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シンビオジェネシスの基礎となるプロモーター獲得原理の解明
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＜研究の目的と進め方＞
細胞内共生者が宿主細胞の一部として統合されオルガネラ化す

る過程は一般にシンビオジェネシスとよばれ、真核細胞の成立・
進化はもちろんのこと、地球上での生物の多様化に大きく寄与し
てきた。シンビオジェネシスの過程では、一般に共生者ゲノムの
縮小と、共生者ゲノムにコードされている遺伝子群の宿主ゲノム
への移動が生じる。

筆者の研究グループは、植物の葉緑体ゲノムから核ゲノムへの
遺伝子転移を一つのモデルとして、シンビオジェネシスの基本原
理に関わる二つの重要な知見を見いだした。（１）植物細胞では
染色体 DNA の活発なシャフリング活性によって、細胞内の DNA
断片が恒常的に染色体に流れ込む「DNA フラックス」が発生し
ており、セントロメアの周辺領域がこのフラックスの発生に特に
重要な役割を果たしていること、（２）構造遺伝子が核ゲノムに
挿入されると、一定の頻度で「転写単位の新生」が生じること、
の二点である。この二つの現象は互いに関連して、シンビオジェ
ネシスの過程で異種ゲノムの統合と再編成を引き起こす要因に
なっていると考えられる。

本研究では、「植物ゲノム中に転移したコード領域はどのよう
なメカニズムで新しいプロモーターを獲得するのか？」という問
題に焦点を絞り、植物分子生物学とゲノム科学的な実験アプロー
チからこの謎の解明に挑む。

＜研究開始時の研究計画＞
(1)遺伝子トラップ系統を用いた「新生プロモーター」の

包括的解析
シロイヌナズナの遺伝子トラップ植物系統の中から「転写単位

の新生」が生じた系統を出来るだけ多く同定し、収集する。次い
で、それらの系統について「新生プロモーター周辺の詳細な転写
地図を作製」する。それができたら、順次、「コアプロモーター
構造の偏りや揺らぎ」「周辺の転写調節モチーフ」「周辺クロマチ

ンの状態」「近隣のエンハンサーやインシュレーターの有無」、等
の情報を収集・整理し、プロモーター新生に必要な諸条件を検討
する。
(2)キメラ遺伝子を用いたクリプティックプロモーター

活性化機構の解析　
遺伝子の構成要素である「タンパク質の読み枠」「転写のター

ミネーター」「コアプロモーター領域の塩基配列」などに様々な
改変を加えたキメラ遺伝子をシロイヌナズナに導入する。次い
で、それらの改変によって導入遺伝子の転写開始点の出現位置や
強度にどのような変化が生じるのかを解析する。その結果から、
遺伝子を構成する塩基配列要素や、転写後プロセシングなどが、
それぞれ転開始複合体のリクルートや安定化にどのような影響を
与えているのかを検討する。

＜研究期間の成果＞
【1】 プロモーターの獲得過程をどう分析するか：研究の枠組み   

とストラテジーの検討
本研究の推進期間中に、酵母の解析系などが牽引役となり、ク

ロマチンやヌクレオソームレベルでの転写制御に関する知見が急
速に蓄積してきた。それらの知見は、本研究を進める上での重要
な基礎になる。そこで、シンビオジェネシスに伴うプロモーター
の獲得過程について、現時点で予想される「検討すべきプロセス」
を整理し、その概観を示したのが、図 1 である。

図 I の（I）と（II）は、分子生物学や生化学の研究対象である
遺伝子発現の素過程である。それに対して、（III）の諸プロセス
は進化と自然選択の所産であり、比較ゲノム学的なアプローチの
研究対象である。本稿では、先ず、本研究の主眼である（I）・（II）
の過程について得られた研究成果を述べ、次いで、ゲノム科学的
アプローチによって解析した（III）の過程に関する研究成果を述
べる。
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【2】転写開始領域のクロマチン構造
私たちは、これまで、植物の転写開始領域とコアプロモーター

