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研究成果の概要（和文）：遺伝的に遠い両親間の交雑後代では、通常のメンデル遺伝では説明で

きないような、エピジェネティックな遺伝子発現変動が生じると考えられている。本研究では

ミヤコグサの遠縁交雑集団において、両親と比較して発現変動した転写産物を複数同定した。

またその一つであるレトロトランスポゾンについて、エピジェネティックマークの１つである

DNA メチル化の変動を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：Hybridization between distantly related species has been regarded 
as a stimulus inducing epigenetic changes in gene expression profiles in the progeny. This 
study identified gene expression changes in the progeny of crosses between different Lotus 
species. 
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１．研究開始当初の背景 
 遠縁交雑は、例えば耐病性など、栽培種の
集団中に見いだせない質的形質を野生種か
ら導入する際などに、植物育種の手法として
利用されている。遠縁交雑には、野生種由来
の栽培に適さない性質を除く必要や、栽培種
と野生種間の生殖的隔離の問題があるため、
多くの場合、交雑 F1 に栽培種を戻し交配す
る戦略がとられる。しかし今後は、DNA マ
ーカーの高度化が進むにつれ、野生種由来の
量的形質利用の試みが増えると考えられ、そ
こでは、野生種由来のゲノムと栽培種由来の
ゲノムが共存する期間がこれまでよりも長
期化すると考えられる。 
 以前から、遠縁交雑の後代では通常のメン
デル遺伝では説明できないような表現型が

出現する事があると言われてきた。遠縁交雑
後代について遺伝子発現プロファイルの変
動を解析した研究は複数行われているが、多
くは F1、あるいは F1 の染色体が倍数化した
個体と、交雑両親との遺伝子発現プロファイ
ルの比較解析であった。それらの解析では、
ヘテロシスとの関連が考えられる遺伝子群
の発現の変化や、トランスポゾンのサイレン
シングの解除が報告されている。トランスポ
ゾンは通常、エピジェネティックなサイレン
シングを受けている事が知られており、遠縁
交雑後代で生じる遺伝子発現プロファイル
の変動には、エピゲノムの変動が関与してい
る可能性が考えられている。 
 遠縁交雑は、互いに多型を蓄積したゲノ
ム・エピゲノムが接合する現象であり、その
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子孫ではゲノム・エピゲノムの新しい平衡状
態が形成されるまでの間、不安定な状態が続
くと考えられる。この不一致により、遠縁交
雑育種では、本来抑制されていた遺伝子が活
性化されたり、逆に活性状態の遺伝子が抑制
される現象が生じうる。前述のように、野生
種の量的形質を利用しようとする際など、速
やかに戻し交雑を行わない場合は、ゲノム・
エピゲノムの不一致が長期化すると考えら
れるが、遠縁交雑の F2 以降に生じる遺伝子
発現の変化に関しては、解析例が少なかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、植物の遠縁交雑により誘導さ
れるエピジェネティックな遺伝子発現変化
に規則性を見いだし、変化が生じる原因を明
らかにする事を最終的な目的とし、その第一
段階として、遠縁交雑により構築された組み
換え近交系（以降 RIL）集団において、親と
比較して発現変動している転写配列を同定
することを試みた。また、解析材料とした
RIL 集団において、エピジェネティックな活
性化が生じていたレトロトランスポゾンに
ついて、その活性化の様式を解析した。 
 
