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1. 

Mutiαtorトランスポゾンはトウモロコシゲノム内で見出された可動性因子で事

り， Donald Robertson(1978)が Acトランスポゾンから生じた葉色変異系統から

得た系統後代からク己…ニングされた.そのため，制調因子は易変異性との

分離や Mutatorファミリーで最長のものとして見出された (Chomet 1991， 

Hershberger et al. 1991， Qin et al. 1991).後に制御関子の命名に関して混乱をさけ

るため MuDRと改名された術イネ RMu系統は MuDRの内部領域をプローブと

して IR36ゲノムライブラリーから得られた(Ishikawaand Freeling 1997). RMul偏

IR36は内部に mudrA遺伝子と相同な領域を有する rmuA遺伝子を有する 4.3kb

の配列である.その rmuA遺伝子はMuDRの転移酵素である mudrAと高い相向

性を示し，内部には Super品釦ファミリ…に共通する Putativetransposase 

domai項目senet al 1994)を有する.その発現は栄養成長期において泣日本型のみ

出された.また，日本型系統で註北海道でのイネの北進に役立った易変異

系統の赤毛(A1)系統において見出された.そのため，RMuトランスポゾンの転

移に関しても A1系統を中心に調査を行った.日本型近縁系統聞で RMuプ

ブにおける多型がみられたことは近年に生じた多型であると考えられた.さら

に，RMuファミリーにはかなりの構造変化を有したサブファミリーが分化して

いることから これらすブファミリ…の構造変異とその変異機構についても調

査をすすめた.これらの知見は，イネゲノムにおけるγェ/ミックスを進めるた

めの遺伝的解析ツールとして利用可能であると考えられる.これらの可動性の

分子的証拠を得るためにいくつかの実験を行った. 1つはサザン法による内在

性因子の可動性の検出である.そのために，サブファミリーを識別問定するプ

ローブを作成した. 2つめは，イネゲノム内における RMu の周辺配列を

明らかにして，そこからの転移を確認することである.さらに，イネゲノムに

おいて全ての派生系統をサザ、ン法で解析することが国難であることから，アうピ

ド7
0

シスを利用した RMu転移検出系統を作出する試みを行った.

2. RMu因子構造の解析

IR36のSau3AI不完全消化産物から得られたライブラリーより，RMul-IR36が

クローニングされた(Fig1). これまでクローニング，解析されたRMu因子は 1
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8因子である (Fig2， Tab 1). これらは逆位末端反復配列(TIR)に相向性を有し

(Tab2及び3)，さらに内在rmuA遺伝子を有するかどうかにより RMulならびに

RMu2国子に大別される‘ TIRは141刷275均までの変異があり，高い桔向性は末

端部にみもれる(Fig3， 4). これはmurA遺伝子がMutatorファミリーの可動性国

に結合する 25-56訟を合む最末端から 90ntまでにおいて高い相向性を示すこ

とと一致した(Fig5).特に，RMul-IR36においては 90ntの左右TIRが完全に一

致する.また，内部構造における荒違から分類したサブファミリー関において

も片側の TIR間で高い棺向性を示すことは単純に在右の棺向性のみによって機

能を維持しているのではなく ，MuDRと同様に転写制締領域などを含んでいる

ことが推測される.ただ，まだ内部遺伝子の制御領域が特定されていないこ

より，この相向性の保持は今後の課題となろう.

RMulは内部の多様性を有する被数の因子に分けられる.RMu2因子にもRMul

からの内部欠失によって生じた系統があり，RMu2-IR36aはIR36ゲノムから TIR

末端に設定したプライマーによってクローニングされた(Fig6)・これらの欠

は主に縦列配列を介して生じることが RMul-IR36ならびに RMu2-IR36aの権基

配列の比較から推定される.ESTデータベースからC98506(日本晴才L 開花

期の cDNAライブラリー)と RMul-IR3玖RMu2-IR36a配列との間一性がみられ

た(Fig6のアンダーライン部).この配列は RMul“Alでは完全に一致したため

RMul-Alもしくは，その類似因子から転写されたものと考えられるげig7). 

RMul-IR36の内部配列 (TNP)ならびに右 TIRを含む 700bpのTIR配列をプ

ロープとして，RMul附IR36関連配列のマッピングを行った.これらのサザンは

65
0

C条件におけるはSSPE，O.1%SDSでの洗浄により行ったため，推定で 950/0以

の相向性を有する配列がマッピングされたものと考えられる.マッピング材

料は，あさみのり xIR24のKlミIL系統を利用した.その結果， TNPで2ならび

に TIRで10カ所の位置にマッピングされた(Fig8A，B). セントロメアとの位

関係を図示したが，ゲノム全棒に散在していることがわかった.また.これ

らのプローブを利用して在来種間での多型を調査した.供試材料には日本在来

水稲ならびに在来陸稲を用いた.在来水稲 5l'系統では TIRプローブでは 5

8コピーの RMu因子が識別され， RFLPパターンから 4タイプにわけることが

できた(Fig玲.これらのタイフごとに TNPプローブでサザン解析を行ったとこ

ろ，タイプ 1の日系統のうち 1系統が異なる RFLPを示した.同様に在来陸稲

5 0系統ではすIRプロ…ブで4-6コピーみられたパターンが3タイプに分け
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られた(Fig10).在来語穏ではタイプ 1ならびに2がそれぞれ多引を示したこと

から，これらは近縁系統間で RMu因子が比較的近年に転移したものではない

かと推定された.熱帯日本型 12系統を用いて同様なサザン解析したところ， TIR 

プローブで牛8コピーとかなりの多型を示した(日g11). これらの多型系統に

おいても TNPフロープで同 RFLPパターンを示した系統があることから，こ

れらの多裂が転移によるものであれば熱帯日本型では RMu2クラスの因子がよ

い転移活性を有することになる，易変異系統，赤毛系統の自殖後代8系統

を用いたサザン解析においては TNPプローブで3系統， TIR系統で2系統の

RFLP 

り

3. RMu転移酵素の転写

rmuA遺伝子は内部に締菌から高等植物まで広く存在するトランスポゾンファ

ミリーである Super醐Muファミリーに共通する転移酵素に共通する配列を有し

ていた(Fig13)では高い相向性を示した部分を強調して示した‘

この 5'領域を FM2CORF中の2番目の Met配列からのブライマ

2ヱキソン内における reverseフライマー)により RT-PCRを行ったと

養生長組織では日本型系統においてのみ転写が認められた簿しかし，

系統である IR36並びに ACC435系統ではみられなかった.

この 2番目の Metの上流2塩基が CCであり，これは高等植物の開始メチオ

ニンに共通する Contextであり，より上流の Metならびに下流の第3メチオニ

ンにはみられなかった.よって 2番目の Metからのアミノ酸配列が rmuA

して働くことが予測された.次に orfの上流にある 3つの Metから始まるプラ

を上流からそれぞれ FM1，FM2，FM3として Forwardフライマーとして利

reverseとして r1フライマーを用いたところ FM2とd との組み合わせ

パターンを示す縞体がみられた(日g12).ただし，これらの多裂が遺伝せず，異

なる自殖後代ではこのような多型を生じる頻度が異なった.したがって，こ担

らの多型が体細胞で生じた変異か挿入領域近梼で生じたメチル化などによる制

捜部位の修飾により生じた後生的な，一時的な変異であるかについては明らか

でない.これらの違いを示す脊効な方法がないため，転移酵素に共通する部位

を有する rmuA遺伝子の転写を迫跡することで，これら転移を高頻度に誘発す

る条件を探索した.

-r1 (第

ろ，栄

インド型
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でのみ R下PCR産物が得られた.第 1Metは転写領域外であり，第 3Metは第

1イントロン中にあるために増幅しなかったものと考えられる.

次にヱキソン 3内部，最も高い相向性を mudrA遺伝子と示した部位に r4プ

ライマーを設定して， 5'側の領域を FM2-r4プライマーで、増幅を行った.その

結果， 2種類の R下PCR産物が得られた(Fig14). 3'側では単一の増幅産物しか

得られなかった.FM2・r4で得られた PCR産物は約 1kbならびに O.4kbであり，

塩基配列を調べた結果， 1kb断片は第 1及び2イントロンがスプライシングさ

れたものであり(ALTS1)， O.4kb断片はイントロン以外に第2ヱキソンも含めて

スプライシングされていた(ALTS2).第2エキソンにも mudrA遺伝子との同一

性がみられるため，第2エキソンを失った場合は転移の抑制に働く産物を作出

するのではないかと考えられる.選択的スフライシング産物(ALTS1，ALTS2)の

量比の変化をみるために様々なストレスを与えたが，脱メチル化剤や単純な低

温では顕著な差はみられなかった.さらに，カルスでは O.4kbのサイズしか増

幅されなかった(日g14). 異なる生育ステージの組織(生育後期の葉組織，止め

葉ならびに葉耳間長がocm以上になる後期の穂)ならびに温度条件を 12時

間サイクルで変化させた時 (25
0

C12時間， 15
0

C12時間)に ALTS1産物がALTS2

より多くみられたため この条件での転写産物の誘導を IR36で試みた.ALTS1 

産物をみるため，第 1から第2エキソンにまたがるフライマーALTSを設計し，

第2エキソンの r1と組み合わせて R下PCRを行った その結果 1 2時間サイ

クルの低温ストレスで IR36からの転写産物を誘導することができた(Fig15). 

