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　　　　　　Modeling　of 　Plant　Arti且cial 　Chromosomes − Monograph −

　 TAKAsHI 　YAMADA （1）epartment 　of 　Fermentation　Technology，　Facuttl　efEngineering ，　Hiroshima　Universitl，1−
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　　　　The　future　growth 　ofplant 　biotechnology　wil 互be　built　upon 　a 　bettcr　understandingofcomplex ，
　 multigene 　traits，　including　the　pathways 　of　natural

−
product　biosynthesis　and 　the 　mechanisms 　of

　 resistance 　against 　environmental 　stresses ，　along 　with 　a　better　integration　of 　biochemistry，　physiology，

　 genetics，　 and 　developmental 　and 　 cellular 　biology．　 Development　 of 　new 　toQls　and 　methods 　for

　 the 　transfer 　of 　multiple 　genes（sometimes 　in　the 　order 　of 　a 　hundred）to　plants　wlll 　be　required 　for

　 various 　purposes．　 The 　plant　arti 丘cial 　chromosome （PAC ）promises　to　be　a　powerfUI　candidate 　as 　a

　 next
−
generation　vector 　in　plant　transformation ．　 Learning 　from　the　success 　ofYACs （yeast　artificial

　 chromosomes ）in　the　cloning 　of 　huge 　human 　DNAs ，　it　is　clear 　that　a 　minimum 　of 　three　types 　of

　 chromosome 　elements 　are 　needed 　to　construct 　 a　linear，　mitotically 　stable 　arti 五cial　chromosome ：

　 acentromere
，　telomeres，　 and 　origins 　 of 　replication ．　 The 　natures 　of 　the 　corresponding 　eiements

　 in　plant　chromosomes 　are ，　however ，　Iess　well 　understood ．　 To 　Qbtain 　an 　experimental 　model 　fbr

　 molecular 　and 　 structural 　 analyses ，　 we 　screened 　a 　variety 　of 　organisms 　by　pulsed一丘eld 　gel　elec −

　 trophoresis 　fbr　the　smallest 　plant−type 　chromQsome ．　 Species　of 　the　unicellular 　green　alga 　Chlore〃a

　 were 　ibund　to　contain 　very 　small 　genomes　ofapproximately 　39　Mbp ，　almost 　a　quarter　the 　size 　ofthe

　 Arabidopsis　genome ，　 In　the　case 　of 　Chlorellα　vulgaris 　C ・169，16　chromosomes 　ranging 　from　980　Kbp

　 to　4，0Mbp 　in　size 　could 　be　resolved 　by 　CHEF 　gel　electrophoresis 　under 　ordinary 　conditions ．　 The

　 smallest 　chromosome 　of 　this　strain （chromosome 　I，980　Kbp ）would 　serve 　as　an 　excellent 　experi −

　 mental 　su 切ect 　for　structuraI 　analysis 　because　it　can 　be　routinely 　isolated　easily 　and 　in　quantity．

　 With 　this　chromosomal 　DNA
，
　a 　set 　of 　overlapping 　cosmid 　clones （a　contig ）has　been 　established ．

　 Telomeres 　 obtained 丘om 　this　 chromosolne 　 consist 　of 　5なTTTAGGG 　repeats 　 nlnning 　from　the

　 centromere 　toward 　the 　termini ，　 a 　sequence 　identical　to　that　reported 　fbr　higher　plants．　 Putative
　 replication 　origins 　and 　centromeric 　components 　isolated　as 　curved 　DNA 　from　C −169　chromosome 　I

　 were 　characterized 　by　sequencing 　and 　localizing　on 　the　chromosome ．　 By 　combining 　the　C〃ore 〃a

　 chromosomal 　structural 　elements 　thus 　obtained ，　various 丘）rms 　of 　arti 且cial　chromosomes 　can 　be　now

　 designed　to　be　introduced　and 　stably 　ma 三ntained 　in　plants．

　　 ［Key 　words ：　C〃ore 〃a
，　molecular 　karyotype，　telomere ，　centromere ，　replication 　origin

，
　bent

　　 DNA ，　arti 且cial 　chromQsome1

は　 じ　 め　 に

　巨大 ゲ ノ ム を有する植物を対象と して ，細胞増殖 ， 発

生分化 ， 形態形成，物質生産 などの 研究 を 分子 レ ベ ル で

遂行す る うえ で ，大量 の 遺伝子群を扱 う必要 が多 々 生ず

る．さらに ，現在 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ やイネな どに つ い て ゲ

ノ ム プ ロ ジ ェ ク トが 進展 して お り，近 い 将来有用形質に

関す る 膨大 な量 の 遺伝情報 が得られ る と予想され る ．こ

著者紹介　1977年大 阪大学大学院工 学研究科博士 （前期）課程 修了　　広 島大 学工 学部第三 類化学系発酵工 学講座　教授

　〒739−8527東広 島市鏡山 1−4−1　 TEL ．0824−24−7752　 FAX ，082924 −7752

　E−mail ： tayamad ＠ ipc・hir。 shima −u ．ac ．jp　 http：1／www ．hiroshima−u ，ac ．jp1
〜
mbi ・tech

