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(シ ロ イ ヌナ ズナ ゲ ノム 中で の 新規 転 写 活 性 化 現 象 の分 子 メ カ ニ ズ ム 、 お よび そ の 遺 伝 的 挙 動

につ い て)

新 しい遺伝子の誕生は、生物の進化や多様化において中心的役割をもつ。 これまで、遺伝子

の誕生過程については、比較ゲノム解析を中心とした、進化的に 「若い」遺伝子の特徴解析か

ら研究 されてきた。一方本研究では、植物ゲノムの中で機能遺伝子の誕生を実験的に引き起こ

し、それらを詳細に調べることで、「生まれたばか り」の遺伝子の姿を明 らかにす ることを目的

とした。本研究で得 られた知見は、遺伝子進化研究だけでなく、分子生物学や遺伝学 といった

幅広い学問分野に新機軸を与えるものである。

Chapter1:Generalintroduction(序 論)

遺伝子 は、発現 しない限 り遺伝子 とはいえない。 では、進化 の過程 で新 しく生まれ た遺伝 子

配列 は、どの よ うに して転写 され るよ うになったのだ ろ うか。このよ うな遺伝子進化 の研 究は、

比 較 ゲノム学の手法 を中心に進 め られて きた。 つま り、近縁種 のゲ ノム ・トランスク リプ トー

ム を比較解析 し、進化 的に 「若 い」遺伝子 を探 し出す。核酸解析 に飛躍的 向上 をもた らした次

世 代 シー クエ ンサー は、 この比較 ゲ ノム研 究の発展 に大 き く寄与 した。発見 された 「若 い」遺

伝 子 の特徴 か ら、 ゲ ノム中に新 しく生 まれ た遺伝 子 は、遺伝 子重複 や突然変異 によって プ ロモ

◎一 ター配列 を獲得 し
、転写 され るよ うになった と考 え られ てきた。 しか し、 「若い」 とは言 って

も、比較す る生物種 の分 岐年 代 よ り 「若 い」だ けにす ぎない。 報告 されてい るなかで最 も 「若

い 」遺伝子 で さえ、誕 生か ら数十万年 の時間 を経て い る。 これ ら 「若い」遺伝子 が、生まれた

ばか りの遺伝子 の姿を真 に反映 してい るかは定かではない。

本 章では、比較 ゲ ノム研 究か ら得 られ た知見 をも とに、新 しい遺伝子 の誕生 プ ロセスにっ い

て 、 コー ド配列 と転 写能(プ ロモー ター)の 獲得 に焦 点をあて概説 してい る。 また、真核 生物

の プ ロモー ター につ いて概 説す るとともに、本研究 での定義 となるプ ロモー ターの考 え方 を説

明 してい る。 その上 で、「誕生直後の遺伝子配列 が どの よ うに して転写能 を獲得す るのか」 とい

う本研究の核 心的問いに対 し、遺伝子 の誕生過程 を模 した人工進化実験系(=プ ロモー ター トラ



ップ実験)に よるアプローチを提案 している。つま り、プロモーター配列を欠 く構造遺伝子配

列を核ゲノムに導入することで、新 しく誕生 した構造遺伝子配列のモデルとする。この導入配

列が発現 したならば、新たに転写能(プ ロモーター)を 獲得 したとみなせる。このプロモータ

ー トラップ実験系を次世代シークエンサーによるハイスループッ ト解析 と組み合わせることで
、

誕生直後の遺伝子の姿をゲノムワイ ドに明らかにする新 しい人工進化実験が可能 となることを

提案 している。

Chapter2:Precultureinanenrichednutrientmediumgreatlyenhancesthe

Agrobacterium-mediatedtransformationefficiencyinArabidoρsisT87culturedcells(シ ロ イ ヌ ナ

ズ ナT87培 養 細 胞 の ア グ ロバ クテ リウ ム に よ る形 質 転換 の 効 率 は 、 富栄 養 培 地 で の前 培 養 に よ

っ て 大 幅 に 向上 す る)

遺伝子の誕生過程 をゲノムワイ ドに大量解析できる人工進化実験系の確立には、大量かっ多

様 な形質転換系統の作出が必要である。そこで本研究では、シロイヌナズナT87培 養細胞の高

効率な形質転換手法の確立を行った。本章では、形質転換操作時の培地成分の検討により、従

来法 と比較 して100倍 以上の形質転換効率を安定して得 られることを示 している。

Chapter3:Piantgenomeresponsetotheincomingcodingsequences:stochastictranscriptional

activationindependentlyoftheintegrationloci(植 物ゲ ノムに挿入 された コv-・一一ド配列は、ゲ ノム

上 の座位 とは無 関係 に確率的に転写活 性化 され る)

