
分子生物学 (Ⅲ )

Ⅳ遺伝子の微細構造解析 福 留 秀 雄 (基研)

善-1 微細構造 とその解析法 (Cia-trams test)

遺伝子は生物の形質を決定す る最小の単位であ り､同時に組み換え● ■

(recombination)の起 る単位で もあ り､更に突然変異の起る最小の単位で
▲

もあると考えられていた. そして､分子レベルでみれば､一つの遺i云子が一

つの酵素を決定 しているのではないか とい う説が Beadle とTai.unによっ

て提唱されていたo

ところが遺伝子分析の構度が増すにつれて形質発現の機能､組換 え､突然

変異の各単位は同 じものではないことがわかってきた｡ 実際､同じ形質 に対

する突然変異 といって も､その形質を決めるDNAの領域に変異の起ってい

る部位は様々であ り､ それに対応 して､同じ形質に対する変異株 に も多 くの

種類のあることがはっきりしてきたO

ユ.Gis-trams test と cistrorl:

今 2つの株の交配 を行って､遺伝子の 2倍体をつ くった場含､第 4=0図に

示すように各遺伝 子が一つづっ突然変異を受けているときその二倍体 は

trans 位置の変異を受けてい るといい､一万の遺伝子の上に二つの変異が

起っているとき､それらは cis位置の突然変異を受けているとい う｡突然変

異が cis位置に起っているときは野性型の形質が発現 され､ trans 位置に

変異の起ってい るときは野性型の形質が発現 される場合 と突然変異型の形貿

が発現 される場合があることが明らかになってきた ｡

それでBen乙erは同一形質についての変異株 ではあるがDNA上で変異を

受けている部位の異 る様 々な もの同志の交配を行って､いろんな もrans 位

置の変異の効果を調べた結果或 る場合にはこれ らの変異株は2つのグルー プ

A,Bに分輯することができて､Aグルー プに属する変異株同志又は Bグル

ー プに属する変異株同志の交配 では突然変異型の形質 しか現われないが､ A
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福留秀雄

グループのものと､ Bグループの ものの交配をす ると野性型の珠がでてくるこ

とがわかフ たO そしてこの一つのグループに属す る任意の変異株の DNAにお
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(a)突然変異塾の形質を発現する｡ (b) 野性型の形質を発現するo

ある形質の突然

変異 に関係す る
DNA上の領域
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(a)aGis-位置に変異を(bBtrans位置7,･C変異を

もつ遺伝子の2倍捧もつ遺伝子の2倍体

をあるところで2分して分けた一万の領域例えば第4,1図におけるAに属し他

のゲループの変異の部位にもう一方の領域Bに属することがわかったOこのこ

とは形質発現の機能の最小単位はD紺Aの領域A
,
B,であって､
第4=1図回

のように親の遺伝子が別亮の機能単位に変異を受けているものであれば
､一
万

の遼伝子が失っている機能単位を他方の遺伝子の正常な機能単位が補ってくれ

て形質発現は全体として正常の場合と同じように行われることを示す｡この現

象はconplementationとよばれる｡

またこのようにして画一形質の変異株をグループに分けることをci:S-

tran岩 tesも とよび､ この cis-trams testで決定される 形質発現､に対

する機能の最小単位 (第4 1図におけるD NA上の盾域 A及び B) にB?nzeミ
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分子生物学 (価 )

は cistron とい う名を与 えた｡

この cis一七rans testは変異の数 を増やす ことによって 1つの形質 に対

-Z.濁 す 冬遺伝子が三つ以上の cistronか ら成 り立っている場合に もその ま ま

拡張 されこらの遺伝子を構成 しているcistronの数を実験的に決定す るこ

とができる｡

2.ID/uton と recon:

第4=1囲(a_)のように同一 cistronに trans 塾の変異が起ちている場合

に発現 される形質は突然変異塾であったo しか し更に精度 を上げて実験 をし

てみるとこの ような交配に対 して も野性型のでて くることがあることがわか

った｡これは交配を行 う二つの cistronにおいて変異を受 けた部位が 同じ

でない ときには非常 に底い割合ではあるが起 りうることで､ これは第4 2図

で示すような組換え (recoヱIbinaもion)が起ったのだ と考え ることがで き

る｡

C土stron

第 4=2図

一一~･.~→

組換 え

この ように組換 えによって移 しかえることができかつ変異を起 しうる最小

の単位を考えて Benzerはこれをmuton と呼んだ｡

Watoson Crickのモデルで考えるな らこれは核酸の塩基一個の大 きさに

相当す ると考えられる｡上の説明か らもわかる通 り､組換 えの起 こる単位 を

考 えるなら､ その大 きさは cis'ヤronに比べてはるかに小 さくmutOn とほ

ぼ同じ程度の大 きさであるO この祖換 えの起 る最小の単位に彼は rec?n の

名を与 えた｡

真之 Benzerの実験 :

上に述べた遺伝の最小単位であ るoISもron,muton,reconの大 きさが
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福留秀雄

DNAの分子構造 と対比 させたならどの くらいの大 きさになるかをBenZier

は遺伝学的な方法によって決定した｡以下のような実験を可能にするために彼

の選んだ実験系から話 を始めよう｡

T4ファージ 宿 主 式.Coli B E.ColiK 12
I J

I+ (野性)塾 妻野性型のPlaque 野性型の Plaque
i

Ir正 突然変異型 巨 型の h aque ～Plaqtユeを全然つ くらない

第 ? .表

第7表 はT4ファージの野性型 (これを以下 r+とか く)とこの変異株である

It[型の各 々が､ ECQliBとEColiKユ2の各々を宿主 とした時の Plaque

の形態を示 した ものである. ここに野性型の Plaqueは第 43図(i)に示 されて

第 4 3図

(1) 野性型の プラーク

(小さ く.へ りがぼけてい る)

(2) r塾のプラーク

(大 きく､へ りがはっきりして

いる)

いるよ うに小 さい- りのぼけているPlaqueであり､ r型の plaque は第 4

3図(2)に示 されているように大 きいへ りがはっきりした ものである｡

さて第 7表か らわかるようにrⅡ型の ㌔ ファー ジは E.Coli K 12 株の

皿の上では全然 plaqueを作 らない｡それ故 もし時間が経って野性型の

plaqueができたとす るむらばそれは rIl型株から何 らかの原因でr+型株が
できてそれが増簿 してつくったplaqueに他ならない と考えることができ_る｡

従ってそのプラークの数を数えることにより､何個の rⅡ型株がr+ 型珠 にか

わったか を知 ることができる｡

1つの シャーレの上には 108個またはそれ以上の ファージをまくことができ

るので､ その中に一個だけで もr+ 塾ファージが湿っていた らそれを容易に探
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分子生物学 (放 )

知出来非常に低頻度で起る事象 を非常にはっきりと見 ることがで きる｡ それ

で Benzerは 武 CoユiK 12株上でいろんな rtf変異塾の T4ファー ジの交

配を行い cis-trams testを行ったo■その結果 r甘型の突然変異に関係 し

ているDNAの領域 は二つの cisもron か ら成 ることがわかった O ここで フ

ァー ジの交配 とは2種のファー ジを同一宿主の中で増殖 させることを､ その

結果組換え型の ファー ジのでてくることのあることか ら､ そのようによぶ ｡

次に r7I塾のT4ファー ジを変異の起っているcistron の違 いによって二

つのグルー プに分け､同じC土stronに変異 をもつ もの同志の交配を

E.Coil B株で行いその子ファージを再び 耳.Coli K laの皿の上にまけば

かけ合せ た2つの変異株の各 DNAに もつ変異ID間の鮭願 に比例 して､その

子孫の中にwild_塾の組換え型が まじって くるのを容易に掃えることができ

るO従ってどれか一つの変異株を標準にとることに よってその ci･stron 上

の どこに他の変異株の突然変異が起っているかを知 るこ とができその筋果各

cistron内の突然変異地図ができるはずである. このためには非常にた く

さんの rⅡ塾のかけ合せによる､wild_revertanものでて くる頻度を測る

のであるが､ Benaerはそれに代 りうるうまい便法を考えたo

d.eletion とい う突然変異 は一ヶ所に突然変異が起っている突然変異 とは

異な り､遺伝子のある部分がごっそりぬけてしまってい る突然変異である｡

そこで第44,図に示す ように欠けた部分がわかっているdeユetion 株 をい

ろいろ用意 しておいて､位置を決めたい普通 の.pointmutation殊 とかけ

合せを行 う0 第 4 4図
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福留秀雄

その際第 4=5区梅)の よ うな場合には例えばどこで組換えが起って も野性型の フ

ァー ジは現われない O それに反 して同図(b)のような場合には多 くの中に同図(C)

