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　　　　　　　　　　　　　　　　論文．内容の要旨　　　　　　　．
　原生動物繊毛虫類丁θごrαんッ肌επαは，生殖核として機能する小核及び栄養核として機能する大核の2種類
　　　　　　　　　　　へ　
の核を持つ単細胞真核生物である。接合時に小核が分化して大核が形成され，同時にDNAが増え約20倍に

もなる。7初rαんyπLθπαリボゾームRNA遺伝子（rDNA）は，小耳のゲノム中に1コピーのみ組み込まれ

ている。rDNAは卵核が大判に分化する際に切り出され2つのrDNAが対称につながり，全体が回文構造

であるような線状DNA（約20kb）として大州中に存在する。大回中のrDNAは10，000～20，000コピーに

まで増幅し，その量は全DNAに対し2％と多い。大判の周縁部に存在する遊離核小体はこのrDNAによ

って形成されている。真核生物の染色体の末端（テロメア）に共通して存在すると考えられているテロメア

繰り返し塩基配列が，7’eεrαん：y7π飢αrDNAの末端1とも認められる（77ε‘rαんγ飢θπαrDNAではCCCC

AAの配列がテロメアにおいて繰り返されている）。

　このように7厩rαんッ椛θπαrDNAは非常に特徴的な構造（回文構造）をもち，さらに小核の分化に伴う

DNAの再編成あるいは増幅，テロメア繰り返し配列の存在など興味深い特徴を持っている遺伝子である。

　一方，真核細胞における遺伝子発見調節に関する研究では，クロマチンの構造と機能の関係は重要な11つ

の視点である。Tθ‘rαん：y舵eπαrDNAは他の遺伝子と比べ非常に量が多く，、さらにゲノムから遊離して核小

体を形成している。従って，Tθび畝ッ況θπα核小体は機能が既知の単一遺伝子（rDNA）クロマチンと．して，．

遺｛論現調節のグロマヂシレベルでめ研究1こおいて非常に有利な実験系である。我々のグルーブセばこの・1・’

7eヶαんッπL飢αの利点を生かし，上記の視点に立って研究を進めている。使用している細胞は，　Tεεrαんッ〃～飢α

p：yrヴor7疵s　GL株（無小憩系）であり，核小体の単離法（東中川ら）およびrDNAク。一ンを用いたεπ

漉ro転写系（Nilesら，松浦ら）』が確立されている』

　この一連の研究をさらに進めて行く上で，遺伝子の本体であるDNAの塩基配列を知ることは，最も基礎

的かつ重要なことであう◎その上，前述のようにTθ‘rαん：y配飢αrDNAは非常に特殊な構造を持つ一方で．

真核生物に共通した構造をもっという2面性があり，これらの構造が持つ生物学的な意味を研究する上で塩・’

基配列を決定することは有意義なことである。そこで本論文では7㌦p：vr亭or而sGL株rDNAの全塩基配

列を決定することを試み牟。その結果得られた塩基配列についてその性状を多面的に解析し，さらに近縁琿
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である工ぬεr肌opん‘ZαB株rDNAの塩基配列と比較検討した。

