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要 旨

分 裂酵 母Schizosaccharomycespo皿beを 材 料 と して人工 ミニ染 色 体 を 作成 し、

動 原 体 、テ ロメ アの 構 造 を解折 し た。

分 裂 酵母 の第III染 色 体動 原 体領 域 を計200kbに わ た り染 色 体 ウ ォ ーキ ング に

よ りクロ ー ン化 した。 遺伝 学 的手 法 に よ り、 約150kbに 及ぷ 領 域が 動 原 体 と強

く連 関 して い る こ とが 判 明 した。 また、 この 領域 に、分 裂酵 母 の動 原 体 に共 通

して存 在 す る反 復 配列 を同 定 した。

この領 域 の動 原 体機 能 を検 定す る ため、分 裂 酵 母 第工II染色 体 由 来 の ミニ染 色

体 を 作成 し た。第III染 色体(3500kb)に っ い て二染 色 体的 な 異数 体 にガ ンマ

線 を照 射 し て、第III染 色 体 の両腕 を欠 失 した ミニ 染 色 体Ch16(530kb)を 単離

した。 この ミニ染 色体 は、有 糸分 裂 、減 数分 裂で 安定 に分配 され た。 さ ら に、

Ch16の 左腕 、 右腕 の段 階的 な 欠失 体 を作成 した。各 欠失 体の染 色体 長 をPFG電 気

泳 動 法 で測 定 す る こ と によ り、 動 原体 機 能 に必須 な 領域 が 約120kbで あ る と推

定 した。 ミ ニ染 色 体の 欠失 体 によ って推 定 され る動 原 体 機能 領域 は 、第III染 色

_体 上 で 遺 伝学 的 に同定 した動 原体 とほぼ 一致 した。 また、 ミニ染 色 体Ch16上 で、

遺 伝子 置換 法 に よ り動 原 体領 域 を欠失 す るこ とによ り、 動原 体 を失 っ た、 非常

に不 安定 な ミニ 染 色体 も作成 した。

さ らに、Ch16、Ch16の 右腕 の欠 失 体Ch12に っ い て、 そ の染 色 体末 端 を 詳細 に

解 析 した。 コ ス ミ ドク ロ ー ンをブ ロ ーブ と してゲ ノ ムサ ザ ン法 によ り、 ミニ染

色体 末端 部 由来 と予想 され るDNA断 片 を 同定 した。 この 断 片が エ ク ソヌ ク レア ー

ゼBAL31に 感 受性 であ る こ とか ら、 ミニ染 色 体 の末 端 由来 で あ る と結 論 し た。 テ

ロメ ア配列 をプ ロ ーブ と したゲ ノ ムサ ザ ン法 で 、 ミニ染 色 体 の末端 には、 通常

染色 体 と同 様 に約300bpの テロメ ア配 列が 存 在 す る こ とが 判 明 し た。 ミニ 染色

体 のガ ンマ線 照 射 によ る切 断 部位 には、'ゲノ ムの再 編 成 を介 さな いで 、新 規 に

テロ メ ア配 列 が 合成 付 加 され たと考 え られ る。

また、 テ ロメ ア構造 に異常 を示 す突然 変異 体te篁 を単 離 した。te塾 変 異 株で

は、野 生型 株 に比べ 、 テロ メ ア配列が10～30倍 に伸 長 して い た。 処 ユ変 異

株 の遺 伝的 特性 、 ミニ染 色 体 に及 ぼす 影響 、te11→ 遺伝 子 の ク ロ ー ン化 の 試 み

にっ い て補 遺 に まとめ た。

1



序論

動 原 体 とテ ロメア は、線 状DNAが 染 色体 と して振 舞 うため の必 須要 素で あ る。

両 者 は染 色体DNA上 で、染 色体 分 配の制 餌配 列(シ ス因子)と して機能 す る。

分 配過 程 での染 色 体の 挙動 は、細 胞周 期 、特 にM期 の進 行 に従 う。S期 に複

製 され た染 色体 はM期Pr。phaseに は動原 体で結 合 して姉 妹 染色 分 体を形 成 して

い る。Hetaphaseで 姉妹 染 色分 体 は赤 道面 に配列 され 、ス ピ ン ドル 微小管 が動 原

体 に結合 す る。Anaphaseか らTelophaseに か けて、姉 妹染 色分 体 は結合が 解 けて

独 立 の染 色体 とな り、動 原 体 に結 合 したス ピ ン ドル微小 管 に よ り両趣 に移 動す

る。 この過 程 の中 で動原 体 は少な くとも2っ の機 能 を発揮 して い るよ うに見 え

る 。1っ は姉 妹染 色分 体 を適切 な時 期 に解離 す る ことで あ り、 も う1っ は ス ピ

ン ドル微 小管 と結 合す る こ とで あ る。

これ らの動原 体の機 能 は減数分 裂 にお ける染色 体の挙 動 を見 る と、 さ らに明

確 な もの にな る。複製後 、 動原 体で結 合 した姉 妹染 色分 体 は、第1減 数 分裂で

は解 離 しな いで同 一極 に移動 す る。第2減 数 分裂 で 、は じめ て姉 妹染 色分 体は

解 離 して、 それ ぞれ の染 色体 は両極 に移 動 す る。遺伝学 的 には、第1減 数分裂

で 姉妹 染 色分 体が結 合 した まま同 一極 に移 動(還 元 的分 離)す る部 位が 動 原 体

で あ り、 各連 関群 当 り1ヶ 所 存在 す る。

高等 真 核生 物の 染色 体上 で動原 体 は多 くの場 合 、高度 に凝縮 したヘ テ ロク ロ

マ チ ン領 域(第 一次 狭窄)に 存在 す る。insituハ イブ リダ イゼ イシ ヨンに よる

観 察 で は、A、Tに 富む高 度反 復 配列 、サ テラ イ トDNA(総 説:Brutlag,1980)

に よ り動 原体部 位 が構成 されて い る ことが知 られ て いる(PardueandGall,1

979)。 微 小管 が結 合 す るのは、 このヘ テ ロ クロマチ ン領域 の 一部 で あ り、 サ テ

ラ イ トDNAに よ り形 成 され てい る領域 全体 に微小管 が結 合 す るわ けで はな い(

Licaeta1.,1986)。 これ らの観 察 は光学 顕 微鏡 、あ る いは電 子顕 微鏡 に よる

もの であ り、 実際 にサテ ラ イ トDNA自 身 に微小 管 す るか 否 か は不 明で あ る。 しか

しなが ら、マ ウ ス培養細 胞 では 、A、Tの 含 量 の高 いDNAに 好 んで 結合 す る蛍 光

色 素 ヘ キ ス ト33258存 在下 で、姉 妹 染 色分 体が解 離 して 、 しか も微 小管が 結 合 し



て いな い とい うinvivoの 観察 が 報告 され て い る(Licaeta1.,1986)。 また、

マ ウ スサ テ ライ トDNAに は 折れ 曲が り構造(bent)(Hagerman,1984)を とる領域

が 存在す るが 、ヘ キ ス ト33258存 在下 では 、折 れ 曲が り構造が 解 消 され る(Ra-

diceta1.,1987)。 こ れ らの結 果 は、 動原 体領 域 を構 成 す る高 度 反復 配列DH

Aが 何 らかの高 次 構造 を とって動 原 体機能 に関 与 す るこ とを示 唆 して いる。

形態 学 的 には 、動原 体 は スピ ン ドル微 小管が 結 合 す る部 位 と してキネ トコア

と呼ば れ る。あ る自己免 疫病患 者(CRESTscleroderma)の 血清 中にはキ ネ トコ

アを認 識 す る抗 体が 存在 す る(H。r。ietal..1980)。 この抗体 を用 いた間接 蛍

光抗 体法 によ る観察 で は、二 動原 体 的な染 色体(dicentricchromosome)で 、

機 能 して いな いキネ トコ ア には抗原 が存 在 しな い こ とが 示 され て い る(Earnsh

awandHige。n,1985)。 お そ ら く、 この抗 体 は微小管 が結 合 す る染 色体 部位 に

特 異 的 に反 応 す る と考 え らる。 この抗 体 は ヒ ト核 抽 出液 中の3種 の タ ンパ ク質

(CENP-A,B,C)を 認識 す る(EarnshawandRothfield,1985)。 この うちCENP

-Bは 遺 伝子 の ク ロ ーン化 によ りア ミノ酸 配列が知 られて い る(EarnshaNetal .

,1987)。 また、CENP-Aに っ いて は、 その生 化学 的性 質か ら、 動原 体領域 で ピス

トン に類 似 の機 能 を発揮 してい る と考 え られ てい る(Pa1皿eretal.;1987)。

高等 真核生 物 にお いて は、動原 体領域 を構 成す るDNA、 タ ンパ ク質 にっ いて独

立 の知 見 は蓄積 して いるが 、動原 体機 能 に関 わ るシス 因子 、 トラ ンス因 子 と し

て 機能 的連 関が示 され た例 はない 。

テ ロメ アにっ いて は、動 原体 ほ ど明確 で はな いが 、少 な く とも3っ の 機能が

推 定 され て いる。第 一 は線 状DNAの 末 端部 の複 製 に関 す る機能 で あ る。 これ まで

に知 られ てい る全 てのDNAポ リメラ ーゼ に よるDNAの 複製 は 、5'端 か ら3'端 に

向 って進 行す る。 複製 後 にRNAプ ラ イマ ーが 除去 され るの で 、末 端部 の5'端 は

鋳 型鎖 に比 べ てプ ライマ ーの 長 さだ け短 い。 この不 完全 な 複製 を克服 す るため

に、真 核 生物 の末 端 には特殊 な構 造が 存 在 す る と考 え ら池て い る。繊 毛 虫・ テ

トラ ヒメ ナを用 い た系で は、 テ ロメ ア配列(TTGGG)を プ ラ イ マ ー に して この配 列

をf申長す る末 端転 移酵 素活性 が 同定 され てお り(GreiderandBlackburn,198

5,1987)、 テ ロメ アの複製 が 鋳型 に依存 した半保 存的 な様 式 に よ らな い こ とを



示唆している。 第二のテロメアの機能は、染色体同士が末端を介して異常な付

着をすることを防いで、個々の染色体の独立性を確保することである。そして、

第三は、染色体末端をヌクレアーゼの分解から保護する機能である。

これらのテロメアの機能が欠損 した染色体は、遺伝的にも、構造的にも不安

定であることが知 られている。 トウモロコシでは減数分裂時に染色体をX線 で
が ニ　

切 断す る と、Prophaseで 姉 妹 クロマ チ ド同士が 切 断点で 融合(Fuse)し 、動 原 体

を2っ も った染 色体 を形 成す る。Anaphaseで2っ の動原 体が 対 極 に引か れ るの

で 、染色 体が 両極 にか か る橋(Bridge)と な り、Telophaseで 引 きち ぎ られ る(B-

reakage)。 減数 分裂 中 は このBreakage-Fusion-Bridge(BFB)サ イ クルが 繰 り返 さ

れ る(HcClint。ck,1941)。 各BFBサ イ クル の間 に、融 合 した部 位 で必 ず しも切

断が起 こ るわ けで はな いの で、各 染 色体上 の遺 伝情 報 は、重 複、 あ るい は欠損

す るす ま た、 シ ョウジ ョウバェ で は、X線 照 射で 切断 され た染 色 体の末 端が 世

代経 過 と ともに削 られ る現 象(Biess皿annandMas。n,1988)が 報 告 され てい る。

X線 照 射 によ る染 色体切 断 後、切 断点付 近 の構造 を世 代 を追 ってゲ ノムサザ ン

法 によ り観 察す る と、切 断部位 由来 のDNA断 片のDNA長 が 次第 に減 少 す る。 この

末 端 には通常 染 色体 のテ ロメ ア近 傍 に存在 す るはず の反 復配 列が 存在 しない の

で 、末 端 部分 の複製が 不 完全 であ るのか 、 あ るいは 、末端 を維 持 す る機 能が 欠

損 してい る と考 え られて い る。 また、環 状染 色体が 開裂 後 、線状 染 色体 と して

安 定 化 した場合 には、 その末端 にテ ロメ ア近 傍の反復 配列 が 同定 され て い る(

TraverseandPardue,1988)。 何 らか の 羊 段 で テ ロ メ ア を獲 得 す る こ とが 、 染

色体 として機 能す るため に必 要で あ るこ とを示唆 して い る。

高等 真 核生物 で動 原 体、 テロ メアが機 能 単位 と して単離 され た例 はな い。 テ

ロ メア は、線 状DNAの 末端 に存 在 す る とい う特性 を利 用 して 、 ヒ ト(Hoyziset

a1.,1988)、 シロ イヌ ナズナ(RichardsandAusubel,1988)か ら クロ ーン

化 され て い るが 、線状DNAを 安定 化 す るこ とを確認 した実験 は な い。

染 色体 機能 を担 うシス因子 、動 原 体、 テ ロメア を機能 発 揮す るDNA断 片 として

単 離 す る ため には、複 製 、分 配の 成否 を容 易に確 認 で きる系 の 確立 が必 要 で あ

る。



出芽酵 母 、Saccharomycescerevisiaeは 動原 体 とテロ メアが クロ ー ン化 され 、

機 能検 定 がな され た唯一 の真核生 物 で あ る。出芽 酵 母 にお け る動 原体 の クロ ー

ン化 は、古 典的遺 伝学 と近 代的組 換 えDNA技 術の 融合 の成 果で あ った。Clarkeと

Carbonは 遺 伝学的 に定 義 され た動原 体 と強 く連 関 したマ ーカ ー遺 伝子 か らのオ

ーバ ーラ ップハ イブ リダ イゼ イシ ョン(以 下 、染 色体 ウ ォ ーキ ング)に より動

原 体を覆 う領 域 を クロ 「妙 化 した。 この領 域 の あ るDNAva片 を 自律的 に複 製す る

プ ラ ス ミ ド(以 下、 朋Sプ ラ スミ ド)に 挿 入 して酵母 内 に導 入 す る と、プ ラス ミ

ドの有 糸分 裂 にお ける安定 性が 向上 した。 また、四分 子解 析 に よ り、減 数 分裂

に おい てほ とん どのプ ラ ス ミ ドが 還元 的 に分離 す る こ とか ら、 このプ ラ ス ミ ド

は環 状染 色体 として機能 す るこ とが 示 され た(ClarkeandCarbon,1980)。 ま

た、遺 伝 子置 換法 によ り染色 体上 で このDNA断 片 を別 の遺 伝子 に置 き換 え る と染

色 体が高 頻 度 に脱 落 した(ClarkeandCarbon,1983)一 。 これ らの機能 検 定の結

果 、動原 体を クロ ー ン化 で きた と結 論 し た。動 原 体の クロ ーン化 に際 して用 い

られ た指標 は

1)

2)

3)・

4)

遺伝学的 に定義された動原体に由来する

ARSプ ラスミ ドに挿入す ると、有糸分裂で安定性が向上する

ARSプ ラスミ ドに挿入す ると、プラスミ ドが減数分裂で還元的に分離す

る

染色体上で別の遺伝子に置換すると染色体が高頻度に脱落する

で あ る.。同様 の手 法 によ り現 在 まで に出芽 酵母 の16本 の染 色体 の うち10本

につ いて動 原 体が 単離 され てい る(総 説:BlackburnandSzostak,1984,C1-

arkeandCarbon,1985)。 これ らのDNA断 片 の塩 基配列 の比 較 に よ り、 動原 体

機 能 に必 須 な領 域 は約140bpで あ るこ とが判 明 して い る。

出芽 酵 母 にお け るテロ メアの ク ロ ーン化 は線 状DNAを 安定 化 す るこ とを機 能 の

指 標 として クロ ー ン化 され た。SzostakとBlackburnは 線 状プ ラ ス ミ ドの末 端 に

酵 母ゲノ ム由来のDNA断 片 をっな ぎ、酵母 内 に導 入 し、プ ラス ミ ド上 のマ ーカ ー

遺 伝子が 安定 に維 持 され る株 を単 離 した。 この株 に含 まれ る線状 プ ラ ス ミ ドに

つ なが れ て い た酵 母ゲ ノ ムDNAを クロ ーン化 し、 これ をプ ロ ーブ と してゲ ノムサ



ザ ン法 を 行 っ た。制限酵 素 で消化 す る前 に、ゲ ノ ムDNAを エ クソ ヌ ク レア ーゼB

AL31で 消化 す る と、プ ロ ーブ とハ イブ リダ イズ す るバ ン ドが 消 失 す る こ とか ら

ク ロ ーン化 したDNA断 片が 染色 体 の末端 由来で あ る と結 論 した(Szostakand

Blackburn,1982)。 テ ロメア の クロ ー ン化 に際 して用 い られ た指 標 は

1)線 状プ ラス ミ ドを安定化 す る

2)染 色 体の 末端 に 由来 す る(エ ク ソヌク レア ーゼBAL31に 感受性)
¶炉 獄

で あ る。

ク ロー ン化 され た動原 体 とテ ロ メア を、 複製起 点を もっ線 状 プ ラス ミ ドに組

合 わせ るこ とに よ り、人 工染色 体 が作成 され た(HurrayandSzostak,1983)。

DNA長 が20kb以 下 の人工 染 色体 は有 糸分 裂で も減数 分裂 で も不安 定 で あ ったが 、

55kbの 人工染 色体 は比較 的安 定 で あっ た。シ ス因子 に加 えて、DNA長 自身が染

色体機 能 に必 要で あ る こ とが示 され た。

出芽酵 母 にお ける動原 体、 テロ メ アの クロ ーン化 に関す る一連 の実験 で は、

クロ ーン化 したDNA断 片 をマ ーカ ー遺 伝子 を もっARSプ ラ ス ミ ドに挿 入 し、形質

転 換法 に よ り酵 母細胞 に導入後 、 マ ーカ ー遺 伝子 の分 配パ タ ーン を四 分子解 析

に よ って 調べ た。あ る種 の マ ーカ ー遺 伝 子で は、 コロニ ーの 色 に よ り細 胞 中の

プ ラ ス ミ ドの コ ピ ー数 を判別 す る ことも可 能で 、 これ を利 用 して、プ ラス ミ ド

の分離 異 常(不 分 離(nondisjunction)、 脱 落(10ss))の 頻度 も測 定 で きた。

分裂 酵母SchizosacCharomyCes越 は 出芽酵 母 同様、 遺 伝解 析が 容 易で 、 し

か も組 換 えDNA技 術(BeaChandNurse,1981,Beacheta1.,1982)を 駆 使 で

きる研 究 対象 で あ る。遣 伝学 的 に定義 され た連 関 群数 は3で 、 これ は野 生型 半

数 体 の核 型 として、蛍 光顕 微鏡 を用 いた形態 観察(UmesonoetaL,1983)、

及 びPFG(Pulsed-Field-Gradient)ゲ ル電 気泳動 法 に よ り確認 され てお り(Smi・-

theta1.,1987)、 さ らに8塩 基対 認識 の制 限酵 素NotIに よる、全 ゲ ノム地

図 も作 成 され て い る(Faneta1.,投 稿 中)。 分子 レベ ル での 染 色体 研 究 には

格 好 の対 象 で あ る。

分裂 酵 母 にお け る動原 体領 域の 研 究 は第1、II染 色 体で 動原 体 に強 く連 関 した

マ ーカ ー遺 伝子 か らの染 色体 ウ ォ ーキ ング によっ て着 手 され た。動 原 体領 域 由



来 の コ ス ミ ドクロ ー ンを 解析 した結 果 、分 裂酵 母 の3っ の 動原 体 に共通 に存 在

す る反 復 配列(dg,dh)が 同定 され た(Nakasekoeta1.,1986、Nakasekoet

aL,1987)。 しか しなが ら、 これ らの反 復 配列 を含 むコ ス ミ ドク ロ ーン、 あ る

い はプ ラ ス ミ ドを細 胞 内 に導入 して も、安 定 に分 配 しなか った(Nakasekoet

a1.,1986、Clarkeeta1.,1986)。 ま た染色体 ウォ ーキ ング に よって作成 し

た制 限酵 素 地図 と、動 原 体領域 のゲ ノ ムDNAの 塗 を切 り出 して,,直 接作成 した制

限酵 素地 図が 、一部 の領 域 で一致 しな い こ とが 判 明 した(Chikashigeeta1.

