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2F15 −1　 　 96 ウ ェ ル 形 質転換法 を利用 した B／Vlt と相互作用

　　　　　　　す る遺伝子 のゲ ノム ワ イ ド解析

　　　　　　OL 野 　耕 司，藤原 　裕 丈，星田 　尚司，赤 田　倫治

　 　　　　　 （山 口 大丁 ・
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2F15．2　　 96 ウ ェ ル 形質転換法 を用 いた酵母 にお け る異種

　　　　　　　ラ ッ カ
ーゼ生 産 に関す るゲ ノム ワ イ ド解析

O 星 田 　尚 司，菅 野

〔［llロ メく一匚 ・阨こf匕工 ｝

¢ ，111十
・r　宏．赤 田　倫治

酵母 の βM1 は形態形成 を制御す る Rho−GTPase エ フ ェ ク タ ーで あ り．ヒ ト

の ホ モ ロ グは ガ ン 細胞 の 転 移や 浸潤 に関 与す る こ とが わか っ て い る。
BNJ1 を GALiO プ ロ モ ータ ーで 発現制御 しガ ラ ク ト

ー・
ス培地 で過 剰に 発現

す る こ とで 形 態異 常 と増殖停 止が 引き起 こ される、、過剰発現に よ る 増殖停

止を抑圧す る 変異遺伝子の こ と をサ プレッ サ
ー

と呼び BNI1 の 発現 に関与

しな ければ、そ れ らは BNII と相互 作用す る遣伝
’
r一で あ る こ とが わか る。

酵母 で は 全遺伝
．f一の 破壊株 が利用 で きるの で、これ らの 遺伝 子 破壊株 に

BNI1を 過剰 に 発 現 す る プ ラ ス ミ ドを形質転 換し、増殖停 止を抑圧 す る遺伝

fの 網羅的な探索を 行うこ とに した e必 須遺 伝f を除 い た 4，800株 に対し
て 新 し く開発 した 96 ウ JL ル 形 質転換法に よ り B，Vli を導 入したn 形質転換
体 を ガ ラ ク ト・一ス 培地に ス ボ tttトし 、増殖 を 観察す る こと で網 羅的 に BNIi
の サ プ レ ッ サ ー

遺伝子を探索 した．既に 相互 作用 の わ か っ て い る遺伝 チに

加 え ．様 々 な 新 しい サプ レ ッ サ
ー

遺 伝子 が取 得で きた 。

【目的】異種 タン パ ク 質 を 発 現 させ る 多 くの 宿1 一
ベ クタ ー

系が存在す る が、
ど の 系 もあ らゆる タ ン パ ク質 を 高 発 現 で き る と は 限 らない 。実際 我 々 が

白色腐朽 菌 PJ，cnopomv 　coccineus か ら ク ロ
ー

ニ ン グ し た ラ ッ カ
ー

ゼ遺伝 子

（tccl＞を出芽er母 Saccharomycc．s　cc’n’visiae で 分 泌 生 産 さ せ た と きの 活性 は

弱い。異種タン パ ク質に おい て は構 造形 成 の 困難 さ や構 造異常の 品質管 埋

機構 の 働 きに よ リ タ ン パ ク 質 生 産が 抑 制 され て い る 可能性が ある が．こ の

機構 はほとんどわか っ て い な い、タ ン パ ク質 品質管 理 機構 を明 らか に で き

れば、あ ら ゆる タ ン パ ク 質の 高生産 が 期待 で き る．そ こ で 異種 タ ン パ ク 質
生産 に関 与する遺伝 fを網羅 的に探 索し た．
【方法お よ び結果】出芽酵母で は約 6，0DO の 遺伝 子 を 1 つ ず つ 破壊 した 遺伝．F破壊株 セ ッ トが作 成 され て お り、我々 は こ の 破壊株 セ ッ ト を迅 速 に 形質

転換で きる 方法 を開 発し た。そ こ で ．こ の 破壊株 セ ッ トの う ち必 須 遺 伝 子

破壊株 を除 く4，8DO株に ラ ッ カ ーゼ 遺伝子 を導入 し．ラ ッ カ
ー

ゼ活 性 を強
く発現 で き る 遺伝 P破壊株 を探索 し た。tCt’i　cDNA を銅誘 導 型 CUP ノブ

．
ロ

モ
・一

タ
ー

の 下流 に挿 入 した C酷 剛 尺∫ 型プ ラ ス ミ ドを 用 い て 形 質 転 換 を 行

い、銅 と活性指示薬 σ）グア イ ア コ
．一

ル を含む 培 地 h で ラ ッ カーゼ 活性 を調
べ た 。検索 され た遺伝子は異種 ラ ッ カ

ー
ゼ生産に 重 要な 役 割 を持 ち、い ま

まで 発現困難で あ っ た異種タ ン パ ク質の 高生産が これ らの 株で 期待で き る

と と もに ．これ らの 遺伝 子の 機能解析に よ り品 質管理 機構も解明で き る e
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2F15．3　　酵母 を細胞工 場 と した植物 染色体任意領域 の

