
がない特殊な配列と考えられた。そ
こで、ヒト臓器の total RNA を用い
た挿入配列の発現の解析をおこなっ
たところ、脳、甲状腺、胎盤、骨格
筋、精巣に発現を認めた。（図 1） 

この中では、脳に最も強く発現を認
めたため、次に胎児期の脳を用いて
発現を調べたところ、胎児期の脳に
おいても発現を認めた。挿入配列を
同定した患者は臨床的に軽度の精神

発達遅滞を認めており、挿入配列の
転写産物が脳の高次機能に関与して
いる可能性が考えられた。今後、マ
イクロアレイ解析などの手法を用い
て他の遺伝子に及ぼす影響を調べる
ことで、機能解析につながると考え
られた。 
 

（３）  挿入配列の全長の配列を得るため
に、最も強く発現を認めた脳の mRNA
を用いて 5’RACE を行ったところ、
挿入配列の 5’側に新たに 240 塩基
の配列を得た。ゲノム上で、この配
列は挿入配列と連続しており、合計
452 塩基の領域が脳で発現している
ことが明らかになった。またコンピ
ュータと解析ソフト（Genetyx）を用
いて、ゲノム上の 452 塩基の上流の
配列で、プロモーターの検索を行っ
たところTATAボックスを4か所に認
め、イントロンを有さない構造もつ
遺伝子であると考えた。イントロン
を持たない遺伝子として、mRNA が逆
転写されてつくられた DNA 配列がゲ
ノム内に挿入されたものをプロセス
型偽遺伝子という。この遺伝子は配
列の両端に同じ配列を有するという、
当該配列と同じ特徴を有する。しか
し、当該配列の転写元となる 11 番染
色体の位置には既知の遺伝子がなく、
これまでの偽遺伝子とは特徴を異に
する新しいタイプの配列と考えられ
た。 
 

（４）  得られた 452 塩基の配列で蛋白を
コードする配列の有無を調べたとこ
ろ、一番長いオープンリーディング
フレームは29のアミノ酸をコードす
るが、このペプチドは既知の蛋白と
相同性を認めなかった。よって、こ
の 452 塩基の配列は、ゲノム上の転
写活性の明らかでない領域からの新
規の非翻訳遺伝子からの転写産物で
あると考えた。最近、通常は活動を
していない‘ジャンピング遺伝子’
が神経前駆細胞において活性化され
たという報告がある。この新しい転
写産物は、TATA box により発現をコ
ントロールされているが、活動休止
中の遺伝子の一つである可能性があ
生理学的な役割の解明に、さらなる
研究が必要と考える。 

図１ 組織 mRNA の解析 
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