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2S22 次 世代 型形 質 転換 ベ ク タ ー （シ ャ トル YAC ） の 開発 に 関 す る研 究

（広 大院 ・先端研 ・生 命機 能）　 ○ 山 田　隆

　［目的］ 現 在 、ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トが 種々 の 動 植物 ・ 微生 物 を対 象 と して 進 展

して お り、 ごく近 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 の 情報 を最大 限活 用 す る た め に は 、遺 伝情報 の ク ロ ー一ン化 、 ライ ブ

ラ リー化 、 再構 成 、 並びに 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。加 えて 、世 代 にわ た る 安定 性 、 ユ ニ ッ トの 高度な 制御 性 、 他

の 形 質 へ の 影 響 の 低 さ 、 等 の 理 由か ら染 色体 レベ ル で の 細胞 間移 動 の 技術 が 注 目

され る 。 こ こ で は 、 酵 母 と藻類細 胞 を 染色体 再構成 の in　vivO 工 場 と して 利用 し 、

YAC （酵 母 人 工 染色体 ） を 母体 と した各種染 色 体構 造の 縦 横無尽 な構築 と細胞

融 合 に よ る 異種細 胞 間の 移 動技術 の 開発 を 目的 と す る 。 染色体 を構 成 す る基 本 構

造 要 素、セ ン トロ メ ア 、テ ロ メ ア 、複製 起点等 に つ い て は 、酵 母 は もち ろ ん の こ

と ヒ トを は じ め とす る 動物 、 イ ネ 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ な どの 植 物、種 々 の 微 生 物 で

そ の ク ロ
ー

ニ ン グと分 子構造解析が な さ れ て い る 。 さ ら に 、遺伝子 発現 に影 響 す

る 染色体 高 次構造 要 素MAR ，　SAR 、湾 曲因 子 、 レ ト m トラ ン ス ポ ゾ ン 等 々 に 関 す

る 情報 も蓄積 して い る 。 こ れ らの 組 合わ せ に よ っ て 目的 に応 じた染 色体 をモ デ ル

化 し 、 酵 母 細 胞 と対 象 生 物細 胞間 を往 復さ せ （シ ャ トル YAC ）情 報 の フ i　
一一

ド

バ ッ ク と構 造改 良 を行 う 。

　［方 法 及 び 結 果 ］　 こ こ で は モ デ ル 系 と し て 単 細 胞 緑 藻 Chlorella 　vulgaris

C169 の 第 1 番 染 色体 の 操作 に つ い て 紹介 す る e こ の 染 色 体 は 、 サ イ ズ が 980

kbp と小 さ く、パ ル ス フ ィ
ール ド電気泳動法 に よ っ て 容易 に 分離回収 で き る 。 こ

れ ま で に コ ス ミ ドク ロ
ー

ン 33 個 に よ る全 長 contig を も と に 物 理 地 図 を 完成 し 、

計 16 個 の cDNA を 位 置 づ け て あ る 。 こ の 染 色 体 の テ ロ メ ア は 、 反 復 配 列

TTTAGGG か ら成 る典 型的 な植物 型 で あ る 。 全染色体共通 配列 と して 同定 した ク

ロ
ー一

ン 6E5 （35　kbp 領域）は 、 2 つ の 構成 要 素か ら成 り 、 そ の
一

つ は レ トロ トラ ン

ス ポ ゾ ン様 配列 で あ っ た 。 電 子 線 照射 に よ の 生 じた ミ ニ 染色 体の 全 て に 、 こ の

6E5 配 列 が 保持 さ れ て お り 、 セ ン ト ロ メ ア と 同 定 し た 。 6E5 の 35　kbp 断 片 を

pYAC5 に 結 合 し 、 酵 母 S、　cerevisiae 　AB 　1380 に 導入 した と こ ろ 、 多 数 の 形 質転

換体 が 得 られ た 、YAC に保 持さ れ て い る配列 の 解 析 か ら以下 の 事 実が 判明 し た 。

〈1）6E5 に は 酵母 内 で セ ン トロ メ ア と して 作罵 す る 配 列 を含む 。 （2）ク ロ レ ラセ ン

トロ メ ア は 酵 母 セ ン ト es メ ア と 拮抗 的 に 相互 作 用 す ze　。 （3）ク ロ レ ラセ ン トロ メ

ア は酵 母 内で 比較的 安定で あ る 。 今後 、 各種 生物 の 染色 体基 本構 造 因 子 《セ ン ト

ロ メ ア 、テ ロ メ ア 、 複製 開始 点 ） をそ れ ぞ れ セ ッ トに し て 、YAC に 組み 込 み ミ

ニ 染 色体 原型 とす る 。 これ を細胞 融合 ・リポフ ェ ク シ ョ ン 法な ど に よ っ て 異種 細

胞 間移動 し 、導入染 色 体 の 保 持 ・ 安定 性 と マ
ー カ ー

遺伝 子 の 発現 を検 討す る 。
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