さらに，この転写産物を完全長のサイズでみるために，第 2エキソンの 20bp

上流の 623fとRSTOPでR下PCRを行った. DNAのコンタミネーションの可能

性についてはPGI遺伝子のエキソンーイントロン隣接領域を利用して確認した.

cDNAからは 294bp，ゲノムからは2つの重複遺伝子から，それぞれイントロ

ンを含む1.2ならびに 1.3kbの断片が増幅される.R下PCRからはAl系統では

正常と考えられる第2エキソンを含めた ALTS2産物がみられず， ALTS1と考

えられるサイズと異常なサイズの R下PCR産物がみられた(Fig16). これは A1

系統ではコード領域に塩基置換で様々な変異がみられるため全長にわたって正

常な産物が転写されなかったためと考えられる， RT-PCR産物の塩基配列から

は non-sence，missence変異を有したものが得られた.IR36からは少ないながら

も低温ストレスでも生育後期の葉でも ALTS1，2の両産物が転写されていた.こ

れらの結果より A1より IR36ゲノム内においてはより厳密な遺伝子転写制御
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が行われていると考えられた.これまでクローニングされた RMul留子からも

この転写制御の機構が推定される.RMu1・IR36に比較して，RMu-Alならびに

RMul-A23では TIRと開始コドンの関に変異がみられ 特に日本型から得られ

た RMu1因子では欠失もみられる.TIRにおいても変異がみられるため，これ

らが転写機構の違いに関与していると考えられた.

ESTのBLASTN検索から rmuA遺伝子に高い相向性を有するものがイネ EST

配列として得られた.この配列は開花期に得られた cDNAからクローニングさ

れており，RMulωAlの配列により高い相向性を示した.アラインメントをこっ

たところ， TIR配列産後の 240bpから高い相向性を示した(Fig17). しかし，第

2エキソンがスフライシングされていた(Fig18). この第2エキソンの欠失した

凶子がないことを確認するために第2ヱキソンを挟み込む位置にプライマーを

設定して PCRを行った(Fig19).その結果，全てが第2ヱキソンを含むバンド

であったため，転写においてなんらかの理由で第1及び2イントロンと共に第

2エキソンがスプライシングを受けている，つまり第 1イントロンのスプライ

ス受容部位が機能していないことがわかった.イント口ンの供与多受容部の塩

基配列が RMul側-IR36ならびび、に RMul.網伺-A耐-A

ン…イント口ン隣接部にみら才れ1ることから，この工キソンスキッピングはエキ

ソン/イントロン接合部の配列異常によるものではないことがわかった(Fig20). 

一方，このようなスプライシングがおこらないことがあり，それも生育後期な

らびに低温ストレス時に正常なスプライシング(ALTS1)が頻繁に生じる.この

原因は明らかでなく なんらかのトランス因子が働いているものと考えられる.

RMul因子では多様性がみられるタならびに 3'領域の PCR増幅を行った.こ

れまで得られていた RMul因子から期待されていたサイズ以外の新片も複数得

られた(Fig21，22). この領域に捜数の繰り返し配列がみられることから，これ

ら反復配列を介した権基配列の再構成が頻繁に生じていると考えられる.

4. RMu因子の挿入領域の特徴と新たな因子の構造変異

新たな RMu をクローニングする目的で保存性が高い TIR領域のブライマ

ーを利用して， PCR及び I-PCRを行った.さらに，赤毛系統からのゲノムライ

ブラリーを作成し TNPならびに TIRプロープを利用してクローニングを行っ

7こ.
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TIRに設定したフローブからは RMulからの欠失国子である RMu2-IR36aが得

られている.この国子は転移後の2霊鎖切断箇所を姉妹染色分体の詩型関子を

もとに Geneconversionで鯵復している最中にタンヂム

を介しての鋳型の横滑りで生じるのであろう.

I-PC設ではすIR末端直後の ηRout，RMu1outプライマーを行った.隣接領域に

ゲノムから重複された標的配列重複が認められた場合に RMu国子が挿入され

ているとし，それらの周辺配列を調査した.9ちpの標的配列ならびに TIR隣接

領域には特に顕著な塩基配列の特徴は認められなかった.

この I-PCRで得られた隣接領域にフライマー配列を設定し， LA-Taq (Takara 

co.)によるゲノムからの増幅を行った.A1ゲノムからは 748ちpの RMu2嗣A1a，

1147bpのRMu2-Alb，1169bpの訣Mu2-A1c関子を得た(Tab1). 

設Mu2-A1aは他の因子に比較して内部に全く相同性を示さず，布 TI廷にお

いて最も低い相間性を示した留子である.さらに，この内部をプローブ化し，

サザン法によりゲノム内関連因子のコピー数を推定した.その結果，イネゲノ

ム内におよそ2コピー存在していることが明らかとなった仔ig23). 

RMu2-A 

における 24“5b句Pの挿入である.この配列を BLAS1N検索にかけたところ同じく
イネゲノム内に存在するwandererトランスポゾンと高い類似性を示した(Fig25). 

ただし，間トランスポゾンは 10bpの TI哀を荷するサイズ約 1kbのトランスポ

ゾンである.ただし，挿入に当たる標的配列がみられないこと，wandererの内部

配列の一部のみが挿入されていることから，この右 TIRへの挿入は転移ではな

いと考えられた.この挿入領域を RMu2・IR36aならびに wandererの配列と比較

したところ，右側 TIRからの配列からみた AAGのトリヌクレオチドにおける

microhomologyを介した組み換えで生じた挿入であると考えられた.Muトラン

スポゾンは切り出された時の2重鎖穆復に捺して，鋳型トランスポゾンを利用

した修復を行うことが知られている.この修復の擦に鋳型トランスポゾンを姉

妹染色分体から探し出して修復すると考えられている.修復鎖と介在タンパク

の複合体(推定)が microhomologyを検索して鋳型鎖を探す際に間違つ

的に存在する microhomologyを鋳型として利用したと推定される.さらに，

RMu2岬Albでは wanderer内部に存在する AAGで本来利用されるべき鋳型に戻

っしいる.そのため，鋳梨鎖を早く交換する RapidlyEXGhanging Template-strand 

系が働いているものと考えられる.イネゲノム内では wandererトランスポゾン

している反復配列

れ

wu



は高いコピー数で存在している(Fig 26).そのため，上記の検索システムに容

易に検出されたものと考えられる.

RMu2-AlcはRMu因子の中で最も長い 275bpのTIRを有していた(Fig27). さ

らに内部はRMu2-Alaと同様に他の RMu因子との類似性がなかった.この内部

配列はゲノム内で2-3コピーと低コピーであるが， TIRの延長された領域は

かなりの高頻度反復として存在していた (Fig28). これは RMu2-Alb同様にゲ

ノム内に存在する高頻度反復配列が取り込まれた後に，もう一方の TIRにコピ

ーされたものと推定される.

モデルとしては， Fig 29に示したように，

1 ) トランスポゾンがStem-loop構造をとる

2)挿入の入っていない TIRにニックが入る

3 )挿入配列がニック修復の際にコピーされる

ことでA1bから A1c因子のような構造をとるものが生じると考えられる.

さらに， Fig 30に示したようなモデルで内部配列がゲノム内のユニークな配

列をとることが推定される.TIRの挿入と異なる点は，複合構造をとることで

異所的な鋳型を検出する TIRと異なり，転写されているようなユークロマチン

領域のユニークな配列がLoop構造に接近しやすいために鋳型として利用され

るものと考えられる.

RMu2-Alcと同じサブファミリーに属する 2因子がゲノムデータベースから

検出された(Fig31，32).インド型のゲノム配列から得られたRMu2-G4はRMu2-

Alcで欠失している部分を有しているため RMu2-Alcの近年の祖先因子である

と考えられる.さらに， 日本晴れでみられた染色体1上の RMu2-Nlcはそこか

ら派生したものと推定される.

この他にゲノムデータベースから RMu2-IR36bならびに RMu2-IR36c因子と

相同な因子が得られた(Tab 1). これらは日本晴れの第 1染色体に座乗してい

ることが塩基登録情報からわかった.

RMu2-IR36a類似因子としてはA23系統からのゲノミックライブラリーから

得られたものとして R6，R7，R12，ならびに TIRの4因子が得られた.これらの周

辺配列から他系統における存在様式を PCRで調査している.その結果について

はまだでていない.

5.ベクターの作出

-10-
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イネゲノム内では内在性の欠失因子(RMul-Al，RMul-A23，および、 RMul-435)が

存在し，転移酵素の転写調節機構も存在しており，実際に転移をみることや，

追跡することが困難である.そのため，アラビドフシスを利用した形質転換系

を利用した解析を進め転移，ならびに転移酵素の制御機構を検討することにし

た.

形質転換体における標識遺伝子として，さらに転移を可視化するためにオワ

ンクラゲの蛍光タンパク(GFP)を利用することにした. GFPは静岡県立大学の

丹羽博士より譲渡していただいた(Chiuet al. 1996，丹羽康夫 1999). 

sGFPは pUC18にクローニングされており，ベクターの構築上望ましくない

制限酵素サイトもあったため， sGFP(112・HindIII)フライマーと sGFP(SacI)フ。ラ

イマーにより不必要な制限サイトをなくして pBluescriptIIヘクローニングした

(Fig 33). ベクターの構築は Fig34にまとめた.

現在のところ可動因子として高い可能性を持つ RMul-IR36は TIR末端に

BαmHIサイトを加えたフライマーを設定して，再クローニングした.この RMu1

因子は， 35S-Qフロモーターと sGFPとの聞に挿入した(Fig35). このベクタ

ーでは

1) RMul-IR36の自律因子としての可動性をアラビドフシスで検定する，

2)イネに形質転換することで可動性(この場合は自律性でなくても可動

性を示す場合が考えられる)を検定することができる.さらに RMulの代わ

りRMu2因子を導入して，転移酵素の過剰発現下での転移能をみるようなベク

タ一系として利用できょう.

転移酵素に関しては，RMul-IR36の内部配列から 623f(Xbα1)ならびに

RSTOP(SacI)プライマーで rmuA遺伝子コード領域をクローニングした.この断

片を 35Sプロモーター下に挿入することで過剰発現系を構築するベクターとし

た.

RMu2因子の系としては RMu2-IR36αを TIR(Xbα1)フライマーで増幅して

pBluescriptIIにクローニングした.この因子を 35S-sGFPに挿入することで非

自律因子の系として，

1 )転移酵素過剰発現系と組み合わせて挿入して転移酵素の機能を検定

2)イネに導入することで可動性を検定する.

ことにした.