配列に関する包括的な解析を進めてきたが、その結果、(i) 転写開
始点の局所的な出現位置は、塩基配列だけから比較的簡単に予測
することができるが、(ii) コアプロモーター領域そのものを塩基
配列だけから予測することは、一般にかなり難しい、と感じてき
た。最近、酵母の系を中心に、転写開始点を挟み込む特殊なヌク
レオソームの位置と構造が、相次いで報告された。そこで、シロ
イヌナズナのタイリングアレイを用いたChIP-on-chip解析によっ
て、幾つかの遺伝子の転写開始点近傍のクロマチン構造を実際に
解析してみた。その結果、酵母での報告例と同様に、修飾ヒスト
ンである H3K4me3 とヒストン H2A のバリアントである H2A.Z 
をもったヌクレオソームが、およそ 300 塩基対程度の間隔を挟ん
で形成され、その間隙に転写開始点が出現する様子が観察され
た。植物プロモーターにおけるこのようなクロマチン構造の普遍
性については、現在、シロイヌナズナのゲノムで包括的な解析と
検討を進めている（後述）。

【3】 構造遺伝子の挿入によってゲノム上に新規プロモーターが
出現するケースには、少なくとも3つのタイプがある。

シロイヌナズナの遺伝子トラップ系統の中から、「構造遺伝子」
の挿入によって、それまで転写物の殆ど検出されなかったゲノム
領域に、新たな転写単位が出現したように見える系統を選抜し
た。次いで、その中の代表的な系統について、転写物が出現する
メカニズムを、上述したクロマチン構造の観点から解析した。そ
の結果、このような「みかけのプロモーター新生」には、少なく
とも図３に示すような３つのタイプのあることがわかった。
（1）のタイプでは、構造遺伝子の挿入によって、その 5 ‘近傍

領域のクロマチンがリモデリングされ、H3K4me3 と H2A.Z を
もったヌクレオソームが、およそ 300 塩基対程度の間隔を挟んで
出現する。次いで、この両者の間隙から新規の転写が開始される。
図３に示した YB41 挿入系統がこのタイプに相当する。これらの
系統では、プロモーター機能に対応するクロマチン構造が、「構
造遺伝子」の挿入によって新規に生成されたと考えられる。
（3）のタイプは、挿入した「構造遺伝子」が既存のプロモーター

構造を捕獲して転写物を生じたケースだが、不思議なことに、野

生型植物では、転写物が検出されなかった。これは、構造遺伝子
の挿入によって、弱かった転写活性そのものが増強されたか、不
安定だった転写物が安定化され、結果として、それまで見えなかっ
たプロモーター活性が検出されたのではないかと考えられる。図
4 のＹＢ 84 挿入系統がこのタイプに属する。
（2）のタイプは上記の二つの混合型で、活火山に外輪山ができ

るように、既存のプロモーター領域に部分的に重複して、新たな
プロモーター構造が形成されていた。私たちの調べた範囲では、
miRNA の転写開始領域で、このような例が見出された。私たち
の解析では、播種後 10 日目くらいのシロイヌナズナの地上部を
まるごと磨り潰しているため、様々な組織に由来する核の混合物
を解析している。従って、一見重複しているように見える二つの
プロモーター領域は、実際にはそれぞれが別々のＤＮＡ鎖の上に
形成されているのではないかと考えている。

以上の結果は、植物の核ゲノムでは、構造遺伝子の挿入によっ
て、「クロマチンの構造変化を伴ったプロモーター領域の形成」
が実際に生じることを示している。これは同時に、次の疑問を導
いた。上記（1）のような「プロモーターの形成」は、ゲノム染
色体上の特別な領域だけで生じる「部位特異的」な現象なのか、
それとも、「構造遺伝子の挿入」というイベント自体が、一般的
に「プロモーターの形成」を誘導する性質をもっているのか、と
いうことである。この問題を、次の実験系で検討した。

