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要旨

癌化のプロセスの1つ、癌抑制遺伝子の不括化に着目した場合、2つある遺伝

子の両方が点突然変異と呼ばれる塩基配列レベルでの変異、あるいは染色体欠

失、重複、転座等の染色体レベルでの変化によって失活する必要がある。点突

然変異の発生率は1世代あたり10－1ツbp、それに対しヒトのゲノムは3×109bpな
ので、点突然変異だけで癌化を説明することは難しい。そこで考えられるの

が、染色体レベルでの変化の発生率が十分に高いという可能性である。実際に

癌抑制遺伝子の第2段階目のプロセス（ヘテロ接合性の喪失、LOH）では、染色

体欠失が高頻度に観察されており、その重要性が指摘されている。この染色体

欠失をはじめとする染色体異常は、細胞の癌化だけでなく、細胞の分化や進化

等にも重要な役割を果たしていると言われている○しかしながら、染色体異常

については、検出数そのものが少ないためこれまでに系統的な分子レベルでの

解析がほとんどなされておらず、その発生メカニズムに関しては未だ不明な点
が多い。

そこで本研究では、二倍体出芽酵母をモデル生物として、1）LOHの定量的な

検出系の確立、2）野生型におけるLOHの発生頻度の測定、および3）個々の遺

伝的変化の種類の同定を行うことにより、どのような遺伝的変化が第2段階目の

変異になりうるのか、そしてその中で染色体異常はどのぐらいの重要性を占め
ているのかを明らかにすることを第一の目標とした。

LOHを検出するために、片方の第Ⅲ染色体の右腕の中央付近にURAjマーカ

ー遺伝子を挿入した。URAj遺伝子の不活化は5－FOA耐性の表現型を示すため、

この実験系では培養中に生じたURAj遺伝子の変異や喪失を5－FOA培地上で選択

できる。実際に測定した体細胞分裂の対数増殖時におけるLOHの発生頻度は2．0

×1什4であった。この値は一倍体酵母における5－FOA耐性細胞の出現頻度の約

500倍であったことから、二倍体酵母を用いて得られた細胞は二倍体に特異的な
遺伝的変化によるものであると考えられた。

次に、5ヰOA耐性細胞内の遺伝的変化を同定するために、パルスフィールド

ゲル電気泳動法およびサザンブロツティングを用いて第ⅠⅡ染色体の構造を直接

観察した。12実験区、計640クローンを解析した結果、第ⅠⅡ染色体のコピー数と

サイズの変化パターンをもとに、細胞は大きく3つにクラス分けされた。62％の
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細胞では第ⅠⅡ染色体のコピー数が2から1に変化していた○第ⅠⅠⅠ染色体上に内在

するもう一つのヘテロマーカーである朗AT遺伝子座を解析したところ、ほAj

遺伝子を挿入した方と同じ染色体上に存在していた朗A乃遺伝子も同時に喪失

していることが判った。以上の結果より、これらの細胞はUMj遺伝子および

朗A乃遺伝子を持っていた染色体の喪失によるLOHであると結論した。解析し

た640クローン中、30％の細胞では染色体構造の変化が観察されなかった。そこ

で、定量的PCRを用いてほA濾伝子付近の詳細な構造解析を行ったところ、

U鮎j遺伝子領域が相同染色体上の配列に置き換わり、細胞はホモ接合性に

なっていることが示された0一般に、出芽酵母では相同組換えの頻度が高く、

他の複数のマーカー遺伝子を用いた遺伝学的解析の結果から、このようなホモ

接合体はセントロメアとマーカー遺伝子の間における相同染色体分体間の組換

え（交叉）あるいは遺伝子変換によるものであると考えられている。興味深い

ことに、残りの8％の細胞では第ⅠⅢ染色体の長さが変化した異常染色体が観察さ

れた。異常染色体の大きさについては、本来の第ⅠⅡ染色体と比べて10－110kb小

さくなったものや、1仙620kb大きくなったものまで様々なものが確認された。

染色体異常の発生機序に迫るためには、切断点近傍での塩基配列の特徴等、

染色体側の構造的要因を明らかにすることも重要であると考えられる。そこ

で、検出された異常染色体の染色体再編領域を塩基配列レベルで解析すること

にした。まず、異常染色体の欠失領域を特定するために、第ⅠⅡ染色体の左腕上

に1箇所、右腕上に関しては約10kbごとに21箇所の特異的な領域を選定し、各

領域のコピー数をPCRを利用して定量した（森、1998年修士論文）。45例の異

常染色体を解析した結果、そのコピー数のパターンにより、異常染色体は1）染

色体内欠失（11例）、2）相同染色体分体の右腕間の不等交叉（7例）、3）相

同あるいは姉妹染色体分体の右腕一左腕間の不等交叉（10例）、4）右腕の部分

重複を伴う相同あるいは姉妹染色体分体の右腕一左腕間の不等交叉（8例）、5）

他の染色体との転座（姻）の5つのクラスに分類された。次に、この解析で特

定された染色体再編の境界位置およびパルスフィールドゲル電気泳動法で直接

観察した異常第ⅠⅡ染色体のサイズ情報をもとに、切断点を含む染色体再編領域

をクローニングし、その塩基配列を決定した○その結果、11例の染色体内欠失

は全てMAT遺伝子座と助択遺伝子座に存在する1・6kbの共通配列間での相同組

換えによるものであることが示唆された0これに対し、塩基配列を決定した24

例の不等交叉型および6例の転座型の異常染色体では、Tyレトロトランスポゾ

ンあるいはLTR配列といった散在性の繰り返し配列が異常染色体の融合部に介

在していた。融合部の配列について詳細に観たところ、22例では切断点2箇所の

Ty因子あるいはLTR配列間の相同租換えで説明できる形であったが、8例では切

断点以外の新たなTy因子配列が混在していた。以上の結果より、体細胞分裂時

の野生型出芽酵母におけるectopicな染色体再編について、1）染色体内欠失と

染色体間での再編それぞれに特有の因子が存在すること、2）染色体間の再編

にはTy因子を介するものが多いこと、3）Ty因子が繰り返し配列を供与する以
外に特別な寄与をしていることが示唆された。
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I序論

1．遺伝的変化と癌

癌は、日本を含む多くの先進国で死因の上位を占めている。そのため、世界中で

多数の研究者が癌に関する研究に従事している。分子生物学的手法の躍進により、

発癌に関与する多数の遺伝子が同定され、癌は複数の遺伝子の異常が多段階的に蓄

積することによって生じる疾患であることが明らかになってきた○また、正常細胞

には様々なDNAの傷害や複製エラーに対する修復機能が備わっているが、この修復

経路に関与する遺伝子のいずれかに先天的に異常が生じたときには、家族性に痛が

発症しやすいことなどもわかってきた。

癌化に関与する遺伝子を単純に分類すると、細胞の増殖調節に直接関わる癌遺伝

子・癌抑制遺伝子およびこれらの遺伝子に異常が起こることを防ぐことにより間接

的に癌化を抑えているDNA修復関連遺伝子の3種類に大別することができる。癌遺伝

子は現在までにすでに70種以上のものが知られている○これらの遺伝子がコードし

ている産物については、細胞増殖因子やその受容体もしくは増殖シグナルや核蛋白

質など、その多くが細胞の増殖に直接関連した物質であり、癌遺伝子産物の質的、

あるいは量的な異常が細胞の正常な分裂・分化機構を破錠させていく。質的異常と

は、正常遺伝子産物とは異なる性質を持つ遺伝子産物ができる変化を指し、癌遺伝

子に質的変化をもたらす事象としては、点突然変異あるいは転座などが観察されて

いる。癌遺伝子産物の量的な変化を引き起こす事象としては、遺伝子のコピー数が

増加する重複や転座などが知られている0癌抑制遺伝子の産物は、細胞接着因子関

連物質や細胞増殖に直接関与する物質など、現在までに10種類以上のものが同定さ

れている0癌抑制遺伝子の不活化を引き起こす遺伝的変化としては、点突然変異な

ども認められているが、少なくとも一方の変異は染色体欠失である例が多いことが
知られている。

癌遺伝子の場合、2本の相同染色体のうちいずれか一方の遺伝子が異常を起こす

と、他方の染色体に正常遺伝子が存在していてもその異常遺伝子が癌化へのアクセ

ルとして働く。それに対し、癌抑制遺伝子の場合には、相同染色体の両方の遺伝子

に異常が起こりともに機能が失われない限り、細胞増殖に村するブレーキとしての

機能は残されている（twohittheory、Kundson，1971）0一般に、高発癌家系では、癌

抑制遺伝子の一方が点突然変異等により不括化していることが多い。このような場
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LOHの

A　点突然変異　　B遺伝子変換　　交叉

D日日　日昌‾日日

C D

染色体琴慧雷‥‾不等交叉染色体内欠失　鎚

日一馴周 明 白日

図1LOH検出系の基本構想とLOHをもたらす様々な遺伝的変化

本研究では、片方の第Ⅲ染色体の右腕め中央付近に挿入したほAj遺伝子の喪失を指標とす
ることによ、－り、二倍体生物で生じる様々な遺伝的変化を検出する。野生型のURA3遺伝子を
持つ細胞は、㌻フルオロオロテン酸（～fOA）という薬剤に対し感受性を示す。したがっ
て、ゝfOA耐二性に変化した細胞を選択することにより、様々な遺伝的変化により‾uR月j遺伝
子の機能が失われた細胞を単離する＿ことが出来る。UM遭伝子を黄色の三角形、∽uj遺一
任子を挿入した第Ⅲ染色体を赤色、URAj遺伝子を挿入していない方め第Ⅲ染色体を青色、
他の染色体を紫色で示す。‾

A）塩基配列レベルでの遺伝的変化によるU細道伝子の不括化。

B）相同染色体間の組換えによるLOHb脚j挿入領域が相同染色体上の配列に置き換わっ
ているが、染色体の大きさは変わっていない。

C）染色体喪失によるLOH。染色体喪失後、残った染色体が重複される場合も癌化した細
胞では改められている。

D）異常染色体の形成を伴うLOH。不等交叉、染色体内欠失および転座とは、それぞれ異
所性組換えが相同染色体間、単一染色体内あるいは姉妹染色分体臥異種染色体間で起こ
ることを意味する。

B）およびD）における渾伝的変化を生じる課程は、染色体再編とも呼ばれる。C）および
D）に示した遺伝的変化は染色体異常と‾もいう。
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合、1回の遺伝的変化で癌抑制遺伝子の機能が喪失されるため、癌の発症が起こりや

すいと考えられている。この癌抑制遺伝子の第2段階目のプロセスは、特にヘテロ接
合性の喪失（LOH）と呼ばれる。

図1に、LOHをもたらす様々な遺伝的変化をまとめた○遺伝子の変化には、点突然

変異（図トA）と呼ばれる塩基置換などの塩基配列レベルでの小さな変異から、欠失

や転座のような染色体レベルでの大きな変化まで様々なものがある。染色体レベル

での遺伝的変化のうち、遺伝子変換、相同染色体間の交叉、不等交叉、染色体内欠

失および転座は、染色体再編と呼ばれる過程を経て生じる（図トBおよびD）。この

うちの不等交叉、染色体内欠失、転座および染色体喪失、染色体喪失後の重複

（chrornOSOmelossandreduplication）は、染色体異常というカテゴリーに分類される

こともある（図トCおよびD）0染色体再編は主に分子生物学の分野で、染色体異常

は顕微鏡等を用いた細胞生物学の分野で使われてきた用語であるため、これらの境

界は曖昧で、一部重複している部分もある。本研究では、パルスフィールドゲル電

気泳動法（PFGE）や顕微鏡等で直接観察できるような染色体レベルでの遺伝的変化

を染色体異常、染色体レベルでの変化を生じる課程を染色体再編と呼ぶことにす

二倍体細胞における遺伝的変化を考えた場合、一般に第1段階目よりも、第2段階

目のプロセス（LOH）の方が起こりやすい。例えば、遺伝子変換、交叉等は、相同

染色体上の対立遺伝子が既に点突然変異等で不括化している場合にのみ、つまり第2

段階目でのみ表現型の変化を伴う。実際に、遺伝子変換や交叉といった、いわゆる

相同染色体間の組換え（allelicrecombination）は、癌抑制遺伝子の1つであるRb遺伝

子座におけるLOHの75％を占めていた（Laskoetal・，1991）。しかしながら、癌化の

課程では増殖に有利な細胞が選択されるため（Nowell，1976）、癌化した細胞で見ら

れる遺伝的変化は、正常細胞で起こるものとは質的にも量的にも異なる可能性が考

えられる。癌化の発生や進行を理解するためには、癌細胞における遺伝的変化を同

定することも必要であるが、どういう種類の遺伝的変化が正常細胞内で実際にどれ

くらいの頻度で起こっているのかを明らかにすることも重要であると考えられる。

この目的のために、ヒトヤマウスの培養細胞を材料として、高等真核生物におけ

る遺伝的変化を検出する実験系が構築されている0これらの検出系では、染色体上

のAPR弟宣伝子（Fujimorietal・，1992；Guptaetal・，1997；Tischneld，1997）あるいは

花遺伝子（LiberandTnilly，1982；Yandelletal・，1986；Lietal・，1992；Honmaetal．，

1997a，b）のヘテロ接合体を用いることによって、LO＝の発生頻度やLOHをもたらす

遺伝的変化の種類とその割合を同定している。これらの研究により、掘宣伝子座に

おけるLOHの発生頻度は10確度、A搾汀遺伝子座におけるLOHの発生頻度は10－5から

9

■－・・－



10昭度であることが示されている0また、同一染色体上に存在する多数のマイクロ

サテライトマーカーの制限酵素多様性の解析結果やヘテロマーカー部位の定量的な

サザンブロソティングの解析結果等より、これらのLO＝の50－80％は相同染色体間の

組換えによるものであるが、点突然変異や染色体異常も認められることが報告され
ている。

LOHをもたらす遺伝的変化の発生メカニズムに迫るためには、塩基配列レベルで

点突然変異や異常染色体の再編部位を特定するなどの分子レベルでの解析が重要な

意味を持つ0しかしながら、ヒトをはじめとする高等真核生物のゲノムサイズは非

常に大きく（ヒトの場合は2・9×109bp伴数体）、塩基配列情報が不足しているた

め、特に異常染色体における再編領域の同定は困難である0そこで、モデル生物を

用いた基礎研究が重要になってくる。種の違いが存在するため、モデル生物を用い

た研究がどれくらいヒトに適用できるかは未知である○しかし、遺伝的変化の発生

に関与すると考えられているDNA複製、修復、転写、組換え等の酵素群について

は、ヒトと様々なモデル生物において分子レベルでの相同性が指摘されており、生

物にとって基本的な反応機構に関しては生物種を越えた普遍性が存在するものと考

えられている。実際に、第三の癌関連遺伝子としてDNA修復関連遺伝子が認識され

るに至ったのは、単細胞原核生物の1つである大腸菌励dd血∂CO招こおける自然突

然変異の抑制機構に関する研究の貢献が大きい。

2・モデル生物を用いた遺伝的変化についての研究

点突然変異に関しては、これまでにいくつかのモデル生物において前進突然変異

検出系を用いた突然変異スペクトラムの解析がなされており、その分子レベルでの

発生メカニズムが解明されつつある。前進突然変異検出系とは、ある遺伝子を標的

としてその遺伝子に変異が起こった個体を分離する実験系であり、集団中の突然変

異個体の割合から突然変異頻度を測定することができる0また、その突然変異頻度

をもとに、1回の細胞分裂あたりに突然変異が起こる確率（突然変異率）が推定され

る0分離した突然変異体の変異の種類と部位を塩基配列レベルで特定することによ

り、突然変異スペクトラムが得られる。前進突然変異検出系は、突然変異の生起を

直接的に検出・解析することができるため、点突然変異の研究には非常に有効な手
段である。

当研究室では、大腸菌のリボソームのS12蛋白質をコードする中止遺伝子を標的遺

伝子とした前進突然変異検出系を用い、これまでに野生型および様々なミューテー
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クー変異株における自然突然変異の特異性を同定した（青木，1995年度修士論文；原

山，199緯度修士論文；真木，1997；大洲，1997年度修士論文；上向，1998年度修士論

文）。前進突然変異検出系の特性により、これまでは主に点突然変異について解析

が進んでいたが、改良型プラスミドの構築により、今まで検出が困難であった欠失

変異が点突然変異と同程度の頻度で発生していることも明らかになった（樋口，1996

年度修士論文）。また、最近では染色体上での中止遺伝子における自然突然変異の

特異性に関する研究も進みつつある（川野，1997年度修士論文；五十川，1998年度修

士論文；蟹江，未発表データ；堀端，未発表データ）○さらに、単細胞真核生物の1つ

である一倍体出芽酵母ぶ∂CCム∂m刀γCe5Ce融5克eにおいても点突然変異の研究が進んで

おり、その分子レベルでの全体像が明らかになってきている（Kunzetal．，1998）。

点突然変異と比較すると、染色体レベルでの遺伝的変化、特に異常染色体の形成

を伴うようなものについては、検出数そのものが少ないためこれまでに系統的な分

子レベルでの解析はほとんどなされておらず、その発生メカニズムに関しては未だ

不明な点が多い。染色体レベルでの大きな遺伝的変化を網羅的に検出するために

は、一倍体細胞よりも、二倍体生物の方が材料として適している。というのは、遺

伝子は通常1コピー存在すれば細胞の生存が可能となることから、二倍体細胞を用い

た場合では生存に必須な遺伝子機能の消失を生じる遺伝的変化でも検出することが

できると考えられるためである。

出芽酵母ではその仝ゲノムの塩基配列が決定されているため、異常染色体の染色

体再編領域を塩基配列レベルで同定することが可能である0また、出芽酵母では相

同組換えの活性が高いため、目的とする部位に容易に遺伝子を挿入することができ

るなど、遺伝子工学的操作も行いやすい。さらに、出芽酵母ではDNA複製、修復、

転写、組換え等に関する分子レベルでの解析が進んでおり、これらの基本的な反応

に関わる多数の変異体がこれまでに蓄積されているため、遺伝的変化の発生に関わ

る生体内の諸反応を同定することが出来ると期待される○以上の理由から、二倍休

出芽酵母は染色体異常の発生メカニズムを分子レベルで理解するためには有用なモ

デル生物の1つと見なすこともできる。

実際に、二倍体出芽酵母における染色体再編に関する研究がいくつか報告されて

いる。その中でも、遺伝マーカーのヘテロ接合性の喪失（LO＝）を指標とした解析

は、点突然変異から染色体喪失、欠失、交叉等の染色体レベルでの遺伝的変化まで

を同時に検出することが可能であるため、それぞれの遺伝的変化の寄与度を比較す

ることができる有用な系である。過去の報告では、内在性のCAⅣ娼伝子、エy㍊遺

伝子、ル払丁遺伝子、U餌濾伝子、Cy償還伝子を標的として、相同染色体間組換え

や染色体喪失が遺伝マーカーのLOHのほとんどを占めていることを明らかにしてい
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る（Campbelletal・，1975；Maloneetal・，1980；Espositoetal・，1982；HanwellandSmith，

1985；Meeks－WagnerandHartwe11，1986；Espositoetal・，1994；BruSChietal．，1995）。

これらの遺伝的変化の発生頻度は、マーカー遺伝子の存在する染色体及びその位置

の影響を受けるが、おおよそ前者が10－4から10－5、後者が10－4から10－7の頻度で起こるこ

とが知られている。

これらの染色体レベルでの変化と比べると低い頻度ではあるが、出芽酵母におけ

る異常染色体もいくつか報告されている。一倍体の野生型出芽酵母内で観察されて

いる異常染色体の顕著な例は、Ty因子あるいはLTR配列を介した異所性組換えによ

る染色体内欠失である。出芽酵母のTy因子は両端に約330bpのLTR配列をもつ全長

5・9kbのレトロトランスポゾンの1種であり（Boeke，1991）、出芽酵母のゲノムのデ

ータベース（SGD、http：〟genome－WWW・Stanfbrd・edu／Saccharomyces）によると、ゲノ

ム中には52コピーのTy因子および268コピーのLTR配列が確認されている。これまで

に、CyCJや叩4をマーカーとした前進変異検出系あるいは加ぶ4胡2（月搭4のプロモ

ーター領域にTylが挿入されている）の復帰変異検出系において、これらの因子間の

異所性組換えによる染色体異常が典型的な株では10－5から10－7の頻度で検出されてい

る（Rothstein，1979；Liebmanetal・，1979；Winstonetal・，1984；Downsetal．，1985）。

中には、10‾2という高頻度でTy因子間の再編が起こる株も見つかっている

（Picologlouetal・，1988）。しかしながら、これらの研究のほとんどは遺伝学的解析

と制限酵素マッピングまでの解析であり、塩基配列レベルでの解析に関してはLTR

配列を含む一部分（Breilmannetal・，1985；Rothsteinetal・，1987）、あるいは1例の転

座の再編領域（Casaregolaetal・，1998；Rachidietal・，1999）を決定したものがあるの

みであるoTy因子やLTR配列間以外では、第ⅤⅡⅠ染色体上のCUP濾伝子や第ⅩⅡ染色

体上のrDNA領域における染色体内欠失例が報告されている（Klein，1995）。CUP娼

伝子座では、2・Okbの遺伝子が順方向に15コピー前後並んでおり、これらの配列間の

異所性組換えが10一切確率で起こることが知られている○一方、第ⅩⅢ染色体上で

は、rDNAを含む9・1kbの領域が100コピー前後順方向に存在しており、104の確率で

これらの繰り返し配列間の染色体内欠尖が起こることが見出されている。上記の染

色体異常は、すべて繰り返し配列間での相同組換えに起因すると考えられるが、最

近、非相同組換えによる染色体異常例も観察された（Chenetal．，1998；Chenand

Kolodner，1999）。ChenらはCA州債伝子の不括化を指標として、一倍体のzhl、

招彪7およびm粗け変異株で誘発される異常染色体の切断点を塩基配列レベルで解析

した結果、これらの変異株では3－20bp以下の低い相同領域を介して組換えが起こる

ことを明らかにしている。以上の結果は、異常染色体を形成するような分子機構が

少なくとも2種類存在していることを示唆するものである。
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3．本研究の目的

本研究の最終目的は、二倍体出芽酵母をモデル生物として、染色体異常の発生メ

カニズムを分子レベルで理解することである。そのためにまず、1）LOHの定量的な

検出系の確立、2）野生型におけるLO＝の発生頻度の測定、および3）個々の遺伝的

変化の種類の同定を行うことにより、どのような遺伝的変化が第2段階目の変異にな

りうるのか、そしてその中で染色体異常はどのぐらいの重要性を占めているのかを

明らかにすることを第一の目標とした。この課程において、本研究では多数の異常

染色体を単離することに成功した0染色体異常の発生機序に迫るためには、切断点

近傍での塩基配列の特徴等、染色体側の構造的要因を明らかにすることも重要であ

ると考えられる0そこで、検出された異常染色体の染色体再編領域を塩基配列レベ

ルで解析することを第二の目標とした。本研究の結果をもとに、野生型二倍体出芽

酵母の体細胞分裂時に第Ⅲ染色体上で自然に起こるLOHの特徴、および、LOHをも

たらす個々の遺伝的変化の発生機構について考察する。

ll材料と方法

1．試薬および培地

試薬に関しては、TrizmabaseについてはSIGMA社製、有機溶媒についてはナカラ

イテスク社製、特に記載のないものについては和光純薬工業から購入したものを使

用した0％で表した濃度については、特に記載のない限りwルとする。酵素に関して

は、＆oRI、XbaI、A41uI、AlkalinePhosphataseおよびT4DNAligaseについては

TAKARA社製、BssHIIおよびSacIIについては東洋紡社製、ズ血aIおよび助cIについ

てはNewEnglandBiolabs社製のものを購入し、特に記載のない限り製造元の指示に

従って使用した0クラスⅣの異常染色体を解析するための制限酵素マッピング（図

17）では、巨大DNA分子を扱うためパルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）用に
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調整した10－2叫1分のプラグDNAを材料とし、まず用いる制限酵素の至適緩衝液