の よ うな題換 えが起った もの もでて くるであろう｡ それを探知することによっ

第 4 5 因

千十
千
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(b) (C)

て知 りたいpoint muluationの位置は(a_)と(b)で使った二つの deletion 殊

の一方では変異を起 してい るが他方では変異を起 していないDNAの領域にあ

ると結論 できるはずであるO

そこで次に､今使ったdeletion株の一方が変異を受 け他方は変異 を受けて

いない領域の丁度中点まで deletionののびている株で同 じことをやってみ る

と､求め るpoint mutaもionの範囲を半分ちぢめることができ､こうした方

法で cistron を何倍かの segmentに分けpoinもmutation､の位置を大鉢

決定でき る｡ そして後は同一 segnenも内の位置の分っているpDintmutant

との嵐換 実験により新 しいmuもationの位置を正確に決めることができる｡

このよ うにしてBenzerは 145の deleもion徐をつかって308個の

point mutaも土onを起 している､場合の異 る rⅡ変異株 を見つ けだ した｡ 現

在ではその数は1000侶以上にのぼって.い るQ

§3 Cistron ,recon ,mutonの大 きさ

BenzerはJJ::i換え実験か らrⅡ塾の突然変異を起す遺伝子の Acistronの大

きさは5rec.･unit r甘 B cistronは 3rec.unit であ るこ とを決定 した更

但 し､ 1rec.unit(recombination ur亘t)と昼.100僧揖 け合せをやって
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分子生物学(Ⅷ )･;.

一つの組換え型のでてくるDNA上での距離をい うo T47ア- ジのDNA全

体は 2X105base pairからなりこれは 200-800rec.unit(平均で 500
rec.units)に相当するからr‡tA cistronの大 きさは2X105xJ L =

500

2xlO3base pair rⅡB cistr.nの大 きさは2x10 XJL =1.2X103
5

500

base pair とい うことになる.

この大 きさは 100個程度のアミノ喪から成 るpolypepもide chainを決め

るのは丁度よい大 きさであるO それでBen25erは 1つの cistronが一つの

palypeptide cha土n を決定す るとい う説を捷唱した｡

次にBenzierによって見出されたreco皿binationの最小の頻度は約

0.02 rec.unitであり､ これは大鉢 2x105x寵 欝 -8base pairs に

相当する｡ この実験値は reconの上限をおさえた ものであって実際の

reconの大 きさはこれより小さいと考えられる. 又 rTlA cistron におい

て Benze.r'が観測 した異 なる突然変異の数は308個であったが突然変異の起

る位置の分布が poisson 分布になるとして観測 された ものか ら推定す ると

未だ観測されていない突然変異の数は 120個 あると考えられ rⅡAcistro.n

の totalmutonsは結局約 4=00個 と考えられる｡ T甘A oistronの大 きさ

は 2x103base pairs であったか らこれか らmutonの大 きさは 2X103x
1
盲百百=5 base pairs とい うことになるo この値 もmutOn の大きさの上
限をお さえた ものであって理論的にはmuton は 1base pairであると考え

られる｡

ところでBen21erが患み換 えの起 ることか ら区別す ることのできた DNA

上の最小距離は約 8base pairに相当す る｡ これは遺伝学的な研究方法の
0

もつ分解能が 2r7.2Aとい うお どろくべ き精度であったことを示してい るo

更に､ Benzer.は突然変異を起すいろんなagen七 をDNAに作用させて

どの場所にどのような頻度で突然変異が起 るかを作用させてやるagent に

よって第 4=6図のように突然変異のさかんに起る場所のあることを発見 した

｡そのようなDNA上の位置を hot sp吊 とい う｡勿請hot spo七は作用

させてやるagentの韻質によって違 う｡ それで､ もしどの age工1もがどのよ

うな突然変員を誘起す る;EJlがわかるならば DNA上の base pairがどのよ

うに配列 しているかを遺伝学的な研究だけか ら知 ることも不可辞ではない ｡
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福留秀雄