RMul-IR36の内部を TIR-r1，F5・TIRプローブで増幅し，左 TIRならびに右
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TIまのサザンハイブリダイゼーションを行った結果，右 TIRがユニークなサザ

ンハイブリダイゼーションパターンを示した(Fig36). このことから右TIRのみ

を利用するプラスミドレスキュ…系を構築することにした(Fig37)・この系には

内部に Bar遺伝子を導入する予定である.Bar遺伝子には 35Sプロモータ…と

コード領域の間に XbaIサイトがあるため，ここに XbaI消失カセット(南末端

がXbaIに相補的であり，パリンドロ…ムを形成しない)を導入する.その後，

XbaIサイトを利用してバイナリーベクターに RescueRmuを導入する予定であ

る.

RMul因子の派生系統ではrmuA遺伝子の上流の転写調節領域に多様性がみら

れたため，転移酵素の制御パターンが単一でないことが予想されている.その

め， RMul-IR36からすIR-613(βαmI)フライマーで該当領域をクローニングし

た(Fig 38). この領域は 35S Qを除いたベクターの sGFP上流領域に挿入す

ることで転写調節単柱としての機能を検定する(Fig39). 同様に RMul-Alから

の同領域もクローニングする(Fig40，41). RMul柵435の該当領域は転写単位とし

て機能しないと考えられるが同様にクローニングする(Fig 42ヲ43). これらベク

ターは構築できたものから，現在アラピドブシス(コロンビア生態型〉に湿潤

法で導入を試みている.

6.赤毛系統における易変異性の検定

赤毛糸統ではこの 100年の間に anl，an2，dl， d2，d6，ルlなど護数の変異を生じ

ておりその原因解明は突然変異育種をすすめるためにも重要である.さらに，

いまだにクロ…ニングされていない anl，an2，Ur 1などの選信子群の機能解明に

もつながる.現在のところ， Dl座については名古屋大学芦刈氏より， D6 

については遺伝学研究所伊藤氏より，周辺配列の博報をいただいて赤毛系統の

変異を調査した.Dlについては全塩基配列は明らかとなっていないが，ノー

ザンにおける転写量が赤毛よりも低いことからなんらかの転写調節機構が変異

したことが推定される.解析としては， PCRによる Dl躍の内部領域の増幅，

ならびに PC長RFLPによる多型の検定を行った.また，これらをプロープとし

てサザンハイブワダイゼーションを行って制思酵素認識部位多型をみた.哀I二

PCR産物については塩基配列の決定をすすめている.現在のところ季大きな変

異は認められていない.一部， PCR増幅のできない転写調節領域での変異が涼

lZCfしていることも予想される.
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D6遺伝子鹿については夷嬬から必対立遺伝子をしおかりの遺伝的背景下に

導入した系統において欠失が認められている(Satoet al. 1999).そのd6供与系統

における変異を夷擦のケ、ノミック DNAを供試して調査した. PCRによる増幅

ならびに塩基配列の解析から， 646bpの欠失が原因となっていることがわかっ

た.この欠失が直接なんらかの原因で生じたか， トランスポゾンなどの可動性

菌子が再転移をした際に欠失したかについては明らかでない(Fig44，45). 

7.総合論議

RMu因子はトウモロコシの Mutator国子と同じ Su予er.・.Muファミリーに属す

るトランスポゾンでみる.イネには Yoshida(1998)らがクローニングしたMutator

様因子も存在するが RMuとは配列が典なり，逓信的に分化した時期が異なる

国子が複数存在しているものと考えられる.このような Paralogousな因子の存

在はアラピドフシスにおいても認められる(Yuet al. 2000).トウモロコシMutator

因子は Robe託son(1978)により易変異系統 Mutatorから見出されたトランスポゾ

ンであり，これまでに遺転学的，分子遺伝学的に様々なデータの蓄積がある

(Bennetzen 1996ラChandler加 dHardeman 1992). Mutatorは長いすIRや 9bpの標

的配列，ならびに保存的な転移機構などが顕著な特徴である.また，内部の配

列の獲得機構についても独特な特徴を持っている(Bennetzenand Springer 1994)・

これらの特徴をいかして GeneMachineと呼ばれる遺伝子破壊系に利用されてい

る(Bensenet al. 1995). 遺伝的な実験系は Lisch et al. (1994， 1996)による内部欠

失系統の利用による選結解析で詳細に報告されているーまた， トウモロコシで

は 2500Mb程度の大きなゲノムを解析する手段として，効率的に遺伝子に挿入

する Mutator系を遺伝子破壊系に利用する計画がすすんでいる.その計繭例を

次に紹介する.

8. Muトランスポゾンによるタッギング

はじめに

トウモロコシには育種的に利用可能なトランスポゾンが数多く存在している.

Ac/Ds， Spm/dSp民 Dt， ならびに Mutatorなどが DNAを鋳型として転移する

ものとして知られておち，数多くの総説がだされている (Bennetzen1996ヲ

Chandler and Hardeman 1992， Fedoro百1989，Kunze 1996).. Ac/Dsの問視性トラン

スポ、ノンである Ac/hobo/Tam3系はトウモロコシ以外でも植物・動物を関わず広
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い生物種に保存されている(St詑cket al. 1986， Calvi et al. 1991).一方，Mutator 

トランスポゾンが検出されたのは近年であるが，強特な遺伝的特徴をもとに精

力的な研究が行われE 効率的な遺伝子タッギング装置として， Gene Machine 

と一般的に呼ばれているシステムが近年では精力的に利用されている(Bensenet 

al. 1995). しかし， PCR法による選抜挿入変異体は 10醐20%で，残りは棒縮抱

変異を検出していると推定される(未発表)・さらに，挿入変異を生じた有用な

遺伝子には特許権も絡んでくるため 新たに効率的なシスチムが構築されよう

としている (Dasand Martienssen 1995ラMartienssen1999). トウモロコシは潜在

的4倍体として遺伝子重機が数多く起こっている複雑な遺転システムを備えて

いること，またそのためイネの 5倍程度?ヒトと強敵するゲノムサイズであるこ

とが知られている(Herentjariset al. 1988， Herentjaris et al. 1995).そのため，

遺伝学的に優れた業績が犠み上げられてきているもののゲノムプロジェクトが

めにくい生物種と考えられてきた.しかし RescueMuシステムを利用した

ロジェクト Maize Gene Discovery， sequencing and phenotypic analysis， 

NSF#9872657推定額$12，548，370)では，遺伝子タッギングならびにゲノム内全遺

伝子発現様式の特定と様々な環境下での遺伝子発現の特定を行うとしている.

この総説マは，このフロジェクトの全容を明ちかにするとともに，遺伝学的ツ

ールとして利用されている Mutαtorの特徴的な遺伝的行動機式についても明ら

かにする.

Mutatorトランスポゾシ

Mutatorトランスポゾンはもともと Acトランスポゾンの活性化している系統

から得られたものであるー Donald Robertson (1978ラ1980)は葉緑素異常を生

じている突然変異体後代に新たな変異が高頻度で出現することを見出し，その

頻度はAcによる変異変異体の出現率の 20倍であることを推定した.しかし，

その系統ではAcが不活化していることから，突然変異は新たな機構 (Mutator)

によるものと結論づけ，後に Mutator トランスボゾンが変異源となっているこ

とが明らかにされた.

最初にクローニングされた Mutator 包子は，アルコ ~)v脱水素酵素 (ADH)

における Mutatorによる誘発変異体からクローニングされた Mul因子守ある

(Freelingら 1982，Strommerら 1982)・制御因子(自律性困子)は明らかでな
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かったが， 1991年に 3つの研究室が独立にクローニングした(Chometet al. 1991， 

Hershberger et al. 1991， Qin et al. 1991). これら因子は 2-3の塩基配列の変異を

含み，それぞれ Mu9，MuRlおよびMuA2と名づけられ，後年に混同をさけるた

め最初の発見者のひonald Robertsonの頭文字をとって MuDRと改名された.

のクローンの塩基配列の解析とこれまでの研究からMuDRトランスポゾンは，

1 )およそ 220bpの長い末端反復配列を有する， 2)挿入時に 9bpの標的配列

の重複を生じる， 3)減数分裂の直前に重複的転移を引き起こす， 4)ある遺

伝子座への挿入頻度が 10-3…10・4と他のトランスボゾンに比較して高い， 5) 

再転移の頻度が 10-4-10-5と低く復帰変異体が得にくい，6) MuDR因子内の

mudrA遺伝子が転移酵素である， 7) MuDR因子内の mudrB遺伝子はMu因子

の転移後の再挿入に必要であることが知られている(Bennetzen1996， Bennetzen 

ら 1993，Chandler and Hardeman 1992). 

Mutatorファミリー内には，MuDRにより転移の制御をうけるサブファミリ

ーが多様に分化していることも特徴の lつである.特に MulはMuDRとは全

く異なる内部配列を有しており，この配列はトウモロコシにおける嫌気条件下

で発現が誘導される遺伝子を内部に取り入れたと考えられる(Talbe託 and

Chandler 1988). この他に， トウモロコシと閉じ単子葉に属するイネ，なもびに

双子葉のアラピドブシスにおいても Mutator様トランスポゾンの存在が知られ

ている(Ishikawaand Freeling 1997ラYuet aL 2000). 

Mutatorの遺伝的特徴

Mutatorにおける転移機構はまだ明らかにされていないが，Mutatorトランス

ポゾシの転移制御因子である MuDR内の遺伝子mudrAがトランスポゼースを産

出することがわかっている.MuDR内にはmudrAと逆向きに転写される mudrB

遺伝子も存在している.しかし，この産物の機能についてはまだ明らかでない

(Hershberger et al. 1993， Donlin et al. 1995) .また，挿入サイトからの切ち出

しは子実では発育が停止する誼前の締胞分裂時に生じる(Levyet al. 1989). さら

に，体細胞で重複性転移をすることからコピー数の荷化が生じ，複数の転移制

部因子 (MuDR)を有する.この倍数化により，Mutator制御機構の詳細な遺伝

解析は戻し交雑による単一の制御因子を有する系統を作出した後に可能となっ

た(Chometet al. 1991). この系統は Minimallineと呼ばれ，単一の制御因子
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MuDRと単一のMulを有している.この系統を用いて，Mul因子の機製的転移

が確認された(Lischet al. 1995). さらに， MuDRの座乗染色体の位置効果によ

り，Mulの再転移能力が影響を受けることも明らかにされた(Lischet al. 1995)・

遺伝子タッギングにはMulが多く用いられているが3 これは他のサブファミ

リ一因子に比較して Mulの転移率の高いことに起因している(Bennetzenet al. 

