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緒 言

ChamberlinandRing(1973)は,DNA単鎖は,

RNAへの転写のための鋳型としての活性 を有 する

が,DNA複鎖は, この活性を殆ど有しないか, 育

しても微弱であることを示した. しかし,Hayand

Revel(1963)や LittauelaZ.(1964)は,DNAが

複鎖からなる生物の細胞核内では,RNAへの転写が

活発なことを示し,複鎖から単鎖への DNAの変化

の容易さを想像させた.Wang(1971)や Molineux

elat.(1974)は,DNA複鎖の巻き戻しに活性を有

するある種の蛋白質を単離した.StedmanandSted-

man(1950)は高等生物の核内に Argに富む his-

tonesの存在を示し,Yeoman elaL.(1972),Iwai

etal.(1972),DeLangeetal.(1972)および De-

LangeetaL.(1969)は,それぞれ H2A,H2B,H3

および H4の各種 histonesの アミノ酸配列 を明ら

かにした.これらの histones中には,約4個に1個

の割合で Lys,または Argの塩基性アミノ酸が含ま

れる.Wilkins(1956)は DNA複鎖の糖 l)ン酸の

PO▲~基に, これらhistonesの塩基性アミノ酸残基

の側鎖 NH3'基が結合するモデルを提示した.Noll

(1974),01insandOJins(1974),Kornberg(1974),

ThomasandFurber(1976),Morris(1976)および

FinchandKlug(1976)は,histonesが DNA と

結合し,nucleosornesや nucleo丘1amentの形成に
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関与していることを明らかにしたが,Stedmanand

Stedmanく1950),HuangandBonner(1962),All-

rreyetaL.(1963),Balinsky(1970),Dowben(1971)

および PrunellandKornberg(1978)によれば,

histones自体の機能は,DNAから RNA への転写

を抑制するものと理解されるに留まっている.

高等生物の核内における染色糸,あるいはクロマチ

ン染色質の構造は複雑に過ぎて,電顕像を通してこれ

を解析しようとしても,どのようにそれが連続してい

るかを追求することは難しく,Watson(1976)によれ

ば,それ以上の研究は断念されてきたと言われている.

Loeblich(1976)によって,渦鞭毛藻は,最も原始

的な真核生物と看徹された.この渦鞭毛藻は,細菌と

同様に,nOnhistone蛋白質をかなりの量に核内に含

むが,histonesを殆ど含まないことが Rizzoand

Nooden(1972,1974)によって明らかにされた. し

たがって, この単細胞生物 は, 核内 における his-

tonesの挙動を知るには,適当な供試生物でないが,

Giesbrecht(1962,1965)が指摘するように,染色体

の構造は細菌とよく似て観察し易く,電顕ならびに電

顕オートラジオグラフ法を通して,蛋白質と結合しな

がら変化する染色糸の微細構造と械能の関係を知るの

に適した生物のように見える.

lshioelal.(1977,1978)紘, ある種の渦鞭毛藻,

すなわち GyrodL'T7lum sp.を用い, その電顕像と,

thymidinel8H取り込みの電顕オー トラジオグラフか

ら,この生物の核内では,額粒状に巻いたDNA複鎖
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からなる核質頼粒は,染色体内部からの張力を受け,

DNA合成を行ない,更に巻きを解きながら,対をつ

くって染色糸の高次コイルに取り込まれることを報告

した.

本研究では,著者らは最下等真核生物で ある渦鞭

毛藻の1種,Gyrodinlumsp.を再び用い,核内への

Arg-3HならびにuridineJHの取り込みを調べ,こ

れらの取り込み部位の超微細構造を示す電顕写真を得

た.

この生物の核内では,70から80A の曲率半径を

もつDNA複鎖からなる核質頼粒は,Arg-richの蛋

白質とは結合せず,染色体の中 に存在するnuCleo-

Blamentsから伸びる染色糸を通して,ある張力を受

け,引き伸ばされた時に,同じ蛋白質と容易に結合しう

ることを示した.その理由としては,DNA の背骨を

つくる楯リン酸残基中の原子配列 0-IL0-C-C-Cの

7.11Å の長さと,蛋白質の背骨をつくる dipeptide

残基中の原子配列 N-C-C-N-C-Cの 7.43Å の長

さの闇には,約4%の長さの違いより存在せず,蛋白

質が外側に,DNAが内側に位置し,約 409Å の曲

率半径で緩やかに湾曲すれば,DNAのPO4~基と,

蛋白質の側鎖 NH3'基とは,極めて容易にイオン結

合し易くなることが挙げられた.

個々の DNA 単鎖は,VinogradandLebowitz

(1966)によれば,どのような回転力をも伝えないこ

とは,分子中の糖リン酸残基中の 5′炭素などの自由

回転性から明白である. しかし,DNA単鎖にArg-,

或は Lys･richの蛋白質が結合した後に,結果として

つくられた結合体が回転力を受けると,DNA単鎖は

結合した蛋白質と緩りを生じ,この回転力を伝えうる

ようになるだけでなく,自体の長さも縮まることが明

白となりそこに隠されたある重要な意味を知りえた.

すなわち,DNA複鎖が蛋白質 と PO一一基 および

NH3'基を通してイオン結合した後,左巻きのある強

い回転力を受けると,このDNA複鎖 (DNA-DNA)

と蛋白質 (P)の結合体 (PIDNAIDNA-P)の内部

に存在する DNA複鎖の右巻きの緩りは解けるばか

りでなく,DNA単鎖に賦与された回転力伝達能のた

めに,塩基対の水素結合は切断されることである.こ

の切断はあるモデル実験を通してわれわれにより確認

された.

このようにして結合体,ILDNAIDNAIPからつ

くられた2本の p-DNA結合体は,Pb2十に対して非

染色性で約 20Å の太さを有し,遊離塩基をもつはず

である.このような性質を有する微小繊維は実際に染
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色体内部の未熟の Chromonemataの中に見出ださ

れ,それらの 1本については一完全な証明は難しい

ように見えるが-RNA への転写能を有することが

uridine-3Hの取込みから推測された.

