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1.序論

人から細菌に至るまで多様に分岐しそれぞれが纏めて複殺なシステムで運営さ

れている(生きている)生物を物質科学的に一般化された形で説明しようという

試みがなされてきた。特に 1950年代より発展してきた分子レベルでのアプロ

ーチは大きな成功を収めつつあり、 DNAの情報をもとに RN Aを介してタンパ

ク質が合成される織子があらゆる生物にとって最も基本的な営みである事を示し

た。これらの発現在星術はその微細な部分においては生物により多格化しているが、

遺伝暗号 I• 2、 tR N Aの基本的な構造 3・4、コドンとアンチコドンの対合様式な

どの基本的な事柄は人から細菌に至るまで普遍的であると思われた。 しかし真級

生物の細胞中に存在するミトコンドリア(図 1)おいて、これらの最も基本的な

事柄について例外がある事が解った。

ミトコンドリアは11;級生物の細胞中に存在し酸化的リン酸化により生体のエネ

ルギー源である ATPを合成する細胞内小器官である。ミトコンドリアの本来的

な綴能は、糖などの代謝産物をクエン酸回路に関与する醇繁や、その他の酸化酵

素苦手と電子伝達系酵紫により終末酸化を行い、水と二酸化炭紫に分解するととも

に、それと共役して AD Pから ATPを合成し、生体に供給するというものであ

るが、これらの代謝的な研究は 1900年代前半より進められてきた。

一方、ミトコンドリアの中には絞 DN Aとは別に独自の DNAが存在すること

や、独自の蛋白質合成システムが働いていることなとが明かになるに従い、その

ゲノム構造を調べることや遺伝情報の発現システムを探ることにも興味が持たれ

ていった。これらのことは 1960年代から次第に明らかになっていき、その遺

伝情報の発現俊構、 DNAの復S闘機構などについての研究がされていた トヘそし

て 19 70年代後半に DN Aの温基配列の決定法 9が飛躍的に発展したのを受け，



198 1年にイギリスのサンガ らによりヒトのミトコンド')アの全塩基配列が

決定されたことにより げ、ミトコンドリアの DNA、あるいはミ卜コンドリアの

遺伝情報の発現系がさらに注目されるようになった。

その結果は、 ミ卜コンドリアの中ではいくつかの点で従来研究されてきた真桜

生物の細胞質や原核生物の遺伝情報の発現システムの常訟をくつがえすようなシ

ステムが働いている棋を示していた。更にその後、ウシ、マウス、アフリカツメ

ガエル、ショウジヨウパエや酵母、原生動物などでミ卜コンドリアの遺伝子情造

等が研究されたが、その結果、上に述べたようにミトコンドリアの遺伝情報の発

現系が単に特殊であるだけでなく、生物の進化段階によってその特殊性が多様化

している事が解った t0 -2 9。

それらのうち主に良〈研究の進んでいる脊椎動物と節足動物においてのミトコ

ンドリア に特徴的な点をまとめると次の通りである。

1.遺伝暗号

ヒ卜やウシの i畠基配列が決定される過程で、 oR Fと予想されるフレームにお

いて普通暗号では終始コドンである TGAが頻出したため、ミトコンドリアでは

トリプトファンの暗号ではないかと予想されていた 30，さらに AGA、 AGGコ

ドンはoR Fの予想される 3'末蹴(t R N A遺伝子などに隣接している部位 )

以外には存在しないため終始コドンであると予想された。その後ウシにお いて遺

伝子とそれに対応する蛋白質のアミノ酸配列の解析の結果と対応づけられた所、

TGA  は卜リプトファン、さらに ATAがメチオニンのコドンである事が確かめ

られた。一方、酵母、 原生動物などの ミトコン ドリア遺伝子の解析によると TG

Aがトリプトファンであることは一致していたが、 AGA、 AGGは普通暗号と

同じくアルギニンを指定していた。また節足動物であるシ ョウジヨウパエのゲノ

ム解析の結果， A G Aが ORF上に見っかりセリンを指定するものと予想された。

AGGは存在していなかった。



2. tRNAの数

ミ トコンドリアのゲノムには高等生物において 22個の tRNAがコードされ

ている。一方酵母においては 24個の tRNAがコードされていると考えられて

いる。また原生動物や植物においても二十数個であると予想されている。植物に

おいては細胞質より一部の tR N Aが移入するとの報告もあるが れ、後生生物に

おいてはこれらの 22個の tR N Aがミ卜コンドリアの蛋白質合成に必要な tR 

N Aの全てであると考えられている 32。

t R N Aのアンチコドンと mRNAのコドンとの塩基対の形成の可否による識

別は遺伝情報を正確にアミノ酸配列に転換する際の必須の過程である。従来、ミ

トコンドリア以外の系ではこの塩基対の形成はコドンの 1、 2文字自とアンチコ

ドンの 3、 2文字目の対合においては厳密にワトソンーク 1)ツク型の A-U， G 

-cによる塩基対が必要であるが、コドンの 3文字目とアンチコドンの 1文字自

の対合においては G-UJg基対、 1 -A、 C、 Uj畠基対などの wobbl e (ゆ

らぎ)境基対まで対合が可能であるとされていた 33-35。しかしこのことを考慮し

ても 60-6 2 通りの遺伝暗号に対応するためには最低 31~32 個の t R N A 

が必要となり、 ミトコンドリアの tR N Aの数では対応しきれないことになる。

そこでミトコンドリアの系では各 4コドンファミリーのコドンに対応する tR N 

Aが各 1種類しか存在しないことから、その 1種類で 4コドンファミリーのコド

ン全てに対応しているものと考えられた。それらの tRNAにおいては、そのア

ンチコドンの 1文字目が来修飾の Uであることが tR N Aの解析により示されて

おり 36、コドンとアンチコドンの対合は、 U-N w 0 b b 1 e 塩基対の形成に

よると言う説と 37、アンチコドンの 1文字自の UIまあまり関係なく、コドンの 1、

2文字目とアンチコドンの 3、 2文字目だけが対合すれば良いとする、 3中 2説

などが提唱されているが 38、正確な対合を行うための必要十分条件はまだ詳しく

は解っていない。



3. tRNAの構造

脊椎動物や節足動物において tRNAの遺伝子から推定されるこ;欠構造はセリ

ンの AGY(Y=U， C)， AGX (X=U、 C、 A)の tRNAを係けば、一

般的なクローパーリ フ型の二次構造であると推定された。しかしその二次4構造

において、ステム中には多くの G-U境基対、ミスマッチ塩基対が見い出された。

またそのル ープについては GG配列、 TTCRA(R=A， G)配列などの高次

構造形成に必要な共通1孟基に欠くものがほとんどであった。さらに tR N Aの4包

装分析により、それらは修飾塩基が少ない情造であることが解った。またむリン

のAGY， AGXに対応する tR N Aの構造は D-loopを欠〈という異常な

ものであった。(図 2) 

4. mRNAの構造

mRNAには原核生物や真核生物にみられるような先導配列がほとんど存在し

なかった。遺伝子中には開始コドン以外に多くのメチオニンのコドンが存在して

おり、翻訊開始のメチオニンのコドンとして唯一存在する情報は 5' 端近傍に存

在するということであると考えられている。さらにその開始コドンとしては AU

N (N=A. C， G， U)、さらに GUGが存在すると i量定されている。また遺

伝子中に終始コドンの存在しないものもあるが、それらの終始コドンは mRNA

のポリアデニル化によって生成さ れる ものと説明さ れた 39.

5. R N Aのフ.ロセ シンク

tRNA、 mRNA、 r R N Aはポリシストロニックに転写 される。そして m

R N A、ゃ rR N A Iま独立にプロセシングされるのでなく、 tR N Aのプロセシ

ングに共役して起こるという省略化され、重 複化した システムで生じるこ とが解

った。

6. ゲノムの高集積化

これらの高等動物ミトコンドリアゲノムには 90%以上の領域に 遺伝子がコー



ドされており、介在配列やイン卜ロンの多〈含む核の DNAとは異なり、 集積化

が進んでいる。プロセシング機憎の重復化やポリアデニルイとによる終始コドンの

生成もその一端と考 えられる。

以上に示した特徴を端的に述べると、 ミ トコンドリアの蛋白質合成系 lま侮めて

単純化、省略化されており、 t R N Aのプロセシングやポリアデ二ル化による終

始コドンの生成なとの事柄については機能が重復化されていると言うことができ

る。

現在の分子生物学の成果のほとんどは原核生物とそれを宿主とするフアージ、

真核生物とそれに宿主とするウイルスの研究によって得られたものである。それ

らの研究は実に良〈進んでおり、それまで物質的な意味でのメカニズムが良〈解

らなかった生物のかなりの部分を分子レベルで解き明かしてきた。なかでも遺伝

情報から蛋白質を合成するという過程のメカニズムの解明については良い成功を

収めている。しかしこのように良〈研究の進んだ対象においても、分子と分子を

単に関連づけることには良い成功を収めているが、まだそれらの関連づけを微小

な情造のレベル、化学的なレベルあるいは物理的なレベルで説明づけることには

多くの問題が残っている。 i~IJ え It m R N Aがリボゾーム 上で餓訳の指令書である

ことは解っているが、効率良いイニシエーシヨンを行うためにはどの微な先導構

造が必要か、さらにその先導構造とリボゾームの間はどの微な分子認織が行われ

ているか?などの命題や、あるいはある tRNAをアミノアシル化するのはそれ

に対応するアミノアシル合成酵素であり、それが多数存在する他の tR N Aの中

で、目的の tRNAを間違えずに認識できる 州、ということは実験的に確かめら

れているが、ではそのような高い分子i思議の信頼性を得るためには具体的に tR 

NAのどこをどのように見分けているのか?などの命題についてはまだ良〈解ら

ない郎分が多い。これらの例以外にも多くの解明されるべき基本的事象が存在し

ている。



ところがこれまで研究の主流であ ったこれらの対象では、表現型的に進化して

いると思われる真級生物はおろか、表現型的には下等であると思われる原被生物

についても、分子レベルではかなり復殺に進化している。その意味は分子間の認

識において、最も基本的な認識機構以外に様々なオプションが付加しているとい

うことである。 したがってこれらは蛋白質合成にとって最も初歩的、基本的な機

構を調 べるという意味では必ずしも適当な題材でないかもしれない。

それに対してミ卜コンドリアの系は上で述べたように、大変単純化された蛋白

質合成系である。それらは機々なオプシヨンを廃した系であると思われる。従っ

て、それを調べることから蛋白質合成に必要な最低限のファクヲ ーにいっそう接

近できる可能性を持っている。信1)えば共通塩基は従来のミ卜コンドリア以外の対

象において、 tR N Aに必須のファクターであるように考えられていたが、ミト

コンドリアの tR N Aを見る限り最低限必要なものではないことが解る。また t

RNASerAGYなどは tR N A構造を大胆に簡略化しでも、 t R N Aとして

の機能を保てることを示している。さらに 4コドンファミリーにおける U-N w 

o b b 1 e塩基対はアンチコドンとコドンの対合の愚低限のム Gを求めることに

良い倍標を与えてくれるかもしれない。あるいはミトコンドリアに存在する変則

遺伝暗号について、その差異の原因を詳しく調べれば、遺伝暗号生成の良い情報

を得られる可能性がある。

しかし現状ではミトコンドリア蛋白質合成系をその諸因子の再構築などによって

分子レベルで調べることは、最も研究の進んでいる酵母や脊推動物についても、

あまり進んでいない。

脊椎動物などの研究の成果につづいて解析された、数種類の下等生物、 カビ、

植物などの結果は、脊椎動物や節足動物で解明された変則遺伝暗号などの蛋白質

合成に基本的ないくつかのファクターの特殊性があらゆる生物のミトコンドリア

において必ずしも共通するものではなく、ミ卜コンドリア問においてもその生物

L 



の進化段階によって、こ れ らのフアクヲーが変化していることを示した。従って

微々な進化段階に位置している生物を調べると、それらの変化の過程を追跡でき

る可能性 がある。それにもかかわらず下等生物と脊椎動物の間の進化段階の生物

種についての研究は遺伝子レ ベルにおいてもほとんど行われていなかった。

本研究においては、キョク皮動物であるヒトデの遺伝子構造を明かにした。ヒ

トデを選んだ理由としては、上で述べたように下等生物と脊椎動物のような進化

的に 大きなギャップのある生物種 間の比較 ではなく、ある程度の高等動物と脊椎

動物などの問においては遺伝暗号や異常 tR N Aの構造にどの程度の差異がある

か? その差異が下等生物から脊椎動物に至る進化段階によって連続的に変化し

たものであるのか? あるいは進化段階によって連続的に変化するのでなく、独

自の方向に進化したファクヲ ーなどがあるのか ? などを調べることであった。

脊椎動物ではいくつかの生物穫においてゲノムの全構造が調べられており、そ

の情報を元に蛋白質合成系の研究が進められている 4I。また最近かなり広い範囲

の生物穫についてミトコンドリア蛋白質合成系の基礎情報が報告されてきている

10回目 ミト コンドリアの蛋白質合成系を調べるにあた っては、 ミ トコンドリア

ゲノムがさほど大きくないことから、ゲノム構造の知見を得ることから始めるの

が効果的な道筋である。キョク皮動物についてはこれまでゲノムの構造や tR N 

Aの構造などが知られておらず、まずゲノム構造を調べることによりキヨク皮動

物 ミ トコンドリア蛋白質合成系の諸要素のデー?を得ること目的とした。また得

られた情報を他の生物と比較し、その共通情造、差異構造を調べることにより、

分子認 識の機構、 進化などについての基礎的なデータを得ることを目的とした。



動物細胞の断面模式図
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図1 動物細胞の断面模式図
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11. 実験操作

