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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

高等動物の染色体構成(核 型)は,通 常雌雄異型である。すなわち哺乳類などのXX/XY型 の性

染色体構成を示すものでは,XX型 のものが雌 にXY型 のものが雄 に分化する。それに対 し鳥類,爬

虫類などにみ られるZZ/ZW型 のものでは,逆 にZZ型 のものが雄に,ZW型 のものが雌に分化する。

Y染 色体やW染 色体は.こ のように性の分化に重要な役割を果たしているものと考え られるが,体

細胞の間期の核内においては,そ の大部分が高度に凝縮 したヘテロクロマチ ン構造を とってお り,

遺伝情報発現は,不 活性化されているものと考え られる。Y染 色体やW染 色体に含まれる遺伝子機

能や体細胞における異常凝縮の分子機構については,ほ とんど解明されていないが,こ れらの染色

体に比較的特異性の高いDNAと して,ヒ トのY染 色体,ヘ ビのW染 色体を構成する反復DNAの 存在

が報告されている。鳥類のW染 色体についての研究は,ほ とんど行われておらず,C-banding染

色の結果 より反復DNAに 富む染色体であることが推定されるにとどまっている。

本研究は,鳥 類めうちニワ トリ(白 色 レグホン)を 材料とし,このW染 色体に含まれる反復DNA

配列を検索 し,そ のw染 色体特異性,進 化的起源および,そ の他の諸性質を明らかにすることを目

的としたものである。また,W染 色体 に特異性の高い反復DNAが 存在すればそれをクローン化 してプ

ローブとして用いることにより,雌 ニワトリのゲノムDNAラ イブラリーか らW染 色体由来の配列を選

択することも可能 となり,性染色体DNAの 機能解析を進める上で有用であると考えられた。

第 皿 章 ニ ワ ト リ のW染 色 体 に 特 異 的 な 反 復DNA配 列 の 検 索 と ク ロ ー ニ ング

ニ ワ トリのW染 色 体 に特 異 的 な反 復DNA配 列 の検 索 は ,W染 色体 が雌 のゲ ノム 中 に の み存 在 す る

こ とを利 用 した2種 類 の方 法 を 用 い て行 っ た。 一 つ は,全 反 復DNAを 対 象 と して雌 に特 異 的 なDNA

成 分 を検 索 す る方 法 で あ る。 す な わ ち3H一 標 識 した雌 白色 レグ ホ ンの 全 反 復DNAと 大 過 剰 の 水 銀

化 した雄 白色 レグ ホ ンのDNAを 反 復 配 列 の み が 再 会 合 す るCot10ま で 反 応 させSH-sepharose

カラム クPマ トグ ラフィーに よ り,雄 の 水銀 化DNAな らび に雄 のDNAと1!・ イブ リッ ド形 成 した雌 の3H

-DNAを 除 き
,雄 のDNAと は,ハ イ ブ リッ ド形 成 しな い雌 に 特異 的 な3H-DNA成 分 を 濃 縮 した。

こ のSH-sepharoseカ ラム に結 合 しな い3H-DNA画 分(3H-SHU-DNA)を プ ロー ブ と して,雄

と雌 のDNAを 固定 したDNAフ ィル ターに対 す る ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン実 験 の 結 果,こ の画 分 中 に

は,雌 のDNAに 特 異 的 か雌 ゲ ノ ム 中 に特 に富 む反 復DNAの 存 在 が 明 らか と な った。第 二 の方 法 は ,

特 に ク ロー ニ ング に適 した方 法 で,制 限 酵 素 に よ る分 解状 態 を 比 較 す る方 法 で あ る。15種 類 の制 限

酵 素 を用 い て雄,雌 白色 レグ ホ ンのゲ ノ ムDNAを 分解 し,ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動,エ チ ジウ ム ブ

ロマ イ ド蛍 光 染 色 を 行 い ,雄 と雌 のDNAの 分 解 パ タ ー ンを比 較 した と ころ,制 限 酵 素XhoIを 用 い

た場 合,Fig.1に 示 した よ うに,約 α6kb(1kb=1000塩 基対)と 約Llkbの 位 置 に雌 のDNAに 特 .
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鴨 嚇

