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哺乳類 人工 染色体 （MAC ）の 構築 と染色体機能の 解析
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出芽酵母 で は 、 自律複製配列 、
セ ン トロ メ ア 、そ して テ ロ メ ア の 機能配列 を組み 合 わせ

た酵母人工 染色体 （YAC ）が構築され 、 各種 ゲ ノ ム解析 に利用 され威力 を発 揮 して い る 。

残念 なが ら出芽酵母の こ れ らの 配列は哺乳類細胞で は 機能 しない
。 哺乳動物で は テ ロ メ

ア 以外 の 機能配列 に は不 明な点が 多 く残 され て い た 。 我々 の グ ル
ー

プで は ヒ ト 21 番染

色体セ ン トロ メ ア領域 DNA の 構造解析 か ら 、
こ の 領域 に は性質の 異 なる 二 つ の 巨大ア ル

フ ォ イ ド領域（α21 −1とα 21 −M）が 隣接 して 存在す る こ とを明 らか に した 。 ア ル フ ォ イ ド

DNA は 171bp の 繰 り返 しを基本単位 とす る高頻度反復配列の
一

つ で あ り、 ヒ トの 全 て

の 染色体セ ン トロ メ ア領域に分布する。 ア ル フ ォ イ ド DNA に機能する セ ン トロ メ ア を構

成 す る 能 力 が あ れ ば 、 ヒ ト細胞 内 で も人 工 染 色 体 （MAC ： Mammalian　 Artificial
Chromosome ）の 構築 は可能で ある はずだ とい う仮 定の 基 に我 々 は研 究 を進め た 。

ア ル フ ォ イ ド配列 と セ ン トロ メ ア 機能 との 関連 に つ い て 明 らか に す る た め 、α 21 − 1 と

α 21− n 由来の 約 100kb 　DNA 断片を YAC を用 い て ク ロ
ー ン化 した 。 酵母内で の 組換え反

応 を利用 しア ル フ ォ イ ド YAC の 末端 をヒ トテ w メ ア 配列 で 置 き換え 、薬剤耐性遺伝子 を

挿入 した後 、
こ の YAG 　DNA を 精製 し 、 リポ フ ェ ク シ ョ ン 法 を用 い て ヒ ト培養細 胞

（HTI　O80 ）へ 導入 した 。 導入 YAC 　DNA に 複製す る能力や セ ン トロ メ ア 機能が 備わ っ て

い れ ば
、 薬剤耐性 となっ た細胞株 中で ミ ニ 染色 体 と して 保持 され て い る 可能性が 高 い

。

そ こ で、形質転換細胞株 を FISH で 詳 し く解析 した結果、α 21− 1 由来の YAC を導入 して

得られ た細胞株中で は ミ ニ 人工 染色体が 高 い 頻度で形成 され て い た 。 こ れ らの 人工 染色

体は 基本的に は細 胞あ た り 1 個で 、 非選択培地下 で も細 胞増 殖 を経 て 安定に 維持 され て

い るこ とが 判 っ た 。 入工 染色体上 に は セ ン ト ロ メ ア ・キ ネ トコ ア蛋 白の CENP −A
，

−B
，

−C
や 一E 等 も分布 して お り、機能す るセ ン トロ メ ア ・キ ネ トコ ア が 形成 され て い る こ とが 判

明 した 。 F］SH や サザ ン ハ イブ リダ イゼ ー
シ ョ ン に よ る解析か ら、人工染 色体上 に は宿主

染色体 断片は検出 され ず、導入 した YAC が ほ ぼ原型の まま約 30 コ ピー末端同士で つ な

が っ て
一

本の 人工 染色体 を形成 して い る こ とが 判明 した 。 α 2t −il由来の YAC を導入 し

て得 られ た 細胞 株中で は YAC はすべ て 宿主 染色体 に 組み 込 まれ て お り、セ ン トロ メ ア

は形成 され なか っ た 。 これ らの 結果は 、 or2f − iが新規セ ン トロ メ ア ・キ ネ トコ ア 形成 や

入工 染色体形成に 必要な配列で あるこ とを示 して い る 。 特定の ア ル フ ォ イ ド DNA が セ ン

トm メ ア 機 能発 現 に 深 く関 わ っ て い る可能 性が示 唆 され た 。 哺乳動物 で も限 定 され た

DNA か ら人工 染色体 を構築す るこ とに 成功 した 。 しか し同 時 に新た な疑問 も多 く生 じて

きた 。 なぜ 、導入 した YAC は増幅 して い るの か 。
　 f◎O　kb 程度 の ア ル フ ォ イ ド YAC で は

まだセ ン b ロ メ ア機能 に不 足 な の か 。 染色 体 と して の 大 きなサ イズが 必要 なの か 。 細 胞
へ 導入 した YAO はなぜ 1◎0％ の 効率で 人工 染 色体 とな らない の か 。 こ れ ら疑問の 解決を

目指 ざ しなが ら 、 MAC を用 い て 染色体の 基 本的機能の 研 究を進め て い る 。
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