第 4 6図

二 m______ 二 一一一-
＼

DNAchain hot spot

a4 突然変異の分子的機構

Watoson Crick mod_elによれば､､突然変異は DNAの増殖の際に つ くら

れるba苧e Pairが正 LJくつ くられな くて一郭間違 うことによって生ず ると考

えられ､また突然変異を誘起するagent はその鹿 み換えを促進させ る物質で

あると解釈す ることができる｡

突然変異を誘起す るagenもSには化学的な ものとして化学構造がD.NA

baseに似た化学物､ そして亜硝酸HNO2, アク t)ジン系の色素 (acrid･i.一･

nedycs)等があり､物理的なもの としては紫外線､ Ⅹ 線､放射線 (荷電粒子

線)等がある.これらの agentがどのように突然変異を誘起するかを次に述

べ ることにしよう｡

1.Base analoqueの作用 :

第 4='7図に示 した5BU や 2APは正常な DNAbase と非常によ く似ている

0

号毒
第 4 7図

:_仁一---
5BU
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分子生物学 (班 )

のでDNAが増殖す る際正常なbaseと間違え られてDNA･の中にとり込 まれ

るO 5BU と 2APは二種類の正常なbase と水素蕃合をつ くるこ.tができるo

即ち5BU は G･またはA とpairをつ くり､ 2AP は T またはC とpair を

つ くるO 従って5BU や 2AP はこれらの二つの正常な baseを区別す ること

ができないので次の増殖以後 において間違いが生ず る事がある訳である｡そ
ノ

の過程を図示すれば第 48図の様になるo base anaユoqueで誘起 される突

第 4 8回 .

(a) CLC pairが A-T pairになる間違いの起る磯構

一一_二-●~一一
ー､､､さ_
第

一
回

の
増
殖
で

Bu.

を
と

り
込
む

卜G- Bu｣電 炉 ･･';C十 三 三

LG･･･C圭 =二三 ｢A''-叫雫 EAA:.I.三三
第常
二塩
回基
のを
増 と
確 り
で込

正む

第

三
回
の
増
殖

(b) A-T pairが G-C pairになる間違いの起る機構

上A∴T｣宝 LL-:IIIB:]ヨ [三･'･'IBT置 L::.･.･BTj
′

然変異はpurine-pyrimidine pa.irを purine-pyrimidine/ pair に

かえる型で､二の型の突然変異は transition塾 と呼ばれる0

2.HN02 の作用一一

HN02はDNAbaseに直接作用してN鞄 を OH で置換する反応をおこし､
その結果 CをUに､またAをHX に､ GをⅩにかえる.但しⅩはクサンチン
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福留秀雄

(Ⅹanthine)を表わす.* そして胃Ⅹはあたか もGの如 くふるまい､また年が

変化 してできたⅩはそこでDNAが増殖できな いようにしてしまう.上のことか

らわかるようにfiN02によって誘起 される突然変異 もまた transition孝 である0
3.酸の中でDNA又はRNAを加熱 した場合

このときはDNAの中のpurineが sugarの端か らとれ (脱 purine)

purineのあるべ き部分が空っぽになる｡そしてDNAが増殖す るときそのぬ

け穴の相手にはどの baseで もやって くることができるのでその部分からは全

く勝手な base pairがつ くられる｡ 例えば脱 purineの例 としてO-C pair

のGが とれた場合を考えるとそれが第二回の増殖の際つ くりうる新 しいpair

の可能性は第 49図の如 くになる｡

tG1- C

第 4 9図

--- 空 - LC l1---- G- C

酸

の
車

で
加
熱

第

l
回
増
殖
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この図か らわか るように第二回目の増殖の結果で きうるbase pairのいろ

んな場合の中①が起ったなら_これは transitiDn型の突然変異が起ったこ

とになる｡ところで②､_③のG-CがT-A又はC-Ciに変ったのは purine-

策 Ⅹanthineの分子式

flo

刀

;F
｡

N/

C=＼

捕
-

C/
N寺

/㌔ N/C＼Ⅳ了
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分子生物学 (.T )

