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【緒言】
　 二 倍体細胞で あ る機能の 突 然 変異体 を分離する と、
その 機能を担う2つ の 遺伝子座の どち らに も同 じ変異が

起 きて い るもの が観察され る 。 こ れは一・
方の 染色体上の

遺伝子に生 じた突然変異が、もう一方の 染色 体の正常な

遺 伝 子 に 転 移 した た め に 見 られ る も の で 、LOSS　of

Hetervzygosity（LOH ）と呼ばれ る。 が ん抑制遺伝子な ど

に この 現象が起 きる と、遺伝子 が ホモ で欠損 した状 態 と

なり、細胞の がん化に寄与す るこ とにな る。我 々は昨年

の 大会におい て、出芽酵母 2倍体細胞をll亅い たLOH 検出

系を確立し，報告 した 。 そ こで本研究で 嫉 LOH の誘発

機構を明らかにするこ とを目的とした。そこ で組換え修

復に 関わ る とされ るRad51や Rad52、 さ らに は非相同

末端結合修復に 関わるyKu70 の破壊株を作成 し、　LOH
誘発にお け るそれ らの機能の役 割を検討した。また我 々

はAmes 試験陰性の発が ん物質であ るOPP や その誘導体

の DHBP 、また ベ ン ゼ ン 代 謝 物 の benz（nqUinoneや
hydroqUinoneにK ）H 誘導性 を見い だ して い る （渡辺

ら、本大会で 発表）が、これ らの 物質は細胞内で 金属を

介 した Tedox 　cycle に よ り活性酸素を生成する こ とが 報

告されて い る。従っ て、それらの化合物によるLOH 誘発

へ の 活性酸素の 寄与の 可能性を明らか に するため に、本

研究ではLOH 誘溌剤として過酸化水素を採用した。

防法】
実 験 に は LOH 検 出用 の 出芽 酵 母 2 倍 体細 胞

YASlOl ／lO6 （  Vl／aan1A ）とそのRad51 やRad52 、
yKu70 遺伝子破壊株を用い た。　Rad51やRad52、　yKu70
の破壊 は、まず、それぞれの 遺伝子を含むDNA 断片を

ク ロ ーニ ン グし、それぞれの コ ーディ ン グ領域にURA3

遺佞子を挿人 したの ち 、 LOH 検出用のマ ーカーを もつ 1
倍体のMAT α株 （YAS 　lOl）お よびMATa 株 （YAS106）
に導入 し、相 同組換 えに よる破壊株 を分離 した。それ ら

をmaiting す るこ とで それ ぞれ の 遺 伝子を ホモ に破壊 し

た株を作成 した 。　　　　　　　　　 、

　 作成 した 2倍体細胞 を過酸化水素存在下 また は非存

在下で 15時間3ぴCにお いて 培養 し、
a 》カ ナバ ニ ン 抵抗性へ の 変異を指標に （洲 1加 n1 △

から（WllA ／［anlA へ の 変異株を分離する こ とでLOH

頻度を求めた。
b）（］ANI 遺伝子を挟むように導入したADE2 、　 LYS2

マ ーカーの 喪失を利用 しLOH の 機構を確認 した。

c）刈 ）E2、　 LYS2 マーカーを喪失しない 変異体の 場合、
CA 　VI領域のPCR産物の サイズを指標に、小さい 範囲で

生 じた遺伝子転換なの か、αWllA とは 独立 に CAVI ’
に

生 じた点突然変異なの かを特定した。

【結果および考察】

　 野生株を過酸化水素処理 する と、 量一
効果関係を伴

うLOH の 誘 導が見 られ た。その機 構 を調 べ る と、自然発

生LOH は相同染色体間の交叉 が最も高頻度でみ られた 。

過酸化水素処理をす るこ とによ り、い ずれ の 頻度も上昇

したbX 相同染色体間交 差が最も高頻度で あっ た 。

　 非相同米端結合修復に関わ るyKu70の 欠損株の 過酸

化水素 に対す る感受性 は、 野生株 と比べ 大 きな違い は見

られず、LOH の誘発も、野生株同程度の量
一
効果関係を

伴 うLOH の誘導が見 られた b その機構 に関 して は、自然

発生、過酸化水素処理 の 何れの 場合も野生株 とほ ぼ同等

で あ っ た。以上 の 結果 か ら、yKuの 関与 す る非柤 同末端

結合修復の機能 は 、 過酸化水素に よるDNA 損傷 に対し

て はほ とん ど寄与 して い ない と考 えられ る。
　

．．・
方、rad52A 株で は 、 自然発生LOH 頻度が 野生株

よりも高く、その 機構は、野生株で高かっ た相同染色体

間交差や遺伝子 転換が 大 き く減少 し、変わ りに染色体の

喪失が 上昇 した。過酸化水素処理の 場合、rad52Aes は

野 生株に比べ 、極め て高感受性を示 した。LOH の 誘発に

つ い て は現在解析中で あるが、こ れまで に得られた結果

で は、50％ 生存率を与える濃度で の 誘発頻度を比較する

と、野生株では 自然発生LOH 頻度の 7〜8倍程度の 誘発

が見られたの に対し、rad52A 株では2倍程度の 誘導しか

見 られなか っ た。その 濃度で の LOH 機構は、染色体喪失

を除き自然発生の 場合とほぼ同じで、染色体喪失の み過

酸化水魏 理により2倍程iSVHin1した。

　 またrad51 　A株につ い ては現在検謝中で ある。
　 以上 の結果 は、過 酸化水素に よるDNA 損傷が LOH を

誘導す る こと、その DNA 損傷 の修復に組み換 えが重要

で あ る とともにこ の 機能 が主 に拑 同染色体 間交 差 によ る

LOH 誘発に寄与 してい る ことを示 してい る。通常、分 裂

初期に は高頻度で相同組み換えが起 こ り、その後染色体

が 均等に分配さ れる。しか しrad52A 株で は組換えの 欠

損に より、染色体の 不分離が生じるため、本実験系で も

染色体の 喪失が高頻度で観察され、過酸イ匕水素処理は そ

の 不分離をわずかに助長したもの と考えられる。
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