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研究成果の概要：生物界での代表的な 2 種類の遺伝子増幅機構（一つはリボソーム RNA 遺伝

子（rDNA）、他はガン遺伝子）について、前者は既に増幅機構を明らかにしているため、ここ

では増幅された多コピー遺伝子の維持機構について、後者については増幅機構について出芽酵

母を用いて明らかにした。さらに遺伝子増幅の遺伝子進化への関与の可能性を探るため、大腸

菌を用いてミクロ遺伝子進化系を確立して調べたところ、遺伝子増幅以外に、集団内で複数の

変異（挿入配列の挿入や点突然変異）が独立して起こり、その間での増殖速度の競争と選択が

起こることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子増幅は多くの生物現象（薬剤抵抗性獲
得・特異的遺伝子産物増産・がん悪性化）に
関わっているものの、その機構は殆ど未解決
であった。特に、一般的な遺伝子増幅として、
リボソーム RNA 遺伝子（rDNA と呼ぶ）とガ
ン遺伝子タイプ遺伝子増幅が知られている。
共にごく最近までどちらの増幅機構も不明
のままであったが、我々は前者については、
1998 年にその突破口を開き、rDNA の増幅の
分子機構を解明したが、(1) rDNA 遺伝子の多
コピー維持機構が問題として残された。さら

に(2)ガン遺伝子の増幅機構は全く未解明の
まま残されていた。また(3)遺伝子増幅と遺
伝子進化の関係も、これまで理論的には推察
されていたが、実験的に試みた例は殆どいな
かった。 
 

２．研究の目的 

(1) 真核生物の rDNA は、多コピー存在する。
しかもそのコピー数は増減を繰り返してい
る。この多コピーがどのように維持されてい
るか全く不明のままだった。この多コピー維
持機構を明らかにすることで、多コピーの生
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理的意味、また rDNA 領域に付随する特質を
明らかに出来る可能性があることからこの
問題に取り組んだ。 

(2) ガン遺伝子の増幅は、がんの悪性化の原
因であることは、ほぼ間違いない。それ故、
この機構が明らかになれば、ガン悪性化の抑
制への路が開けることになり、医学的にも大
きな意味を持つ。さらに、この遺伝子増幅系
は、近年爆発的に開発されつつあるタンパク
性治療薬の生産方法であるため、この増幅の
効率化は、焦眉の問題である。このように基
礎的、医学的、工業的に意味のある機構を明
らかにすることは大いに勇気づけられるテ
ーマである。 

(3) 遺伝子進化は大変興味有る問題である。 

遺伝子はどのように進化するのか？につい
て、理論的には様々な議論がなされているも
のの、実験的にはそれほど取り組まれていな
い。我々は、大腸菌を用い、K12 株が有しな
いキシリトール資化能力を獲得するミクロ
進化実験系を確立した。この系を用いて、連
続培養を行い、キシリトール資化能力を獲得
したクローンの出現パターン、ゲノムの変異
同定等を解析することで、ミクロ進化の実態
を明らかにしたい。 

 

３．研究の方法 

(1) rDNA の多コピー維持機構の解明に関し
ては、出芽酵母を用いて、多コピー維持不能
な変異株を分離解析する手法を採用した。コ
ンデンシン変異株は、ある程度の rDNA のコ
ピー数は維持可能である。そのため、この変
異株に、コンデンシン遺伝子を有するプラス
ミドを導入しておいても、この変異株の生存
は、コンデンシンプラスミドに依存しない。
しかし、これに加えコピー数維持機能を有す
る遺伝子にさらに変異が入ると、その変異株
の生存はコンデンシンプラスミドに依存す
る。プラスミドへの依存度をコロニーの色で
区別できる手法を用いることで、rDNA 多コ
ピー維持に関わる変異株を多数分離し、その
遺伝子を同定し、それを解析した。(2) これ
も出芽酵母を用いて、デザインした増幅モデ
ル系を構築し、それを用いて得られた増幅産
物と自然の増幅産物を比較することで増幅
機構を解明しようとした。増幅モデルとして
は、ダブルローリングサークル複製を採用し、
この複製の誘導には Cre-lox 系を用いた。 

(3) 遺伝子進化実験は、大腸菌を用い、先人
のフラスコ内で人工進化系を用いた。この系
は、大腸菌 C 株は、糖アルコールであるリビ
トールやアラビトールを資化する遺伝子群
を有するが、K12 株はそれらを持たない。ま
た、リビトール・アラビトール解糖系は、そ
れらの変異によってキシリトールを資化可
能に変化する。そこで、C 株あるいは、リビ
トール・アラビトール資化遺伝子群と移した

K12 株を作成して、キシリトール資化可能株
への変化を、連続培養法を用いて解析した。
具体的には、最初は、どちらの株もキシリト
ール培地で生育しないが、徐々に生育を示す
培地の濁りが始まり、徐々にその濁りのスピ
ードが増してくる。一定時間毎にサンプリン
グを行い、そのゲノムの変化を追うことで、
その変化の変遷を追跡する。 

 

