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はしがき

本研究においては､研究代表者により､cecropialTR-MLEの生物地理的解析､

および下記 1名の分担者が加わっての､ヨナグ二重から単離された活性型マリ

ナ一様配列:MLE(mariner｣止e一七lement)の転移活性の評価に関する解析が行われ

た｡

日本列島およびアジアに生息している主として鱗週目昆虫について､鱗週目

昆虫であるcecropia蚕のMLE､末端位繰り返し配列をプライマーとした pcR法

により単離した全長配列について解析された結果を指標に､それらの地理的空

間的分布および､進化的な分岐における考察をした｡また､既に与那国蚕から

単離され､転移活性を持っていると考えられるMLE全長配列について､その活

性を評価する実験を行った｡

本研究課題を遂行するにあたり､科学研究費の補助が非常に大きな比重を占

めており､ここに感謝の意を表します｡
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研究成果

(1)cecropialTR41LEに分類されるマリナ一様配列と生物の地理的分布､
および､進化における分岐に関わる解析結果

セクロピア蚕 MLEの末端逆位繰り返し配列(cecropia-MLE-1TR)は､鱗週目昆
虫を主とした日本列島に生息する生物種において､水平伝播型のMLE全長配列

を単離するのに有効な pcRプライマーであり､この手法によって単離された配

列(cecropialTR-MLE)の比較から､地理的移動も含めた種の分岐解析に使える可

能性を示唆することができた (Nakajimaetal.,2002).
しかしこのタイプは､日本列島に同じような分布域で生息していると考えら

れているクワコ (Bombyxmandarina)には存在しないO従って数十万年以降に日
本列島に生息していた鱗題目昆虫にこのグループのアウトブレイクが起こった

時期にはクワコ (n=27)は日本に生息していなかったこと､更に朝鮮半島には､

〃=27と〃=28のクワコが生息していることから､〃=27のクワコはかなり近年に

朝鮮半島を経て日本に移動したと考えられる｡一方､〃=28のクワコと〃=27クワ

コの分離は約 300万年前(Maekawaetal.,1989)という説があることから､n=27ク
ワコはかなり長い間朝鮮半島に閉じ込められていた可能性も想定できる｡

現日本のカイコほぼ全て系統で確認される4.2kbのバンドは､2種類の起源を

同じくすると考えられるレトロトランスポゾンBMClとLIBm が入れ子状態に

挿入されたMLE(BmTNML)であり､カイコを特徴づけるバンドであることが報

告されている (Tomitaetal.,1997;Nakajimaetal.,1999)｡別の配列に挿入された
MLE､あるいは一部が欠失して生じたと思われるMLEを比較したところ､〃=27

個体からの MLEはBmTNMLと系統樹において同じグループに収束した.以上

の結果から､これらの MLEは､カイコとクワコの共通祖先から分かれて 〃=28

および〝=27へ分岐する以前 (300万年前)にゲノムに挿入された配列である可

能性が考えられた (Nakajimaetal.,2003).
今後はまず､水平伝播型 cecropialTR-MLEのアジア地域における分布､その

境界域を明らかにし､地質年代からのデータに照らし合わせて､このタイプが

ゲノムに挿入された年代を正確に算出することを目的として研究を進める｡ま

た､これらの配列における塩基置換の頻度や領域から､生物集団の空間的､時

間的相関関係を明らかにする｡そのためには､できるだけ広範囲に生息する数

多くの種からのサンプルを収集し､それらについて網羅的な解析を行う｡

(2)ヨナグ二重から単離した活性型 MLE配列における転移活活性解析実験

の経過

1.

完全長のマリナ- (1.3kbp)を含むAmp耐性プラスミドよりトランスポゼー

スコー ド領域をpcR増幅後､pENTRll(Km耐性)に挿入した (PENTRinTra)0

このPENTRlnTraよりトランスポゼースコー ド領域をLR反応で､大腸菌発現ベ

クターpDEST14(Amp耐性)に転移させた｡



完全長のマリナ- (1.3kbp)を含む Amp耐性プラスミドに pGSPl.1由来の
Km耐性遺伝子をランダムに挿入したプラスミドライブラリー (ドナープラスミ

ド)を作製したoこのライブラリーをヘル/ト プラスミドであるpDEST14-mTra
とアクセプタープラスミドである Gm 耐性プラスミドを含む大腸菌に形質転換

し､GmとKmを含む培地で培養後､プラスミドを抽出し､再度大腸菌に形質転

換し､GmとKm を含む培地で選択を行った｡大腸菌中で､ヘルパープラスミド

の働きによりマリナ-認識配列間の Km耐性遺伝子が Gm耐性プラスミド上に

転移すれば､GmとKm耐性プラスミドが得られるはずであるが､実際には同一

プラスミド中に二つの耐性遺伝子を合わせ持つクローンが得られなかったこと

から､マリナ-の大腸菌中での転移活性は非常に低いことが予想された｡

2.

そこで､カイコ培養細胞中での転移活性を調べるために pENTR-mTraのトラ

ンスポゼースコー ド領域を LR反応で､カイコ発現ベクターpDEST38(Amp耐
性)に転移させた｡大腸菌の場合と同様に､ドナープラスミドライブラリーと

アクセプタープラスミドとともに培養細胞にトランスフェクションし､3日後

にプラスミドを回収し､大腸菌に形質転換し､GmとKmを含む培地で選択を行

ったが､転移を示唆するクローンは得られなかった｡

この原因は､大部分の次にドナー配列がカイコ染色体に転移してしまったた

めに､プラスミドに転移したクローンが得られなかった可能性が考えられるo

そこで､pGSP1.1の Km耐性遺伝子を IElプロモーター制御下の GFPleo遺伝

子に置換し､再度 ドナープラスミドライブラリーを作製し､pDEST38刊Traとと
もにカイコ培養細胞にコトランスフェクションした｡ トランスポゼースにより

マリナ-配列がカイコ染色体に転移すれば､zeo耐性細胞株が得られるはずであ

るが､zeoによる選択後､生き残る細胞が得られなかった｡

この原因は､マリナ-因子の転移には､末端の反復配列に加えて､近傍の配

列が切り出し反応に必要であることが考えられたため､現在､マリナ-の周辺

配列を含むドナープラスミドライブラリーを作製中である｡
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