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第1章 緒論

　原生動物繊毛虫類エ魍は、通常機能の異なる2っの核（小網、大回）

を持つ単細胞真核生物である。小核は有性生殖において機能する生殖核であり、

大核は栄養増殖期において主たる遺伝子発現の場としての栄養核として機能する。

ゲノムの大きさは、小核が2倍体（diploid）であるのに対し、大垣は倍数体

（polyploid）である。接合の過程で大引は消失し、その後志核の1つから内核が

新生する。早撃から大核が形成される過程で、小核に含まれる遺伝子複雑度

（genomic　complexity）の80～90％が大核に残り、10～20％の複雑度が

失われる（1）。一方、大罪に含まれるDNA量は小核に比べ約20倍あり、

rDNAの様な特異的増幅を除いては各遺伝子が一様に増えていると考えられて

いる（2、3）o

　原生動物繊毛虫類の一（4）、旦越（5、6）、」幽（7、

8）、Glaucoma（9）などでは、大核中のDNAは比較的短い断片となっており、

各断片には1ないし数個の遺伝子がコードされていることが知られている。これ

らの断片（gene－sized　fragmentと呼ばれる）の末端（テロメア）には、6塩基程

度の単純な配列が繰り返されており、染色体の維持または正確な複製において機

能していると考えられている。テロメアの繰り返し配列は、Tetrahymena（10、

14）、p」迦旦（11）、Glaucoma（9）、一　（12）、髄

（11）、一（13）、Paramecium（14）、細胞性粘菌｛輝国

（15）、Dict　ostelium（16）｝、一（17）などにも見い出されてい

る（表1）。上記の下等真核生物以外では、最近ヒトの染色体の末端（テロメア）

にもTTAGGGの配列が同様に繰り返されていることが報告され（18、19、

20）、テロメアにみられる繰り返し配列が真核生物全般に共通した構造であり、
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染色体において非常に重要な機能を持つことが示唆された。テロメアの繰り返し

配列は、小核が大核へ分化する際に断片化したDNAの末端に付加され、この付

加反応にはRNA・タンパク質複合体が関与していることが報告されている（21、

22）。

　一のリボゾームRNA遺伝子（今後、本論文においてrDNAと呼

ぶ）は、大仰の周縁部に分布している核小体に含まれているが、馬革の他のゲノ

ムDNAから遊離しており分子量が12．6×106（約20kb：1kb＝1，000

塩基対）の非常に短い線状DNAとして存在する。この線状DNAは、中心に対

して二回転対称な回文構造（パリンドローム）を有しており、リボゾームRNA

（rRNA）をコードする領域2っを対称に有する（図1）（23、24、25）。

rDNAのテロメ．アにはCCCCAAの6塩基が繰り返されている（10）。小核

にあるrDNAはゲノムDNAに組み込まれていて、半数体（haploid）当り1コ

ピー存在する（26）。小核から大核へ分化する過程で、rDNAは小核ゲノムか

ら切り出された2っのrDNA断片が結合して回文構造を作ると考えられている

（27、　28）　o

　Tetrahmena　rDNAからの一次転写産物は、35SリボゾームRNA前駆体

（35Spre－rRNA）であり（29、30）、35Spre－rRNAはプロセッシン

グ（processing）を経てリボゾームを構成する17SリボゾームRNA、5．8S

リボゾームRNA、26S』リボゾームRNAになる（31）。各rRNAは35S

pre－rRNA上に5’側から17SrRNA→5．8SrRNA→26SrRNA

の順にならんでいる。17SrRNAと5．8SrRNAの間および5．8SrR

NAと26SrRNAの間には、内部転写スペーサー領域からの転写産物が位置

している。35Spre－rRNAの転写開始点は回文構造の中心（対称軸）に近い

部位にあり、35Spre－rRNAはrDNAの末端に向かって転写される（32）。

＿一、ユー遡では26SrRNA遺伝子
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に介在配列（IVS：工nte理ening旦equenceの略）があり、これは一度転写され

たのちプロセッシングの過程でセルフ・スプライシング（self－splicing）により

除かれ、成熟26SrRNAとなる（33、34）。ユー魍の26

SrRNAについて変性条件下でポリアクリルアミドゲル電気泳動を行うと、分

子のほぼ中央付近に切断が生じていることを示すバンドが検出される（31、35）。

この現象はhidden　breakと呼ばれ、カイコ、ショウジョウバエなどでも見出され

ている（36、37、38）。

　真核細胞における遺伝子発現調節を調べる上で、クロマチンの構造と機能の関

係は一つの重要な視点である。一般的には写遺伝子はゲノム中に組み込まれてい

るために、全遺伝子を含むクロマチンを用いて特定の遺伝子の発現調節を調べる

ことは遺伝子の複雑度のため有効でない。一方、エーの核小体は前述し

たようにrDNAのみによって構成されており、他の遺伝子クロマチンから遊離

している。しかもrDNAそのものは約20kbと極めて短い断片でありrRN

Aをコードする領域が2っだけという単純な構造であるうえ、rDNAは全DN

A量に対して2％を占める一あで他の遺伝子と比べて量が多い（2）。従って核小体

を単離し、機能が既知のrDNAの単一遺伝子クロマチンを高純度に単離するこ

とができれば、クロマチンレベルでの遺伝子発現の研究にとって非常に有利な系

となる。そこで、一の持つこの利点を生かしTetrah盈ena　I三二

formisGL株（無小二丁）の核小体及びrDNAを実験系として研究を進められ

ている。工．魍GL株の核小体の単離法は東中川らにより確立されており、

DNAのレベルでほぼ100％の純度で比較的容易に核小体を単離することがで

きる。一方、ユ＝．p迦GL株の細胞抽出液及び核抽出液を用いた1」1　vitro

転写系が確立され（40、41）、転写開始点及びその上流（5’側）を含むKpnI－

Hind皿断片のクローン化DNAを鋳型として転写させた場合、　in　vivoでの転写

開始点と同じ部位から転写が開始されることが分かっている（41）。現在、この
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エ旦vitro転写系をもちいてプロモーター（転写調節領域）及び転写調節因子の検

索が進められている。

　一方、遺伝子の本体であるDNAの一次構造つまり塩基配列を知ることは、遺

伝子発現調節の研究にとって最も基礎的かっ重要なことである。前述のように

エーrDNAは一に極めて特徴的な構造がみられると同時に

テロメアのように真核生物に共通すると思われる構造をもち、生物における特異

性と普遍性の2面性が顕著に示される極めて興味深い実験系であり、したがって

一rDNAの全塩基配列を決定し解析することは極めて有意義なこと

と考える。そこで、本論文においてユー　riformisGL株のrDNAの

回文構造の中心から約200塩基離れているKpnI部位から末端（テロメア）

（図4、図8）までの塩基配列を決定し、決定した塩i基配列についてその性状を

多面的に解析した。一方、近縁種問の遺伝子についてvその転写調節領域及び転

写領域を含めた塩基配列を比較した例は希なことであるが、今回2種のTetra一

瞳についてrDNAのほぼ全領域での比較検討が可能となった。ここでは今

回決定したユ＝．rifomisGL株rDNAの塩基配列と一thermo一

曲B株rDNAの塩基配列（J．Engbergより提供を受けた未発表データ）と

を用いて比較検討した。さらに、26SrRNAのhidden　break部位を今回決定

したrDNAの塩基配列上に予想しその部位に見られる構造を検討した。
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第2章 材料と方法

1．ユ迦　riformis　GL株のrDNAクローン

　エ．．幽GL株のrDNAの塩基配列を決定するたあ次の2っのクローン

を用いた（図2）。

　①pTpr4……rDNAのHind皿分解で得られる4kb断片をプラスミドベ

　　　　　　　　クターpBR322のHind皿部位に挿入したクローン（42）。

　②pTprKT……rDNAのKpnI部位から末端までを含む約9。8kb断片を

　　　　　　　　クローンpTpr14S（41），のベクター部分に連結して作製した

　　　　　　　　クローン。連結反応は、HindIII部位と9．8kb断片の末端

　　　　　　　　（テロメア側）を平滑末端にしてから行った。

上記pTpr4、pTprKTは三菱化成生命科学研究所発生生物学研究部東中川徹博

士より供与されたものである。

2．塩基配列決定のためのサブクローンの作製

（1）サブクローン

　塩基配列を決定するためにpTpr4及びpTprKTより種々の長さの欠失クロー

ンを作製した。三三クローンの作製はエクソヌクレアーゼ皿（Exo皿）分解を

利用する　uni－directional　deletion法（43、44）に従った（図3）。uni－

directional　deletion法を適用するためにpTpr4及びpTprKT由来のrDNA

断片をプラスミドpUC19（44）のマルチクローニング部位へ挿入し、クローン化
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した。以下に作製した各サブクローンについて述べる（図4、図5）。

①pRN｝14K、　pRNH4Kr

　　pTpr4由来のrDNA断片（4kb）をpUC19のHind皿部位に挿入したもの。

　pRNH4KとpRNH4Krとは、挿入の向きがベクターに対して互いに逆にな

　っている。17SrRNA、5．8SrRNA、26SrRNAの5’側に相当
　　　　　　　　　　　亀

　する領域を含む。

　②pRNB2K、　pRNB2Kr

　　pTprKTをBamHI切断して得られる2kb断片をpUC19のBa侃H　I部位に

　挿入したもの。pRNB2KとpRNB2Krとは、挿入の向きがベクターに対し

　互いに逆になっている。26SrRNAの3’側に相当する領域と転写終結点を

　含む。

　③pRNB15K、　pRNB15Kr

　　pTprKTをBamH　I切断して得られる1．5kb断片をpUC19のBamH　I部位

　に挿入したもの。pRNB15KとpRNB15Krとは挿入の向きがベクターに

　対して互いに逆になっている。3’側非転写スペーサー領域を含む。

　④pRNKS
　　pTprKTをKpnIとSacIで、切断して得られる3kb断片をKlenow酵素を用

　いて末端を平滑にした後、pUC19のSmaI部位に挿入したもの。5’側非転写

　スペーサー領域、外部転写スペーサー領域、17SrRNAの5’末端付近に相

　回する領填を含む。

　⑤pRNSEND
　　pTprKTをSacIとPstIで切断して得られる1．4kb断片をpUC19の

　SacIとPstI部位の間につなぎ、クローン化したもの。3’側非転写スペーサ

　一領域とテロメアの末端を含む。このサブクローンには、rDNAの一部の他

　に、プラスミドpBR322の一部（EcoR　I－pstI断片：約0．7kb）が含まれ
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　ている。

　⑥pRNHcH

　　pTprKTをHind皿とHincHで切断して得られる1．5kb断片をpUC19を

　HindIHとHincn部位の間に挿入したもの。　pRNB2KとpRNB15Kの

　rDNA部分の接続点（BamHI部位）を含む。

以上サブクローンの作製においてはNilesとJainが報告しているT．　riformis

GL株rDNAの制限酵素地図（32）を参考にし、図4に今回使用した制限酵素

についてその切断部位を示した。

（2）サブクローニングの方法

　サブクローニングのためのベクターとしてpUC　19を用いた。約1～2メgの

pUC　19のマルチクローニング部位を適当な制限酵素で切り、直鎖状にした後エ

タノール沈澱（1／10容の1．OMNaC1、2～2．5倍容のエタノールを加え

転倒混和後ドライアイスで5分間冷却し、16．000rpm、4℃で10～20分

間遠心した。以下同様）にて回収した。真空乾燥（軽くエタノールをとばす程度）

後、10～20μ1の0．1MTris－HC1，pH8．0で溶かした後、大腸菌由来

のアルカリホスファターゼ0．1単位を加え37℃で30分間反応させた（この処

理はサブクローニングにおいて直鎖状pUC　19が、自己連結してしまうのを防ぐた

めに行った）。フェノール：クロロホルム抽出（フェノール：クロロホルム混液

（後述）を等容量加え室温で約1分間激しく混和した。以下同様）、エーテル抽出

（ジエチルエーテルを等容量加え室温で数十秒間激しく混和したのちエーテル層

を除いた）によりアルカリホスファターゼを除き、エタノール沈澱の後真空乾燥

し、沈澱を10～20μ1の10mMTris－HCI，1mMEDTA2Na，pH7．5

（TE溶液）に溶かした。

　連結反応に先立ってDNAの量を確認するために、　pTpr4またはpTprKTの
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分解産物と直鎖状pUC　19とを同時に0．8％アガロースで電気泳動した。臭化エ

チジウム（EtBr）で染色し、紫外線（302nm）で励起発色させてrDNA断片

と直鎖状pUC　19の量比をバンドの蛍光強度を目で見て確かめた。連結反応では

rDNA断片と直鎖状pUC19の量比が1：1～2：1になるように、またDNA

量は全体として100～200ng以下になるようにした。連結反応には、宝酒造

のライゲーションキットを用いた。DNA溶液（rDNA断片と直鎖状pUC19を

各々100ng以下を含む溶液）1～3μ1に対し、ライゲーションキットのA液

を4倍量（4～12μ1）、B液（T4リガーゼを含む溶液）を1～3μ1（DN

A溶液と同量）を加え、12～16℃で10～12時間反応させた。反応溶液を

1～2μ1取り、10～20μ1の大腸菌Escherichia　coliJM109コンピテン

トセル（1～2×109bacteria／m1（宝酒造））と混合し形質転換した。形質転換

した後、アンピシリンーLB寒天旧地（後述）上に菌液を広げ37℃で10～12

時間静置培養した。菌液を広げるときに、20μ1の25搬g／副X－gal（後述）

と50μ1の0．1MIPTG（後述）を同時に広げた。この時に見られるコロニー

の色は白色または青色であり白色コロニーを作る菌はrDNAが挿入されたpUC1

9で形質転換されたものであり、この白色コロニーからプラスミドを調製し目的

のサプクローンを検索した（プラスミドの調製については後述する）。調製した

プラスミドは、制限酵素で切断しフェノール：クロロホルム抽出で除タンパクし

た後、0．8％アガロース電気泳動で分析した。得られた泳動像と各バンドの易動

度より目的のrDNA断片が挿入されたものかどうか確めた。

3．形質転換

1～2μ1の連結反応液と10～20μ1の旦．亜JM109コンピテントセル

一8一



（宝酒造）を混合し、氷中に30分間静置した。次に42℃で45秒間加温の後、

速やかに氷中に戻した。1～2分後に室温に5分間静置した後、200μ1のSO

C倍地（後述）を加え、パラフィルムで密閉し37℃で1時間振とう培養した。

菌液をアンピシリンーLB寒天培地上に広げ、37℃で一晩（10～20時間）静

置培養した。

4．　プラスミドの調製（アルカリ法）

　プラスミドの調製はアルカリ法（45）に従った。

（1）　培養

　サブクローニング及び欠失クローンの作製の際の確認においては、1～3mlの

しB倍地で培養したE．coli（形質転換菌）からプラスミドを調製し、塩基配列決

定に使うプラスミドは5mlのしB倍地で培養したE．coliから調製した。　LB培地

には培養直前に、50mg／m1のアンピシリンをLB培地1m1当り1μ1加えた。コ

ロニーを楊子の先で拾い上記培地に植え継ぎ振とう培養（37℃、一晩）した。

（2）　アルカリ法

　1．5皿1エッペンドルフチューブに1～1．2m1の菌液を入れ10，000rpm

（マイクロ遠心器（久保田））、1分間遠心し菌を集めた。なお塩基配列決定の場

合は1っのクローンにつき2本のチューブを使った。上清を除いた後100μ1ず

つリゾチーム溶液（後述）を加え微量ピペット（ピペットマン（P－200））のチ

ップの先で菌をほぐしてから軽くピペッティングした。室温で5分間放置した後、

200μ1ずつアルカリSDS溶液（後述）を加えキャップを閉めて2～3回転

倒混和した。氷中に5分間静置し、次に5M酢酸カリウム溶液，pH　4．8を150

μ1ずつ加え2～3回強く転倒混和した。氷中に5分間静置した後、16，000
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rpm（小型冷却遠心器（サクマ〉）、4℃で5分間以上遠心し上層を別のチューブへ

移し、900μ1のエタノールを加えた。5分間、室温に置いてから16．000

rpm、室温で5分間遠心した。上清をアスピレーターで除き、沈澱をTE溶液に溶

かした。塩基配列決定の場合は100μ1のTE溶液に、その他は　20～30μ

1のTE溶液に溶かした。サブクローニングと欠失クローン作製の時のプラスミド

の確認では、20～30μ1のプラスミド溶液から1～3μ1取り制限酵素で切断

した。

（3）塩基配列決定用のプラスミドの調製

　塩基配列決定用のプラスミドの調製はさらに次のように行った（47）。上記

（2）で得られた各クローンのプラスミド溶液をそれぞれ一本のチューブにまとめた。

2，μ1の50μg／副RNaseA（TypeXII－AあるいはTypelA（SIGMA＞）を加え37

℃で30分間反応させた。フェノール：クロロホルム抽出（ここでは、約5秒間

激しく混和した）を3回以上行い中間層がなくなったところでクロロホルム抽出

（クロロホルム（後述）を等容量加え、約5秒間激しく混和した）を2回行なった。

エーテル抽出（3回）でフェノールを除き、次に3／5容（120μ1）の20％

ポリエチレングリコール（平均分子量；7500（和光一級）），2．5MNaClを

加え十分に混合し子中に1時間以上静置した。16，000r卿、4℃で20分間

遠心した後上清をアスピレーターで完全に除き、真空乾燥後沈澱を20μ1の　T

E溶液に溶かした。

5。uni。directional　deletion法による欠失クローンの作製

　各サブクローンの欠失クローンはエクソヌクレア「三下（Exo皿）によるuni－

directional　deletion法（43、44）に従って作製した（図3）。
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（1）原理

