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研究の目的

生物進化の問題は、ゲノム配列の決定や分子生物学的手法の進歩にも関わら
ず、未解決の魅力あるものとして残されている。我々にとって生物進化の問遉
は余りにも大きく、取っ掛かりさえ見いだせないが、遺伝子進化に限れば、大
いに魅力的なテーマとなる。少なくとも、それは生物進化の部であろうし、
攻める方法も皆無では無さそうである。

本フロジェクトではテーマを遺伝子のミクロ進化と遺伝子増幅の問遉に絞っ
た。具体的に話そう。例えば殺虫剤を畑に散布しても、それにたいして抵抗性
を有する害虫が出てくる。それらを調べると、本来の昆虫は殺虫剤を刀解する
酵素は持ってぃないものの、僅かに分解する酵素を保有し、それが変化して抵
抗性を尓すことが分かってきた。それには 3 種あり、その酵素自身が質的に父
化(構造遺伝子内の変異)し、殺虫剤を効率良く分解できるようになったもの、
その遺伝子のプロモーター部分に変異が入り、その酵素が多量に生産されたボ0
果抵抗性を獲得したもの、その遺伝子が増幅し、同じく抵抗性を獲得したもの
である。非常にミクロな進化ながら、興味ある結果である。我々はここでは、(1)
大腸菌を用い、この昆虫と同様の条件を設定し、ミクロな進化実験を行うこと
(ミクロ進化実験と呼ぶ)、(2)酵母や動物細胞を用いて遺伝子増幅の機構を

明らかにし、それを利用して実験的な遺伝子進化(遺伝子増幅実験と呼ぶ)を
試みることを目指した。

(1-A)ミクロ進化実験の概要

大腸菌を用いたミクロ進化実験

大腸菌K12株は、糖基質であるキシリ

ない。しかし、 C株は、キシリトー

ルと構造的に類似する糖、りビトー

ルを資化する酵素群(遺伝子群)を

有するため、 C株をキシリトール培

地で選択すると、りビトール資化遺

伝子群に変異或いは増幅が起こり、

キシリトールを弱いながら資化で

きるクローンを得ることが出来る。

この系を解析の容易なK12株に構築

し、遺伝子増幅と変異導入のモデル

系にした。まずりビトール資化酵素

トールやりビトールを資化することができ
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図 1大腸菌 C株の糖アルコール分解酵素、活性

と遺伝子と構造
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群遺伝子をC株からK12株へ移した。この株を使って以下の実験を行った。(1)

移した遺伝子群のっの遺伝子π斑(ribitoldehydrogenase)は、図 1のように本

来りビトールを分解し、りブロースとするが、この酵素はキシリトールを僅かに

分解し、キシルロースとする1舌性を有する。この酵素をコードするπm遺伝子を、

以前我々が開発した遺伝子増幅系で増幅し、それがキシリトール培地で生育する

かどぅかを調べ、さらにそこに変異が入り、より効率良く分解する酵素に変化す

るかどぅかを調べる、(2)りビトール資化酵素遺伝子群を有するK12株をキシ

リトール培地で培養することで、キシリトールを資化出来るように変化した株を

分籬し、そのゲノム上の変化を調べ、ミクロ進化のゲノム動態を明らかにしょう

とした。

(1-B)ミクロ進化実験の結果

大腸菌 C 株が有する糖アルコール分解酵素遺伝子群(前ページの図)を、ファ

ージP1の形質導入を利用して、K12株に移した。C株のこの遺伝子群の領域は、

この遺伝子群を除くと他は全く K12 株と同じであることから、容易に移すこと

が出来る。この遺伝子群は、 Ribit01と D・Arabit01を分解する4つ酵素コードする

遺伝子(πm と B とαtm と B)と 2つの抑制遺伝子←hC とωIC)をコードし、

その遺伝子構造は図1の上部に尓した。これら2グループの遺伝子は鏡像関係

にあり、転写はいずれも中央から外側へ向かう。これらの遺伝子は、それらの

糖アルコールが存在しないと、2つの抑制遺伝子所CとωICにより抑制される。

π1と at1遺伝子群は、 Ribit01 と D、Arabit01をそれぞれ分解し、りン酸化する。問

題の XyⅢ01 は資化

されないが、π斑の

コードする Ribit01

脱水素酵素は、僅か

に Xy蹴01 を脱水素

化し、 D・xylulose と

する。

①πmの増幅株の

作成と性質:この

K12 株のπ斑部分

を以前我々が見出

した遺伝子増幅の

系を利用して、増幅

させたところ、親株

は殆ど生育出来な

大腸菌選択(キシリトール)培地における連続培養
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図 2 ミクロ進化実験系
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いものの、増幅株は予想通り Xylit01の寒天培地上で生育できた。生育は予想し