1993). アントシアニン系色素遺伝子 Alのフロモ…ター領域にも挿入した変異

体は，al-mum 2 : :Mul対立遺伝子を有している (O'reillyet al. 1985). この αlω

mum2系統では MuDRが活性化しているときはアントシアニンの着色のみられ

ない葉鞘を呈する劣性表現烈を示す.一方，MuDRを失った遺伝的背景下では3

弱いアントシアニンの着色を最し，いわゆる抑制型突熱変異として表現型が検

出される(Chometet al. 1991， Lisch et al. 1995). このレポーター標識変異を利

用した Mul扇子の遺伝的行動様式は Lischet al.(1995)により明らかにされてい

る.

Super-Muファミリーとイネ RiceMuω:tor

イネにおいても Mutatorの構造的類似因子の報告もある(OSMU; Xie et a1.によ

る遺伝子登録 19鈎， X16597).その後，この OSMUとは異なる RiceMutator

がイネゲノム内からクロ…ニングされタ同国子が内部のトランスポゼースの配

列ならびに構造的な類似性を省することが明らかにされた(RMul-IR36 ; Ishikawa 

and Freelingによる登録 1997，AB006808). RiceMutatorはもともとトウモロコシ

のMutatorファミリーの転移制御因子である MuDRの内部にあるトランスポゼ

ース遺伝子 CmudrA)をプローブとしてイネ栽培品種， IR36のゲノムライブ

リ…からクローニングされた.サイズは 4374bp，内部に mudrAと高い相時!主

を示す遺伝子，ならびに両末端に 193bpの逆位末端反複配列を宿する.さらに

その両側に挿入時に重複されたと考えられる 9bpの標的配列が見出されている.

その後，サブファミリーを構成する菌子 CRMul-A23; Ishikawa and Freelingに

よる登録 1999，AB023047， RMu2-IR36; Ishikawa and Freelingによる登録 1999，

AB017542)も検出された.RiceMutatorは日本型，インド型，ならびに野生イ

ネをとわず広くゲノムに見出される.それらの間での TIRの柑向性は 59惜96先

と変異が認められる.内部配列に関する変異も大きく ，RMul孔23はRMul・IR36

と86%の柑向性を有し，RMu2-IR36，αはRMul・IR36のデ側のおよそ 3kbの内部
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配列の欠失をしている.さらに，異なる内部配列を獲得した因子 (RMu2酬A1; 

Ishikawa and Freelingによる登録 1999，ABAB017543)もクローニングされて

いる.この内部配列の多様性 ならびに TIR桔向性変異の特徴は Mutatorファ

ミワーの特徴でもある.これはイネにおける同トランスポゾンが同様なシステ

ムを利用して多様性を確保していることを示すものである.一方，Mutatorが

およそ 215bpのTIRを共通して有しているが，イネでは平均 193bpのTI哀しか

有していない.DNAレベルの棺向性は 50%であり，内部にトウモロコシMutator

国子といくつかの祁向領域が見出される.

アラピドブシスにおける Mutatorについても mudrA遺伝子と高い相同性を示

す遺伝子，比較的長い TIR，ならびにその外側に 9bpの標的配列の存在が確認

されている(Yuet al. 2∞0)・これらのことをふまえるとイネ科のみならず高等植
物にかなりの Mutator トランスポゾンの存在していることが推定される.これ

ら因子の内部にあるトランスボゼース遺伝子は細菌の IS悶子においても保存さ

れていることから生物界に存在していると考えられる (Eisenet al. 1994) .ま

た，ゲノム解析の発展により，いまだ Mutator様国子のみつけられていない生

物種においても今後，Mutatorトランスポゾンが検出されるものと考えられる.

新たなプロジェクト R郡山eMu

トウモロコシ遺伝学分野で 1998年度の関SF研究補助での対象となったプロ

ジェクト MaizeGene Discoverうらお弓uencingand phenotypic analysisは大変な興味

深い(コラム， Science 282:652-654， 1998). この計画はこれまでゲノム解析

に関して立ち後れていたトウモロコシをゲノム解析のモヂル植物の位置に高め

る内容を持っている.

飛行機により 2時間以内にアクセスすることの可能な6大学の研究者らの協

力体制はインターネットによるサイパースペースにおける研究センターでの

同組織をつくりあげることになる.研究の基本骨格は， 1)改変した Mu国子

である RescueMuを利用することで 50万以上の潤定化された遺伝子ライブラ

イリーを蓄積し挿入領域両側 1.2kb塩基配列解析する， 2)解析された遺伝子

はマイクロアレイ上の DNAチップとされ，あらゆる組織での発現様式が確認

される. 3)供試個体は自殖され，デジタルカメラなどの手段で後代の幼苗，

開花期における種子の形態的突然変異などの表現型がウェブ上に記録され，ど
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の研究者からのアクセスも可能となる. 4)形態的変異体は原因遺伝子のクロ

ーニングに利用される. 5)同遺伝子の塩基配列は明らかにされ，これまでト

ウモロコシ遺伝学が蓄積してきた遺伝標識，染色体系統を用いたマッピングが

行われる(Freelingand Walbot 1993). 

従来の Mutatorトランスポゾンによるタッギングシステムとの比較

従前の遺伝子タッギング装置， Gene Machine (Bensenら 1995)では，およそ

1万個体の F1 (Mutator系統xNon-Mutator系統)系統を 50個体程度毎に DNA

をプール化し，そのDNAを鋳型として機知の塩基配列とMutatorのTIR間でPCR

増幅産物を示す個体を選抜していた.しかし， 体細胞における転移により生

じた挿入と生殖細胞に生じた挿入変異を識別できない.そのため希望した遺伝

子に関する変異は， PCRで推定した個体数の 10・20%である.一方， Martienssen 

は Fl個体の止葉 2箇所から DNAを抽出して DNAサンプル化を行うことで体

細胞のみで生じる挿入変異を生殖系における挿入変異とわけることで効率化を

図っている(Martienssen1999). この方法では，目的遺伝子近傍への Mutator因

子の挿入が生じても体細胞でのみ生じた挿入では，異なる葉から抽出した2つ

めのサンプルでは識別されず，生殖系に伝わる挿入変異と容易に識別できる.

これと同様の選抜方法は RescueMuにおいても採択され，体細胞の挿入変異と

生殖細胞での挿入変異の識別を容易にしている.

さらに，この研究に用いられる Mutator因子は分子的に改良された RescueMu

である.この因子はトウモロコシゲノムにおけるプラスミドレスキューを可能

にする.プラスミドレスキューはショウジョウバエの P因子を対象として応用

されている手法である(Stellerand Pirrotta 1986)・これまでのトランスポゾンタ

ッギングでは，目的の遺伝子がトランスポゾンによって分子的にタグされ，そ

の DNA領域をゲノミックライブラリーからクローニングやすることで行われて

きた.ただし，複数のサブファミリーに分化した Mutatorの中で特定の遺伝子

に入り込んだ因子を特定してクローニングするためにはかなりの労力が必要と

される.その研究に費やす手間を省くために，

1) Mulの中にプラスミドの複製に必須の配列であり ori領域ならびに抗

生物質耐性を付与する遺伝子をいれる.さらに，内部にトウモロコシゲノ

ムに相同性を示さない RizhobiumのDNAを持たせ，ゲノム内在性の Mulと
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区別してこの改変した Mul因子長escueMu因子の行動を追跡するための

ロープとして用いられる.

2) 35Sプロモーターと色素合成に関与する k 遺伝子の聞に RescueMu因

子そ挿入して遺転子銃で形質転換する

3) 1国体の着色でトランスポゾンの転移を確認した後にゲノム DNAを

導入プラスミドが制限化されない酵素で処理した後にうイゲサで環状化させ

る.ただし， 2種類の制限酵素を利用することで自己環状化して沼奴する

プラスミドサイズを小さくする.

4) 処理後の全 DNAを大腸菌に形質転換することで Mutatorトランスポ

ゾンの特徴である摸製転移した先のすべての挿入領域近傍を如〈ンゲする.

以上の手頗で大震の{間体からトランスポゾンの転移した先の DNA情報を得る

ことを可龍とした.

新規挿入の検定と利用

新規挿入は平均 5儲の RecueMuを有する個体を Mutator活性系統と交配する

ことで得られる.その後代は認の格子状(48x48=2304個体)に栽培され，そ

れぞれ倍化した新しい挿入配列を生み出すことになる.これら 1倒体から 100mg

のDNAが採集される‘葉断片から抽出された DNAには，生殖細胞に伝わる新

規挿入と体結漉切りだしと再挿入により生じた新規挿入も合まれる.2304x 10 

セットの集団内での新規挿入クローン化を目的としたフラスミド救出法により

定化ライブラリーが作成される.これらの一部はストックされ，残りは塩基

配列の決定と標的塩基配列への挿入国子選抜の PCRスクリ…ニングに用いられ

る.この際も 48X48格子でプール化された行列サンプルが利用される.

