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　　In　1951 ，shortly 　after 　the　 end 　of 　World 　War 　II，　I　entered 　Osaka 　University　to　study

yeast　biology　in　brewing　technology ．　 This　was 　due　to　my 　father，swish ，　in　part，
　as 　well 　as 　to

my 　Dwn 　interest，　though 　1　haCl　to　give　up 　the　possibili亡y　Dfpursuingmy 　long・cherished 　desirc
ヒobe 　an 　aeronautical 　engineer ．　 Because　iny 　family　owns 　a　small 　sake 　factory　Iocally，　I　was
already 　somewhat 　familiar　wi 【h アeast ，and 　had　some 　interest　in　this　simple 　organism ，　 When
Ibecame　a　senl 。r　 student 　in 山 e　Department 　of　Fementati 。n 　Tcchnology，　FaGulty　of

Enginee 「ing，　I　j・ined　the 】aborat 。 ry ・f　industrial　mi ⊂rQbiol 。gy．　 PrQfess・ r　Masa ・ Oda ，
head 　Df 山 e　laboratory，　in【roduced 皿 e　to　Mr ．　Ken ヒaro 　Wakabayashi ，　 an 　 alumnus 　of 　the

Department 　worldng 　as　 a　research 　student 　in　the 　laboratory　at　 tb飢 time ．　 Professor 　Oda
asked 　me 　 to　do　 some 　hybridization　 experi 鵬 ents 　with 　Saccharomyces　yeast　undcr 　Mr．
Wakabayash ま

’
s　supervision ，　 This　was 　my 丘rst　contact 　with 　yeast　genetics、　 Since　then ，　I

have　been　involved　with 　and 　conducted 　cxperiments 　in　several 　areas 　of 　ycast　genct重cs　and

molecular 　biology　f｛）r 　almost 　40　years．　 This　article 　summarizes 　my 　major 　topics　in　yeast
genetics　and 　molecular 　bio】ogy ：homo ヒha ！11sm　and 　the 　contro 】linge】cmen 亡 model 　for　mating
type 　 switching ，　 mech 繍 nisms 　of 　gene 　 regulation ，　 the 　 structure 　 and 　function　 of 　a　yeast
plasmid，　pSR1 ，

and 　its　apphcalio 乃 to　chromosome 　enginecring ．

は　 じ　 め 　 に

　 わ が 国に お い て ，発酵 工 学 に育種 を 目標 と した 遺伝

学が必 要 で あ る と真剣に 考え られ 始め た の は ，昭 和2  

年代の 後半 で あ る．そ の メ リ
ッ

トは ，当 時盛 ん で あ っ

た抗生物質 と工 業酵素 の 生産に お け る突然変異体の 有

効性で 如実 に 示 され て い た．ち ょ うどそ の 頃 ， 大阪大

学工 学部醸酵 工 学 科 の 学 生で あ っ た 私 は，幸 い に 卒業

研 究 に こ れ ｝こ関連す る 課題を 与 え られ た 。対象生物種

が酵 母 であっ た の は ， 大学へ の 進学そ もそもが 酵母 の

研究が 目標 で あ っ た か らで あ る ．勿論 そ の 時 の テ ーマ

は ，酵母 の 簡単 な 交雑法 に つ い て の 追試 で あ っ た．し

か し，突然変異 に よ る 生産性 の向上 を望むだ け で なく，

オ ーソ ド ッ ク ス な 遺伝学 に よ る 発酵生産 の 原 理 を 探 る

とい っ た 研究を許す環甓が，す で に 当時 の 教室 に 芽生

え て い た ．以 来，サ γ ト リ
ー
社に お 世話 に な っ た 11年

間 を 含め，一
貫 して酵 母 を対象 と した 遺伝 学 の 研究 に

従事 し て きた ．した が っ て ，研 究 の 始 め か ら遺伝学 の

実用 的応用 を心 掛け た つ もりで あ る，しか し，研究を

進め れ ぽ進 め るほ ど生命 の 基本 に 直面す る 問題 が 現

れ，安直に 有用株を 育種す る こ と は 思い もよ らず，ど

ち らか と云 え ば 基 礎分 野 の 研究が 多 くな っ た．こ の 間

の 研究を 以下 の 3 分野 に 分けて ま とめ て み た い ，

L 　酵 母 の交雑 と倍数性変 化 に関 す る研究

ビー
ル 醸造，パ ン の 製造，あ る い は ア ル コ

ー
ル 発酵
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に 使用 さ れ る SaccftaremJce∫　maの実用 株 に は 高次倍数体

