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要 旨

哺 乳 類 細胞 に お け る突 然 変 異 の 特 異 性 を 容 易 にDNA塩 基 配 列 レベ ル で 解 析 で

き る よ う に す る ため、 突 然 変異 の 標 的 遺 伝 子 と して ヒ トのhprtcDNAを 組 み 込 ん だ シ

ャ トル ベ ク タ ーpZipHprtNeoを 作製 した。 こ の レ トロ ウィ ル ス型 ベ クタ ー は 染 色 体 中

に 組 み 込 ま れ るの で ゲ ノムDNA上 で 起 こる事 象 を忠 実 に反 映 す る こ とが 期 待 で き

る。pZipHprtNeoを 細 胞 当 り1コ ピー だ け安 定 に組 み 込 ん だ マ ウ ス細 胞VH-12株 を 分

離 し、 突 然 変 異 研 究 に利 用 で き るか ど う か検 討 した。6TG-G418二 重 選 択 法 を

採 用 す る こ と に よ り、 ペ ク タ ーDNAの 異 常 な ゲ ノム か らの脱 落 を排 除 しゲ ノム遺

伝 子 とほ ぼ 等 しい 自然 突 然 変異 頻 度 を実 現 で き た。 ま たCOS細 胞 融 合 法 に よ る 全

hprtcDNA断 片 を含 む ベ ク タ ーDNAの 回 収 の効 率 も よか っ た。

更 にVH-12細 胞 を用 い て マ ウス の 自然 突 然 変 異 特 異 性 の解 析 を行 っ た。 結 果 は 数

塩 基 の 欠 落 を中 心 とす る フ レー ム シ フ ト型 変 異 が 最 も多 く約4割 を 占 め、 塩 基 置換

が そ れ に次 いだ。 ま た欠 失、 倍 加 な ど も見 られ、 新 しい型 の 変 異 と して欠 失 一挿 入 型

突 然 変 異 も同定 した。 突 然 変異 の 発 生 部 位 に は しば しば短 い 反 復 配 列 か ら成 り立 っ

コ ンセ ン サ ス構 造 が み られ た が、 これ は マ ウ ス 細 胞 の 自然 突 然 変 異 の 発生 機 構 にD

NA合 成 の エ ラー が 関 与 して い る こ とを示 唆 して い る。
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序 言命

これ ま で哺 乳 類 細 胞 で は、 そ の遺 伝 子 が 一 般 に大 き く構 造 も複 雑 で 簡 単 に これ

を ク ロー ニ ング す る こ とが で きな い た め に、 突 然 変異 特 異性 の 塩 基 配 列 レベ ル で の

解 析 が 困 難 だ っ た。 代 替 法 と して サ ザ ン法 に よ る分 析 が主 に行 わ れ た が、50塩 基

対(bp)以 下 の 変 化 は 一 般 に検 出 は困 難 で あ っ た(1)。 遺 伝 子 工 学 の発 展 と と も

にシ ャ トルベ ク ター を利 用 した 解 析 系 が 登 場 した(2)。SV40ウ ィ ル ス のDNA複

製 起 点(SVori)とlargeT抗 原 の 遺 伝 子 を持 っ 自律 複 製 型 シ ャ トル ベ ク タ ー が主

流 で あ っ た が、 細 胞 に導 入 す る と きベ ク タ ーDNAが 損 傷 を受 け高 頻 度 で 突 然 変 異

が 発 生 す る た め に、 本 来 の 突然 変 異 の 特 異 性 の デ ー タが 乱 さ れ る と い う問 題 が 生 じ

た(3-5)。

自律 複 製 型 の もの が 持 っ こ う した問 題 を 回 避 す る た め、 レ トロ ウ ィ ル ス 型 シ ャ

トル ベ ク タ ーpZipNeoSV(X)1(6)を 利 用 して、 哺 乳 類 細 胞 の突 然 変 異 特 異 性 の 解 析

系 を開 発 す る こ と に した。 この 種 の ベ ク タ ー は 染 色 体DNAに 組 み 込 まれ 安 定 に細

胞 か ら細 胞 へ 受 け継 が れ る の で、 細 胞 の ク ロー ン を選 択 す る こ とに よ っ て細 胞 導 入

時 の 損 傷 に よ る 異 常 な 変 異 を持 つ ベ ク タ ーDNAは 排 除 す る こ とが で きる。 ま た染

色 体DNA上 で起 こ る事 象 を 直 接 反 映 す る こ とが 期 待 され る。 細 胞 か らの ベ ク タ ー

DNAの 回収 もCOS-1細 胞 との 融 合 に よ り可 能 で あ る(7)。 この ベ ク タ ー に の せ る

突 然 変 異 の 標 的 遺 伝 子 に は ヒ トhprtcDNA(8)を 採 用 した。 こ の遺 伝 子 の 正常 形 質

と変 異 形 質 の両 者 が選 択 培 地 を 使 い分 け る こ と に よっ て 容 易 に選 択 で き る こ と と、

構 造 遺 伝 子 部 分 が657bpで 全 塩 基 配 列 の 決 定 も 比 較 的 容 易で あ る こ とが 利 点 で あ

る。 また 突 然 変 異 研 究 の 結 果 得 られ る で あろ う 変 異 ヒ ポ キサ ンチ ン リン酸 リ ボ シ ル

基 転 移 酵 素(HPRTase)の 情 報 はLesch-Nyhan症 な どの 遺 伝 病 研 究 に も寄 与 す る と考

え られ る。 更 に ヒ トhprtcDNAを 持 つ レ トロ ウ ィ ル スベ ク タ ー は 将 来 の 遺 伝 子 治 療 の
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基 礎 研 究 に も利 用 で き る。

開 発 したシ ャ トルベ ク ター 系 を使 っ て 哺 乳 類 細 胞 の 自然 突 然 変 異 の解 析 を行 う

こ と に した。 自然 突 然 変 異 特 異 性 の研 究 は 大 腸 菌 のlacl遺 伝 子 の 系 で 遺 伝 的 解 析 法

(11)や 塩 基 配 列 決 定 法(12)を 用 いて 詳 細 に行 わ れ て い る が、 哺 乳 類 細 胞 で

は 近 年 ま で サ ザ ン法 を 用 いて チ ャ イ ニ ー ズハ ム ス タ ー(13-19)と ヒ ト(20)

で 行 わ れ た もの ぐ らい しか な か っ た。 最 近 にな っ て シ ャ トル ベ クタ ー を利 用 して 自

然 突 然 変 異 の塩 基 配 列 を 解 析 した もの が い くつ か報 告 され た(21-23)。 この

う ち 自律 複 製 型 ベ クタ ー で 行 わ れ た もの(21,22)はDNA導 入 時 の変 異 が 混

入 して い る と考 え られ、 突 然 変 異 頻 度 も ゲ ノム遺 伝 子 の もの よ り高 く、 ま た 染 色 体

DNA上 の事 象 を 反 映 して い る と い う保 証 もな い。 も う一 つ の報 告 は 当研 究 と同 じ

pZipNeoSV(X)1を 用 い、 大 腸 菌9越 遺 伝 子 で マ ウ ス 細 胞 の も の を 調 べ た も の だっ た

(23)。 な お、 酵 母 で も シ ャ トル ベ ク タ ー を使 って 自然 突 然 変 異 の特 異 性 が 解 析

され て い る(24,25)。 この 他、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の 処 遺 伝 子 で 突 然

変 異 遺 伝 子 を直 接 ク ロ ー ニ ング して 塩 基 配 列 を 決 定 した もの も報 告 さ れ て い る(

26-29)。
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材 米斗 と 方 マ去

鯉

マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞BALB/c3T3-A31株(30)由 来 のHPRTase欠 損 株2TGOR(31)

はH.LOzer博 士 よ り供 与 して 頂 い た。 マ ウ ス 白 血 病 細 胞 株L5178Y(32)とSV40で

トラ ン ス フ オ ー ム し た サ ル 細 胞 株COS-1(33)は 佐 藤 弘 毅 博 士(放 射 線 医 学 総 合 研

究 所)よ り供 与 して 頂 い た。

盤

使 用 し た 哺 乳 類 細 胞 の 基 本 培 地 に はDulbecco'smodifiedEagle'smedium(

DMEM;FlowLaboratories社 、 米 国)に 新 生 仔 牛 血 清(IrvineScientific社 、

米 国)を10%加 え る。 選 択 培 地 用 の 薬 剤 は、HPRTase欠i損 株 選 択 用 に6一 チ オ グ ア

ニ ン(6TG;東 京 化 成)を5mg/1と な る よ う に、HPRTase正 常 株 選 択 用 に50×

HAT溶 液(Sigma社 、 米 国)を20ml/1と な る よ う に、 ま た 薬 剤 耐 性 遺 伝 子1塑

を 発 現 し て い る 細 胞 の 選 択 用 にGENETICIN(G418;GibcoLaboratories社 、 米

国)を800mg/1と な る よ う に そ れ ぞ れ 加 え る。 培 養 は5%CO2大 気 下37℃ で

行 い、3日 毎 に 培 地 交 換 を 行 う。 細 胞 の 継 代 は ト リ プ シ ン(阪 大 微 生 物 病 研 究 会)

処 理 に よ り行 う。

魁

ヒ トhprt遺 伝 子 のcDNA(8)を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ドpLPL(34)はA.D.

Hiller博 士 よ り 供 与 し て 頂 い た。 こ の プ ラ ス ミ ドで はhprtcDNAの ポ リA部 位 が レ ト

ロ ウ イ ル ス 由 来 の 断 片 と 置 換 し て あ る。 レ ト ロ ウ イ ル ス 型 シ ャ トル ベ ク タ ーpZip-

NeoSV(X)1(6)はC.LCepko博 士 よ り供 与 し て 頂 い た。 ま た 自 ら の ゲ ノ ム を パ ッ ケ
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一 ジ す る の に 必 要 な 領 域 ψ に欠 失 の あ る 変 異Moloneymurineleukemiavirus(肋 一

MuLV)の ゲ ノム を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド剛OVψ(35)は 本 庶 佑 博 士(京 都 大 学)

よ り 供 与 し て 頂 い た。

DNA一 ン ェ シ ョ ン

マ ウ ス 細 胞 へ の ベ ク タ ーDNAの トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法

(36)に よ り行 っ た。2TGOR細 胞2×lO5個 を10cm培 養 シ ャ ー レ に 植 え る。

翌 日 培 地 交 換 し て2-5時 間 後、DNA一 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 澱 懸 濁 液 をlml加

え る。DNAは 導 入 し た いDNA1μ9に キ ャ リ ア ー と して15μ9の サ ケ 精 子DN

Aが 混 ぜ て あ る。 次 の 日 ハ ン ク ス 液 で 洗 っ た 後、 新 し い 培 地 を 加 え る。 更 に 二 日 後

HAT選 択 培 地 に 交 換 し、1-2週 間 培 養 を 続 け る。

ウ ィ ル ス 粒 子 の 回 収 と 細 胞 へ の 感 染

2TGOR細 胞 にpZipHprtNeoDNAとpMOVψDNAを 一 緒 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し、

pZipHprtNeoを ゲ ノ ム と し て 持 っ ウ ィ ル ス の 産 生 細 胞 株 を 分 離 す る(35)。 こ の 細

胞 株 を10cmシ ャ ー レ に い っ ぱ い に な る 少 し前 ま で 培 養 し、 培 地 交 換 し て 培 地 を

15mlに 減 らす。 別 に ウ ィ ル ス を 感 染 さ せ る 細 胞 と し て2TGORを1×105個 、

10cmシ ャ ー レ に 植 え て お く、 翌 日2TGOR細 胞 も 培 地 を 交 換 し ユ5mlと し、4-

5時 間 培 養 を 続 け る。 こ の 培 養 にPolybrene(Sigma社 、 米 国)を4μ9/mlで 加 え、

更 に045μmフ ィ ル タ ー で 濾 過 し た ウ ィ ル ス 産 生 細 胞 の 培 養 液 を 適 当 量 加 え る。

3時 間 培 養 後 、 新 し い 培 地 を9ml加 え る。 二 日 後HAT選 択 培 地 に 交 換 し、 耐 性 コ

ロ ニ ー が 適 当 な 大 き さ に増 殖 す る ま で 培 養 す る。
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べ 一DNAロ

