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論文内容の要旨

〔目的〕

全遺伝子の塩基配列とそのゲノム上における配置は生命現象を全体として理解するために不可欠な情報である。近年

の DNA シーケンサをはじめとする塩基配列解析技術の進歩により cDNA 断片の大規模な塩基配列解析が可能にな

り，なかでも 3' 末端部分のヒト cDNA クローンの大量かっ系統的な解析は，遺伝子の各臓器・組織における発現の状

態を明らかにしつつある。本論文は，この 3' 末端部分ヒト cDNA クローンがもとの遺伝子と一対ーの関係を持つマ

ッピングに適した材料であることに注目し，この cDNA クローンの染色体への大量マッピングの方法を確立し遺伝

子のゲノムにおける分布を調べ，さらに遺伝子の発現や機能との関係を探ることを目的とした。

〔方法ならびに成績〕

前骨髄性白血病由来細胞 HL60 をジメチルスルホキシドで刺激して得られた好中球様細胞から平均長260塩基の 3'

末端部分 cDNA ライブラリーを調製し，約 1000 クローンについて塩基配列解析を行った。得られた cDNA 塩基配

列の相同性を調べ，分類した後， DNA データベース中に類似配列の登録がなく新奇遺伝子と考えられる 714 クローン

から任意の 195 クローンを選択し， PCR (Polymerase Chain Reaction) 用プライマー組を設計，合成した。プライ

マーの長さは 20 -24mer，解離温度 Tm の範囲は 38 -53
0

C，プライマー間およびプライマー内の相補塩基対は最大

3塩基， PCR 産物の平均長は約90塩基である。 PCR プライマーの設計にはオリゴヌクレオチド設計支援ソフト OLlGO

を使用し，その運用を含めたデータ処理はコンビュータを用いて自動化した。各ヒト染色体一本を含むマウスまたはチ

ャイニーズ、ハムスター雑種細胞 DNA を鋳型 DNA として PCR を行った。 PCR 産物の検出は，大量処理に必要な操

作性とゲノム DNA 鋳型にした PCR における少ない増幅産物量を考慮し，非変性ポリアクリルアミドゲル中で電気

泳動分離した後，エチジウム染色を行い，高感度な蛍光イメージアナライザー (FMBIO) で検出する方法を考案した。

染色体の番号は期待される増幅産物の有無により決定した。

染色体マッピングの結果は以下のとおりである。 191 クローンについてヒトゲノム DNA を鋳型とするコントロー

ル反応において設計長どおりの増幅産物が得られ，プライマーの動作が確認できた。うち 155 クローンについては染色

声
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体に同定できた。各染色体にマップされた cDNA クローンの数は染色体 l から 22， X, Yの順に 21 (6) , 19 (8) , 14 

(6) , 8 (3) , 9 (4) , 12 (5) , 5 (1), 5 (4) , 8 (4) , 7 (5) , 9 (3) , 12 (6) , 10 (3) , 6 (3) , 6 (5), 8 (4) , 16 (7) , 

3 (3) , 7 (4) , 14 (6) , 3 (1), 11 (7) , 8 (4) , 3 (3) (括弧内は複数の染色体にマップされたクローン数を示す)で

あった。単一の染色体にマップされたものの総数は 119 クローンである。また， 34 クローン (18 %)については，雑

種細胞のバックグラウンドである，マウスまたはチャイニーズ、ハムスターのゲノム DNA からヒトと同一長の PCR

産物が得られ，これら種間における遺伝子の 3' 末端領域の保存の程度が示された。複数の染色体にマップされたクロー

ンは各臓器・組織における発現のレベルが高い傾向にあった。また，単一の染色体にマップされたクローンと複数の染

色体にマップされたクローンの発現頻度の比は各臓器・組織毎に異なり?未分化の細胞ほど複数の染色体にマップされ

たクローンの発現頻度が高いことがわかった。したがって，複数の染色体上にある遺伝子は，細胞の基礎的な機能に関

与している可能性が高い。

〔総括〕

ゲノムプロジェクトにおける大規模解析に適した PCR を用いたヒト cDNA の染色体マッピングの方法を確立し，

155の遺伝子の位置する染色体を決定した。その結果，ゲノム上の遺伝子の分布は均一でなく，特に染色体 17， 20およ

び 22番の遺伝子密度が平均の 2倍以上高いことを見出した。複数の染色体にマップされた遺伝子は多数の臓器・組織

において発現頻度が高い遺伝子である場合が多く，遺伝子の分布と機能には相関があることが明らかとなった。また，

設計したプライマー組の 97%は期待される長さの増幅産物を与えたことから，イントロンが遺伝子の 3' 末端領域に存

在する確率が非常に低いことが判明した。

論文審査の結果の要旨

本論文はゲノムプロジェクトにおける大規模解析に適した PCR によるヒト cDNA の染色体マッピングの方法を確

立し， 155 の遺伝子の位置する染色体を決定したものである。その結果，ゲノム上の遺伝子の分布は不均一であること

を見出し，また複数の染色体にマップされた遺伝子は多数の臓器・組織において発現頻度が高く，遺伝子の分布と機能

には相関があることを明らかにしている。さらに，イントロンが遺伝子の 3'・末端領域に存在する確率は非常に低いこ

とを示したものである。

以上の論文内容は，ゲノム解析における新しい方法及び知見を見出したものであり，学位授与に値するものと認める。
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