また, このような性質を有する p-DNA 結合体,

すなわち微小繊維の1対は,その中の1本のp-DNA

上で合成された RNA を分離しつつ, 再び結合し,

最初の PIDNA-DNA-Pに変化せずに,nucleosome

(DNA2-P2) に変化することが電戟像より確認され,

この変化によって Templatep-DNAからの RNA

の離脱が完成されるものと推nrlされた.

核質頼粒のDNA複鎖を緩く湾曲状に引き伸ばすこ

とにより,蛋白質との結合を促すところの張力と,P-

DNAIDNA-P 複合体の塩基対の水素結合を切断し,

RNAへの転写能をもつp-DNAの生成を誘導すると

ころの左巻きの回転力とは,nucleosomesとnucleo-

filamentの形成を通してつくられることを示す証拠

がえられた.

DNA の複製が起こる場合にも,核質類粒の状態に

あるDNA複鎖は,単鎖に分離することが必要であ

る･この分離には,DNA複鎖に対する蛋白質の結合

が必要である･したがって DNA および RNA合成

に先行して,DNA複鎖と蛋白質との結合が起こらな

ければならない.しかも, この結合は nucleosomes

とnucleo別amentの形成によって生じるカによって

誘導される･このような観点からDNA とRNA合

成は,これらの nuCleosomesとnucleofilamentの

形成と共役していることが結論 される.GyrodllT,lum

sp･は,histonesを核内に有しないが,その核内蛋白

質の挙動は明らかに高等真核生物の histonesの挙動

を伝えるものである.したがって著者らは,核内にお

ける一群の histonesの新しい機能がここに明らかに

されたと述べるものである.

研 究 方 法

1･ Ggrodlnlum sp･の培養,固定ならびに包埋

GyrodL'm'um sp.の培養,固定 な らび に包埋は,

Ishioelall(1977)が用いた方法に従った.

2･ 切片の作製と電子染色

電顧写真 ならびに電顕オートラジオグラフのため

に,Porter-BlumMT-1型のミクロトームに硝子ナイ

フを取り付け,厚さが800Å となるように,切片は調

製された･これらの切片は Lecal(1972)の方法に従

って,leadacetateに15分間浸潰され,染色された.

3.電顕オー トラジオグラフ作製法
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比放射能 2.31×108dpm/〟gをもつ IIArg-5-3H

が用いられた.2.22×108dpm/mlの Arg-3H 水溶

液の lmlと,2倍濃度の Provasolielal.(1957)

の ASP2NTA人工海水の 1mlが共に 20ml容の

固定壕に移された. これらを混合 してから, 細胞数

lo§cells/mi の,GyrodL'nL'〟m SP.を含む培養液の8

mlがその中に加えられた. この培養液は,20oC で

6,0001xの偲度をもつ蛍光灯下に9時間,Arg-3H の

取り込みを許された後に, グルタルアルデヒドを 12

%の濃度に含む ASP2NTA人工海水 10mlと混合

され,その中の細胞は固定され,包埋された.超薄切

片は既述の方法でつくられた.

切片は,水平 ･内田 (1969)の方法に従って,予め

コロジオン薄膜で被った銅メッシュ上に置かれ,それ

から酢酸ウラニール飽和の50% エタノール水溶液 を

用い,37oCで40分間染色された.これらの切片は煮

留水でよく洗浄され,乾燥された後,100Å 程の厚さ

に,炭素蒸着され,それから銅メッシュに載ったまま

の切片は,そのメッシュの底部の端において,スライ

ドグラス の一端に,両面接着 テープではりつけられ

た.暗室中で,予め蒸留水で 1/14に希釈された サク

ラNR-H2乳剤が,中村 (1967)のタッチング法 に

従って切片上に塗布された.乾燥によって切片上に生

じたフイルムは,オー トラジオグラフ用の小南に,乾

燥用シリカゲルを 詰めた通気性の袋と共に入れられ,

4oC のもとに4週間,取り込まれた ArgJH の P線

に触れさせた.切片上のフイルムは,HasseandJung

(1964)の方法により,超微細銀粒子が生 じるように,

15oC で 1分間だけ現象された. 現像したフイルムか

らの脱ゼラチンのために,20oC で 1時間,水平 ･内

山 (1969)の方法で処理された.フイルムの洗浄なら

びに乾燥後に, これらの超微細銀粒子の保護のため

に,切片上のフイ ルムは再び炭素蒸着を受けた.

DNA から RNA への転写部位を知るために,比

放射能 2.55×108dpm/LEgをもつ uridine153Hが,

細胞内で メチル化 されないように充分量 の thymi-

dineと共に用いられた.20ml容の固定壕に 11.40

×108dpm/mlの uridine-3H水溶液の 1mi と2倍

濃度の Provasoliの ASP2NTA人工海水の lmlが

加えられた.これらを混合の後,105ce11SノmlにGγ-

rodL'nL'umsp.を含む培養液の 8mlが,この固定壕に

移された.60分後に,10mlの12%グルタルアルデ

ヒドーASP2NTA人工海水溶液の添加によって,細胞

は固定された.超薄切片の作製と電顕オー トラジオグ

ラフ作製に必要なその他の方法は,Arg-3H の取り込
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み試験に用いられたものと同じである.

4. 観 察

GyrodL'nt'umsp.の染色糸の超微細構造の電顕像 な

らびに Arg-3Hやuridine-3H取り込みの電顕オー ト

ラジオグラフを撮るために,日本電子の JEM-T7型

の電子朗微鏡が用いられた.

結 果

1. 核内におけるArg-3Hの取り込み部位と染色体

の微細構造

Fig.I-A は,GyrodL'niumsp.の休 止 核 内へ の

Arg-3H の取り込み部位を示す.核内においては,大

部分の Arg-3H は,染色体内部の染色糸の上に取り込

Fig.1.A.ElectronmicroscopICautOradio一
graphshowingthelocationsorsilvergrains
due to I-Arg-3H incorporated into the
interphasenucleusandmitochondria(arrows)
ofGyrodL'nL'umsp.B.Electronmicrograph
showingthickchromonemataandnucle0-
granuleswhichkeepcertainbalancebetween
chromosomes.Twoframeswiththecodes
CandD,whichisattachedupsidedown,
indicatethereglOnSforShowingmorein
detail.
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まれることが銀粒子の位置から明白である.核周辺の

矢印で示すミトコンドリアにも取り込まれている.敬

り込みは9時間にわたったために,染色体の殆ど中心

部にも銀粒子が見られる.