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

206 山 田　　隆 生物工 学　第 76巻

れ らの 情報は最大限に活用されねばならな い ．その た め

に は ，遺伝情報 の ク ロ ーン 化，ラ イ ブ ラ リー化 ，形質転

換の ス テ
ッ

プ で の 許容量 が圧倒的に 大きい ベ ク タ ーが必

要と な る．酵母 人工 染色体 （YAC ）が種 々 の ゲ ノ ム プ ロ

ジ ェク トで威力を発揮 した よ うに ，植物に お い て も人 工

染色体 が 開発 されたならば，上記 目的 に お け る その 有用

性 に は 計 り知れな い もの が あ る．植物人 工 染色体 （Plant

artificial 　chromosome ：PAC ）を モ デ ル 化 す る素材 と し て

は ，実験上 の 便宜 さか ら染色体基本構造 ユ ニ
ッ トを完備

した 最小 ゲ ノ ム が 理想的 で あ る，一
般 に 巨大な高等植物

染色体は 物理 的単離が技術的 に 困難 で あ り，分子構造解

析の 対象と して 向か な い ．そ こ で 種 々 の 単細胞緑藻類 に

着 目 し，最適な染色体の ス ク リ
ー

ニ ソ グ と構造解析を 行

っ た ．以下 IC述べ る よ うに ，ク ロ レ ラ に 見い だされた 最

小染色体 は ，高等植物 に 共通 し た 染色体基本構造 ユ ニ
ッ

トを有して お り， 素材 と して の 条件を満足す る ．

1． 植物型最小ゲ ノ ム

　植物 の 核 ゲ ノ ム の 大 き さは ，種 に よ っ て 大 きく異 な っ

て い る．被子植物で は ， 最小 の 部類 とされ る シ ロ イ ヌ ナ

ズ ナ （Arabidop∫is　thaliana ）の
・・ブ ロ イ ド核 145　Mbp か ら最

大 と 見な され て い る ユ リ科植物 の 15，800　Mbp ま で 100

倍以上 の 差 が 見 られ る．1）す べ て の 植物 に お い て 基本的

な 必 須遺伝子量 に 大差は な く， こ の ゲ ノ ム 量 の 差 は 主 と

して 非遺伝子領域 の 反復配列 の 量 に 起因する と考えられ

て い る ．こ れ らの 反復配列 は ，ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 領域 ，

セ ン ト卩 メ ア
， テ ロ メ ア などの 特定染色体部位 IC局在す

る 場合が多く，染色体の 構造保持，再編成，進化などに

重要 な 役割 を 担 っ て い る と思 わ れ る．2）分化全能性 や 環

境 に 対す る高度な適応性 な ど の 植物の 特性 は ，
ゲ ノ ム の

可塑性 と 関係 が 深 く，植物 ゲ ノ ム の 基本的 な 成 り立 ち に

大 きな興味が持 た れ る．

　Ll 　パ ル ス フ ィ
ール ド電 気 泳動 法 に よ る核型解析

核型 （karyotype）とは ， 細胞の 核分裂中期の 染色体 の 数

お よび 各染色体 の 詳細な形態を イ デ ィ オ グ ラ ム で 示 し た

もの で あ り，生物種 に 固有 で そ の 種 を 規定す る も の と考

えられ て い る．各生物種 の 分類学上 の類縁関係や進化に

伴 うゲ ノ ム の 変遷を明 らか に す る の み で な く，遺伝学 に

お い て 各遺伝子 の 連鎖を染色体に 対応 づ け る こ とと，変

異と染色体の 動態の 相関を知 るうえ で 非常 に 重要な指標

とな っ て きた ．高等動植物 に お い て は ，各種分染法 が 開

発 され て お り，顕微鏡観察 に 基づ い て詳細な デ ー
タ が 蓄

積 され て い る ．と こ ろ が ，最近 の 分子生物学が主 に 対象

とする モ デ ル 生物は
一

般 に ゲ ノ ム が小さ く，多くの 場合

染色体の 顕微鏡観察が難 しい ．古典的核型解析に 加えて

新た に 登場 した の が，比較的大型 の DNA 分子 を 物 理 的

に 分離 で き る パ ル ス フ
ィ
ール ド電気泳動法を用 い た ，い

わ ゆ る 電気泳動的核型 （分子核 型）解析法 で あ る．3）こ

の 方法 を用 い て ，出芽酵母 （n
＝16），分裂酵母 （n ＝ 3），コ

ウ ジ カ ビ （n
＝8），ア カ バ ソ カ ビ （n ； 7）や そ の 他菌類 ， 原

生動物な どの 核型が 決定 され て い る．我 々 は ，植物 （真

核光合成生物）型 の 最小 ゲ ノ ム と最小染色 体 を 求め て 種

々 の 生物を 対象 に パ ル ス フ ィ
ール ド電気泳動解析 を行 っ

た ．そ の 結果，単細胞緑藻 ク ロ レ ラ の 各種が通常 の 泳動

条件 で 容易 に 分離 で きる染色体 群 を有す る こ とを 見 い だ

した．

　1．2　 ク ロ レ ラ の 電 気泳動的核型 ；2 種 の 染色体長多

型 （Chromosome 　length 　polymorphism ；CLP ）群

Fig．1 に ク ロ レ ラ 4 種計 7 株の 染色体 DNA を CHEF 電

気泳動法 で 分離 した パ タ ーン を 示す．4）こ こ で は ， 電気

泳動条件 を 比較的小 さい DNA 分子 を分離す る 条件 に 設

定 し て あ る （パ ル ス 時間 7，5分，電圧 3．3　Vfcm ，泳動時

間 72h ，13°C ）．一
見 し て ，2 種 の 分離 パ タ

ー
ン の 存在

に 気 づ く．た と え ば Chlorella　eiliPsoidea 　C −87，Chleretla　vut −

garis　C −135，　C −150 ，211−11b 株 で は，染 色 体 DNA は 大 き

過 ぎ て 分 離 で きず ， サ ン プ ル 孔近傍 に 凝集す る．一
方 ，

C．vulgaris 　C−169，　Chlorella　saccharophila 　C −211，　Chloreila　sp ．

NG64A 株 で は ，1　Mbp 一数 Mbp の 領域 で サ イ ズ の 異な

る 染色体 パ ソ ドが 多数分離 し，個 々 の バ ン ドの 単離 と回

収が 可能 で あ る．こ の よ うに ，調 べ た ク ロ レ ラ株間 に は ，
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Fig．　 i．　 Separation　of　chromQsQmal 　DNAs 　of σ〃 o 「e〃α strains

　　by　CHEF 　gel　electrophoresis ．　 CHEF 　gel　electrophoresis

　　was 　 carried 　Qut 　with 　 a　switching 　interval　of 　7，5min 　 at

　　33V ！cm 　for　72h ．　 Lanes： 1，　C、　 ellipsoidea　C −87； 2，　C．
　　vulgaris 　C −135 ；3，　C．　vuigaris 　G −150；4，（二　vutgaris 　C−169 ；

　　5，C．　 sa ‘6加 厂o助ぬ C−211 ； 6，　C 〃 or 〃 4　sp ．　NC64A ； 7
，
　C．

　　びulgari∫　211−11b ；8，5・‘ erevisi ・ ・ （size　markers ）．
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Fig・2・　Electrophoretic　karyotypes　of　C，　 vutgaris 　C −169 （A ）

　　and 　O．　 eliipsoidea　C −87 （B），4） The 　 chromosQmal 　DNA

　　molecules 　 of　strain 　C −169 （A ）were 　separated 　by　CHEF
　　gel　electrophoresis 　under 　three　different　conditions ：　a

　　combination 　of 　a 　5　min 　switching 　interval　at　3．3V ！c 皿

　　fbr　24h，　a 　7　min 　interva【at　3　V ！cm 　for　24h ，　and 　a　8　min

　　interval　at　2．6V ／cm 　for　24　h （lane　1）；a12min 　switching

　　interval　 at　2　V ／cm 　f（）r　4　d （lane　2）； aswitching 　intervaI
　 　 of 　25　min 　 at　1．6V ！cm 　for　3　d 　and 　 then 　 with 　 a 　20　min

　　interva里 at 　2　V ！cm 　fbr　2　d （lane　3），　The　C −87　 chro −

　　mosomal 　 DNAs （B）were 　 separated 　 similarly 　 with 　 a

　　swiching 　interval　 of 　60　min 　 a 重 2V ！cm 　for　4　d　and 　 suc −

　　cessively 　 with 　 a 　 90　min 　 interval　 at　 L3V ！cm 　 lbr　 4　d

　　（lane　2）or 　a　90　min 　interval　at 　1．3　V ！cm 　for　14d （lane

　　3），Dots　indicate　individual　chromosomal 　DNA 　bands．
　　Gorrespond正ng 　DNA 　bands　 at　the 　higher 　 size 　range 　in

　　different　lalles　are 　connected 　by　lines．　 Arrowheads　indi−

　　cate 　the 　positions　of 　size　markers 　of　S．‘erevisiae　chromo −

　　somes （A ）and 　S．　pombe　chromosomes （B）．

（i）大型染色体長多型群 と （ii）小型染色体長多型群 の 2 タ

イ プ が見 られ た ．各 タ イ プ の 代表株と して （i）型 の C −87

株 （ii）型 の c −169 株 を さ ら に 詳 し く検討 した ．　Fig．2（A ）

に C −169 株 の 染色体を異 な る 三 つ の CHEF 泳動条件 で

分離した パ タ
ーン を示 して あ る．それぞれ の条件で ， 分

離染色体サ イ ズ領域が異 な っ て お り，レ
ー

ン 1 の 条件 で

は 2Mbp 以 下 の 染 色 体 9 本 が 分離 し て い る が ，そ れ以

上大 きい 染色体 は 上部 で 重 な っ て しま っ て い る ．こ の 重

な りは ，分離領域を大き くした レ ーン 2 の 条件で 分離で

き，さ らに 最大染色体部分 は レ ーン 3 の 2．5Mbp 以 上

を 分離す る 条件 で 完全 に 解析 で きた ．こ の 結果，図 の 各

バ ソ ドの 対応付けが示すよ うに ， C −169株 の ゲ ノ ム は 全

16本 の 染色体パ ソ ドと して 分離され ，分子量 マ
ー

カ
ー

と

の 比較か ら各染色体の サ イ ズ と分布 （分子核型）が 確定

で ぎた ，こ こ に ，各染色体の サ イ ズ の 総和 は 38．8Mbp

とな っ た．一
方，さらに 大 きな分離サ イ ズ 領域の CHEF

電気泳動条件 で c −87 株の 染色体を解析す る と，Fig．2（B）
に 示す よ うに 計 9 本 に 分離で きた ．分裂酵母 Schizosac−

charomptce ∫　pombeの 3本 の 染色体 （3．5　MBp ，4．6Mbp ，5．7

Mbp ）と の 移動度 の 比較か ら ， そ れ ら の サ イ ズ は 2，5 ，

2．9，3、0，4．O，4，7 （2本），5．2 （2本），6，5Mbp とな

り，総 和 は 38，7Mbp と C −169 株 の 場 合 と ほ ぼ
一

致 し

た．4）最 近，オ レ ゴ ン 州 立 大学 の Meints の グ ル ープ が

Chlorella　sp ．　Nla 株 （NC64A 株 と同
一

と言われ て い る）

の 分子核型 を 同様に 解析し た ．そ の 結果，こ の 株 で は

1、1か ら 6．5Mbp の 領域 に 13本 の 染色体が分離で き，ゲ

ノ ム の 総和 は 39−45　Mbp とな り，上記 2株と ほ ぼ一致

した ．5）こ の ゲ ノ ム サ イ ズ は ，酵 母菌 の 約 3 倍 であ り，

シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 4 分 の 1 ，イ ネ の 11分 の 1 に 相当す る，