,投 稿 中)。 これ らの結 果 は、

1)分 裂酵 母 の動原 体が 巨大 で ある ため、1っ のコ ス ミ ドクロ ー ン に収容

で きな い

2)大 腸菌 を用 いて クロ ーン化 す る こ とが 困難な構 造が 動 原 体 に存 在 す る

3)分 裂酵 母 は環状DNAを 染 魚体 ζして認歳 レな い

とい った可 能性 を示唆 し た。いず れあ場 合 にせ よ、 出芽 酵毎 で 行 われ た機 能検

定 の 方法 は分 裂酵 母で は不 適 当で っ た。

染 色 体機 能 を担 うシ ス因子 を解析 す る も う一っ の アプ ロ ーチ は 、欠失 法 によ

る人工 ミニ染 色体 の作成 であ る。通 常染 色体か ら染 色体 機能 に不 要 な領 域 を削

除 して必 須 領域 を同 定す る。

分 裂酵 母 で はDNA長 が最 も短 い第III染 色体 につ いてのみ 二染 色 体的 な異数 体

(n+1:n=3)が 非常 に不 安定 で はあ るが存在 す る(NlwaandYanagida,1985)。

少 な くともは本 来 の染 色 体数 に さ らに1本 の染色 体が加 わ って も生育可 能 で あ

る。 この 異数 体の 一方の 第III染 色 体 は生 育 には必 須で な いの で 欠失 を導入 して

人工 ミニ染 色 体を 作成 す る材料 と して適 切 であ る。 また異 数 体の 第III染 色体が

不 安定 で 一方 が脱 落 して 半数体 にな りや す い傾向 はお そ らく遺 伝子 量の 不均 衡

が 原 因で あ ると考 え られ る。欠失 に よ り染 色体長 が短 くなれば 安 定化 す ると期

待 で きる。換 言す れば 、第III染 色体 の安定 化 は一方 の第III染 色 体 に欠失が 起

こ っ たこ との良 い指 標 とな る。 この よ うな状況 を考慮 の うえ、我 々は分裂 酵 母

の第III染 色体 由来の 人工 ミニ染 色 体 をガ ンマ線 照射 に よ る欠 失 法で 作成 し、染

色体機 能 に必 須 な因 子、 特 に動原 体 とテ ロ メアの構造 解 析 を試み た。



欠失法 で人工 ミニ染 色体 を作成 す るに あ た り、遺 伝的 安定 性 と、 構造 的安定

性 を以 下 の点 につ いて検 定 した。

1)有 糸分裂 で2':O'に 分 離 す る

2)半 数 体 との交配 で2→:2'に 分 離 し、 しか も還 元 的 に分離 す る

3)核 内 に1コ ピー存在 す る

n)PFG電 気泳 動法で 長 さの そ ろっ た単 一バ ン ドを形 成 す る 丁

有 糸分 裂 にお け る安 定性 は最 も基 本的 な機 能検 定 であ るが 、減数 分裂 で の正確

な分 配バ タ ーンを確認 す るこ とが 動原体 機能 を検 定す る うえで重 要で あ る。 ま

た、蛍 光 顕 微鏡 に よ り核 型 を観察 す るこ とは、コ ピー数 が厳 密 に制 御 され たミ

ニ染 色 体が 核 内 に独 立な 構造 として 存在 す るこ とを確 認 で きる直 接的 な手 段で

あ る 。さ らに、PFG電 気泳 動法 で 単 一バ ン ドを形 成 す るこ とは、 ミニ染 色 体がD

NAと して 一定 の構 造 を維 持 す るこ とを示 す 。 しか も、 ミそ染 色体 が線 状DNAで あ 一一

る ことの間 接的 な証 拠で もある。PFG電 気 泳動法 では、環 状DNAは 線 状DNAと は全

く異 な る挙 動 を とる。 た とえDNA長 が短 く とも泳 動度 は極 め て小 さ く、パ ルス タ

イ ム に依 存 しな い。

作 成 した ミニ染 色体の 動原体領 域を同 定 す るため に、 ミニ染 色 体の右 腕 、左

腕 の 段階 的 な欠失 体 を作成 した。PFG電 気 泳動法 で 欠失体 のDNA長 を測定 す るこ

とによ り、 機 能 に必 須な 領域 の位 置 と長 さが推定 で きる。 ま た、 第II;染 色 体の

動原 体近 傍 を コス ミ ドライブ ラ リーを用 い た染色 体ウ ォ ーキ ング によ り クロ ー

ン化 し、DNA編 成 を解析 した。 クロ ー ン化 した領 域 とミニ 染 色体 との 対応 を調べ 、

ミニ染色 体 の動 原 体部位 のDNA編 成 を解析 した。 また、 ミニ染色 体が テ ロメア を

い か に して獲 得 したか を調べ る ため に、 ミニ染色 体 の末端 部分 に相 当す るコス

ミ ドクロ ー ンを単 離 し詳細 を解 析 した。

本 研 究 の結 果 、 ミニ染 色 体(第 工1工染 色 体)の 動原 体機 能領 域 を約100kbに 限

定 した。 この領 域 は分裂酵 母 の動原 体に共 通 に存 在す る反 復配列(dg,dh)を 含

む こ と、減 数分 裂 におい て組 換 えが 極度 に抑 制 され て い るこ とが 判 明 し た。 ま

た、 ミニ 染 色 体の 末端 にはガ ンマ 線照 射 後、denovoに テ ロメア 配列 が合 成付 加

され たこ とが 判 っ た。



結 果

1モ デル ミニ染色体Ch16

1-1モ デル ミニ染色体Ch16の 作成

染色体 としての機能 を保 持 しっっ 、で きる限 りDNA長 の短 い染 色体が モデル染

色 体 として望 ましい。有糸分裂 にお いて安定 に複製、分配 され るこ とを染 色体

の 必須機能の 一っ としてモ デル ミニ染 色体の作成 を試み た。

第III染 色体 にっ いて二染色体的な異 数体(n+1,n=3)は 有糸分裂 において、

いずれかの第III染 色体を欠落 して半数体 になる傾向が強 い(NiwaandYanag-

ida,1985)。 この第m染 色体の不安定 性は遺伝子量 の不均衡 による と考 えら

れ る。 したが って染色体 を切断 し大 部分の染色 体腕 を欠失 させ れば、安定化す

る と予想 され た 。

ガ ンマ線照 射 により染 色体切断を誘発 した。実 際の作成法 を図1に 示す.染

色 体の安定 性 を容 易に視覚化す るため に、ade6遺 伝子の遺伝子 内相補 能を利用

し た 。第III染 色 体動 原 体 近 傍 のade至 一210と 麺 一216と が 共 存 す る(heterozy9-

。us)と 、アデニ ン非要求性(白 いコロニ ー)で あるが、 それ ぞれが単 独で存 在

す る場合 は、アデニ ン要 求性(赤 いコ ロニ ー)と なる(LeupoldandGutz,19

64)。 したが って第III染 色 体にっ いて二染色体 的で、 しか もade6遺 伝子 にっ い

てheterozygous(麺 一216/幽 一210)な 異数体(HM172)は 、高頻度 にいずれかの

第HI染 色 体を欠落す るため に白と赤 とのセ クタ ー状の コロニ ーを形成 す る。こ

の 異数 体 にガ ンマ線 を照射 して、2本 の染色体の うちの いずれか の第III染 色体

の 腕 をade6遺 伝子 より末端 側で切断すれば 、遺 伝子量 の不均衡が解消 され染色

体 が安定化 して 白いコロニ ーを形成 す るはずであ る。朋172に ガ ンマ線 を照射後 、

約2000個 のコロニ ーか ら白いコロニ ーを形成 し、 しか も二倍体でな い1株

(HH248)を 単 離 した。

HM248と 半数 体 との交配 、四分子解析 により、HM248は 正常な第III染 色体 とと

も に,動 原体近 傍のマ ーカ ー遺 伝子 璽 ユ,越 旦,tps16の みを持 っ付加的な染

色 体を含む部 分異数体で ある ことが 判明 した(図2参 照)。 この第III染 色体 由

来 の ミニ染 色体 をCh16と 命名 した。有 糸分 裂 にお けるCh16の 脱落 の頻 度10-4で
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図1・ 人 工 ミニ 染 色 体 の 作 成

第III染 色 体 に っ い て二 染 色 体 的 な異 数 体(図a)は 、 い ず れ か の 第1工1染 色

体 を脱 落 し て 半 数 体(図b)に な る傾 向 が 強 い。 この 異 数 体 にガ ン マ線 を照 射

し、 染 色 体 の 切 断 を起 こ す こ と に よ り人工 ミ ニ染 色 体 を 作 成 した 。ade6遺 伝 子

の 遺 伝 子 内 相 補 能 に よ り、 唖 一210と 亟 旦」旦一216が 共 存 す る と、 ア デ ニ ン非 要 求

性 の 白 い コ ロ ニ ー を形 成 す るが 、 い ず れ か 一 方 の み で は ア デ ニ ン要 求 性 の 赤 い

コ ロニ ー を形 成 す る。 異 数 体(図a)で は、 第III染 色 体 の 不 安 定 性 の ため コ ロ

ニ ー は 白 と赤 との セ ク タ ー にな る。 ガ ンマ 線 に よ る染 色 体切 断 がade6遺 伝 子 よ

り末 端 側 で 起 こ る(図C)と 遺 伝 子 量 の 不 均 衡 が 解 消 され て、 第III染 色 体 と切

断 され た第III染 色 体(ミ ニ 染 色 体)が 安 定 化(図d)し 、 白 い コ ロ ニ ーが 形 成

さ れ る。
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図2・ 分 裂 酵 母 の 連 関 地 図 とNotIに よ る制 限 酵 素 地 図

分 裂 酵 母 の 連 関地 図 に、Fanら(1988、 投 稿 中)に よ る旦

otIに よ る制 限 酵 素 地 図 を書 き加 え た(第III染 色 休 に は 墜1部 位 は 存 在 しな

いの で 示 さな い)。PFG電 気 泳 動 法 に よ るバ ン ドに 対 して、 クロ ー ン化 され た遺

伝 子 が ハ イブ リダ イ ズ す るこ とを 確 認 し た もの につ い て は、 連 関 地 図 と制 限 酵

素 地 図 とを実 線 で結 ん だ。 ま た、 本 研 究 で 作 成 し た人 工 ミ ニ染 色 体Ch16を 第II

I染 色 体 の 隣 に 示 した 。Ch16上 に 存在 す るマ ー カ ー 遺 伝子 些旦 と坐16に 挟 まれ

た 領域 を 黙 く塗 りつぶ し た。Ch16上 に はade10、tps14は 存 在 しな いの で 、 左 腕

の 末端 はade10と 皿 、 右 腕 の末 端 はtps16とtps14の 問(図 中、 白抜 きの 部 分)

に あ る と予想 され る。
,

O:動 原 体 、 ▽:NotI部 位



安 定 で あ る 。 ま たHH248と 半 数 体 との 交 配 で 、 ほ とん どのCh16は2→:2層 に分 離 す

る(Niwaeta1.,1986)。

こ の よ うなCh16の 挙 動 は モ デ ル ミニ 染 色 体 と呼 ぶ にふ さわ し く、Ch16の 染 色

体 機 能 領 域 の 同 定 を試 み た 。

1-2PFG電 気 泳 動法 に よ るCh16の 同 定

Ch16のDNA長 を測 定 す る 目的 でPFG電 気 泳 動 法(SchwartzandCant。r,1984)

を 行 っ た 。Ch16を 含 む部 分 異数 体(HH248)と 野 生 型 半 数体 か らPFG電 気 泳 動 用 の

サ ンプ ル を 調 製 し た 。図3(レ ー ン2、4)に 示 す よ う にHH248で は野 生 型 半数

体 に はみ られ な いバ ン ドが 出 現 す る 。 この バ ン ドはade6遺 伝 子 をプ ロ ーブ と し

た サ ザ ン法 で 、ハ イブ リダ イ ズ す る こ とか ら、Ch16DNAの バ ン ドで あ る と考 え ら

れ る 。 ラ ムダ フ ァー ジDNAの オ リゴ マ ーを 分子 量 マ ーカ ー と した電 気 泳 動 でCh1

6は530kbで あ る こ とが 判 明 した(図17)。

遺 伝 鰐 析 の 結果 、Ch16の 左 腕 末 端 はade10とfur1の 間 、右 腕 末端 はtp516とtp

亀旦 の 間 に あ る こ とが 予 想 され て い る(図2参 照)。 したが っ てCh16は 第IH染

色 体 動 体領 域 を含 む530kbのDNAか らな る と考 え られ る 。

ま た核 内 に お け るCh16を 蛍 光染 色 法(U田esonoeta1.,1983)に よ り観 察 し

た 。分 裂 酵 母 のβ一チ ュ ーブ リンの 低 温 感 受 性 変 異 株 で は制 限 温 度 下 で 染 色 体 が

凝 縮 し、核 内 で 個 々 の染 色 体が 判 別 可 能 にな る(Umesonoeta1.,1983,Hir-

aokaetal.,1984,Niwaeta1.,1985)。Ch16を 含 むβ一チ ュ ーブ リ ンの 低 温

感 受 性 変異 株(SAIO2)を 制 限 温 度 下(20℃)で20時 間 、振 と う した後 、DAPI-EtBr

で 二 重 染 色 し た 。図4で オ レンジ色 に 見 え るの がEtBrに よ って 染 ま っ た核 小 体

で あ る(U皿esonoeta1..1983,HiraokaetaL,1984,Niwaeta1・,1985)

ま た青 白 く見 え るのがDAPIに よっ て 染 ま っ染 色 体 で あ る 。3本 の 染 色 体 に加 え て

野 生 型 半 数 体 に はみ られ な い点 状 の 構 造 体が 観 察 で き る。 観 察 した全 ての 細 胞

で この 構 造 体 を確 認 す る こ とは で きな か っ た 。 しか しな が ら約30%の 細 胞 で は

観 察 で き た 。β一チ ュ ーブ リン変 異 株 で はCh16の 安 定 性 が 低 下す る こ と・ ま た3

本 の 通 常 染 色 体 の 像 に ミニ 染 色 体 が 隠 れ るこ とを 考 慮 にい れ る と 、 こ の 構造 体



冒

ー

∴
ギ

論

一

∵

諺

縛

渥

」艦

∵

ノ

　

2

.卜

晦

墨

.属 融、

　 ワ

、 ・・ 、 論'""唱 鴨

.轡 ご・

図3・PFG電 気 泳 動 法 に よ るCh16DNAの 同 定

Ch16を 含 む 部 分 異 数 体(レ ー ン2、4)と 野 生 型 半 数 体(レ ー ン3 、5)の

PFG電 気 泳 動 パ タ ー ン を 示 す 。 図 中 の 白 い 矢 印 がCh16DNAの バ ン ドで あ る 。 レ ー

ン1に はT4フ ァ ー ジDNA(170kb)を 泳 動 し た 。
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図4・ 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 に よ るCh16の 同 定

Ch16を 含 む 部 分 異 数 体 にβ一チ ュ ーブ リ ンの 低 温 感 受 性 変 異 を導 入 し、 制 限 涯

度 下 で 約20時 間 培 養 し た。 染 色 体 は青 白 色、 核 小 体 は オ レ ンジ 色 に染 色 さ1'i

て い る。3本 の 染 色 体 の ほぼ 中 央 に 点 状 の 構 造 体 が 観 察 で き る。



がCh16で あ ると考 え られ る。この顕 微鏡観察 に よ り、Ch16は 核 内に3本 の染色体

とは独立 して、1コ ピー存在す るこ とが確 認で きた。

1-3Ch16由 来DNA断 片の クローン化

PFG電 気泳動法 によって得 られ たCh16の バ ン ドDNAを 回収 し、制限酵 素Hind

IIIで 消化 したDNA断 片を組込み型ベ クターnp32(B。tsteinetal.,1979)を

用 いて クロー ン化 した。独立 に得 られ た60個 の クローンの うち 、無作為 に選ん

だ30個 を用 いてHH123を 形質転換 した。組込 み型ベ クタ ーYlp32は 、分 裂酵 母の

1eu1変 異を相 補す る出芽酵 母由来 のLeu2遺 伝子 をもっので形 質転換体 はロイシ

ン非 要求性 として選択で きる。また、 クローン化 したDNA断 片 にARS活 性が ある

と分裂酵母 内で自律的に複製 し染 色体上 に組込 まれないので、ロ イシ ン非要求

性 の形 質は不安定であ るが 、ARS活 性が ない場合 は相同組換 えにより染色体上 に

組 込 まれ、ロ イシ ン非要求性の形質 は安定(組 込み型形質 転換体)で ある。得

られ た組込み型形質転換 体の うち16個 にっ いて組 込 まれ たLeu2遣 伝子 の位置を

四分子解 析 により調べ た。この うち11個 の クロ ーンが第III染 色体動原 体近傍の

遺 伝マ ーカ ー(鯉,亟e6,主ps16)の いずれか と強 く連関 して(表1、 図5)C

h16が 第III染 色体動原体領域 由来で あるこ とを示 した。短腕部 で最 も末端 側に

位 置す るクロ ーンはpSAm23、 また長 腕部で最 も末端側 に位 置す るクロ ーンはpS

Am187で 、両者 の間の遺 伝学的距離 は約50cMで ある。残 りの5個 のクロ ーンは3

っ の遺 伝マ ーカーと全 く連関 を示 さなか った。これ らの クロ ーンはPFG電 気泳動

法 によるCh16の バ ン ドDNAと ハ イブ リダ イズ しな いので 、精製 の過程 で、通常染

色 体か ら混入 した と判断 した。



第III染 色体動原体近 傍の遺 伝マ ーカ 一

fur1 ade6 遮
プ ラスミ ド PD TTNPD cH PD TTHPD cH PD TTNPD cN

pSA皿3 74 2 0 4 25 2 0 4 23 4 0 7

20 3 0 7 21 2 0 4 18 5 0 11

74 7 0 4 74 8 0 5 68 14 9 9

pS舳21 23 4 1 29 24 4 0 7 19 8 1 36

pS舳23 72 3 0 2 56 18 1 16 50 24 ユ 20

pSA皿25 13 13 0 25 15 10 0 裏9 20 6 0 12

pS舳28 9 1 0 5 5 5 0 25 3 5 2 45

pS舳41 23 9 o 14 28 4 0 6 32 0 0 く2

pSAロ91 11 1 0 4 8 3 0 14 8 3 0 14

pS舳94 11 4 0 13 14 1 0 3 10 5 0 17

72 4 0-一 .3 65一 12 0 8 59 18 0 12
一 一 一

pSA皿187 9 15 o 31 12 12 0 25 15 9 0 19

pS舳193 22 6 0 11 27 1 0 2 27 1 0 2

pSAm208 30 1 0 2 26 5 0 8 23 8 0 13

表1・ 四分子解析 によるCh16由 来DNA断 片の 位置決定

Ch16由 来のDNA断 片 の位置 を組込みマ ッピング により決定 した。HM123を プ ラスミ ド(pS

Am_)で 形 質転換 し、得 られた組込 み型形質 転換 体をHM343と 交 配 した。プラス ミ ド上

のLeu2遺 伝子 をマ ーカ ーとして、第III染 色体動原 体近 傍の遺伝 マ ーカ ー(些 旦 、塵 旦、

鯉 旦)と の連関を四分子解 析 によ り調べ た。
PD:parenta1ditype,TT:tetratype,NPD:nonparentalditype
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2第III染 色体動原体領域の染色体 ウォ ーキ ング

動原 体領域 のDNA編 成 を解析す る目的で 、S.p。mbeゲ ノムDNAコ ス ミ ドライブラ

リ ーを用 いて オ ーバ ーラップハ イブ リダイゼ イシ ョン(以 下、染色 体 ウォーキ

ング)を 行 った。第1,11染 色体の染色体 ウォーキ ング によ り動原体領域 には多

種 の反 復配列 が存在 し、その うちの い くっかは(dg,dh後 述)、 全 ての染色体に

共 通 に存在す るこ とが既 に知 られて いる(Nakasek。eta1.,1986and1987)。

これ らの反復 配列の第III染 色体、及 び ミニ染色 体での緯成の解析が主 な目的で

あ る。

2-1第III染 色体右腕 部の染色 体ウ ォーキ ング

Ch16由 来のDNA断 片の うち、右腕で動原体近傍 にマップ されたpSAm3(図5、

表1》 を最初 のプロ ーブ とした。単離 したコスミ ドクロー ンCosm3か らpNA142a

(HindII工1.1kb)を サブ クロ ーン化 して次の染色 体ウォ ーキ ング を行 った。以

下s同 様の方法 でpSAm3か ら動原体 に向か って約100kbを 染 色体 ウォーキ ング し

た。 この領域 の制限酵素EcoRIに よ る地 図を図6、 またブ ロ ーブ に用 いたDNA断

片 の由来 、長 さを表2に 示す 。染色体 ウォーキ ングが 確か に動原体 に向か って

い ることは 、組込みマ ッピング による遺伝解析 で確認 した(2-5参 照).

図6下 段 に示 すpMH359を プ ロ ーブ として、さ らに左側の領域の クロ ーン化 を

試 み た。約10,000個 のコ スミ ドクロ ーンをコロ ーニハ イブ リダイゼ イ シ ヨンで

ス ク リーンしたが、得 られたコスミ ドクロー ン(2っ)はpHH359よ り左 側の領

域 を含 んで いな かった。本研究では 、これ よ り左の領域は クローン化で きなか

った 。

2-2第III染 色体左腕 部の染 色体 ウ ォーキ ング

Ch16由 来 のDNA断 片の うち、左腕で最 も動原体 側にマ ップ されたpSAm23(表1、

図5)を プ ロ ーブ として最初 の染色 体ウォ ーキ ングを行 った 。右腕の 染色体ウ

ォ ーキ ング と同様 に動原体 に向か って約100kbの 領域を解析 した。図7に 制限

酵 素HindIIIに よる地図 、表3に プ ロ ーブ に用 いたDNA断 片の 由来 、長 さを示す 。
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プラ スミ ド 由来 ベ ク タ ー 挿入断片

pS舳3 Ch16 Ylp32 HindIII1.2 kb

pS舳142a cos皿3 Y工P32 HindIII1.1 kb

pEE114 cos142a。3 Ylp5 EcoRI1.85 kb

pNA114-35 cos114-4 Ylp32 HindIII1.3 kb

表2・ 第III染 色体右腕 部の染色体 ウォーキ ング に用 いたブロ ーブ

第III染 色体右腕部の染色体 ウォーキ ングはpSAm3を 最初のブ ロ ーブ として開始 した。以

後 、コス ミ ドクローンか らサブ クロ ーン化 した断片 を用 いた。一
§製3AIpartia1

0.5kb

表3・ 第III染 色体左腕部染 色体ウ ォーキ ング にもちい たプ ロ ーブ

第III染 色体左腕部の染色体 ウォーキ ングはpS舳23を 最 初のプ ロ ーブ として開始 した 。以

後 コスミ ドクローンか らサブ クロ ーン化 した断片 を用い た・pH6576は 単 一コピ ー断片 で

はない(本 文参照)。
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pSAm23は 、遺 伝マ ーカ ー鯉 ユと強 い連 関を示 す(表1)が 、 これ と一致 して、

pSAm23を プ ロ ・一ブ として単離 したコス ミ ドクロ ーンcosl17-2Hは 、血 ユ・遺伝子

を含む と考 え られ る。cos117-2Hを 用 いて、HM343(h㌔]皿,麺 旦,ade6-210,

遮)を 形質 転換する とLeu'の 形質 転換体は全 てフルオロ ウラシル感受性 であ

っ た。この近傍 のコスミ ドクローンCos117。3H、c。s117-4Hに よるLeu・形 質転換

体 はフルオ ロウラ シル謝 性であ った 。.{蛙 変異の フルオロウラ シル耐性形質 は

劣 性で あるの で、図6に 示す領域 に麺 ユ◆遺 伝子 が存在する と考 えられ る。また、

最 も動原体側の コス ミ ドクローンcos6576Aは 反 復配列DNA断 片p朋657(魍III

5・2kb)の サブ クローンpM6576(表3)を プロ ーブ として単離 した 。16個 の

コス ミ ドクロ ーンの うち1個 のみが、前の染色体 ウォーキ ングで単離 したコス

ミ ドクローンc。s165-3と 制限酵素地 図が 一部か さな った(図7)。pH6576を プ

ロ ーブ としたゲ ノムサザ ン法の結果 を図8に 示す 。右腕 部の染色体ウ ォーキ ン

グ と同様 に、組 込みマ ッピングに より染色 体ウーオーキ ングが 動原体 に向か って

い るこ とを確認 した(2-5参 照)。

染色体ウォ ーキ ングの先端 部の配列は後 述す るように、動原 体特異 的な反復

配 列で あった。その ため、染色体 ウォ ーキ ング に用 いる単一 コピーDNAの プ ロー

ブ を調製で きなか った。

2-3動 原 体領域 の反復 配列

2-1、2-2で 述べ た染色体 ウォ ーキ ング によ り動原体領域 に特異 的に存

在 する反 復配列 を同定 した。右腕 、左腕 の染色体ウ ォーキ ングでそれぞれ最 も

動 原体 に近い コスミ ドクローンcos35-3,cos6576Aを 用 いて動原体領域の反復配

列 について解 析 した。

2-3-1d9,dh配 列

第 工、II染 色 体 動 原 体 領 域 の 染 色体 ウ ォ ーキ ング に よ り ク ロ ー ン化 され た2種

の 配 列(dg,dh)は 分 裂酵 母 の3っ の 動 原 体 に共 通 に存 在す る(Nakasekoeta1。

,1986and1987)。dg配 列 をプ ロ ーブ と してゲ ノ ムサザ ン法 を行 うと 、 制 限酵
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図8・pM6576を プ ロ ーブ と し たゲ ノ ム サ ザ ン法

