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論 文 内 容 要 旨

第 ■ 章 序 論

鳥 類 の性 染 色 体 構 成 は雌 ヘ テ ロ型 で あ り、雄 はZZ、 雌 はZWの 各2本

の 性 染色 体 を体 細 胞 の核 内 に含 ん で い る 。雌 に特 異 的 なW染 色 体 は 、 一般

に 小 型 で 、Cバ ン ド法 に よ り全 域 が 濃 染 さ れ る た め他 の染 色体 と容 易 に 区

別 され る。Cバ ン ド法 に よ る分染 の 現 象 は 、辿 鍾tuハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ

ンの 際 に染色 体DNAを ア ル カ リ変 性 後 、DNA2本 鎖 の再 形 成 反応 を 行 な わせ

た結 果 見 出 さ れ た もの で 、 そ の 後 の 研 究 か らCバ ン ド法 で 濃 染 され る染 色

体 領 域 と高度 反 復DNAが 局 在 す る部 位 とが 一致 す る場 合 が 多 い こ とが 知 ら

れ て い る。 こ の こ とか ら、 以 前 か らW染 色 体DNAは そ の 大 部 分が 反 復DNAよ

り構 成 され て い るの で は な い か と考 え られ て い た。 また 、W染 色 体DNAは

体 細 胞 核 内 にお いて そ の 全 域 が 高 度 に凝 縮 し た クロ マ チ ン(ヘ テ ロ クロ マ

チ ン)構 造 を 形 成 して い る こ と も知 られ てお り 、 こ う し たヘ テ ロ ク ロマ チ

ン構 造 の 形 成 と高 度 反 復DNAと の 因 果 関 係 も以 前 よ り興 味 が 持 たれ て い た

問 題 で あ る 。

本 研 究 は 、問 期 の 細 胞 核 内 にお け るW一 ヘ テ ロ クロ マ チ ンの 分 子 構 築 の

解 明 の 一 環 と し て行 な わ れ た もの で あ り、 その 研 究 対 象 と して は キ ジ 目 に

分 類 され るニ ワ トリ、 シチ メ ンチ ョウ 、キ ジのW染 色 体 に着 目 した 。ニ ワ

トリのW染 色 体DNAの ヘ テ ロ ク ロマ チ ン化 につ い て は 、 この 染 色 体 の 約60

%を 構 成 す る反 復DNA成 分(XhoIフ ァミ リー 反 復 配 列)・…'・)とXholフ ァミ

リー 反 復 配 列 に高 親 和 性 結 台 す るW-protein4)が 関与 して いる可 能 性 が す

で に報 告 され てお り、本 研 究で は この よ うな 反 復 囲Aと タ ンパ ク質 との 相

互 作 用 が 他 種 のW染 色 体DNAに つ い て も認 め られ るか ど うか を検 討 した 。
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第2章 ニ ワ ト リXho■ フ ァ ミ リ ー 反

復 配 列 の 量 的 お よ び 質 的 な 変 動

塾旦1フ ァミ リー反 復 配列 の 代表 的 な反 復 単 位 として0.7kb反 復 単 位

(塾旦1-0.7kb配 列)が 知 られ てお り■)2)、 ニ ワ トリ品種 の 一 つ で あ る 白色 レ

グ ホ ンのW染 色 体 上 で 、 この 反 復 フ ァ ミ リー は0.7kb単 位 に換 算 す る と約

3万 回反 復 して存 在 す る と考 え られ て い る 。 この こ とは 白色 レグ ホ ンのW

染 色 体DNA(全 長 約3.3x104kb)の うち 約2.1x104kbの 領 域 は比 較 的 均 一 な 反

復DNAで 構 成 さ れ て い る こ とを示 して い る 。

研 究 を始 め る に あ た り、 こ のXhoIフ ァミ リー 反 復 配 列 の特 徴 を さ らに知

る こ とが 重 要 と考 え られ た 。 そ こで 初 め に 、 この 配列 が ニ ワ トリ各 品 種 の

W染 色 体 中で ど の よ うな 量 的 変 動 を示 すか とい う点 に着 目 して解 析 を行 な

うこ と に した 。Fig.1に は32P-Xhol-0.7kb配 列 をプ ロー ブ として 、 塩基 不

対 合 を約11%ま で許 容 す る条 件 下 で19種 の トリDNAに 対 し ドッ トプ ロ ッ ト

ハ イブ リダ イゼ ー シ ョ ンを行 な っ た結 果 が 示 され て い る 。上 段 の タ イ ワ ン

ジ ドリ(Ta掬anNativeFowl)か ら15段 目の 赤 色 野鶏(Redjunglefow1)ま

で はαallus属(ニ ワ トリお よび 野 鶏)で あ る 。Xhol配 列 との 顕著 なハ イブ リ ッ

ト形 成 は これ らGallus属 の 種 の 雌 に お い ての み 認 め られ た 。 しか し、 それ

ぞれ の 反 復 回数 には 変動 が 認 め られ 、 最 も多 い タ イ ワ ン ジ ドリで は2倍 体

ゲ ノ ム 当た り約4万 回 、最 も少 な いエ ジプ ト産 ニ ワ トリ品 種 フ ァヨ ウ ミで

は2倍 体ゲ ノ ム 当 た り約5千 回反 復 して い る こ とが 示 され た 。 これ らの 結

果 か ら、Xholフ ァ ミ リー反 復 配列 に極 め て高 い相 同性 を 示 すDNA成 分 は

qallus属 にお い て 広 くW染 色 体上 で 反 復 して存 在 して い るが 、 そ の存 在 量

はW染 色 体 当 た り約5千 回 か ら約4万 回 まで変 動 が 許 容 され て い るこ とが
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明 らか とな っ た 。

さ て 、上 述 の 実 験 結 果 を見 る とフ ァ ヨウ ミのW染 色 体 にお い て は迦1フ ァ

ミ リー 反 復 配 列 が 著 し く少 な い分 だ け 、 その 他 の反 復DNA成 分 が 増 幅 して

い る可 能 性が あ っ た 。 しか し、極 め て近 縁 で あ る品種 間 にお い て 、全 く異

な っ た反 復DNA成 分 が 増 幅 して い る とは考 え難 く、迦1フ ァミ リー 反 復 配

列 に関 連 ま たは 類 縁 のDNA成 分 が 存 在 して い る と予 想 さ れ た(本 論 文 で は 、"