が多 い ．経験的に 選抜 されて きた こ れ らの 実用酵母 に，

なぜ 高次倍数性が多い の か ，そ の 育種は どの よ うに 行

うべ きか ，な ど の 興味を 抱 き，ホ モ タ リズ ム が 直接 こ

れ に 関 連す る の で は な い か と の 考 え の も とに ，1965年

頃 よ り本課題 の 研究を開始 した ．その 直接 の き っ か け

は，サ ン ト リー
社 に お ける高野 　勇氏の 観察であっ た，

　 昭 和 40年 の 夏 ．私は 2 年間 に わ た り留学 して い た 米

国 南 イ リ ノ イ 大学 の Lindegren 研究 室 か ら，当 時 大 阪

市 の 堂島 に あ っ た サ ソ ト リー社 の 研究所 に 帰 っ て き

た．サ ン ト リ
ー社が念願 の ビ

ー
ル を市場に 出 し た の は

私 の 留学 中 の こ と で あ っ た が，研究室 は ビ ール 進 出 で

熱気を は ら ん で い た．そ の雰囲気 の 中で 留学中 の 経験

を語 り，ま た研究室 で の 仕事を聴 い た．そ の 内容 は ど

ん な もの で あ っ た か は 忘 れ た が，実 用 酵 母 株 に お け る

高次倍数性
1）と異常な ホ モ タ リ ズ ム 現象を 示 す交雑株

に つ い て の 高野 の 話 に は 強 く感ず る もの が あ っ た．酵

母 の ホ モ タ リ ズ ム 現象 Vt　Winge と Lindegren に よ る

酵母遺伝学 の 発祥期 か ら よ く知 られ て い た が ，ビ ール

事業 と高次倍数性酵母 と新奇 な ホ モ タ リズ ム 現象の 取

り合わ せ は，私達 を そ の 日か ら研究に 駆 り立 て た．

　Saccharom7ce∫ 酵 母 の 子嚢胞子 を 単離 し て 栄養培地 に

置け ぽ ， 発芽増殖 の 過 程 で a あ る い は α の 接合型 を

示 す一倍体栄養細胞が得られ るヘテ 卩 タ リ ズ ム 株と，

同
一

胞子 に 由来す る 細 胞 間で ，接合子 を形成 して 二 倍

体 細 胞 を 生ず る ホ モ タ リ ズ ム 株 の 区別 が あ る ．Winge

と Lindegren の 時代 よ り，こ の 違 い は
一

対 の 対 立 遺伝

予 （現在 の HO ！he　XX伝 子 ） の 支 配 下 に あ り，ホ モ タ

リ ズ ム ニ 倍体株 よ りの 子 嚢胞 子 は ，す べ て ホ モ タ リ ズ

ム 株で あ る こ とが 知 られ て い た．これ に 対 し，各子嚢

中 の 4 胞子 が 2 個 の ホ モ タ リ ズ ム ニ 倍体株 と 2個 の a

接合型 の ヘ テ 卩 タ リ ズ ム ー倍体株 に 分離す る株が，偶

然 サ ソ ト リー研 究所 で 高野 に よ り発見 され て い た の で

あ る．

　 こ の 現象に つ い て の 最初 の 論文2｝を ア メ リカ遣伝学

会 の 機関誌 で あ る Genetics誌 に 送 り，続け て こ の 現

象 が 従来 の ホ モ タ リズ ム 支配遺伝子系 の 異常 に よ る も

の で あ り，S〕ホ モ タ リズ ム の 現象自体が接合型支配遺

伝子座 MATrt ：特異的 に 相補的な接合型 に 変換す る 現

象 で あ る と の 報告
4〕を 送 っ た ，ち ょ う どそ の 頃 ，高 野

の 発見 した 株 と類似 の 四 分子分離 を 示 す 株が ス ペ イ ン

国 立 農 学 研 究 所 で 発見 され た ．5）しか し，ス ペ イ ソ 株

で は 2 個 の ヘテ 卩 タ リ ズ ム 株 の 接合型 が α 型 で あ り，

a 型 を 示 し た サ ソ ト リ
ー株 と対 照 的 で あ っ た ．こ の 2

株 に 加えて ，デ キ ス ト リ ソ 資化性 の S．diastaticusの 1

株に ホ モ タ リズ ム 系 に よ る変換 に 抵抗す る 謝 τα 接

合型遺伝子が あ る こ と が 分 か り，S）こ れ ら異 常分離を

示 す株に つ い て ，高野 （サ ソ ト リ
ー
） と原島俊 （現阪

大）ら を は Uめ とす る 当時の 同僚 と学生達 の 遺伝学的

解析 に よ り以下 の 結論 を 得た ．

　 ホ モ タ リズ ム の 現象 は，細胞増殖中に 染色体上 の 対

立 す る接合型支配遣伝子 M オ τ a と MAT α 相互 の 間 で

規則正 し く変換 が 起 こ る こ とに よ り，同一
胞 子 に 由 来

す る 細胞集団中 に a 接合型 細 胞 と α 接合 型細胞 の 混

在 を 招き，そ の 間 で接 合 子 の 形成が行わ れ 二 倍体細胞

を 生 ず る 現 象 で あ る．弓・6 −12｝そ の 変換 に は 接 含型情報

を持つ 2 個の 予備遺伝子 （現在HMR と HML と呼ば

れ ，一
般 に HMR 遣伝 子 座 は a 型 を ，　 H ．VL 座 は α 型

の 情 報 を担 う）が あ り，そ れ ら が 接合型支配 遺伝子座

（MA 　7）の 存在す る 第 皿 染 色 体 の セ ソ ト ロ メ ア よ り左

右 そ れ ぞ れ 約65セ ソ チ モ ル ガ ソ の 位置 に あ る こ とを 新

た に 考案 し た 三 遺伝子雑種 の 連鎖分析法
L3＞で 決定 し

た ．HO 遺伝子 は こ れ ら とは 独立 の 遣伝子 で あ る が ，

予備遣伝子 よ りの 情報を MA 　T 座 に 移動 させ る機能 を

もつ と考 え た．現在で は ，こ の HO 遣伝 子 は ，　 MA 　T

座内 の 所定 の 位置で 塩基配列を切断 し，接合型変換 の

開始 を 司 る エ ン ドニ ェク レ ア ーゼ を コ ードす る こ とが

知られ て い る．

　 こ の 考えを B．McClintock 且41 が ト ウ モ ロ コ シ で 発見

し た 現象 との 類似 性 に ち な み ，C 。ntrolling 　elernent モ

デ ル と して 1973 −1974 年頃発表 し た，6・9＞こ の 報告を 読

ん で 当時 Qregon 大学 に い た Ira　Herskowitz らが 研究

に 参 入 し，テ ープ V コ ーダ ーと カ セ
ッ

トテ ープ の 概念

で 説明 し，Cassetteモ デ ル と して 世 に 流 布 した ，11｝以

来 ， 米国 （Oregon 大 学 ，　Celd　Spring　Harbor 研 究所，

Brandeis 大学）あ る い は 英国（Medic 記 Research　C 。un ・

ci］）そ の 他 の 国 々 で も深 い 関心 を 集 め ，酵 母 分子生 物

学 に お け る 大 きな研究分 野 に 発展 した ．

　 その後，組換え DNA 技術が導入され る と間もな く，

Nasmyth と Tatchel］，is） Strathern ら ls）お よ び Astell

ら 17）に よ りMAT 遺 伝 子 座 と本質的 に 同 じ構造 を 持 つ

予備遺伝子座 HMR とHML の 存在 が，わ れわ れ が 遺

伝子分析 で 予言 して い た 位置 に 検出 さ れ，提案モ デ ル

が 基 本 的 に 正 し い こ とが 確 認 され た ．こ の 接 合 型変換

に つ い て の 中心的 な機構の 概略をそ の 後の 知見を含 め

て Fig．1に 示す，以来，こ の 現象に つ い て の 解明が進

み ，現在 で は 教 科書 （た と え ぽ Watson ら に よ り

Molecular 　Biology　of 　the 　Gene ；1987 年版） に も採録 さ
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Fig ．1，　 Diagram 　ofthe 　mating 　type　genes　on 　chromo30me 　llL　 The 　diagram 　is　not 　to　s¢ 田e．　 W
，
　X