文 献34に 従 い、COS-1細 胞 と 融 合 す る こ と に よ っ て 細 胞 ゲ ノ ム か ら の ベ ク タ ー

の 回 収 を 行 っ た(COS細 胞 融 合 法)。 ベ ク タ ーDNAを 回 収 す る 細 胞 を25cm2

フ ラ ス コ に い っ ぱ い に な る ま で 培 養 し、 ト リプ シ ン 処 理 で は が し て か ら5×105

個 のCOS-1細 胞 と混 ぜlOcmシ ャ ー レ に 植 え る。 密 集 状 態 に な る 少 し 手 前 ま で 培 養

し た の ち、 無 血 清 培 地(DMEM)で 一 回 洗 う。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル1000(キ

シ ダ 化 学)を50%、 ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ドを10%含 む 無 血 清 培 地3mlを 穏 や か

に 加 え、50秒 処 理 後 直 ち に 除 去 す る。 無 血 清 培 地 で 穏 や か に2回 洗 っ た 後 、 通 常

培 地 で 二 日 間 培 養 を 続 け る。 融 合 細 胞 か らの ベ ク タ ーDNAの 抽 出 はB.Hirtの 方 法

(37)に よ り行 う。D.Hanahanの 方 法(38)に し た が っ て 抽 出DNAを 大 腸 菌

DH1株 に 導 入 し、 得 られ た ネ オ マ イ シ ン 耐 性(neo・)細 菌 ク ロ ー ン か ら簡 便 法(39)

に よ り プ ラ ス ミ ドDNAを 回 収 す る。 回 収DNAを 制 限 酵 素BamHIで 処 理 し、 ア ガ ロ

ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り切 断 パ タ ー ン を 解 析 す る。

鐘

細 胞107個 か ら常 法(39)に よ り調 製 し た ゲ ノムDNAを 適 当 な 制 限 酵 素 で

完 全 に 切 断 し、!レ ー ン あ た り10μ9量 ず っ08%ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 電 気 泳 動 に

か け る。 常 法(39)に 従 っ て、 泳 動 し たDNAを ナ イ ロ ン 膜(PallUltrafine

Filtration社 、 米 国)に 移 し取 り、 適 当 な プ ロ ー ブDNAを 用 い て ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン 反 応 を 行 う。 プ ロ ー ブ と し て は、pZipHprtNeoDNA由 来 のhprtcDNAを 含 む

16kbBa皿HI断 片、 ま た はneo遺 伝 子 を 含 む23kbXbal断 片 を ニ ッ ク トラ ン ス

レ ー シ ョ ン キ ッ ト(宝 酒 造)に よ り[α3とP]-dCTPで ラ ベ ル し た も の を 使 う。

反 応 後 、 ナ イ ロ ン 膜 を オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に か け る。
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一

pZipHprtNeo形 質 転 換 細 胞 はHAT-G418培 地 で、L5178YはHAT培 地 で、

2TGORは6TG培 地 で、 そ れ ぞれ 培 養 しあ らか じめ 変 異細 胞 を排 除 して お く。 調 べ た

い 変 異 原 で 処理 した後、 ま たは 自然 突 然 変 異 の 場 合 は そ の ま ま、 生 存 細 胞 が 約!-

2xIO5個 ず つ とな る よ う に25cm2フ ラ ス コ に植 え る。 変 異 原 処理 した と きは、

別 に生 存 率 決定 用 と して通 常 培 地 を含 む6cmシ ヤ ー レに適 当数 の 処理 細 胞 を ま く。

フ ラ ス コ の 細 胞 は 非 選 択 下 で 約 一 週 間 培 養 して 突 然 変 異 を発 現 させ た 後、 突 然 変 異

細 胞 の 選 択 培地(6TGま たは6TG-G418培 地、 但 し2TGORの みHAT培 地)

を 含 む10cmシ ャ ー レに細 胞105個 ず っ を植 え る。 同 時 に平 板 効 率 決 定 用 に 細 胞

200個 ず っ を通 常 培 地 ま たはG418培 地 を含 む6cmシ ャ ー レに ま く。 突 然 変 異

細 胞 選 択 用、 生 存 率 決 定 用、 平板 効 率 決 定 用 の各 シャ ー レは約2-3週 間 培 養 した

後、 メ タ ノー ル で 固 定 しギ ムザ 染 色 を して コ ロニ ー数 を数 え る。 突 然 変 異 頻 度 は選

択 培 地 に植 え た細 胞数 に平 板 効 率 を乗 じて得 られ る値 で 選 択 培 地 中 の 耐 性 コ ロ ニ ー

数 を 除 す る こ と に よっ て 算 出す る。

エ チ ル メ タ ン スル ホ ン酸(EMs)処 理 は、 前 日25cm2フ ラ ス コあ た り2-4

×105個 で 植 え て お い た細 胞 を、EMS添 加 培 地 で 交 換 し20時 間 培 養 す る こ と に

よ っ て行 う。 紫 外 線(UV)照 射 は、 前 日RERNANOX60x15mmCONTURDISH(LUX

scientific)に シ ャ ー レ あ た り5×105個 で植 え て お い た細 胞 に、254nm殺 菌

灯 を 用 い て1J/m2・sの 線 量 率 のUVを 当て て行 う。X線 は 東芝KXC-18-2A形 深 部 治

療X線 装 置 を 用 い て行 う。

-

6TG-G4!8培 地 で 変 異 原 未 処 理 のVH-12細 胞 か ら得 られ た耐 性 コ ロ ニ ー を

自然 突然 変 異 ク ロー ン と して 分 離 す る。6TG培 地 を 含 む25cm2フ ラ ス コ に植 え
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継 ぎ 密 集 状 態 に な る ま で 培 養 後 、 細 胞 を 回 収 し凍 結 保 存 す る。 但 し得 ら れ る 突 然 変

異 ク ロ ー ン の 独 立 性 を 保 証 す る た め、 一 つ の 突 然 変 異 発 現 用 フ ラ ス コ に 由 来 す る 耐

性 コ ロ ニ ー の 内 か ら一 個 だ け を 採 る よ う に す る。

一

ベ ク タ ー を 導 入 し たneo・ 大 腸 菌 の 培 養40mlか ら ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル で 増 幅

さ せ た(39)プ ラ ス ミ ドDNAを 松 原 らの 方 法(40)で 回 収 し、 塩 化 セ シ ウ ム

密 度 勾 配 遠 心 法(39)に よ り精 製 す る。 環 状 二 本 鎖DNAの ま ま 塩 基 配 列 を 決 定

す る た め、 プ ラ ス ミ ドDNAを ア ル カ リ変 性 さ せ 、 あ らか じめ 作 製 して お い た 合 成

DNAを プ ラ イ マ ー と し て ア ニ ー ル さ せ る。7-DEAZAシ ー ク エ ン ス キ ッ ト(宝

酒 造)と[α 一32Pl-dCTP(DuPontNENProducts社 、 米 国)を 用 い て ジ デ オ

キ シ 法 に よ る 反 応 を 行 う。 反 応 後 、 既 成 の 電 気 泳 動 用8%尿 素 一ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲ ル、FUJIGENSORGELSHEET(200mmx400mm,富 士 写 真 フ イ ル ム)2枚 に 反 応

液 を 重 層 し、2500V定 電 圧 で そ れ ぞ れ1時 間 及 び2時 間 電 気 泳 動 を 行 う。 両 者

で ほ ぼ200塩 基 長 を カ バ ー で き る。 泳 動 後、 ゲ ル を ろ 紙 に 移 し取 り、 真 空 乾 燥 さ

せ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に か け る。

合 成 プ ラ イ マ ー は17merの も の を 両 方 のDNA鎖 に た い して 計7種 類 作 製 す る。

セ ン ス 鎖 を 鋳 型 とす る 時 は41-57,226-242,426-442,611

-627の 各 部 位(番 号 づ け は 文 献8に よ る)に 対 応 す る プ ラ イ マ ー(セ ン ス 鎖 プ

ラ イ マ ー)を 使 用 し、 ア ン チ セ ン ス 鎖 を 鋳 型 と す る場 合 は657-641,417

-401 ,2!7-201の 各 部 位 に 対 応 す る も の(ア ン チ セ ン ス 鎖 プ ラ イ マ ー)

を 用 い る。 通 常 は セ ン ス 鎖 プ ラ イ マ ー4種 の み を 使 っ て 塩 基 配 列 の 決 定 を 行 う。
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糸吉 果

1シ ャ トル ベ ク タ ーpZipHprtNeoを 利 用 し た 突 然 変 異 解 析 系 の 開 発

曲 旦prtNeoDNAの 」

プ ラ ス ミ ドpLPL(8)か ら切 り出 し た ヒ トhprtcDNAを 含 む16kbのPstl-

BamHI断 片 を、BamHIリ ン カ ー を っ な い だ 後 、pZipNeoSV(X)1ベ ク タ ーDNA(6)の

BamHIク ロ ー ニ ン グ 部 位 に組 み 込 みpZipHprtNeoを 作 製 し た(図1) 。 こ の シ ャ トル

ベ ク タ ー は 両 端 にMoloney白 血 病 ウ ィ ル ス 由 来 のLTRを 持 っ レ ト ロ ウ ィ ル ス 型 の も

の な の で 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 や 電 気 穿 孔 法 以 外 に ウ ィ ル ス 感 染 法 に よ っ て も 細 胞

内 に 導 入 で き、 しか も 染 色 体DNAに 安 定 に 組 み 込 ま れ て し ま う。 こ の ベ ク タ ー 上

に はhprtcDNAの 他 に 薬 剤 耐 性 遺 伝 子neoも 存 在 し、 しか も 両 者 は 左LTRに 転 写 開

始 点 を 持 っ 単 一 の 転 写RNAか ら 二 者 択 一 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 別 々 のmRNAと

して 発 現 さ れ る。 ま たSV40ウ ィ ル ス の 複 製 開 始 部 位(SVori)を 持 つ の で、SV40

の!argeT抗 原 を 発 現 す る サ ル 細 胞COS-1と 融 合 す るCOS細 胞 融 合 法 に よ り、 染 色

体DNAに 組 み 込 ま れ た 状 態 か ら プ ラ ス ミ ドDNAの 状 態 に して 回 収 で き る。 回 収

し た プ ラ ス ミ ドはpBR322の 複 製 起 点(pBRori)とneo遺 伝 子 を 持 つ の で、 大 腸 菌

の 中 で 選 択、 増 幅 さ せ る こ とが で き る。

{{カZIHrtNeoグ 質 一
,一 』

HPRTaseを 欠 損 して い る マ ウ ス 細 胞 株2TGORに3つ の 方 法 でpZipHprtNeoDNAの 導

入 を 試 み た。 ひ と つ はpZipHprtNeoDNA単 独 の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ る トラ ン ス フ

ェ ク シ ョ ン で あ り、 ひ と つ はPMOVψDNAと の 同 法 に よ る 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
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で あ る。 後 者 で はpZipHprtNeoを ゲ ノム と して持 っ ウ ィル ス 粒 子 の産 生 細 胞 の作 製 も