RescueMuならびにMu因子はブロモータ…ならびにイントロンに挿入される

頻度が高いことが報告されている (Raizada1999).そのため R俗cueMu挿入領

域の外側にあたる 1.2kbの塩基配列を解読して，新規遺伝子のスクリーニング

が行むれる.挿入近傍配列ならびに cDNAライブライリ…における遺伝子配列，

ソンなもびにイントロンの検出は 新たにトウモロコシの既知の遺伝子配

列に最適化されたプログラムを用いて解析される.現在のところ得られた漉伝
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子情報に対する特許化はなされず，新規塩基配列データは自動的に GenBank番

号がわりあてられ，データ公開がなされる.この計画に従事する共同研究者た

ちも GenBankからデータの引出しを行うため， "SuperFair"な構報公開がなさ

れることになる (Walbot 私信上

RescueMu挿入のある集団を利用したい研究者には無料で種子が配布される

が，この一連の塩基配列の解説作業とヂータ登録作業を行う義務付けがなされ

る. これらは新規の遺伝子配列と既知のものにわけられ Galbraithによりマイ

クロアレイ上にプロットされる.これらマイクロアレイは7つのトウモロコシ

遺伝学者により既に作成されている cDNAライブラワーからも作成される.現

在， Sara Hakeの研究窓で作成された頂端分裂組織の cDNAライブラリーを利

用してランダムクローンの塩基配列解読が始められており，かなりの割合で新

規配列が見出されている(Walbot私信).

らに，希望する研究者から特定の組織ならびにストレスを与えた条件での

cDNAライブラリーを加えて cDNAライブラリーに関するマイクロアレイが

作成される.これらのマイク口アレイは，特定の組織における発現を明らかに

するためにあらゆる組織・発育段階での遺伝子発現の解析に用いられる.援に，

アつの研究室の遺伝学者は各種 cDNAライブラリーを有しているために，これ

らのうイブラリーが供試されるでet!>ろう.また，共通のマイクロアレイを利用

する利点として，他殖性作物として遺括的背景が多様で品るトウモロコシにお

いても共通の遺伝子カタログを利用することができる点があげられよう.

改良を必要とされる点

本研究の今後の改良されるべき 1つは， トウモロコシの形質転換に用いられ

る系統は現在のところ限られており， B73，A23臼殖近交系を組み合わせた後代

のHiII系統が使用される点である.時iII系統は活性化したMuDRを持たないた

め，まescueMu形質転換された後，再分化個体は MuDRを有している Mutator

系統と交雑される必要がある.そのため，捜数のMulが交雑により導入される.

したがって，変異体がどの Mutator因子による挿入変異体であるかを特定する

ことが困難である.そのため 今後は Lischによって作成される Mulならびに

Mu2を含まず特定の染色体位置効果を有する MuDRのみを含む新 Minimal系統

がRescueMu形質転換系統と交配されるであろう(Chometetal. 1991， Lisch 私信).
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また，遺伝子銃による遺伝子導入系が用いられることから同ーの染色体位置に

複数の RescueMuが挿入され，転移率の低下が推定される.

ベクターからの RescueMuの転移は着色遺伝子 (Lc)の発現により検出され

るが，LcがMulのTIR上のプロモーター配列によりわずかに転写される(Barkan

and Martienssen 1991).そのため RescueMu因子の切り出しによらない色素形成

セクターが生じる.したがって，導入ベクターからの RescueMuの転移を検出

するためには TIR配列の突然変異集積，もしくは異なる末端反復配列を有する

Mu因子のベクター化が必要となる.さらに，Lc遺伝子の産物は着色の細胞自

律性があること，生育後期特異的な転移のためで 1-2細胞でのみ着色するこ

となどから，転移を肉眼で検出することが容易でない(Raizada 私信). Bz2 

遺伝子の産物は細胞自律性がないことから，着色細胞の数が多くなり識別が容

易となることから，今後は転移を識別するマーカー遺伝子としては Bz2遺伝子

などに変更した系が作られるであろう.このように今後も計画の進行にあわせ

て数々の改良が続けられるであろう.

一方，個体の表現型調査についての問題点も残っている.表現型からの遺伝

的変異の調査では，形質転換中の細胞培養時に生じるソマクローナル変異と

RescueMuにより生じた変異を識別する必要がある.この課題はイネにおける

他植物からのトランスポゾンやレトロトランスポゾンにおけるタッギング系に

しても克服されなければならない.したがって いまだ明らかになっていない

ソマクローナル変異の制御機構を明らかにする研究の進展が望まれる.

今後の展望と育種的利用

今後，上記の改良が行われ効率的なクローニングが可能な GeneMachineとし

て本システムが確立されるであろう.これからのゲノム解析においては，既知

の塩基配列に関する突然変異体をタッギングするシステムと表現型からの変異

個体選抜ならびに遺伝子タッギングを行うシステムの並存が必要になる.さら

に， トウモロコシでは潜在的4倍体としての劣性変異で致死性となる遺伝子に

関しての重複遺伝子のタッギングシステム，細胞形成など個体の大きさによる

組織切片作成や各組織の肉眼での検出の容易性を生かした発育遺伝学的変異体

の解析のための遺伝子タッギングシステムとしての価値が見出され，一方，イ

ネにおいては2倍体として 1遺伝子に生じた変異が容易に表現型に現れること，
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トウモロコシとイネで既に機能分北をした遺伝子が存在している可能性がある

ことなどから 同様の遺伝子タッギング系を確立することが求められる.モデ

ル植物もしくはモデル双子葉としてのアラピドプシスの遺伝子タッギング系，

ならびにモヂル生物としての線虫に比較して トウモロコシならびにイネにお

けるモデル穀物植物，モデル単子葉植物，モヂルイ音数性進化生物としての価値

は，経済的にもさらに進化的にも十分な研究価謹を有するものと考えられる.

また，潜在するゲノム内のMutatorと同祖国子である RiceMutatorがイネにおい

て既存の GeneMachineとして利用可能であるかは今後の検討課題となる.
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a 
RMu1・IR36(4374bp)， RMu1-A23 (4144bp) 

RMu2・IR36a (897bp) 

a lll!!!!l!lll!l!!!!!!l!!l!lll!l!ll!!!l!llllll!llll!!l!!!!!!l!l!ll • 
RMu2・IR36b (929bp) 

，. 

a ~:~:;:;:;従事:;:;:;:;:;:;:~:;~:~:;:~:~:;:~:~:~:~諒:~:~~~:~:~:~~:~:;:~:m:~:~~:~~:;:;:;:;:;:;:m:;:;:~:;:;:;:;:;:;:~:;:~;:;:;:;:;:~:;::提出:;:i:;:;:;:;:~;:;:;:~;:;:;:;:;:;:~;:;!;:~:~;!~:;:;!;:;:;:;~:~:;:;:i:;:;:;:;:;:;~:~:;:;:~:;:~:;:;:~~:;:;:;:;:;:m:~:~:~;~:;!m:;:i:~::絞!:;:~:;:;:;:~;:;:~;:;: • 
RMu2・IR36c(1115bp) 

• 鴇持鵠艶強硬訟能掛強弱陸部投封房義没頭密接慾鴇鴇信監部議語尾繍 • 
RMu2・A1a (748bp) 

.-. 
防::::~:::~:::~:~:::;:~:~:::~:l:;:宗主:~:~~:~:::::忠実::l:~:;:~:::;:~:~:~:::::::~:::;~:::~:::::~~:~:;:::~:::~:::~:;:::~:~:::~:::::~:I-ーーーーーーー

，......-

RMu2・A1b(1147bp) 

• ........................................................1....1.臨時i • 
RMu2-A 1 c (1170bp) 

Fig 2. Structural differences in RMu subfamilies 
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可

10 20 30 40 50 
RMu1-IR36し GAGAAAATTG TGATTTTGCT ATCGCAAAAG AATGGTTTCG CTGGAATACT 50 
関Mu1-IR36R GAGAAAATTG TGATTTTGCT ATCGCAAAAG AATGGTTTCG CTGGAATAむT 50 
持Mu1叫A1L GAGAAAATTG TGATTTTGCT ATCGCAAAAG ATTGGTTTCG CTGAAATACT 50 
RMul四 A1R GAGAAAATTG TGATTTTGζT ATCGCAAAAG AAτGGTTTCG CTGGAATAむT 50 
RMul-A23L GAGAAAATTGτGATTTTGCT ATCGCAAAAG ATTGGTTTCG CTGAAATACT 50 
RMu1-A23R GAGAAAATTG TGATTTTGCT ATCGCAAAAG AATGGTTτCG CTGGAATACT 50 
RMu2-A1aし GAGAAATTTG TGATTTTGCT ATCTCAAACG GATGGTTTCG CTAGAAτACT 50 
RMu2叩AlaR GAGAAATTTG TGATCTTGCT ATCGζAAT-叫 叩由ー一時時叫時ー- TTAAAATGTT 50 
Rmu2時A1bL GAGAAAATTG TGATTTTGCT AτCGCAAAAG AATGGTTTむGCγGGAATGCT 50 
Rmu2-AlbR TAGAAAATTGτGATTTTTCT ATCGCAAAAG AATGGTTTCG CTGGAATACT 50 
RMu2-A1cし GAGAAAATTG GGATTATACT ATCGTAAAAG AGTGGTTTCG CTGGAATGCT 50 
RMu2-A1cR GAGAAAATTG GGATTATATT ATCGTAAAAG AGTGGTTTCG CτGGAATGCT 50 
RMu2叩IR36aL GAGAAAATTG TGATTTTGCT ATCGCAAAAG AATGGTTTCG CTGGAATAむ7 50 
RMu2-IR36aR GAGAAAATTG TGATTτTGCT AτCGCAAAAG AATGGTTγτG TTGGAATACT 50 
RMu2-IR36bし GAGAAAATTG TGATγTTGCT ATCGCAAAAG AAτAGTTτCG CTGGAATACT 50 
RMu2-IR36bR GAGAAAAτTG TGATTTTGCT AτCGCAAA山由 一昨一一…一一一一一 一叩AGAATGAT 50 
RMu2-IR36cL GAGAAAATTG TGATTTTGCT ATCGεAAATG GATGGTTTCG CTAGAATACA 50 
RMu2叩IR36cR GAGAAAATTG TGATTTTGCT AτCGCAAAGG A-TGGTTTCA CTGGAATACT 50 