野 生 型 株(972hつ の ゲ ノ ムDNAを 制 限酵 素 匙旦RI(レ ー ン)1、H-t,dIII(レ

ー ン2)で 消 化 し、pM6576を プ ロ ーブ と し てゲ ノ ムサ ザ ン法 を行 っ た。 璽 亟I

II消 化 で 見 られ る5。2kbの バ ン ドが 自身 の もの で あ る が 、 こ れ 以 外 に少 な く と

も3コ ピ ー程 度 の 相 同 配 列が ゲ ノ ム 中 に 存 在 す る と考 え られ る。



素 堕RI消 化 に よ り、15kb,9kb,6kbの バ ン ドが 検 出 され る(図10、 レー

ン1)。 既 に 、第1,II染 色 体 の動 原 体 領 域 の染 色 体 ウ ォ ー キ ング で得 た コ ス ミ

ド クロ ー ンの サ ブ ク ロ ー ン化 に よ り15,9kbの バ ン ドは そ れ ぞ れ 第1、II染 色 体

動 原 体領 域 由来 で あ る こ とが 示 され て お り、6kbの バ ン ドが第III染 色 体 由来 で

あ る と予 想 され て い た 。 コス ミ ドク ロ ーンcos35-3,cos6576Aを 制 限 酵 素EcoR

I,ま たは 魍IIIで 消 化 後 、 第II染 色 体 由 来 のd9配 列(pSS113、 魍IH3.4

kb、 図9)を プ ロ ーブ とし てサ ザ ン法 を行 っ た 。結 果 を 図10に 示 す 。 堕 旦RI消

化 で コ ス ミ ドク ロ ー ンcos35。3(レ 」 ン2),Cos6576A(レ ーン3)と も に6k

bの バ ン ドがハ イブ リダ イ ズ し た 。 ま た 、HindIII消 化 で は2つ の コ ス ミ ドク ロ

ー ン は とも に3 .4kの バ ン ドが ハ イブ リダ イ ズ し た(レ ー ン5、6)。 ま たc

os6576Aで は5.2kbの バ ン ドも弱 くハ イブ リダ イ ズ す る 。

ま た第1染 色 体 由来 のdh配 列 を前 半 部(pSS161、 図9)と 後 半部(pSS162、 図9

)た 分 け てプ ロ ーブ と した 。pSS161で はHindIII消 化 に よ 葛ゲ ノ ム サザ ン法 で2

.6kbの バ ン ドが 非 常 に強 く検 出 さ れ る(図11、 レー ン1、3)。 これ と よ く

一 致 してcos35-3 、cos6576Aと も2.6kbの バ ン ドが ハ イブ リダ イ ズ す る(図11、

レ ー ン2、4)。 また 、pSS162を プ ロ ーブ とす る とHindIII消 化 に よ るゲ ノ

ム サ ザ ン法 で 、2.2kbが 最 も濃 いバ ン ドと、 そ の ほ か に7kb付 近 と5.2kbに バ

ン ドが 検 出 され る(図11、 レー ン6、8)。cos35-3で は7kb(図11、 レ

ー ン7) 、c。s6576Aで は5.2kbのHindIII断 片 が ハ イブ リダ イズ し た"(図11、

レ ー ン9)。

図6下 段 に示 す よ うにcos35・-3に はdg配 列 、dh配 列(前 半 部2.6kb、 後 半部

7kb)が 各1コ ピ ーず っ 同 定 され た 。 また 、cos6576Aを 制 限 酵 素HindIIIで 消

化 して 泳 動 し た時 の 各 バ ン ドの 濃 度 は 、ベ ク タ ー由来 の バ ン ドに比 べ て 、3.4

kb(dg)、2.6kb(dh前 半部)の バ ン ドの方 が エ チ ジュ ウ ム ブ ロマ イ ドに よ り

濃 く染 色 され る く結 果 は示 さな い)。 したが っ てcos6576Aに はdg配 列 、dh配 列

前 半部 は 、 そ れ ぞ れ2～3コ ピ ー、dh配 列 後 半 部(5.2kb)は1コ ピ ー存 在 す

る と考 え られ る 。
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図10・ 第HI染 色 体 のdg配 列

染 色 体 ウ ォ ー キ ン グ で 単 離 し た コ ス ミ ド ク ロ ー ン 上 にdg配 列 を 同 定 し た 。 レ

ー ン1 、4に は 野 生 株 ゲ ノ ムDNA、 レ ー ン2、5に はcos35-3、 レ ー ン3、6に

はcos6576Aを 泳 動 し た 。 レ ー ン1、2、3は 制 限 酵 素EcoRI,レ ー ン4、5、

6は 制 限 酵 素 魍IIIでDNAを 消 化 し た 。 プ ロ ー ブ と し てpSS113(dglIa)の 挿

入 断 片 を 精 製 して 用 い た 。
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図11・ 第III染 色 体 のdh配 列

染 色 体 ウ ォ ー キ ン グ で 単 離 し た コ ス ミ ド ク ロ ー ン上 にdh配 列 を 同 定 し た 。 レ

ー ン1
、3、 ・6、8に は 野 生 株 ゲ ノ ムDNA、 レ ー ン2、7に はcos35-3、 レ ー ン

4、9に はcos6576A、 レ ー ン5、10に はcos165-3を 制 限 酵 素HindIIIで 消 化

し て 泳 動 し た 。 レ ー ン1、2で はpSS161の 挿 入 断 片 を 精 製 し て 、 ま た レ ー ン3、

4、5で は 精 製 し な い で プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。 レ ー ン4、5で コ ス ミ ドベ ク

タ ーの バ ン ドをvで 示 す 。 ま た レ ー ン6、7で はpSS162の 挿 入 断 片 を 精 製 し て 、

ま た レ ー ン8、9、10で は 精 製 し な い で プ ロ ー ブ と し て 用 い た。 レ ー ン9、

10で コ ス ミ ドベ ク タ ー の バ ン ドをvで 示 す 。
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2-3-2加 配列

コ スミ ドクロ ーンcos35-3でdh配 列 より内側 に も反復 配列(加)が 存在す る。

cos35-3の サブ クロ ーンP朋359(Hind1115.2kb、 図6)を プ ローブ としてゲノ

ムサザ ン法をす る と廷匝III消 化で5.2kb,3.4kb,堕 旦RI消 化で15,9,5.4

kbの バ ン ドが検 出される(図12)。cos35-3の 制限酵素 地図か ら廻III5

.2kb,EcoRI15kbが 自身 のバ ン ドであ ることが判6・'。また、岨III3.4

kb,麹RI5.4kbの バ ン ドは第1染 色体動原 体領域由来で あることが判 ってい

る(木 下 典 之 未発表結果)。 堕旦RIgkbの バ ン ドにっ いては、そ の由来は

明か ではな いが 、制限酵素 旦吐1消 化 による第II染 色体動原 体領域 由来 のバ ン ド

に は、加配列 はハ イブ リダ イズ しなか った(結 果 は示 さな い)。 ゲ ノムサザ ン

法 の結果 か ら、tm配 列はゲノ ム全体で2～3コ ピー存在 している と考 え られ る。

最近の結果 では、c。s35-3の 制限酵 素地図 と、ゲ ノムか ら直接作成 した制限酵

素 地図が、一部で;致 して㌢、な いので 《cos35-31電 分裂酵 母のゲノムを正確 に反

映 していない可能性が あ る(村 上 真、未 発表結果)。 したが って、加配列 に

'っ いてゲ ノム上での正確な位置 は不 明で あるが 、第III染 色体動原体領域 に存在

す ることは、後述す る(2-4)。

2-4NotI部 位組込み による動原体領域 の解 析

動原 体をはさんで左右 か ら進 めた染 色体ウォ ーキ ングは完全 な ものではない。

左 か らの染色 体ウォ ーキ ングは反復配列の クラスタ ーの存在 のため、次 のプ ロ

ーブ を調製す ることが で きなか った。 また、右 か らの染色体 ウォーキ ング は、

プ ローブ は調製で きたが 、コロニ ーハ イブ リダ イゼ イシ ョンにより単 離 したコ

ス ミ ドクロ ーンは、プロ ーブ より先の領域 を含んで いなか った。 また、コスミ

ドクロー ンが 大腸 菌内で 再編成 を起 こしたとも考 えられ、大腸菌では クローン

化 不可能な領域の存在が 示唆 され た。染色体 ウォ ーキ ングが で きていない領域

のDNA長 を8塩 基対認識の制限酵素璽LIを 用 いて測定 した。

NotI部 位を1ヶ 所持っ組込み型ペ クタ ーpYc12、 及びpYcloにpNA114-19(図

6)とp朋6517(図7)を それぞれ挿入 した(pYC12-114,pYC10-6517)。 次い
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図12・tm配 列 を プ ロ ーブ と し た ゲ ノ ム サ ザ ン 法

野 生 型 株 の ゲ ノ ムDNAを 制 限 酵 素EcoRI(レ ー ン1)とHindIII(レ ー ン2)

で 消 化 後 、 泳 動 し た。EcoRI15kb、HindIII5.2kbが 自 身 の バ ン ドで あ る
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でHH423をpYC12-114で 、HM422をpYC10-6517で それ ぞれ形質転換 してHH423か ら

Ade',Leu',HM422か らAde",Leu'の 組 込み型形質 転換体 を得 た。朋423由 来の形質

転 換体 には動原 体の右側 に、 またHM422由 来の形 質転換体 には右側 に、それぞれ

ベ クターとともにNotI部 位が組込 まれ ているはずであ る(図13a,b)。 こ

れ ら2種 の形質転換体を交配 しAde',Leu◆ の株(CK60)を 得 た。CK60で は第HI染

色 体動原 体をは さんで両側 にNotI部 位が組込 まれている(図13c)。 図14

にCK60の ゲ ノムDNAを 制限酵 素皿1で 消化後のPFG電 気泳動法 による泳動結果を

示 す 。CK60で は新規 に160kbの バ ン ドが観察で きる。このバ ン ドは組込み に用

い た2種 のベ クター(計10kb)を 含 むのでゲ ノ ム由来のDNAの 長 さは約150kb

で ある。 したが って動原 体左側pM6517と 右側pNA114-19と の物理的距虚 が150k

bで ある。 また染色 体ウォ ーキ ング によって単離 したコスミ ドクローンに含 まれ

て いない領域 が約70kbで ある。

結果 は示 さないが 、この160kbの バ ン ドにば、分裂酵母の動原体特異的な反

復 配列(dg、dh)、 また、本研究で同定 したtm配 列がハ イブ リダイズす る。

2-5遺 伝学 的手法 による動原体部位の同定

分裂酵母twsl変 異株 では第1減 数分裂 は進行す るが 、第II減 数分裂ρ∫起 こらな

い まま二倍体胞子が2個 形成 され る。したが って動原体に強 く連 関 してい る遺

伝 マ ーカーは還元的 に分 離(1+:1つ し、動原体 に連 関 しない遺伝マ ーカ ー

は動原 体 とマ ーカー間での組換 えによ り均等的 に分離(2+:0つ す る(Nak-

asekoeta1.,1984)o

染色 体ウォ ーキ ングによって得たい くっか のDNA断 片をS.cerevisiaeのLeu2遺

伝 子 とともに組込みLeu2遺 伝子の還元的分離 と均等的分離 との比 を求 めるこ と

に よ り、それぞれのDNA断 片の動原体連関度を算 出 した。

動原 体右 側のpNA114-19、 左側pYC10-6517を 用 いて朋369(h㌔ 迦,113,

麺 一210,鎚L1,1哩)を 形質転換 し、それ ぞれか ら得たLeu"組 込み型形質転

換 体をHM448(h-,leul,t鷲s1)と 交 配 し二分子 解析を した。結果 を表4に 示す 。

対照 として用 いた第III染 色 体の動原 体連関マ ーカ ー、塾旦,麺 の動 原体連関
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図13・ 動 原 体 両 側 にNotI部 位 を 組 込 む方 法

pYC10-6517に よ る形 質 転 換 体(Ade-、Leu')で は 動 原 体 左 側 に越1部 位 が

ベ ク タ ー と と も に 組 込 まれ る(図a)。pYC12-114に よ る形 質 転 換 体(Ade"、L

er)で は 動 原 体 右 側 に迦⊥1部 位 が ベ ク タ ー と と も に組 込 まれ る(図b)。2

種 の 形 質 転 換 体 を 交 配 し、Ade→ 、Leu'の 株 を選 択 す れ ば、 動 原 体 両 側 に過1

部 位 が 組 込 ま れ た 株 が 得 られ る(図c)。
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図14・ 趣些1に よ るCK60の 制 限 酵 素 消 化 パ タ ー ン

動 原 体 両 側 にNotI部 位 を 組 込 まれ た株CK60の ゲ ノ ムDNAを 制 限 酵 素 坐圭Ir

消 化 後 、PFG電 気 泳 動 し た。 泳 動 条 件 は、 パ ル ス タ イ ム:25秒 、 電 圧:20

V、 泳 動 時 間:24時 間、 で あ る。 矢 印 でCK60に の み 出 現 す る160kbの バ ン

を示 す 。 レ ー ン1、2にCK60、 レ ー ン3、4に 野 生 型 株 ・ レ ー ン5に ラ ムダI

Aの オ リゴ マ ーを泳 動 し た。
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度 は既存のデ ータ ー(NiwaandNakaseko、 未発 表結果)と 良 い一致 を示 した。

pNA114-19に つ いては動原体 とLeu2遺 伝子間 に2個 の組換 え体が あ り(表4)、

この断片が 動原体か ら右 腕 に約0.7cHに あ ることが判明 した。、 またpYCIO-65

17に つ いては組換 え体が得 られなか った(表4)の で 、この断片が動原体 より

左 に存在す る ことを示す結果 は得 ていないが 、この断片が左腕の鯉"遺 伝子近

傍 か らの連続 した染色体 ウォーキ ング により単 離 されたこ と、 また、粗 込みマ

ッ ピングでは実際 より、組換 え体の 出現頻度が低 いこと(丹 羽 修身博 士、未

発 表結果)か ら、動原体 よ り左 に存 在す ると推定 している。両DNA断 片 は表4に

示 す ように動原体 と強 い連関を示 した。pNA114-19とpYCIO-6517と の物 理的距難

が 約150kb(2-4参 照)で あるこ とを考慮す ると、遣 伝学的に同定 される動

原 体領域は、 出芽酵母 に比べて非常 に巨大であ るこ とが判明 した。また、この

150kbの 領域 は減数分裂 時の組換 えが極度 に抑制 されてい る。pNA114・-19とpYC

10-6517と の間の組換 え頻度 は約1cM=200kbで あり、一通 常領域(1cM=

5kb)と 比べ て約1!40で あ る。

左腕 の染色 体ウォ ーキ ングの始点であ るpSAm23と の物理 的距離(kb)が 判明 し

て いるDNA断 片 の うち、四分子解析 、あ るいは二 分子解析 によ り動原 体か らの遺

伝 的距離(cM)が 判 っているもの は、pYC10-6517、pNA114-19、pS舳3、pSA皿187で

あ る。pSAm187は 染色 体ウォ ーキング によってpSA皿3と の連続性が確定 している

わ けではないが 、後述す る(4章)よ うにpSAm187はCh16(530kb)の 右腕 の末端 、

またpSAm3はCh16の 右腕の 欠失体Ch12(280kb)の 右腕の末端 の極め て近傍 に位 置

す るので 、両者の物理的距離は約250kbで ある。これ ら4っ のDNA断 片 にっいて、

そ れぞれのpS舳23か らの物理 的距離 を横軸 、動原体か らの遺伝的距離 を縦 軸 に

と ってプ ロッ トした(図15)。pYC10-6517とpNA114-19に はさまれ た150kbの

領 域は非常 に強 く動原体 に連関 し、 しかも他の領域 に比べ組換 えが抑制 されて

い ることが視覚化 されて いる。

分裂酵母第II染 色体で も動原体領域では減数分裂時の組 換 えが 抑制 されてい

る領域が約90kbに わたって存在す る(Nakasekoetal・ ・1986・Chikashige

eta1.,投 稿 中)こ とが わか ってい る。
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表4・ 二 分 子 解 析 に よ る動 原 体 連 関 度 の 測 定

第III染 色 体 右 腕 部(pNAI・14-19)、 左 腕 部(pYC10。6517)の 動 原 体連 関 度 をtws1変 異 株 を用

い て測 定 し た 。HM369を そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドで 形 質 転 換 し 、得 られ た形 質 転 換 体 をHH4

48と 交 配 し た 。プ ラ ス ミ ド上 のLeu2遺 伝 子 を マ ー カ ー と して 、各 断 片 の動 原 体連 関 度(c

M)を 二 分 子 解 析 で測 定 した 。 対照 の遺 伝マ ーカ ー と して 、ade6、fロr1を 用 い た 。

FDS:firstdivisionsegregation,SDS:seconddivisionsegregation
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図15・pS舳23か らの 物 理 的 距 離 と動 原 体 か らの 遺 伝 的 距 離

pSAm23か らの 物 理 的距 離 と、 動 原 体 か らの遺 伝 的 距 離 の 判 明 して い る5種 の

DNA断 片 に っ い て、 縦 軸 に遺 伝 的 距 離 、 横 軸 に物 理 的 距 離 を と っ てプ ロ ッ トし た。

pYC10-6517,pNAI14-19に っ い て は、 二 分 子 解 析 、 そ の 他 に つ い て は、 四 分 子 解

析 に よ り動 原 体 か らの 遺 伝 的 距 離 を 決 定 し た。
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3Ch16の 欠失体

Ch16のDNA長 は530kbで 、染色体機 能 に必 須な因子以外のDNAを 含んで いると

考 え られ た。必須機能領域 を同定す る目的でCh16の 左腕 、右腕 の欠失 体を作成

した 。

3-1一 欠 失 体の作成

Ch16の 作成 と同様 に、ガ ンマ線 に より染色体の切断を誘発 した。図16に 作

成 法を示 す 。Ch16の 右腕 にpS舳23(fur1よ り2cM外 側 、表1)を 用 いてLEU2遺 伝

子 を組込 んだ(図16b)。 この株の表現型は、Leu◆,FurS,Ade㌔Ts← であ る。

ガ ンマ線 を照射 後、左腕 の欠失体の 候補 として、Ler,Fur「,Ade◆,Ts'(図1

6c)を 単離 した。fur1と 動原体の間で ミニ染 色体が切 断 され ることにより、

ミニ染色体上 のLeu2遺 伝子 と皿"が 失われる。趣 ユ変異 によるフルオ ロウラシ

ル 耐性形質 は劣性であ るので、第III染 色体上の 虹旦変異 によ り欠失体 を含 む株

は、 フルオ ロウラシル耐性 にな る。

また右腕 の欠失体の候補 として、Leu㌔Fur㍉Ade',Ts-(図16d)の 株 を

単離 した。動 原体 とade6の 間で ミニ染色体が切断 され るこ とによ り、欠失 体を

含 む株では、第III染 色体上の幽 一210の婆 とな るのでkこ の株 はアデニ ン要求

性 の赤 いコロニ ーを形成 す る。

PFG電 気泳動 法 によ りそれぞれの株 に含 まれ る ミニ染色 体のDNA長 を測定 した

(図17)。 右腕の欠失 体で最 も短 い ミニ染 色体はCh12(280kb)、 また左腕の

欠失体 ではChR32(340kb)で あった。 またChR33(390kb)を 含 む部分異 数体にガ

ンマ線 を照射 後、Ade一の株 をChR33の 右 腕欠失 体の候補 として単離 した(図1

6e)。 その 中で最 もDNA長 が短 いもの はCh10で 約120kbで あ った(図17)。

各 欠失体が 単純 に一 ヶ所 の染 色体切 断に よって派生 した と仮定 して図18を 作

成 した。これ による とCh12とChR33と の重 な り部 分は約140kb(図18の 斜線部)

で あり、この領域が染色体機能 に必 須であ ると考 え られ る。.

3-2欠 失体の構造解析
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Ch16の 右 腕 、 左 腕 の 欠 失 体 の 作 成 法

Ch16を 含 む 部分 異 数 体HM348(図a)のCh16上 にpSAm23を 用 い て相 同 組 換 え に

よ りLeu2遺 伝 子 を 組 込 む(図b)。 こ の株 にガ ン マ線 を照 射 し染 色 体 切 断 を起

こ した。Ch16の 左 腕 の 欠 失 体 と して、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル耐 性 、 ア デ ニ ン非 要 求

性 、 高 温 非感 受 性 、 ロ イ シ ン要 求 性 の 株 を(図c)、 右 腕 の 欠失 体 と して、 フ

ル オ ロ ウ ラ シル 感 受 性、 ア デ ニ ン要 求 性 、 高 温 感 受 性 ・ ロ イ シ ン非 要 求 性 の 株

を 単 離 し た(図d)。 ま た、 左 腕 の 欠 失 体 か ら・ さ ら に右 腕 を 欠 失 す る た め・

ChR33(Ch16の 左 腕 の 欠 失 体)を 含 む部 分 異 数 体 にガ ンマ 線 を照 射 し、 フ ル オ ロ

ウ ラ シ ル 耐 性 、 ア デ ニ ン要 求 性、 高 温 感 受 性 ・ ロ イ シ ン要 求 性 の 株 を単 離 した

(図d)。

r:フ ル オPウ ラ シル 耐 性(furl)、s:フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 感 受 性 ・210:ade6

-210 、216:ade6-216、ts':高 温 感 受 性(tmps16)、ts':高 温 非 感 受 性 。
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図17・Ch16左 腕 、.右 腕 の 欠 失 体 のDNA長

欠 失 体 のDNA長 をPFC電 気 泳 動 法 に よ り測 定 した。 各 レ ー ンの 上 部 に ミ ニ 染 色

体 の 名 前 を 記 した。 ま た、 分 子 量 マ ー カ ー と して ラ ム ダDNAの オ リゴ マ ーを 両 側

に泳 動 した。
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3-1で 作成 したミニ染 色体がCh16の 左腕 、あ るいは右腕 を予想 どお り欠失

