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研究成果の概要（和文）：霊長類のうちのヨザル属で、染色体構成の急速な変化がみられる。この現象に大量の反復配
列の存在が関与しているとの仮説を立てた。この仮説は、全体としては、検証に多面的な実験や調査を要するものであ
る。出発点として、仮説の前提となっている条件が成立するかどうかを判定することが必要であり、これを行うことを
、本研究の目的とした。該当する反復配列に関して判定すべき事項は、この反復配列の構造の脆弱性、すなわちDNA複
製に際して切れやすいか否かである。切れやすいことを示す結果を得て、仮説が成り立つための前提条件が成立すると
の結論に至った。

研究成果の概要（英文）：The owl monkey, also called the night monkey, is a New World monkey species. This 
monkey exhibits rapid changes in the structure and conformation of chromosomes. The author hypothesized 
that the rapid changes are associated with the presence of a large amount of repetitive DNA in the owl 
monkey genome. This hypothesis involves, as its initial part, that the repetitive DNA that is specific to 
the owl monkey is fragile; easily degraded in the process of DNA replication. Experimental results 
indicated that this DNA is fragile and, thus, the condition necessary for the above hypothesis was 
fulfilled.

研究分野： 分子進化学
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１．研究開始当初の背景 
 霊長類で、染色体構成の変化が他よりきわ
めて高い頻度で起こるグループが、２つある。
旧世界ザルのグエノン属と、新世界ザルのヨ
ザル属である。このうちのヨザル属のほうで、
染色体構成の変化と関連が深いと考えられ
る現象が、以前から知られていた。主に染色
体の端部に、構成的ヘテロクロマチンが大量
に増幅していることである（図１。黒い部分
がヘテロクロマチン）。関連を探ることを念
頭に、このヘテロクロマチンの主成分となっ
ている縦列反復配列（OwlRep と名付けた）
のクローニングを行い、塩基配列を調べた。
その結果から、内部に複雑な構造を有するこ
とが判明した。187 塩基対の反復単位にパリ
ンドローム構造を 14 個もつもので、DNA 複
製の際に切れやすいであろうと推測した。こ
れとは別にドイツの研究者のグループが、夜
行性であるヨザル属の視力の向上に、視細胞
の核でのヘテロクロマチンの特殊な形状が
貢献していること（ただしヘテロクロマチン
の種類は特定していない）を示していた。 
 上記のヨザル属の特徴に基づき、染色体構
成の急速な変化が生じる原因について仮説
を立てた。つぎのような３つの項目から成る。
A. OwlRep は DNA 複製の際に切れやすい。
B. 視細胞でのヘテロクロマチンの特殊な形
状にOwlRepが中心的な役割を果たしており、
OwlRep の保持はヨザル属にとっては必要で
ある。C. 切れやすいにも関わらず OwlRep
を保持しているため、OwlRep の部分で染色
体の開裂や融合が起こりやすく、これが染色
体構成の急速な変化につながる。 
 

 

        図１ 

 
２．研究の目的 
 上記の仮説の検証は、多方面からの実験や
調査を必要とし、大規模で長期的な取組みと
なる。本研究課題は、この仮説のうちのＡを
検証することを目的とした。すなわち、
OwlRep が切れやすいことを示すことである。 
 Ｂに関しては、本課題の２年目に始めた別
の課題（新学術領域研究「ゲノムを支える非
コード DNA 領域の機能」に含まれる計画研
究）で、ヨザルの網膜の組織切片に対して
OwlRep の所在を調べる実験を行っており、

Ｂは成立するとの見込が、本課題終了の時点
（平成 27 年 3 月）で立っている。Ｃは、Ａ
とＢの完了後の将来の取組みとなる。 
 
３．研究の方法 
 調べるべき DNA 断片を含むプラスミドを
バクテリアの細胞に取り込ませた後、それを
回収し、無傷で残っているプラスミドの割合
を測る方法（詳細は、結果とともに次項に記
す）を、開発した。OwlRep、および比較対
象となる DNA（複雑な構造のない DNA）を
用いて測定を行い、得られた値を比較するこ
とで、切れやすさを推定した。 
 