関連"配 列 とはXho工 一〇.7kb配 列 と60%以 上 の 相 同性 を持 っ 配 列 を 、"類 縁"

配 列 とは60%未 満 の 相 同 性 を 持 つ 配 列 を示 す)。 そ こで 、次 に塾旦1配 列 と

の 相 同性 の許 容 度 を 変 化 させ た条 件 下 で ハ イブ リッ ト形 成 反 応 を行 な うこ

とで 、Xholフ ァ ミー 関 連 ま たは類 縁 配 列 の 存 在 を フ ァ ヨ ウ ミの ゲ ノ ム 中 に

検 索 して み た(Fig.2)。 実 験 には 、 白色 レグ ホ ン(肌)お よび フ ァ ヨウ ミ

(Fa)、 またFig.1の 実 験 条 件 下 で はXhol配 列 が検 出 され な か っ た シチ メ ン

チ ョウ(T)、 そ して対 照 と して ヒ ト(C)のDNAを 用 い た 。プ ロー プ で あ る

32P 一迦1-0 .7kb配 列 と の塩 基 不 対 合 を約32%ま で許 容 す る と(Aお よびC)、

雌 フ ァヨ ウ ミDNAに 対 す るハ イブ リ ッ ト形 成 レベ ル が 雌 白色 レグ ホ ンDNAと

のハ イブ リッ ト形 成 レベ ル の約70%ま で 上昇 した 。 さ ら に塩基 不 対 合 を約

40～60%ま で 許 容 す る と(Bお よびD)、 ハ イブ リッ ト形 成 レベ ル は2種 の

ニ ワ トリ品 種 間 で ほぼ 同 程 度 とな っ た 。 これ らの 結 果 は 、迦1フ ァミ リー

配 列 の 関 連 ま た は類 縁 配 列 が フ ァ ヨ ウ ミのW染 色 体DNA中 で高 度 に反 復 し

て存 在 す るこ と を示 唆 す る もの で あ っ た 。

Fig.2の 実 験 か ら、 フ ァヨ ウ ミ につ い てば か りで な く、本 研 究 を進 め る

上 で の い くっ か の 重 要 な 知 見 が 得 られ た 。 その 一 つ は 、塩 基 不 対 合 を 約60

%ま で 許 容 し た条 件 下 で 、雌 シ チ メ ンチ ョウDNAに 対 す るハ イブ リッ ト形
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成 レベ ル が 雄DMに 対 す る それ の 約2倍 で あ っ た こ とで あ る 。 この結 果 は

迦1フ ァミ リー 反 復 配列 に類 縁 のDNA成 分 が シチ メ ンチ ョウのW染 色 体 に'

も存 在 す る こ とを 示唆 す る もの で あ り 、峯匝1フ ァミ リー 反 復 配 列 の 進 化 的

起 源 を考 え る上 で興 味深 く思 われ た 。

第3章 シ チ メ ン チ ョ ウ お よ び キ ジ

のW染 色 体 を 構 成 す る 反 復DNA

前 章 で 述べ た実 験 結 果 か ら、Meleagris属 の シ チ メ ンチ ョウ のW染 色 体

中 に もXholフ ァ ミ リー 反 復 配列 と類 縁 の 反 復 配列 が 存 在 す るこ とが 示 唆 さ

れ 、Gallus属 以 外 のW染 色 体 中 に もXhoIフ ァ ミ リー 類 縁 配列 が 存 在 す る可

能 性 が 示 され た 。 そ こで 、Xhol-0.7kb配 列 をプ ロ ーブ と し、高 い塩 基 不 対

合 を許 容 す る条 件 下で ハ イブ リッ ト形 成 反 応 を 行 な う こ とで 、Gallus属 以

外 の キ ジ 目の トリの 雌 ゲ ノム 中 にXholフ ァ ミ リー類 縁 配列 を検 索 した 。

Fig.3-Bに は シ チ メ ンチ ョウDNAをPstl分 解 し た後 、 ま たDに は キ ジ

DNAをTaql分 解 した後 に アガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を行 な い 、32P-Xhol-

0.7kb配 列 を プ ロ ーブ と して 、約60%の 塩 基 不 対 合 を許 容 す る条 件 下 でサ

ザ ンプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ンを行 な っ た結 果 が 示 され て い る。 シ

チ メ ンチ ョウのPstI-0.4kbお よび一〇。8kb配 列 等 な らび にキ ジTaqI-0.5kbお

よび 一〇.9kb配 列 等 、雌 特 異 性 の 高 いハ イブ リッ ト形 成 バ ン ドが い くっ か認

め られ た 。 これ らのDNA断 片 は 、 そ れ ぞ れの 種 のW染 色 体 を構 成 す るXhoI

フ ァ ミ リー類 縁 配列 と考 え られ たの で 、 シチ メ ンチ ョウのPstl-0.4kb配 列

お よび キ ジ の迦1-0.5kb配 列 を ク ロ ー ン化 して塩 基 配 列 レベ ル の 解 析 を 行

な う こ と に し た 。
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PstI-0.4kbお よびTaql-0.5kb配 列 を 含 むプ ラ ス ミ ドク ロ ー ンを それ ぞ れ

