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    学位論文題名

  TaggmgbyTerminator－REMIOf

DeVelopmentalGeneSlnDZCfy〇SたZZ勿ケ咒

    （Terminator・REMI法による細胞性粘菌の

    発生に関わる遺伝子のタギング）

学位論文内容の要旨

  モデル生物である細胞性粘菌はゲノムプロジェクトが進行し、cDNAでは6割がカタロ
グ化され、ゲノムDNAも1-2年以内に決定される見込みである。それとともに遺伝子の配
列情報の蓄積は進んでいるが、機能解析は遅れている。機能解析を格段に進めるために挿入
変異体ライブラルーを作成して、大規模の機能解析を進める方法が求められている。

  そこで、プラスミド挿入近傍配列の決定が容易で、かつ遺伝子自体への挿入を意図した
ジーン卜ラップ法のひとつであるポリAトラップ法を粘菌に適用した。ポルAトラップ法
の特徴は、ポリA付加配列を欠いた選択マーカー遺伝子を用いることにある。この選択マ
ーカー遺伝子の発現は、ゲノムに挿入後、下流にある配列がポリA付加配列として認識さ
れ転写終結する場合にのみ、正常に起こると考えられる。そのとき選択マーカー遺伝子は選
択マーカーとその下流に位置する遺伝子の3’領域との融合転写産物として発現する。この転

写産物は、3’rapid amplifIcation of cDNA ends (RACE)法により簡便に増幅、配列決定するこ
とができる．本研究の解析において融合転写された下流配列の40%においてポリA付加配
列が見つからなかった。そこで，今回の方法をterminator-REMI法と名付けた。
  本論文で得られた結果は3つに纏められる。1）ポリAトラップ法を粘菌に適用して，
ポリA卜ラップ法の原理が再現できるか確認した。2）terminator-REMI法により生じた約
2万の形質転換体から148の発生に異常を示す変異体を単離した。3）単離した変異体のー

つm093を解析した結果，当該遺伝子はDdcdk8であり，この遺伝子が粘菌の集合に関わる
事を示した。
  1） Terminator-REMIベクターをRestriction Enzyme-Mediated Integration (REMI)法によって
細胞に形質転換した時の、形質転換効率、融合転写産物の確認についてまず述べる。10単
位のDpnIIを用いた場合、treminator-REMIベクターpUCBsr△T2では，2xl07細胞当たり100
クローンの薬剤耐性クローンを得た。REMI用ベクターpUCBsf△B脚に比ぺて7分の1の転
換効率であった。次に，挿入変異体内の融合転写産物の発現の確認をするために、ノーザン

