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研究成果の概要（和文）： 

 

野生集団が持つ遺伝的変異の機能を解析するために、ミヤマタネツケバナ(Cardamine 

nipponica)の野生集団に複数のアミノ酸置換を伴った対立遺伝子を持つ PHYE に着目し

た。まず、大腸菌でタンパク質を発現させるためのベクターに PHYE を挿入することに成

功した。特に、特定のアミノ酸置換の影響を評価するために、対立遺伝子の間で異なるア

ミノ酸残基を入れ替えたキメラ配列のコンストラクトを構築することができた。また、植

物（シロイヌナズナ）に遺伝子導入し、強発現するためのベクターに PHYE を挿入するこ

とに成功した。当初の目的であるタンパク質や植物体における機能解析を終えることがで

きなかったが、これらの成果は今後の研究で野生集団が持つ変異の機能を明らかにするた

めに有効な進展である。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 
I have focused PHYE in Cardamine nipponica that have two alleles distinguished by several 

amino acid replacements in wild populations. At first, I succeed cloning PHYE into a vector to 

induce protein synthesis in E. coli. In particular, I made chimeric constructions that exchanged 

some amino acid replacements between alleles. In addition, I made construct of PHYE to apply 

transformation of Arabidopsis thaliana. Because PHYE is a large gene (ca. 3600 bp in protein 

coding region), I took much time for cloning and failed to obtain sufficient data about functional 

differences of alleles of PHYE. Nevertheless, my progress could contribute future work to unravel 

functional differences of alleles found in wild populations. 
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生物の野生集団に見られる遺伝的変異は、

多様な生物を生み出す進化の根源である。こ

れまでの生物多様性の研究では、遺伝的変異

を定量的に明らかにすることに主眼が置か

れており、変異が生み出す生理的な機能の差

を明らかにする研究は十分に行われていな

い。 

これまでに２種の高山植物（ミヤマタネツ

ケバナ：アブラナ科、コメバツガザクラ：ツ

ツジ科）の野生集団が持つ、植物の赤色光受

容体であるフィトクロム遺伝子の変異を解

析してきた。その結果、植物が複数持つフィ

トクロム遺伝子（シロイヌナズナでは 5 種

類：PHYA-PHYE）のうち、PHYE は自然選択を

受け、地域適応に関わっていることが明らか

になった。その一方で、この PHYE には数多

くのアミノ酸置換を伴う変異が保持されて

おり、進化的な制約が弱いことも示されてき

た。このような“進化的な制約の弱い遺伝子

が地域適応に関わる”と言う逆説的な発見か

ら、野生集団に保持される遺伝的変異は、生

理的な差違を生み出すことで、より適応的な

変異が自然選択され、適応進化に寄与する、

という仮説が考えられた。 

フィトクロムは、植物に普遍的に見られ、

生育地における光環境をモニターし、発芽や

開花のタイミングといった植物の生活史を

制御する中枢としての働きを持つ。そのため、

モデル植物であるシロイヌナズナにおいて、

変異株を用いた研究が盛んに行われている。

こうした背景から、PHYE における変異は、野

生集団に保持される遺伝的変異の意義を明

らかにする上で、優れたモデル系となること

が期待される。 

 

２．研究の目的 

 

生物の野生集団に保持される遺伝的変異

は、生物の多様性を生み出す根源である。本

研究では、植物の環境適応において重要な役

割を果たす、赤色光受容体であるフィトクロ

ムに着目することで、植物の野生集団に保持

される遺伝的変異が、生理的な差違を生み出

すものであるか否かを検証する。特に、シロ

イヌナズナを用いたトランスクリプトーム

という汎用性のある手法を実践的に構築す

ることで、野生集団に保持された遺伝的変異

が持つ機能的な意義を解明するための礎を

築くことを目指す。 

 

３．研究の方法 

 