Fig.1-Bは,休止核の染色体内部を示す. 染色糸

は,単に染色体を横切る1本の糸ではなく,短く切ら

れた弧状の染色糸の集まりとして写されている.この

超薄切片の厚さは約 800Åであるから,右下方 に示

す尺度の1/6以下である.そのように厚さの薄い空間

に見られる弧状の染色糸は,実際には円弧を画くもの

であり,それを示すように,染色体内部には,染色糸

の多数の切口が見られる.これらの状態を詳しく知る

ために,CおよびDの枠内に存在する染色糸を 23万

倍と14万倍に拡大することにした.

2.染色糸の微細構造

Fig.2は 23万倍と 14万倍に拡大された染色糸を

示す.染色糸は高次 コイルであることが判る.直径

20Å の DNA の2重らせんは,この図中ではそれぞ

れ 0.46mm および 0.28mmの太さに見える.図C

では左上に,図Dでは右上にDNA2重らせんの太さ

を示す尺度を載せた.図Cには,第 1の矢印で,染色

糸の高次コイルの断面が示されている.Pb2+によっ

て強い電子染色を受けている.この断面は,染色糸の

高次コイルが中空であることを示している.第2の矢

印は,同じく染色糸高次コイルの断面を示すが,そこ

には Pb2+では染色されない8の字状の微細繊維が見

られる.第3の矢印は右巻きの染色糸高次コイルを示

し,各コイルには,Pb2+では染色されない微細繊維

が見られ,太さは何れも20Å程である.第4の矢印

は,第 1の矢印で示した染色糸高次コイルと連結する

もう1個のコイルで,手前に倒れている.

図Dでは,第 1の矢印は染色糸高次コイルの断面を

示し,第2の矢印は,染色糸高次コイルの断面に見ら

れる Pb2+非染色性の微細繊維を示す.第3の矢印は

染色糸高次コイルの側面に見られる Pb2+非染色性の

微細繊維を示す.この高次コイルは,急ピッチの左巻

きを呈している.よく見ると,このコイルの中に見ら

れる微細繊維は対をなしているのがわかる.

図Eおよび E′は,Provasolietal.(1957)の

ASP2NTA の人工海水に微量の benzanthroneを加

え,培養した Gyrodiniumsp.の染色体内部に見出だ

された染色糸高次コイルの巨大な断面である.EとE′

は同じ断面を示すが,Eはコイルを巻く黒線とコイル

の厚さを知るために明暗差を弱く,E′は,コイルに

接続する Pb2+非染色性の微細繊維を示すために,明

Fig.2.Finestructuresorchromonemata
intheinterphasechromosomesofGyrodL'nL'･
〟msp. C:Crosssection (arrow1)with
theperipheralthicknessor80Å.obliqued
section(arrow4)with theunitheightor
150Å.Theothertypeorobliquedsection
(arrow2)withPbZ+ unstainable,8-shaped
microfibrils.Sideview(arrow3)withright
handedcoilsinwhichthePb2+unstainable
microfibrilsareobserved.D:Obliquedsec-
tions(arrows1)showingtheirhollow in-
sides.Obliquedsection(arrow2)withthe
Pb2+ unstainable microfibrils. Side view

(arrow 3)with lefthanded coilswhich
possessaverysteeppitchandincludethe
Pb2+ unstainablemicrofibrils. E andE′:
CrosssectionsofaglantChromonematawith
theperipheralthicknessorabout80Åto
lOOÅ.ThecoarsewindingsorDNAdouble

strand(N-shapedblacklines)canbese.en
aroundthiscoil(upper).ThePb2'unstaln-
ablemicrofibrilscanbeseen in thestrlng
extending perpendicularlyfrom theright
shoulderofthiscoil(lower)･

暗差を強く焼きつけている.Eからこのコイルの厚さ

は80-100Åの範囲にあり,N字状を呈し,20Å程の
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太さをもつ黒い線が, コイルの処々に在るのが判る.

E′に示すコイルの右肩から上方に垂直に伸びる染色

糸の中にもPb2+非染色性の微細繊維が見られる.

3. 核内におけるtlridine13H の取り込み部位

Fig.3には,GyrodET7L-umsp.の休止核近傍にかナ

Fig.3.ElectronmicroscopICautOradiograph
showlngthelocationsorsilvergrainsdue
touridineJH incorporatedintotheinter-
phasenucleusandmitochondria(arrows)
ofGyrodif7L'umsp.
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る uridine-3H の取り込み部位を示す.大部分の

uridine-3H は,銀粒子の位置から染色体内部の染色

糸の上に取り込まれ,矢印で示す2個のミトコンドリ

アにも取り込まれている.核質頼粒にも取り込みが見

られるが,移動中の RNA と推測される.

4.染色体内の染色糸上における DNA および
RNA の合成部位

Tablelには,IshiogJαJ.(1978)が前報におい

て示した GyrodL'r7L'〟mSp.の核内における thymi-

dine-3Hの取り込み部位と,本研究におけるuridine-

3Hの取り込み部位についての比較を示した.取り込み

部位は,thymidine-3H もしくはuridine--3Hによっ

て出現した銀粒子の位置が,染色体の縁からの距離に

よって測定され,染色体の半径に対する百分率で示さ

れている.明らかにRNAの合成部位は,DNAの合

成部位よりも染色体の内側に位置することがわかる.

5･ 飢餓細胞の休止核内に見出だされた網状体

Fig･4は,小容量のASP2NTA人工海水中に 105

cells/mlの高密度 に収容され, 飢餓状態に陥った

GyrodEniumsp.に見出だされた異常細胞核の電顕像

である.電顕像の最上部左右に核膜 (NM.)の一部が

見え,少し離れて毛胞 (Tr.)の断面が見られる.毛胞

の位置と核膜の湾曲の関係から,これらの毛胞は核内

に存在することが明白である.また,この電顕像に見

られる3個の葉緑体 (Chl.)は,核内に侵入したもの

であることも明白である.下方には,直径的 lpの初

期休止期の染色体 (Chr.)が見られる.中央部には,

Table1. ThelocationsofDNA andRNA syntheticsitesintheinterphasechromosomesof
GyrodL'niumsp.Thelocationsweredecidedfrom thepositionsofsilvergrainsintheE.M.
micrographsduetothymidine-3H oruridine-3H incorporatedwithin 1hr.,andexpressedas
percentorthedistancebetweenthesilvergrainandthemarglnOrthechromosometothe
radiusorthechromosome.