　T．p：yrげbrm‘8GL株rDNAの転写産物のうち26SrRNAは分子のほぼ中央で切断されていて，この現

象はhidden　breakと呼ばれ，変性条件下での電気泳動による分析で明らかにされている。このhidden

breakが起こる部位を今回決定した塩基配列上に予想した。この予想された部位において考えられる構造を

検索し，昆虫に認められているhidden　break部位の構造と比較検討した。

1．本論文において今回決定した塩基配列は，回文構造の中央から約200塩基離れたKpn　I部位から末端

（テロメア）までの9707塩基である。塩基配列の決定は次のように行った。　　　　　　　　　　　”1

　①飢p：yrザbm‘s　GL株rDNAクローン（pTpr　4，　pTprK：T）から適当なrDNA断片を切り出し，

　　pUC　19をベクターとしてサブσ一ニングした。

　②uni。directional　deletion法を用いてサブクローンから種々の長さの欠失クローンを作製した。

　③ジデオキシ法により各欠失クローンあ塩基配列を決め，読んだ塩基配列をつなぎ合わせて全体のrDNA

　　の塩基配列とした。

2．今回決定した乳ρyrヴbr而8　GL株rDNAの塩基配列を7Lεhe舩qpん‘ZαB株との比較も含めて解析

　した結果，以下のような知見を得た。

　①既報の配列と一致しない部位が認められた。そ6原因としては，細胞のバッチの違いなどが考えられる

　　が，現在のところ明確な原因は明らかではない。

　②7㌦坑er肌op域αB株との比較について次のようなことが認められた。

　　a）rDNA各領域のG－C含量を比較すると，非転写スペーサー領域，転写スペーサー領域，成熟r

　　　RNAコード領域の順にG－C含量が高くなっていて，この傾向が2種のTθ‘rαん：y7π飢αに共通して

　　　いた。しかし，．それ以外の生物種の場合を見ると必ずしも同じ傾向はみられなかった。

　　b）皿此θππOPん記¢B株rDNAとの相同性は転写領域において非常に高ぐ・・特に成熟rRNAコード

　　　領域は95％以上であった。非転写スペーサー領域は，．これに比べ極めて相同性が低く．（50％以下），こ

　　　のことは非転写スペーサーの進化における保存力が低いことを示す1’つの例と考えられる。

　　　c）転写開始点近傍のG－C含量の変化を見ると，転写開始点を含む部分のG－C含量が相対的に低く

　　　なっていて，．これを挟んでG－C含量の比較的高い部分が存在した。この傾向は2種のTεεrαんy椛επα

　　　に共通しているだけでなく，他の生物種にも認められ，転写開始のメカニズムとG－C含量の分布の・

　　　変化との間に関係のあることが示唆された。
『一 пj26曲四坐融あ比較より，、処。，．伽‘。GL株の方・・大きな蛛が識寵勧部

　　　分は処¢んerπLopん‘ZαB株にみられる介在配列（IVS）に相当し，五py醇brmεsGL株において

　　　完全に欠失した部分であることが確認された。

　③非転写スペーサーについて次のようなことが認められた。

　　　a・）5’非転写スペーサー領域の反復配列（タイプ1，H，皿）については，　Nilesらが報告していて，

　　　今回決定した塩基配列においても同様な結果が確認された。

’碑だ烽､「’「♂非転写スペーサー領域については，皿εんθr鵬op観α及びααμCO椛αC加伽彦乞ごにお』いて…．’耽

　　　Challoherらが報告しているタイプIV，　V反復配列が皿pyrげbr〃乙‘s　GL株にも存在することを確

　　　認した。
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　c）タイプVの1つの特徴として，各反復配列の長さが120～130塩基あり，それぞれの種において保

　　存部分と変異部分が存在することが認められた。またこの特徴が3種の繊毛虫を通じて共通している

　　ことから，上記のような特徴がタイプV反復配列の機能に重要であることが示唆された。

　d）タイプVについて2種のTε〃αんツm飢αの間に3つの共通配列が認められ，そのうち1つには

　　7θεr碗ymθπαの中で，非常に強く保存されていると思われる塩基配列TGAATGが認められた。

　　さらに3種の繊毛虫のタイプV反復配列に共通な塩基配列CCACTTが認められた。これら共通配

　　列がタイプV反復配列の機能に対して，重要な働きをしている可能性も考えられる。

　e）タイプV反復配列のさらに3’側下流には長さ約160塩基のタイプVI反復配列が7㌃p：yr〃brπ乙‘sGL

　　株に認められた。この反復配列は7㌔亡んθrmσp観αあるいはαα召co肌αでは認められていない配列

　　であり，今回新たに確認した反復配列である。タイプVI反復配列1こおいてstem－100p構造を検索し

　　た結果，Tクラスターに隣接した構造が存在し，転写調節においてRNAポリメラーゼ1の転写終結

　　点を越えた進行を停止させるためにタイプVI反復配列が機能している可能性が示唆された。

　f）トポイソメラーゼ1の結合部位を今回決定した塩基配列の全領域において検索したところ，その分

　　布が転写開始点付近に局在していることが確かめられた。転写領域においては，外部転写領域の転写

　　開始点付近に1カ所存在するのみで，その他のトポイソメラーゼ1の結合部位は，全て非転写スペー

　　サー領域に存在していた。このことは，トポイソメラーゼ1の機能が転写調節に強く関係しているこ

　　とを示唆する例と考えられる。

④hidden　break部位をEckertら及び東中川の報告を基に，今回決定した塩基配列の上に予想した。予

　想された部位において考えられるRNAの2次構造を検索した結果，昆虫で見出されている構造と非常

　に似た構造が1つ確認された。

　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　近年，．原生動物に関する分子生物学が発展し，種々の原生動物の持つ特殊性あるいは，．真核生物に共通な