野生集団が持つ PHYE 遺伝子の変異をそれぞ

れクローニングする。その上で、この遺伝子、

シロイヌナズナの変異株（PHYE 欠損変異株）

に形質転換した上で、その機能への影響をト

ランスクリプトーム解析によって検出する。 

 

（１）コンストラクトの作成 

形質転換に用いるコンストラクトの作成

には、市販のキット（Invitrogen 社・Gateway

システム）を用いることで、35S プロモータ

ーにより植物内で PHYE を強発現させるため

のコンストラクトを作成する（P35S::PHYE）。 

ミヤマタネツケバナにはアミノ酸置換を伴

い大きく配列の異なる対立遺伝子が 2種類あ

る。これらの対立遺伝子をクローニングする

ことに加えて、機能的に重要な役目を担うと

考えられるアミノ酸置換のみを対立遺伝子

間で入れ替えたキメラ状の PHYE（2 種類）を

クローニングしコンストラクトを作成する。

これらのコンストラクトを用いてシロイヌ

ナズナの phyE欠損変異株に遺伝子導入する。 

 

（２）トランスクリプトーム解析 

マイクロアレイ（GeneChip® Arabidopsis 



ATH1 Genomes Array，Affymetrix 社）を用い、

シロイヌナズナの野生株・phyE 欠損株・4つ

の形質転換株の 6者の間における遺伝子発現

パターンの差違を明らかにする。発現パター

ンの比較をすることにで、PHYE の野生集団に

保持される変異が、生理的な影響をもたらす

か否かを検証する。 

遺伝子発現量は個体間の微環境における

違いによるバラツキが見られる可能性もあ

る。そこで、本研究では、１０個体を１セッ

トとして、４セット分の RNA をまとめること

で、１サンプル（10 個体×4 セット⇒40 個体

分）として扱い、個体間のばらつきを少なく

するための工夫をする。また、１解析あたり

２サンプル用いることで、反復した解析を行

う。 

シロイヌナズナにおいて、PHYE は、種子で

強く発現していることが知られている

（Winter et al. 2007. PloS One）ため、発

芽形質に関わる可能性が高い。また、phyE 欠

損株を用いた発芽実験からも、PHYE が低温条

件下における発芽に対して、大きな役割を果

たしていることが知られている（Heschel et 

al. 2007. New Phytologist）。このような理

由から、本研究では、発芽時における遺伝子

発現パターンに着目したトランスクリプト

ームを行う。特に、phyE 欠損株は１０℃にお

ける発芽形質に対して顕著な影響を持つの

で、１０℃に播種した種子を解析に用いる。 

遺伝子発現パターンが、発芽のステージと

共に変化する可能性の影響を回避するため、

播種３日目と発芽直後の２つの異なるタイ

ミングで RNA を抽出し、それぞれを別個にト

ランスクリプトームにより解析する。 

 

４．研究成果 

（１）植物を形質転換するための PHYE のク

ローニング 

ミヤマタネツケバナ（アブラナ科）が持つ

PHYE の全長を植物に形質転換し、35S プロモ

ーターで発現させるためのベクターにクロ

ーニングすることに成功した。クローニング

が当初の予定よりも難航し、GateWay システ

ムなどの様々なシステムを試した結果、

InFusion システムを使用したことで、ベクタ

ーに組込むことができた。 

 

（２）タンパク質を合成するための PHYE 遺

伝子のクローニング 

トランスクリプトーム解析で結果を出す

ことまでは時間的に難航することが予想さ

れたため、タンパク質レベルで野生集団にお

ける変異がもつ機能の差を分析することを

目指した。フィトクロムのタンパク質におけ

る生化学的性質を明らかにする研究は既に

報告（Oka et al. 2004,2008）があるため、

これらの論文の代表者である京都大学・長谷

あきら教授の指導のもとで、実験を進めた。

ミヤマタネツケバナの PHYE 遺伝子を大腸菌

に導入することで PHYE を合成するためのベ

クターに組込むことに成功した。 
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