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題目 出芽酵母のｹﾞﾉﾑ安定性推持における相同組換えと複製後修復の役割

ｹﾞﾉﾑ情報の遺伝的変化は､点突然変異の様な塩基配列ﾚﾍﾞﾙで生じる変化と､転座や

欠失といった染色体ﾚﾍﾞﾙでの変化の二種類に大別される｡染色体ﾚﾍﾞﾙでの遺伝情報の

変化は､様々な疾患やｹﾞﾉﾑ再編､進化といった事象と密接に閑連していると考えられて

いるが,その発生や制御のﾒｶﾆｽﾞﾑには不明な点が多い｡この点について分子ﾚﾍﾞﾙで

明らかにするため,当研究室では､出芽酵母二倍体細胞をﾓﾃﾞﾙとした解析系を用いた研

究が進められて来た.この系では第III染色体に挿入したUWﾏ-ｶ-のへﾃﾛ接合性

の喪失(LOH; Loss of Heterozygosity)を指標とすることで､染色体喪失､交叉･転座など

の染色体再編から点突然変異まで多様なｹﾞﾉﾑの変化を網羅的に検出･分類し､それぞれ

を定量的に比較することが可能である｡野生株において自然発生するLOHの頻度は1.2 Ⅹ

10~4であり､そのうち30%は交叉等の相同染色体ｱﾘﾙ間の組換えによるものであった｡

異常なｻｲｽﾞの染色体を生じる転座や欠失は10%の割合で検出され､その殆どがﾚﾄﾛﾄ

ﾗﾝｽﾎﾟｿﾞﾝ等の散在性の繰返し配列を介した異所性組換えにより生じていた｡このよう

に､ｱﾘﾙ間の組換えと同様､異所性組換えも相同性を利用したものであった'oまた､染

色体喪失はLOHの60%を占めていたが､その-部には交叉に伴って生じたと思われるも

のがあった｡つまり､相同組換え機構がこれらの染色体異常･再編の発生過程に多面的に

閑与していることが示された｡これらの結果より､通常の細胞増殖期には相同組換えの基

質となる様な自然DNA傷害が発生しており､それがLOHの主要な原因となっていること

が示唆された｡

本研究では､まず染色体異常･再編の発生における相同組換えの役割を明確にするため､

相同組換え関連遣伝子であるW52, RAD51およびw50遺伝子を欠損した株を作製

し､それらに生じるLOHを詳細に解析した. W52遺伝子は鎖交換や単鎖対合といった

相同組換え経路全般に, W51遺伝子は鎖交換反応に要求されるoまた, RAD510遣伝子

は組換え初期過程のDNA末端のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞに関与している｡これらの欠損株ではいず

れもLOH頻度が2.5-3.6 Ⅹ 1α3と野生株の20-30倍と大きく上昇し､染色体喪失がLOH

の80-99%を占めていたoこれらの結果から,増殖中の細胞内では染色体の崩壊や複製阻

害をもたらす様な自然DNA傷害が頻繁に生じており､それらは相同組換え機構によって

ｴﾗ-ﾌﾘ-に,つまりLOHを伴わない形で回避されていることが示唆された｡このよ

うな回避ﾌﾟﾛｾｽの実体は姉妹染色分体間の組換えであると推測されるo md510 md52およ

びmd51 Lad52二重欠損株とそれぞれの単独欠損株を比較すると染色体喪失の発生頻度は全
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て同ﾚﾍﾞﾙだったことから,姉妹染色分体間の組換えの大部分はW52､ RAD51および

RAD50遣伝子の全てを必要とすることが示唆される.ｱﾘﾙ間･異所性組換えによるLOH

に開しては, md52欠損株では全てのﾀｲﾌﾟの頻度が野生株に対し減少していたが､ md310

欠損株ではこれらは逆に増加していた.また､ md51欠損株では異所性組換えの頻度のみ

が増加していた｡これらの結果より､ LOHの発生には複数の非姉妹染色分体間の組換え経

路が関与しており､各欠損株の結果は,それぞれの株で利用可能な組換え経路の種類やそ

の寄与度を反映していると考えられる｡以上の知見を総合して考察すると､自然DNA傷

啓の多くは相同組換え機構により回避されているが､その過程の-部が染色体異常･再編

を引き起こしていることが推測される.さらに, md52欠損株とmd51欠損株では野生株に

比べ点突然変異が顕著に上昇し､また､ md52欠損株では相同配列を介していない転座も

-例認められた.このことから,相同組換えが欠損した場合には､少なくとも-部の自然

DNA傷害は損傷乗り越えDNA合成や非相同未端結合(NHEJ; Non血omologous end joining)

の様な代替経路によって回避されていることが推測された｡これらの経路の基質は相同組

換えの基質と部分的に共通であることが知られており､それぞれ相同組換えと相互に補完

して作用している可能性が考えられた｡

そこで研究の第二段階として､損傷乗り越えDNA合成を含めた複製後修復機構やNHEJ

の役割を明らかにするために､これらの経路に関連する遺伝子を欠損した株でLOHを解

析した.複製後修復はw6-RAD18遣伝子により制御され､その下流にRAD5 ,W30お

よびREV3それぞれの遺伝子が閑与する複数の経路が知られているo W6-RADl& W5

遣伝子はﾕﾋﾟｷﾁﾝ化を介した機樺によって複製後修復に関与しており､ RAか30, REV3

遣伝子はそれぞれ損傷乗り越え型DNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞをｺ-ﾄﾞしている. md18欠損株で

はLOH頻度が1.4 Ⅹ 10-3と野生株の約12倍に上昇し,染色体喪失とW52依存性の種々

の染色体再編の双方について上昇が観られた｡ -方､ md18 md52二重欠損株ではLOH頻

度が7.1 Ⅹ 10~3と野生株の59倍と劇的に上昇し､そのほぼ全てが染色体喪失によるもので

あった.この頻度はzd18欠損株とmd52欠損株それぞれのLOH頻度の総和よりも高かっ

た.また､ md5, md30およびzleV3欠損に閑しては､それぞれ､単独欠損およびmd52と

の二重欠損のいずれの場合もId18欠損ほどにはLOHに大きな影響を及ぼさなかったo

以上の知見より, 1)相同組換えの場合と同様､複製後修復も染色体の崩壊や複製阻害の回

避に寄与している､ 2) -部の自然DNA傷害は複製後修復と相同組換えのいずれの経路で

も回避可能であり､ -方の欠損時にはもう-方が回避ﾌﾟﾛｾｽを代替できる､ 3)これらの

回避ﾌﾟﾛｾｽの大半はｴﾗ-ﾌﾘ-に行われ､点突然変異や染色体再編など遺伝的変化を

伴うものはごく-部である､ 4)W18遺伝子下流の複数の経路に関しては､ RAD5. RAD30

およびREV3遣伝子のそれぞれが閑与する経路が互いに補完して機能しているか,あるい

は,本研究では調べていない第四の経路が寄与していることが示唆された｡また､ NHEJ

に関してはm)Fl遣伝子の欠損による影響を調べた.この遺伝子がｺ-ﾄﾞするKu蛋白は

DNA末端に結合し,末端同士の接合反応を促進することが知られている｡この遺伝子は単

独欠損およびmd52との二重欠損のいずれの場合もLOHに対する影響は殆ど認められなか

ったことから､少なくとも自然DNA損傷の回避やLOHの発生には閑与していないことが

示唆された｡
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Ⅰ序論

ｹﾞﾉﾑ情報を正確に複製して次世代へ伝達することは,全ての生物にとって最も

基本的で重要な課題である｡しかし-方で,ｹﾞﾉﾑは"動的"な存在であることも

また事実だ｡例えば､細胞が分化する際には点突然変異や小規模なｹﾞﾉﾑの再編が

起きる場合があることが知られているし､また､比較生物学的な見地からは大規模

なｹﾞﾉﾑの再編が進化や種の分化に寄与している可能性が示唆されている｡ｹﾞﾉﾑ

情報の遣伝的変化は,点突然変異の様な｢塩基配列ﾚﾍﾞﾙで生じる変化｣と､転座

や欠失といった｢染色体ﾚﾍﾞﾙで生じる変化｣の二種類に大別され､特に前者の発

_生ﾒｶﾆｽﾞﾑに関しては大腸菌をﾓﾃﾞﾙ生物としたｱﾌﾟﾛ-ﾁにより血vl'vo､ 1'n vl'tz10

の両面から解明されつつあるo -方で､染色体ﾚﾍﾞﾙの遺伝的変化に閑してはその

発生ﾒｶﾆｽﾞﾑを示唆するに足る知見があまり蓄積されていないのが現状だ｡点突

然変異の蓄積に比ぺ､転座や欠失の様な染色体の広範囲に渡って生じる変化は多数

の遣伝子が同時に影響を受ける｡この様な変化はｹﾞﾉﾑの再編成を引き起こして進

化や種･細胞の分化に責献しているだけでなく,癌と言った遺伝性疾患にも関与し

ていると考えられている｡

ﾄ1出芽酵母二倍体細胞をﾓﾃﾞﾙとしたLOH解析系

当研究室では､染色体ﾚﾍﾞﾙでの遣伝的変化の発生や制御のﾒｶﾆｽﾞﾑを明らか

にする目的で､出芽酵母二倍体をﾓﾃﾞﾙとした解析系を用いた研究が進められてき

た(Hiraokaetal.2000 ; Umezuetal.2002) ｡出芽酵母を用いた理由としては､ 1)ｹﾞ

ﾉﾑﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄが完了しているため染色体の再編が生じた箇所を塩基配列ﾚﾍﾞﾙ

で解析できる, 2)細胞集団の扱いが容易であるため､定量的な測定を行うことがで

きる､ 3)各種変異株･欠損株を用いた遺伝学的解析が容易に行なえる,等が挙げら

れる｡また,二倍体細胞では必須遼伝子を1ｺﾋﾟ-失っても生育できるため､ -倍体

細胞では死に至ってしまう様な遺伝情報の変化が検出可能である｡この解析系では

主として染色体ﾚﾍﾞﾙでの真常･再編に関して､第ⅠⅠⅠ染色体上に発生するものを検

出する｡この染色体を選んだ理由に関しては､複製開始点や減数分裂時の組換えの

ﾎｯﾄｽﾎﾟｯﾄ等の染色体構造因子についての研究が進んでいる点が挙げられる｡

染色体異常･再編発生に閑与する因子を考察する上で､これらの情報は非常に有利

であると考えられる｡

解析系の基本構想を図Ⅰ-1に示した｡親株となる二倍体細胞は､片方の第ⅠⅠⅠ染色体

の右腕中央部,左腕末端から205kbの領域(以下III-205飯域と表記する)にUW遺
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LE LT2

LuAU:AE23
親株二倍体

(5-FOAs Leu+ Ade+)

対数増殖期でのLOH頻度測走
(- 5 -FOA耐性頻度の測走)

ﾊ゚ ﾙ ｽ ﾌ ｲ - ﾙ ﾄ゙ ｹ゙ ﾙ 電気泳動 (pF G E ) による解析

第ⅠⅠⅠ染色体 2 ｺ ﾋ゚ - 染色体異常あ り
(数 ｰ ｻ ｲ ｽ゙ の異常)

表
現
型
に
よ
る

ｸ ﾗ ｽ A

5 -F O A ｰ

L e u -

A d¢- a 染色体喪失 + 複製 a'染色体喪失

ｸﾗｽB
5-FOArLcu+

‡≡t
~ ii i憲

解
析
A d¢ー

a交叉
品 b 不等交叉 又は転座

ｸﾗｽC
5-FOArLeu+

iﾖ× ⊂ｺI
Ll
Bl1 団

A de+ a uRA 3 内変異 b遣伝子変換 b:器 諾 c染色体内欠失

図ﾄ1 LOH解析系の概要

MATa -倍体株由来の第III染色体を青色で,朋ATa一倍体株由来の第III染色体を赤色で
示した｡二倍体株はこれらの-倍体株同士を接合することによって構築する｡第ⅠⅠⅠ染色体
以外の染色体については緑色で示したo第ⅠⅠⅠ染色体上のLEU2遺伝子座を白い二本線､第
III染色体205kb領域に挿入されたuRA3遺伝子ﾏ-ｶ-を自三角､ 314kb領域に挿入された
ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-を黒三角で示した｡遺伝子ﾏ-ｶ-の機能が失われている場合には
x印を表記した｡
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uRA3ﾏ-ｶ-の喪失(LOH)に伴う棟々な遺伝的変化の分類は､同じ染色体上の
LEU2およびADE2遺伝子ﾏ-ｶ-の有無による表現型の分類と､ pFGEやPCR法を用い
た染色体構造変化の直接的同定を組み合わせることで行った｡

ｸﾗｽA) 5-FOA耐性Leu-Ade-ｸﾛ-ﾝは染色体喪失によるLOHに分類される｡単純に片
方の染色体が失われるもの(a')に加え､ A4ATq-倍体殊由来の染色体が2本分になる
場合(a)もある｡

ｸﾗｽB) 5-FOA耐性Leu+Ade-ｸﾛ-ﾝは染色体間の組換えによるLOHに分類される｡
交叉(a) ､不等交叉又は転座(b)が含まれる｡交叉は染色体喪失を伴う場合(a')が
ある｡転座又は不等交叉といった異所性の組換えによるLOHを生じたｸﾛ-ﾝでは異常
なｻｲｽﾞの第Ⅲ染色体が検出される｡

ｸﾗｽC) 51FOA耐性Leu'Ade十ｸﾛ-ﾝはuRA3遺伝子ﾏ-ｶ-内の変異(a) ､遺伝子
変換(b) ､染色体内欠失(c)のいずれかによるLOHに分類される｡遺伝子変換は染色
体喪失を伴う場合(b')がある｡ aとbはpFGEで区別することは不可能であるが､ uRA3
遺伝子ﾏ-ｶ-挿入領域の構造をpcR法によって解析することにより判別することが可
能である｡
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伝子ﾏ-ｶ-が挿入されている｡この様に,相同染色体の相対立する位置に存在す

る対立遺伝子(ｱﾘﾙ)が異なる状態になっていることをへﾃﾛ接合性と呼ぶ｡こ

のUW遺伝子はｳﾗｼﾙ生合成に関与する遺伝子の-つであるが,同時に5-FOA

(5-ﾌﾙｵﾛｵﾛﾁﾝ酸)と呼ばれる薬剤も代謝して5-ﾌﾙｵﾛﾃﾞｵｷｼｳﾘｼﾞﾝと

いう細胞の生育を阻害する物質(具体的には,ﾁﾐｼﾞﾙ酸合成酵素を阻害する)に

変えてしまう括性も持っている.このため､野生型UiW遺伝子を保持している細

胞は5-FOAを含んだ培地では生育することが出来ない｡しかし､この遺伝子機能が不

括化された場合,細胞は5-FOA耐性の表現型を獲得するo tu遣伝子ﾏ-ｶ-のへ

ﾃﾛ接合性が喪失すること,つまりLess of heterozygosity ; LOHの発生は､ uw遣

伝子の遺伝子機能を損なう様な何らかの変化が生じたことの指標となる｡従って,

5-FOA耐性頻度の測定は, U払4j遺伝子ﾏ-ｶ-におけるLOHの発生頻度を測定する

ことと同義であるoしかし, -言にUW遺伝子ﾏ-ｶ-のLOHと言ってもその内

容(LOHｲﾍﾞﾝﾄ)は多種多様だ(図Ⅰ-1).そこでこの解析系では, UW遺伝子

ﾏ-ｶ-と同じ染色体上,左腕III-91領域に存在するLEU2遺伝子､ならびに右腕末

端部III-314嶺域に挿入されたADE2遣伝子を補助ﾏ-ｶ-として利用し､その有無を

表現型によって調べることで､ LOHｲﾍﾞﾝﾄを大まかに3つのｸﾗｽに分類するとい

う工夫を施している｡ 5-FOA耐性の表現型を獲得したｸﾛ-ﾝのうち､染色体喪失に

よって第ⅠⅠⅠ染色体上のﾏ-ｶ-を3つとも失ってしまったものは5-FOA耐性Leu- Ade-

の表現型を示す｡ 5-FOA耐性Leu.+Ade-の表現型を示すｸﾛ-ﾝは､ｾﾝﾄﾛﾒｱ(ⅠⅠⅠ-

114)からtLW遺伝子ﾏ-ｶ-の間で染色体間の組換えが生じ､右腕末端までの部

分が別の染色体(MATα-倍体株由来の相同染色体や､第ⅠⅠⅠ以外の染色体)に置き

換わったものが含まれる｡交叉や不等交叉･転座はこのｸﾞﾙ-ﾌﾟに分類される｡ま

た､ 5-FOA耐性Leu'Ade'の表現型を示すｸﾛ-ﾝには､ UiW遣伝子ﾏ-ｶ-の機能

を失う様な塩基配列ﾚﾍﾞﾙの変異を生じたものや,遺伝子変換､染色体内の欠失を

生じたものが含まれる｡

以上の様な表現型による遣伝学的な分類に加え､ /てﾙｽﾌｲ-ﾙﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動

(以下PFGE)と第ⅠⅠⅠ染色体を特真的に認識するﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いたｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲ

ﾝｸﾞ法により第ⅠⅠⅠ染色体のｺﾋﾟ-数やｻｲｽﾞを観察することで､各ｸﾞﾙ-ﾌﾟ内をよ

り細かく分類することが可能である(図Ⅰ-2) ｡正常な長さの第ⅠⅠⅠ染色体が2ｺﾋﾟ-分

あるものは交叉, UW遣伝子ﾏ-ｶ-内の変異､遣伝子変換に分類される.第III

染色体が1ｺﾋﾟ-分のみのものは染色体喪失に､これに加え大小様々なｻｲｽﾞの異常

染色体が認められるものは不等交叉･転座､染色体内欠失に分類される｡また,

UW遺伝子ﾏ-ｶ-内の変異と遺伝子変換に関しては, U札4ﾌﾟ遣伝子ﾏ-ｶ-挿入

断片の有無をPCR法で解析することにより区別が可能である｡

この様に,表現型による分類と､ PFGEやpCR法を用いた染色体構造変化の直接的

同定を組み合わせることにより, UW遺伝子ﾏ-ｶ-のLOHに伴う様々な遺伝的
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A第ⅠⅠⅠ染色体
2ｺﾋﾟ-

L
ﾆﾆ

亡ﾆ

ﾆﾆ

正常な長さの
第ⅠⅠⅠ染色体~→

(330 kb)

B第III染色体
1=t:o-

■l

■

●■

⊂E

⊂:=

c第ⅠⅠⅠ染色体1ｺﾋﾟ-
+異常染色体

囲Ⅰ-2ﾊﾟﾙｽﾌｲ-ﾙﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動(pFGE)と
ｻｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞによる染色体構造変化の解析

親株二倍体(LOHを生じていないｸﾛ-ﾝ)をp､転座や不等交叉,染色体内欠失
等により生じた異常染色体の位置を<で示した｡ A-Cではそれぞれ左側にPFGEの
泳動像,右側に第ⅠⅠⅠ染色体を特異的に認識するﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いたｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲ
ﾝｸﾞの結果を示した｡
通常のｱｶﾞﾛ-ｽｹﾞﾙ電気泳動法では20kb以上の線状DNAを分離することは困難
である｡ PFGEでは､ｱｶﾞﾛ-ｽﾌﾞﾛｯｸに埋包したDNA試科に対し､交差する二方
向の電場を交互にかけることによりこの間題を解決している｡この手法を用いた場
合､第ⅠⅠⅠ染色体について泳動像のﾊﾞﾝﾄﾞ濃度を走量することによりそのｺﾋﾟ-数を
決走することができる｡ AはLOHが生じても第ⅠⅠⅠ染色体のｺﾋﾟ-数やｻｲｽﾞに変化が
ない例を示している｡交叉,遺伝子変換､ uRA3内変異などを生じたｸﾛ-ﾝはこ
のような泳動像を示す｡ Bは染色体喪失を生じたｸﾛ-ﾝの泳動像だが､親株やAな
ど第ⅡⅠ染色体が2ｺﾋﾟ-のものに対してﾊﾞﾝﾄﾞの濃度が薄くなっている｡また､ cの
pFGE像のようにｻｲｽﾞ変化を生じた異常染色体の存在を示すﾊﾞﾝﾄﾞが現れた場合に
は､ｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞを行うことにより､異常染色体が第ⅡⅠ染色体由来のもの
か否かを判走することが可能である｡
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変化を分類することが可能である。染色体レベルでの遺伝的変化のうち、交叉と遺

伝子変換は相同染色体アリル間の組換えで、転座・不等交叉や染色体内欠失は異所

性の組換えにより形成されるが、本研究ではこれらの遺伝的変化が発生する過程を

まとめて染色体再編と呼称する場合がある。また、異所性の組換えによる染色体再

編を経て形成されたサイズ異常を示す染色体（つまり正常な第ⅠⅠⅠ染色体と異なる長

さの染色体）を異常染色体と呼び、これらの発生過程を染色体異常と呼称する。こ

れに加え、染色体喪失が発生する過程も染色体異常に含まれる。

Ⅰ－2　野生味におけるLOH解析により得られた知見

このLOH解析系を用いて野生株に生じるLOHを解析した結果、LOHの発生頻度は

1．2Ⅹ10→であり、そのうち34％が相同染色体アリル間の組換え（図Ⅰ一1B－a、C－b）、

8％が染色体のサイズ異常を生じる異所性組換えによるものであった（図Ⅰ－1B－b、C－

c、Hiraokaetal．2000；Umezuetal．2002）。平岡らは特にサイズ異常を生じた異常染

色体に着目し、ゲノムスキャニング法（詳細は本稿ⅠⅠⅠ－1－6に後述）によって異常染色

体の融合部の構造解析を行った（森1997年修士論文；平岡2000年博士論文；Umezu

etal．2002）。その結果、サイズ異常を生じた異常染色体には、その融合部にゲノム

中に散在する繰り返し配列が介在していることが判明した。例えば転座や不等交叉

の場合、ほぼ全ての異常染色体の融合部にTyl因子やm配列（Lengterminalrepeat）

が見い出された。出芽酵母のTylは両端に約330bpのLTR配列を持つ全長5．9kbのレト

ロトランスポゾンの一種であり（Boeke1991）、出芽酵母のゲノム中には約50コピー

のTyl因子と約270コピーのLTR配列が存在することがゲノムプロジェクトによって

判明している。本研究に用いている株の第ⅠⅠⅠ染色体上には5コピーのTyl因子と複数

のLTR配列が存在していることが平岡の解析によって明らかになっている（図Ⅰ－3、

平岡　2000年博士論文）。染色体内欠失に関しては、その全てが第ⅠⅠⅠ染色体右腕に存

在する彪A乃と月九4疋∂という長さ1．6kbの順方向に並んだ相同性の極めて高い繰返し

配列間（図Ⅰ一3）で生じていた。これらの結果は、繰り返し配列の相同性を利用した

異所性の相同組換えにより異常染色体が生じたことを示唆している。この様に、野

生株では相同染色体アリル間の組換えに加え、異所性の組換えに関しても相同性が

利用されていることが明らかとなった。また、交叉の6％が染色体喪失を伴ったもの

であったが（図Ⅰ－1B－aり、この結果は相同染色体アリル間の相同組換えに付随して

染色体喪失が生じたことを示唆している。

以上の様に、野生株におけるLOH解析では染色体再編や染色体喪失といった様々

なLOHイベントの発生過程に相同組換え機構が関与していることが示唆された。多
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図Ⅰ－3

二倍体殊における第ⅠⅠⅠ染色体の構造

第ⅠⅠⅠ染色体の配列を細い縦線、
セントロメアを白丸、tRNAを黒
四角、LTR配列を自三角、Ty因
子を白三角と白四角、几飢Tおよ
び月動脈遺伝子座を灰色の四角で
表した。また、上β【乃遺伝子座を
細い横線、L鳳43遺伝子マーカー
およびA肥遺伝子マーカーを黄
色の三角で表した。第ⅠⅠⅠ染色体の
右側にはゲノムスキャニングに用
いたプライマーセットのおおまか
な結合位置を太い縦線と数字で表
した。数字は第ⅠⅠⅠ染色体左腕（こ
の図ではセントロメアより上側）
末端からの距離（kb）を示してい
る。
本研究で用いている親株は出芽
酵母のゲノムプロジェクトに用い
られたS288c株由来であるが、

S2g8c株の第ⅠⅠⅠ染色体上にはTyl
因子は存在していない。これらの
因子は本研究で用いている株に特
異的に存在しており、これらの存
在は平岡によって行われた構造解
析によって明らかになった（平岡
20（カ年博士論文；Umezuetal．
2002）。



くの研究により、出芽酵母では多様な局面で相同組換え機構が利用されることが知

られている。研究が進んでいる代表的なものとしては、接合型変換、減数分裂時の

組換え、放射線照射やUV照射・薬剤等によって生じたDNA損傷から誘発されるDNA

傷害の回避といったケースが挙げられる。これらの研究で共通して示唆されている

のは、どの様なケースであっても相同組換え反応は必ずDNA末端もしくは単鎖DNA

を含むDNA傷害を基質として開始される、という点である。逆に言えば、「きれい

な」状態である二本鎖DNA同士で相同組換え反応が行われることを証明する報告は

今迄になされていない。野生株におけるLOH解析ではDNAに傷害を誘発する様な処

理を行っていないので、野生株では相同組換え反応の基質となる様な何らかのDNA

傷害が自然発生しており（以下これを自然DNA傷害と呼ぶ）、それらが相同組換え

によるLOHの主要な原因となっていることが考えられる。

Ⅰ一3　相同組換え反応の基質となるDNA傷害とその回避機構

Ⅰ－3－1．two－Stra皿dDNA傷専とは

一般的に、DM傷害はone－StrandDNA傷害とtwo－StrandDNA傷害の二種類に大別さ

れるが、このうちtwo－StrandDNA傷害と呼ばれるものが主として相同組換え反応の基

質になると考えられている。tWO－Strand DNA傷害はDaughter strand gqpと呼ばれる

ギャップ状のもの（図I－4A）、DNA末端が一つのDoublestrandend（図Ⅰ－4B）、DNA

末端が二つのDoublestrandbreak（図Ⅰ－4C）の三種類に分類される。これらのDNA傷

害の発生過程には以下の様なモデルが想定されている（詳細は本稿ⅠⅤ－6に後述す

る）。Daughterstrandgapに関しては、DNA上に存在する化学的な修飾や変化・脱塩

基などの損傷により複製フォークの進行が阻害が生じた結果として形成されると考

えられている。このDaughterstrandgap、もしくは一般的なニック・ギャップの上を

複製フォークが通過してしまった場合にはその崩壊が生じ、Doublestrandendが形成

される（図Ⅰ4　Bし1）。また、近年では複製フォークの進行阻害時に新生鎖同士が対

合してHouiday構造をとるモデル（複製フォーク後退モデル）が提唱されているが、

この構造をHoluday構造リゾルベースと呼ばれるエンドヌクレアーゼが解離した場合

にもやはりDoublestrandendが形成される（図I－4B㌧2）。以上の様に、Daughterstrand

gapとDouble strand endの発生にはDNAの複製が密接に関与していると考えられてい

る。Double strand breakの発生メカニズムに関しては良く分かっていない。この種の

DNA傷害は主として放射線の照射やエンドヌクレアーゼ、物理的な力によって形成

されることが知られている。先に述べたDaughterstrandgap、もしくは一般的なニッ
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A Daughter strand gap

B Double strand end

C Double strand break

図Ⅰ-4 two-strand DNA傷書の種類

DNA上の損傷(化学的な修飾や変化､脱塩基など)を+で､二本鎖DNAを二本
の実線と点線で示した｡

two-strand DNA傷害はDaughter strand gap (A) ､ Double strand end (B) , Double
strandbreak (C)の三種類に分類される｡ Double strandendが形成されるﾒｶﾆｽﾞﾑ
に関しては､ﾆﾂｸ･ｷﾞﾔﾂﾌﾟ上での複製ﾌｵｰｸの崩壊(B'-1) ､もしくは､新

生鎖同士の対合によるHolliday構造の形成と解離(B'-2)といったｹ-ｽが考えら
れている｡ two-strandDNA傷害の特徴は､いずれもDNA合成の鋳型としての塩基配
列情報を失っている点にある｡ -方､ one-strandDNA傷害の場合は塩基情報の変化
や欠落を伴うことなく同じDNA分子内だけで回避を完結することが可能である｡
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ｸ･ｷﾞｬｯﾌﾟの両側からやって来た複製ﾌｵ-ｸが共に崩壊した場合にも､ Double

strand breakの発生が引き起こされる可能性が考えられる｡また､二本鎖DNAを切断

するⅠⅠ型のﾄﾎﾟｲｿﾒﾗ-ｾﾞがDNA上で機能している最中,何らかの原因によって反

応が中断された場合にも,やはりDouble strandbreakを発生する可能性がある｡

以上に述べてきたtwo-strand DNA傷害の最大の特徴は, one-strand DNA傷害に分類

される-般的なDNA損傷やﾆﾂｸ･ｷﾞｬｯﾌﾟと異なり､ DNA合成の鋳型としての塩

基配列情報を失っている点にある｡ two-strand DNA傷害では同じDNA分子内だけで塩

基配列情報の変化や欠落を伴うことなく回避を完結することは容易ではない｡従っ

て,これらの傷害では主に相同組換え機構により､失われた塩基配列情報を姉妹染

色分体や相同染色体等といったﾄﾞﾅ-配列(塩基配列情報を供与する配列)から補

完する必要があるo相同組換え機構はDaughter strand gap､ Double strand end, Double

strand breakのいずれをも回避するﾎﾞﾃﾝｼﾔﾙを持つと考えられている｡ -方で,

これらの傷害の-部は､相同組換え以外の機構,すなわち複製後修復機構やNHEJ

(Non homologous end joining)機構の基質と共通であることが知られている.従っ

て､これらの機構はそれぞれ相同組換え機構と相互に補完して作用している可能性

が考えられる｡

以下Ⅰ-3-2 - Ⅰ-3-4に, two-strand DNA傷害の回避に閑与する3つの機構の概要につい

て,出芽酵母での情報を中心にまとめてみた｡

Ⅰ-3-2相同組換え機構

出芽酵母では以前から相同組換えに関する遺伝学的,ならびに生化学的研究が盛

んに行われてきた｡その結果,相同組換えの基本的な機構は酵母からﾋﾄまで共通

に存在し､体細胞分裂時の相同組換えには複数の経路が存在することが判明してい

る(Paques andHaber 1999 ; Sung et al. 2000) ｡図Ⅰ-5のAとBに相同組換え機構の各経

路のﾓﾃﾞﾙを示した｡経路によって要求される遣伝子は異なるが､これらの遺伝子

は全てW52遺伝子を頂点としたｴﾋﾟｽﾀｼｽ遣伝子群に属している｡この遺伝子

群に属する遣伝子は､その欠損株が放射線照射に感受性を示すことを指標に同定さ

れた(Game andMortimer 1974) ｡

複数ある相同組換え経路のうち,最も多くの種類のDNA傷害の回避に対応できる

のは鎖交換反応による経路であろう(図Ⅰ-5 A) ｡この経路ではDaug血ter strand gap,

Double strand break､ Double strand endのいずれをも回避することが可能であるo相同

組換え反応の本質は､単鎖DNA部位へRad51pが結合し,このDNA一蛋白複合体によっ

て相同性検索および鎖交換反応が行われることである｡ Double strand breakやDouble

strand endがこの経路で回避される場合には､初期の段階でMrellp/Rad50p併rs2p
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(MRX)複合体がそのﾇｸﾚｱ-ｾﾞ括性によって5- - 3-ﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞを行い､ 3-突

出未端を形成する｡この様にして形成された末端やDaug血ter strand gapにおける単鎖

DNA部位は二次構造の形成やﾇｸﾚｱ-ｾﾞ等の侵食を受ける可能性があるため､通

常は単鎖DNA結合蛋白であるRPAによって保護されるが､このRPAの存在はRad51p

が単鎖DNAへ結合するのを阻害してしまう｡そこで､まずRad52pが単鎖DNAとRPA

複合体に結合し､次いでRad52pによりRad51pが単鎖DNA上に導入されると考えられ

ている｡この様にして導入されたRad51pは,単鎖DNAの塩基配列情報をもとに相同

な領域の検索を行い､ Dﾙ-ﾌﾟの形成によるﾄﾞﾅ-配列への侵入,それに続く鎖交換

反応を開始する｡鎖交換反応はⅩ字状の組換え中間体; Holliday構造の移動によって

進行し､それに伴ってへﾃﾛﾆ本鎖領域が拡大する｡鎖交換反応は､ Holliday構造が

ﾘｿﾞﾙﾍﾞ-ｽによって解離した時点で終了する｡ Daughter strand gapとDouble strand

breakが反応の基質である際にはこつのHolliday構造が形成され得るが､ Holliday構造

の解離の仕方によって組換え産物が非交叉型(遣伝子変換型)と交叉型のいずれに

なるかが決定する｡ Double strand endが反応の基質であった場合には-つのHolliday構

造が形成され､それが解離するとY字型の構造が形成される｡この構造はDNAの複製

中間体に特徴的なものであるが､ Ⅰ-3-1で述べた様にそもそもDouble strand endはDNA

複製の最中に生じ得るものなので,鎖交換反応はDNA複製ﾌｵ-ｸの再構築を補助

する機構として働いていると考えられている｡また,前述のMRX複合体のﾒﾝ

ﾊﾞ- ; Rad50pに閑しては､ DNA末端のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞに閑与するだけでなく､ SMC

ﾌｱﾐﾘ-に属する蛋白と良く似た構造を持つことが近年の研究より明らかとなっ

ている｡このﾌｱﾐﾘ-にはｺﾝﾃﾞﾝｼﾝや姉妹染色分体接着因子ｺﾋ-ｼﾝ等,

染色体高次構造の制御に関わる蛋白が含まれていることから､ Rad_50pもこれらと類

似した機能を担っている可能性が考えられる｡

この他,鎖交換反応の亜種的な存在としてBIR (Break血duced replication)が知られ

ている｡この経路では､相同領域への単鎖DNAの侵入までは鎖交換反応と同じ様式

をとるが､その先はHolliday構造の移動と解消ではなく､ Dﾙ-ﾌﾟ中で開始された

DNA合成がそのまま染色体末端部まで行われることにより､失われた配列を回復す

るoこの経路はRAD51遺伝子に依存的なものと非依存的なものの二種類に分類され

ることが最近判明したが(Malkobaetal. 1996 ; Leetal. 1999 ; Signonetal. 2001) ､後

者において相同額域の検索やDﾙ-ﾌﾟの形成がRad51pに依存せず行われるﾒｶﾆｽﾞﾑ

についてはあまりよく分かっていない｡ BIRによる回避が行われた場合には､非相互

型の交叉を生じる｡

また､この他にSSA (Single strand annealing ;単鎖対合)と呼ばれる相同組換え経

路が知られている(図ﾄ5 B).この経路は鎖交換反応とは異なり,ﾄﾞﾅ-配列を必

要としないのが特徴である｡単鎖DNA部位に相同配列が存在する場合､主として

Rad52pがそれらをｱﾆ-ﾘﾝｸﾞさせることによってDNA末端同士が繋ぎ合わされる
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と考えられている。Rad52pはRad51pの単鎖DNA部位への誘導のみならず、それ自身

に相同的な単鎖DNA同士をアニーリングする活性があることが知られている

（Mortensenetal．1996）。その機構上、SSA経路によってDoublestrandbreakが回避さ

れた場合には、SSAに用いられる繰り返し配列間で欠央が生じる場合が多い。

Ⅰ－3－3　複製後修復機構

複製後修復機構は、損傷等によりDNA複製が阻害された結果形成される単鎖DNA

のギャップ（Daughterstrandgap）を、損傷を除去することなく二本鎖DNAに変換す

る。出芽酵母の複製後修復機構はRAβふRAβJβ遺伝子に依存しており、これらの遺

伝子を頂点としたエビスタシス遺伝子群が様々な形でこの機構に関与している。

複製後修復機構は単一の経路ではなく、棚紹AβJβ　　遺伝子の下流に蛸

足Aかβ仇属眉lワ遺伝子がそれぞれ関与する複数の経路が存在していると考えられてお

り（図Ⅰ－6）、これらの遺伝子を欠損した株はいずれもW照射に感受性を示すことが

知られている。しかし、UV照射誘発性の突然変異の発生に関してはそれぞれ異なっ

た挙動を示す。J℃招欠損株では自然突然変異やUV照射により誘発される突然変異が

減少する（bmontt1971）が、乃ββ欠損株ではW照射誘発性の突然変異が上昇する

（Jolmsonetal．1999a）。md5欠損株では自然突然変異が上昇する他、UV照射誘発性

の突然変異に関しては影響を受けないことが判明している（Joh娼Onetal．1992）。こ

れらの知見より、W照射により生じるDNA損傷や傷害の回避に際し、風引召遺伝子

はエラーを生じるタイプの経路、RAnヲβおよびRA刀∫遺伝子はエラーフリーなタイ

プの経路として機能すると考えられている。且引β遺伝子は損傷乗り越え型DNAポリ

メラーゼであるpol∈の触媒サブユニットをコードし（Momisonetal．1989）、

遺伝子はやはり損傷乗り越え型DNAポリメラーゼであるpol刀をコードしている

（Johnsonetal．1999a）。これらのDNAポリメラーゼは通常の複製に用いられるポリ

メラーゼと異なり、血vihDNA合成系において損傷が存在する鋳型DNA上で効率的

にDNA合成を行うことが知られている（Nelsonetal．1996；Johnsonetal．1999b）。

属Aaタ遺伝子産物は、凰亜婚およびMJβ遺伝子産物と同じくユピキチン結合を介し

た蛋白質分解に関与していることが判明しているが（Hoege et al．2002；Pickart

2002）この遺伝子産物がどの様なメカニズムでDNA傷害の回避に寄与しているのか

は現在の所明らかになっていない。以上に述べてきたエラーフリーな経路やエラー

を生じる経路という分類は、あくまでW照射等により生じるDNA損傷や傷害に対し

ての評価であり、通常の細胞活動におけるこれらの遺伝子産物の役割は余り良く分

かっていない。

只Aエ略およびRAβJβ遺伝子産物がどの様な分子機構でこれらの経路を制御してい

るのかは不明な点が多いが、これらの遺伝子はそれぞれユピキチン共役酵素E2
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Daughter strand gap Double strand break Double strand end