してい ること、 また、それぞれの欠失体が第III染 色体のどの部分 に相 当す るか、

を検討 した。PFG電 気泳 動法 による各 ミニ染色体 のバ ン ドDNAに 対 して、染 色体

ウ ォーキ ングで得 たい くっかのDNA断 片 をプ ロ ーブ としてサザ ン法を行 った。用

い たプ ロ ーブ の第III染 色体上での位置 を図19に 、 またpEE125,pSS113(dg)に

よ るサザ ン法 の結果 を図20に 示す 。その他の結果 にっ いては表5に まとめ た。

Ch16の 右腕 の欠失 体Ch12はpEE125と はハ イブ リダイズす るがpSA皿3と は しない 。

右腕 の末端 はpEE125とpSAm3と の間 にあ ると考 え られ る(4章 参照)。

ChR32、ChR33、ChR14、ChR36は 全 てCh16の 左 腕を欠失 している と予想 され た。

ChR36を 除 いてpEEI17,pMM165と ハ イブ リダ イズ しないので、確 か にCh16の 左腕

を欠失 してい ると考 えられ る。ChR36はCh16よ り約80kb短 い欠失 体なので、お

そ らく左腺 の末 端はpE911Zよ り外側 にあ ると考 え られる。

また、全 せの ミニ染色体は動原 体領域特異的な反 復配列dg,tmと ハ イブ リダ

イ ズ した。動 原体の機能 領域 とこれ らの反復配列 とは強 く連関 している。ChR3

2は 最 も短 い左腕 の欠失体で あるが、dg配 列のコ ピー数が 他のミニ染色体 に比べ

て 少ない(図20)。Ch16,ChR33,ChR32に 含 まれるdg配 列の コピ ー数 を定量

的 に調べ た。PFG電 気泳動法で それぞれ のミニ染色 体の濃度 の異な るバ ン ドをっ

くり、これに対 してdg配 列をプ ロ ーブ としてサザ ン法 を行 った。図21aにPF

G電 気泳動法の結果 、図21bに サザ ン法 の結果 を示 す。これによる とdg配 列の

コ ピ ー数 は、お よそCh16:ChR33:ChR32=5:3:1で ある と考 え られ る。第III染 色

体 動原体領域 にはdg,dh配 列の クラ スターが存在す る(考 察参照)が 、ChR33、

ChR32は その一部 を欠いて いると思 われ る。ChR32は 他の ミニ染色 体 に比べて有

糸分裂 、減数分裂 にお ける安定性が低 い(Niwaetal.,投 稿中)。 したが って

動原 体 としての機 能領域 の一部 を欠失 しているのかも しれない 。

ChR33の 右腕 を欠失 したミニ染 色体Ch10は 、これ まで に得 られ たミニ染 色体の

うちで最 も短 いものであ る。pHM165,pNA114-35は ともに染 色体ウォ ーキ ングに

よ りクローン化 で きたDNA断 片の うちで 最 も動原体 に近 い単 一コピーDNA断 片で

あ るが 、どち らともハイブ リダイズ しなか った。
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図19・ ミ ニ染 色 体 の 構 造解 析 に 用 い たDNA断 片 の 位 置

表5・ ハ イブ リダ イゼ イ シ ョ ンの 結 果

ミニ 染 色 体 のPFG電 気泳 動 法 に よ るバ ン ドに対 し て、 サ ザ ン法 を 行 っ た 際 に用

い たプ ロ ーブ の 位 置 を図19に 、 結 果 を表5に ま とめ た。 図19上 部 の 数 字 は

各DNA断 片 間 の距 離(kb)を 表 す。 また、 斜 線 部 は 動 原 体 特 異 的 な 反 復 配 列 が 存

在 す る 領域 を 示 す。 点 線 で示 した領 域 は染 色体 ウ ォ ー キ ング が で きて い な い 部

分 。

表5の 記 号;○:ハ イブ リダ イ ズ し た、 △:ハ イ ブ リダ イズ したが 他 の ミニ 染

色 体 に 比 べ 極 め て 弱 い 、 ×:ハ イブ リダ イ ズ しな か っ た。
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図21・Ch16、ChR33、ChR32上 のdg配 列 の コ ピ ー数

Ch16、ChR33、ChR32のDNAを 濃 度 を 変 え て 泳 動 し た(図a)。 ナ イ ロ ン メ ン ブ

レ ン に プ ロ ッ トし た の ち 、dg配 列(pSS113、 図9参 照)を プ ロ ー ブ と し て サ ザ

ン 法 を 行 っ た 。 図bに 示 す よ う にChR33、ChR32で はCh16に 比 べ 、dg配 列 の コ ピ

ー 数 が 低 い 。
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3-3動 原 体領域を欠 失 したミニ染色体

2-4,5で 述べ たように遺伝的手法 によ り同定 した第III染 色体(ミ ニ染色

体)の 動原 体 は約150kbに 及ぷ巨大な領域で あった。この領域 をミニ染色体Ch

16か ら取 り除 き、その挙動 を観察す るこ とによ り、150kbの 領域が動 原体であ

る ことを機 能的 に確認 した。

ガ ンマ線照 射 によりミニ染色 体を欠失 する方 法では、目的の領域 のみを選択

的 に取 り除 くこ とは困難で ある。また、動原体 を失 ったミニ染色体 は有糸分裂

で不 安定 であ ることが予想 され るので、動原 体を失 ったミニ染 色体 を維 持する

た めの遺伝マ ーカ ーが必要 である。そこで、出芽酵母 、分裂酵母で用 い られて

い る遺 伝子破 壊の方法(R。thstein,1983)を とった。通常、 この方法 ではクロ

ー ン化 した遺 伝子 を相同組 換えによ りマ ーカ ー遺 伝子 と置 き換 える。図22に

方 法 を示す 。染 色体ウォーキ ングで クローン化 した第III染 色 体右腕部 のDNA断

片pNAll4-19と 左腕部のDNA断 片pYC10-6517をLeu2遺 伝子 を介 して隣接 す るよ う

に してクロー ン化 した(図22a,pEX1)。pEX1を 制限酵素HindIIIで 消化する

とベ クタ ーと挿入断片(6517:Leu2:114-19)と が分離で きる。この挿入断片を

用 いて ミニ染色 体Ch16を 含 む部分異数体(HH435)を 形質転 換す ると、Ch16上 の

右腕 部114-19と 左腕部6517の2ヶ 所 で相同組換 えが起 こり(図22b)、Leu'

の形質転換体が 得 られ る。この形質転換体で は、右腕部114-19と 左 腕部6517に

挟 まれ た領域 、約150kbがLeu2遺 伝子 に置 換されているので、DNA長 が約400k

b(Ch16のDNA長 は530kb)に な るはずである(図22c)。 実際にLeu"の 形質

転換 体i2株 をロイシン非存在の培地 で培養 し、ミニ染色 体のDNA長 をPFG電 気

泳 動法 により調べ た。図23に 示 す ように、3株 の形質 転換体で、ほぼ予想通

りにDNA長 が短 くな ってい た。この3株 が含む ミニ染色体 それ ぞれ をAC4,AC9,

AC17と 命名 した。他の形質転換 体で は予想 され るバ ン ドが 出現 しないで、Ch1

6由 来 と思 われ るバ ン ドが 出現 した 。置換に用 い たLeu2遺 伝子 をプ ローブ として、

これ らのバ ン ドに対 してサザ ン法 を行 うと、これ らのバ ン ドはハ イブ リダイズ

しなか ったので(結 果は示 さない)、 置換 による形質転換が起 こったの ではな

い と考 え られ る。
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図22・ 動 原 体 の な い ミ ニ 染 色 体 の 作 成 法

pYC10-6517とpYC12-114は2-4、2-5で 述 べ た よ う に 、 第III染 色 体 動 原

体 を 挟 ん で 約150kb離 れ たDNA断 片 で あ る 。 こ の2種 の 断 片 をLeu2遺 伝 子 を 挟 ん

で 隣 接 す る よ う に ク ロ ー ン 化 し た(図a)。 こ の プ ラ ス ミ ド(pEX1)を 制 限 酵

素HindIHで 消 化 す る と、 ベ ク タ ー と挿 入 断 片(約7kb)と が 分 離 で き る 。 こ

の 挿 入 断 片 を 用 い て 、Ch16を 含 む 部 分 異 数 体 を 形 質 転 換 す る と、Ch16上 のpYC1

0-6517とpYC12-114の2ヶ 所 で 相 同 組 換 え が 起 こ り(図b)、150kbの ゲ ノ ム が

Leu2遺 伝 子 に 置 換 さ れ る(図c)。 そ の 結 果 、Leu← の 形 質 転 換 体 で は 動 原 体 を

失 っ た 約400kbの ミ ニ 染 色 体 が で き る 。

▼:HindIII部 位 、 ■:Leu2遺 伝 子 、704:ade6-704、216:ade6-216
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図23・Leu'形 質 転 換 体 に含 まれ る ミニ 染 色 体

pEX1の 挿 入 断 片 に よ っ て 得 られ た ロ イ シ ン非 要 求 性 形 質 転 換 体12株 を 選 択

培 地 で 培 養 後 、PFG電 気 泳 動 法 に よ りミ ニ 染 色 体 のDNA長 を測 定 し た。 レ ー ン上

部 に● を つ け た形 質 転 換 体 で は、 ミニ 染 色 体 のDNA長 が 約390kbに な っ て い た。

分 子 量 の マ ー カ ー と して、ChR33(390kb)、Ch16(530kb)を 泳 動 し た。



AC4,AC9,AC17で は、置換に用 い たLeu2遺 伝子が確か にに存在す るこ とをPF

G電 気 泳動法 による ミニ染 色体のバ ン ドDNAに 対 す るサザ ン法 によ り確 認 した。

また、動原 体領域の反復 配列(dg、dh)は 全 く存 在 しないはずであ るので、 これ

を確 認す る実験 を進めて いる。

次 に、有 糸分裂での安定佳 を検討 した。動原 体機能を失 っていれば非選択培

地 では非常 に高頻度で脱落す るはず である。ロイシ ン非存在 の選択培 地で形成

した単 一コロニ ーを非選択液 体培地(YPD)で5～6世 代培養 し、ミニ染色体の

脱 落の頻度を湖定 した。初期の単一 コロニ ー中には約10～20Zの 細胞が ミ

ニ染 色体を含 んでいたが 、5～6世 代の非選択 的培養後 では、1Z以 下の細胞

に しか ミニ染 色体 は含 まれて いなか った。脱落の頻度 は1回 の分裂 当 り1/5以 上

で あ る。Ch16の 有糸分裂 における脱落 の頻度 は1回 の分裂 あた りlxlO"4で ある

(N加aeta1.,.1986)の で、約2000倍 、不安定化 した。.これ ら動 原体 を失 ったミ

ニ染 色体 の不安 定性 をコロニーの色で視覚化 して示 した。形質転 換に用いた株

は 第III染 色体上 に幽 一704、Ch16上 にi唖 一216を もっので コロニ ーの色は ピン

クであ る。高頻度 にミニ染色体が脱 落す る(ミ ニ染色体 を含 まな い半数 体にな

る)と 麺 一704の み とな るの でコロニ ーは濃い赤 色にな る。図24に 示すよ う

に形質 転換前 ではCh16が 安定 であるのでコロニ ーはビ ンクであ るが 、形 質転換

後(AC9,AC17)で は濃 い赤色 にな る。



●Control(Ch16)

図24・ ミ ニ 染 色 体 の 不 安 定 性 を 示 す コ ロ ニ ー

AC17、AC9、AC4を 含 む 部 分 異 数 体 で は 、 第III染 色 体 上 にade6-704、 ミ ニ 染 色

体 上 にade6-216が 存 在 す る(図22b,c)。ade6-704,216が 共 存 す る と、 コ

ロ ニ ー は ピ ン ク に な るが 、 ミ ニ 染 色 体 が 不 安 定 で 脱 落 す る と、ade6-704の み が

存 在 す る こ と に な る の で コ ロ ニ ー の 色 は 濃 い 赤 色 に な る 。 図 で はAC17を 含 む 部

分 異 数 体 と、 コ ン トロ ー ル と し てCh16を 含 む 部 分 異 数 体(HM435)を 非 選 択 培 地

(YPD)に ス ト リ ー ク し た 。AC17は 非 常 に 高 頻 度 に 脱 落 す る の で コ ロ ニ ー の 色 は

濃 い 赤 色 に な る 。
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4ミ ニ染色体 の末端構造の解析

各 ミニ染 色体の末端が 第III染 色体上の どこに相 当す るか を詳細 に決定す るこ

とは、染色体 の概能領域 を知 る上 で重要な情報 を与 える。さ らにガ ンマ線照射

に よるDNA切 断部 位が 、いかな る修復 を受 けて安 定な ミニ染色体が生成 したかを

知 る こともで きる。この二点をふ まえて、い くっかの ミニ染色体の末端部分 を

解 析 した。

4-1ミ ニ 染 色 体上 の テ ロ メ ア配 列 の同 定

クロ ー ン化 され た分 裂 酵 母 の テ ロ メア 配列(SugawaraandSzostak,1986)

を プ ロ ーブ と して 、 ミニ 染 色体 上 の テ ロ メ ア配 列 の有 無 を調 べ た 。PFG電 気 泳 動

法 に よ るCh12、Ch16の バ ン ドDNAに 対 して 、furl近 傍 の単 一 コ ピ ーDNA断 片pEE1

17(図7)、 ク ロ ーン化 され た麺 →遺 伝 子 、 テ ロ メア 配列pSPT16を 用 いて サザ

ン法 を行 っ た 。 それ ぞれ の結 果 を図25a,b,cに 示 す 。…嘔 や遺 伝 子 はCh1

6に は 存在 す るが 、右 腕 の 欠失 体 で あ るCh12に は 存 在 しな い 。 ま たpEE117はChl

6,Ch12と も に存 在 す る 。 テ ロメ ア 配 列 もCh16,Ch12と も にハ イブ リダ イ ズ し、

ミ ニ染 色 体上 にテ ロ メ ア 配 列が 存 在 す る こ とを 示 し た。

次 い で 、 ゲ ノ ムサ ザ ン法 に よ り詳 細 を解析 し た 。野 生型 半 数 体 、Ch16を 含 む

部 分異 数 体(HH348)、Ch12を 含 む 部 分 異 数 体(HH361)の ゲ ノ ムDNAを 制 限 酵 素 堕

R工で 消 化 後 、 テ ロメ ア 配 列pSPT16を プ ロ ーブ と してサ ザ ン法 を行 っ た 。図26

に 示 す よ う に 、野 生 型 半 数 体(レ ー ン1)で は約0.9kbに ひ ろが ったバ ン ドが

現 れ るがtこ のバ ン ドに加 え て 、HH348(レ ー ン2)で は4.4kbと2.3kb、HM3

61(レ ー ン3)で は4.8kbと2泊kbの バ ン ドが 現 れ る 。Ch12がCh16の 右腕 の 欠

失 体 で あ る こ とを考 慮 す る と、Ch16、Ch12に 共 通 な2・3kbの バ ン ドがCh16,Ch

12の 左腕 の 末 端 、Ch16の4.4kb、Ch12の4.8kbの バ ン ドが それ ぞ れ の 右 腕 の 末

端 で あ る と予 想 で き る 。

4-2Ch12右 腕末端 付近 に対応す るコスミ ドクロ ーン

Ch12の 右腕 末端 の第III染 色体ゲノム上での位 置を決定す るため 、その領域を

49



OO

。喫oに梱挺ハ》争レ⊃勾ト

ーロト梱O自山の山鼠盧トスロ

塩慧粒o区.串嘔藁』o幅楚粒コ図.トコ国国α楚'P邸国.P⊃亥り建=Oヱλくe虞

粕冥Ψ。喫⊃喬v寂O%U噂蛭鼠愛嫉腰Oま梱く言e量無鎌Φ鴇ね如脚〇二〇,N=O

挺ハ》参ゆ駆較起琵自忽ハくeリコO.N=O・ゆcq図

…潮」」。

罷ご隷盤 。冥
三蕊

[〉

O

、,-・ー,ー

スサひピロげ

嘉簸霧騨　 ソ"
葱嬉懇　〆,き、年藁

.で

∴.卜"

'.



∵
覇

鰯

捌樗
蟻

-

㍗
e
障
嚇

磯

嫁

・

リ

レ
レ

レ

レ

'
8
4

3

。
8

4
4

2

0

調
ゼ

びま

ギ嚢
`
蓋
懸

456789

「口

8

一

醐
,鱒
鱒
細
勧

甥
顔

『
鱒
望
鰯
鰐
鰻

一

輔
鱒
凶
樋
婦

闘
一

口"楠

鱒

コ
8
5
4

脚
く
《

ー
終

欝

,釜～9舟

1凝 聯1・
'・
.t6

図26・ 野 生 型 半 数 体 、Ch16を 合 む 部 分 異 数 体 、Ch12を 含 む 部 分 異 数 体 の ゲ

ノ ム サ ザ ン 法

野 生 型 半 数 体(レ ー ン1、4、7)、Ch16を 合 む 部 分 異 数 体(レ ー ン2、5、

8)、Ch12を 含 む 部 分 異 数 体(レ ー ン3、6、9)か ら ゲ ノ ムDNAを 回 収 し、 制

限 酵 素EcoRIで 消 化 後 、 ゲ ノ ム サ ザ ン法 を 行 っ た 。 レ ー ン1、2、3で は テ ロ

メ ア 配 列pSPT16、 レ ー ン4、5、6で は コ ス ミ ド ク ロ ー ンcosm3、 レ ー ン7、8、

9で はpEE105を 、 そ れ ぞ れ ブ ロ ー ブ と し て 用 い た。 図 で 小 ざ い 矢 印 で 示 す バ ン

ド は テ ロ メ ア 配 列pSPT16を プ ロ ー ブ と す る と、 希 に 出 現 す る が 、 再 現 性 は 乏 し

く 、 染 色 体 の 末 端 由 来 の バ ン ドで は な い と 考 え て い る 。
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含 む コス ミ ドクロ ーンの単離 を試 み た。野 生型半数体(ミ ニ染色体 を含 んで い

な い)ゲ ノムDNAコ スミ ドライブラ リー由来の コス ミ ドクローンをプ ロ ーブ とし

て 、野生型半数体のゲ ノムDNAに 対 してサザ ン法 を行 うと、 コスミ ドクロ ーンの

制 限酵 素地図 と一致 したバ ン ドが現 れ る(図27)。 もし、 この コスミ ドクロ

ーンが ミニ染 色体の末端 の領域 を含 んでいれば
、 ミニ染色 体を合 む部 分異数体

の ゲノムDlAに 対す るサザ ン法で、コ スミ ドクロ ーンの制限酵素地 図 と一致 しな

いバ ン ドが 出現 するはず である(図27)。

Ch12が …麟"遺 伝子を含 まないこ と(図25) 、 また、pEE125とCh12バ ン ドD

NAと がハ イブ リダイズす る(3-2参 照)こ とか ら右腕の末端 はade6"遺 伝子 と

pE寧125と の間 にあると考 えられた 。そこで第III染 色体右腕部 の染色体 ウォ ーキ

ングで単離 したい くっか のコスミ ドクロ ーンをプ ロ ーブ と して、ゲ ノムサザ ン

法 をお こな った。その結 果 、cos皿3(2-1参 照)を プ ローブ と したと きに、野

生 型半数 体にはないバ ン ド(堕 ≧RI4;8kb)がCh12を 含 む部 分異数体(HM361)に

のみ 出現 した(図26、 レーン6)。 その他のバ ン ドはコス ミ ドクロ ーンCosm

3の 制限酵素地図か ら予想 され るバ ン ドと一致 していた。4.8kbの バ ン ドはテロ

メ ア配列 をプ ロ ーブ と した ときにも出現す る(図26、 レーン3)こ とか らCh

12右 腕の末端 であ ることを強 く示唆 す る。

また4.8kb以 外のバ ン ドはcos匝3の 制限酵素地 図 と一致 していたので、 この領

域 には、ゲ ノムの組換 え、転移 は起 こっていな いと考 えられ る層。'

4-3コ ス ミ ドクロ ー ンcos瓦3の サ ブ クロ ー ン化

コ ス ミ ドク ロ ー ンcos皿3を サ ブ ク ロ ー ン化 し た結 果 、pEE105(図28、EcoRI

5.1kb)を プ ロ ーブ と した と きに 、Ch12を 含 む 部分 異 数 体 で5.1kbの バ ン ドに

加 え て4.8kbの バ ン ドが 現 れ た(図26、 レー ン9)。 したが ってpEE105が 覆

うゲ ノ ム上 にCh12の 右 腕 末 端 が 存 在 す る と考 え られ る 。

また 、 コ ス ミ ドクロ ー ンcosm3か らpEE105に 隣 接 す るDNA断 片pEE128(図28、

EcoRI2.5kb)とpEE106(図28、EcoRI6.2kb)を サ ブ ク ロ ー ン化 し た 。前

者 がpEE105に 対 して動 原 体 側 、 後者 が 過 や遺 伝 子 側 で あ る(図28)。 それ ぞ
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図27・ ミ 三 藥 色 体末 端 部 分 の 罵析 方 法

ミニ 染 色 体 を含 む部 分 異 数 体 の ゲ ノ ムDNAI:対 し て、 テ ロ メ ア 配 列 を ブ ロ ーブ

と して サ ザ ン法 を 行 うと、 野 生 型 半 数体 に比 べ2本 の バ ン ドが 付加 的 に 出 現 す

る。 図b、 レ ー ンユ、2で は こ れ を 模 式 的 に表 し た。 レー ン1で は 野 生 型 半数

体 の6っ の テ ロ メ ア 由 来 の バ ン ドが 広が っ たバ ン ドと して 同 定 され る。 レー ン

2で は ミニ 染 色 体の2っ の テロ メ ア配 列 由 来 の バ ン ドが2本(▼ と ▽で 示 した)

付 加 的 に同 定 で きる。 ミニ 染 色 体 の 末 端 部 分 を覆 うコ ス ミ ドク ロ ー ン(図a).

を プ ロ ーブ と して用 い れば 、 野 生 型 半数 体(レ ー ン3)で は 、 コ ス ミ ドクロ ー

ンの 制 限 酵 素 地 図 と一致 したバ ン ドの みが 出現 す るが 、 ミニ 染 色 体 を 含 む 部 分

異 数 体(レ ー ン4)で は1本 の 付加 的 な バ ン ド(▼ で 示 し た)が 出 現 す る。 こ

のバ ン ドは レ ー ン2で 同 定 した バ ン ドの う ちの1本(▼ で 示 し た)と 同 一で あ

る。 また、 コ ス ミ ドク ロ ー ンを サ ブ ク ロ ー ン化 し て ミ ニ染 色 体 の末 端 を 覆 うDH

A断 片(図a)を ブ ロ ーブ と して用 い る と野生 型 半 数 体(レ ー ン5)で は プ ロ ー

プ と同 一 のDNA長 の バ ン ドの みが 、 ミ ニ 染 色 体 を 含 む 部 分 異 数 体(レ ー ン6)で

'は
、 プ ロ ーブ と同 一のDNA長 の バ ン ドに 加 え て、 レ ーン2、4で ▼ で示 した バ ン

ドが 出 現 す る。 こ の方 法 でCh12、Ch16の 末 端 を 解 析 し た。
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れ のDNA断 片 を プ ロ ーブ と してCh16、Ch12の バ ン ドDNAに 対 してサ ザ ン法 を行 う

と、pEE128はCh16、Ch12と も にハ イブ リダ イズ す るが 、pEE106はCh12に はハ イ

ブ リダ イ ズ しな か っ た(図29)。 この 結 果 はpEE105がCh12の 右 腕 末 端 を覆 っ

て い る とい う 予想 を強 く支持 す る 。

4-4エ クソヌク レア ーゼBAL31に よる染色体末端 の消化

ゲノ ムDNAを エ クソヌク レア ーゼBAL31で 消化す ると、染 色体の末端部分のDN

Aの みが 消化 され る。これを利用 してCh12の 末端 をさらに解析 した。Ch12を 含む

部 分異数体か ら回収 したゲ ノムDNAを エ クソヌク レア ーゼBAL31で 消化 し、経時

的 に反応 を停止す る。次 いで、それ ぞれのDNAを 制限酵素EcoRIとHindIIIで 消

化 後、ゲ ノムサザ ン法 を行 った。プ ローブ としてpEE1052(pEE105の サブ クロー

ンでEcoRlrHindIII3.3kb、 図28)を 用 いた。反応時聞0分 で は3.3kbと3

.Okbの バ ン ドが見 られ るが、エ クソヌ ク レア ーゼBAL31の 消1化時間の増 加に伴っ

て 、3.Okbの バ ン ドは短 くなった(図30a)。 したが ってエ クソヌ ク レア ー

ゼBAL31感 受性 の3.Okbの バ ン ドがCh12の 右腕末端 由来 であ ると結論 で きる。3

.3kbの バ ン ドはエ クソヌ ク レア ーゼBAL31耐 性 なので第IH染 色体由来 で ある。

次 に、プ ロ ーブ をテロメア配列 に して同様の実験を行 った。3.Okbの バ ン ド

はエ クソヌ ク レア ーゼBAL31でS秀 間消化す るまではテ ロメ ア配列 とハ イブ リダ

ィ ズす るが 、16分 間の消化では もはやハ イブ リダ イズ しな い(図30b)。

エ クソヌ ク レア ーゼBAL318分 間消化で約200bp、16分 間消 化で400bpのDNA

が 末端か ら削 られているので 、お よそ300bpの テロメ'ア配 列がCh12の 末端 に付

加 されて いると考 えられ る。通常染色体の末端 部分(図30b)も エ クソヌク

レァ ーゼBAL31で16分 間消 化す るとテロメア配列 とはハ イブ リダ イズ しな くな

るので 、Ch12の 末端 と同様 に約300bpの テ ロメア配列が存在す ると考 え られる。

4-5Ch16右 腕末端 の同定

Ch12の 右腕 末端 の同定 とほぼ同 じ方法で、Ch16右 腕末端 も同定 した。Ch16の

右腕 末端 は遺 伝解析 によ りtps14とtps16と の間 にある(図2参 照)と 予想 され

55



OO

国畠'(邸圏)。oN一国国α

。喫oに梱更ハ》夢P⊃幻トーロト榊(ρ圏)8畠

'ド⊃哀u建舌ヱハくeり二〇,N二〇ゆ%uめ斑喬蔚戚鯉o臣

垣ハ》争ゆ極較り建言忽ハくeり一舌,N二〇.①N図

』

呈o畢

呈o畢ー

'

雪

重̀7鐘母己8▼ム号弾ー△唇雪

璽

}



〉
レ
>

3

(
首

3

3
2

0816243240506070809000816(min)

囎 戸.・

鰹
、・講

講i

曇

.

