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研究成果の概要（和文）：トランスポゾン Revolverの進化的な動きを、イスラエルのエボリュ

ーション・キャニオンの温暖乾燥斜面、冷涼湿潤斜面に自生するオオムギ野生種で調べた。温

暖乾燥斜面では一定の 0.7 kb RNAの強い発現、冷涼湿潤斜面では 1 ～2 kbの多様な RNA が弱

い発現が見られ、環境による劇的変異と最近の増幅活性が示唆された。第１エキソンの長短や

第２イントロン欠失など多様なノンコーディング RNAの単離、転写開始点決定、大腸菌でのタ

ンパク質合成、染色体クラスターの検出を行った。 

 

研究成果の概要（英文）：Evolutional mobilization of the transposon Revolver was analyzed 
by using wild-type barley adapted on the warm-dry and cool-wet slopes of “Evolution 
Canyon” in Israel. A 0.7-kb RNA molecule was highly transcribed in the wild-type barley 
on the warm-dry slope, whereas various RNA molecules of 1–2 kb were transcribed at low 
levels in the barley on the cold-wet slope, indicating drastic variation due to the 
ecological environment and recent movable activity of Revolver. Noncoding RNA variants 
of Revolver with, for example, a long or short first exon and a deletion of the second 
intron were isolated. The transcription initiation site, the protein synthesized in E. 
coli, and the chromosomal gene cluster of Revolver were clarified. 
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１．研究開始当初の背景 
高等植物では、生命維持に必要な遺伝子の

割合はゲノムのわずか数%程度であり、それ
以外の多大な反復 DNA領域には転移因子また
はそれらに派生する配列が散在している。し
かしながら、既知の転移因子以外の反復 DNA
領域はいまだに未知の配列であり、Junk（が

らくた）DNA とみられていた反復 DNA 領域に
は、エピジェネティックに遺伝子の発現調節
を行う RNA遺伝子が散在することが分かって
きており、ゲノムと形質発現の制御機構を解
く鍵としても反復 DNA領域の未知因子の究明
は重要である。non-coding RNAが多数見つか
り、そのトランスポゾンとの進化的関係が示
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唆され、それらの潜在的な機能が指し示すと
ころは、ゲノムネットワークの中で DNA及び
タンパク質の機能を制御する役割を担って
いてセントラルドグマには RNA分子の情報網
が張り巡らされているだろうということで
ある。しかしながら、実際に機能している分
子種がどれであり、また、どの様な生命現象
に関係しているかを調査し、機能を持つ
non-coding RNAの探索に手をこまねいている
のが現状である。 

 
２．研究の目的 
新規のトランスポゾン Revolver、Superior

について、ムギ類において DNAマーカーを開
発・利用して進化的多様化のデータを収集し、
mRNA 型 non-coding RNA (非翻訳型 RNA)とし
ての発現と機能を探索する。すなわち、１）
染色体に位置づけられたトランスポゾン遺
伝子座の種間差調査、完全長 cDNA ライブラ
リーの作製により、近縁種において類似配列
が存在するか、そして転写されているか、配
列の保存状況にどのような特徴があるか、
２）トランスポゾン構造変異体の第１エキソ
ン部分を用いて温度変化等各種ストレス等
により、RNAの転写量はどの様に変動するか、
３）トランスジェニック植物によるトランス
ポゾン遺伝子機能のノックダウンによる何
らかの表現型が観察されるかどうか、を調べ
る。 
 
３．研究の方法 
(1) トランスポゾン様遺伝子のオーソログ
遺伝子座による比較ゲノム解析とＤＮＡマ
ーカー作製 
① トランスポゾンの内部配列をプライマ

ーとする I-PCR 法により、トランスポゾン
に隣接する DNA 断片を単離する。他方、ム
ギ類の Fosmid DNA ライブラリーから
Revolver、Superior をスクリーニングした。 

② 各トランスポゾン遺伝子座の隣接領域
の塩基配列を決定し、ライムギ染色体
（ Secale cereale）、オオムギ染色体
(Hordeum vulgare、H. spontaneum)の添加
コムギ系統を鋳型にして隣接配列をプラ
イマーとする PCR で Revolver、Superior
が挿入された同祖染色体を決定し、STS 化
した。 

③  ライムギ、オオムギで STS 化した
Revolver、Superior 遺伝子座のプライマー
セットを利用して、チノパイラム 、ダシ
パイラムの添加染色体の同祖群を決定す
る。さらに、ライムギ、オオムギ、チノパ
イラム 、ダシパイラムなどコムギ族植物
について、STS化した Revolver遺伝子座の
塩基配列を決定して系統樹を作成し、これ
ら種属の進化的関係を分析した。 

