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研究成果の概要（和文）：ゲノム配列中に生じる多くの変化のうちのどれが適応的進化をもたらしているものであるの
かを明らかにするための基本データを得ることを目的として、本研究では、人為的にゲノムに二重鎖切断を導入した出
芽酵母のゲノム配列を決定することにより、ゲノムの突然変異発生特性を調べ、また、自然界から得られるウイルスや
ヒトのゲノム解析を行うことにより、実際の突然変異発生特性とゲノムの適応的進化の推定を行った。

研究成果の概要（英文）：In order to obtain the fundamental properties of occurrence of genomic mutations 
so as to identify genomic changes that have led to adaptive evolution, i.e., genome adaptation, via 
finding significant deviations from the expectations calculated with the properties of the occurrence of 
mutations, we artificially introduced random double-strand breaks (DSBs) to the budding yeast genome and 
detected occurred mutations during repair of the DSBs by sequencing the whole genomes. In addition, we 
have computationally traced back genomic changes of natural human adenoviruses (HAdV), and it was 
suggested that HAdVs have changed via homologous recombination events between distant relatives. The 
statistical properties of this type of changes in HAdV indicate that the recombinant forms have been 
selected for adaptation.

研究分野： 比較ゲノム学

キーワード： 突然変異　組換え　修復　ゲノム　進化　自然選択
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１．研究開始当初の背景 
 生物の適応進化を分子進化学的・遺伝学的
に理解するためには、進化の原動力であるゲ
ノム内突然変異に関する理解が不可欠であ
る。ゲノム内突然変異には点変異、挿入、欠
失、再編成などが含まれ、特に点変異につい
ては、古くから分子生物学・分子遺伝学研究
によって多くのデータが蓄積しており、分子
進化学において適応進化の検出のために多
用されてきた。しかし、ゲノム内再編成およ
び挿入・欠失（INDEL）については、その発
生機構と発生特性に関するデータの蓄積が
極めて少なく、それらの適応進化との関連に
ついては手付かずの状態にあると言っても
過言ではない。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、ゲノム内適応進化関連領

域の検出のために、ゲノム中に生じる突然変
異（点変異、再編成、INDEL）の発生特性を
明らかにすることを目指す。その特性から外
れた変異のパターンを見つけることで、適応
的進化領域の候補を絞り込むことが可能と
なる。再編成の発生特性解析のために、ヒト
アデノウイルス(HAdV)を用いた研究を進め、
その特性と適応進化との関係を明らかにす
る。また、出芽酵母の半数体を用い、相同組
換え(HR)、微小相同末端結合（MMEJ）、非相
同末端結合（NHEJ）、単鎖アニーリング（SSA）
などの DNA 二本鎖切断（DSB）修復機構に
よる修復過程で生じる突然変異の発生特性
を解明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）半数性出芽酵母株を用いた突然変異発
生特性解析 
① BY4741 株のゲノム配列決定と DNA 二重
鎖切断の発生特性解析 
本研究代表者が属している新学術領域研究
班の班員である白髭教授より、同研究室にお
いて維持されている Saccharomyces cerevisiae 
の半数性株 BY4741 を譲り受け、１コロニー
から得られた細胞集団（以下、BY4741 株）
のみを以下の研究に用いることとした。この
BY4741 株のゲノム配列を、本研究課題にお
いて導入した Life Technologies 社の Ion PGM
と、同じ研究班員の伊藤教授の研究室にある
Illumina 社の Miseq を借用して決定し、基準
参照配列とした。リード配列の多様性から半
数体（a 細胞）であること、また、ゲノム配
列から MATa, his3Δ1, leu2Δ0,  met15Δ0, 
ura3Δ0 から BY4741 であること、また、トロ
ント大学の株との違いを確認した。 
 α ファクタにより BY4741 株の細胞周期を
G1 期に同調・停止した状態で Bleomycin 処理
し、人為的二重鎖切断(DSB)を導入した。 細
胞に物理的力がかかって DNA が分断しない
よう、アガロースゲルに細胞を包埋し、DSB
によって生じた末端に Ion PGM での配列決
定過程で用いられるアダプター(A アダプタ)

をライゲートした後に、配列決定手順を進め
て配列決定し、上記参照配列上にマップする
ことで、細胞内で生じた DSB 末端の正確な位
置を検出できるようにした。実験手順内で排
除しきれないノイズを除くために、Bleomycin
処理をしなかった細胞でも全く同じ手順で
DSB 末端の検出を行った。また、Ⅱ型制限酵
素により切断した末端の検出も同条件で行
いポジティブコントロールとした。 
 
② DSB 修復による突然変異の検出 
 導入された DSB が修復される過程で生じ
る突然変異の発生特性を解明するために、細
胞 周 期 を 止 め た 状 態 で 長 期 間 異 な る
Bleomycin 濃度条件下に置いた細胞を用意し
た。それらを、細胞周期を回さずにそのまま
にしたものと、一端 YPD 30℃下 17 時間培養
したものとに分け、それぞれを TruSeq PCR 
free ライブラリ調製キットを用いて Miseq に
より DNA 配列決定し、得られたリードを参
照配列にマップすることで変異を検出した。
TruSeq PCR free キットを用いることにより、
PCR による変異の導入を排除した。また、Ion 
PGM による配列決定は原理上、エラー率が高
く、また、それを確認済みであるため、突然
変異解析では使用しないこととした。 
 
（２）ヒトアデノウイルス(HAdV)ゲノムを用
いた実 DNA 変異解析 
① ヒトアデノウイルス(HAdV)ゲノム配列決
定 
日本において定点観測されてきた87HAdV検
体、および、各国の共同研究者から分与され
た検体（ドイツ 1、ハンガリー1、サウジアラ
ビア 1、シンガポール 1、スウェーデン 13、
米国 20）の計 124 検体のゲノム配列決定を
AB3130xl および Ion PGM を用いて行った。 
 
② HAdV ゲノムの変異解析 
 国際 DNA データバンクに登録されている
HAdV ゲノム配列データを含めて、多重配列
アラインメント化し、塩基置換等の変異を見
つけるとともに、RDP プログラムを用いてゲ
ノム間の組換えの検出を行った。 
 
４．研究成果 
（１）半数性出芽酵母株を用いた突然変異発
生特性解析 
① BY4741 株のゲノム配列決定と DNA 二重
鎖切断の発生特性解析 
 Bleomycin無しYPDで培養した細胞を処理
して検出された DSB 頻度(青)と Bleomycin 
5μg/ml 下 1時間処理した細胞のDSB頻度(赤)
の分布例（2 番染色体）を以下に示す（それ
ぞれ、細胞数 2.34 x 107 個を用いた結果）。
他のどの染色体もよく似た分布となってい
る。この解析結果より、Bleomycin 非存在下
で検出される DSB（ノイズ）よりも有意に高
い頻度で Bleomycin 依存性 DSB が検出され
ていることを確認できた。また、ノイズは、
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られており、それらには、物理的・機能的連
関が証明されていないものが含まれている
ことから、今後の HAdV タンパク質間の機能
解析の重要な道標を与えていると考えられ
る。 
 以上の、本研究課題における HAdV 解析に
より、HAdV の多様化には、塩基置換などの
蓄積とともに、異なる系統間での組換えが重
要な役割を担っているということを発見す
るとともに、その特性を HAdV に与えている
可能性の高いゲノム上の特徴的保存構造
（UCS）および特定の組換え体のみが選択さ
れており、特定の高頻度組換え領域における
組換えが宿主への適応に関わっているとい
うことが示唆された。 
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