，
　Y

，
　Zl　and

　　Z2　represent 　regions 　defined　by　homo ］ogies 　be ヒween 　MA 　T 　and 毋 4L 　or　H ルtR ．　 The 　W 　regi 〔》n 　is　723 　bp　in

　　length　and 　is　homologus 　between 刪 ゐ and 　MA 　T ．　 The 　X 　region （704　bp）is　found　at 朋 L，　MA 　T 　and

　　H 八4R ．　 H ハ4L　 and ／iMR 　can 　have　either 　in　 a−speci 丘c　sequence 　Ya （642　bp）or 　the α
一speci £ c　sequellce 　Y α

　　（747bp ），　Z 三 （239　bp）is　found　at 　HML ，　MATand 　HA〃〜，　wherea5 　Z2 （89　bp）is長〕und 　only 　at　HML 　and

　　弼 τ ．　The ル ［AR ，　SJR ，　 and 　CMT 　genes 　werc 　detected　independently，　but　these　genes　were 　assigned 　later

　　亡ofour 　SIR　genes　which 　produce　proteins　to 【urn 　o 仔the 　expression 　of 　the 毋 4五 and 　HMR 　genes，　 Trans−

　　position　of 　the　Ya 　or 　Y α information　to　the 翩 丁 10cu81s　hlitiated　by　cutting 　DNA 　at　a　speci βc　site　in

　　ル〔ATbY 　the 正IO　product，　an 　endonuclease ．

れ て い る ．こ れ らの 研究経過 は 1982 年 に 出版 され た

Co ］d　Spring　Harbor 　Yeast　Monographn 〕に 初期 の 理論

を，また 研究開始 の 動機 と進展 の 歴史に つ い て は 文献

18に 記述した．和文で は 文献19そ の 他で 簡単に ま とめ

た ．最近 の 進展 の 詳細 は ，Hersko蝋 z ら に よ り新 し

い 1992 年版 の Cold　Spring　Harbor 　Yeast　Monograph20 〕

に ま とめ られて い る．

　 本 研究 の 成果 は ホ モ タ リ ズ ム 現象 の 解 明 の み で な

く，染色 体 上 の 遺伝 子は 安定 な存在で あ る と の こ れ ま

で の 概念を改め ，遺伝子 に よ っ て は規則正 し く変化 し

移動す る こ とを 遣伝学的解析 デー
タ に よ り予言 し，分

于 生 物学的 立 証 の 端緒を開 い た こ とで あ る．今日 で は 、

免疫遺伝子 の 再配列な どで 特定 の 遺伝子 が 変化す る こ

とは 広 く受け入れ られて い る．こ の 酵母 の 性変換 の 知

見そ の 他 に よ りB ．McClint 。 ck が ト ウ モ ロ コ シ で 提案

した 動 く遺伝子 の 概念が 認め られ，21）彼女 の ノ ーベ ル

賞 （1983年）に 結 び つ い た ．

　当初の 課題 で あ っ た 高次 倍数体の 由来に つ い て は ，

よ り詳 し く論議 で きる知 見 を 与 え，そ れ に 基づ ぎ高 次

倍数体 の 育種
22・13 ） も可 能に な っ た ，しか し，細胞融合

法の 開発
24・251 に よ り，高次倍数体育種 は よ り簡便に 行

われ る よ うに な っ た．また，こ の 研究 は，接合 能発現

の メ カ ニ ズ ム に つ い て 多 くの 研究者 の 興味 を呼 び 起 こ

し，大 い に こ の 分野の 進展 に 寄与 した．そ の 知見が 深

ま る に つ れ ，胞 子 形成能 を 失 っ た 株 に 対 して 遺伝子 工

学 的方 lktcよ りそ の 回復を図 り， また 野生株 に 接合能

を 付与す る こ とを 目標 と した 研究
2S −2P ）が 可 能 と な っ

た ．

2． 信号伝達 と遺伝子 発 現制御機構に 関 す る研 究

　本 研究課題 は ，大 阪大学大 学院工 学研究科 で の 修±

学 生 の 頃 よ り，工 業 微 生 物 の 育 種 で は遺 伝 子 発 現 機構

の 操作 が も っ と も重要 で あ る との 考えを抱 き， 今 日 ま

で 中心命題 と して 研究を続け て い る．初め は 工 学的に

直接役 立 つ こ とを 考 え ，ガ ラ ク ト
ー

ス 代謝酵素遺伝子

とナ リ ゴ 糖の 加 水分解酵素遺伝子 の 発現制御 を 対象 と

し た 解析 を 行い ，工 学博 士 の 学位 （昭和35年）を得た ．

しか し，詳細 な解析を 進 め る こ との 技術的 困 難 さか ら，

新 し い 研究系を模索 し て い た ．昭和45年，サ ン ト リ
ー

社 よ り大阪大学に 移 っ た 時，新進 の 東江昭 失博± （現

東京大学理学部教授）が 助手 と し て 研究室 に 加 わ っ た ．

こ の 時，培地中の 無機燐酸 （恥 濃度 に よ り力価 が変動

す る ホ ス フ ァ タ ーゼ を 研 究 対 象 と す る こ とを 教 え ら

れ，こ れ に
一

時 ガ ラ ク ト
ー

ス 代謝酵素系 を 加 え て 今 日

の 研究に 至 っ て い る．

　酵母 遺伝 子 の 発現制御 の 研究で は，ホ ス フ ァ タ ーゼ

系に は 以 下 の 長所が あ る．i）抑制性 酸 性 お よび ア ル

カ リ性 ホ ス フ ァ タ
ー

ゼ は それぞれ の 力価を寒天平板上
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の 個 々 の コ ロ ニー
に つ い て ， 分別 して 活性染色法に ょ