　　①uni－directional　deletion法は次のようなExo皿の3っの特徴を利用した

ものである。

　　　　（a）　2本鎖DNAのうちの1本鎖DNAを3’側→5’側の方向に分解

　　　　　　する。

　　　　（b）　3’突出末端から1本鎖DNAを分解することはできない。

　　　　（c）　分解反応が同調的に進み、分解するDNA分子群の長さを調節し

　　　　　　易い。

　　②塩基配列を決定しようとする挿入DNAと塩基配列決定に用いるプライマ

ーのアニーリング部位との間を2っの制限酵素A（またはA’）、Bで切断する。

A（A’）、Bには次のような酵素を選ぶ（図3（2））。

　　　　　（a）酵素A（A’）には5’突出末端（A）または平滑末端（A’）を作

　　　　　　るもので、挿入DNAに近い部位を切断するものを選ぶ。

　　　　　（b）酵素Bには3’突出末端を作るものでプライマーのアニーリング部

　　　　　　位に近い部位を切断するものを選ぶ。

　　　　　（c）酵素A（A’）、B共にプラスミドDNA上に存在する切断部位が

　　　　　　1ケ所のみであるものを選ぶ。

　　③A（A’）で切断した部位より挿入DNAの2本鎖のうちの1本鎖を3’側

→5’側の方向にExollIで分解する。適当な時間で反応を止める（反応時間を変え

れば時間に応じて、適当な長さの欠失クローンが得られる）。マング・ビーンヌ

クレアーゼ及びKlenow酵素で残った挿入DNAの1本鎖の部分を分解し、　T　4リ

ガーゼによる自己連結反応で組換え体を作り、形質転換して培養の後プラスミド

を調製し目的の長さを持つ欠失クローンを検索する。

（2）実際の実験操作

　以下に実際の実験操作について記す。各種溶液及び酵素には宝酒造のキロシー

　　　　　　　　　　　　　　　　　一11一



クエンス用デリーションキット（後述）を用いた。塩基配列決定用に調製した

5μgのプラスミドを制限酵素A（A’）、Bで切断し、フェノール：クロロホルム

抽出してから水層をエタノール沈澱した。上清を除き真空乾燥後100μ1の

Exom緩衝液に溶かし180単位（1μDのExo皿を加えすばやく混ぜた。37

℃に保温しながら45秒毎に5μ1ずつ取り100μ1のマング・ビーンヌクレア

ーゼ緩衝液へ加えて反応を止め氷中に置いた。Exo皿反応液からこのように10

～20段階に分けて分取し反応を止めた。Exo皿を65℃、5分間で失活させ3

7℃に戻した。50単位（2μ1）のマング・ビーンヌクレアーゼを加え37℃

で30分間反応させた後、フェノール：クロロホルム抽出（1回）、クロロホル

ム抽出（1回）及びエーテル抽出（3回）をこの順に行った。エタノール沈澱の

後、上清を除き真空乾燥し50μ1のKlenow緩衝液に沈澱を溶かし、2単位（1

μ1）のKlenow酵素を加え37℃セ15分間反応させた。エタノール沈澱の後、

上清を除き真空乾燥し10～20μ1のTE溶液に沈澱を溶かした。次にこの溶液

2～5μ1とDNAライゲーションキット（宝酒造（後述〉）のA液とB液を各々

20～50μ1、3～6μ1とを混合し16℃で12～14時間反応させた（自己

連結反応）。75～150μ1のエタノールを加えてエタノール沈澱をした後、プ

ラスミドの検索において欠失クローンの選択効率を高めるため真空乾燥させた沈

澱を制限酵素A（A’）で処理した（この処理は、最初の制限酵素（A（A’）、B）によ

る切断において切断されずに残っているプラスミドDNAを制限酵素A（A’）で直鎖

状にしこの不要なプラスミドによる形質転換の効率を低下させ、その結果として

欠失クローンによる形質転換の効率を相対的に高めるための処理である）。制限

酵素A（A’）の反応後反応液2μ1でE．eoliJM109コンピテントセル（20

～50μ1）を形質転換した。アルカリ法でプラスミドを調製しPvuH（図5）で

切断した後、分解産物を0．8％アガロースゲル電気泳動にかけこの結果得られ

た泳動像を確認し、適当な長さの欠失クローンを選択した（図6）。
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6．　塩基配列決定法

　塩基配列はすべてジデオキシ法（46）により決定した。18μ1のプラスミドD

NA溶液に2，μ1の2NNaOHを加え室温で5分間放置した。次に5M酢酸アン

モニウム，pH　7．4を10μ1及びエタノールを100μ1加えて、ドライアイスで

5分間冷やした。16，000rp盈（4℃）で20分間遠心し上清をアスピレー

ターで除き、さらに800～900μ1の80％エタノールで洗浄したのち真空乾

燥（十分にエタノールをとばし乾燥させた）した。これをdideoxy法の鋳型として

用いた。

　実際には、T7ポリメラーゼ（SEQUENASE（東洋紡））（48、49）を用いたジデオ

キシ法により、全体にわたって2本鎖DNAの両方の鎖について塩基配列の決定

を行った。放射性標識のためには［α一32P］dCTPを用いた。

　T7ポリメラーゼの反応終了後95％ホルムアミド溶液を4／5容加え、90

℃で3分間加熱後氷水により急冷してから7M尿素一6％ポリアクリルアミドゲル

（40cm×15cm×0．3mm）で電気泳動した。泳動は1，500～2，000V

の定電圧で6時間、3時間45分、1時間15分と泳動時間を3段階に分けて行

った。泳動終了後ゲルを濾紙（Whatman　3　MM）に移しサランラップをかぶせて

からゲル乾燥器で乾燥し、乾燥したゲルはX線フィルム（コダックXARまた

はRP）を密着させオートラジオグラフィーを行いバンドを検出した。

　得られた泳動像において、合成されたDNAの2次構造が原因と思われる圧縮

現象（図7①の泳動像の▲で示した部位）が見られ、この部分については相補的

DNA鎖の塩基配列（図7②の泳動像で▲で示、した部位）をもって正しい塩基配

列とした。T7ポリメラーゼによるDNA伸長反応が鋳型であるプラスミドDN

Aの高次構造により阻害されることが1つの原因と考えられる電気泳動の泳動像

の乱れが図7②において△で示した部位（本論文においてこの部位のバンドを
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’extra　band’と呼ぶことにする）に見られた。この現象は頻繁に認められたが別

の欠失クローンあるいは相補的DNA鎖の塩基配列を決定した場合に多くは泳動

像の乱れがなかった。したがって別のクローンを用いたときに泳動像の乱れが見

られない場合、本論文ではその塩基配列を’extra　band’の見られた部位の正しい

塩基配列とした。また、いずれのクローンを用いた場合にも’extra　band9がみら

れ塩基配列が確定できない部位が存在したが、反応基質のdGTPを2’一デオキ

シー7一デアザグアノシン三燐酸（dc7GTP）　（50）に置き換えた反応系により2

本鎖のうちいずれか一方のDNA鎖の塩基配列を読んだところ’extra　band’の見

られた部位全てについてその塩基配列を読むことができ、これを正しい塩基配列

とした。但しdc7GTPを用いた反応系ではDNA伸長反応にはKlenow酵素（7

－DEAZA一シークエンシングキット（宝酒造））を用い反応温度を40～45℃にした。

7．電気泳動

（1）電気泳動用緩衝液

　電気泳動用緩衝液として次のものを用いた。1×TBE；o．1MTris

（TRIZMA　BASE（SIGMA））、0．1Mほう酸（和光特級）、0．02M　EDTA

2Na（和光特級）　（pH8．5）。10×TBE；1MTris、1Mほう酸、

0．2MEDTA2Na（pH8．5）。保存溶液として10×TBEを作っておき、

必要なときに10倍に希釈して1×TBEとした。

（2）0．8％アガロースゲル電気泳動

　0．4gアガロース（AgaroseLO3「TAKARA」（宝酒造））と50m1の

1×TBEを混ぜ、電子レンジで溶かした。水平に置いた適当な大きさのガラス
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板の上に0．5～1mm離してコームを立てておき（これでサンプルスロットを作

る）、溶かしたアガロースをガラス板の上に注ぎ室温で固まらせた。固まったゲ

ルをサブマリン式の電気泳動槽に沈め試料をサンプルスロットに注入し、100

V定電圧で泳動し、泳動時間は予想される泳動像に応じて決定した。泳動終了後約

　100mlの1×TBEまたは水にゲルを移し10μg／m1のEtBrを1～2滴加

え5分間静かに振とうした。水でゲルを洗うことで余分のEtBrを除き、紫外線

ランプ（波長302nmのトランスイルミネーター（UVP社）を用いた）でゲルを照射

してDNAのバンドを検出した。ゲルの写真撮影にはポラロイド667フィルム

または665フィルムを使用した。

（3）ポリアクリルアミドゲル電気泳動（塩基配列決定用）

　塩基配列決定には7M尿素一6％ポリアクリルアミドゲルを用いた。ゲルの作製

法は次のとうりである；尿素（半井、生化学研究用）20g、40％アクリルア

ミド保存溶液（後述）6m1、10×TBE4m1、蒸留水15mlを200～300

m1の三角フラスコに入れ温水（40℃位）で加温しながら混和し、尿素が完全に

溶けたところでアスピレーターで脱気した。10％過硫酸アンモニウム（和光、

電気泳動用）を110μ1とTEMED（N，N，N’，N’一テトラメチエチレンジアミン、

（和光、電気泳動用））を25μ1加え泡立たないように静かに混ぜた後ゲル板に流

し込み、1時間以上重合させてから使用した。40％アクリルアミド保存溶液は

190gのアクリルアミド（半井、電気泳動用）、10gのN，N’一メチレンビスアク

リルアミド（半井・電気泳動用）を蒸留水に溶解し最終容量を500m1に合わせ・

TOYO濾紙（No．1）で1回濾過した後4℃に保存した。
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8．試薬、溶液

　　①フェノール：クロロホルム混液

　フェノール（和光特級）をTE溶液で飽和したものとクロロホルム（後述）を

体積比1：1で混合し、これにヒドロキシキノリン（和光特級）を0。1％になる

ように加えたものを使用した。4℃に保存した。

　　②クロロホルム

　本論文で言うクロロホルムとは、クロロホルム（国産特級）とイソアミルアル

コール（和光特級）を体積比24：1で混合したもののことをいう。

　　③LB培地

　BACTO　TRYPTONE（DIFCO）5g、酵母抽出物（イーストエキストラクト，

（DIFCO））2．5g、　NaC1（和光特級）5gを蒸留水に溶かして最終体積を500

mlに合わせ、2NNaOH：を加えpH7．5位にpH試験紙を用いて合わせた。こ

の後、オートクレーブにより滅菌したものを使った。

　　④アンピシリンーLB寒天培地

BACTO　TRYPTONE（DIFCO）5g、酵母抽出物（イーストエキストラクト，（DIFCO））

2．5g、　NaC15g、を蒸留水に溶解して最終体積を500mlに合わせ、　LB

培地と同様に2NNaOHを加えpH7．5位に合わせた。5～7gBACTO－AGAR

（DIFCO）を加えオートクレーブによって滅菌するのと同時にBACTO　AGARを溶かし

た。培地の温度が50～60℃位（しばらくの間、手で持てる程度）に下がった

ところで50蹴g／皿1のアンピシリン（注射用アンピシリンナトリウム（東洋醸造））

を500μ1加え十分に撹はんした後、速やかにプラスチックシャーレ（90×

15mm（岩城硝子〉）に培地の厚さが3～5mm位になるように注いだ。

　　⑤SOC培地

　形質転換に用いるSOC培地の組成は次の通りである。2％BACTO　TRYPTONE、
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0．5％酵母抽出物、10mM　NaC1、2．5mM　KC1、10酬MgSO4、10

ml　MgC12、20湘グルコース（Mg2＋溶液とグルコースを除いてオートクレー

ブにより滅菌し、あらかじめ0．22μmフィルターを通しておいたMg2＋保存溶液

と2Mグルコース溶液を加えた）。Mg2＋保存溶液の組成は1MMgSO4、1M

MgC12である。

　　⑥リゾチーム溶液

　プラスミドを調製する直前にリゾチーム（生化学工業）5mgを1．2ml

SolutionIに溶かして用いた。ここに記したのは12クローン分のプラスミドの

調製に使う量である。SolutionIの組成は次のとおりである；50mMグルコー

ス、25mMTris－HCI、　10mMEDTA2回目　（pH8．0）o

　　⑦アルカリSDS溶液

プラスミド調製の過程で、リゾチーム溶液で溶菌している間に300μ1の10

％ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）（和光特級）、48μ1の10NNaOH、

2152μ1の蒸留水を混和した。ここに記したのは12クローン分のプラスミド

の調製に使う量である。

　　⑧酵素類

　大腸菌由来アルカリホスファターゼ及び制限酵素類は宝酒造及び東洋紡より購

入したものを使用し、反応条件は宝酒造及び東洋紡の指定する条件に従った。

　　⑨各種キット

　今回使用した反応キットの内容は次のとおりである

　　（a）キロシークエンス用デリーションキット（宝酒造）

　　　　Exo皿緩衝液（50mM　Tris－HC1，pH8．0、　100mM　NaCI、5mM

　　　MgC12、10mM　2一メルカプトエタノール）、マング・ビーンヌクレア

　　　ーゼ緩衝液（40mM酢酸ナト「リウム，pH4．5、100mM　NaCl、2mM

　　　ZnC12、10％グリセロール）Klenow緩衝液（7mM　Tris－HCl，pH
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　7・5・0・1mM　EDTA、20mM　NaC1、7mMMgC12、0．1mMdAT

　P、0．1mMdGTP、0．1mM　dCTP、0．1mMdTP）、エクソヌク

　レアーゼ皿（180単位／μ1）、マング・ビーンヌクレアーゼ（25単

　位／μ1）、Klenow酵素（2単位／μ1）

（b）’SEQUENASE’キット（放射性dCTP用）　（東洋紡）

　　SEQUENASE緩衝液（200胤M　Tris－HC1，pH7．5、100mM

　MgC12、250mM　NaC1）、プライマー（0．5μM）、0．1M

　ジチオトレイトール、ラベリング溶液（7．5μM［dGTP，dATP，

　dTTP］）、ターミナル溶液4種類（80μM［dGTP，　dATP，

　dCTP，　dTTP］、50mMNaC1、8，μMddNTP［G，　A，　T，　C

　のいずれか1っ］，）、反応停止液（95％フォルムアミド、20mMEDT

　A、0．05％プロモフェノールブルー、0．05％キシレンシアノール）

　SEQUENASE（T7ポリメラーゼ）。

（c）7－DEAZAシークエンシングキット（宝酒造）

　　10倍濃．縮緩衝液（70mMTris。HC1，PH7．5、1mM　EDTA、

　200mM　NaC1、70mM　MgC12）、プライマー（0．5μM）、

　dNTP－ddNTP混合液4種類（それぞれddNTPの内1っを含む）、

　チェイス混合液（dATP、dGTP、dCTP、dTTPそれぞれhMを含

　む）、Klenow酵素。

（d）DNAライゲーションキット（宝酒造）

　　反応液としてのA液及び酵素溶液（T4リガーゼ）としてのB液があ

　る。A、　B両液についての詳しい記載がないのでここでは省いた。

⑩その他

（a）X－gal；5一プロモー4一クロロー3一インドリルーβ一D一ガラクトシダー

ゼbの略（Nova　Biochem）。20mg／mlになるようにN，　N一ジメチルホルム
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アミドに溶かした。

（b）ITPG；イソプロピルー1一チオーβ一D一ガラクトシドの略（SIGMA）。

0．1M水溶液にして、一20℃に保存した。

（c）臭化エチジウム；10μg／ml水溶液にして4℃に保存した。染色後の廃

液は塩素系の漂白剤（キッチンハイター）と混ぜて5分以上放置してから

廃棄した。

（d）［α一32P］dCTP；Amersham社より比活性3000μCi／mlのものを

購入した。

（e）EDTA2Na；エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムの略。

（f）その他の一般試薬は和光特級を用いた。

9．　塩基配列の解析

　塩基配列のコンピューター解析にはソフトウェア開発株式会社のSDC－GEN

ETYX遺伝情報処理ソフトウェアを用いた。以下に使用したプログラム名を記

し、その内容を簡単に付記する。

①
②
③
④
⑤
⑥
⑦
⑧

［EDIT］

［AUTOSQ］

［BASTOT］

［TYPSEQ］

［SQRVCM］

［HARPLT］

［HOMOAM］

核酸塩基配列データ入力、編集

DNA断片の自動編集

塩基組成の分析（GC含量など）

核酸塩基配列の出力

DNAとRNAとの配列の変換／相補鎖変換

Stadenの方法（ハープロット）

相同性の比較

［HOMOGAPN］ギャップ（欠失または挿入）を考慮した相同性の
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⑨
⑩
⑪
⑫
⑬

［MAXMH］

〔RESITE］

［HAIRPIN］

［SECST］

［GCRICH］

比較

2っの塩基配列の間のマキシマムマッチング

制限酵素部位の検索

ヘアピン構造部位の検索（stem－100p構造）

核酸2次構造の予測

GC含量分布図の作製

本論文における解析に用いた一以外の生物種のrDNAの塩基配列は

核酸配列情報データベースEMBL－GDB（European　Molecular　Biology

Laboratory）より検索が可能なものを使用した
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第3章 結果

1．エ．．riformisGL株のrDNAの塩基配列

（1）KpnI部位から末端までの塩基配列決定

　エ．　riformisGL株のリボゾームRNA遺伝子（rDNA）の回文構造の中心

付近のKpnI部位から末端にあるテロメア繰り返し配列（TTGGGG）が13

回繰り返されたところまでの塩基配列を決定した。塩基配列決定にはrDNAク

ローンのpTpr4とpTprKTを使用した。適当な制限酵素でこれら2っのクロー

ンからrDNAの断片を切り出しpUC19にサブクローニングしExo孤分解によっ

て万国クローンを作製した後、これら欠失クローンの塩基配列を決定した。決定

した各欠失クローンの塩基配列を順次つなぎ合わせることで全体の塩基配列を決

定した。このときには、GENETYXのプログラムAUTOSQを用い2本鎖

DNAの両方のDNA鎖を同時につなぎ合わせることでつなぎ方に矛盾の生じな

いようにした（図6）。図8に今回決定した塩基配列9707塩基を示した。

（2）既に報告されている塩基配列との比較

　工．．唖GL株のrDNA及びrRNAの以下に示す部分について、そ

の塩基配列が報告されている。

　　　①rDNAの塩基配列に関する報告

　　　　（a）転写開始点近傍（30、51）

　　　　（b＞転写終結点近傍（52）

　　　　（c）回文構造の中心領域（53）

一21一



　　　②rRNAの塩基配列に関する報告

　　　　（a）5．8SrRNA（54）

　　　　（b）26SrRNAの5’末端近傍（55）

　これら既報の塩基配列と今回決定した塩基配列と比較したところ一致しない部

位が認められその結果を表2にまとめた（但しrRNAについてはU残基をT残

基に置き換えてDNAの塩基配列に変換したものと比較した）。特にNilesらの

決めた転写開始点近傍の塩基配列あるいはBaroinらの決めた26SrDNA

5’末端近傍の塩基配列との間にみられた不一致の部位が他の場合より多く、約

100塩基に1塩基の割合で認められた。またEngbergにより決定された回文構

造の中心領域の塩基配列とは表2に示した部分（KpnIからSau3AIまでの問）

においてのみ比較でき、その結果7塩基の欠失がEngbergが決めた塩基配列に見

られ他に不一致な部位が1塩基認められた。

（3）エ．．p迦GL株のrDNAの構成

　①rDNAは次のような部位あるいは領域に分けて考えることができる。

　　（a）5’側非転写スペーサー領域（30、51）

　　（b）転写開始点（30、51、56、57）

　　（c）外部転写スペーサー領域（30、51）

　　　（d）17SrRNAコード領域（58）

　　　（e）内部転写スペーサー領域1

　　　（f）5．8SrRNAコード領域（54）

　　　（g）内部転写スペーサー領域2

　　　（h）26SrRNAコード領域（55、52）

　　　（i）転写終結点（52）

　　　（」）3じ側非転写スペーサー領域（52）
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　　②以上の部位及び領域を今回決定した塩基配列上にマップし、図8及び図9