４．研究成果 
(1) 残存率を比較する実験 
 OwlRepはヨザルのゲノムに存在するDNAで
あり、切れやすさを比較するための基準とし
ては、同じヨザルから得た他の DNA 断片で、
かつ複雑な構造をもたないものが望ましい。
このため、ヨザルのゲノムライブラリーから
ランダムにクローンを 24 個選び、そのうち
で反復配列を含むものを除き、残ったものか
らあらためてランダムに８種類を選び、これ
を使うことにした。 
 つぎの手順で測定を行った。OwlRep を含む
クローンと、比較対象となる DNA 断片を含む
プラスミドを、別々に、しかし同時に、バク
テリアに導入した。プラスミドのベクターの
部分には、Cam（クロラムフェニコール）耐
性遺伝子が備わっている。プラスミドを内包
するバクテリアを、Cam を含まない液体培地
で６時間培養（この間にプラスミドの複製が
起こる）した後、数段階に希釈して、Cam を
含む寒天培地に広げた。これを 18 時間培養
（この操作で、プラスミドをもたないバクテ
リアを除く）し、培地表面に生じたコロニー
の数を数えた。OwlRep でのコロニー数を比較
対象でのコロニー数で除し、その値を OwlRep
の切れやすさの指標とした。切れたプラスミ
ドは生き残らず、この値は１より相当低くな
る（たとえば 0.01 以下）ものと予想してい
たが、予想に反して、平均が約 0.4、そして
90%信頼限界に１が含まれる結果となった。 
 生き残る割合に有意な違いがないことか
ら、次に、切れた後に続けて修復が起こり、
このためにプラスミドが環状の状態を回復
する可能性を検討することにした。 
 
(2) 長さを比較する実験 
 切れた後に修復が起こる場合、修復が始ま
るまでの線状の状態のときにDNA分子が切り
詰められ、そのために全体の長さが減少する
ことは、十分に考えられる。この可能性を探
るために、回収したコロニーからプラスミド
を抽出して電気泳動で長さを比較した。比較
対象 DNA のほうは長さは不変で 40 kb のまま 
(n=120) であったのに対し、OwlRep は平均 
6.4 kb ± 2.0 kb (n=120) と短くなってい
た。 



 
(3) マーモセット由来の DNA を用いた比較 
 OwlRep は切れやすいこと（ただし続けて修
復が起こる）は確認できたものの、比較対象
として用いるDNAには工夫を加えるべきと考
えた。ここまでの実験で用いた比較対象は、
反復配列の構造をもたない DNA であった。同
じ長さの反復配列で構成されており、一方は
複雑な構造をもち他方は複雑な構造をもた
ない DNA の間で比較できることが、理想であ
る。ヨザルのゲノムに後者に該当する DNA が
存在しないために、ここまでの実験では反復
配列でない DNA を用いていた。 
 本課題の１年目が終わる頃に、別の課題
（基盤研究(B)「ヒト上科で種特異的に生じ
ている反復配列増減の比較ゲノム実験に基
づく定量的な解析」）の成果として、マーモ
セット（ヨザルと同じく新世界ザル）のアル
ファサテライト DNA（霊長類のセントロメア
の主要 DNA 成分となっている反復配列）に高
次構造をもつものともたないものがあるこ
とが、判明した。前者を OwlRep に相当する
とみなし、後者を比較対象とすれば、理想の
条件がそろうことになる。 
 該当するクローンを用いて、(1)および(2)
と同じ実験を行った。結果は、(1)では、残
存率の平均が約 0.3 で、そして 90%信頼限界
に１が含まれた。(2)では、高次構造をもた
ないほうの長さ（バクテリアに導入する前で
40 kb）が不変 (n=96) であったのに対し、
高次構造をもつほうは 5.5 kb ± 1.9 kb 
(n=96) と短くなっていた（図２。回収した
プラスミドの構造変異を示す電気泳動の一
例）。どちらも、ヨザル由来の DNA での結果
と同等である。 
 以上の結果は、OwlRep はその構造のために
切れやすいとの推測を、支持するものである。
仮説の一部をなすＡは正しいとみなすこと
ができ、本課題の目的の達成となった。 
 

 
         図２ 
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