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論文内容要旨

 第1章 序 論

  中性子小角散乱は, 生体物質の構造研究にと って極めて有力 であ る。 それ、は散乱密度の異なる

 特定成分一例えば DNAとタ ンパク質一の構造 を別 々に浮彫 りにするコ ントラス ト変調法 と, 複合

 体の構成成分間の空間距離を決 定す る選択的重水素化法が有効に利用できることに依っている。

 我国に おいても 1980 年 より冷 中性子 小角 散乱実 験 が開始さ れ, 生 体物 質の構造研究への応用 が

 可能となった。 本研究の目的の一つ は, パル ス冷中性子の特徴を生かした実験的手 法及 び解析法

 の確立である。

  また, 対象であるヌク レオソーム・コア粒子は, 真核生物の遺伝情報担体の染色質の繰り返し

 構造単 位で, 146 塩基対の DNA と4 種類の ヒストンタ ンパク質各2個からなるヒストン 8量体

 により構成さ れている。 転写 活性時には DNAが解かれ mRNA に情報 が伝達される。 分裂期には

 染色質から染色体への高次 構造 が形成される。 このような遺伝情報伝達機構の解明には, ヌク レ

 オソーム・コア 位子の構造 とそ の外部環境変化に 対 する安定性や可変性 に関 する知 見 が重 要であ

 る。 ヒストンタ ンパク 質と DNAの相互作用 は静電力と考えられるので, イオ ン強度 をパラメータ

 ーと してコ ア粒子 の構造安定性 を研究 した。

  この章では, 中性子 小角散 乱の 概要, 特に生体材料への応用 の基 本とヌク レオ ソーム構造研究

 の背 景を 論 じた。

 第2章 中性子小角散乱実験法

  本研究で用い た装 置は, 高エネルギー物理学研究所 ブース ター利用 施設の冷中性子小角散乱装

 置であ る。 この装置はパルス冷中性子源に設置されているため, 測定はTOF 法に依る。 小角散

 乱は主に, 真空槽内の二次元位置敏感検出 器により観測される。 この装置の最大の特徴は, 逆空

 間の広 い 範囲 の測定 を同時 に 行えることである。

  波長分散方 式のデータ処理の 流れを記述した。 各波長の 中性子線強度及 び検出器効率の補正に

 は H20 の等方散乱を用いる。 さ らに, 溶液散乱一般の処理及 び選択的重水素化法での処理につ

 いて述べた。 そ の中 で高角側 の非干 渉性散乱を用 いると高精度の補正が容易に行 える ことを示し

 た。

  また, スク レオソーム・コア粒子の散 乱実 験の測定条件をまとめた。

 第3章 その他の測定法

  本研究では, 中性子 小角散乱以外に, X線小角散乱, 沈降測定, 比重測定, 原子吸光分析, 円

 偏光二色性測 定 を行った。

  X線小角散乱 実験に は, 高エネ ルギー物理学研究 所放 射光実 験施設の溶 液用小角 散乱装 置を用

 いた。 装 置の概要, データ処 理及び測定条件 につ いて記述した。
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  沈降係数 は分子の形, 分子 量の他, 分子間の相互作用にも依存す る。 円偏光二色性測定に 関し