プロット法を用いて選択マーカー遺伝子bl慾6cidin（bsr）mlNAを検出した。任意に選んだ8
クローンを解析した結果は、全てに発現が確認され，トラップされた配列は最大約300bp
のゲノムDNA配列であることが示された。2）Te珊inaめl・・lREMI法で作成した20，Oooの形質
転換体から148の発生に関わる変異体を単離し挿入近傍配列を決定した。増幅した140クロ
ーンから得られた3’配列の長さは21bpから346pbで平均122bpだった。得られた変異ク
ローンは変異形質から15のクラスに分類された。
  得られた挿入近傍配列に隣接する配列情報を得るために。粘菌の配列データーベースを検
索した。約70％にあたる105クローン、約18％に当たる27クローン、約16％にあたる24
クローンの配列が粘菌のゲノムデータベース、cDNAデーターベース、既知遺伝子の配列に
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それぞれ一致し，隣接する配列情報を約85%について得られた．
  挿入された 標的DNAの近 傍にIま原 因遺伝子 があると 推測され る。しかし．
挿入によってゲノムDNAに大規模な欠失が起こったり、挿入位置以外にもゲノムに変異が
ある場合が考えられる。そこで、19の変異体から挿入プラスミドに隣接するDNAを含む
19個のプラスミドDNAをプラスミドレスキュー法で回収して，挿入部位に隣接する両端の
DNA配列を決定し，両者の一致するか否かを検討した  の結果47%にあたる9クローン
でゲノムの欠失が確認された。そのうち、ゲノムに欠失のなかった5クローンから回収され
たプラスミドを、野生型に導入した。形質転換体から遺伝子破壊株を分離して表現型の再現
性を確認した。その結果、それぞれ4％から96％の割合で初めに得られた変異株と同じ表
現型を示した。この結果から、5個のクローンに関して、プラスミドの挿入によって当該の
表現型が生じたことが明らかになった。
  3）次に、terminator-REMI法によって生じた変異体のーつである集合不全の変異体m093
の機能解析について解析した。m093は細菌プレート上で野生型に比ぺて小さなプラークを
形成し、かつ集合不全を示す変異体として単離された。また、3’RACEで解析された近傍配
列情報に加えてcDNAとゲノムDNAの解析から、原因遺伝子は、77 bpのイントロン一個
を含み、サイクリン依存性カイネースのーつcdk8に高い相同性を示す380アミノ酸からな
るタンパク質をコードしていていることが分かった。この遺伝子はヒト、ショウジョウパエ、
出芽醇母のcdk8相同遺伝子にアミノ酸レベルで約45%で一致していた。そこで、今回得ら
れた遺伝子をDdcdk8と名付けた。なお，プラスミドの挿入位置はDdcdk83’末端であるこ
とがわかった、
  細胞集合欠損の原因遺伝子がDdcdk8であることを示すためにニつの実験を行った。第一
にDdcえ絡カイネース領域の中央部にマーカーを挿入した破壊用プラスミドを構築し、相同
的組換えによる遺伝子破壊をおこなった。第二に上流配列900bpを含む俄′（淵コンスト
ラクトを破壊株に導入し，表現系の回復を調べた。その結果、得られた機能欠損株は、細胞
集合欠損を示した。また再導入株の表現型は野生型に復帰した。これらの結果は、細胞集合
欠損の原因遺伝子がa缸嬲・であることを強く示唆している。
  ノーザンプロッ卜法で皿ぬな召の発生過程における発現パターンを検討した。細菌を餌と
して2員培養後に発生させた場合、夙を嬲m恥弧の発現は細胞集合期からタイトマウンド
期までみられた。無菌液体培地で培養後に発生させた場合は、0時間目の増殖期から12時
間目のタイトマウシド期まで一定レベルで発現が確認された。この結果D．庇嬲mRNAは通
常細胞集合期に特に発現すること、そして無菌液体培地では増殖期から発現誘導されるこ
とが判った。
  肌をd聡mRNAが細胞集合期に顕著に発現することから，集合期に発現するマーカー遺伝
子の発現パターンをDあ嬲欠損株で解析した。Dあ嬲欠損細胞ではcAMPのパルスによっ
て誘導されるmの発現がなくなっていた。また，cAMPのパルセイションに関わる遺伝子
であるcyclicIAMPmcep卿1（cロrA冫や細胞内cAMPの標的となるcAMPdependentpro・tein
bn認e（pぬOの発現はみられた。しかしながら、ATPからcAMPを作るadenyIcyclase（ロcnA）
の発現は完全に消失していた。この結果から夙たd聡一完全欠損細胞では，舛nAの発現が消失
することによりcAMPパルスが発生せず，その結果として集合不全の表現型を示すと考え
ら れ ， そ し て 舛 鮒 の 発 現 に 仇 た 嬲 が 深 く 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