DNA末端のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ

g iiI円

＼/
遺伝子変換型 J

交叉型(非相互)

図Ⅰ-5A相同観換え機構の各経路;鎖交換反応とBIR

二本鎖DNAを二本の実線で示した｡ two-strand DNA損傷が発生したDNA分子を黒色
で､それらに相同なDNA分子(姉妹染色分体や相同染色体,異所性の相同配列)を
赤色で示した｡

鎖交換反応は3種類のtwo-strand DNA傷害のいずれも回避する能力を持つ｡ BIRも鎖
交換反応の-種として知られているが､ Holliday構造の移動と解消ではなく､ Dﾙ-
ﾌﾟ中で開始されたDNA合成がそのまま染色体末端部まで行われることにより､失わ
れた配列を回復する｡
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Doublestrandbreak

1

J

図Ⅰ一5B　相同組換え機構の各経路；SSA

二本鎖DNAを二本の実線で示した。
単鎖mA部位に相同性が存在する場合、DNA末端同士がアニーリングされる。こ
の程路によってD00blestr弧dbmkが回避される場合には、繰返し配列間で欠失を生
じる。

Daughterstrandgap

凡Aβタ遺伝子

エビキチン化（？）

J

M／Rんn柑遺伝子
エビキチン化（？）

1
RA8プ0遺伝子 RElワ遺伝子

損傷乗り越えDNA合成　損傷乗り越えDNA合成
（mAポリメラーゼヮ）　（mAポリメラーゼr

エラーフリーな経路　エラーフリーな経路エラーを生じやすい経路

上 土　　　　　上

図Ⅰ－6　複製後修復機構の各経路

複製後修復機構はM／RAn相通伝子に依存する。この機構は単純な一反応では
なく、M、RA8朋、REV3などいくつかの遺伝子がそれぞれ関与する複数の経路
が存在している。RAD5やRAn犯遺伝子がそれぞれ関与する経路はエラーフリー、
見附遺伝子が関与する経路はエラーを生じやすい経路と考えられている。
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（Rad6p）とユビキチン付加酵素E3（Rad18p）をコードしており、複合体を形成して

損傷が存在する単鎖DNAに結合し、ユビキチン結合を介した蛋白質分解に関与して

いると考えられている。近年、この複合体がDNAポリメラーゼのスライディングク

ランプであるPCNAにユピキチンー分子を連結し、さらにその後のポリユピキチン化

にRad5pが関与することが報告されている（Hoegeetal．2002）。Hoegeらは、DNA上

の損傷で複製フォーク装置が停止した状態から複製後修復機構による回避への移行

や回避経路の選択に、Rad6p－Rad18p複合体やRad5pによるPCNAのユピキチン化が何

らかの形で関与しているのではないかと考察している。

Ⅰ－3－4　NHEJ（No皿－homolo宰叩S組djoiniI噂）機構

NHEJ機構は主にDoublestrandbreakの回避に利用されるが、その様式は鎖交換反応

やSSAとは全く異なる。この経路では、月DⅢおよび月D招遺伝子にそれぞれコード

されたⅩu7qpとⅩ血80pが複合体を形成してDNA末端に結合し、末端同士の離散やヌク

レアーゼ等による侵食を防ぐ。その後、この複合体はライゲースであるDn14pを呼び

込み、末端同士のライゲーションを促進する（CritchlowandJackson1998）。この反

応にもMRX複合体が関与する場合があることが知られているが（Haber1998）、相

同組換えの場合と異なり広範囲に渡るssDNA部位の形成は行われない。NHEJ機構に

おけるMRX複合体の役割はあまりよく分かっていないが、DNA末端に何らかの処理

を施すことによりライゲーション反応に寄与しているのではないかと考えられてい

る。NHf胴まいくつかの種類に分類され（simple religation、Smallinsertion、Small

deletion）、修復の行われる時期（細胞周期）や要求される因子も微妙に異なること

が知られている（MooreandHaber1996）。

Ⅰ－4　本研究の概要

本研究では、第一の目標として染色体異常・再編の発生における相同組換え機構

の役割を明確にするため、相同組換え関連遺伝子である風胱、屈Aa労　　および

凰4皿タロ遺伝子を欠損した株に生じるLOHを詳細に解析した。Ⅰ－3－2でも述べた様に、

M遺伝子は鎖交換反応やSSAといった相同組換え経路全般に、点An〃遺伝子は

鎖交換反応に要求される。また、脚遺伝子は主に組換え初期過程のDNA末端の

プロセシングに関与している。それぞれの欠損株では、失われている相同組換え経

路や反応が異なるため、それに対応して三つの欠損株間で生じる染色体異常・再編

の解析結果に違いが表れることが予想される。これらの欠損株に生じるLOHイベン
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ﾄの種類､発生頻度,割合を求めて野生株と比較することにより,染色体異常･再

編の発生に関与する組換え経路とその寄与度を推測することができると考えた｡ま

た､相同組換えを欠損した株で上昇するLOHｲﾍﾞﾝﾄや異常染色体の融合部を同定

することにより,自然DNA傷害が相同組換えを欠損した状況下で受けるﾌﾟﾛｾｽに

ついて明らかになることが期待された｡

また,第二の目標として複製後修復機構やNHEJ機構の役割を明らかにするため

に,これらの機構に閑連する遺伝子を欠損した株でLOH解析を行った｡ Ⅰ-3でも述べ

た様に,これらの機構の基質は相同組換え機構と部分的に共通であることが知られ

ており,それぞれ相同組換え機構と相互に補完している可能性が考えられる｡複製

後修復機構やNHEJ機構に関して､関連する遣伝子の単独欠損株やRAD52遣伝子との

二重欠損株で生じるLOHを解析･比較することで, LOHの発生や抑制におけるこれ

らの機構の寄与度や,相同組換え機構との相互関係を明らかにできるのではないか

と考えた｡

以上の様々な欠損株におけるLOH解析結果を比較検討することで､本稿ⅠⅤでは出

芽酵母の細胞内に自然発生するDNA傷害の種類や量,それらの回避経路の相互閑係

について考察し,ｹﾞﾉﾑ安定性がどの様なﾒｶﾆｽﾞﾑによって推持されているかを

検証する｡
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ⅠⅠ材料と方法

ⅠⅠ-1培地

出芽酵母の培養に用いる培地については, Methods )'D Yeast Genetl'cs (Rose et al.

1990)の記載に従ったo出芽酵母の-般的な培養にはYPD培地(1% Bacto yeast

extract, 2% Bacto pepton､ 2% Glucose)を用い､必要に応じて特定のｱﾐﾉ酸や核酸

を含まない完全合成培地(0.67% Bacto yeast nitrogen base without amino acids, 0.2%

Drop out mix､ 2% Glucose) (以下SC-drop out培地;例えばｳﾗｼﾙを含まないDrop

outmizを用いた場合にはSC-Ura培地と表記する)やα-AA培地(0.16% Bacto yeast

nitrogen basewithoutamino acids､ 2 % Glucose, 0.2% α-AA)を用いたo YPD培地,

SC-drop o山培地, α-AA培地共に､寒天培地として使用する際にはBacto agarを2%の

濃度で加えた｡ SC一血op out寒天培地を作製する際には､ｵ-ﾄｸﾚ-ﾌﾞ滅菌する前

に5NNaOHを用いてpH7.0に調節した｡ α-AA培地には,ﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝとﾘｼﾞﾝを

それぞれ終濃度20〝g/mlと30JLg/mlになるように加えた. α-AAは2.5%となるように

滅菌水に溶解し, 5N KOHを用いてpH 7.0に調節したものを使用した｡ URA3遺伝子

ﾏ-ｶ-を失ってUra･の表現型を獲得したｸﾛ-ﾝの選択､および, uw遺伝子

ﾏ-ｶ-LOH頻度の測定には5-ﾌﾙｵﾛｵﾛﾁﾝ酸(以下5-FOA)を含有する寒天培

地(0.67% Bacto yeastmitrogen base without amino acids､ 0.2% uracil- drop out mix, 50Ll

g/ml Uracil, 0.1% 5-FOA､ 2% glucose, 2% Bacto agar)を使用した｡ﾛｲｼﾝを含ま

ない5-FOA培地(以下5-FOA-Leu培地)を作製する際にはDrop out mixにｳﾗｼﾙとﾛ

ｲｼﾝを含まないものを,ﾛｲｼﾝとｱﾃﾞﾆﾝを含まない5-FOA培地(以下5-FOA-

Leu-Ade培地)を作製する際にはDrop outmixにｳﾗｼﾙとﾛｲｼﾝを含まないものを

用いた｡ 5-FOAを含む寒天培地を作製する場合､寒天以外の試薬を1/2容量の水に溶

解したものを0.22〟mのﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｲﾙﾀ- (CORNING社)で波過滅菌し､ｵ-

ﾄｸﾚ-ﾌﾞ滅菌した1/2容量の4%寒天液と混合した｡ LOHの発生頻度を測定する際に

は､ｳﾗｼﾙを終濃度20J上g/ml､ｱﾃﾞﾆﾝを終濃度20LLg/mlになるように加えたoﾄ

ﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝとｳﾗｼﾙは2 mg/ml,ｱﾃﾞﾆﾝは5 mg/mlとなるように滅菌水に溶解

し､ o.22FLmのﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｲﾙﾀ- (CORNING社)で波過滅菌したものを使用し

た｡必要に応じて､ YPD培地にはﾒﾁﾙﾒﾀﾝｽﾙﾎﾝ酸(以下MMS)を0.01%､

もしくはGeneticin (以下G418, GIBCO BRL社)を500〟g血1となるように加えた｡

G418は80mg/mlとなるように滅菌水に溶解し, o.22LLmのﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｲﾙﾀ-

(coRNING社)で波過滅菌したものを使用したこ

大腸菌の培養に用いる培地についてはMoleculazI Clonl'ng (Sambrook et al. 1989)の

記載に従った｡大腸菌の-般的な培養にはLB培地(1% Bacto trypton､ 0.5% Bacto
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yeast extract､ 0･5% NaCl)を用い,必要に応じてｱﾝﾋﾟｼﾘﾝを終濃度100 LLg/mlと

なるように加えた｡ LB培地を寒天培地として用いる場合にはBacto agarを1.5%の濃度

で加えた.ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ後の大腸菌の培養にはSOC培地(2% Bacto

trypton, 0.5% Bacto yeast extract､ 0.05% NaCl, 0.25 mM KCl, 10mM MgC12, 20mM

Glucose)を用いた｡

ⅠⅠ-2 -般的な遭伝学的手法とDNA操作

酵母の-般的な遺伝学的手法はMethods l'n Yeast Genetl'cs (Rose et al. 1990)に,大

腸菌の-般的な遺伝学的手法はMoleculaT Clomit2g (Sambrook et al. 1989 ; Sambrookand

Russe11 2001)の記載に従った.特に記述のない限り､出芽酵母の培養は30℃で､大

腸菌の培養は37℃で行った. -般的なDNA操作に関してはMolecuhT CloDiHg

(sambrooket al. 1989 ; SambrookandRussel12001)に従った｡ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ保有大腸菌

からのﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの調整は､ｱﾙｶﾘSDS法(Sambrooketal. 1989)を用いるか､ま

たはQIAGENｶﾗﾑ(QIAGEN社)を製造元の指示に従って使用した｡出芽酵母から

のｹﾞﾉﾑDNAの調整はGenとるくん(酵母･ｸﾞﾗﾑ陽性菌用､ mKARA社)を用い､

製造元の指示に従って使用した｡ ^oﾙｽﾌｲ-ﾙﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動に用いるｱｶﾞﾛ-

ｽﾌﾟﾗｸﾞからのｹﾞﾉﾑDNAの調製､および､ｹﾞﾙから切り出したDNAの調製はQIA

Quick GelExtractionKit (QIAGEN社)を用い､製造元の指示に従って使用した｡ pCR

産物の精製にはQIA Quick PCR PurificationKit (QIAGEN社)を用い､製造元の指示に

従って使用した｡

II-3形質転換法

/■

出芽酵母へのﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNA,および､ DNAﾌﾗｸﾞﾒﾝﾄの形質転換には､酢酸

ﾘﾁｳﾑ法(Gietz et al. 1992 ; http://www.umanitoba.ca/faculties/medicinen)iochem/gietz

Trafo.html)を利用した.

大腸菌へのﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNAの形質転換には,塩化ｶﾙｼｳﾑ法(Sambrook et al.

1989 ; Sambrookand Russel1 2001)もしくはGene Pulser (Bio-Rad社)を用いたｴﾚｸ

ﾄﾛﾎﾞﾚ-ｼｮﾝ法(Sambrooketal. 1989 ; SambrookandRussel12001)を利用した.
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ⅠⅠ・4　プラスミドDNA

pNKY83（Alanietal．1989）は、PBR322のPvuII一月∝戒Ⅰ部位にRAD5V遺伝子破壊断

片が挿入されているプラスミドである。脚遺伝子破壊断片は、月血αURAユ鳥由仁

カセット3．8kb（Alanietal．1987）の前後に、RAa労連伝子ORF開始点より上流の領

域1．8kb、終止点より下流の領域0．8kbがそれぞれ連結された6．4kbの断片である。こ

の断片はpNKY83を励α尺Ⅰ、堀ⅠⅠで切断することで得られ、風4n労連伝子の破壊に

用いた。

P△RAD51（Shinoharaetal．1992）は、PBluescriptIIKS＋のBaniHI部位にRAn労連

伝子被壊断片が挿入されているプラスミドである。属Aa労連伝子破壊断片は、丘由仁

打払4ふ肋Gカセットの前後に、RAa口達伝子ORF開始点上流領域0．6kb、下流嶺域

1．9kbがそれぞれ連結された6．4kbの断片である。この断片はp△M51を月蝕血首Ⅰで

切断することで得られ、RAa〃遺伝子の被壊に用いた。

pHT19は、pBR322のjおα尺Ⅰ一助JI部位にM遺伝子破壊断片が挿入されているプ

ラスミドである（Ogawaetal．1993）。RAa労遺伝子破壊断片は、鳥由仁URAふ丘怨Gカ

セットの前後に見廻ガ2遺伝子ORF上流嶺域1．2kb（ORF5一飯域0．3kbを含む）、下流

領域1．4kb（ORF3一飯域0．5kbを含む）がそれぞれ連結された6．4kbの断片である。

この断片はpHT19をjおα尺Ⅰ、助JIで切断することで得られ、RAa労連伝子の破壊に用

いた。

pNKY83、P△RAI）51、PHT19は国立遺伝学研究所細胞遺伝部門の小川智子博士よ

り分与を受けた。

pMHl16は、PUC19のズ加aI一助Ⅰ部位に出芽酵母の第III染色体205kb付近の街域

926　kbをクローニングし、クローニングされた領域のほぼ中央部分に位置する点猛打

ⅠⅠ部位にpRS416由来のUX月j　遺伝子マーカーが挿入されているプラスミドである。

PMHl16は当研究室平岡により分与を受けた（平岡、1996年度修士論文）。PMHl16

を蝕∂Ⅰ一助Ⅰで切断することにより出芽酵母第ⅠⅠⅠ染色体の205kb額域に相同な配列を

前後に約460bpずつ持つ日記／じ遺伝子マーカー断片が得られる。この断片は第ⅠⅠⅠ染色

体205kb嶺域へのU孔4j遺伝子マーカーの挿入に用いた。

pRS316は、PBluescript由来の大腸菌のレプリコン、アンピシリン耐性遺伝子および

出芽酵母の自律複製配列、セントロメア、U又月J　遺伝子を持つ大腸菌と出芽酵母の

シャトルベクタープラスミドである。

PRS317はpRS316のURA3ia伝子マーカーの代わりにL】甥2遺伝子マーカーを持つ

プラスミドである。

ScRAD5？pRS316は、PRS316のBtoRI－．X丑0Ⅰ部位に、プラスミドYpSLl（Adzumaet

al．1984）由来の蛸遺伝子を含むM一助∬断片3．2kbが挿入されているプラス
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ミドであり、大阪大学理学部の篠原彰博士より分与を受けた。

PMO317は、PRS317の蝕Ⅰ一物I部位に、ScRAD52pRS316由来のRAD52遺伝子を含

む4．6　kbの蝕Ⅰ一物Ⅰ断片が挿入されたプラスミドであり、本研究において作製し

た。pMO317は、毘dガ欠損株における明達伝子機能の相補に用いた。

pU6H2MYC（DeAntoniandGallwitz2000）は大腸菌のレプリコン、アンピシリン耐

性遺伝子を持つプラスミドで、6His－2MYC－loxP－kanWloxPカセットが挿入されてい

る。オリゴマーを用いた遺伝子破壊断片の作製に用いた（図ⅠⅠ－1A）。PU6H2MYCは

理研ゲノム科学総合研究センターの白髭克彦博士より分与を受けた。

ⅠⅠ－5　菌株

本研究においてLOH解析に用いた出芽酵母の菌株は全て出芽酵母ゲノムプロジェ

クトに用いられたS228c株由来である。本研究で使用した菌株の遺伝子型や入手方法

を表Ⅰト1に記載した。染色体上の位置に関しては出芽酵母のゲノムデータベース

（SGD、http：〟genome－WWW．Stanfbrd．edu／Saccharomyces／）の塩基配列情報に従い、染

色体番号と左腕テロメアからの距離（kb）として表記した（例；ⅠⅠⅠ一205）。また、

第ⅠⅠⅠ染色体の205kb領域に挿入された日記Aβ遺伝子マーカーをⅠⅠⅠ－205：：U貿月j、第ⅠⅠⅠ染

色体の314kb領域に挿入されたAエ嵯2遺伝子マーカーをⅠⅠⅠ－314：：Aエ彪と表記した。

LOH解析に用いる二倍体株は、第ⅠⅠⅠ染色体上に3つの遺伝子マーカー、Aβ属2、

エ吉昭、URAプを持つ一倍体株（朋A乃株）と、それらを持たない一倍体株（朋Arα

株）を接合させることにより構築する。野生株では、前者がYKU34、後者がYKU23

に相当する。各遺伝子の破壊は彪A乃　と朋Arαそれぞれの一倍体株で行い、それら

を接合することで二倍体の欠損株を構築した。

ⅠⅠ－5－1∫∂お2、乃戯甘および瑠正和月削阻欠儲膵の作男

乃dガ、招d〃および毘d紺単独欠損株の作製は、丘由仁日記Aユ丘怨Gカセットによる遺

伝子破壊法（Alanietal．1987）を用いてYIYlとYKU23の各遺伝子を被壊することに

より行った。YIYlはIII－205にU天月J遺伝子マーカーがないこと以外は全てYKU34と

同じ株である。鳥由仁URAユカ血G　カセットを用いた遺伝子被壊法ではUXdj　遺伝子

マーカーを使用する。そのため、既にU緋　遺伝子マーカーが第ⅠⅠⅠ染色体上に存在

するYKU34ではこのカセットを用いた遺伝子破壊を行うことはできない。そこで、

YIYl株で遺伝子破壊を行った後に鳥由G配列間の日記月j遺伝子マーカーを失わせ、最
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終段階で第ⅠⅠⅠ染色体上へのUW遺伝子ﾏ-ｶ-の挿入を改めて行う､という方法

をとった(詳細は後述) ｡

遺伝子被壊断片が挿入されているﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(pNKY83, p△RAD51, pHT19 ;本

稿ⅠⅠ-4を参照)をそれぞれ制限酵素で切断した後､その反応溶液を酢酸ﾘﾁｳﾑ法に

よりYIYlとyKU23に導入した｡遺伝子破壊断片は, hl'sG-URA3-hL'sG断片の前後にそ

れぞれ標的遺伝子ORf'の上流と下流に相同な配列を持った断片である｡細胞内に取

り込まれた遣伝子破壊断片は､出芽酵母の細胞が本来持っている相同組換え括性に

よって染色体上の標的部位に導入される｡導入によって表現型がura+に形質転換し

たｸﾛ-ﾝは, SC-Ura培地で選択した｡次に､このｸﾛ-ﾝをYPD液体培地で培養

することにより, 2ｺﾋﾟ-のh'sG配列間で欠失を生じるような相同組換えを促して

tRA3遭伝子ﾏ-ｶ-のpopout (切り出し)を行った(Alanietal. 1987). uRAj遣

伝子ﾏ-ｶ-のpop outによって表現型がura~となったｸﾛ-ﾝは5-FOA寒天培地上で

選別した｡このようにして得られたｸﾛ-ﾝでは,結果として標的遺伝子のORFが1

ｺﾋﾟ-のhl'sG配列に置換されることになり, tW遣伝子を繰り返しﾏ-ｶ-とし

て利用することができるoこのhlsG-UZW-hi'sGｶｾｯﾄを用いた方法によって作製

したYKU23由来のmdj2欠損株, md51欠損株､ md50欠損株をそれぞれYMO2､

yMO6､ YMO4とし, yIYl由来のmd52欠損株, md51欠損珠､ md50欠損株をそれぞ

れYMOl, YMO5､ YMO3と命名した(表ⅠⅠ-1) ｡

標的遣伝子ORFのh'sG配列への置換,すなわちw52､ W51およびRAD50遺伝

子破壊の確認については, pCR法による標的遺伝子ｱﾘﾙの構造解析とｱﾙｷﾙ化

剤であるMMSに対する感受性の検定によって行った｡ PCRた用いるﾌﾟﾗｲﾏ-は

hl'sG配列内と標的部位の外側に設定し､標的遣伝子ORFがhl'sG配列に置換された場

合のみPCR産物が得られることを遣伝子披壊の指標とした｡使用したﾌﾟﾗｲﾏ-の

ﾘｽﾄを表ⅠⅠ-2に示した｡ MMSは細胞に放射線を照射した場合とよく似た効果をもた

らすことから､放射線照射時に誘発されるようなDNA傷害を直接､もしくは間接的

に発生させると考えられており､ md52､ md51, mdSO欠損株は放射線照射と同様に

MMSに感受性を示すことが知られている｡本研究では､作製した欠損株を0.01%

MMSを含むYPD寒天培地(本稿ⅠⅠ-1を参照)にｽﾎﾞｯﾄし,これに感受性を示すこと

を遣伝子破壊の指標とした(本稿ⅠⅠⅠ-1-1を参照) ｡

さらに､ YIY由来であるYMOl､ YMO5､ YMO3について第ⅠⅠⅠ染色体205kb嶺域への

tLW遺伝子ﾏ-ｶ-の挿入を行った.この操作はYKU34を作製する際にとられた

手法と同じものを利用した(Hiraoka et al. 2000 ;平岡2000年度博士論文) ｡具体的

には,標的部位､すなわち第ⅠⅠⅠ染色体205 kb儀域と相同な配列を両端に持つUW遣

伝子ﾏ-ｶ-断片が挿入されているﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ, pMHl16 (本稿II-4を参照)をSmaI-

ma Iで切断し､その反応溶液を酢酸ﾘﾁｳﾑ法によりYMOl､ YMO5､ YMO3に導入

した. md50欠損株であるYMO3､ md51欠損株であるYMO5に関してはura'に形質転
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表Ⅰﾄ1菌株ﾘｽﾄ

菌株遺伝子型入手方法

-倍体
YKU I

YKU23

YKU34

YIY I

YMO I

YMO2

YMO3

YMO4

YMO5

YMO6

YMO7

YMO8

YMO9

YMO12

YMO13

YMO 14

YMO15

YMO20

YMO2 1

YMO22

YMO23

YMO42

YMO43

YMO44

YMO45

YMO46

YMO47

YMO50

YMO5 1

YMO5 2

YMO53

YMO54

YMO55

YMO56

YMO57

YMO58

YMO5 9

#870

朋ATa lys2A202 1eu2Al um3-52 t7PIA63

A4ATa lys2A202 1eu2A l um3-52 h)'s3A200 ade2A::hl'sG

LEU2 ade2A::hL'sG m-205:: URA31) m-314:.･ADE22)

であること以外はyKUlと同じ
LBtL2 ade2A::h)'sG HI-3 1 4:.･ADE2

であること以外はyKUlと同じ
md52AI:hl'sGであること以外はyIYlと同じ

md52A::hI'sGであること以外はyKU23と同じ

md50△::hl'sGであること以外はyIYlと同じ

md50AI:hl'sGであること以外はyKU23と同じ

md51A::hl'sGであること以外はyIYlと同じ

md51A::hl'sGであること以外はyKU23と同じ

md50A::hl'sGであること以外はyKU34と同じ

md51A::hl'sGであること以外はyKU34と同じ

md52A.･:hl'sGであること以外はyKU34と同じ

md18A.･.･kanMXであること以外はyKU23と同じ

md18A:IkanMXであること以外はyKU34と同じ

hdf7A:.･kanMX3)であること以外はyKU23と同じ

hdnA:.･kanMX3)であること以外はyKU34と同じ

md18A:IkanMX md52A::hisGであること以外はyKU23と同じ

md18A::kaL7MX md52A::hl'sGであること以外はyKU34と同じ

hdnA:Ikat7MX3) Ld52A:Ihl'sGであること以外はyKU23と同じ

hdfIA:.･kanMX3) md52A.･.･hl'sGであること以外はyKU34と同じ

md5A::kanMX md52A::hl'sGであること以外はyKU23と同じ

Id5A::kanMX md52A::hl'sGであること以外はyKU34と同じ

md30AI:kanMX md52A::h)'sGであること以外はyKU23と同じ

md30△::kanMX md52A::h)'sGであること以外はyKU34と同じ

TeY3A::kanMX md52A::hl'sGであること以外はyKU23と同じ

tey3A::kanMX md52A.･:hl'sGであること以外はmu34と同じ

md51A.･:kanMX md52A::hl'sGであること以外はyKU23と同じ

md51A::kanMX md52A::hl'sGであること以外はyKU34と同じ

Ld50A::kanMX md52A::hl'sGであること以外はyKU23と同じ

md50A::kanMX md52A::hisGであること以外はyKU34と同じ

md5AIIkanMXであること以外はyKU23と同じ

md5A::kanMXであること以外はyKU34と同じ

md30△::kanMXであること以外はyKU23と同じ

md30△::kanMXであること以外はyKU34と同じ

TeV3A:IkanMXであること以外はyKU23と同じ

LleY3A:IkanMXであること以外はyKU34と同じ
MATa hl's3Al leu2AO met15AO um3AO hdnA:.･kanMX3)

Z8

梅津桂子助手より分与
梅津桂子助手より分与
梅津桂子助手より分与

与那嶺育子氏より分与

本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究

白髭克彦博士より分与



二倍体

RD301 MATa/MATa lys2A202/1ys2A202 LEU2Peu2Al

um3-52/um3-52 tfP IA 63qRPI HIS3b)'s3A200
ade2A : :h)'sGj(ade2A : :hl'sG LU-205: : URA 3/LU-205

HI-3 1 4::ADE2PH-3 1 4

RD304 md52A::h)'sG/71ad52A::h)'sGであること以外はRD301と同じ

RD305 Ilad51A::hisG/Tad51A::hL'sGであること以外はRD301と同じ

RD306 md50A.･:h)'sG/Tad50A::hl'sGであること以外はRD301と同じ

RD308 Ilad52A::hl'sGhad52A.･:hl'sG md51A::kanMX/tlad51A::kanMX

であること以外はRD301と同じ
RD309 md52AI:hl'sG/T:ad52A::h)'sG md50A::kanMX/Tad50A:.･kanMX

であること以外はRD301と同じ

RD310 hdfIA.･:kanMX3)/hdflA::kanMX3)であること以外はRD301と同じ

RD311 Id18A::kanMX/Tad18A::kanMXであること以外はRD301と同じ

RD312 Ld5A::kanMX/TBd5A::kanMXであること以外はRD301と同じ

RD313 Tad30A::kanMX/Tad30A::kanMXであること以外はRD301と同じ

RD314 tleY3AI.･kanMX/TeV3A::kanMXであること以外はRD301と同じ

RD3 1 6 md52A::hl'sGhad52A::hl'sG hdflA::kanMX3)/hdflA::kat7MX3)

であること以外はRD301と同じ
RD3 1 7 md52△::hisG/Tad52A ::hl'sG md1 8A ::kanMX/Tad1 8A::kaL7MX

であること以外はRD301と同じ
RD3 1 8 md52A::h)'sG/T;ad52A :IhisG mmA::kanMX/Tad5A.･:kanMX

であること以外はRD301と同じ
RD3 1 9 md52d.･:hisGhad52A::hisG md30A:.･kanMX/Tad30△::kanMX

であること以外はRD301と同じ
RD320 md52A::hisGhad52A.･:hl'sG LleY3A::kanMX/71eY3A::kanMX

であること以外はRD301と同じ

YKU23 Ⅹ YKU34

YMO2 x YMO9

YMO4 x YMO7

YMO6 x YMO8

YMO50 x YMO51

YMO52 x YMO53

YMO14 x YMO15

YMO12 x YMO13

YMO54 Ⅹ YMO55

YMO56 x YMO57

YMO58 x YMO59

YMO22 Ⅹ YMO23

YMO20 x YMO21

YMO42 x YMO43

YMO44 x YMO45

YMO46 x YMO47

1)皿二205::URA3は､第III染色体の左腕ﾃﾛﾒｱから205 kbの位置にURA3遺伝子ﾏ-ｶ-
断片が挿入されていることを示している｡
2) IH-314::ADE2は､第III染色体の左腕ﾃﾛﾒｱから314kbの位置にADE2遺伝子ﾏ-ｶ-
断片が挿入されていることを示している｡

3) hdn欠損に用いたkanMXﾏ-ｶ-は､ sacchwomyces genome deletion projectにおいて
様々な遺伝子の破壊に用いられたものである(詳細は本塙Ⅱ-5-5を参照) ｡その他の
kanMXﾏ-ｶ-に関しては､ pu6H2MYC (De Antoniand Gallwitz 2000)由来の
6His-2MYC-loxP-KanMX-loxPｶｾｯﾄを使用した.
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換したクローンが得られた。ところが、YMOlに関しては招dだ欠損による影響のた

め染色体上への線状DNA断片の挿入が難しく（Schiestletal．1994）、Ura＋に形質転換

したクローンを得ることはできなかった。そこで、この株についてはU天月j　遺伝子

マーカー断片の導入に際し、クローニングされた属A刀刃遺伝子とエ1′S2遺伝子マー

カーを持つARS－CENプラスミドであるpMO317（本稿II－4を参照）を同時に導入する

ことによって、RAa分遣伝子機能の相補を試みた。その結果、SC－Lys－Ura寒天培地

にてLys＋、Ura＋に形質転換したクローンを得ることができた。このクローンをYPD液

体培地という富栄養条件下で培養し、その間にpMO317を突い表現型がLys‾になった

クローンをα－AA寒天培地によって選択した。その際、YMOlはトリプトファン要求

性（坤了』β、表ⅠⅠ一1）であることを考慮し、αrAA寒天培地にトリプトファンを20

〝釘血1となるように加えた。標的部位へのはAj　遺伝子マーカーの挿入はPCR法に

よって確認した。この確認に用いるプライマーはUX月J　遺伝子マーカー内と標的部

位の外側に設定し、標的部位にU貿月j遺伝子マーカーが挿入された場合にのみPCR産

物が得られることを挿入の指標とした。使用したプライマーのリストを表ⅠⅠ－2に示し

た。YMO3、YMO5、YMOlの第III染色体205kb上へUW遺伝子マーカーが挿入され

た珠を、それぞれYMO7、YMO8、YMO9と命名した（表II－1）。YMO2とYMO9を接

合させて構築されるmd52欠損二倍体株をRD304、YMO6とYMO8を接合させて構築さ

れるmd〃欠損二倍体株をRD305、YMO4とYMO7を接合させて構築されるmm欠損

二倍体株をRD306、とそれぞれ命名した（表ⅠⅠ－1）。

ⅠⅠ＿5＿2．期成邦h別び2および乃政和花成㍑二象欠讃搾の［目印

毘dタロ乃止だおよび乃d〃毘dだ二重欠損株の作製に関しては、既に作製した花成欠

損株であるYMO2とYMO9について、風4皿労連伝子もしくはRAa労遺伝子の被壊を

追加するという手順をとった。この際用いた遺伝子破壊断片には、先に述べた鳥由仁

U2ZA3丘怨Gカセットは使用せず、6His－2MYC－loxP一触MX－loxPカセットを使用した。

肋MXマーカーが導入された細胞は抗生物質G418に耐性の表現型を示す。遺伝子破

壊断片は、標的遺伝子ORFの上流または下流に相同な配列（数十bp）を持つプライ

マー（表ⅠⅠ－2）を用いてpU6H2MYCを鋳型としたPCRを行い、その産物を精製するこ

とによって得た（図II－1A、DeAntoniandGallwitz2000）。結果として得られる遺伝

子破壊断片は、血刀MXマーカーの前後にそれぞれ標的遺伝子ORFの上流と下流に相

同な配列を持つことになる。ⅠⅠ－5－1でも述べた様に、毘d労　　欠損株であるYMO2と

YMO9では線状DNA断片を染色体上に挿入することは難しいため、まずpMO317を形

質転換して蛸遺伝子機能を相補した後、改めて畑遺伝子もしくはRAa労連

伝子破壊断片を形質転換する手法をとった。形質転換によってG418耐性の表現型を
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pU6H2MYC

Aﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞpu6H2MYCを鋳型とした場合

d, -1ﾄAUG
tag tag

B hdfl欠損株ｹﾞﾉﾑDNAを鋳塑とした場合(m)Fl遺伝子破壊)

図ⅠⅠ-1 PCR法を用いた遺伝子破壊断片の作製

PCRの鋳型となるﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ又はｹﾞﾉﾑDNAを実線で記した.また,ﾌﾟﾗｲﾏ-

を央印で表記し､ﾌﾟﾗｲﾏ-に標的遺伝子oRFに相同な配列が連結されている場
合には､その配列を灰色で示した｡

遺伝子破壊断片は､標的遺伝子oRFの上流と下流にそれぞれ相同な配列を両端
に持つ断片である｡この断片は様々な方法で作製することが可能であるが､ここ

では特にPCR法を用いた作製方法について示した｡ Aはﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞpu6H2MYCを

鋳型とした場合で､標的遺伝子oRFの上流または下流に相同な配列(数十bp)を
持つﾌﾟﾗｲﾏ-を用いて6His-2MYC-loxPIKanMX-loxPｶｾｯﾄを増幅する. Bは

SacchaTOmyCeS genOme deletion projectで作製されたhdfl欠損珠(#870)より抽出し
たｹﾞﾉﾑDNAを鋳型とし､ hdfl△::kanMX部位を周辺領域を含む形で増幅する.こ
の場合､ BDFl遺伝子oRFの上流または下流に相同な配列の長さは共に約1 kbとな
る｡
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表ⅠⅠ-2ﾌﾟﾗｲﾏ-ﾘｽﾄ

ﾌﾟﾗｲﾏ-名使用目的配列(5'-3')

dRAD51pU6HF W51遺伝子被壊断片1)の作製

dRAD51pU6HR LuD51遺伝子被壊断片1)の作製

dRAD50pU6HF LuD50遺伝子破壊断片2)の作製

dRAD50pU6HR RAD50遺伝子破壊断片2)の作製

dRAD18pU6HF W18遺伝子破壊断片の作製

dRAD18pU6HR LuD18遺伝子破壊断片の作製

dRAD5pU6HF LuD5遺伝子破壊断片の作製

dRAD5pU6HR W5遺伝子破壊断片の作製
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CCATATACTAGTAGTTGAGTGTAGCGACA

AAGAGCAGACGTAmmGTTAAAGGC
CTA CTAATTTGTTATCGTCATtc cc ac c ac c atc

atc atcac 3)

GTACGGAACGCAACCTAAGAAAAAGAGG

AGAATTGAAAGTAAACCTGTGTAAATAAA

TAGAGACAAGAGACCAAATACac t at aggg ag a

CC ggC agatC

CmAAATGGAAATCTTTAATTCTAAGAA
GTGGTAGCAACCATrGAGAGGCAAAAAC

AAGGGAACGACGGAAAGCA GGCtc c c ac c ac c

atc atc atc ac

AAACTCGTCGACGAAGTATTTCAGCACCT

CTAATTAATCAATCAAAGTCTATCCCTTC

GTAGATATTATGGGGTCTTTactataggg ag ac c

ggc agatc

AAGTGAAAAACTAAGTACCACTTGAGCAA

TGCCACATTAGAAGAAAAACCATCCGCAA

GTGAGCATCACAGCTACTAAGAAAAGGCC

ATTTTTACTACTCtccc accaccatcatc atcac

TGTCATCTTTTATGCATTTATATTTTGCCC

ATTTTTAAATAAATTATTAATTAACAAAT

GTGCACAAGCTAACAAACAGGCCTGATTA

CATATACACA CC actatag g g ag acc ggc ag at

CACTTGAAAGTAAAmTCTACAAAGTTA
CATTATCAAAAGGCCTTAGAAACACACCT

AAAGTCTTACAGTATCAC AATtc c c ac c acc atc

atcatcac

AAGTAGCTGAAGAATAATTAGTTCTTTCG

GGTrGAAAATAATAATAAATAAAGTCTTT

ATATATGAGTATGTGGTAtg ac t at aggg agac c g

gcagatc



dRAD51pU6HF

dRAD51pU6HR

dREV3pU6HF

dREV3pU6HR

d13W837－2

d13C841

d13RAD52F2

d13RAD52R2

d5RAD51R

d5RAD51F

dl側臥AD50F

d14RAD50R

d3W231

d3C233

d12W205

d12C209

d4W1302

d4C1306

d16W232

d16C237

月A即0遺伝子破壊断片の作製

RAα0遺伝子破壊断片の作製

R居Ⅴヲ遺伝子破壊断片の作製

見方Vヲ遺伝子被壊断片の作製

月D円遺伝子破壊断片の作製

月D円遺伝子破壊断片の作製

M遺伝子破壊の確認

畑遺伝子被壊の確認

RAn朗遺伝子破壊の確認

RAn封遺伝子破壊の確認

RAn即遺伝子破壊の確認

RA調達伝子破壊の確認

RA上〃g遺伝子破壊の確認

RA上〃g遺伝子破壊の確認

RAび遺伝子破壊の確認

RAび遺伝子破壊の確認

且血Ⅸ和遺伝子破壊の確認

点Aββ0遺伝子破壊の確認

見方V3遺伝子被壊の確認

点£Ⅴヲ遺伝子破壊の確認
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AAAAGTATAAACCACTTATTGTAGTCTTC