.
騨

峰
F'
〆

a b

図30・ エ ク ソ ヌ ク レア ーゼBAL31に よ る染 色 体 末 端 の 消 化

Ch12を 含 む 部 分 異 数 体 の ゲ ノ ムDNAを エ ク ソ ヌ ク レァ ーゼBAL31で 消 化 後 、 制

　購 素堕RIと 塑1エ1で 二 重 消 化 し、pEE1052(図a)・ テ ・ メ ア 配 列pSPT

16(図b)で サザ ン法 を 行 っ た。 レ ー ン'上部 の 数 字 はエ ク ソ ヌ ク レア ーゼBAL3

1に よ る消 化 時 間 を 示 す 。
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た 。 そ こでch16DNA由 来 のHindIII断 片 の うちで 最 もch16右 腕 末 端 の近 傍 にマ ッ

プ され たpSAm187(表1、 図5)を 用 い て コ ス ミ ドラ イブ ラ リ ーを ス ク リーニ ン

グ し た 。単離 した コス ミ ドク ロ ー ンの うち の1っcos187-7を プ ロ ーブ と してゲ

ノ ム サザ ン法 を 行 う と、Ch16を 含 む 部分 異 数体 にの みEcoRI4 .4kbの バ ン ドが

付 加 的 に現 れ た(図31、 レー ン5)。 この バ ン ドは テ ロメ ア 配 列 を プ ロ ーブ

と した と きに も 現 れ る(図31、 レ ーン2)の でCh16右 腕 末 端 由来 で あ る と考

え られ る 。コ ス ミ ドク ロ ー ンc。s187-7を サ ブ ク ロ ー ン化 し た結 果 、pDP1(EcoR

工一旦亟III2.2kb,図32)を プ ロ ーブ に用 い る と、Ch16を 含 む部 分 異 数 体 で

2・2kbの バ ン ドに加 えて2.4kbの バ ン ドが 現 れ た(図31、 レー ン8)。 お そ

ら く、pDP1の 魍III部 位 か ら右 側2.1kbで 染 色 体が 切 断 され 、 そ こ に300bp

の テ ロ メ ア配 列 が 付加 され たの だ ろ う(図32)。

4-6そ の 他 の ミニ染 色 体 の末 端

Ch16、Ch12の 右腕 末端 部分 の 解 析 の結 果 、ガ ンマ線 照 射 に よ っ て切 断 され た

部 位 に テ ロメ ア配 列 が新 規 に合成 付 加 され て ミニ 染色 体が 生 成 した こ とが 判明

し た 。そ こで 他 の ミ ニ染 色 体 の末 端 に も テ ロ メ ア配 列 が 存 在 す る こ と を確 認 し

た 。

ChR14,ChR36,ChR27,ChR33,ChR32を それ ぞ れ 含 む部 分 異 数 体 か らゲ ノ ムDNAを

回 収 し、制 限 酵 素 塵旦RIで 消 化 後 、 テ ロ メ ア配 列 をプ ロ ーブ と して サ ザ ン法 を

行 っ た 。図33に 示 す よ うにChR14で は4.4kbと6.5kb(レ ー ン4)、ChR27で

は4.4kbと2.okb(レ ー ン5)、chR36で は4.4kbと6.Okb(レ ーン6)の バ ン

ドが 、野 生 型 半 数 体(レ ー ン1)に 比 べ て付 加 的 に現 れ る 。 この3っ の ミニ 染

色 体 はCh16の 左 腕 の 欠 失 体 で あ る こ と、 ま たCh16の 右腕 はEcoRI消 化 で4.4kb

の バ ン ドと して同 定 され て い る こ とか ら、 それ ぞ れ の ミニ 染 色 体 に共 通 に見 ら

れ る4.4kbの バ ン ドが 右 腕 の末 端 、 そ して 、ChR14の6.5kb、ChR27の2.Okb、

ChR36の6.Okbの バ ン ドが それ ぞ れ の 左 腕 末 端 由来 で あ る・と考 え られ る 。ChR33、

ChR32に つ い て は 野生 型 半 数 体 と比 べ てEcoRI消 化 で1本 の バ ン ド(4.4kb)の み

が 付加 的 に出 現 した(図33、 レー ン7、8)。 したが って 、 この1本 の バ ン
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図31・ 野 生 型 半 数 体 、Ch16を 含 む 部 分 異 数 体 、Ch12を 含 む 部 分 異 数 体 の ゲ

ノ ム サ ザ ン法

野 生 型 半 数 体(レ ー ン1、4、7)、Ch16を 含 む 部 分 異 数 体(レ ー ン2、5、

8)、Ch12を 含 む 部 分 異 数 体(レ ー ン3、6、9)か ら ゲ ノ ムDNAを 回 収 し、 制

限 酵 素 堕RI(レ ー ン1～6)、EcoRIとHindIII(レ ー ン7～9)で 消 化 後 、

ゲ ノ ム サ ザ ン 法 を 行 っ た 。 レ ー ン1、2、3で は テ ロ メ ア 配 列pSPT16、 レ ー ン

4、5、6で は コ ス ミ ド ク ロ ー ンcosm187-7、 レ ー ン7、8、9で はpDP1を 、 そ

れ ぞ れ プ ロ ー ブ と し て 用 い た。
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図32・cos皿187-7、Ch16末 端 付 近 の 制 限 酵 素 地 図

上 段 に 第III染 色 体 、Ch16、 コ ス ミ ド ク ロ ー ンcosm187-7のEcoR工 に よ る 制

限 酵 素 地 図 を 示 す 。 下 段 に は 第 工II染 色 体 、Ch16の 末 端 付 近 の 制 限 酵 素 迦RIと

HindIIIに よ る 制 限 酵 素 地 図 を 示 す 。Ch16の 末 端 は 、pDP1のHindIII部 位 か ら

約2.1kb右 側 ・(図 中 に カ ミ ナ リ 矢 印 で 示 す)に ガ ン マ 線 に よ る 切 断 が 起 こ り、

テ ロ メ ア 配 列 が 約300bp付 加 さ れ た と 考 え ら れ る 。

▽:HindIII部 位 、1:EcoRI部 位
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図33・ ゲ ノ ム サ ザ ン 法 に よ る ミ ニ 染 色 体 の テ ロ メ ア の 同 定

野 生 型 半 数 体 ・ ミ ニ 染 負 体 を 含 む 部 分 異 数 体 の ゲ ノ ムDNAに 対 し て テ ロ メ ア 配

列pSPT16を 用 い て ゲ ノ ム サ ザ ン 法 を 行 っ た 。 レ ー'iン1:野 生 型 半 数 体 ・ レ ー ン

2～8:そ れ ぞ れCh12、Ch16、ChR14、ChR27、ChR36、ChR33、ChR32を 含 む 部

分 異 数 体 。 レ ー ン3の ▽ で 示 す バ ン ドはCh16の 左 腕 、 レ ー ン4～6の ▼ で 示 す

バ ン ドはChR14、ChR27、ChR36の 左 腕 の 末 端 由 来 だ と 考 え ら れ る 。
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ドが実 は左右 の末端か ら由来 する2本 のバ ン ドで あるのか、 あるいは他の1本

のバ ン ドは堕RI消 化で極め て短 い断片 とな って同定で きないのか は不 明であ

る。

ChR33の 染色 体長 を考慮す ると、その左朧末端は皇旦 か ら動原 体側への 染色体ウ

ォ ーキ ングで クローン化 で きた領域 の最 も内側 にある と予想 され た。そこでコ

ス ミ ドクロ ーンcos6576Aを プ ロ ーブ と してゲ ノムサザ ン法 を行 った 。ChR33を 含

む 部分異数体で テロメア配列 とハ イブ リダ イズ するEcoRI4.4kbの バ ン ド(図

34、 レーン4)は コス ミ ドクロー ンcos657εAを プ ロープ と したときにも出現

した(図34、 レーン8)。 対照 に用い たCh16、 あ るいはChR14を 含む部分異数

体 では このバ ン ドは出現 しな い。このバ ン ドはCbR33の 末端 由来 である可 能性が

あ るが 、コス ミ ドクロ。ンcos6576Aは 多 くの反 復配列 を合 むこ と、 またChR33で

は左右 それぞ れの末端が整合性の ある結果 として同定 され ていないので断定的

で はないが 、最近の結果 では、ごbs6576Aに 存在す る反復配列dgを プ ロ ーブ とし

て も同様の結果 を得ている(丹 羽 修身博士 、未発表結果)。
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図34・ChR33の 末 端 部 位 の 解 析

野 生 型 半 数 体(レ ー ン1、5)、Ch16を 合 む 部 分 異 数 体(レ ー ン2、6)、

ChR14を 含 む 部 分 異 数 体(レ ー ン3、7)、ChR33を 含 む 部 分 異 数 体(レ ー ン4、

8)の ゲ ノ ムDIAを 制 限 酵 素EcoRIで 消 化 後 、cos6576A(レ ー ン1～4)、 テ ロ

メ ア 配 列pSPT16(レ ー ン5～8)を ブ ロ ー ブ と し て ゲ ノ ム サ ザ ン法 を 行 っ た 。

▼ で 示 す4.4kbの バ ン ドは 、 い ず れ の プ ロLブ を 用 い て もChR33を 含 む 部 分 異 数

体 に 出 現 す る 。
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考察

欠失 法 に よ り作 成 し た第III染 色 体由 来 の ミニ染 色 体Ch16は 、 有 糸分 裂、 減 数

分裂 にお い て安 定 に複 製 、分 配 さ れ た。 この ミニ染 色体 の機 能 に必 須 な領 域 、

特 に動原 体 とテ ロ メア に注 目 して 解析 を行 っ た 。

1モ デル ミニ染 色 体Ch16と 、 そ の欠 失 体

PFG電 気泳 動法 によ る測定 の結果 、qh16は530kbのDNAで あ っ た。第III染 色 体

のDNA長 が 約3500kbで ある(Smitheta1.,1987)の で、 そ の約85Zを 欠 失 して

いた。Ch16上 の 遺 伝マ ーカ ーは第III染 色 体 動原 体左 側 のfur1、 右 側 のade6、t

匹 坦の みで あ っ た。 したが って動 原 体領 域 を残 して第III染 色 体の左 右 両腕 が 欠

失 してCh16が 生 成 した と考 え られ る。PFG電 気泳 動 法 に よるCh16の バ ン ドか らD

Mを 回収 して、一クロ ー ン化 した。組込 み マ ッ ピン グ の結 果 、Ch16由 来 のDNA断 片

は第III染 色 体動 原 体 に連関 した領 域 に位 置 す る こ とが 判 っ た。Ch16を 構 成す る

DNAの ほ とん どは、 第III染 色 体動 原 体近 傍 に 由来 す る と考 え られ る。

有 糸分 裂 にお け るCh16の 欠 落 の頻度 は、1回 の 分裂 当 り1x10-4で あ る。 これ

は 、分 裂酵 母の 倍 数 体が 半数 体 に転 換す る頻 度 にほぼ等 しい 。 また、 半 数体 と

の 交 配 で、Ch16は2v;2一 に還 元 的 に分離 す る(Niwaeta1.,1986)。 したが っ

て 、Ch16の 染色 体 機能 に関 わ る領 域が 正 常 で あ る と考 え られ る。 ま た、蛍 光 顕

微鏡 に よ る核型 観 察 で は、Ch16は0.3-0。5u皿 の点 状 の構 造体 と して、 他の正 常

染 色 体 とは 独立 して核 内 に存 在 してい た。

細胞 の生 育 には必須 でな く、 他 の染 色 体 と異常 な相 互 作用 を しな いで独立 な

染 色 体 と し て振 舞 い 、 しか もDNA長 が正 常 染 色体 に比べ て極 め て短 いCh16は 、モ

デ ル ミニ染 色体 と呼ぶ にふ さわ しい。

Ch16の 動 原 体機 能領 域の位 置 と、DNA長 を推 定す るため に、Ch16の 右腕 、左 腕

を段階 的 に欠失 した。 左腕 の 欠失 体ChR33(390kb)と 右 腕 の欠 失 体Ch12(280kb

)に 、共 通 す る領 域 は 約140kbで あ っ た。ChR33よ り、 さ らに左腕 が50kb短 い ミ

ニ 染 色 体ChR32は 減数 分裂 で 異常 な分 離 をす る こ とか ら、ChR33の 左 腕 の 末端 は

動 原 体 の機 能 領域 に近 接 して い る と考 え られ る。 ま た、ChR33の 右 腕 を欠 失 して・
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Ch12(120kb)を 単 離 した。 これ は 本研 究 で得 た最 も短 い ミニ染 色 体 で あ っ た。

2動 原 体 領 域 の反復 配列

Ch16由 来 のDNA断 片 を最 初 のプ ロ ーブ として、 左 右両腕 か ら動原 体 を 目指 して

染 色 体 ウ ォ ーキ ングを行 っ た。分 裂酵 母 の3っ の動 原 体 に共 通 に存 在す る反 復

記列(dg,dh)を 左 腕 の 染色 体 ウ ォ ーキ ング の始 点 で あ るpS舳23か ら動原 体 側 に

約70kb、 また右 腕 で はpSAm3か ら約80kbの 領 域 に 同定 した。左 腕 にはd9配 列が

2～3コ ピ ー、dh配 列 が1～2コ ピ ー、 右腕 にはdg、dh配 列が それ ぞ れ1コ ピ

ーず つ
、 コ ス ミ ドクロ ーンか ら同 定 され た。左 右 か らの染 色 体 ウ ォ ーキ ングが

クロ ー ン化 不 能領 域 の ため に完結 して いな い ので 第ur染 色 体(Ch16)上 の 正確 な

dg、dh配 列 の絹 成 、 コ ピー数 にっ いて の情報 はな いが 、染 色 体 ウ ォ ーキ ング に

より クロ ー ン化 した領 域を 調べ た限 り、左 腕 、右 厨 とも最初 に出現 す る聖 配列

よ り外 側 には反 復 配列 は存 在 して いな い 。

第1、II染 色 体 で は動原 体 領域 の ゲノ ムDNAを 制限 酵素 墜些1で 切 り出 し た後、

その 断片 を種 々 の 制限 酵素 で部 分 消化 す るこ とに よ り詳 細 な構 造解 析が な され

てい る(Chikashigeeta1..投 稿 中)。 これ によ る と、 第1染 色 体 にはdg、dh

配列 が2セ ッ ト存 在 し、 この セ ッ トが 互 い に向 き合 って い る。 また第II染 色体

には3セ ッ トが 存 在 し、 その うち の2セ ッートが や は り互 い に向 き合 って い る。

第III染 色 体で も同様 の手 法 に よ り解 析が 進 め られて い る。2-4で 述 べ た よ

うに、.組 込 み法 で 新 た に2っ のNotI部 位 を導 入す るこ とに よ り・第III染 色体

の動 原 体特 異的 反 復 配 列を含 む領 域は150kbのDNA断 片 と して 切 り出 され る。 こ

のDNA断 片 を種 々 の制 限酵 素 で部 分消 化 し、組 込み に用 い たベ クタ ーをプ ローブ

として サザ ン法 を行 う と、 等間 隔(約6kb)の バ ン ドが 出現 す るこ とか ら、dg、

dh配 列 のセ ッ トが 約15kbの 領域 を挟 ん で左 右 にそ れぞ れ6～7個 並 んで クラ ス

タ ーを形 成 して存 在 す ると考 えられ て い る(図35,村 上 真 、 未 発表 結 果)。

右 腕 の染 色体 ウ ォ ーキ ング でdg、dh配 列以 外の 反復 配 列(t皿)を 同 定 した。tm

配列 は第1染 色体 の動 原 体領 域 に も存在 す るが 、第II染 色体 の 動原 体 には存 在 し

な い。d9、dh配 列 は分 裂酵 母の ゲ ノ ム全 体 に約15コ ピ ー存 在 す る が・tm配 列
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図35・ 第III染 色 体(ミ ニ 染 色 体)の ドメ イ ン構 造

上 部 の グ ラ フ に 組 込 み マ ッ ピ ング に よ り同 定 し た動 原 体 を示 す 。 この うち染

色 体 ウ ォ ーキ ング に よ り ク ロ ー ン化 し た領 域 を 下 段 に 示 す 。 点 線 部 は 染 色 体 ウ

ォ ーキ ン グが 不 可 能 で あ っ た領 域 で あ る。 斜 線 部 分 は 動 原 体 特 異 的 な 反 復 配 列

が 存 在 す る領 域 で あ る。pYC10-6517,plA114-19に 挟 まれ た150kbの 領 域 の ゲ ノ

ム か ら直 接 決 定 し た制 限 酵 素 地 図 か ら推 定 さ れ る 反 復 配 列 の 編 成 を 、 そ の 下 に

示 し た。 各 矢 印 は 、1セ ッ トのdg,dh配 列 を 表 す 。 ま た、 ミニ 染 色 体(Ch16、C

h10)に 相 当す る領 域 を その 下 に 示 し た。
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は2～3コ ピー しか存 在 しな い。第 工染 色体 のtm配 列は、dg、dh配 列 が形 成 す

る よ り逆 位 反復 構 造の 内側 に存 在 す る(Chikashigeeta1.,投 稿 中)。 第III

染 色体 で の正 確 な 位置 は判 っ'てい ないが 、 少 な くと もdg、dh配 列 の クラ ス タ ー

の内 側 に存 在 す る と考 え られ る(村 上 真、 未 発表 結果)。

3動 原 体 領域 の ドメ イ ン構 造

染 色 体 ウ ォーキ ング で同 定 した動原 体 特異 的な反 復配 列 の位 置 、 さ らに遺伝

学 的 手 法 に よ り同定 し た動 原 体 を、 図35に 示 す 。

第1減 数分 裂 で 停止 して二 倍体 胞 子 を2個 形成 す る変 異株twslを 用 い て組込

みマ ッ ピ ングを 行 った結果 、pYC10-6517,pNA114-19は ともに動原 体 と非 常 に強

い連 関 を示 した。8塩 基対 認 識の 制 限酵 素NotI部 位 をゲ ノム に導 入 す る こ とに

よ り、 この2っ のDNA断 片 間 の物 理 的距 離 は150kbで あ る ことが判 っで い る。遺

伝 学 的 に定 義 され る動 原 体 とは、 第1減 数分 裂 で姉 妹染 色 分体 が結 合 した ま ま

同 一極 に移 動 す る部位 で あ り、連 関 群 あ た り1ヶ 所 存在 す る。 したが って、第

III染 色体 で は2っ のDNA断 片 に挟 まれ た150kbに 及 ぶ領 域が 、 第1減 数 分裂 で

姉妹 染 色分 体が 結 合 し て同一極 に移 動す る部 位 で あ る。

染 色 体 ウ ォ ーキ ング によ る結果 では 、pYC10-6517,pNA114-19か ら、 そ れぞ れ

約20kb内 側 か ら動原 体 特異 的 な反 復 配列 が 同定 され た。 したが って、遺 伝学 的

に同 定 され た動原 体領 域 と、 反復 配列 が存 在 す る領域 とはほ ぼ一致 して、 ドメ

イ ンを形成 して い る。

4ド メイ ン構 造 の機 能 検定

この ドメ イ ンが 実 際 に動 原 体 と して機 能す る こ とを ミニ染 色 体 を用 い た2っ

の 方法 で検 定 した。1っ の 方法 は、Ch16の 段 階 的な 欠失 体 を作成 す るこ とで あ

る 。Ch16の 左右 両腕 を 欠失 す る こ とに よ り、 最 も短 いミニ染 色 体 と してCh10(1

20kb)を 単 離 した。PFG電 気 泳動 法 に よ るCh10の バ ン ドDNAはpYC10-6517,pNA1

14-19の ど ち らと もハ イブ リダ イズ しな いが 、 動原 体領域 の反 復 配 列 とはハ イブ

リダ イ ズす るので 、2っ のDNA断 片 に挟 まれ た領域 の内 側か ら由来 した と予想 さ
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れ る(図35)。Ch10は 他 の ミニ 染 色 体 と同 等の 安定 性 を示 す こと か ら、 この

ドメ イ ン に動原 体 の機 能領域 が存 在 す る と考 え られ る。 もう1っ の 機 能検 定法

として、Ch16上 で 、2っ の 断片 に挟 まれ た150kbの 領域 をLeu2遺 伝 子 に よ り置

換 した。置 換 によ って 得 られ た ミニ染 色 体AC17(400kb)は 、有 糸分 裂 にお ける

脱落 の頻度 が 、Ch16に 比べ 約2000倍 に高 まっ た。1回 の 分 裂 当 りの脱 落 の頻度

は1/5以 上 で あ り、 通常 のARSプ ラ ス ミ ドと同等 であ っ た。150kbの ドメ イ ン

を もた ない ミニ染 色体 は染 色体 と して挙 動 しなか った。

出芽 酵 母 で は16本 の染 色体 の うち12本 の動原 体が クロ ー ン化 され てい る

(総 説:BlackburnandSzostak,1984、ClarkeandCarbon,1985)。 ク ロ ー

ン化 に際 し て用 い られ た指 標 は、

1)

2)

3)