分 解物 に対 し,両 クロー

潔DNAを プ ロー ブ と し

てサ ー ザ ンプ ロ ッ トハ

イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン

(Southernblothy-

bridization)を 行 っ.た.・
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王.1kbの 位 置 に ハ イ ブ
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あ り,両 断 片 は,相 同
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性 の高 い塩 基 配列 を含 む こ とが 明 らか と な った 。 しか しハイ ブ リダイゼー ション 実 験 の 際 の 洗 浄 条件

をFig.2,set3,6に 示 す よ うな,塩 基対 相補 性 の極 め て高 いハ イ ブ リ ッ ドの み が 安定 に保 た れ

るよ うな 条件 にす る と,0,6kbク ロー ンを プ ロー ブ と した場 合 に は,0.6kb断 片 との,1.1kbク ロ

ー ンを プ ロー ブ と した場 合 に は
,Llkb断 片 との ハ イ ブ リッ ド形 成 が特 異 的 に残 る こ とよ り,両 配

列 間 の 相 同性 は,非 常 に厳 密 で は な く,あ る程 度 の塩 基 配 列 の差 異 が存 在 す る こ とが推 定 され た 。

また3H一 標 識 した両 ク ロ ー ンDNAを プ ローブ と し雄 雌 白色 レグホ ンの72時 間 胚 の 染色 体 な らび に 間

期 の核 にinsituハ イ ブ リダイゼー ションを行 った結 果,両 配 列 ともW染 色 体 に特 異 的 な成 分 であ り,間

期核 内 で は,ヘ テ ロ ク ロ マ チ ンの構 成 成 分 と して存 在 す る こ と が確 認 され た 。

第 皿 章 ニ ワ ト リ のW染 色 体 に 特 異 的 な 反 復DNAの 反 復 回 数 と 塩 基 配 列 上 の

特 徴

白 色 レグホ ンのW染 色体 に 特 異 的 な約0.6kbお よ び1.1kbXhoI断 片 の 同種 の 二倍 体(diploid)

ゲ ノ ム(2・54P9)中 で の反 復 回 数 の 測定 をTable1に 示 す よ うな種 々の方 法 を 用 い て行 った 。 そ の

結 果,雌 ゲ ノ ム 中 で α6kb反 復 単 位 は,約14000回,1.1kb反 復 単 位 は,約6000回 反 復 して い るこ

とが 明 らか とな った。W染 色 体DNAが 二 倍 体 ゲ ノ ム を構 成 す る全DNAの 約1.4%を 占 め ると仮 定 し

て,こ の反 復 回数 か ら計 算 す る と,こ れ ら反 復DNAは ,W染 色 体DNA中 の約50%を 占 め る主 要 成

分 で あ る こ とが 示 され た。 ま た ク ロ ー ン化 さ れ た0.6kb反 復 単 位 の 全 塩 基 配 列 を決 定 した ところ

(Fig3)約4塩 基 のA一,T一 ク ラスター を含 む 約20bpか らな る特 徴 的 な 繰 り返 し配 列 が 内在 す るこ

と,高 等 動物DNA中 の シ トシン残 基 の メチ ル 化 修 飾 の対 象 と な る一CG一 の 配 列 が多 数 存 在 す るなど

の 特 徴 が 明 らか とな った。 ま た1.1kb反 復単 位 の 塩 基 配列 を ,1.1kb断 片 中 のTaql部 位 か らラ ンダ

ムに約900bp決 定 した結 果
,0.6kb単 位 同様 約20bpの 繰 返 し単 位 が認 め られ,α6kb単 位 と90%

以 上 の 塩基 配列 相 同性 を示 す部 分 が 存在 して い た。 一 方 白色 レグホ ンのDNAを 制 限 酵 素Haemで

分 解 す る とそ の大 部 分 のDNAは,9kb以 下 の断 片 に分 解 さ れ るが約2%の 部 分 は ,完 全 分 解 後 も

20kb以 上 の断 片 と して検 出 され た。0 .6kb,お よ び1.1kbの 反 復 単 位 を 含 む クロ ー ンを プ ロー ブ 、

と して サ ー ザ ンプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ンを 行 ってみ る と
,こ れ らの配 列 は,い ず れ も この