1. ミ卜コンドリアの精製 20

イトマキヒトデ (As (θrJna pec(JnJfera) を産卵前の五月上旬に三浦半島の馬

場海岸から採取した。その場で解剖し卵巣あるいは精巣を情出した。それをその

場でドライアイス上に置き凍結させた。その後は 8 0 'Cの冷蔵庫で保存した。

1回(年)で約 2K 9の卵巣が回収できた。

保存した卵巣を 1 回に 10g~200g づっ分取し約 7 ~ 8 {音量の SE b u f 

f e r (0 . 25M S u c r 0 s e、 1mM EDTA pH 7.5)中で氷解さ

せ、懸濁した。懸濁液をテフロンホモジナイザーに数回通してホモジナイズし、

細胞を破犠した。これを低速で遠心分隊 (1 ，OOOxg、 0・C、 1 0分)した。

上精(ミトコンドリア画分)を回収し、沈澱物(伎、細胞壁等)を捨てた。上精

に対しこの低速遠心分磁を数回繰り返し沈澱物を除いた。;欠にこの上摘に高速遠

心分磁 (8，OOOxg、 0・C、 2 0分)し沈添物を回収した。これを ST E b 

uffer (O.3M Sucrose、 10mM E D T A、 10mM T r i s 

-H C 1 p H 7.5)に懸濁し数回，高速遠心分離 (8，OOOxg、 0・C、 2 0 

分)することにより、 i先澱物を洗浄し、回収した(粗ミトコンドリア画分)。上

精(脂質等)は捨てた。この沈澱物を数倍の O.3M Sucrose+TSE b 

u f f e rに懸濁し，庶糠密度勾配途心によりミトコンドリアを 精製した。 密 度

勾配はそれぞれ 2.0M、 1 .8 M、 1 .0 M、 O.6M sucrose+TSE 

bufferを 4m 1、 4 m 1、 12m 1、 10m 1づつ、ベツクマン SW 2 8 

用の遠心チュープ(38m 1程度入る)に下から商事かに重層し、最上層に懸;畠液

数 m1をのせた。これに超遠心分隊 (25，OOOrpm、 4'C、 3 0分)した。

ミトコンドリアは 2.0Mと1目 8Mの層の境界に層を形成しており、その部分を



回収した。回収液を 51音量の TS E b u f f e rで薄め、高速遠心分磁(8 ，0 

00  x g、 o.C、 20分)により沈頭物を回収した。(精製ミ卜コンドリア画分)

これらの組、精製ミ卜コンドリアを以後の実験に用いた。

2. ミトコンドリア oN A 20、 RNAの銅製

f専られたf!!ミトコンドリアを 1% N-sodium lauroyl sarcosinate 、 200mM 

EDTA、溶液に懸濁した。溶液 1m 1当たり o.5 m 9のprotenase Kを加え 3

7.Cで保温した。オレンジ色の懸濁液が黒ずんできた時点で保温をやめ、フェノ

ル、クロロホルム抽出を行った。 o. 11音量の酢殴ナトリウム (pH6.0)を加

え、さらに 2倍量のイソプロパノールを加えた。 しばらく室温におくと、黒ずん

だ下層と白い上層の二膚に分かれるので、黒ずんだ下層を回収し 12，OOOrp

mで遠心分隊し沈最を得た。この沈澱物を 70%エタノールー水でリンスし、真

空乾燥した。これを TE bufferに溶かし、 RN a s e Aで消化し RNA

を分解した。 0.6倍量の PE G溶液 (20% PEG  6000、 2.5M NaC  

1 )を加え、 1時間氷;令した。 12，OOOrpmで 10分間違心分隊し、上j膏を

捨てた。沈澱物を 70%エタノールでリンスし、真空乾燥した。この段階ではミ

トコンドリア DNAは妓 DNAとの央雑物であるがクローニングにはこれを用い

た(粗ミトコンドリア oN A )。 精製ミトコンドリア DN Aを得るためには以

下の操作によった。

この組ミトコンドリア DNAを適量の TE bufferに溶かし 1.0 21音量

(w/ v) の CsC 1と 1/ 14イ音量 (v/v)の 10mg/mlエチジウムブロ

マイド溶液を加え目立の卓上超遠心機で遠心 (100，OOOrpm、 1 8・C、 2

0時間)した。チユウブに針をさし、下から 0.3-0.4mlづっ分函した。各

画分をアガロ ースゲル 電気泳動しクロ ーズドサーキユラー (CC) mt.DNA画

分を確認した。この画分を再び上述の条件で遠心し、 CC@j分を回収した.これ

I1 



からプヲノール抽出によりエチジウムブロマイドを除いた。これに 2I音量の T E 

b u f f e rを加えた後に 2/;音量のエタノールを加え遠心分隠した。沈澱を 70 

%エヲノールでリンスし、 奥空乾燥した。これをそのまま、 または滅菌水、ある

いは TE b u f f e rに溶かし-2 0・Cで保存した(精製ミトコンドリア DN A)。

ミトコンドリア DNAを単離するには、このように CsC 1ーエチジウムブロマ

イド中において超遠心分隊により精製するのが常法であり、何度か試みたが絶対

量が少なくなるため、最終的にクローニングには採用しなかった。

ミ トコンドリアのト一歩ル RN Aの回収には精製ミトコンドリアを 0・Cで 1% 

SDS、 10mM Tris-HCl pH7.5、 25mM EDTA溶;夜中に懸

濁し、 1 0分間放置した後、 500μg/rnlになるよう、 protenase Kを加え、

3 7"Cで 30分間保温した。それからフェノール、クロロホルム処理し、エヲノ

ール沈澱し回収した。

3. ミトコンドリア DN Aのクロ一二ン グ

イトマキヒトデのミ卜コンドリア DNAに対する数程類の制限酵素による切断パ

ヲーンは姫野らによりすでに報告されており 20 B a m H 1 A、 Cのこ断片は p

B R 327にクローンされた形で姫野氏から恵与された。クローニングの出発材

料としては粗ミ卜コンドリア DNAを周いた。その理由は精製ミトコンドリア D

NAは極めて量が少なくアガロ ースゲル電気泳動ではほとんど確認できなかった

こと(もっとも姐ミトコンドリア DNAも少なかった)、制限酵素 パ ターンがあ

る程度解っていること、すでにクロー ニング された断片からサザンハイブリダイ

ズのプロープが得られることなどによる。組ミトコンドリア DN Aの存在はサザ

ンハイプリダイズにより確認した。ミトコンドリア DN AをBamHI-Xba

Iで消化し pUC18'.2にうイゲーションし強制クロ 一二 ングを試みた。このベ

クヲーは巻き戻りをふせ ぐため、アルカリホスヲフアーゼ処理したものを用いた。



その他、以下に用いるベクヲーはダブルダイジエションのものを含めて(一方の

~~繁で切れてないものも多いので)アルカリホスヲフアーゼ処理し、巻き戻りの

パックを減らした。その結果 2個の Ec 0 R 1のサイトを含む約 2K b pの断片

を得た。制限酵素パ?ーンからその断片は BamHI B断片中の一部であると惟

定され、シークエンスの結果、ミトコンドリア由来のものと断定した。残りの 2

K b pに当たる BamHI-XbaI断片 lま200個のプラスミドをスクリー二

ングした中には見あたらなかった。次に Ps t 1 -B a m H 1、 EcoRI-B 

a m H 1で強制クローニングを試みた。これらについては、それぞれ Ec 0 R 1 

-E c 0 R 1、 E c 0 R 1 -X b a 1の断片からランダムブライマーエクステン

シヨン法 43によりプロープを作成し、コロニーハイプリダイズによるスクリーニ

ングを行った。約 2.000個のコロニーからはクローンは得られなかった。さら

に EcoRI-XbaIのプロ ブを用いて Ec 0 R 1 -S a 1 1断片のクロ一

二ンクを試み、コロニーハイブリダイズによるスクリーニングを行った所、クロ

ーンを得た。最後に残った Sa 1 1 - B a m H 1のクローニングをするため再び

X b a 1 -B a m H 1のコロニーのうイブラリーに対し XbaI-SalIプロ

ープとしてスクリーニングをおこなったがクロ ンは得られなかった。

4. Polymerase Chain Reaction (P C R)法-14， 45による来クローニング領域の

i目指

クロ一二ングできなかった Sa 1 1 -B a m H 1部分の両側にそれぞれのサイ

トから約 70 b p離して、合成 DN Aプライマ (24mer、 25mer) を

作成しブライマーとした。テンプレートの mt.DNA (量不明)および両ブライ

マーを等量(m 0 1 )混合し、 PCRを行った。 PC R条件は変性を 94・C、 1 . 

5分、アニーリングを 48・C、 2分、伸長反応を 72・C、 3分とし、 2 5サイク

ル行った。 1目隠された断片をアガロースゲルより回収し、直接シークエンスのテ



ンプレートとして用いた。(図 3) 