狙 っ た。 残 りも う ひ とつ は この 産 生細 胞 を利 用 して ウ ィ ル ス 粒 子 と して 感 染 さ せ る

方 法 で あ る。 結 果 と して 全 部 で109個 のHAT耐 性 ク ロー ン を分 離 で きた が、 そ

の 内訳 を 表1に 示 す。 これ らの う ちG418耐 性 も保 持 して い たの は 全部 で60ク

ロ ー ンで あ っ た。

得 られ たHAT-G4工8耐 性 細 胞 の う ち入 っ たベ ク タ ーDNAが 不 安 定 な も の

を排 除 す る ため、 ベ ク タ ー 上 のhprtcDNAに 由来 す るHPRTase活 性 が 自然 に 失 活 す る

頻 度 を6TG耐 性 獲 得 を指 標 に調 べ た。 全60ク ロー ンの う ち10司 前 後 以 下 の 比

較 的 低 い 自然 失 活 頻 度 を示 したの は、 単 独 トラ ン スフ ェ ク シ ョ ン法 で はPH-1,PH-5

の2ク ロー ン、 同 時 トラ ン ヌ フ ェ ク シ ョ ン法 で は ψ一/PH-62の ユク ロー ン.そ して ウ

ィ ル ス感 染 法 で はVH-1,VH-5,VH-12の3ク ロー ンで、 最 後 の方 法 が 安 定 な形 質 転 換

細 胞 を最 も得 易 か っ た(表1)。

HPRTaseを 安 定 に発 現 して い る と思 わ れ る これ ら6ク ロー ン にっ いて 突 然 変 異 研

究 へ の利 用 に適 して い る か ど うか 評 価 す る ため に、 更 に詳 細 な 解 析 を行 っ た(表2)

。 まず 突 然 変 異 能 にっ い て 検 討 した と こ ろ、6TG耐 性 自然 突 然 変 異 頻 度 は各 ク ロ

ー ン と も04-2×10-4の 範 囲 にあ り対 照 のL5178Y細 胞 の ゲ ノムhprt遺 伝 子 の そ

れ よ りや や 高 か っ た。EMS誘 発6TG耐 性 突 然 変 異 頻 度 はL5178Yと 同程 度 か 少 し

高 か っ た。 な お 対 照 と して2TGOR細 胞 で もHAT耐 性 へ の 自然 及 びEMS誘 発 復 帰 突

然 変 異 の 実 験 を 行 っ たが、 全部 で107個 の 細 胞 を 調 べ て も 変異 ク ロ ー ン は 得 られ な

か っ た。

次 にCOS細 胞 融 合 法 に よ るベ ク タ ーDNAの 回 収 性 を調 べ た と ころ、 回収 物

に 大 腸 菌 を ネ オ マ イ シ ン耐 性 にす る活 性 が み られ たの は4ク ロ ー ン だ けで、PH-5と

VH-5で は 繰 り返 し試 み て も耐 性 菌 は得 られ な か っ た。 この段 階 で こ の 二 つ の ク ロー

ン は 突 然 変 異 研 究 用 の 候 補 か ら外 した。 残 りの4ク ロー ン につ い て 更 に各 々 で 得 ら
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れ た 耐 性 菌 か ら プ ラ ス ミ ドDNAの 回 収 を 試 み、 制 限 酵 素BamHI,EcoRI,Hindlllに よ

り そ の 構 造 解 析 を 行 っ た(図1参 照)。 図2は そ の う ち の 典 型 的 な 例 で あ る。 結 果

と し て 全 て の 回 収 プ ラ ス ミ ドの ク ロ ー ン は、BamHIに よ り切 断 さ れ バ ン ドが2本 生 じ

る も の(図2左 、 レ ー ン1-6,8,9)、1本 だ け 生 じ る も の(レ ー ン7)、 ま

た は 全 く切 断 さ れ な い も の(レ ー ン10)の い ず れ か の パ タ ー ン に 分 か れ る こ と が

わ か っ た の で、 そ れ ぞ れ の パ タ ー ン に 属 す る プ ラ ス ミ ドを1群 、II群 、III群 と 便 宜

上 分 類 す る こ と に した。PZipHprtNeoDNAか ら はBamHI切 断 に よ りhprtcDNAを 含 む

16kbの 断 片 が で き る が 、1群 プ ラ ス ミ ドで もBamHIで 同 じ長 さ の バ ン ドが 必 ず 検

出 さ れ、 こ の 群 の も の は 完 全 長 のhprtcDNA断 片 を 保 持 し て い る と 考 え ら れ る。 こ の

こ と はEcoRI-HindlII二 重 切 断 に よ る パ タ ー ン か ら も 確 認 さ れ た(図2右)。 ま た こ

の 二 重 切 断 パ タ ー ン か ら、 回 収 解 析 し た1,II,III群 の 全 て の プ ラ ス ミ ドDNAで

正 常 な 長 さ のneo遺 伝 子 とSV400riが 常 に 保 持 さ れ て い る こ と も 明 か と な っ た。

こ れ は 両 者 がCOS細 胞 融 合 法 に よ る 回 収 に 必 須 で あ る こ と と よ く一 致 し て い る。

更 にBamHI切 断,EcoRI-HindlII二 重 切 断 の 両 結 果 か ら、II群 プ ラ ス ミ ドはhprtcDNAの

上 流 側 のBamHI部 位 を、IH群 はhprtcDNAと そ れ を は さ む 二 っ のBamHI部 位 を、 そ れ ぞ

れ 欠 失 して い る こ と が わ か っ た。 し た が っ てII群 、m群 の 回 収 プ ラ ス ミ ドはhprt

cDNAの 塩 基 配 列 決 定 に は 不 適 当 で、1群 だ け が こ れ に 使 え る こ と に な る。pZip-

HprtNeo形 質 転 換 細 胞 の う ち3ク ロ ー ン で は1群 が 回 収 プ ラ ス ミ ドク ロ ー ン の 約 半 数

を 占 め て い た が 、 ψ/PH-62細 胞 で は1群 の 回 収 効 率 は 極 端 に 低 か っ た(表3)。 し

か し 少 しで も1群 プ ラ ス ミ ドが 回 収 で き た と い う こ と は、 ほ ぼ 完 全 な 長 さ の ベ ク タ

ーDNAが 少 な く と も1個 は 各 細 胞 ク ロ ー ン の ゲ ノム 中 に 存 在 して い る こ と を 示 唆

し て い る。

ペ ク タ ーDNAの 回 収 が 可 能 で あ っ た4ク ロ ー ン に つ い て、 更 に 細 胞 ゲ ノ ム 中

に 組 み 込 ま れ た ベ ク タ ーDNAの コ ピ ー 数 を、hprtcDNA断 片 を プ ロ ー ブ と して サ ザ
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ン法 に よ り 調 べ た(図3)。 全 ク ロ ー ン のBamHI切 断 ゲ ノ ムDNAで 正 常 な 長 さ の

hprtcDNAが 存 在 して い る こ と を 示 す16kbバ ン ドが 検 出 さ れ た。 ψ/PH-62で は

そ れ が 明 ら か に 多 コ ピ ー で 存 在 し て い た(レ ー ン4)。 な お こ の ク ロ ー ン で 検 出 さ

れ た3kbの バ ン ドは プ ロ ー ブ に 含 ま れ るMo-MuLV由 来 の 断 片 が ゲ ノ ムDNA中 に 多

コ ピ ー で 組 み 込 ま れ て い るPMOVψDNAと ハ イ ブ リダ イ ズ し た た め で あ る。PH-1

(レ ー ン3)で は も う 一 本 約5kbの バ ン ドが 検 出 さ れ た こ とか ら構 造 変 化 の 生 じ た

べ ク タ ーDNA断 片 も 存 在 す る こ と が 示 さ れ た。EcoRI切 断 の 場 合 で は ψ 一/PH-62を

除 く3ク ロ ー ン で 互 い に 大 き さ の 異 な る バ ン ドが 一 本 ず つ 検 出 さ れ た(レ ー ン1-

3)。EcoRI切 断 部 位 は ベ ク タ ーDNA中 に1カ 所 し か な い の で、 こ の 結 果 は、 こ れ

ら3ク ロ ー ン で は ベ ク タ ーDNAが 細 胞 当 り1コ ピ ー し か 存 在 せ ず 、 しか も 染 色 体

上 の 異 な る 位 置 に組 み 込 ま れ て い る と 普 通 解 釈 さ れ る が、PH-1の 場 合 はBamHI切 断 の

結 果 も考 え 合 わ せ る と、EcoRI部 位 を 失 っ た 不 完 全 な ベ ク タ ー 断 片 を 含 む 複 数 の ベ ク

タ ー 配 列 が 一 ヶ 所 に 組 み 込 ま れ て い る と 考 え た 方 が よ い。 ψ/PH-62で は 洲OVψ

DNA由 来 の シ グ ナ ル と 区 別 が つ か な い た め 情 報 を 得 る こ と は で き な か っ た が(レ ー ン

4)、BamHIに よ る 結 果 を 考 え 合 わ せ る と 多 コ ピ ー の ベ ク タ ーDNAが 細 胞 ゲ ノ ム に

組 み 込 ま れ て い る と思 わ れ る。

複 数 のhprtcDNAを ゲ ノ ム 中 に持 っPH-1と ψ/PH-62は 突 然 変 異 研 究 用 に は 不 適

当 な の で 候 補 か ら外 し た。 最 終 的 にVH-1とVH-12が 残 っ た が、 ベ ク タ ーDNAの 回 収

性 が よ り優 れ て い たVH-12(表2参 照)を 突 然 変 異 の 研 究 用 細 胞 ク ロ ー ン と して 採 用

す る こ と に 決 定 し た。

VH-12,、 こお1ベ ーDNAの{{'

VH-!2の6TG耐 性 自然 突 然 変 異 頻 度 は 約10　 4で 、 他 のpZipHprtNeoに よ る 形

質 転 換 ク ロ ー ン に 比 べ 最 も 低 い 部 類 に 属 す る も の で あ っ た が、 そ れ で も こ れ は 細 胞
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の ゲ ノム 遺 伝 子 に お け る も の と 比 べ る と ま だ 一 桁 ほ ど 高 い。 こ の こ と は ベ ク タ ーD

NA上 のhprtcDNAが ゲ ノ ムhprt遺 伝 子 よ り も不 安 定 で あ る こ と を 示 唆 し て い る。 そ

こ で、 こ の ベ ク タ ー 上 の 遺 伝 子 の 不 安 定 さ の 原 因 を 検 討 した。

ま ず6TG選 択 培 地 でVH-12か ら得 ら れ た49ク ロ ー ン の6TG耐 性 自 然 突 然 変

異 細 胞 に つ い て、 ベ ク タ ー 上 の 別 の 遺 伝 子 で あ るneoの 発 現 をG418耐 性 を 指 標 に

調 べ た と こ ろ、 約6割 に 及 ぶ30ク ロ ー ン がG418耐 性 を 失 っ て い た。 こ れ はVヨ

ー12でhprtcDNAとneo遺 伝 子 の 同 時 失 活 が 起 き や す い こ と を 示 す と 考 え られ た。 こ の

原 因 と し て、 ひ と っ は 染 色 体DNAか ら ベ ク タ ーDNAが 欠 失 しや す い た め で あ る

可 能 性 が 挙 げ られ る。 ま た、hprtcDNAとneo遺 伝 子 は ひ とっ の 転 写 単 位 に 属 し て い

る こ と を 考 え る と、 ペ ク タ ー 上 で の 遺 伝 子 転 写 が 高 い 頻 度 で 失 活 し て しま う た め で

あ る の か も しれ な い。

そ こ で ペ ク タ ー 上 の 二 っ の 遺 伝 子 の 同 時 失 活 が み ら れ た 変 異 細 胞 か ら7ク ロ ー

ン を 選 び、 ゲ ノ ムDNA中 の ベ ク タ ーDNAの 存 在 の 有 無 を サ ザ ン 法 に よ り検 討 し

た(図4)。BamHIで 切 断 し た 細 胞DNAを 、hprtcDNA断 片 を プ ロ ー ブ に 用 い て 調

べ た と こ ろ、6ク ロ ー ン で は 全 く バ ン ドが 検 出 さ れ ず(図4A)、 少 な く と もhprt

cDNAの 全 配 列 は 細 胞 ゲ ノム か ら失 わ れ て い る こ と が わ か っ た。 こ れ ら6ク ロ ー ン で

はneo遺 伝 子 を 含 む 断 片 を プ ロ ー ブ に してEcoRIで 切 断 し た 細 胞DNAを 調 べ て も バ

ン ドは 検 出 さ れ ず(図4B)、neo遺 伝 子 も 完 全 に ゲ ノム か ら失 わ れ て い る こ と が 示

さ れ、 結 局 、 ベ ク タ ー 配 列 全 体 が 染 色 体DNAか ら脱 落 して い る と 推 測 さ れ た。 ひ

と っ だ け 完 全 長 のhprtcDNAを 保 存 して い る ク ロ ー ン が あ っ た(図4A、 レ ー ン5)

