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論文内容の要旨

(目的)

ヒトの唾液腺型アミラーゼ，捧臓型アミラーゼ遺伝子の上流には，内在性レトロウイルスの LTR が

ある。ヒト全ゲノム DNA を EcoR 1 等の制限酵素で完全消化して，乙の LTR をプローブとしたサザン

ハイブリダイゼーションを行なうと，数百本のバンドを認める。本研究は，それらのバンドがいずれの染

色体に由来するのかを調べ，各染色体に固有のバンドのパターンを決定し，ヒト染色体の識別を行なおう

とするものである。また，げっ歯類の培養細胞中にヒト染色体が 1 本だけ含まれる雑種細胞は，細胞生物

学，分子生物学などにおいて極めて貴重な研究材料となっている。げっ歯類の全ゲノム DNAを用いてサ

ザンハイブリダイゼーションを行なってもまったくバンドは検出されない。そのため得られたバンドはす

べて雑種細胞中のヒト DNA 由来のものである。バンドのパターンを比較することにより，そのような雑

種細胞に含まれるヒトの染色体を検討することができるという応用例も示したい。

(方法)

1. ヒト染色体の調製と単離

コノレセミドあるいはノコ夕、、ゾーノレ処理をした正常核型を示すヒトリンパ芽球様細胞株を用いてポリア

ミン・ジギトニン法を行なう。調製された染色体試料をHoechst 33258 , Chromomycin A3，-で二重

染色し，デュアノレレーザー方式のセルソーターにより分離・分取する。

2. 各染色体に固有のバンドのパターンの同定

単離された染色体から DNAを抽出して制限酵素で切断し，ヒトのアミラーゼ遺伝子上流にある内在

性レトロウイルスの LTR をフ。ローブとしたサザ、ンハイブリダイゼーションを行なう。酵素は， EcoR 1 
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を選んだ、。乙の際，ヒト全ゲノム DNA に対しても同じ操作をして，各染色体で得られたバンドと対応さ

せる。

3. げっ歯類の培養細胞中にヒト染色体を l 本だけ持つ雑種細胞におけるヒト染色体の検討

このような雑種細胞の全ゲノム DNA に対して同様なサザンハイブリダイゼーションを行なう。得ら

れたバンドはすべてヒト DNA 由来のものであるから，バンドのパターンを比較する。

(成績)

1. 各染色体に固有のバンドのパターンの同定

18-22番染色体について行なった。明瞭なバンドとして認められる数は，いずれの染色体も10本前後

(例えば， 19番は11本， 21番は 9 本， 22番は 9 本)である。これらのバンドは 2Kbから数10Kb の範囲に

分布し，分布のパターンは染色体ごとに異なっていた。近接したサイズのバンドが群をなした分布を示す

染色体もあれば，比較的均等に分布するものもある。濃いバンドも混在しており，その数もサイズも染色

体lとより異なる。バンドが濃いのは，コピー数が多いためか近接したサイズのバンドが多数集中している

ため，あるいは，相向性の違いと推察される。

2. げ、っ歯類の培養細胞中にヒト染色体を 1 本だけ持つ雑種細胞におけるヒト染色体の検討

5 番染色体， X染色体をげっ歯類の培養細胞の中に 1 本だけ持つ雑種細胞で=検討した。いずれの染色

体についても，独立に樹立された 2 つの細胞株を比較した。制限酵素は EcoR 1, BamH 1, Hind mの 3

種選んだ、。いずれの染色体に関する雑種細胞株でも，それぞれ，たかだか 3 本のバンドの違いがあるのみ

であった。

(総括)

1. デュアノレレーザー方式のセノレソーターを用いて単離された特定染色体から DNAを抽出して，制限酵

素EcoR 1 で切断後， ヒトの内在性レトロウイルスの LTR をプロープとしたサザ、ンハイブリダイゼーシ

ョンを行なうことにより， 18-22番染色体について固有のバンドのパターンを得た。

2. 乙の方法は，げっ歯類の培養細胞の中にヒト染色体を 1 本だけ持つ雑種細胞におけるヒト染色体の検

討に有用であることを示した。

論文の審査結果の要旨

ヒトのゲノム中には数百コピー存在するような内在性レトロウイノレスの LTR がある。本研究は，乙れ

らの LTR を染色体上の特定領域へ位置づける方法を示したものである。乙の方法により，ヒトのある種

の癌や遺伝病などの疾患あるいは細胞分化などにおいて，内在性レトロウイルスがどのように関わってい

るかを染色体レベルで解き明かす有力な手段となり得る可能性が示され，また，ヒト染色体を少激含むげ

っ歯類の細胞におけるヒト染色体を検討することにも応用できることも明らかにされた。

乙れらの知見を基に，染色体研究の発展が大いに期待されるので，本研究は博士論文として値あるもの

である。
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