puHGo401お よびpuPvo501と 命 名 し た 。Fig.4に は これ らの クロ ー ン化DNA

をプ ロー ブ と し て 、 シチ メ ンチ ョウ お よび キ ジの ゲ ノ ムDNAに 対 しサ ザ ン

プ ロ ッ トハ イブ リダ イゼ ー シ ョン を行 な っ た結 果 が 示 さ れ て い る 。 また

Table1に は 、 こ れ らのDNA配 列 の ゲ ノ ム 中 での 反 復 回数 を定 量 的 な サ ザ

ンお よび ス ロ ッ トプ ロ ッ トハ イブ リダ イゼ ー シ ョン に よ っ て調 べ た結 果 が

示 さ れ て い る 。 こ れ らの 実験 結 果 か ら、慰1-0.4kb関 連 配 列 は シ チ メ ン チ ョ

ウ のW染 色 体 に特 異性 が 高 く、 こ の染 色体 中 で0.4kb単 位 に換 算 して約3

万 回 も反 復 し て い る と推 定 さ れ た 。 一 方 、迦1-0.5kb配 列 は 、 関連 配列 が

キ ジ の雄 ゲ ノ ム 中 にも認 め られ た こ とか ら、 キ ジのW染 色 体 に特 異 的な 反

復 単 位 で は あ る が そ の 関連 配列 は常 染 色 体 中 にも存 在 す る こ とが示 唆 さ れ

た。Taql-0.5kb関 連 配 列 の キ ジW染 色 体 中 で の反 復 回 数 は 、Table1の 雌

の 値 か ら雄 の 値 を 引 く こ とで求 め た と こ ろ、0.5kb単 位 に換 算 して 約1万

回 で あ る と推 定 され た 。

次 に、 これ らの 反 復 単 位 の塩 基 配 列 を決 定 し た(Fig.5)。Pstl-0.4kb配

列 は全 長393bp、Taq工 一〇。5kb配 列 は 全 長485bpで あ り、GC含 量 は そ れ ぞ れ36

%お よび42%で 、全 体 と し て見 る と いず れ もAT含 量が 高 い こ とが 示 され た 。

これ らの 配 列 の 最 も興 味 深 い特 徴 は 、Fig.5に も示 し た よ うに 、 いず れ の

配 列 も(A)3-5お よび(T)3-5の ク ラ ス タ ー を含 む約21bpの 繰 り返 し単 位 の縦

列 重 複 に よ り構 成 され て い る点 で あ っ た 。 また 、21bpの 基 本 単 位 中丁クラ

ス タ ー の後 の5㌧CTCCC-3'と い う配 列 も2種 の 配 列 で 保 存 され て い た 。

迦1-0.5kb配 列 の 構 成 上 の 規 則 性 は墨1-0.4kb配 列 に比 べ 、 よ り劣 る もの

で あ るが 、.こ う し た特 徴 的 な 繰 り返 し単 位 、お よびTク ラ ス ター 後 の
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CTCCCと い う配 列 は麺1-0.7kb配 列 中 に も認 め られ る こ とか ら5)、 ニ ワ ト

リ、 シチ メ ンチ ョウ 、キ ジ の3種 のW染 色 体 を構 成 す る反復DNA成 分 は構

造 的 に非常 に類 似 して い る こ とが 明 らか とな った 。

第4章Xho■ 一 〇.7kb、Pst■ 一 〇 一4kb、

Taq■ 一 〇 一5kb配 列 の 湾 曲 構 造

ニ ワ トリXho工 一〇.7kb、 シチ メ ンチ ョウPstl-0.4kb、 キ ジTaql-0.5kb配 列

の塩 基 配 列 の 解 析 か ら、 これ ら3種 の 配 列 に共 通 し た特 徴 と して 、以 下 の

2点 が 明 らか とな っ た 。1)基 本 繰 り返 し単 位 の長 さがDNA2重 らせ んの2

ピッチ(21bp)に 相 当す る 。2)Aお よびTク ラ ス タ ーが らせ んの ピ ッチ と同 調

し て現 われ る 。 とこ ろで 、 こ う し た塩 基 配 列 の特 徴 は 、 これ らの反 復 配 列

が 湾 曲DNA(curvedDNAま たはbentDNA)で あ る可 能 性 を示 す もの で あ っ た 。

湾 曲DNAは 近 年 特 に注 目 され て きたDNAの 特殊 構 造 の 一 っ で 、通 常 のB型

DNAに お いて は 塩 基 対 の 形 成 す る 面 が らせ ん軸 に対 して ほぼ 直交 して い る

の に対 し、塩 基 配 列 その もの に依 存 して らせ ん軸 が 折 れ 曲が る とい う特 徴

を持 っ た構 造 の こ とを示 す もの で あ る 。

XhoI、Pstlお よびTaql配 列 が 、 湾 曲 構 造 を形 成 し て い る こ とを電 気泳 動

によ り実 験 的 に検 出 したの がFig。6で あ る 。Aお よびBに は4%ポ リア ク

リル ア ミ ドゲ ル を支 持 体 と した場 合 の 、Cお よびDに は1.5%ア ガ ロー ス

ゲ ル を支 持 体 と した場 合 の 電 気泳 動 の 結 果 を そ れぞ れ 示 し てあ る 。 また 、

Aお よびCは16℃ で 、Bお よびDは55℃ で 泳 動 を行 な っ た結 果 で あ る 。マ ー

カ ーDNA(lane1)と の比 較 に よ り、 そ れ ぞ れ の 配列 の 鎖 長 を推 定 し、 この

値 を ま とめ た とこ ろTable2に 示 す 結 果 が 得 られ た 。16℃ にお け るポ リア
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ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 の 結 果 を見 る と、型辺1、 逃⊥1お よび工璽1配 列 は