３．研究の方法 
 材料として、マメ科モデル植物であるミヤ
コグサ (Lotus japonicus)の 2 つの遠縁交雑
RIL 集団を用いた。2 つの RIL 集団において
共通に利用された交配親は、ミヤコグサのア
クセッション B-129(岐阜県由来)であった。
B-129 に対する交配相手には、ミヤコグサ近
縁種 L. burttii（パキスタン由来）、近縁種 L. 
filicaulis (アルジェリア由来)のそれぞれが用
いられていた。また、ミヤコグサの B-129 ア
クセッションと MG20 アクセッションの間
で構築された、種内交雑 RIL 集団も必要に応
じて解析に用いた。これら RIL 集団の他に、
RIL 集団の親系統や、F1 等を解析に用いた。 
 本研究でミヤコグサ遠縁交雑 RIL 集団を
用いた理由の１つとして、それらにおいて
B-129 内 在 の レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン
LORE1a (Lotus Retrotransposon 1a)の転移
が生じていた事が挙げられる。我々の過去の
研究から、LORE1a は通常エピジェネティッ
クなサイレンシングを受けており転移しな
いが、培養細胞からの再分化個体において確
率論的に活性化されることが分かっている。
ミヤコグサの遠縁交雑集団においても
LORE1a のエピジェネティックな活性化が
生じたと考えられたため、LORE1a と同様に
エピジェネティックな転写変動を起こして
いる遺伝子が他にも存在するのではないか
と考えたのが、本研究の動機の１つであった。
そこで、LORE1a の配列における DNA メチ
ル化の変動についても解析を行い、遠縁交雑
集団で起こりうるエピジェネティック変動

の様式を知るためのモデルとした。 
 
４．研究成果 
(1) 遠縁交雑集団における LORE1a の活性
化について 
 B-129 と L. filicaulis の間の RIL 集団（以
降 L. filicaulis 集団）、B-129 と L. burttii の
間の RIL 集団（以降 L. burttii 集団）のそれ
ぞれから、LORE1a が活性化状態にあり、新
しい転移を起こしているF6またはF7世代の
個体を 2 個体ずつ、計４個体同定していた。
これら４個体においては、LORE1a の転写量
が上昇していた。これらの個体について、
LORE1a のプロモーターを含む 5' LTR  
(Long Terminal Repeat) 配列の DNA メチ
ル化を解析したところ、4 個体全てで DNA
メチル化レベルが大幅に低下していた。次に、
遠縁交雑集団内の系統のうち、LORE1a の転
移を起こしていない系統について同様に解
析したところ、これらの個体においても
LORE1a 5' LTRのDNAメチル化レベル低下
が生じていた。以上から、LORE1a の 5' LTR
における DNA メチル化低下は、遠縁交雑集
団内で広く誘導されたが、そのうち転移に至
る個体と至らない個体が生じた可能性が示
唆された。トランスポゾンの DNA メチル化
に は 、 RdDM (RNA dependent DNA 
methylation) の機構が関与している事が知
られている。遠縁交雑集団の両親系統や F1、
遠縁交雑集団内の LORE1a 転移個体と非転
移個体などを解析対象に、LORE1a の LTR
配列（LORE1 ファミリーに共通の配列であ
り、LORE1a に特異的ではない）をプローブ
として small RNA ノーザンを行ったところ、
解析した全てのサンプルにおいてシグナル
が検出された。以上から、LORE1a を含む
LORE1ファミリーを標的とした siRNAの供
給は、遠縁交雑集団内において安定している
と考えられたので、現時点では、LORE1a の
DNA メチル化低下が、siRNA の供給不足に
よる RdDM の不全による可能性は低いと考
えている。 
 
 (2) LORE1a 転移個体のトランスクリプト
ーム解析について 
 前述した 4 個体の LORE1a 転移個体と、
B-129, L. filicaulis, L. burttii の計７系統を
解析対象として、RNAseq によるトランスク
リプトーム解析を行った。解析には花と葉の
２組織を用いた。それぞれの組織から抽出し
たポリ A RNA を鋳型とし、dUTP 法による
directional RNAseq ライブラリーを作製し、
Illumina Hiseq 1500 により片側 50bp ずつ
のペアエンドリードを得た。こうして、各植
物系統について約 2 億リードペアずつの配列
情報を得た。 
 ミヤコグサのゲノム情報は MG20 アクセ