20kb以 上 の断 片 中 に含 まれ る こ とが 示 され た 。 こ の20kわ 以 上 のHae皿 抵 抗 性 断 片 中 に0 ,6kb関

連 配 列(1・1kb記 列 も含 め て)の 占め る割 合 は ,20～25%と 推 定 され た。Hae皿 は,4塩 基 認 識 の

制 限 酵 素 で あ る か ら比較 的 そ の 認 識部 位 は,高 頻 度 で 存 在 す るは ず で あ る。 す な わ ち20ゆ 以 上 に

撫 盤t麟 εu糠£謝1灘 鼎 搬 紫認 詐翻 、1盤縢e盤蹴 謝 艦 皆灘
fluorescence(EtBr),semiquantitativeSouthernblothybridizationundertheconditionofprobeexcess,anddot-blothybridization.UD
meansundetectable

Genome Xho10.6-kbunit Xho11.1-kbunit

EEBr Southernblot EtBr

Xho10.6-kbrelated

sequences

SouthernblotDot-blot

FemaleYJhiteLeghorn

MaleWhiteLeghorn

FemaleFayomi

12,000一18、00011,000一14,000

UDUD

UD300

5,500-6,6004,300-6,30025,000-34,CKTO

UDUD501}一1,200

UD4005,000-5,500
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わ た りHae皿 の認 識 部 位 が存 在 し

な い とい う こ とは,ゲ ノ.ム中 の こ

のDNA領 域 がか.なり特 徴 的 な反 復

配列 に窩 む こ とを 示 唆 して お り,

こ の よ うな領 域 中 に0.6kb,1.1kb

反 復.単位 が 含 ま れ る こ と が 明 らか

と な っ た。

第 工V章 ニ ワ ト リ のW染

色 体 に 特 異 的 な

反 復DNAに お け

る メ チ ル 化 修 飾

雌 白色 レグ ホ ンのDNAを 制限酵 .