もち ろ ん 植物型 ゲ ノ ム で は 最小 の 部類 に 入 る，とこ ろ で ，

核型は
“

種
”

を規定す る重要な指標 の は ず で あ る が，ク

卩 レ ラ に 関して は 9 本，13本，16本 と株に よ っ て 染色体

数が異な る．9（C−87株）と 16 （C −169 株） の 差 は 尋常 で

は な い ．こ の 2群 は とて も同
一

の
“

種
”

に 属す る とは 考

えに くい ．ク ロ レ ラ の 分類 に つ い て は 多 くの 問題があ り，

議論 が絶 え な い が ，6）分子 レ ベ ル の 情報 が 増 え る に 従 い ，

こ の 属の 再 々 整理 を余儀な くさ れ る で あろ う．

　1．3　C．vulgaris 　C −169 株の染色体マ ッ ピ ン グ 　　ク

ロ レ ラ に は 有性世代がな く，多くの 突 然変異株が 得られ

て い る に もか か わ らず，そ の 遺伝解析が で きな か っ た ．

今回 ， CHEF 電気泳動法 に よ っ て ゲ ノ ム を染色体 の 物

理 単位 に 分離する こ とが で きた こ と か ら，各染色体上 へ

個 々 の 遺伝子 を 位置づ け る こ と （マ
ッ

ピ ソ グ）が 可能 と

な っ た ．すなわ ち ，プ ロ
ッ ト法 （Southern　blot）を 用 い て ，

ク ロ ーニ ソ グ され た遺伝子 の 位置を個別染色体あ る い は，

個別染色体個別制限酵素断片へ 特定 で きる よ うに な っ

た ．そ の 例を Fig．3 に 示 し て ある．こ こ で は ，
　 ribulese −

1，5−bisphosphate　carboxylascfoxygenase 小 サ ブ ユ ニ
ッ ト

（rbcS ），光化学系 1 ク ロ ロ フ ィ ル 結合 タ ン パ ク 質 ＠ ゐ11），
ヒ ート シ

ョ ッ
ク タ ン パ ク質 （嫉 70），α

一チ ューブ リ ン （tubA），
グ ル タ ミ ン 酸デ ヒ ドロ ゲ ナ

ーゼ iξdh），リ ボ ゾーム R．NA

（rrn ）の 各遺伝 子 を C −169 株個 別 染色 体上 に 位置づ け て

あ る．さ らに 各染色体 の 細 か い 制限酵素物理 地 図 と合 わ

せ て ，も っ と詳 し い 位置づ けが 可能 で ある．原理的に は ，

プ Pt・一ブ と し て 利用 で き る遺伝子 で あれ ば あ ま ね く染色

体上 ヘ マ
ッ

ピ ン グ で きる よ うに な っ た ．と こ ろ で ，前節

で 述 べ た ク 卩 レ ラ の 2種 の 染色体長多型 （CLP ）群間 の

各染色体同士 の対応は遺伝子地図 の 上 か らど の よ うに 理

解 で きる の で あ ろ うか ？　 C −169 株の 第 1番染色体 （最

小染色体）に 特異的な 3 種 の DNA プ ロ ーブ を 用 い て，

C −87 株 の 染色体分離パ ターン とサ ザ ン 解析を行 うと ，

それぞれ の プ P 一ブ は 異な る染色体と ハ イ ブ リ ダイ ズ し

た ．た とえ ば，tubA 遺伝 子 は 最長染色体 に 位置づ け ら

れた．こ の よ うに，染色体間の対応は モ ザ イ ク 状である．
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CLP 群を生 じる要因 の 究明 は ，各染色体の 詳細 な遺伝

子地図と物理地図を比較検討 して 初め て 可能 とな ろ う．

2．　 ク ロ レ ラ第 1番染色体の分子構造解析

　Fig．3 に 示 した よ うに ，　 c．　vulgaris 　c ・169 株 の ゲ ノ ム

38．8Mbp は 計 16本 の 染色体 か ら成 っ て い る．各染色体

は そ れ ぞ れ 独 自の 機能 を 持 つ と と もに ，全体
一

セ
ッ ト と

して 挙動を 共 に し ， 親か ら子 に 伝 わ らね ばな らな い ．そ

の維持と制御に 必要な 基本的構造 ・機能要素は ど の 染色

体 に も共 通 す る は ず で あ る．染色 体基本構造 ＝ ニ
ッ トを

分子 レ ベ ル で 究明する た め に は ， 最小染色体 ， すなわ ち

C −169株 で は 第1番染色体 （980Kbp ）を 対象 とす る の がも

っ とも賢明 で あ る．第 1番染色体 は ，一
晩 の C 且 EF 電

気泳動 で 効率良 く他 の 染色体 か ら分離 で き る し，圧倒的

に 少数の ク ロ ーン で ラ イ ブ ラ リー
を カ バ ー

で ぎる．

。
握
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Fig．3，　Schematic 　 representation 　of　the　C ．ひulgaris　C− 16

　　karyotype ， 　The 　chromosomal 　DNAs 　indicated 　by　bar

　 　are 　 numbered 　from 　I 　to 　XVI 　in 　order 　of　size． 　Ar

　　 rowheads 　on 　the 　right 　side　indicate　the 　chromosom

　 　where 　the 　speci 五c 　 gelles 　 were 　 mappcd　by 　 Southem 　blo

D 　　 Genes ：‘abll，　c ｝ 江orophyll　a！b− binding　prote孟n　Qf　 pho

− 　　system 　II； rrn ，　ribosoInal 　 RNAs ；7う‘∫， 　small　subunit

of 　　ribulose・1，5− bisphosphate　carboxylase
／oxygenase ；　

h， 　　NADP− speci五c 　glutamate 　dehydrogenase ；hsp　 70，　h

t ・ 　 　shock 　protein 　
70； α一tub，α一 tubulin， 　 Sizc 　is　 shown 　in　

lo 　 　base 　 pa

s ． 　 2 ．1 　 制 限 酵素 マ ッピング　 　 低 沸
点ア ガ ロ

ス ゲ ル を 用い たCHEF 電 気 泳 動に よって 分離 した

1 番 染 色 体 をゲ ルから 切 り 出
し， プ卩テ アー ゼ・PM

処理後 ， 各 種制 限 酵 素 で切 断 す る ことができ る． 9

Kbp の DNA の制限酵素 地 図 を 作 成する ため には

なるべ く 切 断部位の少ない制 限 酵 素を選択する 必 要

あ る
．
レア カ ッ ター酵素 のう ち Notl が6本のバンド （440 ，

0（2
本）， 70 ，　30 ，9Kbp ） を 生 じる ことを見いだした（ F

．4 ）．ゲ ル 内に DNA を 包埋した状態 で の 制限酵

処 理 では 部 分 分 解が容 易で あり ，各断片をCHEF

気 泳 動
法で 分離 し たパター ン と第1 番 染

色
体 特 異

DNA ク ロー ソ を プ P
一 ブとして の サザン プ ロット法を

み 合 わせ て ， Notl
サ イト 地図を一義的に決

定でき た （ Fig

4 ）．7 ｝ こ こ で cr 一 チューブリ ン
遺 伝子 は 最 長 の 4

　 Kbp 断
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@I 　DNA　isQlatcd 　from 　CHEF 　gel 　　electrophoresis　 was 　co

letely　 digested 　 with 　Netl ．（B ） 　　C−169chromosome　I　

A 　was 　
partialiy 　digested

　with 　　Netl，　size 　separated 　 b

@CHEF　gel　 electrophoresis ，　and 　　hybridized 　with　 probe 　

　total　chromosome　I （lane 　1 ）and 　　aspeci丘c 　clone 　pH
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Fig，5．　 Contig　map 　of σ ぴutgaris 　C −169　chromosome 　I．　 The 　cohncarity 　of　the　contigwas 　con 且rmed 　by ム「otl 　sites 　and 　some