たほど良くなく、期待していたような増幅遺伝子の部に変異が入り、より生

育の良いクローンの出現は少なくとも短期間の培養では見られなかった。

(ii)親株を将Ⅱt01液体培地で連続培養し、生育してくる株のゲノム構造解析.連

続培養は図2に不した。図のように、 xylit01培地に親株を接種し培養を開始

する。開始後しばらくは全く増殖が見られないが、週間から10日程経過後、

培地が濁りだし生育が認

められるようになる。定 Sammary ofthe Results
のOD (濁り単位)毎に植

え次いで 1 ~ 2 ケ月培養ξh,ε0/ιε..κψ.始

を継続し解析を行う。図の
ーヤ.'π^

上牽酵幸A

ように、最初生育は悪いが、

徐々に良くなっていく。経
.

時毎に試料を回収し、目的

の領域の変化を PCRや塩

基配列決定等で決定する。 MG1655

上述したように Xylit01 の イ・π旧・・ftlc・a"C・atl'・at旧・ナ

代謝は、 Ribit01脱水素酵素

(π1幻が最初に関与する。

そのため、xylit01培地で生

育するためには、これまで

の解析から(1)πm遺伝

子の発現を抑制するπIC

が不活化されπ斑の発現

を高めるか、(2)πm 自

身が質的に変化して PCR

Xylit01 を分解するように

なるかのどちらかである。

それらの変化を追ったデ

ータの例を図3に不す。

これは、 C 株と K12 株を

それぞれキシリトール培

地で連続的に5つの培養

液で培養し、生育してきた株

について、配列決定と PCR

n、・s lf

2

3

ISI

IS3

ISI

5

図 3 キシリトール培地で生育してきた株の変化

Is inserヒions in rt/C

1

ISI

15

図 4 πIC遺伝子内に挿入されたISの計時的変化

を用いて2種類の遺伝子の変化を追ったものである。数字は、つのフラスコ

ISI

rt/C

、

1040 daY5

ene ; MG1655 #6
O daY5

、

、
1
 
2
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内での変化を木し、赤線は、πICの失活変異、πm の質的変化(点突然変異)が
起こることが不されている。πICの不活化は、点変異による停止コドンへの変化、
フレームシフト、1S(挿入配列)の挿入が起こる。方、πm の質的変異は勿諭、

点変異に依っていた(A→P による質的変化は報告あり)。つの培養液で同時

的に、或いは連続的に、独立に複数の変化が起こることが分かった。
別の実験の例を挙げる。πIC遺伝子を、 3つの領域に分け、それぞれについて

PCRの結果を図4に不した。興味深いことに、独立に複数のIS配列が、初期に

この遺伝子への挿入が起こり、失活が起こっていることが分かる(未同定の挿

入有り)。配列決定の結果と合わせた結果を図5に不した。ごく初期に多数のIS

がπIC遺伝子内に挿入され、その中から、恐らく増殖速度の速いクローンが選

択されるが、最終的には、後から起こったフ Mutations in rt/c gene of MG1655 Culture #6

レームシフト変異による株が、他よりも優勢一゛.