【4】 コード領域配列は、転写開始複合体の形成位置を近傍に誘
導する性質をもっている。

シロイヌナズナの光合成遺伝子をモデルにして、次のような実
験を行った。まず、野生型プロモーター（図５, ①）のコア領域
を重複させて、②のような改変プロモーターを作成した。次に、
これらのキメラ遺伝子を野生型植物の核に導入し、得られた形質
転換植物系統について、転写開始点と転写開始複合体の形成位置
を解析した。すると、野生型プロモーターでは調節領域の直下の
コア領域に出現していた転写開始点 / 転写開始複合体が、予想通
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オソームマップ ) の原型が完成する予定である。
【7】 シロイヌナズナの高密度転写開始点マッピングとプロモー

ター配列の包括的解析
本研究課題の主眼は、当初より図 1 に示した I と II のプロセス

の解明に注がれていたが、プロモーター進化の全体像を解明する
ためには、図 1 の III のプロセスも重要である。特に、植物では、
プロモーターの多様性や包括的解析に関する研究が比較的遅れて
いたため、シロイヌナズナの高密度転写開始点マッピングとその
情報を基礎にしたプロモーター配列の包括的解析についても解析
を進めた。

(1)バイオインフォマティクス解析によるプロモーター構成配列の抽出
理研植物科学研究センターにより公開されているシロイヌナズ

ナ完全長 cDNA の５ ‘末端情報をもとに転写開始点を遺伝子ごと
特定し、そこを基点として LDSS（Local Distribution of Short 
Sequences）法と名付けたバイオインフォマティクス手法により
位置依存的に出現する８塩基配列をすべてピックアップし、プロ
モーター上の出現分布のパターンにより分類した。その結果転写
制御配列として 300 配列程度、またコア配列として TATA、
GA、Y (pyrimidine)Patch という３つのグループを同定すること
に成功した。GA と Y Patch は新規の植物コアプロモーター因子
である。これら３つのコア因子グループの同定により植物プロ
モーターの７～８割程度についてコア因子を特定することが可能
になった。平行して哺乳類のプロモーター構造も解析したとこ
ろ、コアプロモーター因子として動植物に共通するもの（TATA
ボックス、Inr）、動物特異的なもの（CpG アイランド、Sp1）、
植物特異的なもの（Y Patch、GA 因子）があることがわかり、
動植物のコアプロモーター構造は分化していることを明らかにし
た。
(2) 大規模転写開始点タグ解析によるプロモーターの実験的同定並

びにコア因子と発現上の特徴との相関解析
これまで植物では、定量的に扱える転写開始点データが整備さ

れていなかった。そこで、プロモーターの定量解析を進めるため
に、転写開始点タグの大規模シークエンシングを行った。完全長
cDNA 作 成 法 と し て 定 評 の あ る Cap Trapper 法 と "Cap 
Signature" というキャップ依存的な塩基付加活性による cDNA 配
列上の特徴を組み合わせて、植物分野においてはこれまでで最高
の精度での転写開始点タグ情報を取得した。これは 16 万の転写
開始点タグからなり、新規の転写開始点３万点を含んでいる。
25,000 のシロイヌナズナ遺伝子のうち 9,627 遺伝子をカバーして
おり、そのうち 2,549 遺伝子については新規に転写開始点を同定
できた。転写開始点タグのゲノムへのマッピング作業は支援班に
援助して頂いた。このデータを用いて以下の知見を明らかにし
た。１）どの遺伝子モデルとも対応しないプロモーター群が存在
する。私達はこれを Orphan Promoter と名付けた。Orphan 
Promoter の特徴としては、core-less 型のプロモーターが多くま
た発現レベルが弱いという点が挙げられる。２）TATA、Y 
Patch、Inr は一つのプロモーターに共局在する傾向があり、協調
的に作用していることが示唆された、３）TATA 型と GA 型のプ
ロモーターは対照的な性質を持っている：両者は転写開始点の形
状が異なっており、さらに TATA 型は発現制御を受ける遺伝子
に多く、一方 GA 型や core-less 型は恒常的な発現をする遺伝子
に多い。
(3) ラン藻起源のシロイヌナズナ核遺伝子が持つプロモーター構造

の特徴付け
特異なプロモーター構造が示唆されている光合成関連遺伝子群

に限らず、葉緑体の祖先であるラン藻ゲノムから核へ転移してき

り、改変プロモーターでは最下流のコア領域に移動していた。こ
の結果は、構造遺伝子領域にはプロモーター領域の形成位置をそ
の 5 ‘末端近傍付近に誘導する性質があることを示している。