が 、neo遺 伝 子 用 プ ロ ー ブ で 調 べ た と こ ろ、 正 常 なneo遺 伝 子 由 来 の64kbバ ン ド

以 外 に よ り 短 い バ ン ドが い くつ か 検 出 さ れ(図4B、 レ ー ン5)、hprtcDNA以 外 の

べ ク タ ーDNA部 分 に 何 らか の 構 造 異 常 が 生 じ て い る こ と が 示 唆 さ れ た。 以 上 の 結

果 よ り、VH-12に お け る ベ ク タ ー 上 の 二 つ の 遺 伝 子 の 同 時 失 活 の 主 な 原 因 は、 ベ ク タ
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一DNA自 体 が 細 胞 ゲ ノム か ら欠 失 しや す い た め で あ る こ とが 明 か とな っ た
。

上 述 の6TG選 択 培 地 で 得 られ た耐 性細 胞 の 約4割 はG418耐 性 でneo遺 伝 子

は 正 常 に発 現 して い た が、 これ らの細 胞 にお け るHPRTase失 活 の 原 因 が ベ ク ター 上 の

hprtcDNAの 遺 伝 的 変 化 に よ る もの で あ る こ とを 確 認 して み た。6TG-G418二

重 耐 性 を示 した細 胞6ク ロー ンか らCOS細 胞 融 合 法 に よ り回 収 した1群 ベ ク タ ー

DNAプ ラ ス ミ ドを、hprt欠 損 株2TGOR細 胞 に リン 酸 カ ル シ ウ ム法 で トラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ン した。 ユμ9の 回 収DNAを 用 い、 約2× ユ05個 の 細 胞 に導 入 して み たが、

いず れ の ク ロー ン由来 の プ ラ ス ミ ドDNAで もHAT耐 性 細 胞 は 出 現 しな か っ た。

対 照 と してpZipHprtNeoDNA1μ9を トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン した実 験 で は、 約70個

のHAT耐 性 ク ロ ー ン が 得 られ た。 こ の結 果 か ら、G418耐 性 を示 す6TG耐 性

獲 得 細 胞 のHPRTase活 性 の喪 失 は、 遺 伝 子 発 現 の 一 時 的 ・非 遺 伝 的 抑 制 で は な く、D

NA上 に生 じた 遺 伝 的 変 化 に由 来 して い る こ とが示 唆 さ れ た。

6TG培 地 で 得 られ る耐 性 細 胞 の う ちG418感 受 性 に変 化 した も の で は、 ベ

ク ターDNA自 体 が 欠 失 す る とい う本 来 の突 然 変 異 とは 異 な る事 象 が 耐 性 獲 得 の 原

因 とな っ て い る こ とが わ か っ た が、 実 際 にVH-12を 用 いて 突 然 変 異 特 異 性 を 調 べ る と

き には これ が 障 害 とな って 解 析 結 果 の 正 確 さ を損 な う 恐 れ が あ る。 ベ ク タ ー 固 有 の

不 安 定 さ に よ っ て 出現 して くる こ う した異 常 な 突 然 変 異 体 を排 除す る ため、6TG

培 地 に同 時 にG418を 加 えて 変 異 コ ロニ ー を選 択 す る6TG-G418二 重 選 択 法

を 採 用 し、 そ の 有 効 性 に つ いて 検 討 した。

代 表 的 な変 異 原 に よ る 突然 変 異 頻 度 を 二重 選 択 法 と6TG単 独 選 択 法 とで 比 較

して み た(表4)。 自然 突 然 変 異 頻 度 は 二重 選 択 法 に よ り6TG単 独 の場 合 の 約3

分 の1に 下 が り、 ほ ぼ ゲ ノム遺 伝 子 の 頻 度 に 落 ち 着 い た(表2参 照)。EMS、U

V、 及 びX線 に よ る誘 発 突 然 変 異 頻 度 の う ち、EMSとX線 で は 二 重 選 択 法 で 突 然

変 異 の誘 発 が単 独 法 よ り も抑 え られ た。 これ らの 変 異 原 はhprtcDNAとneo遺 伝 子 の
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両 者 にま たが る大 きな 突 然 変 異 を 引 き起 こ しや す い た め と考 え れ ば、 この こ とを少

な く と も部 分 的 に は説 明 で き る。 実 際、X線 で は 欠 失 が 主 要 な 突 然 変 異 型 で あ る こ

とが 知 られ て い る(41)。 以 上 の よ う に二 重 選 択 法 の 採 用 に よ りVH-12細 胞 の 高 い

自然 突 然 変 異 頻 度 を正 常 レベ ル ま で下 げ られ る 見通 しが 立 っ た が、 そ の 一 方 で、 こ

の 選 択 法 に よ り、neo遺 伝 子 の 発 現 ま で抑 えて しま う よ うな 変 異、 即 ちneo遺 伝 子 コ

ー デ ィ ング 領 域 や プ ロ モ ー ター の あ る左LTRに 影 響 す る突 然 変 異 は 検 出 で き な く

な る こ と もX線 とEMSの 結果 よ り示 唆 され た。

VH-12,こ,、'入 だhrtcDNAl。{

VH-12細 胞 か らCOS細 胞 融 合 法 に よ り回収 した1群 プ ラス ミ ドの ひ とつ に つ い

て そ のhprtcDNAコ ー デ ィ ン グ領 域 の 全 塩 基 配 列 を 決 定 した が、D.J.Jollyら に よ っ

て報 告 され た もの(8)と 完 全 に一致 し、 ベ ク タ ーDNAの 細 胞 へ の 導入 後 も 正常

な塩 基 配 列 が保 存 され て い る こ とが確 認 され た。

II.自 然 突 然 変 異 の解 析

自然 突然 変 異 細 胞 の分 離 とベ ク タ ーDNAの 回収

非 選 択 培 地 で 約 一 週 間 培 養 したVH-12細 胞 か ら、6TG-G418二 重 選 択 法 に

よ っ てhprtcDNAに 自然 突 然 変 異 を生 じた と思 わ れ る互 い に独 立 な 細 胞 を52ク ロー

ン 分 離 した。6TG耐 性 細 胞 の 出 現 頻 度 は18xlO-5で あ っ た。 各 変 異 ク ロー ン

に つ いてCOS細 胞 融 合 法 に よ りベ ク タ ーDNAの 回 収 を試 み た と こ ろ、 全 ク ロー

ン で 成功 し、 しか もひ とつ の例 外 を除 いて1群 プ ラ ス ミ ドが 平 均 約4割 の 率 で 得 ら

れ た。 こ れ らの ク ロー ン に つ い て は 回収 した1群DNAをhprtcDNAの 塩 基 配 列 決 定
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に用 い た。6TG耐 性 ク ロー ンの ひ とっ 器68細 胞 か らはII群 とIII群 プ ラ ス ミ ドしか

回 収 で きな か っ た の で、 更 にBamHI以 外 の 制 限 酵 素 に よ る解 析 も併 用 し た と ころ

hprtcDNAの 上 流 側 のBamHI部 位 が 初 め か ら失 わ れ て い る こ とが 推 測 さ れ る 結 果 が 得

られ た。 そ こ で 回 収 さ れ たII群DNAの うち で 最 長 の も の を塩 基 配 列 決 定 用 に選 ん

だ。

6TG・',、 か ロ たhrtcDNAl"古

各6TG耐 性 細 胞 ク ロ ー ン か ら回 収 した塩 基 配 列 決 定 用 プ ラ ス ミ ドにつ い て、

HPRTaseの 構 造 遺 伝 子(!OO-756部 位、 番 号 付 け は文 献8に よ る)を 含 む お お

よそ60か ら800の 部 位 の問 の塩 基 配 列 の 決 定 をセ ン ス鎖 プ ラ イ マ ー を 用 い て試

み た。48ク ロー ン につ い て は そ の ま ま塩 基 配 列 を決 め る こ とが で き た が、 器68,

MS75,MS78の3ク ロー ンで は一 つ な い し二 つ の プ ラ イ マ ー か らの 伸 長 反 応 が 全 く見 ら

れ ず、 ま たMS160で は一 っ の プ ラ イ マ ー か らの 伸 長 反 応 が 異 常 を示 し、 いず れ も完 全

な 塩 基 配 列 の 決 定 が で き な か っ た。 そ こで これ ら4ク ロー ン にっ い て はア ン チ セ ン

ス 鎖 プ ラ イ マー も用 いて み た と こ ろ全 塩 基 配 列 を決 定 す るの に成 功 した。Ms160で は

反 復 配 列 に富 む 比 較 的 大 きなDNA断 片 が挿 入 して い る こ とが 明 か とな り、 こ の反

復 配 列 に よ り形 成 され る 二 次構 造 がセ ン ス鎖 に お け る伸 長 反 応 阻 害 の 原 因 と推 測 さ

れ た。 ま た 残 りの3ク ロー ンで は伸 長 反 応 の 見 られ な か っ た セ ン ス鎖 プ ラ イ マ ー に

対 応 す る 配 列 部 分 で欠 失 が 生 じて いた。

塩 基 配 列 決 定 の結 果、 一 っ を 除 く全 ての6TG耐 性 ク ロー ン で 一 ヶ所 ず つ 突 然

変 異 が検 出 され、 しか もそ の 変 異 はhprtcDNAの 構 造 遺 伝 子 内か、 少 な く と もそ の 一

部 を含 む領 域 に見 つ か っ た。 突 然 変 異 発 生 部 位 はhprtcDNA上 に分 散 して お り、 特 に

強 い ホ ッ トス ポ ッ トも見 られ な か っ た(図5)。6TG耐 性 ク ロー ンSTM5で は塩 基

配 列 を決 定 した 範 囲 内 で 突 然 変 異 を検 出 す る こ と はで き な か っ た。
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一

検 出 され た 自然 突 然 変 異 の 特 異 性 を表5に ま とめ た。 最 も 多 い の が フ レー ム シ

フ ト型 突 然 変 異 で、20ク ロー ン で検 出 され 全 体 の約4割 を 占 め た。 しか も短 い塩

基 配 列 の 欠 失 に よ る も の が 圧 倒 的 に多 か っ た。 つ いで 塩 基 置 換 型 突 然 変 異 が 多 く、

全 体 の4分 の1に 当 た る13ク ロー ン あ っ たが、 トラ ン ス バ ー ジ ョ ン型 の もの が ほ

とん どで あ っ た。 全 体 の 約2割 に 当 た る10ク ロー ンで は欠 失 型 突 然 変 異 が 見 られ

た。 他 に倍 加 型 が4ク ロー ン、 挿 入型 が1ク ロ ー ン見 られ た。 また これ ま で ほ とん

ど記 載 の な い変 異 型 と して 挿 入 を伴 う欠 失(欠 失 一挿 入 型 突 然 変 異)が3ク ロー ン で

見 つ か っ た。 こ の3ク ロー ンの突 然 変 異 は それ ぞ れ 異 な る部 位 で生 じて い る に も関

わ らず、 後 述 の ご と く塩 基 配 列 の 構造 上 共 通 した 変 化 様 式 を持 っ て お り、 一 っ の 変

異 型 に ま とめ る こ と に した。

各 突 然 変 異 型 の特 徴

a)フ レー ム シ フ ト型 突 然 変 異

表6に 検 出 さ れ た 全 フ レー ム シ フ ト型 変 異 を示 す。 大部 分 は欠 失 に よ っ て 生 じ

た も ので、1,2ま た は4塩 基 対 の脱 落 が 見 られ た。 塩 基 対 の 挿 入 に よ る も の は2

ヶ 所 の 部 位 で検 出 され、1ヶ 所 で は1塩 基対 の 挿 入 が 見 られ(器54,MS85,MS186)、

も う1ヶ 所 で は 一 つ の ヌ ク レオ チ ドが 異 な る二 つ の ヌ ク レオ チ ドと置 換 して い た

(STN57)。

欠 失 タ イ プ の フ レー ム シ フ トの 変 異 発 生 部 位 には 塩 基 配 列 上 共 通 した 構 造 が2

種 類 見 つ か っ た。 一 つ は、 欠 失 す る配 列 の両 側 に2-5bpの 短 い 順 方 向 反 復 配 列 が

存 在 す る とい う もの で(表6矢 印)、 変 異後 は 反 復 配 列 が 一 っ だ け 残 って い た。 こ

れ は フ レー ム シ フ ト発 生 部 位12ヶ 所 の うち6ヶ 所 で 見 られ た。 も う一 つ は チ ミン
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一プ リン ーチ ミン(TPuT)
、 ま た は そ れ と相 補 的 な アデ ニ ンーピ リ ミジ ンーア デ ニ ン