になることが分かる。恐らく、生育速度が最

も早いと想像される。
IS

その他の例としては、図6に尓したように、

同じ IS がこのオペロンに 2 ケ、しかも direct j_EL

repeat構造を有した形で挿入された結果、ガtc IS3

が失活すると共に、π斑遺伝子が倍化するこ
ISI

とから、選択されてきたクローンもあった。 CC9 CG

ーーー、^ーーー芙^

(1-C)まとめ 図 5 図4の変化を図示した図

(1)つの培養液内においても、独立し

複数の変化が起きる。
Genes duplication obseNed

(2)変化は、 1S の挿人、変異、増幅が

起こる。 d尼 1ガAd忙π斤

(3) C株は点変異が起き、 K12株は IS

の挿入が優勢である。
It尼」ガArt/CπΠ

(4)πm 発現のりプレッサーπIC に挿

入される ISは多様であり、選択に

より生育の良いのが生き残ると予 drr/c rt侶 rtlAd/Cd旧 d瓜d斤

想される。

(5)系により異なるクローンが選択

される。

(6)少なくともこの期間では、変化

が継続している。

(フ)1S の転移が、菌がキシリトール培地に植えられると、活性化される可能

図 6 挿入された2ケのISを介した遺伝子の倍化

5
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性がある。

つの少量の培養液の中においても、ゲノムに予想以上に多種多様な変化がダ

イナミックに起こり、それらの間に生存競争が起こり、その中の最適なものが

選択される様子が垣間見えた。この系がミクロな実験的進化系として、十分利

用できることが分かった。

(2-A)遺伝子増幅実験の目的

上述したように、生物は多種多様な酵素遺伝子を有しており、様々な低分子

物質に対して効率は悪いものの、わずかに分解できる酵素をコードした遺伝子

を保有し、その遺伝子が増幅することによって、未経験の生育阻害物質の攻撃

にも対応していける能力を有すると考えられる。我々はこの遺伝子増幅をつ

の進化と老え、ここでは、まずその機構を明らかにしょうとした。増幅には、

大きく分けて2種類ある。rRNA (りボソームRNA)遺伝子型と薬剤耐性遺伝子

(がん遺伝子)型である。前者の特徴が遺伝子のダイレクトリヒート構造①R

→→→→)であるのに対し、後者はインバートリヒート構造(1R:→←→←)を

有する。どちらの増幅機構もごく最近まで不明であった。我々は、まず前者の

機構に突破口を開き(GenesDev.1998他)、その後詳しい解析を行い成果を得て

きたが、それと共に、後者の機構解明に挑戦した。本研究がそれである。後者

の遺伝子増幅は、(1)新しい性質、例えば薬剤耐性を生物に新たに付与する機

構であること(事実)、(2)さらに増幅した多数の遺伝子特異的に変異が導入

されれば、新たな機能を有する遺伝子が生まれる可能性があり q反。兒)、それを

明らかにするのが本研究の目的である。

このタイプの遺伝子増幅の機構は、以前から非常に複雑であることが予想さ

れて来た。というのは、がん遺伝子の増幅はがんの悪性化に関与することから、

医学分野で30年以上ヒトを中心に徹底的に解析されてきたにも関わらず、そ

の機構を今もって解明出来ていないからである。そのため、我々はこれまでと

は全く異なる解析方法を採った。材料にはゲノム構造の簡単でその操作が容易

な酵母を用い、こちらがデザインした増幅を試みた。このタイフの遺伝子増幅

の特徴は、高速で増幅すること、増幅した遺伝子はインバートリヒート構造を

採ることである。そこで我々は、それらの特徴を満足させると予想されるダブ

ルローリングサークル複製①RCR)を、遺伝子増幅に直接関与するプロセスと

仮定した。そこで DRCR を誘導するため、人工的にゲノムの特異的な2箇所に

2本鎖切断を導入したところ、おそらく DRCR を誘導によって生じたと思われ

る、動物培養細胞で見られる2種類の遺伝子増幅産物(HSRとDM と呼ぶ)に

酷似した産物を得ることができたD。

ここではさらに DRCRがガン遺伝子タイプの遺伝子増幅反応であることをよ
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り確かめるために、上述した方法と全く異なる方法(cre・10X と呼ばれる特異的