り簡単 に 検定 で きる．li）抑制性 酸性 ホ ス フ ァ タ ーゼ

の 抑制／脱 抑制 時 の 活 性 比 が 大 き く，変異 に よ る 変化

の 判定 が 容易 で あ る ，iii）培地中の P膿 度の 信号は ，

こ れ ら の ホ ス フ ァ タ
ー

ゼ お よ び P、取込み酵素 の 各構

造遺俵子に 対 し同一信号伝達系 に よ っ て 伝達 され て い

るか ら，こ れ らの 酵素活性 の い ずれに つ い て も情報伝

達系 の 変調 を 認識 で きる．iv） ま た 各 構造遺伝 子 上 の

情報認 識 塩 基 配 列 な どの 特異 的構造 に つ い て 複数 の 遺

伝子 に つ い て 比較検討が可能 で あ り，正 確 な情報 を得

る こ とが で きる．

　一方 ，酵 母 に お け る遣伝子の 発現制御機搆に つ い て

は，196G 年代 の 初め よ り米国 Seaヒtleの Washingt 。n 大

学 に お い て ガ ラ ク ト ース 代謝 酵素の 生 産 調 節系 を対象

に Douglas と Hawthorneら に よ り先駆的な研究が 開

始 され ，酵母 で は 最初の 遺伝子発現制御 モ デ ル が 1966

年 に 提案され た．3°） しか し，こ の モ デ ル は ，1960年代初

頭に 形成 され た 大腸菌 に お け る ラ ク ト
ー

ス オ ペ 卩 ソ の

考 え方 に 影響 さ れ る と こ ろ が大 き く，正 ・負 2 種 の 遣

伝子発現制御 タ ソ パ ク 質に よ る遺伝子転 写制御機構 が

2段 に 重な り，酵素構造遣伝子 に ガ ラ ク ト
ース の 有無

に つ い て の 信号を伝達 し，そ の ON −OFF コ ソ トロ
ー

ル を行 うとす る もの で あ っ た．

　 ホ ス フ 7 タ ーゼ 系 に よ る研究を 開始 し て 間もな く，

こ の 考え方 で は 説 明で きない 現象を多数観察し，Sl
−

コJ｝

改訂 モ デ ル と し て 以 下 の 考 え 方 を提 案 した．36−3s）す な

わ ち 遺伝子発現 に 必須 な DNA 結合 正 因 子 タ γ バ ク 質

と，正 因子 の 活性 を 阻害的 に 支配す る 負因 子 タ ソ パ ク

質，こ の 負因 子 の 正 因 子阻害活性を環麑因子の 情報を

受 け て 負 に 制御す る 機能 を 持つ 仲介因子 の ， 3 種 の タ

ン パ ク 質因子が 構成的に 生 産 され ，こ れ ら タ ン パ ク 質

が互い に 干渉 しあっ て培地中 の Pi濃度に つ い て の 信

号 を 酵素構造選伝子 に 伝達す る との 考え 方で ある．さ

らに ，ホ ス フ ァ タ ーゼ 系 に は ，高発現 の 遣伝子 1こ は ，

正因子 に 並列 して 働 く第 二 の 正因子 の 働 きが そ の 発現

に 必要 で あ る ．

　 こ の 考 え は 研 究 系 の 違 い も あ り，当初学界 に は 容易

に 受け 入 れ られ ず ， 直接 ガ ラ ク トース 系で の 解析を 余

儀 な く され た，こ の 困 難 に 対 して ，ガ ラ ク ト
ー

ス 系 に

お け る 遺伝子発現 正 因子 タ ソ パ ク 質で あ る Gal4 に 温

度感受 性 変異 を 導入 して 行 っ た 松 本 邦 弘 （当時 修士 学

生，現名古屋大学理学部教授〉 らの 実験
S9・40 ）　lt よ り，

よ うや くモ デ ル の 改訂 が受け 入 れ られ た ．遺伝子工 学

技術の 導 入 に 伴 い ，モ デ ル SS 〕の 分子生物学的 検証が，

われわ 2／．tl−S3 ｝は 勿論，欧 米 の 多 くの 研究室 で 行 わ れ

て い る （わ が 国 で は ガ ラ ク ト
ース 系に つ い て 慶 応 大学

の 深沢俊夫教授〉，そ の 結果 ，制御系 に よ り異 な る が，

仲介因子遺伝子あ るい は 負因子遺伝子が 正因子 の 発現

制御を受け，い ずれ の制御系 も全体と して は 閉鎖環状

・サ ーキ
ッ

ト を 形 成 す る こ と が 判 っ た
4S・− 7・48 ）が，それ 以

外 に 本 質 的 な 間 違 い を指摘す る報告は な い ．1991 年 は ，

Douglas とHawthorne に よ る 最初の モ デ ル 提案 以来四

半世紀 を経 る こ とに な り，こ れ を 記念 して 米国遺伝学

会 の 依頼 に よ り，当研究室 を 中 心 と した こ の 間 の 研 究

の 進展 と考 え 方 に つ い て 寄稿 し た （文献 54）．Fig、2

は ，そ の 時 ま とめ た ホ ス フ
ァ タ

ーゼ 系遺伝子 の 発現制

御 系 の 概 念 図 で あ る．

　 最近の 成果 に よ れ ぽ，塩 基配 列 の 操作 に よ る研 究か

ら ， 正 因子 タ ソ パ ク 質は ヘ リ ッ
ク ス ール

ープーヘリ ッ

窓
Fig．2．　The 　regu 】atory 　circuit 　 for　 the　phospha亡ase

　　genes、　 The　protein　factors，　enzymes ，　and ヒ nzyme

　　precursors　in　 the　 regulatory 　 circuit 　 are 　 shown 三n

　　open 　ovals ，　and 　the 　genes　under 　regulation 　by　these

　　proteins　 arc 　 shown 　ill　 boxes．　The 　factors　 in　 the

　　 shaded 　hexagon　anCl 　ovals ，　 pi，　 rAPase （r¢ pressiblc
　　 acid 　phosphatase）and 　rALPase （repressible 　alkaline

　　phosphatase）　are 　the　input　signals 　and 　outputs 　of

　　 the 　regulatory 　tircuit ，　respectively ．　 The 　regU 】atory

　　factQr，　 for　 wh 玉ch 　 the 　 corresponding 　gene　 is　 not

　　shown ，　is　produced　consti 田 tively ，　or 　its　regulatien

　　is　un   σ wn ．　The 　 arrDws 　in　the 　regUlatory 　circuit

　　indicate　po3itive　or 　stimulating 　function　of 　thc　fac−

　　 tors ，　 and しhe 　bars　indicate　repressive 　 or　inhibitory

　　functions．　 The 　 Pho9 （Pcp4）protein，　 proteinase
　　A ，is　needed 　for　pr 〔＞eegsing 　the 　Pho8　polypeptide．
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ク ス 構造 を 持 つ DNA 結合 タ ン パ ク質 で あ る こ と，50）