(APyA)と い う配 列 の 存 在 で(表6星 印)、 変 異 後 は こ れ らの 配 列 の 中 か ら2塩

基 が 脱 落 して い た。 こ の よ う な配 列 が6ヶ 所 の フ レー ム シ フ ト発 生 部 位 で 見 つ か り、

しか も こ の うち3ヶ 所 は も う一 つ の共 通 構 造 で あ る順 方 向反 復 配 列 が み られ た部 位

と重 な っ て い た。

b)塩 基 置 換 型 突 然 変 異

表7に 示 す よ うに9ヶ 所 で塩 基 置 換 が 検 出 さ れ、 そ の う ち4ヶ 所 で は ナ ン セ ン

ス突 然 変 異 が 生 じて い た。 塩 基 変 化 は トラ ン ス バ ー ジ ョ ン型 が 圧 倒 的 でG→C以 外

の 全 て の タ イ プ が 見 つ か り、 特 に特 定 の タ イ プへ の偏 りは 見 られ な か っ た(表8)。

ま た トラ ン ジ ッ シ ョン型 はA→Gタ イ プ が!例 見 っ か っ た だ け だ っ た(HS76)。 あ

と並 列 型 の 塩 基 置 換 と してGT→AAの2塩 基 の 同 時 置 換 を 生 じて い る ク ロー ンが

1例 あ っ た(HS58)。

c)欠 失 型 突 然 変 異

欠 失 型 は8ヶ 所 で検 出 され、 欠 失 配 列 の 大 き さは3bp及 び29-529bpで

あ っ た(表9>。 全 て の 発 生 部 位 で欠 失 配 列 の 両 側 に1-4bpの 短 い順 方 向 反 復 配

列 が 見 られ、 フ レー ム シ フ ト型 と同様 に変 異 後 には 反 復 配 列 の 一 方 の み が 残 っ て い

た。 欠 失 と同時 に1塩 基 の 置 換 も起 こ っ て い る と見 られ る部 位 もあ っ た(ST10,

MS50)。hprtcDNAの 構造 遺 伝 子 内 か ら外 側 に伸 び る欠 失 が3ク ロ ー ン(MS68,MS75

,器78)で 見 られ た が、 左LTR、neo遺 伝 子 に まで 達 す る もの は な か っ た。

d)倍 加 型 突 然 変 異

倍 加 型 は4ヶ 所 で 見 つ か り、 倍 加 した配 列 は4-5bpの 大 き さで あ っ た(表

10)。 特 徴 的 な共 通 構 造 と して 倍加 す る配 列 の 両側 に5-6bpの 短 い逆 方 向 反 復

配 列、 ま た は ユー2bpの 極 め て短 い順 方 向 反 復 配 列 が 見 られ、 特 に2ヶ 所 の 発 生 部

位 で は こ の 両 者 が 同時 に存 在 して い た。
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e)欠 失 一挿 入 型 突 然 変 異

欠 失 一挿 入 型 は3ヶ 所 で検 出 され、6-25bpの 長 さの 欠 失 と同 時 に3-5

bpの 短 い配 列 の挿 入 が 見 られ た(表ll)。 変 異 前 の 塩 基 配 列 に は 欠 失 部 位 の 付 近

に5-8bpの 短 い逆 方 向 反 復 配 列 が 存 在 し、 そ の 片 方 の 反 復 配 列 に隣 接 し た短 い塩

基 配 列 が、 突 然 変 異 配 列 に み られ る挿 入 断 片 と相 補 的 で あ る こ とを発 見 した。 この

こ とは3発 生 部 位 全 て に共 通 して 見 られ た。

f)挿 入 型 突 然 変 異

36塩 基 の配 動 が173-187の 部 位 に挿 入 され、 しか も挿 入 を受 け た 部 位

の15bpが 挿 入 配 列 の 両 側 に 順 方 向 反 復 配 列 を 形 成 して い る 突 然 変 異 が 見 つ か っ た

(MS160、 表12)。 挿 入 さ れ た 塩 基 配 列 の 由 来 を 調 べ た と こ ろ、 こ れ と 相 同 な38

bpの 配 列 がhprtcDNAコ ー デ ィ ン グ 領 域 の 約130bp下 流 に 見 つ か っ た。
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考 察

ZIHrtNeoノ 、

哺 乳 類 細 胞 で の 突 然 変 異 特 異 性 をDNA塩 基 配 列 レベ ル で 容 易 に解 析 で き る よ

う にす る た め、 レ トロ ウ ィ ル ス型 シ ャ トルベ ク タ ーpZipHprtNeoを 作 製 した。 こ れ を

い くっ か の 方法 で マ ウ ス細 胞 内 に導 入 して得 られ た多 数 の形 質 転 換 細 胞 の 中 か ら、

導 入 形 質 の発 現 が 安 定 で、 ベ クタ ーDNAの 回 収 性 が 良 く、 しか も細 胞 当 り1コ ピ

ー の ベ ク タ ーDNAが 組 み込 ま れ 構 造 変 化 も 見 られ な い もの を突 然 変 異研 究 に適 し

た 細 胞 ク ロー ン と して 選 択 し、 最 終 的 にVH-12を 得 た。 こ の ク ロ ー ン選 択 を行 う こ と

に よ っ て細 胞 内 導 入 時 にベ クタ ーDNAに 高 率 で 生 じる構 造 異 常 を排 除 す る こ とが

で き た。 ま た、 ウ ィ ル ス 粒 子 と して感 染 させ 細 胞 内 に 導 入 す る方 法 が、 構 造 変 化 の

な い ベ ク ターDNAを ゲ ノム 当 り1コ ピー で組 み 込 ん だ、 安 定 な形 質 転 換 細 胞 を得

る の に最 も優 れ て いる こ とが わ か っ た。

VH-12細 胞 中 で は ベ ク ター 上 のhprtcDNAの 失 活 頻 度 が ゲ ノムhprt遺 伝 子 の 自然

突 然 変 異 頻 度 よ りや や 高 か っ たが、 そ の 原 因 はベ クタ ーDNA全 体 が 細 胞 ゲ ノム か

ら欠 失 しや す い た め で あ る こ とが わ か っ た。 こ う した異 常 な原 因 に よ る 変 異 ク ロー

ン を排 除 す る た め6TG-G418二 重 選 択 法 を採 用 し、VH-12の6TG耐 性 獲 得 頻

度 を通 常 の 自然 突 然 変 異 頻 度 に ま で 下 げ る こ と に成 功 した。 細 胞 に6TG感 受 性 を

与 え るhprtcDNAとG4!8耐 性 を も た らすneo遺 伝 子 は ベ ク タ ーDNA上 で 一 つ の

転 写 単 位 を構 成 して い るの で、 この 二 重 選 択 法 の 採 用 に よ り、 プ ロモ ー タ ー 領 域 の

突 然 変 異 や 転 写 の 一 時 的 非 遺 伝 的 な 不 活 化 に よ る もの は排 除 され、 検 出 され る突

然 変 異 は す べ てhprtcDNAの 構 造 遺 伝 子 内 か それ を含 む領 域 に落 ち る こ とが 期 待 され

る。 実 際、 一 っ を 除 く解 析 した 全 て の6TG耐 性 ク ロ ー ンで 塩 基 配 列 を決 定 した範
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囲 内 に 突 然 変 異 を検 出 す る こ とが で き、 効 率 よ く変 異 塩 基 配 列 の デ ー タ を集 め る こ

とが で き た。 しか し一 方 で は、 二 重 選 択 法 を 用 い た た め に、hprtcDNA領 域 を越 え左

LTRやneo遺 伝 子 に まで 影 響 を及 ぼ す 大 き な突 然 変 異 は検 出 で き な くな り、pZip-

HprtNeo系 の 突 然 変 異 特 異 性 の解 析 能 が 制 限 され る結 果 とな った。 した が っ て こ こで

得 られ た欠 失型 変 異 が 自然 突 然 変 異 の2割 を 占 め る と い うデ ー タ(表5)は 過 小 評

価 で あ る か も しれ な い。

AshmanとDavidsonは レ トロ ウ ィル ス ベ ク タ ー を用 い た 同様 の 系 を 用 い て 自然 突

然 変 異 の 研 究 を行 って い る が、 彼 らは 突 然 変 異 細 胞 の 約4割 でCOS細 胞 融 合 法 に

よ るベ ク タ ーDNAの 回収 が で きな か っ た と報 告 して い る(23)。 一 方、pZip-

HprtNeo系 で は 全 て の 変 異 細 胞 ク ロー ン か らベ ク ター の 回収 に成 功 した。 こ れ は

pZipHprtNeo系 が 突 然 変 異 細 胞 の選 択 の段 階 でG418選 択 を行 っ て い る の に対 し、

AshmanとDavidsonは 突 然 変 異 を発 現 させ る段 階 でG418選 択 を用 いて い る こ とが

原 因 と考 え られ、6TG培 地 で の 選 択 の 際 に も ゲ ノムDNAか らの ベ ク タ ー の 脱 落

が 起 きう る こ と を示 唆 す る。

COS細 胞 融 合 法 に よ って ベ ク タ ーDNAを 回収 す る時 にベ ク ター 上 のSV-

oriか らDNA合 成 の増 幅 が 起 こ るが、 この 時 の 合 成 の 誤 りに よ る 変 異 がpZipHprt-

Neo系 で 検 出 され る突 然 変 異 の 中 に混 入 して 特 異 性 の 解 析 結 果 を 混 乱 させ る恐 れ が あ

る。VH-12か ら得 られ た6TG耐 性 細 胞 で はhprtcDNA上 に既 に突然 変 異 が 少 な くと

も一 ヶ所 で 生 じて い る はず だか ら、 も しベ ク タ ー の 回 収 時 に も変 異 が 生 じた とす る

とそ のべ ク ター のhprtcDNA中 に は 二 ヶ所 以 上 に突 然 変 異 が 検 出 さ れ る は ず で あ る。

しか し、 変 異 の 見 つ か らな か っ たSTN15を 除 く、 解 析 した 全 て の6TG耐 性 ク ロー ン

で 突 然 変 異 はhprtcDM中 に一 ヶ所 しか 見 つ か らな か っ た。 ま た、 い くつ か の 突 然 変

異 ク ロ ー ンで ベ ク タ ー の 回 収 と塩 基 配 列 の決 定 を繰 り返 した が、 常 に 同 じ場 所 に同

じ変 異 しか 検 出 され な か っ た。 従 って、 ベ ク タ ー 回収 時 に混 入 す る可 能性 の あ る変
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異 の 影 響 は、 た と え あ っ た と して も、 無 視 で き る も の と 考 え ら れ る。

妖 ゲヒ飲 ・・'