（0・3－1ml）でプラグを1時間以上洗浄した。その後、10unitのMluI、SacIIあるいは

伽Ⅰを加えてその至適緩衝液で全量を10叫1とした反応液中で、一晩（11時間以上）

酵素の至適温度でインキエペートしてプラグ内のDNAを切断した。以上の操作で準

備したプラグをTAE緩衝液に1時間以上浸して緩衝液を交換し、PFGEにてDNA断片
を分離した。

大腸菌の培養の基本的な操作に関してはルMeculeTC70njng（Sambrooketal．，1989）

の記述に従った0大腸菌の培養には基本的にLB培地（1％Bactotrypton（Difto社）、

0・5％Bactoyeastextract（Difto社）、0・5％NaCl）を用い、寒天培地として使用する場

合にはBactoagar（Difto社）を1・5％の濃度で加えた。エレクトロボレーション後の大

腸菌の培養にはSOC培地（2％Bactotrypton（Difto社）、0・5％Bactoyeastextract（Difto

社）、0・05％NaCl、0・25mMKCl、10mMMgC12、20mMGlucose）を使用した。また

培地に加える試薬の最終濃度に関しては、アンピシリンについては100帽仙、5－

bromo－4－Chloro－3－indolyl－β－D－galactoside（X－gal、SIGMA社）については40Llghnl、

isopropyltio－β－D－galactoside（IPTG、SIGMA社）については40pghnlとした。アンピシ

リンについては100mghnl、ⅣTGについては40mghnlLこなるように滅菌水に溶解し、

0・4叫mのメンプレンフィルター（クラボウ社）により濾過滅菌した○Ⅹ－galについて

は最終濃度が40mg仙こなるようにジメチルホルムアミドに溶解した。これらの溶

液を－30℃にて保存し、室温にて保存液を融解して使用した。

出芽酵母の培養については、仇mmt伽tocoIsinMbleculaTBIoIw（Ausubeletal．，

1994）および墟thodsinYtastGenedcs（Roseetal・，1990）に記載されている方法に

従った。出芽酵母の一般的な培養にはYPD培地（1％BactoyeastextractてDifto社）、

2％Bactopepton（Difto社）、2％Glucose）を用い、必要に応じて完全合成培地（以

下、SC培地と呼ぶ；0・67％Bactoyeastnitrogenbasewithoutaminoacids（Difto社）、

0・2％completemix、2％Glucose）あるいはSC－dropout培地（特定のアミノ酸や核酸

などを加えないdrop－Outmixを用いて作製した合成培地、例えば、ウラシルを含まな

いdrop－Outmixを用いた場合はSC－Uraと表記する）を使用した○寒天培地として使用

する場合にはBactoagar（Difto社）を2％の濃度で加えた。SC寒天培地およびSC－drop

Out寒天培地を作製する際には、オートクレづ滅菌する前に5NNaO＝を用いてpH

7・0に調整した。LOHの発生頻度を測定するために使用した5－フルオロオロテン酸

（5－FOA）含有寒天培地（0・67％Bactoyeastnitrogenbasewithoutaminoacids（Difto

社）、0・2％drop－Outmix－uraCil、50pg／mlUracil、0・1％5－FOA、2％Glucose、2％

Bactoagar（Difto社））については、寒天以外の試薬を1／2容量の水に溶かしたものを
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0・45umのメンプレンフィルター（CORNING社）により濾過滅菌し、オートクレー

ブ滅菌した1／2容量の4％寒天液と混合して作製した。LO＝の発生頻度を測定する際に

用いるYPD培地には、ウラシルを20pg／ml加えた。最終濃度が2mg／mlになるように

ウラシルを滅菌水に溶解し、0・45仰のメンプレンフィルター（CORNⅡ寸G社）によ

り濾過滅菌した後、室温で遮光して保存した。

2．菌根

本研究に用いた出芽酵母∫・Ce柁流血は全てゲノムプロジェクトに用いられた

S288c株由来であり、大腸菌且co〟は全てK－12株由来である0使用した菌株の遺伝子

型等については表1に記載した。染色体上の位置に関しては、出芽酵母のゲノムのデ

ータベース（SGD、http：〟genome－WWW・Stanfbrd・edu／Saccharomyces）の塩基配列情報

に従って、染色体番号と左腕のテロメアからの距離（kb）として表記した（例；Ⅲ－
205）。

YMHlは、第III染色体の右腕のほぼ中央（204895bpと204896bpの間）にURA3遺

伝子が挿入された一倍体酵母である0この株は、一倍体酵母YKUl（Ura－）にプラス

ミドpMHl16（図2－D、後述）のU鮎濾伝子を含む助∂Ⅰ一ズ加∂Ⅰ断片を導入した後の

Ura＋クローンとして単離されたoura＋に形質転換した細胞がIII－205領域にのみU2u3

遺伝子を1コピー保持していることを確認するためには、3種類のプライマーセット

を用いたコロニーPCR（後述）を行った。コロニーPCR後、1叫1のPCR産物をアガ

ロースゲル電気泳動し、バンドのパターンからU餌濾伝子の挿入位置を推定した。

基本的には、標的部位の上流と下流にプライマーを設計し（図4　プライマーセット

A）、標的部位にU餌濾伝子が挿入された場合にはPCR産物の大きさがU餌濾伝

子の分だけ大きくなることを指標にした。目的とする領域にU餌濾伝子が組み込ま

れたと考えられる細胞については、標的部位の外側のプライマーとU餌濾伝子内の

プライマー（図4　プライマーセットB）を用いたPCRを行って、挿入された遺伝子

の方向を確認した。さらに、第Ⅴ染色体の胴濾伝子領域に関して、トランスポゾン

の1つであるTy52が挿入された状態であることを検証するために、Ty52内部に結合す

るプライマーと椚濾伝子内のプライマー（図4　プライマーセットC）を用いた

PCRを行って、328bpのPCR産物が得られることを確認した○第V染色体の∬紹遺伝

子領域にU鮎濾伝子断片が組み込まれた菌株では、このPCR産物は増幅されない。

以上のPCRを行って、U餌濾伝子がⅢ－205領域に1コピーだけ挿入されたことが確
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表1菌株リスト

A．出芽酵母

菌株　　　　　　遺伝子型　　　　　　　　入手方法

一倍体

FY838

YKUI

YMJI

YMHl

朗ATは恒2△2αJeu2△川虫j△200mj＿ガ

ル払乃恒2△2α2血2△J坤J△の日用ヨーガ

ⅡⅠ－205：：URAjl）であること以外はFY838と同じ
Ⅲ－205‥：URAjl）であること以外はYKUlと同じ

二倍体2）

RDlOlⅡト205：：URAガⅡⅠ－205び招3一淵u招3－52

RDlO2　日招3－j冴u乃3－j2

RDlO3　ⅡⅠ一205：：URA罰Ⅱ－205：：【戊Aju招j－j甘u招ヨーガ

Dr・FredWinstonより分与

梅津桂子助手より分与
渡辺圭一氏より分与
本研究

YMHlXFY838

YKUlXFY838

YMHlXYMJl

B．大腸菌

菌株　　　　　　遺伝子型　　　　　　　　入手方法

DH5　ぶ岬朗舶ぶ戯J7∫℃dJ錯舶J卯勇夕∂鮎－L陀〟＝　当研究室のス

DH5α　△血c∽卿〆紺血鱈△〟Jカであること以外は　当研究室のス
DH5と同じ

トック

1）第Ⅲ染色体の左腕テロメアから205kbの位置（本研究ではⅢ－205と表記する）に
pMHl16由来のURAj遺伝子断片を挿入した0詳細については材料と方法を参照のこ
と。

2）表中にはU餌滴るいは∽ヨーガ遺伝子座のみを記す0表記以外の遺伝子型に関し
ては以下の通りである。

朗A相加払化身浸△2御伽浸△2α血2△〟血2△∫坤∫△餌刀びJ用5鋤血j△200。
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A

B

C

D

第＝染色体
〔］

■ゝ←ヰゝ　一阜－
d3W205－X d3W205＿B

d3C205－B d3C205－M

J
クローニング

）仏al　βssHllβssHll　加∂l

J

Ap　　ロロ既∂．
PUC19

制限酵素処理

DNAリガーゼ処理

dp三笠‾B
dp416C－B
、く－

Ap
加∂l

PMHlOO　　イトーBssHH

．Yb∂l

Ap

J

朋

βssHll

制限酵素処理
DNAリガーゼ処理

加∂l

βssHll

PMHl16

U朋3

勅∂lβssト＝l

βssHll

図2　pMHl16の構造とその作製方法

pMHlOOおよびpMHl16の作製方法に関しては材料と方法を参照のこと0プライマー（d3W205－X、
d3C205一臥d3W205－B、d3C205－M、dp416W－Bおよびdp416C－B）の配列および結合位置については
表2－Aに記した。
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認された株をYMHlと命名した。

二倍体出芽酵母和101は、第Ⅲ染色体上に挿入したはA濾伝子のLOHを検出する

ために、本研究により構築された0このRDlOlから、異常第ⅠⅡ染色体を持つ5－FOA耐

性（5－FOAr）クローンとしてRDlOト1から和10ト56が単離された。

3．プラスミドDNA

PRS416（SikorskiandHieter，1989；Christiansonetal・，1992）はpBluescript由来の大

腸菌のレプリコン、アンピシリン耐性遺伝子および出芽酵母の自律複製配列、セン

トロメア、U餌j遺伝子を持つ、大腸菌と出芽酵母のシャトルベクタープラスミドで

ある。当研究室のストックよりプラスミドを回収し、PCR法の鋳型DNAおよび出芽

酵母の形質転換のポジティブコントロールとして用いた。

PUC19（Yanisch－Perronetal・，1989）は汎用クローニングベクタープラスミドであ

る。宝酒造より購入し、DNA濃度の定量マーカーおよび出芽酵母の第ⅠⅡ染色体の特

定領域をクローニングする際のベクターとして使用した。

プラスミドpMHl16の構造とその作製方法の概要を図2に示す。PM＝116は、PUC19

のXbaI一助】aI部位に、出芽酵母のIII－205領域の926bp（204431－205366bpに相当す

る）のほぼ中央にURA濾伝子が挿入された形のDNAを持つ（図2－D）。PMHl16の

作製に使用したプライマーを表2－Aに示す。エタノール沈殿をはじめ、基本的な操作

を行うに際しては肋∫eculeTCloning（Sambrooketal・，1989）の記述に従った。

PMH116の作製方法は以下の通りである0まず、プライマーとしてd3W205＿Xと

d3C205－Blあるいはd3W205－Bとd3C205－Mを用いたPCRを行って、出芽酵母の第III

染色体の標的DNA断片（それぞれ204431－204895bp、あるいは204896－205366bpに相

当）を増幅した（図2－A）0この反応により、標的部位である知Ⅰ染色体の204895＿

204896bpの間に新たに蝕劇Ⅱ部位が挿入される。PCR産物をアガロースゲル電気泳

動し、プライマーとしてd3W205－Xとd3C205－Bを用いたPCR反応溶液からは両端に

Xba潮位とBssHⅡ部位を持つDNA断片を、プライマーとしてd3W205－Bとd3C205＿M

を用いたPCR反応溶液からは両端にβぶ戯ⅠⅠ部位と助aI部位を持つDNA断片をそれぞ

れゲルから切り出し、順に蝕戯Ⅱと助aI、蝕HⅡと肋aIで切断処理したopuc19

ベクタープラスミドについてはXbaIj3よび肋aIで切断した後、AlkalinePhosphatase

処理を行って末端のリン酸基を取り除いた。以上3種類のDNAをエタノール沈殿に

よって精製した後、試験管内でT4DNAligase処理を行った。反応溶液1ulを大腸菌

DH5αに導入し、アンピシリン、X－galおよびmGを含む指示プレート上で白いコロ
18
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ニーを形成した形質転換体からプラスミドDNAを抽出した0制限酵素処理による解

析から、pUC19の助コaI－XbaI部位に出芽酵母の第III染色体の領蜘26bpが挿入されて

いると考えられるプラスミドをpM＝100と命名した（図2－C）。同様の操作を行っ

て、PMHlOOのBssHII部位にUiu3遺伝子断片を挿入してpMHl16を構築した（図2－

D）。U餌j遺伝子断片の両端に及由HH部位を持たせるために、プライマーとして5・

側にBssHII部位を付加したdp416W－Bおよびdp416C－Bを用いたPCRを行った。

PRS416、PMHlOOおよびpMHl16のDNAの濃度については、これらのDNAを直鎖

状にし、濃度既知のpUC19を助成Ⅰで切断し直鎖状としたものを濃度マーカーとし

て、アガロースゲル電気泳動することにより定量した。

4．形質転換法

大腸菌にプラスミドを導入するためには、GenePulser（Bio－Rad社）を用いたエレ

クトロボレーション法を利用した（Sambrooketal・，1989）0出芽酵母にURA濾伝子

断片を挿入する際には、酢酸リチウム法（Gietzetal・，1992）を用いた。【戊A濾伝子

断片をpMHl16から調整するためには、PMHl16をXbaIと助】aIで切断した後、アガ

ロースゲル電気泳動して目的のDNA断片のみをゲルから回収・精製した。

5．DNAの調製

5－1．プラスミドDNA

アルカリーSDS法（Sambrooketal・，1989）にてプラスミドを保有した大腸菌からプ

ラスミドDNAを調製した。形質転換およびPCR法の鋳型として用いたDNAについて

は、Q仏GENPlasmidMidiKit（Qiagen社）を用い、製造元の指示に従って精製し
た。

5－2．出芽酵母のゲノムDNA

ガラスビーズ法（Ausubeletal・，1994）を用いて出芽酵母のゲノムDNAを抽出し

たoGenomescanningの鋳型として用いたDNAについては、nuCleonyeastminiprepkit

（Amersham社）を用い、製造元の指示に従って精製した0親株一倍体（YMHlおよ
19
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びFY838）におけるTy因子の挿入位置を確認する目的のためには、QIAGEN500／G

（Qiagen社）を用い、製造元の指示に従ってゲノムDNAを抽出した。

5－3．ゲルからのDNAの回収

アガロースゲル電気泳動後必要なバンドのみを切り出したゲル、および、定量的

PCRの鋳型に用いるためにプラグからDNAを回収する方法としては、QIAquickGel

ExtractionKit（Qiagen社）を用い、製造元の指示に従って精製した。

5－4．プローブDNA

サザンブロツティングのプローブを作製するためには、PCR反応を利用した。プ

ローブに用いたDNA領域と、そのプローブを作製するために用いたプライマーは、

以下の通りであるoIII－54（d3W54およびd3C54）、III－79（d3W79およびd3C79）、

Ⅲ－102（d3WlO2およびd3ClO2）、III－124（d3W123－2およびd3C124）、III＿141

（d3W141およびd3C141f）、Ⅲ－153（d3W153fおよびd3C153）、Ⅲ－167（d3W167お

よびd3C167f）、I－207（dlW207およびdlC207）、VII－1054（d7WlO54および

d7ClO55）、X－587（dlOW587およびdlOC588）、ⅢI－1010（d12WlOlOおよび

d12ClOll）、XVI－908（d16W908およびd16C909）。プライマーの正確な結合位置に

関しては、表2を参照のこと。PCR増幅後には、QIAquickPCRP。rincati。nKit

（Qiagen社）を用いて、製造元の指示に従ってプローブDNAを精製した。

5－5．塩基配列解析のためのPCR産物

サイクルシークエンスの前に、PCRクローニングの際に加えたプライマーを除去

する目的で、塩基配列を決定するためのPCR産物をポリエチレングリコール法によ

り精製した。ポリエチレングリコール法に関しては、Lis（1980）およびPaithankar

andPrasad（1991）の記述を参考にした。100plのPCR産物に対し、ポリエチレング

リコール溶液（13％Polyethyleneglyco1600、1・6MNaCl）を160pl加え、氷上で1時

間静置した後、4℃15000叩mで20分間遠心して上清を取り除いた○沈殿に80叫1の

冷やしておいた70％エタノールを加え、DNAを洗浄した後、4℃15000rpmで10分間

遠心して上清を除去した。得られた沈殿を1／10濃度のTE緩衝液（10mMTris＿HCl

（pH8・0）、1mMEDTA（pH8・0））に溶解し、適当量をサイクルシークエンスの鋳型と

20
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して使用した。

6．アガロースゲル電気泳動

基本的な操作に関しては全て肋eculeTCtoning（Sambrooketal．，1989）に従った。

AgaroseLO3（TAKARA社）を用い、DNAの分子量に応じて0．9－2．0％のゲル濃度で使

用した。緩衝液にはTAE潅衝液（40mMTris－aCetate、2mMEDTA（PH～8．5））を用い

た。基本的な泳動にはミュービッド泳動漕（コスモ・バイオ社）を用い、電圧100V

で15－40分間通電した。ゲルからDNA断片を回収する場合には水平型電気泳動漕

（TAKARA社）を用い、定電圧4Vkmで120分間あるいは2Vkmで240分間通電し

た。泳動後、ゲルを0．5LLg／mlのエチジウムブロマイド水溶液に20－30分間浸してDNA

を染色し、UVトランスイルミネ一夕ー（アト一社）を用いてゲルに紫外線を照射す

ることによりDNAを観察した。

7．オリゴマーDNAの化学合成

PCR法に用いたオリゴマーDNAの合成についてはグライナージャパン社に依託し

た0逆相カートリッジ精製されたものを、最終濃度が200pmol／坤こなるように1／10濃

度のTE緩衝液（10mMTris－HCl（pH8．0）、1mMEDTA（pH8．0））に溶解して使用し

た○本研究において作製したオリゴマーDNAのリストを表2に示す。

8．PCR法

PCR法に関しては、特に記載がない限り仇qpolymerase（TAKARA）および添付

の10×reactionbufftr、dNTPmixを用い、反応には基本的にPEAppliedBiosystems社

Mode19600サーマルサイクラーを使用した。PCRの反応溶液Aの組成は、10mMTris＿

HCl（pH8・3）、50mMKCl、1・5mMMgC12、200pMdNTP、0・4pMprimer、0．02

unit／LLIT7bqpolymeraseである。加えたプライマーに関しては、それぞれの項に適宜記

す。
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表2　プライマーのリスト

A．pMHl16の作製

名称1）　　　相同領域2）　　　　塩基配列3）

dp416W－B

dp416C－B

d3W205－Ⅹ

d3C205－B

d3W205－B

d3C205－M

152－175（pRS416）

1309－1338（pRS416）

20443ト204160

204864－204895

204896－204921

205343－205366

attaag耶CGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAG
ggtat野草些CTTACGCATCTGTGCGGTATTTC

tggcc！⊆主星g皇TmAGTGCGATmAGAATAACTCTTGG

attac♀CgCgCAATGAAATAATATGTATATGTCTACATAGAG

ttattgcgcgCTTmGTAATAAACGAGGAAAATGG
ggatg99qgQCTCCACTTGATGCTTCCTTATTG

B．点突然変異の検出

名称）　　　　　　　　　　　塩基配列3）

dp416W GGCATCAGAGCAGATTGTACTGAG

dp416C cTrACGCATCTGTGCGGTAmC

C・第III染色体上のプライマー（Genomescanning用以外）

名称り　　　相同領域2）　　　　塩基配列3）

d3W54

d3W79

d3C79

d3W82

d3C83

d3W84

d3WlO2

d3ClO2

d3W123

d3W123－2

d3C124

d3W142

d3C143

d3C144

d3W148－2

d3W148

d3C152

d3W168

d3W168－2

d3C168

d3C169－2

d3W169

d3C169

d3W197

d3W198

d3W199

d3W200－α

53536－53557

79121－79142

79392－79413

82249－82271

82854－82877

83598－83621

101664－101683

102039－102061

123003－123023

123324－123350

12358ト123606

142122－142143

142845－142867

143590－143612

148215－148236

148286－148310

152174－152201

167947－167972

168127－168156

168193－168217

168583－168605

168690－168713

168712－168690

197283－197307

198023－198046

198753－198778

199558－199580

CTCACACGATCTGACTGTGACC

CAGTATGACTGTGGCGAATACC

CCCAAACGTCGTAAAGACTCAG

GGATAATCTATCCCCAAATGGAC

TGTCTGCACTATGCTAGGAGTrCC

CGTGTACATTGATCACATCGACTG

TGGTTCGGTTGGTGCTTAGG

TCGTTATAATCAAAGGCGTGAGG

AGGAACCTCCGAAATAACGAG

CCTmCTTAACGACCAGATTAACAG
CGAATGGTCTAGACTTATrCTCACAG

TCGTACAAAGAGGGCATTAAGC

CTACGACCGAGCTATAGCAACAG

TCGAATTCmTCATCCmGAC
CCTTGTGCACAACTATGGTAGC

TGCACTAGTTACACGATTCmGAG＊

CAATTATCTCAGAGAAGATCTrCTTGAG

CCACCAGTAGCATrCTrCTGTATCTG

CAATATAAAAATACTGAATATTGAGACATC＊

CAAATTATTCACCCAmAAATTGC
TGAAGGATGATCGTGATCTGTTC

CAmCTCACTATTCTCGGTAAAGG＊

TAGAAATTGAGGACGAGATGACC

AACTATGTCTGCAAACAGTrCTrGG

TGAATTGTTGTAGAAGGACGTCTG

CCTTAATTCAACTTCTTCITCTGTTG

GCACGGAATATGGGACTACTTCG
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d3W200－a

d3C200

d3W205－2

d3W205

d3C205

d3C294

292938－292960＃

199961－199939

204383－204405

204742－204762

205400－205421

293844－293866

ACTCCACTTCAAGTAAGAGmG
AGTCACATCAAGATCGmATGG
CAACCATrTTAGATGTCTGCAGC

AACCCCACTTACCCCTCTGTC

GGCAACAGTAGGCAGTGAAAGC

CATTATCAATCCTTGCATCCAGC

D・染色体上のプライマー（第III染色体、Genomescanning用以外）

名称り　　　相同領好）　　　塩基配押）

dlC166

dlW207

dlC207

d5Cl16

d5Cl16－2

d7C542

d7WlO54

d7ClO55

dlOC484

dlOW587

dlOC588

d12C657

d12WlOlO

d12ClOll

d16C811

d16W908

d16C909

166367－166389

206919－206940

207315－207338

116187－116207

116475－116497

541798－541822

1054284－1054308

1055067－1055088

483709－483735

587180－587200

587960－587979

656890－656914

1009978－1010000

1010538－1010560

810807－810834

908395－908417

909191－909218

CTGATGACAGTCAGCTATTCACG

AACGAGTTCAGCTGGTTCTGTC

GGAGAAGCAGTCTTAGAGCATACG

GGATGAGTAGCAGCACGTTCC

TGTATACACCCGCAGAGTACTGC

GGCTTCAAATAGCTAAATAGCAATG

GGTACTGGAATTGACATGATCATTG

GCATTCCGGTYrAGACATTCATC

AATTGGCTAATATGAAAGACTCATCAG

AACGCTTCTAACACATCACGC

AGCCTTCTATGCTGGAGTCG

TTCTTCAACCTCCAATTATTATTCG

GCATGCGAAGATGAACTGTTATC

CCAACAAGTACCGCTCACTACTG

TGGTATTTTTACTCACCATTCTATATGC

TrCAACCAACCACCTGTTCATAG

TGGTATGGTTGTCTGATAGGTATCCTAC

E．Ty因子内のプライマー

名称1）　　　　　　　　　　　塩基配列3）

dTF－89

dTF

dTRF

dTR

dTFR

dTF150

dTF150．2

dTR150．2

dTF150．3

dTF150．4

dTR150．4

dTF150．5

dTF82．11

dTR82．1

dTF82．2

dTR82．2

dTF82

dTR168

dTF168．3

ATGGATTCCTAAATCCTTGAGGAG

GATTGGTCTAGCTTCATATGTTGG

CCAACATATGAAGCTAGACCAATC

TGGTACTGAAGCAGGTrGAGG

CTCCTCAACCTGCTTCAGTACC

GGAAATCATCTGCACGTATGC

GCTACACACGTCATCGACATC

GATGCTGAATATCACCTCTTGC

GGCACTGTACTTGCACCTATCG

CACAATGGAATCCCAACAATTAC

CACAGGCGCTACCATGTAGAG

TTAGATGACTGCCGTACTCAACTG

CCCACACATTTCTCATGGTAGC

TCACCTCTrGCAACAAATCTAGC

AGACATCCTATCCGTTGATTATACG

ACCCGTACTGGATArrGGTACG

GAAGAACATrGCTGATGTGATGAC

GGGGAATAGTATATGTVrGAGCAAGTG

CGAGAGTTGCATCACATCAGC
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dTR169・3　　　　　　　　　　　　GATAGTGGATTTTTATTCCAACATACC

F．Genomescanningに用いたプライマー

名称1）　　相同領域2）　　蛍光色素　　　　塩基配押）

d3W54f

d3C54

d3W122f

d3C122

d3W131

d3C131f

d3W141

d3C141f

d3W153f

d3C153

d3W158

d3C158f

d3W167

d3C167f

d3W174

d3C174f

d3W179h

d3C179

d3W185h

d3C185

d3W192

d3C192h

d3W197f

d3C197

d3W205f

d3C205

d3W209

d3C209f

d3W213f

d3C213

d3W220

d3C220f

d3W225h

d3C225

d3W236f

d3C236

d3W262f

d3C262

d3W271

d3C271h

d3W303f

d3C303

d3W313h

d3C313

d6WlO4f

d6WlO4h

53536－53557

53791－53813

12233ト122352

122564－122587

130693－130710

130977－130996

141404－141423

141647－141668

152702－152718

152894－152914

158256－158277

158433－158451

167116－167134

167432－167450

173964－173982

174115－174133

179423－179442

179663－179684

185435－185455

185628－185649

191374－191395

191628－191652

196910－196931

197122－197140

205158－205178

205349－205368

2087二ほ一208738

208838－208856

212818－212835

213045－213062

220234－220256

220528－220546

224842－224859

224996－225016

235994－236015

236134－236148

262410－262426

262566－262588

271273－271294

271496－271516

303395－303413

303糾5－303666

312710－312730

312937－312958

104116－104133

104212－104230

6－FAM

6－FAM

6－FAM

6－FAM

6－FAM

6－FAM

6－FAM

6－FAM

HEX

HEX

HEX

6－FAM

6－FAM

6－FAM

6－FAM

6－FAM

HEX

6－FAM

6－FAM

HEX

6－FAM

打EX

6－FAM

HEX

CTCACACGATCTGACTGTGACC

CGTAAATGGTAACATCTrCGCTG

GmGCGCTCTmGAGATACC
CAACCGTCTTAmACACTCCGAC
TTTTGCCTTCGCAGCATC

GGAAGCCAAAGGmCTTGG
ATTCTGATCTCTGGCGAACG

ACCTGAGTGGGGTCATmACC
CCGGCAATGTCACATCC

CGACGTTAATCTGCTrCTTCG

CAGCGTTGGTTACTTAAGCTGC

CCTGGGTCAGTTGGTGGTC

CATCAAGCCCCAGAGTrCC

ACGAGGCATAATGCTGTGC

ATAGGTGGGTCGACGTTGC

AAGTGGGCTCAATmCGG
AGGCTCATTTAATGGCCAGG

GCAAGCCGTATAGAATCAATGG

GAAGCACGmGGTATCGAAG
ATAGCGTGAGTTTCCGATATCC

GCAATTATGTCCTCCTCmGG
AAGACACTrATCCCTAGGAATCAGG

ACTGGTTGGAAAGCGTAAACAC

ATGATGAATTGTGCGGTGC

TCGTAAACGTGACCCCTTATG

CAGCTCCACTTGATGCTTCC

TTrCTrTGTCTGCTCGAGACG

AACAACTGGTGCAAGACGC

GGTGGCTGCTTCAGATGG

CGATCAACCTGGCAGTGG

TTCAGAATmGGCAGTGAACC＊

ACATGAAGGCCCTGTTTCG

CTGCGGTGCTTTCTGTCC

GTCGTGGTGTCTGAAGAGAGC

TGCATTCTAACGCTTACAGTGC

GCTCCGACGCCATGC

ACATCTCGCAGGGCACC

GAAGAGGTATTCCGGTAGmCG
TTCCGCACATCmTATCTTGG
ACGAATCAAGGGCAGAATTTG

TTCGACAACGGTAGCATCC

GTGCAACTGCAGTAGGTCAGTC

CTCATACGATGGAGCTCGTrC

TTGGCAGTGTrACmCACCTG
AGCTTrGCCCAAACCTTGG

ATGATATTCCCCGTAGCGG
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d6ClO4　　104382－104404　　　　　　　　　AACAGGTCACTGAGACGCTAAAG

