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研究成果の概要（和文）：ネッタイツメガエルで長期間にわたって転移活性を保持している非自律型トランスポゾンT2
-A1, T2-Cの転移酵素を探索した。その過程でゲノム中の転移酵素の進化（増幅・宿主による「家畜化」）を解析する
パイプラインを作成し、ネッタイツメガエルおよびアフリカツメガエルにおける転移酵素の進化を解析した。またツメ
ガエルゲノムの進化過程（とくにアフリカツメガエルの異質倍数体化）におけるトランスポゾンの動態を明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：I explored the transposases that contribute to the mobility of long-lived 
nonautonomous transposons, T2-A1 and T2-C, in the Western clawed frog Xenopus tropicalis. In that 
process, I created an in silico pipeline to analyze the evolution of transposases, and analyzed the 
evolution of transposases in X. tropicalis and X. laevis. In addition, I elucidated the dynamics of 
transposable elements in Xenopus evolution, especially in the allopolyploidization of X. laevis.

研究分野：進化学
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１．研究開始当初の背景 
 「動く遺伝子」であるトランスポゾンは、
一般に宿主にとっては不必要で、転移によっ
て宿主にとって有害な転移を引き起こすな
ど、宿主との間にしばしば軋轢も引き起こす。
そのためトランスポゾンの転移活性を保存
する純化選択は働かない。特に DNA 型トラ
ンスポゾンは「カット＆ペースト」方式で転
移するため、「コピー＆ペースト」方式で転
移するレトロトランスポゾンのような効率
的にコピーを増やす機構をもたないため、一
つの宿主内で長いあいだ転移活性を維持し
て“生き延びる”のは難しい――と従来は考
えられてきた。 
 ところが我々はこの通念をくつがえすト
ランスポゾンを発見した。我々は独自のゲノ
ム情報解析プログラムを開発してネッタイ
ツメガエル Xenopus tropicalisの DNA型ト
ランスポゾン T2-MITE ファミリーの網羅的
探索を行ない、これを 16 サブファミリーに
分類した。そのうちサブファミリーT2-A1と
T2-C はゲノム内で大量に増幅し、現在も転
移活性を保持し、活発な転移により多くの種
内多型を生み出していた。これらはネッタイ
ツメガエルとアフリカツメガエル Xenopus 
laevisが分岐する前からツメガエルゲノムに
存在し、数千万年以上の長い間、転移活性を
保持してきたと考えられた。我々は T2-A1, C
がなぜこれほど“長生き”できたのかに興味
をもち、さらに研究を進めることにした。 
  我々はバイオインフォマティクス的手
法を用いて T2-MITE のネッタイツメガエル
ゲノム内分布を調べた。その結果、T2-C は
他の T2-MITE サブファミリーに比べて遺伝
子の 5’上流近傍に挿入される傾向が強く、
また上流に T2-C が挿入された遺伝子群の空
間的発現様式に強い相関が見られること（た
とえば卵巣で発現が強く、皮膚では弱い傾向
がある）を見いだした。この結果は T2-C な
どの T2-MITE の内部配列が宿主の遺伝子発
現の調節に関与している可能性を示唆して
いた。 
 T2-MITE は内部に転移酵素をコードしな
い非自律的な DNA 型トランスポゾンで、そ
の転移に働く酵素は長い間不明であった。し
かし近年、その候補として新規トランスポゾ
ンファミリーKolobok の転移酵素（Kol 転移
酵素）が浮上してきた。我々はネッタイツメ
ガエルゲノムで Kol 転移酵素遺伝子が 25 の
サブファミリーに分かれ、その多くが単一コ
ピー遺伝子として（つまり自身はトランスポ
ゾンとして増幅するのをやめて）やはり数千
万年以上にわたって保存されてきたことを
見いだした。この事実は T2-MITE と同様に
Kol 転移酵素群にも純化選択が働いてきたこ
とを示唆していた。 
 これらの成果を踏まえ、T2-A1, Cが“長生
き”できた理由について、次の仮説を考えた。 
(1) 25種の Kol転移酵素の少なくとも幾つか
は、T2-A1 and/or Cに対する転移触媒活性を

もつ。 
(2) T2-A1, C は内部に何らかの機能的配列
（たとえば遺伝子発現調節配列）を含む。 
(3) T2-A1, C の転移は、宿主種内に遺伝子/
ゲノム機能の多様性をもたらし、宿主の利益
につながった。 
(4) そのため、T2-A1, Cを転移させる Kol転
移酵素の活性が純化選択により保存された。 
 以上の背景にもとづいて研究計画を立案
した。 
 
２．研究の目的 
 以上の仮説を検証していくために、本研究
ではまず仮説(1)に焦点をあて、いまだ不明な
T2-A1, C を動かす転移酵素を同定すること
を目的とし、その候補である Kol転移酵素の
機能解析を行うことを目的とした。最終的な
目標は、培養細胞において実際に T2-A1, C
を転移させる活性をもつKol転移酵素を同定
することとした。 
 