４．研究成果 
（１）rDNA のコピー数維持機構の解明 

酵母の rDNA の多コピー構造が維持不能
な変異株を多数分離し、その変異した遺伝子
を同定した。その結果、ゲノムの凝縮に必須
であるコンデンシン(複合体)と呼ばれるタン
パク群が複数同定出来た。このことはコンデ
ンシンが多コピー構造の維持に必須である
ことを意味する。 

次にこれらの内一つのコンデンシン変異
株を利用して、さらに他の変異が加わると、
よりコピー数が減尐する変異株を多数分離
し、その変異遺伝子を決定したところ、4 種
類の遺伝子（FOB1,TOF2,CSM1, LRS4）を
同定した。これらの変異株と rDNA のコピー
数との関係を解析したところ、コンデンシン
複合体は、これら 4 つのタンパクによって、
rDNA リピートの RFB と呼ばれる複製フォ
ーク阻害点にリクルートされること、それに
は順序があり、コンデンシンに、まず CSM1

と LRS4 が結合し、次に TOF1 が付き、それ
らが、RFB サイトに結合した FOB1 タンパ
クにリクルートされることが判明した。コン
デンシンはゲノムを収縮するため、ゲノムへ
リクルートされる必要があるが、コンデンシ
ン特異的なリクルートタンパクの同定はこ
れが最初の例である。 

(2) ガン遺伝子増幅機構の解明 

ガン遺伝子や薬剤耐性遺伝子は、rDNA と
異なる増幅方法を採ることは明らかだった
が、これまでその分子機構は不明であった。
特にガン遺伝子が増幅によりガンの悪性化
が起こることはよく知られており、その機構
解明は医学的に大きな意味を持つことから、
これまで人的資金的な投入にも関わらず不
明のまま残された大きな問題であった。 

 我々はまず実験操作や解析が容易な酵母
を材料に、増幅がダブルローリングサークル
複製（DRCR）によって起こるとの仮説に立
ち、まず DRCR を誘導させる系を構築し、そ
の増幅から得られる産物の構造と自然に得
られる産物の構造を比較検討することで、増
幅機構を明らかにするこれまで誰も採用し
たことのない方法を採った。 

 最初、酵母の HO エンドヌクレアーゼを誘
導することで、DRCR を誘導することに成功
したが、頻度が低いのが難点だった。今回は、
動植物でも採用される Cre-lox 組換え系を



 

 

用いて DRCR を効率よく誘導することに成
功し、その産物を詳細に解析することが出来
た。その結果、2 種類の増幅産物（HSR と
DMs）が得られ、それらは動物細胞で得られ
る産物に驚くほど酷似していた。そこで、同
じ系を、動物培養細胞（CHO）のゲノム上に
構築し、調べたところ、CHO では酵母の 2

種類（HSR と DMｓ）に加え分散型の産物が
得られた。後者はガン細胞でよく観察される
増幅タイプである。 

 以上のことから、自然の増幅系は、我々の
Cre-lox 系の増幅系と酷似した機構であるこ
とが強く示唆された。その後、Cre-lox 組換
えで起こる反応は、短かな lox 配列を、長い
相同配列に置き換えることにより、同じ増幅
が起こることが推察され、実際 4 本の相同配
列（→←→←）の構造（これを FAIR と呼ぶ）
がゲノム上にあると、自然に DRCR が起こり、
2 種類の増幅産物（HSR と DMｓ）が得られ
ることが酵母を用いて証明出来た。 

 その結果、ガン遺伝子の増幅機構の分子機
構を解明することができた。動物細胞を用い
て最終的な確認を現在行っている。 

(3) 実験的遺伝子進化実験 
大腸菌を用いて、ミクロ進化実験を行った。
実験方法は、上述した通りであり、1 回の実
験におよそ 1 ヶ月～2 ヶ月かけた。およそ 1
週間から１０日ほどすると、キシリトール資
化菌が生じることで濁りだし、その増殖速度
が徐々に上昇していく。ある濁度に達したら、
希釈することで、連続的な培養を継続する。
経時的にサンプリングし、それを用いて、PCR
および変化した塩基を配列決定する。 
まとめると以下のようになる。 
(1)一つの培養液内においても、独立した複
数の変化が起きる。(2)変化は、IS の挿入、
変異、増幅が起こる。(3)C 株は点変異が起き、
K12 株は IS の挿入が優勢である。(4)rtlA 遺
伝子発現のリブレッサーrtlC に挿入される
IS は多様であり、選択により生育の早いもの
が生き残ると予想される。（rtlC の破壊によ
り、rtlA の発現が増加し、本来の基質でない
キシリトールをも資化し始める）(5)系によ
り異なるクローンが選択される。(6)尐なく
ともこの期間では、変化が継続している。
(7)IS の転移が、菌がキシリトール培地に植
えられると、活性化される可能性がある。 
 小さな培地において、ゲノムに予想以上の
変化が起こり、生育の競争が起こり、選択さ
れるクローンが次々変わる様は、尐し大げさ
に言うと一つの宇宙をみているようだった。 
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