に示した。KpnI部位の3’末端にあるC残基を1番目とすると各部位及び領域の

位置は次のようであった。

　　（a）5’側非転写スペーサー領域

　　（b）35SrRNA前駆体コード領域

　　（c）転写開始点

　　（d）外部転写スペーサー領域

　　（e）17SrRNAコード領域

　　（f）内部転写スペーサー領域1

　　（g）5．8SrRNAコード領域

　　（h）内部転写スペーサー領域2

　　（i）26SrRNAコード領域

　　（j＞転写終結点．

　　（k）3’側非転写スペーサー領域

（注）。

　　　Nilesらにより報告されている。

　1－970　　番目

971一（7190～7192）’番目

　　971　　　番目

971－1625　番目

1626－3377　番目

3378－3509　　　番目

3510－3663　番目

3664一（3836）番目

　　　　　　　　　　　　　　　（3837）。’L（7175～7177）”番目

　　　　　　　　　　　　　　　　　7190～7192　番目

　　　　　　　　　　　　　　　　　7193－9707　番目

転写終結点は7190～7192番目（TTT）の範囲に存在することが

　　　　26SrRNAの3’末端は7175～7177番目（TTT）の範囲に存在す

　　　ることがNilesらにより報告されている。

　　’韓26SrRNAの5’末端領域の塩基配列は、　Baroinらにより逆転写酵

　　　素プライマー伸長反応を利用して決められているが（3837番目から3’側

　　　が決定されている）、正確な5’末端の塩基は確定していない。そこで、

　　　本論文では26SrRNAの5’末端が3837番目の塩基であると仮定する

　　　ことにした。

（4）反復配列の検索

エ．．幽GL株（51、57）、エ．．　（59、60）、Glaucoma
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chattoni（59）の5’側非転写スペーサー領域には3種の反復配列が、また3’側

非転写スペーサー領域については工．一、旦．chattoniで2種の反復配列

が存在することが報告されている。同様な反復配列が今回決定した塩基配列に存

在するのかどうかをStadenの方法（図10（C）で解説した）（61）を用いて検索

した（図10（A）（B））。図から明らかなように5’側非転写スペーサー領域につい

ては、Nilesが既に報告しているとおり同様な反復配列（タイプ1、1、皿）の

存在が確認された（図10（B）一（2））。3’側非転写スペーサー領域についても

エ．．幽GL株において反復配列（タイプIV、　V）があることが示された

（図10（B）一（3））。この3’側非転写スペーサー領域の2種の反復配列（タイプ

IV、　V）が存在する蔀分から3’側にさらに1組の反復配列が認められた。これら

非転写スペーサー領域に存在する反復配列についての詳細は後述する。

2．　Tetrah　mena－B株との比較

　J．Engberg（Denmark）よりユニ．一B株rDNAの塩基配列（未発表）

の提供を受けこれとエ．．雌GL株rDNAの塩基配列とを比較した。

　Stadenの方法によりこれら2種のTetrah顕enarDNAの塩基配列の相同性を

解析した結果を図11に示した。非転写スペーサー領域における両遺伝子の相同

性は非常に低く、これに対し35Spre－rRNAをコードする領域（すなわち

rDNAにおける転写領域である）については80％以上の相同性を示した。こ

の転写領域のうちエ．p趣GL株においては大、小2っの欠失（図11（1）

のA，B）が認められ、そのうち大きい欠失部分（図11（1）のB）は図11（2）で示

したエ．　B株の26SrRNAに存在する介在配列（IVS：⊥nter一

エening旦equence）に相当する部分であった。この介在配列を挟んで394塩基
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（5’側が191塩基、3’側が203塩基）にわたってT．riformisGL株と

エ．．一B株とで完全に一致していた。

　次に相同性が最大になるように二L魍GL株とエ．．一B株の塩

基配列を並べ、塩基が一致しない部位あるいは両rDNAの塩基配列のいずれか

に欠失あるいは挿入がある部位について（実際には、この欠失あるいは挿入は相

同性が最大になるように両塩基配列を並べる際に加えたものである）、それらの

10塩基毎の数の分布を図12に示した。転写開始点及び転写終結点を境として

非転写スペーサー領域と転写領域の間に大きな差が認めらStadenの方法で得た結

果（図11）と同様の結果となった。転写領域内の各部分の相同性についてみる

と、17SrRNAと5．8SrRNAをコードする領域（以後17Sコード領域、

5．8Sコード領域と呼ぶことにする），が各々98．9％、98．7％の高い相同性

を示し、26SrRNAをコードする領域（以後26Sコード領域と呼ぶことに

する）の介在配列を除いた部分についての相同性は、5’側が95．5％で3’側が

97．9％であり、17Sコード領域や5．8Sコード領域の場合と比較してわず

かに低いながらも高い相同性を示した。いずれにしても成熟rRNA（17S

rRNA、5．8SrRNA、26SrRNA）をコードする領域についてT．

　riformisGL株とエ．．一B株との間で高い相同性（95～99％）が

認められた。しかし図12から分かるように、26Sコード領域では両rDNA

の間で一致しない部位がある程度局在する傾向が見られ、その局在する部位のう

ち図12中の（＊）で示した部位は図11で認められた2っの欠失部分のうち小さ

い欠失部分（A）に相当することを確かめた（図11（1））。一方、転写領域内の

転写スペーサー領域の両rDNAについて見ると外部転写スペーサー領域、内部

転写スペーサー領域1及び2の相同性は各々88．3％、g4．7％、88．3％で

あり、転写領域内を見ても成熟rRNAをコードする領域に対して転写スペーサ

ー領域の、特に外部転写スペーサー領域と内部転写スペーサー領域2についての
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相同性が相対的に低いことが確かめられた。

　エ魍のrDNAはA－T含量が高いことがCsCl溶液中の浮遊密度

（1．699g／m1（22、39））から分かっていて、今回決定した塩基配列をもとに

計算した結果より得たG－C含量（38．45％）と浮遊密度（1．698g／皿1）

によっても確認された。そこでA－TあるいはG－Cの細かい分布がどの様になっ

ているのか非転写スペーサー領域、転写スペーサー領域及び成熟rRNAをコー

ドする領域について各々のG－C含量（G－C％）を計算し（表3）、ユ＝．匹亘二

formis　GL株とエ．　B株とを比較したところ、内部転写スペーサー領

域2を除く他の領域についてはいずれも同様に次のような傾向が認められた。す

なわち成熟rRNAをコードする領域のG－C含量が最も高く内部転写スペーサー

領域1はそれより低いG－C含量を示し、非転写スペーサー領域が最も低いG－C

含量を示した。2種のエ幽で見られた上記のようなG－C含量の傾向が

Tetrah　menaに特微的な傾向なのか、あるいは他の生物種においても見られる傾

向なのかどうか比較検討したが、．エ幽ではrDNA全体の傾向として転

写及び非転写スペーサー領域に比べ成熟rDNAをコードする領域のG－C含量が

高い傾向にあるのに対し同様な傾向は他の生物種では必ずしも認められなかった

（表3）。

　2種のTetrah　menaでは非転写スペーサー領域と転写領域との間のG－C％の差

が大きく（表3）、転写開始点及び転写終結点を境にしてその5’側と3’側とを

比較した場合にG－C含量の特徴的な分布がこれらの部位で見られることが予想さ

れる。そこで転写開始点及び転写終結点の近傍領域についてG－C含量のさらに細

かい分布を次のように調べた。非転写スペーサー領域と転写領域の接続部位（転

写開始点、転写終結点）を起点にして50塩基毎のG－C含量を計算しrDNA上

でのG－C含量の分布についてエ．．　riformis　GL株とエ．一B株の間

で比較した（図13（A）、図14（A））。図13（A）よりエ．．　riformis　GL株rD
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NA転写開始点近傍領域のG－C含量の分布の傾向を見ると、転写開始点から上流

（5’側）　（一150～＋1）にG－C含量が相対的に低い部分（これを“G－C％

の谷”と呼ぶことにする）が存在し、この部分を挟んで5’側（一400～

一150）と3’側（＋1～＋300）にG－C含量が相対的に高い部分（これを

“G－C％の山”と呼ぶことにする）が存在することが認められた。工，．1麺二

formis　GL株と工．一B株について転写開始点近傍領域のG－C含量の

分布を比較したところ上述したエ．．幽GL株に認められたG－C含量の分

布の傾向が2種の一の中で共通した傾向であることが確かめられた。

すなわちエ．一において一250～＋1にG－C％の谷がみられ一550

～一 Q50及び＋1～＋300にG－C％の山が認められ、5’側非転写スペーサ

ー領域においては“G－C％の谷と山”の範囲が各々エ．．血G卑株と比較

して100から150塩基広くなってはいるが、これらG－C含量の分布のパター

ンは非常によく似ていた。一方、転写終結点近傍領域のG－C含量の分布を見ると

5’側（転写領域の3’末端付近）と比較して3’側（3’側非転写スペーサー領域

の転写終結点近傍）の方が相対的にわずかにG－C含量が低い傾向が認められるが、

転写開始点近傍に認められたように顕著な傾向はいずれのエーにも認め

られなかった（図14（A））。

他の生物種のrDNAについてその転写開平点及び転写終結点近傍領域における

G－C含量の分布をエ遡と比較するために上記と同様に50塩基毎のG－

C％を調べその結果を図13（B）、図14（B）に示した。転写開始点近傍領域の

G－C含量の分布の傾向はエーで認められた傾向と共通していて相対的に

G－C含量の低い“G－C％の谷”を挟んで5’側と3’側にG－C含量の相対的に高

い“G－C％の山”が認められた。この傾向は転写開始点近傍領域全体のG－C含

量の平均値の大、小にはかかわらず共通した傾向であることが認められた。ただ

しこの特徴的なG－C含量の分布を示す部分の転写開始点に対する相対的な位置は
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必ずしも一致してはいなかった。一方、転写終結点近傍領域についてTetra一

迦と他の生物種を比較したところ工遡にみられるように3’側非転写

スペーサー領域のG－C含量が転写領域の3’末端付近と比べ必ずしも低いとは限

らず例えば迦に見られるように3’側非転写スペーサー領域のG－C含量が

転写領域に対して相対的に高くなっている場合もあり、G－C含量の分布に関して

ユーと他の生物種に共通な傾向は必ずしも認められなかった。

3．　他の生物種との比較

　EMBLデータベースより原生動物、線虫、細胞性粘菌、昆虫、両性類、哺乳

類のrDNAの塩基配列をそれぞれ、　T．　fifor罰isGL株rDNAの塩基配列と

をStadenの方法により比較した（図15）。非転写スペーサー領域、内部転写ス

ペーサー領域においてエ．yriformisGL株との相同性はほとんど見られず、70

％以上の相同性を示す領域は成熟rRNA（17SrRNA、5．8SrRNA、

26SrRNA）をコードする領域に限られていた（図15）。これら成熟rR

NA領域においては、各生物種を通して非常に保存された部分のあることが図

16、図17により明かである。

4．’ �]写スペーサー領域の反復配列

（1）5’側非転写スペーサー領域の反復配列

　エ．1鯉GL株の5’側非転写スペーサーには3種類の反復配列が存在す

ることがNilesらによって既に報告されているが、今回決定した塩基配列につい
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ても前述の通り図10においてStadenの方法により反復配列が5’側非転写スペ

ーサー領域に存在することを確認した。今回決定した塩基配列とNilesらによる

塩基配列とを比較したときに不一致の部位の存在が認められたので、反復配列等

の特徴が両者の間で異なる可能性が考えられた。そこで、確認のために今回決定

した塩基配列の5’側非転写スペーサー領域に存在する反復配列を検索し、その反

復のパターンを図18に示した。タイプ1及びタイプHにおいて不一致の塩基が

1ないし2塩基確認されたが、全体としてNilesらの示した結果と同様な反復配

列とその分布のパターンが確認された。

　工．魍GL株と工．一とを比較した場合次に記すことが認めら

れた（図18（1））。①各タイプの反復配列の数が二L．一の方が多く、し

たがって反復配列の存在する領域が二一．rifomisGL株より広い。②エ．．匪亘一

formisGL株のIa～Icの問とエ．．一のIb～Idの間の反復配列のパタ

ーンが似ている。特に、Ib～Ic（エ，．hformisGL株）とIc～Id（－

一）に見られる反復配動は転写開始点に対する位置がほぼ同じである。

③工．．P迦GL株のIa～田dに見られる反復配列のパターンに類似したパタ

ーンがT．thermoDhilaではIa～皿c及びIb～田fの2ヵ所に認められる。以上よ

り5’側非転写スペーサー領域に見られる反復配列の分布のパターンは2種の

エーの間において概ね似たものであることが認められた（59）。

（2）3’側非転写スペーサー領域の反復配列

　ユ＝．一と」⊆．chattoniの3’側非転写スペーサー領域には2種類の反復

配列（タイプIV、タイプV）が報告されている（60）。工．．　riformis　GL株に

ついては、Nilesらの決めた塩基配列をもとにタイプIV反復配列が3’側非転写ス

ペーサー領域の転写終結点付近に2つ繰り返されていることが、Challonerらに

よって確認されている（図19（1）（2））（59）。今回新たに決定した3’側非転写
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スペーサー領域の塩基配列について、ユニ．一と．⊆．chattoniと同様にタイ

プIV反復配列の下流（3’側）にタイプV反復配列が存在するかどうかを検索した。

Stadenの方法により3’側非転写スペーサー領域に存在する反復配列が確認され

（図10）、その部分について塩基配列を解析した結果、タイプIV反復配列につ

いてはChallonerらの報告を確認した（図19（1）（2））。タイプV反復配列を検

索する場合には、工．継に見られるタイプV反復配列全てに共通する塩

基配列をエ．　riformisGL株rDNAの3’側非転写スペーサー領域において検

索し、この共通配列を含む反復配列を解析した。図19において下線（＝）で示

した塩基配列（TGAATG）はユニ．　の8っのタイプV反復配列（V

a－e，b1－b3）全てに共通していた。近縁種であるT．　rifomisGL株の3’側非

転写スペーサーρ反復配列にもこのTGAATGの配列が存在する可能性がある

と考え、この共通配列をユニ．riformisGL株において検索した。その結果TGA

ATGの配列が3’側非転写スペーサー領域において10ヵ所（エ．．一で

は8カ所）に認められ、そのうち4ヵ所のTGAATGが120～130塩基の

反復配列に含まれていることが確かめられた。さらに共通配列（TGAATG）

は含まないが、4っの長いタイプV反復配列の一部（図19（3）T．riformisG

L株の（b）で示した）と同一の塩基配列をもつ配列が1っ認められた。タイプVに

ついては考察で詳しく述べる。タイプIV、タイプV反復配列に加えてエ．1辿

唯GL株の3’側非転写スペーサー領域にはタイプV反復配列の下流に約160

塩基の長さの反復配列が認められた（図10（3）、図19（1）、図20（1））。これ

はエ．一にはなくエ．血GL株に特異的に見られたもので、本論

文においてタイプVI反復配列と命名した。このタイプVI反復配列についても考察

で述べる。
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（3）トポイソメラーゼ1の結合部位

　トポイソメラーゼ1はDNAの負の超ラセン構造を緩める方向に働く酵素であ

りDNAとの結合部位は機能的に重要と考えられる領域（例えば転写調節領域あ

るいは複製開始点近傍）に見いだされている。一rDNAではトポイ

ソメラーゼ1の結合部位として共通配列（AGACTTAGAR／GAAA臼／丁∩／T

R／曽／T）が報告されている（62、63）。rDNA全体でこの共通配列を100％

の相同性で検索したところ図22に示すように同一な塩基配列が5’側非転写スペ

ーサー領域内のタイプ皿反復配列とほぼ同じ位置に認められ、85％の相同性で

検索した場合には上記の他に転写開始点を挟んで5’側と3’側に1カ所ずっと

3’側非転写スペーサー領域に1カ所存在することを確認した。一方転写領域にお

い．て上記と同様の検索を行ったがトポイソメラーゼ1認識配列は転写領域にはま

ったく見られず、このトポイソメラーゼ1の認識配列（結合部位）が非転写スペ

ーサー領域に限局されているという顕著な分布を示すことが認められた。

5．　hidden　break部位

　エ，．魍GL株の26SrRNAを細胞より分離するとほぼ分子の中央で

切断された2っのRNA断片が水素結合により会合した状態になっていることが

報告されている（31、35）。2っのRNA断片は分子量が0．63×106（F1）、

0．58x106（F2）で、電子顕微鏡による観察から26SrRNAの5’側よ

りF2、　F1の順で並んでいることが報告されている（64）。このような26S

rRNAの断片化は調製したrRNAを変性条件下で分析したときに見られ、非

変性条件下で分析した場合には見られない現象であるので、このことをhidden
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breakという。このhidden　break部位を上記の報告をもとに今回決定したT．