pvrimidine pairが pyrimidiner-purine' pair又はpyrirDidine-

purinepairになったのでtransiもion型ではないこの ような 突然変異

を transversion塾 とよぷoこの transversion塾の突然変異は自然条件

の中ではあまり奉 らない もの と考えられている｡

4=. アク リジン色素の作用

第50図はアク リジン色素の構造を示 した ものであるo これは DNAに非

第 5 0図

第 5 1図

アク リジン系の色素 ∋

ti ff F /

/

jT::.Ⅵさ､

の間にはきまるらしい｡ この事は､ この色素が 305 m〟 に強い吸収をもち核

酸の吸収は260mp なので､ 305‡DLLの光を涜動的に長 くのばした DNA に吸

収 させてその吸収の異方性を測定してやることによって結論された｡

この色素が突然変異を起すメカニズムは組換えの際の間違いを誘起するこ

とにあるらしい o 即ち第52図の(a:)は 1個のアク リジン色素がはさまってい

るDNAであ り､この分子ははさまった色素のためにInucleoもide長 くな

っているo それが図に示すような組換えを起す と一方の D-NAば
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第 572図

アクリジンの色素 → I---こ
_〆 I二ニューく ニ ー

T

T

T

ヨ

ニ
inu.cleoもide長い分子になる｡ これは insertion とよばれるo その際は

さまれていた色素は組換えの際 とれ ると考えると､できるDNA分子の もう一▲ノ

つはInucユeotidJeだけ短い. これはdeletiOnである0

5.紫外 線の作用

紫外線は DNAの baseに光化学反応を起 させるo 椿 に長波長の紫外線例え

ば280mP の光をDNAにあててや ると二つ並んだTに対 してdimerをつLくる

確率が大 きいO その様子と_できるdimerの構造を第53図(a),(擁こ示すO
面白いことには､ この反応は可逆的で､短波長の紫外線例えば24,0甲jLの光で

もとの二つのmor10merに相当部分 もどる.
ノ＼

-且 d_imer TTができるとこれは相手の base と水素結合をつ くらないた

めDNAが増殖す る際 dimerの相手にはどんなbaseで もつ くることが 出来

るか又はその部分を飛ば して増殖が進むと考えらたる｡

, 第 5 3図

三

280mjZ

一一一一一一→

ミ~~~ ~

240m〃

(･1_)

>E]E<-

.

...._.JL｣.‥_I.
24=

0

＼

O

ノ

N
左
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分子生物学 (Ⅱ)一
一一その様子は第54,図(a)また坤 b)のようになっていると考えられる｡ 実際紫外

線を沢山あてたDNAをprimerとしてKornbergの DNApoユyneraseで

DNAをつくってやるとprimerに当てておいた紫外線の量に比例 してDNA/へ
の重合反応がおそうなるO これは水素居合のできないdimerTT の ところ

第 5 4,図/〆｢っ＼＼･･･＼･＼Tで
(a)

＼/｣

で重合反応がお くれるのだ と考れることによって 個

説明されるっ

以上が現在理解されている突然変異の分子的機構であるが組換え現象の分

子的機構に関 しては組み換えを保進させるreconbinaseというべ き酵素が

あるのではないか ともいわれているが現在あまりよくわかっていない｡

Ⅶ 核酸 (DNA )の物理化学

蛋 i DNAの性質

DNAとRNAとでは物理化学的に可成の違いがあるがここではDNAにつ

いて述べよう｡

1 分子量

先ず､二 ,三の種のDNAの分子量を示す とファー ジでは 1個体当 り

iDNA分子と考えられこれは120･yl130x106であ る｡ またバクテ .)ヤの

DNAの分子量はほぼ109と考えられているo Calfも申musでは.恥8･x106

といわれているがこれはDNA分子がばらば らになった ものの中の一つの値
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なのか もしれない .

2.分子形

次にその分子の形であるが､Watson CI･ick モ デルか らDNAは二重に巻

いた らせんであ りはしご状の bridg､eのためかなり硬 く曲げにくいと考 えら

れるO これは物理化学的に も確められている0

3‥光吸収

DNA分子は紫外部 260m〟 に broadで強い吸収をもつ｡これは生硬の

b左seの 打eユectTOnの transitionによる吸収 と考えられるo 但 し各

baseが単独のときの吸収曲線は第 55図に示した通 りである｡

第 5 5図

230 260 290

-→ 皿〟

吸収改長

†

･十

9

7

230 270
230 250 270 290

DNA分子の この吸収は核酸の量の定量に用いることができるoまたDNAの

吸収は状態変化によって変化するので状態変化を探知す るために も使 うこと

ができる｡
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hypochromi-sity と呼ぶが､ これは核酸の baseの積み重ねの効果 (sla-

cking)によってtbaseの有効遷移確率が小さくなる､ことによると考えられ

る0

4=.DNAのdeヱlaturation (7neユting)