TAGCGCAGGCCTGCTCATTTTTGAACGGC

TTTGATAAAACAAGACAAAGCtcccaccacca

tcatcatcac

TCATTTAGAAATTTTGGAAAAGCAATATT

ATCAGGACGTTTTAGTTGCTGAAGCCAT

ATAATTGTCTATTTGGAATAGactatagggaga

CCggCagatC

TGTAATAGAAGCACAAAACAAGAGAAAG

TATTTGAGTCAATACAAAACTACAAGTT

GTGGCGAAATAAAATGmGGAAtcccacca
CCatCatCatCaC

TTCTTTCTTGTATATAACAACGTTATACA

TAGAAACAAATAACTACTCATCATTTrGC

GAGACATATCTGTGTCTAGAactatagggagac

CggCagatC

TrCCAAGAAGTAATGGAAGGCATAGC

TCACCAGGTTGACAAAATGCTAATCG

GCCAGATTACAAGTTAGCACCATC

ATACGCTAGTTCCTGGTAGGCAG

CGAGCGTCTTCTAGTATTCTTGC

CTGGAGATAAGCCTCATGGTAATC

TGATCTGGTGGCAATGTAGAGTC

GATTCCGTGAGAACTGCATCTAAG

GCTCTTCTATGGTATAATCAATTGC

AGTGAAGTTATTTCAGCACTTAACG

TCAGTTCCAGTAACTCCTATTATGC

TCTACTACATGACATTTCACAGAGG

TCAGGCAGGTTTCTAGTATTTGACC

TGTCGTCGTCACACTAATATACTGG

CAAAGTAGCAATCCACTCTTAGAGG

TTCATAATCATGAAAGTCAAGTAGG



d13W836

d13C84ﾄ2

dhi sGF

dkanB

dkan C

d3FL73 9

d3RL22 1 3

d3W205

d3 C205

d3W3 12

d3C314

d3W84

d3W84-2

dTF150.3

d3W168

d3W200- α

d3W200-a-2

d3C200

d3C20 1

d3C202

d3C203

d3C204

d3C204-ﾄ1

d3C204-ﾄ2

BDFl遺伝子破壊の確認ACGGATATACTAAACTGTACTCTGG

wFl遺伝子破壊の確認TAATTGCTTGGCGCAAGCTCTAATCC

h)'sGﾌﾗｸﾞﾒﾝﾄを便ったTCTGAACCGGTCTGTATCGC
遺伝子破壊の確認

KanMXﾏ-ｶ-を便ったcTGCAGCGAGGAGCCGTAAT
遺伝子破壊の確認

KanMXﾏ-ｶ-を使ったTGATTrrGACGAGCGTAAT
遺伝子破壊の確認

ｴ£∽遺伝子座の構造解析TCTAAGGCGCCTGATTCAAG

LEU2遺伝子座の構造解析ccAGTTCTGATACCTGCATCC

uRA3遺伝子ﾏ-ｶ-
挿入領域の構造解析
uRA3遺伝子ﾏ-ｶ-

挿入領域の構造解析
ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-

挿入領域の構造解析
ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-
挿入領域の構造解析
転座融合部の決定

(ｸﾛ-ﾝ#145､削52)
転座融合部の決定
(ｸﾛ-ﾝ#145, #152)
転座融合部の決定

(ｸﾛ-ﾝ#145､ #152)
転座融合部の決定

(ｸﾛ-ﾝ#145､ #152)
転座融合部の決走

(ｸﾛ-ﾝ#153､ #154)
転座融合部の決定
(ｸﾛ-ﾝ#153, #154)
転座融合部の決走

(ｸﾛ-ﾝ#153､ #154)
転座融合部の決定

(ｸﾛ-ﾝ#153､ #154)
転座融合部の決走

(ｸﾛ-ﾝ#153､ #154)
転座融合部の決走
(ｸﾛ-ﾝ#153､ #154)
転座融合部の決定
(ｸﾛ-ﾝ#153, #154)
転座融合部の決定

(ｸﾛ-ﾝ#153､ #154)
転座融合部の決定
(ｸﾛ-ﾝ#153､ #154)
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AACCCCACTTACC CCTCTGTC

GGCAACAGmGGCAGTGAAAGC

CTCATACGATGGAGCTCGTTC

CGTACGGGCTACGTTAATATGTC

CGTGTACATrGATCACATCGACTG

GATAATACAC CCTCCATTGATACGG

GGCACTGTACTTGCACCTATCG

C CACCAGTAGCATTCTTCTGTATCTG

GCACGGAATATGGGACTACTTCG

GGCATTACTCCACTTCAAGTAAGAGTTrGG

AGTCACATCAAGATCGTTTATGG

GGTAGmGGATACCATAAGTGACG

GCGTGCGAAGCGCTTAGTAAATACG

AGGAAGAGGATGGTTATAGAACTGG

TATCCTTTCACTTGTTACTCTATGG

ACCTCCAAGTGTTGATGCCGAGGACG

CGGAATATTGAGGAAAGCAACAATCC



d3C204－2

d3W204－2

アンカープライマー

（RACEadapter）

RACEUAP

転座融合部の決定
（クローン＃153、＃154）

転座融合部の決定
（クローン＃153、＃154）

転座融合部の決定
（クローン＃153、＃154）

転座融合部の決定
（クローン＃153、＃154）

ATCTACATGGGAGTTAGAATTCAGC

TTATAACTGTTAACTCATCTGTTTCCTGC

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGG

GIIGGGIIG4）

GGCCACGCGTCGACTAGTACG

1）この場合のRAn引遺伝子被壊断片とは、プラスミドpu6H2MYCを鋳型としたPCR
によって作製したものを指す。

2）この場合のRAD50遺伝子破壊断片とは、プラスミドpu6H2MYCを鋳型としたPCR
によって作製したものを指す。
3）遺伝子被壊に用いたプライマーに関しては、標的遺伝子ORFの上流あるいは下流領
域に相同な配列を大文字で、プラスミドpu6H2MYCに相同な配列を小文字で表記した。
4）このプライマーの後半部分のGの連続する配列はdCTPホモポリマーに結合する部分
であるが（図Ⅲ－13）、Tm値が高くなり過ぎない様に所々イノシンが挿入されている。
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獲得したクローンは、G418を含むYPD寒天培地で選択した。さらに、これらのク

ローンを滅菌水に溶解してYPD寒天培地に塗布後、PMO317を失い表現型がLys－に

なったクローンをSC－Lys寒天培地にレプリカすることによって同定し、それらを

YPD寒天培地から回収した。標的部位への血刀MXマーカーの挿入はPCR法によって

確認した。この確認に用いるプライマーは血刀MXマーカー内と標的部位の外側に設

定し、標的部位に血刀MXマーカーが挿入された場合にのみPCR産物が得られること

を挿入の指標とした。使用したプライマーのリストを表ⅠⅠ－2に示した。YMO2と

YMO9にmd51欠損が導入された株はそれぞれYMO50とYMO51、md5V欠損が導入さ

れた株はそれぞれYMO52とYMO53と命名した（表II－1）。YMO50とYMO51を接合さ

せて構築されるmmmd52二重欠損二倍体株をRD308、YMO52とYMO53を接合させ

て構築される招d卯招dガニ重欠損二倍体株をR工侍09とそれぞれ命名した（表H－1）。

ⅠⅠ－5－3　∫adJ乱用血気毘dヲβおよぴ∫βIづ単独欠損珠の作製

mdl＆　md5．md30およびmv3単独欠損株の作製に関しては、YKU23とYKU34に

それぞれ各遺伝子破壊断片を形質転換することにより行った。この際に用いた遺伝

子破壊断片の作製、断片が導入されたクローンの選択および遺伝子破壊確認の手法

は、用度形招丑辺および乃d〃毘d労二重欠損株の作製時と同様のもの（本稿H－5－2を参

照）を用いた。YKU23とYKU34にmd18　欠損が導入された株はそれぞれYMO12と

YMO13、md5欠損が導入された株はそれぞれYMO54とYMO55、md30欠損が導入さ

れた株はそれぞれYMO56とYMO57、Le招　欠損が導入された株はそれぞれYMO58と

YMO59、と命名した（表Ⅱ一1）。YMO12とYMO13を接合させて構築されるn2d18欠損

二倍体株をRD311、YMO54とYMO55を接合させて構築されるmd，　欠損二倍体株を

m312、YMO56とYMO57を接合させて構築される毘dヲβ　　欠損二倍体株をm313、

YMO58とYMO59を接合させて構築される花招欠損二倍体株をm314、とそれぞれ命

名した（表H－1）。

ⅠⅠ－5－4　∫adJβ毘お2、毘dタ花成、用d相互鋸は2および∫βγβ花畑二重ハ日目

頭の［目印

招dヱβ乃dガ、乃d一花dガ、招dヲβ毘d労および花招乃dガニ重欠損株の作製に関して

は、YMO2とYMO9にそれぞれ各遺伝子被壊断片を形質転換することにより行った。

この際に用いた風4皿霊遺伝子の相補、遺伝子破壊断片の作製、断片が導入されたク

ローンの選択および遺伝子破壊確認の手法は、乃d卯招庇および毘d〃乃dガニ重欠

損株の作製時と同様のもの（本稿II－5－2を参照）を用いた。YMO2とYMO9にmd18欠
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損が導入された株はそれぞれYMO20とYMO21、md5欠損が導入された株はそれぞれ

YMO42とYMO43、md309（損が導入された株はそれぞれYMO44とYMO45、Ze招欠損

が導入された株はそれぞれYMO46とYMO47、と命名した（表ⅠⅠ－1）。YMO12と

YMO13を接合させて構築されるmd18　md52　＝重欠損二倍体株をRD317、YMO54と

YMO55を接合させて構築される毘正一　毘お2　二重欠損二倍体株をm318、YMO56と

YMO57を接合させて構築される乃dヲβ　用d労　二重欠損二倍体株をm318、YMO58と

YMO59を接合させて構築される花房毘dガニ重欠損二倍体株をRD320、とそれぞれ命

名した（表Ⅱ－1）。

ⅠⅠ－5－5　鳥戯単独欠損珠の作製

hd仔単独欠損株の作製に関しては、YKU23とYKU34にm遺伝子破壊断片を形

質転換することにより行った。この際用いた遺伝子破壊断片は、∫acc血ro皿アCeぶ

genomedeletionpr可ectで作製されたhm△：：kaDMX株（＃870、理研ゲノム科学総合研究

センターの白髭克彦博士より分与を受けた、表H－1）より抽出したゲノムDNAを鋳型

とし、息d仔△：：血刀MX部位を周辺額域を含む形でPCR増幅を行うことにより得た（図

Ⅱ－1　B）。この断片が導入されたクローンの選択および遺伝子破壊確認の手法は、

毘dタロ乃dだおよび乃d日用dガニ重欠損株の作製時と同様のもの（本稿Ⅲ－5－2を参照）

を用いた。YKU23とYKU34にhd打欠損が導入された株はそれぞれYMO14とYMO15と

命名した（表II－1）。YMO14とYMO15を接合させて構築される息d仔　欠損二倍体株を

m310と命名した（表Ⅲ－1）。

ⅠⅠ一5－6　鳥此花戯二重欠損珠の作製

hm md52二重欠損株の作製に関しては、YMO2とYMO9に月払円遺伝子破壊断片

（本稿H－5－5を参照）を形質転換することにより行った。この際に用いた聞達伝

子の相補、断片が導入されたクローンの選択および遺伝子被壊確認の手法は、用度和

撤ガ2および乃d〃招dだ二重欠損株の作製時と同様のもの（本稿Ⅱ－5－2を参照）を用

いた。YMO2とYMO9に血眼欠損が導入された株はそれぞれYMO22とYMO23と命名し

た（表II－1）。YMO22とYMO23を接合させて構築されるhdfl欠損二倍体株をRD316と

命名した（表H－1）。
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ⅠⅠ－6　PCR法

PCR法に関しては、特に記載のない限りT乃q polymerase（TAXARA社）、放乃q

polymerase（TAKARA社）、LTbqpolymerase（TAW社）のいずれかを用い、そ㌢

ぞれに添付された10ⅩbufftrとdNTPを使用した。反応にはPERKIN ELMER社Mode1

9600サーマルサイクラーを使用した。反応系は25〟1とし、反応液の最終濃度は200〟

MdNTP、0．4LLMprimer、0．02unit／LLl乃qDNApolymeraseとした。反応にはPERKIN

ELMER社Mode19600サーマルサイクラーを使用した。r乃曾および励乃曾を用いる場合

には95℃1分のDNA変性の後、92℃1分、52℃2分、72℃2分の三段階を30サイクル

の反応条件で行った。また、Z乃曾を用いる場合には95℃1分のDNA変性の後、98℃5

秒、55℃10秒、72℃1分の三段階を30サイクルの反応条件で行った。鋳型DNAに関

しては反応液25〟1あたり100～200喝の量で使用した。PCR法に用いたプライマーの

一覧を表ⅠⅠ－2にまとめた。

ⅠⅠ－7　MMS感受性および温度感受性の検定、生育の調査

MMS感受性および温度感受性の検定は一倍体株で行い、終夜培養液もしくはYPD

寒天培地上に生育したコロニーを滅菌水に溶解したものを希釈して用いた。希釈は

滅菌水で行い、1Ⅹ107cfu／ml、5Ⅹ106cfuhnl、1Ⅹ106cfu／ml、2Ⅹ105cfu血1、の4種類の

濃度に調整したものをそれぞれ5J上1ずつ寒天培地にスポットした。MMS感受性を検

定する場合には通常のYPD寒天培地および0．01％　MMSを含むYPD寒天培地にスポッ

トし、30℃で3日間培養を行った。温度感受性を検定する場合には通常のYPD寒天培

地にスポットしたものを3枚用意し、それそれ23℃、30℃、37℃で3日間培養を行っ

た。

本研究では各種遺伝子の欠損が生育に及ぼす影響を調べるため、二倍体株の生育

を調査した。二倍体細胞の構築の詳細に関しては本稿ⅠⅠ－8－1で後述する。二倍体細胞

は3mlのSC－Ade－Leu－Ura液体培地にて予備培養し、この予備培養液を60mlのYPD液体

培地に0．050．D．／mlとなるように接種した。この際、YPD液体培地にはアデニンを40

〟釘ml、ウラシルを20J上釘mlとなるように加えた。この培養液を振塗培養し、経時的

に培養液を採取して0．D．および生菌数の測定と、細胞数の測定および細胞周期分布

の観察を行った。0．D．はBECKMAN社製DU640を用いて波長600　nmで測定した。生

菌数に関しては、採取した培養液を適当に希釈してYPD寒天培地に100～200　　cfu

（Colonyfbrmingunit）となるように塗布し、3～5日後に形成されるコロニーを数え

ることで測定した。細胞数の測定および細胞周期分布の観察に関しては、採取した
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培養液を適当に希釈して血球計算盤(ｻﾝﾘ-ﾄﾞ硝子社)に注入し,光学顕微鏡下

で実施した｡細胞数を計測する際は､出芽の程度により｢出芽していない細胞｣ ､

あるいは｢出芽前期｣と｢出芽後期｣の三種類に紳胞を分類した｡また､複数の出

芽を生じる様な異常な形態を示す細胞については, ｢形態異常｣として分類した｡

ⅠⅠ-8 LOH解析

ⅠⅠ-8-1蓑現型による分類

接合型がa型(朋ATa)とα型(朋ATα)の-倍体細胞同士をYPD寒天培地上で混

合し､ 4時間以上培養して二倍体細胞を構築した｡これをSC-Ade-His-Leu-Trp-Ura寒

天培地に画線培養して二倍体細胞の選択を行った｡ -倍体細胞を完全に除外するた

め,この画線培養は二度行った｡二倍体細胞は､ 3つの遺伝子ﾏ-ｶ-の保持を保証

するため3 mlのSC-Ade-Leu-Ura液体培地にて予備培養した｡この培養液から100 cfuを

とり､ 5 mlのYPD液体培地に接種した｡この際, ypD液体培地にはｱﾃﾞﾆﾝを40LL

g/ml,ｳﾗｼﾙを20LLg/mlとなるように加えた｡これは培養中､染色体異常･再編に

よって表現型がUra･あるいはAde- Ura-となった細胞に対し,負の選択圧がかからな

いようにするための対策である｡この培養液を5×107cfu/mlになるまで培養したのち

集菌し､滅菌水による洗浄を行った後適当に希釈して､ YPD, 5-FOA､ 5｣FOA-Leu､

5-FOA-Ade-Leuの各寒天培地に塗布した｡このﾌﾟﾚ-ﾄを3-5日間培養し,生育して

きたｺﾛﾆ-を数えて頻度の測定を行った｡解析を行った実験区数に閑しては以下

の通りである. Ld52欠損株; 16区､ md51欠損株; 20区, md50欠損株; 18区､ md510

md52二重欠損株; 16区､ md51 md52二重欠損株; 16区､ md18欠損株; 20区､ md5

欠損株; 16区, md30欠損株; 4区､ zlSV3欠損株; 4区, md18 md52二重欠損株; 23

区, md5md52二重欠損株; 8区, Id30md52二重欠損株; 8区, rev3md52二重欠損

株; 8区､ hd打欠損株; 4区､ hdYlmd52二重欠損株; 11区.各欠損株で得られた頻度

の中間値(ﾒﾃﾞｨｱﾝ値)を最終的な頻度とした｡頻度の統計学的な評価は､主に

ﾋﾝｼﾞ散布度(頻度の最低値より25%-75%の範囲)と｢内堀｣ (25%ﾋﾝｼﾞの-1.5

倍の値から75%ﾋﾝｼﾞの1.5倍の値までの範囲)を求めることによって行った. -般

的に､ N数が多い場合には98%が内堀の範囲に収まると言われている｡中間値を元

に､ 5-FOA耐性頻度から5-FOA耐性Leu'頻度を減ずることで5-FOA耐性Leu･頻度を,

5-FOA耐性Leu+頻度から5-FOA耐性Leu+ Ade+頻度を減ずることで5-FOA耐性Leu+ Ade-

頻度を算出した｡
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ⅠⅠ－8－2　パルスフィールドゲル里見泳＿動

通常のアガロースゲル電気泳動法では20kb以上の線状DNAを分離することは困難

である。．1984年、SchwartzとCantorが開発したパルスフィールドゲル電気泳動法（以

下PFGE）は、アガロースブロックに埋包したDNA試料に交差する二方向の電場を交

互にかけることでこの問題を解決した。PFGEは最大10Mbpまで線状DNAの分離が可

能である。本研究では、完全長第Ⅲ染色体のクローン数を測定するのに用いた。

PFGEに用いるDNA試料は巨大なDNA分子であるため、調整の際物理的な力による

切断を避ける必要がある。そのためまず細胞をアガロースに包埋し、ブロックの状

態で溶菌、並びに除蛋白処理を行う。このようにして調整したDNA試料をプラグと

呼称する。

プラグの作製は、アガロースブロック法（C訂1e and OIson，1987）に従って行っ

た。2．5mg／mlのZymOlyase－100T（生化学工業）を含む1．0％のAgarose　Lew Melt

Preparative Grade（BIO RAD社）に試料細胞6×107　cfuを包埋し、溶菌処理ののち

1mghnlProteinaseK（TAKARA社）にて除蛋白処理を行った。一回の泳動につき、プ

ラグの約1β量（2×107c伽分）を使用した。

泳動にはCHEFMqppetIMxAPulsedFieldElectrophoresisSystem（BIORAD社）を使

用した。アガロースゲルをまPulsedFieldCertifiedAgarose（BIORAD社）を1％の濃度で

用い、緩衝掛こはTBE溶液（45mMTris－borate，1mMEDTA；PH＝8．5）を用いた。泳動

は常時14℃で行い、電圧6．0Vたm、泳動時間29．57時間、角度1200、パルス時間に関

しては24．03秒の開始パルス時間と1分33．69秒の終了パルス時間の間を直線状に変化

させる、という条件で行った。泳動後はゲルを0．5メェ釘血エチジウムブロマイド溶液

に30分間浸漬してDNAを染色した後、蒸留水で20分間リンスして撮影を行った。UV

トランスイルミネ一夕ーで撮影を行ったゲルの写真はDensitoGRAPH（アト一社）の

画像として取り込み、第Ⅰ染色体（230　kb）、第Ⅵ染色体（270　kb）、第H染色体

（330kb）、第ⅠⅩ染色体（440kb）のDNA量をNⅢimage解析ソフトを用いて定量し

た。

ⅠⅠ－8－3　サザンブロツティング法

サザンブロッティング法の基本的な操作に関しては全て血c血　　　α血管

（Sambrook et al．1989）の記載に従った。ナイロン膜についてはHybond－N＋

（Amersham社）を用い、ゲルからナイロン膜へのDNAの転写はVacuumBlotter（Bio－
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Rad社）を使用した。DNAプローブの調整に関しては以下のように行った。まず親株

二倍体のゲノムDNAを鋳型とし、表　にあるプライマーを用いてPCRによるDNA断

片の増幅を行った。PCR産物はQIAQuickPCRPurificationKit（QIAGEN社）を用いて

精製し、その後ECLdirectnucleicacidlabelinganddetectionsystem（Anersham社）を揮

いて標識を行った。第ⅠⅠⅠ染色体を特異的に検出するためのプローブには、第ⅠⅠⅠ染色

体左腕上の2箇所の額域、ⅠⅠⅠ一54およびⅠⅠⅠ一102を同時に用いた。ナイロン膜上でのプ

ローブDNAの検出に関してはGeneImageslabelinganddetectionsystem（Amersham社）

を用いて行った。

ⅠⅠ－8－4　定羞傭押CRに□　る〃RAナ遺麿　マー　ー諷入領周の隊造偏櫛

U貰月J遺伝子マーカーが挿入された額域、すなわちⅠⅠⅠ－205領域の構造を解析するた

め、平岡らは定量的PCRによる捌β遺伝子マーカー挿入額域の構造解析法を確立し

ており、本研究においても同様の方法を利用した（Hiraokaetal．2000；平岡2000年

度博士論文）。この方法を用いると、UX月J　内変異と遺伝子変換を区別することが

可能である。第ⅠⅠⅠ染色体左腕ⅠⅠⅠ－102嶺域に設計されたプライマーセットと、第ⅠⅠⅠ染

色体右腕ⅠⅠⅠ－205嶺域の∽班j　遺伝子マーカー挿入部位を挟むように設計したプライ

マーセットでのPCR反応を共存させて行い、そのPCR産物の長さおよび分子数を比

較することによりそれぞれの嶺域のコピー数を決定する。この方法で捌β　内変異

を生じたクローンを解析した場合には、ⅠⅠⅠ－102嶺域が2コピー分、ⅠⅠⅠ－205およびⅠⅠⅠ－

205：：∽祖∫領域がそれぞれ1コピー分増幅される。一方で遺伝子変換を生じたクロー

ンを解析した場合、ⅠⅠⅠ－102嶺域とⅠⅠ－205額域がそれぞれ2コピー分増幅される。この

PCRに用いる鋳型DNAにはPFGE用に作製したプラグの3分の1量（2Ⅹ107cfu分）から

精製したDNAを0．5〟1（およそ3．3　Ⅹ105c血分に相当する）用い、反応条件としては

95℃1分のDNA変性の後、92℃1分、58℃2分、72℃2分の三段階を18サイクルか20サ

イクルの反応条件で行った。PCR産物のうち10〝1について電気泳動を行った後、ゲ

ルを0．5〝釘mlエチジウムブロマイド溶液に30分間浸漬してDNAを染色した後、撮影

を行った。UVトランスイルミネ一夕ーで撮影を行ったゲルの写真はDensito GRAPH

（アト一社）の画像として取り込み、ⅠⅠⅠ一102領域とⅠⅠⅠ一205額域のPCR産物量をNIH

image解析ソフトを用いて定量した。
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恥一ｹﾞ′ﾑｽｷﾔﾆﾝｸﾞ監

ｹﾞﾉﾑｽｷｬﾆﾝｸﾞ法とは､定量的なPCRを利用した第ⅠⅠⅠ染色体の欠失･増幅簡

域同定法のことを指す(森1997年度修士論文;平岡2000年度博士論文; umezu et al.

2002) ｡反応条件の若干の変更を除いて､基本的な実験操作と用いたﾌﾟﾗｲﾏ-に

ついては全て森の修士論文の記述に従った｡まず､第ⅠⅠⅠ染色体上の22箇所のﾏ-

ｶ-領域および第vI染色体上の2箇所のｺﾝﾄﾛ-ﾙ領域､計24領域を別々の反応液

としてPCR増幅した｡このPCRでは､鋳型としてPFGE用に作成したﾌﾟﾗｸﾞの3分の1

量から精製したDNAを0.2LLl (およそ1.3 Ⅹ 105cfu分に相当する)用い､反応液の全量

を25〃.iとした｡ PCRの反応条件としては､ 95℃1分の変性の後､ 92℃1分､ 60℃1分､

72℃1分の3段階を22ｻｲｸﾙ行った｡ PCR反応の後,あらかじめ10〟1の滅菌水を分

注しておいたﾁｭ-ﾌﾞに24種類のPCR産物を10〝1ずつ加えた｡この溶液250〟.1のう

ち2LLlを､ 0.5FLlのｻｲｽﾞﾏ-ｶ- (GENESCAN-500 ROX､ PE Applied Biosystems

社)および10〝1のﾎﾙﾑｱﾐﾄﾞ(A皿reSCO社)と混合した｡この混合溶液を94℃で4

分間熟処理した後,氷上で冷却することによってPCR産物を-本鎖にし､ ABI

pRISM310 (PE Applied Biosystem社)を用いて電気的に分離し､ PCR産物の量と大き

さが決定された｡以上の-連の操作は､再現性を確認するため少なくとも2回繰返し

て行った｡

ⅠI18-6鼻常染色体散合部の解

野生株では多くの異常染色体が検出されており,異所性組換えの相手や融合部が

既に同定済みである(平岡2000年博士論文; Umezuetal. 2002) ｡相同組換え関連遺

伝子の各欠損株に生じた異常染色体融合部を解析する際は,異常染色体のｻｲｽﾞか

ら異所性組換えの相手を予測して融合部を挟んだpcRを行ったoこのPCRで融合部

の増幅が行えなかったｸﾛ-ﾝ､もしくは野生株には検出されていないｻｲｽﾞの異

常染色体を持つｸﾛ-ﾝに関しては､本稿ⅠⅠ-8-5で述べたｹﾞﾉﾑｽｷﾔﾆﾝｸﾞ法を用

いて融合部が存在する第ⅠⅠⅠ染色体上の嶺域を絞り込んだ｡

ｸﾛ-ﾝ#153および#154の異常染色体融合部のｸﾛ-ﾆﾝｸﾞは,以下の方法で

行った. 1) ExTaqpolymeraseによって,肋Ta特異的なﾌﾟﾗｲﾏ-であるd3W200-a-

2から右腕ﾃﾛﾒｱ方向の配列を単鎖DNAとして合成したo鋳型にはこれらのｸﾛ-

ﾝのPFGE用に作製したﾌﾟﾗｸﾞの3分の1量から調整したｹﾞﾉﾑDNAを用いた｡反応系

は基本的に本稿ⅠⅠ-6で示したものと同じであるが､反応条件としては95℃ 1分のDNA

変性の後, 92℃30秒, 59℃ 30砂､ 72℃ 4分の三段階を80ｻｲｸﾙで行った｡ 2)合成
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した単鎖DNAの3-末端に, TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase､ GIBCO BRL

社)という酵素を用いてdCTPﾎﾓﾎﾟﾘﾏ-を重合した｡反応系は25〟1とし,反応液

の最終濃度は170 pgの単鎖DNA､ 0.1 M potassium cacodylate(pH 7･2)､ 2 mM CoC12, 20(

LLM dithiothreitol､ 200LLM dCTP､ 0.4LLM primer, 10mit TdTとし､ 30℃で30分ｲﾝ

ｷｭﾍﾞ-ﾄした｡ 3) dCTPﾎﾓﾎﾟﾘﾏ-の付加された単鎖DNAを精製して鋳型と

し, TTaqpolymeraseを用いたPCR法によって二本鎖DNAの増幅を行った.反応系なら

びに反応条件は基本的に本稿ⅠⅠ-6で示したものと同じである｡ﾌﾟﾗｲﾏ-には

d3W204-2とｱﾝｶ-ﾌﾟﾗｲﾏ- (RACE adapter)を用いた｡ 4)その結果得られる

pcR産物を鋳型とし,再度pCR法による増幅を行った｡反応系および反応条件は3)

と同じであるが,ﾌﾟﾗｲﾏ-にはd3W204-2とRACEUAPを用いた｡

II･8-7 DNAの塩基寵列癖粧

pcR法によって増幅されたDNA断片をﾎﾟﾘｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺ-ﾙ法によって精製し

た後(Sambrook and Russel1 2001) ､ BigDye terminator cycle sequencing kits (PE Applie･

Biosystems社)を用い､製造元の指示に従っ`て-本鎖DNAを調整した｡準備したｻﾝ

ﾌﾟﾙについては､ ABI PRISM310 (PE Applied Biosystem社)を用いてその塩基配列を

決定した｡ DNA配列間の相同性解析にはGeneWorks解析ｿﾌﾄｳｪｱ(version

2.5.1, 0Ⅹford Molecular Group)を使用した｡
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結果

ⅠⅠⅠ-1相同組換え欠損株の解析

本研究では,染色体異常･再編の発生における相同組換え機構の役割を明確にする

ため､相同組換え閑連遺伝子であるW32, W51およびw50遺伝子を欠損した

株を作製し､それらに生じるLOHを詳細に解析した. W52遺伝子は鎖交換やSSA

といった相同組換え経路全般に､ W51遺伝子は主に鎖交換反応に要求される.ま

た, W310遺伝子は主に組換え初期過程のDNA末端のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞに閑与してい

る｡それぞれの欠損株では､失われている相同組換え経路や反応が異なるため､そ

れに対応して三つの欠損株間で生じる染色体異常･再編に達いが表れることが予想

された｡

に及ぼⅠⅠⅠ-1.1相同乱換え欠損がｱﾙｷﾙ

本研究では相同組換え閑連遺伝子の欠損株としてmd52 ､ md51およびmd50それぞ

れの単独欠損株を作製したが(株作製の詳細については本稿ⅠⅠ-5-1を参照) ,まず最

初にこれらの株で遺伝子破壊がきちんと行われているかを確認するため､ DNAのｱ

ﾙｷﾙ化剤であるﾒﾁﾙﾒﾀﾝｽﾙﾎﾝ酸(以下MMS)への感受性を検定した｡

MMSはRadio mimic agentとも呼ばれ,細胞に放射線を照射した時と同様の効果をもた

らすことから､放射線照射時に誘発されるDNA上の損傷や傷害とよく似た状況を発

生させると考えられている｡また､ md52, md51およびmd50欠損株は放射線照射と

同様MMSにも感受性を示すことが知られている(Adzuma et al. 1984 ; Kupiec and

Simc血en 1984 ; S血ino血ara et al. 1992) ｡このことを利用して､本研究で作製した相同

組換え欠損株がo.01%のMMSを含むypD寒天培地上で生育できないことを遣伝子被

壊の指標とした｡結果を図ⅠⅠﾄ1に示した｡本研究で作製した-倍体の相同組換え欠

損株はいずれも0.01%のMMSに感受性を示したことから､それぞれの標的遺伝子;

W52､月Aか51, W310遺伝子が破壊され,いずれの欠損株でもその機能が失われ

ていることが確認された｡

ⅠⅠⅠ-1･2租同組換え欠損が生育に及ぼ

次に､相同組換え閑連遺伝子の欠損が生育に及ぼす影響を調べるため,各株の生
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菌数､ならびに紳胞の出芽状況について経時的に測定を行った｡測定に際しては

LOH解析時と同じ二倍体株で行い､培地についてもLOH解析時に使用するものと同

じ, YPD液体培地にｱﾃﾞﾆﾝとｳﾗｼﾙを添加したものを使用した(LOH解析条件

の詳細にﾌいては本稿ⅠⅠⅠ-1-4で後述) ｡経時的に採取した培養液1 mlあたりの0･D･と

生菌数･細胞数を計測し,生菌数をもとに作製した生育曲線を図ⅠⅠⅠ-2に､ 0.D.あた

りの生菌数(cfu ; Colony fbming unit)と細胞数､ならびにそれらから算出した

plati皿g e任iciency (細胞数あたりの生菌数) ､生菌数より算出した倍加時間を株毎に表

ⅠII-1にまとめた｡ここでいう生菌数とはYPD寒天培地上でｺﾛﾆ-を形成する能力の

ある細胞の数であり,細胞数とは光学顕微鏡下で数えた培養液中の細胞粒子の数を

指す｡培養液中の細胞が全てｺﾛﾆ-形成能を持つと仮定した場合, p_lating efficiency

は100%となる｡細胞数を計測する際は,出芽の程度により｢出芽していない細

胞｣ ,あるいは｢出芽前期｣と｢出芽後期｣の三種類に細胞を分類した(図ⅠⅠⅠ-

3) ｡この分類は､それぞれ細胞周期のGl期, S期､ G2-M期に対応している.従っ

て,図ⅠⅠⅠ-3の分布ﾊﾟﾀ-ﾝは採取を行った時点での細胞集団中の細胞周期分布の状

態を反映している｡また､複数の出芽等の異常な形態を示す細胞については, ｢形

態異常｣として分類した｡

相同組換え欠損株の生育特性を調べた結果､表III-1にある様に招d51欠損株, md50

欠損株､ md52欠損株の順で野生株に対し倍加時間が遅延し, 0.D.あたりの生菌数･

細胞数が少なくなっていく傾向が観られた｡ 0.D.あたりの生菌数･細胞数の低下

は､野生株に対し細胞が肥大化していることを示唆している｡実際､相同組換え欠

損株の細胞を光学顕微鏡下で観察すると､図ⅠⅠⅠ-3にある様に､対数増殖期において

G21M期の細胞と形態異常を示す細胞の割合が野生株に対して増大しており,逆にS期

の細胞の割合が減少していた.加えて,各欠損株のG2-M期の細胞は野生株に比べ細

胞の大きさ自体も肥大化する傾向があった｡これらの知見は､相同組換え機構が欠

損した場合にはｹﾞﾉﾑDNAの複製過程で何らかの間題が生じ､その間題が順調に解

決されずG2-M期で細胞周期の-時的な停止が起きていることを示唆している.ま

た,どの欠損株も野生株に比べてplatingefficiencyが低下していた.このことは､成育

中に細胞が死んだり細胞周期停止の解除が行われなかった結果､ｺﾛﾆ-形成能を

失ってしまった細胞が出現していることを示唆している｡

以上の結果をまとめると､相同組換え欠損株ではG2-M期で細胞周期が-時的に停

止したり形態異常をを生じる細胞の割合が増加し､加えて,分裂できなくなってし

まう柵胞が出現していることが示唆された｡倍加時間の遅延には､これらの現象が

複合的に閑与していると考えられる｡
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表ⅠⅠⅠ－1相同組換え関連遺伝子欠損株のplating efficiencyと倍加時間

株　　　　　　　　　野生株　　　　招d灯　　　　　用（好J　　　　招dガ

0．Dあたりの生菌数klO7）　　　2．33』．382　　1．05±0．197　　1．27±0．150　　0．748±0．158

0．Dあたりの細胞数（xlO7）　　　2．43±0．197　　1．85±0．278　　2．50』．707　　1．51±0．284

Platinge肪ciency　　　　　　　96％　　　　　57％　　　　　51％　　　　　50％

生菌数より■求めた倍加時間（Mh）　　　糾　　　　　123　　　　　　96　　　　　146

生菌数および細胞数は、図Ⅲ－2において対数増殖期の直線性のある範囲の平均を求
めて算出した。倍加時間に関してもその範囲より算出した。
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ⅠⅠⅠ－1－3　LOH鰯相計系の騨日日頃

相同組換え欠損株のLOH解析結果の詳細に触れる前に、LOH解析系の概略、並び

に野生株で生じたLOHの解析結果について軽く述べておくことにする。当研究室で

は、出芽酵母二倍体細胞をモデル生物とし、染色体レベルでの再編や異常を効率的

に検出・分類し、さらにそれらを定量的に比較することを目的とした解析系を構築

してきた（Hiraokaetal．2000；Umezuetal．2002）。解析系の基本構想を図Ⅰ－1に示し

た。この系では親株となる二倍体細胞を富栄養条件下で培養し、その過程で第ⅠⅠⅠ染

色体上に発生する染色体再編・異常を検出する。この検出は、二本ある第ⅠⅠⅠ染色体

のうち片方にのみ存在するU貿月j　　遺伝子マーカーの機能が失われた細胞、つまり

LOHを生じた細胞が5－FOA耐性を示すことを指標としている。同時に、エ王托畳遺伝子

マーカーとA上蛎2遺伝子マーカーの有無を調べることにより、U緋遺伝子マーカー

の不括化に伴う染色体再編・異常をもたらしたメカニズムについて、クラスA；「染

色体喪失」（5－FOA耐性Leu・Ade－）、クラスB；「染色体間の組換え」（5－FOA耐性

ku＋Adeう、クラスC；「U貿月j遺伝子マーカー内の変異」・「遺伝子変換」・「染

色体内欠失」（5－FOA耐性山川＋Ade＋）の三つのクラスに分類することが可能である。

この様な遺伝学的な解析に加え、PFGEと第ⅡⅠ染色体を特異的に認識するプローブを

用いたサザンブロツティング法、および、PCR法を用い、LOHを生じたクローンの

第ⅠⅠⅠ染色体の構造を直接的に観察することで、各グループ内のLOHイベントを更に

詳細に分類することが可能である。

この解析系を用いて野生殊に生じるLOHを解析した結果、LOHの発生頻度は1．2　Ⅹ

10■であり、その内訳は56％初号染色体喪失（図Ⅰ－1A－a－）、34％が相同染色体アリル間

の組換え（図Ⅰ一1B－a、C－b）、8％が染色体のサイズ異常を生じたもの（図Ⅰ－1B－b、C－

c）であった（Hiraokaetal．2000；Umezuetal．2002）。相同染色体アリル間の組換え

に関してはその殆どが交叉（頻度4．3Ⅹ10j）によるものであり、遺伝子変換の割合は

小さいものであった（頻度3．2Ⅹ10つ。交叉に関しては、その6％が一方の第ⅠⅠⅠ染色

体の喪失を伴ったものであることが判明した（図Ⅰ－1B－aり。サイズ異常を生じた異

常染色体の大きな特徴として、その融合部にゲノム中に散在する繰り返し配列が介

在していたことが挙げられる。例えば転座や不等交叉の場合ほぼ全ての異常染色体

融合部にレトロトランスポゾンTyやLTRが見い出され、染色体内欠失はその全てが

第ⅠⅠⅠ染色体上に特異的に存在する旭7朋　間の欠失であった。また、極めて頻度

は低かったものの胤遺伝子マーカー内の点突然変異が検出された（図Ⅰ－1じa）。

以上の様に、本研究で用いているLOH解析系は様々な染色体再編や異常のみなら

ず塩基配列レベルでの変化も含めた様々なLOHイベントを網羅的に検出・分類し、

それらの発生頻度や割合を定量的に比較することが可能である。本研究では野生株

におけるLOHの解析データを基準とし、様々な欠損株との比較・検討を行った。
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ⅠⅠⅠ－1－4　臥同祝儀－ハ日目印では数邑体喪失七よるLOⅡが上声□る