そ れ が 認識す る 構造遺伝予 プ 卩 モ
ー

タ
ー上 の 塩基配 列

は CACGTG ！T で あ る こ とs ］・ss）　h：わ か っ た 、現 在 は，

正 因子 タ γ バ ク と DNA 結合体の 立体構造 に つ い て の

解析
SE〕と，こ の 制御系 の 支配 下 に あ る 4 個 の 遺 伝 子

に つ い て ，そ れ ぞ れ の 発現 量 に 及 ぼ す プ ロ モ ータ ー部

の 構造の 違 い と第二 正 因子 の 機能 メ カ ＝ズ ム に つ い て

研 究 を重 ね て い る．

　 さ らに ，ガ ラ ク ト
ース 代謝酵素生産遺伝子 は ，一

方

で 培地 中の グ ル コ
ー

ス に よ る発現抑制を受け る．こ の

抑制 に 働 く遺 伝 子 の 解析 STm61 〕か ら，酵 母 に お け る

cAMP カ ス ケ
ードとガ ソ 遣伝子 の ras 　k 類似 し た 遺伝

子の 発見 に つ な が り， GTP 結合 タ ン パ ク 質 の 研究 に

結 び つ い た．

　遺伝子 発現機梼に つ い て の 酵母 の 分于遺伝学 に よ る

これ ら の 成 果 と最近の ほ 乳動物細胞 に お け る分子 生物

学的研究成果 は 互 い に 相補 し合 う もの で あ り，遺伝子

発現 に お け る 転写因子複合体 の 概念が 明 確 に な b つ つ

ある．また ，ガ ソ な どの 病 因解明 の モ デ ル に も な る こ

とが ，多 くの 基礎医学者 の 注 目を引 ぎ，酵母分子遺伝

学 へ の 参入 を促 した ．工 学的 に は ，こ の 研究を通 して

得られ た プ 卩 モ ータ ー活性 を 持つ DNA 断片 と機能 の

解明 され た制御系 と さ ま ざ まな 変異株は 遺伝子工 学 育

種 に お い て ，発現調 節 可 能な 宿 主 ・ベ ク タ
ー

系
62− 69

を 提供す る もの で あ り，生産現場 で ，ま た 実験技術 と

し て 広 く利 用 され て い る ．

　本課題 の 成果 は前記 の 東江 ，松本 お よび 原島に 加 え，

禾 泰寿 （現埼 玉 医 大），吉 田 和哉 （現阪 大），小川暢

男 （現 阪 大），林　直之 （現九 大 ），文 谷 政憲 （現広 大 ）

な ど ， 多 くの 学生諸君 （当時）の 努力 に よ る もの で あ

る，

S．　酵母プ ラ ス ミ ドとそ の部位特異的組換 え 系 の

　　　　　 染色体工 学技術 へ の 応用

　1980年頃，大 腸菌 の み で な く，幅広 い 生物種 に つ い

て 宿主 ・ベ ク タ ー系を 構築す る こ とを 目標 に 科学技術

庁 の ブ P ジ ＝ ク トが 発足 し た ，そ の 時 ， S．　cerevisiae 以

外 の そ の 他酵母 に お け る宿主 ・ベ ク タ
ー
系 の 開発を 目

標 に 酵母 プ ラ ス ミ ドの 検索
65・6E）を 行 っ た の が 本 研 究 の

始 ま りで あ る．

　 こ の プ ロ ジ ェク ト終了後は ，そ こ で 得 られ た 醤油酵

母 の プ ラ ス ミ ド pSR エ を 対 象 に ，　 S．　ccrevisiae の 2 ＃m

DNA を 含 め て 保 持安 定 性 の 高い 酵 母 ベ ク タ
ー

の 必 要

条件を探 る 目的で，酵母 プ ラ ス ミ ドの
一

般的な構造と

機能に つ い て の 研究 を 進め て き た．67一η ｝そ の 結果，プ

ラ ス ミ ドの 分 配 と複 製 に 関 係 す る 宿 主 タ ン パ ク質 の 存

在 と，プ ラ ス ミ ド遺伝子 の コ
ードす る タ ソ パ ク 質 お よ

びそれ らの タ ン パ ク 質 が 働きか けるプ ラス ミ ド上 の部

位が 明 らか とな り，そ れ ら機能的部位 に 障害を 与 え な

い よ うに 外来遺｛云子 DNA を 結合す る こ と が ベ ク タ ー

を宿主内で 安定 に 保 つ こ と に 重要 で あ る こ とが分か っ

た ，

　2 μmDNA に つ い て の 初期 の 研究か ら，酵母 プ ラ ス

ミ ドに は 2種 の 異性体があ り， 宿種細胞中に は こ れ ら

が 等 し い 割合 で 存在す る こ とが知 られ て い た ．pSRI

プ ラ ス ミ ドの 構造 と機能部 位 に つ い て の 知見 が 蓄積 さ

れ る に つ れ ，pSR1 プ ラ ス ミ ドec も 2 種 の 異性体 が あ

り，特異的組換え系 に よ りこ の 異性化 が効率よ く行わ

れ る こ とが 分 か っ た ．異性 体が共 存す る こ と の 効果は

不 明 で あ る が，こ の 部位特異的組換え系 が in　vive の

DNA 組 換 え に 簡単 で 効率 の 良い 道具 とな る こ とが 分

か り，S．　 cerevisiae の 染色体 を 操 作す る こ と へ の 応

用
78一鋤 を 考 え つ い た ．

　 pSR1 プ ラ ス ミ ドは Fig．3 に 示 す よ う1＝　6，251　bp か

らな る環状DNA 分子 で ある．6η そ の 分子内 に は 完全

に 同 じ 959bp の 塩 基 配列 か ら な る一対 の 逆 向 き反復

配 列 があ る．こ の 逆向き反復配列 の それぞれは ，完全

に 同
一

の 塩基配列 か らな っ て い る．それ は ，も し こ の

間 の 塩 基配列 ec変化が生ず る と，い ず れ か
一

方 の 配列

と 同 じ もの に 修復 され る 機構 が あ る か らで あ る ．7°）そ

れ ぞれ の プ ラ ス ミ ド分子 で は ，Fig．3 で 二 本 の 逆向き

反復配列間 を 結ぶ 交叉線 で 示 す 位 置 で 高 頻 度 で 組 換 え

が 起 こ り，こ の 点 を境 と して プ ラ ス ミ ド分子 の 左右 の

配列が 互 い に 逆 とな っ た 異性体 が 生ず る ．70＞こ の 組 換

え位置 に は
一

組 の 短 い 12bp の 逆 向 き配 列 が 7bp の ス

ペ ース 配列を挟ん で 存在 し，こ の 12bp に pSR1 分子

上 の R 遺伝子 に コ ードさ れ る 組 換 え 酵素 が 結合 し て

切断 し，7bp 部が 1 本鎖 とな っ た 末端を作 る ．al）こ の

切断末端は 次の 瞬間 に は 再結合 され るが ，そ の と き 2

本 の 959bp の 逆向 き反復配列間 で 取 り違え て 再結合

す る こ とに よ り組換 え 型 の プ ラ ス ミ ド分 子 が 作 られ

る、81｝こ うして酵母細胞中 に は 2種 の 異性体 プ ラ ス ミ

ド分 子 が ほ ぼ 等分子存在す る．

　 こ の 特異的組 換 え 部 位 と R タ ソ パ ク さ え あれ ば ，

宿主細胞 の 生物種 に 関わ る こ とな く組換 え を 起 こ す こ

と が で き る ．S．　 ceTevisiae の 染 色体 工 学 に は ，こ の

pSRI プ ラ ス ミ ドの 部位特異的組換え系 が適 して い

る ．そ れ は ， ほ と ん どの S．cerevisiae 細 胞 に は 2 μm
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〔4213 ｝

　 　 　 　 　 　 　 ｛1　’6252）　EcoRl

pSRIty ρeA 　　　　　　　　　［6D73 ）

　6251bp

　 Sana
．5520）

Fig．3．　Struα ure 　 of 　pSRI 　 p】asmid 　 and 　the　 speci 丘c

　　 recombination 　fragment．　 pSRI 　plasmid　is　 a 　6251

　　bp　double−stranded 　circular 　DNA 　molecule 　with 　a

　　pair　Qf 　inverted　repeats ，　 each 　composcd 　of 　a　959bp

　　 sequence ，　that 　divide　【he　p雇asmid 　molecule 　in匸o

　　 two 　 unique 　 regions 　 of 　2654bp 　 and 　1679　bp．　The

　　丘gure　 rcpresent5 　type　A 　con 且guration　 of 　the　pSRl
　　 mo ］ecule ，　 The 　lincar　portiozas　of 山 e　drawingcorres−