特徴が明らかにされつつある。特に病原性鞭毛虫類丁αp飢oso㎜αや繊毛虫類のTεかαんッ配επα…Pαrα一

肌θc彪隔壁に関する研究は，多くの研究者の注目を集めている。

　Tθεrαんッmeπαは大小，2種類の核を持つ単細胞真核生物である。小叩の一つが接合の過程において大核

に分化し，このときにDNAの再編成と増幅が認められる。　Tθεrαん：y配¢παリボゾームRNA遺伝子は大黒

において10，000～20．000コピーにまで増幅された約20kbの線状DNAどして存在し；’核小体を構成する。’

この線状DNAは，大核が形成される際；2っのりボゾーム遣伝子が逆向きにつながってできたもので，．　D

NA全体が回文構造になっている。従ってDNAの再編成あるいは増幅の研究のモデルとして7eム♪α磐田θπα

リボゾームRNA遺伝子は多くの研究室で用いられているG

　真核生物における遺伝子発現の調節の研究においては，クロマチンの構造と機能の関係は1つの重要な問

題である。7℃eεrαんッ瓶飢αリボゾームRNA遺伝子は機能が既知の単一遺伝子クロマチンと考えられる核小

体として，高純度の単離が可能であり，現在これを用いてク．oマチンレベルの研究が進められている。・

　上述した硯究における基礎的な情報として，遺伝子の塩基配列を決定することは非常に重要である。本論

文では，距かαんッπ昭παp：yrヴbr7π‘s　GL株（無小核系）のりボゾームRNA遺伝子の全塩基翠列のうち90
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％以上の9，707塩基の塩基配列を決定し，その性状を多角的に解析して，以下の解析結果を得ている。

ユ．塩基配列を決定したのは，リボゾームRNA遺伝子（回文構造）の中心付近から末端までの領域である。

2．近縁種の7ε‘rαんッ贋飢α‘舵r7πopん‘♂αB株のリボゾームRNA遺伝子の塩基配列との比較より以下に

　示すことが認められた。

　①7gかαh：y規飢αにおいては．成熟リボゾームRNAコード領域に比べスペーサー領域のGC含量が低

　　い傾向がみられた。

　②　成熟リボゾームRNA遺伝子コード領域の塩基配列は，2種のTθ〃αんγ肌eπαの間で高い相同性が認

　　められたのに対し，非転写スペーサー領域では両者の相同性が極めて低かった。

③転写開始点近傍には相対的にGC量が低くなっている部分が認められ，同様なことが，7θ診rαんッ規飢α

　　のみならず他の生物種にも共通した特徴として認められた。このことから，GC含量に基づくDNAの

　　構造と転写開始のメカニズムとの関係が示唆された。

④26SリボゾームRNAコード領域では，飢地εmopん‘」αに見られる介在配列に相当する塩基配列が

　　皿p：yrヴormεsでは完全に欠損していた。

3．2種の7θかαんッ那θπαおよびGZαμcoπLαcんα伽疵の3種の繊毛虫で比較した結果より，非転写スペ

　ーサー領域に共通な特徴を持つ5種類の反復配列が認められた。このことは，原生動物（少なくとも繊毛

　虫類）においてりボゾームRNA遺伝子の発現調節に共通なメカニズムの存在を示唆する結果と考えられ

　る。さらに，皿、ρyr加rη↓‘sの5’二言転写スペーサー領域に，公疏θr肌opん三♂αやG．　c九αε‘o読では見ら

　れない反復配列が，新たに確認された。2次構造を検索した結果より，この新しい反復配列がRNAポリ

　メラーゼ1による転写の終結に関与することが示唆された。

4．DNAの高次構造の変化に関与するトポイソメラーゼ1の結合部位を検索した結果，非転写スペーサー

　領域に局在し，．成熟リ．ポゾームRNAコード領域には存在しなかった。この結果は，トポイソメラーゼ1

　が，．転写調節に強く関与していることを示唆している。

5．26SりポゾームRNAのほぼ中央に存在するhidden　break部位の2次構造を予測した結果，昆虫で見

　いだされている構造に類似した構造が認められ，hidden　breakが未知の機能を担っていることが示唆さ

　れた。

本論文では・このように・1つの輯薫難卿の全擁蝦面繋瓢に・さらにその前後の大

部分の構造も解明し，その結果を非常に詳細に分析し，いくつかの興味ある新発見をしている。獣医学領域

においてもゼ1990年代には遺伝子レベルでの研究が基礎・・臨床分野で重要かつ必須のものとなる趨勢にある

が，本論文のような本格的遺伝子解析を行った学位論文は，我国の獣医学界においては従来なかったと思わ

れる。すなわち本論文は今後の基礎獣医学への先駆的かつ高レベルな業績として高く評価され，獣医学博士

の学位を授与するに十分なものであると判断される。
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