　　landmark 　genes（α一tubulin 　etc ，　arrowhead ）．

　2．2　コ ス ミ ドContig整列化　　C −169 第 1番染色体

の 基本構造 ユ ニ
ッ トの 分子構造解析 に 先立 っ て ，こ の 染

色体 DNA の ラ イ ブ ラ リーを 作製 し ， さ らに Contigの

整列化 を 行 う必 要があ る．ボ ア ソ ソ 分布 に よれば，第 工

番染色体 980Kbp を 約 30　Kbp の コ ス ミ ド ク ロ
ー

ン で

99％以上 カ バ ー
す る に は ，148個 の ク 卩

一
ン があれば よ

い こ とに な る ．第 1番染色体 を Sau3AI を 用 い て部分分

解 し，SuperCosl （Stratagene）の BamHI の サ イ トに 連結

し，Escherichiα　coli 　XL1 −Blue　MR ．に 導入 して 約 20，000個

の ク 卩
一

ソ を得 た ．うち 1，200個を ベ ー
ス に して Contig

map を 作成 した ．別途 ク ロ
ー

ニ ン グ し た 両末端部分 （後

述） を 加 え て 980Kbp 全 域 に わ た る 完全 な オ
ーバ ーラ

ッ
プ Contig が得 られ た （Fig．5）．現在 ， こ の Contigを

用 い て詳細 な 制限酵素地図 を 作成 して お り，さ ら に ゲ ノ

ム プ 卩 ジ ェ ク トを 進 め て い る．

3． ク ロ レ ラ C −169第 1番染色体基本構造 エ レ メ ン ト

酵 母 人 工 染色体 に 倣 え ば，染色体構造 の 最小限 エ レ メ

ン トは ，末端保護 に 機能す る テ ロ メ ア と染色体全域 に ほ

ぼ等間隔 に 存在 す る 複製開始点 （ORI ）と染色体 の 分配

に 働 く動原体 （セ ン ト ロ メ ア ） の 三 つ で あ る，酵 母 に つ

い て は ，こ れ らの 分子構造 は 詳細 に 解明され て い る が，8）

他 の 生物種 で の 情報 に 乏 し く，その 構造上 の 共通性 は 明

らか で な い ．植物 で は ， 2 − 3 の 例 に お い て テ P メ ア 配

列が ク 卩 一ニ ン グ され，そ の 基本反復配列 5
厂一TTTAGGG

が 示 され て い る．9〕σ vulgaris 　C −169 第 1番染色体 に つ い

て ，こ れ ら基本構造 の ク Pt 一ニ ン グ と分 子 構造解析 を 行

っ た．

　S．1　テ ロ メ ア （tel ・ mere ）の 構造　　染色体末端 の テ

ロ メ ア 構造 は ，（1）他 の 染色体 との 癒合を防ぐキ ャ ッ
プ

と し て ，あ る い は （2）複製 の 度 ご とに 失 わ れ る 最末 端

RNA プ ラ イ マ ー部分の 補充や （3）核内 で の 染色体 の

立 体的配置 付けな ど に お い て 重要 な 機能 を果 た す．10）一

般 に は ，テ 卩 メ ラ ーゼ とい う特殊 な 酵素 に よ っ て テ 卩 メ

ア 構造 は 付加的に 構築され る，テ 卩 メ ラ
ーゼ は 種特異的

な鋳型 RNA を含む逆転写酵素の
一種である ．高等植物

で は ，シ 卩 イ ヌ ナ ズ ナ ， ト ウ モ 卩 コ シ ， トマ トな どで ，

こ の 鋳型 RNA に 対応す る テ ロ メ ア 反復配列 が ，5
’−

TTTAGGG で ある こ とが報告され て い る．9）染色体両末

端 の 構造 は 特殊 で あ り，そ の ク P 一ニ ン グ は 容易 で は な

い ．σ 瞭 傭 C −169 株の 第 1 番染色体を GHEF 電気泳

動法 に よ り単離後 ， Bal31エ キ ソ ヌ ク レ ア
ーゼ 処理 に よ

っ て 最末端を 平滑化し，引き続 い て Hindlll で 小断片化

して pUC19 の SmalfHindlll サ イ トに 結合 し ，瓦 ‘01費 こ

N 工工
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　　 termini ．　 Shaded　parts　represcnt 　the 　teLomcric 　repeats ，

導 入 した．多数 の 形質転換 コ 卩 ニ ー
よ り，合成 テ ロ メ ア

DNA を プ 卩 一ブ に して コ 卩 ニ ーハ イ プ リ ダ イ ゼ ーシ
ョ

ン 法 に よ っ て ポ ジ テ イ ブ ク ロ
ー

ソ を得 た ．それ らは 1．3

Kbp （H1 ，3）と 2，9Kbp （H2 ．9）の 2 種 に 分類 で きた ．平

滑末端側 か ら塩基配列を決定す る と，両 ク ロ
ー

ン に お い

て 5
’−TTTAGGG の 繰 り返 しが 約 400　bp 連続 して お り，

そ の 後 ラ ン ダ ム な 配 列 へ と変 化 して い た ．Hl ．3DNA の

ラ ン ダ ム 配列部分 を プ ロ ーブ と した 第 1番染色体 Netl

断片 との サ ザ ソ 解析 で は ，左端 の 9．OKbp 断片 と結合 し

た ．一
方，H2 ．9 の ユ ニ ーク 部分 は ，　 N ・tl　400　Kbp の 断

片 と結 合 した ．こ の 結果 ，H1 ．3 と H2 ．9 の DNA 断 片 は

Fig．6 に 示す よ うに それぞれ左右両末端 に 由来す る と結

論 され た ．7）こ こ で ，第 1番染色体を HindIII で 切断 した

パ タ
ー

ン と 5
’−TTTAGGG の 反復配列部分 を ハイ ブ リ ダ

イ ズ させ る と，ほ ぼ 1．3Kbp と 2，9Kbp の 2 本 の シ グ ナ

ル が検出 され た ，す なわ ち ，ク Pt　一ニ ン グ 過程 に お け る

Bal31 末端消化 は ご くわず か で あ り，テ ロ メ ア 反復配列

は 約 400　bp，つ ま り 7b の 配列 が 55−60回繰 り返 し て い る

こ とが 判明 し た ．こ こ で 注 目す べ きは ，ク ロ レ ラ の テ ロ

メ ア 反復配列 が高等植物 の それ と完全 に
一

致 し た 点 で あ

る ．こ れ は と り も直 さ ず テ ロ メ ア を 合成す る テ 卩 メ ラ
ー

ゼ の 高い 類似性を意味する もの で
，

ク ロ レ ラ 染色体の モ

デ ル と して の価値の
一

つ の保証とな る．こ の テ ロ メ ア 反

復配 列 は，C −169 株 全 染色体は も と よ り，他 の 株 の 染色

体 ともハイ ブ リ ダイ ズ し た ．

　 3．2ARS と 湾 曲 DNA の 構 造　 　染 色体 の DNA 清

報を親か ら子 に 伝え る た め に は ，正確な DNA の 複製が

重要 で あ る．組換え DNA 技術 と酵母 の 形質転換系を用

い て 真核生物 の DNA 複製開始点 を 含 む と考 え ら れ る

DNA 断片 （Autonomously 　replicating 　sequence ；ARS ）を

ク ロ ーニ ソ グ す る 方 法 が 確立 さ れ て い る．11＞常 法 に 従

い ，C −169 第 1 染色体 DNA 断片を ベ ク タ
ーYIp5 に 連

結 し，酵母 YNN27 株に 導 入 し て 形質転換体を得た ．得

られ た ク 卩
一

ン ，た と え ば pCA −1 は ARS 機 能 を 有 す る

466 　bp の 断片 を 含 ん で お り，そ の 塩基配列中 に Broach

の 共通配列 が 存在 し た ．こ の DNA 断片 が 確 か に ク 卩 レ

ラ 染色体 の 複製開始点と して 機能す る か は ，実験的に ク

卩 レ ラ 細 胞 内で 調 べ る必 要 があ る．一方，実際 的 複製 開

始点 と して の 機能 に 付随 した DNA 塩基配列 の 特徴 に ，

DNA 湾曲構造 （bent　DNA あ る い は curved 　DNA ）が 知 ら

れ て い る ．12 ）　DNA 　9 曲性 が DNA 結合 タ ン パ ク 質 に 認識

され，DNA 複製開始，遺伝子 転写，ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン

形成な どをする と考え られ る．湾曲 DNA は低温下 （20°C

以下） の ポ リア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動 （PADE ）で 移

動度 が 高温 （50 °C 以上）の 場 合 よ り著 し く低下す る こ

とか ら，容易 に 検出 で き る．C −169 株 の 染色体 DNA を

複 数 の 制 限酵 素 の 組 み 合 わ せ ，た とえ ば MsPI ／Tagl，

Sphl／Nspl，　Pstl〆EcoT221 ，　Sau3AI ∠Mbol
，
　Xbal／Nhel1Spel！StJI

な ど で 寸断 し ， 温度差二 次元 PAGE で 分離後 ， 対角線

か ら外れ る （低温条件 で遅れ る）部分を 切 り出 して ，そ

れ ぞ れ pUC19 の Accl，　SPhl，　Pstl，　BamHI ，　Xbal サ イ トに

結合 し て 湾 曲 DNA ラ イ ブ ラ リ
ー

（pBENT シ リ
ーズ ）

を f乍製 し た （Fig．7）．得 られ た ク 卩
一ソ に つ い て は ，温

度差電気泳動に よ っ て 湾曲度を検定 し，顕著な もの を 各
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Chlorθlt∂ vuigaris 　C−169
Chromosome 　DNA