ッションを基に整備されている。今回
RNAseq 解析を行った植物材料はいずれも
MG20 ではないので、それぞれの塩基配列は、
MG20 に対して多型を持つ。この事は、以降
の発現変動転写産物同定解析の結果に影響
を与える可能性が考えられたので、データ解
析の方法として次の２つを試みた。１つは、
前述の多型の問題を無視して、ミヤコグサゲ
ノム情報から推定された cDNA 配列をリフ
ァレンス配列として、リードをそのままマッ
ピングし、各 cDNA 配列あたりの発現量情報
に変換する方法である。もう１つは、７系統
の各々において、リードの de novo アセンブ
ルを行い、得た de novo アセンブル配列（以
降 de novo 配列）に対しリードをマッピング
させ、発現量情報を得る方法である。前者に
関しては、例えば葉のリードについて、B-129
では全リードの約 70%、L. filicaulis では約
65%が cDNA 配列にマップされた。両者の
5%のマップ効率の違いは、MG20 との塩基
配列多型レベルを反映していると考えられ
た。一方後者の解析として、転写の方向性を
考慮した Trinity の解析により、各系統から
約 20 万ずつの de novo 配列を得た。この de 
novo 配列をリファレンスとしてリードをマ
ップしたところ、全リードの約 90%がマップ
された。cDNA 配列を用いた場合に比べ 20%
程度のリードマッピングの効率向上が見ら
れた事から、、de novo 配列には、推定 cDNA
配列ではカバーされていない転写産物が含
まれる事が示唆された。しかし、de novo 配
列は系統間の配列多型レベルが大きく、系統
間でアリルと考えられる配列を対応づける
ことが困難であったため、発現変動遺伝子の
予測精度が著しく低下する問題が生じた。こ
れらの検討をふまえ、次に説明する発現変動
転写産物の同定は、前者の解析方法で得た結
果をもとに行った。 
 リファレンスとして用いた 9 万 8 千の
cDNA 配列のうち、LORE1a 転移が生じてい
た 4 個体において、RIL 集団の両親と比べて
転写変動した配列を、DESeq を用いて選抜し
た。その結果、4 個体 2 組織の計 8 データ集
団のうちのいずれかで転写変動が見られた
cDNA 配列は、計約 300 個あった。そのうち
6 割は転写上昇、4 割は転写減少、若干数が
転写上昇と減少の両方が RIL 集団ごとに異
なって見られた。転写変動した cDNA 配列の
1 割程度はトランスポゾンまたはトランスポ
ゾン関連配列であり、その中に LORE1 配列
も含まれていた。8 データ集団の全てで転写
変動していたのは、LORE1 配列ともう１つ
の cDNA 配列の 2 つのみであった。転写変動
cDNA配列の約半数はシロイヌナズナの機能
遺伝子と相同性があった。それらの cDNA 配
列の機能分類を、シロイヌナズナのホモログ
の遺伝子オントロジーに従って示すと、図１

のようになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１. 発現変動 cDNA 配列の遺伝子オントロ
ジーの分類 
 各 cDNA 配列に対応するシロイヌナズナ
のホモログの Biological process のカテゴリ
のオントロジー情報に基づき分類を行った。 
 
 同定した転写変動の中には、エピジェネテ
ィックな原因によるものと遺伝的原因によ
るものの両方が含まれていると考えられる。
今後は、転写変動 cDNA をコードしている遺
伝子のエピジェネティックマークの変動解
析等を通じ、エピジェネティックな要因によ
る現象を同定し、それらの変動が遠縁交雑集
団においてどのように生じたのか解析を行
う。LORE1 配列と同様に 8 データセット全
てで転写変動していたもう１つの cDNA 配
列については、LORE1a の活性化との因果関
係を検討する。また、de novo 配列にのみ含
まれている転写産物から得られる情報を加
え、転写変動 cDNA 配列同定の網羅度を向上
させる。 
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