組換え)によりDRCRを誘導した場合にっいての実験結果をここで報告する。

(2 -B)研究成果

ω酵母における Cre・10X による DRCRの誘導
Cre、10χは、いかなる生物においても効率良く音倒立特異的組換えを起こすこと

から、多用されている組換えシステムのつである。般には、図7に不した

ように、対の10χ配列をダイレクトリ 10X10X

ピート(DR)に配置すると Cre タンハ 10X10Xーー・→>ーー^

クにより挟まれた領域が欠失するし、 deletionCre ↓, ーー・→>』一^

インバートリヒート qR)の場合は、
9 Cre Inverslon

挟まれた領域が反転する。ここでは後
ーーー→>』一^

者の配置だが、複製との共役した場合 ーーーーー→^

を考えてほしい。図8のように、複製図 3 Cル・1似による部位特異的組換え
フォークが対の10χ間を通過中に組換えが起こると、複製フォークの進行が逆

転し、これまで複製してきた部分を再度複製しだし、最終的には、本の完全

な染色体と、1R構造を有するミニ線状染色体が生じる→、
はずである。この反応を組換え的テンプレート変換 ↓

RecombⅡ)ationaltemplateswitching (RIS)と名イ寸しナた。 a
dD・

S・^

これを調べるために以下の実験を行った。ロイシン要 b
ヤ

求性の出芽酵母の特定の染色体の末端近傍にある複製

開始点(ARS)の近くに対の10χを配置し、その間に a
C

S・1細2d遺伝子を挿入した株を用意した。ルe2d遺伝子のフ b
d

ロモーターは部分欠損しているため、この遺伝子が増幅

して始めてロイシン要求性が消失する。この株に Cre

発現プラスミドを導入したところ、コントロールプラス b

W' d s_ドに比べ、約7000倍多くのLueーコロニーが出現した。ミ

その株を直接ハルスフィールド電気泳動(PFGE)で解

析したところ、予想通り全てが同じ IR構造のルe2d を

有するミニ線状染色体を有していた。コピー数は15~

ーゞ.■トー
十

ー、→g.一亀一S・

図 4 複製と共役した

CN、10X組換え反応

20程であった。

同様の反応が2対のmχで起こった場合の予想される

反応を図9に木した。この場合、 2対の10χは複製開始

点(ARS)を挟むように配置した。両方向に進んだ複製が2対の10χ問に来た時、

組換えが同時に起こると、図3のようにシスとトランス2種類の組換え反応が

起こるだろう。トランスの場合は図3左に不したように、生じたつのフォー

kawanoak
長方形

kawanoak
長方形



クは互いに追い推Nナ合いになり、 DRCR が起こり、 HSR (homogeneous staining

【egion)タイプの産物が得られると予想される。方シスの場合、収斂性の複製

(旦onvergent leplication: CR)カゞ起こり、 1R キ苗造を有する 2 量イ本の環1犬ミニ染色

体、つまり DM (40uble 皿inutes)タイプのフラスミドが生まれることが予想さ

れる。

実際、既知のARS を挟 ーン>ーーーーぐー..^ー

replicationむように2対の 10χを配
^^^^

置し、この場合も上と同

じように増幅選択遺伝子

ちξ^・'雫に二、ニ・
ルe2d遺伝子を ARS 近傍

に挿入した。この株で y c tran「/ci- y c
recom lna lon

Cre タンパクを発現した Za zd

+气二Σ=yくーところ、同じくコントロ yd yc

ールに比べ約 7000 倍の

・ーー、Σ二f、Lue コロニーが出現し、

それらの染色体をパルス

フィールドゲル電気泳動 ・-1>戸一ーー^ーーーー→ン^ー

+

(PFGE)で解析したとこ
ーー・ーン^くー

ろ、 2種類に分かれ、

つは線状の恨構造を有

HSR・type

複製と共役した2対の10X問の組換え反応

S・

するミニ染色体①Mタイ 図5

フ)を多コピー有するクロ

ーンと、10χ・ルe2d 部分が染色体上で50~100 コピー増幅したHSRタイフのクロ

ーンであった。後者は、予想通りの構造を有していたが、前者は環状ではなく、

線状ミニ染色体であった。これについては後に考察する。

(ii)CHO (チャイニーズハムスター卵巣細胞)を用いた遺伝子増幅

(1)の後半で行った実験を、 CH0 を用いて行った。 CH0細胞は、酵母とは進

化的には進化的には離れているが、基本的には酵母で構築したと同様に、 2対

の 10X を複製開始点を挟むように配置し、その間に増幅選択マーカーとして

DHFRを配置した。 DHFRは増幅すると、細胞の生育阻害剤であるメトキシレー

ト(MI×)而"生を与え、 CH0 を用いた遺伝子増幅に多用されている。 CH0 か

ら段階的にMIXの濃度を上げながら、その中からMTX耐性クローンを分離す

ることで、最終的に多数の耐性クローンを得た。目的の DHFR遺伝子の増幅を

見るために、 FISH (旦Uorescence !n 旦itU 旦ybridization) t去を用いた。その糸吉果、而寉

・S→>ーーく

C二>・
DM・type
(dimer)
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かに図10のように、 DHFR遺伝子の増幅が起こっており、それらは3種類に分