本 章では、 プロモー ター トラ ップ実験系 を基 に確 立 した人工進化実験か ら、植物 の核 ゲ ノム

中 に新 たに生 まれた コー ド配列 が どの よ うな様式 ・頻度 で転写活性化 され るかのゲ ノム ワイ ド

解 析 の結果につ いて述べた。導入 したプ ロモー ター配列 を欠 くコー ド配列の発 現は、これ まで 、

核 ゲ ノム中の既存の プロモー ターの働 きによる と理解 されて きた。しか し、本研究 の結果 か ら、

そ のよ うなケー スは稀 であ り、む しろ、挿入配 列の発 現の ほ とん どは、全 く異 な る新 しい転写

活 性化様式に よるこ とを明 らか に した。この活性化 は 、挿入配列のゲ ノム上 の座位 に関わ らず 、

コー ド配列 が挿入 され る とい うイベ ン トに対 して一 定の頻度 で生 じていた。 この結果 は、植物

の核 ゲ ノムに、新 たに獲得 した コー ド配列 に転写能 を賦与す る未知 のメカニズ ムが存在す る こ

とを示 唆 してい る。 その分子メカニ ズムの性 質、お よび、植物 ゲ ノムの進化 へ の寄与 にっ いて

も考察 してい る。

Chapter4:Kozak-sequenceactsasanegativeregulatorfordenovotranscriptioninitiationof

newborncodingsequencesintheplantgenome(植 物 ゲ ノ ム 中 で 新 た に 誕 生 し た コv-・一一ド配 列 の



転 写開始点 は、Kozak配 列 を避 けて分布す る)

本 章で は、第3章 で述べた植物 ゲノムの新 しい転 写活性化機構 につい て、そ のプ ロモ・・一・ター

構 造 の詳 細を解析 す るた めの転写 開始 点解析 につい て述 べてい る。挿入 コー ド配列 の転写開始

点 を1塩 基 レベル で高精度 に決定 したこ とで、 コー・ド配列 の挿入 に伴 って起 こる新規転写(de

novo転 写)の 姿が明 らか となった。Denovo転 写 は、mRNAと 同様 にRNApolymerasellに よ

って転写 されていた。共通 したc/s配 列が見受け られなか った一方で、その転写開始位 置は、挿

入 コー ド配列の上流100塩 基 の位置 に集 中 していた。 さらに、その転写 開始点 は、翻訳 開始 シ

グナルのKozak配 列 を持つORF(openreadingframe)を 避 けるよ うに分布 していた。 これ ら

の結 果は、denovoij写 が基底 レベルで生 じる転 写 ノイズではない ことを示 唆 してい る。本章 で

は さらに、Denovo転 写 と既 存遺伝子 との比較 か ら、新規 に誕生 した コー ド配列が転写活性化 さ

れ 、機 能遺伝子へ と成熟 してい く初期 プロセ スにつ いてのモデル を提案 してい る。

Chapter5:Denovoactivatedtranscriptionofinsertedforeigncodingsequencesisinheritablein

theplantgenome(denovo転 写現象 に よって活性化 された転写は、次世代 に遺伝す る)

第3、 お よび第4章 で用いた培養細胞は無性 的な細胞分裂 しか経験 しないた めに、この実験系

で は、新 しく生 まれ た遺伝 子が世代交代 を通 じて伝 搬 ・変 異 ・成 熟 してい く過程 を知 ることは

できない。本 章では、シロイヌナ ズナ の植物体 を利用 した人工進化実験 か ら、denovo転 写が培

養 細胞 に特異的 な現象 ではな く、植 物体で次世 代に遺伝す ることを述べてい る。 この結果は、

ゲ ノム上に出現 した新規 コー ド配列が転写能 を獲得 して新 たな遺伝子 となる段 階で、denovo転

写 が転写能賦 与の初発 的メカニ ズム とな り得 る可能性 を示 している。

Chapter6=Generaldiscussion(総 括)

本研究 では、人工進化 実験か ら 「生 まれ たばか り」 の遺伝 子の姿 を明 らかにす ることを試み

た。培養細胞 を用いた実験系か ら、新 しい タイプの転写活性化機構 「denovo転 写」を発見 した。

さ らに、植 物体 による実験 か らこのdeηovo転 写 は次世代 に遺伝す るこ とを明 らかに した。 こ

のdeηovo転 写 の活性化 メカニ ズム、そ して遺伝的挙動 を さらに追 って研究す るこ とで、誕生

直後 の遺伝子配列が、 ゲノムに固定 され成熟 して い く過程 の解 明につ なが るこ とが期待 され る。