素Hap豆 ま た はMspIで 分 解 した

のち,32P一 標 識 した α6.kbク ロー

ンをプ ローブと してサーザ ンプ ロッ ト

ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ .ンを 行 う

1.50
CτCCAGAAA丁ACCACTTτ τCτCrrCCAAAA「rCAτ ㏄Aτ7τ τCAτCCAAAAA

51.100

了A㏄ACC1℃TCτCCCAAAAA1'1℃TCCACτ ↑CCτTCCCGAAAATACCACτ 丁

10:量50
TτCCCTGGGAムAYAACACA了 「r「CTACCCAAAτA「 「AACACCCT丁CACτCAC

15!200
AAA㏄AC(℃Aτ 丁τTCA◎CCCAAAGlrA㏄A㏄ ττ丁CA㏄CG… 了1「AC㏄T

20艮250

τTTτ㏄ τCCAGAAAATACCACT'「CτC《AACACヘ ムAτA「『CA㏄ 「「「r「「CGCC

251'300
AACAAAATA㏄A㏄An℃ACCCA《AATCACGCC丁 丁↑CτCτCAGA丁ACATT

301'.350
TTC1℃A◎GCAへAτCACACAτ ↑士τC1℃CGへAGYACCA㏄ 丁「『GCACA㏄AAA

351400
ATCACGCAT丁TTC丁(℃GCC八 《ACAAdCCATT了CACCCAAAAτCACTCTTτ

40ユ450
τCτ「rCCGGAAACATA㏄ τTτAτCACCTC1「CAAAA'『AC「 「㏄ τ丁丁ττCCCCC

451500

AAAA1℃ACGCGA丁TT丁CCCτ 丁CGτAAATτCCCCATG了CCCCACAAAA了AA

501550
1「τCAn「τ㏄1「丁ACCGTAAAτGCCCCTT了 τCACCCAAAAA了CA(加 ド「丁τC

551.600

CCCCC㏄AAAAAC㏄A㏄ τCTGτ㏄AAACATCAC㏄A丁mCτA㏄CCAA

601650
AAτACCAG.TτTτ ㏄CTGGGAAATみACACATτTC了 ◎CCCCAAATATA㏄AC

65瓢683
　ア　ア　ム　 　　んへ　ムア　　　　　ム　 アマ　ア　マ　るム　

Fig・3.Nucleotidesequenceofthe.cloned

O。6-kbrepeatingunit..

と,Fig,4に 示 したよ うに なap耳 分解 で は,

比 較 的 高 分 子 域 に残 存 して い るDNA部 分

とハイ ブ リッ ド形 成 が 認 め られ,MspI分

解 で は,0.6k.b～2kbの 位 置 に複 数 の バ .

ン ドと して ハ イ ブ リ ッ ド形 成 が認 め られ

#。HapHお よ びMsplは,共 に一CCGG一

の塩 基 配 列 を 認 識 し切 断 す るがHap皿 は,

中央 の シ ト シ ン残 基 が メ チ ル 化 .修飾 さ

れ て い る と 切 断 で きな い の に 対 しMspI

は ド こ の 位 置.が メ チ ル 化 さ れ てい て も

切 断 す る。 す な わ ち,0.6kb,お よ び1.1

kbの 反 復 単 位 の 内・部お よ び そ の近 傍 の

Hap∬.認 識 部 位 が か な り高 頻 度 に メ チル

化 修飾 され て い る こ とが 示 さ.れた。 ま た

0.6.kb反 復 単 位 内部 に は,Hap皿 とHhaI

が,1.1kb内 部には,Hhal認 識部位 が存 在

t乙 蕊

1

一鋤

.
し

■
鰯

㎞
3釦

1

い

.

.吸

Q41

'?

の

s

..

Fig・4・S。uもh晩 わ1・t辱bridi。ati。a。f

Hapll一(lane2)oxMspl一(lane3)digested

恥 諮o畿f鑑le1野鎚 魔h濃。翻
械thHindIII(size鵬rke28》.▲fter

1勢ゾbridizatio夏,tho皿e皿braコefilte■ ・▼&s

WashedinO.3xSSCandautoradiographed
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す る。Hhalの

認 識 部 位 は,

一㏄GC一 で あ る

が,こ れ もHap丑

同 様 中 央 の シ

トシ ン残 基 が メ

チル化修飾 され

ていると切断さ

れない。雌白色

レグホ ンの全DNA

をXhol+HapH

ま た は,Xhol+

Hhalで 二 重 分

解 した の ち,32P

一 標 識 した0 .6

kbク ロ ー ンを

卜

Fig.5・Searchforしhesiteof瓜eしhylatユ,o轟 ■RtheXho工0.6-kband

1.1-kbrepeatinguniCsin2.5ugDNAfromfemaleWhiteLeghorr,

digestedwithXhol(lane2),Hap--+Xhol(lane3),Mspl+

XhoI(1ane4)orHha工+XhoI(1ane5>,pAGDO601(2.5ugeach)

digestedwithXhoI(lane8)orHha+XhoI(lane6),pAGD1101

(2.5ugeach)digestedwithXhoI(lane4)orHhaI+Xhoi(lane

7)weresubjectedtoelectrophoresisona17agarosegelandSouth-

ernblothybridizationwith'ZP-labelledXhoYO.6-kbunit.After

hybridization,themembranefilterwaswashedinO.3xSSC

andautoradiographed,Lane1:PM2DNAdigestedwithHind--1

(sizemarkers)