　　pond 　to 　the 　inverted　rcpeats ，　 The 　location　and

　　oricntation 　of 　protein　coding 　regiQns 　 are 　indicated

　　by　heav
ア
lines　and 　the 　taper 　indicat・ s　the 　3

’
end 。f

　　the　coding 　region ．　Open 　boxcs　labeled　14RS 　repre −

　　 sent 　 autonomously 　replicating 　sequerlce5 ．　 Thc

　　 cross 　connection 　between　the　inverted　repeats 　shows

　　 thc 　apProximate 　posit藍on 　of 　the 　speci 且c　rccombina 曹

　　tion　 site・　 Numbers 　for　 restrictien 　 sitcs　 represcnt

　　出 eir　pos三tions　with 　respect 　to　G 　of 　the　EceRl　site 　as

　　position　1．　 The 　 2．1・kb　Sa矼 £ragment 　 extcnding

　　from　nucleotide 　pesitien　3469　to　ca ，5520（exact 　posi
−

　　 tion 　is　not   own 　as 　 this　Sa矼 sites 　was 　 created 　by

　　linkcr　inscrtion、）was 　used 　as　the　specific 　recombhla ・

　　ti。n 　frag　nent ，出 e　 ar ・ 。whead 　in　 thc 　fragment　in−

　　dicating　apProximate 　position　of 　the　specific 　recom ・

　 　 bination 　site．

DNA プ ラ ス ミ ドが存在 し，そ こ で も同 じ機構 で 分子

内組換えが 行わ れ る．しか し，pSR1 の 特 異 的組換 え

部位 と R タ ソ パ ク 質 の 特異性 は ，2μm 　DNA プ ラ ス

ミ ドを 含め た S．　 cerevisiae 細胞 の い ず れ の 組換 え系 と も

異 な り， それ らの 影響を受け る こ となくpSR1 に特異

的な組換えを 高頻度 で 起 こ す こ とが で き るか ら で ある．

　pSR1 の 特異的組換 え 部位 を 含む DNA 断片 を ，　 S，

terevisiae　ru色体上 の こ れ か ら挿 入 し よ うと思 う位置 に

あ る遺伝子 DNA と共 に 大 腸 菌 ベ ク タ
ー

に 結 合 し，酵

母 細胞 に 導 入 す る ．こ の プ ラ ス ミ ド DNA は 酵母 細 胞

内 で は 複製 で きな い が，結合され て い る酵母 遺伝子

DNA との 相同的組換 え に よ り，低頻度 な が ら所定 の

染 色 体 遣伝 子 座 に 組 み 込 ま れ る ．こ の と きは ，組 込 ま

れ た 遺伝 子，ある い は あ らか じめ マ ・一一ク して 置 い た 選

択符号遺伝子 の 活性 を 指標 に ，染色体 に 外来 DNA が

挿 入 され た 株を 選択 で きる，また 所 定 の位 置に 挿入 さ

o厂f

LE

GAL フ．
promoter

Fig ．4．　 Structure　of 　pHM153 　used 　for　generation　of 　R

　　 protein．　 Thc 由 in 】ine　with 　A グ and 　eri 　is　 a 　DNA

　　 fragment　 of 　pBR ．322 ．　 Double 　 lines　 with 　 closed

　　bexed　marked 　LER2 　and 　CALI−promoter　are 　fro皿

　　8．‘erevis ガae ，　 i〜is　f｝om 　pSR1 ，　 and 　REP3 　 and 　ARS

　　 are 　frorn　2−ym 　DNA ．

れ て い る こ とは，サ ザ ーン 法 で 確認す る こ と も容易 で

ある ．酵母 で は 多 くの 遺伝子が ク 卩
一＝ン グ されて い

る か ら，こ の 方法 で 染色体上 の 様 々 な位置 に ，pSR1

に 特異的な組換え 部位 DNA を 挿 入 す る こ とが 可 能 で

あ る．

　次 に ，pSRI プ ラ ス ミ ド上 の R 遺伝子 を ク P 一ニ ン

グ し，適当な 酵 母 遺伝子 の プ ロ モ ータ ー部 下 流 に 結合

す る．さ らに そ の 構 築 体 を酵 母 の ベ ク タ ー
に 結合 し，

組換 え 部位を染色体上に あらか じめ挿入 し て お い た酵

母 細 胞 に 入 れ る，こ の と き，た とえ ば Fig．4 の ご と く

ガ ラ ク ト
ー

ス 代謝酵素生産遣伝子 の プ ロ モ ータ ーを 使

用すれぽ ， こ の 酵母細胞を ガ ラ ク ト
ー

ス 培地 で 培養す

る こ とに よ り組 換 え 酵 素 の R タ ン パ ク を 作 る が ，グ

ル コ
ー

ス 培地 で は R 遣伝 子 の 発現 は 抑制 さ れ る．こ

うして，操作 目的 に よ り適当な 2 ヶ所 の 遺伝子座に 組

換 え部位を 挿 入 した 染色体 を 持 つ 細胞 を 作 り，R 遺伝

