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論 文 内 容 要 旨

緒言

トラ ンス ポゾ ン とは転 移 性遺伝 因子 で、 ゲ ノ ム上 のあ る部分 か ら切 り出 され

て他 の部位 に挿 入 され る。 トラ ンス ポ ゾ ンの挿 入 に よる遺伝 子 の不 活性化 が起

こ る と突然 変異 体 が得 られ 、 トランスポ ゾ ンの塩基 配 列 を手 が か りに して 、 タ

グ され た原 因遺伝 子 を クロー ニ ングで きる。 この ように、 トラ ンスポ ゾ ン ・タ

ギ ングは遺伝 子 の ク ローニ ング と機 能解析 に有 効 な手 法 で あ る。 トウモ ロ コシ

の トラ ンスポ ゾ ンAcrに 由来す るAc/Ds系 は、Acの 持 つ転 移 酵素(AcTP)を

利 用 して非 自律 性 のDsを 転 移 させ る シス テ ムで あ る。 この系 は特 に シロ イヌ

ナズ ナの解 析 に多 く用 い られ てい るが 、イ ネで の報告 は少 な く、 詳 しい解 析 は

され て い ない 。

本実 験 で は、Ac/Ds系 を利 用 して、① イ ネ にお けるDs転 移 パ ター ンの解 析

を行 った。 さ らに、Dsベ ク ター に味噌 ・醤 油 酵母 由来 の部位 特異 的組換 えの

認 識配 列(R⑨ を組 み 込 む こ とで、② 部位 特 異 的組換 え を利 用 した イネ染色 体

欠失 の誘 発 を試 みた 。 そ して、2つ の系 を組 み合 わせ る こ とに よ り(Fig.1)③

イ ネ遺伝 子破 壊 シス テ ム を開発 す る こ とを 目的 とした。

第 ユ章.40/Ds系 を利 用 した トラ ンス ポ ゾ ン ・タギ ン グ

1)イ ネへ の 遺 伝 子 導 入 とDsを 含 むT-DNA挿 入 部 位 の 解 析

ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 を用 い て 、Dsベ ク タ ー2種 類(1-RS/dAc-1-RS及 び

HmRDs)、35Sプ ロ モ ー タ ー(35Sp)にAcTPのcDNA部 分 を 連 結 し た

35Sp::AcTP、 及 びL35SpにR組 換 え 酵 素 遺 伝 子 を 連 結 した ベ ク タ ー で あ る

pGAHdNR(Fig.2)を そ れ ぞ れ イ ネ に遺 伝 子 導 入 した 。 得 られ た 形 質 転 換 体 に

つ い て 、サ ザ ン プ ロ ッ ト分 析 を用 い て 導 入 遺 伝 子 の確 認 を行 っ た 。2種 類 のDs

ベ ク タ ー を導 入 した イ ネが 合 計20個 体 得 られ 、 そ の う ちDsが1コ ピ ー導 入

さ れ た もの は7個 体 で あ っ た 。AcTP及 びR組 換 え酵 素 導 入 イ ネ は 、各2個 体

ず つ 作 出 した 。
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Dsを 含 むT-DNA挿 入 位 置の マ ッピ ング を 目的 と して、1コ ピーDs導 入 個