プ ロー ブと してサーザ ンプロ ッ

トハ イブ リダイゼー ション を

行 った結 果Flg.5に 示 した

よ うにXh。1分 解 で生 じる

06猛b,1,1kbの 両 断 片 へ

のハ イブ リッ ド形 成 量 が二 重

分解によっても変化を生 じ

な い こ と か ら,0.6kb,1ユ

kb反 復 単 位 中 のHap皿,

Hhal部 位 は,ほ とん ど完

全にメチル化修飾されてい

る こ とが示 唆 され た。
F18・6・A,5・Souther"bloヒhybr■d二 乙aし工o覇oεXho:一d↓8esヒed

genomicDNAaith33P-pAGDO601(A)orJ2P-pACD110]

(B).DNAsamples(2.5ugeach)werefrom
SihiteLeghorn(lanesland2),JapaneseCame(lanes3
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第V章 ニ ワ ト リ のW染 色 体 に 特 異 的 な 反 復DNAのGaUus属 特 異 性 に つ い て

W染 色 体 を構 成 す る反 復DNAと して は,ヘ ビのW染 色 体 に含 まれ るBkm配 列 の存在 が 明 らかとな

って い る。 そ こで本 研 究 で 見 出 され た ニ ワ トリのW染 色 体 由 来 の反 復DNA配 列 と,こ のBk阻 配列 と

の 関 係 を調 べ て み た 。Bkh1配 列 とハ イブ リ ッ ド形 成 す る シ ョウ ジ ョ ウバ エ由来 の ク ロー ン316-8A

を 訟P一 標 識 プ ローブ と して 雄,雌 白 色 レグホ ンの 全DNAのXhoI分 解 物 に対 す るサーザ ンプ ロ ッ ト

ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョンを 行 っ た結 果0.6kb,1,1kbの 位 置 に ハ イ ブ リッ ド形成 が 全 く認 め られず,