1）プライマーの名称に関しては、基本的に以下の法則に従って命名した0出芽酵母の染色体上に結

合するプライマーについては、2文字目にその染色体番号をアラビア数字で示す。3文字目には、SGD

データベースに基づき、プライマーの配列がワトソン鎖に相当する場合はW、クリック鎖に相当する

場合はCを付加する。4文字目以降の数字は、左腕テロメアからの距離（kb）を表す。プライマーの名

称にp416をもつものは、プラスミドpRS416に結合するプライマーである。このプライマーの場合は、

GenBankデータベースの記載に従い、その配列がワトソン鎖に相当するものはW、クリック鎖に相当

するものはCを付加するoTy因子に結合するプライマーに関しては、プライマーの名称の2文字目にT

を付加した0この場合、3文字目のF（R）はTy因子の転写の方向と一致する方向（逆方向）に設計し

たプライマーであることを意味する。プライマーの名称の最後にB、Ⅹ、M、f、hを持つものは、それ

ぞれ5－側にβ∬HII部位、助∂Ⅰ部位、助ほⅠ部位、蛍光色素6－FAM、蛍光色素HEXを付加したものであ
る。

2）出芽酵母の染色体上に結合するプライマーに関しては、SGDデータベースに基づき、左腕テロメ
アからの距離（bp）でプライマーの正確な結合位置を示した。右肩に＃の付いているプライマー

（d3W200－a）は加仏乃遺伝子座に結合するプライマーであるが、SGDでは朗A7trの細胞の塩基配列の
みが記載されているため、プライマーの結合位置に関しては肋択遺伝子座に相当する部分を表記し

た0プラスミドpRS416に結合するプライマーについては、GenBankデータベースに登録されている数
字でプライマー結合部位を表した。

3）鋳型DNAに対合する部分を大文字で記した。下線部は制限酵素部位を表す。右肩に＊の付いている

プライマーは、結合部位の塩基配列がSGDデータベースとは異なっていたもので、ここでは実際の実
験に用いたプライマーの塩基配列を表記した。
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8－1．一般的なPCR法

サザンブロツティングのプローブDNAを調整するためには、PCR反応溶液Aに鋳

型として親株二倍体RDlOlのゲノムDNAを1pl（約20－100ng）加え、全量を100plと

した。反応には95℃1分のDNA変性の後、92℃1分、58℃2分、72℃2分の3段階

を30サイクル行った。

プラスミドpMHl16を構築する場合には、PCR反応中に点突然変異が導入されるの

を防ぐ目的で、校正機能を持つ放7bqpolymerase（TAKARA）をT7bqpolymeraseの代

わりに使用した0プラスミドに組み込むために、5・側に制限酵素部位を持たせたプラ

イマーを用いてⅢ－205領域を増幅する場合、PCR反応溶液Aに鋳型として丹1（約

200－400ng）の出芽酵母FY838のゲノムDNAを加え、全量を100ulとした。反応には

95℃1分のDNA変性の後、92℃1分、58℃2分、72℃2分の3段階を25サイクル行っ

た。URA3遺伝子断片の両端にBssHII部位を持たせるためのPCRでは、PCR反応溶液

Aに鋳型として10ngのpRS416を加え、全量を100山とした。反応条件としては95℃

1分のDNA変性の後、95℃30秒、55℃30秒、72℃5分の3段階を25サイクル行い、

さらに72℃5分の伸長反応を行った。

親株一倍体（YMHlおよび秤838）のTy因子挿入部位付近、および、異常染色体の

再編領域のクローニングの際には、T7bqpolymeraseの代わりに放7bqpolymerase

（TAKARA）あるいはZ乃qpolymerase（TAKARA）を用いた。このPCRでは、PCR

反応溶液Aに鋳型として約10ngのゲノムDNAを加え、全量を100plとした○放乃q

POlymeraseを使用して、Ty因子を含む領域を増幅する場合、PCRの反応条件としては

95℃1分のDNA変性の後、92℃1分、58℃2分、72℃12分の3段階を30サイクル

行った。ル払r助駅間の染色体欠失を検出する目的では、この72℃のインキュベー

ションを5分に変えてPCR反応を行った。Z一乃qpolymeraseを使用する場合には、製造

元の指示に従ってZ乃q＊用の添付の10×reactionbufftr、dNTPmix、0・04uni

乃qpolymeraseを用いた。また、この場合のPCRの反応条件としては95℃1分のDNA

変性の後、98℃1秒、58℃10秒、72℃1－2分の3段階を30サイクル行った。

8－2．コロニーPCR法

コロニーPCR法は、寒天培地上に生育してきたコロニーをそのままPCR反応液に

懸濁するだけでPCRを行うことができる簡便な方法である○コロニーPCRの反応条

件に関してはHuxleyら（1990）による報告を参考にしたopcRの反応溶液Aに、鋳型
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として104－105cells小1の細胞懸濁液を12・叫1加えて、反応液の全量を2叫1とした。反

応条件としては95℃1分のDNA変性の後、92℃1分、58℃2分、72℃2分の3段階を

30サイクル行った。

8－2－1．点突然変異の検討

5－FOArに変化した細胞の中からU餌j遺伝子内の点突然変異体を検出するために

は、プライマーとしてdp416Wおよびdp416C（表2－B）を用いたコロニーPCRを行っ

た。これらのプライマーは、第Ⅲ染色体上に組み込んだU餌j遺伝子に特異的に結合

する（図6）0コロニーPCR後、10plのPCR産物をアガロースゲル電気泳動し、PCR

産物が確認されたものについては点突然変異に分類した。

8－2－2．棚丁遺伝子座の同定

Huxleyら（1990）l子よる報告に従い、コロニーPCR法を用いて細胞の接合型を決

定した（図9）。ただし、本研究ではプライマー（d3W200－a、d3W200＿αおよび

d3C200、表2－C）の濃度を0・4pMに変更し、ポリメラーゼとして0・02uni仰のT7bq

POlymeraseを使用した。

8－3．定量的PCR法

8－3－1．U朋3挿入領域の構造解析

細胞内のⅢ－205領域がヘテロ接合性のままなのか、それともヘミ接合性あるいは

ホモ接合性に変化しているのかを確認するために、安田（1996）、川上ら

（1996）、中山（1996）による記載を参考にして、定量的PCRを行った。この定量

的PCRでは、III－102領域を増幅させるためのプライマー（d3WlO2およびd3ClO2、表

2－C）とⅢ－205領域を増幅させるためのプライマー（d3W205およびd3C205、表2－C）

を競合させることにより、目的とするU餌鋼入領域の接合性を推定する（図10）。

鋳型としては、パルスフィールドゲル電気泳動用に作製したプラグ4叫1分から精製

したDNAを0・叫1（約3ng）用い、反応液の全量を2叫1とした。反応条件としては95

℃1分のDNA変性の後、92℃1分、58℃2分、72℃5分の3段階を18あるいは20サイ
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クル行った。このうち、1叫1のPCR産物についてアガロースゲル電気泳動による解

析を行った。0・5Llg／mlのエチジウムブロマイド水溶液にゲルを30分間浸してDNAを

染色し、UVトランスイルミネ一夕ー（アト社）を用いてゲルに紫外線を照射する

ことによりDNAを観察した0電気泳動像をDensitoGRAPHソフト（アト社）の画像

として取り込み、DNA量をNIHimage解析ソフトを用いて定量した。

8－3－2・GenomescannJng

Genomescanningとは、第III染色体の欠失・増幅領域同定法のことである（図11、

森，1997年度修士論文）。プライマーセットとして表2－Fに挙げた24種類のみを用い

たこと以外は、全て森の記述に従って実験を行った○まず、第Ⅲ染色体上の22箇所

のマーカー領域および第ⅤⅠ染色体上の2箇所のコントロール領域を、別々の反応液中

でPCR増幅した。この定量的如CRでは、PCR反応溶液Aに鋳型として3ng／Plのゲノ

ムDNAを1ul加え、反応液の全量を25plとした○反応条件としては95℃1分のDNA

変性の後、92℃1分、58℃1分、72℃1分の3段階を17サイクル行った。PCR反応

後、あらかじめ10直の滅菌水を分注しておいたエツペンドルフチューブに、24種類

のPCR産物を1叫1ずつ加えた。この溶液25叫1のうちの2け1を、0・叫1のサイズマーカ

ー（GENESCAN－500ROX、PEAppliedBiosystems社）および10plのホルムアミド

（Amresco社）と混合した0この混合溶液を94℃で4分間熟変性した後、水中に保存

することによりDNAを一本鎖にし、ABIPRISM310（PEAppliedBiosystems社）を用

いて電気的に分離した0得られたデータは、ABIPRISM310couectionソフトウェア

（versionl・0・4、PEAppliedBiosystems社）およびGeneScanソフトウェア（version

2・1、PEAppliedBiosystems社）によって自動的に解析され、DNAの量と大きさが決

定された0第III染色体上に設計したマーカー領域のDNA量に関しては、Genotyperソ

フトウェア（version2・0、PEAppliedBiosystems社）を用いて、同じ蛍光色素を持つ

第ⅤⅠ染色体上のコントロール領域のDNA量で標準化した（相村PCR産物量、図12＿

A）0さらに、第Ⅲ染色体上の欠失・増幅領域を同定するためには、各マーカー領域

ごとに、MicrosoftExcel（version5・Oa、Microsof［社）を用いて5－FOA潮胞での相対

PCR産物量を親株RDlOlでの相対PCR産物量で除算した（相村コピー数、図12－B）。

以上の一連の操作を、親株和101を用いた再現性確認のための実験（図12－A）に関

しては5臥和101由来の異常染色体を持つ5－FOArクローンの欠失・増幅領域同定の

ための実験（図13）に関しては少なくとも2回線り返した。
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9．LOHの発生頻度の測定

9－1．二倍休出芽酵母の構築

適当な一倍体酵母をYPD寒天培地上で混合し、4時間以上接合させた後、SC－Trp－

HisあるいはSC－Trp－His－Ura寒天培地上で二倍体酵母を選択した。一倍体酵母を完全

に除去するために、同じ選択寒天培地上で2回画線培養を行った。寒天培地上で細胞

に遺伝的変化が蓄積するのを防ぐ目的で、LOHの発生頻度を測定する場合には必ず

直前に二倍体酵母を構築した。

9－2．LOHの発生頻度の測定

LOHの発生頻度を測定する菌株をSC－Ura液体培地3mlに植菌し、30℃で一晩回転

培養した。Ura一に変化した細胞に負の選択庄がかからないようにウラシルを20帽仙

加えたYPD液体培地5mlに対し、培養液から5－10細胞、あるいは103細胞を加えた。

これらの培養液を、対数増殖期（0．ト8×107c餌ml）になるまで30℃で回転培養し

た0培養液を4℃、14000rpm、5秒速心して集菌し、50mMEDTA水溶液で菌体を洗

浄した。再び同じ条件で遠心して菌体を沈殿させた後、滅菌水で適当に希釈して

YPD寒天培地および5－FOA含有寒天培地に塗布した。30℃にて静置培養し、48時間

後に生育してきたコロニーの数を数えた。

得られた5ヰOArの細胞がウラシル要求性を示すことを確かめるために、5ヰOArク

ローンを5－FOA含有寒天培地およびSC－Ura寒天培地上で二晩30℃にて画線培養し

た。

10．パルスフィールドゲル電気泳動法

10－1．プラグの作製

CHEFyeastDNAplugkit（Bio－Rad社）、あるいはCarleandOIson（1987）の記述に

従って出芽酵母の染色体DNAが寒天内に封入されたプラグを作製した。ただし、1つ

のプラグ（約90山内に封入する細胞数に関しては、最終濃度が6－12×108。。11s伽1に
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なるように調整した。

10－2．パルスフィールド電気泳動法（PFGE）

泳動にはCHEFMapperTMXAPulsedFieldElectrophoresisSystem（Bio－Rad社）を使

用した。アガロースにはPulsedFieldCertinedAgarose（Bio－Rad社）を用い、1％のゲ

ル濃度で使用した。緩衝液にはTBE緩衝液（45mMTris－borate、1mMEDTA（pH～
8．5））を用いた。

必要に応じて泳動条件A（電圧6．0Vルm、泳動時間29．57時間、角度120。

（±600）、パルス時間に関しては24・03秒の開始パルス時間と1分33．69秒の終了パルス

時間の間を直線状に変化させた）、泳動条件B（電圧6．0V／cm、泳動時間34．02時

間、角度1200（±600）、パルス時間に関しては24・03秒の開始パルス時間と叫．69秒

の終了パルス時間の間を直線状に変化させた）を使い分けた。また、クラスⅠⅤの異

常染色体を解析するための制限酵素マッピング（図17）では、10kbから120kbまで

のDNAを感度良く分離するために、泳動条件C（電圧6．OVkm、泳動時間28．18時

間、角度1200（±600）、パルス時間に関しては0・47秒の開始パルス時間と10．29秒の

終了パルス時間の間を直線状に変化させた）を用いた。泳動後、0・5鵬／mlのエチジ

ウムブロマイド水溶液にゲルを30分間浸してDNAを染色し、20分間蒸留水で脱色し

た後、UVトランスイルミネ一夕ー（アト一社）を用いてゲルに紫外線を照射するこ

とによりDNAを観察した。電気泳動像をDensitoGRAPHソフト（アト一社）の画像と

して取り込み、第I染色体（230kb）、第VI染色体（270kb）、第III染色体（330

kb）、第IX染色体（440kb）のDNA量をNmimage解析ソフトを用いて定量した。

11．サザンブロッティング

基本的な操作に関しては全てMdeculeTaOning（Sambrooketal．1989）に従った。

PFGEで分離したDNAについては、泳動後のゲルを0・25NのHClに15分間浸して脱プ

リン反応を起こさせた後、キヤピラリートランスファー法あるいはVacuumBlotter

Mode1785（Bio－Rad社）を用いてナイロン膜（Hybond－N＋、Ame，Sham社）にDNAを

転写した。DNAプローブに関しては、表2にあるプライマーを用いたPCR法によって

調整した（前述）。第Ⅲ染色体を特異的に検出するためのプローブには、左腕上の2

箇所の領域（Ⅲ－54およびⅠII－102）を同時に用いた。IⅡ－54領域はGenomescanningでの

標的マーカーの1つであり、Ⅲ－102領域はほA鋼入領域の構造解析のための定量的
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PCRにおけるコントロール領域である。親株一倍体のTy因子挿入確認のためのプロ

ーブには、左腕上のⅠⅢ－79、右腕上のⅠⅠⅠ－124、ⅡⅠ－141、ⅠⅢ－153、ⅠⅠⅠ－167に相当する領域

をそれぞれ用いた。このうち、ⅠⅢ－79およびⅠⅠⅠ－167領域↓ごっいては、クラスⅠⅤの異常

染色体の制限酵素マッピングでもプローブとして使用した。クラスⅤの異常染色体が

転座であることを確認するためのプローブには、第Ⅰ染色体の右腕上のⅠ－207、第ⅤⅠⅠ

染色体の右腕上のⅤⅡ－1054、第Ⅹ染色体の右腕上のⅩ－587、第ⅩⅡ染色体の右腕上の

ⅩⅢ－1010、第ⅩⅤⅠ染色体の右腕上のⅩⅤⅠ一908に相当する領域をそれぞれ用いた。プロ

ーブDNAの標識及び検出に関しては、ECLdirectnucleicacidlabelinganddetecti。n

system（Amersham社）あるいはGeneImageslabelinganddetectionsystem（Amersham

社）を用い、製造元の指示に従って使用した。

12．DNAの塩基配列解析

PCR法を用いてクローニングしたDNA断片に関しては、ポリエチレングリコール

法による精製後（前述）、BigDyeterminatorcyclesequencingkits（PEApplied

Biosystems社）を用い、製造元の指示に従って一本鎖DNAを調整した。準備したサ

ンプルについては、キヤピラリーシークエンサーABIPRISM310（PEApplied

Biosystems社）を用いて、その仝塩基配列を決定した。DNA同士の相同性を調べる

ためには、GeneWorks解析ソフト（version2・5・1、OxfbrdMolecularGroup）を使用し

た。

＝　結果

1．LOHをもたらす遺伝的変化の同定

1－1．LOH検出系の構築

二倍体出芽酵母におけるLOHを検出するために、片方の第ⅠⅢ染色体にのみ【戊Ajマ
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ーカー遺伝子を挿入した（図1）。L硯Aj遺伝子はウラシルの生合成に関与する遺伝

子のうちの1つであり、∽3変異株はウラシル要求性（Ura－）を示す。酵母の遺伝子

の中でもURAj遺伝子は比較的小さい部類に属し、遺伝子産物の全長は267アミノ酸

であるため、塩基配列レベルでの変異点の解析が容易である。LOHによりURAj遺伝

子が不活化した細胞を単離するためには、5－フルオロオロテン酸（5－FOA）を利用す

る。5－FOAは、ビリミジン環を持つ核酸の新生合成系の中間体であるオロテン酸の

類似体であり、出芽酵母のURA5遺伝子産物およびU餌j遺伝子産物によって、チミ

ジル酸合成酵素の阻害剤である5－フルオロデオキシウリジンに代謝される。従っ

て、5－FOAを含む培地上で生育できる細胞を選択することにより、日用j変異株あるい

はⅢ闇5変異株を得ることができる（Boekeetal．，1984）。uIa3変異株はウラシル要求

性を示すが、日用5変異株はウラシルの非存在下でもゆっくりと生育することができ

るため、5－FOA耐性（5－FOAr）に変化した細胞をウラシルを含まない合成寒天培地

上で培養することにより、両者を識別することが可能である。

出芽酵母の第III染色体では、これまでに複製開始点（CampbellandNewlon，1991；

Newlonetal・，1991；RivierandRine，1992；BaudatandNicolas，1997）、減数分裂時に

おける組換えのホットスポット（Zenvirthetal．，1992；WuandLichten，1994；Ba。dat

andNicolas，1997）等のDNA動態に関わる機能単位の解析が進んでいる。この染色体

を用いて任意の領域での遺伝的変化を解析することができる実験系を構築すれば、

遺伝的変化に関与する様々な生物機能や特異的なDNA構造を総合的な視点から考察

できるものと期待される。

第Ⅲ染色体の全長は330kbであり、左腕のテロメアから114kbの位置にセントロメ

アがある（図3）。URA3マーカーを挿入する部位については、1）第ⅠⅡ染色体上の遺

伝子を破壊しないこと、2）できるだけ広範囲の染色体欠失を検出できるようにする

ことを考え、出芽酵母のゲノムのデータベース（SGD）でORFに含まれていない第

Ⅲ染色体の右腕の中央付近（ⅠⅢ－205領域、本研究ではSGDの塩基配列情報に従っ

て、便宜上、染色体上の位置に関しては、染色体番号と左腕のテロメアからの距離

（kb）として表記する）を選定した。

出芽酵母の第Ⅲ染色体の標的部位にU餌j遺伝子を挿入する方法としては、出芽酵

母の相同組換え機構を利用した。本研究では、確実に標的部位にマーカー遺伝子を

挿入するために、試験管内DNAリガーゼ処理により両端にⅠⅢ－205領域との相同領域

を合計926bp持つURAj遺伝子断片を作製した（図2および材料と方法を参照）。こ

のDNA断片を一倍体酵母であるYKUl（Ura－）に導入し、Ura＋に形質転換した細胞を

選択した。なお、両端に標的部位との相同領域を60ntずつ持つプライマーを用いて

ほAj遺伝子断片をPCR増幅することにより、より簡便にマーカー遺伝子を目的とす
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A

YKUl
（レーンR）

プライマーセットA

d3W205・2　　d3C205
－－■　　くト

プライマーセットC

dTF－89　d5Cl16－2

う－■

B

YMHl
（レーン1）

プライマーセットA

d3W205－2　　　　　　　d3C205
■・－・・事

－・＞

d3W205　d5Cl16

プライマーセットB

プライマー

セットA

2323
192g

1371
1264

702

500

400

300

プライマーセットC

dTF－89　d5Cl16－2
う■■－

プライマープライマー

図4　コロニーPCR法による【胤4j遺伝子の挿入確認

一倍体出芽酵母であるYKUl（Ura－）に、両端に第11Ⅰ染色体上の標的部位（1．1－205領域）との

相同領域を926bp持つ膵Aj遺伝子断片（pM＝116の加81一馳Ⅰ断片、図1を参照）を導入し、
u【a†に形質転換した細胞を単離した0膵A濾伝子が標的部位に挿入されたことは、この領域

を挟み込む形に設計したプライマーセットA（d3W205－2およびd3C205）を用いたコロニーPCR

法で確認した。このPCRでは、YKUlを鋳型とした場合には1039bp、標的部位にURA3マーカ
ーが挿入された細胞を用いた場合には2222bpのPCR産物が増幅される0プライマーセットB

（d3W205およびd5Cl16）は11l－205領域の上流側とURA通伝子内に結合するプライマーであ

り、11Ⅰ－205領域に膵A通伝子がセントロメアからテロメアへ向かう方向（ワトソン鎖側）に

挿入されている場合にのみ466bpのpCR産物が得られる。第V染色体上のu用濾伝子は、トラ

ンスポゾンTy52の挿入により破壊されているが、そのトランスポゾン内とu用濾伝子内に設計
されたプライマーがプライマーセットC（dTW－89およびd5C116－2）であるo第V染色体上の

uが遺伝子にTy52が挿入されたままであれば、この陀Rにより328bpのpCR産物が観察され
る。以上の3種類のプライマーセットを用いた解析により、第I11染色体上のIII－205領域のワト

ソン鎖にのみ膵A通伝子を持つことが示された細胞をYM＝1と命名した。Mは川ざ椚サイズ
マーカー、M・は100bpラダーマーカー、RはYKUl、1はYM＝1を表す0プライマーの配列及び

結合位置に関しては表2を参照のこと。ゲルの下方に見えるバンドはRNAおよびPCR反応に用

いられなかったプライマーであるD
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る領域に挿入できることも確認されている（平岡，1996年度修士論文）。URAj遺伝

子の本来の局在位置である第Ⅴ染色体上では、日用j遺伝子は開始コドンから120番目

のCと121番目のGの間にトランスポゾンの一種であるTy52が挿入されることにより

破壊されている（RoseandWinston，1984）。Ura＋形質転換体のうち、III＿205領域に

URA3遺伝子が挿入されたものをYMHlと命名した（図4）。このYMHl（朗A乃III＿

205：：URAju招j一男）とⅣ838（朗A化u乃ヨーガ）を接合させて、片方の第Ⅲ染色体に

のみURAj遺伝子を持つ二倍体出芽酵母（RDlOl）を構築した。

1－2．野生型におけるLOH発生頻度の測定

野生型二倍体出芽酵母の体細胞分裂の対数増殖時に第ⅡⅠ染色体上で自然に起こる

LOHの特徴について調べるために、まず、RDlOlを用いて、以下の手順でLOHの発

生頻度を測定した。はじめに、URA3遺伝子を持つ出芽酵母のみを増殖させるため

に、菌体をウラシルを含まない合成培地で前培養した○この場合でも、5－FOArに変

化した細胞は2・1（±0．93）×10‾5（n＝4）の頻度で出現することを確認していたの

で、LOHの測定の培養開始時点で5－FOAr細胞が存在しないようにするために、富栄

養培地（YPD培地）に菌体を5－10あるいは103細胞ずつ植菌した。これらを30℃で村

数増殖期（5－6×107cells／ml）まで培養し、5－FOA寒天培地上に塗布した。この培養

中にURA3遺伝子の機能を喪失した細胞が生育に不利にならないように、富栄養培地

にはあらかじめウラシルを余分に加えておいた。

この方法により測定した二倍体mlOlにおける5ヰOAr細胞の出現頻度は、2．0（±

1・3）×10‾4（n＝23）であった（表3）。一方、第Ⅲ染色体にU餌j遺伝子を持つ一倍

体YMHlを用いて同様に実験を行ったところ、4．3（±1．3）×10－7（。＝6）の頻度で5＿

FOAr細胞が得られた。二倍体細胞における発生頻度が一倍体細胞における発生頻度

の約500倍であったことは、二倍体細胞での遺伝的変化が一倍体細胞とは量的に異な

ると同時に質的にも異なることを示唆する0また、5－FOArをもたらすぼAj遺伝子や

はA5遺伝子が2コピーずつ存在する二倍体酵母（RDlO3）からは、平均して5．5（±

2・9）×107細胞（n＝9）を5－FOA寒天培地上に塗布しても5－FOAr細胞が検出されな

かったことより、1コピーのはAj遺伝子と2コピーのはA∫遺伝子を持つ二倍体酵母

（RDlOl）から得られた5－FOA潮胞はほA濾伝子の不括化によるものであると推定

される。実際に、和101由来の640例（i2実験区の合計）の5＿F。Ar細胞をウラシルを

含まない合成寒天培地上で画線培養したところ、全てのクローンはこの培地上でコ

ロニーを形成せず、これらの5－FOArの表現型はURAj遺伝子の機能喪失によるもので
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A∵了