　　　　　　　高効率人工 染色体 化
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尸，金子 　嘉信
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【目的1動 植物 染色体の 自在 な操作技術 は遺伝
一
广治療や 新 しい動植物バ イオ

テ ク ノロ ジ ー発 展の た め の基盤技術 にな ると考え られ る。演者 らは 、酵母

の 天 然染色体 を効 率よ く 分断 し、ミニ 染色体化す る技術を開発 して きた ．
こ の 技術 を基に 、YAC に ク ロ ー．．ン化 され た植 物染色体 の 任意領域 を、直接

植 物細胞 に導 入 可能な 人 ［染色体に加工 で きる植物用 YAC 分断ベ クターを
構 築し た。そ の 有 効性 を検 討す るた め 、シ ロ イヌ ナ ズナ 第 5 番染色体 山来
の 590kb 断片 を持

『
⊃ YAC ク ロ ・一ン を対象 と し、それ に含 まれ る 50kb領域

の 人工 染 色 体 化 を試み た 。
【方法及 び結 果】YAC の 右 端か ら 100kb の 部位で 1 回 目の 分断を 行 っ た。形

質 転換体 の 中で 期待 通 り S90kb 断 片が 100kb と 490kb に 分断され た 1株を

選び、490kb分 断 染 色体 の 右端か ら 50kb の 部位で 2 ［ll目 の 分断を 行
．
っ た。

そ の 結果 、26 株 の 形 質 転 換 体 中 3 株 に お い て 、50kb の 分断染色体が 見 られ

た。次に 、こ の 技術を さ らに簡 便 化す る た め．PCR プ ラ イマ
ー

に 、直接 テ

ロ メ ア 配 列 と分 断 の 標 的 配 列 を 付加 し て 分断 用断 片を調 製す る PCS 法
（PCR −rnediatcd 　Chromosome　Splitting〕を適用 したと こ ろ、同様 に任意領域

σ）尺．1二染色体化 が 可能 で あ っ た．t こ れ らの 結果よ り ．植物 染色 体の 任意領

域を簡便に 人 1：染色体 化 で き る こ と が 示 さ れ た。

2F15−4　　Translationa且coupling に よ る 翻 訳読 み枠 に依存 した

　　　　　　　新規 マ
ーカー遺伝 子 系 の 構築
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【目的】我 々 は フ γ
一

ジデ ィ スプ レ イ法 を用 いた 転写調節遺伝 子の 網羅的取

得 を行 っ て お 叺 出芽酵母 染色体 DNA ラ イブ ラ リー一か ら 認識 配列特異的
な 濃縮に 成功 した 〔Hagiwara　et　al．」、　Bi  hじm 、　 B2 ，975，2DO2 ）v し か し ．ラ

イブ ラ リ ー構築時 に 生 じる 挿 入 DNA 断片の 翻 訳 読 み 枠 のずれ や 逆向き の

翻 訳は 、毟 体 内に は 存 在 しな い ペ プ チ ド の 提 示 を 引 き 起 こ し、af粫 ni1y

selecti （）n の 信頼性を 菩 し く低 下さ せ るn そ こで ．これ ら を排 除 す る た め の

positive　selection 系の 構築を試み た、
【方法及び結果】大腸 菌プラ ス ミ ドの 作る colicin 　E3 は

IJ
ボ ソ

ー
ム を 失 活 さ

せ て 他 の 大腸蘭 を殺 すが 、生産菌は 阻害剤で あ る immunity タ ン パ ク 質 を

作 っ て 安定化す る。imm 遺伝子 は 直 E流の eet 　me伝
．
r一と近接 して お り、共

役的 に 誘 発合成 （transtational　CDupling ） され る 可能性があ る．そ こ で 外来
DNA と ‘・oi 遺伝 r’の 終 IE） ドン か ら intm遺伝 广まで を 含む 断片 をpUCI9 ベ

ケ ダ・一の iac・Z 転写翻訳系下流 に in−frameで 配置す る と、こ れ で 形質転 換し

た k腸菌はコ 「1シ ン 耐性 を示 し、translational　c 。up ］ing に よ る imm 遺 伝
．
r一の

発現が確 認された。更に imm 遺伝
’
r一の ヒ流域 に 翻訳読み枠 が異なる 複数の

終 1トコ ドンを導入す る こ とに よ り．ラ でブ ラ リー構 築時 に 挿入 DN へ 断片
が IE しい 読み 枠で 貫かれな か

一
；た クロ

ー一
ン を除 去で き る マ

ーカ ー
遺伝 r系

の 構築 に 成功 し た。
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