4)

遺伝学的に定義された動原体に由来する

ARSプ ラ スミ ドに挿入すると、有糸分裂で安定性が向上する

ARSプ ラスミ ドに挿入すると、プラスミドが減数分裂で還元的に分離す

る

染色体上で別の遺伝子に置換すると染色体が高頻度に脱落する

であ った 。

本研 究 で 同定 し た第III染 色体 の 動原 体領 域150kbの ドメイ ンにう いて は、上

記 の指 標 の1)は 確 認 で きた と言 えよ う。2)、3)に つ いて直 接 的 な確 認 は

な いが 、 ミニ染 色 体Ch10の 存 在 に よ り間 接的 に機能 検定 が で きた。 また別 のグ

ル ープ に よ り、 ほ ぼ、 この ドメ イ ンの みか らな る環 状 ミニ染 色 体が 作 成 さ れて

い る(Hahnenbergereta1.,inpress)。4)に つ いて は、Ch16上 でLeu2遺 伝

子 に よ り150kbの ドメ イ ンを置換 す る こ とで 検 定 した。

本 研 究の 結 果 か ら推定 され る分 裂酵 母 の ミ ニ染 色 体(第III染 色 体)の 動 原 体

機 能 ドメ イ ンは 出芽酵 母 に比べ 、 は るか に巨 大で あ り、DNA編 成 も複 雑で あ った 。

出芽 酵 母 の 動原 体 には、 著 しい反 復 配列 は存 在 しな い。 また動 原 体 機能 に必 須

な 領域 は約140bpで あ る。 その う ちエ レメン トIIIと 呼 ばれ る25bpは 全 て の動

原 体で 相 同 性が 高 い。エ レメ ン トIIIをinvitro変 異導 入法 ・ 欠失 法 で改 変 す る

と動 原 体機 能が 著 し く不活 化 され るの で、 この25bpの 領域 が キネ トコ ア タ ンパ
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ク質 の 結合 に重 要 な役 割 を果 たす と考 え られ て い る(McGreweta1.,1986)。

出芽 酵 母 で は 、キ ネ トコア 当 り1本 の 微小管 が 結 合 す る と考 え られ て い る(Pe

tersonandRis,・1975)。 微 小管 の直径 は約24nmで あ り、 これ は約70bpのDN

A長 に相 当す る 。 出芽 酵 母 の動 原 体機能 領域が140bpで あ る とい う結 果 は これ ら

の数 値 を矛 盾 な く説 明 す る。

分 裂酵 母 で も、 キネ トコア 当 り、 お そ ら く1本 の 微小 管が 結合 す る と考 え ら

れて い る(TanakaandKanbe,1986)。 これ に対 して、 推定 され る第m染 色 体

の動 原 体機 能 ドメ イ ン は非 常 に巨 大で あ った。反 復 配列 か らな る ドメイ ンは、

第1、II染 色 体 に も存 在 す る(Nakasekoeta1.,1986,Chikashigeeta1.,投

稿 中)の で、 分 裂 酵母 の動原 体 に共通 した特 色で あ る。 この ドメイ ン中 の反復

配 列が 動原 体 と して如 何な る機能 を発揮 して い るか は不 明 で あ る。反 復配 列 を

含 む コ ス ミ ドク ロrン.一 プ ラ ス ミ ドが環 状染 色体 と して挙 動 しな い(Nakaseko

etaL,1986,Clarkeeta1.,、1986)の で、反 復 配列 が 単独 で動 原 体 と して

機 能 す るこ とは な い。

Ch16の 左 腕 の 欠失 体 で最 も短 い ミニ 染 色体ChR32は 減 数分 裂 で還 元 的 に分離 し

なか っ た。 この分 離 異 常 は、 第1減 数 分裂 で、 す で に姉 妹染 色分 体 が解 離 して

いる ため と解 釈 で きる。有 糸 分裂 で は、 他の ミニ染 色体 と比 較 す る と安定 性 は

高 くはな いが 、 動原 体 をも たな いARSプ ラス ミ ドに比べ れ ば、 格 段 に高 い。ChR

32で は、 ス ピ ン ドル微 小管 との結 台 は異 常で ないが 、姉 妹染 色 分 体 の解離 が異

常な 時 期 に起 こ る と考 え られ る(NiwaetaL,投 稿 中)。 こ の異常 が染 色体長

に よる とい う説 明 は、ChR32よ り短 い ミニ染 色体Ch12が 減 数分 裂で 安定 で ある こ

とに よ り否 定 され る。ChR32に お け る動 原 体領 域 の反 復 配列(d9、dh)の コ ピー

数 は、 他 の ミニ染 色 体 に比べ 、極 めて 減少 して い た。 し たが って、dg、dh配 列 に

姉妹 染 色分 体 を適 切な 時期 に解離 す る機 能が あ るのか も知 れ な い 。

本研 究で は、第III染 色体 の動 原 体機 能 ドメイ ンか ら微 小管 の 結合 部位 を機 能

的 なDNA断 片 と して単離 で きなか った。 お そ ら く染 色 体 ウ ォーキ ングで きてい な

い領 域 に存 在 す る と予 想 され る 。染 色 体 ウ ォ ーキ ングが 不 能 な理 由 は明 か では

な いが 、第1、II染 色 体の動 原 体 に もこの よ うな領 域が 存 在す る(Chikashige
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eta1.,投 稿 中)。 今 後 、微 小管 の 結 合部位 の構 造 を解 析す るため には、 大腸

菌 を用 いた クロ ー ン化 を経 な い方 法 が有 効 か も知 れ ない 。例 えば 、 本研 究 で作

成 し た動原 体 を失 っ た ミニ染 色 体AC17上 に、 ゲ ノ ム由来 のDNA断 片 を組 込 み、安

定 化 す るもの を単 離 し、 親 込 まれ たDNA断 片 をPCR法(Saikieta1.,1988)で

直接 、 増幅 す る方法 で ある。

5ミ ニ染 色体 の テロ メア

Ch16、Ch12の 末端 を同定 し詳 細 に解 析 を 行 っ た。 遺 伝学 的 にCh16、Ch12の 右

腕末 端 部 位 を予 想 し、 その領 域 に相 当す るゲ ノ ムDNAを コ スミ ドクロ ーン として

単 離 した 。 コ ス ミ ドクロ ーンをプ ロ ーブ としてゲ ノムサ ザ ン法 に よ り末 端 由来

と考 え られ るDNA断 片 を同 定 し、 この 断片 が クロ ー ン化 された テ ロメ ア配 列 とも

ハ イブ リダ イズす るこ とを 確 認 し た。 また{こ の 断 片が エ ク ソヌ ク レア ーゼBA

L31に 対 して感受 性で あ るこ とを示 し、 ミニ 染 色体 の末 端 由来 で あ る と結 論 した。

エ ク ソ ヌク レア ーゼBAL31に 感受 性 の テ ロメ ア配列 の存 在 は、 ミニ染 色 体が線

状で あ るこ との 直 接的 な証 明 で も ある。 切断 点周 辺 に転 移 、 あ るい は組 換 えが

起 きて いな いこ とか ら、 ミニ染色 体 の テ ロメ ア配 列 はガ ンマ線 に よ る切 断 に引

続 き、 その 場 で新 規 に合 成付 加 さ れ た と考 え られ る。Ch16の 欠失 体(ChR33、C

hR32、Ch14、Ch27.Ch36)で も旦壁RI消 化 に よるゲ ノム サザ ン法 で、 それ ぞれ

に固有 の末 端 由来 の 断片 が 同定 さ れ た。 この結 果 も切 断 部位 にテロ メア配列 が

合 成 付加 され た こ とを 示唆 してい る。転移 、 組換 え によ って テ ロメ アを獲 得 し

たの で あれ ば 、 限 られ た種類 の断片 が末 端 由 来 と して同 定 され るは ず で あ る。

ガ ンマ線 照 射 によ る切 断部 位 に は、他 の染 色体 の一部 が 転移 して は いな いの

で、 ミニ染 色体 の有 糸 分裂 、 減数 分裂 にお け る高 い安定 性 は、 本来 の源 で ある

第III染 色 体 の機 能 領域 の み に依存 して い る と考 え られ る。

分 裂 酵 母 の通 常 染 色 体の末 端の す ぐ内側 に は い くつ か の反 復 配列 が 存在 す る

が 、Ch16、Ch12に は 存 在 しな い。Ch16、Ch12の 有 糸 分裂 、減 数 分裂 にお け る挙

動 を 見 る限 り、 これ らの反 復配列 は染 色 体機 能 に必須 で は な いので あ ろ う・類

似の結 果 が 出芽 酵 母に お いて も報 告 され て い る(ZakianandBlanton,1988)。
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染 色 体が 物 理 的、 あ るいは化 学 的な 力 に よ って切 断 され る と染 色 体 は不 安定

にな るが 、 何 らか の修 復(healing)を され て安 定化 す る ことが い くっ か の系 で知

られ て いる 。 トウモ ロ コ シで は減 数分 裂 時 に染 色 体 をX線 で切 断す ると、Bre-

akage-Fusi。n-Bridge(BFB)サ イク ルが 繰 り返 され るが(HcClintock ,1941)、

有 糸分 裂 で は 切断 され た染 色 体 は、非 相 同染 色体 の末端 が 転移 す る こ とに よっ

てテ ロ メア 配 列 を獲 得 して安 定化 す る(図36B)。 また、 出芽酵 母 で は、動

原 体 を2っ 持 っ染 色体 が 、有 糸分 裂 で引 きち ぎられ た場 合 、相 同染 色 体 との組

換 え に よっ てテ ロ メア 配列 を獲 得 して染 色 体が 安定 化 す るこ とが知 られ て い る

(図36A)(HaberandThorburn,1984)。

この2っ の系 の 例で は、切 断 され た染色 体 は、 ゲ ノム の再絹 成 に よって無 傷

の染 色 体か ら末端 部 分 を獲 得 して 安定 化 す る。 これ に対 して、 分裂 酵 母 で作成

.した ミニ染 色体 の末 端 で は、ゲ ノ ムの 再編 成 を しな いで、一新規 にテ ロ メア配列

が合 成 付加 され て い た(図36C)。 分裂酵 母 に、 テ トラ ヒメ ナの テ ロメ ア配

列 を 両端 に もっ 線 状プ ラス ミ ドを形質 転換 す る と、 プ ラス ミ ドの両 端 は分裂酵

母の テ ロメ ア配 列 が 付加 され て安 定化 す るこ とが 知 られ てい る(Sugawaraand

Szostak,1986)。 お そ ら く類 似の メ カニズ ムが ミニ染 色 体の テ ロ メア配列付

加 修 復 に も関与 して い るの だ ろ う。

テ ロ メア 配列 が 台成 付加 され る メカニ ズ ム は多 くの点 で興 味深 い 。 いか な る

酵 素が 関 与 して い るの だ ろ うか?切 断 部位 の塩 基 配列 に特 異性 は 必要 な のだ

ろうか?染 色 体 が切 断後、 テロ メア配 列 の付加 修復 を され る系 と して、 最 も

研 究が 進 ん で い るの は テ トラ ヒメ ナで あ る。接合 直 後 の テ トラ ヒメ ナで は、 大

核 を形成 す る ため に小 核が 断片化 され、 それ ぞれ の末端 にテ ロ メア 配列が 付加

され る。テ ロメ ア配 列が 付加 され る部 位の 内 側約200bpの 塩 基 配列 は強 く保存

され て い る わ けで はな いが、A、Tに 富 む(A+T=83～95.5%)、 末

端 付近 にTTATT、 あ るい は、!llTATTTTと い う配 列が存 在 す る、 と報告 され て いる

(Spanglereta1.,1988,Yaoet'a1.,1987)。 またテ トラ ヒメナ のテ ロメア

の反 復 配列(TTGGGの をプ ライマ ー として、 こ の反 復配列 を付加 す る末 端 転移酵

素 様の 活性 も同定 され て い る(GreiderandBlackburn,1985and1987)。 こ
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図36・ テ ロ メ ア 獲 得 の 機 構

出 芽 酵 母 で は、 切 断 さ れ た染 色 体 が 、 相 同 染 色 体 との 組 換 え に よ りテ ロ メ ア

を 獲 得 す る(図A)。 トウ モ ロ コ シ で は、 非 相 同 染 色体 か らの 転 移 に よ り、 テ

ロ メア を 獲 得 す る(図B)。 本 研 究 で 解 析 し た分 裂 酵 母 の ミ ニ 染 色 体で は 、 切

断 部 位 に、 新 規 に テ ロ メ ア 配 列 が 合 成 付 加 さ れ て い た(図C)。
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れ まで のinvitroの 解 析 で は、 こ の末端 転移 酵 素 様 の活 性は テ トラ ヒメ ナ と出

芽 酵 母 の テ ロメ ア の反 復配 列 をブ ラ イマ ーと して テロ メ ア配 列 を伸 長 で きるが 、

TTATT,TTATT1!Tと い っ た配列 を直 接プ ライマ ーにす るわ けで はな い(Spangler

eta1.,1988)。 したが っ て小 核 染色 体DHAの 切 断後 、 テロ メ ア配 列が付 加 さ

れ る ため に は、 別 の酵 素(群)も 必須 だ と考 え られ る。

前 述 した配列(TTATT,TTATTTr)は 、分裂酵 母の 複製 起 点(ARS)の コ ンセ ンサ ス

配列(A/T)PuTTTATTTA(A/T)(Maundrelletal.,1988)に 類 似 して いる。分 裂

酵 母 とテ トラ ヒメ ナ とが テ ロメ ア形成 に関 して類 似 の特 異性 を示 す 酵素 群 をも

っ と仮 定 す る と、 このARSの コ ンセ ンサ ス配列 は、 ミニ染 色体 にお け るテ ロメ ア

付 加 修 復の 場 と して の候 補 と考 え られ る。ガ ンマ線 によ る染 色体 の 切断 は ほ と

ん ど無 作 為 に起 こ るで あ ろ うが 、 実際 に テロ メア 配列の 付加 修復が 起 こっ てミ

ニ染 色 体 と して 安定 化 す るの は、 染色 体がARS配 列 付近 で切 断 され た場 合 のみ で

あ るか も しれ な い 。

あ る いは、 分 裂酵 母 の テ ロメ ア配 列(Ti-2ACAe-1Ce一 ユGi-6)1:相 同 性 を もっ

部 位で 切 断が 起 こ った場合 に、 こ の部 位 をプ ライマ ーと して末端 転 移酵 素 が テ

ロ メア 配列 を付 加 す る ことに よ り、 修 復が な され た とも考 え られ る 。
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補 遺:テ ロ メ ア 構 造 に 異 常 を 示 す 突 然 変

異 体te-■ の 分 離 と 解 析



序論

真 核 生 物 の 線 状 染 色 体 の 末 端 、 テ ロ メ ア は 、 形 態 的 に も 、 塩 基 配 列 の レペ ル

で も特 殊 な 構 造 を と る 。

シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 多 糸 染 色 体 で は 、 しば し ば テ ロ メ ア 同 士 が 結 合 し て い る よ

う に 見 え る(Y。ungeta1..1983)し 、 テ ロ メ ア が 核 膜 と 結 合 し て い る こ と も

知 られ て い る(HathogetaL,1984)。 ま た 第1減 数 分 裂prophaseで は 、 全 て

の 染 色 体 の テ ロ メ ア が 一 点 に 集 ま っ て 、 い わ ゆ るbouquetstageを 形 成 す る(

LucchesiandSuzuki,1968)。 こ の 時 期 に は 核 膜 は 消 失 し て い な い こ と、 ま た

ス ピ ン ドル が 形 成 さ れ て い な い こ と か ら、 こ の 特 徴 的 な 配 置 は 、 動 原 体 と ス ピ

ン ドル と の 相 互 作 用 で は な く、 む し ろ テ ロ メ ア と 核 膜 と の 相 互 作 用 に よ る も の

だ と 考 え ら れ て い る。 こ の よ う な テ ロ メ ア ー テ ロ メ ア 、一あ る い は テii!メ ナー一 核

膜 の 結 合 は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ ェ に 限 ら ず 、 ひ ろ く動 物 、 植 物 に お い て 観 察 さ れ

て 々、る(DancisandHolmquist,1979,総 説:L抽a-de-Faria,1983,Blackb-

tirnandSzostak,1984)。

こ れ ま で に 決 定 さ れ た テ ロ メ ア の 塩 基 配 列 は 、 下 等 真 核 生 物 か ら高 等 真 核 生

物 に わ た う て 非 常 に 高 い 類 似 性 を 示 す(表6)。 ほ と ん ど の 生 物 種 に お け る 塩

基 配 列 の 決 定 は ク ロ ー ン 化 さ れ たDNA断 片 に よ る が 、 あ る 種 の 粘 菌 類 で は 精 製 し

たrDNAを 直 接 の 材 料 と し て 塩 基 配 列 が 決 定 さ れ て い る(HendersonandBlack-

burn,1987)の で 、 こ の 種 の 配 列 が 真 の 染 色 体 の 末 端 に 存 在 し て い る と 考 え て

よ い で あ ろ う 。 一 般 的 な テ ロ メ ア 配 列 の 特 徴 はG(C)に 富 む こ と で あ る 。 数

塩 基 の 間 隔 を お い てGが 連 続 す る 。 こ の よ う な 特 徴 を も っ 合 成DNA、 あ る い は 精

製 し た 繊 毛 虫 の 大 核DNAを 用 い たinvitroの 研 究 で は 、 生 理 的 条 件 下 でG同 士 が

水 素 結 台 を 形 成 し、 ヘ ア ピ ン構 造(Hendersoneta1.,1987)、 四 重 鎖 構 造(

OkaandThomas,1987、SenandGilbert,1988)、 を と る こ と が 知 られ て い る 。

こ れ ら の 構 造 的 な 特 徴 は 、 染 色 体 分 配 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 機 構 の 一 部 と し て

核 内 に お け る 染 色 体 の 適 切 な 配 置 、 あ る い は 相 同 染 色 体 同 士 の 認 識 、 に テ ロ メ

ア が 重 要 な 機 能 を 果 た す こ と を 示 唆 し て い る(SenandGilbert,1988)。 さ ら
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生物種 塩 基 配 列(5'-3') 文献

哺 乳類

h岨an TTAGGG Hoyziseta!.,1988

双 子 葉 類

Arabidopsis TTTAGGG RichardsandAusubel,1988

繊 毛 虫 類

Tetrahy皿ena

Pramecium

Oxitricha

Stylonychia

Euplotes

変 形 菌 類

Physarum

Didymium

Dictyosteliu皿

TTGGGG

TT(T/α)αGG

TTTTGGGG

TTTTGGGG

TTTTGαG6

TTAGGG・

TTAGGGa

TG,.9

BlackburnandGa=L1,1978

ForneyandBlackburn,1988

Klobutchereta1.,1981

Klobutchereta1.,1981

Klobutchereta1.,1981

HendersonandBlackburn,1987

HendersonandBlackburn,1987

E皿eryand翼einer,1981

子 嚢 菌 類

S.cerevisiae

S.pombe

T〔…1_3Sha皿payeta1.,1984

T1_2ACAe_KCe_1G1_6SugawaraandSzostak,1986

鞭 毛 虫類

Trypanoso皿a TTAGGG BlackburnandChalloner,1984

胞 子 虫類

Plas匝odium TT(T/C)AGGG Ponzieta1.,1985

表6・ ク ローン化 され たテ ロメア配列

これ まで にクロ ーン化 され、塩基配列が決定 され たテロメア配列 を まとめ た。これ らの

配 列を1っ の単位 と した単純反 復配列が テロメアに存在 する。

a:ク ロ ー ン化 しな いで、精 製 したrDNAか ら直接 、塩基 配列が決定 された。
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に線 状DHAの 末 端 が 完 全 に複 製 され る た め に必 要 な 構 造 と も考 え られ、 い くっ か

の モ デ ル が 提 唱 さ れ て い る(DancisandHolmquist,1979) 。

inviv。 で の 分 子 レベ ル で の テ ロ メ ア 配 列 の 研 究 で は、 そ の 挙 動 にっ い て 興 味

深 い 現 象 が 知 られ て い る。 テ トラ ヒメ ナ、 出 芽 酵 母 で ゲ ノ ム サ ザ ン法 に よ り、

あ る1つ の 染 色 体 の 末 端 の テ ロ メ ア 配列 を 解 析 す る と、 決 して 長 さが 一 様 な 単

一 な バ ン ドが 得 ら れ な い
。 常 に や や ひ ろが っ たバ ン ドが 出現 し、 細 胞 ご とに テ

ロ メ ア 配 列 のDNA長 が 異 な る こ と を 示 す 。 さ ら に、 対 数 増 殖 を継 続 す る と、 あ る

染 色 体 の 末 端 で は テ ロメ ア 配 列 が 伸 長 す る し、 別 の 染 色 体 の 末 端 で は 短 縮 す る。

増 殖 中 の 細 胞 で は テ ロ メ ア配 列 の 長 さが 動 的 平 衡 にあ る と考 え られ て い る(L-

arsoneta1.,1987、ShampayandBlackburn,1988)。 この 現 象 は テ ロ メ ア配

列 が 通 常 の 鋳 型 に 依 存 し た 半 保 存 的 な 複 製 とは異 な る複 製 様 式 を と る こ とを 強

く示 唆 す る し、 細 胞 中 に テ ロ メ ブ 配 列 を 付 け加 え た り、 削 り取 る活 性 が 存 在 す

る こ と を示 す 。 実 際 にinvitroで テ トラ ヒ メ ナ の 抽 出 液 中 に、 テ ロ メ ア 配 列 を

伸長 す る末 端 転 移 酵 素 様 の 活 性 が 同 定 され て い る(GreiderandBlackburn,1

985and1987)o

テ ロ メ ア 形 成 に 関 わ る トラ ン ス因 子 を遺 伝 子 レベ ル で 同 定 、 解 析 す る こ とに

よ り、 テ ロ メ ア の 複製 様 式 、 機 能 に っ い て 詳 細 な 情 報 が 得 られ る と期 待 で き る。

本 編 で 述 べ た よ うに、 分 裂 酵 母 で はガ ンマ 線 照 射 に よ る染 色体 の 切 断 部 位 に

は テ ロ メ ア 配 列 のdenovoの 合 成 付 加 が 起 こ る。 ま た、 テ トラ ヒ メ ナ の 大核DNA

末 端 を 両 端 に もっ 線 状 プ ラ ス ミ ドを 細 胞 内 に導 入 す る と末端 に は分 裂 酵 母 の テ

ロ メ ア 配 列 が 合 成 付 加 され る(SugawaraandSzostak,1986)。 これ らの 事 実

は、 分 裂 酵 母 中 に線 状DHAの 末 端 を認 識 して テ ロ メ ア 配 列 を 付 け加 え る メ カ ニ ズ

ム の 存 在 を示 唆 して い る。

分 裂酵 母 を 用 い て テ ロ メ ア 形 成 に関 与 す る トラ ン ス 因 子 を解 析 す る た め に、 テ

ロ メ ア 構 造 に 異 常 を 示 す 変 異 株 の 単 離 を 試 み た。 テ ロ メ ア 構 造 に影 響 を 及 ぼ す

薬 剤 、 特 殊 な 生 育 条 件 等 は 知 られ て い な い の で、 変 異 株 を単 離 す る に あ た って

は 、 最 も 直 接 的 な 手 段 、 す な わ ち ク ロ ー ン 化 され た テ ロ メ ア 配 列 を プ ロ ーブ と

す る ゲ ノ ム サ ザ ン法 に よ っ た。 約600株 の 高 温 感 受 性 変 異 株 を ス ク リ ーニ ング し
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た結 果 、 野 生 株 に比 べ て テ ロ メ ア配 列 が10～30倍 伸長 す る変 異 株te11-622