5. シークエンスのための de 1 e t i 0 n m u t a n tの作成 46.47 

8amHIA断片は Ec 0 R 1 、 Hind111で消化し、 O.7Kbp~2.2

K b pの断片に切り絡め、 p U C 1 8、 1 9にサプクローニングした。これらや

8 a m H 1 -X b a 1、 E c 0 R 1 -S a 1 1はそのまま、あるいは平滑末端化

して Sm a 1あるいは H i n c 11サイトに婦人しなおして、ミユ一歩ン卜作成に

周いた。ミュ一歩ン卜の作成は以下のように行った。

まずインサ ー 卜の入ったプラスミドをアルカリ法により大量調製した。つぎに

シークエンスプライマーの binding サイト、 3' 突出型制限醇繁サイト、

5・突出型制限醇索サイト、婦人断片の位置関係にある 2種績の制限酵素を選ぴ

(婦人断片中にないもの)、約 10~20μg のプラスミドを 3' 突出型の制限

酵素で煩初に消化した。アガロースゲルで完全消化したことを確認後、充分量の

5'突出型制限酵素による消化を行った。フエノールークロロホルム処理、エヲ

ノール沈澱後、 100μ1の Ex 0111ヌクレア ゼ bufferに溶かし、 E

X 0 111ヌクレアーゼで消化した。最適な静繁量 lま、予備実験により見積もった。

1~20 分間にわたり 1 分ごとに 5μ1 づつ分注し、氷中で反応を停止させた。

1 分~ 5 分、 6 分 ~10 分、 1 1 分 ~ 1 5分、 1 6 分 ~20 分のものをそれぞれ

まとめて(2 5μ1 )、 7 5μ1の 1. 3 x m u n 9 b e a nヌクレアーゼ b

u f f e rに混合させ、 65.C、 5分間インキユベー卜し、 EX 0111ヌクレア ー

ゼを失活させた。次に mung beanヌクレア ーゼにより 37・Cで 30分間消

化した。この段階でアガロースゲル 電気泳動を行い、経時的に deletion

が進んで いるかを確認した。 うまくいっていない時は酵素 量、反応時 間等を調整

して再度、実験を行った。フエノールークロロホルム処理、工合ノール沈滞、乾

燥後、 T4 D N Aポリメラーゼ bufferに溶解し、 T4 D N Aポリメラー



ゼにより末端を平滑末端にそろえた。これを 1i 9 a s eにより環状化し、大腸

菌のコンビテントセルを形質転換した。コロニーを 100個程度サンプリングし

て、プラスミドを調製し、階段状にプラスミドを選択した。 mung beanヌ

クレアーゼの代わりに S 1ヌクレアーゼを用いる場合は、分注後そのまま熱処理

によって、 E x 0111ヌクレアーゼを失活させ、ヱタノール沈澱を行った後に S 1 

ヌクレアーゼによる消化を行った。その後の操作は同織に行った。

6. サブクローニングによるテンプレート DN Aの調護

適当な de 1 e t i 0 n m u t a n tの取れなかった領減に対するテンプレ

卜の作成は、機々な制限 ~J 禁断片をサブクローニングすることにより一部補完し

た。

7. 合成シークエンスブライマーによるシークエンス

5、 6の操作によってカバーできなかった領主主に対しては、その近傍に合成プ

ライマーを作成し、シークエンスを行った。また PCR断片のシークエンスはす

べて合成プライマーを用いた。

8. dideoxy  sequencei.去による塩基配列の決定 9・4B 

シークエンス l式市販のキットを用いて行った(宝酒造の 7-D E A Z A S e q 

u e n c i n 9 K i t、BR L社の Sequenase ver. 2)。二本鎖

テンプレートはプラスミドの場合、アルカリ変性を行い、 PCR断片については

9 4'Cで熱変性させた。用いたテンプレート量は約 1p m 0 1であった。プライ

マー量はプラスミドの場合 O 目 5p m 0 1、 P C R断片の場合 5p m 0 1用いた。

テンプレートとプライマーのアニールはプラスミドの場合、変性させたテンプレ

ートをブライマーと混合後、 65'C、 5分間インキユベー卜した後、室温におい

if 



て 1時間般置した。また PCR断片の場合、テンプレートの熱変性の際にプライ

マーを岡崎に混合させてお き、 変性後、すぐ に氷冷し 1時間放置した。 シークエ

ンス反応はキットのマニュア ルに従 った。アクリル アミドゲルは 0.4mmx30

cmx60cmのゲ ルを用い、読 みたい領域に応じて 5%-8%に調整した。

9.16SrRNAの S1マ ッピング 49

16SrRNAのマッピングにはト ータ ル ミ トコンドリア RN Aを用いた。 S

1プロ ープ はサイズ的に予想される 3'端からそれぞれ 200b pほど敵して、

合成 DN Aブライマー 2本を作成し、 PC R i.去によってこの間の約 400b pの

断片を滑幅した。次にこの断片に対し 16SrRNAに相繍的な方のプライマー

だけを用い、同時に 32PdCTPのラベルを導入して非対称 PC Rを行った。こ

れを 7M U r e aアクリルアミドゲルから回収して、 S 1プロープとした。次に

このプロープと数μgのトータル RNAを80%ホルムアミド、 0.4M NaC 

1、 50mM PIPES pH6.4、 1rnM EDTA溶液中で混合し、 90・c

で3分加渇した後、 46"C、 48"Cで3時間保温し、その後充分量の S1 b u f 

fer+20-30μgサケ精子 DNAを加え、 1、 1 0 u n i tの S1ヌクレ

アーゼにより 30分消化した。これをアクリルアミドゲル電気泳動によって塩基

長を検定した。

10.16SrRNAのプライマーエクステンシヨン法によるマッピング 50・51

予想される 16SrRNAの 5'端から約 15 0 b p下流に相補的な合成 DN 

Aプライマーを作り、末端をラベルする。これをトータルミ卜 コンドリア RNA

と10mM Tris-HCl pH8目 3、 1mM EDTA、0.25M KC 

1溶液中で混合し、 60・Cで 1時間保温後、 室温で 1.5時間放置した。その後こ

れを希釈、 Mgイオン、 dN T P の添加など溶液を逆転写~，索 (A M V)の反応



条件に合わして、逆転写酵素を 30分間作用させた。こうして伸張した DN A断

片をアクリルアミドゲル電気泳動によって塩基長を調べた。
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111. 結果および考察

1. 制限酵素の切断部位

Asterlna pecllniferaのミトコンドリア DNAのゲノムサイズは 16、 260

b pであった。表 1にシークエンスの結果をもとに調べた制限酵素による切断部

位を示す。制限酵素による切断パヲーンによる解析は同一生物種などにおいて遺

伝子の多型やその分鍛などを調べるのに簡潔で有効な手段であるが、本研究では

特に調べなかった。これらの制限酵素サイトの情報はサプクロ一二ング等に利用

した。この制限酵素サイトはクローニングされた単一(正確にはいくつかの断片

に分けてクローニングしたので、それぞれの断片について単ーである)の個体の

ものである。また荒木らによって調べられたキヒトデとのパターンとの共通性は

乏しかった。
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2.塩基組成と鎖 (Strand)

イトマキヒトデミトコンドリアゲノムのi益基組成を表 2に示す。表 2には数種

類の脊椎動物、 2種類のウニおよびショウジヨウパエの泡基組成も示した。表で

示されるように脊椎動物等では相繍鎖聞でかなりの塩基の偏りがみられる。

A 1 0 n iらはヒト He L a C e 1 1のミトコンドリア DN Aをアルカリ条

件下で相補鎖を分離し、 Cs C 1密度勾配遠心により沈降度を調べた 52. その結

果、これについては、相補鎖が沈降度により明確に分敵され、重い方を He a v 

y Strand(H鎖)、軽い方を Li 9 h t s t r a n d (L鎖)と定義

した。 A 1 0 n iらはさらに RN A転写物の解析を行い主要な RNA転写物が H

iJ'!にハイプリダイズすることを示した。 8 r 0 w nは脊椎動物、非脊縫動物など

数種類の生物のミ卜コンドリア DN Aについて同様の実験をおこない、沈降係数

と海基組成の関連を調べた 53。それらの結果、脊椎動物では H鎖、 L鎖に明確に

分自監され、 それぞれの鎖と塩基組成に、 し鎖に Gが少ないなどの、関連があるこ

とが解かった。さらにこの頃から数種類の脊椎動物の全塩基配列が報告されはじ

め、その週伝子構造が明かになるに従い、ゲノムにコードされている遺伝子のほ

とんどは L鎖にコードされていることが示された。従って脊椎動物では L鎖を S

e n s e S t r a n dと呼ぶことも多い。一方ショウジヨウパエでは相禍鎖の

密度的な差はほとんどなく、またウニにおいてもその差は小さいものであった。

一般に直鎖状の 2本鎖 DNAの Cs C 1中の浮遊密度は泡基組成から求める実

験式がいくつか提唱されているが、生体サンプルについては良〈実験事実と合う

54.550 1本鎖 DNAの密度と 1畠基組成とを詳しく調べた例はあまりないが、数種

類の 1本鎖フアージの浮遊密度が解っている。しかしそれらは G+C量と浮遊密

度の相関として求めであるため、あまり参考にならない。 G+C含量という観点

からみると、 2本鎖 DNAはワトソンークリック型のベースペアを形成している

わけであり相補鎖の G+C含量は等しく、ミトコンドリア DNAもこの例外では



ない。従って 2本鎖 DNAについては G+C含量が解れば一意的に各境基の含量

が決まり、それは A=丁、 C=Gとなっている。それに対し 1本鎖 DN Aの場合、

G+C含量という観点.から論じるのは、不適当である。 1本鎖 DNAの浮遊密度

を翁基組成と関連づけるのには、 A、 G、 C、 Tの正確な含量を求める必要があ

るであろう。さらに 2本鎖 DNAにおいても合成オリゴヌクレオチドによる浮遊

密度の研究の結果、塩基組成だけではなく塩基の順序が浮遊密度に大きく影喫し

ていることが報告されている 56。それに対し生体サンプルの場合 C 5 C 1中では

ほとんど例外なく、 G+C含置と浮遊密度は直線関係に乗っている。数 bpのオ

リゴヌクレオチドの場合、特定の配列に依存するスヲツキングの強弱などの関与

が大きいのであろう。それに対し生体 DNAサンプルについては、部分的にみる

と配列に依存する効果は存在するであろうが、マクロな観点から見て、 G+C含

量という統計約な観測に沿っているものと考えられる。一本鎖の DNAの場合の

これらの状況は基本的に同じであろう。

2 本 ~n D N Aにおける、それぞれの鎖別の浮遊密度を考える場合、互いの A+

丁、 G+C含震は等しいので、それぞれ Aに対する丁、 Cに対する G という観点

で考察するのが都合が良い。脊縫動物の IE基組成を見るとし鎖においては Cの存

在率はが Gのものより 10 %から 20% 多くなっている。逆に い うと H~ にお い

ては GがCより 10%-20%多くなっている。さらに A とTについても L鎖で

はAがTより 5%....... 6 9'0多いことが脊椎動物に共通している。 4目繍鎖聞の浮遊密

度の差に対してこれらの 2つの要素が加算的な効果を及ぼしているのか、減算的

にきいているのかは、実験的に憾かめるべきことであるが、少なくともこのうち

のどちらかは浮遊密度の差の原因となっているであろう。ヒトデにおける糧基組

成を脊椎動物と比較すると一方の鎖において CがGより約 10%多〈なっている。

また Aは Tより約 4%多くなっており、脊椎動物と同じ傾向となっている。これ

らの備は 2つの要素が加算的に働こうが、減算的に働こうがに互いの紹繍鎖聞で



浮遊密度に脊推動物と同程度の差があることを予想させる。またショウジヨウパ

エやウニにおいて相補鎖間の浮遊密度にあまり差がないのは、これらの G-C， 

A-T 間の~基組成の差が脊椎動物に比べ相当小さいことで説明がつくであろう。

本研究では実際に浮遊密度を求めていないが、脊椎動物の L鎖の塩基組成と同

線の 1畠基組成となっている方をヒトデミトコンドリア DNAのし鎖と定殺し、そ

の+目楠鎖を H鎖とした。鎖 (Strand)問の泡基組成の差やその生成原因に

ついての詳しい考察は 9~重で述べる。



対~ ト.)

高
等
動
物
ミ
ト
コ
ン
ド
リ
ア
ゲ
ノ
ム
の
塩
基
組
成

A
 
C
 
G
 
T
 
%
 

ヒ
ト
3
0
.
9
 
3
1
.
2
 

ウ
シ
3
3
.4
 
25
.9
 
13
.5
 
2
7
.
2
 
¥
 L
鎖

マ
ウ
ス
3
4
.
5
 
2
4
.4
 
12
.3
 
2
8
.
7
 

ア
フ
リ
カ
ツ
メ
カ
エ
ル
33
.1
 
23
.5
 
13
.5
 
3
0
.
0
 

ヒ
ト
デ
3
2
.4
 
24
.6
 
14
.1
 
2
8
.
9
 

ウ
ニ
(
P
.
1
)
 
3
0
.
8
 
2
2
.5
 
17
.2
 
2
9
.
5
 

ウ
二
(
S
.
p
)
 
2
8
.
8
 
2
2
.
7
 
1
8
.4
 
3
0
.
2
 

シ
ュ
ウ
ジ
ョ
ウ
バ
エ
3
9
.
5
 
12
.2
 
9.
3 
39
.1
 



3.遺伝子の同定

図 4にA. ppcllnlr~r{}の全場基配列と同定された 遺伝子を示す。また蛋白質遺

伝子から}量定されるアミノ酸配列を付記した。同定された遺伝子は 22個の tR 

N A遺伝子、 1 3個の蛋白質遺伝子 (NADH dehydrogenase  s 

ubunit(ND)1~6 、 4 L ; C y t 0 C h r 0 m e 0 X Y d a s e s 

ubunit(CO)1、 11、 111 ; A T P a s e 6、 8 ; C y t 0 C h r 0 m e 

b (Cytb))、および 2個の rR N A 遺伝子 (12S， 16SrRNA) で

あった。これらの遺伝子によりゲノム全体の約 95%が占められており(表 3)、

その他の部分には遺伝子はコードされていないものと考えられた。この遺伝子情

成は脊椎動物、節足動物、ウニで報告されているものと一致していた。

遺伝子聞には tRNA Thr遺伝子と 16SrRNA遺伝子の問に約 450b 

p、 tRNA His遺伝子と ND4遺伝子の聞に 140  b p、 ND 5遺伝子と N

D6遺伝子の聞に 51 b pの 3力所に比較的大きなスベーサーが見られた。さら

に tRNA Ser(UCN)遺伝子と CO川遺伝子、 tRNA Leu (UUR) 