白色 レグ ホ ンのW染 色 体 を構 成 す る主 要 反 復DNA配 列 は,B㎞ 配 列 とは,異 な って い る こ とが 明 ら

か とな った 。

本 研 究 で 白色 レグホ ンか らク ロー ン化 され た0.6kb,1.1kbの 反 復 単 位 の他 種 に部 け る存 在 を検

討 す る ため,5種 の 家 鶏 品 種(白 色 レグホ ン,シ ャモ,名 古 屋 コー チ ン,横 斑 プ リマ ス ロ ック,フ

ァ ヨウ ミ)お よ び ニ ワ トリと同 じキ ジ 目の キ ジ,ウ ズ ラ,ホ ロ ホ ロ チ ョウ,ハ ト目の カ ワ ラバ トの

DNAをXholで 分 解 後32P-pAGDO601,一pAGD1101を プロー ブ と してサ ーザ ンプロ ッ トハイプ リ

ダイゼー ションを 行 っ た 。 その 結 果 は,Fig.6に 示 され て い る よ うに5種 類 の 家 鶏 品 種で は,す べ て

約0.6kbと1.1kbの 位 置 にハ イブ リッ ド形 成 が 認 め られ た の に対 し,そ の 他 の キ ジ目,ハ ト目の種 で

は,ハ イ ブ リッ ド形 成 は,認 め られ な か っ た。ま'た家 鶏 の祖 先 種 に最 も近 い と考 え られ て い る野 鶏 の

うち調 べ た3種 の 野鶏(赤 色 野 鶏,灰 色 野 鶏,緑 エ リ野 鶏)のDNAの 場 合 両 反復 成 分 が 自色 レグホ

ンと同様 に検 出 され た こ と か ら,こ の反 復DNA成 分 の起 源 は,キ ジ と現在 の野 鶏 の祖 先 種 が 分 化 し

た後 に野 鶏 の祖 先 種 のゲ ノム中 で増 幅 した もの と推 定 された。ところで 調 べた5種 の家 鶏 品 種の中で エ ジ

プ ト産 の ファヨウ ミにつ いては,0.6kb,1.1kbの 反 復 単 位 の 存 在 量 が著 しく減 少 してお り,そ の二倍体ゲ

・ム中 での反 復 回数 は,白 色 ・グホ ・の÷程 度で ある・と醐 らか とな・た(T・bl・1).し か し… ウ ・

のW染 色 体 の大 き さは,こ の 減少 量 に 見 合 った変 化 は示 して お らず,α6kb,1.1kb反 復DNAフ ァ ミ

リー の大 部 分 が フ ァ ヨ ウ ミで は,塩 基 配 列 の相 当 に異 な る他 のDNA成 分 に置 き変 わって い る こと が

示 唆 され た。 以 上 の結 果 よ り,ニ ワ トリのW染 色 体 を構 成 す る主 要 反 復DNAで あ る0.6kb,1.1kb

反 復 フ ァ ミ リー は,Gallus属(野 鶏+家 鶏)に 特 異 的 なDNA配 列 で あ る こ と,反 復 回 数 にか な り

大 き な変 動 を 示 す 場 合 が あ る こ とが 明 らか とな った。 ま た0.6kb,1.1kb成 分 を 保 持 して い る各 種
.

にお い て こ の成 分 のHap∬,Mspl分 解 のパ タ ー ンは,白 色 レグ ホ ンの 場 合 とほ ぼ 同 様 で あ った こ と

か ら,メ チル 化 修 飾 の 状 態 も同 様 に保 持 され て い る こ と が 明 らか と な った。

一 方
,雌 白 色 レグ ホ ンDNAをHae】 皿で 分 解 して 得 られ る20kb以 上 の断 片(20～25%が0.6

kb,1.1kb反 復 フ ァ ミ リー に相 当)を32P一 標 識 プ ローブ と し,キ ジ,ウ ズ ラ,ホ ロ ホ ロ チ ョウ,

カ ワ ラバ ト,メ ジ ロ,セ キ セ イ イ ンコの 雄 と雌 のDNAに 対 し,ド ッ・トプロ ッ トハイ ブ リダイゼ 」 シ ョン

を 行 った結 果,雌 白 色 レグ ホ ンDNAのHae皿 抵 抗性 画 分 の0.6kb,1.1kb反 復 ファ ミリー以 外 の75
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～80%成 分中には,キ ジ目,ハ ト目の種 と共通する配列で,W染 色体DNA中 に存在割合の大きい配

