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京都大学  博士（生命科学）  氏名 若井道仁  

論文題目  

 

哺乳類細胞における単一ヒト人工染色体テロメア維持機構の解析 

 
（論文内容の要旨）  
 
 真核生物は線状染色体をもち、その末端部分テロメアは染色体の安定な維持

に必須なクロマチン構造体である。ヒト染色体テロメアDNAは、最末端に約5
〜20 kbのTTAGGG・CCCTAAテロメア直列繰り返し配列を有し、その内側に

はサブテロメアDNAが存在する。サブテロメアDNAは、複数種類の分散型ある

いは直列型繰り返し配列からなり、個体間、染色体間で多型が著しい。そのた

めに、ヒト染色体におけるサブテロメア配列クロマチン構造を明らかにし、そ

れがテロメアの果たす染色体保護機能にどのような役割を果たしているのか

を解析することは従来技術的に困難であった。  
 申請者は、本論文において、ヒト人工染色体（Human artificial chromoso
me, HAC）テロメアが正常染色体にはないユニークなサブテロメア配列をもつ

ことを利用し、HeLa細胞あるいはNIH-3T3細胞が維持するHACテロメアのク

ロマチン構造、DNA複製タイミング、転写反応について単一テロメアレベルで

解析を行った。  
 先行研究によって、ヒト正常21番染色体を１コピー保持するニワトリDT40
細胞について、DNA相同組換え反応が効率よく起こることを利用して、21番染

色体長腕を大部分欠失し、その末端にベクターDNA配列とテロメア配列をもつ

改変ヒト21番染色体（HAC#21）が作成されていた。申請者は、微小核細胞融

合法を利用して、DT40細胞のHAC#21をヒトHeLa細胞およびマウスNIH-3T3
細胞に染色体導入し、HAC#21を１コピーもつHeLa（HAC#21-HeLa）および

マウスNIH-3T3（HAC#21-NIH-3T3）細胞を作成した。HAC#21はピューロマ

イシン抵抗性遺伝子を持ち、これらの細胞を得る過程では、ピューロマイシン

による薬剤選択が行われたが、ひとたび得られたクローンは、薬剤選択しない

培養条件下でHAC#21を安定に維持した。このことは、HAC#21が機能的なテ

ロメアをもち、染色体として安定に維持されることを示している。  
 次に、申請者は、HAC#21の人為的に作られた長腕テロメア（HAC#21テロ

メア）の機能を解析した。その結果、HAC#21テロメアは、正常テロメアに結

合することが知られているテロメア蛋白質と特異的に存在し、細胞周期Ｓ期中

期に複製し、正常テロメアで転写されることが知られているTERRA（ telomer
ic repeat-containing RNA）と類似したRNA（HAC-telRNA）を発現している

ことを明らかにした。これらの結果より、申請者は、テロメアの基本的な性質

は典型的なサブテロメア配列をもたない染色体末端において十分に果たされ

ることを示した。  
 以上より、本研究は、HACが単一テロメア解析に有用な方法論を与えること

を示し、今後、HACテロメアのシス配列を様々に改変してそのテロメア機能を

観察することで、哺乳類テロメア繰り返し配列およびサブテロメア配列がそれ

ぞれ果たす役割を正確に解析することを示した。  
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（論文審査の結果の要旨）  
 本論文は、四章から構成されている。第一章序論においては、まず、

哺乳類テロメアが、テロメア繰り返し配列とサブテロメア配列からな

り、後者のDNA配列が個体間、染色体間で多型に富む重複配列からな

るために、それぞれの領域がどのようにテロメア機能に関わっているの

かが明らかではない現状を指摘している。次に、これを解決するために、

ヒト人工染色体HACを用いた単一テロメア解析が有効である可能性を

述べ、HAC作成方法を概説している。第二章において、本研究で用い

られた実験材料・方法を述べた後、第三章結果において、本研究で得ら

れた実験結果を記載している。すなわち、先行研究によって得られてい

たヒト正常21番染色体由来人工染色体HAC#21をもつニワトリDT40細
胞を出発材料に、微小核細胞融合法を用いて、HAC#21を1コピーもつ

HeLa細胞およびNIH-3T3細胞を得ており、独自性の高い実験系の構築

に成功している。得られたクローンは薬剤選択のない長期培養期間中に

安定にHAC#21を維持し、HAC#21テロメアのDNA塩基配列が正確に既

知であることを利用して、当該テロメアのテロメア繰り返し配列の長さ

を推測している。次に、ブロモデオキシウリジン標識実験によってHA
C#21テロメアの複製時期がＳ期中期であることを明らかにし、クロマ

チン免疫沈降実験により、既知のテロメア蛋白質であるTRF1, TRF2, 
TPP1およびヒストンH3のHAC#21テロメア・サブテロメアDNA上での

結合様式を正確に決定している。これらの結果は単一テロメアに注目し

てはじめて得ることが可能であり、実験系の優位性を生かしたものであ

る。最後に、HAC#21サブテロメア領域からテロメア繰り返し配列を含

む転写産物が発現されていることを明らかにし、その転写開始点、スプ

ライシング反応、ポリＡ付加の有無、転写に用いられるRNA合成酵素

等について詳細な解析を行っている。この転写産物は、人為的なサブテ

ロメア配列から生じたものであるが、正常染色体テロメアから発現され

ることが知られているTERRAとよく似た性質を示した。このことから、

申請者は、TERRAの転写機構・機能の理解にHAC#21テロメア発現RN
Aの解析が資することを期待している。第四章考察では、本研究によっ

て確立されたHACを用いた単一染色体テロメア実験系の利点を考察し

ている。特に、申請者は、正常サブテロメア配列がないHAC#21テロメ

アで転写が行われていることは、テロメア配列に近傍領域からの転写を

促進する機能がある可能性を示唆しており、大変興味深い。  
 以上のことから、本論文は、専攻分野における優れた研究能力、そし

て生命科学の理解・発展に寄与する新しい発見および概念等を示してお

り、論理的かつ一貫性をもって記述されていると判断され、博士（生命

科学）の学位論文として価値あるものと認めた。また、平成26年2月14
日に論文内容とそれに関連した口頭試問を行い申請者が生命科学に関

する高度で幅広い学識を有することを確認した。以上の結果、申請者を

合格と認めた。  
論文内容の要旨及び審査の結果の要旨は、本学学術情報リポジトリに掲載し、公表と

する。特許申請、雑誌掲載等の関係により、学位授与後即日公表することに支障がある

場合は、以下に公表可能とする日付を記入すること。（ただし、学位規則第８条の規定

により、猶予期間は学位授与日から３ヶ月以内を記入すること。）  
要旨公開可能日：     年   月   日  