④ STS化した Revolver、Superior遺伝子座

に種属間で一塩基置換（SNIP）等が見い出
された場合には、制限酵素との組み合わせ
により、異種の同祖染色体を識別するマー
カーに変換した。 

⑤ STS化した Revolver、Superior遺伝子座
は、(2)のエンメルコムギ、野生オオムギ
の進化や種形成における Revolver、
Superior の動態解析に用いた。 

 
(2) トランスポゾン様遺伝子の完全長 cDNA
の構造と発現解析 
① Switching mechanism at 5’-end of the 
RNA transcript法及び Cap fishing法によ
って完全長を持つ cDNA ライブラリーを作
成し、発現しているトランスポゾン遺伝子
のｍＲＮＡ構造を決定した。 

② 特に変異が大きい５’側の部分について
既 存 の 遺 伝 子 と 相 同 部 分 を 持 ち
non-coding RNAとして機能している遺伝子
を検索する。それらの５’側特異的構造変
異部分を用いて染色体に STS 化を試みた。 

③ 温度変化や各種ストレス等により、RNA
の転写量がどの様に変動するかを、
Revolver、Superior 各遺伝子に特異的な第
１エキソン部分を用いてノーザン法、リア
ルタイム PCR法で解析した。 

 
(3) トランスポゾンディスプレイによる活
性因子の探索と DNAマーカー開発 
ゲノムに散在するトランスポゾンの内部

配列と任意の制限酵素切断部位に挟まれた
DNAを PCRで増幅する改良 AFLP法により、培
養によるトランスポゾンの動態解析や耐病
性の DNA マーカー開発を行った。 
自殖ライムギ純系系統において培養カル

ス誘導前後で動いた多型性 DNAを回収し、STS
化を試みた。 

 
(4) トランスポゾン様遺伝子に由来するマ
イクロＲＮＡのクローニング 
トランスポゾンに由来し、遺伝子の転写産

物に作用して翻訳を制御するヘアピン型の
マイクロＲＮＡをクローニングした。遺伝子
発現制御のコアとして用いられているトラ
ンスポゾンの配列部分を同定し、その
non-coding RNA への転換、消長、他の遺伝子
の発現制御について考察した。 

 
① RNAをエビ由来脱リン酸化酵素で脱リン

酸化した。  
② 耐熱性の１本鎖 DNAリガーゼによって３
‘側に RNAアダプターを連結して逆転写反
応後、ＲＮＡを加水分解した。  

③ ５‘側に RNAアダプターを連結し、PCR
法によってｃＤＮＡ化したマイクロＲＮ
Ａをゲルから回収してライブラリーを作
製する。 Revolver と相同部分を持つマイ



 

 

クロ RNA をスクリーニングし、構造を解析
した。  

④ RNAの２次構造を予測した。 
 
４．研究成果 
トランスポゾン様遺伝子 Revolver は A、

S(B)、Dおよび ABゲノムを持つコムギの祖先
種やライムギその他の近縁野生種には存在
しているが、パンコムギの ABDゲノムでは約
１万年の進化の過程で消失している。パンコ
ムギの祖先種やライムギ、オオムギ、チノパ
イラム 、ダシパイラムなどのムギ類の植物
種について、Revolver遺伝子座の構造と塩基
配列を解析して、これら種属の進化的関係を
分析するために、Revolverトランスポゾンの
内部配列をプライマーとする I-PCR法により、
トランスポゾンに隣接する DNA断片を増幅し
た。引き続いて、各トランスポゾン遺伝子座
の隣接領域の塩基配列を決定し、ライムギ染
色体（Secale cereale）、オオムギ染色体
(Hordeum vulgare、H. spontaneum)を添加し
たコムギ系統を鋳型にして隣接配列をプラ
イマーとする PCR によって Revolver トラン
スポゾンが挿入された同祖染色体を決定し
た。さらに、ライムギの染色体に位置づけら
れた Revolver 遺伝子座のプライマーセット
を利用して、ハイファ大学進化研究所との海
外共同研究により、ムギ類の起源地イスラエ
ルの多様な２０の生態系に由来し、遺伝的変
異に富む多様なエンメルコムギ Triticum 
dicoccoides 、 野 生 オ オ ム ギ Hordeum 
spontaneumのコレクション約 220系統につい
て、Revolverの消長を解析し、トランスポゾ
ンの動態を生態ストレスの面から考察した。
エンメルコムギは、現代の４倍体、６倍体の
栽培コムギやライコムギが持つ AABB ゲノム
の祖先種であり、乾燥地、湿地などの多様な
生態系に適応し、コムギ、救荒作物ライコム
ギ育種の遺伝子給源となる野生資源植物で
ある。 
新規のトランスポゾン様遺伝子 Revolver