B

図5　RDlOl由来の5⊥FOA倒胞が形成するコロニーの大きさ

二倍体出芽酵母をWD液体培地にて対数増殖期まで培養し、5一和A寒天培地上に塗布
した。30℃にて48時間培養した後に5－FOA寒天培地上に生育してきた5－FOA側胞のコ
ロニーの形態を示す。

A）片方の第Ⅲ染色体にUMマーカーを持つmlOl由来の5－FOA一価胞。野生型の
∽むU遺伝子を持つ細胞は㌻FOAに対し感受性を示すため、遺伝的変化によってUM
遺伝子の接能を喪失した細胞のみが5－FOA寒天培地上でコロニーを形成する。

B）mlO2。RDlO2はu榊変異株であるため、ゝfOA切表現型を示す0
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あることが示された。RDlOlから得られた640個の5－FOAr細胞に関しては、さらに解

析を進めるために5－FOA寒天培地上で画線培養し、クローンを単離した。

第Ⅲ染色体上で二倍体細胞のLO＝発生頻度を測定した際に、1つ予想しなかった現

象が見られた。5－FOAr細胞のコロニーの大きさは不均一であり、5－FOA寒天培地上

で画線培養した時にu招jル用3二倍体細胞（RDlO2）と同じぐらいの大きさのコロニー

を形成するものと、明らかに小さいコロニーを形成するもの（48時間後のコロニー

の直径が1mm未満）に分けられたのである（図5）。小さいコロニーを形成する46

例の5－FOAr細胞のYPD液体培地における倍加時間を測定したところ、細胞の倍加時

間は102分から228分の間であり、その平均は138±31分であった。小コロニーを形成

する細胞の倍加時間が標準サイズのコロニーを形成するもの（約90分）と比べて有

意に遅かったことは、小さいコロニーを形成するような遺伝的変化に関しては過小

評価することを意味している。そこで標準サイズのコロニーと小サイズのコロニー

をいくつか任意に選出し、遺伝的変化の種類と形成されるコロニーの大きさとの相

関についても検討することにした。この目的のために、12実験区由来の640クローン

のうち、6実験区由来の544クローンに関しては、1回あたりの解析数を32－48に増や

した。また、液体培地での培養中にある種の遺伝的変化を持つ細胞に負の選択庄が

かかって、遺伝的変化の分布が変わる可能性を考え、1実験区（1つの培養液）につ

き2－3回、分裂世代数の異なる細胞を5－FOA寒天培地上に塗布し、それぞれの遺伝的

変化の割合を比較することにした。

1－3．点突然変異の検討

遺伝的変化は塩基置換ヤフレームシフト等の塩基レベルでの変異である点突然変

異と、欠失や転座のような染色体レベルの変化の2つに大別できる（図1を参照）。

まず、本研究で単離された5－FOA湖胞における遺伝的変化が点突然変異かそれ以外

のものであるかを検討するために、第Ⅲ染色体上に挿入したURAj遺伝子断片の両端

に特異的に結合する点突然変異検出用プライマーを用い、3つの独立した実験区由来

の合計48クローンの5－FOAr細胞についてコロニーPCRを行った。その結果、PCR産

物が得られたクローンはなく、全てのクローンは点突然変異体ではか－ことが示さ

れた（図6）。残りの592クローンについては後出の定量的PCR法（図10）による解

析で点突然変異について検定したが、この場合にも点突然変異は認められなかっ

た0以上の結果より、二倍体出芽酵母の第ⅠⅢ染色体上におけるほAj遺伝子の点突然

変異頻度は3・1×10－7（2・0×10－4÷640）未満であり、この細胞におけるLOHの大部分
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M　1　2　3　4　5

1．2－
1．0－

0．8－

図6　点突然変異の検討

二倍体出芽酵母mlOlから単稚された5－FOA－細胞について、LOHをもたらした遺伝的変化
が点突然変異である可能性を検討した。第ⅡⅠ染色体上に挿入したL釈Aj遺伝子断片の両端に
特異的に結合する点突然変異検出用プライマー（dpW416およびdpC416、表2－B）を用い、3
つの独立した実験区由来の合計48クローンの5－FOAr細胞についてコロニーPCRを行った。
このプライマーセットを用いた場合、鋳型としてRD101を用いた場合には1173bpのPCR産
物が得られるが（レーン4）、第ⅠⅠⅠ染色体上にL収Aj遺伝子を持たない二倍体RDlO2を使用
した場合にはPCR産物が増幅されない（レーン5）。代表として、3例のPCR産物の電気泳
動像をレーント3に示す。Mで表したレーンは100bpラダーサイズマーカーであり、図の左
側に適当なサイズ（bp）のサイズマーカーの泳動位置を示した。
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は点突然変異ではなく、染色体レベルの変化によるものであることが示唆された。

1－4．第肛染色体のコピー数とサイズ変化による分類

1982年にSchwartzらが開発したパルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）は、多

くの改良を経て現在では数kbから10Mb以上のDNAを容易に分離することが可能と

なり、出芽酵母をはじめとする微生物の染色体の分離や高等生物の染色体地図の作

製等に大きな威力を発揮している。本研究においても5－FOAr細胞の染色体を直接観

察するために、PFGEによる解析を行った（図7）。泳動後、エチジウムブロマイド

染色により検出した第Ⅰ染色体（230kb）、第VI染色体（270kb）、第Ⅲ染色体（330

kb）、第IX染色体（440kb）のDNA量を定量した。第I染色体、第VI染色体、第IX染

色体の大きさを横軸に、DNA量を縦軸にとって措いたグラフから、330kbにおける

DNA量を読みとり、その値を第ⅠⅢ染色体が2本ある時の理論値とした。第Ⅲ染色体の

位置に関しては、左腕に結合する2種類のプローブ（Ⅲ－54およびⅡⅠ－102、図3－Aを参

照）を用いたサザンブロソティングにより検出した（図7）。

この2種類の解析によって検出された第Ⅲ染色体のコピー数とサイズの変化パター

ンをもとに、5－FOAr細胞を3つのクラスに分類した（図7および表3）。640クローン

中、最も多かった（62％）のは第ⅢⅠ染色体のDNA量が理論値の約1／2（実測値の平均

は0・57±0・058）になり、他に第Ⅲ染色体由来の新しいバンドが見られなかったもの

である。この特徴を持つ376クローンに関しては、クラスAに分類した。クラスBに

分類された213クローン（30％）は親株と全く同じ電気泳動パターンを示した。ま

た、第Ⅲ染色体の長さが変化した異常染色体を持つものが51クローン（8％）検出さ

れた（クラスC）。クラスCのうち、48のクローンでは、330kbの位置に泳動する第

Ⅲ染色体のDNA量が理論値の約1／2（実測値の平均は0．55±0．066）になり、第ⅠⅡ染色

体由来の新たな染色体が観察された。驚いたことに、異なるサイズの第Ⅲ染色体の

みを1コピー持つ細胞がクラスCから独立して3例見つかった0新しい大きさの染色体

はもとの大きさと比べて10－110kb小さくなったものから110－20kb大きくなったもの

まで、様々なものが確認された（表4）。この中でも、80kb短くなったものが見つ

かったもののうち29％を占めていた0塩基配列レベルで染色体再編領域の同定を行

わない限り断言できないが、この80kbの欠失を起こすような染色体再編のホットス

ポットが第Ⅲ染色体上に存在する可能性が考えられた0実際に、－80kbの異常染色体

13例のうち、11例では全く同じところで染色体再編が起こっていた（図14および表

5、後述）。
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図7　第HI染色体のコピー数及びサイズ変化によるクラス分類

二倍休出芽酵母RD】01由来の糾0例の5－FOA髄胞の第ⅠⅠⅠ染色体を直接観察した結果、細
胞は大きく3つ（クラスA－C）に分類された。それぞれのパネルの左側はパルスフィー
ルド電気泳動後、エチジウムブロマイド染色によって可視化した全染色体の泳動像で
ある。右側には、第ⅠⅢ染色体の左腕上2箇所（m一対およびⅢ－102、図2）のプロープを
用いたサザンプロソティングにより検出した第m染色体を示す。IH一錮ブロープに関し
てはプライマー粛W54およびd3C54（表2）、Ⅲ一102プロープに関してはプライマー
d3W102およびd3ClO2（表2）を用いたmにより作製した。回申の自三角は第m染色
体、黒三角は第m染色体由来のサイズ異常染色体の泳動位置を表している。親株
和101の泳動像をそれぞれのクラスの左側に示した（レーンP）。

A）第m染色体のコピー数が2から】に変化していた376クローンに関しては、クラスA
に分類した。クラスA細胞の1例をレーン1に示す。

B）213例では、この2種類の解析では染色体変化が観察されなかった（クラスB、レー
ン2）。

C）クラスCに分類された封クローンの最も大きな特徴は、染色体レベルで
き

のサ

さに

でな

イズ変
関して
く、長
また、
体のみ

化を起こした異常第m染色体が検出されたことである。異常染色体の大
は、元の第Ⅲ染色体と比べて短くなったもの（l例をレーン3に示す）だけ
くなったもの（1例をレーン4に示す）まで、様々なものが見つかった（表4）。
レーン5に示すように、正常な大きさの第m染色体が観察されず、異常第m染色
をlコピー持つ紺地も3例見つかった。
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表3　5－FOA胡胞のクラス分類および各クラスの出現頻度

クラス　第菜の誓言琴芝（警警）害ぎ芸）出欝

クラスA l O　　　　376　　　62　13±9・8（8．5）

クラスB　　　2　　　　0　　　　213　　　30　6・7±3・7（6．8）

クラスC lあるいは0　1　　　51　　8・01・1±1．1（0．71）

合計　　　　　　　　　　　　　640　　100　20±13（16）

1）12の独立した実験区由来。1実験区あたり、16から96クローンの5－FOAr細胞を解
析した。細胞の分裂世代数が異なるものも含む（図8を参照）。

2）標準サイズのコロニーを形成する5－FOAr細胞と、小サイズのコロニー（48時間培
養後のコロニーの直径が1mm未満のもの）を形成する5－FOAr細胞に分けてクラス分
類を行い、最後に5－FOA寒天培地上における標準サイズおよび小サイズのコロニー

の割合で補正して各クラスの割合を算出した。従って、ここでの割合は単純に各ク
ラスの観察数を総数で割った値とは必ずしも一致しない○細胞の分裂世代数が異な
るものも含む（図8を参照）。

3）体細胞分裂の対数増殖期における5－FOAr細胞の出現頻度の平均値および標準誤差
を表記する。括弧内の数億は中央値を示す。合計の5－FOAr細胞の出現頻度は23の独
立した実験区（1mlあたりの生菌数の実測値は5・6（±1・3）×107）を用いて測定した
値である。各クラスの出現頻度に関しては、1実験区あたりの解析数の多い（32から
48クローン）6つの独立した実験区（1mlあたりの生菌数の実測値は6．5（±1．2）×
107）由来の224クローンの解析結果から算出した。
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表4　異常第ⅠⅠⅠ染色体の大きさの分布

変化した
大きさ1）
（kb）

検出数2）

－110

－105

－100

－80

－60

－55

－50

－40

－30

－25

－10

1（1）

2　（1）

1（1）

13　（9）

7　（2）

3　（2）

5　（4）

2　（2）

43）（4）

l　‖J

14）（1）

1（1）

1（1）

1（1）

1（1）

2　（2）

2　（2）

1（1）

＋110

＋145

＋210

＋250

＋340

＋380

＋620

合計 51（9）

1）pFGEで測定された異常第ⅠⅢ染色体の大きさを、正常な第Ⅲ染色体を330kbとした

ときの差で表す0330kb付近のPFGEでの検出感度は±10kb程度であった。

2）9つの独立した実験区から単離された異常第Ⅲ染色体の検出数。括弧内の数字

は、同じ実験区由来の異常染色体を1と見なした場合の数値である。

3）4クローン中2クローンに関しては、正常な大きさの第Ⅲ染色体が観察されなかっ
た。

4）この1クローンに関しては、正常な大きさの第Ⅰ＝染色体が観察されなかった。
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図8　RDlOl由来の5－FOAr細胞のクラス分布

した実験区から、対数増殖期における5－FOAr細胞の出現頻度を測定した。グラフの横軸のアル
（aイ）はそれぞれの実験区を、数字は103細胞からの世代数を表している。1回の実験につき

32から48個の5－FOAr細胞の第ⅠⅡ染色体をパルスフィールドゲル電気泳動法及びサザンブロソティングによ
り直接観察し、クラスA－Cに分類した（図7を参照）0はじめに測定した5－FOAT細胞の出現頻度および各ク
ラスの割合から、それぞれのクラスの発生頻度を算出した。この際、標準サイズのコロニーを形成する5＿
FOAr細胞（黒）と、小サイズのコロニー（48時間培養後のコロニーの直径が1mm未満、灰色）を形成す
る5－FOAr細胞の割合も同時に調査した。
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以上は第ⅡⅠ染色体のみに着目して分類した結果であるが、第ⅡⅠ染色体と他の染色

体での複数変化を持つ細胞もいくつか単離された。クラスAの376クローンのうち、

第Ⅰ染色体も1コピーになっていた細胞が3例、第ⅤⅠ染色体も1コピーになっていた細

胞が1例、短くなった1コピーの第ⅤⅠ染色体を持つものが1例見つかった（データは示

さない）。また、クラスCに分類された51クローンのうち、1例（RDlOl－24）では他

の複数の染色体が異数化していた（データは示さない）。

次に、各クラスと形成されるコロニーの大きさの相関について述べる。6実験区由

来の544クローンのPFGEでの分類結果のまとめを図8に示す0クラスAでは40％、ク

ラスBでは29％、クラスCでは34％の細胞が小さいコロニーを形成していた。これら

の割合は、5－FOAr細胞全体に占める小コロニーの割合（31（±13）％、n＝21）とほ

ぼ一致した。また、分裂世代数が変わってもクラス分類の割合に大きな差は見受け

られなかった。以上の結果より、クラスA－Cにおける遺伝的変化の種類と形成される

コロニーの大きさに特に相関性はなく、小コロニーの形成はRDlOl由来の5－FOAr細

胞に普遍的に見つかる現象であることが示された。

一般に、突然変異頻度をもとに、一回の細胞分裂あたりに突然変異が起こる確率

（突然変異率）が算出される（LeaandCoulson，1948；Drake，1991）。この計算の前

提の一つに、液体培地での細胞培養中において、変異体は親株と同様に分裂すると

いうものがある0したがって、本研究で観察されたように5－FOAr細胞の一部の倍加

時間が長くなる場合、突然変異頻度をもとにして算出した突然変異率は過小評価で

あることになる。故に、本研究では5－FOAr細胞の出現頻度のみを明記することにし
た。

1－5．クラスA；染色体喪失によるLOH

クラスAに分類された5－FOArクローンの特徴は、第Ⅲ染色体のコピー数が2から1に

変化していたことである（図7－A）。このクラスのもっとも単純な説明は、UR月j遺

伝子を挿入した方の染色体（YM＝1由来）の喪失である。この可能性を追求するた

めに、第Ⅲ染色体上に内在するもう一つのヘテロマーカーである朗AT遺伝子座を解

析することにしたoYMHl由来のIII－205領域の5kbセントロメア側には朗A7b遺伝

子、もう一方の第Ⅲ染色体の相同部位には朗A7坂道伝子が存在している（図9－A）。

コロニーPCR法（Huxleyet・al，1990）を用いてこの朗A73宣伝子座を同定したところ

（図9－B）、クラスAの376例全てについて劫払化特異的如CR産物のみが検出され

た。以上の結果より、クラスAの5－FOA湖胞は、はAj遺伝子および朗A乃遺伝子が
44
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図9　コロニーPCR法による此4T遺伝子座の同定

Huxleyetal・（1990）の報告を参考にして、コロニーPCR法により細胞の朋A7遺伝子痙
を決定した。

A）第IlI染色体の模式図。第ⅠⅠ洩色体の配列を横線、セントロメアを白丸、肱4T遺伝
子座を白四角、ほAj遺伝子を自三角、プライマーを矢印で示す。プライマーの配列
および正確な結合位置に関しては、表2－Cを参照のこと。セントロメア一朗Ar遺伝子、
〃AT遺伝子－L収Aj遺伝子の物理的距離は、それぞれ86kb、5kbである。このPCRで
は、国中に示した3種類のプライマーを同時に加えてPCR反応を行うことにより、
此4Tb細胞を鋳型とした場合には544bp、M〟取組胞を鋳型とした場合には404bpの
PCR産物が得られる。

B）モデル細胞を用いた予備実験。Mは100bpラダーサイズマーカー、a、α、〟αはそ
れぞれYMHl（MATb）、FY838（肱4Tb）、RDlOl（几班丁吋几血相）を鋳型とした場
合のPCR産物の電気泳動像を示す。肱4Tb及びA掴m由来のPCR産物の泳動位置を矢印

で表した。
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存在していたYMHl由来の染色体喪失によってLOHに到ったと結論した。

1－6．クラスB；相同染色体間組換えによるLOH

クラスBの213クローンはPFGE解析において親株と全く同じ電気泳動パターンを示

し、染色体レベルでのサイズ変化もコピー数変化も観察されなかった（図7－B）。こ

れらの細胞における遺伝的変化としては、1）点突然変異、2）pFGEの検出限界（10

kb）以下の小さな欠失あるいは重複、3）トランスポゾンの挿入、4）セントロメア

とマーカー遺伝子の間における相同染色分体間の交叉、5）遺伝子変換、6）uRAj遺

伝子のみの切り出し、7）染色体喪失後の重複（chromosomelossandreduplication）、

等の可能性が考えられた。これらの遺伝的変化については、URAj挿入領域がヘテロ

接合性のままのもの（点突然変異、挿入、重複など）、ヘミ接合性に変化するもの

（欠失など）、ホモ接合性になるもの（交叉、遺伝子変換、URAjのみの切り出し、

染色体喪失後の重複など）の3つに分類することも可能である。そこで、さらに遺伝

的変化の種類を特定するために、URA3挿入領域付近を定量的にPCRで増幅し、その

微細な構造の遠いを解析することにした。定量的PCR法による分類の基本構想は以

下の通りである。第Ⅲ染色体の左腕に設計したプライマー（得られるPCR産物を電

気泳動したものをバンドx（398bp）とする）とURAj遺伝子を挟む形に設計したプ

ライマー（PCR産物のうちほA3遺伝子を持たない第Ⅲ染色体由来のものをバンドy

（680bp）、tRA3遺伝子を持つ第III染色体由来のものをバンドz（1853bp）とす

る）を共存させてPCRを行う（図10－A）。この方法では、鋳型としてヘテロ接合

体、ヘミ接合体、ホモ接合体を用いた場合のPCR産物の分子比は、それぞれx：y：z

＝2：1：1、2：1：0、2：2：0になり、遺伝的変化の違いを識別することが可能で

あろうと予想した。

そこでまずはこれらの分子比を見分けることができるかを確かめるために、モデ

ル実験を行った（図10－B　レーン7－9）。親株（RDlOl）、本研究で同定されたクラ

スⅠの染色体欠失を持つクローン（図14および表5、後述）、第ⅡⅠ染色体に【欣Aj遺伝

子を持たない二倍体酵母（mlO2）をそれぞれヘテロ接合体、ヘミ接合体、ホモ接

合体のモデルとして検証した。親株では1．9kbのPCR産物zが得られ、8回予備実験を

行った結果、y／xの実測値の平均は0．43±0．036（理論値0．5）であった。クラスⅠの染

色体欠失を持つクローンを鋳型とした場合には、1．9kbのPCR産物zは見られず、11

回予備実験を行った結果、y／xの実測値の平均は0．47±0．032（理論値0．5）であった。

また、鋳型として第Ⅲ染色体にURAj遺伝子を持たない二倍体酵母を用いた場合に
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図10　定量的m法によるm－205領域の構造解析

A）親株RDlOlの第Ⅲ染色体の模式図0第Ⅲ染色体の配列を横線、セントロメアを白丸、UM
遺伝子を自三角で示す。プライマーの大まかな結合位置及びその方向に関しては、矢印で表し
た。プライマーセットA（d3WlO2およびd3C102、表2－C）は、左腕上のⅢ－102領域に結合するプ
ライマーであり、m反応により398叫のDNA断片（x）が増幅される。プライマーセッ川
畑W205および舶C獅、表2－C）はm一加5領域に対合するプライマーで、舶遺伝子を持たな
い第Ⅲ染色体から6紺坤（y）、URA3遺伝子を挿入した第m染色体から1853坤（z）のm産物
が得られる。この定量的m法では、上記の4つのプライマーを1つの反応溶液中で競合させて
相反応を行うことにより、目的とするm一犯5領域の構造を定量的に解析するo

B）m産物の電気泳動像。定量的m後、反応産物の一部を電気泳動で分離し、エチジウムブ
ロマイド染色によりDNA断片を可視化した。クラスBクローン（レーント2）、クラスCクロ‾ン
（レーン3－6）を用いた場合の代表例を示す。レーン7－9は、モデル細胞を用いた定量的略のコ
ントロール実験の結果である。ヘテロ接合型、ヘミ接合型、ホモ接合型のモデル細胞には、それ
ぞれ親株mlOl、RDlOl－3（MAr月MR間の染色体欠失を持つ細胞、後述）、mlO2（UM遺伝
子をm＿加5領域に持たない一倍体同士を接合させた二倍体酵母）を使用したoDNA断片x、yおよ
びzの泳動位置を矢印で表示した。定量の結果、推定されたDNA断翫、yおよびzの分子比に関し
ては、図の下部に記した。
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は、1・9kbのPCR産物zは観察されず、8回予備実験を行った結果、y／xの実測値の平均

は0・80±0・11（理論値1）であった0以上の結果より、1・9kbのPCR産物zの有無とy／x

の実測値からこれら3種類の構造を識別することができると判断した。

上記の予備実験をもとに、PFGEでは染色体レベルでのサイズ変化もコピー数変化

も見られなかったクラスBの213例を定量的PCR法で解析したところ、すべてのクロ

ーンは2：2：0型のパターンを示した（図10－B　レーント2）。この結果より、クラ

スBの全てのクローンでは、U餌j遺伝子領域が相同染色体上の配列に置き換わって

ホモ接合性になっていることが示された。

先に述べたとおり、ホモ接合性になる遺伝的変化としては、交叉、遺伝子変換、

URAjのみの切り出し、染色体喪失後の重複等が考えられる。さらにクラスBの細胞

内で起こった遺伝的変化を推定するために、第ⅢⅠ染色体上に内在するもう一つのヘ

テロマーカーである九払容量伝子座を調べることにしたo sGDによると、第ⅠⅠⅠ染色体

のセントロメアと朋A乃遺伝子、朗A乃遺伝子とほAj遺伝子の物理的距離は、それ

ぞれ86kb、5kbである（図9－A）。一般に、体細胞分裂時においても、交叉は物理的

距離にほぼ比例して起こることが知られている（Maloneetal．，1980；渡辺，1997年度

修士論文；輿那嶺，1998年度修士論文；＝iraokaetal・，inpress）。したがって、もしク

ラスBの細胞のLOHが交叉によるものであれば、セントロメア、朗A乃遺伝子、

ほA3遺伝子の物理的距離から考えて、朗AT遺伝子座に関しては〃αの方がオαよりも

多く見つかるはずである。次に、遺伝子変換についてであるが、第Ⅴ染色体上に内在

するURAj遺伝子座において遺伝子変換の起こる長さを測定した論文によると、

URA3j％伝子を含む4－10kbの領域が相同染色体上の配列に置き換わっていた（Judd

andPetes，1988）。したがって、旭丁遺伝子座の解析では、クラスBの細胞のLOHが

遺伝子変換に起因していたか否かを特定することは困難である。もしU餌j遺伝子の

みが切り出されたのであれば、細胞の九払丁遺伝子座は変化していない（オαのまま）

と考えられる。それに村し、染色体喪失後の重複の場合であれば、細胞の朗AT遺伝

子座は〃αになっていると推定される。

以上の予想のもと、クラスAの細胞の朗AT遺伝子座を同定したときと同様に、コ

ロニーPCR法を用いてクラスBの213例全ての細胞の朗A弟宣伝子座を解析した。その

結果、82％（174／213）の細胞では朗A化由来のPCR産物のみが観察され、残りの

18％（39／213）の細胞では九払乃と朗A了七由来のPCR産物が得られた。このことは、

染色体レベルでのサイズ変化もコピー数変化も見られなかったクラスBの細胞は交叉

によってホモ接合体になったという可能性を示唆している0あるいは、クラスBの細

胞のLOHの原因は1つではなく、複数あるのかもしれない0この点については、他の
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研究結果とも比較しながら、後に考察の項で述べる。