 ては A282, A222 の吸収 は各々ヌク レオソーム・コア粒子の DNA supercoi1 構造及 び ヒス トン8量

 体のα一 belix 構造を反映してい る。 また, 比重測定 の偏比容評価及び溶液中の H- D交換率測

 定へ の応用, 原子吸光分析の対イ オ ン数測定へ の新たな応 用を示した。

 第4章 試料作成

  実験結果の再現性は作成試料の完全性に依っている。 又, ヌク レオソーム・コ ア粒子は鶏の赤

 血球核か ら調製したクロマチ ン (染色質) を micrococcal endonuclease で 分解処理 した後ショ

 糖密度向 配法及 び電 気泳 動法により分離, 精製 して得た。

  また, 選択的重水素化法及 び逆コ ントラス ト変調法の応用実験のためのヒス トンの重水素化を

 イ ース ト菌 (Saccharomyces cerevisiae ) の重水中培養で 行っ た。 その中で, ヒス ト ンの抽出

 法の確立, 重水素化率と培養 条件の決定を実現した。 さらに, コア粒子の再構成も行った。

  尚, コァ粒子溶液試料の完全性は電気泳 動, 円偏光二色性, 沈 降測定を用いて検討した。

 第5章 回折実験

  中性子小角散乱及 びX線小角 散乱を用い, ヌク レオソーム・コ ア粒子構造の低イオン強度での

 挙 動を研究した。

  中性子小角散 乱ではコ ントラス ト変調法を利用して、 ヌク レオ ソーム・コ ア粒子全 体の 構造と

 ヒストン8量体の 構造を区別した。 100 % D20溶媒中では全体構造を 65 % D20溶 媒中で は8

 量体構造をそれぞれ反映 している。 イオ ン強度の減少 (10mM→O mM) について、 両者の回

 転半径はともに減少 し、 1mM近傍に転移が見出された (図1)。 Stullrmann plot の傾きの変

 化は散乱密 度の高い 部分が粒子の中心 に移動することを意味 し. DNAの収縮を示唆 している (図

 2)。

  ま た、 このよう な構造変化の過程で、 散乱曲線の小角側にピーク が出現する (図3)。 このピ

 ークはコア粒子の濃度の減少とともに、 さらに小角 側へ移動する (図4) ため、 このピークの成

 因はコ ア 粒子 間の 相互作用 によるこ とが分かつ た。

  放射光 の強 力X 線を用 い、 統計精度を上 げてさ らに希薄な溶 液で測定 した結果、 同様な構造変

 化及び粒子間相互作用の変化を確認した。 まに、 高角側の散乱曲線に明確な差を見出 した (図5)。

 さら に得られた距離分布関数の解析か ら、 位子 内ベク トル の重心 が短距離側に移動する ことが示

 され Sしuhrmann plot の解釈 を支持する。

  以上の結果 は、 コア粒子濃度 1.04 wt %～005wt %, イオ ン強度OmM NaCi～ 10 mM NaC1

 の範囲で 行われ た実 験により得られ た。

 第6章 その他の実験結果と解析

  回折実験で得たコア粒子の構造変化と粒子間相互作用の変化を、 コア粒子の溶液中での存在状
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 態 の変 化と対 応づけることに成功した。

  沈降係数 はイ オ ン強 度の減少につれて 11s から 8、5s まで変化し, 1mM 近傍に転移が見ら れ

 る。 また, 係数値のコア粒子濃度依存性から 粒子 間相互作用 が反発力であることが示唆される。

 対イオ ン数測定によると 低イ オ ン強度になる につれて対イオ ンが100 個推度脱離する。 これは

 対イオンによるコア粒子の有効電荷の遮へい効果 が弱ま り, 拉子間相互作用 が顕在化することを

 示す。 偏比容の値も o.68から o. 62 に変化 し水和状態の変化 (水和水の減少) を示す。

  さらに、 このような転移の過程でヒストンタ ンパク質の二次構造は保たれ, DNA の super-

 coil 構造に は変化が生じていることが円偏光二色性測定により示された。

 第7章 議論エ

  コントラス ト変調法 は, 中性子散 乱の 生 体物 質構造研究へ の応用 の基礎であ るが, 生体高分の

 水和の影 響に より王ヨ 一D 交換 速度が極めて遅く, 溶液試料と溶媒試料の D,0/ H20比が著 しい

 ずれ を生 じデータ補正が困難になると いう重大な問題を見出 した。 この問 題を, 白色パルス 中性子

 を用 いる本装置の特徴を利用 した申 性子透過率測定により, その比 を高い 精度で評価 した 後両 者を

 一致さ せる操作を行う (transmissめn matching 法) 方法を開発する こと で解 決した。 これは

 標準溶媒試料の各波長での 透過率 の値 か ら検量線を作成 し未知の溶液の透過率を用 い D20/

 H20 比を評価す る手法である。 この方法によりコ ントラス トの評価及 びデータ補正 が厳密かつ

 容易になった。

  次 に, 拉子 間相互作用の変化と粒子構造変化が共存する場合の散乱曲線の 解析 法をモ デル計算

 により考察した。 粒子 間の効果は Hosemam の取り扱い に従い, 粒子形状は二重 円柱 を与 えた。粒
                                 の

 子聞相互作用の効果 が顕著 な小角領域とやや高角側と, やや高角側 (之 0. 025A-1) の散乱領域を

 分離して用 いることで, 相互作用と粒子形の変化を分 けて議論でき るこ とを示 した。

  また, Guinier plot の折れ曲がりの考察から, 他の著者によ るデータの解釈の誤りを指摘し

 た。 さ.らに得られた散乱曲線の変化 (図5) が, コア拉子形の偏平円柱から単円柱への構造変化

 に対 応ずることを示 した。

 第8章 議論∬

  こ の章で は, イオン強度変 化のその他の実験についての考察とコ ア粒子の試料上の問題点につ

 いて検討を行った。

  偏比容 は溶質分子 の排 除体積効果と分子 の溶 媒和の状態の両方 を反映する。 後者 は分子 の形に

 依存する と考 えら れるので 偏比容 の減少はコ ア粒子形変化によ る水和状態の変 化と結論できる。

 また, 対イオ ンの結合 はイ オ ン自身の水和をと もなつ ているの で, その変化の傾向に一致する。

 沈降 係数の変化は, 対イ オ ン濃度 が極めて低いた め起き る拡散ポテ ンシャ ルの 形成 と粒子間相互

 作用 の両方の効 果 が相乗 的に現われている と考えら れる。

  コア粒子の試料上の問題点と して, 溶液の不安定性, 透析平衡の評価, 長期保存の方法を取り
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 上 げ議論し た。