を単 離 した。

本 研 究 で は、te11変 異 の 遺 伝 的特 性 《 人 工 ミニ 染 色 体 に及 ぼ す 影 響 を 解 析 し

た 。 ま た、 埋 ユ→遺 伝 子 の ク ロ ー ン化 を 試 み た。
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結果

1高 温 惑 受 性(ts)変 異株 の スク リーニ ング

テ ロメ ア構 造 に 異常 を示 す 変異 株 を単 離 す るため に、 クロ ーン化 され た テロ

メア配 列pSPT16を プ ロ ーブ と してゲ ノ ム サザ ン法 に よ り、 約600のts変 異株

をス ク リーニ ング した 。許 容温 度(26℃)で 対 数 増殖 期 にあ る培 養 を 制限 温度(3

6℃)に 移 して6時 間 後(約2世 代 時間)、 そ れぞ れの 株 か らDNAを 回収 し た。D

NAを 制 限酵 素 堕 ,RIで 消化 後 、0.8Zア ガ ロー スゲ ルで泳 動 しサザ ン法 を 行 った。

その結 果 、 約9kbか ら1kbに わ た ってひ ろが ったバ ン ドが 出現 す る株 を単 離 し

た(図37a)。 以 下 この表 現型 をHLT(HterogenouslyLongTelomere)と 呼ぷ 。

2遺 伝鰐 析

野 生 型株 との交 配、 四秀 子 簿析 に よ り『HL士は2":2'に 分 蔑す る こ とが 判 った。

したが ってHLTは 単 一遺 伝子 座 の 変異 に よって 引 き起 こ され る。 図37aに4組

の四 分 子 に っ いて の結 果 を示 す 。HLTを 引 き起 こす 変異 をtel1-622と 命 名 した。

な お、 型 ユ変異 株 はts変 異株 のバ ンクか ら単 離 したが 皿 変 異 とts変 異 とは共

分離 しなか った。HLTは26℃ で培養 して も形成 され る。

正 常 な テ ロ メア長 を もっ野 生型 株 とte11変 異株 との交 配で 得 た株 の うちtell

変異 の 株 で は比 較 的は や い 段階 でHLTが 引 き起 こされ て いる。 す くな くと も、胞

子が 発 芽後 、DNAを 回収 す る まで の時 間(約25世 代)で 表 現 型 が あ らわ れ る。

また、 一旦 形 成 され た肌丁は、 培 養 を繰 り返 し世 代 を重 ね て も変 化 しない 。

次 いでte11変 異 株 と野 生 型株 とのヘ テ ロニ 倍 体 を作成 しテ ロ メア 配 列の 長 さ

の変 化 をゲ ノ ムサ ザ ン法 に よ り調 べ た。TN105(h',leu1,ade6-210,並 旦)と

HM135(血 ユ,a〈LgS-216)の 交 配か ら、亜堕旦一210とade6-216の 遺 伝子 内 相補 によ る

アデニ ン非 要求 性 の二 倍体 を 単離 し最 小 培地(SD)で 培養 した。約6世 代時 間培

養 ご とにDNAを 回 収 し、制 限 酵素 塵旦RIで 消 化 した。プ ロ ーブ と して テロ メ ア配

列pSPT16を 用 い た。 図38に 示す よ うに世 代 を経 る ごと にHLTが 回復 した。 野 生

株 由 来 の テ ロ メア配 列 の長 さは世 代経過 を伴 う変 化 を しな い。 お お まか な 計算
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図37・te11変 異 株 の 四 分 子 解 析

te11変 異 株 と野 生 型 株 を交 配 し、 四 分 子 解 析 を 行 っ た。4組 の 四 分 子 に っ い

て、 そ れ ぞ れ の 株 か らゲ ノ ムDNAを 回 収 し、 制 限酵 素EcoRIで 消 化 後 、 テ ロ メア

配 列pSPT16を プ ロ ーブ と して ゲ ノ ム サ ザ ン法 を行 っ た(図a)。 ●(レ ー ン上

部)で 示 す 株 で はte11変 異 に よ るHLTが 形 成 さ れ て い る。 ま た、 図aで 用 い た メ

ンブ レ ンを 洗 浄 後、pNSU31を プ ロ ーブ と して サ ザ ン法 を 行 っ た(図b)。te11

変 異 株 で も、 野 生 型 株 と同 様 の バ ン ドが 出 現 す る。

79



7レ

3>

0.8レ

(kb)

▼ ▽ ●一■■レ ■■●レ ー ■噸 レ
咀一 伽レ ー■●レ

麺
樗

欧r■●

鱒9輪 ・● 鱒 鋤

●e

蕊
i
卿

嚇

図38・ ヘ テ ロニ 倍 体 中 で のHLTの 世 代経 過 に 伴 う変化

野 生 型 株 とte11変 異 株 の ヘ テ ロニ 倍 体 を 作 成 し、 約6世 代 時 間 ご と にゲ ノ ム

D}IAを 回 収 し た。 制 限 酵 素EcoRIで 消 化 後 、 テ ロ メ ア 配列pSPT16を 用 い て ゲ ノ ム

サ ザ ン法 を行 っ た。 レー ン上 部 に▼ で示 す の がtel1変 異 株、 ▽ で 示 す の が 野 生

型 株、 その 右 側 に6世 代 ご とに 回 収 し たヘ テ ロニ 倍 体 の ゲ ノ ムDNAを 泳 動 し た。
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で は1世 代 で150bpず っ短 くな る。 したが ってte11変 異 は劣性 の変 異 で あ る。

約40世 代の 培 養 で実 験 を終 えた ので、 さ ら に培養 した場 合 にHLTが 完全 に回 復

す るか否 か は不 明 で あ る。

3肌 丁の 構 造

te11変 異 に よ って引 き起 こされ るHLTが 染 色 体末 端 で起 こっ てい る こと を確 認

す る ため に、 エ クソ ヌ ク レア ーゼBAL31で 埋 ユ変 異 株 のゲ ノ ムDNAを 消化 した 。

引続 いて制 限 酵 剰 池RIで 消 化 し、 テ ロ メア 配列 をプ ロ ーブ と して サザ ン法 を

行 っ た。結 果 を 図39に 示 す 。エ ク ソヌ ク レア ーゼBAL31に よ る消 化 時間 の増 加

に伴 いバ ン ドの 位 置が 下が り、濃 度 も うす くな っ た。 し たが ってHLTは 染 色体 の

末 端 で起 こ って い る と考 え られ る。

分裂 酵 母 の 染 色 体末 端 付近 には い くっ か の反 復 配列 が 存在 す る 。pSPT16に 含

まれ て い る配 列 は最 も外側 の 配列 で あ る。並 旦変 異株 の 染色 体末 端 よ りや や 内

側 の構 造 を 調べ る ため、pNSU31(J.Szostak博 士 よ り供与)を プロ ーブ と してゲ

ノムサ ザ ン法 を行 った。pNSU31は 分裂 酵 母の 染色 体 末端 よ り約500bpほ ど内側

の反 復 配 列 を含 むプ ラ ス ミ ドで あ る(SugawaraandSzostak,私 信)。 図37b

に野 生 型 株 とtel1変 異 株 との交 配 で得 た四分 子 を4組 解 析 した結果 を示 す。 そ

れぞ れ の 四 分子 で1C,1D,2C,2D,3B,3C,4B,4Cがtel1変 異 に よっ てHLTが 引 き起 こ

され るが(図37a)、pNSU31と ハ イブ リダ イズ す るバ ン ドは野 生 型株 と同 じ

で あ る。 い くっ か のバ ン ドが 消失 した り、 あ るいは 出現 した りす るが 、 これ は

te11変 異 と は全 く連 関 しな い。何 らかの 多型 性 が 現 れて い る と考 え られ る。

以 上 の実 験 によ り型 ユ変 異 によ って引 き起 こ され るHLTは 染 色体 末端 に特異 的

で あ る こ とが判 明 した。

4te11変 異株 中の ミ ニ染 色体

』
ミニ 染色 体Ch16を 含 む部 分異数 俸の単 一コ ロニ ーをYPDプ レ ー ト上 にス トリー

クす る と、Ch16が 脱 落 して アデニ ン要求 性 の 赤 い コロニ ーが 出 現す る場合 が あ

る 。野生 型 株 中のCh16は 極 め て安 定 な ので 赤 いコ ロニ ー はほ とん ど 出現 しな い。
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図39・ エ ク ソ ヌ ク レア ー ゼBAL31に よ る 消 化

te11変 異 株 の ゲ ノ ムDNAを エ ク ソ ヌ ク レア ー ゼBAL31で 消 化 後 、 制 限 酵 素Ec。

RIで 消 化 し、 テ ロ メ ア 配 列pSPT16を プ ロ ー ブ と し て 、 ゲ ノ ム サ ザ ン 法 を 行 っ た 。

レ ー ン 上 部 の 数 字 は エ ク ソ ヌ ク レア ー ゼBAL31に よ る消 化 時 間 を 示 す 。
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これ を 利 用 してte塁 変 異 株 に ミニ 染 色 体 を 導 入 し て 有 糸 分 裂 に お け る 安 定 性 を

調 べ た 。THIO1(h㍉leu1,ade旦 一210,並 旦,Ch16)とHH350(h',垣s2,fur1,旦

蛭 一210,1tli2E.11zl6,Cb16)と の 交 配 で 得 た 四 分 子 を3組 解 析 し た 。 表7に 示 す よ う

にIA,ID,2A,2C,3B,3Cの 株 で は ス トリ ー ク後 、 赤 い コ ロ ー 二 が 出 現 し 、Ch16の 安

定 性 が 低 下 し た こ と を 示 し た 。 ま た 、 そ れ ぞ れ の 株 か ら ゲ ノ ムDNAを 回 収 し、 サ

ザ ン 法 を 行 っ た と こ ろ、Ch16の 安 定 性 が 低 下 し た 株 は 全 てtell変 異 株 で あ り、

te11変 異 とCh16の 安 定 性 の 低 下が 、 共 分 離 す る こ と を示 し た(表7)。IA ,B,C

,Dの4株 に っ い て は 、Ch16の 安 定 性 を よ り定 量 的 に測 定 し た 。 そ れ ぞ れ の 株 か

ら白 い(Ch16を 含 む)コ ロ ニ ーを 単 離 し、YPD液 体 培 地 で24時 間 培 養 後 、 希 釈

し てYPDプ レ ー ト上 に ま い た 。 総 コ ロ ニ ー中 で の 赤 い コ ロ ニ ー(Ch16を 含 まな い)

の 割 合 を 算 出 し、 表7に 示 し た 。tell変 異 株 で のCh16は 野 生 型 株 に 比 べ 、10

-40倍 、 脱 落 の 頻 度 が 高 く、 こ の 傾 向 は 培 養 温 度 が 低 い方 が 顕 著 で あ っ た 。

主e11変 異 株 中 の ミニ 染 色 体Ch16の 末 端 に も、 通 常 染 色 体 と 同 様 にHLTが 引 き起

こ さ れ る 。4章 で 述 べ た よ う に、Ch16右 腕 末 端 部 を 覆 うDNA断 片(pDP1)が 単 離 さ

れ て い る(4章 、 図32参 照)。'こ のDNA断 片 をプ ロ ーブ にす るど ∵Ch15を 含 む

部 分 異 数 体 の ゲ ノ ム 中 の8っ の 染 色 体 末 端 の う ち、Ch16の 右 腕 末 端 の み を 特 異

的 に解 析 で き る 。 野 生 型 株 中 で はCh16の 右 腕 末 端 は 、EcoRI消 化 で4.4kbの バ

ン ド と して 同 定 さ れ て い るが 、 も し 、 」皿 変 異 株 申 で 肌 丁が 形 成 さ れ て い れ ば 、

4.4kbよ り上 側 に ひ ろが っ たバ ン ドが 検 出 さ れ る は ず で あ る(図40)。TMIO

1とHM350と の 交 配 で 得 た四 分 子3組 か ら 、 そ れ ぞ れ8世 代 時 間 ご と にDNAを 回 収

し、pDP1を プ ロ ーブ と して ゲ ノ ム サ ザ ン法 を 行 っ た 。 図41aで は 、1A、1B株 に

は4.2kb(第III染 色 体 由来)と4.4kb(Ch16右 腕 末 端 由 来)の バ ン ドが 検 出 さ

れ て い るが 、1C、1D株 で は4.2kbの バ ン ドと、4.4kbか ら8kbに か け て う す く

ひ ろが っ た バ ン ドが 検 出 され て お り、HLTが ミ ニ 染 色 体 の 末 端 に も 形 成 さ れ て い

る こ とを 示 し た 。 こ れ は 、 約16世 代 時 間 経 て も 変 化 し な い 。 図41bで は 、

は じめ2A、2B、2C株 のCh16にHLTが 形 成 さ れ て い るが 、16世 代時 間 後 に は2B株

のHLTは 回 復 して い た 。2B株 のCh16はte11変 異 株TMIOI由 来 で あ っ た が 、2B株 が

野 生 型 株 で あ っ た た めHLTが 回 復 し た 。 図41cで は 、 は じめ 全 て のCh16にHLT
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表7・Ch16の 不 安定 性 とte11変 異 との 共 分 離

TMIOIとHM350と の 交 配 で得 た四 分 子 を解 析 し た 。1A,B,C,D株 で は 、Ch16の 不 安定 性 を定

量 化 した 。Ch16を 含 む 白い 単 一 コ ロニ ーをYPD液 体培 地 で1昼 夜 培 養 後 、YPDプ レー ト上

に 出 現 し たCh16を 脱 落 した コ ロニ ー(赤 い)の 頻 度 を示 した一。

株 形質転換に用いたプラスミド

pStatr pStadg

実験1 TH112

TH116

20

100

(ピ ンコ ロ ニ ー)*

(赤 い コ ロ ニ ー)

実験2 TH112
TH115

0

75

31(赤 い コ ロニ ー

(赤 い コ ロニ ー)65(赤 い コ ロニ ー

表8・ 圭皇旦 変異株 のpStatrに よる形 質転換不 能性

te11変 異株(TMI12)と 野生 型株(TH116)のpStatrに よる形質転 換効率 を調べ た。

プ ラスミ ド1ug当 りの形質転 換体数を示 した。対照 として用いたプラ スミ ドpStadgで は!

里ユ変異 と野生型株 とは同等 の形質転 換体が得 られ る(実 験2)。
*:10日 間程で皿 変異株で もpStatr由 来の形質転換 体が出現 す るが 、野生型株 に比

べ るとコロニ ーは極め て小 さい。
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図40・tell変 異 株 中 の ミニ 染 色 体 の末 端 の 模 式 図

野 生 型 株 で は、 ミニ 染 色 体 の テ ロ メ ア 配 列 の長 さ は ほ ぼ 均 一 で あ る(約300

bp)の で 、 ゲ ノ ム サ ザ ン法 で ミニ 染 色 体Ch16の 右 腕 テ ロ メ ア 由 来 のDNA断 片 は 単

一 の バ ン ドと して 同 定 さ れ る。 図aに 示 す、pDPIを プ ロ ーブ とす る こ と に よ り、

4.2kb(第III染 色 体 由 来)と4,4kb(ミ ニ 染 色 体Ch16右 腕 末 端 由 来)の バ ン ド

が 出 現 す る(図b)。te11変 異 株 で 、 ミニ 染 色 体 の 末 端 に もHLTが 形 成 され れ ば 、

テ ロ メ ア 配 列 の 長 さが 不 均 一(図a)で あ る ため に、 ミニ 染 色 体Ch16の 右腕 末

端 由 来 の バ ン ドは 、4。4kbよ り上 側 にひ ろが っ た バ ン ド(図bの 斜 線 部)と し

て 同 定 され る。
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図41・te11変 異 株 中 の ミ ニ 染 色 体 の 末 端

野 生 型 株 とte11変 異 株(と も に ミ ニ 染 色 体Ch16を 含 む)を 交 配 し、3組 の 四

分 子 を 解 析 し た 。 そ れ ぞ れ の 四 分 子 か ら、8世 代 時 間 ご と に ゲ ノ ムDNAを 回 収 し・

制 限 酵 素EcoRIで 消 化 後 、pDP1を プ ロ ーブ と し て ゲ ノ ム サ ザ ン 法 を 行 っ た 。 図

a、b、cで は 、 そ れ ぞ れ の 四 分 子A、B、C、Dの ゲ ノ ムDNAを1セ ッ ト と し・ 右

側 に 、8世 代 ご と め ゲ ノ ムDNAを 泳 動 し た 。
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が形 成 され てい るが 、3C、3D株 のHLTは 回復 してい る。3C、3D株 はte11変 異株 由

来 のCh16を 受 け取 ったが 野 生型 株 で あ っ たた めHLTが 回復 した。 ま た、 そ れぞ れ

の株 のCh16の 安定 性 をDNAを 回収 した培 養 ご とに調 べ た ところ、1C、1D 、2A、2

D、3A、3B株 のCh16が 不 安定 で あ っ た。興 昧深 い こ とに、2B、3C、3D株 は 初期 の

培養 で は肌 丁が形 成 され て い るがCh16は 安定 で あ っ た。te11変 異 株 で ミニ 染色 俸

の安 定 性が 低 下す るの は、肌 丁が 直接 の 原因 で はない と考 え られ るg

な お 、 こ の実 験 で も肌丁の形 成 は初期 の段 階 で起 こ り、 しか も、 そ の後 変化 し

な いが 、 回 復 に は世 代軽 過が 必 要 であ る ことが示 され た。

5te11変 異 のpStatrに よ る形 質 転換 不 能性

テ トラ ヒメ ナの 染色 体 末端 近傍 の 配列(SugayaraandSzostak,1986)を 粗 込

み 形ベ ク タ ーに挿 入 し たプ ラ ス ミ ドpStatr(図42)を 用 い て分裂 酵 母 の野生

形 株 を 形質 転 換 す る と組込 み 型形 質 転換 体で'はな い形質 転換 体が 得 られ る。(

pStatr上 のsup3-5遺 伝 子 は分 裂酵 母 のade6-704ナ ンセ ンス変異 をサ プ レス す る。

染 色 体 に組 込 まれ て安 定化 し た場 合 は アデニ ン非要 求性 の 白い コロ ニ ー、 また

組込 まれ な いで 不 安定 な 場合 もア デニ ン非存 在の 培地 で 増殖 す るが、 コ ロニ ー

中 に多 くの アデ ニ ン要 求性 の細 胞 を含 む ため、 赤 い コロ ニ ーを形 成 す る。)お

そ ら くテ トラ ヒメナ 由来 の配 列 に、 分 裂酵 母 中で のARS+活 性 が あ る と考 え られ

る。 しか る に、te11変 異株 をpStatrを 用 いて形 質転 換 した と こ ろ形 質 転換 体は

極 め て 低い 頻度 で しか 得 られな か った。表8に 結 果 を示 す 。対 照 と してpSta12

-1にdg配 列(通 常 のARS・ 活 性 を有 す る 》を挿 入 したプ ラ ス ミ ドpStadgを 用 いた

とこ ろ、te11変 異 株で も、野 生型 株 と同等 の頻 度 で非 組 込 み形 形質 転 換 体が得

られ た。 し たが っ て、te11変 異 株 で形 質 転換 体が 得 られ な い の は、pStatrに 特

有 の現 象 だ と、考 え られ る。

pStatrに よ る形 質 転 換不 能性 が 確 か にte11変 異 と共分 離 す る こ と を四 分子解

析 によ り確 認 した。TN112(h-,皿,ade・6-704,型 ユ)とTH116(h',]皿,… 幽

6-704)と の 交 配で 得 た 四分子 を3組 解 析 した ところ表9に 示 す よ う に全 ての四

分 子 で璽 ユ変異 とpStatrに よ る形 質 転換 不能 性 とは共分 離 した。
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図42・ 形 質 転 換 に 用 い た プ ラ ス ミ ド

pSta12(P.Nurse博 士 よ り 供 与)を ベ ク タ ー と し て2種 の プ ラ ス ミ ドを 作 成 し

た 。 テ トラ ヒ メ ナ の 大 核rDNAの 末 端 部(図 中 のtr)をpSPR1(J.Szost-

ak博 士 よ り 供 与)か ら 制 限 酵 素BamHIとXh。 工に よ る 二 重 消 化 で 切 り 出 し、pSt

a12のBamH工 一SalI部 位 に 挿 入 し た(pStatr)。 ま た 、dg配 列 と し てdglla由 来

のHindIII3.4kb断 片 をpSta12のHindHI部 位 に 挿 入 し た(pStadg)。pSta1

2のsup3-5遺f云 子 はade6-704変 異 を サ ブ レ ス で き る 。
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形質転換に用いたプラスミド
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表9・te11変 異 とpStatrに よる形質転換不能 性 との共 分離

te11変 異株(THI12)と 野 生型株(TH116)と の交 配で得 た四分子 に

つ いて解析 した。

+:赤 い形 質転換 体(非 組 込み型形質 転換体)が プラス ミ ド1u9当 り

100個 以上 え られ る、 一;赤 い形質 転換体が全 く得 られない 。
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6tell'遺 伝子 クロ ー ン化 の試 み

前 節 で述 べ たpStatrに よ る形 質 転 換不 能性 を利 用 してtell'遺 伝子 の ク ロ ー ン

化 を試 み た。THI12を 分裂酵 母ゲ ノ ムDNAラ イブ ラ リ ーを用 い て形 質 転 換 しロイ

シ ン非 要 求 性の 形質 転 換 体 を分離 し、引 統 き、pStatrを 用 い て形質 転換 を行 っ

た。約30,000株 の ロ イ シ ン非 要求 性 の形 質 転 換体 か ら、pStatrに よ って形 質 転

換 さ れ アデ ニ ン非 要求 性 にな った形 質 転換 体 を8株 分離 した 。 それ ぞれ の株 か

らゲ ノ ムDNAラ イブ ラ リー由来 のプ ラス ミ ドを 回収 し、大腸 菌 を用 い て クロ ー ン

化 し た。 そ れぞ れ のプ ラ ス ミ ドの 制限 酵 素EcoRIに よる消 化パ タ ー ンか ら、8

株 か ら得 たプ ラ ス ミ ドの うち2種 に重 複が あ り、プ ラス ミ ドの種類 は計5種 で

あ る こ とが 判 っ た。

それ ぞ れ のプ ラス ミ ドによ りtell変 異 株 を形 質 転換 しHLTの 変化 を調べ た とこ

ろ、1種 の プ ラ ス ミ ド(pTe4001)に よる形 質転 換 体 でHLTが 部 分 的 に回復 してい

た。 図43に そ の結果 を示 す。THI12を ベ クタ ーの みで 形質 転 換 した場合(レ ー

ン4、10)に 比 べ てpTe4001で 形 質 転 換 した場 合(レ ー ン5、6、11、12)