幽GL株rDNAの塩基配列上で予想した（図23）。Nilesら（52）、

Baroinら（55）の報告より26rDNAをコードする領域を3837番目から

7177番目までの3341塩基として図23に示したように2っのRNA断片

F1・F2の分子量の比を基にした計算によってhidden　break部位が5451番目

のUに付近に存在すると予想した。但し、本来考えられるhidden　break部位は塩

基と塩基の間に存在するものであるが（図25（1））、本論文ではここで予想し

たhidden　break部位を便宜上5451番目のU残基を指すことにした。　Tetra一

罪以外の生物種、例えば　カイコ、ショウジョウバエ等の昆虫においても同

様な現象が認められており、図25（1）に示したように塩基配列上にhidden

break部位が実験的に決定されている（38）。これらhidden　break部位を含む部

分の塩基配列がとり得る高次構造（stem－100p構造）には昆虫を通じて共通と考え

られる2っの塩基配列UAAU、　CGAAAGGG（図25（2））が含まれてい

て、前者は100p部分に後者はste皿部分の起部の3’側に認められる。そこでまず予

想したhidden　break部位が中央に位置するような領域（5400番目～5600

番目）において考え得るste飛一100p構造を検索し、得られた結果のうちstem部分が

10塩基以上あり、かっstem内の相補性が75％以上であるような構造について

図24に示した。上記条件により7種類のste偲一100p構造が検索され、そのうち4

種類の構造（図24（2）～（5））は予想したhidden　break部位（3451番目のU

残基）と昆虫に見られる共通配列（あるいはその類似配列）の両者を含む構造で

あった。

　次に予想したhidden　break部位の近傍において昆虫のhidden　break部位に認め

られた2っの共通配列を検索し、昆虫で認められた共通配列を含むstem－100p構造

あるいはそれに類似したstem－100P構造が存在するかどうか検討した。5000番

目から6000番目までの領域ではUAAUの塩基配列が4カ所、　CGAAAG
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GGに類似した塩基配列が3カ所存在することが確認され、5451番目（予想

したhidden　break部位）にUAAUが位置し、これから8塩基だけ5’側にはなれ

た位置にCGAAAGGG類似塩基配列が存在していた（図25（2））。但し、

8塩基の共通配列CGAAAGGGと同一の塩基配列はここで検索した領域にお

いては認められなかった。なお5451番目（図24（2）の△で示した部位）に最

も近い8塩基の共通配列に類似した配列はCAAAAGGGであり2番目の塩基

がGからAに置換されたものであった。

　さらに5451番目に近接する2っの共通配列を含むような2次構造を予想し、

昆虫の場合と同様にloop部分にUAAUを含み、　sten部分に8塩基の共通配列1ご

類似した配列が隣接するような構造が存在するかどうか検索した。その結果、昆

虫に見られるようなstem－loop構造に最も似た2次構造が1っ予想され図25（B）

に示した。但し、8塩基の共通配列の存在部位は昆虫ではstem－loop構造の3’側

に位置しているのに対し、図25に示した2次構造では8塩基の類似の配列が

5’側に位置していた。ところで図24（2）に示したstem－IQop構造と図25の

2次構造を見ると、いずれの場合もその形成される部位（5423～5500番

目の領域）が一致していた。そこで図24（2）のste臓一loop構造の100p部分にさ

らにste臓一loop構造を作ったところ図25（B）に示した2次構造と同一の構造が結

果として得られた。以上より昆虫のhidden　break部位に見出された特徴的な

stem－100p構造に類似した構造が二L．．幽GL株において予想したhidden

break部位にも1っ存在することが認められた。
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第4章 考察

1・三山　　riformis　GL株rDNAの塩基配列決定

　本論文ではエ遡　　riformisGL株rDNAの全塩基配列の決定を試み、

回文構造の中央付近のKpnI部位より末端（テロメア）の繰り返し配列TTGG

GGが13回繰り返されたところまでの9707塩基の塩基配列を決定した。回

文構造の中央付近は既にJ．Engbergにより決定されているが（53）、今回決定し

た塩基配列と一致しない部分があり改めてこの部分の塩基配列を決定する必要が

ある。塩基配列の決定はジデオキシ法（46）により行ったが、いくつかの部位に

おいて塩基配列が確定しにくい場合があった。そのような部位の塩基配列におけ

る規則性を断定することは困難であるがG残基とC残基が存在するか、あるいは

1種類の塩基が集中して存在するような場合に、塩基配列を確定しにくい傾向が

みられた。これはDNAがこれらの部分において酵素反応を阻害するような構造

をとるためか、あるいはポリアクリルアミドゲル電気泳動においてDNAの易動

度のに影響するような構造をとるためと考えられている（47、50）。この問題に

対し本論文では、2本鎖の両方のDNA鎖の塩基配列を決め、一方の不確定の塩

基配列を他方の確定した塩基配列で補うことにより対処した。したがって今回は

rDNAの塩基配列中どの部分においても少なくとも一方のDNA鎖の塩基配列

が確定した状態にすることをもって本論文におけるエ．p雌GL株rDNA

の塩基配列とした。両方のDNA鎖いずれにおいても確定できない場合にはジデ

オキシ法における反応基質のdGTPをdc7dGTP（50）に置き換える事により解

決した。但し特異な構造をとると考えられるテロメァを含む部分にについては決

定した塩基配列の正確さを保証するために化学分解法（65）による塩基配列決定
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を行わなければならないであろう。

2．既に報告されているT．rifor田isGL株rDNAの塩基配列との相違点

　工．魍GL株rDNAに関して回文構造の中心領域（53）、転写開始点

近傍領域（30、51）、転写終結点近傍領域（52）あるいは5．8SrRNA（54）、

26SrRNA5’末端領域（55）のDNAあるいはRNAの塩基配列が報告され

ており、これらと今回決定したrDNA塩基配列とを比較したところ両者に不一

致な部位が存在することが認められた。これら不一致については、塩基配列の決

定において双方ともに誤りがないと仮定すると次のようなことが考えられる。①

塩基配列決定に用いたrDNAクローンの由来するユニ．p雌GL株の採集場

所が違い、バッチが異なることによる種内の遺伝的多型（polymorphism）を反映

している。②培養を繰り返す間に細胞が変異を起こした。③1っの細胞壁に存在

するrDNAの塩基配列が不均一なため、同一バッチ由来のrDNAクローンで

あっても塩基配列において違いがみられる。④rDNAのクローニングの過程に

おいて何らかの理由で人工的に塩基あるいはDNA断片の置換や欠失・挿入が起

こった。③に関してはこれを完全に否定することはできないが、Engbergは

DNAクローニングによらず大量に調製したエ．．幽大核のrDNAから

rDNA断片を分離し、化学分解法により塩基配列を決定していて、これはユン

ーの1っの細胞に含まれるrDNAが非常に高い均一性を有することを

示唆する例と考えられる。したがって、③が原因である可能性は低いと思われる。

Nilesら（51、52）、Van　Be11（54）、Baroinら（55）の報告との違いの原因

に関しては、細胞のバッチが異なっている可能性があること及び異なる実験室で

維持されていることから①あるいは②が考えられる。しかし、Saigaら（30）が
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使用しているrDNAクローンは本論文で使用しているクローンと同一バッチの

工．唖GL株より得られたものでありSaigaらのデータとの不一致の原因

は不明である。

3．　非転写スペーサー領域の反復配列

　エ．．幽GL株の5’非転写スペーサー領域にみられる反復配列（タイプ

1、H、皿）についてはNilesら（51）により、また3’非転写スペーサー領域に

みられる反復配列（タイプIV）はNilesらのデータ（52）に基づきChallonerら

（60）により報告されてる。これら反復配列を今回決定したrDNA塩基配列に

おいて検索し（図10、図18、図19）、タイプ1、H、　III、　IV反復配列につ

いてはこれらの報告と同様な結果を確認した。ただしタイプ1、タイプH反復配

列の内Ia、　Hiには図18（2）の＊印をつけた塩基についてNilesらの報告（51）

と違っていた。

　トポイソメラーゼ1認識配列はタイプ皿反復配列とほぼ同じ部位にあり、かつ

類似の配列もほとんどが非転写スペーサー領域に存在したが、転写領域に関して

は転写開始点の付近（外部転写スペーサー領域内）に1ヵ所存在するのみであっ

た（図22）。これは、トポイソメラーゼ1が転写調節に極めて深く関係してい

ることを示唆する1っの例となる。

　エ．一と．⊆．chattoniの3’非転写スペーサー領域にはタイプIV反復配

列のさらに3’下流に存在するタイプV反復配列がChallonerら（59）により報告

されている（図19（A）一（1）のエ．．盤の図を参照）。2種類の繊毛虫の比

較からこのタイプV反復配列については転写終結点およびタイプIV反復配列に対

する相対的な位置が似ていること、反復の単位の長さが比較的長く約130塩基
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であることがその特徴として認められている。タイプV反復配列の塩基配列を見

るとそれぞれの種の反復配列の中で保存されている部分と変異している部分とが

認められている。工．．　と旦．chattoniの塩基配列を比較すると数塩基の

共通配列（CCACTT）が存在するのみで反復配列全体では相同性が低く、塩

基配列に関して両者に共通しているのは保存部分及び変異部分が存在していると

いうことである。以上よりChallonerらはタイプV反復配列の機能上重要な特徴

はその転写終結点に対する相対的な位置および反復単位の長さ（約130塩基）

であろうと結論づけている。Challonerらが報告した時点では、エ．．幽

GL株についてはタイプIV反復配列より3’側の塩基配列が決定されていなかった

ためエ．．魍GL株のタイプV反復配列は確認されていなかった。そこで本

論文では今回決定したエ．．魍GL株rDNAの塩基配列において反復配列

を検索したところ、3’非転写スペーサー領域にタイプV反復配列が存在し（図

10、図19）エ．．一といくつかの点で似ていることを確認した。

　エ．p趣GL株とエ．．一のタイプV反復配列の塩基配列を単純

に並べ比較した場合相同性は約50％と低いことが認められた。一方、次に記す

ような両者に共通した特徴が認められた。①反復単位が120～130塩基の配

列が4つかたまって存在し、それらは転写終結点に対しほぼ同じ距離だけ離れた

部位に存在することが認められた。②両者のタイプV反復配列（Va二d）にはそれ

ぞれ保存された部分と変異した部分（図19（b）一（3）において小文字で示した部分）

が存在し、変異部分が2っの保存部分に挟まれていた。③この変異部分の5’側及

び3’側にはTクラスター（T残基が集中して存在している部分）が隣接していた。

④3っの共通な塩基配列が存在した（図19（B）一（3），（a）（b）（c））。⑤共通配列の

（a＞に含まれるTGAATGの配列をもつ短いタイプV反復配列（Ve、Vd1－4

¢魍），Va1（エ．幽）、　Vb1－3¢一））が認められた。

⑥共通配列の（b）には旦．chattoniを含めた3種の原生動物に共通な塩基配列
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（CCACTT）が認められた。

　以上より3種の原生動物ではタイプV反復配列における塩基配列の相同性は低

いが、その反復単位の長さと転写終結点に対する位置が似ていたことを考えると

工．．一と旦．chattoniとの比較より導かれたChallonerらの考えが支持さ

れたと言える。しかし、2種のユーについて見ると塩基配列の相同性以

外では上記のように共通点が多く認められ、両者のタイプV反復配列に見られた

共通配列が機能上意味をもつ可能性は否定できない。特に3種の原生動物に共通

した塩基配列（CCACTT）は少なくとも繊毛虫類のrDNAにおいて共通の

塩基配列であることが考えられ、3’非転写スペーサー領域の持つ機能に対し重要

な意味をもつ可能性がある。

　ユン幽GL株において3’非転写スペーサー領域のタイプV反復配列よ

りさらに3’側下流には、エ．一では見られなかった約160塩基の反復

配列が認められ、本論分においてタイプVI反復配列と呼ぶことにした。　Nilesら

は転写終結点付近にstem－100p構造を予想し、その近傍にU（T）クラスターが存

在することを報告している。ChallonerらはタイプV反復配列にTクラスターが

多いことから、タイプV反復配列はRNAポリメラーゼ1が転写終結点を越えて

DNA上を進行してきた時その進行を停止させる機能を持つと考えている。とこ

ろでタイプV反復配列のT，（n≧3）のTクラスターの数はエ．p雌GL

株とエ．　において各々4カ所と7ヵ所であり、もしこのTクラスター

の数が転写終結点を越えて進んできたRNAポリメラーゼ1を止める効率に影響

すると考えるならば、エ．．魍GL株ではタイプVI反復配列がタイプV反

復配列の機能を補っていると考えることができる。そこでNilesらが転写終結点

付近に予想したのと同様にタイプVI反復配列においてstem－loop構造を検索したと

ころ、予想したstem－loop構造のうちTクラスターの近傍にあるものがいくっか確

認され、タイプVIが転写終結に関与する可能性のあることが示唆された（図20
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（2）（3））。

　工．・魍GL株と工．一は小核の有無において大きなちがいが

ありエ．　に見られる接合は無小核系であるユニ．幽GL株では

行われず接合過程に起こる小核の大核への分化に伴うDNA（rDNA）の再編

成は見られない。このrDNAの再編成自体がエーの栄養増殖期におけ

る細胞の維持に重要であると考えるとタイプVI反復配列は再編成による効果を失

った代償としてエ．rifomis　GL株が獲得したrDNAの塩基配列だと考える

こともできる。

4．　2種のTetrahymenaの比較

　エ塑の仲間の中でも非常に近い種であるエ．rifomisGL株と二L．．

一B株のそれぞれのrDNAの塩基配列を比較した結果、図11、図1

2に示すようにrRNAコード領域（介在配列（IVS）を除く領域）では極めて

高い相同性（90％以上）があり、一方非転写スペーサー領域においては非常に

大きな相違が見られその相同性の低いことが確認された。

　塩基配列における低い相同性にもかかわらず非転写スペーサー領域のG－C含量

をrRNAコード領域のG－C含量と比較すると相対的に非転写スペーサー領域の

方がrRNAコード領域よりも低くなっている点で2種のユ麺は共通し、

その他各スペーサー領域及びコード領域の各々のG－C含量を比較すると内部転写

スペーサー領域2を除く他の領域ではその相対的なG－C含量の大小関係は2種の

エーの間で非常に似ていた（表3）。G－C含量の分布をさらに細かくみ

ると特に転写開始点近傍において特徴的な分布が認められた　（図13）。すな

わち転写開始点（＋1）を含む部分（“G－C％の谷”）を挟んでその両側（5●
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および3’側）に相対的にG－C含量の高い部分（“G－C％の　山”と呼ぶことに

した）が分布していることが認められた。このような“G－C％の谷”及び“G－

C％の山”が分布するような特徴は他の生物種のrRNAの転写開始点近傍にも

共通していることが確かめられた。これらのことより塩基配列の相同性の大小に

かかわらず上述した特徴的なG－C含量の分布（“G－C％の山及び谷”）が転写

開始点において正確に転写が開始されるために必要な構造であると思われる。

　非転写スペーサー領域について2種のTetrah　menaを比較した場合その塩基配

列の相同性は非常に低く（図11、図12）、このことは進化上この領域の保存

性の極めて低いことの裏付けになると考えられる。ところが、塩基配列の相同性

の低さとは逆に非転写スペーサー領域に存在する特異的な構造が非常に類似して

いることが2種のユーだけではなくGlaucomaをも含めた3種の繊毛虫に

関して認められた（図18、図19）（60）。特異的構造とはすなわち5’非転写

スペーサー領域の反復配列（タイプ1、H、皿）、3’非転写スペーサー領域の反

復配列（タイプIV、　V）であり、これら反復配列の塩基配列上の分布が3種の繊

毛虫を通じ・特に2種のユーについては、非常によく似ていた。このこ

とはrDNAの非転写スペーサー領域の機能を考える上で極めて重要な問題点で

ある。

　Westergaardら（63、64）が報告したトポイソメラーゼ1の結合部位の塩基配列

をエ」過GL株rDNAで検索すると、この認識配列の分布が非転写ス

ペーサー領域に限定されていることが確かめられ（図22）、これと同様のこと

が工．一rDNAの場合にも認められた。またトポイソメラーゼ1認識

配列はタイプ皿反復配列とほぼ同じ塩基配列をもち、非転写スペーサー領域の反

復配列が機能的に意味のある配列であることを示唆している。
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5．　hidden　break部位

　エ．　riformis　GL株の26SrRNAはほぼ中央で切断されている。この事

実は細胞から調製したrDNAを変性条件下で電気泳動により分析した結果明ら

かにされた。このような26SrRNAの断片化をhidden　breakと呼びカイコ、

ショウジョウバエ等の昆虫においても見られる現象である。これら昆虫について

はhidden　break部位が塩基配列上に決められており（図25（1））　（36、37、38）、

hidden　break部位を含む特異的な構造（stem－100p構造）とその構造に含まれる2

っの共通塩基配列の存在が確かめられている。Eckertら（31）および東中川

（64）の報告をもとに今回決定したrDNA塩基配列上にhidden　break部位を予

想し（図23）、この部位において考え得るstem－100p構造を検索したところ昆虫

に見られる構造に類似した特徴をもつ構造が1っ認められた（図25）。この構

造は、昆虫で確かめられている2っの共通配列のうちUAAUが昆虫と同様100p

部分に含まれ、別の共通配列（CGAAAGGG）に類似したCAAAAGGG

がstem－loop構造の5’側に認められた（昆虫では、3’側に存在する）。hidden

break部位における切断は非特異的RNA分解酵素あるいはhidden　break部位特異

的切断酵素のいずれかによるものと考えられる。前者の場合2っの共通配列ある

いはこれらを含むstem－100p構造とリボゾームタンパク質とが特異的な結合をする

ことによりhidden　break部位が露出しているために細胞質由来のRNA分解酵素

により非特異的に分解されると考えられる。後者の場合には、hidden　break部位

に特異的な切断酵素が存在しその認識部位がすなわち2っの共通配列であること

が考えられる。エー．鯉GL株でも昆虫と類似した構造がhidden　break部

位に認められたことよりhidden　breakが機能的あるいは構造的に積極的に保存さ

れる理由があり、かっ種を越えて共通のメカニズムの存在が想像される。したが

ってユ＝．唖GL株におけるhidden　break部位を実際に決定しその部位の
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構造を知ることはhidden　breakの意義を考える上で重要である。さらには、工．