1− 一 ・ ・

　　　　　　　　　　 loec
　 　　 　　 　 　 − 一一 十

600C

A 　H 　H　　 　 H

4 　3132 　　 39

06

ゆ

P　 P　 P　 P　　　 P

8 　19 　20Z3 　　 23

十

r鴫・1500bp

t5 〔｝Obp

→

口

　　÷α。ni”g　i”t°　pUCI9

− 、　　　　　　　　　　ノ　 、　　　　！

pBENT
−Series

Fig．7．　 Strategy　fbr　cloning 　bent　DNA 　frgments 　frorn　C −169

　　 chromosomes ．　 After　digestion　with 　restriction 　cnzymes ，
　　 DNA 　fragments　were 　separated 　by　two 　dimensional　poly−

　　 acrylamide 　gel　eiectrophoresis （PAGE ）ru   ing　at　di麁 rent

　　temperatures ，60°C （五rst　dimension）and 　leoC （second

　　 dimension）．　 A 　fraction　delayed 　at 　10
°C 　was 　cut 　out 　from

　　 the 　gel　and 　ligated　to　pUC19f （）r　cloning ．

ラ イ ブ ラ リーよ り計 200種選択した ．13）そ の
一

例を Fig．8

に 示 す．次 に ゲ ノ ム サ ザ ン 法 に よ っ て C −169 株の 16本

の 染色体上 で の 分布様式 ， 第 1番染色体上 で の 分布様式

を調 べ た ．さ らに塩基配列 の 相同性を加味 して 以下 の 5

つ の グル ープ に 分類 し た （Table　1）．

　（A ）2DA − 4 型 ： 厳 しい 条件 下 で C −169 全染 色体 と ハ

　　　　　　　　　 イ ブ リ ダ イ ズ する．高度 に 保存 され

　　　　　　　　　 た 約 200bp の 共通配列を有す る．第

　　　　　　　　　　1番染色体 で は 楠 ’1220Kbp 断片 の

　　　　　　　　　 み に 結合す る （セ ソ ト ロ メ ア 型）．

　（B）2DX −14型 ： 厳 しい 条件下 で C −169全染色体に ハ

40C

一唱一1500bp

『
噸
『500bP

Fig．8．　 Bent 　DNA 　clones 　screened 　frorn　the　C −169　chromo −

　　 some 　DNA 　library．　 Digested　with 　restriction 　enzymes ，
　　三nserted 　DNA 　fragrnents　 were 　 compared 　by　differential

　　PAGE ； PAGEs 　 at　60 °C （upper 　panel）and 　4 °C （lower

　　pane1）．　 Note　that　each 　insert　DNA 　decreased 　its　mobility

　　 at 　4°C ．　 Symbols ： A
，
　 clones 　 from　C −169　 chromosome

　　DNA 　digested　with 　Mspl　and 　Tagl　and 　ligated　to．A ‘61　site

　　 of 　pUC19 ；H ，
　clones 　from　Sphl1ハXspl　digestion；P，　clones

　　丘om 　PstI〆EcoT221　digestion．　 The 皿 olecular 　 markers

　 　 were 　pUC19 　DNA 　digcsted　with 蜘 1．

（C）2DS41 型

（D ）2DP −84 型

イ ブ リ ダ イ ズ す る ． レ ト ロ ポ ゾ ン

Zepp （後述）の 配列 の
一

部 （Zepp 型）．

第 1番染 色体 上 で は Netl　9　Kbp 断片

に 結合する．

：緩 い 条件 で の み 全染色体 とハイ ブ リ

ダ イ ズ す る ．特徴的な GGN の 反復

配列を含む．第 1番染色体上 で は ，

勘 ∫1440Kbp 断片 に 結合す る ．

： 厳 しい 条件下 で C −169 全 染色体 とハ

イ ブ リ ダ イ ズ す る．第 1番染色体 で

Table　 1．　 Classification　ofbellt 　DNA 　clones ．

Type　 Representative　cloneHybridization
　with 　　 Hybridization　with

C −169chromosomes 　 C −169　chromosome 　IExpected 　type

ABCDE DA −4DX
−14DS
一生1DP
−84DH
−31

A11（S）
＊

A11（S）
AU（W ）

＊ ＊

A11（S）
Al1（W ）

ノ＞bご1−220kb
Notl−9　kb1
＞btl−440　kb

ハJotl・220All

Centromere

聯

Centromere

Centromere

Replication　origins

＊

（S）：Strong　sign 衄 s　in　high　stringency ．＊ ＊

（W ）：　Hybridize 　in　 only 　lower 　stringency ．
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　　　　　　　　 は Netl　220　Kbp 断片と結合 し，最低