Locationor
silvergrain
dueto
thymidine-3H
lnnlnl

5
5
0
5
5
5
5

3
5

3
1
4
3
1
4
1
0
0
3

Radiusor

chromosome

ln m m

Location
or
synthetic
site
inpercent

2
2
4
00
0
0
8

/LU
つJ

0
4
4
1
3
0
0
0
3
0

3
1
4
3
1
5
1

2

21.8±15.6
-6.2～37.4

0
0
5
5
5
0
0
0
0

0
0
8
(X)7
0
4
4
1

0
0
8
2
′hU
0
0
0
0

0
0
OO
2
′LU
0
0
5
1

54.8±28.2
-26.6～83.0
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Fig.4.Electron micrograph showlngthe
insideofaninterphasenucleusofGyrodL'f7L'-
〃msp.Stoodunderacertainstarvedcondi-
tion.Chr.,chromosomeswiththickchro･
monemata;arrows,abnormalchromosomes
withverythinchromonemata;AN富.,aggre-
gated nucleogranules; Chl.,chloroplast;
Tr.,trichocyst;NM.,nuclearmembrane.
Fromtheconcavepresumedbytwo parts
orthenuclearmembranes,itisclearthat
thesethreechloroplastsinvadedthisnucleus.

細く,uどられた4仰の網状体が矢印で示されている.

土方の葉緑体の傍に,'EE子密度の高い核質額粒の凝集

体 (ANg.)が見られる.また,下方の染色体 の間に

は,核質搬粒の正常な分布が見られる.網状体を東に

詳しく見るために枠AとBの部分は更に拡大される.

6.核質頬粒の異常分布

Fig･5A は,幅の実測値が約 1〟の2個の網状体

の拡大像である.網状体の縁は頼粒からなり,それら

の頼粒は真つすぐに伸びた糸によって,上方の核質頼

粒 (AN岳.)に連結されている.網状体の内部には,

棺斜めに走る多数の数珠状糸が見られる.枠Bの部分

Fig.5.A:Very many strlngSOf beads
insidetheabnormalchromosomes(arrows)
andnucleofilamentsinthenormalchromo-
Somesurrounded with aggregatednucle0-
granules(ANg.).B:Onesideddistribution
oraggregatednucleogranules(ANg.)located
actua11yinsidethisnormalchromosome,
becausetheyareroundamongtheterminals
ornucleo別aments(Nr.). Manystretched-

stringsofbeads(SB･)ateCOnneCtingthese
nucleogranulesandmarglnOftheabnormal
chromosome,butthestringsorbeadsinside
theabnormalchromosomeseemrelaxedly.

は東に拡大される.

Fig･5-Bは,網状体の拡大像である. その縁は単

に頼粒の集まりだけでなく,DNA の複製分岐(RF.)

を含むことを示す.これらの分岐から凝集した核質歎

粒 (ANg･)に伸びる糸は数珠状糸 (SB.)であり,こ

の糸は直線状を呈し,張力を受 けていることがわか

る.網状体内部の糸も数珠状糸であり,核質頼粒もこ

れら数珠状糸の珠と同じものと判断できる.核質親粒

の分布域よりも上方に,直径 240-320Å の染色糸の

高次コイルが多数見られる.後程 この高次 コイルは

FinchandKlug(1976)が提示したnucleoRlament

と同じものであることが論議される.
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Table2. Thicknessesofnucleogranules,pairedstrlngSOfbeadsandnucleofilamentinthe
interphasenucleusofGyrodL'T7Lum sp. ThenucleosomeswhichconstructthenucleoGlament
seemtobeidenticalwiththesebeadsmakingthenucleogranules,butthesebeadsseem tobe
devoidofproteincoressothattendtocollapsewhenpulledtowardtheinsideofchromosome
andchangeintosuchstringsofbeads.

Nucleogranules
Grade
or
thickness

Maximum
Large
Common
Small

考 察

1.染色糸の構造と蛋白架との結合性

GyrodLnlumsp.の細胞中には,真核生物に広く見

られる粗面小胞体がなく,リボゾームは葉緑体とミト

コンドリア内に集中的 に存在することは,Chenel

〟.(1979)によって見出だされている. したがって,

Fig.1-A において,Arg-3H を取り込んだことを示

す銀粒子をもつ ミトコンドリアは,蛋白質を合成し,

これを核に供給しているはずであり,銀粒子が核質親

粒の間に少なく,染色体内部に多いのは,ArgJHを

含む蛋白質は,核質頼粒の間には取り込まれず,染色

体内部に取り込まれることを示すはずである.染色体

内部には多数の染色糸が存在するので, この蛋白質

は,染色糸と結合し易いことが明白である.核質頼粒

も染色糸も共にDNA複鎖のはずであるのに,蛋白

質との結合に何故このような難易を生じるか,検討を

試みる.

Fig.トBに示される染色体問の核質頬粒は直径が,

140-240Å の範囲にあり, また可成りの凝集力をも

っている.しかしPb2+や UO22+などの重金属イオ

ンにより,これらの核質頼粒は容易に電子染色を受け

るので,重金属イオンと置換し易いアルカリ土金属イ

オンのような2価陽イオンが,DNA複鎖の外側に分

布する糖リン酸 PO.~基と結合し,核質頼粒を凝集

させているものと推測される. しかし,lshioefal.

(1978)が電顕像で示したように,核質額粒は, この

凝集力に抗して染色体内部に取り込まれるので,核質

頼粗に連結する染色糸には,可成りの張力が働いてい

るはずである.その証拠として,核質轍粒 (nucle0-

granules)は,Table2に示すように,直径が140-

300Å の範囲にあるが,染色体内部に対をなして取り

込まれ,数珠状糸 (stringsorbeads)となる時は,

その糸の上に見られる球体の最大直径は 140Å とな

り,最も小さな核質親粒と同じになる.更にこの球体

自身は壊され,80Å から20Å の太さの糸に変化す

る.20Å の太さの時には,核質頼粒は引き伸ばされ

て,殆どDNAの2重らせんそのものとなる.

