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論文内容の要

癌化のﾌﾟﾛｾｽの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ﾍﾞﾙでの変異､あるいは染色体欠失､重複､転座等

の染色体ﾚﾍﾞ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10-10仲p､それに対しﾋﾄのｹﾞﾉﾑは3×109 bp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､染色体ﾚﾍﾞ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段階目のﾌﾟﾛｾｽ(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呆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ﾍﾞﾙでの解析が

ほとんどなされておらず､その発生ﾒｶﾆｽﾞﾑに関しては末だ不明な点が多い｡

そこで本研究では､二倍体出芽酵母をﾓﾃﾞﾙ生物として､ 1) LOHの走量的な検出系

の確立､ 2)野生型におけるLOHの発生頻度の測走､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-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URA3ﾏ-ｶ-遺伝子

を挿入した｡ uRA3遺伝子の不活化は5-FOA耐性の表硯型を示すため､この実験系では

培養中に生じたuRA3遺伝子の変異や喪失を5-FOA培地上で選択できる｡実際に測走し

た体細胞分裂の村数増殖時におけるLOHの発生頻度は2.0×10-4であった｡この値は-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-FOA耐性細胞内の遺伝的変化を同走するために､ﾊﾟﾙｽﾌｲ-ﾙﾄﾞｹﾞﾙ電気

泳動法およびｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞを用いて第ⅠⅠⅠ染色体の構造を直接観察した｡ 12実験

区､計640ｸﾛ-ﾝを解析した結果､第ⅠⅠⅠ染色体のｺﾋﾟ-数とｻｲｽﾞの変化ﾊﾟﾀ-ﾝを

もとに､細胞は大きく3つにｸﾗｽ分けされた｡ 62%の細胞では第ⅠⅠⅠ染色体のｺﾋﾟ-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-つのﾍﾃﾛﾏ-ｶ-である

ﾙ払Tj量伝子座を解析したところ､ URA3遺伝子を挿入した方と同じ染色体上に存在して

いたﾙ払Ta遺伝子も同時に喪失していることが判った｡以上の結呆より､これらの細胞

はuRA3遺伝子および九払Ta遣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-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URA3遺伝子付近の詳細な構造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｡ -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-ｶ-遺伝子

を用いた遺伝学的解析の結呆から､このようなﾎﾓ接合体はｾﾝﾄﾛﾒｱとﾏ-ｶ-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ⅠⅠⅠ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101110kb/ﾄさくなったものや､ 110-620kb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ﾍﾞﾙで解析することにした｡まず､異常染色体の

欠失領域を特走するために､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筒所の特異的な領域を選定し､各領城のｺﾋﾟ-数をpcRを利用して走量した(森､

1998年修士論文) ｡ 45例の異常染色体を解析した結呆､そのｺﾋﾟ-数のﾊﾟﾀ-ﾝにより､

異常染色体はl)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(9例)の5つのｸﾗｽに分類された｡次に､この解析で特走された染色体再

編の境界位置およびﾊﾟﾙｽﾌｲ-ﾙﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動法で直接観察した異常第ⅠⅠⅠ染色体の

ｻｲｽﾞ情報をもとに､切断点を含む染色体再編領域をｸﾛ-ﾆﾝｸﾞし､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仝てﾙ払丁遺伝子座とHMR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｡これに村

し､塩基配列を決走した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

ﾄﾛﾄﾗﾝｽﾎﾟｿﾞﾝあるいは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筒所

のTy因子あるいはLTR配列間の相同組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｡以上の結呆より､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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染色体の再編はｹﾞﾉﾑ情報の維持および生物進化を考える上で最も基本的な間題であ

る｡また､癌や各種の遺伝病などの遺伝子疾患の発症に伴って､頻繁に染色体再編が見

出される｡これらのことから､染色体再編の発生や制御の分子機構の解明は生物学上の

問題にとどまらず医学の上でも重要な課題となっている｡本論文は､出芽酵母二倍体細

胞を用いて自然染色体異常の発生をﾍﾃﾛ接合性の喪失(Loss ofheterozygosity; LOH)

の観点から明らかにすることを目的として､新たな実験･解析系の開発とそれらを用い

た自然染色体異常の構造的特徴の解析を行ったもので､以下の成果をあげている｡

1 )酵母第III染色体上の特走の部位にURA3ﾏ-ｶ-遺伝子を挿入し､その機能喪失

を指標としてLOHを走量的に検出する実験系を開発した｡また､ﾊﾟﾙｽﾌｲ-ﾙﾄﾞｹﾞﾙ

電気泳動およびｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾄを用いて､ LOHの種類を同定する方法を確立した｡さら

に､走量的pcR法を用いて､染色体再編領域の詳細なﾏｯﾋﾟﾝｸﾞを可能にする手法を確

立した｡

2)上記の方法を駆使して､二倍体出芽酵母の体細胞分裂に付随して発生するLOHに

ついて体系的な解析を実施し､ LOHの原因として染色体喪失､相同染色体間組換え､異

常染色体の発生を同走し､それぞれの発生頻度や特徴に関する考察を行った｡

3)異常染色体に起因するLOHにつき､多数のｻﾝﾌﾟﾙを塩基配列ﾚﾍﾞﾙで解析する

ことにより､異常染色体の発生様式および発生機構に関する考察を行った｡

以上のように､本論文は真核生物二倍体細胞におけるLOHに関して世界で初めて体系

的な解析を行い､それらの構造的特徴や発生機序を詳細に明らかにしたもので､学術上､

応用上貢献するところが少なくない｡よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻ

ｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


