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研究成果の概要（和文）：イネの機能未知遺伝子の解析には、これまでにない変異を持つ系統の開発が有効であ
る。イネ内在性のDNAトランスポゾンnDartは非自律性で、ゲノム中に一因子の自律性因子aDartから供給される
転移酵素によって転移が引き起こされ遺伝子領域に挿入し易い性質を持っている。nDart/aDartをコシヒカリに
導入したnDart-Koshiダグライン系統を創出し、3年で9000個体の変異系統を育生したので、全挿入領域の同定に
向けて解析をおこなった。また、しばしば優性の変異体も出現するので、その中で不完全優性でわい性となる突
然変異体Bdt1変異体の原因遺伝子を同定し、優性となる原因を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To analyze functions of unknown genes of rice, it is required to develop 
effective gene analysis system which carry the new mutaion. Rice endogenous DNA transposon, nDart 
elements were non-autonomous  element which were transposed by transpoase protein expressed by an 
autonoumous aDart1-27. Most of insertion sites identifed of nDart were found at genic region. 
nDart/aDart1-27 system was induced into a rice variety Koshihikari,  named as nDart-Koshi-Tag line. 
The rice endogenous DNA transposon nDart elements were successfuly exploited as mutant line. 3000 
MK-1 plants per year were grown for three years. For reverse genetic analysis, identification of 
insertion sites of nDart have advanced.

研究分野： 植物分子遺伝
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１．研究開始当初の背景 

 転移因子・トランスポゾンの転移は遺伝子

を破壊し、時に新しい遺伝子を創生してきた。

イネゲノムの 30％はトランスポゾンである

が、トランスポゾンの活発な転移は有害であ

るので、通常はエピジェネテックやジェネテ

ィクな抑制を受けている。イネには 3万以上

の遺伝子や解析されていないゲノム領域が

あり、その機能の解明にはトランスポゾンを

用いた挿入変異体が有用である。イネ突然変

異体の作出には、外来のトランスポゾンや内

在性のレトロ因子 Tos17 も利用されてきた

が、挿入領域の指向性などもあり、全ての遺

伝子の破壊にはいたっていない。申請者はイ

ネ内在性DNAトランスポゾンnDart(エヌダー

ト)を同定して(Tsugane et al. 2006 Plant 

J.)、その転移に関与する因子の同定や挿入

領域の解析を行った。nDart はカット＆ペー

スト転移をする非自律性因子で、転移には転

移酵素を供給する自律性因子 aDart (エーダ

ート)が必要である。約 100 系統のイネの解

析から、8 系統が自律性因子活性を持つこと

を見いだし aDartを同定した。詳細にゲノム

が解読された日本晴は、aDart 配列を持つの

に nDartは転移しない。その理由はエピジェ

ネティクな修飾のうち、DNA のメチル化で

aDart から転移酵素の発現が抑制されていた

事を明らかにして、自律性因子活性がない系

統でもDNAの脱メチル化によって一世代だけ

活性化させる方法も確立した。興味深い事に、

自律性因子になりうる因子は調べたほぼ全

てのイネの同一の染色体・位置・配列で存在

しているのに、特定の系統だけで活性化され

ている。この nDart/aDartシステムの解析か

ら、トランスポゾンによる遺伝子へのタグ

（札）付け（遺伝子タギング）に適した以下

の性質を明らかにした。 

 

 nDartは遺伝子領域に挿入し易い。150ヶ

所の新規挿入部位の62％が遺伝子領域

であった 

 変異体の出現頻度が非常に高い。これま

での育成した9,000個体（オリジナルタ

グライン）の解析から50％の割合で表現

型に異常がみられた 

 原因遺伝子の同定法が確立している。

AFLPを改変したDartトランスポゾンデ

ィスプレイ法によって、nDartが挿入し

て引き起こされた変異の原因遺伝子の

同定を簡便に行なえる(Takagi, et al. 