遺伝子と tRNA Gl y遺伝子、 tRNA Pro遺伝子と C01遺伝子の間に

それぞれ 30 b p程度のスベ サーが存在した。しかし、それ以外のスペーサー

は 13bp~1bp の小さなものであった。また tRNA Ser  (AGN)遺伝

子と ND 5遺伝子の問、 ND 1遺伝子と tRNA Leu (UUR)遺伝子の問、

t R N A C y s遺伝子と tRNA Trp遺伝子の聞など 9ケ所においては遺伝

子が完全に隣接しており、スベーサーのない構造になっていた。さらに C0 111遺

伝子と tRNA Ser(UCN)遺伝子、 tRNA Val遺伝子と tR N A C 

y s遺伝子、 tRNA Al a遺伝子と tRNA Leu (CUN)遺伝子なと 5

力所では遺伝子が互いにオーバーラップしていた。また植物のミトコンドリアに

見られるようなイントロンは存在しないと考えられた。

このようにヒトデのミトコンドリアゲノムは各遺伝子がたいへん密にコードさ



れており、経済的な配置といえた。表 4に様々な生物のゲノムサイズを示す。こ

の表に示したように高等纏物、力ピ、酵母、原生動物などはゲノムサイズがヒト

デよりはるかに大きく、また構成遺伝子もヒトデより多い。しかしゲノムサイズ

が大きい主な原因は遺伝子問に存在するスベーサーや遺伝子内のイントロンなど

がゲノムサイズの大きな部分を占めていることにある。それに対して脊椎動物、

節足動物、ウこなど高等動物はすべてゲノムサイズが 16 K b p前後となってい

る。またこれらの遺伝子情成 も一致しており、イントロンがなく、スベーサーが

ほとんどない術造となっている。さらにいくつかの遺伝子のオーバーラップはこ

れらの高等動物すべてに見られる。つまりゲノムの縮小化、経済化はこれらの高

等動物に共通しており、そのゲノムは非常に経済的な遺伝子配置となっている。

さらに線虫においてはゲノムサイズが約 14 K b pであり、 ATPase8遺伝

子が欠けている点で他の 高等動物と異 なっているが、経済的な遺伝子配置になっ

ているという点では全〈同織である。ヒトデにおける遺伝子配置の経済化はこれ

らの高等動物の事情と基本的に岡ーと言えた。

しかし細かく見るとウこはゲノムサイズが 15.7Kbpであるの に対しヒ卜で

は 16.6Kbp、アフリカツメガエルでは 17.5Kbpなどのゲノムサイズの

分散が見られる。これらの 高等生物の ゲノムサイズの分散の最も大きな原因は遺

伝子サイズの分散というより、スベーサー領域のサイズの差であるが、その中で

も特に D-loopの大きさの差によるものと思われる。ゥ=では D-loop

のサイズが 12 0 b pであるのに対し、 ヒ卜では 1K b p、アフリカツメガエル

では約 2. 1 K b pとなっており、この D-loopのサイズの差がほぼゲノムサ

イズの差に 一致していることが解る。全ゲノムからスベーサー領域を除くとこれ

らの高等生物ではすべて 15.3Kbp~15.5Kbp に分布しておりコーデイ

ンク領域のサイズはほぼ等しくなっている。ヒトデの場合、非翻訳領域の合計は

約 O.8Kbpであり、これを除いたコーデイング領域は 15 .5 K b (表 3)と



{自の高等動物ミトコンドリアゲノムとほぼ等しくなっていた。非翻訳領域のうち

16SrRNA遺伝子と tRNA Thr遺伝子の間に存在する約 450b pが大

きさから見て、 ヒトデミ卜コンドリアゲノムの D-loopに相当するものと思

われる。

ヒトデにおいて特徴的なのはこの D-1 0 0 p以外にも、のべ約 350 b pも

の非銅 訳領域がある点である。脊椎動物では D-loop以外の非飽訳領域とし

ては tRNA Asn遺伝子と tRNA CyS 遺伝子の間にある 20~30bp

のし鎖の復製開始の認識部{立が共通して存在する 51以外は数 bp以下の小さなス

ベーサーしか存在しない。さらにこの L鎖複製開始点のスベーサーはトリには保

存されておらず I8、 トリにおいては D-loopが唯 の大きなスベーサーとな

って いる。ショウジヨウパエのミトコンドリアゲノムでは D-loop以外に 1

o b p以よのスベーサーが 87"所存在するが最大のもので 3 1 b pである。ヒト

デでは 10 b p以上のスペーサ は 7ヶ所存在するが、特に tR N A H i 5遺伝

子と ND 4遺伝子聞の 140 b p、 ND 5遺伝子と ND 6遺伝子の間の 51 b p 

など D-loop以外の大きなスベーサーはヒトデにしか存在せず特徴的である。

同じキヨク皮動物であるウこのミトコンドリアゲノムではヒトデに見られるこの

2ヶ所のスベーサーは存在せずヒトデとの差異となっている。 しかし、これらの

中で、 ND 4遺伝子と tRNAHis遺伝子聞のスベーサーはイトマキヒトデ以

外の 2種類のヒトデでも保存されていることが報告され、何らかの機能的な役富IJ

を果たしていると考えられる。またヒトデとウこでは数ヶ所において 10 b p以

上のスペーサーが保存されており 8~ で詳しく考察する。

以上のように細部においては高等動物問で差異があるものの、基本的に高等動

物はゲノムの縮小化の方向に進化したのであろう。
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efcc"TAeiccr....TTcTTMTTA.TTTCτ̂ GGA.TGATI¥Ĉ TGC.v.CTMAMCCAMACACTCA町 TAAO.C...CCCCCGCCCCCAC....C肌 MTTAGCCTTMCMCM;CATC

6130 61・o 6150 6160 ‘"。‘1・o 6190 6200 
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τGTGCCACCĈ CCGCGGTTATACATMGGTCCTA.GTTMGMTTM.CGGT…田TCATMMCCMACCTGGGGA.CMĈ CTMCTCTII岡山川町Tt"CAGMCACTTA.CA.
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tRNAGlu __  
'"。 ‘・・o .___.!負'."9 ‘900 ‘910 6920 6930 6940 6950 69‘O 

CAT̂ Ĝ GĜ G山町田"'''0山""田CGTATTGG山町CGCCTGGĈ CAM1V1，TTTTTGT̂ GTT山 G抽出Ĉ GT̂ CCTTTTĈ CGCTTCMCTTTGCCTT̂ GMCCCCMT

tRNAThr __  ‘"。 6910 6990 1000 1010 1020 1030 10・o 1050 10‘o 1010 10・0
…川町"……T̂ TTMTCTTCT山 TT山 CGMGG… TCCTTTTT刷 GOTClTĈ CCC閉山市町…一"

1090 ヲ100 1110 1120 1130 11'・o 1150 1160 1110 11・o 7190 1200 
CCCCC忙 CCCGGGG同門CCĈ TTGTCT̂回日TTT̂ CTĈ Ĉ TM町 T̂ GTGTTCMGĈ CĈ TCCTĜ TGGGGTMGGGĈ町 G目 CMTTMTT̂ GCTTTII.T̂ GGGGT̂ GT̂ Ĉ田 A

1220 1230 7240 1250 1260 7270 12・o 1290 7300 7310 7320 
………………………町TĈ CTTCCCTGMGII.Ĉ… CMTT̂ GTGGCCTTTMĈ CCTTGCTCTTT̂ C

1330 7340 7350 1360 7370 13・o 7390 1400 7‘10 7420 1430 7‘" 
… … … m …"……c山…刷山G…………G…"G刷山……G目叩山…A肝m山T刊叩̂CT̂…"'G山……T四叩叩一GOA叩…c目叩叩………"G悶町………G町町町……Tπ町一一…c口山一"，"山M間 T円TTCTMTTTTTGT̂ """"TT̂ TTAMTTTTĈ CCTMTA

168 r RNA end 
1450 ヲ'"‘10 7‘'0 7490 1500 J!il!l_ーーー_.1!i2!1一一ーー _J!i;J!I_____J!iH 1550 7!>‘O 

AMCC^CT廿TT^CGTTTTTGTCGTTTCCT^CTTGCGGGGC^TTAMCCT^CCCAMTM打CC^T_TH~!Ç，!:~^_T_TJI!!日巳甲点目出回目貯:!-F，^C^T^CCTTTMCC^GGGGT

"・o 7590 7‘00 ヲ‘10 7‘20 1630 16・o 1650 1“o 1670 16・0
ACCGCCTTTCTGGTCCTTTCGT̂ CTM… CT̂ TTTTTTTTMMTCCTGĜ TAGAMC 四日目出口町田町田町四凶m 閉山GTAGĜ TTTTMTCCTCCMCAĜ

?‘90 1100 7710 7720 1130 77・o 7750 77‘o 7710 77・o 7190 ・00
…………………………CTTTTTT̂ TCMT̂ TCMCTCTCC… T̂ CGCTGTTAtCCCt̂ CCCtMCTT̂ TTC 

?・10 1820 ・JO ・40 マ・50 18‘o 7870 78・o 1890 1900 1910 1920 
tTTTGCTĈ CĈ TTTCMCTCĈ '!'Ĉ CTCTTTAMTAM'tCTTA'!'ATTC……TTTTTTCMT山T7M印刷Ĉ TMT't̂ TTCTCC民間TCCCCCMCCTMGT̂ TT

19J() 1940 7950 1960 7910 1980 7990 ・000 ・010 ・()20 8030 ・040
T̂̂ T̂ T̂ CMĈ CTMTGTTTTT̂ CĈ GTMMCT̂ T̂ CGMCTGTTT円 MCMTtCMtT̂ GĈ GĈ Ĉ ^̂ Ĉ CT̂ 円 MCMGTTII.T̂ T口 TII.TTTCT̂ CT̂ ^̂ CCTCĜ T̂ GGGTC

1050 8060 ・070 ・0・0 ・090 8100 ・110 ・120 ・130 ・140 ・1>0・1"
甘口CGTCCTGCCII.TCTĈ TTTCTGCTTCTTĈ Ĉ G山閉山口TCMĜ T̂ TMGGĈ Ĝ Ĉ Ĉ GCTTĈ TTCCCGTCTTGCCATTĈ TACCII.CCCCCĈ TTTMĜ CGC山 m

8110 ・2・0 ・1" ・200 ・210 ・220 ・2" ・'"・250 ・2<0 ・270 ・'"
TT̂ TCC'tIl.CCTTTGĈ C叩 CMĈ T̂ CCGCGGCCCTTTMCTMGTCII.CTCCGĈ CGĈ CĈ CCCTTT̂ T̂ TGTT̂ GII.TTCTTTAC山 GCGCĜTCTTTTTGGT山 CAGGCC山"

1290 ・'00 ・'10 ・'20 ・'"・，.・0 ・'"・3‘0 ・370 ・3・0 ・390 8400 
TTTII.TTTGCCĜ GTTCCTTTCCCTTMTTAGGTT̂ Ĉ CĈ T̂ TT̂ CTtCTCTTII.GTII.GACMCTTTMC山口MTTTCCCĈ tMtG附附TGTTCCII.TCCMTGTTII.GGCCTĜτ

s・10 ・‘20 ・'" ・..， ・・>0 ・'" ・470 ，・・0 ・‘90 ・>00 ・'10 ・'"
TMTCĈ C…T̂ TCCTCTT̂ CTCTCT̂ CTMTTTCMĈ TT̂ TMCTTTC山 CTT̂'tCAMT'tCTCC…'"τT̂ CMTTTAGMTT̂ TTTTCtAMMTCTTTTGT̂ TCT