幽GL株には存在しない介在配列を有する工．一rRNAに

おいてエ．．魍GL株同様にhidden　breakが見られるのかどうか介在配列

の意義も含めて興味深い問題である。
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第5章 総括

　本論文ではTetrahmena．P過GL株rDNAの全塩基配列の決定を試み

その90％以上（9707塩基）の塩基配列を決定した。残った部分、すなわち

回文構造の中心付近に関してはこの部分のDNA高次構造に起因すると考えられ

る技術的困難さにより、クローニングが極めてむつかしく、今回はその塩基配列

決定には至らなかった。　この部分の塩基配列決定は今後に残された問題である。

しかし、転写領域とその上、下流を含む主要部分の塩基配列をほとんど決定でき

たので、この遺伝子の特質の解析のためには十分な情報が得られた。Tetra一

塵の仲間は約3～4億年前より分岐してきた種であり（54）、そのうちエ．．

　riformis　GL株とユニ．一は比較的最近分岐したと考えられている。

この非常に近い種である2種のエ盤のrRNA遺伝子の塩基配列につい

て比較した。進化の研究などにおいては塩基配列決定にかかる労力が少なく、で

きるだけ多くの生物種の遺伝子の塩基配列を決定することを望むため、5．8S

　rRNA、小亜粒子のrRNA等の塩基配列を種々の生物種問で比較することは

数多くなされているが、本論文のようにある遺伝子（ここではrDNA）につい

てそのスペーサー領域からコード領域にかけて全体を、しかも密接に関係する近

縁種について比較した例は非常に希であると思われる。また、非転写スペーサー

領域にみられる特徴的な構造のもつ機能を知り、さらにその機能が種の進化の過

程でいかに保存されてきたのかそのメカニズムを知る手がかりを得るために今回

決定した塩基配列の解析をエ幽だけではなく哺乳類をも含めた広範囲の

生物種との比較を含め進めていくことは、単にリボゾームRNA遺伝子のみなら

ず遺伝子の機能と構造を研究していくうえで非常に重要なことである。

　一方、ユーrDNAは大核においては回文構造という極めて特異的な
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構造をもち、小核の分化に伴うDNAの再編成が見られる特殊性をもつ反面、真

核生物の染色体全般にみられると考えられる構造テロメア繰り返し塩基配列を持

つという点で特殊性と普遍性の両面を兼ね備えた系である。20kbという大き

な回文構造が生物学的にどの様な意味を持つのか、小核の分化に伴うrDNAの

再編成のメカニズムがどの様なものなのか、小染色体としてみたときの複製及び

その維持のメカニズムあるいは遺伝子発現調節に対する疑問等に答えるための研

究の基礎として、本論文において決定した塩基配列及びその解析は重要な意味を

持つものと考えられる。そのうえ、rDNAが構成する核小体は生化学等の実験

系として非常に有利な点を持っており、この遺伝子についてのこれからの研究の

発展が期待される。

　最近原生動物特に繊毛虫を中心として遺伝子のマイクロインジェクション等の

研究が行われ、一rDNAも使われている。このような研究は広く真

核生物に関する生物学上の知見をもたらすことが、期待されるだけでなく同じ原

生動物と言うことから考えると、例えば寄生性の原生動物（原虫）等の寄生のメ

カニズムなどに関する研究に応用し臨床に対し貢献することが期待される。
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表1 染色体末端（テロメア）の繰り返し塩基配列

下等真核生物の染色体末端（テロメア）にみられる繰り返し塩基配列の繰り返

し単位となる短い塩基配列を記した。表にはDNAの5’末端からの塩基配列を記

した。

表2　　既に報告されている塩基配列との比較

（1）今回決定したT．　rifor皿isGL株rDNAの塩基配列と塩基配列が既に報

告されている領域とを比較した。ここでは両塩基配列をGENETXのプログラ

ムHOMOGAPN及びMAXMHにより相同性が最大になるように並べ、両塩

基配列の間で不一致あるいは欠失・挿入の部位の数を数えた（このときの欠失・

挿入は相同性が最大になるように上記プログラムによって加えたものである）。

比較した塩基配列の長さは欠失・挿入の部位を含めた塩基数である。　（d）　（e）

はRNAの塩基配列の報告よりUをTに置き換えDNAの塩基配列に変換してか

ら比較した。

（2）Engbergが報告している回文構造の中央の約400塩基の配列の中でKpn

I部位（この部位はユ＝．魍GL株rDNAの回文構造の片側に1ヵ所のみ

存在する）からSau3AI部位までの塩基配列と今回決定した塩基配列とを比較

した。　（一）はKpnI部位とSau3AI部位を一致させるためにEngbergのデー

タに欠失を導入したこと示す。＊はその部位の塩基が一致することを示す。今回決

定した塩基配列のKpnl部位はサブクローニングの都合上3’末端のC残基のみが

残っている。

（3）（1）にまとめた不一致の部位及び欠失・挿入の部位の塩基配列を示した。左
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につけた記号（a）～（6）は（1）の（a）から（e）に対応する塩基配列である。記号のつい

ていない配列が今回決定したものであり、各塩基配列の上にある番号はこの配列

塩基に付けた塩基番号である。不一致あるいは欠失・挿入が認められる部位に▽

を付けた。

表3 rD’ mA各領域のGC含量（GC％）

　非転写ス5一サー領域、転写スペーサー領域、成熟rRNAコード領域の各々

のGC含量を各生物種について算出し表にまとめた。ここで言うGC含量はその

領域に於けるGおよびCの数の全塩基数に対する割合を百分率（％）によって示

したものである（その数値計算にはGENETYXのプログラムBASTOTを

使用した）。但し、エ．　rif。rmisGL株に関しては今回塩基配列を決定したrD

NAの各領域について計算したもので回文構造の中央付近については表に示した

数値には含まれない。エ．一B株については」．Engberg博士より提供さ

れた塩基配列を用い、一以下の生物種のrDNAの塩基配列はEMB

L－GDBより検索したものを引用してそのGC含量を算出した。空欄はその領

域の塩基配列の情報がないためにGC含量の計算ができなかったことを意味する。

図1 Tetrahvmena　riformisのrDNAの構造

　Tetrah　menaの大核に存在する核小体を構成するrDNAは分子量12．6×

106のDNA断片であり2つのrRNAコード領域が逆向きにつながり全体とし

て大きな回文構造になっている。図にお～、て中で示した部位が回文構造の中心
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（対称軸）でこの中心から両末端に向い図のように17rDNA及び26Sr’R

NAをコードする領域が並んでいる。

（注）回文構造（パリンドローム）：塩基配列にみられる回文構造とは、図に示

したa鎖とb鎖（a鎖とb鎖は互いに相補鎖である）のように、5’側より塩基配

列を読むと両鎖ともに同じように読むことができるような塩基配列を指して言う

もので、逆さ言葉（例えば、「タケヤブヤケタ」）に似ているところがらついた

名称である。’ 痰ﾉ挙げた回文構造の中心を△で示した。

　　　　　セ

図2　　Tetrah　mena　riformisGL株rDNAのクローン

（1），塩基配列決定に用いたrDNAクローンpTpr4及びpTprKTの模式図で

ある。　［＝コで示した部分がクローニングしたrDNAであり、→でベク

ターに挿入さiれたrDNAの方向（（2）の→の方向に対応する）を示した。

pTpr4のベクターはpBR322で、　pTprKTのベクターにはpTpr14S（41）

のベクター（KpnI－Hind皿）を使っている。なおpTprK李の末端一Hind皿の

部位はクローニングの際に末端（テロメア）とベクターのHindlII部位を平滑末端

にしてから連結した部位である。

（2）クローニングされたrDNAの領域を．→で示した（向きは（1）の図に示

した矢印の向きに一致する）。

図3 uni－directional　deletion法

（1）pUC　19のマルチクローニング部位（懸で示す部分）にクローニングし

たDNA断片（〔＝＝コで示す部分）の欠失クローンを作製する方法の原理を
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示した。制限酵素A（A’）、B（（2）を参照）で切断した後Exo皿によりDNA

断片の2本鎖の一方の鎖を3’側から分解する（図中〔＝＝1＝＝コの太い部分と

細い部分とがそれぞれ2本鎖、1本鎖を表している。）。マング・ビーンヌクレ

ア」ゼ、Klenow酵素により1本鎖の部分を分解した後自己連結反応により種々の

長さの欠失クローンを得る。←一一Pは、ジデオキシ法において使用するプライ

マーのアニーリング部位と塩基配列決定の向きを示す。各欠失クローンを用いて

決定される塩基配列とその方向は　　　で示す。▲は制限酵素の切断部位を示す。

（2）制限酵素A（A’）として、①5’突出末端（A）あるいは②平滑末端

（A’）を作る酵素を　制限酵素Bとしては③3’突出末端を作る酵素を選択する。

図では2本鎖DNAが、各々………においてそれぞれの酵素で切断され、①、③

では各々5’末端、3’末端が突出した末端ができ②ではどちらも突出していない

ような末端が作られる。図にはA、A’、　B各制限酵素としてXbaI、HincH、

PstIをそれぞれ例に挙げた。

図4 サブクローニングした領域

　rDNAクローンpTpr4及びpTprKTのrDNA部分を適当な制限酵素で切

断し〔で図示した領域の断片をpUC19めマルチクローニング部位にサブ

クローニングした（作製したサブクローンの模式図を図5に図示した）。　［二二二］

はpBR322の一部がrDNA断片と共にpUC19のマルチクローニング部位に挿

入された断片である。サブクローニングは、NilesとJain（32）が報告している

制限酵素切断地図をもとに行った（図には本論文で用いた制限酵素に限って図示

し、HincHについては今回決定した塩華配列から確認した部位を新たに書き加え

た）．。略号の意味は以下のとおりである。A；AvaI、B；BamHI、H；Hin
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d∬1、Hc；HincH、K；KpnI、p；p’魔浮g、　ps；pstl、S；SstI（ある

いはSac　I）。但し、　H．で示したHindlH部位は実際には△の位置にあることが

今回決定した塩基配列から確認された。

図5 塩基配列決定のための欠失クローン作製用のサブクローン

　図4に示した領域をクローニング㌣たサブクローンである。　〔＝コがpUC　19、

（細い実線1のマルチクローニング部位に挿入したrDNA断片であり・→

はrDNA断片の向きを示す（図2（含）の矢印の方同と一致する）。各クローンは

次のとおり命名した。（A）（1）pRN｝14K、　pRNH：4Kr　（2）pRNB2K、

pRNB2Kr、　（B）（1）pRNB15K、pRNB15Kr　（2）pRNKS（3）pR

NS’END（4）pRNHcH

一→はジデオキシ法に用いるプライマーのアニーリング部位と塩基配列を決め

るときの方向を示す。欠失クローン作製におけるExo皿分解’ i図3を参照）の方

向もこの矢印の向きに一致する。各制限酵素切断部位の記号は次の通りである。

A；AvaI、B；BamH　I、H；Hind皿、　Hc；｝lincH：、K；KpnI、P；

PstI、S；SacI、X；XbaI

欠失クローン作製に使用する制限酵素A（A’）　［↑］およびB［千］の切断位置

を各クローンの図に示した
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図6　　欠失クローン

　uni－directional　deletion法で作製した欠失クローンをpRNH4Kの場合を例

に図示した。図の左側よりExo皿により分解しその結果得られた二三クローンの

rDNA部分を実線で示した。従って、左側の空白の部分は欠失したrDNAの

部分に相当する。矢印はその欠失クローンにおいて決められた塩基配列の位置、

長さ及び方向を表している。

図7　　圧縮現象

（1）①、②は互いに相補的な部分の塩基配列の電気泳動像でpRNB15K

（①）及びpRNB15Kr（②）に認められた圧縮現象の例を示したものである。

①の▲で示したバンドに圧縮現象が認められたが、これに対する相補的な②のバ

ンドの泳動像（▲の部位）には認められなかった。△で示した’extra　band’は比

較的頻繁にみられた現象である。

（2）（1）で認められた圧縮現象の起きた部分の塩基配列を①と②で比較した。①

の▽印をつけた塩基を含む部分の塩基配列が圧縮現象のために読むことができな

かった。△印で’extra　band’を示した。

図8　　三三血GL株rDNAの塩基配列

　今回決定したエ．幽GL株rDNAの塩基配列である（但し、表示した

配列は、センス鎖（rRNAと同じ塩基配列を含むDNA鎖）の配列である）。決

めたのは回文構造の中心から約200塩基はなれたKpnI部位の3’末端のC残基
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から末端（テロメア）の繰り返し配列（TTGGGG）が13回繰り返されたと

ころまでの9707塩基である。KpnI部位の3’末端C残基の塩基番号を1番目

として各塩基の番号を決めた。塩基配列上に本論文において述べた部位あるいは

領域を書き込んだ。

図9　　ユ迦　　riformisGL株rDNAの遺伝子構成

今回決定した塩基配列上に既報の部位及び領域を模式的に図示した。△、▲はそ

れぞれ転写開始点、転写終結点を示す。26SrRNAコード領域の5’末端の塩

基が正確には決められていないため本論文では仮りに3837番目をこの領域の

5’末端と考えた（第3章結果、1の（3）一②を参照）。

図10（A）ユ＝．p迦GL株rDNAの反復配列の検索

（1）Stadenの方法（図10（B））（61）に従ってエ．p迦GL株rDN

A同士を条件M≧20／25で比較し5’および3’側非転写スペーサー領域に反

復配列が存在することを確認した。

（2）（1）で示した図中、5’側非転写スペーサー領域の部分の解析像を拡大した

もの。1、H、皿はそれぞれタイプ1、1、皿反復配列のことである（図18を

参照）。

（3）（1）で示した図中、3’側非転写スペーサー領域の部分の解析像を拡大した

もの。IV、　V、　VIはそれぞれタイプIV、　V、　VI反復配列のことである（図19、

図20）。
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図10（B）Stadenの方法による2っの塩基配列の比較について

（1）Stadenの方法の原理

　2っの塩基配列（図では＊＊＊ATC＊＊＊＊とATC＊ACC＊CTG　；＊は1つ

の塩基を示す）を比較することを考える。横の配列のTと縦の配列ATC＊のTの

それぞれの前後の塩基を対応させ、設定した条件にあった場合に図にあるxの位

置に点をプロットする。例えば図の中で考えてみるとxに対応する横と縦の塩基

（ここでは両方ともにT）を含めて前後3塩基の内2塩基以上一致する場合にx

の位置に点をプロットする。このときのプロットの条件を本論文においてM≧

2／3のように表示した。xと同様にしてy，　zについて調べると結果は②に示

したようになる。

（2）ある程度の長さを持つ相同な配列が毒る場合にはプロットした点が図のよ

うに並ぶ。

（3）反復配列が存在する場合には図のように点の並びが繰り返される。

Stadenの方法はGENETYXのプログラムHARPLTを使用して行った。

図11　　Tetrah　mena幽G　L株とエ．一B株

　　　　との比較（1）

（1）Stadenの方法により2種の一のrDNAを比較し、その相同性

を調べた。5’及び3’側非転写スペーサー領域は転写領域と比べ相同性が非常に

低いことが認められた。▲（A、B）で示した領域にはユ＝．幽GL株rDN

Aに欠失した部分が存在した。

（2）（1）の▲に見られる塩基配列である。＊は塩基が一致していることを示す。

T．p．；エ．．鯉GL株、T．th．；エ．．　B株
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図12 ユ＝．　riformisGL株とユ＝．一B株との比較（H）

2種のエ旦魍のrDNAの塩基配列をGENETYXのプログラムHOM

OGAPN及びMAXMHを使用して相同性が最大になるように並べ、10塩基

毎に不一致部位の欠失・挿入部位の数の合計（グラフの高さに相当）をヒストグ

ラムで表した。横軸は工．riformis　GL株のrDNA（KpnI一末端）である。

△、▲は各々転写開始点、転写終結点を示す。

図13 転写開始点を含む領域のGC含量

　転写開始点（▽）を起点として50塩基毎のGC含量（GC％）をGENET

YXのプログラムBASTOTによって算出しヒストグラムにした。

（A）2種の一では、転写開始点付近に特徴的なGC含量の分布が認

められ（エ．1迦では一400～＋300、エ．．エh皇エ皿幽では一550～

＋250）、さらにこのことは両者に共通していた。

（B）他の生物種にもエ塑の場合と似たGC含量の分布が認められた。

図14 転写終結点を含む領域のGC含量

　転写終結点（▼）を起点として図13と同様にしてGC含量の分布を算出しヒ

ストグラムたした。

（A）2種のエ旦幽のGC含量は転写終結点の前後で比較すると3’側があ

る程度低くなっていた。
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’（B）他の生物種を含め全体的には共通な分布のパターンは認められなかった。

図璽15　　エ．．魍GL株と他の生物種との比較

　Stadenの方法により図に示した条件で、（1）旦一discoideum、（2）

Caenorhabditis遡、（3）2堕laevisのrDNAとエ．唖GL

株rDNAとを比較した。▽、▽はそれぞれ転写開始点、転写終結点をしめす。

　　　　　駈

図16　　小亜粒子rRNA、5．8SrRNAの比較

図15と同様に「RNAのコ“ド領脚こつ”て工魍GL株と他の生物

種とをStadenの方法で比較し、プロットされた点の並びを横軸のエ．．幽

の上に投影しその部分を図に・＝＝＝コで示した。

図17　　大亜粒子rRNAの比較

　図16と同様にして大亜粒子rRNAの塩基配列についてユ＝．　riformis

GL株と他の生物種とを比較しその結果を示した。

図18　　エ．．1鯉rDNAの5’側非転写スペーサー領域の反復配列

　図10において確認された5’側非転写スペーサー領域の反復配列（タイプ1、

H、皿）の（1）位置政び（2）塩基配列である。ユニ．一のデータは比較のた
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めChallonerらの報告（59）より引用したが、今回Engb6rgより提供されたT．