この渦鞭毛藻に含まれる核内の蛋白質は-nonhis-

tone蛋白質であることがRizzoandNooden(1972,

1974)の研究から判断できるが-histonesのように

直鎖分子であれば,球形の核質頼粒とは結合し難いよ

うに見えるが,引き伸ばされて直線状の DNA 複鎖

となれば,容易なように見える.

Pauling(1960)によれば,DNA単鎖の背骨をつ

くる糖リン酸の1残基中の原子配列,0-p-0-C-C-

Cの長さは7.11Å,また,蛋白質直鎖分子の背骨を
つくるアミノ酸の2残基中の原子配列,N-C-C-N-

C-Cの長さは7.43Å と評価される.DNA単鎖と蛋

白質直鎖分子が,Fig.6に示すように,糖リン酸残基

の PO4~基とアミノ酸残基の側鎖NH3'基とが互い

に向き合うように配列するためには,蛋白質直鎖分子

が外側に位置し,曲率半径 409Å の緩やかな円弧を

画けば良いことがわかる. これに対して 140-160Å

程の親粒の数個の集まりである核質頼粒では,DNA
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nucleosomesbypalrlngandthethickness
ofabout20A.
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複鎖は70-80A の曲率半径を有するので,このよう

な DNA複鎖は,Fig.6に示すようなイオン結合に

よって蛋白質直鎖分子と結合することは困難である.

しかし,この DNA複鎖が,引き伸ばされて,緩く

湾曲すれば,この結合は容易となることが,構造化学

的に明白である.休止核内への ArgJH の取り込み

は,大部分が染色体内の染色糸で行なわれ,核質頼粒

では殆ど見られないのは, このような理由によると推

測される.

2. 染色糸高次コイルに見られる Pb2+非染色性の

微細繊維

Fig.2-Cの3番目の矢印は右巻き染色糸高次コイ

ルの所在を示し,Fig.2-Dの3番目の矢印は,急ピ

ッチな左巻き染色糸の高次コイルの所在を示す. 漢

た,C,D とも,2番目の矢印は,染色糸高次コイル

の断面上に見られる Pb2+ 非染色性の微細繊維を示

す.3番目の矢印は同じく側面に見られる Pb2+罪

染色性の微細織経を示す. これらの微細繊維はPb2十

に対して非染色性であり,直径が 20Å 程に過ぎな

い.それらがDNA複鎖とすれば,糖リン酸の PO一~

基は,2重らせんの外側に分布するので,Pb2+非染

色性を説明し難い.また,その微細繊維が蛋白質から

成るとすれば,COO~基などは,Watson(1976)が

述べるように分子の外側に向き,Pb2+ と結合し易

いので,Pb2'に対する非染色性を説明し難い. しか

し,この微細繊維が,DNA単鎖とArgや Lysに

富む蛋白質の直鎖分子が,前者のPO▲~基と後者の側

鎖 NH3'基 とのイオン結合を介してつくられたもの

とすれば,Pb2十に対する非染色性とその直径が約20

Å であることがよく説明できる.Fig.1に示す染色

体内部の染色糸上への Arg13Hの取り込みもこれを

支持するはずである.

3. DNA複鎖からDNA単鎖への分離

Pb2+非染色性の微細繊維が,DNA単鎖 と蛋白質

直鎖分子から成り,DNA複鎖と蛋白質直鎖分子の反

応から誘導されたとすれば,その誘導の途中で DNA

2重らせんは解け,N-H-N ゃ o-H｣ヾ などの多

数の塩基対間水素結合の切断が起こらなければならな

い.しかし,DNA単鎖と蛋白質直鎖分子を結合させ

ているp-0~-H.N+のイオン結合の数は,前述の水

素結合の数より遥かに少ない上に,結合 エネルギー

は,Watson(1976)が説明するように,水素結合 の

それと変わらぬ小さなものと評価 される. したがっ

て,Pb2+非染色性の微細繊維の生成は,DNA複鎖

と蛋白質直鎖分子から自動的に誘導されるはずはな

建初 ･矢野友紀

い.しかし,緩やかに円弧を画くDNA単鎖が,蛋

白質直鎖分子と容易に結合しうるように,DNA複鎖

も引き伸ばされた時には,DNA複鎖の外側に右巻き

に2列に並ぶPO▲~残基に,側鎖NH3'をもって,蛋

白質直鎖分子が 2列にイオン結合できるはずである.

H2A,H2B,H3および H4の4分子の histones中

には,仝アミノ酸残基は491個存在し,119個が塩基

性アミノ酸残基である.塩基性アミノ酸残基が隣接し

て2個配列されている時は,その中の1個は同じ糖リ

ン酸の PO一~基と結合できない.そのような塩基性

アミノ酸残基数は31個存在し,88個は1列の P0--

基に結合できる.31個の塩基性アミノ酸残基の中で,

Wilkins(1956)が示すように,別の列の PO▲~基と

結合できるものも存在しうるはずである.兎に角, こ

のような結合がつくられても,特に塩基対間の水素結

Fig.7.Configurationsofthemicrofibrils
arrangedsidebysideinthesupercoilsof
anunmaturedchromonemata. Thesemi-
cro丘brilsseemtobein伽encedbyacertain
torquetwistingtheminlefthanded.Be-
causetheradiiofthecurvaturesoftheir

loopscanbe75Aorso,even though their
radiiofthecurvaturescanbeestimatedto
be409Åwhentheirchemicalstructuresare
regardedasshowninFig.6.
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合は切れるはずもない.

このような理由から,塩基対間水素結合切断の手が

かりをうるために,Pb2'非染色性の微細繊維が,染

色糸高次コイルの中で どのような形をとるかを調べ,

それを Fig.7に示した.