いず れ もそ の 推 定 鎖 長 が 真 の 分 子 鎖 長 よ りも大 き く、 そ れ ぞ れ2.59倍 以 上 、

1.75倍 お よび1.47倍 にな っ て い るの が 分 か る 。一 方 、 こ う した泳 動 の 遅 れ

は55℃ の 泳動 や 、 支 持 体 を アガ ロ ー スゲ ル に した際 に は ほ とん ど解 消 さ れ 、

推 定 鎖長 と真 の鎖 長 との 比 が1.00に 近 づ くこ と も示 さ れ て いる 。こ の様 な

電 気 泳動 で の異 常 な 挙 動 は 、現在 まで に い くっ か の生 物 種 か ら単離 さ れ て

い る湾 曲DN凸 の特 徴 と一 致 す るも の で 、 さ ら に塩 基 配列 の 特 徴 も 湾 曲DNAの

塩 基 配列 の規 則 を満 た す もの で あ る こ とか ら、 これ ら3種 の反 復D猟 は水

溶 液 中 で湾 曲構 造 を形 成 して い る もの と考 え られ た 。

さ て 、Fig.6の 実験 で用 い られ た の は す べ て クロ ー ン化 した反 復DNA単

位 で あ っ た こ とか ら、 こ こ で 見 られ た湾 曲 性 が ゲ ノ ムDNA中 の反 復DM成 分

全体 にっ い て も あ て は まる性 質 か ど うか とい う点 に興 味が 持 た れ た 。 そ こ

で 、ゲ ノ ム 中の 反 復DNA成 分 を直 接 分 離 して 、 電 気泳 動 に よ り湾 曲構 造 の

解 析 を行 な う こ と に し た 。Fig.7に は 雌 ニ ワ トリのゲ ノ ムDNAのXhol分 解

に よ り得 られ た独旦1-0.7kb成 分 を 回 収 し、 これ を アガ ロ ー スゲ ル(A)ま た

はポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル(B)電 気 泳 動 に 供 した結 果 が 示 され て い る 。 ア

ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で は 、期 待 さ れ る分 子 鎖 長 で あ る約0.7kbの 位 置 に

エ チ ジ ウ ムブ ロ マ イ ド染 色 で ほぼ 単 一 のバ ン ドと し て泳 動 され たが 、ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 で は1860bp以 上 の位 置 に ほぼ 単 一 の バ ン ドと

して 検 出 され た 。 これ らの 結 果 は 、 ク ロ ー ン化 し たDNA断 片 の 挙 動 とほ ぼ

一 致 す る も の で あ り
、 ゲ ノム 中 に約12,000回 反 復 、して 存 在 す る距ol-0.7kb

成 分 の ほ とん ど全 部 が 、 ク ロー ン化 し たDNA断 片 と同 様 な 湾 曲構 造 を形 成

して い る こ.とを示 す も の で あ っ た 。
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第5章 湾 曲 反 復DNAと ニ ワ ト リ

W-proteinと の 相 互 作 用

ニ ワ トリ肝臓の単離核の0235MNaC1抽 出画分 に、迦1フ ァミ リー反復:配

列 に高 親 和性 結 合 す る タ ンパ ク質 が ゲ ル リタ ー デ ー シ ョ ン珠 に よ り見 出 さ

れ 、W-proteinと 命 名 さ れ たの 。W-proteinは 数 種 の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ

フ ィー を 行 な う こ と で 精 製 さ れ 、 分 子 量 約72,000の 非 ヒ ス トン タ ンパ ク 質

で 、 未 変 性 条 件 下 で は約30分 子 か ら成 る 会 合 体 を形 成 す る 興 味 深 い 性 質 を

持 っ こ とが 知 ら れ て い る 。 ま た 、W-proteinは ニ ワ ト リの 細 胞 核 に 由 来 す

る に も 関 わ ら ず 、 ヘ テ ロ な 種 間 の 組 み 合 わ せ で も あ る シ チ メ ン チ ョ ウPstI

-0 .4kb配 列 や キ ジTaql-0.5kb配 列 と も ニ ワ ト リXhol-0.7kb配 列 と 同 様 に 高

親 和 性 結 合 す る こ とが ゲ ル リ タ ζ デ ー シ ョ ン 法 に よ り 示 さ れ た6)。

さ て 近 年 、DNAと 非 ヒ ス トン タ ンパ ク質 との 相 互 作 用 の 解 析 は 、 遺 伝 子

発 現 制 御 お よ び ク ロ マ チ ン超 構 造 の 形 成 を 考 え る 上 で 基 本 的 に 重 要 な 研 究

と し て 注 目 を 集 め て い る 。Xhol-0.7kb配 列 に つ い て はinvitroで の 結 合 様

式 がDNaseIフ ッ トプ リ ン ト法 に よ り 明 ら か に さ れ て お り 、 こ のDNA配 列 のA

お よ びTク ラ ス タ ー が 構 成 す る マ イ ナ ー グ ル ー ブ がW-proteinの 表 面 に接

し 、DNAが タ ンパ ク 質 の 回 り に巻 き 付 く よ う な 相 互 作 用 を し て い る と 推 定

さ れ て い る 。 しか し 、PstI-0.4kbお よ びTaql-0.5kb配 列 に つ い て はDNaseI

フ ッ トプ リ ン ト法 に よ る 結 合 様 式 の 解 析 は な さ れ 七 お ら ず 、 こ れ ら2種 の

DNA配 列 とW-proteinと の 相 互 作 用 が 肱ol-0.7kb配 列 の そ れ と同 じな の か 、

そ れ と も 様 式 の 異 な っ た も の な の か と い う 点 に 興 味 が 持 た れ た 。 そ こ で 、、

Pstl-0.4kb配 列 お よびAT断 片(TaqI-0.5kb配 列 中 の 約370bpを 含 む サ ブ ク ロ ー

ン)を プ ロ ー ブ と し て 、W-proteinと の 結 合 様 式 牽DNaselフ ッ トプ リ ン ト
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法 に よ り解 析 し た 。Fig.8に は 実 際 に 観 察 さ れ たDNasel分 解 に 対 す る 保 護