子 プ ラ ス ミ ドの 発現条件 で 培養す る こ とに よ り，Fig．

5 に 示 す方法 で ，i）欠 失，　 ii）逆 位 ， あ る い は iii）非

相同染色体間 で 組換えを起 こ す こ とが で きる．しか し，

Fig．5 で 「挿入 」 と示 した 欠失反応の 逆反応 で ，任意

の DNA 断片を 組換 え部位を 1 ヶ 持 つ プ ラ ス ミ ドに 乗

せ ，染色体上 の 所定位置 に 組 み 込む こ とを試 み た が，

反応 は 欠失 の 方向 に 偏 り成功 は お ぼつ か な い ，挿入 に

は 後述 の ご と くま た 別 の ア イ デ ア が 必 要 で あ っ た ．

　 こ れ らの 操作 で ，分 子量 の 変化 した 被操作染色体は

容易 に 電気泳動法 で検出 で きる．逆位を生 じた染色体

に は 分 子 量 の 変化 は な い が ，適当な 制限 酵素を 用 い て

染色体 DNA を 切断 し，こ の 付近 の DNA を プ ロ ーブ

と した サ ザ ーン 解析 で 確認 で きる．

　組換 え 操作 は ，R 遺伝 子 の 非 発現 条 件下 で は 停 止 す

る．さ ら に R プ ラ X ミ ドを細胞 よ り除去す る こ とに
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　 　 a，Deletion

　 　 　 A
−

　　　　↓
鮮

一 一一レ く
A

　　　　↓
　 　 　 　 ←

　　　OA
　 　 C．　lnsertlon

　　　Q −A

−

　　　　↓
　 　 　 A

一

　 　b、　lnversion
　 　 　 A　　 B

−

　　　　↓

止

　　　評、

一

d．Recombination
　 A　　　　　　　B

一

τ
一

一
　 　 C 　　　　 B

Fig．5．　Four　prineipal　strategies 　to　create （a ）deletien，

　　（b）inversion，（c ）insertion，　and （d）recombination

　　between　two 　 non −homoLogeus 　chromosomes ．　 The

　　arrowheads 　represent 　the 　specific 　recQmbination 　sits

　 　 inserted　ln【he　chromosomewith 　the　relative 　orienta ・

　　 tions 　as　indicated，　The 　thick 　arrow 　represents 　the

　　 R −catalyzed 　recombi 夏 ation ・

よ り，以 後の 変化を完全に 止 め る こ とが で きる．酵母

で は ，ベ ク タ
ープ ラ ス ミ ドは

一
般 に 高頻度 で 脱落す る

か ら，R 生産 プ ラ ス ミ ドの 除去 は 容易 で あ る ．

　以 上 の 方法 で，主 に Fig．3 に 示す pSR1 プ ラ ス ミ ド

の 特異的組換え部位を含む 2、1kb の San断片 と，　 Fig．

4 ｝こ 示す pHM153 プ ラ ス ミ ドを使用 し ， 現在 ま で に

Fig．5 に 示 す 4 種 の 基本的操作の うち 挿 入 実験 を 除 く

3 種類 の 操作を 効率 よ く行 う こ とに 成 功 し た．；8｝欠失

反応を セ ソ ト ロ メ ア を挟 ん だ 2 点の 間 で 行 うと，切 b

出され た 領域 は セ ン ト 卩 メ ア を 含み ，環状染色体 と し

て 保存 され る．B2〕その 宿主 内保持安定性は ，分子 量 に

もよ る が，プ ラ ス ミ ドベ ク タ
ー

よ りは 高 い ．ま た ， 1

本 の 染色体上 で 隣接す る 2個 の 遣伝子座 に つ い て ， い

ずれ が セ ン ト ロ メ ア 側 に あ るか な ど の 位置関係を 正 確

に 決定す る こ と に も利 用 で きる．S3｝さ らに 染 色 体 の 保

持 に は セ γ 卜卩 メ ア とテ P メ ア が 必要 で あ る こ とか

ら，二 倍体細胞で ，こ の 組 換 え 法 を 用 い て 1 本 の 染色

体 か らセ ン ト ロ メ ア を 欠 失 さ せ る こ と に よ り，そ の 染

色体 を 消去 す る こ とが 可 能 とな っ た．8S） しか し，こ れ

ら の 2n−1 異 数体培養 は ，栄養培 地 上 で の 増殖 は 原株

よ り劣 る が ，約 30世 代 培養 を 続 け る と 多数 の 増殖性 を

回復した 正常 二 倍体 と考え られ る細胞が出現す る．こ

の 方 法 で ，一
組 の 相 同 染色体を ホ モ に 持つ 株を容易に

構築す る こ とが 可 能 と考 え られ る．

　 一
方 ， 大分子量 の 外来DNA を 染色体 に 挿 入 す る こ

とに つ い て は ，Fig ．5 に 示 す プ ラ ス ミ ド挿入法 で は ほ

とん ど不 可 能 で あ る こ とが分 か っ た ．こ の 方法は 欠失

を 生ず る反応 の 逆反応 で ある が，実際の 反応 が 欠 失 の

Agarose　microbeads

Fig．6．　 G 。・ ・tm ・ tめ ・ 。f ・・ S．… e・i伽 ・h・ ・ m … m … n ・ ・c・・d　wi 山 ・ ・h ・ 。 m ・・。 m ・1 ・egm ・n ・ ・f　S伽 sa ‘
曹