体 のゲ ノ ムDNAを 材 料 に、T-DNA挿 入部 に隣…接 す るゲ ノム領 域 の クロ ーニ ン

グ を行 っ た。1-RS/dAc-1・RS導 入系 統#d5のLB隣 接 領 域 をTAILPCRを 用 い

て クロ ーニ ング し、'イネのRFLP連 鎖 地 図上 にマ ッ ピング した ところ、』第11

番 染 色 体 の短腕 に位 置 してい る こ とが 分 か った(Fig.3)。11番 染 色 体 に は、

い もち病 耐 性 な どの耐病 性 遺伝子 が 数 多 く存在 してい る。 トラ ンス ポ ゾ ンは比

較 的 同一 染 色 体 上 の 近傍 に転 移 しや す い性 質 を持 つ こ とが報 告 され て お り、

#d5由 来 のDs転 移 系統 を数多 く展 開す る こ とに よって、耐 病性 遺伝 子 を タグ

で きる と期待 され た。

2)Ds導 入 イ ネ とAcTP導 入 イ ネ の 交 配 及 びF1個 体 の 体 細 胞 にお け るDs切 り

出 しの検 出

DsとAcTPを 共 存 させ てDsの 転 移(transposition)を 誘 導 す る た め 、Dsが

1コ ピ ・一導 入 され た系 統 と、AcTP導 入 個 体(#A1及 び#A2)を 交 配 した 。 本

論 文 で は 、Dsの 切 り出 し(excisioh)が 起 こ り、 そ れ が 再 挿 入(re-insertion)さ

れ た 場 合 を転 移(transposition)と 記 述 した 。PCR法 を用 い てF1の 葉 でDsの

切 り出 しが 起 きて い る か を調 べ た 。 そ の 結 果 、Ds系 統#d3及 び#d5に 由 来

す るF、 個 体 でDsの 切 り出 しを示 す260bpの バ ン ドが 検 出 され た(Fig.4A)。

これ よ りF1の 体 細 胞 でDsの 切 り出 しが 起 こ って い る こ とが 分 か っ た 。

3)F2に お け るDs転 移 頻 度 の解 析

トラ ン ス ポ ゾ ン ・タ ギ ン グ を行 う た め に は 、Dsの 切 り出 しが 検 出 され た個

体 か ら、F1の 生 長 点 や 生 殖 細 胞 で の転 移(ジ ャ ー ミナ ル な転 移)に 由 来 す るF2

個 体 を 同定 す る 必 要 が あ る。 まず 、Dsの 切 り出 しが 起 こ ったF2個 体 をPCR

法 に よ り選 抜 した(Fig.4B)。Table1にF2個 体 にお け るDs系 統 毎 の 切 り出 し

頻 度 を示 した 。#d3,#d5,#D3,#D焉,#D14と#A2を 親 に持 つF2個 体 で

のDs切 り出 しの 頻 度 は0～63.3%で あ っ た(Tablel)。AcTP導;入 系 統#A1と

#A2を 比 較 す る と、F、 個 体 の 体 細 胞 で は#A1,#A2と も切 り出 し を誘 導 し
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たが 、#A1を 交配 したF2系 統 か らは切 り出 しが起 こった個 体 は得 られ なか っ