　　　　　　　　 2 コ ピ ー存在する （セ ン ト ロ メ ア 型）．

　 （E）2DH −31 型 ： 緩 い 条 件 で の み C −169 全染色体 とハ

　　　　　　　　 イ ブ リダ イ ズ す る．第 1 番染色体上

　　　　　　　　 多数 の コ ピ ーが 存 在す る （複製開始

　　　　　　　　 点型）．

こ こ で ，セ ソ ト ロ メ ア 型の 分布 をす る ク P 一ン が得 られ

た こ とは ，分裂酵母 に お け る セ ン ト ロ メ ア 湾曲DNA 構

造 との 関連 に お い て 興 味深 い ．14） こ れ ら の 配列 は す で に

C −169 第 1 番染 色体 C ・ ntig ク 卩 一ン に 正 確 に 位置 づ け

て あ り，そ の 機能 の 証明が待た れ る．もちろ ん ，こ れ ら

は 人 工 染色 体 の 構造 エ レ メ ン トと し て の 有 力 な候補 で あ

る．

　 S．S　特異 的反復配列　　高等生物 の ゲ ノ ム 上 に は ，

多種 多様 な反復配列 が 存在す る ．15）そ れ らの 機能 と し て

一
般的に ，（1）染色体構造保持…，（2）DNA 複製 へ の 関

与，（3）染色体対合や組換 え の 促進，（4）遺伝子発現 の

調節，（5）成熟 mRNA 形成 の 調節な どが 提 唱 され て い

る．後述す る C −169 株 の Zepp な どの レ ト ロ ポ ゾ ン が こ

れ ら反復配 列 の 要因 と な る 場合が 多い ．反復配列 の 存在

は ，ゲ ノ ム DNA を制限酵素 で 切断 した 場合 ， ゲ ル 電気

泳動 パ タ
ー

ン に 明瞭 な パ ン ドが 出現す る こ とで 認識 で き

る ．た と え ば，C．　etltPseidea 　C −87 株 の ゲ ノ ム DNA を

BstUI や Accllで 切 断 した 場合，130，200，400 ，720，　870 ，

940，1，
100　bp の 位 置に パ ン ドが ラ ダー

とな っ て 見られ

る．1fi）こ れ らの DNA 断片 を ク ロ
ーニン グ し て 塩 基 配 列

を決定 した と こ ろ ，二 つ の 相 同性 グ ル ープ が 検出 され た ．

両者 に は 15bp の 共通配列 が 存在 し，お 互 い の 関連性が

示 唆 され た ．Fig．2（
「
B）の C −87染 色体分離 パ タ ー

ン と の

サ ザ ソ 解析で は ，こ の 配列 は 全9本 の 染色体 へ ほ ぼ等価

に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ．rDNA と の 相対値 か ら約50 コ

ピ ーが 全 ゲ ノ ム 上 に 反復 し て い る と計算され た ．ゲ ノ i 、

上 で こ れ ら配列が どの よ うな構造を して い る の か ，ま た

そ の 機能に 興味 が 持 た れ る．

　　　　 4，　ク ロ レ ラ の レ トロ ポゾ ン Zepp

　高等植物の ゲ ノ ム は ，シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 145　Mbp か

ら タ マ ネ ギ の 15
，
797Mbp ま で 102 オ ーダ ー

の サ イ ズ の

開 きがあ る．DNA 再会合 Cot 解析 に よ る と，各 ゲ ノ ム

に お い て 遺伝子 を コ ードす る 部分 に は さ ほ ど量的差 は な

く，た だ 大小 さ ま ざま な反復配列 の 量 に よ っ て ，こ の ゲ

ノ ム 量 の 差 が 生 じる と い う．］7）そ し て 反復配列 の 主 た る

部分 が レ ト 卩 ポ ゾ ン に 由来 す る とい う報告 が 最 近 相 次 い

で い る ，た とえ ば， ト ウ モ ロ コ シ の AdhJ 遺俵子 の 近傍

280Kbp の領域に は，10種 の レ ト 卩 因子が組み 込まれ て

お り全域の 60％以上 を 占め て い る．さ らに ，ゲ ノ ム 全体

に お い て も50％ 以上 が こ れ ら 因子 か ら成 っ て い る とい

う．19） こ れ ら レ ト 卩 ポ ゾ ン は ，従来 は junk　DNA と考 え

られ て きた が ，現在 で は （i）染色体 の 高次構造形成 ，

（2）DNA の再編成 ， （3）遺伝子変異，（4）染色体修復
・保護な どに 深 く関わ り，ゲ ノ ム の 進化 に 重要 な役割 を

果 た して きた と認 識 され て い る ．ク ロ レ ラ の 染色体 に も

以下 に 示す よ うに レ ト ロ ポ ゾ ン が 見 い だされ，特 に ゲ ノ

ム 末端 の 維持 と修復 に 重要 な 働きを す る こ とが 判 明 し

た ．

　 4 ．t　レ トロ ポ ゾ ン Zepp の特徴　 C −169 株 の 第 1
番染色体の 末端テ 卩 メ ア 構造解析 の 途上，左腕テ ロ メ ア

反復配列 に 隣接 し て A の 並 び が 15連続す る の を 見 い だ

し た ．こ の polyA を含む 約 800　bp の 配列 を プ ロ ープ と

した サ ザ ン 解析 の 結果，第 王番染色体上 に 6 コ ピー，他
の 15本 の 染色体 に も計約 13G コ ピ ー

こ の 配列 が 重複 して

い る こ と が判 明 し た ，7）C469 全染色体 DNA ラ イ ブ ラ

リ
ー

か ら取 り出 した 全長 ク 卩
一

ン （ZA −1）の 約 10Kbp の

塩基配列を決定 し，こ の エ レ メ ン トの 以下 の 特徴が明 ら

か と な っ た （Fig．9）．　
19）（i）全 長 8，930　bp 中に 二 つ の ORF

を 含 み ，下 流 ORF は 逆転写酵素 を コ ー ドす る Pel遺伝

子 と高 い 相 同性 を 示 す．（ii）3
’
末 に p ・lyA 配列 を 有す る

こ と か ら LINE （long　interspersed 　DNA 　element ）型 の レ

ト 卩 ポ ゾ ン で あ る ．（iii）3
厂
末 の 非 コ ード領域 が 3Kbp も

あ り，シ
ョ ウ ジ ョ ウバ エ の HeT −A 型 で あ る． ト ラ ン ス

ポ ゾ ン に は ，慣例 的 に 「飛ぶ 」，「跳 ぶ 」，や 「移 る 」 の

イ メ ージを持つ 名前が付けられて い る．ク ロ レ ラ の こ の

ト ラ ン ス ポ ゾ ン に は 飛行船 Zeppelin に 由来する ［Zepp］

の 名 を付け た．第 1番染色体左腕 の 13Kbp の 塩 基配列

を決定 し，全長 ク P 一
ソ （ZA

−1）の 配列 と比較 す る こ と

に よ り，こ の 染 色 体 上 で の 各 コ ピ ー
の 関係が 分 か っ た．

Figs．10
，
11 に 示すよ うに ，　 Zepp は Zepp 自体 の 配列を

認識 して 入 り込 み ，「入 れ 子」構造を成 して い た．2°）

　4 ．2　Zepp の 分布 　　LINE 型 の レ ト ロ ポ ゾ ン に は そ

の 転 移 機構 に 不 明な 点が多 い が，基本的に は 親 コ ピー
か

導
O
≧

養
鳴国

篭

鼻

　
曽
U 9り

瑟
OO

屮
一い
恥
り

召く
k 1　 琶 藤 萋纛1
6　 1 　 2 　 3 　 4 　 1 　 ， 　 ア 　 8 　 9 、bP

」 一 匳 一 ｝
一 一 ・・，、

Fig．9．　Schematic　representation 　Qf 　the 　entire 　Zepp　structure

　　（ZA −1）．　ORF2 　 corresponds 　 to　pel　gene　 and 　 encodes

　　reverse 　transcriptase 、　 The 　3
’−end 　is　 associated 　with

　 polyA．
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0 10 tKbp ） Nuclear　DNA 　IBal31−’ HinclI
Cc円監「 皀r噂

⇒

皿 ：＝ ＝：＝ ＝＝＝＝＝ ：：：＝＝＝ ＝＝ ：＝＝＝ ＝ ＝ ＝＝＝：＝ ：：：：
0　6〔レ120180300420 　（sec ）

ゴ　　　　 ビ ご　 　 轟 　ザ

一
　 　 や　 　 　

r 矧
』 z’‘A ｝

z’3Az ．2A　z』6

　 　 　 　 z−4s

Fig．10．　Composite　 structure 　 of　Zepp 　 elcments 　 on 　 the 　left

　　arm 　 Qf　 C．　 vulgan
’
s　 C −169　 chromosome 　 L　 The 　 boxes

　　represent 　individual　Zepp 　copies 　with 　polyA 　tai亘at　the　3 

　　end （vertical 　lines）．　Arrow 　indicates　 the 　length　 and

　 　 orientation 　of　each 　element ．2°）

ら の 転写産物 （p。lyA 付 き mRNA 形）が逆転写酵素 に

よ り DNA に 変換 され て ，標的部位 の DNA ギ ャ ッ
プ部

分 に 入 り込む．21）一連 の ス テ ッ
プ の 中で ， 転写 ， 逆転写

の 段階 あ る い は RNA −DNA 対合 の 段階 で 転移 し た コ

ピ ー
の 多くは 5

’
欠失型 とな る．Zepp の 3

’一末側 の 短 い 領

域を プ ロ ーブ と した サ ザ ソ 解析 で は ，C −169 ゲ ノ ム 中 に

約 130 コ ピ ー
の 存在 が 推定され た が

， 全長 コ ピ
ー

（ZA
−1）

の 各部分を 用 い た解析 で そ の 詳 しい 分布 が 判明 した ．3
’

末端部分 は 全染色体 に ほ ぼ均等 に 検 出され る が，5
’
側の

ORF 部分 は ， 3− 4 本 の 個別染色体 に 限定 され る ．　 ZA −

1 は 第 V 番染色体 に 特定 され た．第 1番染色体と同 様 に ，

他 の 染色体上 で もZepp が Zepp に 組 み 込 まれ る 「入れ

子」構造 を な し て い た ．

　4．3　Zepp の 機能　 C −169株 の 全染色体 DNA を エ

キ ソ ヌ ク レ ア
ー−lt“　Bal3　1 で 経時的 に 処 理 後 ，　 Hingllで 断

片化 し電気泳動で 分離 した バ ン ドパ タ
ー

ソ を，Zepp 配

列を プ P 一ブ と して サ ザ γ 解析 し た 結果 を Fig．12 に 示

す．こ こ に ，明らか に 少な く と も 2 本 の バ ソ ドが Bal31

レ

レ

（Kb ）

z −5

z −4

Z −3

Z −2

Fig．11．　Nested　structure 　ef 　Zepp　elcments 　oII　the 　left　arm 　of

　 C−169chromosome 　L 　Target 　site 　duplications　fianking

　 each 　 copies 　 are 　 underlined ．　Note　 that 　 Zepp　 elements

　 integrated　into　thc　Zepカ sequence 　itself　as 　a 　targe し
20 ）

nv 　 23．1

隅一　 9．4

一一　 6．6
一開　 4。4

＿ 　 2．3
− 　2．0

− a 　O．6

Fig．12．　 Zψヵ clusters 　are 　at　the　termini 　of 　Chlorellα chrQmo −

　 　somes 　at　least　in　two 　cases ．　 Before　Southem 　blQt　analysls ，
　 　total　genomic 　DNA 　was 　digested　with 　Bal31　for　various