8530 ・540 8550 ・'"・'"・5・0 ・'"・‘00 ・<10・'"・'"・‘40
町田町山TMGCTT̂ TCCCTTCCTGTCTT̂ CMTT̂ TGCT̂ CT̂ TC… CT̂ CTTTCTT̂ TTCTG一 TMTT̂ CTII.CMTĜ T̂ GAMCMT̂ TTT̂ GCTT̂ Ĉ CCCMTT

8670 8680 ・'"・700 ・710 ・720 ・730 ・740 ・'"・760
TCT̂ GG山 CĈ GCt̂ TCCCTĈ CCCCĜ TMGĈ TTTĈ Ĉ CCTMTCTII.CCCTCAMCCTT̂ CT̂TTCCMĈ GT̂ ^̂ "CCTCTCTCTCTTAMCĈ GMT̂ Ĉ CT̂ GCTCGCCCII.G

'110 ・780 8190 ・・00 ・・10 ・・20 ・'" ・・・0 ・・>0 ・・" ・・ヲ0 ・・80
CTTCGGGTT̂ T山 Ĉ CT̂  TTT ̂Ĉ CMCCTT ̂  TTGMCĈ  TĈ  T ̂C山町山CTTTMCTTTTTCTTTCCTĜ TTTMTT̂ TCTTTĈ T̂ TT̂ TTTCMCTTTCCTTĈ Ĉ G

1910 1920 8nO 8940 .，50 8960 1970 .，.0 "90 9000 
TACT̂ CĈ CltT̂ CCllltll̂ ll山 lllClllMCC…lCTT̂Ĝ C1Cl'tCTt ̂  T1 MĈ CT ̂  TTTTĜ  T…TMCMTACMCMTTT山 TACCMTATTATTTTCTT.C
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4・一一一165rRNA 
'010 9020 901.Q 90・o 9050 ，。‘o 9010 90・o 9090 "00 9110 9120 

CTACTCTTTTMMTtτT/U11'.v..1"τ̂ 'ペ崎CMTTATTTTMTMTGATATAMCACAGGT̂ ^̂ CAMCTAMCCCMTCATCτTATTCCI'.MTCtTACTCTCMCMCACACCTTCACA
- 一一一こ二三 ・"し LSI f' VP  LCVLGLSSIG f' SVSLLVCES  

9130 9140 91$0 9160 9110 91・o 9190 9200 9210 9220 9230 9240 …ccc ……………一…………………1MCMTYCGTQNRNSRWS f" VVLSHOP f' LTLSSN f" ^IA I.. Yf F' LS I.， L 

9490 9500 9510 9520 9530 ~H・ o 9HO H60 H10 95・o 9590 "00 
MCCACC....TMCCCIlCCCMCTCTMCAGMTATCCMCTCTCCTI¥CAMTTCMCCMTATC...GCTAt̂ GMG山町山TATCTTCCGCATTTGAGTCTĈ TTT，，̂ ĈCTCCTĈ
VLHV C: AVSVS Y GVTSC!WCIH l¥. I5 SrA rIKR HOTON LGGW  

9610 ')‘20 "3D '6・o ，‘" ，“。，‘10 9'・o ，‘90 9700 9110 9720 
CCCTCCTACMGCACCCACMTACTCCT山 crACCCMT山 CTTATATTTMTCTTTCTACCACAtACACMGMCACC山 CCGTGCTA.TCTTTTGCCMGTAGATAGMCCMGCC
GGVLVSLVGLSALLSINLSEVVYVLVA f' PAIkOMTS (， VLC  

'・ ~O 9860 9・10 9810 9890 9900 9910 9920 9930 99‘。 9950 99‘。……………………山T……………CTCMCTTTACĈ CCACTMACTCLSWSSYLWAO IIVVHLVICASVSOVL f" YKVSSEVHRPT f' O 

9970 9980 9990 10000 10010 10020 10030 100・o 10050 10060 10010 100・0
t̂MGAMCMtCGGCMT̂ T̂ Ĉ CAMGT̂ TTĈ tTTCMGTCCCACCCACMG白川町TGCTCTCTCCTCMĜ CMTT ĜAGTCCCCMTA白川叩MTTMTACCAT
YSLIPLISLT HM ELCVWLT f" WHHSSLVI L T GLVV NAtL VM  

4 ト一一 ND2 ..... ト一一tRNAlIe 
10090 10100lnlln lnun lnl1n lnun 、白、‘自可"'‘n lnl唱。 101・o 10190 10200 

CÂ ^̂ TTTTACCATGCAT刈AAGCCTGGMGGMTTTMCCTTCTtCMTCTMTTATCAGCTACATCTCCTTACCTTMCCMCMCctJJ::M CCTACMMMCMGMCTGGGCCCCM
L 1 N R H M 0 ・・ L f' C 5 5 P P L 

X 

10210 10220 10230 102~0 10250 10260 10210 102・o 10290 10300 10310 10320 …山CACCTMMGC^CMC…c ……附………一…m…CGCATMGMGC1'CC
5DLVGLLVV F"F" V L F" SLSLPLYKKWT LYM LODYR f' RP 'I" S^R  

10330 103・o 10350 10360 10310 103・o 10390 10400 10410 10420 10‘30 10・・0
MCTCAC…一GMCC山CTCCAGCCTTMGACTĈ CTACT山CATTMCtCCAMG柏市CCCCATtCGCCMCMCCCCCMCC山CMCMĈ CATMCACTTT
VWL f"(， LVLVCAKLSVVLVHVP F"F" EC MPSSC CL f' LLVSLL N 

10・50 10'‘60 10・70 10‘・o 10490 10500 10510 10520 10530 105・o 10550 10560 '̂'……TACCCTACTCTCCTAT…CATACCAAMCCCCCACCACCATACTCTACTTTCTMCCTCACACMTTTCACACTCCCCCTCACTMGATC山 GGCGCCCC
t f' 11NAYEAIF f" HArpCGA 'I" EVHYGSV!ESECETLDF PAR  

10570 105・o 10590 10600 10610 10620 10630 10640 10650 10660 10670 106・0
ATTCGTCTCTGCCA.MGTAG山 C山 CCATATTCĈ，，̂C山田山CMCT̂，，̂CATTMCCMGACCMCTTTCACACCTCTCMTMCCTCTACATT̂，，̂CCCCCCAGCA.MCAG
N T E A L T S V f 初 lArLPrcsrHLWS WSOSS ElVEV Nr CGArL

10690 10100 10110 10720 10730 10140 10750 10760 10110 107・o 10190 10・00
C.o.CC.o.CCCCTMC開閉山CCĈ GACtTAtCTCCTMĈ "̂CACTCTC.o.CCTACCGCTCCGACCCCCCCTMC山山TMTTGCMTtACMCACCACCCACACCCCMCMGGA
VVGLLILGLSIE 'I" SVTOAVARVA GLFS 'I" NSNSSWGS GLLS  



4・一一一tRNAPro 

COI-・_x 
_ 12 I 3_.!I____l214 0 12150 12旧 日川 山同 日刊o 12200 山 o 12220 日 230 122刊

… ………  … T…………  T1T"…T刊山問忙町TT刊…A問山問廿TT一G附……叫叫……………町問叩………T円1TG"……T目m叩……G叫叫叩………A叫附叫………G目悶…………c目吋…………C悶ω…………叫山……………M山山………T叩叩叩一G回悶山G町悶c目c HOLSRW F'F' STNIIK01GTLYLI f" CAWAGH I¥ 

12250 12260 12210 12280 12290 12300 12310 12320 12330 123・o 12350 12360 
GGMCAGCMTĜ GCGTMTMTACGMĈ GMCTAGCGCMCCTCGATCCTTA口 GCMĜ CGACC叫 1"1"C刷 GTMTAGTTACTGCACAC目 CCTAGTCA TGATCTTCTTTATG 
CT^HSVIIRTEL^OPGSLLQDDQIYNVIVTAHALVHIF F' H 
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12610 12620 12630 126・1) 12650 12‘60 12610 126・o 12690 12700 12110 1212(1 
CTTĈ CCTCGCGGGAGCTTCCTCMTTCTTGCTTCMT山 TTTATAACMCTGTT̂ TAMTATGCCMCCCCTGGMTTTCATTTCACCGACTTCCCCTATTTGTCTGATCAGTATTT
LHL....GA$SIL...SINFITTVlNHRTPGISFDRLP L.f' VMSVr  

12730 12HO 12750 12760 12710 127・1) 12790 12・00 12・10 12820 12・30 12840 
GTMCAGCTTTCCTCCTACTTCTATCCCTACĈ GT̂ CTTGĈ GGTCCMTT̂CĜ TGCTTCTT"'CAGACCG山 GTCAATACĈ CCTTTTTTĜ CCCCGCAGGAGGGGĜ CACCCĈ TT
VT^ f' LLLLSLPVLAG^ITMLLTDRNVNTT f'f' DPAGGGDPI  
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130!lO lJIOO 13110 13120 13130 131>10 13150 13160 13170 13180 131!lO 13200 
^ TGA TT 11. T ̂GCAGT ACC AAC TGGT ̂  T刷 GGTATTTAGC四 MτGGCĜ CGCT̂ Ĉ GGGĜ Ĝ ^̂ CCTTCGATGGĜ Ĉ ĈCCTTT̂ TTATGGCCACTTGGATTTGTATTCTTATTTACC
MIIAVPTGtKVFSW 何 ATLQGSNLRWDTPLLMALG f' V f' LFT

13210 13220 13230 13240 13250 13260 13210 13280 13290 13300 13310 13320 
T̂TGGAGGGCTMCCGGAGTTATTCTTGC…CATCCATCGACGTĈ TCCTCCACĜ CACCTACTACGT̂ GTTGCCCACTTTCATTATGTATTATCMTGGGAGCAGTTTTCGCĈ T̂  
lGCLTGVILANSSIDVILHDTYYVV^H f' HYVLSMGAV f' ^l  

13330 13340 13350 13360 13310 133・o 13390 13400 13410 13420 13430 lH40 
'"町AGGATTCACCCACTGGTTCCĈ CTA円 CTĈ GGGGT̂ GGCCT ̂CACCCCCT A TGA GGT AACA TTĈ  TTTT A口口Ĉ TGTTTATTGGTGTTMCCTCACCTTCTTTCĈ CMCAT
F A G F T H 何 FPLfSGVGLHPLWGNIHFTL M FIGVNLTFFPQH

13・50 13460 13‘10 13480 13490 13500 13510 13520 13530 1J540 13550 13560 
TTCCTAGGACTAGCCGGĜ TGCĈ CĜCGAT̂CTCCĜ CTACCCCĜ CGCCTAĈ CACTCTG山 CACAGTCTCCTCĈ TTGGMGMCCAT̂ TCCCTTATCGCMCGTTGGTATTCTτA
FLGL^GMPRRYSOYPDAYTLWNTVSSJCSTlSLIATLVFL  

13810 13・20 13830 13840 13850 13860 13810 13880 13園9C1 13900 13910 13920 
CCATMCMTATTTTACTTAGGTCTTCTCGGMTTCTGATAAMCGACTACACTTCCT̂ TCMTTCT̂ CTATGCTTAGMCTCCTATTMTATCTCTGTTTTTGAGGCTMCCGTATGGG 
lTl f' YLGLLGlLJNRLHFLSlLLCLELLLlSLfLSLTVWA  

13930 13940 13950 13960 13910 13980 13990 ・000 14010 14020 14030 ・0‘o
CCAT山 GCCAMACÂ CGTTTCTATTĜ CAMT山 CTTI¥TCCTGCTMCTCT̂TCAGCCTGTGMGCTAGCGCAGGGCTTTCCCTĈ TGGTAGCCCTTTCCCGGA.CACACMCTCCG
INANTTFLLTNNLILLTLSACEASAGLSL H VALSRT !l NSD  

COII一一一割ー
1‘050 ・060 14070 14080 ・090 14100 lHI0 14120 14130 14140 14150 14160 

ACCTTGTCTCMC閉山TTCTCCAGCMT山 TGGCAMCTGAACCCMCTAGGACTACMGATGCATCTTCCCCACTMTGGMGAACTTATATACTTTCACGATTATACTTTM
LVSTINILQQ ' '''ANWTQLG LQO ASSPLHEELIYF 肉 D Y T L 1 