た 。

PCR法 で切 り出 しが 検 出 された個 体 につい て は、 ジ ャー ミナ ル な転 移 が 起

こっ た個 体 を選抜 す る ため、 サザ ンプ ロ ッ ト分析 を行 った。Fig5に 示 した よ

うに、転 移前 のDsを 示 す5.6kbの バ ン ドと異 な る位 置 にバ ン ドが検 出 され た

個体 は、Dsが ジ ャ ー ミナ ル に転移 した と推 定 で きる。 独 立 した転移 が起 こ っ

た頻 度 をTable2に ま とめ た。1-RS/dAc-1・RS系 統#d5で はDsが 転 移 した の

は14個 体 、バ ン ドの位置 か ら、Dsが 独 立 に転 移 した個 体 は8個 体 であ る と

同定 した。HmRDs系 統#D14に つ い て もサザ ンプ ロ ッ ト分析 を行 い 、転 移 頻

度 を調 べ(Table2)、 最 終 的 に合計18の 独 立 なDs転 移 系統 を得 た。独立 した

位置へ のDsの 転移 頻 度 は、 それぞ れ3%、20%で あ った 。 これ らの結果 か ら、

イネで は比較 的高 い確 率 でDsが 転移 す る ことが 明 らか にな った。 また、 同 じ

交配 組 み合 わせ に よって得 られたF、 個 体 を数個 体 栽培 し、F、個体 別 にそれ に

由来す るF2に お け る転 移 頻度 を比較 す る と、個 体 毎 に ジ ャー ミナル な転 移 の

頻 度 が異 なって お り(Table3)、 例 え ば#d5で は 、0～40%と 大 きな幅 が あ っ

た。 この こ とか ら、独 立 した位 置 にDsが 転移 した個体 を効率 良 く得 るため に

は、Table3に 示 したk4の ように独立 した位置 へ の転 移 が起 こ りやす いF1個

体 を選 び、そ の後 代 を数多 く展 開す る方 が有効 で あ る と分 か った。

4)Ds転 移パ ター ンの解析

Dsが 同一染色 体 上 の近 傍 に転 移 して い るか、 あ る い は他 の染 色 体上 に転 移

してい るか を明 らか にす るた め、転 移 したDsとDsの 抜 け 出た跡 、 つ ま り

Emptydonorsite(ED)と の連 鎖解析 を行 った(Tab1ε4)。#d5由 来 の独 立 した

5つ の転 移系統 の うち3つ は完全 連鎖 してお り、Dsが 元 の導 入位 置 の近傍 に

転 移 して い る と考 え られ た。 また、k5-1は11±6%の 組i換え価 を持 ってお り、

約3Mb離iれ た 同一 染色 体 上 にDsが 転 移 してい る と推 測 され た。k4-2は 連 鎖

が 見 られ なか らた。 この こ とか ら、 イ ネで もDsが 比較 的近 傍 に転移 しやす い

性 質 を持つ こ とが 明 らか に なった。一 方k4・2で は他 の染 色 体 へ め転 移 が起 こ
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ってい る と推 察 され、他 の染 色体 上 の遺伝 子 を破 壊 す るため に もDsが 有 効 で