哺 乳 類 細 胞 にお け る突 然 変 異特 異 性 の 研 究 は これ まで 主 にサ ザ ン ハイ プ リダ イ ゼ ー

シ ョン法 を 用 いて 行 わ れ て き たが(1)、 チ ャ イ ニ ー ズ ハム ス タ ー細 胞 を 用 い た研

究 に よ る と、 自然 突 然 変 異 にっ い ては 変 化 を 検 出 す る こ とが で きな い もの が ほ とん

どで あ っ た(13,16)。 これ は塩 基 置換 や 短 い欠 失 な どの 小 さ な 突然 変 異 が 自

然 突 然 変 異 に主 に寄 与 して い る こ とを示 して い る。 マ ウ ス細 胞 を用 い たpZipHprt-

Neo系 で は、 自然 突 然 変 異 と して 短 い塩 基 配 列 の 欠 失 によ る フ レー ム シ フ トが 最 も多

く塩 基 置 換 が それ に次 ぐ と い う結 果 を得 た。 ま たAshmanとDavidsonも 類 似 の シ ャ ト

ル ベ クタ ーpZipGptNeo(42)を 用 い て マ ウ ス細 胞 の 自然 突 然 変 異 特 異性 を報 告 し

て い るが(23)、 短 い欠 失 が 主 要 な 突 然 変 異 で あ る と い うpZipHprtNeo系 と同様 の

結 果 を得 て い る。 この よ うな マ ウ ス細 胞 の結 果 は サザ ン法 を 用 い た チ ャ イ ニ ー ズ ハ

ム ス ター の 結 果 とよ く一致 して い る。 最 近、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細 胞 の ゲ ノム

aprt遺 伝 子 にお け る 自然 突 然 変 異 の特 異 性 がDNA塩 基 配 列 レベ ル で 解析 さ れ た

(26,-29)。DeJongら に よ る も の は塩 基 置 換 型 が ほ とん どで、 しか も そ の 大

部 分 はG→Aの トラ ン ジ ・ソシ ョ ン だ っ た。 ま たNalbantogluら に よ る もの も、 や は り

塩 基 置 換 型 が 多 い こ とを 報 告 して い る。 これ は 短 い欠 失 が 多 いマ ウ ス細 胞 の もの と

は や や 異 な って お り、 レ トロ ウ ィ ル ス型 シ ャ トル ベ ク タ ー を使 用 し た こ との 影 響 で

あ る可 能 性 は否 定 で き な い もの の、 生 物 種 の 違 い を反 映 して い る と考 え られ る。 い

ず れ にせ よ、 哺 乳 類 細 胞 で は サ ザ ン法 で 検 出 さ れ な い よ うな 小 さ な変 異 が 自然 突然

変 異 の 大 部 分 を 占 め る こ と にな る が、 大 腸 菌 で は、 ホ ッ トス ポ ッ トを 除 けば、 塩 基

置 換 に加 え て 比 較 的 長 い欠 失 が 自然 突 然 変 異 の 大 き な部 分 を 占 め て お り(12)、

真 核 細 胞 と原核 細 胞 の 差 異 が 認 め られ、 両 者 の ゲ ノム 構 成 や 染 色体 構 造 な どの 相 違
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を 反 映 して い る の か も しれ な い。 実 際 、 同 じ単 細 胞 生 物 で あ る が 真 核 細 胞 に 属 す る

酵 母 で は 塩 基 置 換 が 自 然 突 然 変 異 に 主 に 寄 与 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る(24,

25)。 こ の よ う に 自 然 突 然 変 異 は 生 物 種 に よ り そ の 特 異 性 に 相 違 が み られ た が 、

種 と して の 遺 伝 的 素 質 だ け で な く生 育 環 境 の 違 い が 影 響 して い る 可 能 性 に も 注 意 す

る 必 要 が あ る。

-

a)塩 基 置 換 型 突 然 変 異

pZipHprtNeo系 で は トラ ン ス バ ー ジ ョ ン が 非 常 に 多 くG→C以 外 の 全 て の タ イ プ

が 特 に 偏 り な く 見 られ た。 酵 母 のURA3遺 伝 子 で も 同 じ よ う な 傾 向 が 報 告 さ れ て い る

(25)。 ま た、pZipGptNeo系(23)、 酵 母 のSUP4-o遺 伝 子(24)、 大 腸 菌 の

lacl系(12)で は トラ ン ジ ・ソシ ョ ン と トラ ン ス バ ー ジ ョ ン が 同 じ く ら い 見 い だ さ

れ て い る。 し た が っ て トラ ン ス バ ー ジ ョ ン が 自然 塩 基 置 換 に か な りの 寄 与 を し て い

る こ と が 示 唆 さ れ る が、DeJongら の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ーaprt遺 伝 子 の デ ー タ で

は トラ ン ジ ・ソシ ョ ン、 しか もG→Aが 圧 倒 的 に 多 く(28)、 他 と 異 な っ て い る。

し か し、 同 じ細 胞 株 で 解 析 し て い るNalbantogluら は、 トラ ン ジ ッ シ ョ ン に 加 え、 ト

ラ ン ス バ ー ジ ョ ン も相 当 多 い こ と を報 告 し て い る の で(29)、DeJongら の 結 果 が

こ の 生 物 種 の 特 異 性 と は 考 え に く い。 哺 乳 類 細 胞 の 自 然 塩 基 置 換 に つ い て は、 も っ

と 多 く の デ ー タ が 集 ま る ま で、 ま だ は っ き り し た こ と は 言 え な い。

b)フ レ ー ム シ フ ト型 突 然 変 異

pZipHprtNeo系 で 得 られ た フ レ ー ム シ フ トは 数 塩 基 の 欠 失 に よ る も の が 大 部 分 を

占 め、 し か も そ の 多 く で 短 い 順 方 向 反 復 配 列 が 欠 失 配 列 の 両 側 に み られ た。 同 じ こ

と はpZipGptNeo系 で も 報 告 さ れ て い る(23)。 ま たNalbantogluら も 短 い 欠 失 の 両

側 に 短 い 順 方 向 反 復 配 列 を 見 出 して い る(27,29)。 一 方、TPuTやAPyA
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の 酉己列 がpZipHprtNeo系 の2塩 基 欠 失 の 全 て で 見 られ た が、 こ の よ う な 例 は 他 の 解 析

系 で は 見 っ か らず 、 そ の 重 要 性 は 不 明 で あ る。 こ の よ う な 配 列 は 塩 基 ス タ ツ キ ン グ

の 安 定 性 に 影 響 を 与 え る の か も しれ な い。

6TG耐 性 ク ロ ー ン 器54訓S85,MS186で は1塩 基 の 付 加 が 見 ら れ た が 、 こ の 変 異

に よ っ て 不 完 全 だ っ た 順 方 向 反 復 配 列5'-ATTTT-3'が 完 全 な も の に な っ て い た。

MS94で も 同 様 の こ とが 起 こ っ て お り、 変 異 後 生 じ た3'-TGGAAGG-5'は 下 流 の

496-9501の 部 位 に も 見 ら れ る。 こ の よ う な 突 然 変 異 に よ る 反 復 配 列 の 完 全 化

は 以 前 に も 指 摘 さ れ て い る(12)。 ま た、STN57で は 変 異 後 に5'-CTG-3'の 順 方

向 反 復 配 列 が 新 た に 出 現 し て い た。 同 じ こ と は 塩 基 置 換 型 に 分 類 し た 並 列2塩 基 の

同 時 置 換 を 持 っMS58で も 見 られ 、 変 異 後5'-AAG-3'の 順 方 向 反 復 配 列 が で き て い

た。 こ れ ら の 特 徴 は 突 然 変 異 の 発 生 に お け る 反 復 配 列 の 重 要 性 を 示 唆 し て い る。

c)欠 失 型 突 然 変 異

欠 失 し た 配 列 の 大 き さ に関 係 な く そ の 両 側 に1-4bpの 短 い 順 方 向 反 復 配 列 が

見 ら れ、 フ レ ー ム シ フ ト と似 た 構 造 を 示 した。 同 様 の こ と はpZipGptNeo系(23)、

aprt遺 伝 子(26,28)で も 報 告 さ れ て い る。 一 方、 大 腸 菌 のlacl遺 伝 子 で も欠

失 に 伴 っ て 順 方 向 反 復 配 列 が 見 い だ さ れ て い る が、 そ の 長 さ は 哺 乳 類 細 胞 の も の に

比 べ8bp前 後 と長 い も の が 多 く(44,12)、 生 物 種 の 違 い を 反 映 して い る の か

も し れ な い。

d)倍 加 型 突 然 変 異

検 出 さ れ た の は い ず れ も 短 い 配 列 の 倍 加 で あ り、 し か も そ の 発 生 部 位 に は 短 い

逆 方 向 反 復 配 列 と非 常 に 短 い 順 方 向 反 復 配 列 の 少 な く と も ど ち ら か 一 方 が 存 在 す る

と い う コ ン セ ン サ ス 構 造 が 見 ら れ た。 同 様 の 例 はaprt遺 伝 子 の デ ー タ の 中 に も 見 っ

け る こ とが で き(27,変 異 ク ロ ー ンS79;29,変 異 ク ロ ー ンS53,S54,S101)、

特 にS27の 場 合 は 二 重 の 倍 加 が 見 られ る。
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e)欠 失 一挿 入 型 突 然 変異

発 生 部 位 に は短 い逆 方 向 反 復 配 列 が 見 られ、 しか も挿 入 さ れ る 短 い断 片 は変 異

部 位 の近 くに存 在 す る配 列 と相 補 的 で あ る と い う、 興 味 深 い コ ン セ ンサ ス構 造 が 見

つ か っ た。 互 い に独 立 な 三 つ の 突 然 変 異 ク ロー ン で、 しか も互 い に 異 な る部 位 に見

い だ され た こ とか ら、 この タイ プ の 変 異 は、 極 め て 珍 し い特 殊 な も の で は な く、 こ

れ まで 明確 に認 識 され て いな か っ た一 つ の典 型 的 な 突 然 変 異 型 と して 分 類 で き る変

異 と考 え られ る。 最 近、M13プ アー ジ のinvitroDNA合 成 系 で同 類 の 突 然 変 異

が 多 数 報 告 され たが(43)、 これ は こ の型 の突 然 変 異 の存 在 を支 持 して い る。 実

際、invivoで も同 様 の 突 然 変 異 は 酵 母 のSUP4-o遺 伝 子 の デ ー タ 中(24;変 異 ク ロ

ー ン160 ,Co-31-1)に 見 い だす こ とが で き、AshmanとDavidsonの デ ー タ(23)の 中

に も この 型 に分 類 で き そ う な変 異 が 一 っ 存 在 す る。 ま た、aprt遺 伝 子 の 突 然 変 異 ク

ロ ー ンS51(29)で は、 欠 失 は見 られ な い もの の、 挿 入 配 列 と相 補 的 な 配 列 が 逆 方

向 反 復配 列 には さ まれ て 存 在 す る とい う特 異 構 造 が変 異 発 生 部 位 に 見 い だ さ れ、 こ

の 型 の 突 然 変 異 の 一亜 型 と考 え られ る。 一 方、 大 腸 菌 で は 挿 入 を伴 う欠 失 は これ ま

でinvivoで 検 出 さ れ た こ とは な く(44,12)、 この 突 然 変 異 型 が 真 核 細 胞 特 異

的 な もの で あ る こ とが 示 唆 され る。

自然 突 然 変 異 の 発 牛 機 構 モ デ ル

塩 基 置 換 を 除 く自然 突 然 変 異 を構 成 す る 全 て の変 異 型 で 反 復 配 列 か らな る共 通

な コ ンセ ン サ ス構 造 が 見 られ た。 既 に プ アー ジや 大 腸 菌 で は、 フ レー ム シ フ トや 欠

失 な どの 突 然 変 異 の 生 成 に対 す る反 復 配 列 の 関 与 につ いて 多 くの考 察 が な さ れ て い

るが(44-49)、pZipHprtNeo系 で見 つ か っ た 反復 配 列 の長 さ は短 い もの ば か り

で あ り、 安 定 な 二 次構 造 を形 成 す る こ とは 困 難 と考 え られ、 組 換 酵 素 や 修 復 酵 素 の

基 質 とは な りに くい で あ ろ う。 したが っ て、 反 復 配 列 の 関 与 す る一 時 的 な 二 次 構 造
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の 形 成 か ら瞬 間 的 に突 然 変 異 が 固 定 さ れ る過 程 を 考 え な けれ ば な らな い。invitro