一B株の塩基配列においても同様な結果を確認した。工．．魍

GL株のタイプ1反復配列・Iaとタイプ1反復配列∬iにおいて＊印をつけた塩基は

Nilesらの報告と今回決定したデータとの問にみられた不一致の部分に相当する。

図19　　ユ迦rDNAの3’側非転写スペーサー領域の反復配列

　図10において確認された3’側非転写スペーサー領域の反復配列（タイプIV、

V）の位置（1）、塩基配列（2）（3）である。エ．．一の図及び塩基配列は

　　Challonerらの報告（59）より引用しVeについては本論文で新たに書き加え

た。図中タイプV反復配列Va～d（國）の園で示した部分は塩基配列

では小文字で示した変異部分に相当する。（3）において（a）（b）（c）で示した塩基配

列は両エ魍に共通の塩基配列であり（4）にこれらの塩基配列を書き出した。

エ．．riformisGL株のタイプV反復配列を決める際に検索した共通醗列（TGA

ATG）は下線（一）で示し、この配列の検索にはGENETYXのプログラ

ムHONOAMを使用した。

図20　　ユ．．幽GL株の3’側非転写スペーサー領域に存在する

　　　　新しい反復配列　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　図19の図中、タイプV反復配列から3’側に［＝＝コで示したタイプVI反復

配列はこれまでに報告されていない塩基配列であり、図10において確認された

反復配列である。
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（1）相同性が最大になるように欠失・挿入部位（一）を加えて2つのタイプVI

反復配列を並べた。塩基が一致する部位には＊印をつけた。

（2）Vlaにおいてste鵬一10。p構造を検索し、そのうちTの多い部分の近傍に2っ

見出した。

（3）VIbについても（2）と同様にstem－100p構造を検索しその結果を図示した。

（2）（3）では、Tが集まっている部分を「一「で示した。　sterloop構造の検索は、

GENETYXのプログラムHAIRPLNによって行った。

図21

1

二L．一B株の3’側非転写スペーサー領域

Stadenの方法によりエ．　の3’側非転写スペーサー領域の反復配列を

確認した。図に示したのは条件M≧20／25で解析した結果であるが、この条

件を変えるとタイプIV反復配列を示す点の並びが認められたが、どの条件におい

ても工．．　riformisGL株で認められたタイプ～覆に相当する反復配列は認められな

かった。

図22 トポイソメラーゼ1の認識部位（結合部位）

　Westergaardら《62、63）が報告しているエ皇幽r　DNAのトポイシメ

ラーゼ1の結合部位の共通配列をGENETYXのプログラムHOMOAMによ

って今回決定した塩基配列について検索した。a～fはセンス鎖DNA上に、．9、

hはそれに対する相補鎖（アンチセンス鎖DNA）に認められた共通配列の位置

を示す。但し、fからhの塩基配列は共通配列に対し1ないし2塩基異なる類似
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の配列である。共通配列中で、臼／Gおよび∩／τで示した塩基はそれぞれAまたは

G・AまたはTのいずれかであれば共通配列として成り立つことを意味する。

図23　　hidden　break部位

　Eckertら（31）が報告したhidden　breakにより認められる2種類のrRNA断

片（F1、F2）の分子量を考慮し、T．　rifomisGL株rDNA上の26Sr

RNAをコ：一ドする領域にhidden　break部位を予想した。　F1、　F2の並び方は

東中川の報告（64）に従い26SrRNAの5’末端を3837番目の塩基のとし

て3341塩基長の領域のほぼ中央の5451番目の部位にhidden　break部位の

存在を予想した。F1、　F2の分子量は各々0，62×106、0．58×106であ

る。

図24　　予想したhidden　break部位近傍のste耐一10Qp構造

　5400～5600番目の領域のsterloop構造をGENETYXのプログラム

HAヌRPINにより検索し、検索した全ての構造の内ste飢部分が10塩基以上

ありかつその相補性が75％以上であるような構造を図示した。図23で予想、し

たhidden　break部位を△で示した。　ste甫部分の始点と終点に相当する塩基の番号

をっけ、100p部分が大きい場合は塩基配列を省略し代わりに塩基数を記した。昆

虫にみられる共通配列（図25を参照）が認められる場合にはその配列を〔＝コ

で囲んだ。（2）～（5）のstem－loop構造内にここで予想したhidden　break部位が認φ

られた。但し、ここではTをUに換えPN，Aの塩基配列をRNAの塩基配列に変
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換して検索を行った。

図を5 hidden　break部位にみられる構造

（A）

　（1）Fujiwaraら（38）が報告しているhidden　break部位とそこに見られる

stem－100p構造である。100p部分にUAAU、　stem部分の3’側に隣接した部位に

CGAAA．GGGの2種類の共通配列が存在し、　hidden　break部位は→で示した

部位に実験的に決められている。

　（2）（1）の共通配列またはその類似の記列をエ．riformisGL株rDNA上

26Sコード領域内の5000から6000番目の部分について検索した結果で

ある。検索はGENETYXのプログラムHOMOAMを使い図には、　UAAU

は↑で、CGAAAGGG類似産列は↑でその位置を示した。△は予想した

hidden　break部位を示しこの部位にのみ共通配列（UAAUlと類似配列（8塩

基）が隣接しているのが確かめられた。

（B）

　（3）予想したhidden　break部位を含む部分に考え得るRNAの2次構造をG

ENETYXのプログラムSECSTにより予想し、そのなかで（1）で見られるよ

うな昆虫で考えられた構造に非常に似た構造を含むものが1つ得られこれを図示

した。一方図24（2）のstem駆100p構造がこの予想した2次構造の26SrR煎A

上の位置と同じ位置にあることが認められた。共通配列または類似配列は［＝＝コ

で囲んだ。
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表1　テロメアの繰．り返し塩基配列

種名 テロメア繰り返し配列

（1）T・t二・hmena CCCCAA

（2）　Glaucoma CCCCAA

（3）　　Paramecium CCCCAA

（4）Ω迦 CCCCAAAA

（5）　　St　lonichia CCCCAAAA．

（6）旦魑 CCCCAAAA

（7）　Tr　anosoma CCCTAA

（8）魎エ皿 CCCTA6

（9）　Dict　ostelium C1＿8T

（10）　　Saccharoπl　ces CCCAn

（1）～（6）

　　（7）’

　　（8）

　　（9）

　　（10）

原生動物繊毛虫類

原生動物鞭毛虫類

モジホコリカビ（細胞性粘菌）

タマホコリカビ（細胞性粘菌）

酵母
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表2 既に報告されている塩基配列との比較

（1）

比較した

槙譿

相同性

@（％）

不一致

ﾌ数

欠失・挿

?ﾌ数

（a）　Nilesら 1454 99．2 10 2

（b＞　Saigaら 688 99．9 1 0

（C）　Nilesら 440 99．5 2 0

（d）　Van　Be11 154 99．4 L　　1 0

（e）　Baroinら 356 99．2 2 1

）b
（
）
）
）

，
C
d
e

）
（
（
（

a（ 転写開始点を含む領域’（30、51）

転写終結点を含む領域（52）

5．8SrRNA（54）
26SrRNAの5’末端を含む部分（55）

（2）

　　　　　　　KpnI　　　　　　　　　　　　　　　　　Sau3AI

（a）　一GTGGTACCACTTTAT一一一一一一一GATC
　　　　　　　　　　＊＊＊＊＊＊＊　　　　　　　　　　　＊＊＊＊

（b）　　　　　　　　CACTTTAAATGAGTAGATCAGTG一

（a）Engbergが報告した塩基配列（53）

（b）今回決定した塩基配列
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X.2 nt g

(3)

  -TATTTGAGTAC-AGCTAGATAGGAAATAATTTT-
   *********** *********************
(a) T-TATTTGAGTACAAGCTA'GATAGGAAATAATTTT-

  -ATTTTCTTGGCAAAAAAAAAAAAAAAAATAGTAGGTT-
   **** *********************** ･*** ****
(a) -ATTTCCTTGGCAAAAAAAAAAAAAAAAAGAGTGGGTT-

  -GGGGAAACATCTCCGGAT-AAAAATAAA.A-
   ****************** **********
(a) -GGGGAAACATCTCCGGATAAAAAATAAAA-

1132

 ****

vv yv v
   TGAAGGTTTTTCTGGATTACGGCTCGTATTAGAGCAA-
         *** ********************* ****
(a) TGAACCTTTAACTGGATTACGGCTCGTATTAGTGCAA-

(a) -AGTAAACGAAACGTAGCGGGATCTATGTGTAAAGCTT
   ************* **********************
  -AGTAAACGAAACGATGCGGGATCTATGTGTAAAGCTT-
   ********************* **************
(b) -AGTAAACGAAACGATGCGGGAACTATGTGTAAAGCT

  -TGCAATTTTTTGAGGGATTGTAGTATAGGGCGAAGTA-
   ********************* *
(c) -TGCAATTTTTTGAGGGATTGTGTT

  -AAAACGAAAAGAAAATTTTCAACGGTGGATA T:-
            ****** ****************
(d) AGAAAACTTTCAACGGTGGATAT-

  -TGAAGGGAAGGCTTC--//--TGGGAGATAAACTTCTT-
   ******* ******* (34hig) ************* ***
(e) -TGAAGGG?AGGCTTC--//--TGGGAGATAAACTCCTT-

  -CCGATAGCGAACAAGTACTAGCGAAGGAAAGATGAA-
   ******************* ****************
(e) -ccGATAGCGAACAAGTACT-GCGAAGGAAAGA
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図2 エ塑　 rifor而sGL株のrDNAク白一シ
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図3．　uni一的rectional　deletion法
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図3　続き
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図5　塩基配列決定用に作製したサブクローン
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図5 続き
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図7　　圧縮現象の例
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図8（a）
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図8（b）
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図8（C）
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TTTGATAATTAAAGATTACATGGATAACCGAGCTAATTGTTGGGCTAATACATGCTTAAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NIalll　　　　　Alul　　　　　　　　　　　　　NlallI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Nsp（7524）1

　　　　　　　1810　　　　　　1820　　　　　　1830　　　　　　1840　　　　　　1850　　　　　　1860

ATTCCGTGTCCTGTGACCGGAACGTATTTATTAGATATTAGACCAATCGCAGCAATGTGA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　HapII贋aeII　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BbvI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　HpalI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fnu4HI

　　　　　　　1870　　　　　　1880　　　　　　1890　　　　　　1900　　　　　　1910　　　　　　1920

TTGAGATGAATCAAAGTAACTGATCGAATCGAAGCTTGCTTCGATAAATCATCTAAGTTT

　　　　　　　　HhaII　　　MaelIIDpnlHhalI　　AIul　　　TthHB81　　　　DdeI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sau3AI　　　HindllI

　　　　　　　1930　　　　　　1940　　　　　　1950　　　　　　1960　　　　　　1970　　　　　　1980

CTGCCCTATCAGCTCTCGATGGTAGTGTATTGGACTACCATGGCAGTCACGGGTAACGGA

　　　　　　　　　　　AIuI　TthHB81　　　　　　　　　　　　　Dsal　　　MaelII　MaelII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　StyI

　　　　　　　1990　　　　　　2000　　　　　　2010　　　　　　2020　　　　　　2030　　　　　　2040

GAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACAACTACGGTTCGG

　　　　　　　　　　　　　HinfI

　　　　　　　　　　　　　　　　　HpaIl

　　　　　　　2050　　　　　　 2060　　　　　　 2070　　　　　　2080　　　　　　 2090　　　　　　 2100
CAGCAGGGAAGAAAATTGGCCAATCCTAATTCAGGGAGCCAGTGACAAGAAATAGCAAGC

　　　　　　　　Mboll　　　Ball　　　　　　　　　　　MlalV　　Maelll　　　　　　　　AluI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　HaeIII

　　　　　　　2110　　　　　　2120　　　　　　2130　　　　　　2140　　　　　　2150　　　　　　2160

TGGGAAACTTAGTTTCTACGGCATTGAAATGAGAAAAGTGTAAATCTCTTAGCGAGGAAC

　　　　　　　　Ddel　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ddel　MnlI

一74一



図8（d）

　　　　　　2170　　　　　 2180　　　　　 2190　　　　　 2200　　　　　 2210　　　　　 2220
AATTGGAGGGCAAGTCATGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATAT

　　　　　Mnli　　　　　　　　BanI　　　BbvI　AccII　　　　　　AIuI

　　　　　　2230　　　　　　2240　　　　　　2250　　　　　　2260　　　　　　2270　　　　　　2280

TAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTCTGTTCAGGTTCATTTCGACTCG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AluI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HhalI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HinfI

　　　　　　2290　　　　　　2300　　　　　　2310　　　　　　2320　　　　　　2330　　　　　　2340

TCGAGTGAAACTGGACATACGTTTGCAAACTAAAATCGGCCTTCACTGGTTCGACTTAGG

TthHB81　　　　　　　　　MaeII　　　　　　　　　　　　BIuII　　　　　　　　　　DdeI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HaelII　　　　　　TthHB81

　　　　　　2350　　　　　　2360　　　　　　2370　　　　　　2380　　　　　　2390　　　　　　2400

GAGTAAACATTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTCCAGGCAGGTTTTAGCCCGAATACA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MvalBspM　　　　　　　　HinfIII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EcoRII

　　　　　　2410　　　　　　2420　　　　　　2430　　　　　　2440　　　　　　2450　　　　　　2460

TTAGCATGGAATAATGGAATAGGACTAAGTCCATTTTATTGGTTCTTGGATTTGGTAATG

　　　　NlalII　　　　　　　　　　　　DdeI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tth1111

　　　　　　2470　　　　　　2480　　　　　　2490　　　　　 2500　　　　　　2510　　　　　　2520

ATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTAGTATTTAATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HphI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MnlI

　　　　　　2530　　　　　　2540　　　　　　2550　　　　　　2560　　　　　　2570　　　　　　2580

ATTAAGGACTAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAA

　　　　　　2590　　　　　　2600　　　　　　2610　　　　　　2620　　　　　　2630　　　　　　2640

AGTTAGGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCGACT

　　　　　　　BinI　　　　　　Dpnl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AvaI

　　　　　　　　DpnII　　　　MosI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HinfI

　　　　　　2650　　　　　　2660　　　　　　2670　　　　　　2680　　　　　　2690　　　　　　2700

CGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT

　　Binl　　　　　　　　　　　　　　　　　BanI

　　　Sau3AI

　　　　　　2710　　　　　　2720　　　　　　2730　　　　　　2740　　　　　　2750　　　　　　2760

CTGGGGGAAGTATGGTACGCAAGTCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAACAGCACACCAG
　　　　　　　　　　　　　　　RsaI

　　　　　　2770　　　　　　2780　　　　　　2790　　　　　　2800　　　　　　2810　　　　　　2820

AAGTGGAACCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACGAGCGCAAGACAGAG

　　　　　　　BspMFnu4HI　　　　　Hhal！　　　　　　　　　　　　　　　　　HhaI

　　　　MIaIV　　　　　　　　　　　Hinf亘　　　　　　　　　　　　　　　SciNI

　　　　　　　2830　　　　　　2840　　　　　　2850　　　　　　 2860　　　　　　 2870　　　　　　 2880

AAGGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTTTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AIul　　　　　　Hhall　　Taqll　　　　　　　　Blull　　DdeI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SacI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HhgI
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　　　　　　2890　　　　　　2900　　　　　　2910　　　　　　2920　　　　　　2930　　　　　　2940

　TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTTAACCTGCTA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HincII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HpaI

　　　　　　　2950　　　　　　2960　　　　　　2970　　　　　　2980　　　　　　2990　　　　　　3000

　ATAGTCTGCTTGTGAACAACAGGTTGTACTTCTTAGAGGGACTATTGTGCAAGAAGCCA
　　Mael　　　　　　　　　　　　　　　　　　RsaI　　DdelMnlI

Spe，1

　　　　　　　3010　　　　　　3020　　　　　　3030　　　　　　3040　　　　　　3050　　　　　　3060

　ATGGAAGTTTAAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCCTAGACGTGCTCGGCCGCACGCGC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SfaNI　　Mael　　HgiAI　BIulI　　AcclI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaelI　　CfrI　　　　　AccII

　　　　　　　3070　　　　　　3080　　　　　　3090　　　　　　3100　　　　　　3110　　　　　　3120

　GTTACAATGACTGGCGCAGAAAGTATTTCCTGTCCTGGGAAGGTACGGGTAATCTTATTA
　MaeIII　　　　　　　Hhal　　　　　　　　　　　　　　　　EcQRII　　　RsaI

　　　　　　　　　　　　　　SciNI　　　　　　　　　　　　　　MvaI

　　　　　　　3130　　　　　　3140　　　　　　3150　　　　　　3160　　　　　　3170　　　　　　3180

ATACCAGTCGTGTTAGGGATAGTTCTTTGGAATTGTGGATCTTGAACGAGGAATTTCTAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BinI　　　　　　MnlI　　　　MaeI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DpnI

　　　　　　　3190　　　　　　3200　　　　　　3210　　　　　　3220　　　　　　3230　　　　　　3240

　TAAGTGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTATGTCCCTGCCGTTTGTACACACCGCCCGTC
　　　　　　　　　　　　　　　　Alul　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RsaI

　　　　　　　3250　　　　　　3260　　　　　 3270　　　　　 3280　　　　　 3290　　　　　　3300

GCTTGTAGTAACGAATGGTCTGGTGAACCTTCTGGACTGCGGTAGCAATACTGCGGGAAA

　　　　　　　　　　　　HinfIII　　　HphI

　　　　　　　　MaeIIl

　　　　　　　3310　　　　　　3320　　　　　　3330　　　　　 3340　　　　　　3350　　　　　　3360

ATAAGTAAACCCTACCATTTGGAACAACAAGAAGTCGTAACAAGGTATCTGTAGGTGAAC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaelII　　　　　　　　　Hphl　BspM

　　　　　　　3370　　　　　　3380　　　　　　3390　　　　　　3400　　　　　　3410　　　　　　3420

CTGCAGATGGATCATTAACACAATTAACAAACCTTAACTTATGTACTTTCGAAGATAGCT

　　17SrRNA▲　　　　　　　　　　　　Rsal　AsuII　　AluI
35末端　Pstl　　Dpnll　　　　　　　　　　　　　　　Nsp（7524）V

　　　　　　　3430　　　　　　3440　　　　　　3450　　　　　　3460　　　　　　3470　　　　　　3480

TCGGCTAACTTCGAGGTTTTATTGTCACACCTAGTGTGAATAAAAATTTTTCATATGTCT

　　　　　　　　　　　　　MnlI　　　　　　　　　　DraIII　　　　　　　　　　　　　　　　NdeI　　　DdeI

　　　　　　　　　　　TthHB81　　　　　MaelII　MaeI

　　　　　　　3490　　　　　　3500　　　　　　3510　　　　　 3520　　　　　　3530　　　　　　3540

AAGATCTGGATAACATCCAAAAAACGAAAAGAAAATTTTCAACGGTGGATATCTAGGTTC

　BgllI　　　Fokl　　　　　▲5．8SrRNAEcoRVMaeI
　　Dpnl　　　　　　　　　　　5’末端　　　　　　　　　MlalV
　　　　　　　3550　　　　　　3560　　　　　　3570　　　　　　3580　　　　　　3590　　　　　　3600

CCGTGACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGCAATGCGAATTGCAGAACCGCGAGT

　　MaeIII　　MbolI　　BbvI　　　　　　　　　　　　　　　　　HinfIII　　　　　AccII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fnu4H夏　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BceR
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　　　　　　　3610　　　　　　3620　　　　　　3630　　　　　 3640　　　　　 3650　　　　　　3660

　CATCAGATCTTTGAACGCAAGTGGTGGAGGTGTAAAAACCTTCATGTTTGTATCAGTGTG
　　　▲　BglII　　　　　　　　　　　　　　　MnlI　　　　　　　　　　NlalII

5．8srRNA　　　Sau3AI

（3’）　　　3670　　　　　　3680　　　　　　3690　　　　　　3700　　　　　　3710　　　　　　3720

　GAAAGGAATCACGCATCTTAATGCGATTGAAGTTTACTTCTCTCGTTAAACGTGATGGGT
　　　　　　HhaII　　SfaNI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaelI　TaqlI

　　　　　　HinfI

　　　　　　　3730　　　　　　3740　　　　　　3750　　　　　　3760　　　　　　3770　　　　　　3780

　GGTCGAGCAATCGCCGCCAGAACGAAGTAGTCACATTCGTGTAATGTGAACATTCGTTCA
　　　TthHB81　　Fnu4HI　　　　　　　　　　　　HinflII　　　　　　　　HinfllI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaeIII

　　　　　　　3790　　　　　　3800　　　　　　3810　　　　　　3820　　　　　　3830　　　　　　3840

　GGCATAAAGGTGAATGTTCAACATGCTACTCATAGAAAAAATTAAAAATTTTCTCACTAC
　　　　　　　　　Hphl　　　　　　　　NlalII　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　▲

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Nsp（7524）1　　26SrRNA5’末端（未確定）

　　　　　　　　3850　　　　　　3860　　　　　　3870　　　　　　3880　　　　　　3890　　　　　　3900

　ACCTGATACAAGCAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAGTAAGCGGAGGAAAAGAA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NspBII　　AflII　　　　　　　　　　　　　MnlI

　　　　　　　3910　　　　　　3920　　　　　　3930　　　　　 3940　　　　　　3950　　　　　　3960

　ACTAACTAGGATAGCCCCAGTAATGGCGAATGAACAGGCTAAAGCTCAAAGTGAAAATCT
　　　　　　Mael　　　　　　　　　　　　　　HinflII　　　　　　　AIuI

　　　　　　　3970　　　　　　3980　　　　　　3990　　　　　　4000　　　　　　4010　　　　　　4020

　GGAAACAGAATTGTAATCTAAAGAGTTAACCCAAAGCTAAGCTCCTCGCATAAGTTCCTT
　　　△小さい欠失（図11A）ChulI　　AIul　AlulMn11　　　　EeoT141
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HinclI　　　　　DdeI　　　　　　　　　　　　　　　SecI

　　　　　　　4030　　　　　　4040　　　　　　4050　　　　　　4060　　　　　　4070　　　　　　4080

　GGAACAGGACGTCAAAGAGGGTGACAACCCCGTAGTCGGTGAGGAATGCTGGTGAAGGGA
　　　　　　　　AatII　　　　　　HphI　　　　　　　　　　　　　Hphl　　BsmI　　　HphI

　　　　　　　　AcyI　　　　MnlIMaeIII　　　　　　　　　　　　MnlI

　　　　　　　4090　　　　　4100　　　　　4110　　　　　4120　　　　　4130　　　　　4140

AGGCTTCAAAGAGTCGGGTTGTTTGGGATTGCAGCCCTAAGTGGGAGATAAACTTCTTCT

　　　　　　　　　　　HhaII　　　　Tth11111　　　Bbvl　　DdeI　　　　　　　　　　　　　MbolI

　　　　　　　　　　　Hinfl　　　　　　　　　　　　Fnu4HI

　　　　　　　4150　　　　　4160　　　　　4170　　　　　4180　　　　　4190　　　　　4200

AAAGCTAAATATACACGGGAGACCGATAGCGAACAAGTACTAGCGAAGGAAAGATGAAAA

　　　Alul　　　　　　　　　　　Eco311　　　　　　　　　　ScalMaeI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TaqlI　　　　　　　　　　RsaI

　　　　　　　4210　　　　　　4220　　　　　　4230　　　　　　4240　　　　　　4250　　　　　　4260

GAACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAGACTTGAAACCGTTGAGAAGGAAGCTGTAGAAGAGCA

　　　　　　　　　　　　　MnlI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Alul　　MboII

　　　　　　　4270　　　　　4280　　　　　4290　　　　　4300　　　　　4310　　　　　4320

ATAAACTGGACGGCGCATAAGGGGGAAGTGTTACTCACTGCGGAGTCGATACGAAAGGTC

　　　　　　　　　　　　　HhaI　　　　　　　　　　　MaelII　　　　　　HhalI　　　　　　　　　TthHB81

　　　　　　　　　　　　　SciNI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HinfI
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　　　　　　4330　　　　　　4340　　　　　　4350　　　　　　4360　　　　　　4370　　　　　　4380

GATGAGTAAGGAAAGGACACAGAACTTCTACGCCGGTCAGAAGACAAAATGAGTTCAGAT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cfr101　　BbvII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HpalI

　　　　　　4390　　　　　　4400　　　　　　4410　　　　　　4420　　　　　　4430　　　　　　4440

TGAAGGAGTCACCTGAGATCGGGGGTCAAACCAGATCAAAAGGGAAACTTCAGACTGGAC

　　　　　HhalI　　DdelDpnI　　　　　　　　　　　　Dpnl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DdeI

　　　　　Hinfl　　　　　Dpnll　　　　　　　　　　DpnlI

　　　　　　4450　　　　　　4460　　　　　　4470　　　　　　4480　　　　　　4490　　　　　　4500

TGAGGGGCCTAAGGGCGATTTTGTCAAAATGGCTTCTACTGACCCGTCTTGAAACACGGA

　MnlIBIuII　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AvaII

　　　　　HaeIII

　　　　　　4510　　　　　　4520　　　　　　4530　　　　　 4540　　　　　 4550　　　　　　4560

CCAAGGAGTCTATCAATTAAGCGAGTGATAGGGTGGAGAAACCCGTCCGCGAAACGAAAG
EcoT141　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AccII

Styl　Hinfl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FnuDII

　　　　　　4570　　　　　　4580　　　　　　4590　　　　　　4600　　　　　　4610　　　　　　4620

TGAGTACAAGGTGCCAAGCCGCAAGGTAGCAGCATCACCCGACCTAGATTCTCCGAAGAA

　　　RsaI　　BanI　　　Fnu4HI　　　　BbvI　　HphI　　　　　　　HhaII　　　MbolI

　　　　　　　　　HgiCI　　　　　　　　　　　　Fnu4HI　　　　　　　　　　HinfI

　　　　　　4630　　　　　　4640　　　　　　4650　　　　　　4660　　　　　　4670　　　　　　4680

GGGTTCGAGGAAGAGCTTAATTGTTAGGACCCGAAAGATGGTGAACTACGCTTGAATAGG

　　　　　　MnlI　　Alul　　　　　　　Avall　　　　　　Hphl　　　　　　　　　　　　　HphI

　　　　　　　　　MbolI　　　　　　　　　　Cfr131

　　　　　　4690　　　　　4700　　　　　4710　　　　　4720　　　　　4730　　　　　4740

GTGAAGCCAGGGGAAACTCTGGTGGAAGCTCGTAGCGATACTGACGTGCAAATCGTTCGT

　　　　　　EcoRII　　　　　　　　　　　AluI　　　　　　　　　　MaelI

　　　　　　MvaI

　　　　　　4750　　　　　　4760　　　　　　4770　　　　　4780　　　　　　4790　　　　　　4800

CAAATTTGAGTGTAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCCTCCGAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TthHB81　Mael　AlulMlaIVMn11

　　　　　　4810　　　　　　4820　　　　　　4830　　　　　　4840　　　　　　4850　　　　　　4860

GTTTCTCTCAGGATAGCAAGAGCAAGTACGCAGTTTTATTAGGTAAAGCGAATGATTAGA

　　　　　　Ddel　　　　　　　　　　　Rsal　　　　　　　　　　　　　　Hinflll　　Mn11

　　　　　　4870　　　　　　4880　　　　　　4890　　　　　4900　　　　　　4910　　　　　　4920

GGACTCGGGGTTCCAAGAATCTCGACCTATTCTCAAACTTTAAATTGGTAAGAGCCGCGG

　　　Aval　MlalV　　HhallTthHB81　　　　　　　Dral　　　　　　　　　　AcclI

　HhalI　　　　　　　　　Hinfl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BceR

　　　　　　4930　　　　　　4940　　　　　　4950　　　　　 4960　　　　　 4970　　　　　　4980

AGTTTTCTTAATTGAACTCTCGGGTAGAATGCAGTGCTCTTAGTGGGCCATTTTTGGTAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Aval　　　　BsmI　　　HgiAIDdeI　　　BIulI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HaeIII

　　　　　　4990　　　　　　5000　　　　　　5010　　　　　 5020　　　　　 5030　　　　　　5040

GCAGAACTGGCGATGAGGGATGAACCTAACGTTGAGATAAGGCGCCCAAATGCACGCTCA

　　　　　　　　　　　　　　　　　Fokl　　　　　　MaelI　　　　　　AcyI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HhaI
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　　　　　　　5050　　　　　　5060　　　　　　5070　　　　　　5080　　　　　　5090　　　　　　5100

　TCAGATACCACAAAAGGTGTTGGTTCATATGGACAGCAGGACGGTGGCTATGGAAGTTAG
　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　HgiEII　　hb　　　Ndel　　　　　　　　　　　　　　 HhalI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HinfI

　　　　　　　5110　　　　　5120　　　　　5130　　　　　5140　　　　　 5150　　　　　 5160

　AATCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAACTAGCCCTGAAAATGGATG
　　　　　　　Ddel　　　　　　MaeIII　　　　BspM　　HinfIII　MaeI　　　　　　　　　FokIHaeII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hphl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HinHI

　　　　　　　5170　　　　　 5180　　　　　 5190　　　　　 5200　　　　　 5210　　　　　　5220

　GCGCTGAAGCGTGTTGCCGATACTCAACCATCAGAGCAAATGCGAGGCTTTGATGAGTAG
　Hhal　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MnlI

SciNI

　　　　　　　5230　　　　　　5240　　　　　　5250　　　　　　5260　　　　　　5270　　　　　　5280

　GAGGGCGTGATCGTTGCCTAGAAGTATTGGGCGTGAGCCTATATGGAGCAGCGATTAGTG
　MnlI　　　Dpnl　　　　Mael　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BbvI

　　　　　　　　　DpnlI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fnu4HII

　　　　　　　5290　　　　　　5300　　　　　　5310　　　　　　5320　　　　　　5330　　　　　　5340

　CAGATCTTGGTGGTAGTAGCAAATATTCAAATGAGAACTTTGAAGACCGAAGTGGAGAAG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　Bg111　　　　　　　Sspl　　　　　　　Bbvll　　　　h　b
　　　DpnlI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TaqlI

　　　　　　　5350　　　　　　5360　　　　　　5370　　　　　　5380　　　　　　5390　　　　　　5400

　GGTTCCATGAGAACAGCAATTGTTCATGGGTTACTCGATCCTAAGACATAGGTTAACTCC
　MIaIVNIaIII　　　　　　　　　　　　　　　　　MaeIII　BinIDdeI　　　　　　　ChuII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NlalII　　　　　Dpnl　　　　　　　　　　HinelI

　　　　　　　5410　　　　　　5420　　　　　　5430　　　　　 5440　　　　　　5450　　　　　　5460

　TTGCAATACAAGAAGACGTTCTCGTTTTCGTTGTCAAAAGGGAATGAGGTTAATATTCCT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　BbvII　　　　　　　　　 hb　　　　　▲
　　　　　　　　　　　　XmnlMaelI　　　　　　　　　予想したhidden　break部位

　　　　　　　5470　　　　　　5480　　　　　　5490　　　　　　5500　　　　　　5510　　　　　　5520

　CAAGCTGGACGTGGTATAGAGTGGTAACACAAAGAAACCCGGAGACGTCAGCAGGAGCCA
　　　AIu韮　Maell　　　　　　　　Maelll　　　　　　BcnI　Aatll　　　　MlalV

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HpalIBbiII

　　　　　　　5530　　　　　　5540　　　　　　5550　　　　　　5560　　　　　　5570　　　　　　5580

　CTGGAAGAGTTATCTTTTCTTTTTAACATACTATGGCCATGAAAATGGATTATCCAGAGA
　　　　Mboll　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BallNlalll　　　　　　　　　　　　EcoRV

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HaeIII

　　　　　　　5590　　　　　　5600　　　　　　5610　　　　　　5620　　　　　　5630　　　　　　5640

　TATCGGCTGTACGTATGGCAGAGCAGCTCACCCTAAGAGCTGTCAGTTGCGCTTCTGATG
　　　　　　　　　　　MaeII　　　　　　　　Alul　　　Ddel　AIuI　　　　　　HhaI

　　　　　　　　　Rsal　　　　　　　　　Bbvl　Hphl　　　　　　　　　　　　　　　SciNI

　　　　　　　5650　　　　　　5660　　　　　　5670　　　　　　5680　　　　　　5690　　　　　　5700

　ACCCTTGAAAATCTGGGGGAGACATAATTTCACGCCAGTTCGTACCCATAACCGCATCAG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Rsal　　　　HgiEII　　　Eco311

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SfaNI

　　　　　　　5710　　　　　　5720　　　　　　5730　　　　　　5740　　　　　　5750　　　　　　5760

　GTCTCCAAGGTTAGCAGCCTCTGGTCCATAGAACAATGTAGATAAGGGAAGTCGGCAAAT
　　　　　EcoT141　　BbvIMnlI　AvaIi

　　　　　Seel　　　　　Fnu4HI　　　Cfr131
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　　　　　　5770　　　　　　5780　　　　　　5790　　　　　　5800　　　　　　5810　　　　　　5820

　TGGATCCGTAACTTCGGGATAAGGATTGGCTCTGAGGATCGGGTATAAAGGCCATTAGAT
　　BamFI　Maelll　　　　　　　　　　　　　　DdelBinl　　　　　　　　BlulI

　　BamHI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DpnI　　　　　　　HaeI

　　　　　　　5830　　　　　　5840　　　　　　5850　　　　　　5860　　　　　　5870　　　　　　5880

　GATATCCAAGCTTGTTTGTTAGTGTGGCAACATGCTGATAGACTTGCGACCGAAGAATTC
　EcoRV　　AlulTth11111　　　　　　　　Nlalll　　　　　　　　Taqll　EcoRI

　　　　　　　　HindIII

　　　　　　　5890　　　　　　5900　　　　　　5910　　　　　　5920　　　　　　5930　　　　　　5940

　TTGTGGTAGACCTCGGTCGTCTTTATACAATTAACGATCAACTCAGAACTGAAGCGGACA
　　　　　　AccI　MnlI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DpnI　　DdeI

　　　　　　　　　　　　　Taqll　　　　　　　　　　　　　　　MosI

　　　　　　　5950　　　　　　5960　　　　　　5970　　　　　　5980　　　　　　5990　　　　　　6000

　AAGGTAATCCGACTGTTTAATAAAAACAAAGCATTGTGACGGCCTCAACAGGTGATGACA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　Mmel　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BluII　．　　　Hphl　　　DraIII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HaeIlI

　　　　　　　6010　　　　　　6020　　　　　　6030　　　　　　6040　　　　　　6050　　　　　　6060

　CAATGTGATTTCTGCCCAGTGCTCTGAATGTCAAAGTGACGCAATTCAACCAAGCGCGGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HgiAI　　　　　　　　　　　　HgaI　　　　　　　　　　　AccII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HhaI

　　　　　　　6070　　　　　　 6080　　　　　　 6090　　　　　　6100　　　　　　6110　　　　　　 6120

　TAAACGGCGGGAGTAACTATGACTCTCTTAAGGTAGCCAAATGCCTCGTCATCTAATTAG
　　　　　　　　　　　　　MaelII　　HhalI　　△　　　　　　AflII　　　　　　MnlI　　　　MaeIII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hinfl　IVSが挿入されている部位（図11B）

　　　　　　　6130　　　　　　6140　　　　　　6150　　　　　　6160　　　　　　6170　　　　　　6180

　TGACGCGCATGAATGGATTAATGAGATTACCACTGTCCCTATCTACTATCTAGCGAACCC
　　　　Acc！I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaeI

　　　　　HhaI

　　　　　　　6190　　　　　　6200　　　　　　6210　　　　　　6220　　　　　　6230　　　　　　6240

　ACAGCTAAGGGAACGGGCTTAGAATAATCAGCGGGGAAAGAAGACCCTGTTGAGCTTGAC
　　　AIul　　　　　　　　Ddel　　　　　NspBII　　　　Bbvll　　　　　　AluI　HhaII

　　　　　Ddel　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MboII　　　　　　　　　　　　HinfI

　　　　　　　6250　　　　　　6260　　　　　　6270　　　　　　6280　　　　　　6290　　　　　　6300

　TCTAGTCTAACTTTGTGAAATGGCACGTGGGGTATAGCCTAGGTGGGAGAGAAATCGAGC
　　Mael　　　　　　　　　　　　　　　　MaelI　　　　　　AvrlI　　　　　　　　　　TthHB81

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PmaCI　　　　　　　　EcoT141

　　　　　　　6310　　　　　　6320　　　　　　6330　　　　　　6340　　　　　　6350　　　　　　6360

　CTGTAAAACCACTACCCACGTAGTCATTTTGCTTATTTCGTGAAGAAAAAACTGGTGAGA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaeII　　　　　　　　　　　　　　　　MboII　　　　　　HphI　XmnI

