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論文内容の要旨

本論文は，生物の新しい育種法である染色体工学の確立を目的として，味噌，醤、油醸造酵母Zygosa -

ccharomyces rouxii 由来プラスミド pSR1 の部位特異的組換え機構を解明し 乙の機構を利用し

て酒類の醸造あるいはパン製造に使用される酵母 Saccharomyces cerevisiae の染色体改変技術の

開発を行ったものである。

第 1 章は緒論であり，本論文の研究を始めるに至った背景，研究の意義ならび1と本論文の概要について

述べている。

第 2 章では. pSRl プラスミドの分子内組換え機構について明らかにしている。 p S Rl プラスミド

は環状二重鎖 DNAで，分子内に一対の逆向き反復配列をもち，乙の部分を介して分子内組換えを行う。

まず，逆向き反復配列に変異をもっ pSRl プラスミドの組換えと変異部位の挙動をS. cerれJZszae 細胞

内で調べ，組換え部位を 5 8 塩基対 (bp) 配列内に限定している o また，変異部位は組換えに伴う遺伝

子変換により，両反復配列が完全に同一配列になることを指摘している。次に，乙の分子内組換えが大腸

菌細胞内でもR遺伝子を発現させる乙とにより起る乙とを示し，分子内組換えはR タンパクのみの触媒作

用で行われる乙とを示唆している。さらに，部分精製した R タンパクが，組換え部位内に存在する 14 bp 

の逆向き反復配列とそれに続く 4 個の同じ 14 bpの反復配列に結合する乙とを示している。以上の結果に

もとづき，分子内組換え機構の分子モテ、ルを提案している。

第 3 章では，第 2 章の結果から示唆された pSRl プラスミドの部位特異的組換えを利用した染色体改

変の可能性について検討している。ぶ cerevisiae 染色体上の 2 か所に組換え部位 DNAを組込み，ガ

ラクトース代謝遺伝子フ。ロモータ一部の下流rc.R 遺伝子を連結したプラスミドを使用して， R タンパクを
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生産させると，染色体上に欠失あるいは逆位，非相同染色体聞の交文などの染色体異常を，高瀕度で誘発

できる乙とを明らかにしている。

第 4章では，第 2 章と第 3章の研究結果について総合的な考察を行うとともに，研究結果を要約してい

る o

論文の審査結果の要旨

現在の遺伝子工学技術では，操作可能な DNA のサイズが小さく，育種形質が不安定で‘あるなどの欠点

があり，代謝系を構成する多数の遺伝子を担う巨大 DNAを操作する乙とは不可能である。そ乙で，染色

体レベ‘ルで、の遺伝子操作を可能とする染色体操作技術の開発が望まれている。本論文の研究は，酵母プラ

スミドに備わっている分子内組換えの機構を解明し， 乙の組換え系を染色体操作に応用することを目的と

しているo その成果を要約すれば次の通りであるo

(1) Zygosaccharomyces rouxi i 由来プラスミドは，宿主細胞の増殖中 IL，一対の逆向き反復配列

を介して分子内組換えを行う。乙の組換え部位の塩基配列を 58 bp 内に限定し，乙の組換えがpS Rl 

プラスミド自身lζ コードされるR タンパク Iζ触媒される，部位特異的組換えである乙とを明らかにして

いる。

(2) 逆向き反復配列の一方 lと生じた変異配列が，分子内組換えに伴って起る遺伝子変換により，互いに全

く相同な配列 lと戻る乙とを発見しているo

(3) 乙れらの現象を考慮して，プラスミドの分子内組換え機構として 特異な部位特異的組換えモデルを

提案している。

(4) p S R 1 プラスミドの部位特異的組換え系を利用した異種酵母 Saccharomyces cerevzszae の

染色体の改変方法を考案し，染色体上に大きな欠失あるいは逆位を導入し，非相同染色体聞の交叉を高

頻度で誘発することに成功している。

以上のように，本論文は，プラスミドの組換え機構を解明し，乙の組換え系を利用した染色体改変技

術の開発lとより.酵母は勿論，その他多くの生物種に対して.新しい育種技術を提供するものであり，

基礎生物学の進展に寄与するところも大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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