でDNAポ リメ レー ス のDNA合 成 エ ラー を解 析 した 研 究 か ら、DNA合 成 時 に新

生DNA鎖 が 部 分 的 な相 同 性 に よ っ て 鋳 型DNA上 を 滑 り、 そ の ま ま合 成 が 続 行 さ

れ た り、 少 しだ け合 成 を したの ち鋳 型DNA上 の 元 の 位 置 に戻 ってDNAの 合 成 を

再 開 した りす る こ とに よ っ て、 各 種 の 突 然 変 異 が発 生 す る こ とが 示 唆 され て い る

(50,51)。 この場 合、 新 生DNA鎖 が 鋳 型DNA上 を滑 るの に必 要 な 相 同部

分 は 必 ず し も長 くな くて よ く、 従 っ て 不 安 定 で も誤 り対 合 が 生 じ、 連 続 してDNA

合 成 が 起 こ れ ば変 異 と して 固定 さ れ る と考 え られ る。 こ の よ うなinvitroの 研 究 で

出 て き た考 え方 はpZipHprtNeo系 で得 られ たinvivoの 自然 突 然 変 異 の 発 生 機 構 の説

明 に も あ て は め る こ とが で きる。

例 え ば、 フ レー ム シ フ トや 欠 失 にっ いて は、 新 生DNA鎖 が 順 方 向 反 復 配 列 間

を 滑 って 誤 り対 合 し、 その まま 反 復配 列 間 の 部 分 を読 み 飛 ば してDNA合 成 が続 行

され 生 じ る と説 明 で き る。 同様 の 考 え方 は以 前 に も提 出 され て い る(44,46,

49)。 この読 み 飛 ば しは 反復 配 列 間 の 距 離 が 短 いほ ど起 こ りや す くな る と予 想 さ

れ るが、 欠 失型 よ りフ レー ム シ フ ト型 の 方 が 多 い とい うpZipHprtNeo系 の デ ー タ は こ

れ を支 持 して い る。 しか し、 両者 の コ ン セ ンサ ス構 造 の 相 同 性 にも 関 わ らず、 失 わ

れ るDNA断 片 の 大 き さ は、3bpの 欠 失 を 除 く と、 二 つ の 変 異 型 で 大 き な 断 層 が あ

る。 フ レー ム シ フ ト型 は1-4bpの 喪 失 で あ るの に対 し、 欠 失 型 は 約30bp以 上

の 喪 失 で あ り、 この 中 間 に くる変 異 体 は 得 られ な か っ た。 こ の こ と は両 変 異 型 の発

生 機 構 に違 いが あ る こ とを 示 唆 して い るの か も しれ な い。 実 際、 欠 失 型 の 生 成 機 構

と して 単 純 に30bp以 上 の 読 み 飛 ば しだ け を考 え るの は、 反 復 配 列 の 長 さ が短 過 ぎ

て無 理 が あ る。 二 つ の 反 復 配 列 を近 接 させ る よ うな も う 一 つ の 因子 が 関 与 して い る

こ とが 予 想 され る。

倍 加 型 突然 変 異 で は新 生DNA鎖 が 順 方 向 反 復 配 列 間 を滑 っ て 手 前 の 反 復 配 列
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に戻 り再 び 同 じ とこ ろ を複 製 して しま え ば、 反復 配列 間 の 部 分 が倍 加 す る こ と にな

るが、 こ こ に逆 方 向反 復 配 列 が あれ ば、 そ の 間 で対 合 しル ー プ ア ウ トを形 成 す る こ

と に よ っ て、 新 生DNA鎖 が滑 るの を容 易 にす る こ とが で き る(図6A)。

ま た、 欠 失 一挿 入 型 で は 新 生DNA鎖 が 逆 方 向 反 復 配 列 を 利 用 して 鋳 型DNA鎖

を 乗 り換 え そ こで 更 に少 しだ けDNA合 成 を続 け た後、 本 来 の 鋳 型DNA鎖 に 戻 る

と考 え る と説 明 で き る。 こ の時 鋳 型DNA鎖 の 逆 方 向 反 復 配 列 間 で ル ー プ ア ウ トが

生 じる こ と によ って 新 生DNA鎖 の鋳 型 乗 り換 え が促 進 され る と思 わ れ る(図6B)

。invitroDNA合 成 系 で 同様 の 変 異 型 を検 出 したPapnicolaouとRipleyも 同 様 の

仮 説 を提 出 して い る。

この よ う に フ レー ム シ フ ト、 欠 失、 倍 加、 欠 失一挿入 の 各 型 の 変 異 発 生 部 位 に観

察 され る コ ンセ ンサ ス構 造 は 自然 突 然 変 異 がDNA合 成 エ ラー によ って お も に発 生

して い る こ とを示 唆す る が、 同 じ こ とは 塩基 置 換 型 変 異 の発 生 機 構 に も あ て は め ら

れ る か も しれ な い。

pZipHprtNeo系 の応 用

pZipHprtNeo系 の 開発 に よ りマ ウ ス細 胞 で 様 々 な 変 異 原 に よ る誘 発 突 然 変 異 の 特

異 性 を容 易 に、 しか も詳 細 に解 析 す る 一 つ の 道 が 開 か れ た。pZipHprtNeoは 染色 体D

NAに 組 み 込 まれ るの で、pZl89(52)に 代 表 さ れ る 自律 複 製 型 シ ャ トル ベ ク タ ー

を 用 い た もの と違 い、 複 製 酵 素 や 複 製 の 周期 も細 胞 の ゲ ノムDNAと 完 全 に 同 じで

あ り、 染 色 体DNA上 で 起 こ る本 来 の突 然 変 異 事 象 を 忠 実 に反 映す る こ とが 期 待 で

き る(詳 細 は総 説、 文 献53参 照)。 検 出 で き る 突然 変 異 の 大 き さ に は上 限 が あ る

の で、 主 に塩 基 置 換 や フ レー ム シ フ トの よ うな 小 さな 変 異 を起 こ しや す い 変 異 原 で

効 果 を 発 揮 す る と考 え られ る。 しか し、X線 の よ う に欠 失 な どの 大 き な 突 然 変 異 を

主 と して 誘 発 す る もの で も、 小 さ な変 異 だ け を選 択 して 解 析 で き る と い う利 点 が あ
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り、 特 定 の 変 異 原 に よ る塩 基 損 傷 の寄 与 の 評 価 に も役 立 っ と思 わ れ る。
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表1.マ ウ ス2TGOR細 胞のpZipHprtNeoDNAに よるHAT耐 性形 質転換細 胞の予備 分析

形質 転換法 形質転換 細胞クローン数・ 欠損 ウィルス産生6TG「 自然突然 変異頻度の

HATrHATrG418rHATrG418rク ローン姿文{氏 し、HAT「G418「クローン委文b

単独 トランスフェクション35ユ9-2

画OVψ 一 との653571

同時 トランスフェクション

ウィルス感染96-3

a)HAT「G418「 クロー ンはHAT耐 性形 質転換細 胞 クローンの 中か らG418選 択 によって得

られ た。

b)10司 前後以下の 自然突然 変異頻 度を示 したクロー ンの数。

表2.安 定 にHAT耐 性G418耐 性 を示す 形質転 換細胞 の分析

細胞aHAT「 または6TG「 自然 突然HAT「 または6TG「EMS誘 発COS細 胞融合 法 によ り

変異頻度(×105)b突 然変 異頻度(×lO5)b回 収 されたペ クター数

(neO「/1×10GCellS)e

L5178Y3c工7-

2TGOR〈0.02d<○.05d-

PH-1121915

PH-510310

ψ一/PH-622016825

VH-19.52563

VH-54110

VH-121188227

a)細 胞 クロー ン名 にPH、 ψ一/PH、VHが つ いた ものはそれぞれ表1の 単独 トランス フェクション法 、

pMOVψ 一との同時 トラ ンスフェクシ ョン法 、ウ ィルヌ感 染法 で得 られ たクロー ンで あるこ とを示す 。

b)2TGORはHAT培 地で 、他の細胞 は6TG培 地 で突然変 異体 を選択 した。EMSは2耐 で20時

間処 理 した。

c)佐 藤 弘毅博士(放 射線医学 総合研究所)か らの私信 。

d)2TGORは 全体で約107個 の細胞 を調べ たが、 自然 にもEMSに よってもHAT耐 性 に復帰 しなか

った。

e)細 胞1× ユ06個 か ら回収 した試料 で得 られた大 腸菌DH1のneo「 コ ロニー数を示す。実験毎 に回収

され るプラ ス ミ ドクロー ンの数 は大 き く変わ るので、 ここで は何 回かの実験 での最大値 を示 した。
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表3.制 限酵素 による回収 プラス ミ ドDNAの 構造 解析

細胞 回収 プラスミド数・ 解析 プラスミド数 プ ラヌミドの構造b

IIIIII

PH-11613616

ψ一/PH-62381923!4

VH-111711641

VH-123654022108

a)neo「 細菌 コロニー として回収 され た数 を示す。

b)プ ラス ミ ドDNAをBa皿HIで 切断後、 アガ ロース電気泳動 を行 って得 られ たパター ンよ り構造 を推

定 した(図2、 本文参照)。

表4.VH-12細 胞の変異原誘 発6TG「 突然 変異頻渡 とG418選 択の影響

変異原a突 然変異頻度(×IO5)

6TG「6TG「G418「

な し(自 然突然 変異)113.7

EMS10030

UVl915

X線20015

a)VH-12細 胞 をEMSは2囲x20時 間で、UVは10J/m2で 、X線 は500radで それぞれ処

理 した。生存率は20～40%で あっ た。
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表5.マ ウス細胞 にお ける ヒ トhprtcDNAの 自然突然変異特異性

突然変異型 突然 変異細 胞数

塩 基置換 型13(25%)

トランシ"、ソション1

トランスハ"一シ"ヨン!1

並列置換a1

フレームシフト型b20(38%)

塩基 喪失18

塩基付加2

欠 失型 工0(19%)

欠 失一挿入型3(6%)

倍 加型4(8%)

挿 入型1(2%)

未 同定c1(2%)

a)塩 基配 列上連続 する2塩 基 以上が同時 に塩基置換 を生 じて いるもの。

b)数 塩基対 以下の欠 失ま たは付 加 によ り構 造遺伝子 のコ ドンの読み枠 が

ず れて いるもの。

c)構 造遺伝 子領域 とその両側 を含む約800bpの 塩基配列 を決定 したが、

突然変異 は検 出 されなかった。

-39一



表6.フ レ ー ム シ フ ト型 突 然 変 異

部 位a塩 基 配 列 の 変 化bヌ クレオチド 変 化 発 生 回 数 突 然 変 異 クローン

159-161TGATTTATTTTG->TGATTTTATTTTG+!bp3矧S54,MS85,

超S186

231ATGGAcAGGAcT->ATGGAAGGAcT-1bp!MS94

せをむサキ せをを
295-300(yrcTGTGTGcTc->cTcTGTGcTc-2bp4STN20,STN31,一=z

-7--7

STN54,MS137

306-311cAAGGGGGGcTA->cAAGGGGGcTA-1bp1卜{S88-==乙ア ー一

367-373GTGATAGATccA->GTGATccA-4bp2}{S81,MS114-一「7儒一7一 一7

むぐを ヤ
368-370GTGATAGATccA->GTGAGATccA-2bp3STN59,}{S98,

区S162

390GAcTGTAGATTT->GAcTGTcTGATTT+!bplSTN57

ヤヤぐ キ
396-398ATTTTATcAGAc->ATTTTcAGAC-2bplMS172

479-485㏄GGAAAGAATG->cTGGAATG-4bp1珂S107一一7--7一

むヤヤあヤ ぜをを
503-507GAAGATATAATT->GAAGATAATT-2bp1遡S111

一 ㌧ 一7

せヤわ ぜ
633-635AcTTTGTTGGAT->AcTTTTGGAT-2bp1逝S73

ヤせぐキ ヤヤ
682-685TGAcTATAATGA->TGAcTAATGA-2bplMS96-77■7

a)塩 基配列の番号付けは文献8に 従 い、hprtcDNAの 最初の塩基を1と した。

b)左 右の塩基配列はそれぞれ変異前、変異後のものを示す。塩基配列の下の矢印は順方向反復配列

を、上の星印はTPuT/APyA配 列を示す。
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表7.塩 基置換型突然変異

部位 塩基配列の変化・ ヌクレオチド変化 発生回数 突然変異クローン

　ロ ぜ
164TTTAユ=工1コ ℃CAT->TTTA工 ⊆工TGcATAT→GClMS76

PheSerむ ヤ
217TcATGGAcTAAT_>TcATTGAcTAATGC→TAlSTN58

GIyNon.ヤ ヤ
224AcTAATTATGGA_>AcTAAGTATGGAAT→CG1卜{S205

11eSer

256-257AGATさ 芋GATGAA_>AGAT慧GATGAAGC→AT1卜1S58

ValLySAT→TA

ぜ む
583cGCAム ⊆⊆TTGcT->cGcA璽TTGcTAT→CGlMS115

SerArgぐ ぜ
595GGTGAAAAGGAc->GGTGTAAAGGAcAT→TA2STN3,STN52

LysNon.