序論でも述べた様に、野生株では染色体再編や一部の染色体喪失などLOHの発生

過程において相同組換え機構が多面的に関与していることが明らかになった。ま

た、これらの知見からLOHの主要な原因は通常の細胞増殖時に発生する、相同組換

え反応の基質となる様な自然DNA傷害（two－StrandDNA傷害）であることが推測され

た。まず最初に本研究では、相同組換えの欠損がLOHにどの様な影響を及ぼすのか

を調べるため、紹止だ、招正犯および毘d犯それぞれの単独欠損珠で生じるLOHを解析

した。

解析に供する二倍体株は、YKU23由来（α株）とYKU34由来（a　株）の相同組換

え関連遺伝子欠損株一倍体同士を接合させて形成した（表ⅠⅠ－1）。この二倍体を予め

SC－Leu－Ura－Ade液体培地（ロイシン、アデニン、ウラシルを含まない完全合成培

地）で予備培養し、その培養液から100血をとり、アデニンとウラシルを加えた5ml

のYPD液体培地に植菌して5Ⅹ107c伽／mlの濃度に達するまで本培養した。理論上、こ

の間に細胞は平均約21世代前後分裂することになる。本研究ではこの本培養中に生

じたLOHを観察している。予備培養液にSC－Leu－Ura－Ade培地を用いるのは予備培養

液中でLOHが生じるのを抑制するためであり、また、本培養の際アデニンとウラシ

ルを加えるのは、LOHによってUraやAde－の表現型となったクローンに負の選択圧が

かからない様にするための処置である。本培養の終了後、培養液を5－FOA寒天培地、

5－FOA－Leu寒天培地（ロイシンを含まない5－FOA培地）および5－FOA－Leu－Ade（アデ

ニンとロイシンを含まない5－FOA培地）寒天培地に塗布し、それぞれの頻度を測定し

た。頻度の測定は複数の実験区で行い、その中間値（メディアン値）を最終的な頻

度とした（表ⅠⅠⅠ一2A）。平均値（mean）ではなく中間値を使用したのは、まれに

ジャックポット効果と呼ばれる極端に頻度の高くなる実験区が出現するためである

（Hiraokaetal．2000；平岡2000年博士論文）。ジャックポッ・トが存在した場合、平

均値を用いると頻度を過大評価することになってしまう。また、一般的に変異や染

色体再編等の測定を行う場合には率（rate；細胞分裂あるいは世代あたりの発生確

率）を使用するが、その場合には測定の対象となる細胞が全て同じスピードで増殖

することが前提となる。本研究であえて頻度を採用したのは、LOHを生じたクロー

ンでは親株に対して増殖スピードが遅くなるケースがあるからである（Hiraokaetal．

2000）。

図ⅠⅠⅠ－4に各相同組換え欠損株における5－FOA耐性頻度、5－FOA耐性　Leu十頻度、5－

FOA耐性Leu＋　Ade＋頻度の散布図を示した。この図におけるプロットー個は一つの実

験区での頻度を反映している。頻度の統計学的な評価は、主にヒンジ散布度（頻度
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の最低値より25％～75％の範囲）（図ⅠⅠト4中の細い縦線）と「内堀」（25％ヒンジの－

1．5倍の値から75％ヒンジの1．5倍の値までの範囲）を求めることによって行った。一

般的に、N数が多い場合には98％が内堀の範囲に収まると言われている。ヒンジ散布

度は中間値に対して頻度がばらつく度合いを反映しており、平均値における標準偏

差（SD）に相当する。表ⅠⅠⅠ－2Aには中間値と一緒に散布度に関してもまとめた。これ

らの中間値を元に、5－FOA耐性頻度から5－FOA耐性Leu＋頻度を減ずることで5－FOA耐

性Leu－頻度を、5－FOA耐性Leu＋頻度から5－FOA耐性Leu＋Ade＋頻度を減ずることで5－

FOA耐性Leu・Ade一頻度を算出した（表ⅠⅠ－2B）。5－FOA耐性Leu．頻度は染色体喪失の頻

度（クラスA）、5－FOA耐性Leu＋Ade一頻度は交叉・転座等の染色体間の組換えによる

LOH頻度の合計（クラスB）、5－FOA耐性Leu＋Ade＋頻度は遺伝子変換・点突然変異・

欠央によるLOH頻度の合計（クラスC）を反映している（図Ⅰ－1）。理論上、染色体

喪失を生じたクローンは5－FOA耐性Leu－Ade－の表現型を示すが、5」FOA耐性Leu．の表

現型を示すクローンが全て染色体喪失であることが確認されているので（Hiraoka et

al．2000）、本研究では5－FOA耐性Leu・頻度を染色体喪失の頻度として使用した。

図ⅠⅠⅠ一5のグラフは各相同組換え欠損株の全LOH頻度を比較したもので、さらに染

色体喪失とそれ以外のLOHイベントの割合を示している。図ⅠⅠⅠ－5にある様に、招dガ

、毘d〃および招d形単独欠損株はいずれもLOH頻度が2．5～3．6Ⅹ10－3と野生株の20倍

から30倍にまで著しく上昇していた。さらに、LOHを生じたクローンの80％から99％

は染色体喪失を生じたものであることが判明した。これらのクローンが本当に染色

体を失っているかを確認するため、各単独欠損株から5－FOA耐性LⅢ‾の表現型を示す

クローンを20ずつ回収し、PFGEとサザンブロツティング法によって第ⅠⅠⅠ染色体のコ

ピー数やサイズを調査した。Pf●GEとサザンブロツティング法を用いると、第ⅠⅠⅠ染色

体に関して、1）正常な長さの第ⅠⅠⅠ染色体2コピー、2）正常な長さの第ⅠⅠⅠ染色体1コ

ピーとサイズ異常を生じた第ⅠⅠⅠ染色体（1～複数本）、3）正常な長さの第ⅠⅠⅠ染色体1

コピー、という分類を行うことが可能である（図Ⅰ－2）。

これらの方法を用いて解析を行った結果、乃d毀　欠損株の1クローンを除いた全て

のクローンは完全長の第ⅠⅠⅠ染色体を1本しか保持していないことが判明した。∫凱裏甘

欠損株の1クローンについては完全長の第ⅠⅠⅠ染色体を2本保持していた。PCR法によ

り第ⅠⅠⅠ染色体のエg招遺伝子座とU貿月j遺伝子マーカー・Aエ晒2遺伝子マーカー挿入

部位の構造を調べた所、このクローンの第ⅠⅠⅠ染色体にはいずれも存在していないこ

とが確認された。従って、このクローンは染色体喪失を生じた後、残った第ⅠⅠⅠ染色

体が再度複製されたか、あるいは細胞が分裂する際に染色体が不均等に分離したの

ではないかと考えられる。この1クローンは「染色体喪央＋複製」として分類した。

以上の様に、相同組換えを欠損した株では染色体が非常に不安定になっており、

喪失しやすくなっていることが示された。これらの結果は、増殖中の細胞内で染色

体の崩壊をもたらす様な自然DNA傷害がかなり頻繁に生じ、それらの回避に相同組
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家ⅠⅠⅠ－2

A．相同観換え関連遺伝子欠損株の5－FOA耐性頻度、5－FOA耐性Leu＋頻度、5－
FOA耐性Leu十Ade＋頻度の中間値

中間値（刀％－75％ヒンジ）xlOj

表現型　　　　　野生株1）　　用d灯　　　用d，J　　　戚　　招政和戚　招丑，J招d毀

5－FOA耐性

5－FOA耐性ku＋

5－FOA耐性bu＋Ad♂

12　　　　　　362

（8．8－18．6）（錮1－413）

5．2　　　　　　78

（2．7－8．3）　（75－83）

0．35　　　　　4．6

（0．15－0．57）（3．ト8．9）

245　　　　　332　　　　　559　　　　　474

（172－369）（295－473）（亜ト687）（452－507）

14　　　　　0．86　　　　　9．1　　　　　1．1

（9．¢16）（0．53－2．5）（6．2－11）（0．76－2．0）

2．9　　　　　0．29　　　　　0．31　　　　0．33

（2．5－6．2）（0．11－0．39）（0．18－0．6小（0．20－0．74）

B．中間値より算出したクラスA－Cの頻度

頻度（5－FOA耐性頻度中の割合、％）xlOj

クラス勾　　　　表現塑　　　　野生株　　招正和　　　招dヲJ　　戚　　招d相成　毘（野上ねd詔

A　　　　5－FOA耐性bu－　　　6．B
（57）

B

C5－FOA耐性Leu＋Ade－　　4．9

（41）

5－FOA耐性bu＋Ad♂　　0．35

（2．9）

合音「　　　5－FOA耐性 12

（100）

284

（78）

73

（20）

4．6

（1．3）

231　　　　　331

（94）　　（99．7）

11　　　　　0．56

（4．5）　（0．17）

2．9　　　　　0．29

（1．2）　（0．087）

362　　　　　245　　　　　332

（100）　（100）　（100）

550　　　　　472

（98．3）　（99．5）

8．8　　　　　0．81

（1．6）　（0．17）

0．31　　　　0．33

（0．056）　（0．069）

559　　　　　474

（100）　　（100）

A　解析を行った実験区数に関しては以下の通りである。戚欠損株；16区、招dぎJ
欠損株；20区、用d和欠損株；18区、毘政和用度侵二重欠損株；16区、花成丸＝切放詔二重
欠損株；16区。

B Aの中間値を元に、5ぜOA耐性頻度から5－FOA耐性Leu＋頻度を減ずることで5－FOA

耐性bu－頻度を、5ぜOA耐性bu＋頻度から5－FOA耐性ku＋A血＋頻度を減ずることで5－
FOA耐性bu＋A由一額度を算出した。（）内の値は5－FOA耐性頻度を100％とした場合の

割合を示している。

1）野生殊二倍体（RD301）のデータはHiraokaらの研究によるものである（Hiraokaet
d．2000）。
2）5－FOA耐性クローンの表現型によるクラス分類は図Ⅰ－1と同様のものである。
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図ⅠⅠⅠ-4相同観換え関連遺伝子欠損株に掛ﾅる5-FOA耐性額度,
5-FOA耐性Leu'額度､ 5-FOA耐性Leu'Ade'額度の散布図

図中のﾌﾟﾛﾂﾄｰ個は-実験区での頻度を表している.額度の中間
億を太い実線で表し､その左に細い縦線でﾋﾝｼﾞ散布度を表した｡ﾋ
ﾝｼﾞ散布度とは､最低値より25%-75%の範囲のことを指す｡野生株
二倍体(RD301)のﾃﾞ-ﾀはHiraokaらの研究によるものである
(Hiraoka et al. 2000) ｡
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野生株

TBd50

t:ad51

TBd52

Tad50 Tad52

Tad51 TBd52

200 400 600 800

5-FOA耐性頻度(x lO-5)

図ⅠⅠI15相同観換え関連遭伝子の欠損がLOH頻度に及ぼす影響

∬は染色体喪失(ｸﾗｽA) ､ ■はその他のLOHｲﾍﾞﾝﾄ(ｸﾗ
ｽB､ C)の頻度を表している｡また､ﾊﾞ-の右上には5-FOA耐性頻度
を､右下には染色体喪失の割合:その他のLOHｲﾍﾞﾝﾄの割合(%)を示
した｡
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換え機構が大きく寄与している;言い換えれば,野生株では自然DNA傷害が相同組

換え機構によってｴﾗ-ﾌﾘ-に､つまりLOHを伴わない形で回避されていること

を示唆している｡つまり,相同組換え機構はLOHの抑制に大きく寄与しているとい

うことが判明した.この様なｴﾗ-ﾌﾘ-な回避ﾌﾟﾛｾｽの実体は姉妹染色分体間

の組換えであると推測される. md52､ md51およびmd50いずれの単独欠損株でも同

程度染色体喪失が上昇したことを考慮すると､姉妹染色分体間の組換えは,

RA∽､ W51およびw50遣伝子機能全てが要求される-つの｢主要経路｣によ

り行われていることが考えられる｡とはいえ,これらの遺伝子がそれぞれ独立して

別々の経路に閑与する可能性も否定できない｡

この点に閑して検討するため､次にmd50Id52, md51md52二重欠損株を作製し,

LOH解析を行った｡これらの二重欠損株のLOH頻度を中間値で比較した場合(図ⅠⅠⅠ-

5)- , md50md52二重欠損珠のLOH頻度(5-FOA耐性頻度)は5.6 Ⅹ 10-3と､ md52単独

欠損株の3.3Ⅹ 10-3という値よりも高めであることが示された. -方､ md51md52二重

欠損株のLOH頻度は4.7 Ⅹ 10-3と, md52単独欠損株に対し有意に上昇しているのか判

断を下すのが難しい｡そこで,散布図を判断材料とした(図ⅠII-4) ｡図ⅠII-4では図

ⅠⅠⅠ-5と異なり中間値だけでなく全実験区の頻度の分布状況が反映されている｡ md52

単独欠損株の5-FOA耐性頻度は2.0-6.0 Ⅹ 1013に集中しているが, md50 zd52二重欠

損株では分布範囲が4.0-12 Ⅹ 10-3とmd52単独欠損株よりも明らかに高い傾向があっ

た｡ md51md52二重欠損株に閑しては,どちらかと言えば5-FOA耐性頻度の分布状況

がmd52単独欠損株に近い様に見受けられる｡この株の5-FOA耐性頻度はmd52単独欠

損株と同じか,もしかしたら若干高めな程度なのかも知れない｡いずれにしても,

どちらの二重欠損株でも相乗的な効果は観られなかったことから, W52, RAD51

およびw50遺伝子の全てが要求される主要経路として姉妹染色分体間の組換えに

作用しているという仮説が裏付けられた. md50Ld52二重欠損株の5-FOA耐性頻度が

md52単独欠損珠よりも高めになった理由に閑しては考察で述べるo

染色体喪失以外のLOH,すなわちｸﾗｽBとｸﾗｽCのLOHｲﾍﾞﾝﾄに関しては以

下の様に分類を行った｡まず, 5-FOA耐性Leu'ｸﾛ-ﾝはA上腔2遺伝子ﾏ-ｶ-が失

われている場合にはｸﾗｽB (図Ⅰ-1)に,保持されている場合にはｸﾗｽC (図Ⅰ-1)

に分類した｡さらに､ 5-FOA-Leuﾌﾟﾚ-ﾄから5-FOA耐性Leu'Ade-の表現型を示すｸ

ﾛ-ﾝ(ｸﾗｽB)を, 5-FOA-Leu-Adeﾌﾟﾚ-ﾄ5-FOA耐性Leu'Ade'の表現型を示す

ｸﾛ-ﾝ(ｸﾗｽC)を各ｸﾗｽ40-55ｸﾛ-ﾝずつ単離し､ pFGE,ｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂ

ﾃｲﾝｸﾞ, pCRによって第ⅠⅠⅠ染色体の構造を調べ,より詳細な分類を行った(表ⅠⅠⅠ-

3) ｡ 5-FOA-Leuﾌﾟﾚ-ﾄにはｸﾗｽBとｸﾗｽCのｸﾛ-ﾝ双方が生育するが､ｸﾗ

ｽBのｸﾛ-ﾝはADE2遺伝子を失っている為,赤いｺﾛﾆ-を形成するので判別す

ることができる(ade2欠損株は赤いｺﾛﾆ-を形成することが知られている) ｡ｸ

ﾗｽCでは,遺伝子変換とUW遺伝子ﾏ-ｶ-内の変異は第III染色体の数や長さが
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同-であるためPFGEやｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ法で区別することは不可能である(図

Ⅰ_1) oこの場合､ pCR法によってUW遺伝子ﾏ-ｶ-挿入領域の構造を解析する

ことにより,両者を区別することが可能となる(本稿ⅠⅠ-8-4, Hiraokaetal･, 2000 ;平

岡2000年博士論文) ｡これらの解析結果に基づいて各LOHｲべﾝﾄの割合を決定

し､ A-Cの各ｸﾗｽの頻度に乗じることで最終的な頻度を算出した｡各相同組換え

欠損株のLOHｲﾍﾞﾝﾄの頻度を表ⅠⅠⅠ-7にまとめ,図ⅠⅠⅠ-6に野生珠に対する各LOHｲﾍﾞ

ﾝﾄ頻度の増減を示した｡以下に述べる様に､染色体喪失以外のLOHｲﾍﾞﾝﾄに閑

しては, md52, md51およびmd50それぞれの欠損株で異なる傾向が観られた｡

ⅠⅠⅠ_1_5 tad52欠掩はあらゆるﾀｲﾌﾟ㈱せる

出芽酵母の相同組換え機構には,鎖交換やBIR, SSAといったいくつかの経路があ

ることが知られている｡ W52遣伝子はこれらの経路全てに閑与すると考えられる

ことから,この遺伝子を欠損した場合には相同組換えによるLOHｲﾍﾞﾝﾄが全般的

に低下することが予想された｡

実際md52欠損株では,野生株に対しあらゆる組換えｲﾍﾞﾝﾄが減少していた｡相

同染色体ｱﾘﾙ間の組換えに閑しては交叉の頻度が野生株の10%まで減少した(図

ⅠⅠⅠ-6) ｡ただし､遺伝子変換の頻度については90%と交叉程の影響は観られなかっ

た｡また,異所性の組換えに閑しても減少が観られ､転座･不等交叉の頻度が野生

株の17%8こ,染色体内欠失の頻度が30%まで減少した｡従って,これらの染色体再編

によるLOHの発生にはW52遣伝子依存的な相同組換えが寄与していることが示さ

れた｡

ⅠⅠⅠ_1_6 tad52欠捜株に生じた

md52欠損株では,多くのﾀｲﾌﾟの染色体再編が減少こそするものの,それらが完

全に消滅してしまう訳ではなかったo逆に言えばこれらの結果は, RAD52遺伝子に

俵存しない何らかの染色体再編の経路,例えばNHEJ機構などが寄与している可能性

を示唆しているoこのW52韮依存的な経路の実体を掴む為､この欠損株で生じた

染色体内欠失や転座･不等交叉により生じた異常染色体融合部の解析を行った｡

野生株では､全ての染色体内欠失が第ⅠⅠⅠ染色体右腕に存在するMATaとHMRaとい

う長さ1.6kbの順方向に並んだ繰返し配列(図Ⅰ-3)間で生じており､その結果第ⅠⅠⅠ染

色体は80kb短縮化することが判明している(Hiraokaetal. 2000).朋ATaのｾﾝﾄﾛ

56



表HI－3　第ⅠⅠⅠ染色体のコピー数と異常染色体のサイズに基づいた
相同軋換え関連遺伝子欠損株のLOHクローンの分類

頻度（検出クローン数／解析クローン数）xlO－5

完全長第Ⅲ染色体コピー数：サイズ異常を生じた第Ⅲ染色体コピー数p

株　　表現型クラス（慧）　2：0　（旭丁㌫。勾）（。。。几㌶≡這。4，）1：0

野生株1）5－FOA耐性bu＋A由一　B　　4，9

5－FOA耐性bu＋Ade＋　C O．35

4．0　　　　　　　＜0．035

（115／140＝仇82）（0／140＜0．0071）

0．039　　　　　　　0．31

（11／98＝0．11）　（87／98＝0．89）

0．63　　　　　　0．25

（18／140＝0．13）（7／140＝0．05）

＜0．0036　　　　＜0．0036

（0／粥＜0．010）（0／98＜0．010）

戚　5ぜOA耐性bu＋A由一　B O．56

5－FOA耐性bu＋Ade＋　C O．29

0．38　　　　　　　0．014

（27仲0．68）　（1〃0＝0．025）

0．19　　　　　　　0．095

（26β0＝0．65）　（13仲0＝0．33）

0．11　　　　　0．056

（8割付0＝0．20）（4揮0＝0．10）

＜0．0073　　　　　0．0073

（W40＜0．025）（1句作0＝0．025）

md5）　5－FOA耐性Leu＋Ade－　B ll

5－FOA耐性bu＋Adet C　　2．9

1．6　　　　　　　＜0．19

（8／55＝0．15）　（W55＝＜0．018）

0．18　　　　　　　　2．7

（3β0＝0．0甜）　（亜β0＝0．92）

8．8　　　　　　　0．39

（45／55＝0．82）（2β5＝0．036）

0．058　　　　　＜0．058

（1／50＝0．020）（0βM．020）

撤∬P．5ヰOA耐性bu＋A由一　B　　73

5－FOA耐性ku＋Ade＋　C　　4．6

45　　　　　　　l．5

（31／50＝0．62）　（1／50＝0．02）

2．8　　　　　　　0．65

（30／50＝0．甜）　（7／50＝0．14）

18　　　　　　　8．8

（12／50＝0．凱）（♂）／50＝0．12）

0．93　　　　　　0．28

（10／50＝0．20）（3／50＝0．0餓）

5－FOA耐性bu＋Ade一頻度もしくは5－FOA耐性bu†Ade＋頻度に検出クローン数／解析ク

ローン数より算出した割合を乗じ、第Ⅲ染色体のコピー数と異常染色体のサイズに基
づいたLOHクローンの分類の分類を行った。解析に倹したクローンは、各欠損株とも4
～5の独立した実験区からランダムに回収した。5－FOA耐性bu＋Ade十の表現型を示すク
ローンで完全長の夢Ⅲ染色体を2コピー保持しているものに関しては、さらにm法に
よってUR月j遺伝子マーカー挿入領域の構造を解析することにより、遺伝子変換と
URAj遺伝子マーカー内の変異とを区別した（本稿Ⅱ－8司）。UR月j遺伝子マーカー内
の変異として分類されたクローン数は以下の通りである。野生株；98クローン中2クロー
ン、招d毀欠損株；26クローン中22クローン、乃dタブ欠損株；3クローン全て、招丑和
欠損株；未検出。これらのイベントの頻度は表Ⅲ－6と表Ⅲ－7にまとめた。

1）野生株二倍体（RD301）のデータはnraokaらの研究によるものである（Hiraokaet
d．2000）。

2）完全長第Ⅲ染色体のコピー数およびサイズ異常を生じた第Ⅲ染色体コピー数は
PFGEとサザンブロツティング法により解析した。
3）加払聞MR間の欠失はm法により検出した（本稿Ⅱ－8－6、Ⅲ－ト6を参照）。
4）ル夏A7ⅦMR間の欠失以外の異常染色体のことを示す。
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5）8クローン中1クローンの異常染色体に関しては、第Ⅲ染色体のセントロメアは存在
せず、テロメアを含む左腕の一部のみを保持していることが判明した。LOH解析系で
は、第Ⅲ染色体のセントロメアを保持しているものを異常染色体として定義している。
この1クローンの異常染色体は定義からはずれているため、表Ⅲ－4や表Ⅲ一7からは除外
した。同様の異常染色体はUmezuらの研究でも検出されている（Umezuetal．2002）。
6）このクローンの第Ⅲ染色体上には点突然変異を生じたURAj遺伝子マーカーが存在
していた（URA3遺伝子ORF開始点より260番目のATがCGに塩基置換を生じていた）。
従って、このLOHイベントは∽払3内変異として分類した。
7）8クローン中1クローンは、完全長の第Ⅲ染色体が1コピーにもかかわらず⊥E【佗お
よび血2遺伝子座の双方を保持していたため、LOHイベントを決定することが出来な
かった。従って、表Ⅲ－7にはこのクローンは含めなかった。

58



∋

｢⊃

･3

#
胡
ご-:

＼
こIL

轄

･1:

.ゝ｣
⊥1

雌
三

染色体喪失交叉遺伝子変換転座欠失uRA3内
不等交叉変異

図ⅠⅠⅠ-6相同艶換え関連遺伝子の欠損が各LOHｲﾍﾞﾝﾄに及ぼす影響

このｸﾞﾗﾌは野生株に対する各LOHｲﾍﾞﾝﾄの増加･減少を示している｡ﾊﾞ-の
上の数字は頻度比を､ NDは未検出であることを表している｡

例えばrad52欠損株の場合､野生株に対して染色体喪失の頻度は49倍に上昇し,交
叉の頻度は10%まで低下したことを示している｡
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ﾒｱ側に設計したﾌﾟﾗｲﾏ-とHMRaのﾃﾛﾒｱ側に設計したﾌﾟﾗｲﾏ-を用いて

pcRを行うと,この種の欠失を生じたｸﾛ-ﾝでは3.O kbのPCR産物が検出される｡

MAT-HMR間の欠失を生じていないｸﾛ-ﾝでは､これらのﾌﾟﾗｲﾏ-の位置は

80kb以上離れていることから,この様なPCR産物が検出されることはありえない｡

ｸﾗｽCから40ｸﾛ-ﾝを単離し, PFGEとｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞによって第ⅠⅠⅠ染色

体の状態を調査した結果,第III染色体の長さが短くなったものは13ｸﾛ-ﾝあり

(表ⅠⅠⅠ-3) ､ PFGEによる解析からこれらは全て-80 kbのｻｲｽﾞ変化を生じた第ⅠⅠⅠ染

色体を保持していることが示された｡さらに､ PCR法による解析の結果､これらの

ｸﾛ-ﾝは全て野生株と同様に朋ATaと1}MRa間の染色体内欠失を生じていることが

判明した｡転座や不等交叉に閑しては,野生株ではｹﾞﾉﾑ中に散在するﾚﾄﾛﾄﾗ

ﾝｽﾎﾟｿﾞﾝTylの相同性を利用して生じていることが判明している(平岡2000年博

士論文; umezuet al. 2002).本研究に用いている株の第ⅠⅠⅠ染色体上には､ 5つのTyl

因子と1つのTy2因子が存在している(図Ⅰ-3) ｡ TylとTy2はいずれも全長が5･9 kbあ

り､両端に0.3 kpのIJm配列を有している｡ｸﾗｽBでは転座･不等交叉によって第

ⅡⅠ染色体のｻｲｽﾞ変化を生じたものが全部で8ｸﾛ-ﾝあり(表ⅠⅠⅠ-3) ､それらに検

出された異常染色体の解析結果を表ⅠII-4に示した｡ｸﾛ-ﾝ#151と#328､ #146の第

ⅠⅠⅠ染色体はそれぞれ-60 kb､ +370 kbのｻｲｽﾞ変化を生じていたが､これらと同様の

ｻｲｽﾞ変化は野生株でも検出されており染色体再編の相手や融合部が既に同定済み

である(平岡2000年博士論文; Umezuetal.2002) oそこで,これらのｸﾛ-ﾝに閑

しては,野生株での情報を元に融合部を挟んだpcRを試みた｡その結果､ｸﾛ-ﾝ

#1主1と#328は､第ⅠⅠⅠ染色体右腕のTyl-4から右腕ﾃﾛﾒｱまでの染色体断片が､第ⅠⅠⅠ

染色体左腕のTyl-1から左腕ﾃﾛﾒｱまでの断片に置き換わる転座を生じているこ

と､また,ｸﾛ-ﾝ#146は第ⅠⅠⅠ染色体右腕のTyl-2と第ⅥⅠ染色体上のTyl-1を介した

転座を生じていることが判明した.また,ｸﾛ-ﾝ#342は80 kb短くなった第III染色

体を持っていたことから､ MATaとHWaを介した相同染色体間の組換え､すなわち

不等交叉を生じているのではないかと予想した｡染色体内欠失の時と同様にPCR法

で解析を行った所､予想通り融合部がpCR法により増幅された｡この様なMATaと

HMRaを介した不等交叉は野生株では検出されていない.

転座･不等交叉に分類されたｸﾗｽBの残りの4ｸﾛ-ﾝは,野生株のﾃﾞ-ﾀを元

にPCRを行っても産物が得られないか(ｸﾛ-ﾝ#145､ #152) ､野生抹では見い出

されなかったｻｲｽﾞ変化を生じていた(ｸﾛ-ﾝ#153､ #154) oこれら4ｸﾛ-ﾝの

異常染色体の構造解析にはｹﾞﾉﾑｽｷｬﾆﾝｸﾞ法と呼ばれる方法を用いた｡ｹﾞﾉﾑ

ｽｷｬﾆﾝｸﾞ法は当研究室の森により確立された手法で(森1998年修士論文;平岡

2000年博士論文; umezu et al. 2002) ､第ⅠⅠⅠ染色体上に設計された22箇所のﾌﾟﾗｲ

ﾏ-ｾｯﾄで定量的なPCRを行うことでその領域のｺﾋﾟ-数を決定し,欠失あるい

は増幅の生じた領域を同定することが可能である(図ⅠⅠⅠ-7) ｡ｹﾞﾉﾑｽｷﾔﾆﾝｸﾞ
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表ⅠⅠⅠ-4 Tad52欠損株に生じた異常染色体

ｸﾛ-ﾝ名ｻｲｽﾞ変化(kb)再編の種類検出ｸﾛ-ﾝ数再編に関与した
pFGE/ﾏｯﾌﾟ1) (検出実験区数)因子2)

#151､ #328

#146

#3 42

#145､ #152

-60/一7 2転座

+370ﾙ3 80転座

-80/-94不等交叉

-5 0/-64転座

#153､ #154 +1200一十2200転座

/ - +2000

Tyﾄ4､ Tyﾄ1

Tyl-2､ (ⅤⅡ) Tyl-1

｣MAT､肋択

Tyl-4, Ty2

m-204 ATGAATTAAAG G ⊂ G ( 〔TATAG ( ⊂ 〔

異常染色体ATGAAT｢Å仙GG〔GT⊂⊂〔〔TGTGG

XⅡ-368 ⊂TAAATCATCGG(GT〔C(⊂TGTGG

1)完全長の第Ⅲ染色体(330kb)に対するｻｲｽﾞ変化を示した. /の前の値はpFGE
で測定された異常染色体のｻｲｽﾞ変化を､ /の後ろの値はSGDﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽの塩基
配列情報に基づいた異常染色体のｻｲｽﾞ変化を表している｡
2)再編に関与した因子を示した.第Ⅲ以外の染色体上に存在するTyl因子に関し
ては()内に染色体の番号を記した｡ｸﾛ-ﾝ#153と#154に関しては再編に関与し
た塩基配列を示した｡異常染色体融合部周辺の配列を中投に示し､その上下にそれ
ぞれⅢ-204領域とⅩⅡ368領域の配列を示した｡異常染色体融合部の相同配列4 bpを
太字で示した(GGCG) ｡

1eu2 A J LEU2
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図ⅠⅠⅠ一7ｹﾞﾉﾑｽｷﾔﾆﾝｸﾞ法による異常染色体融合部の同走

第Ⅲ染色体上に設計された22箇所のﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄでPCRを行ってそのｺﾋﾟ-
数を決走し､欠失･増幅領域を同定する｡ PCR産物の相対ｺﾋﾟ-数の変化する境界
領域から､染色体の融合に寄与する因子を絞り込むことが可能である｡
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に用いるプライマーは蛍光ラベルしてあり、PCR産物量を指標として定量的にコ

ピー数を決定することができる。LOHを生じていない親株では理論上全ての領域が2

コピー分検出される。LOHを生じたクローンでは、コピー数．の変化する境界飯域か

ら染色体再編に関与した因子を推定することができる。図ⅠⅠⅠ－7では、分かりやすい

例として彪Ar月九戊間の染色体内欠失の場合を挙げた。朋Ar月孔戊間で欠失が生じ

ている場合、欠失によって失われた領域、すなわち第ⅠⅠⅠ染色体の205kb～271kb嶺域

（以下ⅠⅠⅠ－205～ⅠⅠⅠ－271額域と表記する）のPCR産物は1コピーとなる。コピー数が変

化するのはⅠⅠⅠ－197～ⅠⅠⅠ－205領域とⅠⅠⅠ－271～ⅠⅠⅠ－303領域であるが、これらの領域にはそ

れぞれ朋A乃と月MR∂が存在する。従って、欠失はこれらの繰り返し配列間で生じて

いることが推測できる訳である。このゲノムスキャニング法によってクローン

＃145、＃152、＃153、＃154を解析した結果を図ⅠⅠⅠ－8Aに示した。

まず、クローン＃145と＃152に関しては、いずれもⅢⅠ－54が3コピー、ⅠⅠⅠ一122～ⅠⅠⅠ－167

が2コピー、ⅠⅠI174から左腕末端までが1コピーのパターンを示した（図ⅠⅠⅠ－8A）。こ

のパターンは前述のクローン＃151、＃328と同じ様に第ⅠⅠⅠ染色体の左腕に右腕の一部

が転座していることを示している。コピー数が変化する領域には、右腕一左腕間の転

座に寄与する可能性のある因子としてⅠⅠⅠ－54～ⅠⅠⅠ－122の間にTyl－1、Ty2、いくつかの

LTR配列が、また、ⅠⅠⅠ－167～ⅠⅠⅠ－174の間にTyl－4が存在している（図1－3）。転座の融

合部を決定するため色々とプライマーの組み合わせを変えてPCRを行った結果、Ty2

内に設計したプライマー（d3W84－2）とTyl－4外側のセントロメア側に設計したプラ

イマー（d3W168）との間でPCR産物が検出された（図ⅠⅠⅠ－9）。一方で、Tyl－4内に設

計したプライマー（dTF150．3）とTy2外側の左腕テロメア側に設計したプライマー

（d3W84）との間ではPCR産物は得られなかった。Tyl－4とTy2の配列をアライメン

トにかけると、mを含めた約1kbの街域に98％という非常に高い相同性が認められ

る。これらの結果より、クローン＃145と＃152の転座は左腕Tyl－4と右腕Ty2の約1kbの

相同性を利用して生じていることが判明した。

以上の様に、乃戯欠損株に生じる転座や不等交叉の大部分は野生株で観られもの

と同じ、繰り返し配列の相同性を介したものであった。ゆえに、出芽酵母には

聞達伝子に依存しないマイナーな相同組換え経路が存在することが判明した。

花成兄卜用度諾および乃d〃毘dガニ重欠損株におけるクラスBとクラスCの頻度は招dガ

単独欠損株以下にはならなかったことから、属Aa労連伝子に非依存的な相同組換え

には属A皿形遺伝子やRAa労連伝子は寄与していない様である。

一方で、乃d労欠損株では以下に述べる様に相同性を介さない染色体再編も見い出

された。同じ実験区由来のクローン＃153と＃154は、いずれもⅠⅠⅠ－197～ⅠⅠⅠ－205の聞から

右腕末端までが1コピーと、別の染色体との転座を示唆するパターンを示した（図

ⅠⅠⅠ－8　A）。興味深いことに、コピー数が変化するⅠⅠⅠ－197～ⅠⅠⅠ－205の間にはTy因子や

LTRなどの繰り返し配列は存在しない（図ⅠⅠⅠ－10）。このため、当初は繰り返し配列
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A Tad52欠損株に生じた異常染色体
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B md51欠損株に生じた異常染色体
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図ⅠⅠⅠ-8ｹﾞﾉﾑｽｷﾔﾆﾝｸﾞ法による解析結果
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第ⅡⅠ染色体右腕

第ⅡⅠ染色体左腕

d3 W84-2

(Ty2に特異的)

d3W84 †

筒
Z二二ゝ
亡::::=二二二二ﾆｺ

左腕ﾃﾛﾒｱ

〔⊃

音

l d3W168

1 kb (相同性98%)

dTF1 50.3

1 (Tylに特異的)

o.3 kb (相同性94%)

図ⅠⅠⅠ-9 Ty2とTyl-4の構造

第ⅡⅠ染色体の配列を細い縦線,ｾﾝﾄﾛﾒｱを自丸､ LTR配列を自三角､ Ty因子
を白三角と白四角､ﾌﾟﾗｲﾏ-を央印で表した｡ｸﾛ-ﾝ#145と#152では, d3W84-2
とd3W168をﾌﾟﾗｲﾏ-として用いた時にPCR産物が検出されることから, Ty2とTyl-
4の約1 kbの相同性を利用した右腕一左腕間の転座が起きていることが判明した｡

LEU2 d3W200-a-2(MATaに特異的) tDW ADE2

d3W200- α (MATuに特異的)
==ｺ

図ⅠⅠⅠ-10第ⅠⅠⅠ染色体ⅠⅠⅠ-197-ⅠⅠⅠ205付近の構造(親株二倍体)

第Ⅲ染色体の配列を横線､ｾﾝﾄﾛﾒｱを白丸､ﾌﾟﾗｲﾏ-を央印､ MAT遺伝子座

を四角で表した｡ LEU2遺伝子座を細い縦線､ uRA3遺伝子ﾏ-ｶ-およびADE2遺伝
子ﾏ-ｶ-の挿入部位を三角で表した｡第Ⅲ染色体の下側にはｹﾞﾉﾑｽｷﾔﾆﾝｸﾞに用
いたﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄのⅡⅠ-197とⅠⅡ-205のおおまかな結合位置を太い横線と数字で表し