1－7・クラスC；異常染色体形成を伴うLOH

クラスCの最も大きな特徴は、染色体レベルでサイズが変化した異常第ⅠⅠⅠ染色体が

観察されたことである（図7－C）。表4に示すように、本研究では第ⅠⅡ染色体由来の

様々な大きさの異常染色体が検出された0これらの細胞では染色体欠失、重複、転

座等によってLOHが起こった可能性が考えられた。しかし、いずれの場合において

も、URA3遺伝子が不活化していることから、URA3挿入領域は欠失しているのでは

ないかと予想した。そこでクラスCの51例のうち、45例を定量的PCR法で解析したと

ころ、38例に関しては2‥1‥0型のパターンを示し（図10－B）、少なくともほAプ挿

入領域は欠失していると結論した0興味深いことに、4例は2：2：0型のパターンを

示し（図10－B）、ほA鯛入領域はホモ接合型に変化していた。また、正常な大きさ

の第Ⅲ染色体を持たず、10－30kb短い異常第ⅡⅠ染色体のみが確認された3例も、2：

2：0型（1：1：0型）のパターンを示した（データは示さない）。さらに、上記の45

例のクラスCの朗A73宣伝子産もPCR法を用いて解析したところ、45検体全て朗A7tx由

来のPCR産物のみを検出した。ただし、この方法に関しては定量的に行っていない

ため、〃αとαを識別できないことに注意する必要がある。

以上の結果より、ヘミ接合型を示した38例に関しては、少なくとも朋A乃－U餌j遺

伝子を含む領域が欠失していることが示唆された0興味深いことに、もとの染色体

より長くなった異常染色体を持つ細胞は全てこの特徴を有していた。これらの異常

染色体のもっとも単純な説明は転座であるoDNA複製後に第ⅠⅢ染色体のセントロメ

アとMA乃遺伝子の間で他の染色分体との組換えが起これば、その後の染色体分離に

よってURAj遺伝子を持たない細胞が1′4の確率で出現する（図24を参照）。組換わ

る相手の染色体とその位置により、様々な大きさの異常染色体が形成されることが

予想される。一方、ホモ接合型を示した4例、および異常第Ⅲ染色体のみが観察され

た3例については、セントロメアと朋A乃遺伝子の間における第ⅠⅢ染色分体間の不等

交叉によって説明が可能である（図24を参照）0第Ⅲ染色分体と他の染色分体が組

換わったものが転座であり、第ⅡⅠ染色分体同士がずれて組換わったものが不等交叉

である。異常第Ⅲ染色体のみが観察されたものに関しては、組換えに関与したもう

片方の染色体が修復されず、染色体喪失に繋がったのかもしれない（図24の右下端
の細胞を参照）。
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2．異常染色体における染色体再編領域の同定

染色体レベルでの遺伝的変化の発生機序に迫るためには、切断点近傍での塩基配

列の特徴等、染色体側の構造的要因を明らかにすることも重要であると考えられ

る○　しかしながら、喪失した染色体を解析することは不可能である。また、本研究

で材料とした出芽酵母は純系であるため、第Ⅲ染色体ではURA3およびル仇弟宣伝子

がヘテロであることを除けば、ほぼ同じ塩基配列を持っていると考えられる。した

がって、相同染色体間組換えの染色体再編部位を決定することは困難である。そこ

で、検出された異常染色体の切断点を塩基配列レベルで解析することにした。

2－1■第＝染色体の欠失・増幅領域同定法（Genomescanning）の改良

当研究室では、Genomescanningと呼ばれる第III染色体上の欠失・増幅領域を同定

できる系がすでに確立されている（図11、森，1997年度修士論文）。この方法では、

第Ⅲ染色体に特異的な多数の領域のコピー数を決定することにより、異常染色体が

第Ⅲ染色体のどの領域までを保持しているかを推定する。親株では全ての領域が理

論上2コピー分検出されるが、欠失領域内にあるマーカーのコピー数は親株の半分量

になると考えられるため、異常染色体上の欠失領域が判る。コピー数を決定するた

めには、部位特異的な定量的PCRを利用する。染色体上の欠失領域を網羅的に検出

するためには多数のマーカーが必要となるが、2種類の蛍光プライマーおよび半自動

的蛍光検出システム（GENESCANTMおよびGenotyperTM）を用いることにより、多数

のサンプルを同時に効率よく解析することが可能である。本研究では、系のさらな

る効率化のために、森（1997年度修士論文）が設計したプライマーセットのうち、

第Ⅲ染色体の左腕上の1箇所、および右腕上の約10kbごとの21箇所に設計したものを

用いて（図3－Aおよび表2－F）、第ⅡⅠ染色体上の欠失・増幅領域を同定することにし

た。なお、第Ⅲ染色体上にあるマーカーのコピー数を調べるための対照として、第

ⅤⅠ染色体上にも蛍光色素に応じた2箇所のマーカー領域が選定されている。

第ⅡⅠ染色体上の【灰Aj遺伝子挿入部位を解析するための定量的PCR（図10）では、

2箇所のプライマーセットを単一反応液内で競合させて増幅させることにより、目的

部位のコピー数を測定した。一方、Genomescanningでは、1種類のプライマーセット
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図11異常染色体の再編領域の構造解析法

まず最初に、異常染色体が第m染色体上のどこまでの領域を保持しているのかを確認するた

めに、Geno膚ne5C釘川∬唱を行う。G㈹meSC釘m∬唱では、第Ⅲ染色体の22箇所（左腕の中央付近
に1箇所、右腕については約10kbごとに21箇所）の領域のコピー数を決定することにより、第
Ⅲ染色体上の欠失・増幅領域が同定される（森，19卯年度修士論文）。この囲では、模式的に
4箇所のマーカー領域のみを示す。コピー数を決定するためには、部位特異的な蛍光プライマ
ーを用いた定量的mを利用する。欠失した領域内のm産物は1コピー分に減少するため、

各領域のm産物量を親株とシFOA■細胞とで比較することにより、第Ⅲ染色体上の欠失領域が
推定される。さらに、同定された欠失領域の上流側と下流側にあるプライマーを用いて異常
染色体の再編領域をクローニングし、その塩基配列を決定する。
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図12　Genomescanningの再現性および信頼性の検討

A）第III染色体上に設計したマーカー領域のコピー数を決定するために、それぞれの領域のPCR
産物量を、第ⅤⅠ染色体上のコントロール領域のPCR産物量で除した0コントロール領域のPCR産
物量を2とした場合の各マーカー領域の相対PCR産物量をグラフに示す○親株二倍体RDlOlを鋳
型として5回実験を繰り返した結果の平均値を灰色の棒線で、標準誤差を細い線で表示した。黒
い棒線は、片方の第ⅠⅠⅠ染色体を喪失したクラスA細胞を鋳型として得られた相対PCR産物量を表
している。

B）第ⅠⅠⅠ染色体上の欠失領域を同定するためには、各マーカー領域ごとに、5－FOA瀾胞の相対

PCR産物量を親株のそれで除算した。親株の相対PCR産物量を2とした場合のクラスA細胞の相村
コピー数をグラフに示す。
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につき1つの反応液でPCR反応を行い、得られたPCR産物を等量ずつ混合し、1サン

プルにつき1レーンで電気泳動することによって多数のサンプルを効率よく、半自動

的に解析している。この場合問題となるのは、加える鋳型DNA量等のPCR反応液の

均一性、PCR産物を混合する際の信頼性・再現性等である。そこで、改良型Gen。me

scanningの安当性を確かめるために、親株DNAを鋳型とした実験を行った。24種類の

プライマーセットを用いてそれぞれ別の反応液中でPCRを行った後、反応産物を10

匹1ずつ混合し、その一部をキヤピラリー電気泳動装置で解析・定量した。第ⅡⅠ染色

体上の22箇所のPCR産物に関しては、第ⅤⅠ染色体上に設計したそれぞれの蛍光色素

に応じたコントロールを2コピーとして、それに対する相対値を算出した。この実験

を独立して5回線り返した結果を図12－Aに示す。コントロールに対する第ⅠⅡ染色体上

のマーカーのPCR産物比は1．88から3．08の間であり、平均値は2．29であった。相対

PCR産物比にばらつきが見られるのは、PCR反応中のプライマーの増幅効率が異な

るためと考えられる。5回の実験で測定された標準偏差は10％前後であり、十分小さ

かった。以上の結果より、この系での再現性・信頼性は高く、この方法を用いて第

ⅡⅠ染色体上の多数の領域のコピー数を同時に効率よく決定することは可能であると

判断した。

さらにこのGenomescanningを用いて第III染色体上の欠失領域が同定できるかどう

かを調べるために、クラスA（染色体喪失）の細胞を用いたモデル実験を行った。も

しこの系が実際に応用できるものであれば、クラスAの細胞では第ⅡⅠ染色体上の全て

のマーカーが1コピー分として検出されるはずである。親株と同様に実験を行った結

果、染色体喪失株での第Ⅲ染色体上のマーカーのPCR産物比は0．808から1．62の間で

あり、平均値は1．10であった（図12－A）。図12－Bに示すとおり、それぞれのマーカ

ー領域ごとに、親株に村する染色体喪失株の相対コピー数を計算すると、全て親株

の半分量（0・78コピーから1・2コピーの間、平均は0．94コピー）になっていた。以上の

結果より、設計した全てのマーカー位置に関して1コピー分と2コピー分の違いは検

出可能であり、この系を用いて第Ⅲ染色体上の欠失領域が同定できると結論した。

2－2．異常染色体の構造解析とクラス分類

異常染色体が第Ⅲ染色体由来の領域をどこまで持っているかを同定するために、

片方の第ⅠⅡ染色体にのみURAjマーカーを挿入した二倍体株（RDlOl）から単離され

た45例の異常染色体を持つクラスCの細胞をGenomescamingで解析した。Gen。me

SCanningの結果と、マーカー挿入部位の構造解析のために行った定量的PCRの結果を
53
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図13　異常染色体の欠失・増幅領域の同定とクラス分類

異常染色体が第Ⅲ染色体由来の部分をどこまで保持しているのかを調べるために、45例のクラスC細胞を定量的

PCR法（図10を参照）およびGenomescanning（図11を参照）を用いて解析した0この2種類の解析により、細胞
は大きく5つ（クラスⅠ－Ⅴ）に分類された。さらに、コピー数が変化する境界領域に基づき、クラスⅠⅠ－Ⅴの異常染

色体はa－Cの亜型に分けられた0それぞれのクラスの代表的な結果を1例ずつ示す0各クラスの詳細については本
文を参照のこと。相対コピー数が1コピーに変化していた領域を黒色で、2コピーのままであった領域を灰色

で、3コピー以上に変わった領域を格子柄で表した0＃を付けたマーカー領域（102＃および205＃）のデータは、

定量的PCRによるものである0この場合、PFGEで測定した第ⅠⅡ染色体のコピー数をI＝－102＃領域のコピー数と見
なした0Ⅰ＝－205＃領域のコピー数に関しては、Ⅲト102＃領域に対する相対比より算出した。
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表5　異常染色体の解析結果のまとめ

Genome　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　再編に
SCannlng　　サイズ変化り　　単離体の名前2）　関与した

による分類　　（kb）　　　　　　　　　　　　因ヂ）

相同配列の

長さ

（kb）

相同性
（％）

クラスⅠ　　一80（－94）　　RDlOl－3

クラスⅠ　　－80（－94）

クラスⅠ　　　一80（－94）

クラスⅠ　　－80（－94）

クラスⅠ　　　一80（－94）

クラスⅠ　　　－80（づ4）

クラスⅠトa　　－40（－35）

クラスⅠⅠ一a　　－40（－35）

クラスⅠⅠ－b　　－30（－29）

クラスⅠトa　　－30（－29）

クラスⅠⅠ－a　　－30（一29）

クラスⅠⅠ－b　　－30（－29）

クラスⅠⅠ一C　　－10（一5．3）

」MATf〕仇4罠

jMAr〃MR

」MA71動脈

jMAr助択

jMAr〃れ4R

JMAr肋択

Tyl－2，Tyl－5

Tyl－2，Tyl－5

Tyl－3，Tyl－5

Tyト3，Tyト5

Tyト3，Tyl－5

Tyl－3，Tyl－5

Tyl－2，Tyl－3

RDlOト7

RDlOト18，19，21

RDlOl－29

RDlOl－48

RDlOl－50，51，52，55

RDlOl－1

RDlOl－5

RDlOl－134）

RDlOト17

RDlOl－27

RDlOl＿464）

RDlOト154ノ

ー105（－130）

－105

－100（－111）

一60（－72）

－60（－72）

－60（－72）

－60（－72）

－60（－72）

クラスⅠⅠⅠ－a

クラスHI◆a

クラスⅠⅠトb

クラスⅠⅠⅠ－C

クラスⅠⅠⅠ一C

クラスⅠⅠⅠ＿C

クラスⅠⅠトc

クラスⅠⅠトc

1．6

1．6

1．6

1．6

1．6

1．6

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

0．33

N．D．

0．29

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

5．9

N．D．

N．D．

5．9

5．9

5．9

N．D．

5．9

5．9

5．9

99．8

99．8

99．8

99．8

99．8

99．8

96．6

96．6

96．6

96．6

96．6

96．6

96．0

RDlOト41

RDlOl－42

RDlOl－49

RDlOl－9

RDlOl－14

RDlOl－37，44

RDlOト43，45

RDlOト47

de）ta6，Tyト1

N．D．

delta7，Tyl－1

Tyl－4，Tyl－1

Tyl－4，Tyl－1

Tyl－4，Tyl－1

Tyト4，Tyl－1

Tyl－4，Tyl－1

Tyl－3，Tyl－1

90．O

N．D．

86．4

97．4

97．4

97．4

97．4

97．4

96．5

96．5

96．5

97．3

97．3

97．4

N．D．

N．D．

96．8

98．1

98．4

N．D．

99．6

96．0

97．5

－55　　　　RDlOト23，24

RDlOl－26　　　　　Tyl－3，Tyl－1

RDlOl－6　　　　　Tyト3，Tyl－1

RDlOl－28　　　　　Tyl－2，Tyl－1

RDlOl－53・54　　　Tyl－2，Tyl－1

RDlOl－2　　　　　Tyl－4，Tyl－1

クラスⅠⅤ＿㌔）

クラスⅠⅤ＿a5）　　＿55

クラスⅣ－a5）　－50（b）

クラスⅠⅤ－a5）　－50（a）

クラスⅣ－a5）　－50（a）

クラスIV＿b5）　＋145

RDlOト22

RDlOト12

RDlOl－25

RDlOl－20

RDlOト34

RDlOl－11

RDlOト33

RDlOl－35

RDlOl－56

ー110

－80

－80（－90）

－25（－17）

＋110（＋85）

＋210

＋250（＋239）

＋380（＋366）

＋380（十372）

クラスⅤ＿C

クラスⅤ一b

クラスⅤ＿C

クラスⅤ＿C

クラスⅤ一b

クラスⅤ＿a

クラスⅤ＿b

クラスⅤ一b

クラスⅤ－b

N．D．

N．D．

Tyl－4，Tyト1（Ⅰ）

Tyl－4，Tyl－2（ⅩVI）

Tyl－3，Tyト2（X）

N．D．

Tyト2，Tyト3（XII）

Tyl－2，Tyl－1（VII）

Tyl－3，Tyl－1（VII）
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N・Dは、異常染色体の再編部位が未だに特定されていないことを示す。

1）pFGEで測定された異常第ⅠII染色体の大きさを、正常な第III染色体を330kbとしたときの差で表

す0括弧内の数値は、PCRと塩基配列解析により決定された再編領域から予想される異常第ⅠⅠⅠ染色体

の大きさを表している。

2）同じ実験区由来かつ再編領域の塩基配列が全く同じであった単離体に関しては、1つの細胞が培養

時に分裂した姉妹細胞である可能性が考えられるため、ここでは同じ列中に表記した。

3）特に記載のないものは、第＝Ⅰ染色体上に存在している因子である。第ⅠⅠⅠ染色体以外に局在してい

た配列に関しては、SGDの記述に従った因子名で表記し、その染色体番号を括弧内にローマ数字で記

した。

4）正常な大きさの第ⅠⅠⅠ染色体が観察されず、異常第ⅠⅠⅠ染色体のみが検出された。

5）クラスⅣ－a異常染色体については2箇所、クラスⅣ－b異常染色体については5－6箇所の再編領域があ

ると予想されるが（図17－AおよびCを参照）、本研究ではそれぞれ1箇所の染色体再編領域しか同定さ

れなかった。従って、再編領域から予想される異常第ⅡⅠ染色体の大きさに関しては省略した。

－50（a）および－50（b）の染色体構造については、図17－Cに示した通りである。
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併せて、図13に示す。第ⅠⅠⅠ染色体のコピー数のパターンより、異常染色体を5つのク

ラスに分類した（図13および表5）。それぞれのクラスの詳細については後に述べ

る。

2－2－1．親株の第＝染色体の構造解析

クラスⅠⅠからクラスⅤまでに共通する特徴として、コピー数が変化する境界領域は

ⅢⅠ－54からⅢ－102、ⅢⅠ－122からⅠⅠⅠ－131、ⅢⅠ－141からⅢト153、ⅠⅠⅠ一167からⅠⅡ－174の4箇所の

内のいずれかであったことが挙げられた（図13）○そこで、これらの領域に共通す

る構造について検討することにした。4箇所の内の3箇所は、LAHS、RAHS、FRAHS

と呼ばれるTy因子の挿入のホットスポットの領域を含んでいた（図3）（Warmington

etal・，1986；WarmlngtOnetal・，1987；Stuckaetal・，1989；Newlonetal．，1991；

Wicksteedetal・，1994）。このホットスポット領域では、いくつかの株間でTy因子や

LTR配列の数に違いが見られるため、ゲノムプロジェクトでもこれらの領域の配列

は公表されていない（01iveretal・，1992）。残りの1箇所（III－122からIII－131の間）に

関しては、2つのtRNAと1つのLTR配列が見つかっている（図3）oTylとTy3はtRNA

の5一例に転移する傾向があること（ChalkerandSandmeyer，1990；Jietal・，1993）、Ty

因子間の組換えによる染色体異常が報告されていることより（Boeke，1991）、境界

領域に当たる4箇所にはTy因子が存在する可能性が考えられた。

4箇所の境界領域にTy因子が挿入されている可能性を検証するために、親株二倍体

RDlOlを構築する際に用いた2つの一倍体、FY838およびYMHlの境界領域付近の染

色体構造を解析した。1つ目の方法では、Ty因子を切らない制限酵素の1つである励e

Iで一倍体から抽出したDNAを消化し、電気泳動で分離した後、標的とする領域に特

異的なプローブを用いてサザンブロツティングを行い、目的DNA断片の大きさを測

定した。2つ目の方法では、適当なプライマーを用いて調べたい領域をPCRで増幅
し、その塩基配列を決定した。

以上の実験の結果、本研究で用いた2つの一倍体株（Ⅳ838およびYMHl）では、

第Ⅲ染色体上に5つのTylが存在していることが明らかになった（図3－B）oTylの存

在様式はゲノムプロジェクトで用いられた株の1つであるAB972の構造とよく似てい

た（Wicksteedetal・，1994）。塩基配列を決定した全領域に関して、FY838および

YMHlで違いは認められなかった0以下に、SGDで報告されている第III染色体の構

造と異なる部分を列記する0新たに見つかったTylに関しては、ゲノムプロジェクト

の法則に従い、左腕から順にTyl－1、Tyト2、Tyト3、Tyl－4、Tyl－5と命名した。ま
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ず、左腕上のⅢ－83領域に関しては、LAHSとして知られているが、tRNAG｝uとLTRの1

種であるdeltalの間にTyl－1が右向きに挿入されていた（図3－B）。III－123にある

tRNAProの付近ではTy因子は見つからなかった。ⅠⅠⅠ－141からⅢI－153の間（RAHS）で

は、いくつかの再編が見られた。1つ目は、tRNAG・yのセントロメア側24bpのところ

からdelta7の内部45bpまで（SGDでは142398－142499bpに相当する）、102bpの領域

が欠失していたことである。欠失した領域の両側には10bpの繰り返し配列が見つ

かったことより、この欠失は繰り返し配列間の組換えあるいは複製中のスリッペー

ジによって生じたと考えられる。2つ目は、第Ⅲ染色体の148321－151376bpに相当す

る3kbの領域が欠失し、その代わりに、間に1つのdeltaを共有する形で2つのTylが右

向きに存在していたことである（図3－B Tyl－2およびTyl－3）。これは、2つのTy因

子が挿入した後に内側2つのLTRのホモロジーを利用してその間の領域が欠失したと

考えられている（Warmingtonetal・，1987）0しかしながら、2つのTylの間にある

delta因子の配列がそれぞれの反村側のdelta因子とも欠失した領域内にあったdelta因

子とも違う配列であったことは、この仮説と矛盾する○欠失が起こった後に点突然

変異が蓄積して今のような配列になったとも考えられるが、これはTy因子間の組換

えに切断点以外の第3のTy因子が関与した例かもしれか－（後述）。Ⅲト168領域付近

はFRAHSとして知られているが、ここにも1つのsigmaと呼ばれるTy3のLTRと2つの

Tylが挿入されていたotRNAGlnの5・側すぐにsigmaが右向きに存在し、そのsigmaを二

分する形で左向きにTyl－4が見つかった（図3－B）0また、そのすぐテロメア側に右

向きのTyト5も確認された（図3－B）。以上のような比較的大きな再編以外にも、塩

基配列を決定した領域内では塩基配列レベルでの小さな違いがいくつか観察された

（データは示さない）。

2－2－2．クラス1；棚r〃MR間の染色体欠失

クラスⅠの特徴は、PFGEで直接観察した異常第Ⅲ染色体の大きさが元の染色体と

比べて80kb短くなっていたことと、Genomescanningの結果URA3マーカー挿入部位

を含む肛205からⅡト271までの媚所の領域が1コピー分に見えたことである（図14－

A）。このようなタイプの異常染色体は45例中最も多く、11例見つかった（表5）。

第Ⅲ染色体の右腕上には劫∽7および月加択という1585bpのよく似た配列が順方向に

存在しており（図14－B）、過去にこの朗Ar甜戊間の欠尖が報告されている

（Hawthome，1963）。Genomescanningで検出された境界領域に当たるⅢ－197からIII＿

205の間にはル班乃、ⅠⅡ－271からIH－303の間には月九択∂が局在していること、および
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SGDから予想される旭71肋駅間の欠失サイズ（－94kb）がPFGEで測定されたクラ

スⅠの欠失サイズ（朝kb）と類似していたことより、クラスⅠの異常染色体は脇r

脚伏間の染色体欠失によるものではないかと推測した。この可能性を検証するため

に、ル払乃の上流と甜4Raの下流にプライマーを設計し、PCRを行った（図14－B）。

この方法では、朗A71兄膵間の欠失を持つ細胞を鋳型とした場合に2959bpのPCR産

物が得られると予想される。クラスⅠの11例をこの方法で解析したところ、全ての検

体から3・OkbのPCR産物が観察された（図14－C）○このPCR産物の全塩基配列を決定

し、クラスⅠの異常染色体は全てこの2つの配列間のX－Ya－Zlと呼ばれる1462bpの完全

相同領域内で融合していることを確認した（図14－D）。

本研究で塩基配列を決定した異常染色体は全てシングルマーカーの喪失を指標と

して単離されたため、この染色体が染色体内組換えによるものか相同第Ⅲ染色体間

の不等交叉の結果なのかを特定することは困難である0しかし、片方の第ⅠⅡ染色体

上に3つのマーカー遺伝子を持つ二倍体を用いて同様の解析をした場合でも全く同じ

欠失が同様の頻度で観察され、その欠失した染色体は他の2つのマーカーを保持して

いたことより、朋Ar甜戊間の染色体欠失は単一染色体内で相同組換えが起こった

結果であると考えられている（Hiraokaetal．，inpress）。

2－2－3．クラスIl；第‖染色体右腕間の不等交叉型

クラスⅢの最も大きな特徴としては、U餌jマーカーの挿入部位がホモ接合性に

なっていたことが挙げられる。クラスⅢに分類された異常染色体は7例であるが、

Genomescanningの結果3つのサブクラスに分けられた（表5および図15－A）。PFGEで

1コピーの正常な大きさの第Ⅲ染色体と40kbあるいは30kb短くなった異常染色体を1

コピー持っていることが確認されたクラスⅢ－aの4例では、Ⅲ－153からⅠⅡ－167までの領

域が1コピー分に変化していた（図15－A　パネル左）○クラスⅡ－bに分類された2例

は、正常な大きさの第Ⅲ染色体を持たず、30kb短くなった異常第Ⅲ染色体を1コピー

保持していた。この細胞を用いてGenorneSCamingを行った場合、クラスII－aと同じ

Ⅲ－153からⅢ－167までの領域が検出されず、それ以外の領域は1コピー分観察された

（図15－A　パネル中央）010kb短くなった異常第ⅠⅡ染色体のみを1コピー持ってい

たクラスII－Cの1例に関しては、Genomescanningでは全ての領域が1コピー分として判

定され、第Ⅲ染色体上の欠失領域は検出されなかった（図15－A　パネル右）。

次に、Genomescanningの結果をもとに、クラスIIに分類された異常染色体の再編

領域のクローニングを試みた。クラスⅢ－aおよびクラスⅡ－bの細胞では、ⅡⅠ－153から
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図15クラスⅠⅠ：第Ⅲ染色体右腕間の不等交叉型

A）GenomescanningによるクラスII異常染色体の欠失領域の同定。Ty因子およびLTR配列のク
ラスター領域をマークしていること以外は、図13と同じ。

B）クラスⅠⅠ異常染色体の再編領域のクローニング。第ⅢⅠ染色体の配列を横線、LTR配列を三
角形、Ty因子を三角形と四角形で表す0再編部位のクローニングに用いたプライマーの名称
と大まかな結合位置を図中に示す。プライマーの正確な対合位置に関しては、表2を参照のこ
と0クローニングされた再編領域内に存在していたTy因子（灰色）については、その全塩基
配列を決定した02－4段目の数値はPFGEで測定された異常第ⅠⅠⅠ染色体の大きさを、括弧内の数
値はPCRと塩基配列解析により決定された再編領域から予想される異常第HI染色体の大きさを
表している。
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肛167までの領域が欠失しているように見えた。図3に示したとおり、境界領域に当