３．研究の方法 
 上記のように本研究の最終目標は、培養細
胞においてKol転移酵素の活性を証明するこ
とであるが、Kol転移酵素25種類 × T2-MITE
２種類 のすべての組み合わせについてベク
ターを構築し、培養細胞で実験を行うのは非
効率である。そこで当初の計画として、以下
の戦略をとることにした。 
(1)簡便なタンパク質発現系で Kol 転移酵素
タンパク質を合成する。 
(2) 合成した Kol 転移酵素の試験管内での
T2-A1, C 末端配列への結合能を指標にして、
ゲルシフトアッセイ等の方法で候補を絞り
込む。 
(3)そこで絞り込んだ候補について、T2-A1, C
に対する切り出し活性を培養細胞内で調べ
る。 
(4)T2-A1, C の転移触媒活性を培養細胞で確
認する。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌を用いたKol転移酵素タンパク質
の発現系を構築した。PGEX 系ベクターと大腸
菌 BL21 系株を用いた系、分子シャペロンを
導入した大腸菌を用いた系、コールドショッ
ク発現系等での合成を行い、Kol 転移酵素タ
ンパク質の発現を確認した。また大腸菌内で
Kol 転移酵素タンパク質によるトランスポゾ
ン切り出し活性を検出する系の構築も試み
た。しかし後者についてはまだ成功に至って
いないのでさらなる条件検討を行う必要が
ある。 
 
(2) 無細胞系を用いたKol転移酵素タンパク
質の試験管内発現系を構築した。これを用い
てT2-MITEの末端配列への結合性をゲルシフ
トアッセイで調べた。また試験管内でのプラ
スミドからのT2-MITEトランスポゾン切り出
し実験系の構築を試みた。しかしこれらのア



ッセイでは、現在のところ活性の検出には至
っていない。今後、他の系を用いて合成した
タンパク質について活性を検討する予定で
ある。 
 
(3)これらの実験と並行して、研究期間中に
公開されたアフリカツメガエル Xenopus 
laevis のゲノム情報を参照して、より実験
に適切な酵素-末端配列の組合わせを探す
方針をとった。ゲノム配列から転移酵素を
探索・分類するパイプラインを作成し、こ
れを用いてアフリカツメガエルのゲノム解
析を行ない、ネッタイツメガエルとの比較
を行なった。これによりツメガエルにおけ
る Kol 転移酵素の進化の様相を明らかに
した。 
 
(4)上記のパイプラインを応用して、転移酵
素の保存性の高さがKol転移酵素に特異的
なのか、それともツメガエルのトランスポ
ゾンの一般的な特徴なのかを調べた。
piggyBac, Harbinger, Mariner, hAT等の
DNA 型トランスポゾンスーパーファミリ
ーについて解析を行い、Kol 転移酵素と比
較した。その結果、Kol 転移酵素は DNA
型トランスポゾンの中でも特に保存性が高
く、宿主にとって有益な働きをするように
進化してきたことが分かった。 
 
(5)上記の解析に加えて、アフリカツメガエ
ルにおける T2-MITE の進化の解析も行っ
た。我々が開発しネッタイツメガエルの解
析でも用いた TS-clustering の手法を用い
て T2-MITE の網羅的探索および分類を行
い、両種における T2-MITE の構成の比較
を行った。 
 
(6)上記(3)~(5)のようなアフリカツメガエ
ルのゲノムの解析を行うためには、そのゲ
ノム構造を明らかにする必要があった。特
にアフリカツメガエルは異なる 2種の祖先
種の雑種に由来する異質 4 倍体に由来し、
倍数体化後の進化過程で 2種のゲノムが異
なる役割を果たしてきた可能性がある。こ
れを調べるためには、アフリカツメガエル
の核型を構成する染色体のうち、どれがど
ちらの祖先種に由来するかを明らかにする
必要がある。しかしこれまで、各染色体の
由来は不明であった。 
 このような背景のもとで、アフリカツメ
ガエルゲノム解析国際共同研究プロジェク
トに参画し、トランスポゾンを用いて各染
色体の由来を判定することをめざした。具
体的には、両祖先種が別種として進化して
いた時期に一方の系統でのみ増幅・転移し
ていたトランスポゾンがあれば、その分布
を指標に染色体の区別ができると考えた。
そこで、これまで我々が蓄積してきたトラ
ンスポゾンの解析手法を用いて、いずれか
一方の祖先種の染色体に特異的に分布する

トランスポゾン由来配列を探索した。その
結果、一方の祖先種（A種）由来の染色体
に 特 異 的 な ト ラ ン ス ポ ゾ ン 1 種
（Harbinger スーパーファミリーに属す
る）と、他方の祖先種（B種）由来の染色
体に特異的なトランスポゾン 2 種
Harbinger スーパーファミリーおよび
Marinerスーパーファミリーに属する）を
見出した。これらを用いてどの染色体がど
ちらの祖先種に由来するかを判別すること
が可能となった。その結果、A種に由来す
る染色体は B 種に由来する相同な染色体
（同祖染色体）に比べて例外なく長さが長
いことが明らかになった。この成果はアフ
リカツメガエルにみられる倍数体化後のゲ
ノム進化の解析のための基盤となるもので
ある。 
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