た｡加払Taが存在する場合はd3W200-a-2とd3C200間で0.54 kbのPCR産物が､ MATuが存
在する場合にはd3W200- αとd3C200間で0.4 kbのPCR産物が得られる｡
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以外の相同性を利用して転座が生じたのではないかと考え,出芽酵母のｹﾞﾉﾑ中に

この領域と相同な部分がないかをﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽで検索したが､長い範囲に渡る相同
＼

性が高い嶺域は見出せなかった｡従って,この転座の発生過程には,これまでに野

生株や1d52欠損株で観られた様な繰り返し配列を介した相同組換えとは異なったﾒ

ｶﾆｽﾞﾑが関与している可能性が考えられた｡ ⅠⅠⅠ-197-ⅠⅠⅠ-205領域は繰り返し配列は

存在しないものの､ MATaやUW遣伝子ﾏ-ｶ-が挿入されている場所である｡

従って､転座の融合部はⅠⅠⅠ-197からUW遺伝子ﾏ-ｶ-の間のどこかに存在してい

るのではないかと考えた.まず手始めに, III-197よりもUW遺伝子ﾏ-ｶ-側にあ

るJ比4Taの存在をPCR法によって確認した.朋AT遺伝子座は出芽酵母-倍体の性､

すなわちa型かα型かの決定を司る領域であり､二倍体細胞にある2本の第ⅠⅠⅠ染色体

には,それぞれﾙ払Taと朋ATαが存在する(図ⅠⅠⅠ-10) ｡朋ATaと朋ATαは非常に良

く似た配列で構成されるが,それぞれに特異的な額域も存在するため､その嶺域に

設計したﾌﾟﾗｲﾏ-であるd3W200-a-2およびd3W200- αと､ d3C200を用いることで

両者の存在を確認することが可能である｡ PCRの結果､ｸﾛ-ﾝ#153, #154とも

MATaの存在を示す0.54 kbのPCR産物と朋ATαの存在を示す0.4 kbの2種類のPCR産

物が得られたことから,これらのｸﾛ-ﾝの異常染色体には肋Taが残されているこ

とが示された｡この朋ATaに特異的なﾌﾟﾗｲﾏ- ; d3W200-a-2を利用し,さらに融合

部を絞り込む作業を行った｡具体的には､朋ATaからﾃﾛﾒｱ側に0.7 kbおきに逆向

きのﾌﾟﾗｲﾏ-を5つ設計し､ d3W200-a-2とのPCR増幅が行われるか否かを調査した

(図III-11) ｡その結果, MATaから3.3 kbに設計したﾌﾟﾗｲﾏ-d3C204まではPCR増

幅が可能だったが,朋ATaから4.O kbに設計したﾌﾟﾗｲﾏ-d3C204-2ではpCR産物は

得られなかった(図ⅠⅠⅠ-12) ｡同じ要嶺で､今度はC204からﾃﾛﾒｱ側に0.2 kbおき

に2つのﾌﾟﾗｲﾏ-を設計し, PCR法によってさらなる絞り込みを行った(図ⅠⅠﾄ

11) ｡その結果,最終的に融合部はd3C204-1-1からd3C204-1-2の間, 0.2 kbの領域内

に存在することが判明した｡次に,この融合部の塩基配列の決定を試みた｡通常,

塩基配列の決定を行うにはある程度のDNA量が必要であり､そのためには融合部を

含む領域をPCRによって増幅しなければならない｡しかし､融合部から先の配列は

全く未知のものであるために逆向きのﾌﾟﾗｲﾏ-を設計することができず､通常の

pcR法による増幅をいきなり行うことは望めない｡そこで, RACE (Rapid

amplification ofcDNAends)法という､ cDNAの未知嶺域をｸﾛ-ﾆﾝｸﾞする方法を応

用することにした｡未知嶺域を含む融合部DNAを増幅する方法を図ⅠⅠⅠ-13に示した｡

この方法の概略は以下の様なものであるoまず､ Taqﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞによって､朋ATa

特異的なﾌﾟﾗｲﾏ-であるd3W200-a-2からﾃﾛﾒｱ方向の配列を単鎖DNAとして合

成した｡ DNA合成は融合部を通過し未知額域に至る｡この様な方法で合成した単鎖

DNAの3-末端に､ TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase)という酵素を用いて

dCTPﾎﾓﾎﾟﾘﾏ-を重合し､このﾎﾞﾘﾏ-に結合するｱﾝｶ-ﾌﾟﾗｲﾏ-(RACE
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⊥月【．ワ URAj A肥

－・d3W200－a－2

い＝こ・l

d3C200　d3C d3C d3C d3C d3C　　　＿

201202　203　2（減　　　2（叫－2・㊦
d3C

2ひl－1－1

d3C

図ⅠⅠⅠ－11第ⅠⅠⅠ染色体ⅠⅠⅠ－197－ⅠⅠト205付近に設計したプライマーの配置

第ⅡⅠ染色体の配列を横線、セントロメアを白丸、プライマーを矢印、肱4乃遺伝子
座を四角で表した。⊥£Lワ遺伝子座を細い縦線、UMj遺伝子マーカーおよびA肥遺
伝子マーカーの挿入部位を三角で表した。第ⅢⅠ染色体の下側にはゲノムスキャニング
に用いたプライマーセットⅠⅠト205のおおまかな結合位置を太い横線と数字で表した。

1

こ・

】卜

．上）
J

＃153 ＃154
用止㍑欠損
二倍体親株

1　2　3　4　51　2　3　4　51 2　3　4　5

プライマーセット
1d3W2（和一ト2、d3C201

2d3W200－1，2・－d3C202

3d3W200－1－2・－d3C203

4d3W200－1－2・－d3C204

囲ⅠⅠⅠ－12　PCRを利用したクローン＃153および＃154の染色体融合部の同定

図ⅠⅢ－11で示したプライマーを用いたpcRの結果を示した。泳動像の右隣に、
PCRに用いたプライマーセットの一覧を記した。クローン＃153と＃154では

A4A乃から3．3kbに設計したプライマーd3C204まではd3W200－1－2とのPCR増幅
が可能だったが、朗A乃から4．Okbに設計したプライマーd3C204－2ではPCR産

物は得られなかった。このことは、融合部がd3C204～d3C204－2の間に存在す
ることを示している。
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ｽﾃｯﾌﾟA

d3W200-a-2

d3C204- 1- 1

???未知領域???

CCCCCCCCCC..".

CCCCCCCCCC. ".

GIIGGGIIGGG

ｱﾝｶｰ部分

ｱﾝｶ-ﾌﾟﾗｲﾏ-

ｽﾃﾂﾌﾟB

d3W200-a-2

ｽﾃｯﾌﾟc

図ⅠⅠⅠ-13 RACE法を応用した転座融合部の増幅 t-■--t--

第IIl染色体の配列を黒色の横線､ﾌﾟﾗｲﾏ-を矢印, MATa遺伝子座を四角､
合成される単鎖DNAを赤色の横線､未知領域を青色の四角で表した｡

ｽﾃｯﾌﾟA

MATaに特異的なﾌﾟﾗｲﾏ-, d3W200-a-2をﾌﾟﾗｲﾏ-とし､ ､ Taqﾎﾟﾘﾒﾗ-
ｾﾞによって単鎖DNAを合成するo DNA合成は融合部を通過し未知領域に至る｡

ｽﾃｯﾌﾟB

単鎖DNAの3'末端に､ TdT (Terminal deoxynucleotidyl transfe,ase)という酵素を
用いてdCTPﾎﾓﾎﾟﾘﾏ-を重合する｡

ｽﾃﾂﾌﾟc

dCTPに結合するｱﾝｶ-ﾌﾟﾗｲﾏ- (RACEadapter)と第ⅡⅠ染色体に特異的な

ﾌﾟﾗｲﾏ-であるd3W20412を用い, PCR法によって未知領域を含む融合部を増幅
するoｱﾝｶ-ﾌﾟﾗｲﾏ-のｱﾝｶ-部分にⅠ (ｲﾉｼﾝ)が挿入されているのは,
Tm値が上がり過ぎないための配慮である｡

67



adapter）と第ⅠⅠⅠ染色体に特異的なプライマーであるd3W204－2を用い、PCR法によって

未知領域を含む融合部を増幅した。最終的にこのPCR産物を鋳型として用い、塩基

配列の解析を行った。融合部の塩基配列を表ⅠⅠⅠ－4に示した。クローン＃153と＃154の

異常染色体融合部の塩基配列を決定した結果、これらのクローンはいずれも第ⅠⅠⅠ染

色体の204kb領域から4bpという非常に少ない相同配列（GGCG）を介し、第XII染

色体の368kb領域と転座を生じていることが判明した。ゆえに、この異常染色体の形

成プロセスにはNHEJ機構が関与している可能性が示唆された。第ⅠⅠⅠ染色体では、融

合部はW（乃蛸）という睨ポリメラーゼⅠⅠの転写因子（TFIID複合体の一部）

をコードする遺伝子ORF内に存在していた（図ⅠⅠⅠ－14A）。一方、第ⅩⅢ染色体では融

合部はORF以外の配列に存在していた（図ⅠⅠⅠ－14　B）。第ⅢⅠ染色体の長さ・は約2，500

肋前後であることが知られている。従って、第刀Ⅰ染色体の右腕約2，100　kbが第ⅠⅠⅠ染

色体の右腕204kb以降に転座し、全長約2，300kb前後の異常染色体が形成されている

計算になる。これらのクローンをサザンブロツティング法で解析すると1，500助から

2，500　kbの間に異常染色体を示すバンドが検出されることから、転座は第ⅩⅡ染色体

との間で起きていると考えて矛盾はない。野生株ではこの様なmJによって生じた

染色体再編は見い出されなかった（Umezuelal．2002）。∫凱ガロ欠損株に生じたNI‡Ⅲ

による転座の頻度は2．9Ⅹ10Jとなるが、この頻度が野生株に対して有意に上昇してい

るか否かは不明である。

以上の結果をまとめると、RAn分遣伝子に依存しない染色体再編は2種類に分類さ

れ、その大半はRAa労　遺伝子非依存的な相同組換え機構によるものであった。一

方、マイナーなものとしてNIⅡJの様な相同性を殆ど必要としない機構も寄与してい

た。この様に、乃dガ欠損株では、極めて頻度は低いものの相同性を介さない転座が

生じていることが判明した。この転座の発生プロセスには、NHEJ機構が関与してい

ると推測され、本来相同組換え機構が担っていた自然DNA傷害の回避のごく一部

を、NHEJ機構が代替して行ったことを示唆している。NHEJの本質はDNAの末端同

士のライゲーション反応であることから（CritchlowandJackson1998）、出芽酵母の

細胞内に発生している自然DNA傷害には、DNA末端を持つ形状のもの、すなわち

DoublestrandbreakやDoublestrandendが含まれており、野生株ではこれらの自然DNA

傷害が相同組換え機構によって回避されているものと推測される。

ⅠⅠⅠ－1－7　∫ad〃ハ日日は討取性盟眉’　唱即させる

M遺伝子は相同組換え経路のうち、特に鎖交換反応において重要な役割を果

たしている（Sungetal．2000）。従って、この欠損殊に生じる染色体再編には鎖交換

反応を欠損した状況が反映されることが予想された。
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図ⅠⅠⅠ－14クローン＃153および＃154に生じた転座の融合部の位置

Aは第ⅡⅠ染色体上での転座融合部の位置、Bは第ⅩⅡ染色体上で
の転座融合部の位置を、それぞれ赤い縦の点線で示した。第Ⅲ染
色体では、融合部は乃財J（WJ）というRNAポリメラーゼⅡの
転写因子（TFⅡD複合体の一部）をコードする遺伝子ORF内に存
在していた。一方、第ⅩⅡ染色体では、融合部はORf以外の配列に
存在していた。
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招d〃欠損株では、アリル間の組換えについては交叉の頻度が野生株の45％に減少

しており（図ⅠⅠⅠ－6）、遺伝子変換は検出されなかった（表ⅠⅠⅠ－7、頻度＜5・8Ⅹ10－7）。

一方で、異所性の組換えについては上昇が観られ、転座・不等交叉の頻度が野生株

の14倍に、染色体内欠失の頻度が8．7倍まで上昇していた。転座・不等交叉としては

全部で45クローンが同定され（表ⅠⅠⅠ－3）、そのうち9クローンの異常染色体融合部を

解析した。その結果、4クローンは野生株で観られたものと全く同じTylを用いた転

座であることがPCR法により判明した。また、ゲノムスキャニング法で解析を行っ

た5クローンの異常染色体に関しては、コピー数の変化する領域には全てTylが存在

することが判明した。染色体内欠失としては全部で47クローンが同定され（表ⅠⅠⅠ－

3）、そのうち46クローンは朋A闇間の欠失であることがPCRによって確認され

た。残りの1クローンに関しては、PFGEとサザンブロツティング解析を行ったとこ

ろ－130kbのサイズ変化を生じた異常染色体を有していた（頻度5．8Ⅹ10‾7）。野生株

では、5－FOA耐性Leu・Ade・の表現型を示す98クローン中にこの様な欠失を生じたもの

は見い出されなかった（表ⅠⅠⅠ－3、頻度＜3．6Ⅹ10－8）。ゲノムスキャニング法による解

析結果から（図ⅠⅠⅠ－8Ⅰ主）、この異常染色体のコピー数が変化する領域、ⅠⅠⅠ－141～ⅠⅠⅠ－

153とⅠⅠⅠ－271～ⅠⅠⅠ－303にはTylやLTRが存在することが判明した（図Ⅰ－3）。最終的に融

合部を決定することはできなかったが、このクローンにおける欠失の発生にはTylや

uRなどの相同性が関与していることが考えられる。

以上の様に、期成毀欠損株では異所性の組換えによる染色体再編の発生頻度が上昇

し、異常染色体の融合部には相同性が見い出された。従って、属Aa〃遺伝子が関与

する鎖交換反応は、この様な異所性の組換えを抑制していると考えられる。アリル

間の組換えに関しては、RAa労遺伝子が野生株に生じる交叉の約半分に寄与してい

ることが示唆された。遺伝子変換の頻度に関しては野生株に対しての増減は不明で

ある。これを明らかにするためにはクラスCの解析数を増やす必要があるだろう。

ⅠⅠⅠ＿1＿8」血おⅥ欠眉はlル闇の瓢換湧と討野性祝儀えの双雇を唱［させる

RAn和遺伝子は、相同組換え初期過程においてDN皐末端のプロセシングに関与し

ている他、近年の研究では姉妹染色分体同士の接着への関与が示唆されている（詳

細は本稿ⅠⅤ－3－3に後述）。この欠損株における染色体再編にはそれらの現象を欠損し

た状況が反映されることが予想された。

招d卯欠損株では、以下に詳細を述べる様にA戚遺伝子マーカーがホモ化する現

象が見い出されたため、その現象を考慮に入れたLOHイベントの分類を行う必要が

あった。野生株、乃dだ欠損株および招d〃欠損株と異なり、用正和欠損株ではクラス

Cに彪A7側聞の欠損以外のサイズ変化を生じた異常染色体をもつものが10クロー
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ンも見い出された（表ⅠⅠⅠ－3）。しかも、これらのうちいくつかのクローンは、通常

の第ⅠⅠⅠ染色体よりも長い異常染色体を有していた。このことから、これらの10ク

ローンの異常染色体は染色体内欠失とは異なるメカニズムによって形成されている

ことが予想された。PCR法やゲノムスキャニング法を用いて10クローンのうち7ク

ローンの異常染色体を解析したところ、これらはいずれもTylを介した転座や不等交

叉を生じていることが判明した○転座や不等交叉は本来Ade－の表現型を示すクラスB

に検出されるものであり、野生株、毘dガ　欠損株および乃d〃　欠損株ではこの種の

LOHイベントがクラスCで検出されることは皆無であった（表ⅠⅠⅠ－3）。この結果を説

明する一つの仮説として、これらの10クローンでは、染色体間の組換えによるLOH

が生じる前の段階で、A肥　遺伝子マーカーが相同染色体に高頻度でコピーされ、

＋／＿→＋／＋へとホモ化していることが考えられた（図ⅠⅠⅠ－15）。この点について確認す

るため、クラスCに分類された47クローンのA瓜連伝子マーカー挿入額域の構造を

pcR法で解析した（表ⅠⅠⅠ－5）。この解析に用いるプライマーはA瓜連伝子マーカー

挿入額域を挟む形で第ⅠⅠⅠ染色体上ⅠⅠⅠ－314観域に設計されており、A肋望　遺伝子マー

カーが挿入されている場合には3．5　kbのPCR産物が、挿入がない場合には1・5　肋の

pcR産物が検出される（図ⅠⅠⅠ－16）。表ⅠⅠⅠ－5にある様に、PCR法による解析の結果、

クラスCのクローンは2つのタイプに分類された。一つは、3．5kbのPCR産物のみが検

出されるタイプである。このタイプには理論上A肥遺伝子マーカーが2コピー分あ

るもの（ⅠⅠⅠ＿314：：A肥／ⅠⅡ－314：：A肋崇；図ⅠⅠⅠ－15のa、bの不等交叉、C、d）と1コピー

分のみのもの（ⅠⅡ－314：：Aか彫／0；図ⅠⅠⅠ一15－Aのa－、bの転座、Cりが含まれている。こ

れらのクローンでをまA膿　遺伝子マーカーがホモ化した後に、染色体間の組換えに

ょってLOHが生じたものと推測される。この様なクローンを、以下A肥　ホモ化ク

ローンと呼ぶ。もう一つのタイプは、1．5kbと3．5kbの2種類のPCR産物が検出される

タイプで、これらのクローンは図Ⅰ一1にある様な、Aか占2　遺伝子マーカーのホモ化を

伴わないLOHを生じたものであると考えられる。これらを以下A肋望ヘテロクローン

と呼ぶ。以上の様な現象が見い出されたことから、招d卯　欠損株ではA肥　遺伝子

マーカーのホモ化を考慮に入れた上でLOHイベントの分類を行う必要があった。

毘d即欠損抹ではクラスCにおいて正常な長さの第ⅠⅠⅠ染色体を2コピー保持するもの

が30クローン検出され（表ⅠⅠⅠ－3）、そのうちA肥　ホモ化クローンが21クローンあ

り、その頻度は1．9Ⅹ10－5であった（表ⅠⅠⅠ一5）。これらの21クローンはA膿遺伝子

マーカーがホモ化した後に交叉か遺伝子変換の何れかのLOHイベントを生じたもの

と推測されるが、これらのクローンがどちらのLOHイベントによるものなのかを明

確に区別することは不可能である。そこで、A肥ヘテロクローンにおける交叉と遺

伝子変換の頻度の割合を利用し、A膿ホモ化クローンにおける交叉と遺伝子変換の

頻度を算出することにした。Aエ旭2ヘテロクローンにおける交叉（図Ⅰ－1B－a）と遺伝

子変換（図Ⅰ－1C－b）の頻度はそれぞれ4．5Ⅹ10－4（表ⅠⅠⅠ－3）と8．3Ⅹ10‾6（表ⅠⅠⅠ－5）であ
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ⅠⅠⅠ ⅠⅠⅠ

苫≡

ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-の
ﾎﾓ化

)euA::uE::i223 ⇒ ｡DE2
親株二倍体

(5-FOAs Leu'Ade')

ⅠⅠⅠ ⅠⅠⅠ

[Rﾖ ADE2
し''ﾉ

ﾊ゚ﾙｽﾌｲ-ﾙﾄ゙ｹ゙ﾙ電気泳動(pFGE)による解析

第ⅡⅠ染色体2ｺﾋ゚- 染色体異常あり
(数.ｻｲｽ゙の異常)

表
現
型
に
よ
る
解
析

5-FOAr
Leu+
Ad¢十

J='

a交叉

~ 削 …

*atI;'9e b不等交叉又は転座

一■■

c遺伝子変換

~一 節

c'遺伝子変換
+染色体喪失 d染色体内欠失

図ⅠⅠⅠ-15 ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化を伴ったLOHｲﾍﾞﾝﾄの分類

LOHが発生する前の段階でADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化が生じた場合, 5-FOAr
Leu'Ade'の表現型を示すｸﾛ-ﾝには本来ｸﾗｽBで検出されるLOHｲﾍﾞﾝﾄ;交叉や
転座･不等交叉を生じたものが含まれる場合がある｡
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表ⅠII-5 ADE2遭伝子ﾏ-ｶ-挿入領域の構遺に基づいた
Tad50欠規株5-FOA耐性Leu･Ade･ｸﾛ-ﾝの分類

頻度xlO-5 (検出ｸﾛ-ﾝ数)

ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-
完仝長第Ⅲ染色体ｺﾋﾟ-数: ｻｲｽﾞ異常を生じた第III染色体ｺﾋﾟ-数3)

挿人の有無(遺伝子塑) l) 2:03)

･ (ADE2/ADE2orADE2/0) 1.9 (21)

+/- (ADE2/III1314) 0.83 (9)

合計2.8 (30)

1:l (MAT-HMR△) 1=≧l (non朋ATIEMR△)

0.093 (1) 0β3 (10)

0.56 (6) <0.093 (ND)

0.65 (7) 0,93 (10)

NDは未検出であることを示している｡

1) ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-が挿人されているⅢ-314領域の遺伝子型は､ pcR解析によっ
て分類した(図ⅠⅠⅠ-16) ｡
2)この分類は､表ⅠⅠⅠ-3と同様のものである｡

3)これらのｸﾛ-ﾝはいずれもuRA3遺伝子ﾏ-ｶ-の挿入断片が存在していな
いことがpcR解析により明らかになった｡従って,交叉か遺伝子変換のいずれかが
生じているものと考えられる｡

･).]

/ /

◇◇

･//

< III-314::ADE2 (3.5 kb)

< ⅠⅠⅠ-314 (1.5kb)

囲ⅠII116 PCR法によるADE2遺伝子ﾏ-ｶ-挿入領域の構造解析

ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-挿人領域の構造解析に用いるﾌﾟﾗｲﾏｰはADE2遺伝子ﾏ-
ｶ-挿入領域を挟む形で第III染色体上III-314領域に設計されており､ ADE2遣伝子ﾏ-
ｶ-が挿人されている場合には3.5 kbのPCR産物が､挿入がない場合には1.5 kbのPCR
産物が検出される｡
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り,両者の合計を100%とした場合､交叉は98.2%､遺伝子変換は1･8%の割合とな

る｡この割合をADE2ﾎﾓ化ｸﾛ-ﾝの頻度, 1.9Ⅹ 10-5に乗じることで, ADE2ﾎﾓ

化ｸﾛ-ﾝにおける交叉および遺伝子変換頻度の算出を行ったoこれらの値をADE2

へﾃﾛｸﾛ-ﾝにおける交叉と遺伝子変換の頻度にそれそれ加算し､最終的な交叉

と遺伝子変換の頻度を決定した｡

同様に､今度はｸﾗｽCにおいて肋T-HMRを介した染色体再編により-80 kbのｻ

ｲｽﾞ変化を生じている7ｸﾛ-ﾝに閑してADE2遺伝子ﾏ-ｶ-挿入額域の構造を解

析した｡その結果､ 7ｸﾛ-ﾝ中6ｸﾛ-ﾝがADE2へﾃﾛｸﾛ-ﾝ,残り1ｸﾛ-ﾝ

がADE2ﾎﾓ化ｸﾛ-ﾝであり､それらの頻度はそれぞれ5.6 Ⅹ 10-6と9.3 Ⅹ 10-7 (表ⅠII-

5)であった. ADE2へﾃﾛｸﾛ-ﾝはMAT-m4R間の染色体内欠失に分類される

が､ ADE2ﾎﾓ化ｸﾛ-ﾝに関してはMAT一月九瓜間の染色体内欠失か､ MAT-Mを

介した不等交叉なのか判別不能である｡ md50欠損株ではｸﾗｽBに朋AT-Mを介

した不等交叉(ADE2へﾃﾛｸﾛ-ﾝ)が1ｸﾛ-ﾝ検出されており､その頻度は1･5

Ⅹ10-5であった(表III-3).これらの頻度を用いてADE2ﾎﾓ化ｸﾛ-ﾝにおける染色

体内欠失と不等交叉の割合を算出し､交叉や遺伝子変換の時と同様の要嶺で最終的

な頻度を決定した｡

-方,朋AT-uR以外の場所で染色体再編を生じたｸﾗｽCの10ｸﾛ-ﾝに関して

は､全てがADE2ﾎﾓ化ｸﾛ-ﾝであることが判明した(表ⅠⅠⅠ-5) ｡従って､これま

でに述ぺてきた交叉､遣伝子変換, MAT-Mを介した染色体再編の場合と異な

り､これらの10ｸﾛ-ﾝは全て転座や不等交叉として分類し､ｸﾗｽBで求めた転

座･不等交叉の頻度(表ⅠⅠⅠ-3)に加算した｡

また､ md50欠損株ではｸﾗｽCにおいて正常な長さの第III染色体を1ｺﾋﾟ-保持す

るものが3ｸﾛ-ﾝ検出され､その頻度は2.8 Ⅹ 10-6であった(表III-3) ｡このｸﾛ-

ﾝの発生ﾒｶﾆｽﾞﾑには, ｢染色体喪失を伴った遺伝子変換｣と､ ADE2遺伝子ﾏ-

ｶ-のﾎﾓ化を生じた｢染色体喪失を伴った交叉｣の双方が閑与している可能性が

ある(図III-15-Aのa-､ cT) ｡それらの頻度の算出には､ ADE2へﾃﾛｸﾛ-ﾝにおけ

る遣伝子変換の頻度とADE2ﾎﾓ化ｸﾛ-ﾝにおける交叉の頻度の割合を利用した｡

以上に述べてきた様に､ ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-がﾎﾓ化することを考慮に入れた上

で乃d310欠損株に生じたLOHｲﾍﾞﾝﾄを表III-7にまとめ,野生株と比較した(図ⅠⅠⅠ-

6) ｡ｱﾘﾙ間の組換えに関しては交叉の頻度が野生株の13倍､遺伝子変換の頻度が

30倍に上昇しており､また､異所性の組換えについても転座･不等交叉の頻度が32

倍に上昇していた｡転座･不等交叉を生じたものはｸﾗｽBで13ｸﾛ-ﾝが同定され

(表ⅠⅠⅠ-3) ､そのうち8ｸﾛ-ﾝの異常染色体融合部を解析した｡その結果､ 3ｸ

ﾛ-ﾝは野生株で観られたものと全く同じTylを用いた転座であること, 1ｸﾛ-ﾝ

はLad52欠損株でも観られた様なMAT-1}MRを介した不等交叉であることがpCR法に
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より判明した｡また,ｹﾞﾉﾑｽｷﾔﾆﾝｸﾞ法で解析を行った4ｸﾛ-ﾝの異常染色体

に閑しては,ｺﾋﾟ-数の変化する領域には全てTylが存在することが判明した｡

MAT-HMR間の染色体内欠失の頻度に閑しては野生株の1.9倍と,あまり大きな変化

は観られなかった｡

この様に､ Ld50欠損株では多くのﾀｲﾌﾟの染色体間組換えが上昇していた.表

III-2Bにある様に, n2d50LdS2二重欠損株ではｸﾗｽB全体の頻度が8.8 Ⅹ 10-5とmd50

単独欠損株の12%まで低下したことから, md50単独欠損株生じる染色体再編の大部

分はW52遺伝子の機能に依存していると考えられる.このことは, md50欠損には

w52遺伝子依存的な組換えを上昇させる効果があることを示している.また,

md50 md52二重欠損株では､ｸﾗｽB全体の頻度がmd52単独欠損株の16倍に上昇し

ており,この閑係はmd50単独欠損株と野生株の閑係と同じであった｡従って､ md50

欠損は, RAD52遺伝子依存的な相同組換えとW52遣伝子韮依存的な相同組換えの

双方を上昇させる効果があることが判明した｡また, Ld50欠損株ではADE2遺伝子

ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化という特徴的な現象が見い出された｡結果として､交叉や転座･

不等交叉といった染色体間でのLOHｲﾍﾞﾝﾄでは､約4-5%でADE2遺伝子ﾏ-ｶ-

のﾎﾓ化を生じていることが明らかとなった｡この様な現象は野生株では極めて低

頻度に生じることが確認されているが, md50欠損株の様にLOH解析に影響を及ぼす

ものではなかった｡また､当研究室の安島による研究では, sgsl欠損株においても

ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化が生じることが明らかとなっている(安島2001年修

士論文; Ajimaet al. 2002). sgsl欠損抹もmd50欠損株と同様"hyper-rec"と呼ばれ

る各種組換えが上昇する表現型を示すことから､ ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化は組

換えが上昇する株に普遍的に起こる現象であると考えられる.後述するLd18欠損珠

のLOH解析においても,組換えの上昇と共にADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化が見い出

されている｡
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ⅠⅠⅠ＿1＿9J別は2および乃d，J　日日閉では魚突然優渥の新生が上郡る

図ⅠⅠⅠ－6にある様に、招d詔欠損株と招d臼欠損株では、U緋遺伝子マーカー内に生

じる点突然変異の頻度が野生株に対し約25倍上昇していた。∫笥dだ欠損株ではこの種

の変異を生じたものが23クローン、毘d臼欠損株では3クローン見い出された（表ⅠⅠⅠ一

6）。この変異の実体を掴むため、これらのクローンのU貿月j遺伝子マーカー部位を

pcR増幅し、塩基配列決定を行った。当初、これらの変異はNHEJなどの機構によっ

てもたらされた微少な塩基の欠失や挿入ではないかと予想していたが、解析結果は

その予想を覆すものであった。∫召dガ　欠損株では19クローンが塩基置換を生じたも

の、4クローンが一1のフレームシフトを生じたものであり、毘d〃欠損株の3クローン

は全て塩基置換を生じていることが判明した（表ⅠⅠⅠ－6）。∫苫dだ　欠損株では特にG：C

ペアでの塩基置換変異が多い傾向が見受けられた。これらの変異はU天月j　遺伝子の

ORf全体に渡って分散して検出され、特に変異のホットスポットは認められなかっ

た（図ⅠⅠⅠ＿17）。さらに、毘dだ欠損株では同一クローン内に2箇所の塩基置換が同時

に生じているものが3クローン検出され、しかも2箇所の塩基置換の距離は1～15bp離

れているだけと非常に近い位置で発生していた（図ⅠⅠⅠ－17）。野生味では、点突然変

異はG：C→T：Aの塩基置換がクラスCの98クローン中2クローンから検出されたのみで

あり、しかもこれらは同一実験区から検出されUX月j遺伝子ORF内における変異の位

置も一緒だった。このことから、この2クローンの起源は同じクローンであると考え

られる。∫苫d和欠損株では点突然変異は検出されなかった。

以上の結果をまとめると、乃dだ欠損株と毘d〃　欠損抹では、URAj遺伝子マー

カー内に生じる点突然変異の頻度が大きく上昇し、その変異の実体は主に塩基置換

であることが明かとなった。このことから、相同組換え経路、とりわけ畑遺伝

子が関与する鎖交換型の組換え経路が不括化したために、本来この程路が行ってい

た自然DNA傷害の回避が何らかの別の代替経路にスイッチされ、その結果として塩

基置換が発生したことが示唆される。一般的に塩基置換を発生させるメカニズムと

しては、DNA上の損傷部位に無理矢理塩基を挿入してDNA合成を行う損傷乗り越え

DNA合成が知られている。従って、代替経路の実体はこの損傷乗り越えDNA合成で

はないかと推測される。損傷乗り越えDNA合成の基質は主にDaughterStrandGapと呼

ばれるギャップ構造であることから、出芽酵母の細胞内にはこの種の自然DNA傷害

が発生しており、野生株ではこれらは相同組換え機構により回避されていることが

推測される。
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表ⅡⅠ－6　ひRAj遺伝子マーカー内に生じた変異

塩基置換
株　　頻度　xlOj　　検出変異数　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－1

（foldx）（検出クローン数）GC→AT AT→TA AT→CG GC→TA GC→CG　フレームシフト

野生株1）0．0071（1）

戯　　0．17（凱）

招（好J O．18（お）

脚　＜0．093（＜13）

2（2）

26（23）

3（3）

ND

0　　　　0　　　　　0

9　　　　4　　　　3

0　　　　1　　　　0

2　　　　　0

5　　　　1

1　　　　1

0

4

0

NDは未検出であることを示している。

1）野生殊二倍体（RD301）のデータはnraokaらの研究によるものである（Hiraokaet
aL2000）。

77



箋　軍l

巨　巨

芦　∈

＝
［　⊆
く　　　　ト・
ト　　　■く

巨星

ト　　　　ロ

喜　塞

ぎ　喜

喜　望

喜　害
5　　毒

さ　　ご

芦　E
U　　　　トー

巨　萱
…　三
しノ　　　　く

＝
岩　　葛
I

L／1

L／1　　　　1．／1

M m
t・」

〕　　　　　U

∈　⊆

㌻§

袈喜
ト　　　　く

戸　　5

書　巨

葦　戸

旨∈劇

毒　巨

き　喜

毒　害卜

箋　ヨ
U　　　　しノ

喜書
芸　　3

善　書

害　巨
3　　毒
く　　　　　ト

8　　巨

喜喜
く【　　　　〕

・q：　　　しフ

：；

≡　∈
5　　亡
く【　　　　〕

占　　5
しノ　　　　・句：

∈　§

葺　巨

Ln
M
N

U
U

ヨ
b
lJ
〕
〕

冨

∈
3
3
ロ
リ

害
U

5

∈
b
・lく

巨
・q：
ト・

3
U

5

純
害

毒
ヒ

∈

喜
卜

しフ
しフ
＜

［
己

望

∈
E
さ

Ln Ln LJl l′1　　　　1′1　　　　Ln
（Yl m M nl rn m
M　　　　寸　　　　Ln　　　　しD　　　　ト＿　　　　00

≡…＿…妻…妻
弓　葺　き　喜＜葦　≧

巨萱望声音旨

…＿妻妾……≡

…≡≡董妻≡

妻く享…葦…室
ヒ　　壬　　さ　　S　　さ　　さ

巨喜∈毒≡喜望

紺昭一萱
董妻…喜：…室

78

1′1
m
の

M
I

U

箋
5
〕
tJ
ト・

吉

3

3
U
）
し．ノ
・q：
トー
・く【

害
5
5
しワ
リ
ロ

ト・

∈
U
）
く【

［
■く

∈
3
ト・
く
トー
く
ト

妄

［

芦

亡

害
・＜【

［

葛

3

さ

芦

畔
髄
丈J

よ
招J

至芸
匡左

喜コ

こ・こご　－‾

悪寒睾蓑憂
患舅董蓋雲ず

†J



相同組換え欠損株を用いた解析結果において得られた大きな知見の一つは、相同

組換え機構を不括化することによって、間接的ではあるがLOH頻度の上昇という形

で自然DNA傷害の存在を明らかにできたことである。野生株では、相同組換え機構

による自然DNA傷害の回避の大部分は姉妹染色分体間の組換えによってエラーフ

リーに行われ、回避プロセスのごく一部がLOHという形で検出されているのではな

いかと考えられる。相同組換えが全般的に低下する用dだ欠損株では点突然変異が上

昇し、さらに相同性を介さない転座が検出された。このことは、相同組換え機構が

利用できない状況下では、損傷乗り越えDNA合成やNHEJが相同組換えの代替経路と

して利用されることを示唆している。損傷乗り越えDNA合成の基質であるDaughter

strandgap、NHEJの基質であるDoublestrandbreakもしくはDoublestrandendは、いずれ

も相同組換えの基質ともなり得ることが知られている。従って、損傷乗り越えDNA

合成とNHEJは、それぞれ相同組換えと相互に補完して作用していることが推測され

る。では、損傷乗り越えDNA合成やN皿は自然DNA傷害の回避に寄与するのであろ

うか？野生株において相同組換えによるエラーフリーな回避が見い出されなかった

のと同じ様に、野生株や相同組換え欠損株において、損傷乗り越えDNA合成やNHⅢ

によるエラーフリーな回避が見逃されている可能性がある。この可能性を確かめる

ために、本研究ではⅠⅠⅠ－2で複製後修復機構の欠損がLOHに及ぼす影響を、ⅠⅠⅠ－3で

NHEJ機構の欠損がLOHに及ぼす影響を調べた。
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表ⅡⅠ－7　相同覿換え関連遺伝子欠損殊に生じた各LOHイベントのまとめ

頻度　xlO－5

（hldx）1）【％】2）

組体喪失　　　（1；・ミ5。　（49デ3；9，．7］　（3若1．94】（4許【79】

相同染色体問の軋換え4）
交叉刃

（＋染色体喪失）

遺伝子変換

（十染色体喪失）

4．3

（1）【3勾

0．25

（1）【2．1】

0．032

（1）【0．27】

＜0．0036

（1）ト】

0．44

（0．10）【0．13】

0．056

（0．22）［0．017】

0．029

（0．91）【0．00縞1

＜0．0073

（－）ト】

1．94

（0．45）【0．79】

0．39

（1．6）【0．16】

＜0．058

（＜1．8）ト】

＜0．058

（－）ト】

55

（13）【15】

7．5

（30）【2．1】

0．95

（30）【0．26】

0．084

（＞お）【0．023】

異所性の軋換え
転座・不等交叉

染色体内欠失
血乙4相加駅△

それ以外の欠失

0．63

（1）【5．5】

0．31

（1）【2．6】

＜0．0036

（1）ト】

0．11

（0．17）【0．034】

0．095

（0．31）【0．029】

＜0．071

（－）ト】

8．8

（14）【3．6】

2．7

（8．7）【1．1】

0．058

（＞16）【0．024】

20

（32）【5．5】

0．58

（1．9）【0．16】

＜0．093

∽uβ内変異　　（鍔㌫］　伽㌢・‡言．。5．】（おア・壬言．耶1】　還晋ミ＿】

合計　　（1）1ミ100】　（㌶3寺100】　（㌫100】（3孟6寺1叩

1）（）内の数値は、野生株に対する頻度比を示している。
2）H内の数値は、各棟毎のLOH頻度の給計における割合を示している。
3）野生株二倍体（RD301）のデータはHiraokaらの研究によるものである（Hiraokaetal．
2000）。

4）招虞犯欠損株の頻度に関しては、A肥遺伝子マーカーのホモ化を考慮して補正を行った。
5）ここでの交叉の頻度は、通常の「交叉」（図Ⅰ一1B－a）の頻度と「交叉＋染色体喪失」（図L
IB－a，）の頻度の総計である。遺伝子変換の場合も同様である。
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ⅠⅠト2　複製後修復欠損株の解析