はHLTが 約2kb回 復 し た。な お野 生 型株 をpTe4001で 形 質 転 換 しても(レ ー ン2、

3、7、8)、 テ ロメ ア配 列 はべ クタ ーのみ で形 質 転換 した もの(レ ー ン1、

7)と 比べ て変 化 はな い。 また、 他の4種 の プ ラ ス ミ ドに よ る形 質 転換 体 では、

HLTに は変化 は起 こ らな か っ た。
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図43・pTe4001に よ る 形 質 転 換 体 のHLT

Le1ユ 変 異 株 を ベ ク タL(レ ー ン4、10)、pTe4001(レ ー ン5、6、11、

12)で 形 質 転 換 しHLTの 変 化 を ゲ ノ ム サ ザ ン 法 に よ り調 べ た 。 分 裂 酵 母 の テ ロ

メ ア の 塩 基 配 列 中 で 最 も 出 現 頻 度 の 高 い 配 列(5'-CCTGTAA-3')を 合 成 し末 端 標

識 し て 用 い た 。 レ ー ン1、2、3、7、8、9は 野 生 型 株 の ベ ク タ ー(レ ー ン

1、7)、 あ る い はpTe4001(レ ー ン2、3、8、9)に よ る 形 質 転 換 体 で あ る 。

図aで は ア ル カ リ 変 性 し た ゲ ノ ムDNAを 、 図bで は 二 重 鎖 ゲ ノ ムDNAを 泳 動 し た 。
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考察

テ ロ メア構 造 が異 常 な変 異 株te11 ,を 単 離 して、種 々の 解析 を行 った。 単 一遺

伝子 座 聖ユユの変異 に よ り分 裂酵 母 の染 色 体 の テ ロメ ア配 列 は10～30倍 伸長

した。 分裂 酵 母 野 生型 株の テ ロメ ア には、 そ れぞ れ、 ほ ぼ 同 じ長 さ(300bp)の

反 復 配 列が 存在 してい るが 、te11変 異株 で は1kbか ら9kbに わ たっ てテ ロ メア

配列 のDNA長 が 非 常 に不 均 一 な分布 を示 す(HLT:旦eterogen。uslyLong里elo皿e-

re)。 エ ク ソヌ ク レア ーゼBAL31に よる染 色体末 端DNAの 消 化 に対 して肌Tが 感受

性 で あ っ た こ と、 また末端 部 分 よ りや や 内側 に存 在 す る反 復 配列 の 領域 に異常

が な い こと、 さ らにte11変 異 株 に導 入 した人 工 ミニ染 色 体 の末 端 に もHLTが 形 成

され る ことか ら、 肌Tは 染 色 体の 末端 に特異 的 な異 常 で あ る と考 え られ る。

te11変 異 株 の テ ロメ ア配列DNA長 の不 均一 な分 布 が、3本 の 染 色体 の6っ の テ

ロ メ アでの 長 さの違 い を反映 して いるの か、 ある いは、 細 胞 ご とで の長 さの違

い を反映 してい るの か は不 明 であ る。Ch16の 右腕 末端 を特異 的 に観 察 した実験
ゴ

で は、4.4kbか ら8kbに か けてひ ろが っ たバ ン ドが検 出 され るの で、 少 な くと

も1っ の染 色体 の末端 か らそ ろ っ た長 さの テ ロメ ア配列 が 伸 長 して い る こ とは

な い。

野 生 型 株 との ヘ テ ロニ 倍体 で はHLTは 世 代を経 る ごとに 回復 した。 したが っ て

te11変 異 は劣 性 の変 異 で あ り、 しか もHLTは 可 逆 的 な構 造 異 常 で あ る。出 芽酵 母

で も テ ロメ ア構 造 に異 常 を示 す変 異が3っ 知 られ て い る。野 生 株 に比べ てテ ロ

メア 配 列が 短 くな るtel1、tel2(LustigandPetes,1986)、 逆 に長 くな るcd

glヱ(CarsonandHartNe11,1985)で あ る。 これ らの 変畢 株 で は表 現 型 の 出現

と回 復 に世 代経 過 を必 要 とす る(generationla9)。 変異 によ っ て引 き起 こされ

る構造 異常 が 、野 生株 あ るい は、 ヘ テ ロニ 倍 体 中で世 代経過 ととも に回 復す る

こ とは 、今 まで に単離 され た テロ メア構 造異 常 の変 異株 に共通 の現 象で あ る。

お そ ら く、 テロ メアの 複製 様 式 に密接 な 関連 が あ る と考 え られ る。 鋳型 に依 存

した半 保存 的 な 複製 で はな く、末 端 転移 酵素 を必 要 とす る鋳 型非 依 存 型 の複製

が 関 与 して い るので あ ろう。
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tell変 異 株 にミニ染 色体 を導 入 した とこ ろ有糸 分裂 に お ける安定 性 が 低 下 し

た。 この不 安定 性 が 、 染色 分体 の 不 分離 、あ るい は、単 な る脱 落 の いず れ に起

因 して い る かは不 明 で あ る。tell変 異株 か ら野生 株へ 受 け渡 され た 直後 の ミニ

染色 体 はHLTが 完 全 に回 復 していな いに もか か わ らず安 定 で あ ったの で、HLTが

染 色 体の安 定 性 に影響 して い るわ けで は な い らしい。坦 ヱ 遺 伝子 産 物 自身が 染

色 体分 配 に 関与 して い るのか も知 れな い 。な お 、辿 変 異が 、 ミニ染 色 体 だ け

で な く、通 常染 色 体の 安定 性 にも影 響 を 与 え るか 否 か は判 って いな い 。

辿 変 異 株 で は、 テ トラ ヒメナ 大核 染 色体 の末靖 を挿 入 し た環 状 プ ラ ス ミ ド

(pStatr)が 維持 され な か っ た(形 質転 換 体が 得 られ ない)。 野生 株 で は粗 込み

型 形 質 転換 体 で はな い形 質 転換 体が 高 頻 度 に得 られ るの で、挿 入 し たテ トラ ヒ

メ ナ由 来のDNAに 且RS活性 が あ る と推定 され る。通 常 のARS配 列 を もっ環 状 プ ラ

ス ミ ドはte11変 異 株 で維 持 され るの で、 テ トラ ヒメ ナ由 来の 配列 のARS活 性 は特

殊 な特 性 を有 して い る と考 え られ る。 実際 に このDNA上 に分 裂 酵母 のARSの コ ン

セ ンサ ス配 列が あ るか 否か は明か で は な いが ギ テ トラ ヒメ ナの染 色 体末 端 に特'

徴 的 な配 列TTGGGGに 加 えてA,Tに 富 む領 域 が存 在 す る(Spanglereta1.,1

988ン 。 出 芽酵 母 で も、 テ トラ ヒメ ナ大 核染 色 体の 末端 部分 はARSと して機 能す

る(Kissetal.,1981)。 末 端 に特 徴 的な 塩 基配 列TTGGGGよ りは、 む し ろ、 そ

の内 側 のA,Tに 富 ん だ領 域 に活 性が あ ると考 え られ て い る。

出 芽酵 母 では テ ロメ ア近 傍 にY'、Xと 呼ば れ る反 復配 列が 存 在す るが、 これ

らの 配列 中 にARS活 性が 見 い だ され て い る(ChanandTye,1983)。 また、 シ ョ

ウ ジ ョウバ ェ で もテ ロ メア近傍 の 反 復配 列 中 に、 出芽酵 母内 でARS活 性 を 発揮 す

る領 域 の存 在 が知 られ て い る(Gragerovetal・,1988)。 こ れ らのARS配 列が

染 色体 上 で 複製起 点 と して機 能 してい るか否 かは 明 かで はな い。 しか しなが ら

テ ロメ ア近 傍 の 領 域は 複製 が 他の 領 域 よ り遅 れて 開始 され る こ とが 出芽酵 母 で

は判 明 して お り、 これ らの テ ロメ ア近 傍 のARS配 列 が テ ロメ ア領域 特 異的 な複 製

開始 の 時期 を支 配 して いる可 能性 が あ る(HcCarrollandFangmn,1988)。

te11変 異 株 で テ ロメ ア配列 が異 常 に伸 長す るこ と、pStatr由 来の 形 質 転換 体

が 得 られ な い こ と、 を考 え併せ て、tell'遺 伝 子産 物 の分 子機 能を 予想 してみ た。
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pStatr由 来 の形 質 転換 体が 得 られ ない とい う事 実 を中心 に考 え る と、 並1⊥→遺 伝

子産 物 はテ ロメア 領域 の複 製 開始 時期 を 制御 して い ると推定 で きる。 プ ラ ス ミ

ド(pStatr)に は テ トラ ヒメ ナ末 端 部分 由来 のARS配 列 しか 存 在 しな いの で 、t

処ユ変 異株 で信 、開始 因子 の 欠損 の ため 、複 製 され ない。 染 色 体上 には、 通常 の

ARSnt列 が 存 在 す るの で 、テ ロメ ア領 域 のARS配 列が 機 能 しな くとも複製 され る。

この 際 、te11変 異株 内 の テ ロメ ア領 域 の 複製 開始 時期 は、 染 色 体の 通常 領 域 と

同 時期 であ る。週 ユ変 異株 で テロ メア 配 列が 異常 に伸長 す るの は 、 テ ロメ ア領

域 の 複 製開 始 時期 が異 常 で あ る こ とに起 因 し てい るのか も知 れ な い。

また、tell変 異 株で テロ メ ア配 列が 異 常 に伸長 してい る事 実 を中心 に考 える

と、tell'遺 伝子 産 物 は、 テ ロメア 配列 の 伸長 の抑 制因子 で あ ると推 定 で きる。

お そ ら く、 テ ロメ ア領 域の 複 製 とテロ メ ア配列 の 伸長 に共 役 した段 階が あ り、

そ の ため 、pStatrの 複 製が 不 全な ので あ ろ う。

魁 ユ→遺 伝 子 を クロ ーン化 す る試 み と して、分 裂 酵母 のゲ ノ ムDNAラ イブ ラ リ

ー由 来 の形 質 転換 体の うち、 テ トラ ヒメナ大 核末 端 配列 を挿 入 した環状 プ ラス

ミ ド(pStatr)由 来 の形 質転 換 体が 得 られ る5種 を解 析 し た とこ ろk1種(pTe40

01)で は異 常 に伸 長 したテ ロ メア配 列(HLT)が 部 分的 で は あ るが 回復 して い た。

したが ってte11変 異 株 で 、 テロ メ ア配列 が異 常 に 伸長す る こ とと、pStatr由 来

の形 質 転 換 体が 得 られ ない こ ととは、密 接 な 関連が あ る と考 え られ る。他 の4

種 のプ ラス ミ ドに よる形質 転 換 体 では、pStatrに よ る形 質 転 換 体は 得 られ るが 、

tel1変 異 に よ るHLTは 回復 して いな か っ た。細胞 内 に多 コ ピーの遺 伝 子 を導入 す

るこ と によ り、 部分 的 な相 補 能 を発揮 した と考 え られ る。

tel1変 異 株 のHLTを 回 復 させ るプ ラ ス ミ ド(pTe4001)がte11遺 伝子 座 由来 で あ

るか 否 か は 明か で な い。今 後 、組 込 みマ ッピ ング に よ り、 そ の 由来 を決 定 した

い。
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材料 と方法

菌 株

分 裂 酵 母:本 研 究 で 使 用 し た分 裂 酵 母 は 全 て野 生 型 株972h'、975h'の 派 生 株

で あ る。 表10に 株 名 と遺 伝 子 型 を ま とめ た。

大 腸 菌:染 色 体 ウ ォ ーキ ング の た め の コ ス ミ ドラ イブ ラ リ ーはDHIを も ち い て

作 成 し た。DNA断 片 の ク ロ ー ン化 の た め に は、HB101、JM109、MC1061を 用 い た。

培 地;分 裂 酵 母 の 完 全 培 地 に はYPD(2Z(wt/vol)グ ル コ ー ス 、1Z(Nt!vo1)ポ

リペ プ トン 、1Z(wt/vo1)乾 燥 酵 母 エ キ ス)を 用 い た 。 最 小 培 地 に はSD(2Z(

wt/vo'1).グ ル コ ー ス 、0.67釈wtノ 》01)YeastNitrogenBasesc/o舳inoAcids)

を 用 い た 。 大 腸 菌 の 培 地 に はLB(1Z(wt!vo1 .)NaC1,1Z(wt/vo1)ポ リペ プ ト ン、

0。5%(wt/vo1)乾 燥 酵 母 エ キ ス)を 用 い た 。DH1を 用 い て コ ス ミ ドラ イ ブ ラ リ ー

を 作 成 す る 際 に はNZCYM(1Z(wt/vo1)NZa皿ine、0.5Z(wt/vo1)NaC1,0.1

%(wt/vo1)casaminoacids,0.5Z(wt/vo1)乾 燥 酵 母 エ キ ス,0。2Z("t/vo1)

Mgso4・7H20)に0.2Z(wt/vo1)マ ル トー ス を 加 え て 使 用 し た 。 ア ン ピ シ リ ン 、

ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル は 必 要 に 応 じ て 、 そ れ ぞ れ50～100ug/m1,170ug/皿1の

濃 度 で 使 用 し た 。 寒 天 培 地 に は2Z寒 天 を 加 え た 。

分 裂 酵 母 ゲ ノ ムDNAの 単 離

方 法1:対 数 増 殖 後 期 の 培 養500mlを 集 菌 し10皿MTris一 塩 酸 緩 衝 液(pH7,5

),1mHEDTA(pH7.5)(以 下TE)で 洗 浄 後 、15m1の20mMク エ ン 酸 一 リ ン 酸 緩

衝 液(pH5.6),1Hソ ル ビ トー ル 、0.2mg/mlザ イ モ リエ ー ス100-T,5mg/ml

Novoエ ン ザ イ ムSP234に 懸 濁 し、36℃ に て1～2時 間 保 温 す る 。 プ ロ トプ ラ ス

ト化 し た 細 胞 を15m1の50mMEDTA(pH7.5),50mMTris-・ 塩 酸 緩 衝 液(pH7・5)
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,1%(vo1/vo1)TritonX-100た 懸 濁 し て 、 溶 菌 さ せ る 。 溶 菌 し た 細 胞 の 懸 濁 液

を300xgで10分 間 、 遠 心 す る。 上 清 を 回 収 し、8000xgで20分 間 、 遠 心

し、 ペ レ ッ ト(核 画 分 を 含 む)を5m1の300mMNaC1,50mMEDTA ,50mHTri

s一塩 酸 緩 衝 液 、100ug/m1プ ロ テ イ ナ ー ゼKに 懸 濁 し、SDSを 最 終 濃 度 が1Zに

な る よ う に 加 え る 。50℃ に て5時 間 以 上 保 温 し た の ち 、2回 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出

す る 。2倍 量 の エ タ ノ ー ル でDNAを 沈 澱 さ せ 、 遠 心 し て ペ レ ッ トに す る 。70Z

エ タ ノ ー ル で ペ レ ッ トを 洗 浄 後 、200～500u1のTEに 懸 濁 す る 。 こ の 方 法 で500

ml培 養 か ら 約200ugの ゲ ノ ムDNAを 回 収 で き る 。PFG電 気 泳 動 法 に よ り200～3

00kbのDNAが 回 収 で き る こ と が 判 っ て い る 。

方 法2:5～10mlの 飽 和 期 の 培 養 を 集 菌 し て 、1度 、TEで 洗 浄 す る 。1～2

m1の0.1MEDTA(pH7.5),1Hソ ル ビ トー ル 、0.2mg/mlザ イ モ リェ ー ズ100T

,15mM'2一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル に 懸 濁 し、1時 間 、36℃ で 保 温 す る 。 ス フ ェ

ロ プ ラ ス ト化 し た 細 胞 を100mMTris一 塩 酸 緩 衝 液(pH7.5),50mMEDTAに 懸 濁

し、 最 終 濃 度 が1Zに な る よ う にSDSを 加 え る 。 こ れ を60℃ で10～20分 間 保

温 す る 。 そ の 後 、1/3量 の4M酢 酸 カ リ ウ ム を 加 え 、0℃ で30分 間 保 温 す る 。

遠 心 後 、 上 清 に3倍 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え 、DNAを 沈 澱 さ せ る 。 遠 心 後 の

ペ レ ッ トを500u1の 翼 に 懸 濁 レ、2回 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 す る 。2倍 量 の エ タ ノ

ー ル 、1/10量 の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え、DNAを 沈 澱 さ せ る 。 遠 心 後 の ペ レ ッ ト

を50～100u1のTEに 懸 濁 す る 。

コ ス ミ ドラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 、 あ る い はDNAを エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼBAL31に よ

り 消 化 す る 際 に は 方 法1に よ っ た 。 多 くの 株 か らDNAを 回 収 す る 際 に は 方 法2が

簡 便 で あ る 。
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表10・ 本研究で用いた分裂酵母株
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PFG電 気 泳 動 法

装 置:PFG、CHEFに 使 用 し た 泳 動 装 置(SchvartzandCantor,1984、Gilbe・-

rteta1.,1986)は 自 作 し た 。 パ ル ス タ イ ム 発 生 器 は 試 作 品(TAKARA酒 造)を

使 用 し た 。

サ ン プ ル 調 製:対 数 増 殖 後 期 の 分 裂 酵 母 の 培 養10皿1を 集 菌 し、1度 、TEで 洗

浄 す る 。1～2mlの0.1HEDTA(pH7.5),1Mソ ル ビ ト ー ル 、0.2mg/mlザ イ モ

リェ ー ス100T,15mM2。 メ ル カ プ トェ タ ノ ー ル に 懸 濁 し 、1時 間 、36℃ で 保 温

す る 。 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト化 し た 細 胞 を50ulの0,1MEDTA(pH7.5),1Mソ ル ビ

トー ル に 懸 濁 し、50～60℃ に 保 温 し た1Z低 融 点 ア ガ ロ ー ス を 等 量 加 え る 。 ア

ガ ロ ー ス が 固 化 し た の ち 、 サ ン プ ル コ ー ム の 大 ぎ さ に 合 わ せ て 切 る 。 こ れ を0.

25MEDTA,50mHTris一 塩 酸 緩 衝 液(pH7.5),1ZSDsに 浸 し て50℃ に1時 間 、

保 温 す る 。 次 に 、0.5HEDTA,50mHTris一 塩 酸 緩 衝 液(pH9.5),100～200ug

/皿1プ ロ テ イ ナ ーゼKに 浸 し て50℃ で1昼 夜 保 温 す る 。 こ の 処 理 を 再 度 行 う。

サ ンプ ル 中 のDNAを 制 限 酵 素 で 消 化 す る 場 合 は、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス はSEAPLAQU

E(FMC;Lotno.71995)を 使 用 し た 。

ラ ム ダ フ ァ ー ジDNAオ リ ゴ マ ー:ラ ム ダ フ ァ ー ジ を50～150uglm1(DNA)に 懸 濁

し、50～60℃ に 保 温 し た1Z低 融 点 ア ガ ロ ー ス を 等 量 加 え る 。 ア ガ ロ ー ス が 固

化 し た の ち は 、 分 裂 酵 母 の サ ン プ ル 調 製 と 同 様 の 処 理 を 行 う。 オ リ ゴ マ ー の 形

成 に は ラ イ ゲ ー ス を 必 要 と し な い 。 ラ ム ダ フ ァ ー ジDNAの 付 着 端 を 介 し て 、 自 発

的 に オ リ ゴ マ ー が 形 成 さ れ る 。

分 裂 酵 母 の 二 重 染 色

分 裂 酵 母 の 培 養 を 冷 水 で3度 洗 浄 後 、 蛍 光 色 素DAPI(4,-6'-diamidino2-phe

nylindole)と
.EtBr(EthydiumBromide)を 濃 度 が そ れ ぞ れ12.5ug/田1,3ug/m1

に な る よ う に 加 え た 。
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サ ザ ン 法

ゲ ノ ム サ ザ ン 法 、 コ ロ ニ ーハ イ ブ リダ イ ゼ イ シ ョ ン はHaniatisら の 方 法(Ma

niatiseta1.,1982)に 従 っ た 。

エ ク ソ ヌ ク レア ーゼBAL31に よ る ゲ ノ ムDNAの 消 化

方 法1で 回 収 し た ゲ ノ ムDNAlugに 対 し エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼBAL31を0.4Uni

ts加 え た 。 反 応 の 停 止 に はo.5HEDTAを1/20量 加 え 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 し た 。

コ ス ミ..ドラ イ ブ ラ リー一の 作 成 一'　 '

分 裂 酵 母 ゲ ノ ムDNAを 制 限 酵 素Sau3AI,あ る い はHindIIIで 部 分 消 化 し、35

～45kbのDNA断 片 を シ ョ糖 密 度 勾 配 遠 心
、 ま た は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に

よ り 回 収 し た 。 、 制 限 酵 素 及 び ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ テ ー ス 処 理 し た ベ ク タ ー

pSS110(Nakasekoeta1.,1986)と ゲ ノ ムDNA断 片 を 分 子 比 が1:2に な る よ う に

混 合 し ラ イ ゲ ー ス 処 理 を し た 。 こ の と き のDNAの 濃 度 は 約200ug/m1で あ る 。 そ

の 後 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ エ キ ス トラ ク ト(GigapackGold(STRATAGENE))を 用 い

て パ ッ ケ ー ジ ン グ し た 。

合 成DNA

自 動DNA合 成 装 置380B(AppliedBiosystems)を 使 用 し た 。 分 裂 酵 母 の テ ロ メ

ア 配 列 の 塩 基 配 列(SugawaraandSzostak,私 信)を 参 考 に5'一一GATC(TTTACAGG

)5-3'、B鎖:5'-GATC(CCTGTAA)5-3'を 合 成 し た。 装 置 か ら 回 収 し たDNA溶 液 に ア

ン モ ニ ア 水 を 加 え 、 密 閉 し て50℃ で1昼 夜 、 保 温 し た 。 こ の 処 理 で 塩 基 の 保 護

修 飾 基 が 取 り 除 か れ る 。 デ シ ケ ー タ ー で 乾 燥 し た 後 、2～3mg/m1に な る よ うTE

に 懸 濁 し た 。 プ ロ ー ブ と し て 用 い る と き は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ に よ り
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末 端 標 識 し た。 ま た、A鎖 、B鎖 を 等 量 混 合 し、 ア ニ ー リ ング した 後、pUC12のB

a皿HI部 位 に 挿 入 した。 これ の 塩 基 配 列 を 決 定 し、 予 想 し た配 列 が 合 成 され て い

る こ とを 確 認 し た。

分 裂 酵 母 の 形 質 転 換

Itoら の 方 法(1983)に よ っ た。 コ ス ミ ドDNAに よ る形 質 転 換 も、 通 常 の プ ラ

ス ミ ドと同 様 に行 っ た。 形 質 転 換 体 が 組 込 み 型 形 質 転 換 体 で あ る こ と は、 形 質

転 換 体 を 非 選 択 培 地 で培 養 後 、 マ ー カ ー遺 伝子 を 保 持 して い る こ と に よ り確 認

した 。
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