はライムギ属、Dasypyrum 属などパンコムギ
の改良に有用な資源植物には多数存在する
一方、栽培種パンコムギには極めて少なく、
種間で量的に大きく変動している。Revolver
がどのような環境条件で増幅してきたのか
を検討するため、イスラエルのエボリューシ
ョン・キャニオンにおける、温暖で乾燥した
アフリカ型斜面、冷涼で湿潤したヨーロッパ
型斜面にそれぞれ自生し、劇的に異なる環境
に曝されているオオムギ野生種 Hordeum 
spontaneum のアフリカ型斜面の 46 系統、ヨ
ーロッパ型斜面の 51系統を供試し、Revolver
の構造と発現を調べた。まず、Revolver の
TIR をプライマーにして H. spontaneum のゲ
ノム DNA で PCR を行った結果、0.2～4 kb に
わたる 11個の多様な Revolverが検出された。

次に、H. spontaneum 各系統の根から RNA を
供抽出し、Revolver の cDNA の両末端をプラ
イマーにして RT-PCR を行った結果、ヨーロ
ッパ型斜面の系統では Revolver の標準的な
0.7 kbの転写産物が一定に検出されたが、ア
フリカ型斜面の系統では通常存在しないな
い Revolver の 1 ～2 kbの複数の転写産物が
検出されたうえ、系統間で大きさが変異して
いた。さらに、リアルタイム PCRで Revolver
の発現量を比較した結果、ヨーロッパ型斜面
の H. spontaneum系統はアフリカ型斜面の系
統に対して 1.7 倍強く発現しており、H. 
spontaneum 種内で環境による Revolver の遺
伝的変異が示唆された。また、ライムギから
第２イントロン以降が共通する Revolver の
多様な 5’側構造変異体が検出され、エンメ
ルコムギでは湿潤温暖地域で Revolver のコ
ピー数が多く、乾燥地域では少ないなど、最
近の増幅活性が示唆された。 
Revolver トランスポゾン cDNA ライブラリ

ーの塩基配列を決定した結果、5 クラスに分
類され、第１エキソンの構造が全く異なる完
全長 cDNA が見いだされた。５個の cDNA は、
全長 1597 bp で第２イントロン（1210 bp）、
第３エキソン(301 bp）を持つが、その 5’側
に Revolver にない 86 bp の配列を持ってい
る。他方、４個の cDNAも、全長 380 bpで上
記の 1597 bp の cDNA クローンに対して第２
イントロンを欠くものだった。以上のように、
多様なノンコーディング RNAが転写されてい
る。cDNA の 5’末端から約 100 nt 下流にプ
ライマーを合成して全 RNAとアニーリングさ
せた後，逆転写酵素で伸長反応を行った。プ
ライマー伸長法の結果，転写開始点は cDNA
の 5’末端に対応していた。 
一方、保存性の高い 139アミノ酸残基翻訳

領域を持つ cDNAをベクターpET32a(＋)に Sal 
I と Nco I で消化・連結させて発現ベクター
を作製し、大腸菌 BL21(DE3)、BL21(DE3)PLysS
に形質転換した。これを、シングルコロニー
から A600＝0.6 になるまで培養し、1 mM IPTG
を加えて融合タンパク質の発現を誘導した。
LB 培地では BL21(DE3)PlysS 菌の沈殿上に発
現タンパク質が不溶化したゾル状物質が観
察され、BL21(DE3)菌を TB培地で培養した場
合に約 20 kDa のタンパク質が 10％SDS-PAGE
で検出された。 

染色体 FISH 法により, Revolver プローブ
のドット状で点在するシグナルが 1R 短腕の
中央介在部, 2R短腕の末端近傍の介在部と動
原体付近の 2箇所, 5R短腕の中央介在部と長
腕動原体付近と中央介在部の 3箇所に再現性
高く検出された。この他, 6R 短腕の中央介在
部と長腕動原体付近の 2箇所, 3R長腕動原体
付近, 4R短腕の中央介在部のシグナルも特徴
的であり, Revolverは多コピーのクラスター
で点在していた。 
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