類された。(1) HSR タイプ、(2) DM タイプ、(3)分散タイプ(スキャッタ
ドタイプ)である。(3)は酵母ではなかったが、ガン遺伝子の増幅等で良く

観察されているタイプである。(1)を構造解析した結果、 DHFR遺伝子は増幅

するも周りの染色体に著しい構造変化を起こしていた。このFISHを用いた解析
には、同じ研究グルーフの田辺グループの貴重なアドバイスが助けとなった。

( 2 -C)

①これまでの結果から言えること

上述したように、 cre、mχという人工的な系であるものの、その組換え系を用

いることで、 DRCRが誘導され、それによってHSRとDMタイフの産物を得る

ことが出来た。しかも酵母ばかりでなく、 CH0 を用いても同様の結果を得たこ

と、さらに自然において見いだされるスキャッタードタイプの増幅も認められ

たことから、自然界においても DRCR によってガン遺伝子や薬剤耐性遺伝子の

図6 CH0親株(左上)と HSR(右上)・、 DM(左下)・、 scatteルd(右下トタイプの増幅像
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増幅が起こっていることは、ほぼ間違い無いであろう。

これまでの培養細胞における薬剤耐性遺伝子の増幅では、幾つかの特徴が知

られている。(1)増幅産物には、 HSR と DM とがある。(2) HSR と DM の両

タイフを有するクローンは殆どない、(3) HSRはmvededrepeat構造を有する、

(4) DM は多コヒーの環状で mvertedrepeat構造を有し、セントロメアは有し

ない、(5)増幅初期でのHSRタイプは、長い領域の invededrepeatユニットか
らなるが、急速にユニットの短小化が起こり、コピー数が増加する。

(1)~(3)については、我々の Cre、10χの系から説明できる。(4)に関

しては、我々のモデルでも環状ミニ染色体が予想された。しかし実際得られた

DMタイフは恨構造を有するものの、線状のミニ染色体であった。これはおそ

らく、産物の生まれやすさによるものと思われる。つまり、 cre、10χ系を染色体

の末端付近に構築したが、この場合、図9 のように、1 回の RIS によって inverted

repeat構造を有する線状のミニ染色体が容易に生じるからだと思われる。その後

の同様の実験から、環状のミニ染色体も得られた。さらにこれまで酵母を用い

た他の研究者のミニ染色体の報告から、得られた増幅産物の環状ミニ染色体に

乗っている遺伝子は染色体内部にあり、線状の場合の遺伝子は末端近傍である

との報告がある。これは上の実験結果と致する。

(5)に関しては、詳細には解析していないが、CH0の増幅産物の解析から、

これまで報告されてきたように、かなり激しいゲノムの再編が起こってぃルよ

うだ。何故このような再編が起こるかについては,現在解析中だが、後に述べる

ように DRCR依存的な inversionが起こることから、 inversion ばかりでなく欠失

等も起こることがあれば、この増幅に伴うゲノム再編もうまく説明出来る。

ここでは、 cre・10χを用いてDRCRを誘導することで、遺伝子増幅を効率よく

起こすことに成功した。残された最大の問題は、自然状態で DRCR をどのよう

に誘導されるのか?である。自然状態では、勿論部位特異的組換え系などある

わけもなく、相同組換えによって起こることは間違いない。現在この機構を解

きつつぁり、近い将来自然条件下で、相同組換えにより DRCR を誘導する機構

が解ければ、ガン遺伝子の増幅機構解明はじめ、極めてインパクトの大きい成

果が期待できる。

(ii)増幅時に起こる高頻度lnversion について

以前の実験でも観察したことだが、 DRCRによって得られたHSRタイプの産

物の構造には、著しい特徴がある。 HSR産物は、予想通り mvertedrepeat構造を

有しているが、その mvertedrepeat 間で高頻度の mversionが起こっていることで

ある。しかも極端な場合ではその頻度が50%、つまり向きがランダムとなる。
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この現象は大変驚くべきことである。何故なら、例えば相同組換えがよく起こ