相同組換え関連遺伝子の欠損株におけるLOH解析の結果、毘d〃　欠損株および

招戯欠損株において∽∽j遺伝子マーカー内の点突然変異が大きく上昇したことか

ら、細胞内に発生する自然DNA傷害の回避プロセスには損傷乗り越えDNA合成の機

構が関与している可能性が示唆された。損傷乗り越えDNA合成は複製後修復と呼ば

れる機構の一部に含まれることが知られている。近年の研究から、複製後修復修復

はRAaあぇ孔n柑遺伝子によって制御され、その下流にRAaタ、RA皿ヲβおよび風引βそ

れぞれの遺伝子が関与する複数の経路が存在することが報告されている（図Ⅰ－6）。

RAかふRAβJ＆RA刀∫遺伝子はユビキチン結合を介した蛋白質分解によって複製後修

復に関与していると考えられているが、その分子機構の詳細は明らかになっていな

い。また、RAaヲ0　遺伝子は損傷乗り越え型DNAポリメラーゼpol77をコードし、

REt＠伝子はやはり損傷乗り越え型DNAポリメラーゼであるpol∈の触媒サブユニッ

トをコードしている。本研究では、乃粛＆花瓜招ββおよび花招の単独欠損株と、

毘粛β招dガ、花成日豪は乙J別路飢切出2および鷹Ⅳゴ∫別裏甘の二重欠損株を作製し、これら

の欠損株に生じるLOHの解析を行った。

ⅠⅠⅠ＿2＿1複製後　　▲　が　レ　レ　　　　　にl

本研究では複製後修復関連遺伝子の欠損株として花道封入」協正久∴招正和および花招そ

れぞれの単独欠損株を作製した（株作製の詳細についてはⅠⅠ－5－3、ⅠⅠ一5－4を参照）。ま

ず最初に、相同組換え関連遺伝子の欠損株の時と同じ様に（ⅠⅠⅠ一1－1）、複製後修復関

連遺伝子の欠損がMMS感受性に及ぼす影響を調査した。J苫〟β欠損株と用お欠損株は

MMSに比較的強い感受性を示し、md30欠損株とzev3欠損株は高濃度のMMS処理に

ごくわずかに感受性となることが知られている（BrendelandHaynes1973；Xiaoetal．

2000；Roushetal．1998）。まず最初にmd18欠損が0．01％のMMSを含んだYPD寒天培

地上での生育に及ぼす影響を調べた（図ⅠⅠⅠ一18）。J召〟β単独欠損株は招dだ欠損株と

同様に0．01％のMMSに感受性を示した。乃〟β毘dガニ重欠損株に関しては、プラス

ミドpMO317（ⅠⅠ－4を参照）を形質転換することによって野生型見4皿労遺伝子を相補

した状態でも0．01％のMMSに感受性を示した。以上より、本研究で導入した毘揖β欠

損はMMSに感受性であることが判明した。また、図ⅠⅠⅠ－18には示していないが、当研

究室の梅津が乃dチ、乃ββおよび苅沖づ欠損株に関してMMS感受性の検討を行ったとこ

ろ、毘dチ欠損株は0．01％のMMSに感受性を示したが、乃ββ欠損および武神づ欠損によ

る影響は見受けられなかった。この結果は一般的に知られているこれらの欠損株に
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おけるMMS感受性と一致している。

ⅠⅠⅠ－2．2」吼〟㌻欠損が生引こ顔ぼ□字翠

次に、毘揖β欠損が生育に及ぼす影響を調べるため、生菌数、ならびに細胞の出芽

状況について経時的に測定を行った。具体的には、相同組換え欠損株の生育を調べ

た際（ⅠⅠ－1－2）と同様の実験を行った。生菌数をもとに作製した生育曲線を図ⅠⅠⅠ一19

に、0．D．あたり生菌数と細胞数、ならびにそれらから算出したplatingefficiencyや倍加

時間を表ⅠⅠⅠ－8にまとめた。また、細胞周期分布の経時的変化を図ⅠⅠⅠ－20に示した。

乃〟β欠損が生育に及ぼす影響を調べた結果、乃〟β欠損株、招dだ欠損株、毘戯β

月山び2欠損株の順で1）野生株に対し倍加時間が遅延する（表ⅠⅠⅠ－8）、2）対数増殖期

においてG2－M期の細胞と形態異常を示す細胞の割合が増大し（図ⅠⅠⅠ一20）、0・D・あた

りの生菌数・細胞数が少なくなっていく（表ⅠⅠⅠ一8）、3）platinge任iciencyが低下する

（表ⅠⅠⅠ－8）、ということが判明した。従って、相同組換え欠損株と同様、複製後修

復の欠損株ではG2－M期で細胞周期が一時的に停止したり形態異常を生じる細胞の割

合が増加し、分裂ができなくなってしまう細胞が出現しているものと推測される。

ゆえに、複製後修復機構はゲノムDNAの複製中に生じた何らかの問題の解消に寄与

していることが考えられる。

ⅠⅠⅠ＿2＿3　∫苫dJβ　日日はLOH牒上声させる

複製後修復はRA以β遺伝子に依存していることから、この遺伝子の欠損株におけ

るLOH解析結果には、複製後修復経路全般が不括化された状況が反映されることが

推測された。

図ⅠⅠⅠ－21に複製後修復欠損株における5－FOA耐性頻度、5－FOA耐性Leu＋頻度、5－FOA

耐性Leu＋Ade＋頻度の散布図を、表III－9Aにこれらの中間値をまとめ、表III－9Bにそれ

らをもとに算出したクラスA～Cの頻度をまとめた。図ⅠⅠⅠ－22のグラフは、各相同組換

え欠損株の全LOH頻度を比較したもので、さらに染色体喪失とそれ以外のLOHイベ

ントの割合を示している。J竃戯β単独欠損株でLOH解析を行った結果、LOH頻度は野

生株の13倍に上昇し、染色体喪失とその他のLOHイベントの双方について上昇が観

られた（図ⅠⅠⅠ一22）。上顎〟β　用dガ　ニ重欠損株ではLOHが野生株の54倍と大きく上昇

し、この頻度の6．5Ⅹ10jという値は、招揖β単独欠損株と乃dガ単独欠損株それぞれの

LOH頻度の総和よりも高かった（図ⅠⅠⅠ－22）。また、LOHのほぼ全てが染色体喪失に
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ypD寒天培地

野生株

TBd52

Tad52 / pMO3 17

Tad18

TadI8 Tad52 / pMO3 1 7

o.o1% MMSを含むypD寒天培地

-倍体α株-倍体a株-倍体α株-倍体a株

⊂:::::====ゝ ⊂::::::===ゝ ⊂:::::::===ｰ』ゝ

生菌数㌔+S～.Y4㌔

図ⅠII-18 L.&dL8欠損がMMS感受性に及ほす影響

-倍体細胞株をypD寒天培地およびo.o1% MMSを含むypD寒天培地にｽﾎﾟｯﾄして30℃
で3目間培養し､ｺﾛﾆ-形成の有無を指標とすることによりMMS感受性を検走した｡

'ad52/pMO317は､ md52欠損株にﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞpMO317が形質転換されていることを示し
ている｡ pMO317はRAD52遺伝子機能を相補するo

真
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ji⊇
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?-=

=丁

胡
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培義時間(Hou｢)

-{}--野生株

-･･-･○･･･････ rad18欠損株

･-･○-- Tad52欠損株

1--ﾑ-- Tad18md52欠損株

図III-19 TadL8欠損が生育に及ぼす影響

経時的に採取した培養液1mlあたりの生菌数を計測し､その値をもとに生育曲線を
作製した｡生育の調査に関してはLOH測走時と同じ二倍体株で行い､培地について
もLOH測走時に便用するものと同じ､ ypD液体培地にｱﾃﾞﾆﾝとｳﾗｼﾙを添加し
たものを便用した｡
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表ⅠⅠⅠ_8複製後修復閑連遺伝子欠損株のplating efficiencyと倍加時問

株野生株md18 Ld52 md18 md52

o.Dあたりの生菌数(x107)
o.Dあたりの細胞数(xlO7)
Plating efficiency

2.33±0.382 1.5 1±0.216 0.748±0. 158 0.502±0.0387

2.43土0. 197 2.68±0.580 1.5 1±0.284 1.37±0. 147

96% 56% 50% 37%

生菌数より求めた倍加時間(Min) 84 91 146 210

生菌数および細胞数は､図Ⅲ-19において対数増殖期の直線性のある範囲の平均を
求めて算出した｡倍加時間に関してもその範囲より算出した｡
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囲ⅠⅠⅠ－20　r8d柑欠損が細胞周期分布の軽時的変化に与える影響
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図中のプロットー個は一実験区での頻度を表している。頻度の中間
値を太い実線で表し、その左に細い縦線でヒンジ散布度を表した。ヒ
ンジ散布度とは、最低値より25％～75％の範囲のことを指す。野生株
二倍体（RD301）のデータはHiraokaらの研究によるものである
（Hiraokaetal．2000）。
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表ⅠⅠⅠ－9A

複製後修復関連遺伝子欠損株の5－FOA耐性頻度、
5－FOA耐性Leu・頻度、5－FOA耐性Leu＋Ade＋頻度の中間値

A－a　複製後修復関連遺伝子単独欠損株

中間値（慧‰75％ヒンジ）xlOj

表現型　　　　野生株1）　　招dJg　　　乃お　　　撒ガ0　　　作再

5－FOA耐性

5」FOA耐性bu＋

5」FOA耐性bu＋Ad♂

12　　　　　144

（8．8－18．6）（118－173）

5．2　　　　　　56

（2．7－8．3）　（4か69）

0．35　　　　　18

（0．15－0．57）（16－31）

40　　　　　12　　　　　15

（3相）　（11－13）　（10－22）

17　　　　　　6．5　　　　　　7．2

（12一刀）　（6．1－7．6）　（5．9－11）

4．0　　　　　0．8　　　　　0．56

（2．ふ5．7）（0．57－1．22）（0．53」0．98）

ノトb　複製後修復関連遺伝子と∫ad∫2との二重欠損株

中間値（お‰75％ヒンジ）xlOj

表現型　　　　野生株　　　此　　花dJβ戚　乃（好感　撤ガ0感　化西伯d毀

5fOA耐性

5」FOA耐性bu＋

12　　　　　332　　　　　650　　　　　467　　　　　367　　　　　470

（8．8－18．6）（295－473）（亜5－753）（朋4－527）（封3司05）（相－518）

5．2　　　　　0．86　　　　1．2　　　　　0．7　　　　　0．71　　　　1．1

（2．7－8．3）（0．53－2．5）（0．75－1．6）（0．朝一1．21）（0．56－1．1）（0．96－2．1）

5－m耐性bu＋Ad♂　　0．35　　　　0．29　　　　0．26　　　　0．11　　　0．28　　　　0．43

（0．15－0．57）（0．11－0．39）（0．15－0．55）（0．083－0．42）（0．20－0．41）（0．36月．70）

A－a、A－b　解析を行った実験区数に関しては以下の通りである。乃dJg欠損株；20区、
招dタ欠損株；16区、招β0欠損珠；4区、代汁づ欠損株；4区、招dJβ招d霊二重欠損株；
23区、乃dヲ乃d毀二重欠損株；8区、期成封hⅦ鯉沼二重欠損珠；8区、躇寝相お2二重欠損
株；8区。

1）野生珠二倍体（RD301）のデータはHiraokaらの研究によるものである（Hiraokaet
d．2000）。
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表ⅠⅠⅠ－9B　中間値より算出したクラスAへ」Cの頻度

B＿a　複製後修復関連遺伝子単独欠損株

頻度（5－FOA耐性頻度中の割合、％）xlOj

クラス1）　　　表現型　　　野生株　　招dJg　　　招お　　　花ββ　　　化再

A　　　5－FOA耐性Leu－　　　6．8
（57）

B

C5－FOA耐性Leu＋Ade・　4．9

（41）

5－FOA耐性Leu＋Ade＋　　0．35

（2．9）

合計　　　　5－FOA耐性 12

（100）

87

（60）

38

（26）

18

（13）

141

（100）

23

（58）

13

（33）

4．0

（10）

40

（100）

5．6

（47）

5．7

（48）

0．79

（6．6）

12

（100）

7．7

（51）

6．6

（41）

0．56

（3．7）

15

（100）

B－b　複製後修復関連遺伝子と用dま2との二重欠損株

頻度（5－FOA耐性頻度中の割合、％）xlOj

クラス　　　　表現塑　　　　野生株　　招d詑　招dJg招d㍑　用d，招d男　招お0招d詑　花房招d毀

A　　　　5」FOA耐性Leu－　　　6．8
（57）

B

C5，FOA耐性Leu＋Ade－　　4．9

（41）

5＿FOA耐性Leu＋Ade＋　　0．35

（2．9）

合計　　　5ぜOA耐性 12

（100）

331

（99．7）

0．56

（0．17）

0．29

（0．087）

332

（100）

649

（99．8）

0．90

（0．14）

0．26

（0．04）

650

（100）

466

（99．8）

0．59

（0．13）

0．11

（0．024）

467

（100）

366　　　　　469

（99．7）　（99．8）

0．43　　　　　0．63

（0．12）　（0．13）

0．28　　　　　0．43

（0．076）　（0．091）

367　　　　　470

（100）　　（100）

B＿a、B－b A－aおよびA舟の中間値を元に、5－FOA耐性頻度から5－FOA耐性Leu＋頻度を

減ずることで5－FOA耐性Leu一頻度を、5－FOA耐性Leu＋頻度から5－FOA耐性Leu＋Ade＋頻
度を減ずることで5－FOA耐性Leu十Ade一頻度を算出した。（）内の値は5」FOA耐性頻度
を100％とした場合の割合を示している。

1）5－FOA耐性クローンの表現型によるクラス分類は図ト1と同様のものである。
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野生株

Tad18

Tad5

Tad30

TeY3

r;id5_')

Tad18 Tad52

Tad5 Tad52

tad30 Tad52

TeY3 tad52

200400600 800

5-FOA耐性頻度(x lO-5)

図ⅠⅠI122複袈後修復閑連遺伝子欠損がLOH頻度に及ほす影響

暮は染色体喪失(ｸﾗｽA) ､ ■はその他のLOHｲﾍﾞﾝﾄ(ｸﾗ
ｽB､ C)の頻度を表している.また､ﾊﾞ-の右上には5-FOA耐性額度
を､右下には染色体喪失の割合:その他のLOHｲﾍﾞﾝﾄの割合(%)を示
した｡
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よるものであった。

毘粛β単独欠損株における染色体喪失の上昇は、複製後修復機構も相同組換え機構

と同様に染色体の崩壊の回避に寄与していることを示している。また、用血相ト」協故詔

二重欠損株での劇的なLOH頻度の上昇は、細胞内に発生する自然DNA傷害の総体量

が相同組換え欠損株のLOH解析結果から推測していたもの以上であることを物語っ

ている。おそらく自然DNA傷害には複製後修復機構と相同組換え機構のいずれの経

路でも回避可能な部分があり、一方の欠損時にはもう一方が回避プロセスを代替す

ることができるのであろう。また、複製後修復機構による自然DNA傷害の回避は、

相同組換機構えと同様に大半がエラーフリーに行われているものと推測される。

ⅠⅠⅠ－2－4　∫adJβハ日目田では臥同雑感えが上R□る

図ⅠⅠⅠ－22にある様に、毘〟β　単独欠損株では染色体喪失以外のLOHイベントの上昇

が観られたことから、これらのLOHイベントの詳細を解析した。図ⅠⅠⅠ－23と図ⅠⅠⅠ－24

は、複製後修復関連遺伝子の単独欠損株と毘止だとの二重欠損株に生じたLOHイベン

トをクラスA、玖Cに分類し、野生株に対する増減を比較したものである。∫笥〟β単

独欠損株ではクラスB；染色体間の組換えが野生株の8倍に上昇していた他、クラス

C；以恥じ遺伝子マーカー内の変異・遺伝子変換・染色体内欠失の頻度の合計が52倍

と劇的に上昇していた（図ⅠⅠⅠ－23）。これらのクラスB、クラスCの頻度は乃〟β招止だ

二重欠損株では花成　単独欠損株と同じレベルまで低下することから（図ⅠⅠⅠ一24）、

招d7β単独欠損株で上昇しているこれらのLOHイベントはM遺伝子依存性の相同

組換えによって生じていることが予想された。

そこで、乃〟β単独欠損株で上昇している相同組換えによるLOHイベントをより詳

細に解析するため、クラスBとクラスCからそれぞれ40クローンずつを単離し、

PFGEおよびサザンブロツティング法により第ⅠⅠⅠ染色体の構造を調べた（表ⅠⅠト

10）。クラスCには毘d卯欠損株で観られたものと同様、Aβ占2遺伝子マーカーのホ

モ化を生じているクローンが見い出されたことから（表ⅠⅠⅠ－11）、その現象を考慮に

入れた補正を行って各LOHイベントの頻度を算出した。補正の方法は毘d形欠損株に

おいて行ったものと同様である。∫別封鳩　欠損が各LOHイベントに及ぼす影響を図ⅠⅠⅠ－

25に示し、表ⅠⅠⅠ－12に各LOHイベントの頻度や割合等の情報をまとめた。交叉や転

座、欠失といったLOHイベントはいずれも野生株の数倍から20倍程度まで上昇し、

遺伝子変換に関して驚くべきことに野生株の313倍と劇的な上昇が観られた。U払U

遺伝子マーカー内の点突然変異に関しては検出されなかったため、野生株に対する

増減をま判定できなかった。

以上の結果から、招dば欠損株では複製後修復機構の代替経路として相同組換え機
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囲ⅠⅠⅠ-23複製後修復閑連遺伝子の単独欠揖がLOHの各ｸﾗｽに及ぼす影響
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図III-24複製後修復牌連適伝子とTad52の二重欠損が
LOHの各ｸﾗｽに及ほす影響

図ⅡⅠ-23および図ⅠⅡ-24のｸﾞﾗﾌは､野生株に対するｸﾗｽA-Cの頻度の増加
減少を示している｡ﾊﾞ-の上の数字は頻度比を表している｡
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表ⅠⅠⅠ_10第ⅠⅠⅠ染色体のｺﾋﾟ-数と異常染色体のｻｲｽﾞに基づいた
TadL8欠損株のLOHｸﾛ-ﾝの分類

額皮(5-FOA耐性額度中の割合､ %) x lO15

完全長第III染色体ｺﾋﾞ-数:ｻｲｽﾞ異常を生じた第Ⅲ染色体ｺﾋﾟ-数p

表現型ｸﾗｽ額度2:0 1:1 1:≧1 1:0
(x lO-5) (A4AT-LZMRA 3) ) (non朋AT-HM7Z△) 4)

野生株l) 5-FOA耐性Leu+Ade- B 4･9

5-FOA耐性Leu+Ade十C O.35

4.0 <0.035

(1 15/140=0.82) (0/140<0.0071)

0.039 0.3 1

(1 1/98=0. 1 1) (87/98=0.89)

0.63 0.25

(18/140=0.13) (7/140=0.05)

<0.0036 <0.003 6

(o/98<0.0 1 0) (0/98<0.0 1 0)

md18 5-FOA耐性Leu+Ade- B 38

5-FOA耐性Leu+Ade+ C 18

29

(3 1〝0=0.78)

12

0.95

( 1/40=0.025)

5.9

(27/40=0.68) ( 13/40=0.33)

2.9 4.8

( 3/40=0.075 ) (5/40=0. 1 25 )

<0.45 <0.45

(o/40<0.025) (0/40=<0.025)

1)野生株二倍体(RD301)のﾃﾞ-ﾀはHiraokaらの研究によるものである(Hiraokaet

al. 2000) ｡

2)完全長第Ⅲ染色体のｺﾋﾟ-数およびｻｲｽﾞ異常を生じた第Ⅲ染色体ｺﾋﾟ-数は
pFGEとｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ法により解析した｡

3)朋AT-LW間の欠失はpcR法により検出した(本稿Ⅱ-8-6､ III-1-6を参照).
4)加払T-LW間の欠失以外の異常染色体のことを示す.

表ⅠⅠⅠ-11 ADE2遭伝子ﾏ-ｶ-挿入領域の構造に基づい
たTad)8欠損株5-FOA耐性Leu'Ade'ｸﾛ-ﾝの分類

額度x10-5 (検出ｸﾛ-ﾝ数)

完全長第Ⅲ染色体ｺﾋﾟ-数:ｻｲｽﾞ異常を生じた第Ⅲ染色体ｺﾋﾟ-数p

ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-
挿入の有無(遺伝子型) l) 2:03) 1:1 (A4AT-LWA) 1:≧1 (non A4AT-Ln4R△)

+ (ADE2/ADE2or ADE2/0) 2.3 (5)

+/- ( ADE2/III-314) 9.9 (22)

合計12 (27)

<o.45 (ND)

5.9 (13)

5.9 (13)

<o.45 (ND)

<o.45 (ND)

<o.45 (ND)

NDは未検出であることを示している｡
1) ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-が挿入されているIII-314領域の遺伝子型は､ pcR解析によっ
て分類した(図ⅡⅠ-16) ｡
2)この分類は､表Ⅲ-10と同様のものである｡
3)これらのｸﾛ-ﾝはいずれもuRA3遺伝子ﾏ-ｶ-の挿入断片が存在していない
ことがpCR解析により明らかになった｡従って､交叉か遺伝子変換のいずれかが生じ
ているものと考えられる｡
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図ⅠⅠⅠ-25 Tad)8単独欠損が各LOHｲﾍﾞﾝﾄに及ほす影響

このｸﾞﾗﾌは､野生株に対する各LOHｲﾍﾞﾝﾄの増加･減少を示している｡ﾊﾞ-
の上の数字は額度比を､ NDは未検出であることを表している｡

表III-12 Tad)8単独欠損株に生じた各LOHｲﾍﾞﾝﾄのまとめ

#& x1015 (foldx) l)[%]2)

LOHｲﾍﾞﾝﾄ 野生株3) rad18

染色体喪失5･8 (1) 【56] 87 (13) 【60]

相同染色体問の組換え4)
交叉5)
(+染色体喪失)

遺伝子変換
(+染色体喪失)

4.3 (1) [34]

o.25 (l) t2,l】

o.o32 (1) 【0.27】

<o.oo36 (l) [-]

36 (8,4) [25]

4.8 (19) 【3.3】

10 (313) [6.9]

<o.45 (-)ﾄ]

異所性の細.換え
転座･不等交叉

染色体内欠失
MAT-HMR △

それ以外の欠失

o.63 (1) 【5.5】 3.8 (6,0) [2.6]

o.31 (1) 【2.6] 5.9 (19) [4.1]

<o.oo36 (1) [-] <0.45 (-) [-]

uRA3内変異0･0071 (1) [0･06] <0･45 (<63) [-]

合計12 (1) [100] 144 (12) 【100】

1) ()内の数値は,野生珠に対する墳度比を示している｡
2) []内の数値は､各株毎のLOH頻度の総計における割合を示している｡
3)野生株二倍体(RD301)のﾃﾞ-ﾀはHiraokaらの研究によるものである(Hiraokaetal.
2000)｡

4) Tad18欠損株の頻度に関しては､ ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化を考慮して補正を行った.
5)ここでの交叉の頻度は,通常の｢交叉｣ (図Ⅰ-1B-a)の頻度と｢交叉+染色体喪失｣ (図Ⅰ-
1B-a')の額度の総計である｡遺伝子変換の場合も同様である｡
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構が利用されていることが示唆された。この関係は、招dガ欠損殊において相同組換

え機構の代替経路として損傷乗り越えDNA合成が利用されていたことと全く逆のパ

ターンである。また、これらの結果は、自然DNA傷害にDaughterstrandgap型の構造

を持つものが含まれており、それらが相同組換え機構でも回避可能であることを示

唆している。

ⅠⅠⅠ＿2＿5　∫adタ　毘（ぴ〃お口　〝lづハ日日まLOHにハき封診瞥を眉ぼさない

次に、且礼n柑遺伝子の下流に存在する複数の経路が、それぞれどの程度LOHに影

響を与えるかを調べるために乃お、乃ββおよび花房それぞれの単独欠損株、なら

びに乃d，招dガ、乃ββ毘出2および化招乃戯2それぞれの二重欠損株に生じるLOHを解

析した。　　J笥止F、毘ββおよび英和づそれぞれの単独欠損株のLOH頻度を野生株

と比較した場合（図ⅠⅠⅠ－21、図ⅠⅠⅠ一22）、招d，単独欠損株に関しては野生味に対し3．3

倍と有意な上昇が観られたものの、その他二つの単独欠損株に関しては野生株と同

レベルに留まり、染色体喪失とその他のLOHイベントの比に関しても大きな変化は

なかった（図ⅡⅠ－22）。また、クラスBとクラスCの分布に関しても、乃d，単独欠損株

がクラスCにおいて野生株に対し10倍の上昇を示した以外、顕著な増減は観られな

かった（図ⅡⅠ－23）。以上の様に、いずれの単独欠損株も招揖β　単独欠損株で観られ

た様なLOHの上昇やLOHイベント分布の変化を示さなかった。

招d夕月dガ、毘ββ乃d労および元戦乱倫鯉沼それぞれの二重欠損株ではいずれもLOH頻

度が野生株の30～40倍に上昇し、その大半が染色体喪失によるものであった（図ⅠⅠⅠ－

22）。しかし、毘dガ単独欠損株のLOH頻度と有意な差は認められなかった。クラス

BとクラスCの頻度に関してはいずれの二重欠損株においても克也㍑　単独欠損株と同

等の分布を示していた（図ⅠⅠⅠ一24）。以上より、いずれの二重欠損株も招〟β招dだ二

重欠損株で観られた様な顕著なLOHの上昇やLOHイベント分布の変化を示さないこ

とが判明した。J笥d，花成および花招毘dガニ重欠損株は乃dヲβ乃d労二重欠損株に比

べLOH頻度（5－FOA耐性頻度）が若干高くなる傾向が観られたが（図ⅠⅠⅠ－21）、解析

数が少ないこともあり、これらの株間で有意な差があるかどうかは不明である。

以上の様に、R4肪．且ん江沼　および風引招遺伝子の欠損は、単独欠損の場合も

毘d52との二重欠損の場合も共にLOHの頻度や分布に大きな影響を与えないことが判

明した。これらの結果は、乃dば単独欠損株や毘〟β招dガニ重欠損株での結果と大き

く異なっている。従って、及ん仇ば　遺伝子下流の複数の経路に関して、1）R4月∫、

脚βおよび月旦l巧遺伝子のそれぞれが関与する経路が互いに補完して染色体の崩

壊の回避に寄与しているか、2）兄礼仇ば遺伝子下流に、本研究では調べていない第四

の経路が寄与している、という二つの可能性が考えられる。
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ⅠⅠⅠ－3　NHEJ欠損株の解析

相同組換え関連遺伝子の欠損株におけるLOH解析の結果、招dガ欠損株において相

同配列を介さない転座が検出された。このことから、細胞内に発生する自然DNA傷

害の回避プロセスにNHEJの機構が関与している可能性が示唆された。NHEJでは、

Lm　　およびLm　　遺伝子にそれぞれコードされるHdflp（KU70p）とHdf2p

（KU80p）の複合体がDNAの末端に結合し、DNA末端をエキソヌクレアーゼなどか

ら保護すると同時にリガーゼをリクルートしてライゲーション反応を促進すること

が知られている。本研究では、NHEJの欠損株として、鳥d仔の単独欠損株および舶打

英和臼2二重欠損株を作製し、これらの欠損株に生じるLOHの解析を行った。

ⅠⅠⅠ．3＿1月戯ハ日日が臥敦盛受僧服』ぼn匪璽

すでに多くの研究グループが鳥d仔およびムdだ欠損株を作製しており、これらの欠

損株の生育能は温度依存的に変化するという報告がされている。従って、Ku欠損株

のLOH解析を行うにあたり、解析を実施する際の温度条件は良く吟味しなければな

らないポイントであった。複数の研究グループがそれぞれ異なったgeneticbackground

を持つ株で欠損株を作製しており、それら全ての株において一致しているのは、

月d仔および鳥dだ欠損株は37℃で培養した場合にq－M期で不可逆的な細胞周期の停止

が起こりコロニー形成能が失われる、という知見である。そこで、まず本研究では

五d程単独欠損株および烏d丹花d侵二重欠損株を作製し、その温度感受性を検討した。

結果を図ⅠⅠⅠ－26に示した。本研究で作製した一倍体の烏d仔　単独欠損株はいずれも

37℃ではコロニーを形成できなかった。また、烏d仔毘dガニ重欠損株に関しては、プ

ラスミドpMO317（本稿ⅠⅠ－4を参照）を形質転換することによって野生型RA血盟遺伝

子を相補した状態で37℃の温度感受性を示した。どちらの欠損株も30℃および23℃

では野生株と同等のコロニーを形成した。以上の結果から、本研究で作成した月d打

単独欠損株および烏d丹花dガニ重欠損株は37℃で温度感受性を示すことが示された。

ⅠⅠⅠ＿3＿2　烏d〃ハ日日が生引こ瞬ぼn影響

次に、カd打　欠損が許容温度条件下での生育に及ぼす影響を調べた。一般的に息d臼

欠損株の許容温度は30℃と言われているが、geneticbackgroundによっては30℃では若

干生育が悪化するケースも報告されている。そこで、本研究で導入した烏d打　欠損が
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30℃と23℃の温度条件下で生育に及ぼす影響を検討するため、生菌数、ならびに細

胞の出芽状況について経時的に測定を行った。具体的には、相同組換え関連遺伝子

の欠損株の生育を調べた際（ⅠⅠⅠ－1－2）と同様の実験を行った。

生菌数をもとに作製した生育曲線を図ⅠⅠⅠ－27に、0．D．あたり生菌数と細胞数、なら

びにそれらから算出したplatingefficiencyや倍加時間を表ⅠⅠⅠ－13にまとめた。また、細

胞周期分布の経時的変化を図ⅠⅠⅠ－28に示した。ムd打　単独欠損株に関しては、23℃と

30℃の双方の条件下において、共に全ての点において野生株と全く同じ挙動を示し

た。一方、ムd打毘dガニ重欠損株では、23℃と30℃の双方の条件下において招dだ単

独欠損株に対し倍加時間の遅延、0．D．あたりの生菌数・細胞数の低下、Plating

efficiencyの低下が観られた（表ⅠⅠⅠ－13）。また、対数増殖期における細胞周期分布に

関しても毘dガ単独欠損株に対し形態異常を示す細胞の割合が若干増大する傾向が観

られた（図ⅠⅠⅠ－28）。以上の結果から、相同組換え機構関連遺伝子の各欠損株や乃揖β

欠損株および毘〟β毘d侵二重欠損株と同様、烏d〃招d毀二重欠損株ではG2－M期で細胞

周期が一時的に停止したり形態異常を生じる細胞の割合が増加し、分裂ができなく

なってしまう細胞が出現しているものと推測される。ゆえに、NHEJ機構は相同組換

えと二重欠損にした場合にのみ、ゲノムDNAの複製中に生じた問題の解消に寄与し

ていることが考えられる。

ⅠⅠⅠ＿3＿3　鳥戯ハ日日はLOⅡにハき封診響を及ぼさ□い

次に、NHⅢ機構がどの程度LOHに影響を与えるかを調べるために鳥d仔単独欠損株

および烏d仔招dだ二重欠損株に生じるLOHを解析した。図ⅠⅠⅠ－29にNHⅢ欠損株におけ

る5－FOA耐性頻度、5－FOA耐性Leu＋頻度、5－FOA耐性Leu＋Ade＋頻度の散布図を、表ⅠII－

14にこれらの中間値と、それらをもとに算出したクラスA～Cの頻度をまとめた。図

ⅠⅠト30のグラフは、NHEJ欠損株の全LOH頻度を比較したもので、さらに染色体喪失

とそれ以外のLOHイベントの割合を示している。図ⅠⅠⅠ－31は、NHEJ欠損株に生じた

LOHイベントをクラスA、B、Cに分類し、野生株に対する増減を比較したものであ

る。

月d打　単独欠損株では、LOH頻度は野生株とほぼ同じレベルであり、染色体喪失と

その他のLOHイベントの比に関しても大きな変化はなかった（図ⅠⅠⅠ－30）。また、ク

ラスBとクラスCの分布に関しても野生株に対する顕著な増減は観られなかった（図

ⅠⅠⅠ－31）。以上の様に、烏d打単独欠損株ではLOHの上昇やLOHイベント分布の変化を

示さなかった。

また、月d打毘〔江2二重欠損株ではLOH頻度が野生株の36倍に上昇し、その大半が染
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図ⅠⅠⅠ－26　月dfJ欠損株における温度感受性の検定

一倍体細胞株を3枚のYPD寒天培地にスポットしてそれぞれ23℃、30℃、37℃で3
日間培養し、コロニー形成の有無を指標とすることにより温度感受性を検定した。

力d〃m正好／pMO317は、力〟7毘d刃二重欠損株にプラスミドpMO317が形質転換され
ていることを示している。pMO317は凡4既遺伝子機能を相補する。
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囲ⅠⅠⅠ一27　如fJ欠損株が生育に及ぼす影響
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経時的に採取した培養液1mlあたりの生菌数を計測し、その値をもとに生育曲線を
作製した。生育の調査に関してはLOH測定時と同じ二倍体株で行い、培地について
もLOH測定時に使用するものと同じ、YPD液体培地にアデニンとウラシルを添加し
たものを使用した。
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表ⅠⅠⅠ-13複製後修復閑連遺伝子欠損株のplating ¢ffici¢ncyと倍加時問

A 23℃

野生株hdn t2Zd52 hul md52

o.Dあたりの生菌数(xlO7)
o.Dあたりの細胞数(xlO7)
Plating efficiency

2.19±0. 184 1.85±0.307 0.913±0.0910 0.718±0.0927

2.85土0.00707 2.29±0.302 1.39±力.229 1.21 ±0.363

77% 81 % 66% 59%

生菌数より求めた倍加時間(Min.) 128 132 210 286

野生株hdn md52 hu7 md52

o.Dあたりの生菌数(xlO7)
o.Dあたりの細胞数(xlO7)
Plating efficiency

2.33±0.382 1.98±0.21 7 0.748ｺﾞｶ. 1 58 0.488±0.0525

2.43士0.197 2.34土0.21 1 1.51±0.284 1.24±0.662

96% 85% 50% 39%

生菌数より求めた倍加時間(Min.) s4 87 146 161

生菌数および細胞数は､図Ⅲ-27において対数増殖期の直線性のある範囲の平均を
求めて算出した｡倍加時間に関してもその範囲より算出した｡
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図ⅠⅠⅠ-28 hdF)欠損が細胞周期分布の経時的変化に与える影響

』℃d団形態異常

⊂X⊃国出芽後期(s-G2期に対応)

⊂5>口出芽前期(s期に対応)

○田出芽していない細胞(G.期に対応)
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図ⅠⅠⅠ-29 bdfI欠損株における5-FOA耐性額皮､
5-FOA耐性Leu'頻度, 5-FOA耐性Leu'Ade'額度の散布図

図中のﾌﾟﾛﾂﾄｰ個は-実験区での頻度を表している｡頻度の中間

値を太い実線で表し､その左に細い縦線でﾋﾝｼﾞ散布度を表した｡ﾋ
ﾝｼﾞ散布度とは､最低値より25%-75%の範囲のことを指す｡野生株
二倍体(RD301)のﾃﾞ-ﾀはHiraokaらの研究によるものである
(Hiraoka et al. 2000) ｡
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表ⅠⅠⅠ-14

A. hdfl単独欠損株およびTad52との二重欠損株における5-FOA耐性頻度､
5_FOA耐性Leu･額度, 5-FOA耐性Leu'Ade'額度の中問値

中間値(25%-75%ﾋﾝｼﾞ) xlO-5

表現型野生株1) hdn tad52 hdfl md52

5 _FOA耐性

5 -FOA耐性Leu'

5-FOA耐性Leu+Ade+

12 13 332 428

(8.8-18.6) (13-29) (295-473) (353-468)

5.2 5.1 0.86 0.66

(2.7-8.3) (4.9-5.7) (0.53-2.5) (0.49-0.33)

0.35 0.31 0.29 0.26

(o.15-0.57) (0.28-0.41) (0.11-0.39) (0.21-0.33)

B.中問償より算出したｸﾗｽA-Cの額皮

額度(5-FOA耐性頻皮中の割合, %) x lO-5

ｸﾗｽ2)表現型野生株hdfl md52 hd打md52

A 5 -FOA耐性ku -

5-FOA耐性Leu十Ade･ 4. 9

(41)

5-FOA耐性Leu+Ade+ 0. 3 5
(2.9)

合計5-FOA耐性

33 1 427

(99.7) (99.8)

0.56 0.40

(o.17) (0.83)

0.29 0.26

(o.o87) (0.06 1 )

332 428

( 100) (100)

A解析を行った実験区数に関しては以下の通りであるo IMl欠損株;4区､ hdn
md52二重欠損殊; 11区.