1<1ヲo 141・CI 14190 11200 14210 ・220 14230 ‘240 14250 14260 ・270 ‘2・0
TT̂ TCCTMCCCTMTMCMT̂ TTAGTATTTTM:GGACTAGCTTCGCTACTATTCTCCTCC山 CTMCCGATTCTTTCTGGMGGCC削 Ĝ TT̂ Ĝ ^̂ CTGTCTGMCCATCAT̂ C
ILTLITILVF VGLASLLF55NTNR f'f' LEGQGLETVtfTIIP  

lH10 lU20 14430 ・UO lH50 1(460 ・410 ・‘10 IH90 14500 1‘510 14520 
MT̂ TGC"'G"'CT̂ CCGAGAGTTAGMTTCG"'CTCCT"CATGATCCCMCCTCTĜ TCTMCCTCCGĜ ^̂ "CCTCGACTTCTAGMGTAĜ CMCCGACTCACCCTCCCTGCCĈ ^̂ CGC 
VAOYftELEFOSYHIPT5DLT5GNPftLLEVDNRLTLPAOTP  
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…
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e

 

mN仰

1‘890 14900 ‘910 14920 ‘930 14940 1‘950 ・'‘。 1‘'" ・980 14990 HOOO 
TAGGTTGMCCTCCTTACTAGTMTATTTATTATACTATTG山 CT̂ GAATTACCAACAAMCCGC山 CACTAGCACCACCACTMCACCACCCCAMCCT山 TCAACCTG山口
C tfTSLLVl l" 1lLLNT5ITNNTAHTSTTTNTT l' NLNNTWN・

H N L N L 
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15370 153・o 15390 15400 15410 15420 15・30 15・40 15450 15‘60 15・70 15‘" 
ATTCMCAGTCGACTAGGACACTTAGTTCCCCMGGMCCCCC'TCGTACCTT̂ TACCII.TTCATGGTMTTATAGMACMTCAGCCTTTTTGCACMCCCATAGCATTAGGII.CTACGII.CT 
FNSRLGHLVPQGTPSYLIPfHVIIETlSLfAOPlALGLRL  

"‘90 15500 15510 15520 15530 15540 15550 15560 15510 1S5・o 15590 15600 
T出 A町 CMCCTCACCGCCGGACACTTACTC町町TCCTATTATCTACCGCMTCTGMCTCTGT口問CAGCCC口 CCATAGCCAGMTTACCTTGTTMTATTTTTCTTCCTCTTCCT
AANLTAGHLLI F' LLSTAIWTLSSSPSIASITLLIFfrLFL  

COIII一一一ーーー
15610 15620 15630 15640 15650 15660 15610 15681) 15691) 15100 15710 15120 

CCTAGMATAGGCGTAGCCTGĈ TTCMGCCTACGTATTCACCGCCCT̂GTTMCTTCTACCTATCCC山 CCTTT山 CTTATGACCCATCMĈCCCGTACCACCTGGTTGACCM
LEIGVACIOAYV F' TALVNrYLSONL ' HTHOHPYHLVDO  

15131) 157‘o 15150 15160 15110 151・o 15190 15・00 15・10 15120 15・30 15B40 
悶 CCCTGACCTTTMCTGGGGCMTMGAGCTCTMTGATGACCτCCGGTCTTA TTCT A TGA TTTC A T ACC MCAG刷 CCl!.CCTCCTTTTAGCCGGMCCATTCTACTTCTTCTMCC
SP"PLTGAlSALMHTSGLlL NfH TNSNHLLLAGTILLLLT  

15850 15芭‘o "・70 15・・o "・90 15900 15910 15920 B930 15940 15950 15960 
GTT̂ T山 TTĜ TĜ CĜ Ĝ TGTMTCCG印刷CMCCTTCCMGĜ Ĝ̂ CAĈ CCCTCCCTGTMACAĈ GGATTACGATACGGCATĜ T̂ TT̂ TTT̂ TMĈ TCCGMGTATGCTTC
VINWWRDVIREAT fOGSHTLPVNTGLRYGHIL F' ITSEVCf  
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16(19(1 16100 16111) 16120 16130 16140 16150 161‘o 16170 16180 16191) 1621)0 
^Ĉ，;CCGTTCTACTCTCTTĈ GGAGTTACAGTTACCTG問 CAĈ CCACAGGATACTMCCCMMTCGMCCGMGCMTACMGĜ CTATTCCTTACAGTMTACTTGCMTTTAC廿 C
TAVLLSSGVTVTWAHIISILTONRTEAIQGLfLTVILGIY f" 

16211) 16220 16230 16240 16251) 16261) 
ACTGGTCTTCAGGCTTĜGMTA白川GACTCCCCCTTCACCATCGCAGACAGAGT灯肝
TGLOAWEYYDSP f" TIAOSVY  



ヒトデミトコンドリアゲノムの遺伝子構成

)1ンパク質 (bp) tRNA (bp) rRNA (bp) 

ND1 981 IRNALy， 73 165 rRNA 約1530
ND2 1065 t円NAA.I， 72 125 rRNA 897 
ND3 333 tRNA Ph• 72 
ND4 1383 1円NAU， 72 
ND4L 297 IRNA"・e 72 
ND5 1926 tRNA....n 72 

ND6 489 tRNAThr 72 

co r 1554 tRNA~~~， 72 

co rr 688 tRNA~~R 72 
co rrr 783 tRNA~~" 72 
ATPase6 693 tRNAGln 71 
ATPase8 165 tRNA V.I 71 

Cyt b 1138 1円NA....P 71 
tRNAPrO 70 
IRNA
A
'" 70 

tRNA T，p 70 
IRNATy， 70 (合計) 約15460bp
tRNAG1U 69 Overlap 19bp 
1円NA01y 69 
IRNA'"・ 69 
器器=95.1% tRNA!~N 68 

1円NACy， 67 

表3



表4

Mitochondrial Genomic Sizes 
for Various Organisms 

Organisms 

Vertebrates 

Genomic sizes (bp) 

トluman

Mouse 
Frog (Xenopus laevis ) 

Invertebrates 
Sea Urchin (S.purpu悶 tus)
Starfish (A.pectinife四)
Fruit Fly (D.yakuba ) 