部 位 を 、Fig.9に はFig。8で 得 ら れ た 結 果 を そ れ ぞ れ の 基 本 繰 り 返 し単 位

(21bp)に 対 応 さ せ て ま と め た も の を 示 し た 。 こ れ ら の 実 験 結 果 か ら 、2種

のDNA配 列 とW-proteinと の 結 合 様 式 は迦1-0.7kb配 列 の そ れ と 極 め て 類

似 す る こ とが 明 らか と な っ た 。 す な わ ち 、DNasel分 解 に 対 す る 保 護 部 位 が

約21bpの 繰 り返 し単 位 の 両 鎖 当 た り そ れ ぞ れ2ケ 所 存 在 し 、 こ れ ら の 部 位

は 約10bp隔 た っ て お り 、 そ の よ う な 保 護 部 位 が そ れ ぞ れ の 配 列 全 域 に わ た っ

て 認 め ら れ た 。

と こ ろ で 、XhoI-0.7kb配 列 で 観 察 さ れ た 結 合 様 式 と は 異 な っ た 特 徴 が

TaqI配 列 と の 相 互 作 用 の 分 析 結 果 に 認 め ら れ た 。 す な わ ち 、Fig.8-Bに

示 し た よ う に 、TaqI配 列 内 に お け るDNasel分 解 に 対 す る 保 護 部 位 の 一 部 は

AAま た はTTジ ヌ ク レオ チ ド(図 中 の 下 線 部1,IV,V,VII,IX)の 部 分 に も 、 ま

たAま た はTク ラ ス タ ー の な い 部 位(II,III,VI,VIII)に も 認 め られ た こ と で

あ っ た 。 こ の 結 果 は 、 繰 り返 し 出 現 す る(A)3-5ま た は(T)3-5の ク ラ ス タ ー

の 間 隔 がDNA2重 らせ ん の ピ ッ チ に 同 調 し て い れ ば 、 そ の 間 の 一 部 ク ラ ス

タ ー の 欠 け て い る 部 分 で もW-proteinと の 接 触 が 可 能 で あ る こ と を 示 す も

の と思 わ れ た 。

さ て 、W-proteinと 湾 曲DNAと の 相 互 作 用 を さ ら に 理 解 す る た め 、 こ の

タ ンパ ク質 と の 結 合 に 必 須 なDNA領 域 の 解 析 を さ ら に 進 め た 。Fig.10に は 、

こ う し た解 析 の 一 例 を 示 し て あ る 。旦匝1-0.7kb配 列 由 来 で 、21bpの 基 本 単

位 が 約20回 繰 り返 し たDNA断 片(a:420bp)を プ ロ ー ブ と し 、 精 製 し たW-

proteinを 用 い ゲ ル リタ ー デ ー シ ョ ン を 行 な っ た と こ ろ 、 安 定 な 複 合 体 の

形 成 が 認 め・ら れ た が 、 約8回 ま た は 約11回 の 繰 り返 し か ら成 るDM断 片
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(b;167bpお よびe:230bp)で は、 複 合 体 が ほ とん ど検 出 され な か っ た 。 し

か し、bお よびeの 片 側 また は両 側 に2GObpま た は114bpのpUC119由 来 の 非

湾 曲DNAを 連 結 させ た と こ ろ 、W-proteinと の 複 合 体 形 成 が 認 め られ る よ

うに な っ た(c,d,f,9)。 図 に は示 して いな いが 、同 様 の 実 験 を シ チ メ

ンチ ョウ のPst工 一〇.4kb配 列 由来 のDNA断 片 にっ い も行 な っ た と こ ろ、約230

bpのDNA断 片 に っ い て は非 湾 曲DNAを 連 結 し た効 果 が 認 め られ たが 、約160

bpのDNA断 片 で は認 め られ ずXhol配 列 とは若 干 異 な っ た結 果 が 得 られ た 。

これ らの結 果 は 、W-proteinと の 相 互 作 用 にお い て 、DNAの 湾 曲 構 造 へ の

親 和 性 お よびD酷 分 子 全 体 の 鎖 長 が 重 要 で あ る こ とを 示 唆 す る もの と考 え

られ た 。 さ ら に 、距ol配 列 にっ いて い えば 、少 な く と も約160bpの 湾 曲DNA

に約200bpの 非 湾 曲DNAが 連 結 した よ うなDM領 域 で あ れ ばW-proteinの 結

合 が 可 能 で あ る こ と は 、 この タ ンパ ク質 がW染 色 体 の 湾 曲反 復DNAド メ イ

ンのみ な らず 、他 の 比 較 的 短 い湾 曲 囲A配 列 を も認 識 し て結 合 す る可 能性

を示 唆 す る もの と思 われ た 。

第6章 総 合 考i察

第3,4章 で 述 べ た よ う に 、ニ ワ トリの ほ か に 、 シチ メ ンチ ョウ 、 キ ジ

のW染 色 体 を構 成 す る反 復DNAが 本 研 究 で ク ロー ニ ング され 、 そ れ らが い

ず れ も湾 曲DNAで あ る こ とが 示 され た 。ニ ワ トリXho工一〇.7kb配 列 お よび シ

チ メ ンチ ョウ慰1-0.4kb配 列 は それ ぞ れ約3万 回 、キ ジ迦1-0.5kb配 列 は

約1万 回 も それ ぞれ の 種 のW染 色 体 上 で反 復 して存 在 す る こ と を考 え る と 、

こ れ らの種 のW染 色 体 の 相 当な 部 分 が 湾 曲反 復DMで 占 め られ る こ と にな

り、3種 のW染 色 体 は非 常 に特 殊 なD貼 ドメ イ ン を含 む染 色 体 で あ る こ と
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にな る 。ニ ワ トリ、 シ チ メ ンチ ョ ウ 、キ ジ の共 通 の 祖 先 種 は今 か ら約800