Fig.7から,隣接して並ぶ Pb2+非染色性 の微細

繊維は, お互いに酷似し,双子のように見える. こ

れらの繊維の中で,DNA単鎖と蛋白質直鎖分子が,

Fig.6に示すような条件で結合できる最も自然的 な

配置は,蛋白質分子を外側にして,曲率半径 409Å

で湾曲する場合であることは先に述べた.しかし,こ

れらの双子の微細繊維の曲率半径払 僅か 75Å程で

ある.したがってこの場合,この繊維には,外からカ

が働いていることが判る. しかも,このカは,DNA

複鎖の右巻き2重らせんを解き,その上に,塩基対間

水素結合の切断に働いたとすれば,左巻きに振る強い

力のはずである.更に WilkinS(1956)が云 うよう

に,塩基性アミノ酸残基の側鎖NH3'基が,DNA複

鎖上の2列の PO▲~基に跨がって結合するとすれば,

DNAの塩基対間の水素結合が切断される前に,一方

の側の PO一㌦･NH3'間の結合が切断されることが必

要である.例えば結合蛋白質が,H2A,H211,H3お

よび H4である時には,31個の結合の方が切られ,

88個の結合の方が残るはずである.すなわちこの摂れ

の力によって,弱い方の POr･･･NH3'間の結合は切

断され,強い方の結合だけが1列の PO一~基上 に残

ることとなる.

DNA 単鎖は,VinogradandLebowit2:(1966)

が指摘するように,糖リン酸中の 5′炭素などの単結

合の自由回転性のために,操れのカを伝えないことが

明白である.したがって,DNA複鎖を左巻きに振れ

ば,塩基対間水素結合は残存した状態で左巻きに振れ

るだけに終わるはずである.

しかし,DNA複鎖の外側に,PO{ 基とNH3'基

を介して,蛋白質の直鎖分子が結合すれば,この結合

体の中の DNA単鎖は,擦れに対して,外側 に結合

した蛋白質と緩りを生じ,振れの力を伝えうる能力を

獲得するはずである.したがって,この結合体が左巻

きに振られれば,中心部のDNA複鎖の右巻きらせん

が解けると共に,多分,DNA塩基対間の水素結合を

切断するはずである.この点を確かめるために,次の

実験を試みた.

ゴム紐は振れの力を伝える性質を持つので,DNA

単鎖に蛋白質直鎖分子が結合してできる双子の微細繊

維の1本と同様な性質を有するはずである.著者ら
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Fig.8.Behaviorsof two rubberstrings
observed when they aretwistedinleft
handedbyoneandhalfrevolutionsa一ter
thebundleofbothendswasmade.A:A
hugecoilwithoneandhalfturnsinwhich
twostringsarekeptwithoutdetachment.
Nosharingforceactsontwofacesattached
eachother.B:Lefthandedrevolutionsof
individualrubberstringsbroughtaboutby
pullingbothendsofthehugecoilofA.A
certainsharingforceacton two faces
whichhavebeenattachedeachother. C:
Directionsor induced torquesactingon
individualrubberstringswhen acertain
torquerevolvesthebundledrubberstrings
inlefthanded.D:Pairedloopsproduced
aftertheBisrelaxed.

は,断面が正方形の2本のゴム紐を,振れを与えずに

相接して並べ,上面にのみインクを塗り,振れ具合を

調べるための目印とし,2本のゴムの両端を束ねた

級,一端を固定し, 他端を1.5回転させた. その結

果,2本のゴム紐は,Fig.8のAに示すような,曲

率半径の大きならせんとなり,ゴム紐の相接する面

は,そのままの状態を保ち,面の間に何等の輿断力も

働かないことが判った.しかし,その両端を左右に引

っ張ると,Bに示すように,大きならせんは消失し,

その代わりに2本のゴム紐はCに示すように,それぞ

れ左巻きに1.5回転する.したがって,相接する面の

間に勢断力が働くことが明白である.また,このゴム

紐に加えられた張力を弱めると,Dに示すように,種

々の形の一対の輪を形成した.

この実験から,DNA複鎖に蛋白質直鎖分子が結合

すれば,内部の DNA単鎖は,振れの力を伝える能

力を獲得し,この結合体全体が左巻きの戻れの力を受

け,更に張力を受け,それらの力が充分 に大きけれ

ば,塩基対間水素結合が勢断されることが明白となっ

た.

先に,Pb2+非染色性の微細繊維は,DNA 単鎖に
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蛋白質直鎖分子がイオン結合したものと推測した.普

たこれらの微細繊維のつくる輪の曲率半径が異常に小

さいことから,外力が働いていること,しかもその外

力は,これらの微細繊維が,DNA複鎖に蛋白質直鎖

分子が2列に結合したものから誘導されたものとすれ

ば,左巻きに携る力であること,ゴム紐の実験から,

更にその力は張力をも具えるべきであることが推論さ

れた.更に Arg-3H の取り込み部位は, この双子の

微細繊維は,DNA単鎖と蛋白質直鎖分子の結合体で

あると看徹して矛盾しないことを教えた.しかし,敬

細繊維が実際にそうであるとする確証はえられてい

ない. もし, この対をなす微細繊維のうちの 1本が

Marmurelal.(1963)および BremeretaL.(1965)

の研究に見られるように,RNAへの転写のために鋳

型としての活性を有することが証明されるならば,こ

の確証は得られたことになる. そうすれば DNA複

鎖が,DNA単鎖に変化するための機構が明らかとな

るはずである.

4. Pb2'非染色性微細繊維の RNAへの転写能

Fig.7に見られる双子の微細繊維が示す輪 の曲率

半径は75Å程の小さなものである.この輪の外周り

は 471Å と計算され,内周りは 345Å と計算 され

る.糖リン酸残基の OIPl01C-C-Cの長さは 7.ll

A,アミノ酸残基の2個分の N-C-C⊥N-C-C の長

さは 7.43Å である. したがって,内周りの 345Å

は,外周りの 471Å の中に収容できるdipeptide残

基の数と同数の糖リン酸残基を収容するには短過ぎ,

いずれかの残基が,内側か外側の一方を占めることは

できない.したがって,この結合体の摂れ具合によっ

て,rreeの状態の塩基が RNA への転写に都合の良

い配位をとり,鋳型としての機能を示すはずである.