Protozoa 
Paramecium 

Higher Plants 
Maize 
Wheat 

Filamentous Fungi 
A.nidulans 
N.crassa 

Yeast 
S.cer，θvisiae 

S.pombe 

16，569 
16，295 
17，553 

15，650 
16，260 
16，019 

40，469 

~484，000 

~210，000 

~32 ，000 

~62 ，000 

68 ，~76 ，000 

~19 ，000 



4.遺伝子配置

図 5にヒトデミトコンドリアゲノムの 遺伝子配置を示した。 3. で述べた よう

にヒトデの遺伝子構成は他の高等動物のものと一致している。 しかしその遺伝子

配置は脊椎動物、節足動物のものとかなり異なっていた。図 6にヒトデ、ウ二、

脊推動物(ヒト、ウシ、マウス、ラット、アフリカツメガエル)、ショウジヨウ

バヱ、線虫の 遺伝子配置を示す。脊椎動物の遺伝子配置は比較的保存されている

がウシガエル、 トリ、 トカゲなど で一 部の遺伝子の転座が報告されている。

ヒトデの遺伝子配置が脊椎動物に比べて特に異なっている点は以下の返りであ

る。

( 1 ) 1 3個の tRNA遺伝子がクラスヲ ーを形成しており脊椎動物のように遺

伝子間に分散していない。

( 2 )脊格動物では N0 6遺伝子が唯一、他の 12個のタンパク質のコードされ

ている鎖(L ; 9 h t s t r a n d ; L鎖;S e n c e S t r a n d )の相補

鎖 (H eavy Strand;  H鎖)にコードされているが、 ヒトデでは N06  

遺伝子以外に N 0 1遺伝子， N 0 2遺伝子が相繍鎖にコードされている。

(3) 12SrRNA遺伝子と 16SrRNA遺伝子が互いに相繍鎖上に存在し

ている。

などの点である。

一方、 ヒトデの遺伝子配置を同じキヨク皮動物のウニと比較すると良〈保存さ

れている。ヒトデとウニの唯一の相違点は 16SrRNA遺伝子から 13個の t

RNA遺伝子のクラスヲーまでの約 4.6kbpの領域が反転している点である。

この反転領域およびそれを除く約 11目 6 k b pの領域における遺伝子配置はヒト

デとウニで完全に一致していた。遺伝子以外では特にヒトデの N04遺伝子と t

R N A H; 5遺伝子間に存在する 140  b pのスベーサーがウニには存在しない。

キヨク皮動物の遺伝子配置の特徴を脊椎動物と比較すると、 t R N A遺伝子の



クラスクーの存在が最も特徴的である。 8章で詳しく考察するがゲノムの縮小化

した高等動物ミトコンドリアにおいては tR N Aは単に蛋白質合成においてその

本来的な役割を果たすだけではなく、ポリシス卜ロ二ツクに転写された RN A前

駆体において、 mRNAや rR N Aのプロセシングの目印としての役割を但って

いる 39.58。従って tR N A遺伝子が蛋白質遺伝子ゃ rRNA遺伝子を区切るよう

に配置していることはミトコンドリアの各 RNAのプロセシングにおいて重要な

意味を持っている。

脊椎動物のミ卜コンドリアゲノムにおいては 13個の蛋白質遺伝子のうち 6個

がtR N A遺伝子によって両側を区切られている。また 6個がどちらか一方を区

切られている。また 2つの rR N Aについてのその両側に tR N A遺伝子が存在

する。

それに対しキヨク皮動物では多くの tR N A遺伝子がクラスヲーとなっている

ため脊椎動物に比べ、{自の遺伝子を良〈区切っていない。1JIJえばヒトデでは両側

にtR N A遺伝子が存在する蛋白質遺伝子は ND 1遺伝子と C0 1遺伝子の 2個

だけであるし、ウこではわずかに ND 1遺伝子のみである。さらに 16SrRN

A遺伝子もその両側に tR N A遺伝子が存在しない。

蛋白質遺伝子においては、その 3' 織は一般に終始コドンの存在で認識が可能

であるため、終始コドンがあればl憐援する tR N A遺伝子の存在は必ずしも必要

ないが、脊椎動物などの例では蛋白質週伝子の 3 '端に終始コドンがなく、 tR 

N A遺伝子の存在が必要とされるものもある。けれども特に問題となるのはその

5' 端の認識であろう。

脊椎動物においては蛋白質遺伝子の 5'隣接部分に tR N A遺伝子の存在しな

いものは 3個であり、ショウジヨウパエでは 3個、回虫では 4個であるが、ヒト

デでは 6個、ウこでは 7個となっている。以上の議論は隣接する tRNA遺伝子

の向き(コードされている鎖)を考慮しておらず、これを考えると脊椎動物は 5



個、シヨジヨウパエが 6i回、回虫は 4個、ヒトデが 8個、ウニが 8個となる。

脊椎動物などの RNA転写物の解析の結果からすると、おそらくアンチセンス

の tRNAもプロセシングの目印になっていることが示唆されるため、考慮すべ

き結果は前者である。これらのうち例えば ATPase6遺伝子と C0 111遺伝子

についてであるが、 AT P a s e 8週伝子、 C0111遺伝子の位置関係は脊推動物、

キヨク皮動物、ショウジヨウバエで保存されている。脊椎動物では ATPase

6とATPase8の mRNAは連絡したまま存在しており、その状態で mRN

Aとして 働いているのであろうと示唆されている。おそらくこの部分については

広い種間で保存されたメカニズムが働いているのであろう。それ以外の部分につ

いてはキヨク皮動物に特有の RNAのプロセシングや翻訳制御を考慮する必要が

あり後章で詳しくのベる。さらに 16SrRNAについてもキヨク皮動物はその

両末端に tR N A遺伝子がコードされていないため、そのプロセシングについて

の考察が必要である。特に rR N Aは蛋白質逓伝子と 異なり 3' 端についてもそ

れを特定する事ができない。特にヒトデの場合その 3' 端隣接部{立が非釘訳領域

であるため、 DN Aのシークエンスからは 3' 端を特定できない。従って 16 S 

RrRNAのマッピングを行ったので 10章で報告する。

ヒトデとウニの反転領域を除く C0 1週伝子から tRNA Thr遺伝子までの

約 12 K b pの領域については蛋白質遺伝子に限るとキヨク皮動物と脊椎動物で

良〈保存されている。唯一の相違点は ND 4 L遺伝子が転座している点である。

また N D 1遺伝子と ND 2遺伝子が同一方向に並んで存在している点もキヨク皮

動物と脊椎動物で保存されている。キヨク皮動物、脊椎動物、ショウジヨウパエ

において、蛋白質遺伝子の相対的な位置関係は tR N A遺伝子に比べ比較的良〈

保存されている。それらに対して tR N A遺伝子の移動は顕著である。従って遺

伝子配置の変遺のメカニズムは基本的に tRNA遺伝子と蛋白質遺伝子及び rR 

N A遺伝子とでは異なっているのであろう。



脊椎動物と シ ョウジヨウバエの蛋白質と rR N Aの遺伝子配置の位置関係の相

違は 3カ所の遺伝子反転によって説明できる 10。またヒトデとウ二の相違点は t

RNA遺伝子まで含めて一回の遺伝子反転だけで生じている。それに対してキヨ

ク皮動物と脊椎動物の遺伝子配置の相違は転座を必要とする。遺伝子反転はミ卜

コン ドリアゲノムに限らずしばしば見られる現象である。その生成のメカニズム

はDNA中に相同な配列が向かいあって存在し、それらが部位特異的に交差する

ことで説明できる。(図 7)それに対して転座のメカニズムは複雑である。転座

は複数回の遺伝子反転による場合と、遺伝子の挿入と欠落による場合とが考えら

れる。

遺伝子の欠落としては復製過程において相阿部位の s1 i p p a 9 e 59による

場合と遺伝子反転と逆に同一方向の相岡部位における部位特異的交差によって欠

落する場合とが考えられ、それらは 一挙に長い領域が欠落する。また偽遺伝子化

した断片が徐々に sl ippageあるいは化学的、物理的 jJlf揮によって欠落す

る場合もあるであろう。

遺伝子の i軍人については力ビや植物の ミ トコンドリアの例が参考になるかもし

れない。カピや植物のミトコンドリアゲノム中には "mobile elemen 

t"が存在すると報告されている 60， 6 1。さらに tR N A遺伝子はその" m 0 b i 

le element"の認識に何等かの関連があると 報告されている。動物のミ

卜コンドリアについては下等なのもまで含めてこのような "mobile ele 

m e n t"は見つかっていない。 しかしかつて動物ミトコンドリアゲノムにも m

o b i 1 e e 1 e m e n tが存在して遺伝子の転座を行い、その後ゲノムの縮小

化に伴いゲノム中から欠落した可能性があるとの報告もある 62.

{自の考えられるメカニズムとしては tR N Aが DN A複製のプライ マーとして

働きそのままゲノム中に組み込まれたと言うものである 2'. (図 8)例えば脊椎

動物においてその D-loop中に tR N A -L i k eな構造が見られると言う



報告がある 63.64。また脊椎動物 ミ 卜コ ンドリアゲノム 中の最も大きいクラスヲー

はLi.rlの復製開始部位に存在していることも示唆的である。さらにウシガエルの

ミトコンドリアゲ ノムにおいては tRNA Leu遺伝子が D- loop内に転座

しており、また tRNA Thr遺伝子および tRNA Pro  遺伝子が 0-1 0 

o p中で転座している 19。さらにトカ ゲのゲノムで は 0-100p中あるいは D

-1 0 0 p の両側に O.8kbp~8.0kbp の何震もの遺伝子重復がありいく

つかの蛋白 質遺伝子あるいは rR N A遺伝子を含んでいる。そしてそれぞれの重

複の境界には たい てい tR N A遺伝子が存在している。 卜リにおいても N06遺

伝子の転座は D-loopに|務議しており tRNA Gl u遺伝子をともなってい

る。従って tRNAは単にプライマーとして自ら組み込まれるだけでなく、それ

に隣接してポリシストロ二ツクに転写される遺伝子をも組み込む先導に 4よってい

るのかもしれない。

ではキヨク皮動物にたいする脊椎動物、ショウジヨウバエの遺伝子配置の差異

について、これらの可能性を検討してみたい。形態学的な研究によりこの 3者に

おいてまずショウジヨウパエが分岐し、その後に脊椎動物とキヨク皮動物が分岐

したと考えられている。ショウジヨウパエと脊推動物を比べると 12SrRNA

遺伝子、 16SrRNA遺伝子、 N0 1遺伝子および D-loopの位置関係が

保存されている。従ってキヨク皮動物と脊椎動物のこの部分での遺伝子配置の差

異はキヨク皮動物側で生じた可能性が高い。また N0 4 L遺伝子、 N0 4遺伝子、

N 0 5遺伝子の位置関係および C0 1遺伝子と C011遺伝子の位置関係もショウ

ジヨウパエと 脊椎動物で保存されている。従って N0 4 L遺伝子の転座もキヨク

皮動物側の現象であるだろう。さらにヒトデとウ二のどちらが先姐型かと言う問

題もある。まずこの点については tRNAのプライマー化という仮説からすると

ウこのほうが先祖型とするほうが都合が良い。つまりウこでは 15個の tRNA

がD-loopの両側に集中しているが、各々の tR N Aがプライマーとなり、



つぎつぎと組み込まれていき、その後ヒトデとウ二の遺伝子反転が起こり現在に

至ったのであろうとするものである。さらに 12 S、 1 6 Sの両 rR N A遺伝子

および ND 1、 N D 2遺伝子はこの D-1oopを図んで存在しており、 トカゲ

やトリのように tR N Aを伴い D-1oopの回りに転座したと言う仮説と問機

のメカニズムが働いたのかもしれない。この場合においては転座した遺伝子は重

複して存在していたであろう。その後、転座した遺伝子の方が遺伝情報を保持し、

元の遺伝子は消失したものと考えられる。特にキヨク皮動物においてはこれらの

シナリオのうち、前半の部分を強〈支持する tRNA Leuの重複、消失の証拠

があり、これについては 7~ でのべる。 N D 4 L遺伝子の転座の場合、この遺伝

子は D-1oopから離れており状況が異なる。これを遺伝子反転で説明しよう

とすれば延べ 3回の反転によらなくては説明できない。それはまず脊椎動物の遺

伝子配置で見て C011遺伝子から ND 4 L遺伝子までが反転し、その後 ND 4 L 

遺伝子と C011 遺伝子から ND 3遺伝子がそれぞれ反転するというものである。

しかし、この ND 4 L遺伝子の転座以外は良〈保存されて いることからすると、

N D 4 L遺伝子の湾入されたとする方が適当と思われる。この ND 4 L遺伝子の

転座は tRNA AI-g遺伝子を伴っており、 "mobi1e e1ement" 

などによる転鹿かもしれない。あるいは C0 11 遺伝子と C0 111遺伝子 間にかつて

複製関連の配列が存在したか、またはそれと相向性の高い配列があったのかもし

れない。

次に回虫 22の遺伝子配置についてはキヨク皮動物、脊機動物、ショウジヨウパ

工の遺伝子配置との関連性はほとんどない。回虫についてはおそらくゲノム内ゲ

ノム間でたびたび交差がおこり大幅な再編成があったのだろう。

これらの遺伝子配置の変化の歴史を現在において調べる事は厳しい。例え Itヒ

トデとウニの分岐は 5億年以上さかのぼれる。その後この両者は遺伝子反転を除

いてよ〈保存されていた 事 になる。また脊椎動物においても両性類、鳥類、目南写L



類などが分峨してから 2~ 3億年になるが一部の例外を除いて良〈保存されてい

る。これらの遺伝子配置の変化はおもに数億年以上前において生じたことでその

後はかなり保存されている。そしてその問にゲノムの縮小などにより重複した遺

伝子や遺伝子反転などに必要な相同配列などが消失したのであろう。この遺伝子

配置の変化をもっと詳しく調べるのには数多くの生物種をサーチして機々な中間

段階にあるものを見つけ出し、比較する事が必要となるであろう。

遺伝子配置が変化するメカニズムについて実験的なアプローチも図鑑である。

それはこれらの遺伝子置倹はおそらく生体のシステムに組み込まれた合目的的な

過程というよりも、数億年の時間のなかで数回生じた偶然によるものであると考

えられるからである。これを分子的に説明するのは現在実際に遺伝子編成の変化

をしている~からの i世論に頼らざるを得ない。

最後に tR N A等が遺伝子に組み込まれるという仮定には RNAを鋳型に DN

Aが復製されるという過程が必要となる。一つの考えとしては細胞中にもぐりこ

んだレ卜口ウイルスの逆転写醇繁がミトコンドリア中に入りこみ、逆転写をおこ

なったというものである。もう一つの考えはミ卜コンドリアの DN Aボリメラー

ゼに逆転写の活性があるというものである。 DNAポリメラーゼが RNAを鋳型

にして DNAの伸長をおこなうことは一般に報告されていない。 しかし最近 T a 

q D N A ポリメラーゼによって RNAを鋳型にして PC Rを行い目的のプロダク

トを得る事に成功した例が報告された。このことは R N Aを鋳型に DN Aポリメ

ラーゼが伸長反応をした事を示している。この例からすると、従来 DN Aポリメ

ラーゼの逆転写活性が報告されないのは、その活性が低いためであり、 PC Rの

ような非常に高感度の検出 j去により、初めてその活性を検出できたのかもしれな

い。このようなケースがミトコンドリアの DN Aポリメラーゼに当てはまるかど

うかは今後の謀題である。
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5. 遺伝暗号

序で述べ たようにミトコンドリアの蛋白質合成系にはいくつかの異常な遺伝暗

号が見つかっている。これらの異常暗号のうち TGAートリプ卜ファンはE聖母、

下等動物、 高等動物などの広い生物語でよく保存されている。(表 6)この点に

ついてはヒトデミトコンドリアにおいても例外ではなかった。 TGAコドンは全

ゲノ ムの蛋白質遺伝子中のべ 78個出現しており、それが示すトリプ卜ファンの

サイトは脊推動物との比較において良〈保存されていた。脊縫動物のミトコンド

リアではそれ以外に ATAーイソロイシン、 AGA、 AGGー停止暗号、などの

異常暗号が報告されている。これらの異常暗号はウシやヒ卜の一部の蛋白質でア

ミノ政分析の結果と照合されており、確認がとれている。

キョク皮動物のミトコンドリアにおける異常遺伝暗号は姫野らが本ヒトデの 一

部の週伝子の解析によって最初に指備した 目。それによると ATAがイソロイシ

ン、 AGA， AGGがセリン、 AAAがアスパラギンというものである。本研究

ではその報告をもとに彼らが行った統計的な調査を 13個の蛋白賞金てについて

追試した。その統計的処理の簡単な概念図を図 9に示す。

まずヒトデの遺伝子の泡基112~IJ およびそれを暫定的に飼訊した(とりあえず脊

惟動物の遺伝暗号などを利用した)蛋白質のアミノ敵配列をならべ、つぎに比絞

の対照とする生物の蛋白質のアミノ酸配列をヒトデのアミノ殴自己予IJとフレ ームを

合わせて比べる。この処理は遺伝子解析ソフトの MAXMHを使って行った。;欠

にそれぞれのコドンについて、 そのコドンのでてくるアミノ酸のサイトが比較の

対照となっている生物では何のア ミノ酸になっているかを調べ、各コドンごとに

集計する。その結果を表 5に示官。

表 5によるとヒトデの蛋白質遺伝子には ATAが延べ 17 8個出現したが、例

えばヒトのミトコンドリアと比べたところ、その 17 8個のサイトの内 70箇所

にイソ口イシンが出現している。それに対してメチオニンは 181回しか出現して
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いない。つまりヒトデの ATAのサイトにおける相向性(アミノ酸の保存性)は