あ る と考 え られ た 。

転移 したDsの3'側 及 び5'側 の隣接 領 域 をTAILPCRを 用 いて クロー ニ ング

し、#d5由 来 の転 移位 置 の異 な るF2植 物4個 体 につい て、転移 距離 及 びDs

再挿 入 の方 向 を明 らか に した。Ds転 移 個 体k2-2で は、DsがT-DNA内 のLB

側 に再挿 入 して お り、転 移距 離 は2.6kbで あ った(Fig.6)。 残 りの3系 統 はRB

側 の植物 ゲ ノム内 にDsが 転移 して お り、転移 距離 はk4-4が4.6kb、k4-1が

5.6kb、k2-1が7.4kbで あ った。 また、Ds再 挿 入 の向 きは どれ も5'側 と3'側

が入 れ替 わ る こ とな く転 移 して いた 。 これ らの結 果 か ら、 イネで もDsが 元 の

挿 入位 置 の近傍 に転 移 しや すい とい う連 鎖解析 の結果 を裏付 ける こ とが で きた。

5)Psで タ グされ た遺 伝子 の解 析

Ds転 移 個体k2-1のPs隣i接 領 域 の塩 基 配列 を決 定 した ところ、 プ ロペ ナ ゾ

ールで誘 導 され 、い もち病 耐性 に関与 して い る と報告 され てい るRPRヱ 遺 伝 子

と相 同性 が見 られ た。RPRヱ は他 の耐 病性 遺伝 子 と高 い相 同性 を持 つNBS-LRR

型 の遺伝 子 で 、Dsは ロイ シ ン リ ッチ リ ピー ト(LRR)部 分 に挿 入 され て い た

(Fig.7)。RT-PCRで この遺伝 子 の発 現 を解析 した結 果 、サ リチル酸処 理 した葉

で発現 が見 られ、 この遺伝 子 が病 害 抵抗 性 関連遺伝 子 であ る可能性 が示 唆 され

た。

第2章 部位特異的組換 えを利用 したイネ染色体欠失 の誘導

1)イ ネ にお けるR/RS部 位特 異 的組換 え の誘発

味 噌 ・醤油 酵 母 のR択S部 位特 異 的組 換 えは、 シ ロイ ヌナズ ナ とタバ コを材

料 に した報告 に よ り、植 物 で も機 能 す る こ とが確 か め られ てい る。そ こで、 イ

ネにお ける活性 を調べ るた め に、2つ のR∫ 配列 間 で欠失 が起 こる とGUSが 発

現 す る よ うに デザ イ ンされ たベ ク タ ー(pBIHCATG)を 用 い た トラ ンジ ェ ン ト

ァ ッセ イ を行 った。R組 換 え酵素 遺伝 子 導 入 イ ネの カル ス に、パ ーテ ィクル ガ
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ンを用 いてpBIHCATGを 導入 し、GUSア ッセ イを行 った ところ、標 的 に用 い

た300個 の カルス の うち、4個 の カルス で6つ の ブル ースポ ッ トが観 察 され

た(Fig.8)。 これは、 非形 質転換 体 の カルス に35Spで 誘 導 したGUS遺 伝 子 を

撃 ち込 ん だ際 に観 察 され るブ ル ースポ ッ ト数 の5%の 割 合 で あ った。 よって、

イネで もR組 換 え酵 素 に よるR∫ 問の欠 失誘 導が 可 能で あ る こ とが分 か った。

2)部 位 特 異 的組換 え と トラ ンスポ ゾ ンを組 み合 わせ た イネ染色 体 の欠 失誘導

本研 究 に用 い たDsベ クターの うち、1-RS/dAc-1-RSに はRS酉 己列 が3カ 所含

まれ てお り(Fig.2)、Ds .の転 移 に伴 って、染色 体上 の様 々 な位 置 にRε 配列 を

挿 入す る こ とが で きる。Ds転 移個 体 をR組 換 え酵 素 遺伝 子導 入個体 と交 配す

る と、Ds上 のRSとT-DNA挿 入位 置 に残 ってい るRSの2つ のRS配 列 に囲

まれたDNA領 域 の欠失 を誘導 で きる と期 待 され る(Fig.9)。 そ こで 、Fig.6に

示 した4つ のDs転 移 系 統 に、R組 換 え酵 素遺伝 子 を導 入 した#Re-2,#Re-3

の2系 統 を交 配 した。得 られ たF2個 体 を材 料 に 耳ig.9に 示 した プラ イマ ーを

用 いてPCRを 行 い、RS問 の欠失 を検 出 した(Table5)。 そ の結果 、Fig.10に

示 した よ うに、LB側 にDs転 移 が起 こったk2-1で300bp、RB側 に転移 が起

こったk2-2で200bpの バ ン ドが検 出 され、RS問 の欠 失が起 こってい る こ と'

を確 認 した。k4-1,k4-4か らも欠失 を示 す個体 が得 られ 、調 査 した573個 体

の うち25個 体 で欠失 を検 出 した(Table5)。 この こ とか ら、F2の 体 細胞 で2

つのRS配 列 に挟 まれ た イネ染 色体 の欠 失が起 きて い る こ とが 明 らか にな った。

欠失 を検 出 した25個 体 につ いて は、 ジ ャー ミナ ル な欠失 を起 こ した もの を選

抜す る 目的 でサ ザ ンプロ ッ ト分析 を行 ったが 、欠 失 は検 出で きなか った。 そ こ

で 、欠失 が観察 され たk4-1のF2を 材料 に、体細 胞 での 欠失が どの程度 誘導 さ

れてい るか を調査 した ところ、欠失 はF2の 葉 の細 胞 の0.01%で しか起 こ って

い ない こ とが判 明 した。 しか し、体 細胞 での欠失 が 起 ζって い る個 体 で は ジ ャ

ー ミナル な欠失 も誘導 され る と期待 され る。
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結語