60 70 80 90 100 
RMu1-IR36L 51 ATCCCTT-吋CAA-AGTGATT CATTAAAATG CτAτCCTAAA CTAAGGGGTG 100 
RMu1-IR36R 51 ATCCCTτ一一CAA-AGTGATT CATTAAAATG CTATCCTAAA CTA-GGGGTG 100 
RMu1-A1し 51 ATCCCTT一時む AA-AGTGATT CATTAAAATG CTATCCTAAA CTAAGGGGTG 100 
RMu1-A1R 51 ATC-CTT-叫CAA-AGTGATT CATTAAAATG CTATTCγAAA CTAAGGGGTG 100 
RMu1-A23L 51 AτCむCTT叫-CAA-AGTGAτT CATTAAAATG CTATCCTAAA CTAAGGGGTG 100 
開Mu1-A23R 51 ATCCCTT一向CAA山AGTGATTCATTAAAATG CTAτTCTAAA CTAAGGGGTG 100 
RMu2-A1aL 51 ATCCCTT一時CAA-AGTGATT CATTAAAATA CTATCCTTAA CTAAGGGGTG 100 
RMu2-A1aR 51 ATCCTAAACT AACGGAGGTT CACTAAAGCG C一一叫CCT一一一 向一一一一一時叫一一 100 
Rmu2-A1bL 51 ATCCCTT--C AA-AGTGATT CATTAAA叫TGCTATむATAAACTAAGGG-TG 100 
Rmu2-A1bR 51 ATむCCTT--CAA-AGTGATT CATTAAAATG CTATTCTAAA CTAAGG時叩一一 100 
持Mu2-AlcL 51 ACCTCTτ山一CAA同 ACTAATTCACTAAAATG CTATCTTAAA CTGGG-GGTG 100 
RMu2-A1cR 51 ATCCCTT叩山CAA-AGTGAτT CATTAAAATG CTATτCTAAA CTGAA-GGTG 100 
RMu2-IR36aし 51 ATCCCTT時一CAA市 AGTGATTTATτAAAATG CTAτTCTAAA γCAAGGGGTG 100 
RMu2-IR36aR 51 ATCATTτ吋叩TAA-AGTGATT CATTAAAATG CTATTCTAAA CTAAGAGGTG 100 
RMu2-!R36bし 51 ATCCCτT--C AA-AGTGATT CATτAAAATA CTATTCTAAA CTAAGGGGτA 100 
RMu2-IR36bR 51 TTCGCTGG一回 AATACTATCC TTTCAAAGTG 白山一時一----叩 ーー一一一一一一司一 100 
RMu2-IR36cし 51 ATCCCTTTTC AA叩AGTGATTCATTAAAATG CTATCCτAAA CτAAGGGGTG 100 
RMu2-IR36cR 51 ATCCCTT吋吋CAA叩AGτGATτ TACTGAAATG CTATCCTAAA CTGAGAGGTG 100 

t 10 120 130 140 150 
RMu1-IR36L 101 TγCACTGAAA TGCTATTTTT GATCτTTTTG GTτTCTAGAA ATG-ATTTTA 150 
RMu1-IR36R 101 TTCACτGAAA TACTATTTTG GATCTTTTTG ATTATTACTA ATGT叩TTTTA 150 
RMu1叩A1L 101 TTCACCGAAA TACTATTTTG GTTCTTTTTG GTτGCTAGAA ATATATTTTA 150 
RMul-A1貫 101γTCACTGAAA TATTATTTTG GATCTTTTTG -TTAGTACTA ATGT時TτT-A 150 
RMu1-A23L 101 TTCACCGAAA TACTATTTTG GTTCTTTτTG GTTGCτAGAA ATATATTTTA 150 
RMu1吋A23R 101 TTCACTGAAA TATTAγTTτG GATCTTTTTG -TTAGTACTA ATGT叩TTTTA 150 
持Mu2-A1aし 101 TTCACTAAAA TGCTATTτTG GGTCTτTTGG GTTAATACTA ATGτ-TTTTG 150 
RMu2叩A1a司 101 叩TCACTGAA-TGCTATτTGG ATTTTTTT--GTTGむTAGAAATG-ATγTCG 150 
間mu2-A1bL 101 TTζACτGAAA TGCTATTTTA GATCTTTTTG ATTGCTAGAA ATG-ATTτTA 150 
Rmu2-A1bR 101 一一一一CTG一一一 即時一CATTCTAτACCCAT--G GTγCCCA甲山町 』一一明ACTτTC 150 
RMu2-A1cL 101 TτCACCAAAG TGCTATTTTC GCTζTTTTGG GTAAATAGAA AτGT叩TTTTC 150 
RMu2-A1cR 101 TTCACCAAAA TGCTATTTTC GTTTTTTTAG GTAAATAGAA ATGT-TTTTT 150 
RMu2-IR36aし 101 TTCACTGAAA TGCTATτTTA GATCTTTTTG GTTGCTAGAA ATG吋ATTTτA 150 
間Mu2-IR36aR 101 TTCAむTGAAATACTATTTTG GATCTTTTTG叩TTAGτACTAATGT-TTτTA 150 
RMu2-1将36bL 101 TTCACTGAAA TACTATTTTG GGT叩TTTTTGGTTAτTAGAA ACGA-TTTTG 150 
間Mu2-IR36bR 101 ---ATTAAA-TGCTATTTTG GGTCTTTT叩叩 A--GTTAGAA ATG叩ATTTTG 150 
RMu2-IR36cL 101 TTCACTAAAAτGCTATτTTG AGTCTTTTτG GTTGCTAGAA ATGA-TTTTG 150 
RMu2-IR36cR 101 TTCACCAAAA TGCTAτTTTC GCTCTγTTGG GTGAATAGAA ATGT時TTTτ一 150 

Fig 3盆 Multipleedit done with TIRs 
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RMu2-AlaR 

RMu2-IR36bR 

持Mul-Alし

開Mul山 A23L

荷mu2叩 Alちし

RMu2-IR36aL 

RMul-IR36L 

60. 1 % 

開 u2-AlaL 町一………1
182. 9先

RMu2-IR36cL 

RMul叩 A23再

RMu2叩 IR36aR

RMul-Al関

持続ul-IR36R

開 u2-IR36bL……………一

発Mu2-AlcL

RMu2-AlcR 

RMu2 I君36cR

Rmu2吋 AlbR

52. 9完

Z立.9%

Fig 4. Phylogenic tree of TIRs based on 1 93nt sequence from each end. Percentage 

reveals similsrity between two sequences. 
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GAGAAAATTG TGATTTTGCT ATCGCAAAAG AATGGTTTCG CTGGAATACT 

GAGAAAATTG TGATTTTGCT ATCGCAAAAG AATGGTTTCG CTGGAATACT 

ATCCCTTCAA AGTGATTCAT TAAAATGCTA TCCTAAACTA AGGGGTGTTC 

ATCCCTTCAA AGTGATTTAT TAAAATGCTA TTCTAAATCA AGGGGTGTTC 

ACTGAAATGC TATTTTTGAT CTTTTTGGTT TCTAGAAATG ATTTTACTCT 

ACTGAAATGC TATTTTAGAT CTTTTTGGTT GCTAGAAATG ATTTTACTCT 

ATTTTAAGTT TTGTTCTGA- CAAAATAC-C TTGTGT-CTT ATCACCAGAT 

ATTTTAAGTT TTGTTCTGAC CAAAATACCC TTGTGTCCTT GTCTCTATTA 

CGAATCGATC TCTCCAGCCG TCCAGCGTCG GTGTTGACAG AG-3026del 
TGTTGTG-ーーーーーー一ーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーー

-CTCCTATAC CACATACCCC AACTAC~CCT ACTGTACAAA CCATTATTCA 

AGAAAGCCCA ACAGTTGTGA CAAGACGGTT AGTACAACCA ACTACAATTA 

-ーー一一一---AACAGT-ーーーー ーーーーー-ーーーー ーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーー

CATTAACCTA GATGTATTTT TGCTTAACAC ACATTTCCTT GTAGC♀GGC.工

TC~ATGTTAA TC~~CAAC~A GC~ACAGCAC ACACC~支~AC: T T(支~TTCACAA

GTGACATGTA AAAC~AC~TG AATATTGCTG AATCAAC~TC: AAAC~C~ACA 

TGTACAAAGA AGCTCACAC:C CAAGAAAATG AAC~CTACTT GATTTGTC~T 

ATGCATGTGA GGCACTGTTA TAGAC~TATT TTGTGACC:C:A TGTC~TGTTA 

TGTGACCCAT GTAGTGTATG TC~ACCACCG TTTGTGTC~T TACGTGTGCA 

TGTGAGGCAC TGTTATTTGA C~TCTTTTGT GAACCATGGT GCATGTGAAC 

-ーーーー-ーーーーーーーーーーーーーー ーーー-ーーーーー由ーー一一ーーーーーー ーー-TGTGAAC

CATGGT(ゴ、ATGTGAACCACT GTTATGTTGT GACCACTGTT ATGTTGTGAA 

CTTGGTGCAT GTGA--ーーーー ーーーーー一ーーーー -ACCACTGTT ATGTTGTGAA 

(A) 
CCATTGTTAT GTGAGGTATT TTGTGAACCA CATGCTATTC AATATTATGT 

CCATTGTTAT GTGAGGTATT TTGTGAACCA CATGCTATTC AATATTATGT 

CTACATGCTG TCCAAATTTG TTCTATTTTG TTTTTACAAT TTTTTCATGC 

CTACATGCTG TCCAAATTTG TTCTATTTTG TTTTTACAAT TTTTTCATGC 

CCAAATTTTA TGGGTTAAGC TAGCTTCTCC ATTAT--ー-ー -ー-ーーーーーー-

CCAAATTTTA TGGGTTAAGC TAGCTTCACC ATTATATCTT TATAACTTGG 

-----ーーーー-ATCTTGATGT GTATGCGCGC TTGTGACTGA ACTGGACTACO 

AGTGAGAAAA ATCTTGATCT GTATGCACGC TTGTGGCTAA ACTGGACTAC 

ACACCATTTT TATTGTACAA ATGTGAAAGC AAAATATATT GCTCTAGCAA 

ACACCATTTT TATTGTACAA ATGTGAAAGC AAAATATATT GCTCTAGCAA 

AGCATGTGTC AA----AACC AGAGAGGTGT TGTTTGACTT TCAAACCAGT 

AGCATGTGTC AAAATTAACC AGAGATGTGT TGTCTGACTT TTAAACCAGT 

GCACGGGAGC TTTTGTATTA GTGTTAGTGA TCAATTAGTA TATACATATC 

GCACTAGAGC TTTTGTATTA GTGTTAATGA TCAATTAGTA TATACATATC 

ACGCAGCGGA GCAT・GAGGCGTGCATAGGTT CACAAATATA TAGCAATATA 
ACGCAGCGGA GCGTGAGCCG TACATAGTTT CACAAATATA TAGCAATATA 

TTTTGCTAGA GCAA-ーーーーー TGTCAACCTG CCATTATCCT GGGCGAAAGG 

TTTTGCTCTA GCAAAGCATG TGTCAACCTG CCATTATCCT GGGCGAAAGG 

AGGACATAGA GACGAGGGCA TTTTGGTCCG GAGAAAAAAT AAAAGAGAGT 

AGGACATAGA GGCGAGGGCA TTTTGGTCCG GAGAAAAACT AAAAGAGAGT 

AAAAACATTA GTAATAATCA AAAAGATCCA AAATAGTATT TCAGTGAACA 

AAAAACATTA GTACTAA-CA AAAAGATCCA AAATAGTATT TCAGTGAACA 

. CCCC-TAGTT TAGGATAGCA TTTTAATGAA TCACTTTGAA GGGATAGTAT 

CCTCTTAGTT TAGAATAGCA TTTTAATGAA TCACTTTAAA ATGATAGTAT 

TCCAGCGAAA CCATTCTTTT GCGATAGCAA AATCACAATT TTCTC... 

TCCAACAAAA CCATTCTTTT GCGATAGCAA AATCACAATT TTCTC..... 

Fig 6. Sequence coparison between RMul-IR36 and RMu2-IR36a. 
Underlined and double underlined sequences were found in EST 

C98506:double underlined sequence but 9th nucleotide was not T but 

A. 
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10 20 30 40 50 
A 1 (3136-4040 CTCCTATACC ATATACCCCA ACTAGGCCTA CτsτAGAAAC CATTATTCAA 
C98506 CnCCTATACC ATATACCCCA ACTAGGCCTA CTGτAGAAAC CATTAττCAA 

60 70 80 90 100 
A1(3136叫 4040 51 GAAAGCCCAA CAAτTGTGAC AAGACGGτTA GTACAACCAA CτACAATTAC 
C98506 51 GAAAGCCCAA CAAτγGTGAC AAGACG叫叩山一 ー一一一時叩即時一一 一一一司叩叩叩町一時

11 0 120 130 140 150 
A 1 (3136-4040 101 AττAACCTAG ATGTATTTτT GCτTAACAAC AACAAτTTCC TTGτAGCCGG 
C98506 101 一一一一一叩町叩向山 叩叩ーーー一司即時叩 町四叩叩ー一一ー一一 一一一一一一ーー叩一 時時一一ー一CCGG

160 110 180 190 200 
A1 (3136-4040 151 CTTGCAATGτTAAγGGAACA AGGAGGGACA AGCTCACAAC CGGCACTTGC 
とき8506 151 CTNGCAAτsτTAATGGAACA AGGAGGGACA AGCTCACAAC CGGCACTTGC 

210 220 230 240 250 
A1(3136四 4040 201 TτCACAAGTG ACATGTAAAA GGAGGGTGAA TATTGCTGAA TCAAGCτC-A 
C98506 201ττCACAAGTG ACAτsτAAAA GGAGGGTGAA TATTGCTGAA TCAAGCTCCA 

260 210 280 290 300 
A1 (3136-4040 251 CAGCCGGζτC CATCAAAGAG GACATGTACA AAGAAGCTCA CACCCAAGAA 
な98506 251 CAGCCGGCTC CATCAAAGAG GACATGTACA AAGAAGCTCA CACCCAAGAA 

310 320 330 340 350 
A1(3136…4040 301 AATGAAGCCT ACTτGAAτAG CTCCτCCτGT ATCACAACTA AτATTGTGTG 
C98506 301 AATGAAGCCτ ACTTGAATAG CTCなすこCTGTATCACAACTA ATATγGTGTG 

360 310 380 3君。 400 
A1 (3136-4040 351 CTGTGCAτGT GAGGCACAAττATAGGAGGT AττττGTGAA CCATGGTGCA 
C98506 351 CTGτGCATGT GAGGCACAAT TATAGGAGGT ATτTτGTGAA CCATGGτGCA 

410 420 430 440 450 
A1 (3136-4040 401γGTGAACCAT GTτGGTGTAT GTGAACCACC TTTGTγGTTG GTGCATGTGA 
C98506 401 TGTGAACCAτGTTGGTGTAT GTGAACζACC TTTGTTGττG GTGCATGTGA 

460 470 480 490 500 
A 1 (3136-4040 451 GGCACTGTTA TGTGAGGTCγTTTGTGAACC ATGGτGCATAγGAACCACTA 
C98506 451 GGξACTGTTA TGTGAGGTCT TTTGTGAACこ ATGGTGCATATGAACζACTA 

510 520 530 540 550 
A 1 (3136-4040 501 CγATGTTGτG AACCATGGTG CATGTGAACC ACTGTTATGT TGTGAACCAT 
C98506 501 CTAγGτTGTG AACCATGGTG CATGTGAACC ACτGττATGT TGTGAACCAT 

560 510 580 590 600 
A 1 (3136-4040 551τsτTAγGTGA GGTATττTGT GAACC..... ーー lt.• " • • • 
C98506 551 TGTTATGTGA GGTAτTTTGT GAACCAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

610 620 630 640 650 
A1(3136叩 4040 601 . . . " . " " .. ，.. .."....・・・.. r .. • • 1・着陸 ‘ 司， . . . . .・.I " " .苓

C98506 601 -・・・・温島魯溢諸島・ ョョ. .. . . . . ， . 書司， ，展望. .軍事唖事' 申ー.. .. " . . . . 

Fig 7. Sequence comparison between a part of RMu1・A1 sequence and 
a sequence of EST cloηe， C98506雀
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Fig 13. Comparison of amino acids sequences of mudrA gene and 

rmuA gene. 
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180 

TTTCCTCCATCGTTTTACGCACACACGCTTTTCAAACTGCTAGACGGTGTGTTTTTTGCA 

240 

AATAGCAAATACTλAATTAATCGCGTGCTAATCGCTACTCCGTTTTCCGTGCTAGGAAGT 

300 

GAGGTTCCCAACCCTCACTCCCGAACACAGCCTAAGAGGTGTTCACTGAAATGCTATTTT 

360 
-ーーーーーーーーーーーー一ーーーーーーーー--ーーーーーーーーーーー-AGGTGTTCACTGAAATACTATTTT

GAGGTTCCCAACCCTCACTCCCGAACACAGCCTAAGAGGTGTTCACTGAAATGCTATTTT 

420 
GGATCTTTTTG-TTAGTACTAATGTTTTTACTCTCTTTTAGTTTTTCTCCGGACCAAAAT 

GGATCTTTTTGGTTAGTACTAATGTTTTTACTCTCTTTTAGTTTTTCTCCGGACCAAAAT 

480 
GCCCTCGCCTCTATGTCCTCCTTTCGCCCAGGATAATGGCAGGTTGACACATGCTTTGCT 

GCCCTCGCCTCTATGTCCTCCTTTCGCCCAGGATAATGGCTGGTTGACACATGCTTTGCT 

540 
AGAGCAAAATATATTGCTATATATTTGTGAAAC-TATGTACGGCTCACGCTCCGCTGCGT 

CTAGCAAAATATATTGCTATATATTTGTGAAACCTATGCACGGCTCACGCTCCGCTGCGT 

600 
GATATGTATATACTAATTGATCATTAACACTAATACAAAAGCTCTAGTGCACTGGTTTAA 

GATATATATATACTAATTGATCATTAACACTAATACAAAAGCTCTAGTGCACTGGTTTGA 

AAGTCAGACAACACATCTCTGGTTAATTTTGACACATGCTTTGCTAGAGCAATATATTTT 
660 

AAGTCAAACAGCACTTCTCTGGTT----TTGACACATGCTTTGCTATAGCAATATATTTT 

720 
GCTTTCACATTT-GTACAAT-及AAAATGGTGTGTAGTCCAGTTTAGCCACAAGCGTGCAT

GCTTTCACATTTTGTACAATTAAAAATGGTGTGTAGTCCAGTTCAGCCACAAGCGCGCAT 

780 
ACAGATCAAGATTTTTCTCACTCCAAGTTATAAAGATATAATGGTGAAGCTAGCTTAACC 

ACACATCAAGATTTTTCTCACTCCAAGTTATAAAGATATAATGGAGAAGCTAGCTTAACC 

840 
CATAAAATTTGGGCATGAAAAAATTGTAAAAACAAAATAGAACAAATTTGGACAGCATGT 

CATAAAATTTGGGCATGAAAAAATTGTAAAλACAAAATAGAACAAATTTGGACAGCATGT 

900 
AGACATAATATTGAATAGCATGTGGTTCACAAAATACCTCACATAACAATGGTTCACAAC 

AGACATAATATTGAATAGCATGTGGTTCACAAAATACCTCACATAACAATGGTTCACAAC 

960 
ATAACAGTGGTTCACA-TGCACCAA-GGTTCACA---ACT---GTTCACAACATAATAGA 

ATAACAGTAGTTCACAACATACCAGTGGTTCACATGCACCATGGTTCACAACGTAATAAA 

1020 
GACAAGGACACAAGGGTATTTTGGTCAGAACAAAACTTAAAATAGAGTAAAATCATTTCT 

GACAAGGACACAAGGGTATTTTGGTCAGAACAAAACTTAAAATAGAGTAAAATCATTTCT 

1080 
AGCAACCAAAAAGATCTA五AATAGCATTTCAGTGAACACCCCTTGA-TTTAGAATAGCAT

AGCAATCAAAAAGATCTAAAATAGCATTTCAGTGAACACCC-TT-AGTTTATGATAGCAT 

1140 
TTTAATAAATCACTTTGAAGGGATAGTATTCCAGCGAAACCATTCTTTTGCGATAGCAAA 

TT-AATGAATCACTTTGAAGGGATAGCATTCCAGCGAAACCATTCTTTTGCGATAGCAAA 

ATCACAATTTTCTC 

ATCACGATTTTCTC 

Fig 24. Sequence comparison between RMu2・IR36aand RMu2・A1b. RMu2・IR36asequence 

starts from right TIR to left TIR. 
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3
1河