む せ
621TGGATATAAGcc_>TGGATAAAAGccAT→TAlMS144

TyrNon.

672AGGATA芋GcccT_>AGGATA云GcccTAT→TA2STN8,MS44

TyrNon.

67gccTTδAcTATAA_>Cσ ㎡AcTATAAGC→TA3ST9,STN51,

AspTyr赫S53

a)塩 基配列下 の線 と文字 は塩基置換の生 じた コ ドンと対応す るア ミ ノ酸 を示 し、上の星 印は置換 し

た塩基 の位置 を示す 。

表8.塩 基置換型突然変 異の特異性

塩基 置換の タイプ 発生 部位数 発生 回数

トランシ"ッションAT→GCll

GC→ATOO

トランスハ"一ヅ ヨンAT→TA35

AT→CG22

GC→TA24

GC→CGOO

並列 置換11
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表9.欠 失 型 突 然 変 異

部 位 塩 基 配 列 の 変 化 ・ ヌクレオチド 変 化 発 生 回 数 突 然 変 異 クローン

5'-345GAGユ 騨AA-一 一一一一一一AcA脳AGc->GAGユ 遡AGc-529bp1踵S68

16-147GGGG⊆ ⊆写cTr-一 一一一一一一cA鰐TATGA->GGGG⊆ ⊆琴TATGA-132bplMS78

162-194Gム ェェ写ムユ=⊇写T-一一一一一一一GGムェ=写GGAA->Gム ェヱ算TTTGGAA-29bp2ST10,HS50

206-287AGGG耳TTA-一 一一一一一一AT=⊇⊆写AGccc->AGGG翼AGccc-82bplMS82

249-297GTcTTGcTcG-一 一一一一一一cTGTGTGcTc->GTcTTGcGTGcTc-49bplMS57-7-7-7

576-884ATGGTcA今GG-一 一。一一一一TT套TcTGTTT->ATGGTcA4TcTGTT-309bp1卜{S75

635-637GA(興1奪GATTT->GA(興iGATTT-3bplMS201

663-665AAG廻AGGA->AAG㎎AGGA-3bplHS100・MS181

a)塩 基 配 列 の 下 の 矢 印 は 順 方 向 反 復 配 列 を 、 上 の 直 線 は 欠 失 した 領 域 を 示 す 。 ま たST10,MS50に お け

る 星 印 は 欠 失 と同 時 に 塩 基 置 換 が 生 じ た と思 わ れ る 部 位 を 示 す 。

表10.倍 加 型 突 然 変 異

部 位 塩 基 配 列 の 変 化aヌ クレオチド 変 化 発 生 回 数 突 然 変 異 クローン

237-241AcAGGAGAATcTTGc->AcAGGAGAAGAATcTTGc+5bplSTN2

272-275AGGAGATGAcATcA->AGGAGATGAGAGcATcA+4bplMS70

447-45・ ・飴・・G軽 ・TGGAGA-・TAAAAG唖 ・TGG・GA+4b・1MS202

488-491AA翼 愚 蝉 →AA翼 亟亟 車蝉+4b・1MS168

a)塩 基配列の上下の矢印はそれぞれ順方向と逆方向の反復配列を示す。四角で囲んだ部分は倍加す

る単位配列を示す。
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表11.欠 失一挿入型突然変異

部位 塩基配列の変化・ ヌクレオチド変化 発生回数 突然変異クローン　
538-562GA皿 麺}一 一一一一ATc蝉 ・TGG-・-25,+5bplSTN53

GACTTTAAAAAAGATGG

ト

632-637ccA鋸 ・m・ 鐸 ・・GAc-〉-6,+4bplMS60

CCA蜴 ・mGAA興 ・へ
640-653cTTTGTTGGATTTGAccAGAcAAGTT-〉-14,+3bplSTN56

嘔 πGG極 ・π

a)塩 基配列の下の矢印は逆方向反復配列を、上の横棒は欠失する領域を示す。突然変異後の配列の

四角で囲んだ部分は挿入 された配列を示 し、変異前の塩基配列にはそれ と相補的になっている配列部

分を四角で囲んである。

表12.挿 入型突然変異

部位 塩基配列の変化aヌ クレオチド変化 発生回数 突然変異クローン

ー
TATAATCATTATGCTGG->

137-187TAAATcA而lGTAAcccGcGA_+51bp1}1S160

-
　

GGCCCCCTAATCCCCTTAATTAATCATTATGCTGG

a)挿 入発生後、四角で囲んだ部分が挿入配列をはさんで倍加 し、順方向反復配列 を生 じていた。 ま

た矢印も変異後にできた順方向反復配列を示す。塩基配列上の横棒で示 される領域 と全 く同 じ配列が

この下流に見っかった。

-43一



図 の 説 日月

図1.染 色体DNA中 に組 み込 まれ た シャ トルベ クターpZipHprtNeoの 構造

シャ トルベ ク ターpZipNeoSV(X)1のBamHI部 位 に ヒ トhprtcDNA断 片(斜 線部分)を 組み込み作製

した。二重斜線部 分はHPRTaseの 構造遺伝 子領域 を、直線部分は図o一図uLVウ ィル スゲ ノム を、波線は マ

ウスゲ ノムDNAを それぞれ示 す。LTR,週o-MuLV由 来longterminalrepeat;HPRT,ヒ トh

PrtcDNA;NEO,G418耐 性遺伝子neo;SVori,SV40ウ ィルスのDNA複 製起 点;

pBRori,プ ラス ミ ドpBR322の 複製起点。 制 限酵素切 断部位:B,BamHI;H,HindlII;X,

Xhol;C,Clalo

図2.VH-12細 胞 よ り回収 したプラス ミ ドDNAの 制 限酵素切 断パター ン

VH-12細 胞 よ りCOS細 胞融合法 によ り回収 したDNAを 大腸菌DH1に 導入 し、ネオマイ シン耐 性

コロニーを得 た。互 いに独立 ない くつ かの耐性 クロー ンか らプラ スミ ドDNAを 回収 し、BamHIま た

はEcoRIとHindIIIで 切断 した後、O.8%ア ガ ロー スゲルで電気泳動 した(レ ー ン1-10)。 サ イ

ズマーカー としてHindlll切 断 λDNAを 同時に流 した(λHindIII)。 中央の数字 はマーカーD

NA断 片 の大 きさ(kb)を 表す。矢 印はBamHI切 断パター ンではhprtcDNAを 含 む1.6kb断 片 を示

し、EcoRI+HindlII切 断 パターンではneo遺 伝 子 とhprtcDNAの 一部 を含む1.5及 び1.6kb断 片

を示す。
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図3.安 定 なHAT耐 性G418耐 性 を示す形質 転換細胞 由来 ゲ ノムDNAの サザ ン解析

細胞 か らゲ ノムDNAを 回収 し、BamHIま たはEcoRIで 完全 に切断 した後サザ ン解 析 にか けた。 プ

ローブ にはpZipHprtNeoDNA由 来のhprtcDNAを 含 む1.6kbBa闇1断 片 を使用 した。 レー ン1,2,

3,4の 順 にVH-1,VH-12,PH-1,ψ 一/PH-62。 レー ンMはBamHI切 断pZipHprtNeoDNA。 矢 印 と数字 は

並行 して流 したHindlII切 断 λDNA断 片 の位置 と大 きさ(右 側)、 及びhprtcDNAを 含 むpZipHprt-

NeoDNA由 来Ba祀1断 片の位置 と大 きさ(左 側)を 示 す。

図4.6TG選 択法 で得 られ たVH-12由 来6TG耐 性G4!8感 受性 変異 クロー ン細胞の ゲ ノムDN

Aの サザ ン解析

細胞 か ら回収 したゲ ノムDNAをBamHI(A)ま たはEcoRI(B)で 完全 に切断 した後 、サザ ン解

析 を行 った。プローブにはpZipHprtNeoDNA由 来 のhprtcDNAを 含む1.6kbBamHI断 片(A)、 ま

たはneo遺 伝子 を含 む2.2kbXhol断 片(B)を 用 いた。 レー ン1-7,6TG選 択法 で得 た互 い

に独立 なVH-12由 来6TG耐 性G418感 受性 変異 クロー ン細胞;レ ー ンV,VH-12;レ ー ンG,

2TGOR;レ ー ンC,BamHI切 断pZipHprtNeoDNA。 右側の矢 印 と数字 は並行 して流 したHindlII切 断

λDNA断 片の位 置 と大 きさを表す。なおBで 見 られ る約5kbの バ ン ドは全 ての細 胞 に共通 してみ

られ るが 、ベ クターを持 たない2TGOR(レ ー ンG)で も見 られ るこ とか ら、非特異 的な シグナ ル と考

え られる。
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図5.マ ウス細胞 におけるヒトhprtcDNA上 の6TG耐 性自然突然変異の分布

互いに独立な全51ク ローンの自然突然変異発生部位をpZipHprtNeo中 のヒ トhprtcDNA領 域上 に

示す。帯の部分が ヒ トhprtcDNA部 分を示 し、直線部分はそれに隣接 したベクターDNA領 域である。

帯の白抜き部分はHPRTaseの 構造遺伝子領域を示 し、ローマ数字のついた各長方形はそれぞれゲ ノム

hprt遺 伝子上の各エクソン領域 に対応 している。下の数字は塩基の位置を示 し、文献8に 従 って

cDNAの 最初の塩基を1と し、それより上流の塩基は一1か ら順に負の数で表 してある。図の下側

の横棒は欠失した領域を示 し、上側の横棒は挿入断片を示 している。3bpの 欠失は他の欠失ととも

にHで 図の下 に示 してある。▽.フ レームシフ ト;▼,塩 基置換;○,欠 失一挿入;●,倍 加。

図6.自 然突然変異で検出された倍加(A)及 び欠失一挿入(B)の 各変異型の発生機構 モデル

図の最上段及び最下段はそれぞれ変異前 と変異後の構造を示 し、間の各段は変異発生の中間体を

示す。各段の二本の実線は二本鎖DNAを 示 し、大小の矢印はそれぞれ逆方向反復配列、順方向反復

配列を示す。 白抜 きの矢印と、斜線または黒の矢印が互いに相補的な配列になっている。Bの 方形部

分は挿入される配列を示 し、中の矢印で方向性を表 している。自抜 きの方形と黒い(ま たは網掛けの)

方形 とが互いに相補的である。波線で示 した部分はその段階で新 しく合成されるDNA鎖 部分を意味

する。
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Figure6

A.D叩lioation
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Figure6

B.Deletion--lnsertion
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