この点を確かめるために,uridineJHの取り込みを

電顕オートラジオグラフ法で調べたが,その結果は,

殆どの uridine13H は染色体内部に取り込まれること

が判明した. しかし微細繊維の上に取り込まれたか

どうかは判然としなかった. また,実廉にその上で

RNAが合成されれば,Pb2+ に対する非染色性は失

われることと,取り込まれた uridine-3H によってつ

くられる銀粒子は巨大すぎることがわかり,確認が難

しいことが判明した. しかし,Littauetal.(1964)

の研究に見られる仔牛胸腺の細胞核や,HayandRe-

vel(1963)の研究におけるトカゲ稚仔肋骨の細胞核

に見られるRNAの生成部位は,Pb2+や UO22十な

どに対し,非染色性であることを考慮すれば,Gyro-

di17I'umsp.の核内に見られる Pb2十に対し非染色性

の微細織経は,euehromatinの小単位に相当するも

のと看徹しうるかも知れない.しかし,これをもって

しても前述の確証とはなりえない.

5. 双子の Pb2+非染色性の微細繊維からnucleoI

somesおよび nlICleo且1amentの形成

Fig.2の Eおよび E'は,染色糸高次コイルの巨

大な断面を示す. このコイルの壁の厚さは,80-100

Å であり,01insandOliIIS(1974),Kornberg

(1974),Baldwinelal.(1975)および Oudetetal.

(1975)によって報告されたnucleosomeの直径と近

似している, このコイルの処々に,20Å程の太さの

黒い線がN字型を呈して存在するのがわかる.電子輿

色性とその太さから,DNA複鎖と推測できる.また,

この黒色の線の疎い巻きは,Baldwinetal.(1975)

が中性子散乱法によって見出だしたnucleosomeに見

られるDNA複鎖の巻きとよく似ている. したがっ

てこの染色糸高次コイルの断面はnucleosomesから

なり,この場合 11-15個のnucleosomesからなるも

のと推測できる.FinchandKlug(1976)によって

提示された nucleofilamentのモデルと府合すれば,

これはnucleofilamentの断面であることが判る.し

たがって,この渦鞭毛藻の染色体内部に見られる染色

糸の高次コイルはnucleo丘lamentsであり,Table2

に示すように,その周囲は,細いもので4-6個,過

常6-8個,太いもので8-12個のnucleosomesか

ら成ることが明らかである.Fig.2-Eに示された断

面は,異常 に径の太い nucleofilamentのものであ

り,恐らく最大のものと看倣される.

また,この巨大コイルの右肩から,垂直に上方に伸

び,太さが 180Å 程の染色糸の中には,Pb2+非染色

性の双子の微細繊維が見られるので,コイル断面中の

nucleosomesは, この双子の微細繊維からつくられ

ることが明白である. また, この nucleosomesは

nucleofilamentへと変化することも明白である. し

たがって,双子の微細繊維に結合していた蛋白質直鎖

分子は,DubochetandNoュl(1978)が示すような

nucleosomecoresに変化し,残された2本の DNA

単鎖は複鎖となり,これらのCOreSを取り巻くはずで

ある.もしこの渦鞭毛藻のDNA単鎖に結合している

蛋白質が,高等生物と同様に,H2B,H2A,H3およ

び H4からなるhistonesとすれば,nucleosomeは

双子の微細繊維の結合によってつくられるので,nu-

cleosomecoreは,Kornberg(1974)の指摘のよう

に,(H2B,H2A,H3,H4)2の8量体となるはずで

ある.
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実際に双子の微細繊維から nucleosomeがつくら

れることと,このような機構で nucleosome がつく

られるとすれば,期待される core の蛋白質組成が,

少なくとも高等生物については,現実に見出だされる

histoneoctamerに一致することから,この現象 は

普遍的なものと推測される.したがって,Pb2+ に対

して非染色性の 20Å程の太さをもつ双子の徽細敵経

は,DNA 単鎖と蛋白質直鎖分子が PO一~基とNH,+

基を介してイオン結合したものと看倣すことにより,

この nuCleosomeの生成が説明でき,DNA 複鎖 に

蛋白質直鎖分子が同じイオン結合によって2列に結合

したものが,左巻きの擦れの力と張力を受けることに

よってつくられたものと推断できる.

RizzoandNooden(1972,1974)によれば,Gyro･

dJ'r[EumcohTIL'tや,Pen'dt〝iumtrochoL'de〝mの核内には

histonesが殆ど存在しないので, nuCleosomeの生
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成には,蛋白質が一多くの塩基性アミノ酸を含むこと

は必要であるが-histonesである必要はないように

見える.また,既に Table2に示したように,核質

顎粒の性質から判断すれば,DNA複鎖は,茸白質の

存否にかかわらず nucleosomeと同様な球形となり

易いことがわかる.これらのnudeosome様 の核質

頼粒 (AN富.)は,Fig.4の網状体 の附近 に見られ

る.

6.DNA半鎖上につくられた RNAの鮭脱

nucleosomesは, 双子の微細繊維からつくられる

ので,その1本の DNA 単鎖上につくられた RNA

の離脱は, もう 1本 の DNA単鎖が再 び塩基対を

形成することによってなされるはずである. しかし

RNAの離脱を伴うDNA塩基対の再形成反応 にお

ける反応遊離エネルギーは梅めて小さいはずである.

したがって,反応はある平衡に達して,RNAの離脱

は完成しないはずである.このような時,RNAの完

全離脱のためには,塩基対の形成後,反応生成物はこ

の反応系から除外されることが必要である.終局的な

反応生成物が,DNA複鎖の外側に蛋白質が2列に結

合する元の結合体とならずに,nuCleosomesに変化

することは,hybridRNAの離脱を完全化するのに

必要と判断される.

T.核質頬粗の染色体内部への取 L)込みの力と

DNA練武の塩基対水繋結合切断の力の発生源

本来,核質類粒は,染色体内部に存在するnucleo-

fi1amentの基部から伸びる数珠状糸に引っ張られ,

Fig.トBに示されるように,染色体間に均衡を保っ

て存在するが,Fig.5-Bに示す核質穎粒 (ANg.)

は,nucleomamentsの基部の間に見られ,健全な染

色体の内部に入り込んでいる.核質頼粒のこの異常分

布は,隣接する染色体内部の nuCleo81amentsの蛋

白質が加水分解され,核質頼粒を引っ張っているカが

失われたためと推測される.すなわち,この図に示さ

れる網状体の縁を見ると,そこには DNA の合成分

岐点 (RF･)が見られ,IshioetaL.(1978)の先の研

究から, この網状体は染色体であったことがわかる.