B Aの中間値を元に､ 5-FOA耐性頻度から5-FOA耐性Leu'頻度を減ずることで5-FOA
耐性Leu一額度を､ 5-FOA耐性Leu'額度から5-FOA耐性Leu'Ade'頻度を減ずることで5-
FOA耐性Leu十A血一頻度を算出した｡ ()内の値は5-FOA耐性額皮を100%とした場合の
割合を示している｡

1)野生株二倍体(RD301)のﾃﾞ-ﾀはHiraokaらの研究によるものである(Hiraokaet
al. 2000) ｡

2) 5-FOA耐性ｸﾛ-ﾝの表現型によるｸﾗｽ分類は図Ⅰ-1と同様のものである｡
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図ⅠⅠⅠ－30　月d〃欠損がLOH頻度に及ぼす影響

■は染色体喪失（クラスA）、｛はその他のLOHイベント（クラ
スB、C）の頻度を表している。また、バーの右上には5－FOA耐性頻度
を、右下には染色体喪失の割合‥その他のLOHイベントの割合（％）を示
した。
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図ⅠⅠⅠ－31加〃単独欠損およびrad∫2との二重欠損がLOHの各クラスに及ぼす影響

このグラフは、野生株に対するクラスA～Cの頻度の増加・減少を示してい
る。バーの上の数字は頻度比を表している。
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色体喪失によるものであった（図ⅠⅠⅠ－30）。中間値で判断した場合血航仁用丑詑二重欠

損株のLOH頻度は招dガ　単独欠損株に比べ若干上昇している様に見えるが、図ⅠⅠⅠ－29

にある散布図では5－FOA耐性頻度の分布状況が毘dガ、単独欠損株と同等であることが

解る。従って、この株の5－FOA耐性頻度は招dガ単独欠損株とほぼ同じであると判断

した。ムd丹花dガニ重欠損株におけるクラスBとクラスCの分布に関しては、毘d毀単

独欠損株と同等の分布を示していた（図ⅠⅠⅠ－31）。

以上の様に、月nⅢ遺伝子の欠損は、単独欠損の場合も用dガとの二重欠損の場合

も共にLOHの頻度や分布に大きな影響を与えないことが判明した。従って、NHⅢの

寄与度は「染色体の崩壊の回避」と「LOHの発生過程」のいずれに対しても、相同

組換えや複製後修復に比べはるかに小さいことが示された。NHEJ機構は、相同組換

え機構が欠損している場合には、放射線照射などにより形成されるDouble strand

breakの修復に大きく寄与することが知られている（Siede et al．1996）。しかし、

NHEJ欠損株でのLOH解析結果より、LOHの原因となる様な自然DNA傷害に関する限

り、Doublestrandbreakはあまり関与していないことが推測される。一方で、m戯欠

損株に生じた異常染色体（本稿ⅠⅠⅠ－1－6）ではDNA末端同士のライグーションの様な機

構で形成されたと思われるものが検出されたことから、自然DNA傷害にはDNA末端

を持つものが含まれていることが示唆されている。従って、この様な自然DNA傷害

としては、例えばS期のDNA複製時に起こる複製フォークの進行阻害や崩壊によって

形成されることが示唆されているDoublestrandendなどが考えられる（詳細は本稿ⅠⅤ

考察にて述べる）。
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賢

考察

本研究では,染色体異常･再編についてその発生や制御にどの様な機構が閑与し

ているのかを調べるため､相同組換え,複製後修復およびNHEJの各機構に閑連する

遺伝子を欠損した二倍体細胞に生じるLOHを解析した｡本研究で用いたLOH解析系

の大きな特徴は､片方の第ⅠⅠⅠ染色体に挿入されたUW遺伝子ﾏ-ｶ-の喪失を指

標とすることにより,染色体喪失､欠失･交叉などの染色体異常･再編から点突然

変異まで多様なｹﾞﾉﾑの変化を網羅的に検出･分類できることにある｡これまでに

行われてきた多くの遣伝学的な研究は､点突然変異のみを検出しているもの,ある

いは特定の邸位間で生じる相同組換えのみを検出しているものが主流であった｡

従って,様々な種類の遺伝的変化が同時に検出可能なLOH解析系は､ｹﾞﾉﾑ安定性

の維持に関与する機構間の相互閑係や相対的な寄与度を知る上で大きな武器となる

ことが期待される｡

ⅠⅤ-1相同組換えによる染色体の安定な推持;姉妹染色分体間の組

換えの閑与

野生株における解析結果より､相同組換え機構が様々なﾀｲﾌﾟの染色体再編やあ

る種の染色体喪失を引き起こすことが示された｡また,これらの結果から,通常の

細胞増殖期には相同組換えの基質となる様な自然DNA傷害が発生しており､それが

LOHの主要な原因となっていることが示唆された｡本研究ではまず,相同組換え機

構が染色体異常･再編に及ぼす影響を調べるため､相同組換えに閑連する遣伝子で

あるW50. RAD51およびw52遺伝子の欠損株を作製し､それらに生じるLOHｲ

ﾍﾞﾝﾄの詳細な解析を行った｡解析の結果特に顕著であったのは､いずれの単独欠

損株でも全体のLOH頻度(5-FOA耐性頻度)が2.5-3.6 Ⅹ 10~3と野生株の20-30倍に

上昇し, LOHｲべﾝﾄの80-99%が染色体喪失であったことである.以前の研究で

もmd52およびmd51欠損株において染色体喪失の自然発生率が野生株より上昇する

ことが示されている-(mein2001 ; Mortimeretal.1981).これらの結果から,増殖中

の細胞内では染色体の崩壊をもたらす様な自然DNA傷害が頻繁に生じており､それ

らは相同組換え機構によってｴﾗ-ﾌﾘ-に､つまりLOHを伴わない形で回避され

ていることが示唆された｡言い換えれば､野生株で観察されたLOHｲﾍﾞﾝﾄという

のは､柵胞内で生じている自然DNA傷害回避反応のほんの-部,あるいはごく稀な

央敗を垣間見ただけに過ぎず､実際にはその背後にｴﾗ-ﾌﾘ-な相同組換えによ

る回避反応がかなりの量行われているものと推測される｡今回用いた相同組換え閑
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連遺伝子の欠損株では自然DNA傷害の回避が不完全であり､その結果何らかの原因

によって最終的に染色体の喪失がもたらされたものと考えられるo特に乃d52欠損株

ではLOHｲﾍﾞﾝﾄの99%が染色体喪失で占められていたことから,自然DNA傷害の

回避にはw52遺伝子依存性の相同組換え経路が大きく寄与していることが示唆さ

れた｡相同組換え機構の欠損によって染色体が喪失するﾒｶﾆｽﾞﾑは良く分かって

いないが､放置されたDNA末端がﾇｸﾚｱ-ｾﾞによる侵食を受けｾﾝﾄﾛﾒｱまで

達する場合や,分裂装置により姉妹染色分体が2つの娘細胞に均等に分配されない,

いわゆる不均等分裂が生じるといったｹ-ｽが想定される｡以上の様に本研究で

は､相同組換え機構がLOHの発生よりむしろ抑制に大きく寄与していることが明か

となった｡

このｴﾗ-ﾌﾘ-な相同組換え機構による自然DNA傷害の回避反応の実体は､お

そらく姉妹染色分体間の組換えであると推測される｡姉妹染色分体とはS期-G2期に

かけて複製されるDNA鎖のぺｱのことを指す｡相同組換え反応の際ﾄﾞﾅ-配列とし

て姉妹染色分体を用いることは,細胞にとってﾒﾘｯﾄが多い｡まず,姉妹染色分

体は自然DNA傷害を発生した部位自身の正確なｺﾋﾟ-であるため,遺伝的変化を何

ら生じることなく､ DNA傷害の回避を極めて正確に行うことが可能である｡また,

染色体の分配が起きるまでの期間はﾄﾞﾅ-鎖とﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ鎖(自然DNA傷害が存

在するDNA分子)間の物理的な拒離が常に穣近しており､相同組換え反応による回

避をより素早くかつ効率的に行なえるという点でも有利である｡ md52欠損株で生じ

た染色体喪失が本来姉妹染色分体間の組換えによって行われる自然DNA傷害回避反

応の失敗を反映していると仮定した場合,野生株において長さ約330 kbの第ⅠⅠⅠ染色体

当りに生じる姉妹染色分体間の組換えの頻度は約3.3 Ⅹ 10-3であると試算することがで

きる(表III-7) ｡野生株において､第III染色体のｾﾝﾄﾛﾒｱ-tDW遺伝子ﾏ-

ｶ-間(約100kb)で生じる相同染色体ｱﾘﾙ間の組換え頻度は4.3 Ⅹ 10-5であること

から,単位区間あたりに生じる相同組換え反応において,姉妹染色分体と相同染色

体がﾊﾟ-ﾄﾅ- (相同組換え反応の相手)として用いられる比率は概ね25 : 1である

と考えられる｡ KadykとHartwellによる報告でも､ UVや放射線照射たよって誘発され

るDNA傷害が相同組換え機構によって修復を受ける場合,姉妹染色分体が相同染色

体よりも優先的にﾊﾟ-ﾄﾅ-として利用されることが明らかとなっている(Kadyk

and Hartwe11 1992 ; Kadyk and Hartwell 1993).

本研究では姉妹染色分体間の組換えがｴﾗ-ﾌﾘ-な自然DNA傷害回避反応の実

体であることが示唆されたが, LOH解析系ではあくまで姉妹染色分体間の組換えの

失敗をLOHという形で間接的に観察しているに過ぎず,姉妹染色分体間の組換えそ

のものを直接検出している訳ではなし1｡前述のKadykとHartwellらが観察した姉妹染

色分体間の組換えに閑しても,実際には姉妹染色分体間の異所性親換えという形で

遺伝学的な検出を行っている.結局の所,姉妹染色分体間の組換えの様なｴﾗ-ﾌ
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ﾘ-なｲﾍﾞﾝﾄを遺伝学的手法によって検出することには限界があり,従って今後

の課題として細胞生物学的なｱﾌﾟﾛ-ﾁ等を用いてこの様な現象を直接的に解析す

る必要があると思われる｡

野生株では､交叉に分類されたｸﾛ-ﾝの6%が染色体喪失を伴っていた(図I11 B-

aり｡この頻度は2.5Ⅹ10■であり, ｢交叉｣と｢染色体喪失｣が独立した事象として

発生した場合の頻度のおよそ900倍にも達する｡従って､この染色体喪失を伴う交叉

は､相同染色体ｱﾘﾙ間組換えの最終過程において何らかの原因により片方の染色

体が失われた結果ではないかと考えられている(Hiraoka et al. 2000) ｡今回LOH解析

を行った相同組換え閑連遣伝子の各欠損株においてもこの染色体喪失を伴った交交

は検出されたが､これらの欠損株では染色体喪失の頻度が極めて高かったため,こ

の種のLOHｲﾍﾞﾝﾄが野生株で生じたものと同じﾒｶﾆｽﾞﾑで発生したものかどう

かを判断することは出来なかった｡

IV-2染色体の安定な推持にはRAD52､ RAD51およびRAD50遭

伝子全てが必要である

相同組換え機構に閑連した遺伝子の単独欠損株; mdS2､ md57およびmd50欠損株

のLOH解析結果で共通して観られた傾向として,いずれの欠損株もLOH頻度の上昇

がほぼ同じﾚﾍﾞﾙであり,その大半が染色体喪失であったという点が挙げられる

(図ⅠⅠⅠ-5) ｡この結果をもって,姉妹染色分体間の組換えによる自然DNA傷害のｴ

ﾗ-ﾌﾘ-な回避は, 3つの遺伝子全てが揃った時にのみ効率的に行われる,言い換

えれば､ w52､ W51およびw50遺伝子全てが要求される決定的な-つの｢主

要組換え経路｣と言うものが存在し得る,という仮説をたてた｡この点について検

討するため､本研究ではmd50 md52およびmd51 md52二重欠損株を作製してLOH頻

度の測定を行った｡その結果,いずれの二重欠損株もmd52単独欠損株のLOH頻度に

対し相乗的な上昇を示さなかったことから､ 3つの遺伝子が-つの｢主要組換え経

路｣上で働いている仮説が裏付けられた. Lad50md52二重欠損株に閑してはmd52単

独欠損株のLOH頻度に対し約1.8倍の上昇を示したが､これはRad50pがDNAﾀﾞﾒ-ｼﾞ

ﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ機構にも閑与していることに起函していると考えられる(詳細は

ⅠⅤ-6で後述) ｡
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ⅠⅤ－3　染色体再編を生じる複数の相同組換え経路

毘d労、乃d臼および用d卯欠損株では染色体喪失がLOHの大半を占めていたが、一

方で染色体喪失以外の様々なLOHイベント、とりわけ染色体再編に関しては各欠損

株間で大きな違いが観られた（図ⅠⅠⅠ－6、表ⅠⅠⅠ－7）。このことは、染色体再編の発生に

は複数の異なる相同組換え経路が関与しており、各欠損株の結果にはそれぞれの株

で利用可能な組換え経路の種類や寄与度が反映されていることを示している。自然

DNA傷害の相同組換え機構による回避反応が主に姉妹染色分体間で行われるとする

ならば、交叉や遺伝子変換、転座や不等交叉といった相同染色体間や他の染色体と

の相同組換え反応はどの様な状況で生じるのであろうか？考えられる第一の可能性

としては、DNA複製中に発生した傷害が組換えによって修復される際、姉妹染色分

体間の距離が何らかの原因によって離散してしまい、姉妹染色分体以外の部位と組

換えを生じることが考えられる。姉妹染色分体以外の染色体との組換えは相同染色

体アリル間の組換えや異所性の組換えによるLOHを引き起こす。この様な状況は細

胞にとって不利益な点が多いため、通常は抑制される様な制御を受けていることが

予想される。第二の可能性は、姉妹染色分体が存在しないGl期に発生した自然DNA

障害が回避される場合に、相同染色体あるいは他染色体の相同配列を有する部分が

相同組換え反応のパートナーとして選択されることが考えられる。

ⅠⅤ＿3＿1月Aβガ、　　　　　、ぴ■　　　　　逸見鹿腰

招d労欠損株では、相同染色体アリル間の組換えと異所性組換えの双方の頻度が全

般的に野生株より減少したことから（図ⅠⅠⅠ－6、表ⅠⅠⅠ－7）、LOHを生じるあらゆるタイ

プの染色体再編がRAa分遣伝子依存的な相同組換えによって行われていることが示

された。一般的にmd52欠損はヘテロアリル間の相同組換えやDoublestrandbreak修復

を劇的に減少させることが知られているが（PaquesandHaber1999）、本研究におけ

る招dだ欠損による染色体再編の減少は最大でも野生株の10％程度に留まっていた。

さらに、元㍑臼プ欠損株ではTylや脇r上仇戯の相同性を介した転座・不等交叉や染色

体内欠失が検出された（表ⅠⅠⅠ一4）。これらの結果は∽遺伝子に依存しない相同

組換え経路が存在し、この経路が染色体再編に寄与していることを示している。こ

の様なRAa男達伝子非依存的な相同組換えは、繰返し配列間で生じる欠失として観

察されている（Klein1995；PaquesandHaber1999）。この欠失は、自然発生による

ものとHOエンドヌクレアーゼで形成したDoublestrandbreakによって誘発されるもの

の双方が観られている。とりわけDoublestrand breakで誘発された繰返し配列間の欠
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失は, SSAによって生じたものであると考察されている(図Ⅰ-5 B) ｡本来, ssAは

w52遺伝子産物(Rad52p)の持つｱﾆ-ﾘﾝｸﾞ括性によって行われるが､ SSAに

利用される相同領域が長くなる程W52遣伝子の要求性は低くなることが知られて

いる(Paques and Haber 1999).本研究では招d52欠損株に生じた異常染色体の融合

部に脇T-HMRやTylといった繰返し配列が存在することが示された｡これらの長さ

はそれぞれ1.6 kb, 6 kbであり,これはRAD52遺伝子非依存的なSSAが生じるには十

分な相同性である(Kkin 1995) ｡従って, md52欠損株で生じた染色体再編にはこ

の種のSSAが閑与しているのではないかと推測される｡また,相同染色体ｱﾘﾙ間

の組換えに関しては, md52欠損株では交叉が野生株の10%まで減少したものの,完

全に消滅した訳ではなかった｡遺伝子変換に至っては野生株とほぼ同じ頻度で生じ

ていた｡これらの染色体再編もW52遺伝子非依存的な相同組換えによって生じた

ことが考えられる｡交叉に閑しては相同染色体の同じ部位にDouble strand breakが同

時に発生した場合, SSAによってやはり交叉として分類される様な染色体再編を生

じる可能性があるが,遺伝子変換に閑してはその発生過程にSSAが閑与していると

仮定した場合非常に複雑なﾌﾟﾛｾｽを経ることになる｡出芽酵母にはW52遺伝子

の機能を部分的に補う様な未知の遺伝子が存在し,それによって鎖交換反応やBIRが

行われる結果,交叉や遺伝子変換が発生しているのかも知れない｡ md50 md52およ

びmd51 md52二重欠損株によるLOH解析結果では,ｸﾗｽBとｸﾗｽCの頻度がmd52

単独欠損株と同程度か､ mdSO md52二重欠損株ではむしろ上昇する傾向があったこ

とから(表III-2,図ⅠⅠⅠ-4) , W52遺伝子非依存的な相同組換え経路はW50およ

びw51遺伝子には余り依存していないことが判明した｡このRAD52遺伝子非依存

的な相同組換え経路の実体を明らかにするためには､遺伝学的解析によってこの経

路が要求する遺伝子を同定する必要があると思われる｡

IV_3_2 RAD51遭伝子は えを抑謝する

md51欠損株では,異所性組換えの頻度が野生株に対し上昇した(図ⅠⅠⅠ-6､表ⅠII-

7).また, md51欠損株に生じた異常染色体は､調べた限り全てTylや朋AT-uRの

相同性を介した異所性組換えにより形成されていた｡このことから､ RAD51遣伝子

は異所性組換えを抑制する役割を果たしていることが明らかになった｡ｱﾘﾙ間の

組換えに閑しては,遣伝子変換は検出されず,交叉の頻度は野生株の45%と若干の

減少を示していた｡これら知見を総合して考えると､ RAD51遺伝子は,相同組換え

のﾊﾟ-ﾄﾅ-として姉妹染色分体や相同染色体ｱﾘﾙ部位が優先される様な､ "忠

実度の高い"組換えにおいて機能していると推測される｡ BIRやSSAといった相同組

換え経路はRAD51遺伝子の欠損下でも機能することが知られていることから
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(paques and Haber 1999) ､本研究においてmd51欠損株で観察された異常染色体は

これらの経路によって形成されたのではないかと考えられる｡

近年, ID Vl'tTOの実験において,精製したﾋﾄのRad52pが相同性を利用してD-ﾙ-

ﾌﾟを形成することがKagawaらによって報告されている(Kagawa et al･ 2002) ｡この

様なD-ﾙ-ﾌﾟ形成は､本来大腸菌RecAのﾎﾓﾛｸﾞであるRad51pが中心となって行

い､ Rad52pの役割は主としてRPAに保護された単鎖DNA上にRad51pをﾘｸﾙ-ﾄす

ることだと考えられていた｡従って, Rad52p自体がD-ﾙ-ﾌﾟ形成を行うという知見

は非常に興味深いものである｡ BIRによる相同組換え反応では初期にD-ﾙ-ﾌﾟの形成

が閑与すると考えられていることから(図ﾄ5A) , Rad51pの非存在下では特に

Rad52pに依存したD-ﾙ-ﾌﾟ形成を伴うBIRが異所性組換えを増加させる-因となって

いるのかも知れない｡さらにShibataらは異所性の部位間で繰返し配列を介した組換

え中間体が形成された場合､ Rad51pを含むRecAﾀｲﾌﾟの蛋白がこれらを認識して排

除する機能があるのではないかと提唱している(Shibata et al. 2002) ｡ md51欠損株

ではこの機能が失われるため,異所性の組換えが上昇していることが考えられる｡

Rad51pによる鎖交換反応は, -般に相同組換え反応の中心的存在として位置付け

られており,遺伝子変換や交叉といった組換え反応は主にこの蛋白によって生じる

と考えられている(PaquesandHaber1999 ; Sungetal. 2000) ｡本研究では､ UW遺

伝子ﾏ-ｶ-の遺伝子変換によるLOHはmdSl欠損抹で1ｸﾛ-ﾝも検出されず､野

生株に対しての増減を判断することが不可能であった(表ⅠⅠⅠ-3,表ⅠⅠⅠ-7) ｡交叉に閑

しては､ md51欠損株では野生株の45%と若干減少したに過ぎなかった｡当LOH解析

系で相同染色体間の交叉として分類している染色体再編は, S-G2期ので相互交叉だ

けでなく､細胞周期全体を通した非相互的なBIRによっても生じ得る｡また,本稿

ⅤⅠ-3-1でも述べた様に, SSAでも交叉として分類される様な染色体再編を生じる可能

性がある｡ mdSl欠損珠ではBIRもSSAも生じることから､この欠損株で観られた交

叉は､これらのW51遺伝子非依存的な相同組換え経路によって形成されたのでは

無いかと推測される｡

IV_3_3 RmSO遭伝子lま の鼠換えを促進する

md50欠損株では､相同染色体ｱﾘﾙ間の組換えと真所性組換えの双方の頻度が全

般的に野生株より上昇した(図ⅠⅠⅠ-6､表ⅠII-7). md50 zd52二重欠損株ではｸﾗｽB

の頻度がmd50単独欠損株より減少することから(表III-3) , md50欠損株で上昇す

る染色体再編の大部分はW52遺伝子に依存することが示された.つまり, W50

遣伝子は本来これらの染色体再編を抑制していると言えるoまた, md50 md52二重
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欠損株のクラスBの頻度は招dガ　単独欠損株よりも約16倍に上昇していることから

（表ⅠⅠⅠ－3）、RAa労連伝子は属Aa分遣伝子依存的だけでなく非依存的な相同組換え

反応をもを抑制していることが示された。この様な組換えが上昇するいわゆる

“血yperィec”な表現型は花畑欠損をもつ株の特徴の一つであり、用度形欠損株では自

然発生する相同染色体アリル間の組換えが野生株に対して上昇することが知られて

いる（Maloneetal．1990）。∫苫d卯欠損株には凡此および畑遺伝子が依然とし

て存在していることから、これらの遺伝子が染色体再編の上昇に寄与しているので

はないだろうか。

一方、花畑欠損株におけるLOHの大半は、花成欠損株や毘d〃欠損株と同様染色

体喪失で占められていることから（図ⅠⅠⅠ－5）、RA皿形遺伝子はむしろ姉妹染色分体

間の組換えにおいて重要な働きをしていることが推測される。本稿ⅠⅤ一1で挙げた姉

妹染色分体間の組換えによる自然DNA傷害の．回避という概念を参考にするならば、

凰礼n和　遺伝子は相同組換え反応において姉妹染色分体の正確な部位を優先的にド

ナー配列として用いる様に積極的に働ていると考えることができる。J苫d即欠損株で

はこの機能が失われてしまうため、大半の自然DNA傷害は回避されずに染色体喪失

を引き起こし、一部の自然DNA傷害に関しては利用可能な相同組換え経路によって

副次的に姉妹染色分体以外の部位と染色体再編を生じているのではないかと推測さ

れる。Rad50pはDNA結合モチーフをもつ蛋白で、MrellpとXrs2pと共にMRXと呼ば

れる複合体を形成することが知られている。遺伝学的解析により、このMRX複合体

の構成因子を欠損した株では放射線照射により誘発される姉妹染色分体間の組換え

が低下するという報告がなされている（Bressan et al．1998；Bressan et al．1999；

Ⅰvanoveta11992）。

MRX複合体はそのヌクレアーゼ活性により、DNA末端の単鎖DNA部位の形成、す

なわち5－→3一方向のプロセシングに関与していると考えられている。実際出芽酵母

では、MRX複合体がHOエンドヌクレアーゼの発現により形成されたDouble strand

break末端のプロセシングに関与することが知られている（Ivanovetal．1994；Leeet

al．1998；TsubouchiandOgawa1998）。

しかし、RAa郊遺伝子の役割はDNA末端のプロセシングだけに留まらない。近年

では、Rad50pがSMC；StruCturalmaintenanceofchromosomeとよばれるファミリーに属

する蛋白と非常によく似た構造を持つことが生化学的に示されている。真核生物の

姉妹染色分体接着において、“糊”として働くコヒーシンはこのSMCファミリーに

属している。このことから考えると、MRX複合体はコヒーシンの様に姉妹染色分体

同士やDNA末端同士を繋ぎ止め、それらの離散を防いでいる可能性がある（図ⅠⅤ－

1）。ただし、実際にMRX複合体が姉妹染色分体の接着に関与するかどうかは検証さ

れていない。以上の様に、MRX複合体は複数の事象に関与しているものと推測され

る。
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凸
姉妹染色分体間の組換え

図ⅠⅤ-1 MRX複合体の様々な役剖

姉妹染色分体同士の保持
DNA末端の保護

5'-3'へのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ

Double strand end型のDNA傷害が発生した場合､ MRX複合体は姉妹染色分体
同士の離散を防ぎ,同時にDNA末端の保護と5'-3'へのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞを行って､
姉妹染色分体間の組換えを促進しているのではないかと考えられる｡
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以上の知見を総合して考えると､ [ad50欠損株では｢DNA末端のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ｣と

｢姉妹染色分体同士の接着｣の双方の現象に間題が発生していることが予想され

る｡しかし､ LOHの上昇や染色体再編の上昇がどちらの現象に起因しているかを本

研究の結果だけから判断するのは難しい｡これを明らかにする為には,例えば

mdFOS変異(Alanietal. 1990)といった, DNA未端のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞだけが不括化する

(と考えられている)変異ｱﾘﾙを導入してLOH解析を行うといったｱﾌﾟﾛ-ﾁが

考えられるだろう｡ md50欠損株とは異なり､ Ld50S変具株はMMSに耐性を示すこ

とから(Alani et al. 1990) ,少なくともMMSによって誘発するDNA傷害の回避には

DNA末端のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞは必須ではないと推測されている｡ DNA傷害の回避という

点に閑して,もしかしたらW50遺伝子の中心的役割は姉妹染色分体同士の接着に

あるのかも知れない｡

前述した様に､ md50欠損株における染色体再編の発生過程にはRAD52やW51

遺伝子依存的な組換え経路が閑与していることが推測される｡しかし,それらは通

常と異なる形態,つまり5- - 3一方向のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞを受けていないDNA未端を基質

としなければならない筈だ｡本研究ではmd50欠損株における染色体再編は低下せ

ず､むしろ上昇する傾向が観られた｡従って,少なくとも姉妹染色分体以外の部位

との相同組換え反応には､ DNA未端のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞは必ずしも必須ではないことが

示された｡この点に閑しては, MRX複合体以外のﾇｸﾚｱ-ｾﾞ括性を持つ蛋白やへ

ﾘｶ-ｾﾞ等によって､相同組換え反応の開始に必要な単鎖DNA部位の形成が行われ

た可能性が考えられる｡

以上の様に､ RA抑遺伝子は姉妹染色分体同士の離散の抑制や, DNA末端のﾌﾟﾛ

ｾｼﾝｸﾞといった多くの役割を持ち,姉妹染色分体間の組換えを保証する働きがあ

るものと推測される｡ Rad50pが姉妹染色分体間の組換えに閑与しているとするなら

ば, md50欠損株で脇T-Lm4R間の染色体内欠失だけが上昇しなかったことを説明す

ることが可能である｡この種の欠失の発生ﾒｶﾆｽﾞﾑとしてはSSAが考えられる

が,姉妹染色分体間の異所性組換えでも同様の欠失が生じ得る｡後者がMAT-HMR

間の欠失の主要な発生機構であるとした場合､ md50欠損株でこの種の欠失の頻度が

上昇しなかったのは,姉妹染色分体間の相互作用が失われたためであると考えて矛

盾はない｡

md50欠損株では, ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化という特徴的な現象が見い出さ

れた｡染色体再編をｸﾛ-ﾝの4-5% (頻度にして4-5 Ⅹ 10-2)はADE2遺伝子ﾏ-

ｶ-のﾎﾓ化を生じていることが明らかとなった｡ III-1-8では詳細を述べなかった

が,予備的な実験として､ LOH解析と同じ条件で培養したmd50欠損株親株二倍体ｸ

ﾛ-ﾝを本培養液中からﾗﾝﾀﾞﾑに抽出し,そのADE2遣伝子ﾏ-ｶｰ挿入領域の構

造を調べたo 5つの独立した実験区で測定を行った結果､ ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎ

ﾓ化の頻度は3.2Ⅹ 10-2であり､これはLOHｸﾛ-ﾝで算出した頻度とほぼ同等である
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ことが判明した｡従って, ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化という現象はLOHの有無に

関わらず生じていることが示された｡ -方でこの予備実験ではADE2遺伝子ﾏ-ｶ-

が+/- - -/-へと変化する(以下ﾇﾙ化と呼ぶ)頻度も測定したが､その頻度は4.6 Ⅹ

10-3とﾎﾓ化の場合に対して低いものであることが判明した｡では､ ADE2遺伝子

ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化とﾇﾙ化でこの様な頻度の違いが生じるのは何故だろうか?本研

究では､本培養に供する親株二倍体細胞を予備培養する際､ｳﾗｼﾙ､ｱﾃﾞﾆﾝ､

ﾛｲｼﾝを除去した合成培地を用いることで第ⅠⅠⅠ染色体上の3つのﾏ-ｶ-の保持を

保証している.ところがこの予備培養では, ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-に閑してﾇﾙ化し

た細胞の増殖は抑制される-方,ﾎﾓ化した細胞は間題なく増殖することが可能で

ある｡既に述べてきた様にmd50欠損株では種々の染色体間組換えが上昇することか

ら考えて､予備培養中にADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化が生じている可能性は極めて

高い｡予備培養液から本培養液へ100 cfuを接種する際に､ﾎﾓ化を生じた細胞が仮

に1 cfuでも本培養液に持ち込まれれば,その頻度は理論上1 Ⅹ 10-2となる.この頻度

はLOH解析や先に述べた予備実験で得られた値と非常に近い｡従って, ADE2遺伝子

ﾏ-ｶ-に閑してﾇﾙ化よりもﾎﾓ化の頻度が高かったのは,予備培養液からの持

ち込みがあったためと推測される｡本研究では, md50欠損株に生じた染色体再編を

分類する際､このADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化を考慮して行った｡その際にﾇﾙ化

を考慮した補正を行わなかったのは,その影響が非常に小さく無視できる程度だっ

たためである｡例えば､ｸﾗｽBおいて正常な長さの第III琴色体を2ｺﾋﾟ-保持する

ｸﾛ-ﾝは交叉として分類しているが,実際にはADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾇﾙ化を

伴った遺伝子変換が含まれるはずである｡ ADE2へﾃﾛｸﾛ-ﾝにおける遺伝子変換

(図Ⅰ-1 C-b)の頻度は8.3 Ⅹ 10■ (表ⅠⅠⅠ-5)であるので､仮に遺伝子変換にﾇﾙ化が生

じたとした場合､その頻度は8.3Ⅹ10Jx4.6Ⅹ10-3=3.8Ⅹ10Jとなる｡この頻度iまA肥

へﾃﾛｸﾛ-ﾝにおける交叉(図Ⅰ-1 B-a)頻度, 4.5 Ⅹ 10■ (表ⅠⅠⅠ-3)の1%未満とな

る｡

ADE2遣伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化という現象は､ md50欠損株だけでなくsgsl欠損株

(安島2001年修士論文; Ajima et al. 2002)やmd18欠損株のLOHｸﾛ-ﾝにも同じ頻

度で見受けられた｡これらの欠損株はいずれも"byperｨec"な表現型を示しているこ

とから, ADE2遺伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化には組換えの上昇が寄与していると考えられ

る. n2d50欠損株やsgsl欠損株ではﾃﾛﾒｱ配列の短締化が報告されている(Boulton

and Jackson 1998 ;Kironmaiand Mumiyappa 1997 ; Nugent et al. 1998 ; Jolmson et al.

2001) ｡これらの知見から,第ⅠⅠⅠ染色体の未端部､ﾃﾛﾒｱに近い部位に挿入され

たADE2遺伝子ﾏ-ｶ-がﾎﾓ化を生じる原因の-つとして､染色体末端のDNA配列

が不安定になっていることが考えられる｡しかし, md18欠損株ではﾃﾛﾒｱ近傍で

の不安定性は今のところ報告されていない｡従って, ADE2遣伝子ﾏ-ｶ-のﾎﾓ化

は必ずしもﾃﾛﾒｱ近傍での不安定性とﾘﾝｸしていないか,あるいはW18遣伝
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子もW50遺伝子やSGSl遺伝子と同様にﾃﾛﾒｱで何らかの機能を果たしている

可能性が考えられる｡

IV-4相同組換えの代替経路としての複製後修復

LV_-4.1 tad52およびtad51欠脚る

md52およびmd51欠損株では, UW遺伝子ﾏ-ｶ-内の点突然変異頻度が野生

株の約25倍と同程度に上昇し(図ⅠⅠⅠ-6､表ⅠⅠⅠ-7) ,ﾏ-ｶ-内の塩基配列を決定した

ところmd52欠損株ではその8割が塩基置換､残り2割が-1ﾌﾚ-ﾑｼﾌﾄによる変異

であることが判明した(表ⅠⅠⅠ-6) ｡これらの欠損株では,自然発生およびuv照射に

よる点突然変異の上昇が以前より報告されている(Liefshitz et al. 1998 ; Momison and

Hastings 1979 ; Paulovich et al. 1998 ; Roche et al. 1995).野生株二倍体では点突然変

異としてG:C-T:Aの塩基置換が2ｸﾛ-ﾝ検出されたが､これらは同-実験区から検

出され, uW遺伝子ORF内における変異の位置も-緒だった(表ⅠⅠⅠ-6､ Hiraoka et

al.2000) ｡この2ｸﾛ-ﾝの起源は同じｸﾛ-ﾝであると考えられるため,野生株に

おける点突然変異の頻度は過大評価されている可能性がある｡従って､ md52および

m151欠損株における点突然変異頻度は野生株に対して最小で約25倍,最大で50倍上

昇している計算になる｡

以上の結果から,相同組換え経路,とりわけRAD51遺伝子が閑与する鎖交換型の

組換え経路が不括化したために､本来この経路が行っていた自然DNA傷害の回避が

何らかの別の代替経路にｽｲｯﾁされ､その結果として塩基置換が発生したことが

示唆された｡ -般的に塩基置換を発生させるﾒｶﾆｽﾞﾑとしては,鋳型としての塩

基情報を失ってしまう様なDNA損傷が生じた部位に無理矢理塩基を挿入してDNA合

成を行う,損傷乗り越えDNA合成が知られている｡従って､代替経路の実体はこの

損傷乗り越えDNA合成であることが推測された.実際､ Rocheらにより, md52欠損

によって-倍体株のSUP4-o遣伝子に発生する変異が､損傷乗り越え型DNAﾎﾟﾘﾒ

ﾗ-ｾﾞの触媒ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄをｺ-ﾄﾞするREV3遺伝子の欠損によって抑制されること

が報告されている(Rocheetal. 1995) ｡また,損傷乗り越えDNA合成機構はDaughter

strand g叩を基質としていることから､出芽酵母の細胞内に発生する自然DNA傷害に

はDaughter strang gapが含まれており､それらは相同組換え機構によって回避されて

いる可能性がある｡

md50欠損株では点突然変異は検出されず,野生株に対してどの程度増減している

のかは明らかにできなかった(図ⅠⅠⅠ-6,表ⅠⅠⅠ-7) ｡しかし, MRX複合体がDNA末端
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に優先的に結合すること(Chen et al. 2001 ; DlAmours andJackson2002 ; DeJageret al･

2001)から考えると､ W50遣伝子はDaughter strand gapの回避には余り寄与してい

ないことが予想される｡ IV-4で詳細を述べた様に, md50欠損株では姉妹染色分体以

外の部位と生じる染色体再編が上昇することから､ Daughter strand gapは損傷乗り越

えDNA合成が生じるよりも先に,染色体間の相同組換え反応によって回避されてい

るのではないかと推測される｡

IV_4_2 Rm18並伝子は自+然DNA傷書のｴﾃ-ﾌﾘ-な回避に寄与する

IV-4-1で述べた様に､ z:ad52およびmd51欠損株では野生株に対し点突然変異の頻度

が上昇していたことから,出芽酵母の細胞内に発生する自然DNA傷害には損傷乗り

越えDNA合成の基質となる様なDaughter strang gap型のものが含まれていることが示

唆された｡このことは､見方を変えれば損傷乗り越えDNA合成も相同組換えと同じ

様に自然DNA傷害の回避に寄与している可能性を物語っている｡相同組換え機構の

場合､その機能を不括化することによって, LOHの上昇と言う間接的な由ではある

が初めてｴﾗ-ﾌﾘ-な経路の存在(姉妹染色分体間の組換え)を明らかにするこ

とができた｡注意すべき点として､ md52およびmd51欠損抹で検出された点突然変

異は,あくまでLOHとして検出可能なｴﾗ-を生じるﾀｲﾌﾟの損傷乗り越えDNA合

成経路によるものである,ということが挙げられる｡逆に言えば､その背後にｴ

ﾗ-ﾌﾘ-な損傷乗り越えDNA合成が自然DNAiS害を回避している可能性がある｡

現に,損傷乗り越えDNA合成はｴﾗ-ﾌﾘ-な経路とｴﾗ-を生じる経路の2種類に

分類されることが知られている(Broomfield et al. 2001) ｡これらの経路の全体像を

掴むためには,相同組換え欠損株の場合と同様にその機能を不括化する必要がある

と思われた｡そこで本研究の第二段階として,損傷乗り越えDNA合成機構の役割を

明らかにするため､これらの経路に閑連する遺伝子の欠損株でLOH解析を行った｡

実際には,損傷乗り越えDNA合成は複製後修復と呼ばれる機構の-部に含まれるこ

とが知られている(図Ⅰ-6) ｡出芽酵母では複製後修復機構はW6･RAD18遺伝子に

より制御され,その下流にW5. W30,およびREV3遺伝子それぞれが閑与する

複数の経路が知られている｡兄AD6･RAD18遣伝子がどの様な分子機構で複製後修復

機構を制御しているのかは余り明らかになっていない.現在のところ､ RAβ6および

w18遣伝子はﾕﾋﾞｷﾁﾝ結合を介した蛋白質分解に関与していることが判明して

いる(Hoege et al. 2002 ; Pickart 2002). -般的に,この複製後修復機構がDaughter

strand gap型のDNA傷害の回避に閑与していると考えられている｡

本研究ではまず､ md18欠損に生じるLOHの解析を行った. W6遺伝子の欠損株

を用いなかった理由は,この遺伝子が複製後修復機構だけでなく,ﾃﾛﾒｱ_のｻｲ
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ﾚﾝｼﾝｸﾞや胞子形成といった複数の事象にも関与することが知られているためで

ある(Huangetal. 1997 ; Morrisonetal･ 1988) o md18欠損珠で生じるLOHには､複製

後修復機構のみが全般的に不括化してDaug血ter strand gapの回避が全く行えなくなる

様な状況が反映されることが予想された｡

解析の結果､ Ld18欠損株ではLOH頻度が野生株の12倍に上昇し,染色体喪失と相

同組換えによる染色体再編の双方が上昇していることが判明した(図ⅠII-22) ｡ md18

欠損株の染色体喪失頻度は8.7 Ⅹ 10■なので､染色体崩壊の回避における複製後修復機

構の寄与度は相同組換え機構の約1/4程度に相当することが明らかとなった｡また､

md18欠損株ではLOHとして検出可能な染色体再編の全ての種類が上昇しており(図

ⅠⅠⅠ-25,表ⅠⅠⅠ-12) ､それらはmd18 md52二重欠損株ではmd52単独欠損株と同ﾚﾍﾞﾙ

まで低下することからW52遺伝子に依存していることが判明した(図III-23､図

ⅠⅠⅠ-24) ｡この様な, md18欠損による"hyper-rec''な表現型は他の研究ｸﾞﾙ-ﾌﾟに

よっても報告されている(Liefshitz et al. 1998) ｡染色体再編の上昇は, Daughter

strand gapの回避が複製後修復機構で対処できなかったためにその代替経路として相

同組換え機構が利用された可能性を示唆している｡この閑係は, L:ad52欠損株におい

て相同組換えの代替経路として損傷乗り越えDNA合成が利用されるという仮説と全

く逆のﾊﾟﾀ-ﾝである｡

md18欠損株で染色体喪失や染色体再編といったLOHが上昇した原因には以下の2

つの可能性が考えられる｡第-の可能性は複製後修復機構が欠損した結果､ﾆ艶の

Daughter strand gapの回避を適切に行うことができず,最終的にLOHが生じてしま

う､というもの｡ md18欠損株では相同組換えに閑与する蛋白群は正常に機能するは

ずなので, LOHの原因となったDaughter strand gapは本来複製後修復機構のみに回避

を依存し,相同組換え機構の基質としては適さない様な種類であることが考えられ

る｡この種のDaughter strand gapが無理失理相同組換えで回避される場合には､どこ

かに無理が生じ､ｴﾗ-,すなわちLOHを起こしやすくしてしまうのかも知れな

い｡あるいは､この種のDaughter strand gapが未回避のまま放置され,次回のDNA複

製時にその部位で複製ﾌｵ-ｸの崩壊が生じ,その結果Daug血ter strand gapがDouble

strand endに変換される｡この様にして形成されたDou.ble strand endはある程度相同組

換え機構によって回避されるはずであるが, md18欠損株ではDouble strand endの量が

相同組換え機構の許容量を超えてしまい､最終的にLOHの上昇を引き起こしている

ことが考えられる｡裏を返せば, Daug血erstrandgapの中には複製後修復機構よりもむ

しろ相同組換え機構による回避の方が好ましいものも存在していることが考えられ

る｡ md52欠損株では,それらが無理矢理複製後修復機構によって回避された結果,

点突然変異の頻度が上昇してしまうのかも知れない｡ Daughter strand gapと-括りに

している自然DNA傷害は､実際には質的に異なるいくつかのものに分類され,その

種類や発生した部位･ｼﾁｭｴ-ｼｮﾝの違い(例えばDaughter strand gap発生の原
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因となったDNA損傷の種類,細胞周期,ﾘ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ鎖とﾗｷﾞﾝｸﾞ鎖のどちらに存

在するか等の違い)によって最適な回避機構が異なっていることが考えられる｡第

二の可能性は､ Ld18欠損株では相同組換え全般が上昇していることから,このこと

自体がLOHの上昇に寄与しているとするものである｡生物物理学的には､どの様な

機能蛋白質であっても低頻度ではあるが固有の確率で内在的なｴﾗ-を起こすこと

が知られている.従って,野生株やmd18欠損株に生じている染色体喪失や染色体再

編は,姉妹染色分体間の組換えが生じる際の-種のｴﾗ-によって生じた,とも捉

えることもできる｡例えば野生株では染色体喪失を伴う交叉が観られたが,この結

果は相同組換え反応に伴って染色体喪失が引き起こされ得ることを示唆している｡

md18欠損株では染色体喪失を伴う交叉の頻度が野生株の19倍に上昇していたことか

ら､この種のﾒｶﾆｽﾞﾑが染色体喪失の上昇に寄与していることが推測される｡こ

の相同組換えに伴う染色体喪失のﾒｶﾆｽﾞﾑは､本研究で用いているLOH解析系で

は交叉や遺伝子変換に閑してしか検出することが出来ない｡しかし､同様の現象が

姉妹染色分体間の組換えにおいても発生しており,かつLd18欠損株で姉妹染色分体

間の組換えが上昇している場合には､染色体喪失の上昇は姉妹染色分体間の組換え

の上昇に起因していると考えることができる｡ Yamashitaらは､ﾆﾜﾄﾘのDT40細胞

でW18遭伝子を欠損させた場合,自然発生する姉妹染色分体間の組換えが野生株

に対して約3倍に上昇することを光学顕微鏡下で観察している(Yamashita et al.