列が一部含 まれることを示唆する結果 も得 られた。

第VI章 総 合 考 察

鳥類 のW染 色 体 は,一 般}こC-banding染 色 の結 果 よ り反 復DNAに 富 み そ の 大 部 分 は,間 期 の核

内 にお いて も高 度 に凝 縮 した ヘテ ロクロマチ ン構 造 を と って い る もの と考 え られ て い る。本 研 究 で は,

ニ ワ トリのW染 色 体 に特 異 的 な反 復DNA成 分 が存 在 す るこ とを2種 の異 な った方 法 を 用 い て確 認 し

た の ち,制 限酵 素XhoIに よ り切 り出 され て来 る雌 に特 異 的 な約 α6kbお よ び1.1kbの 断片 の ク ロ

ーニ ングを行 った。 得 られ た ク ロー ンは ,W染 色体PNA中 の約5g%を 占め る主要 な 反 復DNAフ ァ ミリ

ー の反 復 単 位 で あ り
,間 期 の 核 に対 す るinsituハ イブ リダ イゼー ションの結 果,一 ケ 所 へ のgrain

の 集 中 が 認 め られ た こ とよ り,こ の反 復DNA成 分 が ヘテ ロク ロマチ ンの 構 成 成 分 であ ることが 明 らか

に な る と と もに,C-banding染 色 の 結果 を 強 く支 持 す る結 果 とな った。また一 般 に反 復配 列 は,複

数 の 染 色体 上 に分 布 す る場 合 が多 いの に対 し,こ の α6kb,1.1kb反 復DNAフ ァ ミリーは,W染 色体

上 に局 在 してい る と い う特 徴 を 有 して い る。

0.6kbお よ び1.1kb反 復 単 位 は,Xhol分 解 により比 較 的 均 一 な バ ン ドとして 検 出 され た。 しか し

これ らの 単位 中 に は,不 完 全 な が らさ らに 小 さな,約20bpの 繰 返 し単 位 が存 在 して い る こ とが

明 らか にな った。 おそ らくこの反 復DNA成 分 は,初 め約20bpの 塩 基 配列 と してゲ ノム中 で増 幅 し,

そ れ らに進 化 の過 程 で あ る程 度 の 塩 基 配 列 変 化 を 生 じて,現 在 の0.6kbと1.1kbの 両 端 にXhoIの

認 識 部 位 を もつ形 で も う一 度ゲ ノム中 で 増 幅 した もの と考 え られ る。 これ らの 配 列 中 には,高 等 動 物

DNAに おいて主 に メチル化修 飾 の対 象 と な る一 〇G一 の 配列 が これ まで に 決 定 され た ニ ワ トリの他 の

DNA配 列 に比較 して高 い 頻 度 で 存 在 してい た。実 際 この 反 復DNA成 分 の 近 傍 お よ び 内部 のHap豆,

Hhal認 識 部位 が 高頻 度 に メ チ ル 化 修 飾 を 受 け て い ることが 認 め られた。 これ らの一CG一 配 列 の メ チ

ル 化修 飾 がW染 色体 の クロマチ ン構 造 の 凝 縮 性 と関 係 す る可 能性 もあ りW染 色 体 の 機 能 調 節 上 重 要

な役 割 を果 た してい るた め,進 化 の 過程 で 保 存 され て来 た可 能性 も考 え られ る。

W染 色 体 に特 異 的 な この0,6kb,1.1kbの 反 復 単位 は,Gallus属(野 鶏+家 鶏)に 特 異 的 で,ニ

ワ トリと同 じキジ目に属す るキ ジ,ホ ロホロチ ョウ,ウ ズ ラでは,検 出されなか った。 この結 果 は,こ れ ら

の 配 列 が野 鶏 の祖 先 種 が キジ 目の 他種 か ら分 岐 した時点 で増 幅 され た もの で あ る こ とを 示 唆 して い

る。 現 在 の家 鶏 は,赤 色 野 鶏 か ら家 禽 化 され たとす る一 元 説 が有 力 で あ るが 本 研 究 に お け る α6kb,

1.1kb配 列 と の相 同性 と の分 析 結 果 か らは,赤 色野 鶏,灰 色 野鶏 を 区別 す る こ と は,困 難 で あ った。

た だ 緑 エ リ野 鶏 の場 合 は,MspI,HinfIに よ って異 なった分 解 パ ターンが得 られ る こ とか ら,現

在 の家 鶏 品種 との 関 係 は,赤 色,灰 色 の 両 野鶏 種 よ りも 隔 た っ て い る こ とが示 唆 さ れ た 。 この 結果

は,橋 口 らに よ る血 液 タ ンパ ク質 の 電 気 泳 動分 析 に基 づ く結 果 と 一致 して い る。
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0.6kb,1.1kb反 復DNAフ ァミリーが検 出 さ れ な か った トリ にお いて もW染 色 体 は,ニ ワ ト.リと同