万 年 前 には す で に存在 して い た と言 わ れ て い る7)。 よ っ て 、そ の 様 な 祖 先

種 の ゲ ノ ム 申 に複 数種 の湾 曲 反復DM(=21bpの 繰 り返 し単 位 の 中 にAま た

はTク ラ スタ ー を 持 つ反 復D酷)が 存 在 して お り、 これ らの うち の異 な った

成 分 を 利 用 し てそ れ ぞ れ のW染 色 体 上 で独 自 に反 復 単 位 の増 幅 が 生 じ、 そ

の後 、塩 基 置 換 や 不等 交 叉 な どの変 異 を受 け た こ とで 現 在 のW染 色 体が 形

成 され た とい う可 能性 が 一 っ考 え られ る。他 の 可 能性 は 、祖 先 種 中 の1種

類 の 湾 曲 反 復囲Aが 種 分 化 の 過程 で変 異 を蓄 積 し、そ れ らの反 復 単 位 の異

な っ た ものが 再 度 そ れ ぞ れ の種 のW染 色 体 上 で増 幅 し た と い うも の で あ ろ

う 。

と こ ろで 、 ニ ワ トリXhol-0.7kb、 シ チ メ ンチ ョウPstl-0.4kb、 キ ジ

Taql-0。5kb配 列 の 存在 は 、 そ れ ぞ れ の 種 のW染 色 体 上 で 少 な く と も0.7kb、

0.4kb、0.5kbの 単 位 で増 幅 が 生 じた こ とを示 す もの で あ る 。 ここ で不 思 議

な の は 、 なぜ 内 部 に21bp単 位 の反 復 が 認め られ る に もか か わ らず0.7kb、

0.4kb、0.5kbと い う反 復 単 位が 存 在 す るの か と い う こ とで あ る 。不 等 交 叉

で は こ う した結 果 は説 明 で きな い こ とか ら、お そ ら くW染 色体 上 で の反 復

単 位 の増 幅 の過 程 に そ の原 因が あ る と考 え られ る 。す な わ ち 、 こ う した結

果 は 、反 復DNAド メ イ ンの 形 成 過 程 に お い て 、少 な く と も2っ の ス テ ップ

が あ った こ とを示 唆 して い る 。 この2つ の ス テ ップ とは 、1)21bp単 位 で の

増幅 の ス テ ップ 、 お よび2)型 亘1、 鎚エエ、塾1切 断 部位 の 塩基 配 列 を含 む 、

よ り大 きな単 位 で の増 幅 の ス テ ップ 、 で あ る 。

そ れ で は 、 こ う したDNAド メ イ ンが 形 成 され 、か っ 現在 な おゲ ノ ム 中 に

保持 され て い るの は 、 こ れ ら3種 の トリに特 異 な 例 で あ ろ うか 。 甲殻 類 の
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ア ル テ ミア8)の ヘ テ ロ ク ロマ チ ンや 、哺 乳 類 の マ ウ スの 染 色 体 の動 原体 領

域9)(こ の 領 域 もW染 色 体 と同 様 に細 胞 核 内で はヘ テ ロ ク ロマ チ ンを 形成'

して い る)も 湾 曲反 復DNAで 占め られ て い る こ とを 考 え る と、 こ う した湾 曲

反 復DNAド メ イ ンの形 成 が 反 復DNAを ヘ テロ クロ マ チ ン と し て細 胞 核 内 に保

持 す る た め に積 極 的 に関 与 し て き た可 能性 もあ る 。湾 曲DNAの 発 見が 近 年

で あ る こ と もあ り、現 在 まで 湾 曲DMと い う特 徴 に着 目 してゲ ノ ムDNA中 の

領 域が 詳 細 に解 析 され た例 は少 な いが 、今 後 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気

泳 動 に お け る異 常 な挙 動 を指 標 に 、 こ う し た洲Aド メ イ ン を検索 す る こ と

も可 能 で あ ろ う 。今 後 探 せ ば 多 くの 生 物 種 か ら見 っ か る可 能性 は あ る 。

そ れ で は 、 湾 曲 反復DNAは ヘ テ ロ ク ロマ チ ンの 構 築 に どの よ うな役 割 を

にな って い るの だ ろ うか 。 この 点 に っ い は 、現 在 の と こ ろ明確 な解 答 を 示

す こ とは で きな い 。 しか し、本 研 究 で は こ う し た問 題 を解 明 す る ため の基

礎 的 研 究 と して 、湾 曲反 復bNAの そ れ 自身 の檎 造 特 性 だ け でな く 、タ ンパ

ク質 との 相 互 作 用 の 面 か らも と らえ る こ とが 重 要 で あ る とい う視 点 か ら解

析 を 行 な っ た 。第5章 で述 べ たW-proteinと の相 互 作 用 の研 究 が それ で あ

る 。そ の 結 果 、PstIお よびTaql配 列 とW-proteinの 結 合 様 式 はXhoI配 列 の

それ と極 め て類 似 して お り、W-proteinが 湾 曲DNAと い う共 通 の 特 徴 を持

っ 分 子 種 に種 を越 えて 同 様 の メ カ ニ ズ ム で相 互作 用 を 示 し得 る こ とが 明 ら

か にな っ た 。お そ ら く、W-proteinは 適 当な 電 荷 の 分 布 を 持 っ た表 面 と し

て働 くこ とで 、湾 曲DNAの 湾 曲面 に周 期 的 に現 わ れ るAお よびTク ラ ス タ ー

か ら成 る マ イ ナ ー グル ー ブ と相 互 作 用 を起 こ し、DNA鎖 の 湾 曲 面 には ま り

こ む こ とで安 定 なDNA一 タ ンパ ク質 複 合 体 を 形 成 して い るの で あ ろう 。

さ て 、 こ のW-proteinの よ うにDNAの 湾 曲 構 造 が 相 互 作 用 に重 要 で あ る
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とい わ れ て い るタ ンパ ク質 の例 が 現 在 い くつ か 知 られ て い る 。例 えば ヒス

トン8量 体 、DNAジ ャイ レー ス 、CAPタ ンパ ク質(cataboliteactivator

protein)な どが そ れ で あ る■o)。いず れ の 場 合 も 、DNAが タ ンパ ク質 の 回 り

に巻 き付 くよ うな相 互 作 用 を生 じて い る と考 え られ て い る 。 こ う し た例 を

考 慮 す るな ら、本 研 究 で 行 な っ た湾 曲反 復DNAとW-proteinの 相 互 作 用 の

解 析 は 、 タ ンパ ク質 の 表 面 に2本 鎖DMが 巻 き付 く とい う タイプ の相 互 作

用 の メ カニ ズ ム を解 明 す る上 で 、普 遍 的 な 意 味 を持 ち 得 る もの と考 え られ

る 。
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Fig.1Estimationofrepetitionfrequenciesofthe

Xhol-0.7kb-relatedsequencesinthediploidgenomesof

differentbreedsofGullusg.domesticusandsomespecies

belongingtotheorder-Ga!liformes.DNAfromeachbreed

Qrspecie6(○:female,●:ma工e)was.subjectedto

quant工tative.dotb工othYbr工d工zationwith32P-Xho工 一〇.7kb

fragmentfrompAGDO601undertheconditionsallowing

ab。ut11篭bζse-pai面ismatchesintheresultinghYbrids.