しかし,その内部にはnucleofi1amentsは全く見ら

れず,数珠状糸 (SB.)が見られるだけである. この

数珠状糸は,網状体の縁と核質額粒 (AN岳.)を連結

する数珠状糸 (SB.)と同じものであり, 珠の部分は

張力によって崩れ,DNA複鎖そのものとなりうるの

で,蛋白質の COreを含まないことが明白である.す

なわも,核内に侵入した葉緑体 (Chl.)が生成する蛋

白質分解酵素によって,COreの蛋白質が加水分解さ

建初 ･矢野友紀

れたことが明白である.何故ならば,この渦鞭毛藻の

蛋白質合成器官は,高等生物のように粗面小胞体上の

1)ボゾームではなく,Chenelat.(1979)が示すよ

うに,葉緑体もしくはミトコンドリア内に存在するリ

ポゾームであり,核内には,今葉緑体が侵入している

からである.

このようにnucleoGlamentの崩壊が起これば染色

糸に働く張力が失われることは,nucleoGlamentの

形成は張力を生み出すことを示すはずである. また,

この張力は,既述のように左巻きの涙れの力を伴って

いるはずである. この左巻きの振れのカは,nucleo-

somecoreを取り巻くDNA複鎖の巻きが,Baldwin

elal.(1975)がそのモデルに示すように,左巻きで

あり,更にFinchandKlug(1976)が示すように,

nucleofi1amentのコイルが左巻きとなることが,実

際に起こるためにつくられるものと推測される.

全体を要約するために,Fig.9には nucleosomes

およびnucleo丘lamentの形成と共役する DNA お

よび RNA合成の反応機構を示した.

要 約

渦鞭毛藻に属する GyrodL'nLumsp.を用い,核質頼

粒からnucleo丘lamentまでの染色糸の微細構造の変

化とそれらの機能の変化を調べた.判明した新事実は

次の通りである.

1. RNA合成のために,DNA複鎖がDNA単鎖

へ変化するには,DNA 複鎖に Arg もしくはLys

に富む蛋白質直鎖分子の結合が必要である.

2. この蛋白質の結合は,DNA複鎖内のDNA単

鎖に振れを伝える能力を威与する.

3. この蛋白質が結合するためには,核質類粗に張

力が働き,DNA複鎖を類粒状から緩く湾曲させるこ

とが必要である.

4. 蛋白質結合のDNA複鎖の塩基対の水素結合の

切断には,張力を伴う左巻きの振れのカが必要であ

る.

5. 蛋白質結合の DNA単鎖の2本の内の 1本 は

RNAへの転写能を有し,その上で合成された RNA

の完全な離脱には,もう1本の蛋白質結合のDNA単

鎖による塩基対の相補的再形成が必要であり,このよ

うにしてつくられた生成物がnucleosomesへと変化

することが必要である.

6. 核質頬粒を直鎖状のDNA複鎖に変える張力と

蛋白質結合のDNA複鎖を蛋白質結合の単鎖へと変え

る力は,nucleosomesおよび nucleofiJamcntの形



ヒス トンの新機能

成によってつくられる.

7.nucleosomesおよび nucleofilamentの形成

は,RNA合成ならびにDNA合成と共役している.

これらの結果から,核内における一群の histones

の新機能が見出だされたことが明らかである.
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SumnAry

ThepresentauthorsinvestigatedtheincorporationsofArg-3HandthymidinelSH
intothenucleiofGyrodl'nium sp.inDinophyceaewhichisthemostprlmitiveeukar-
yoteandwereabletotaketheelectronmicrographsshowingtheultra丘nestructures
ortheseincorporativesites.
Inthesenuclei,nucleogranuleswhichareDNAdoublestrandswiththeradii
ofcurvaturesfrom 70to80AarehardlyboundwithArgrichproteins,butchang･
edtobebound withthesameproteinswhenstretchedbycertainpullingforces

throughchromonemataextendedfrom nucleofilamentsinthechromosomes. The
reasonwasattributedtothealmostsamelengthorbothatomicarrangementsor

OJLO-C-C-C (7.11Å)inasugarphosphateorthebackboneorDNA andN-C-
C-N-C-C (7.43A)inadipcptideresidueofthebackboneofprotein,consequently,
totheeasinessoftheformationoftheionicbondsbetweenPÒ~andNHS+groups.
IndividualDNA singlechainscannottransmitanytorque,becausethesingle
bondssuchasthoseof5'Carbon in thesugarphosphatepossessthenatureof
freerotation. ButtheseDNAsinglechainsboundwithArgorLysrichprotehs
cantransmitthetorquebyproducingstrands. Through amodeltest,itwas
confirmed thatifDNA doublestrand receivesa strong sinistra1-torque after

suchproteinswerebound,notonlytherighthandedstrandsoftheresultedcom･
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plex(p-DNA-DNA-P)areunwound,butthehydrogenbondsorthebasepairsor
thiscomplexaresplitted.Thedividedcomplexes(p-DNAs)canbePb2+･unStainable
andoneorthem canbeactiveasatemplatefortranscribingtoRNA.However,
itwasconfirmed thatacoupleofp-DNAsagainCOmbineformingnucleosomes,
consequently,liberatingRNA synthesizedon onep-DNA.Thenecessary forces
forstretching theDNAdoublestrandofnucleogranulestothestateofa slow

curveandacceleratingproteinbindings,and forsplittingthehydrogenbondsof
thebase pairsofthecomplexofp-DNA-DNA-Pandinducingtheformationof
a template p-DNA fortranscribing to RNA wereconfirmed to be generated
throughtheformationornucleo丘lament.Therefore,bothDNAandRNAsyntheses

wereconcluded tobeconJugatedwith theformationsofthesenucleosomesand
nucleo丘lament.Therefore,Wecansaythatthenew rolesofagrouporhistomes
havebeen madeclearhere,sincethebehaviorofproteinsinthenucleiofGyro-
dLTILum sp.,thelowesteukaryote,areverysimilartothoseofhistonesinhigher
eukaryote.