　　、加 ・・
嬲

・・ψ ・励 ・ by ・ ・e ・f　YAC ・ ・ α ・・．　 Th ・ 。P… riang 】… d ・i・d ・ ・h・ w ・ i・ ・h … 』 ・h・ p・d ・ el1 ・ i・ th ・

　　right 　panel　represent 　the 　speci 丘c　recombination 　site　and 　centromere ．　respectively ．
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方 向 に 強く偏 っ て い るか らで あ る．そ こ で ，まず導入

すべ き外来DNA を 酵母 で 開発 さ れ て い る 人工 染色体

で あ る YAC ベ ク タ　− s4）　tc乗せ ，こ れを酵母細胞内に

導 入 し ， YAC ベ ク タ
ー

と任意 の 染色体間 の 相互組換

え に よ り，外来 DNA 断 片 を 酵母 染色 体 に 結 合 す る こ

とを 考 え た．す な わ ち Fig．61こ 示 す よ うに ，分 裂酵 母

Schizo∫accharemyces 　Pombe の 染色体の 約 100　kb の 断片 を

S，cerevisiae の 染 色 体 へ 結 合 す る こ と を 試 み た ．Sb〕こ の

改変染色体 に は YAC ベ ク タ
ー

｝こ 由来す る pBR322 プ

ラ ス ミ ドDNA と相同性を持 つ DNA 断片 が 組 み 込 ま

れ て い る こ とを確認 し た ．しか し，酵母 染色体 に 結合

され た YAC ベ ク タ ーD 餌A の 大 ぎな部分 は 分裂酵母

の 染色体 DNA と考 え られ るが，未だ こ れ を 確認す る

方 法 が な い の が 残念 で あ る ．こ の 方法 を 反復 して

DNA を 導 入 す る か ，導入 株間 の 交雑 に よ り，1000　kb

程度の 異種 DNA を導入す る こ とは 可 能 と考え られ る．

　本研究 に よ り，こ れ まで の ブ ラ ス ミ ドベ ク タ
ー
を用

い る遺 伝 子 工 学 育 種 法 で ，制限 され て い た 導入 遣伝子

数 が 大幅 に 緩和 され ，百 を 超 え る外来遣伝于 を導入 し，

新規代謝系を付与す る こ とも可 能とな る で あ ろ う．ま

た，外来遺伝子 は 直接染色体 に 組 み 込まれ るか ら プ ラ

ス ミ ドの ご と く細胞 か ら脱落す る こ とが 少な く，育種

形質が安定化す る こ と が 期待 され る．さ らに 外来遣伝

子 に 頼 る こ とな く，単 に 染色体 に 欠失 を もた ら し，あ

る 機能 を 完全に 除去 し，あ る い は 染色体 異 常を 導 入 す

る こ と に よ り成 熟分裂 に 障害をもた ら し， 種な し，雄

性 ・雌性不稔の 形質を与え ，
ハイ ブ リ ドラ イ ス の 育種

な ど へ の 寄与 も期 待で きる ．こ の よ うな 応用を 考 え，

こ の 部位特異的組換 え 系の 植物細胞 内で の 有効 性 を確

か め ，S6｝また ，酵母染色体 へ の 外来遺伝 子 の 多数導 入

を 可 能 とす る ベ ク タ
ー

の 構築 を試 み て い る．e7 ）

　本研究 に お け る プ ラ ス ミ ドの 分 離 に つ い て は 東江，

そ の 構造 と機能解析で は 荒木弘之 （現 阪大微研），

AmQnrnratJcarnpipatkul （現 タ イ 国 ソ ソ ク ラ 王 子 大 ），

松崎浩 明 （現福 山 大） と 入 江賢児 （現 名大 ） の ，さ ら

に 染色 体操作技 術 の 開発で は ，荒木 と松崎を は じめ と

す る多 くの 教職員，学生，研究生諸 君 の 労 を 多 と した．

お 　 わ　 り　 に

　本研究 は ，主 と して 大阪大学工 学部応用生物工 学科

とサ ン ト リー
研究 所 で 行 っ た もの で あ り，関係 各位の

ご理 解 と ご協力に 深 く感謝す る ．特 に ，恩師 で あ る大

阪 大 学 名誉 教 授 故 照 井堯造 先 生 お よび 故 小 田 雅夫 先生

に は 永年に わ た りご 指導 と ご 支援を 戴 い た．そ の 間 ，

私 に 初 め て 酵母遺伝学を紹介下 さ っ た 若林謙太郎氏，

初期 の 研究 を 共 同研究者 とし て ご指導 い た だい た 大阪

大学名誉教授岡 田 弘輔先生，酵母遺伝学 へ の 本格的修

行 の 機会を い た だい た Gar1　G．　Lindegren 先生 を は じ

め と す る 当時 の 米 国 南 イ リ ノ イ 大 学 Bi。IQgjcal

Research　Laboratory の 方 々
， さ ら に 我 々 の 学説 を 米

国学 界に 紹介 さ れ た Reed　B．　Wickner 博土 と Ira　Her−

skowitz 博 士 を は じめ ，国 内 外 の 多 くの 方 々 の ご 指 導

とご援助 に よ る もの で あ る．

　本稿 で は，S．　cerevisiae の 分子育種 に 関連 す る研究 に

限 っ て ま とめ た が，そ の 他に も山 梨大 学 の 山崎 豊 彦 氏

との 共同研究 に な る Saccharomlcodes　tudLVikiiの 生活環 に

関す る研究，イ ン ドよ りの ユ ネ ス コ 微生 物学大 学院研

修講座 へ の 留学生 で あ っ た Pramod 　K ．　Sdbastava 氏 の

行 っ た 培養条件 の 改変 に よ る酵母 成熟分裂中断実験，

同 じ く ユ ネ ス コ 研 修 講 座 へ の 留 学 生 で あ っ た

Elizabeth　N 、Chua ，　Chuenchit　Boonchird お 二 人 の ブ ラ

ス ミ ド コ ビ ー
数 に つ い て の 研究 な どは 印象深 く記憶 し

て い る．また ，高 田信男元助教授 ， 関　達治助教授 を

は じ め 多 く の 学 生 お よ び 研 究生 諸 君 が従 事 し た

Bacillas属 お よ び Pseud・ menas 属細菌 に つ い て の 分子生

物 学 的分類 と遺伝学 に つ い て の 研 究 が あ るが ，こ こ で

紹介す る こ と が で きなか っ た こ と をお 詫 び す る ．
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