【5】なにが転写開始複合体を誘導するのか？
図 5 の結果は、新たな疑問を生み出した。構造遺伝子領域のいっ

たい何が、どのような機構で、プロモーター領域の誘引を引き起
こすのだろうか？

この新しい疑問に答えるための解析は、まだ進行中であり、現
時点では、謎を解くための部分的なヒントしか得られていない。
図６に示したのは、そのような実験結果の一例である。この実験
では、構造遺伝子の開始コドンを破壊すると、せっかく近傍に引
き寄せられた転写開始点が消失した。このような「誘引作用 / 転
写開始点の消失」が、図 1 に示したプロセスのどの段階で生じる
のかについて、現在 ChIP-on-chip 等を用いた詳しい解析を進め
ており、その結果は、本年中に、つまりまもなく、明らかになる
予定である。その結果によっては、「ゲノムの変動をトランスク
リプトームに反映させるメカニズム」( 図７) について、私たちの
理解は大きく前進するかも知れない。

【6】 シロイヌナズナの全ヌクレオソームマップの作成
ここまでの研究で、予想通り、クロマチンのリモデリングや構

造変換が、「プロモーターの獲得現象」を理解する重要な鍵となっ
ていることが分かってきた。これは、私たちの進めている「プロ
モーターの出現メカニズム」に関する研究が、「進化」と「エピジェ
ネシス」の双方に、それぞれ強い接点を持っていることを意味し
ている。このような「プロモーター形成」のメカニズムに関する
研究をさらに深め、発展させるためには、植物のクロマチン構造
に関する基盤的な情報の整備が不可欠である。そこで、最終年度
の後半から、シロイヌナズナのヌクレオソームに関する ChIP-
seq 解析に着手し、植物ゲノム上のヌクレオソームの位置と構成
成分などに関する包括的な検討を始めた。この検討は、情報支援
班と三菱総研のご協力を得て作業を進めており、本年度中に植物
のヌクレオソームアトラス ( 多元的な実験情報を含んだ全ヌクレ
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たと考えられるすべての遺伝子についてプロモーター構造の解析
を行い、(1)) と (2）で得られた植物プロモーターの一般的な特徴
と比較した。その結果、ラン藻起源の核遺伝子のプロモーターは
TATA 型が少なく Core-less 型が多いこと、そしてこのグループ
はプロモーターの長さ（上流の遺伝子までの距離）が平均より相
当短いこと、などが明らかになった。

【8】 ケーススタディ：葉緑体から核へのDNA転移と、その結果
生じたnupDNAのプロモーター獲得について

現在の葉緑体 DNA と相同性を持つ核ゲノム中の配列を同定
し、それらを nupDNA(nuclear-localized plastid DNA) と名付け
た。これらはイネの核ゲノム配列の 0.2% を占める。変異頻度の
解析から、新しく挿入された nupDNA はペリセントロメアに「長
い」形で存在することが多く、より古いものは短く断片化されペ
リセントロメアから押し出されているように見えること、また古
い nupDNA は新しいものに比べると少ないことを発見した。

以上の知見から、葉緑体から核への遺伝子転移は恒常的に起
こっていること、転移した遺伝子はほとんどの場合、時の経過と
ともに消失してしまう傾向があること、が示唆された。

次に nupDNA の転写状況を解析した。材料はシロイヌナズナを
用いて、外部データベースに登録されている cDNA 情報、及び研
究室内の大規模転写開始点データを用いた。その結果、nupDNA
の２割程度は発現していること、そして発現している場合には
nupDNA はイントロンや非翻訳領域、偽遺伝子にマップされる場
合がほとんどであることが分かった。また、葉緑体から持ち込ま
れるプロモーターは原核型であるので核では機能しないと予想さ
れてきたが、初めて実験的にこのことを確認することが出来た。