ることで知られる大腸菌でさえ、後に出てくる Tn5 の inversion 頻度は 10

である。このように通常の組換え体の生じる頻度は余りにも低いため、寒天ゲ

ル電気泳動法などではとても検出不能なのに、 HSR内で起こる inversionは容易

に検出出来る。

現在この組換え機構については不明であるが、おそらく DRCR のプロセス中

あるいはその後に起こる組換えの活性化によるものと思われる。この現象を

DRCR 依存性組換えと名付け、現在解析中である。そのつとして、酵母が有

する 2ミクロンフラスミドを用いて解析している。 2ミクロンプラスミドは自

然界で唯 DRCRによる複製をおこなうゲノムとして知られている。面白いこ

とに、このフラスミドは通常の複製と共に DRCRでも複製することが出来る。

以前から、このフラスミド上では、 Tn5 と呼ばれるトランスホゾン[両端に対

の IS50 絲勺 1.5kb)と呼ばれる invertedrepeat構造を有する}が高頻度で inversion

を起こすことが知られていた。そこでこのlnversion の原因を探るべく、我々は

Tn5 を有する2ミクロンフラスミドを構築し、調べたところ確かに通常の複製で

はTn5 の inversion は起こらない力§、 DRCR によって局頻度の inversion力ゞ起こる

ことを見いだした。 DRCR に依存した組換えの活性化がある可能性を不すもの

である。

(iii)終わりに

我々は、 cre、1砥系を利用した遺伝子増幅システムを構築することに成功した。

Cre、1砥系は、動植物問わず、生物界全般に機能することが知られていることか

ら、この増幅系は生物全般に利用できよう。

(1)近年盛んに用いられるようになったタン<ク質の医療薬、検査薬、人上

抗体など、医療の分野では必須のものになりつつぁり、今後益々その需要は高

まっていこう。しかしながら、これらタンパク質の生産に関しては、 CH0 を用

いた旧来の経験に基づいた遺伝子増幅系が現在も用いられている。我々の系は、

その機構が明らかなCre、10χに依存した増幅機構であり、制御可能な系であるこ

とから、今後、短時間で高効率の新タンパク質増産系の候補のつにはなるこ

とは間違い無い。

(2)本遺伝子増幅機構は、自然に起こるガン遺伝子や薬剤耐性遺伝子の増幅

機構に非常に近いものであり、現在自然に起こる増幅機構を明らかにしつつぁ

る。これが解明されれば、ガンの悪性化を貝体的にブロックすることが始めて

可能になろう。ガン悪性化進行阻止を願い、鋭意その解明を進めているところ

である。

(3)はじめに触れたように、この実験系のつの目的は、遺伝子進化の実験
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の試みである。おそらく、遺伝子増幅自身が、遺伝子進化の役割を果たしてい

ると思われる。さらに、最初に触れたように、増幅遺伝子特異的に変異を導入

することが出来れば、選択圧に対し、その遺伝子間での競争が起こり、最適な

遺伝子が生き残り、最終的に最も適した遺伝子が選択されるに違いない。面白

いことに、アカハンカビでは、雌雄の核がへテロカリオン状態の時、雌雄どち

らであろうとも、 2ケ以上ある遺伝子特異的に高頻度に変異を導入し、その遺

伝子を失活させる RIP (Repeatinducedpoint mutation)と呼ばれる現象が起こる

ことが知られている。なんと驚くべき能力であろうか!恐らく変異の導入はタ

ンパク質によって行われるであろうから、変異頻度は制御可能となろう。そう

なれば、そのまま遺伝子進化マシーンとして働き出しても不思議ではない。も

しこのような機構が減数分裂期から受精への過程で働くことがあれば、これま

での進化学を揺るがす大問題となろう。我々は、細胞内で遺伝子増幅を可能に

する系を世界に先駆けて構築することが出来た。これらの系を組み合わすこと

で、実験的に遺伝子進化を起こすことを試すことも夢では無くなった。

今後も本テーマを強力に推進し、遺伝子進化の謎に挑戦していきたい。

本研究の成果は、論文にまとめ現在投稿中である。
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