 第9章 議論皿

  中性子散 乱のも う一つの重要な手法である選択 的重水 素化法を用いヌク レオ ソー ム・コア粒子

 のヒストン8 量体 の構成成分間 の距離を求め る実験を試行 し, その方法及び結果 につい て議論し

 た。 同一成分を対 で含む場 合で も, 従来 の方法をmodify するこ とで その成分間の距離 を決定で

 きることを示した。 ま た, こ の実験は, 高精度の測定及びデータ処理と粒子 の厳密 な再構成が要

 求され, 前者につい ては 本装 置での測定が可能なこと を示 した。 後者 については得ら れた データ

 の解釈から試料上の問題点を具体的 に提起した。

  中性子散乱の応用で常に問題となるの は, 溶媒中の proton による非干渉性散乱である。 これ

 は前章で議論した問題 を引 き起こすば かりでは なく, データ の統 計精度を著しく低下 させ る。 中

 性子線 の強 度は弱 く, 装置及 び実験場所が限定されてい るため, この低下は重 大で ある。 この実

 験上の demerit を解 決す る方 法と して, 逆コ ントラス 1・ 変調法を発案した。 この手法の要点は,

 試料の 平均散 乱密 度を非干渉性散 乱 が最 小とな る溶 媒の 平均散 乱密度 に一 致さ せる ことにあ る。

 このは通 常のコントラス ト変調法と逆であ る。 この方法を用いる と従来に比べ, 一桁程度の統計

 精度の 改善が得 られ るこ とを示 した。

 第10章 総 括

  本研究の推進によ り, 中 性子 散 乱の 生 体物 質への応 用の基礎となる実験的手 法 (tra ns mission

 matching 法, データ処理法) が確 立され, 新たな方法 (逆コントラスト変調法) も発案された。

  ま た, スク レオソーム・コア粒子の低イ オ ン強度で の挙動を, 粒子構造変 化と 粒子間相互作用

 の変 化と同時に研究 する こ とに成功 した。
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 論文審査の結果の要旨

  平井光博提 出の博士 論文は, ヌク レオソーム溶液中のイ オ ン強度の変化に伴 う構造変化を主と

 して 中性子小角散乱法で 研究 し, 新 しい知見 を得 たものである。 中性子散乱法 は軽水一重水混合

 溶液の混合比を変化させて, 溶質である生 体高分子構造をよ り正確に研究 するコン トラス ト変調

 法と, 生体高分子の一部高分子 を重水素置換 してその高分子の構造 を選択的に研究する重水素置

 換法の存在によって生体物 質の研究 に最も重要な研究手段になってい る。 本研究で はこの二つの

 方法をヌク レオソームのコア構造への研究に応用 した本 邦最初の本格的研究で, この種の 研究 が

 我国の中性子小角散 乱装 置でも出来る事を示 した事は意義 深い ものである。

  著者は先 ず測定に使用 した高エネ ルギー物理学研究所の 中性子散 乱施設 KENS の 中性 子小角

 散乱装置SAN の特徴であ る白色中性子を用 うる事を生か し, 中性子透過強度の波長依存性 を求

 める事により, 溶液 中の 重水濃度を正確に決定する方法 を確立 し, コントラス ト変調法の精度を

 著しく向上させた。

  次にこの方法を本 研究 に応用 し, ヌク レオソーム希薄溶液の中性子小角散乱を種々のイ オン強

 度について行う事により, イオン強度の低下 (10 mM Nacl からOmM Nacl まで) に伴いコア
                 の

 粒子間に相関が出現し, 粒子が約 600 A 離れて存在するようになる事を見出した。 またコァ粒

 子内構造もイ オン強度の低 下と共 に変 化 し平均回転半 径は 60 %程度収 縮 し, 形 も偏 平円柱形 から

 球形に近 付く事 が判 明した。

  者者は同 種の研究を シンク ロトロ ン軌道放射による X線を用 いて低溶 質濃 度, 高運動量変化

 領域に拡張 し, 上記の結論を支持する結果 を得 た。 またその他の生化学的研究手段によっても本

 結果に対する傍証 が得られた。

  ヌク レオソーム構造の溶液イ オン強度による変化は, 遺伝現象の解明にも重要であり, 従来 か

 ら多くの研究がなされ, 異なる結論が得られて おり論争を巻 き起こしているが, 本研究が最も詳

 細な研究 によって この論争に終止符 を打 つた事 は評価 すべき事で あ る。 又, 著者は更に本研究 を

 前進さ せるために, ヌク レオソームコアの散 乱能を重水のそれ と等 しく する逆コ ントラス ト法 を

 提案 し, それを実行するための試料作りも行っている ことも評価に値す る。

  上記の 測定と平行 し著者はヌク レオ ソームコア中の H 2Bヒス トン蛋白を 重水 素化 してそ の位

 置を決定する研究を行 い, その様 な測定がSAN で可能である事を実証した。 得られた結果 は

 測定に用いた試料に問題 があ り議 論の対象とな らな かったが, 今後 の前 進の足掛りを与え た事に

 なるであろう。

  以上に示したように本研究によっ て得られた 結果 は遺伝機構解 明に 重要 な知見を与 えた が, ま

 た同種の研究を中性子散乱で行う時の指針 を与えるものである。 よって平井光博提出の本博士論

 文は本人が自立 して研究 活動を行 うに必要 な高度の研究能力 と学識を有するこ とを示しており,

 理学博士の学位論文と して合格と認める。
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