たるIH－141とⅠⅠト153の問およびⅢⅠ－167からⅠⅠⅠ－174の間には、同じ方向を向いたTylが

存在している。過去にTy因子間の染色体再編例が幸隠されていたため（Boeke，

1991）、これらの異常染色体もTy因子間で融合しているのではないかと考えた。

この可能性を検証するために、Tyl－2のすぐ上流のプライマーとTyl－5のすぐ下流

のプライマーを組み合わせてPCRを行った（図15－B）。親株ではこれらのプライマ

ーは41kb離れているため、この組み合わせで明瞭なPCR産物は観察されなかった。

それに対し、一40kbの異常染色体を持つ細胞を用いた場合では、6．4kbのPCR産物が

得られた。得られたPCR産物の塩基配列を決定し、一40kbの異常染色体では1つのTy

因子が残される形でTyl－2の上流とTyl－5の下流が繋がっていることを明らかにした

（図15－B　2段目）0このような欠失が起こると染色体はもとの第Ⅲ染色体より35kb

短くなることが予想されるが、この仮説はPFGEで直接観察した大きさの違い（－40

kb）とよく一致していた。また、30kb短い異常第III染色体を持つ細胞から抽出した

DNAを鋳型として用いたPCRでは、12kbのPCR産物が検出された。このことは＿30

kbの異常染色体では2つのTy因子が残される形で染色体再編が起こった可能性を示唆

していた。Tyl－2とTyト3の間にあるLTR配列とTyl－5のセントロメア側のLTR配列と

の組換え、あるいはTyl－3とTy・1－5間での組換えはこの条件を満たすが、再編部位の

Ty因子の塩基配列を決定した結果、調べた4例は全て後者であることが判明した（図
15－B　3段目）。

クラスII－Cの異常染色体の欠失領域はGenomescanningでは検出されなかったが、

－10kbという異常染色体の大きさと、第III染色体上のTy因子の位置より（図3）、こ

の異常染色体はTyl－2とTyl－3間での組換えによるものではか一かと考えた。そこで

Tyl－2のすぐ上流のプライマーとTyl－3のすぐ下流のプライマーを組み合わせてPCR

を行ったところ（図15－B）、親株では13kb、クラスII－Cの細胞では6．5kbのPCR産物

が観察された。このクラスⅡ－C由来のPCR産物の塩基配列を決定し、予想通りTyl－2

とTyl－3間での染色体再編の結果その間の5・6kbの領域が欠失していることを確認し
た（図15－B　4段目）。

以上の結果をまとめると、クラスⅢの異常染色体は、調べた7例全て第ⅠⅡ染色体の

右腕上に存在するTylの配列を介して融合していた（表5および図15－B）。U餌3マー

カー挿入領域が相同染色体上の配列と置き換わっていたことを併せて考えると、ク

ラスⅢの異常染色体は、左腕テロメアから右腕上のTy因子までのU鮎j遺伝子を持っ

第Ⅲ染色体由来の部分と、右腕上のTy因子から右腕テロメアまでのU餌濾伝子を持

たない第Ⅲ染色体由来の部分を併せ持つと推定される○このような融合染色体を生

じる1つの可能性は、相同染色体分間の不等交叉である0つまり、DNA複製後に相同
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染色分体間で不等交叉が起こり、URA遺伝子を持たか－2つの染色分体が1つの細胞

に分配されれば、クラスⅡの多くに見られたように1つの正常な染色体と1つの融合染

色体を持つ細胞が生じる（図24を参照）。第ⅠⅠⅠ染色体の右腕上には同じ向きのTylが

3つ存在しており（図3－B）、全ての組み合わせの再編例が見つかった（表5および図

15－B）。しかしながら、検出されたものは全てもとの染色体より短くなったもので

あった（図15－B）。この結果の解釈については考察の項で述べる。

2－2－4．クラス＝；第川染色体の右腕一左腕間の不等交叉型

クラスⅢに分類されたクローンの特徴は、第ⅢⅠ染色体左腕上の1箇所の領域（Ⅲ＿

54）が3コピー分に変化していたことと、右腕上のあるところから末端までの領域が

1コピー分に減少していたことである。10例の異常染色体がこのクラスに分類され、

さらに右腕上の境界領域より3つのサブクラスに分けられた（表5および図絡A）。

PFGEで－105kbの異常染色体が確認されたクラスⅢ－aの2例ではIII－131からIII＿313まで

（図16－A　パネル左）、－100kbの異常第III染色体を持っていたクラスIII＿bの1例では

Ⅲ－153からⅢ－313まで（図16－A　パネル中央）、－60kbの異常染色体が観察されたク

ラスⅢ－Cの7例ではⅢ－174からⅡⅠ－313まで（図16－A　パネル右）の領域が異常染色体

上では欠失しているように見えた。クラスⅢのもう1つの共通点は、Genomescanning

（Ⅲ－54）および定量的PCR（ⅡⅠ－102）に用いた第ⅠⅡ染色体左腕上の2箇所の領域をプ

ローブとしたサザンブロツティングにおいて、異常染色体の方が正常な第Ⅲ染色体

よりも濃く検出されたことである（図16－B）。PFGEおよび定量的PCRの結果よりⅠⅢ＿

102領域は2コピー分のままと考えられるのにGenomescanningではⅡI－54領域が3コピ

ー分に増加していたことを併せて考えると、サザンブロツティングの結果は異常染

色体上でⅢ－54領域が重複していることを示唆している。

この左腕上の重複と右腕上の末端領域までの大きな欠失の最も単純な説明は、右

腕の欠失した部位の代わりに左腕の配列が逆向きに続くことである。左腕と右腕上

にある逆向き配列間で組換えが起これば、両端にテロメアを持つ安定な染色体が生

じると考えられる。

この条件を満たすように、クラスⅢの右腕上の境界領域に相当する3箇所には左向

きのLTR配列あるいはTylが存在し、左腕上には右向きのLTR配列およびTy因子が見

つかっている（図3）。クラスⅢの異常染色体がこれらの配列間の組換えによって生

じた可能性を検証するために、欠失した領域のすぐ上流に当たる右向きのプライマ

ーと左腕にあるTyl－1のすぐ上流に右向きに設計したプライマーを組み合わせてPCR
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図16　クラスIH：第IIl染色体の右腕一左腕間の不等交叉型

A）GcnomescanningによるクラスlIl異常染色体の欠失・重複領域の同定。Ty因子およびLTR配列の
クラスター領域をマークしていること以外は、図13と同じ。

B）クラスIrI異常染色体の重複部位の確認。PFGEで仝染色体を分離した後、勘1T染色体左腕上のIII－
54およびIIト102領域をプローブとしてサザンプロッティングを行った。ブロープの大まかな結合位
置に関してはC）を参照のこと。親株（レーンP）および代表としてクラスⅠⅠトc細胞の1例（レーン
り　を用いて得られた結果を示す。第IlI染色体の泳動位置を白三角、異常第ⅠⅠⅠ染色体の泳動位置を黒
三角で表示した。

C）クラスIII異常染色体の再編領域のクローニング。第1II染色体の配列を横線、セントロメアを白
丸、LTR配列を三角形、Ty田子を三角形と四角形で表す。再編部位のクローニングに用いたプライ
マーの名称と大まかな結合位置、およびB）のサザンプロソティングに用いたブロープの大まかな
結合位置を回申に示す。プライマーの正確な対合位置に関しては、表2を参照のこと。クローニング
された再編領域内に存在していたTy因子（灰色）については、その仝塩基配列を決定した。2－4段目
の数値はPFGEで測定された異常第III染色体の大きさを、括弧内の数値はPCRと塩基配列解析により
決定された再編柳城から予想される異常第lII染色体の大きさを表している。
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を行った（図16－C）。親株DNAを鋳型として用いた場合には、両方のプライマーが

同方向を向いているためPCR産物は観察されなかった。それに対し、クラスⅠⅠⅠの10

例のうち9例では6・5kb前後のPCR産物が得られた○この増幅断片の塩基配列を決定

し、右腕上の左向きのLTR配列あるいはTyl－4の後に1つのTy因子が残される形で左

腕上にあった右向きのTyト1の上流の配列が続いていることを確認した（図16＿C）。

このような再編の結果生じると予想される染色体の大きさは、PFGEで直接観察した

大きさとよく一敦していた（表5および図16－C）。残りのクラスIH－aの1例（RDlOl＿

42）については、同様のPCRで12kbのDNA断片が増幅され、融合部に2つのTy因子

が残される形で染色体再編が起こった可能性が考えられた。しかし、このクローン

に関しては、塩基配列決定のための再編部に特異的なプライマーを設計することが

困難であったため、これ以上の解析を断念した。

以上の結果をまとめると、クラスⅢの細胞では右腕と左腕が融合した異常染色体

が認められた（図16－C）。調べた10例中、少なくとも9例では逆向きに存在するLTR

配列あるいはTylの配列を介して右腕と左腕が繋がっていた（表5）。このうち、

22％（2／9）はdelta－Tyl間の組換えであり、LTR配列のような短い繰り返し配列間で

の染色体再編例も検出された0解析数が少ないため断言できないが、LTR配列の中

でも、再編に関与しやすいものとそうでか－ものがあるようである（考察を参

照）。クラスⅢの異常染色体は、DNA複製後に相同染色分体間あるいは姉妹染色分

体間で不等交叉が起こった結果であると考えることができる。姉妹染色分体同士は

染色体分配までの間近接しているため、これらの組換えは相同染色分体間よりも起

こりやすいかもしれか－。それ故に、クラスⅢの異常染色体は45例中10例と数多く

見つかったという可能性が考えられる。

2－2－5・クラスlV；第‖染色体の右腕部分重複を伴う右腕一左腕間の不等交叉型

クラスIVのGenomescanning解析結果の特徴としては、1）左腕のⅢ－54部位が3コピ

」分に変化していたこと、2）右腕のⅢ－174から末端のⅡⅠ－313までの領域が1コピー分

に減少していたこと、3）右腕上のいくつかの領域が3コピー分あるいは6コピー分に

見えたこと、の3点が挙げられる（図17－A）。右腕上の重複部位およびコピー数よ

り、クラスⅠⅤは2種類のサブクラスに分けられた（表5および図17－A）。PFGEにおい

て－55kbの異常染色体が検出された3例および－50kbの異常染色体が観察された4例は

クラスIV－aに、＋145kbの異常染色体を持っていた1例はクラスIV－bに、それぞれ分類

された。
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園17　クラスIV：第ⅠⅠⅠ染色体の右腕部分重棲を伴う第ⅠⅠⅠ染色体の右腕一左腕間の不等交叉型

A）GenonescimningによるクラスrV異常染色体の欠失・増幅領域の同定。Ty因子およびLTR配列のクラ
スター領域をマークしていること以外は、図りと同じ。

B）クラスIV異常淡色体の重複部位の確認。PFGEで全染色体を分離した後（パネル左）、Genome
sc州ni‖gで同定された第111染色体上の韮稜部位をブロープとしたサザンブロソティングを行った。中央
のパネルでは第11Ⅰ染色体左腕上のM－糾およびlIト102領域を、右のパネルでは右腕上のIlトほ7領域をブロ
ープとしている。親株（レーンP）、クラスⅣ一a細胞のⅠ例（レーン2）およびクラスⅣ－b細胞の1例（レ
ーン3）を用いて得られた結果を示す。第Hl染色体の泳動位潜を自三角、異常第m染色体の泳動位置を
異三角で表示した。
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c）クラスⅣ一a異常染色体の構造解析および再編領域のクローニング。第m染色体の配列を横
線、Tyl－3からTyIJほでの領域を太い矢印、セントロメアを白丸、LTR配列を三角形、Ty因子
を三角形と四角形で表す。第HI染色体の模式図の下には、制限酵素マッピングに用いた〃山Ⅰと
∫正Hの主な切断部位、ブロープの大まかな結合位置および実際に検出されたDNA断片の大きさ
（Dを参照）を示す。再編部位のクローニングに用いたプライマーの名称と大まかな結合位置に
関しては、窮IH染色体の上部に表記した。プライマーの正確な対合位置については表2を参照の

色）に関しては、その仝塩基
れぞれD）のレーントぅに相当

こと。クローニングされた再編領域内に存在して
配列を決完した。2－4段目のクラスⅣ－aの異常染色
する制限酵素マッピングにより推定された。

完詣慧吉、（誓

D）クラスⅣ－。宇ほ染色体の制限酵素マッピング。クラスⅣ－a型の異常染色体を持つクラスC細
胞のゲノムDNAをパネルの最上段に示してある制限酵素で消化した後、PFGEでDNA断片を分
糀し、2段目に示す第m染色体上の領域をブロープとしてサザンプロソティングを行った。この
解析により、クラスIV－aの異常染色体は3樵掛こ分類された。それぞれの代表例をレーンl－ユに、
親株を用いて得られたパターンをレーンPに示す。検出されたDNA断片の大きさに関しては、そ
れぞれのパネルの左側に記した。
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異常染色体上で第ⅡⅠ染色体の領域が重複しているのかどうかを確認するために、

サザンブロツティングを行った。クラスⅠⅤに関しても、クラスⅠⅠⅠと同様に、第ⅠⅠⅠ染

色体左腕上の2箇所の領域をプローブとした場合に、異常染色体の方が正常な第Ⅲ染

色体よりも濃く検出された（図17－B　パネル中央）。また、右腕上の重複部位の1つ

であるⅡⅠ一167領域をプローブとして同様の実験を行った結果、異常染色体の方がよ

り濃く検出された（図17－B　パネル右）。以上の結果より、Ⅲ－54を含む左腕の領域

とⅡト167を含む右腕の領域の一部は、異常染色体上で重複していることが示唆され

た。

クラスⅡおよびクラスⅠⅠⅠの細胞の解析結果より、異常染色体を生じるような再編で

はTy因子あるいはLTR配列を介するものが多いこと、およびクラスIVの場合でもコ

ピー数が変化する境界領域はクラスⅢヤクラスⅠⅢと一致していたことから、クラスⅠⅤ

の再編にもこれらの因子が関与している可能性が考えられた。クラスⅠⅤの細胞の

Genomescanningの結果は一見複雑であるため、試しにクラスIV－aの異常染色体を3箇

所の領域に分けて考えてみた。1つ目は左腕テロメアからⅠⅢ－167までを含む領域で、

境界領域に当たるⅢ－167とⅡⅠ－174の間にはTyト4およびTyト5が存在している（図

3）。2つ目はⅢ－153からⅢⅠ－167までを含む領域で、境界領域に当たるⅠⅡ＿141とⅠⅡ＿153

の間にはTyl－2およびTyl－3が見つかっており、他方Ⅲ－167とIII－174の間にはTyl－4お

よびTyト5が観察されている（図3）。3つ目はⅢ－54を含む左腕上の領域である。ク

ラスⅣがクラスⅠⅡの亜型であると仮定すれば、3つ目の領域はTyl－1から左腕テロメ

アまでに相当する。もしこの3種類のDNA断片がこの順番にTy因子を介して繋がっ

ていれば、全ての実験結果を矛盾なく説明できる安定な染色体が生じると考えられ

る。

この仮説を検証するために、制限酵素マッピングを行った（図17－CおよびD）。ク

ラスⅣ－aの細胞および親株のDNAを制限酵素で消化した後、電気泳動で分離し、

Tyl－1のすぐ上流に当たるⅢⅠ－79あるいは重複部位の1つであるⅠⅡ－167をプローブとし

てサザンブロツティングを施行した。制限酵素に関しては、右腕上の重複領域を切

らない制限酵素の1つである腰uI、あるいはこの領域を1箇所だけ切る制限酵素の1つ

である5acIIを用いた。両方とも、Ty因子内に制限酵素の認識部位は見つかっていな

い。この実験と平行して、PCRによる再編領域のクローニングも試みた。以上の2種

類の実験結果より、クラスⅣ－aの7例の異常染色体は3つのサブクラスに分けられた

が、いずれの場合でも右腕上のTy因子に挟まれた部分が逆向きに重複した後に左腕

上の配列が続いていた（表5および図17－C）。図17－Cを見れば判るとおり、クラス

Ⅳ－aの異常染色体の再編領域に関しては、逆向き繰り返し配列に挟まれている部分

と、右腕の配列と左腕の配列が融合している部分の2箇所がある。前者については、
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制限酵素マッピングでのDNA断片の大きさから、再編領域内に残されているTy因子

は2コピー分あるいは3コピー分であることが推定されている（図17－CおよびD）。

III－167からIII－174までの領域内にはTy因子およびLTR配列が存在しているため（図

3）、これらの因子がこの部位の再編に関与した可能性は高いと考えているが、この

領域を増幅させるためのPCR反応は成功しなかったので、この部位の再編に関わっ

た配列を特定することはできなかった。親株のTy因子の挿入部位特定の際にもこの

Tyト4およびTyl－5を含む形でPCR増幅することは不可能であったことを併せて考え

ると、6kb以上の長い逆向き繰り返し配列はおそらくPCR反応中に二次構造を形成す

るためにDNA断片の増幅が難しいのであろう。もう片方の左腕との再編領域に関し

ては、PCRで異常染色体を持つ細胞に特異的なDNA断片を増幅することができたた

め、再編に関与した配列を決定することができた。図17－Cに示したように、クラス

VI－aの異常染色体では、右腕上のTyl－2あるいはTyl－3と左腕上のTyl－1が融合したよ

うな配列が再編部位に残されていた。

クラスⅣ－bの異常染色体の構造を解析するためにも、同様の実験を行った。クラ

スⅢ－Cの再編領域をクローニングするときと同じプライマーセット（d3W168および

d3W82、表2－C）を用いたPCRの結果、6・7kbのPCR産物が得られ、右腕上のTyl－4と

左腕上のTyト1を介して両者のDNAが組換わっている部分があることが判った（表

5）。しかしながら、それ以外の領域に関しては、朗弛Ⅰ、ぶacⅢ、助。Ⅰを用いた制限

酵素マッピングの結果からはその染色体構造を特定できず、これ以上の解析を断念

した。

以上の結果をまとめると、クラスⅣの細胞では右腕上の重複部分、および右腕と

左腕との組換え部分を持つ異常染色体が認められた（図17－C）。少なくとも後者に

関してはTylの配列を介して染色体再編が起こっており、前者についてもLTR配列あ

るいはTylの配列が再編に関与している可能性が考えられた（表5、図17＿A、Cおよ

びD）。クラスⅣの異常染色体は、クラスⅠⅡと同様に、相同染色分体間あるいは姉

妹染色分体間の相互作用の結果生じたと推定される。

2－2－6．クラス∨；転座型

Genomescanningにおいて、あるところから末端までの領域が1コピー分に減少して

おり、他に変化は見られなかった異常染色体に関しては、クラスⅤに分類した（図

18－A）。クラスⅤの細胞は9例見つかり、その境界領域をもとに3つのサブクラスに

分けられた（表5および図18－A）。Genomescanningで見る限り、クラスVの境界領域
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図18　クラスV：転座型

A）Genomcsca）lnjngによるクラスV異常染色体の欠失領域の同定oTy因子およびLTR配列のクラスター領
域をマークしていること以外は、匝‖3と同じ。

B）クラスV異常染色体の再編領域のクローニング0染色体の配列を横臥セントl＝メアを白丸、LTR配列
を三裾臥Ty国子を三角形と四角形で表す0再編部位のクローニングに用いたプライマーの名称と大まか
な結合位臥およびC）のサザンプロソティングに川いたプロープの大まかな結合位置を国中に示す0プ
ライマーおよびプロープの正確な対合位置に関しては、衣2を参照のこと0クローニングされた再編領域

内に存在していたTy因子（灰色）については、その全塩基配列を決定した02－7段目の数値はPFGEで測定
された異常儲ⅠIl染色体の大きさを、括弧内の数値はPCRと塩基配列解析により決定された再編領域から予
想される異常第‖染色体の大きさを表している。それぞれの異常第＝染色体の右側には、転座の相手染色
体をローマ数字で明示した。

c）クラスV異常染色体の転歴の確乱PFGEで仝染色体を分粧した後（パ＊）レ左）、勘Ⅰ快色体左腕上の
I11＿54とIlト102弧城（パネル中央）、あるいは転塵の相手の架色体上に設計したプローブ（パネル右）を円
いてサザンプロソティングを行った。ここでは親株（レーンP）および代表として節XV慄也体との転座例

（RDlOl－20、レン2）を示す。ブロープの大まかな結合位捌こ関してはB）を参照のこと0節Il侠色体、
第XV淡色体の泳動位置をローマ数字、異常第＝染也体の泳動位贋を黒三角で表示した0
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はクラスⅠⅠ一Ⅳと一致していた（図13）。つまり、境界領域内にはTy因子やLTR配列

のクラスターが存在していた。このクラスのもう1つの大きな特徴は、PFGEで直接

観察した異常染色体がGenomescanningで同定された第III染色体の領域よりも長かっ

たことである。例えば、クラスV－Cの1例（RDlOl－20）では、Genomescanningで156

kb以上（330kb－174kb）の領域が欠失しているように見えたのに村し（図18－A　パ

ネル右）、PFGEで観察した異常染色体はもとの染色体より25kb短くなっていただけ

であった（図18－B　レーン2）。この矛盾の最も単純な説明は、異常染色体が第Ⅲ染

色体以外の130kb程度のDNAを保持していることである。以上のことから、クラスV

の異常染色体はTy因子を介した第Ⅲ染色体分体と他の染色体分体との不等交叉、つ

まり転座によるものではないかと考えた。

クラスⅡ－ⅠⅤまでの結果より、PFGEで測定した異常染色体の大きさは融合した領域

から推定される染色体の大きさとほぼ一致すること、およびTyl間の染色体再編が多

いことが示された（表5）。そこで、異常染色体の大きさおよびSGDでのゲノム上の

Tylの位置と方向から、転座の相手の染色体と位置を推定し、それを検証することに

した。まず、Genomescanningで同定された第III染色体上の境界領域と、PFGEで観察

した異常染色体の大きさから、異種染色体領域の大きさを推定した。次に、SGDデ

ータベースをもとに、セントロメアに対するTylの向きが第ⅡⅠ染色体と同じで、かつ

Tylからテロメアまでの距離が推定された異種染色体領域の長さと類似しているTyl

を検索した。クラスⅤの異常染色体が転座によるものであることを確認するために

は、2つの実験を行った。1つ目は、第Ⅲ染色体上のTylのすぐ上流のプライマーと、

条件を満たす異種染色体上のTylのすぐ下流のプライマーを組み合わせたPCRである

（図18－B）。この方法で9例中6例の相手染色体を同定することができた（表5および

図18－B）。もう1つの実験はサザンブロソティングである。図18－Cに1例を示すよう

に、クラスⅤの異常染色体は、第Ⅲ染色体上のプローブでも、PCRで予想された相手

染色体上に新たに設計したよりテロメア側のプローブでも検出された。

以上の結果より、クラスⅤの9例中6例の異常染色体はTylを介した転座に起因する

ものであると結論した。解析数が少ないので断定はできか－が、転座の相手染色体

に特に偏りは見られず、組換えの相手はランダムのようであった（表5）。残りの未

同定の3例に関しては、Ty－LTR、LTRpLTR、他の全く別の配列間等の、Tyl－Tyl以外

の組換え、SGDデータベースには載っていないTylとのTyl間の再編、クラスIVで見

られたような重複を伴う転座等の可能性が考えられるが、本研究ではこれ以上の解

析を行っていない。
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図19　染色体再編部位に残されたTy因子の構造的特徴

染色体の配列を細い四角形、LTR配列を三角形、Ty因子を三角形と四角形で示す。

A）再編前のTy因子とその周辺領域。2つのTy因子（AおよびB）とその周辺領域を別の
色で示した。

B）異常染色体の再編部位に残されたTy因子の構造。30例のクラスⅠⅠ－Ⅴの異常染色体の
染色体再編部位に存在していたTy因子の仝塩基配列を決定したところ、単純な組換えで
説明できるもの（1列目、タイプⅠ、図20を参照）と、そうでないもの（2－4列日、タイプ
ⅠⅠ、図21を参照）があることが判った0組換えTy因子の構造的特徴および実際の検出数
を示す0染色体再編前のTy因子由来の部分をAおよびBで、再編の切断点2箇所には元々
存在していなかったTy因子由来の部分をCおよびDで表した。
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Tyl－3

RDlOl－34

でyl－2（Ⅹ）

A

B

CCÅGCAAGAACT AGÅGCTAGAA GAAGATGATT・ÅCAAAATGAA GGTACATGAA ATGCÅAAAGC TGA

CC AGCÅÅGAACT AGAGCTAGAA GAAGATGArr ACAÅÅATGAA GGTACATGAA ATGCAAAAGC TGA

旦三CÅGCÅÅGAACT AGAGCTAG姐GAAGATGATrr A⊂AAÅÅTGAA＠GC TGA

67bp

15

23，24　　　H

提　53，54
岬　14
e　43・45
17

蓋写
岩　44
u＿　　　33

Ln　　28

e　37
（J　47

ぺ　20
1卜　　5
ぐ、　34
13

41

：　　：

＝
：　；

：　　　　：

＝

H

H

＝

0 1000
2000　　　3000　　　4000　　　5000　　　5900

Ty因子内の位置（bp）

図20　タイプⅠ：単純組換え型

A）タイプⅠ型の染色体再編部位の塩基配列0上段と下段に再編前のTy因子の配列を、中段に異常染色
体の再編領域に残されていたTy因子の配列を示す0四角で囲んだ領域は三者のDNAに共通な配列、灰
色で示した領域は二者のDNAで連続して共通な配列である○組換えが起こったと考えられる領域につ
いては、その範囲の長さと共に矢印で表示した。