2002) ｡出芽酵母のmd18欠損株でもDT40細胞と同様に姉妹染色分体間の組換えが

上昇していることが考えられる.可能性1の時と同様､同じことがmd52欠損株にお

ける点突然変異頻度の場合にも言える｡すなわち, md52欠損株では複製後修復機構

の利用量が増え､それに伴うｴﾗ-の量も増大してしまったと考えることも可能で

ある｡

md18欠損株では種々の染色体再編が上昇したが､本研究ではmd50欠損株でも染

色体再編の上昇が観られている｡ md50欠損株では姉妹染色分体間の組換えが行えな

くなってしまった結果,組換えのﾊﾟ-ﾄﾅ-として相同染色体や他の染色体が用い

られていることが推測されているが(本稿IV-3-3) ､逆にmd18欠損株では前述した

様に相同組換えが代替経路として働き､その-部が-種のｴﾗ-の様な形で染色体

間組換えを引き起こしていることが推測される｡以上の様に…hyper-rec"な表現型を

示す原因は､ md50欠損株とmd18欠損株では全く異なるものであると考えられる｡

md18欠損株における遺伝子変換以外の各種染色体再編の頻度はいずれも野生株の

数倍-20倍程度であったが, -方で遺伝子変換の頻度に関しては驚くべきことに野

生株の約300倍と劇的な上昇を示した｡これはmd18欠損株だけに特徴的な現象であ

り､ "hyper-rec''な表現型を示すmd50欠損株やsgsl欠損株に痕観られなかったもの

である. md18欠損株においてこの種の組換えが劇的な上昇を示すという報告は今迄

になされていない｡この劇的な上昇の具体的な分子機構を考察することは今の所困
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難であるが、少なくともこの結果は「自然DNA傷害の回避において相同組換え機構

が複製後修復機構を代替した」ことに起因しており、遺伝子変換と相同組換えによ

るDaughterstrandgapの回避との関連性を示しているものと思われる。

毘粛β招d光二重欠損株では、LOH頻度が野生株の59倍と劇的に上昇し、この頻度

の6．5Ⅹ10jという値は、毘〟β単独欠損株と毘dだ単独欠損株それぞれのLOH頻度の総

和よりも高かった。また、LOHのほぼ全てが染色体喪失によるものであった（図ⅠⅠⅠ－

22、表ⅠⅠⅠ一9）。これらの結果から、細胞内に発生している自然DNA傷害の総体量

は、乃d毀単独欠損株のLOH解析結果から推測できるものよりも更に多いことが考え

られる。おそらく、md52単独欠損株ではDaughterstrandgapのかなりの部分が複製後

修復によって、また、md18単独欠損株ではDaughterstrandgapのかなりの部分が相同

組換えによって、エラーフリーに回避されているのであろう。野生株では、この様

なDaughter strand gapは相同組換え機構と複製後修復機構の双方により、部分的に

オーバーラップして回避されているものと推測される。ニワトリのDT40細胞では

且孔nば遺伝子と相同組換え機構に関与する風4調達伝子を二重欠損した場合には合

成致死となることが報告されている（Yamashitaetal．2002）。出芽酵母でも、両方の

機構を二重欠損した場合には、死に至る程ではないものの、染色体の不安定性が非

常に悪化してしまうものと考えられる。

以上の様に、Daughterstrand gapは複製後修復機構によって回避され、その回避の

一部分は相同組換え機構によっても代替し得ることが示唆された。では、細胞は

Daughterstrandgapの回避にあたり複製後修復機構と相同組換え機構の使い分けをど

の様な方法で行っているのだろうか？出芽酵母では、5R∬と呼ばれる遺伝子がコー

ドする蛋白がDaughterstrand g叩の回避に際して二つの機構の使い分ける様な制御を

行っている可能性が指摘されている（Broom鮎1detal．2001）。出芽酵母の乃（好ある

いは毘〟β単独欠損欠損株一倍体はW照射に感受性を示すが、これらの株に∬浸欠

損を導入した場合にはUV照射に対する感受性が抑制され（Lawrence and Christensen

1979；Aboussekhraetal．1989；Schiestletal．1990a）、さらにこの抑制は相同組換え機

構に依存していることが判明している（Schiestletal．1990a；Schiestletal．1990b）。

これらの知見から、少なくともUV照射によって誘発されるDNA傷害の回避におい

て、5尺£2遺伝子が複製後修復機構を優先的に使用する様な制御を行っていることが

推測されている。この様な制御の具体的な分子メカニズムはまだ分かっていない。

今後は∬窟2　欠損株を作製し、その株に生じるLOHイベントの詳細を解析することに

よって、ぶ尺ぷZ遺伝子が自然DNA傷害に対してどの様な制御を行っているのかを調べ

る予定である。予備実験による結果では、ぷJ苫2欠損株に生じるLOHの頻度やクラスA

～Cの分布は乃d7β単独欠損株に酷似することが明らかになっている。加えて、この

欠損株で上昇するクラスB・CのLOHは招〟β欠損株の場合と同様、蛸遺伝子に

依存することから、染色体再編であることが推測される。しかし、鱒鍔　　欠損株と
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招揖β　欠損株とでは全く別の要因で染色体再編が上昇している可能性も否定できな

い。これを明らかにする為にはぷ指2毘〟g二重欠損株を作製し、その株に生じるLOH

がそれぞれの単独欠損株に対してどの様に変化するのかを調査する必要があるだろ

う。また、由戚　欠損株に生じるクラスB・CのLOHイベントの詳細な解析を行い、

英和けβ　欠損株と比較することも重要であると思われる。将来的にこれらの解析を通

じ、自然DNA傷害の回避における複製後修復機構と相同組換え機構の相互関係、な

らびに、£疋£2遺伝子の役割が明らかになることが期待される。

ⅠⅤ－4－3　月Aβ且ぎ凛H云子「F所の酪指標のLOHへの開口

近年の研究より、RA以β依存性の複製後修復は単純な一つの経路ではなく、少な

くともRA鉱MβおよびRglβ遺伝子それぞれが関与する3経路に分類されるこ

とが明かとなってきた（Broom鮎1d et al．2001）。RA8∫遺伝子は、RAム貯および

且んn柑遺伝子と同様、ユピキチン結合を介した蛋白質分解に関与していることが判

明している（Hoegeetal．2002；Pickart2002）。RAび遺伝子産物が如何なるメカニズ

ムでDNA傷害の回避に寄与しているのかは現在の所明らかになっていないが、この

遺伝子が関与する経路はエラーフリーにDNA傷害を回避することが知られている

（Johmonetal．1992；Broomfieldetal．2001）。3経路に関与する遺伝子を欠損した株

はいずれも乃dば　欠損株程ではないがW照射に対して感受性を示す。中でも、毘d，

欠損株は招dヲ∂欠損株や花招欠損株に比べ比較的高いWやMMS感受性を示す事が知

られている（ただし毘粛g欠損株程ではない、Ⅹiao et al．2000）。このことから、

点A8∫遺伝子の関与する経路はWやMMSにより誘発するDNA傷害の回避において、

比較的重要な役割を果たしているものと推測されている。RAa郊遺伝子は損傷乗り

越え型DNAポリメラーゼpol刀をコードし、属眉lワ遺伝子はやはり損傷乗り越え型

DNAポリメラーゼであるpol∈の触媒サブユニットをコードしている。生化学的及び

遺伝学的な多くの知見から、pOl刀によるDNA傷害の回避はエラーフリーであるが、

pol；はエラーを生じやすいのではないかと考えられている。また、この他にも

PCNAやDNAポリメラーゼ6といったDNA複製に関与する因子群が、何らかの形で

複製後修復機構に関与している可能性が示唆されている。

本研究では毘〟g欠損株でLOH頻度が野生株に対して上昇したが、この欠損株では

独　Mβおよび点g†ワ遺伝子それぞれが関与する経路が全て不活化しているも

のと推測される。従って、R血仇ば遺伝子下流の各遺伝子を欠損した株のLOH頻度を

測定することで、どの経路が凰孔仇ほ遺伝子依存的なLOHの抑制、すなわち自然DNA

傷害の回避に寄与しているかを明らかにすることができると考えた。

しかし、実際にはいずれの単独欠損株も乃揖β単独欠損株で観られた様なLOHの上
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昇やLOHｲﾍﾞﾝﾄ分布の変化を示さず､野生株とほぼ同じか若干LOH頻度が上昇し

たに過ぎなかった(図ⅡⅠ-22､表ⅠⅠⅠ-9) ｡また, md5 md52､ md30 md52およびzleV3

md52それぞれの二重欠損株に閑しても, md52単独欠損株で生じるLOHとの差異は

見出せず､ md18 md52二重欠損株の様な劇的なLOH頻度の上昇は示さなかった(図

ⅠⅠⅠ-22,表ⅠⅠⅠ-9) ｡これらの結果より, W18遺伝子下流の複数の経路に閑して､

a)月A85. W30およびREV3遺伝子のそれぞれが閑与する経路が互いに補完して

染色体の崩壊の抑制に寄与しているか, b) W18遺伝子下流に,本研究では調ぺて

いない別の経路が寄与している,というこつの可能性が考えられた｡しかし､ Tad18

単独欠損株に及ばないとは言え､例えばmd5単独欠損株ではLOH頻度が野生株に対

して有意に上昇し,また,その中身はあたかもmd18単独欠損株をﾐﾆﾁｭｱ化した

かのようなｸﾗｽ分布を示した(図ⅠⅠⅠ-22､図ⅠⅠⅠ-23) ｡特にｸﾗｽCが突出して上昇

する傾向は, md18単独欠損株に酷似している｡ md5 mdS2二重欠損株のLOH解析結

果より､少なくともこの部分は∽遺伝子依存性の染色体再編であることが推測

される｡これらの結果より､ W5遺伝子はUVやMMS処理時と同様､自然DNA傷害

の回避とし1う点において比較的重要な役割を果たしているものと考えられる｡今後

はmd5単独欠損株に生じるｸﾗｽBやｸﾗｽCのLOHｲﾍﾞﾝﾄを詳細に解析すること

で,複製後修復機構におけるW5遣伝子の位置付けや役割を明らかにできることが

期待される｡

最終的には, md5md30tev3三重欠損株およびmd5md30Llet8 md52四重欠損株を作

製してLOH解析を行い､自然DNA傷害の回避における3経路間の相互閑係や別の経路

の有無を明らかにせねばならないだろう｡その前段階として,本研究では先ずmd5

LleV3二重欠損株(およびmd5Llet(3md52三重欠損株)を作製し､ LOH解析を行う予定

である｡この組み合わせを選択した理由としては, md5欠損とtev3欠損がUV感受性

に閑してsynergisticな効果を示す(つまり､ md5L?V3二重欠損株のUV感受性がそれぞ

れの単独欠損株に対して相乗的に上昇する)という知見が挙げられる(此onson et al.

1992) ｡この知見より,少なくともUV照射により誘発するDNA[S害の回避に閑して

は, W18遺伝子下流の3経路の内,特にRA85遺伝子とREV3遺伝子がそれぞれ関

与する2経路が互いに補完しあう閑係であると推測される.ちなみに, md30欠損に

関してはmd5欠損とz7eV3欠損のいずれとも相加的な閑係であることが知られている

(Ⅹiaoet al, 2000) ｡

ⅠⅤ-5 NHEJはLOHの発生や抑制には寄与しない

md52欠損株では､ｸﾗｽBにおいて4 bpという極めて少ない相同性を介した転座
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が2ｸﾛ-ﾝ検出され､その頻度は2.9 Ⅹ 10･7であった(表ⅠⅠⅠ-4) ｡ただし､検出され

た2ｸﾛ-ﾝは同じ実験区から同定され転座の内容も全く同じだったことから､ 2.9 Ⅹ

10-7という値は過大評価されている可能性がある｡野生株ではこの種の染色体再編は

見い出されなかったことから(Umezuetal. 2002) ､ 2.9 x lO-7という頻度が野生株に

対して有意に上昇しているかかどうかは不明である｡これらの結果から､この種の

転座の発生ﾌﾟﾛｾｽにはNH凹機構が関与していると推測され､本来相同組換え機構

が担っていた自然DNA傷害の回避のごく-部を,この機構が代替して行ったのでは

ないかと考えた｡ NH即機構はDouble strand breakのDNA末端同士をﾗｲｹﾞ-ｼｮﾝ

し､その回避に閑与していると考えられている(Crit血low and Jackson 1998) ｡従っ

て､出芽酵母の細胞内に発生している自然DNA傷害には､ DNA未端を含む形状のも

の､すなわちDouble?trand breakやDouble strand endが含まれており,これらは通常は

相同組換え機構によって回避されていることが推測された. md52欠損株で検出され

たNH即によると思われる転座はｴﾗ-を生じるﾀｲﾌﾟのものであったため,結果と

してLOHとして検出することができた｡しかし､裏を返せば,ｴﾗ-ﾌﾘ-なNH即

機構がLOHの抑制に寄与している可能性が考えられた｡現に､ N皿はｴﾗ-ﾌﾘ-

なﾀｲﾌﾟとｴﾗ-を生じるﾀｲﾌﾟの二種類に分類されることが知られている(Moore

andHaber 1996) ｡

そこで本研究ではこのNH凹機構がLOHに及ぼす影響を調べるため,この機構に閑

与する遺伝子であるHDn遺伝子を欠損した株を作製し､それらに生じるLOHの解析

を行った｡解析の結果, hm単独欠損株のLOH頻度は野生株とほぼ同じﾚﾍﾞﾙであ

り､染色体喪失とその他のLOHｲﾍﾞﾝﾄの比に閑しても大きな変化はなかった(図

ⅠⅠⅠ-30) ｡また､ｸﾗｽBとｸﾗｽCの分布に閑しても野生株に対する顕著な増減は観

られなかった(図ⅠII-31) ｡ hdYlmd52二重欠損株に関しても, LOH頻度やｸﾗｽA-

cの分布はmd52単独欠損株と同等のものであった(図ⅠⅠⅠ-30､図III-31) ｡これらの

結果より､ NHEJ機構の寄与度はLOHの発生と抑制のいずれに対しても相同組換え機

構や複製後修復機構に比べて遥かに小さいことが判明した｡

この様な結果が得られた理由には､以下に述べるいくつかの可能性が考えられ

る｡第-の可能性は,少なくともLOH解析条件下では自然DNA傷害の回避における

NHEJ機構の寄与が非常に小さいというもの｡これを支持する知見として､出芽酵母

二倍体ではNHEJ括性が低下するという報告がなされている(Astrom et al. 1999) ｡

第二の可能性は､出芽酵母の細胞内において, LOHの原因となる様な自然DNA傷害

に閑する限り､ NHEJ機構の基質となり得る種類のもの､すなわちDouble strand break

はあまり閑与していないとするもの｡相同組換えが欠損している場合に限り, NHEJ

機構は放射線照射などによって形成されるDouble strand breakの修復に大きく寄与す

ることが知られている(Siedeetal. 1996) ｡ -方で本研究では, hulmdS2二重欠損

株のLOH頻度はL:Bd52単独欠損株と同じﾚﾍﾞﾙであった.この結果は, LOH解析条件
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下で発生する自然DNA損傷においてDoublestrandbreakが占める割合が非常に低い可

能性を示唆している。一方で、DNA末端のプロセシングに関与する風4調遺伝子の

欠損はLOHに対して大きな影響を及ぼすことが本研究によって明らかになっている

ことから、自然DNA傷害にはDNA末端を持つものが含まれていることが示唆されて

いる。従って、この様な自然DNA傷害としては、例えばDNA複製フォークの崩壊に

より形成されることが示唆されているDoublestrand end等が考えられる（詳細はIV－6

で後述）。J召戯　欠損株で検出されたNHⅢによる転座は、おそらく策ⅠⅠⅠ染色体と第

ⅩⅡ染色体のニケ所で同時にDoublestrand endが生じ、それら同士がNHⅣ機構もしく

はそれに準じた機構を介してライゲーションされた結果生じたのではないかと推測

される。

ⅠⅤ－6　自然DNA傷害の実体とは？

本研究では、相同組換え機構や複製後修復機構に関連する遺伝子の欠損株におい

てLOH解析を行い、出芽酵母の細胞内には染色体の崩壊をもたらす自然DNA傷害が

発生している可能性が示唆された。では、自然DNA傷害の実体は一体どの様なもの

なのであろうか？本研究では、いくつかの知見からLOH解析条件下で発生している

自然DNA傷害の実体を推測することができた。乃dガ　欠損株でNHⅢによると考えら

れる転座が検出されたこと、DNA末端のプロセシングに関与する風脚遺伝子の欠

損株においてLOH頻度が大きく影響を受けたことからは、自然DNA傷害にはDNA末

端を含むもの、例えばDoublestrandendやDoublestrandbreakが含まれることが示唆さ

れた。一方で、Doublestrandbreakの回避に寄与するNHEJ機構の欠損株ではLOHの頻

度や内容に大きな変化は認められなかったことから、自然DNA損傷においてDouble

strandbreakが占める割合は非常に低いことが推測された。また、毘戯欠損珠で点突

然変異頻度が野生株に対して上昇したこと、および、複製後修復に関与する且血跳ば

遺伝子の欠損株においてLOH頻度が大きく影響を受けたことからは、自然DNA傷害

にはDaughterstrandg叩が含まれていることが示唆された。留意すべき点としては、

LOH解析時にはDNAに傷害を誘発する様な薬剤による処理や放射線・UV照射等は一

切行っていないことが挙げられる。このことは、Double strand endやDaughter strand

gapは内的要因によって“自然”発生しているDNA傷害であることを示している。

近年、S期のDNA複製時に起こる複製フォークの進行阻害や崩壊がtwo－Strand DNA

傷害と呼ばれる種類のDNA傷害を引き起こし、それが相同組換えの基質になるとい

うモデルが提唱されている（図IV－2、Coxetal．2001；Haber1999；Kuzminov1999；

Kowalczykowski2000）。DNA複製における複製フォークの進行は必ずしも円滑に進
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A Doublestrandendが形成される場合

1)ﾆﾂｸ･ｷﾞﾔﾂﾌﾟ上での
複製ﾌｵｰｸの崩壊

⊂王;== ⊂:=ｺ

B Daughter strand gapが形成される場合

1)ﾗｷﾞﾝｸﾞ鎖合成の阻害

2)新生鎖同士の対合とHolliday構造の解離

2)ﾘ-ﾃﾞｲﾝｸﾞ鎖合成の阻害と再開

囲IV12複製ﾌｵ-ｸの進行阻書や崩壊によるtwo-strand DNA傷書の発生ﾒｶﾆｽﾞﾑ

DNA上の損傷(化学的な修飾や変化､脱塩基など)を♯で､二本鎖DNAを二本の
実線で示した｡また､新生鎖を灰色の矢印で示した｡
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むとは限らない｡実際には､複製ﾌｵ-ｸの進行に支障をきたす様々な要因がDNA

上に存在していると考えられており,具体的な例としてはDNA上の化学的な修飾や

変化,脱塩基,ﾆﾂｸやｷﾞｬｯﾌﾟ､転写装置などのDNA結合蛋白,高次構造､ﾄﾎﾞ

ﾛｼﾞ-の変化による物理的なｽﾄﾚｽ､といった様々な種類のものが挙げられる｡

これらの要因が存在するDNA上に複製ﾌｵ-ｸが到達した場合,その進行阻害や複

製装置の崩壊を招いてしまうことが予想される｡その結果生じるtwo-strand DNA傷害

としては,主にDouble strand endとDaughter strand gapの二種類が考えられている｡ﾇ

ｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復や塩基除去修復の過程で形成されるﾆﾂｸやｷﾞｬｯﾌﾟとは異な

り, two-strand DNA傷害はDNA合成の鋳型となる塩基情報が失われているのが特徴で

ある｡この種のDNA傷害を回避するためには,相同組換え機構によって別の場所か

ら失われた塩基情報を得るか,損傷乗り越えDNA合成等によって無理矢理塩基を挿

入するしかないのが特徴である｡ Double strand endを形成するﾌﾟﾛｾｽの可能性とし

ては､ 1) Daughterstrandgap,もしくは,ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復や塩基除去修復の過

程で形成されたﾆﾂｸやｷﾞｬｯﾌﾟが埋められないままS期に入ってしまい,その上を

複製ﾌｵ-ｸが通過して崩壊を生じる｡この種の崩壊は,ﾘ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ鎖とﾗｷﾞﾝ

ｸﾞ鎖のどちらでも起こり得る, 2)ﾘ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ鎖上にのみ存在する化学的な修飾や

変化･脱塩基,もしくはﾄﾎﾞﾛｼﾞ-の変化によるｽﾄﾚｽ, DNA上の蛋白や高次構

造等により複製ﾌｵ-ｸの進行が阻害される｡その後,新生鎖同士の対合が生じて

Holliday構造が形成され､この構造をHolliday構造ﾘｿﾞﾙﾍﾞ-ｽと呼ばれるｴﾝﾄﾞﾇ

ｸﾚｱ-ｾﾞ(大腸菌ではRuvABC,出芽酵母では明らかになっていない)が解離す

る､のいずれかが想定されている■ (図ⅠⅤ-2 A) ｡これらのﾌﾟﾛｾｽによって生じた

Double strand endは､主に相同組換え機構によって姉妹染色分体と組換えを生じるこ

とで回避され､複製ﾌｵ-ｸが再構築される｡実際､大腸菌では複製ﾌｵ-ｸの再

構築を補助する機構の-部として相同組換え機構が利用されることが良く知られて

いる(Kogoma 1996 ; Kuzuminov 1999) ｡ Daughter strand gapを形成するﾌﾟﾛｾｽの可

能性としては, 1)ﾗｷﾞﾝｸﾞ鎖上にのみ複製ﾌｵ-ｸの進行を阻害する様な化学的な

修飾･脱塩基などが存在し､それ以前に合成されている岡崎ﾌﾗｸﾞﾒﾝﾄまでDNA

合成が到達できない､ 2)ﾘ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ鎖上で複製ﾌｵ-ｸの進行阻害が生じた後,

下流で再びﾘ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ鎖のDNA合成が開始される､のいずれかが考えられる(図

IV-2 B) ｡ Daughter strand gapに閑しては､複製後修復機構である損傷乗り越えDNA合

成もしくは相同組換え機構によって回避される｡

以上の様に､ Double strand endやDaughter strand gapがｹﾞﾉﾑDNAの複製に付随して

発生していることが想定されている｡本研究においてLOH解析系で検出している各

種LOHｲﾍﾞﾝﾄは富栄養条件下で増殖中の細胞において生じている｡従って, LOH

解析条件下でもDouble strand endやDaughter strand gapといった自然DNA傷害が発生し

ていると推測される.相同組換え閑連遣伝子の各欠損株やmd18欠損株の対数増殖期
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にはG2－M期で細胞周期の一時停止や形態異常を生じる細胞の割合が増加するという

知見も、DNA複製時に自然DNA傷害が頻繁に発生していることを示唆している。相

同組換え機構や複製後修復機構の欠損等の理由によってそれらの回避が行われない

場合、染色体は複製を完了することができず、最終的には染色体の崩壊へと帰着す

るものと考えられる。野生株では一見順調にゲノムDNAの複製が進んでいる様に見

えるが、実際には「自然DNA傷害にる複製フォークの進行阻害や崩壊」→「相同組

換え機構や複製後修復機構による回避」、というサイクルが頻繁に繰り返されてい

るのであろう。

また、相同組換え関連遺伝子の欠損自体がある種のDNA傷害を誘発している可能

性もある。例えば、乃d即欠損株では染色体末端のテロメア配列が短縮化するという

報告がある（BoultonandJackson1998；KironmaiandMuniyappa1997；Nugentetal．

1998）。テロメアが短縮化した場合、染色体末端構造を維持するテロメア特異的な

蛋白群の局在量が低下する。その結果、染色体末端は相同組換えの基質である

Doublestrandendとして認識されることが考えられる。しかし、hdfl欠損によっても

テロメア配列が短縮化することが知られているが（BoultonandJackson1996）、本研

究ではカd打欠損は単独欠損、もしくは花成との二重欠損のいずれの場合でもLOHに

影響を及ぼさなかった。従って、必ずしも短縮化したテロメア配列がLOHの発生に

寄与しているとは限らない様である。

招〟β招dだ欠損株の染色体喪失頻度より、LOH解析を行った生育条件では長さ約

330kbの第ⅢⅠ染色体一本当りにおよそ6．5Ⅹ10・3の頻度で最低一箇所に染色体の崩壊を

招く様なDoublestrandendやDaughterstrandgapといった自然DNA傷害が生じているこ

とが推測される。出芽酵母二倍体細胞には全部で32本の染色体が存在し、それらの

合計の長さは約24Mbであることが知られている。従って、自然DNA傷害の発生量が

DNAの長さに比例すると仮定した場合、LOH解析条件下ではゲノム全体で4．7Ⅹ10－1

という極めて高い頻度で最低一箇所に染色体の崩壊を招く様な自然DNA傷害が生じ

ているという計算になる。

相同組換え関連遺伝子の各欠損株や毘揖β欠損株では、この様な自然DNA傷害の存

在に対してチェックポイント制御機構はどの様に対応しているのだろうか？細胞は

DNAダメージチェックポイントと呼ばれる機構によってDNA上の傷害をモニター

し、それらの回避が完了するまで細胞周期を停止することが知られている。例えば

放射線照射によってDNA傷害を誘発させた場合、野生株では修復の時間をかせぐた

め細胞周期の停止が起きる。J笥dガ欠損株でも同様の現象が起こるが、この欠損株で

はDNA傷害を回避できないため細胞周期が停止したままの状態に陥り、やがて死を

迎えることが報告されている（WeinertandHartwell．1988）。このことから、md52欠

損株ではDNAダメージチェックポイント機構そのものは正常に機能すると考えられ
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ている。本研究で相同組換え関連遺伝子の各欠損や毘揖β欠損が生育に及ぼす影響を

調べたところ、GユーM期細胞の割合の増大や倍加時間の遅延が観察された。これらの

結果は、相同組換え関連遺伝子の各欠損株や毘〟β　欠損株に生じた自然DNA傷害が

DNAダメージチェックポイント機構によって認識され、細胞周期の停止が生じてい

ることを示している。これらの欠損株では細胞周期を停止することで時間が稼が

れ、代替経路による自然DNA傷害の回避が可能になっているものと考えられる。

Kkinの研究では、相同組換え機構とDNAダメージチェックポイント機構の双方を欠

損した株は相乗的に染色体喪失が上昇することが報告されている（Ⅲ血2001）■。ま

た、本研究室の渡辺の研究では、LOHが上昇するα打J〃　　欠損株にDNAダメージ

チェックポイント機構に関与する風4上汐遺伝子の欠損を導入した場合、相乗的にLOH

が上昇することが明かとなっている（渡辺2001年博士論文；Watanabeetal．2002）。

以上の知見から考えると、DNAダメージチェックポイント機構が欠損した場合には

自然DNA傷害が放置されたまま細胞周期が進行してしまい、染色体の崩壊が劇的に

増加してしまうのであろう。本研究で花畑招d侵二重欠損株のLOH頻度が毘dだ単独

欠損株よりも2倍近く高かったのは、RAn郊　遺伝子がDNAダメージチェックポイン

トにも関与していることに起因しているためなのかも知れない（Grenonetal．2001；

Usuietal．2001）。

一方、注意しなければならない点として、乃虎口欠損株に放射線照射を行った時と

は異なり、自然DNA傷害による細胞周期の停止は一時的であったということが挙げ

られる。HOエンドヌクレアーゼの発現によってゲノムDNA中一ケ所のみDouble

strandbreakを発生させた場合、mm欠損株では細胞周期の停止が一過性で、修復が

不十分のまま再び細胞分裂が開始される（つまりアダプテーションが起きる）とい

う報告がされている（MaloneandEsposito．1980；KramerandHaberetal．1993；Sandel】

andZakianetal．1993）。放射線照射とHOエンドヌクレアーゼの発現ではそれぞれ細

胞が異なる反応を示すことから、細胞周期の停止やその後のアダプテーションは

DNA傷害の質や量によって異なると言えるのかも知れない。自然DNA傷害によって

細胞周期の停止が生じた細胞では、乃dだ　欠損株でHOエンドヌクレアーゼを発現し

た際に見られる様なアダプテーションが起こっていることが予想される。Galgoczyと

Toczyskiは、相同組換え関連遺伝子を欠損した二倍体細胞において、自然発生する染

色体喪失の発生にチェックポイントのアダプテーションに関与するαCタ遺伝子が必

要であることを報告していることから（CalgoczyandToczyski2001）、染色体喪失の

発生過程にはこのアダプテーションの機構が関与していることが推測される。
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ⅠⅤ-7本研究のまとめ

以下に本研究によって得られた知見をまとめ､図Ⅳ-3にその内容を図示した｡

1)出芽酵母の対数増殖期において染色体異常･再編によるLOHが発生する主要な原

因は, w52遺伝子依存性の相同組換え機構やW18遣伝子依存性の複製後修復機

構による回避を必要とする様な内在性の自然DNA傷害であると結論される｡これら

の自然DNA傷害の大半は,ｹﾞﾉﾑDNAの複製に付随して発生するDaughter strand gap

やDouble strand endであると推測される｡

2)相同組換え機構と複製後修復機構のいずれの場合も自然DNA障害の回避ﾌﾟﾛｾｽ

の大半はｴﾗ-ﾌﾘ-に行われ,その結果ｹﾞﾉﾑ安定性が維持されている｡相同組

換え機構の場合,ｴﾗ-ﾌﾘ-な回避ﾌﾟﾛｾｽの実体は主に姉妹染色分体間の組換

えであると推測され,この種の相同組換え反応はW52､ RAD51およびw50遣伝

子全てが要求される経路により行われる｡ -方で回避ﾌﾟﾛｾｽの-部は染色体異

常･再編や点突然変異などのLOHｲﾍﾞﾝﾄとして検出される｡染色体再編に閑して

は複数の相同組換え経路が閑与している｡

3)自然DNA障害の-部は相同組換えと複製後修復いずれの機構でも回避可能であ

り, -方の欠損時にはもう-方が代替できる｡この様な自然DNA傷害はDaughter

Strand G叩であると考えられる｡

5) NHEJ機構の寄与度は, LOHの発生と抑制のいずれに対しても相同組換え機構や

複製後修復機構に比べてはるかに小さい｡

ⅠⅤ-8今後の展望

本研究では,対数増殖期にDouble strand endやDaug血ter strand gapといった自然DNA

傷害が頻繁に発生しており､それらの大半は相同組換え機構や複製後修復機構に

よってｴﾗ-ﾌﾘ-に回避されていること,また,回避が適切に遂行されなかった

場合には染色体喪失や染色体再編といったLOHが生じることが明らかとなった｡こ

こで注意したいのは､相同組換え機構や複製後修復機構がｴﾗ-を生じるｹ-ｽと

いうのは,回避ｲﾍﾞﾝﾄ全体のごく-部であるという点だ｡今日まで行われてきた

多くの研究は､この-部分のみを検出しているに過ぎない｡ -方で当研究室のLOH
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ﾌﾟﾛｾｽ

括果

相同性を利用した染色体再編
相同組換えの失敗による染色体喪失

囲IV-3ｹﾞﾉﾑ安定性は複数の経路によって錐持される

出芽酵母の対数増殖期において染色体異常･再編によるLOHが発生する主要な原因は､
ｹﾞﾉﾑDNAの複製に付随して発生するDaughter strand gapやDouble strand endといった自然
DNA傷害であると推測される｡これらの自然DNA傷害の大半は主に相同組換え機構と複
製後修復機構によりｴﾗ-ﾌﾘ-に回避され､その結果ｹﾞﾉﾑ安走性が維持されている｡
また､ Daughterstrandgapに関しては､相同組換えと複製後修復の双方の機構により回避
可能である｡回避ﾌﾟﾛｾｽの-部は染色体異常･再編や点突然変異などのLOHｲﾍﾞﾝﾄと
して検出される｡
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解析系は,自然DNA傷害の量やその回避経路､とりわけｴﾗ-ﾌﾘ-な回避ﾌﾟﾛｾ

ｽをﾓﾆﾀ-するのに非常に適した系であることが本研究によって再認識された｡

ｴﾗ-ﾌﾘ-な回避ﾌﾟﾛｾｽを検出できるということは､自然DNA損傷の量･種

類･相対比や,それらの回避に閑与する機構間の相互閑係を推測する上で非常に大

きなﾒﾘｯﾄになるであろう｡また, DNAに人為的な傷害を誘発することなく様々

な欠損株での解析を行えるという点も見逃せない｡このことは言い換えれば､欠損

させた遺伝子が､通常の細胞活動中において本来いかなる役割を果たしているのか

を推測できると言うことであり､その遺伝子の本質的な存在意義を明確にすること

が可能だということである｡今後は､ LOH解析系を自然DNA傷害の回避に閑与する

遺伝子のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞや遣伝学的解析のﾂ-ﾙとして応用することを計画してい

る｡

逆に,人為的にDNAに損傷を与えた状況下でのLOH解析も,有益な情報をもたら

してくれる可能性がある｡現在, DNAに損傷を与える薬剤には数多くのものが知ら

れており,生化学的解析によってDNA上にもたらされる損傷の種類や質が明らかに

なっている｡これらの薬剤で処理した条件下で野生株や様々な欠損株のLOH解析を

行い､その影響を調べることで,自然DNA傷害の起源となっているDNA上の損傷の

実体を明らかにすることができると考えている｡
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