2007 GGS ) 

 劣性変異だけでなく優性変異も分離す

る。穂の粒数が増加する優性変異体

(Ikeda et al. 2009 Plant J.)も分離し、

挿入場所によって遺伝子発現の上昇や

発現時期を狂わせていることもあった。 

 イネゲノム中ではnDartのみ転移して

aDartは転移しない。aDartの遺伝分離に

因って変異体の表現型は安定になる 

 
２．研究の目的 

 イネの未知遺伝子やゲノム領域の解析には

これまでにない変異系統の開発が必須である。

申請者はイネ内在性のDNAトランスポゾン

nDartを同定して解析を行ってきた。nDartの

転移は自然栽培条件下で高効率に遺伝子領域

に起こり、機能欠損だけでなく機能獲得型の

変異体も得られ、不活化も可能な無双・無比

な変異原である。nDartの転移システムを交配

によってコシヒカリに導入し、遺伝子破壊系

統（nDart-Koshiダグライン）を育成した。そ

こで既に確立しているnDartの挿入領域決定

法を次世代シーケンサー用に改変して利用し、

全ての新規挿入領域を明らかにして、高効率

で遺伝子やゲノム領域の機能解析を行える系

を確立することを目指す。nDartの転移が独立

におきる穂別のnDart-Koshiタグラインを育

成しnDartの新規挿入領域を全て明らかにし

て、順遺伝学的解析だけなく、逆遺伝学的な

解析を行える高効率で有用なイネの遺伝子の

機能を解析できる新しい仕組みを立ち上げる

事を目指す。 



 nDart挿入領域を全て決定する新たな手

法の確立 

従来のAFLP法を改変したnDart-トランスポゾ

ン・ディスプレイ法(Takagi, et al. 2007 

GGS )を更に改良して、次世代シーケンサーに

適応する(NGS-nDartTD)法を確立する 

 新たなに出現した突然変異位について

原因遺伝子を同定し遺伝子機能を明ら

かにする 

 
３．研究の方法 

 従来のDartトランスポゾンディスプレイ法

から以下の3点を改良した。第1は制限酵素処

理を物理的切断に変えた(図1-改良点1)。この

変更によって、ゲノム全体の検索を行うため

に複数の制限酵素処理を行う必要がなくなり、

一度の反応でゲノム全体の解析が可能となる。

第2はアダプターを非相補のフォークアダプ

ターを用いる所である（改良点２）。フォー

クプライマーを利用し、nDartの挿入領域以外

の非特異的な増幅を抑制することが可能であ

る。第3は系統を同定するために3次元化した

DNAプールを作製して出発材料しているので、

フォークプライマーと対でタグ付きプライマ

ーを用いタグの解析で3Dプールから系統を同

定する（改良点3）。次世代シーケンサーを使

わない予備的な実験で、物理的切断とフォー

クアダプター処理によりnDartの挿入領域を

効率よく行えることが判明した。 

 
４．研究成果 

 3 年間で nDart-Koshi ダグライン育成集団

9000 個体を育成し、その中から様々な変異

体が選抜した。これまでの 8000 個体の従来

の系統に加え 17000 個体を育成したことに

なる。そこで NGS-トランスポゾンディスプ

レイを開発するために条件検討を行った。

当初は窒素ガスを用いてシェアリングを行

っていたが、超音波を用いた手法の方がよ

り均一のサイズに DNA を断片化できるので

こちらの方法に改変した。まずは、小スケ

ールで行ったテストランのデータ解析を行

っており、いくつかの挿入配列を明らかに

したので、より詳細な評価を今後は行って

行く予定である。変異集団からは様々な変

異体も分離したので解析した。 

 

 アルビノ変異体 swl1の解析 

アルビノ変異は、光合成や植物の発達に重

要な遺伝子に欠損を持っていると考えられ

るが、通常は枯死してしまうので、解析が

難しい。我々は nDartの挿入によってアル

ビノ変異と正常な緑色の斑を持つ変異体

snow white leaf1-varigeted(swl1-v)を生

育し結実させることができた。slw1-vの後

代からは、nDartが転移しないアルビノ表

現型のみを示す swl1-stble変異体も選抜

することができる。原因遺伝子を同定した

ところ、ドメインや機能が全く解析されて

いない新奇の遺伝子であった。swl1遺伝子

のパラログは、ランソウには存在しないが

コケから木本植物にまで保存されているこ

とから、光合成に直接関与する遺伝子では

なく、色素体の発達に関与することが予想

された。様々な発達段階の植物を用いた解

析から SWL1遺伝子のｍRNA は、様々な組織

で恒常的に発現しているが翻訳段階で非常

に厳密に制御されており、葉緑体の発達に



従って翻訳される量が上昇し、チラコイド

膜の発達に必須であることを明らかにした

(Tsugane-Hayashi et al. 2014)。 

 不完全優性でわい性となる Bdt 変異体

の解析 

不完全優性で分げつが増えわい性となる

Bushy dwarf tiller1変異体(Bdt1変異体)を

分離した。nDart の挿入領域を容易に特定で

きる nDartトランポゾン・ディスプレイ法を

用いて原因遺伝子の解析を行った。Bdt1変異

の原因は、miR156d 遺伝子のプロモータ領域

への nDart の挿入であった。miR156d は、植

物で広く保存されている発生に係わる遺伝

子の発現を制御しているマイクロRNAである。

解析により野生型の miR156d転写産物は、マ

イクロ RNA として機能できない mRNA が大部

分を占めているのに対し、Bdt1変異体は機能

できる mRNA が増えている事が判った。この

原因は、nDart の挿入により転写開始点が上

流 に 変 化 し て い る こ と で あ っ た

（Tsugane-Hayashi et al. 2015）。 
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