【9】植物プロモーターデータベースの作成と拡張
情報支援班のご援助をいただき、「プロモーター獲得機構」の

研究を進めるための基盤整備として、植物プロモーターデータ
ベース (ppdb; Plant Promoter Database) を作成し、一般公開した
(http://ppdb.gene.nagoya-u.ac.jp)。このデータベースは２度にわ
たり軽微なバージョンアップを行ったが、最終年度の後半には、
次世代型シーケンサーによって得られたヌクレオソームの多元的
な解析情報を取り込んで提示するために、システムの改良と拡張
を進めている。

こ の ppdb は、The Multinational Coordinated Arabidopsis 
thaliana Functional Genomics Project の 2008 年の年次報告にお
いて、日本での主要な研究活動のひとつとして紹介された。

シロイヌナズナの主要な研究ポータルサイトである TAIR の
GBrowse からの要請を受け、データリンクによる ppdb とのバー
チャルな統合化を行っている。ヒメツリガネゴケの主要なゲノム
ブラウザー CosMoss からも同様な要請を受け、同様な作業を進
めている。

【10】まとめ:プロモーターの獲得原理について
本研究がシンビオジェネシスの解析からスタートしたのは、そ

の過程でみられるゲノム同士の極端な運動のなかに、すべてのゲ
ノムが共通に備えている重要な性質が現れているだろう、と考え
たからである。そして、その性質とは、ゲノムレベルでの変動、
つまり、ＤＮＡの組換え、切断、シャフリングなどによって生じ
た有用な遺伝情報の芽を、ゲノムは、トランスクリプトームにい
ちはやく提示できるメカニズムを持っている筈だ、という予想で
ある。

5 年間の研究支援をいただいたおかげで、この予想のメカニズ
ムは、どうやら実在することがわかってきた。そして、そのメカ

ニズムの本体は、コード領域の 5’ 末端近傍に、クロマチンの構
造変換や転写開始複合体の形成を局在化させる仕組みであると考
えられる。この仕組みの存在によって、ゲノム中に出現した新規
のコード配列は、既存のプロモーターをトラップするだけの場合
に比べて、より高い確率で転写される機会を得るのではないかと
考えられる。

＜国内外での成果の位置づけ＞
BioMed Central による Faculty of 1000 Biology において、本

研究課題からの発表論文が 4 報取り上げられている。
・Matsuo et al, Plant Cell, 2005, イネnupDNAの同定とその動態
に関する開拓的な研究。
・Matsuo & Obokata, Plant J, 2006, 核、葉緑体、ミトコンドリ
アの３つのオルガネラ間の新規な協調的制御系を発見した。
・Yamamoto et al, BMC Genomics, 2007, 位置情報を用いてプロ
モーターから機能配列を抽出する新規バイオインフォマティクス
手法を開発し、新規コア因子を発見した。
・Yamamoto et al, Plant J, 2009, シロイヌナズナのコアプロモー
ター構造と転写様式との間の基本的な関係を発見し、今後の植物
プロモーター研究の基盤となるべき知見を示した。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
・クロマチンレベルの解析への移行が予定より遅れ、結果とし
て、2009年11月末の時点で、まだ実験・解析を継続中の作業課題
が多く残っている。使用を予定していた次世代型シーケンサーの
稼動が遅れたことなども、全体の作業日程に影響を与えた。
・研究代表者、分担者、ともに、研究期間中に転勤や研究室の立
ち上げ、大規模施設工事などを経験し、そのことも、全体的な研
究の進行や論文出版のスピードをスローダウンさせた。
・プロモーター配列やトランジット配列の獲得実験をハイスルー
プットで行うため、単細胞緑藻のクラミドモナスを用いた新規の
トラップ実験系の作成に取り組んだが、担当学生が卒業した後の
後継者を確保できず、研究は現在休止している。

＜今後の課題、展望＞
・ヌクレオソームアトラスを完成させ、さらに拡張する。
・「クロマチンレベルでのプロモーター領域の出現」を誘導する
コード領域上の因子とその作用メカニズムの解明を進める。
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・ 2009年11月末の時点で、まだ論文として未公表のデータが数
多く残されている。早急に成果を論文として出版する。

＜研究期間の全成果公表リスト＞
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