B）Ty因子内の組換え位置の分布。A）に憫を示したのと同様の方法で、22例のタイプⅠ型の組換え位
置を同定した。A）での矢印がここでは細い横線に相当する05－FOAr単錐体の名前に関しては、図中
ではRDlOトを省略して表示した。同じ実験区由来かつ再編領域の塩基配列が全く同じであったものに
は、】つの細胞が細胞培養時に分裂した姉妹細胞である可能性が考えられるため、ここでは1つとして
表した。
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了シ1－ユ

mlOl－56
Tl／1－1（VII）　⊂⊂

Tyl－コ

mlOl－515

k抽ぐ汀l　］混　入入∝Å∝

GTCT

GTCT

7Yl－1（Vェエ＝TGAAA一王℃CAÅAAm GTCT

∴∵ゾ
Åで▲でÅl口Å⊂CÅG⊂AAG＋AACでAGA T AGÅ入G入入GÅT＋GATT入⊂ÅÅA入＋TGAAGGT

▲T▲Tt；TTtm T▲T▲九入mA・ふ一m ATT＾Tm＾L：＾T亡A＾CAこ▲⊂Tれ；⊂▲L：A＾こA TLT▲t：T＾

▲丁▲TGT¶）3▲T▲Tu▲1「T▲G▲mm▲TT▲T－亡T▲亡▲TでM▲亡▲亡m亡▲亡人▲こ▲TlT▲亡丁人

ÅmTGm TAT入肌m入m入TTATACTAC ATぐ仙C入C入CγmC入C仙CA mm

n′1－】　　CGTCCÅA∝m mmT G皿TA⊂mTATG G仙丁肌GAWでÅÅでATGQ＝ÅCAん娘∝ÅAÅ⊂mででÅÅ
ml01－∬　亡GTCC娘GC入仙人mTG丸mmmGAmGAGAT抽G⊂ÅATm亡人肌mÅÅmTTÅÅ
～ト1（ⅥIICGTC⊂ÅAGC入m mmTGÅAmÅ恥入G・m℃AmmGÅA℡A伽AGA皿℡ÅATAm亡ÅAAÅGCAAA⊂C鴨TrÅ描

240bp

Am　　　亡⊂AA　　　　ÅT一

員m　　　⊂CAAC　　　ÅTで

Å℡GG CC入札亡　　　ATで

TYl一ユ　　　　購入ÅÅm mÅm

mlOト56　　AAC入AÅW mÅ皿
Tl／1－1（Ⅴ工工】▲入C入れATAA Am一入GTでGでT Aで職m

でyl－3

RDlOl－56

Tyl－11m）

観継体の
名前

RDlOl－1

RDlOl・26

RDlOl－2

RDlOト25

RDlOl－9

RDlOl・35

RDlOト49

RDlOl・56

CAC入九九m　⊂A入CAT入丁入TITÅm人員でG G九九入GGT九九

、∴＋十＋†

Å以；入場G mÅCCÅAGG mÅm亡Å　ACm入⊂皿G C瑚人丸nhC▲C　□MT乱入mC CÅmγn九九TAmAÅG

クラス

クラスlトa

クラスlV伯

クラスlV・b

クラス∨ヾ

クラス川ヾ

クラス∨竜

クラスIlトb

クラスV・b

ミスマッチ　　ミスペア

領域の長さ　　　の数

（bp）　　　（bp）

．．一　‥＿二軍ヨ

ミスマッチ領域

524　　　　　　　32

4526　　　　　　　78

～丁31　　　　　　35

1233　　　　　　10

2095　　　　　　　34

871　　　　　　　3

1789　　　　　　112

240　　　　　　　　8

0　　　　1000　　　　2M　　　　3㈹　　　　4M m

Ty因子内の位置（b両

国21タイプⅡ：複雑型

A）タイプ甘型の染色体再桶部位の塩基配列。上段と下掛こ切断点2箇所のTy因子の配列を、中段に異
常染色体の再編領域に残されていたTy因子の配列を示す。匹】角で囲んだ領域は三者のmAに共通な配
列、灰色で示した領域は二者のDNAで連続して共通な配列である○切断点2箇所のTy配列とは異なる
一連の領域（第3のTy因子の配列）については、その範囲の長さと共に央印で表示した。

B）第3のTy配列の分布。A）にl例を示したのと同様の方法で、締りのタイプⅡ型のミスマッチ領域を

讐霊旨㌘も曾蒜蒜蒜去蒜雛、雷獣望遠墓モミ雪雲芋ゞまぁ芸詣芸規。（ミスマッチ領域）
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2－3・再編領域に残されたTy因子の構造的特徴

これまでは異常染色体の染色体レベルでの構造解析結果を述べてきたが、最後に

塩基配列レベルでの解析結果についてまとめてみた○クラスⅡ－Ⅴの異常染色体に関し

て、PCRを利用して再編領域付近をクローニングし、34例中30例の染色体組換え部

位の塩基配列を決定した結果、30例全て1つのTy因子を残す形で離れた2箇所の領域

がTy因子内で融合していることが判った0塩基配列を決定したTy因子の周辺領域に

は特に変化は見られなかったが、再編の結果生じたTy因子の構造をもとの配列と比

較すると、染色体再編を2つのタイプに分けることができた。

タイプⅠに分類されたのは、切断点2箇所の単純な組換えで説明できるものである

（図19－B）0タイプⅠの再編例は全体の73％（22／30）を占めていた。Ty因子同士は非

常によく似た配列を持っているため、組換えが起こったと考えられる点は特定でき

ず、ある範囲内の領域として観察された。その代表例を図20－Aに示す。この例

（RDlOl－34）では、示したはじめの16bpまでの領域は第III染色体上のTyl－3と同じ

であり、17bpから85bpまでの第III染色体上のTyl－3と第X染色体上のTyト2に共通し

た配列のあと、第Ⅹ染色体上のTyト2と同じ配列が続いていた。従って、組換えが起

こったところは、2箇所のTy因子に共通した67bpの範囲のどこかであると考えられ

る。同様に、タイプⅠの再編領域を同定した結果を図20－Bにまとめた。同じ実験区由

来で再編領域も同じであった6例の細胞は、1つの細胞が分裂した結果生じたシスタ

ー細胞である可能性が考えられたため、図20－Bでは1種類として表記した。図20＿Bを

見れば判る通り、Ty因子内の再編領域に明らかな偏りは見られなかった。このこと

は、Ty因子内に特に組換えが起こりやすいところがあるわけではないことを示唆し

ている。

タイプⅡの特徴は、再編部位以外の新たなTy因子の配列が混在していたことであ

る（図19－Cおよび図21－A）。このようなタイプを示す異常染色体はクラスⅠトⅤから

合計8例（27％）見つかった0この切断点2箇所に存在していたTy因子とは異なる配

列（第3のTy因子の配列、図19－C　パネル2段目）が確認された領域は短いもので240

bp、長いもので4526bpであり、見つかった部位に特に偏りは見られなかった（図21＿

B）。第3のTy因子の存在を示すミスペアの塩基の数から考えて（図21＿B）、ほとん

どの再編例は染色体再編と点突然変異が同時に起こった結果であるとは考えにく

かった○タイプⅢのTy因子を生じる染色体再編の発生メカニズムを推定することは

難しいが、それを示唆するような再編例がいくつか見つかった。

8例中、7例に関しては、第3のTy因子の配列が第ⅡⅠ染色体上に見つかった。同様の

現象が過去にRoederらによって報告されている（1984）。Roede，らは、マーカーを
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持つTy因子の転移を調べた際に、Ty因子は同一染色体上の近接した部位に転移する

傾向があることを発見した。また、この転移に付随した染色体再編例も見つかって

いる（RoederandFink，1982；Roederetal．，1984）。彼女らは、3つのTy因子間の組換

え（遺伝子変換）によって、このような転移と再編が起こったと考察している

（RoederandFink，1982）。残りの1例（RDlOl－9）については、第3のTy因子の配列

がゲノム上に見つからなかった。このことは、4つのTy因子が関与するような再編が

起こった可能性を示唆しているのかもしれない（図19－C　パネル3段目）。また、タ

イプIIのRDlOl－26では、第III染色体上のTyl－3とTyl－1の間で染色体再編が起こって

いたが（図17－C　パネル2段目）、間に残されたTy因子の配列はTyl－3、Tyl－1、Tyl－

3、Tyl－1という風に2つのTylの配列が交互に現れているようにも見えた（図19－C

パネル1段目）。タイプHのRDlOl－35も同様の特徴を持っていた。この2例に関して

は、再編領域に存在していた2箇所のTy因子だけで説明することもできるし（図19－C

パネル1段目）、第3のTy因子が関与したとも解釈できる（図19－C　パネル2段

目）。興味深いことに、RDlOl－1は1つのTy因子を残す形でTyl－2の上流の配列とTyl－

5の下流の配列が繋がった異常染色体を持っていたのだが（図15－B　パネル2段

目）、間に残されたTy因子はTyl－2、Tyl－3およびTyl－5が融合したような配列であっ

た（図15－B　パネル1段目を参照）。このことは、2回の組換えが同時あるいは連続

的に起こる可能性を示唆している。

lV　考察

本研究では、二倍体生物におけるLOHを分子レベルで理解するために、二倍体出

芽酵母の体細胞分裂時において自然に起こる遺伝的変化についての解析を行った。

本研究において構築されたLOH検出系では、片方の第Ⅲ染色体の右腕の中央付近

（Ⅲ－205領域）に挿入したURAj遺伝子の喪失を指標とすることにより、点突然変異

から染色体レベルでの大きな変化までを同時に検出することが可能である（図1）。

したがって、LOHをもたらす様々な遺伝的変化の寄与度を直接比較することが出来

る。これまでにも、内在性のCA∧〃遺伝子、エy㍊遺伝子、ル払弟宣伝子、URA3遺伝

子、Cy臼2遺伝子を標的としたLOH検出系が構築されているが（Campbelletal．，
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1975；Maloneetal・，1980；Espositoetal・，1982；HartwellandSmith，1985；Meeks－

WagnerandHartwell，1986；Espositoetal・，1994；Bruschietal．，1995）、これらの研究

では同一染色体上にある1つあるいは複数の遺伝マーカーを解析することによって、

相同染色体間組換えや染色体喪失が遺伝マーカーのLOHの大部分を占めていること

を明らかにしている。それに対し、柑Aj遺伝子が不括化した640個もの細胞の染色

体形態をPFGEおよびPCRを用いて直接解析した本研究においては、染色体喪失、相

同染色体間組換えによるものと思われるものに加えて、異常染色体を形成するよう

なLOHも多数観察された（図7および表6）。以下に、それぞれの遺伝的変化とその

発生メカニズムについて詳しく述べる。

1．染色体喪失

1－1．第＝染色体における染色体喪失

640個の5－FOArクローンの第Ⅲ染色体をPFGEおよびサザンブロソティングを用い

て直接観察したところ、62％の細胞では第ⅡⅠ染色体のコピー数が2から1に変化して

いた（図7－A）0第ⅡⅠ染色体上に内在するもう一つのヘテロマーカーである朗A弟宣

伝子座を解析した結果、URAj遺伝子を挿入した方と同じ染色体上に存在していた

朗A乃遺伝子も同時に喪失していたため、これらの細胞は染色体喪失によるLOHであ

ると結論した○本研究で測定した第Ⅲ染色体の喪失の発生頻度はl．3×10■であった

（表6）。これまで報告されている出芽酵母における第Ⅲ染色体の染色体喪失の発生

頻度は10A、発生率は10，5程度であり（Campbelletal・，1975；SuroskyandTye，1985；

Suroskyetal・，1986；Rungeetal・，1991）、本研究の結果はこれらの結果とよく一致す

る。このことより、本研究では片方の第Ⅲ染色体に人工的にマーカー遺伝子を挿入

しているが、この挿入自体が少なくとも染色体喪失の発生に大きな影響を及ぼさな

いことが示唆された。

1－2．染色体喪失の分子メカニズム

染色体喪失の発生メカニズムに関しては、現在いくつかの機構が考えられてい

る。第一の可能性は細胞分裂時の不均等分裂である○分裂装置によって姉妹染色分

体が2つの娘細胞に均等に分配されなければ、染色体を1本持つ細胞と3本持つ細胞が

同時に出現することになる。実際に、セントロメア蛋白質や微小管蛋白質の変異株
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表6　二倍体出芽酵母の第ⅢⅠ染色体右腕上で自然に起こるLOH

遺伝的変化の種類　　　　　　　発生頻度（×10－5）　割合（％）

染色体喪失

相同染色体間組換え

異所性姐換え

朋ATし月九4R間の染色体内欠失

第ⅠⅢ染色体間の不等交叉

転座

13

6．7

0．27

0．62

0．22

62

30

2．0

4．4

1．6

合計　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　100
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は染色体喪失を高額度に起こすことが知られている（CaiandDavis，1990；Gerringet
al．，1990）。

第二の可能性としてはヌクレアーゼによる分解が挙げられる0染色体上に二重鎖

切断が起こると種々の修復機構によって修復されるが、修復されなかったもの、あ

るいはセントロメアヤテロメア領域まで分解されてしまったものは染色体の喪失に

つながることが推定される。組換えおよび放射線照射により引き起こされるDNA損

傷後の修復に関与する遺伝子の1つである凡んn㍑遺伝子の変異株では、染色体喪失の

発生頻度が上昇することが報告されている（Mortimeretal・，1981；HaberandHearn，

1985；吉田，未発表データ）。また、細胞周期の特定の段階で細胞周期の停止が起こ

る変異体として同定されたc血変異株のうち、Cdc∂、CdcスcdcJ4、Cdc玖cdcJ7、

Cdt20変異株では高頻度に染色体を喪失することが知られている（HartwellandSmith，

1985；Palmeretal・，1990；BruSChietal・，1995）。さらに、最近当研究室において複製

開始制御に関与する遺伝子である肌橘よび0ぱ変異株においても、染色体喪失の発

生頻度が上昇することが見出されている（渡辺，未発表データ）。これらの変異株で

は二重鎖切断の発生頻度が上昇し、その結果、染色体が喪失すると考えられてい

る。

セントロメアを含む領域の欠失も染色体の喪失を引き起こす可能性がある。セン

トロメアを喪失したDNAは子孫に安定に保持されないことが知られている（Clarke

andCarbon，1980）。本研究で標的とした第III染色体上には、セントロメアを挟む形

に複数のTyl因子およびLTR配列が存在しているため（図3－B）、これらの因子間の

組換えがセントロメアの喪失、ひいては染色体喪失に繋がることが推定される。

ト3．イ也の染色体における染色体喪失

第Ⅲ染色体以外でも、主に遺伝学的解析により、いくつかの染色体で喪失頻度が

測定されている。URA3遺伝子の本来の局在位置である第Ⅴ染色体上では、10－5から

10．7の頻度で染色体喪失が起こることが報告されている（Hartwe11andSmith，1985；

Meeks－WagnerandHartwell，1986；Santos－RosaandAguilera，1994）。当研究室でも、

URA3遺伝子の機能喪失およびPFGEと定量的PCRによる直接的な解析から、1．0×10－6

の頻度で第Ⅴ染色体が失われることを明らかにしている（渡辺，1997年度修士論文；

Hiraokaetal・，inpress）。また、第VⅡ染色体の喪失の発生率は10－5から10－7程度

（Maloneetal・，1980；Espositoetal・，1982；Meeks－WagnerandHartwell，1986；BruSChi

etal・，1995）、第XV染色体の喪失の発生頻度は10－5程度（Santos－RosaandAguilera，

1994）であることが報告されている。これらの染色体喪失の発生頻度や発生率を測
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図22　相同染色分体間の交叉によるLOH

ほAj遺伝子が挿入された方の第IlI染色体を赤色、もう一方の第ⅠⅠⅠ染色体を青色、ほAj遺伝
子を黄色の三角で示す。DNA複製後、相同染色分体間で交叉が起こると、その後の染色体分
離により、り4の確立でL唄Aj遺伝子を持たない細胞が生じる0
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定する際に材料とした菌株の遺伝的背景および実験条件が異なるため、上記の全て

の結果を直接比較することは難しいが、少なくとも単一の実験系で複数の染色体を

標的とした研究でも、染色体ごとに喪失の発生頻度あるいは発生率が5－100倍達って

いた（Meeks－WagnerandHartwell，1986；Santos－RosaandAguilera，1994；渡辺，1997年

度修士論文；Hiraokaetal・，inpress）。このように、染色体の喪失頻度が染色体ごと

に異なることは、染色体喪失が染色体特異的に存在する因子に依存して起こる可能

性を示唆している。つまり、先に述べたように、染色体の分離に関与するセントロ

メアの配列の違いや、染色体惰弱部位の有無、繰り返し配列の存在株式等が染色体

喪失の発生に影響を及ぼしているのかもしれない。

2．相同染色体間組換え

全体の30％を占めていたクラスBの細胞では、PFGEにおいて第ⅠⅡ染色体の構造変

化が観察されなかった（図7－B）。そこで、定量的PCRを用いてURAj遺伝子付近の

詳細な解析を行ったところ、URA3遺伝子領域が相同染色体上の配列に置き換わり、

細胞はホモ接合性になっていることが示された（図10）。また、これらの細胞につ

いて、第Ⅲ染色体上のもう一つのヘテロマーカーである朗AT遺伝子座を同定した結

果、82％の細胞では朋Ard由来のPCR産物のみが観察され、残りの18％の細胞では

朗A乃と朗ATb由来のPCR産物が得られた。

結果の項で少し述べたとおり、ホモ接合性になる遺伝的変化としては、少なくと

も次の4通りが考えられる。1つ目の機構は相同染色体間の交叉である。体細胞分裂

のDNA合成期以後に第Ⅲ染色体のセントロメアとURA3遺伝子の間で交叉が起こる

と、その後の染色体分離により、U餌j遺伝子が挿入されていか－第ⅡⅠ染色体を2本

持つ二倍体酵母が仰の確率で出現する（図22）。一般に、体細胞分裂時において

も、交叉の頻度は物理的距離にほぼ比例して起こることが知られている（Mal。neet

al・，1980；渡辺，1997年度修士論文；輿那嶺，1998年度修士論文；Hiraokaetal．，in

PreSS）。SGDによるとCENHI一九仏7bの物理的距離は86kb、脇乃－URA3の物理的距

離は5kbであるため、もしクラスBの細胞のLOHが交叉によるものであれば、脚

Ⅲ二MA乃間で交叉が起こったもの（〟α）がクラスBの細胞のうちの95％、朗A乃＿

URA3間で交叉が起こったもの（〟α）が残りの5％を占めることが予想される。これ

は、実際の解析結果と良く一致していることから、染色体レベルでのサイズ変化も

コピー数変化も見られなかったクラスBの細胞は交叉によってホモ接合体に
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なったという可能性が示唆された。

遺伝子変換によるマーカー遺伝子の喪失が2つ目の機構である。遺伝子変換の分子

機構に関しては、Hollidayモデル（Holliday，1964）、Meselson－Raddingモデル

（MeselsonandRadding，1975）および二重鎖切断モデル（Szostaketal．，1989）等が提

唱されている。二重鎖切断モデルによると、遺伝子変換によるLOHは以下のように

説明できる。1）第Ⅲ染色体上のURA3遺伝子が挿入された近傍で二重鎖切断が起こ

る02）uRAj遺伝子を含む領域がエキソヌクレアーゼにより分解される。3）一本鎖

になったDNAがもう1本の相同染色体と対合し、2つのHolliday構造が形成される。

4）ギャップが生じたところはU餌j遺伝子を持たない方の第ⅢⅠ染色体を鋳型として

複製が起こることにより修復される。5）uRA3遺伝子が挿入されていない第ⅡⅠ染色

体を2本持つ5－FOAr株ができる。

一般に、出芽酵母では相同組換えの頻度が高く、ヘテロ接合体を材料としたLOH

においてホモ接合体に変化する例が多いことが報告されており、これらは交叉ある

いは遺伝子変換によると考えられている（Espositoetal．，1994；BruSChietal．，1995；

Hiraokaetal・，inpress）。交叉と遺伝子変換を識別するためには、複数の遺伝マーカ

ーを用いた解析が必要となる。Espositoら（1994）はL，YS24ys2ヘテロ接合体の出芽

酵母においてα－アミノアジピン酸耐性株を選択することにより、第Ⅱ染色体上の

エ門2遺伝子に生じた遺伝的変化を検出し、1．2×10明田胞分裂の確率でLOHが起こる

ことを明らかにした0さらに、彼らは⊥y㍊遺伝子と同一染色体上にある舛遺伝子

および力由7遺伝子座を調べることにより、交叉と遺伝子変換の割合を算出した。

Espositoらの報告によると交叉は全体の82％、遺伝子変換は全体の18％を占めてお

り、それ以外の変化は検出されなかった。一方、同グループのBruSChiら（1995）は

第ⅤⅡ染色体上のCi7だ遺伝子を標的遺伝子としたLOH検出系を用い、C勒2ヘ

テロ接合体におけるLOHの発生率を測定した（2．4×10‾5／細胞分裂）。彼らはCy卍2遺

伝子と同一染色体上にある血2遺伝子および∂血5遺伝子座を調べることにより、遺伝

的変化の84％が交叉、16％が遺伝子変換であったことを明らかにした。本研究では基

本的に一方の染色体にURA3遺伝子を挿入したこと以外は特別な操作をしていないた

め、交叉と遺伝子変換の割合を同定することは困難である。しかし最近、当研究室

の梅津らによって3つのマーカー遺伝子を用いたLOH検出系が開発され、その割合が

明らかになった（Hiraokaetal・，inpress）。この実験系で用いられた二倍体酵母

（m301）の片方の第Ⅲ染色体には、右腕のⅢ－205領域に挿入したURAj遺伝子のほ

かにも、左腕に内在性のエg∽遺伝子、およびⅠⅡ一314領域に挿入したA上場2遺伝子が

存在している。この細胞を用い、5－FOArに変化した細胞が⊥£∽遺伝子およびA上場2

遺伝子を保持しているか調べた結果、全体の34矧が交叉、0．27％が遺伝子変換による
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LOHであることが示唆された。したがって、本研究で得られたクラスBのホモ接合体

も、ほとんどが交叉によってマーカー遺伝子を喪失した可能性が高いと考えてい

る。

クラスBのLOHを生じる3つ目の機構として、欠失変異が挙げられる。マーカー遺

伝子の大きさの前後100bpまでの欠失変異である場合には、定量的PCRの際にPCR産

物の大きさの差異を検出することは難しいため、クラスBの細胞がこのような欠失変

異体である可能性を完全には除去しきれない。また、第Ⅲ染色体上に人工的にURAj

遺伝子を挿入した結果、挿入したURA3遺伝子が切り出されたということが考えられ

る。しかしながら、次に述べる理由から、上記の2つの可能性は否定的である。1つ

目は、第Ⅲ染色体のⅢ一205領域にURAゴマーカーを挿入した一倍体出芽酵母YMHlに

おける5－FOAr細胞の発生頻度（4．3×10－7）がクラスBの発生頻度（6．7×10－5、表6）よ

りも100倍低かった、つまり、クラスBの発生が二倍体細胞に特異的な現象であった

ことである。一倍体で起こる遺伝的変化と二倍体で生じるそれとは必ずしも一致す

るとは限らないが、URA3遺伝子のみ、あるいははAj遺伝子の大きさの前後100bp

までの欠失変異の発生頻度が一倍体と二倍体で100倍も変化するとは考えにくい。2

つ目の根拠は、朗AT遺伝子座を解析した結果、82％の細胞において朗ATは由来の

PCR産物のみが観察されたことである。U餌j遺伝子を含む比較的小さな欠失は、起

こっていたとしても、オα型を示した残りの18％の細胞に限られる。

染色体喪失後の重複（chromosomelossandreduplication）がホモ接合体を生じる4つ

目の可能性である。この現象は、ヒトの癌化した細胞で高頻度に見られる（Cavenee

etal．，1983；Laskoetal．，1991）。しかしながら、上述のトリプルマーカーを用いた

LOH検出系において、検出された全てのホモ接合体の左腕に内在するエ月もワ遺伝子が

保持されたままであったことより、このLOHが染色体喪失後の重複によるものであ

るという可能性は否定されている（Hiraokaetal．，inpress）。

3．点突然変異およびトランスポゾンの挿入による遺伝子破壊

本研究では塩基置換やURA3遺伝子内の小さな欠失・重複などの点突然変異および

トランスポゾンの挿入変異は検出されず、両者の発生頻度は3．1×10－7以下であること

が推定された（表6）。実際、トリプルマーカーを用いたLOH検出系において、第ⅡⅠ

染色体に挿入したURAj遺伝子内では点突然変異が7．1×10－8の頻度で起こっているこ

とが示されている（Hiraokaetal・，inpress）。URA3遺伝子の本来の局在位置である第
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V染色体上では、点突然変異の発生率は10－7程度であることが知られている（Kunzet

alリ1998）。また、二倍体出芽酵母におけるトランスポゾンは、細胞分裂あたり10‾9

から10‾7の頻度で転移することが報告されている（Boeke，1991）。本研究の結果は、

これらの研究結果とは矛盾しない。

4．異常染色体の形成を伴うLOH

本研究の最も特徴的なことは、染色体レベルでのサイズ変化を起こした異常染色

体を多数分離できたことである（図7－C）。酵母の第Ⅲ染色体の長さは330kbである

が、得られた異常第ⅠⅡ染色体の長さに関しては、もとの染色体と比べて110kb短く

なったものから640kb長くなったものまで、様々な大きさのものが確認された（表

4）。そこで、異常染色体の発生メカニズムに迫るために、異常染色体の再編部位を

塩基配列レベルで決定した。

片方の第ⅠⅡ染色体にのみU餌j遺伝子をもつ二倍体細胞（RDlOl）から単離された

45例の異常染色体の構造を解析した結果、染色体欠失、第ⅠⅡ染色分体間の不等交

叉、転座等の染色体再編が検出された。それぞれの遺伝的変化の検出数およびその

再編に寄与した因子に関しては表5に、再編領域の塩基配列解析および制限酵素マッ

ピングより推定された異常染色体の構造については図23に、異常染色体の形成のモ

デルに関しては図24にまとめて記した。

最も多く見つかったのは朗Ar朋間の染色体欠失（クラスⅠ、図14）で、これは

全体の1〃を占めていた。片方の第Ⅲ染色体上に3つのマーカー遺伝子を持つ二倍体

（RD301）を用いて同様の解析をした場合でも、全く同じ欠失が同様の頻度（約3×

10‾6、表6）で観察され、その欠失した染色体は他の2つのマーカーを保持していたこ

とより、この〟Ar互MR間の染色体欠失は単一染色体内で相同組換えが起こった結

果であると考えられている（Hiraokaetal．，inpress）。

本研究で材料とした細胞は二倍体であるため全ての染色体は2本ずつ存在している

が、明らかに相同染色体間の不等交叉に由来すると思われる異常染色体が7例見つ

かった（クラスⅡ）。この異常染色体ではセントロメアとURAjマーカーの間にある

Ty因子間の配列が欠失しており、さらにURAjマーカー挿入領域が相同染色体上の配

列と置き換わっていた（図15）。

クラスⅡが第Ⅲ染色体の右腕間の不等交叉による異常染色体であるのに対し、クラ

スⅢおよびクラスⅣは第ⅡⅠ染色体の右腕一左腕間の不等交叉によるものであると考え

られた（図16および図17）。これらの異常染色体を生じる組換えに関して言えば、
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図23　異常第Ⅲ染色体の構造のまとめ