様 に ほ ぼ 全 域 が ヘ テロク ロマチ ン構造 を と って い る。0.6kb,1.1kも 反復DNAは,ニ ワ トリのW染 色体

の ヘテロクロ々チ ン部分 の主要成分であ ることか ら,ヘ テロク ロマチ ン化 に必 要 な塩 基 配 列 上 の 特 徴 を 含 ん

で い る可 能 性 が 高 い。 ショウ ジョウバエ のヘテ ロクロマチ ン部 分 に は,ATに 富 む 塩 基 配 列 か らな るサ

テ ライ トDNAが 含 まれ るが..,この配 列 を認 識 して 結 合 す る非 ピス トン性 のク ロマチ ンタ ンパ ク質 の 存 在 が

報 告 さ れ て い る 。鳥 類 のW染 色体 に お い て も この 様 な特 定 のDNA配 列 を 認識 す る クロマチ ンタ ンパ ク

質 の存 在 は,十 分 に考 え られ るが,も しそ の 様 な タ ンパ ク質 が存 在 した と して も そ れ は,お そ ら く

塩 基配 列 全体 を 認識 す る もの で な く,0.6kb,1.1kb反 復単 位 中 に 認 め られ るよ うなA一,T一 ク ラス

ターやメ チ ル 化 修飾 塩 基 の 存 在 や,配 列 の 反 復 状 態 の よ うな特 徴 を 認 識 す るもので は ないか と考 え ら

れ る。

本 研 究 で 見 出 さ れ た反 復DNA配 列 がGallus属 のW染 色体 に特異 的 で あ る こ とは,こ れ らの ク ロ

ー ンがW染 色 体 の ク ロマ チ ンを核 内 か ら分 画 す る際 に
,ま たW染 色体 由来 の遺 伝 子 ク ロー ンを ゲ ノ

ムDNAラ イブ ラリー か ら検 索す る際に有力 なプ ロー ブと して利 用 で き る こ とを 示 し てい る。ま た,こ れ

らの ク ロ ー ンは,雄 ニ ワ トリ胚 に移 植 され た雌 ニ ワ トリ胚 の 細 胞 の 移動 や 器 官形 成 の 過程 を 追 跡 す

る有 効 な プ ロー ブ と して既 に他 の 研 究 グル ー プ に よ って 利 用 され て い る。
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審 査 結 果 の 要 旨

ZZ/ZW型 の性染色体構成を有する鳥類のW染 色体は雌に特有の性染色体であ り,性 決定を中

心とする限定的機能を有する染色体であると考えられるが,そ の遺伝子の諸性質は明 らかにされ

ていない。また,W染 色体は体細胞核内では異常凝縮 してW一 ヘテロクロマチンボディーを形成

しているが,そ のクロマチン凝縮の機構 も不明である。

本研究は高度反復DNA配 列がヘテロクロマチン域に局在す るというい くつかの知見に基づき,

ニワトリのW染 色体に特異的な反復DNA配 列を検索す ること,そのような配列が存在すればクロ

ーン化 して,そ の諸性質を明らかにすることを目的 としたものである。著者は先ず,雌 白色 レグ

ホンの反復DNAを 分画,3H一 標識.して・これを大過剰の,部 分的に水銀化 した雄のDNAと ハ イ

ブ リッド形成させ,SH一 セファロースクロマ トグラフィーによって水銀化DNAと ハイブリッド

形成 しない3H-DNAを 分画 した。そ してこの画分に雌特異的な反復配列が濃縮されることを示

した。次に,雌,雄 のDNAを 種々の制限酵素で分解 してその分解パターンを電気泳動的 に比較

し,XhoI分 解によって雌特異的な約0.6k・b(1kb=1000塩 基対)1.1kbの 断片が得 られるこ

とを見出した。さらに,こ れ らの断片をプ ラスミドベクターpACYC177に 挿入してクローン化

し,両 配列の諸性質について研究を行った。その結 果,白 色 レグホンのW染 色体中で0。6kb

配列は約14,000回,1.1kb配 列は約6,000回 反復 して存在 し,両反復 ファミリーはW染 色体

DNAの 約50%を 占めること,両 反復単位の塩基配列は約90%近 い相同性を示 し,い ずれも約20

塩基対の内部繰 り返 し単位か ら構成 されていること,こ の内部繰 り返 し単位中には逆方向の繰り

返 し配列が存在 し,ス テム ・ループ構造を形成 し得ること,こ れ らの反復配列は野鶏および家鶏

のGallus属 に特異的で進化上新 しく増幅 した配列と考え られることなどの諸点が明らかとなっ

た。

以上,本 論文はGallUs属 のW染 色体に極めて特異性の高い反復配列を発見 し,そ の諸性質を

明らかにし,性 染色体のDNAな らびにクロマチン構造の研究に有力な手がかりを与えたもので

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 ると判定 した。
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