FIindividualswerederivedfromthecrossofBlack

Minorca(male}xFayoumi(female).F2individualswere

derivedfromtheoriginalcrossofWhiteLeghorn(male)x

Fayoumi(female).DNAfromhumanmalewasincludedasa

control.Repetitionfrequenciesareexpressedas

relativenumberstothatof-thefemaleWhiteLeghorn;

i.e.3x10* ,timesperdiploidgenome.
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Fig.3A-DDetectionoffemale-specificrestriction

f:ragmentshyb■idizablewiththeXho工 一familysequenceof

thechickeninthegenomicDNAsoftheturkey(AandB)
.

andthepheasant(CandD).Pst工 一digestedDNAsfromthe

male(lane1)andthefemale(lane2)turkeywere

electrophoresed(4/49/lane)ona1篭 一aga:roseqel,stained

withethidiumbromide(A)andsubjectedtoSouthernblot

hybridizationwiththe32P-labeユedXho工 一〇.7kbfragment

frompAGDO601andautoradiography(B).Tagl-digestedDNAs

fromthemale(lane1}andthefemale(lane2}pheasant

weresubjectedtoelectrophoresis{C)andblothybridi-

zation(D)asfortheturkeyDNAs.DNA-filterswere

incubatedwiththe32P-probeinthehybridizationbuffer

at370(:andwashedin.6xSSCat37%.Arエ ・owheadsindicate

f:ragmentsthatwererecoveredfromgeユsformoユecular
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Fig.4A,BFemalespecificityoftheclonedrepeti-

tiveunits.GenomicDNA(4pg/lane)frommale(lanesl

and3)andfemale(lanes2and4)turkey(A)and

pheasant(B)we:redj.qestedwithPst工(lanesland2in

A),Taq工(lanesland2inB)orHinf工(lanes3and4

inAandB),electrophoresed,blottedandprobedwith

the32P-labeledPst工 「0・4kbfragmentf:rompUGDO401(A)or

the32P-labeled迦 工一〇.5kbfragmentf:rompUPVO501(B).

Reactionswerecarriedoutinthehybridizationbufferat

65'candDNA-filterswerefinallywashedinO.3xSSCat

65ｰc.Arrowheadsindicatethefragmentscorrespondingto

thosesubゴectedtothec:Loning.
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TablelRepetition

O.5kbrepeatingunits

genomesofturkey(A)

frequenciesofthePstl-0.4kbandtheTagl-

andtheirrelatedsequencesinthediploid

andpheasant(B).

(A)

Geno照e Pstl-0.4kbunite Pstl-0.4kb-relatedseauencesb

Femaleturkey

Maleturkey

9,300-11,000

UDｰ

30,000-33,000

<600

(B)

Geno皿e Taal-0.5kbunite Tagl-0.5kb-relatedsequencesb

Femalepheasant

Malepheasant

3,700-4,500

UD

18,000-21,000

7,500-9,000

a;

b;

C;

Deter畑inedbySouthernblothybridization

Determinedbyslotblothybridizationandexpressedasmultiples

oftherepetitivesnit

Undetectable
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A InternalPosition

ReaeatNo.

Sequence 塾{uロberof

Nucleotides

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

1

1

1

1

1

1

-

1

1

-
u
32
貌
笛
留
田
田
鵬
四
配
鵬
㎜
㎜
捌
鋤
"
脚
㎜
謝

crrrccrccc

ACAAATACCATTTTTTCAACC

AGAAATACCACGTTTTTCTCCC

ACAAATACCGGATTTTTCCCCC

CAAAACATCACATTTTCTCCC

直GA負自丁喬C臼A6TTT「 『CTCCC

AAAATATGATATTTTGCACC

島G良自RTTCCAGTTTTATCACC

GAAGACTCTACCTTTTCTACC

AGAAATACCAATTATCTCC

CCAAAAATTACATTTTCTCC

AGAAATACCAGATTTCTTCCC

TTAAATATGACACCTTTTCC

AAGAAATAGTAGATTTTTCCCC

AAAAATATCACATTTTCTCC

轟〔;G轟A直TGCC轟OTTTτATCGT

ATAAATATCACATTTTATACC

GCAAA?ATCCCCTTTCTCCC

轟A幽直直丁ATGCC直TTTTCT6CC

AαG轟為CTGCA

21

22

22

21

20

20

21

21

19

20

21

20

22

20

21

21

20

21

6

Consensus TCNCATTTTCTCCCAGAAATA
一'CC zi

Internal

ReveatNo.

Position Sequence 肘uロberof

Nucleotides

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

1

2

24

45

66

86

07

28

48

68

90

12

33

53

73

96

17

36

57

76

97

18

40

60

82

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

4

4

4

4

c

GACAAAATACCACCATTCTCCC

直C高G轟6ATGGCATTTCATCCC

轟CA鳥6丁丸CTACTTC轟CACTCC

直C轟CGATG高 丁ACTTTCCATC

《AGA《 丁直GGGCATTGGハCCハC

AGAAATACCAGCTTTCTGCCT

直AGA〔蓋ATGAC直TTTTCTCCC

AGAAATACCACTTTTCTCCC

AGAAATACAGGAACTTTTCTGC

CAG轟A直CACCATαCTC轟TCCτC

TCCAGATGTTGTTTTCACCCC

AAACACTAGGACCTTTCCTC

TCACTACTCCCTGCTTTTTC

直AA貞CT《6為丁6GTCTTCTCTCCC

直αAAAT良CTAOC為TTCTCTGC

AAG乱 丁OG6轟CC7TTTCCハA

CCAAACATGCTAGAGTCTCCC

AGAAATAGCACTTTTCTTC

ATCAGAACTGTCATTTTCTCC

《A直貞《《ATACTACTTTC"轟CT

〔…TTCC轟G臼T6AC轟TTTGCA〔iCC

AAACATACCAGAGATTCTCC

ACAAAGTAACCACTTTTCTCTC

直CGT

2

1

1

0

恥

1

0

0

2

2

1

0

0

3

1

9

1

9

1

三

2

0

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1

2

1

2

2

2

2

2

Consensus AG直 《轟TANNN翼ATTTTCTCCC-C zi
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sequence,andthatin