　 　periods　 and 　then 　with 　Hincll．　 Size−separated 　 bands

　　were 　hybridized 　with 　a　3
’−portion　of　Zepp　as　prQbe．　 Two

　 　bands 　indicated　by　arrows 　were 　gradually　degraded

　 　by　 extended 　Bat31　 digestion，　 ind孟cating 　that　they　 were

　 　derived　from　 chromosomal 　 termini ．　The 　 iarger　band

　　corresponded 　te　the　chromosome 　1　fragment．　 The 　smaUer

　 　band　did　not 　hybridize 　 with 　telomeric 　 repeats 　 and 　 was

　 　shown 　to　be　consisted 　of 　Zepp　copies 　only ，2D）

処理時間 に 応 じて サ イ ズ を減少さ せ て い る の が 見て 取れ

る．つ ま り，16本 の 染色体 の 32あ る末端 の うち少な くと

も 2 つ に お い て Zepp が 位置 し て い る こ と に な る ，第 1

番染色体 の 左腕 が そ の
一つ で あ る ．こ の 場 合 は ，Zepp

の 外側 に テ ロ メ ア 配列 が存在 し て い る ．Fig．12 で 約

9，0Kbp の バ ン ドが こ れ に 該当す る．　 Fig．12 の 同 じパ

タ
ーン を テ 卩 メ ア 配列 を プ ロ

ーブ と し て サ ザ ン 解析 し た

結果で は ， もう
一

つ の 2，3Kbp の パ ン ドは ハ イ ブ リダ イ

ズ し な か っ た．す なわち こ の 末端部分に は ， テ ロ メ ア 配

列が な く Zepp が 露 出 し て い る と い うこ とに な る．事実

こ の 末端 DNA を ク Pt　一ニ ン グ し て Zepp 配列が反復 し

て い る こ とを 確認 した ．20）染色体維持 に テ ロ メ ア が 重要

で あ る こ とは ， すで に 述べ た とお りで あ る．で は ，こ の

よ うな異常な構造は 何を 意味す る の で あ ろ うか ？　最

近 ，
シ

ョ ウ ジ ョ ウバ エ の 染色体末端 に お い て Zepp に ょ

く似 た レ ト 卩 ト ラ ン ス ポ ゾ ソ が テ ロ メ ア 配列 に と っ て 代

わ っ て働 い て い る こ と が 明 ら か とな っ た ．HeT −A と

TART と呼ば れ る こ れ ら レ ト ロ ポ ゾ ン は ，次 々 に 染色
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一 一

一
・ll・le・，iE− e−一 一

lllq，e・ql− e−一

4 ▼
Eucaryote

一

一 一

一

　　 　　　　　　　 C．　vulgaris 　C −169

　　　　4　▼
一

一 一

Drosophila

　　 ＜ telomeric　repeat 　　區：：：］LINE，type　retrepOSon

Fig・ユ3・Th ・ 働 漁 ・h ・。m … m ・・ can 　be　reg ・・d・d ・・ an

　　intermediate 　 state 　 changing 　 from　canQnica 置 telomere

　 structures 　to　 the 　Dresophila　retroposon 　structure ．　The

　　Chtorelta−ZepP　system 　offers　an 　opPortumity 　to　understand

　 how 　retroposons 　 take 　 over 　 the 　 telo 皿 erase −telomere
　 system ，

体末端 に 付加 し て ゆき，複製 に よ る DNA の 欠損との バ

ラ ン ス を とっ て い る と い う．22）転移 の 機構 や ゲ ノ ム 上 の

分布動態は 異 な る もの の
， 染色体末端に お け る Zepp と

HeT −A ，　TART の 構造 と機能は 注 目に 値す る．一
般真核

生 物 の テ ロ メ ラ ーゼ に よ る テ 卩 メ ア 構造と シ
ョ ウ ジ

ョ ウ

バ エ の レ ト ロ ポ ゾ ン に よ る 染色体末端構造 とは どの よ う

な相関性 があ る の だ ろ うか ．ク ロ レ ラ の Zepp は ち ょ う

ど こ の 両 者 の 溝を 埋 め る位置 に あ る と言え る．ず な わ ち，
C −169株 の 染色体 に は そ の 末端構造 と して ，典型的テ ロ

メ ア とシ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 型末端 と Zepp に テ ロ メ ア 反復

配列が付加 した構造の 3 種 の 形 態が存在 して い る （Fig．
13），こ れ は ，

一
方 か ら他方へ の 移行 の 過 渡的段階 と見な

す こ とが で きる．そ の 動 的変化 を 考 え る うえ で ，C −169

第 1番染色体末端 の 成 り立 ち の プ 卩 セ ス を推察する こ と

は ， 意味深 い で あろ う．こ れ まで の 情報をす べ て 加味 し

て ，矛盾 な く C −169 第 1 番染色体末端構造 を 説 明 で き

る 模式 を Fig，14 に 示 す．　 Zepp は，　Z −6，Z−2 ，
　Z −3，Z−4，　Z−

5
，
　Z・IR の 順 に 組 み 込 まれ て い る．途中 ， テ 卩 メ ア 配 列

と Zepp の
一

部が 何 か の 理 由 （ス ト レ ス ？）で 損傷を受
け欠失 し，Zepp が 最末端 に 露 出して い る．現 に こ の よ

うな 搆造 の 末端が 少な くとも一
つ 確認 され た （前述）．

他 と は 配向が 逆 の Z−IR．の 付加 に よ っ て ，テ ロ メ ラ
ーゼ

　　　　　、。 ，P△ 、，1
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 サ

　　　　　　　　ー

　　　　　　　　　　　　　　▽
　　　　　　    ⊃ 韲：］ 1團

　
一“一”“一一一’”“Pt ’h”N ’

丶

聖　　▽
　　　　　　    ［ 亘 コ留圏

　　　　　　　　　　　　　　▼
　　　　　 Z−6Z −2 寵 麺 髴國

　　　　　　。　　　　 ▽
臨 ロ ロ ［麺 留匿 コ軅コ
　 　 　 　 　 ロ

ー ・・　　 亨

一 、1、
　 　 　 　 　 　 　 　 ▼

へ AnZ

−2B

　 　 　 　 　 　 ▼

　 　 　 　 Z−2BZ −3B

競互
　 　 　 ▼ （Rec 。mbl ・・tr。・η

　 　

匳 コ輒ユ丕コ留囲

　　　　　　　▼
［工：蚕：］禦口缸亙 コ聖國
　 　 　 　 　 Z−2A

ウ
［工［羣］孕肛巫 コ禦囗瓠［蚕コ留晒
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Z−2A

†
　　　　ロ 工匸コ瓢翹 留匚巫 濃 口碧匿 ］爭£圜
　　 Z−2BZ−3B 　Z

−4E　　　　　　　　　　　　　z−2A

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　†
  雛虱 ：口］［］禦圃 拿ll臨 ］ll口笥ユ亙コ擁コ
車 Z−2BZ −3B・ Z−4B 　 　 　 　 Z−2A
Telemeric 　r叩 eats

Fig・14・Am ・d ・l　f・・ th・ m ・・h ・ ・ i・ m ・f ・ep ・・ t・d　i・ t・g・ at 正・n

　
・f
孕ρ ・1・m ・ nt ・ i・ t・ th ・ ・ubt ・1。 m ・ ・i・ ・egi ・n ・f・Chr・ reUa

　 ・h・・m … m ・ 1・Z ・pP ・・pi・・（・P・・ b ・ x ・ ・）with 　p・lyA　t・ 証・

　 were 　integrated　successively 　 via 　an 　RNA 　intermcdiate
　 （winding 　line）．

2°）

の 基質と して 再び認識され 最終的 に 現在の 形 に な っ た と

思え る．こ こ で ，染色 体 に 生 じた 損傷を応急的 に処置す

る役 目 と して の レ ト ロ ポ ゾ ソ が 注 目 され る．テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性が極端 に 低下 して しま う結果 が シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ

型 へ の 移行 と説明 で きる．ち な み に ，Zepp 　RNA の 発現

は ，ヒ ー
トシ

ョ ッ ク （37 °C ，5 分）に よ り誘導さ れ る こ

と が 証明され て い る．2e）

　　　 5． 植物人工 染色体 （PAC ）の モ デ ル 化

　 ト ウ モ ロ コ シ や ラ イ麦で ， 通常染色体 （A 染色体）に

加え て 1一数本 の 過剰染色体 （B 染 色体）が 知 られ て い

る．B 染色体は ，そ の 大部分 が ヘ テ ロ ク 卩 マ チ ン か ら成
り，意味の ある 遺伝子 は ほ とん ど存在 しな い と考えられ

て い る．こ の B 染色体 の 挙動 の 解析 か ら，染色体構造
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の 動的変化の 解析と構造要素の 特定が試み られ て きた ，

そ の 中 で セ ソ ト ロ メ ア 領域 の B レ ピ ート構造 が 判 明 し，

セ ン ト 卩 メ ア 機能を保持 し た ままで そ の サ イ ズ を減少 で

きる こ とが 示 され た ．2s）こ れ は ，　 B 染色体を機能的人 工

染色体 の 素材 とす る
一

つ の 道を示す．一
方，モ ロ コ シ の

BAC ク 卩 一ソ か ら種 を越 え て セ ン ト ロ メ ア 領域 とハイ

ブ リダイ ズする配列が得られ た ，24）こ れは セ ン ト 卩 メ ア

の 部贔 として きわ め て 有望 で あ る，また，最近 の 染色体

レ ーザ ー顕微加工 技術を用 い て 各種 エ レ メ ン トの ミ ク ロ

ク ロ ーニ ソ グ も検討 され て い る．25 ） しか し，い ずれ に し

て も分子 レ ベ ル で 染色体を操作す る うえ で ，物理的 に 容

易 に 単離 で き る 染色体素材 が な けれ ば 話 に な ら な い ．ク

ロ レ ラ C −169 第 1番染色体は そ の ま ま で 植物人 工 染色

体 の 素材 とな り うる もの で あ る．

　 5．1 植 物 人 工 染 色 体 構 築 　 酵 母 の 人 工 染 色体

（YAC ）が 実用化 さ れ ，特 に ヒ トを は じめ とす る 高等生

物 の 膨大な DNA 情報 の ラ イ ブ ラ リー
化 に お い て 絶大 な

威力を発揮して い る．こ の 事実は ， 同様な ス ト ラ テ ジ ー

が高等植物 の 人 工 染色体 モ デル 化 に も適用 で きる 可 能性

を 示 して い る．す な わ ち，最低限 の 基本構造 ユ ニ
ッ トつ

ま りテ ロ メ ア ，セ ン ト ロ メ ア ，複製開始点を再構成す る

こ と で あ る ．と もか くも
一つ の 完全 な染色体か ら こ れ ら

ユ ニ
ッ

トを 同 定 し，そ の 構造上 の 特徴を 明 らか に す る こ

とが 先決 とな る ．物理的単離 が 容易な ク 卩 レ ラ C −169

第 1 番染色体 の Contigを完成 し，さ らに テ ロ メ ア を は

Chlorella　vulgaris 　C−169 　chromosome 　l（980kbp）

● Not　トphysica！map

　 　 N　　　　　 　　 NNN 　 　　 N

C 響難 鑼 鞭 巍 圓隴 驤 麟蹴 0
　 　 9　　　　　440 　　　　　70 　30　　220　　　　220　　kbp

● cosmiti 　clone 　contig 　map

● cDNA 　mapping
　 ●■■劇 ●剛噂●●　●馴剛 剛鬪嗣 勵 　 ●●■ 陽 ●　　　　嚠■勵 ●■ ● ● 隠

9 く ：」 uo
　 　 　 　 TEL 　　　　　ori　　　　　　　　　　　 CEN 　　　　　　　　TEL

蹴
Fig．15．　 Rccenstruction 　of 　a　plant　artificial 　chromosome 　by

　　combining 　the 　structural 　elements 　identi丘ed 　alld 　isolated

　 　from　 Chlorelta　 chromosome 　 I．　 TEL ，　 telomere ； CEN ，
　　ccntromerc ；ori

，　replication 　origin ．

じめ 各種構造 エ レ メ ン トを ク 卩
一ニソ グ し構造 を 解明 し

た ．次 の 段階 は ，さ ま ざ ま な形 で の こ れ らの 再構成 で あ

る （Fig．15）．高等植物 を 対象 と し て は ， 種 に 応 じて の 各

パ ーツ の 組 み 合わ せ セ
ヅ

トを 準備す る 必 要が生 じる と予

想 され る．各種再構成人工 染色体 は 適当なマ
ー

カ
ー

遺伝

子を利用 し て ，ク ロ レ ラ 細胞 に 戻 し，あ る い は YAC と

の 複合体 で 酵母 で 増殖 し，プ ロ ト プ ラ ス ト融合法，また

は マ イ ク ロ マ ニ ュピ レ ー
タ
ー・光 ピ ソ セ

ッ トを 用 い た 直

接導 入 法な どに よ っ て 各種植物細胞 に 導入 し ， そ の 安定

性 と挙動を調 べ る こ と が で き よ う．植物は ， 種 内 ・系統

内に お い て倍数体 ・異数体を 容易に生 じ，時 に は 生殖能

力 を保持 で きる．こ の よ うな 植物 ゲ ノ ム の 高 い 可 塑性 が

染色体操作 の 基盤 に あ る ．

　5．2　植物人工 染色体 の 利用　　現在 の 植物バ イ オ テ

ク ノ ロ ジ ー
に お い て は ，遺伝子 操作は た か だ か 2 − 3 の

遺伝子 の 導入 レ ベ ル が 限界で あ る．近年 の 分子 遺伝学 や

ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トの 進展 に よ り，植物有用形 質に 関わ

る膨大な遺伝情報が得 られ つ つ あ る．た とえば発生分化

調節遺伝子群，形態形成遣伝子群，環境応答遺伝子群，

二 次代謝物生合成遺伝子群等 々 で あ る ．当然 ，こ れ らを

改変す る た め に は数十 か ら数百 の 遺伝子 の 同時操作，あ

る い は 特定染色体構造領域 の 増幅や変換 ・組換えなど大

規模な操作 が 要求 さ れ る こ とに な ろ う．こ れ に 対応 で き

るベ ク タ
ー

は ， い か な る形 に し ろ人 工染色体を除い て は

考え られ な い ．もち ろ ん こ の よ うな 応用 目的 を 達成す る

前 段 階 と して ，植物染色体 の 構造 と機能そ の もの ，さら

に は 分裂 サ イ ク ル に お け る 動的変化 の 基盤な どの 深 い 理

解 が 必要 とな る．各植物 の 染色体数を規定す る機構は何

な の か ．巨大 な ゲ ノ ム サ イ ズ と可塑性 の 基盤 は 何な の か ．

遺 伝 子発現 制御 と染色体高次構造 の ダ イ ナ ミ ッ ク な 変化

と の 関係は ．こ うした 基本的な問題を探 る 手だて として

も人工 染色体 は 重要 で あ る ．

お 　 わ　 り　 に

　YAC を は じめ として BAC が開発され，ご く最近 MAC

（mammalian
　artificial 　Chromosome ）の 成功 例 が 報告 され

脚光を浴 び て い る ．26）MAG の 場合 は ，テ ロ メ ア と セ ン

トロ メ ア お よ び適当なサ イ ズ の DNA を細胞 に 導入す る

だけで ，新た な染色体構造が in・vive で 構築 で きる とい う．

植物 の 場合 も案外簡単 に 「事 は 運 ぶ 」 か も しれ な い ．し

か しそ の 前段階 として の ，各 パ ーツ に 対す る 確実な基礎

情報 が 必要 で あ る．

　本研究 の 構想 の 時点 よ り，方 向性に 関す る貴重 な助言 と指導 を

賜 りま した 元 三 菱化成生命科学研究所微生物化学研究室室長　坂
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口 健二 氏に 感謝い た します．また，以 下 の 諸氏 ；藤江 　誠 （染色

体画像解 析），東 山隆信 （電気泳動 核型解析，Zepp 解析 ），会見

忠 則 （反復 配列 解析），秋揚 美帆 （湾 曲 DNA 解析），能年義輝

（C （，ntlg 整列化，　 ZePp 解析），の 協力 な くして は 本 研究 の 進展は

不 可 能で した ．本研 究 の
一部は，中 国 電 力  技 術 研究セ ソ タ

ー
と
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