wanderer AAGGTTGTGTTCGGCATTGCTGGTTCCCATCCTCTCCCCCTCGT 

*** *** *** * ********* * * * ** **** 
Insertion AAGGCTGCATTCTATACCCATGGTTCCCAACTTTCCTCCATCGT 

*** 
Original CTAAACTAAG 

wanderer TTTCTGCGCGCACGCTTTTCAAACTGCTAAACAATGTGTTTTTTGCAAAA 
*** ** * ******会************ ** ************合会**

Insertion TTTACGCACACACGCTTTTCAAACTGCTAGACGGTGTGTTTTTTGCAAAA 

wanderer A---GTTTCTATACGAAAGTTGCTTAAAAAATTATATTAATCCATTTTTG 

* ****************** ******* *************会*会*
Insertion AAAAAATTCTATACGAAAGTTGCTCAAAAAATCATATTAATCCATTTTTG 

wanderer CAAAAAAAA--GCAAATACTTAATTAATCACGCGCTAATGAACTGCTTCG 

******** ****************** ** ****** 会*合会合会
Insertion AAAAAAAAATAGCAAATACTAAATTAATCGCGTGCTAAT-CGCTACTCCG 

wanderer TTTTCCGTGCGCACATCATGTGCTGGGAAGATTGGCTTCCGAACGCACCC 

********** * *づk ** * *会*会****会合会*
Insertion TTTTCCGTGCTAGGAAGTGAGGTTCCCAACCCTCACTCCCGAACACAGCC 

wanderer 官為AG

**** 
Insertion 官為AG

*** 
Original AAGAGGTGTTCACTGAAATACTATTTTGGATCTTTTTG-TTAGTA 

Fig 25. Sequence similarity found between wanderer and 

an insertion sequence in RMu2・A1 b. Presumable recombination 

point (AAG) was algned with original TIR sequence in RMu2-IR36a. 
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Recruitment of an unique i nternal sequence 

Fig 29. Model of extension of TIRs in RMu subfamily. 
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-60-

1200 

1200 

1200 

1110 1120 1130 1140 

1101 G:む:t::t委員鳴を亨君 主議員~nr!i'古Ktft秀氏真:t:~玉章ぎ <;:真cττ'(~正A暗
1101 続投訟が討結尚州防止本村持政務総，C:綿時宇治Á'Ä~::

S
I
-
-

2
Z
U
T
 

I
-事
F

主

1
語
e
e
A

a
m
n
&昼
円

余
ル
e
m
e

e持
verwu

pumぃ。側、

*ム
7
e
?
?
e

正
A

A
U
I
a
m
ι
-
n
 

o
e
-
-山
miv

1
K
一義

'
B
小

iveevr

自制一端
‘，A
a
?支

t
n
，
正
丹

F
岨
長
b

m
u
n
b
 

o
z，
E
 

S
主
義

H
M
M
A
M
 

R
H町

w
u

p
h
n
h上
根

拠
地
訪
韓

‘anh
f
y
n
 

phv
拠

b

ewue
《

kv

p
h
J
W

脚
h
d

1

1

 

RMu2町 A1 c 

異動~u2-G4

AMu2匂 A1c 

RMu2ωG4 



RMu2-Alc 
11 助G'~制音義蹴務員:前単f鴻T160:・ 9G議6前再軍烹{~i済M進21C0 院A芳1純tgtM産M事首M長3脅0;，A鼻司音z字e詰駐~n軍主事芳1情41合0 mersεG6酬誕咋明安治朗C5C 0 50 

RMu2-N1C 50 

RMu2-Alc 5511 kMECtsTCdfzr時c北治6k0:必正C:!f:主A主h点主主TUzj7HI益0E。-1TJSAATA臥民刊T:GCはI8晶正0j:T前ETCTZ陥KKMAE2主右A0 A-G儲A~悩E3!主仏:G T:門1Z0会C 0 100 
RMu2-N1C 100 

RMu2-Alc 110011 k高tTutSKM存GATτ1S卓1cT0uTBtτ本r鞍字't部骸口T20t.一材6牢開't羊始草才ーT銅E1鼠3ヰ草0G刈A都高亨傾A也掛湾海t高剤40m師g実材字宇j付tT4c2tG1m主5む0 150 
RMu2-N1C 150 

hkak;r主JZTJ:TFf主r語:車1iT1k 60CCE  T 170180190200  RMu2-Alc 151 A~:r:f.J:I:Ä}， CτTTτ;rT;TfrTJTO -T GGG!t GCE才ckAjC-GGGCCCCAEEC五tTTGE負TCAKET ACTCEETCC{才:ACC烹T: 200 
RMu2-Nl C 151 AAHT:T:HTl HT1'GCCCAG:: ACCA:'-AAATA CCCCT<lAGA:G GGCCCCTC 200 

τr2t21M70F -e2gz2r0et23024y  τ0ー 250 RMu2-A 1 c 201 Cττ柏c;tcCT'te't~町teCcAeeTtC 下mJG:tn車TwEGAGGGAG6c也CC己記才GGT::G(i:師eshGGAGGC 250 
RMu2-N1C 201 Gl.e:A TACtC::f:: e:rCt.ctTCJC:: t:c:r::rT:T--ー国 ーー-CCCTCTT::CCH:::'----ーーー 250 

干rすs 26a270280290300  
RMu2-A 1 c 2 5 1 G A G EE1TK G G c C司 C G G cE Sy EcfE G C G 下下K122342TE C GG -ET CC1E3Z12-T GGjsT eEEe包rG e eCsT gGcT T C GGA G C C T E C 300 
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RMu2-Alc 301 GAAGQMCKE帥EC3TG臥1存0明MGG:Q賄9事~(:ら尚93326北0 GTeGa瞬昔才£TAA3郁古360 CC棋9才院師TC3砧G4A0C叫G高E，CTT出te3Tt5C 0 350 
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RMu2-Alc 77 55 11 TA GeTs Gg Sg EciEA GT7 GG5 E 才0GC GC kKgG jSh CT GT CU7KT7 Z E 0 GGiTA GG ECAT G-zE TT7 垣旬8Z0 TT GE TC A前ECE Sjh EE7 G臨9A 0 GG EG AC GG ZE GA CT G-8 cC0 C z 0 800 
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RMu2-N1C 801 ATC:AT-TGC:C:: GGC:llAGATCG:: C:Ci.TG::'GC:'fG:: C:;"TCGCT-CG C:rc::GGT-- 850 

cEgBEcjEEZS860EEEGr C 87088eC0.ac8  E}a9tJh E 0900  RMu2-Alc 
851 正kE-T GEEEC;GCTGT AC AG喧ZEeC£E1g3EaCA CC3E誕1tESCEA TT CCGTGG1122♀ECcr主Sz:TCc 900 

RMu2-N1C 851 "~-CGCC:C GC: CTCCCC:G:CCA CGtC~<l~TGC:: C<l'A;~CJ. C C'~C CTGt~C'T:C C 900 

RMu2-Alc 901 時嶋間ç:~純制刊CG9絵が1L0 g邸典的前TSt儲C砧9純2t0E.，CACCGGC併G9e3方事0C情悦引芳明偶柑純9蹴絹40崎柑肺前叫倒梢紺9柑純50: ・ 950 
RMu2・N1C 901 GGC'.cA:C:CGs，':' CJ.C:TCCCII'AC:: T・ーーーーー 950 

RMu2-Alc 995511 661EKGMA弗MEGGj泌9H鑑6証正0G副i'i儲STATgGaK-A93GM7G0. hA右tt'手証前午E儲3埠出E9H8gE030 前g軍S儲G~酪tC民C9G主9G0C ACTT，MT』Mg6e臨G1盗E037事01:0K 正 1000 
RMu2-N1C 1000 

RMu2-Alc 11000011 日材汀開僻併柑特10才C1G0A6G6詰MCMMMM10MT20ττー前叫制柑対材叫刷10前恥30時納仙帰前北:c;焼A1Z0廿m40CA市W:昨r:n:刊嶋1毒0剤仰50 1050 
RMu2-N lC 1050 

RMu2-Alc 11005511 K正M砧凶証猫主A配M転10CGM60K長脱誕a前TJMAGEU1-0hz7z0 r日j干E間>~怜王G~給1 丸0C8品造0、 C民E主r-E-TTGE縞ih1I02主19tT0主-宰TA泊S通以k主TGA1GT10ECaE0 i 1100 
RMu 2-N 1 C 1100 

RMu2-Alc 11 110011 τ幌芳rAtT世悌主惜T1S1誕棋1毒0下時寝込前C1'η芳型T1通抑1清2食振0~.6前M倒完:拘全車EA1CT1hA3軍t0 τ前.車道胤事6前ç~倒1系1 瓦配4命0怠. 保生長車雌語!芳?t刊下1望主1校宰5草0. 1150 
RMu 2 -N 1 C 1150 

1 下τ1k占6FT0 員1;)長v羊E2E1話21e2 kk1 車属1τす71T0 . 1 1 8 0 
1190 1200 

RMu2-Alc 1151 AC儲S通MIGAATn31t12Z主-CA•• 1200 
Rllu2-N1C 1151 GCCi:1iT-GG 1200 

Fig 32. Sequence comparison between RMu2・A1c and RMu2・N1c.
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Fig 33. Mod ification of restriction sites in a sGFP vector. 
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Fig 35. Construction of an RMu1 inserted vector. 
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Fig 45. A deletion occurred in d6 allele in A28 strain. 
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