染色体の配列を横線、左腕テロメアからTyl－1までの領域を太い灰色の矢印、Tyl－3からTyl－4までの領域
を太い黒の矢印、セントロメアを白丸、LTR配列を三角形、Ty因子を三角形と四角形、朗AT33よび

遺伝子座を黒い四角形で表す。染色体再編の結果、融合したTy因子に関しては、灰色の三角形と四角形で
マークした。それぞれのクラスの詳細については、本文および図14－18を参照のこと。
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図24異常第Ⅰ腺色体の形成を伴うLOHの3つの経路

距濾伝子が挿入された方の第ⅠⅠⅠ染色体を赤色、もう一方の第ⅠⅠⅠ染色体を青色、第ⅠⅠ舶体の三角、Ty因子を緑色の三角と四角で示す。野色、L収Aj遺伝子を黄色
体細胞分裂時に第m染色体上で自然に起こる異常染色体の形成経路を3
第一の経路は、第鵬色体特異的に存在している脇掩よび月膵遺伝
である（赤の矢印）0第二の経路としては、第m染色分体間の不等交
矢印）。DNA複製後、相同約分体間でずれて交叉が起こると、その
、1件の確立で膵A濾伝子を喪失した異常第ⅠIl染色体を持つ純が生J　　　　　　　　ブ言、　　一　　　個

子座間の染色体内欠失
叉が挙げられる（育の

じる。第三の経路は転座である（緑の矢印）0基本的な経路は不等父又と同様であるが、第
11Ⅰ染色分体と他の染色分体間で組換えが起こるという点が異なる0第二および第三の組換え
に関しては、Ty因子を介するものが多いことが今回明らかになった0
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相同染色分体間と姉妹染色分体間の2通りの可能性が考えられる。相同染色体が体細

胞分裂時にも近い位置に存在しているかどうかは未だに議論中であるが（Kleckner

andWeiner，1993；HaberandLeung，1996；Jinetal．，1998）、少なくとも姉妹染色分体

は分裂後期までは近接していることが知られている。第Ⅲ染色体の右腕一左腕間の不

等交叉が45例中18例と数多く見つかったことは、この再編が姉妹染色分体間の組換

えによるものであることを示唆しているのかもしれない。クラスⅢおよびクラスⅠⅤ

型の再編に関与した染色分体を同定するためには、片方の染色体の左腕テロメアか

らTyl－1の間に、2本の染色体を区別するためのマーカーを挿入する必要がある。例

えば、URA3遺伝子を挿入した方の染色体（YMHl由来）について、このタイプの染

色体再編部位をクローニングする際に用いたプライマー（d3W82）とTyト1の間に

（図16－Cを参照）、点突然変異を導入して新たな制限酵素部位を構築する。クラス

ⅢおよびクラスⅣ型の異常染色体の再編領域を増幅したPCR産物がその制限酵素に

よって切断されれば、その異常染色体は姉妹染色分体間の不等交叉に起因している

ことが示される。

クラスⅣの異常染色体では、第ⅠⅡ染色体の右腕一左腕間の不等交叉部分に加えて右

腕上のTy因子に挟まれた領域の部分重複が観察された（図17）。興味深いことに、8

例中7例のクラスⅣの異常染色体ではTy因子に挟まれた領域が逆向きに重複している

ように見えた。この重複が姉妹染色分体間の不等交叉によるものだと仮定すると、

逆方向に組換わる方（Tyl－4とTyl－5）が順方向に組換わる方（Tyl－2あるいはTyl－3

とTyl－5）よりも近くにあるため起こりやすいのかもしれない（図17－Cを参照）。

Tyl－4とTyl－5間で不等交叉が起こるとセントロメアを2つ持つ染色体ができるが、そ

のような染色体は不安定で染色体分配時に二重鎖切断が高頻度に起こると予想され

る。その結果、修復に失敗したものは染色体喪失に繋がることが予想されるため、

Ty因子を介してセントロメアをなくす形に欠失した染色体のみがクラスⅣ型の異常

染色体として検出されるのかもしれか－。このようなTy因子が介在する複雑な再編

例は、重複あるいは逆位を伴う染色体欠失例等、他にもいくつか報告されている

（ChaleffandFink，1980；RoederandFink，1980；Liebmanetal．，1981；RoederandFink，

1982；Roederetal・，1984；Downsetal・，1985；Rothsteinetal・，1987；Picologlouetal・，

1988；KupiecandPetes，1988a；SuttonandLiebman，1992；Casaregolaetal．，1998）。そ

の中でもRoederらが提唱したモデルに従うと（RoederandFink，1982）、クラスIVの

異常染色体を、左腕テロメアからFRAHSにあるTy因子までの領域、RAHSにあるTy

因子からFRAHSにあるTy因子までの領域、LAHSにあるTyl－1から左腕テロメアまで

の領域という3つのDNA間の遺伝子変換で説明することもできる。しかしながら、こ

のモデルでは逆方向の重複が優先的に起こる理由を説明することが困難である。こ

87



のモデルで説明するためには、順方向に重複した染色体は不安定だと仮定する必要

がある。

クラスⅠ－ⅠⅤの異常染色体は全て第Ⅲ染色体間の再編によるものであるが、本研究で

は第Ⅲ染色分体と第Ⅲ以外の染色分体との組換えの結果生じたと考えられる転座型

の異常染色体も観察された（クラスⅤ、図18）。過去にも、Ty因子を介する転座例

が塩基配列解析によりいくつか示されている（Breilmannetal．，1985；Casaregolaet

al．，1998；Rachidietal．，1999）。

クラスⅠの異常染色体が第ⅡⅠ染色体特異的に存在している朗Ar兄MR間の組換えに

起因していたのに対し、クラスⅡ－Ⅴの異常染色体の再編領域を塩基配列レベルで解析

した結果、Tyl間の組換えが少なくとも82％（28／34）を占めていることが明らかに

なった（表5）。また、Tyl－LTR間の再編も5．9％（2／34）見つかった（表5）。残りの

4例については未だに再編部位が特定されていないが、Genomescanningで同定された

境界領域の位置から、この再編にTy因子あるいはLTR配列が関与している可能性は

高い（図17－Aおよび図18－A）。

5．検出系に依存して異常染色体は見つかる

我々の実験進行中に、Chenらは一倍体出芽酵母を材料として異常染色体の再編領

域の塩基配列解析を行い、通J、乃彪7および∬肌薮‖変異株では3－20bp以下の低い相同

領域を介して組換えが起こることを報告した（Chen，1998；ChenandKolodner，

1999）。彼らが指標とした第Ⅴ染色体上のC4ⅣJ遺伝子とセントロメアの間には、Ty

を伴わか－delta因子が6つあるのみで、CAⅣ1遺伝子とテロメアの間にはTy因子も

LTR因子も見つかっていない。この染色体形状の違いが原因で、彼らの系ではTy因

子あるいはLTR配列を介した染色体再編例が見つからなかった可能性が考えられ

る。同様に、当研究室の以前の報告で第Ⅴ染色体由来の異常染色体が検出されなかっ

たのは（渡辺，1997年度修士論文；Hiraokaetal．，inpress）、第III染色体の再編のほと

んどを占めていた朋AれTy因子といった繰り返し配列が第Ⅴ染色体左腕上には存在

していか－ことが原因であったと考えられる。第Ⅴ染色体上のセントロメアと内在性

URA3遺伝子との間には、完全長のTy因子は見つかっておらず、Tyを伴わないdelta

因子が3つ確認されているのみである。

我々の結果と彼らの結果の違いとして考えられる第2の可能性は、誘導される修復

系の違いである。両方とも、ゲノムプロジェクトにも用いられたS288c系の出芽酵母

を材料としているが、我々が用いた株は野生型であるため生じた遺伝的変化に閲し
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ては体細胞分裂中に自然に起こる内在性損傷が開始要因であると推定される。それ

に対し、Chenらが用いた株はtibl等の変異株であるため、染色体の二重鎖切断が高頻

度に誘発される可能性が挙げられる。これらの開始要因の違いによって誘導される

修復系は異なる可能性が考えられるが、そのために再編に寄与した染色体側の要因

が変化したのかもしれない。

検出された再編部位の違いに関して考えられる第3の可能性は、検出できる再編の

違いを反映しているということである。一般に、一倍体細胞を用いた解析では、生

存に必須な遺伝子を含む欠失は検出できない等の問題点がある。それに対し、本研

究では二倍体出芽酵母を材料としているため、点突然変異といった塩基配列レベル

での小さな変異から染色体欠失や転座等の染色体レベルでの大きな変化までを広く

検出可能である。この非選択的な検出系でTy因子あるいはLTR配列を介した異常染

色体が数多く見つかったことは、異常染色体を生じる再編に関して、Ty因子が重要

な役割を果たしていることを意味している。

実際、過去にも、CyCJやぶ岬4をマーカーとした前進変異検出系あるいは五ね4一列2

（月搭4のプロモーター領域にTylが挿入されている）の復帰変異検出系において、

Ty因子あるいはLTR配列を介した染色体欠失が一倍体細胞内でも10－5から10－7の頻度

で起こることが報告されている（Rothstein，1979；Liebmanetal．，1979；Winstonetal．，

1984；Downsetal・，1985）。また、このTy因子間の組換えに着目し、特定のTy因子内

に挿入したマーカー遺伝子の喪失を指標として、限定されたTy因子間の再編を選択

的に検出している研究もある（RoederandFink，1982；Roederetal．，1984；Kupiecand

Petes，1988a，b；Melamedetal・，1992）。そのような実験から、Ty因子間の遺伝子変換

は同じ染色体上の近接した位置にあるもの同士で起こりやすいこと（Roederetal．，

1984）、及び、TyのcDNAが関与する組換えがあることが明らかになっている

（Melamedetal．，1992）。

6．なぜTy因子を介する異常染色体が数多く見つかるのか？

では、なぜTy因子が関与する異常染色体が多いのだろうか？考えられる1つ目の要

因は、Ty因子の相同領域が5．9kbと長いことである。人工的に構築した繰り返し配列

間の組換え頻度を測定した論文によると、相同領域の長さが230bpから1kb程度の場

合には、相同領域の長さに比例して組換え頻度が10倍程度増加していた（Y。anand

Keil；Jinks－Robertson，1993）。相同領域の長さが750bpから13kbの場合では、組換え

頻度に有意な差は見られなかった（YuanandKeil，1990）。出芽酵母のゲノム上に
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は、Ty因子の他に、LTR配列やtRNAといった散在性繰り返し配列が存在している

が、これらの長さは70bpから340bp程度でしかない。塩基配列を決定した30例中、

28例がTyl－Tyl間の租換え、2例がTyl－LTR間の再編であったことは、相同領域の長

さの影響かもしれない（表5）。

出芽酵母のゲノム上には52コピーのTy因子及び268コピーのLTR配列が見つかって

おり、これらの配列間の相同性も様々であるが、本研究ではTyl同士の再編では96％

以上、Tyl－LTR間の再編では86－90％の相同性を持つものが検出された（表5）。この

配列の相同性も組換えに影響を及ぼす因子のうちの1つである。2つの配列間の相同

性が低くなるにつれてその間の組換えも起こりにくくなることが証明されている

（Datta，1997；ChenandJinks－Robertson，1999）。彼らの報告によると、350bpの配列

間の組換えにおいて、相同性が100％の場合は10‾6の頻度で組換えが起こるのに村し、

相同性が90％から70％の場合には組換え頻度が10‾もから10‾10まで指数関数的に減少して

いた（Datta，1997；ChenandJinks－Robertson，1999）。ミスマッチ修復関連タンパク質

の欠損株ではこの減少が抑えられたため、この負の制御にミスマッチ修復タンパク

質が関与していることは明らかである（Datta，1997；ChenandJinks－Robertson，

1999）。Ty因子間の異所性組換えは異常染色体に繋がるが、Ty因子の配列の多様性

とミスマッチ修復タンパク質の働きにより、そのような再編が抑制されていると考

えられる。

第Ⅲ染色体上には5つのTylが存在しているが（図3－B）、その全てについてほぼ同

程度に異常染色体の再編例が見つかった（表5）。それに対し、第Ⅲ染色体上には20

個以上のdelta因子があるが（図3－B）、その中で再編例が確認されたのは、Ⅲ＿123に

あるdelta6とIII－142にあるdelta7が関するもののみであった（表5）。例えば、Tyl－4と

左腕上にある右向きのLTR配列との組換えもクラスⅢ型の染色体再編に繋がる。こ

れらの配列間の相同性は85－99％と実際に見つかった配列間の相同性（84－89％）とほ

ぼ同じである。解析数が少ないため断言できないが、以上の結果は単なる相同性の

違いだけでは説明できず、tRNA等の周辺領域の配列の影響があるもかもしれない。

あるいは、LTR配列は転写のプロモーターを含んでいるため、このプロモーター活

性の強度の違いが再編に影響を及ぼしている可能性も考えられる。Ty因子間（Nevo－

CaspiandKupiec，1994）および他の繰り返し配列間の組換えにおいて（Klaretal．，

1981；Voelkel－Meiman，1987；StewartandRoeder，1989；Nicolasetal．，1989；Thomas

andRothstein，1989；Brattyetal．，1996）、転写が組換えを促進しているという論文が

いくつか報告されている。
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7．染色体内欠失と染色体問の異所性組換えに関して

当研究室の梅津らの報告では、単一染色体内欠失に関して劫仏r月几灰間の再編の

みが10jの頻度で検出され、それ以外の配列を介した再編は観察されなかった

（Hiraokaetal．，inpress）。今回の結果でも、第III染色体上に挿入したマーカー遺伝

子を挟むような形で第Ⅲ染色体の右腕同士が融合したのは、この朗Ar月加駅間の染

色体欠失のみであった（図13）。これらの結果は、第Ⅲ染色体の右腕の中央付近に

挿入した遺伝マーカーの喪失を伴う単一染色体内組換えにおいて、朋Arr月乱伐間の

染色体内欠失が優先的に起こることを示唆している。梅津らは両者の相同領域の長

さが1．6kbとLTR配列（330bp程度）よりも長いこと、および、朋ATLm4R間のとり

うる特異的な単一染色体内の高次構造（WuandHaber，1995；Wuetal．，1996；Szetoet

al・，1997）がその原因ではないかと提唱しているが（Hiraokaetal．，inpress）、それ以

外にも、MArf王れ戊間の相同性が99％と高いことも要因であったと考えられる（表

5）。というのは、第Ⅲ染色体右腕上には、挿入したマーカー遺伝子を挟むような形

でLTR配列は複数存在しているが（図3－B）、それらの配列間の相同性は52＿79％しか

か－からである。一つ注意すべきことは、第Ⅲ染色体右腕上には同方向のTylが3つ

存在しているが（図3－B）、それらの因子間の染色体内欠失は起こっていても本研究

の実験系では検出不可能なことである。この染色体異常を検出するためには、マー

カー遺伝子の位置をこれらの因子間に設定し直す必要があるだろう。

一方、染色体間の異所性組換えに関しては、TylあるいはLTR因子を介したものが

10‾5から10‾6の頻度で見つかった（表5および表6）。この値は、Ty因子関連の染色体

内欠失の発生頻度（10．5から10．7）とほぼ一致する（Rothstein，1979；Liebmanetal．，

1979；Winstonetal・，1984；Downsetal・，1985）。これらの結果より、Ty因子やLTR配

列を介した異所性組換えは、単一染色体内、姉妹染色分体間、相同染色分体間、非

相同染色分体間を問わず、同程度に生じていることが示唆された。

再編部位に残されたTy因子の仝塩基配列を決定した結果、73％（22／30）ではTy因

子あるいはLTR配列間の共通配列を介して、離れていた2箇所の領域が融合していた

（図19－Bおよび図20－A）。この22例において、再編が起こったと思われる領域を同

定したところ、Ty因子内で明らかな組換え位置の偏りは見られなかった（図20－

B）。このことから、Ty因子内で特に組換えのホットスポットがあるわけではない

ことが示唆された。ただし、組換えの鎖交換モデルによると、組換え反応の中間体

であるホリデー構造形成時に分岐点が移動するために組換え開始部位と終了部位が

一敦するとは限らないと言われていることより（Petesetal．，1991）、組換えの最終

産物しか検出されないこの実験結果からでは、組換え開始部位のホットスポットが
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あるかどうかは未知である。

驚いたことに、残りの8例では切断点2箇所以外のTy因子（第3のTy因子）の配列が

染色体の再編部位に見つかった（図19－Cおよび図21）。このような第3のTy因子が介

在したと思われるような再編は、本研究特異的ではなく、過去の染色体内欠失例で

もいくつか報告されている（Liebmanetal．，1981；RoederandFink，1982；Roederetal．，

1984；Downsetal・，1985；Picologlouetal・，1988；KupiecandPetes，1988a；Casaregola

etal・，1998）。これらの論文では、主に制限酵素マッピングの解析までしか行ってい

ないため、この特徴を持つ再編の割合を過小評価している危険性がある。本研究は

Ty因子関連の多数の再編例を塩基配列レベルで系統的に解析した初めてのものであ

るが、Ty因子同士は非常に類似した配列を持っているため、それでもまだ第3のTy因

子が関与するような再編の割合を過小評価している可能性が考えられる。つまり、

単純に2箇所のTy因子が繋がっているように見えた22例の中にも、同じ塩基配列を持

つ第3のTy因子が関与したものがあるかもしれない。

このような複雑な再編がどのようにして生じるのかは判っていか－。1つの可能性

は、Ty因子内では組換え頻度が高く、2回の組換えも起こりうるというものである。

しかしながら、本研究で同定されたTy因子間の異所性組換えの発生頻度は10－5から

10■程度であったため、独立した2回の組換え事象が検出されるとは考えにくい。た

だし、クラスⅣの異常染色体の形成に関して述べた場合のように、1回目の再編がセ

ントロメアを2つ持つ染色体を産生するために二重鎖切断を高頻度に誘発し、その結

果、2回目の組換えが起こるという可能性は考えられる。しかし、3つのTy因子の配

列と染色体上の位置を見比べてみたところ、このモデルで説明できるのは、綿打中2

例のみであった。一方、Roederらは、3箇所のTy因子間の遺伝子変換により、間に第

3のTy因子の配列を持つ染色体再編が起こる可能性を指摘している（RoederandFink，

1982）。Ty因子が関与する特別な組換えに関しては、他にTycDNAが介在している

ものが知られている（Melamedetal・，1992）。また、二重鎖切断部位にTy因子の一部

が挿入されて染色体が修復されたという報告もあり（MooreandHaber，1996）、その

ような修復にTy因子の逆転写酵素が必要とされた（Tengetal．，1996）。このこと

は、TycDNAが二重鎖切断部位の修復に関与した可能性を示唆している。CDNAのよ

うな両端を持つDNAは組換えの良い基質となるため（Orr－Weaveretal．，1981）、第3

のTy因子はTycDNAに由来するものかもしれない。

8．染色体再編の分子メカニズム
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既に述べたとおり、本研究において第Ⅲ染色体に挿入したヘテロマーカーの喪失

に伴う遺伝的変化を同定した結果、62％の細胞は染色体喪失、30％の細胞では相同染

色分体間の交叉・遺伝子変換がその原因であると考えられた（表6）。また、残りの

8％の細胞の多くは朗A71HMR、Ty因子あるいはLTR配列等の相同配列を介した異所

性組換えにより、U餌jマーカーを喪失したことが示された（表5、表6および図

23）。これらの結果は、ヘテロマーカーの喪失に相同組換えの機構が大きく寄与し

ていることを示唆する。

本研究では、相同染色分体間の交叉および繰り返し配列間の異所性組換えに関し

て、相互組換えとその後の染色体分離によってLOHが起こる可能性を述べた（図22

および図24）。しかし、本研究では実験の性質上、5－FOArとなった片方の組換え体

しか検出できない。従って、これらの組換えが保存的な相互組換えによるものであ

るという確証はなく、BIR（break－inducedreplication）（Malkovaetal．，1996）、SSA

（single－Strandannealing）（Lin，1984；MaryonandCarro11，1991；Fishman－Lobelletal．，

1992）等の非保存的組換えによるものである可能性も残されている。

BⅡしモデルでは、上記の2種類の組換えによるLOHを以下のように説明することが

出来る。1）第Ⅲ染色体上のセントロメアとURAj遺伝子の間で二重鎖切断が起こ

る。2）DNAの末端が5－→3－ユキソヌクレアーゼにより分解される。3）一本鎖になっ

たDNA末端が二本鎖DNAに入り込み、D－）L／－プを形成する。4）進入した部位から

テロメアまでDNAが複製される。5）D一ループが解消され、URAjマーカーを持たな

い5－FOAT細胞ができる。このBIRモデルの場合、3）の一本鎖のDNA末端が相同染色

体上の同じ位置に進入すれば、正常な大きさの第Ⅲ染色体を2本持つホモ接合体が生

じる。それに村し、DNA末端が相同染色体上の異なる位置に入り込んだ場合には本

研究で言う染色体内欠失型（クラスⅠ）および不等交叉型（クラスⅡ－Ⅳ）の異常染色

体が生じ、他の染色体上に進入した場合には転座型（クラスⅤ）の異常染色体が形成

されることになる。

朋AⅦ4R間の染色体内欠失（クラスⅠ）に関しては、次に述べるように、SSAモ

デルでも説明が可能である。1）uRAj遺伝子を持つ第Ⅲ染色体上で二重鎖切断が起

こる。2）DNA末端が5－→3－ユキソヌクレアーゼにより分解され、朋ATおよび肋択遺

伝子座が露出する。jノ舶AⅢMR間で、相補的な配列同士が塩基村合する。4）突

出したDNA末端が切り出され、DNAポリメラーゼによりギャップが埋められる。

相互組換えモデルおよびBIRモデルでは、第ⅠⅡ染色体の右腕間の異所性組換え（ク

ラスⅡ）に関して、元の染色体より長くなるものと短くなるものが理論上1：1で生じ

ることが予想されが、本研究では後者のみが検出された（図15）。このことより、

順方向に部分重複を持つ染色体は非常に不安定で、元の染色体より長くなる形に不
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等交叉した染色体はすぐにまた組換えを起こして、元の染色体と同じ長さに戻った

り、短くなったり、染色体喪失に繋がったりして別の遺伝的変化として検出されて

いる可能性が考えられた。

以上、LOHをもたらす3種類の相同組換えの分子メカニズムについて述べた。本研

究で同定された染色体再編がどの経路により生じたかを調べるためには、それぞれ

の組換え経路に依存して特異的に要求される因子の欠損株を用いた解析が必要であ

ろう。

9．今後の展望

本研究で構築されたLOH検出系は、第Ⅲ染色体に挿入したURAコマーカーの喪失を

第一の指標とし、得られた5－FOAr細胞の染色体構造を直接解析することによって、

様々な遺伝的変化を同定できるというものである。当研究室では、さらにこの系を

発展させて、3つの遺伝マーカーを片方の第Ⅲ染色体上に持つ二倍体酵母を材料とす

ることで、より簡便により詳細な遺伝的変化を特定できる実験系も開発されている

（Hiraokaetal．，inpress）。また、第Ⅲ染色体上の欠失・重複領域を網羅的に検出す

ることができるGenomescanningと名付けられた方法も確立されており、異常染色体

の再編領域の系統的な解析も可能である（森，1997年度修士論文）。これら方法を用

いて、組換え欠損変異株、DNA複製異常株等で生じる遺伝的変化の解析をすること

は、遺伝的変化の発生メカニズムを解明する大きな手助けになると期待され、実際

に当研究室でその研究が始められている。
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