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論文内容の要旨

〔目的〕

有核細胞の核中に存在する核小体の分離精製が可能になったのは，ごく近年のことである。その中

でも核小体クロマチンは，核小体を単離精製するだけで他の部位のクロマチンとわけることができ，

リボソームRNA遺伝子(rDNA) に富み，その産物のリボソームRNA(rRNA) の精製が比較的容易で，

rDNA の反復配列の特性等，動物細胞の遺伝子の発現制御機構の研究上種々の利点を持っている。そ

こで，まず核小体クロマチンの分画化を試み， rDNA に富むクロマチン分画を得 動物細胞の遺伝子

の特性を明らかにすることを目的とした。

〔方法及び成績〕

①核小体クロマチンの調製…単離した核小体をPolyvinylsulphate (PVS) で処理し，続いて， 2OmM

Di thiothreitol を用いてリボ核蛋白頼粒をできる限り抽出除去した。次に 核小体を 1加M T r is -

HC 1 buffer pH 8.0 中で超音波処理してこわし，遠沈により，上清に可溶化したクロマチンを得た。

②庶糖密度勾配遠法によるクロマチンの分画化…可溶化したクロマチン分画を 0.17 ~ 1. 7M の庶

糖密度勾配遠心にかけ，ほぽDNA含量の等しい二つのピークを得た。このパターンは，クロマチン

を可溶化する音波処理の時間が20秒でも 40秒でも同じであった。速く沈降するピーク H は，ゆっく

り沈降するピーク I より RNA 含量が多かった。また，遠心によるピーク H のDNA成分のプロフイ

ールは， RNA成分のプロフイールとは異なった。これは， リボ核蛋白頼粒がピーク H と一緒に沈降

するにすぎず，ピーク H が速く沈降する原因ではないことを示唆している。さらに，リボ核蛋白頼

粒を酵素分解した後でもピーク H が存在したので，この推論が正しいことがわかった。
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③ 分固化したクロマチン中のリボソームRNA遺伝子の含量…分画化した核小体クロマチンDNA 中

のリボソームRNA遺伝子の含有百分率を， 32p でラベルしたrRNA と DNAのhybridization 法で調

べると，ピーク I はピーク H の約10倍の値を示したコ

④ CsCl 法によるリボソームRNA遺伝子のDNAの分析…分画化したクロマチンDNA をさらにCsCl

平衡密度勾配遠心法で精製し，分析した。リボソームRNA遺伝子のDNAの浮遊密度に関するプロ

フイールは，各分画問では本質的に変りはなかった。 CsCl法でF分画化したDNA をさらにDNA.R

NA の hybridization 法で調べ，ピーク I はピーク H に比べ，より多くのリボソームRNA遺伝子を

含有していることを，高度に精製したDNAで確かめた。

⑤ 分画化したクロマチンDNA に存在する satellite DNA …マウス細胞の核小体中には， AT含量に

富む単純な反復配列DNAである satellite DNA が約25%含まれている。分画化したクロマチンより

DNA を抽出した後， CsCl法でsatellite DNAの含量を調べると，ピーク H は， ピーク I の約1. 5

倍のsatellite DNA を含んでいたにすぎない O つまり，ピーク I のリボソームRNA遺伝子の周辺に

も， satellite DNAカ河字在することを示唆している。

〔総括〕

①動物細胞の遺伝子発現制御機構を研究するための第一段階として，エールリッヒ腹水癌細胞よ

り単離した核小体のクロマチンを分画化し，リボソームRNA遺伝子に富む分画を得ることを目的

とした。

②核小体クロマチンは，庶糖密度勾配遠心法で，ゆっくり沈降するピーク I と，速く沈降するピー

ク H にわかれた。リボソームの前駆体であるリボ核蛋白頼粒はピーク H にくるが，この頼粒が，ク

ロマチンに付随しているためにピーク H が速く沈降するのではないことを確かめた。

③ リボソームRNA遺伝子の含有量を各分画で調べると，ピーク I では，ピーク H の約 10倍の百分

率を示した。

④ CsCl平衡密度勾配遠心法て\さらに， リボソームRNA遺伝子のDNA を分析した。浮遊密度に関

しては各分画聞に差はなかったが，このように精製されたDNAでも， リボソームRNA遺伝子の百

分率では，上記のような顕著な差が存在していることを確認した。

⑤ マウスの核小体DNA に大量に含まれている satellite DNA は，ピーク I よりは，ピーク H に多

く含まれるが， リボソームRNA 遺伝子がピーク I に濃縮されている程の顕著な分布の差は認められ

なかった。したがって， satellite DNA は核小体クロマチンDNA 上に広く散在し，ピーク I のリボ

ソームRNA遺伝子の周辺にも存在することを示唆した。

論文の審査結果の要旨

前核細胞の場合は，遺伝子をとりまく蛋白は，殆んどない場合が多いが，真核細胞では，核蛋白複

合体を形成している。従って，遺伝子の発現機構は，両者の間ではかなり異なるものと思われる。晴
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乳動物の様に多数の遺伝情報を持ったクロマチンから特定の遺伝子のみを単離することは，先づ不可

能であるが， リボソームRNA遺伝子に限り，その様な目的に適しており，本研究では活発に転写して

いるリボソーム RNA 遺伝子の分画化に成功した。このクロマチン分画の特性を究明し，あるいは，

それを鋳型として動物細胞のクロマチンの転写機構解明の大きな手がかりが得られたわけであり，そ

の生物学的意義は大きい。
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