　　　　　　　6370　　　　　　6380　　　　　　6390　　　　　　6400　　　　　　6410　　　　　　6420

　ACCAGTTCTAAAATTAAGGACATTTATTGTCTGATTTTTGCGAAAAGACATGGTTAGGGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NlaIII

　　　　　　　6430　　　　　　6440　　　　　　6450　　　　　　6460　　　　　　6470　　　　　　6480

　GGGAGTTTGTCTGGGGCGGAATGCCTGTTAAACCATAACGCAGGCGTCCTAAGTGTAGCT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bsml　　　　　　　　　　　　　　　　　　Acyl　　Ddel　　　　AluI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BbiII　　　　　　　　　　DdeI
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図8（J）

　　　　　6490　　　　　　6500　　　　　　6510　　　　　　6520　　　　　　6530　　　　　　　540

CAGTGAGAACGGAAATCTCACGTAGAACAAAAGGGTAAAAGCTACATTGATTTTGATTTT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Maell　　　　　　　　　　　　AluI

　　　　　　6550　　　　　　6560　　　　　　6570　　　　　　6580　　　　　　6590　　　　　　6600

CAGTATGAATACAAACCGCGAAAGCGTGGCCTATCGATCCTTTAACTTTACAAGTTTTAA

　　　　　　　　　　　　　　　　Accll　　　　　BluII　　Binl　　　　　　　　　　　　　　　　AluI

　　　　　　　　　　　　　　　　BceR　　　　　HaeI　　ClaI

　　　　　　6610　　　　　　6620　　　　　　6630　　　　　　6640　　　　　　6650　　　　　　6660

GCTAGAGGTGTCAGAAAAGTTACCACAGGGATAACTGGCTTGTGGCAGCCAAGAGTTCAT

　Mael　　　　　　　　　　　MaelII　　　　　　　　　　　　　　　　　BbvI

　　　　Mn11　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fnu4HI

　　　　　　6670　　　　　 6680　　　　　 6690　　　　　 6700　　　　　 6710　　　　　 6720
ATCGACGTTGCTTTTTGATCCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCATTGTGAAGCAGAATTC

　　　　MaelI　　　　　Binl　TthHB81　　　MbolI　　　　　　　　　　　　　EcoRIDralII

　　　　　　　　　　　　　　　　Sau3AI

　　　　　　6730　　　　　 6740　　　　　 6750　　　　　 6760　　　　　 6770　　　　　 6780
ACAACGTGTCGGATTGTTCACCCGCTAATAGGGAACGTGAGCTGGGTTTAGACCGTCGTG

　　　AflIII　　　　　　　Hphl　　　　　　　　　　　MaelIAluI

　　　MaelI

　　　　　　6790　　　　　　6800　　　　　　6810　　　　　　6820　　　　　　6830　　　　　　6840

AGACAGGTTAGTTTTACCCTACTGATGAAACGATGTTGCGACAGTAATTTAAGTTAGTAC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RsaI

　　　　　　6850　　　　　　6860　　　　　　6870　　　　　　6880　　　　　　6890　　　　　　6900

GAGAGGAACCCTTAAATCAGATAATTGGTAAATACGGTTGTCTGAAAAGACAATGCCGTG

　　　　MlaIV

　　MnlI

　　　　　　6910　　　　　　6920　　　　　　6930　　　　　　6940　　　　　　6950　　　　　　6960

AAGCTACCATCTGTTGGATTATGACTGAAGGCCTCTAAGTCAGAATCCATGCTGGAAAGC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HaeI　　　　　　　　HinfI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HaeIII

　　　　　　6970　　　　　　6980　　　　　　6990　　　　　　7000　　　　　　7010　　　　　　7020

AATGTCTAAGTGTGATGATAAACGAAAAAAAATAAGAAATTAAGTTCGAAAGGTAGAGCG
　　　　　Ddel　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AsuII

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Nsp（7524）V

　　　　　　7030　　　　　　7040　　　　　　7050　　　　　　7060　　　　　　7070　　　　　　7080

GAGAAGAGCGAAAAAGCTTGATCTTAACTGCTAATCGTAATTCCAAATTATCATCTACGT

　　Mboll　　　　　Alul　Dpnl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaelI

　　　　　　　　　　　　　HindIII

　　　　　　7090　　　　　　7100　　　　　　7110　　　　　　7120　　　　　　7130　　　　　　7140

AAATCTTTTGTAGACGACTTAATACGGAACGGGTATTGTAAGTATGAGAGTAGAATATTC

　　　　　　　　　Accl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SspI

　　　　　　7150　　　　　　7160　　　　　　7170　　　　　 7180　　　　　 7190　　　　　　7200

TACGATCTGCTGAGATTCAGCCCGTCTCCTTAGATTTATCTCATCTCCCTTTATTTTTTT
　　　DpnI　　DdeIHhalI　　　　　　　　　　DdeI　　　▲　　　　　　　　　　　　　　▲

　　　Dpnll　　Hinfl　　26SrRNA3’末端　　転写終結点
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図8（k）

　　　　　　7210　　　　　　7220　　　　　　7230　　　　　　7240　　　　　　7250　　　　　　7260

CTユ」£IT二Ω19皿翼i騨q手工工へ｛≧工44CTACTTTAGGAAAATTTTTACTTTAATTAAAAAAAAAGAAG

　IVa　　　　　　　　MaelII　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MbolI

　　　　　　7270　　　　　　7280　　　　　　7290　　　　　　7300　　　　　　7310　　　　　　7320

ATACTTTGAATTTATGTTTTGGAGATCTTTGGTCAAAGGTGATCAAAGACTTGAGTTTTC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BglII　　　　　　　　　　　BclI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　XholI　　　　　　　　　　　　Sau3AI

　　　　　　7330　　　　　　7340　　　　　　7350　　　　　　7360　　　　　　7370　　　　　　7380

TTTTTTTTTTTATCTGCTGGGGTTCTTAACTACTTTGTAAATTTTCTGAAAAAATCATCC

　　　　　　　　　　　　　IVb　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FokI

　　　　　　7390　　　　　7400　　　　　7410　　　　　7420　　　　　7430　　　　　7440

AATTTTTCATTGCAAAAATGAATGACACAAACACAAGAAAAAAAAGGGTGATCCATTCAT

　　　　　　　　　　　　　Val　　　　　　　　　Tth11111　　　　　　　　　　　BinI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sau3AI

　　　　　　7450　　　　　　7460　　　　　　7470　　　　　　7480　　　　　　7490　　　　　　7500

TTCCACTTTTTGCAATTTTTTGAGGGATTGTAGTATAGGGCGAAGTATAGGCCTAAATAC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MnlI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BIulI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HaeIII

　　　　　　7510　　　　　　7520　　　　　　7530　　　　　 7540　　　　　 7550　　　　　　7560

AATTTTCATTCAAAAAAAGCTGCTTTTGGGTTCATCGCAAAATCTCTGGAAAAAAGTGGA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　AluI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BbvI

　　　　　　7570　　　　　　 7580　　　　　　 7590　　　　　　7600　　　　　　7610　　　　　　 7620

ACAGAATGAAAATGCATGTAAAGTGAAGACTTTCCATTCAAAGTTAATGGAGTCTTTGTA

　　　　　　　　　　　　AvaIII　　　’　　Bbvll　　　　　　　　　　　　　　　　　HhalI

　　　　　　　　　　　　EcoT221　　　　　MbolI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HinfI

　　　　　　7630　　　　　　7640　　　　　　7650　　　　　　7660　　　　　　7670　　　　　　7680

AAAAAAAAAAAAATCCACTTATCAATTTCTTTCTTGTTACCAACCCTGCGGATTGAAGGG

Va2　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaellI

　　　　　　7690　　　　　　7700　　　　　　7710　　　　　　7720　　　　　　7730　　　　　　7740

AAAAGAGATAAAGTTGACTTGGGTATTCATTTCCACTTTGGGAACTTTAGTCATATTCTC
　　　　　　　　　　　　　ChulI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EcoRII

　　　　　　　　　　　　　HinclI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MvaI

　　　　　　7750　　　　　　7760　　　　　　7770　　　　　　7780　　　　　　7790　　　　　　7800

CAGGGATCCCTATATATGTTTCCTAGGGATCTTTTGCGCTATTTTGCCAAAAGTGGATTA

　　　BamFI　　　　　　　　　　　　Avrl【BinI　　　　HhaI

　　　BamHI　　　　　　　　　　　　　MaeI　Dpnl　　　SciNI

　　　　　　7810　　　　　　7820　　　　　　7830　　　　　　7840　　　　　　7850　　　　　　7860

GAATGAAAATACAAGAGAAGTGAAGATTTCTCATTCAAAATGAATGAAACCTTTGTCAAA

Va MboII

　　　　　　7870　　　　　　7880　　　　　　7890　　　　　　7900　　　　　　7910　　　　　　7920

AAAAAATCCACTTATCAATTTTTTTGGGAAGGGTTGGTACAATGATTCTTCGGATTTTGC

Rsal　　　HhalI

　　　　　　　HinfI
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pa8 (1)

7930 7940 7950 7960 7970 7980
AAAAAGTTGATTTCTCTCATGTATTATTTTTGAAGTGGTTCTTATACAAAAATGAATGAA

NlaIII Vb

7990 8000 8010 8020 8030 8040
AAAAAAAAATCCACTTATCAATTTTTTTTGCGAGGATCGCTCCCTTGATTCTTCGGATTT

8050 8060 8070

Binl

 DpnI

   8080

HhaII

Hinfl

8090 8100
TGCAAAAAGTTGATTTCTCTCATGTATTATTTTTCAAGCAGTTCTCATTCAAAAATGAAT

NlalII Vc

8110 8120 8130 8140 8150 8160
GTAAAAAAAAAATCCACTTATCAATTTTTTTTTCCAGGACTACCTCGCTTAGCTCTCGTC

                                 EcoRII MnllEsplAlul
                                 Mval Ddel
      8170 8180 8190 8200 8210 8220
TTTTCCAAAAAGTTGATTTCTTCAATGTATTTTTTTTGAGGTGGTTCTCATACAAAAATG

MbolI Vd Mnll

8230 8240 8250 8260 8270 8280
AATGAAAAAAAAAAATCCACTTATCATTTTTTTTTCTTCACACCAGCCTCAGAAAACTTA

                                  Mboll Ddel Ddel
                                               MnlI

      8290 8300 8310 8320 8330 8340
GGTTCAGGTCTAAAGTTGATTTTTTCATTCATTTCCACTAATATTCTCTTTTTTTACATA

Sspl

      8350 8360 8370 8380 8390 8400
TTCCCATATAAACATAATGAGATACAGAAAAGTGGTTTTGAATGAAAAAAACAAGGAAAA

                            V dl

      8410 8420 8430 8440 8450 8460
AAAATAACAAGGAAAAGCAAATGTTTTCATTGTATTTACTATCAAAACCACTTATAGGTG

                                                 Hphl

      8470 8480 8490 8500 8510 8520
ATTTTCGCCGACGGAGGCCGCTATCCGTGAGCCGATTGACCAAAAAGTGGTTTTGAATGG

               Haelll Vd2
               HhgI

      8530 8540 8550 8560 8570 8580
AAAAAGAAATTTTCATGTAAAAATGAATGAACTTTGGATTTCAGTGAGATTGTGTAATTT

             NIalll Vd3

      8590 8600 8610 8620 8630 8640
ACGCTGAAATTTGACTGAGAAAAGAAGAACCCACTCAAATCTTAAGTGAGAAAAAAAAAA

              Ddel Mboll Aflll

-- 83--



図8（m）

　　　　　　8650　　　　　　8660　　　　　　8670　　　　　　8680　　　　　　8690　　　　　　8700

CCTCGCTGAAAAACAATGAACCTAAA炎輩実i（裟i£奪Gi証ム査盛査‡看：AiA；TGAAAAACTCTATTCAA

Mn11　　　　　　　　　｝i叢liiiii　Ddel　Vd4

　　　　　　8710　　　　　　8720　　　　　　8730　　　　　　8740　　　　　　8750　　　　　　8750

ATTACTATACATAATAATCCTTTATCTGTACTTATATAGACTGTATTTACTCTATTTTGT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RsaI

　　　　　　8770　　　　　　8780　　　　　　8790　　　　　　8800　　　　　　8810　　　　　　8820

AGCTTATTTCTGGATTTAATAGTAAAATAACGCAAATAAGAAAACTTTAATTAACCTAGT

AluI　VIa MaeI

　　　　　　8830　　　　　　8840　　　　　　8850　　　　　　8860　　　　　　8870　　　　　　8880

TCTTTCATTTTTTTATTTTATACATATATAATAGGCTTTTTATTCATGGATATTCTATTC

NlaIII

　　　　　　8890　　　　　　8900　　　　　　8910　　　　　　8920　　　　　　8930　　　　　　8940

ATCTTCTCAAAGCCTTCAAAATCTCTATCATTTATGTCTTCTATATAGTCTTAACACTAT

MboII BbvIl

MboII

　　　　　　8950　　　　　　8960　　　　　　8970　　　　　　8980　　　　　　8990　　　　　　9000

AGTCTCTAATGGCTAAAAAATTCACATTTTTTGACATTTAATAGTAGAATATTGCGAATA

VIb SspI HinfIII

　　　　　　9010　　　　　　9020　　　　　　9030　　　　　 9040　　　　　　9050　　　　　　9060

AGGAAGGCTCAACGAACCCGGTGCCTTCATAATTTAATTTTATTGATATATACTAGGCTA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BanI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MaeI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　HpaII

　　　　　　9070　　　　　　9080　　　　　 9090　　　　　 9100　　　　　 9110　　　　　　9120

TGTACTCATGGACATTCTATTTTAGTCGCCTAAAGCTTAAAATGAGCTCATTGTTTGGAT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BbrI　　　　　　BanII　　　　　　　　BamHI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HindlII　　　Sacl　　　　　　　BinI

　　　　　9130　　　　　　9140　　　　　　9150　　　　　　9160　　　　　　9170　　　　　　9180

CCATAAAGATTTTATTAGGATAAACACCTTATATAAATACAAGGGATTTTCTTGCAGATA
割

　　　　　　9190　　　　　　9200　　　　　　9210　　　　　　9220　　　　　　9230　　　　　　9240

AAAAAATGGCTTTTCCTATATTTGAGAGTGGTTCCATTAAGAATAAGGAAAAAACATTTT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MlaIV

　　　　　　9250　　　　　　9260　　　　　　9270　　　　　　9280　　　　　　9290　　　　　　9300

ATGCAGAAACTTTAAAATTTAATTTGCTTTCATTTGAGAGTTTAGTATTTTTGGGCAGAC
　　　　　　　　　　　DraI

　　　　　　9310　　　　　　9320　　　　　　9330　　　　　　9340　　　　　　9350　　　　　　9360

TATACTTTAGACCTCCATTATGGGAAAATACTCTTCAAAATTCTGCCATTGTATATTTTG

　　　　　　　　　　　Mnll　　　　　　　　Mboll　　　　　　　　　Ve
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図8（n）

　　　　　　9370　　　　　　9380　　　　　　9390　　　　　　9400　　　　　　9410　　　　　　9420

ム∠玉∫βム、A．GATCTTAGAACCTTTGAGCCCTAACTTAGAGCCCAAACTAGATGGTCTTTTATT

　　　　　BglII　　　　　　　　　　BanlI　　　　DdelBanlI　　　Mael

　　　MbolI　Ddel　　　　　　　HgiJII　　　　　　HgiJI正

　　　　　　9430　　　　　　9440　　　　　　9450　　　　　　9460　　　　　　9470　　　　　　9480

CTATATAAAATCATATTTCTTAAGTAATTACTATGAATAAGAAAGAAAGATTTGACAATT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　AflII

　　　　　　9490　　　　　　9500　　　　　　9510　　　　　　9520　　　　　　9530　　　　　　9540

GACCTTCATTTTCATTTAAATCCTTTATCTGATGTTCTTTATATATACTATCAGGCTAAA

　　　　　　　　　　　　　　DraI

　　　　　　9550　　　　　　9560　　　　　 9570　　　　　 9580　　　　　 9590　　　　　 9600

TCCTACTATAACTCCAATATAAGTGAAACCCCATTCATTTTCATGGAAAATTAAAATCAT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NlaIII

　　　　　　9610　　　　　　9620　　　　　　9630　　　　　 9640　　　　　　9650　　　　　　9660

CAAAGGAGTTATTCTTAGTGATTAGGGTTTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGT

DdeI テロメア繰り返し配列

　　　　　　9670　　　　　　9680　　　　　　9690　　　　　 9700
TGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG
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Stadenの方法による2っの塩基配列の比較図10（A）’

（1）原理
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（2）相同性がある場合

＊＊ACGTATC＊
　　　　　ユ　　　

ユ

　　　　ロ　　コ　　コ　　　　ロ
　　　　…　　1・
　　　　l　l　I　8　

置

　　　　ロ　 コ　　コ　　　　ロ

　　　　・・111　　　　コ　　ロ　　　　ロ
ー一一…一… 潤flil
　　　　　　コ　コ　ほ一一一一一一一一一一。一・ 潤E1　・
　　　　　　コ　　ロー一一一一一一一一一一一一一一一・

潤h　　　　　　　；一一一一一一一一一一一。一一一一一一・

一一一一帰一一一一一一一一一一一一一一一一一・ B

＊
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G
T
A
T
C
＊

（3）反復配列がある場合

＊＊ATCTG＊＊＊ATCTG＊＊
　　　ロ　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　

ロ

　　　1　1　旦　　　　　　　　　　l　l　l
　　　l　l　l　　　　　　　　　　I　臨　l　　　o　幽　I　　　　　　　　　　l　，　I
　　　l　穆　6　　　　　　　　　　■　l　I’
　　　l　l　臨　　　　　　　　　　　1　I　l
　　　l　巳　1・　　　　　　　　　　I　l　o
　　　畳　l　l　　　　　　　　　　　I　，　1
　　　　コ　 ユ　　　　　　　　　　　　　ロ　 し
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図10（B） エ．．　riformis　GL株の反復配列の検索
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図10（¢） 工．．riformis　GL株の反復配列の検索
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図ユ1　工．　rifomis　GL株と工，一B株との比較
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図13（B）
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図18 ユ迦rDNAの5’側非転写スペーサー領域の反復配列
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