本研 究 はイ ネでDsの 転 移 頻 度 と転移 パ ター ン を解 析 した初 の報告 で あ り、

今 後 多 数 の トラ ンス ポ ゾ ンタ グ ライ ンを作 成 す るた め に有 用 な基 礎 デ ー タ を示

した。本研 究 で作 出 したDs導 入系 統及 び転 移系 統 は、今 後 の遺伝 子解析 に利

用 可能 で あ る。

トラ ンス ポ ゾ ン と部位 特異 的組換 え系 を組 み合 わせ て染 色 体 の 欠失 を誘 導 し

よう とす る試 み は、 タバ コ、 シ ロイヌ ナズ ナ、 トマ トにつ い てバ クテ リオ ファ

ー ジのCre-10x系 を用 い た報 告 が あ るが 、染色 体 欠失個 体 は得 られて い ない。

味噌 ・醤 油酵 母 のR/R5系 をAc/Ds系 に組 み合 わせ て イ ネ に利 用 した報 告 は、

本研 究が初 であ る。体 細胞 で の欠失 誘導 個体 が得 られ た こ とか ら、次 世 代 で は

欠失 変異体 が得 られ る こ とが期 待 され る。

本 研 究 で開発 した トラ ンス ポ ゾ ンAo/Ds系 と、 部位 特 異 的組 換 え を用 い た

遺伝 子破 壊 シ ステ ム は、 ゲ ノム研 究以後 重 要 な研 究 となる イネ遺 伝 子 の機 能解

析 に有効 に利 用で きる と期 待 され る。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

植物のゲノム解析が近年急速に進み,シ ロイヌナズナでは昨年全塩基配列が決定 された。イネにおい

ても日本を中心に研究が進んでいるが,次 の研究段階として,そ こにある遺伝子やその機能を明らかに

する必要がある。そのための有効な手法の一つが トランスポゾンタギング法である。本研究は,イ ネに

トウモロコシのAc/の8系 トランスポゾンを導入 して,Ac/D8系 がイネの トランスポゾンタギングに有効

かどうかを明らかにするために,Dsの 転移頻度,転 移パターン等を解析するとともにAc/7)s系 と部位特

異的組換え機構を組み合わせたDNA欠 失誘導のシステムを構築 しようとしたものである。

非自律性の トランスポゾンD8とAc転 移酵素遺伝子を導入 したイネ形質転換系統を作出し,そ れらを交

配 してD8の 転移頻度を調査 した。高いものでは63%の 転移頻度が得 られ,次 代に遺伝するD8の 転移は

50%,そ のうち約40%が 異なる位置への1)sの転移であったことから,イ ネではAc/Os系 で高頻度の転移

が得 られることがわかった。

D3は もともとの染色体上の位置から比較的近い ところに転移 しやすいことが知 られているが,イ ネ形

質転換体において もそのことが確認できた。転移 したDsとDsが 抜け出た跡の連鎖解析を行うと,60%

がOcMの ごく近傍,20%が やや離れた位置,20%が 連鎖が見られない位置 に転移 していた。このことか

ら,染 色体上の様々な位置にPsが 導入 された系統を多数作成 し,目 的とした遺伝子座の近傍にDsを 持つ

系統 を選抜 してAcの転移酵素を持つ系統と交配することにより,ね らった位置にDsを 転移させることが

可能になると期待 される。

味噌 ・醤油酵母のR組 換え酵素に認識されるRS配 列をD8内 とD8外 に有するDNAを 導入した形質転換

体を作成し,Ac転 移酵素を持つ系統を交配してDεを転移 させた後,R組 換え酵素遺伝子を導入した形質

転換系統 と交配することによって,RS配 列間のDNAを 欠失させることが出来た。この欠失が後代に遣

伝するものは得られなかったが,多 数の個体を扱 うことによってDNA欠 失系統を作成できることが期待

され,こ の方法が遺伝子機能の研究において有効な手法となりうることがわかった。

以上のように本研究は,イ ネにおいてAcノの8系が トランスポゾンタギングに有効であることを示 し,

味噌 ・醤油酵母のR侃S系 と組み合わせることによりDNA欠 失を誘導できることを初めて示 したもので

ある。よって審査員一同は本論文は博士(農 学)の 学位を授与するに値する内容であると判定 した。
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