DNA捧液の温度を上げながら260m〟 の光の吸収を測ってやると第 5 7図

に示すようにある温度 もまでほぼ一定でT# Lら上で急に吸収が増 しその後の

第 5 ?図

1

260mLLの光の
DNA溶液によ
る吸収

田 十======享コ嗣

温度で吸収は又一定となるO 次に冷やしなが ら吸収ーを測定してやると第57

図において点線で示すように もとの もとの道をたどらない . ゆっ くりと冷や
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せぽこの ヒステ t)シスはある程度少′く_な りその程度に応 じてもう少 しもとの

経路に近い線が得られるOこの結果は溶液中で温度を増 していったときもで

DNAの d_ouble strand_の水素結合がきれてbase stackingがこわれる

もの と解釈される｡ (第 58図)

第 5 8図

㌻

∵
＼

p/

∴

＼

ノ

八F
L
r斗

次にDNA溶液の粘性を温度 を上げながら測定してや ると第 59図に示す

ように温度もまで一定でそこで急-に減少す るO次に環度を下げてい くと同

･Tn - T

図の点腰 で示すようにTnか ら後だらだらともとに もどっていってやは りヒ

ステリシスをもつ o tの結果 もまたも で stiff coilが randon coil

になることを示す ものと考えられる｡
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今度は粘酌 が P口 によってどう変化す るかを詞べ ると第 6.0図の ような

結果が得 られる｡ 第 6 0因

12
･-- P指

即ち､帝液の PfIを下げていくとPH3あたりで急激に二次構造がこわれ そ の

変化は不可逆的であるo またPHを上げていった場合に もP机 2のあた りで同

じく二次構造がこわれこの変化･もまた不可逆的であるo

watoson crick モ デルに与るとA-Tpairは2本の水素庶合をつ くるの

に対 して､ a-CLPairは3本の水素結合をつ くるO 従ってA-Tpairに対 し

てG-Cpairを多 く含む DNAのTiはその比が大 きいほど高い と考えられる.

第 61図に示す実験結果はこの考え方が正 しいことを示 している｡

A-T
70 80 90 100

～ % (oC)
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結局､以上のデーターはすべてWatoson Crick モデル を支持するもので

ある＼｡

§2.合成核酸の性質

ochoaは 宜.Coliの中からⅩDPよりprimerなしでpoユyribonucユeO-

tides を合成する酵素 (polynucleotide pho夢Phorilase) を抽出 し

た｡この酵素は生体内では合成よりむしろ分解に使われているらしい)｡

第62図号こⅩDPの構成式を示してお く｡但 しⅩは U,A ,Cまたは囲 (nLTは

合成核酸 をつ くる場合入 りにくい)のどれかであるo

工､I-･･-.I.':至It･:､
第 6 2図

合成 RNAは生体のRNAではないが化学構造は全 く生休の RNAと同 じもので

ある｡ 但 しbaseの並び万は生物か ら土mfornaH on を得ずに単に重合反応

でつ くったので一般には特別の意味をもたない｡ U,A,C,囲だけから成

るpoly RNAをpoly U,poly A,poly C),毎oly G)と呼ぶo

上のよ うにして合成 したpolyAとpolyUをまぜてやるとDNAlikeの

double standをつ くることが hypochromicity,sedimentation

(沈降遵層)Ⅹra.y-pattern等か らわかっているo

またpolyA とpolyUを 1 :2の比でまぜてやると鴇 の存在下で ･,

triple strand ができることがわかっている :これはpolyA-polyUの

double sもrandの深い方の谷にpolyUが巻 きついて第 63図に示すよう

な配置を とってい ると考えられている｡ 更に polyAだけでも酸 性 溶媒の中

でparallel a.ouble strand_をつ くりそれはDNA等のantiparallel

とものと異な り第 64=図に示す ような配置 をとると考えられている0

谷 川 義

青 森 喝
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第 6 3図

■ 実線が polyA-polyIUのdouble
strand

点線が これにまきついた polyU

第 6 4 図
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