BistheCafterthe
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meansanyofthefour

bases.
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Table2.Fragmentsuesofclonedrepetitiveunitsdeterminedby

fromelectrophoreticmobility

nucleotidesequencingordeduced

Repetitiveunit Fragmenヒs血e

deter豆 血edby

.nucleotide

開quξ ㏄ing

(bP)

Fragmentsizededucedfroｮelectrophoreticmobility(bp)

1.5%aearosegel 4%polyacrylamidegel

]6ｰC 55ｰC 15ｰC. 55ｰC

0.7kbXhol

(chicken)'

0.4kbPstl

(turkey)

0.5kb7ag1

(pheasant)

ATfragment

(pheasa且 り

0.4kbBamH1

(Bobwhitequail)

717

399

489

451じ

389

800

(1.12)ｰ

490

(1.23)

540

(1.10)

480

(1.06)

380

(0.98)

730

(1.02)

400

(1.00)

490

(1.00)
d

>1860

(>2.59)

goo
.(1.75)

720

(1.47)

650

(1.44)

35a

(0.90)

izoo

(1.16)

450

(1.13)

530

(1.08)

厘Originofther重 …pca.血9u血1

nSizerelativetothatdeterminedbynucleotidesequencing

`Including83byofvectorsequences

ｰNotdetermined
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Fig,8A,BPeriodicappearancesoftheprotectedsite

(▼).withW-prQteinagainstDNasel.cleaVageineach

strandofthePstl-0.4kbunit(A)andATfragmentfrom

theTagl-0.5kbunit(B).SitesofenhancedDNaseI-
cleavage(▽..).areals・.marked・.B・undar.ies・finternal

repeatingunitsofabout21byareshownwithspaces.

Protectedsitesinunderlinedregions(1^一 一IX)inB

apPear.withperi・dicitYbut..with・utass・diati・n.WithA・

orT.(n≧3)clusters6
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審 査 結 果 の 要 旨

雌 ヘ テ ロ型 の 性 染 色体 構 成 を もつ 鳥類 のW染 色 体 は 雌 の 性 決 定 に積 極 的 役 割 を 演 じるが,体 細

胞 核 内で は ほ ぼ全 域 が異 常 凝 縮 して ヘ テ ロク ロマ チ ソ ボデ ィ ーを形 成 して い る。 従 来 か らヘ テ ロ

ク ロマチ ン領 域 に 高度 反 復DNAが 局 在 す る こ とが知 られ て い るが,反 復DNAが 染 色 体 の 異 常 凝

縮 に どの よ うに 関 わ って い る のか は 明 らか に され て い な い 。

本 研 究 は ニ ワ ト リのW染 色 体 をモ デル とす るヘ テ ロ ク ロマ チ ン形 成 機 構 解 明の 一 環 と して 行 わ

れた もの で あ る。

まず 第 一 に 白 色 レグ ホ ンのW染 色 体DNAの 約60%を 占 め るXhoIフ ァ ミ リー反 復 配 列 の ニ ワ

トリ品種 間 で の量 的 変 動 を 定 量 的 な ドッ トプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョンに よ って 調 べ,品 種

間で反 復 回数 が2倍 体 ゲ ノ ム あた り5,000～40,000回 と大 き く異 な る こ とを示 し た 。 そ し て 反 復

回数 が約5,000回 と最 も少 な い エ ジ プ ト産 品 種 フ ァヨ ウ ミに着 目 し て,XhoIフ ァ ミ リ ー配 列 と

約30%の 塩 基 不 対 合 を 許 容 す る条件 下 でDNA/DNAハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョンを行 わ せ る こと に

ょ り,1.3kbEcoRI断 片 を 反 復 単 位 とす るXhoIフ ァ ミ リー 関連 の反 復 配 列 がW染 色 体 中 に 多

:量に存 在 す る こ と を見 出 し,そ の反 復 単 位 の クP一 ニ ング を行 った 。 また,約60%の 塩 基 不 対 合

を許 容す る条 件 を 適 用 して,シ チ メ ンチ ョ ウ のW染 色 体 中 で 約10,000回 反 復 し て い る0.4kb

PstI断 片,キ ジのW染 色 体 中 で約4,000回 反 復 して い る0.5kbTaqI断 片 を 見 出 し,こ れ ら を ク

ロー ニ ング して 塩 基 配 列 を 決定 した 。 シ チ メ ンチ ョ ウ,キ ジのW染 色体 由来 の配 列 は(A)3～5,

(T)3一,ク ラ ス タ ーを含 む 約21bpの 基 本単 位 が縦 列 重 複 した 構 造 を もつ こ と,水 溶 液 中 で 湾 曲

DNAと して挙 動 す る こ との 両 面 で ニ ワ ト リのW染 色体 由来 のXhoI-0.7kb反 復 単 位 と共 通 す

る特 徴 を 持 つ こ とを 明 ら か に した 。 さ ら に,ニ ワ ト リ肝 臓 の 核 内 か ら 分 離,精 製 さ れ た

W-proteinが これ ら3種 類 の 配 列 に 対 して 同様 の機 構 で高 親 和 性 結 合 す る こ とを示 した。 また,

W-proteinの 安 定 な結 合 は 約170bpの 湾 曲DNAに 約200bpの 非 湾 曲DNAが 連 結 した配 列 の 場 合

に も認 め られ る こ とを示 した。

以上 の よ うに本 研究 は3種 類 の トリのW染 色 体DNA中 に 多 量 の 湾 曲 反 復DNAが 存 在 す る こ

と,そ れ らは 配列 構 成 上 共 通 の特 微 を有 し,い ず れ も同 様 の機 構 で タ ンパ ク質 と相 互 作 用 す る こ

とを 明 らか に した もの で,ヘ テ ロク ロマ チ ンの 分 子 構 築 の 理 解 に新 しい視 点 を与 えた も ので あ る

こ とか ら審査 員一 同,著 者 は農 学 博 士 の学 位 を 授 与 され るに 充 分 な資 格 を有 す る も の と判 定 した 。
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