  TaggmgbyTerminator‐REMIOf

DeVelopmentalGeneSlnDZCfy〇S彪ZZ勿ケ九

    （Terminator・REMI法による細胞性粘菌の

    発生に関わる遺伝子のタギング）

  モデル生物である細胞性粘菌ではcDNAゲノムプロジェクトが進行し、遺伝
子の7割以上がカタログ化されている。従い、遺伝子配列情報は蓄積している
が、機能解析は遅れている。機能解析を格段に進めるために効率の良い挿入変
異体作成法を確立して、大規模の機能解析を進める方法が強く求められている。
  本研究では、プラスミド挿入近傍の配列決定が容易で、かつ遺伝子自体への
挿入確率の高いポリAトラップ法を粘菌に適用した。この方法の基本は、ポリ
A付加配列を欠いた挿入ベクターを用いることにある。このべクター内の選択
マーカー遺伝子の発現は、ゲノムに挿入後、下流に転写終結配列がある場合に
のみ、転写終結が正常に起こると考えられる。生じた転写産物は、3’rapid
amplification ofcDINAends（RACE）法により簡便に増幅され配列決定することが
できる．本研究の解析において融合転写された下流配列の40％においてポリ
A付加配列が見っからなかった。そこで，今回の方法をt開mnatOI．－RDm法と
名付けた。
    本論文で得られた結果は3つにまとめられる。1）ポリAトラップ法を粘
菌に適用して，ポリAトラップ法の原理が再現できるか確認した。2）本法に
より約2万の形質転換体から発生に異常を示す148変異体を単離した。3）変
異体のーつm093クローンの遺伝子は腕をd絡であり，この遺伝子が粘菌の集合
に関わる事を示した。
  1）ポリAトラップ法を粘菌に適用して、ポリAトラップ法の原理が再現
できるか確認した。ノーザンプロット法によりm恥浪を検出し、任意に選んだ
8クローンの全てに発現が認められた。2）約2万の形質転換体から発生に異
常を示す148変異体を単離し、挿入近傍配列を決定した。トラップされた3’配
列の長さは21畑から346bpで平均122bpだった。得られた148個の変異クロ
ーンは変異形質から15のクラスに分類された。挿入を受けた標的DNAの近傍



には原因遺伝子があると推測される。しかし，挿入突然変異誘導法において大規

模な欠失があることが再三指摘されてるが、実体が不明である。そこで、19

個の変異体から挿入プラスミドに隣接するDNAを含む19個のプラスミドDNA

をプラスミドレスキュー法で回収して，挿入部位に隣接する両端のDNA配列
を決定し，両者が連結するか否か検討した。その結果47%にあたる9クローン

でゲノムの欠失が確認された。次に、ゲノムに欠失のなかった5クローンから
プラスミドを回収し、野生株に導入し遺伝子破壊実験を行った。その結果、遺

伝子破壊株はそれぞゎ当初に得られた表現型を示した。3）次に、変異体m093の

機能について解析した。m093憾集合不全を示す変異体として単離された。こ
の原因遺伝子は、サイクリン依存性カイネースのーつcdk8に高‾ゝ相同性を示し、

380個アミノ酸残基からなるタンパク質をコードしていていた。この遺伝子は
ヒト、ショウジョウパェ、出芽酵母のcdk8相同遺伝子にアミノ酸レベルで約459ro

で一致してい た。そこで、今回得られた遺伝子をDdcdk8と名付けた。
  原因遺伝子がDdccnt8であることを示すためにニつの実験を行った。第一に

Ddc醍君カイネース領域の中央部にマーカーを挿入した破壊用プラスミドを構築

し、相同的組換えによる遺伝子破壊をおこなった。第二にプロモーター配列900
坤を含むAをd始コンストラクトをc嬲遺伝子破壊株に導入し，表現型の回復

を鍜べた。その結果、破壊株では、細胞集合欠損を示し、再導入株では野生型
への復帰が見られた。これらの結果は、細胞集合不全の原因遺伝子がAを嬲

であることを強く示唆している。
  ノーザンプロット法でnぬ嬲の発生過程における発現パターンを検討した。

Aめ嬲mRNAの発現は細胞集合期に高い発現をしめした。そこで、集合期特
異的なマーカー遺伝子の発現パターンを解析した。cAMPパルスの発生に必須

の遺 伝 子で あるcycHやAMP撒卻 ぬ1や細胞内 ć ｀ MPの標的である nMP

d叩ぬdentp鰄n蚰搬eAの発現は欠損株でもみられた。しかし、dMP合成酵
素であるad伽ylylcyd孅の発現は完全に消失していた。この結果，Aぬぇ囎欠損

株では，舛鮒の発現が消失することにより餌MPパルスが発生せず，その結果
として集合不全の表現型を示すと考えられた。また、ロc甜の発現にAた嬲が

深く関与することが示唆された。
よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと

認める。