イソロイシンとした場合約 40%であるが、メチオニンとした場合わずかに 10 

%となる。メチオニンがランダムに存在したとしても約 5%の相向性が期待でき

ること、 1 3個の蛋白質における全体の相向性は約 50%であること、イソロイ

シンのコドンからメチオ二ンのコドンへの移行は 1b p置換で済むことなどを考

慮するとやはり ATAーイソロイシンと考える方が適当である。問機に他の脊椎

動物やショウジヨウパエとの比較においても ATAがイソロイシンのコドンであ

ることを支持する結果が得られている。脊椎動物問ではアミノ酸配列の相向性が

高いため、 ヒトで得られる結果に準ずる結果が他の脊椎動物においても得られる

ことは予想されることであるが、特にショウジヨウパヱとの比較においても問機

の結果が得られることの意味は大きい。 ATA イソロイシンは普遍暗号と同ー

であるが、他の酵母なとの下等生物からショウジヨウパエや脊椎動物にいたるま

でミトコンドリアの系では全て、 ATAーメチオニンであることからすると、 ミ

トコンドリアの中で例外的であり、おそらく祖先生物で ATAーメチオニンであ

ったものが、再び普通暗号側に変化したものであろう。

問機の議論で AAAについてもリシンのコドンと考えるよりもアスパラギンの

コドンとする方が適当であると考えられる。この場合についても AAAーアスパ

ラギンとした場合このサイトにおける相同性は約 40%であるが、 リシンとした

場合は約 5%である。一方、対照として調べた AAGについてはリシンとした場

合が約 75 %であるのに対し、アスパラギンとすると約 4%になり、 AAAの結

果と対照的な結果である。この結果はこれらの統計的処理が充分に有意なもので

あることを示している。

AAGにおけるリシンが 75%とかなり全体の相同性から比べて高いのは、従

来織能的に重要なサイトのリシンの情報が AAAとAAGの 2個のコドンにシェ

アされていたものが、遺伝暗号の変化により AAG一個によって担われるためで

~O 
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あろう。さらに 9章でふれる Ba 5 e -b i a 5 84により、さほど重要でないリ

シンのサイトにおいて、 AAGコドンが AAA、 AACなどに置換されたことが、

相向性の寓さにいっそう拍車をかけたものと考えられる。 AAAがアスパラギン

であるケースはミトコンドリアにおいても、 ミトコンドリア以外でも初めてのケ

ースである。

;欠にヒトデでは表 5に示すように ORF中に AGAが 54回、 AGGが 19回

出現しており、何かの暗号であることは確かである。これらのコドンは普通暗号

や醇母などの下等生物のミ卜コンドリアにおいてはアルギ二ンのコドンであるが、

脊椎動物のミトコンドリアゲノムにおいては終始コドンとされる。またショウジ

ヨウパエのミトコンドリアゲノムでは AGAはセリンのコドンであり、 AGGは

ゲノム中に存在せずナンセンスコドンとなっている。本研究ではヒトデにお いて、

AGA、 AGGコドンはセリンのコドンと判断した訳であるが、 ATA、 AAA

に比べるとこのサイ卜の相向性は低く 30%前後であった。

その後、荒木、スミスらによって報告された他種のヒトデにおいてもこの結果

を支持するデーヲが得られている。さらにウ二において得られた結果も、これら

のirl伝暗号の変化を支持するものであった。従ってこの遺伝暗号の変化はキョク

皮動物に共通しており、 5 i.愚年以上前に生じた変化であることが予想された。

また最近へン形動物 85ミ卜コンドリアにおいて AAAがアスパラギンのコドン

とするキヨク皮動物と同じ遺伝暗号の変化を持つものが報告されている。形態学

的な進化の系統からするとこれらがキヨク皮動物と同ーの祖先生物から派生した

ものとは考えにくい。おそらく互いに独立して同じ遺伝暗号の変化をしたのであ

ろう。表 6には微々な生物の異常暗号と比較しながら、ヒトデで得られた結論を

まとめた。

最後に、遺伝暗号の変化について考察するには、それに対応する tR N A構造

の変化を考慮する必要がある。このことについては 7章で考察する。

.1; I 
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GAACAGAACTAGCGCAACCTGGATCC一一ー
T E L A Q P G S 

A E L G Q P G N 

A E L G Q P G T 

A E L G Q P G A 

A E L S Q P G T 

A E L G H P G A 

一一TTACTGCAAGACGACC
L L Q D D Q 
L L G N D H 
L L G D D Q 

L L G D D Q 

L L G D D Q 
L 1 G D D Q 

TTACTGCA-
T A 
T A 

T A 

T A 

T A 

T A 

生物間の相同部位比較による変則遺伝暗
号推定の概念図

5-2 



微々な生物で比絞した、ヒトデの各コドンの存在位置に対応す
るサイトに出現するアミノ酸の出現頻度

Human 80vlne Mouse Xenopu， DrosophllB 

lIe 70 6@ 110 骨骨 6~ 
Leu 47 46 38 48 48 
Met 18 19 19 13 日

ATA Vat 12 11 7 14 14 
Pro 1 2 5 2 
Thr 9 7 6 6 1 

/ぐ78 other 21 25 26 26 41 

Asn ~3 ~7 43 3@ ~2 
Lys 5 7 5 6 2 
5er 9 6 B B 16 

A五A Thr 11 7 日 9 
11. 4 6 4 2 
Leu 6 6 7 10 7 

/イ凹山r 34 32 32 33 39 

Lys 36 35 35 36 32 
AAG Asn 2 1 2 4 

Leu 。 1 。 。 2 

/イ日山r 10 11 11 11 10 

Ser H HJl 16 13 2~ 
Ar目 。 。 。 。 、0

AGA Thr 7 4 3 4 ¥3 

Gly 5 6 4 4 

イ4 olher 25 25 31 33 29 

Ser 4 5 5 B 5 
AGG Arg 。 。 。 。 。

Hls 1 。 。 。
/イ9 other 14 14 13 11 14 

表5
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去も

CGG 
(Arg) 

+ 

+ 

+ 
+ 

AGA/G CUN 
(Arg) (Leu) 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

終止

Ser/? 

Ser 

Ser 

Ser 

+ 
+ 

AAA 
(Lys) 

Asn? 

+ 

+ 
+ 

+ 

AUA 
(Ile) 

UGA 
(終止)

生物種

f車束皮剥
脊椎動物

節足動物

軟体動物

線形動物

扇形動物

腔腸動物

原生動物 + 

高等植物

緑藻植物

コケ植物

+ 

+ 

+ 

+

+

+

 

+

+

+

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+
つ
・
つ
・

+ 

+ + + + Met Trp 酵母菌

+ 
+ 

+ + + 
+ 

+ Trp 
つ

真正子嚢菌

細胞性粘菌 + + 

ー・不確定な暗号

?・未同定または遺伝子中に見出されていない暗号

+ 

+:普遍暗号



6. 蛋白 質遺伝子

3. です でに 述べた よ うに ヒ トデミ トコン ドリアゲノムには 13個の蛋白質遺

伝子がコードさ れており 、 その構成は脊椎動物、 ウ二、シ ョウ ジ ヨウ パ エ と同ー

であった。こ れら の蛋白質の同定は脊椎動物やウ二の対応する蛋白質との相同性

をその 恨鎚 とした。特に現在、 い くつ かの脊推動物についてミトコンドリア DN 

Aにコー ドされている遺伝子と蚤白質との対応関係がとれており、その後の機 々

な生物に おいて解析された ミ トコ ンドリ ア DN A中のオープ ン リーデ ィング フレ

ーム (0R F)の同定の"原盤" とな っている。図 10には遺伝子から推定され

るCOIの ア ミノ酸配列を示し、 それに相当 するヒト、 ウニのア ミノ酪配列との

比絞を行 っている。また表 7にはそれぞれの蛋白質のア ミノ酸残基数と分子量を

示した。さらに表 8は様々な生物問でア ミノ酸の相向性の比率を求めた。ヒトデ

とウこ の間で各遺伝子の相向性を比較 する とC0 1 > C 0 11 > C 0川 >C y t b 

>ATPase6、 ND 1、 ND3>ND4L、 ND4>ND5>ND6>ND

2>ATPase8の順に保存され ていた。この 順序は基本的には脊椎動物間の

相向性の序列と同じ傾向を示してお り、 相対的な各蛋白質の進化速度はほぼ同じ

順序にな っていたが、一 部においては大き く異な っていた。特に序列に顕著な差

が見られるのは AT P a s e 6である。 AT P a s e 6は鴫乳類とアフリカツメ

ガ工ルの聞では 9番目に保存されているがヒトデとウニ 問では 5番目であった。

また ND 4しについても問機のことがいえた。逆に ND 4はキヨク皮動物 問では

9番目であ ったが捕手L類とアフリカツメ ガヱルの聞では 6番目に保存されていた。

また単なる序列関係ではなく序列聞の数値的な内容に注目すると、キヨク皮動物

問と脊椎動物聞ではかなり異な っていた。ま ずキヨク皮動物問と捕手L!額一アフリ

力ツメガエル 聞の C0 1についはどちらも 87%であり、これを基準に他の蛋白

質を見たところ、暫11えItC 0 11とC0111の順序はキヨク皮動物 間 と脊椎動物 問で

逆転しており 、 それぞれキヨク皮動物聞が 80%、 75%であるのに対し、 鴫乳
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類一アフリカツメガエル間は 73%、 80%となっており、その差は単なる統計

誤差以上のものであった。また比較的相向性の低い蛋白質である ND 4 L、 AT

P a s e 8、 ND 6についてはキヨク皮動物問の保存性は脊椎動物間よりかなり

高かった。日IJえば ATPase8とND 6は捕手L類とアフリカツメガエルの間で

それぞれ 32 %、 35%であるがキョク皮動物問では 46%、 48%であった。

この結果は特に脊椎動物で置換速度の速い蛋白質について、相対的にキョク皮動

物では比鮫的緩やかに進化してきていることを示している。

;欠にキヨク皮動物と脊縫動物との聞の絶対的な置i失速度について検討したとこ

ろ、 1 3個の蛋白質のうち ND 3、 ND4L、 ND 6、 C011、 AT P a s e 8、

ATPase6、についてキョク皮動物問のほうが鴫乳類ーアフリカツメガエル

間より 4目向性が高くなっている。蛋白質の進化速度の情報を得るにあたり、その

蛋白質の置換速度が飽和している生物聞については良い情報を得ることができな

い。しかしょにあげた 6個の蛋白質も含めて 13佃の蛋白質全てについて、キヨ

ヲ皮動物一脊椎動物問の相向性はキョク皮動物問および脊椎動物間より明確に低

くなっている。従って脊椎動物問、キョク皮動物問についてはまだ飽和していな

いだろう。ヒトデとウニは少なくとも 5億年以前に分岐されたといわれている。

それに対してアフリカツメガエルなどの両性類が初めて出現したのはデボン紀末

期(約 3億数千年前)であり、最初の鴫乳類が見つかったのはそれよりさらに後

であるので、両性類と嶋乳類が分岐したのは、長〈見積もっても 3億年以前程度

である。このことからすると相向性の値に多少の誤差を伴ったとしても、最低、

これらの 6つの蛋白質の進化は両性類以後の脊椎動物のほうがかなり速いことに

なる。

各蛋白質の開始コドンは ATGが 8個、 ATTが 3個、 GTGが 2個であった。

(表 7) 開始コドンが ATGの場合は特に問題はないが、 ATTとGTGにつ

いては本当に開始コドンかどうかという疑問が生じる。そこでこれらの ATG以



外が開始コドンであると恩われる蛋白質週伝子について、 ATGがどこに出てく

るかを調べた所、 ND 3遺伝子についてはその上流では ATGが出現する前に終

始コドンがあり、下流には ATGが週伝子中に存在しなかった。また ND 5遺伝

子では約 400b p下流、 C y t b遺伝子ではすぐ隣に、 N D 1 i宣伝子では 10 

3 b p下流に、 そして ND 4 L遺伝子では 232b p下流に最初の ATGが存在

していた。また遺伝子の上流域を調べると ND 5遺伝子、 Cy t b遺伝子、 ND 

1遺伝子、 ND 4 L遺伝子の全てにおいて ATGコドンが出現する前に終始コド

ンが存在して いた。これらの蛋白質のうち C y t bを険いて初めて ATGの出て

くるサイ トは他の生物との相向性や蛋白質のサイズから見て、適当とは考えられ

ない。この結果は C y t bを除くこれらの蛋白質において、 ATGが開始コドン

である可能性を否定する ものであ った。

現在までに報告されている高等動物のミ卜コンドリアにおいても、 開始コ ドン

は必ずしも ATGではないことが報告されている。脊椎動物のミ卜コンドリアで

はATA、 AT丁、 ATCが遺伝子の 5' 端部分に存在する蛋白質が例外なく数

個存在し、蛋白質の相同性などを恨拠に開始コドンと考えられていたが、それら

はウニやショウジヨウバエでも 13個の蛋白 質中、 数例づっ報告されている。そ

れに対して GTGは ATNに比 べてあまり見つかっ ていない。 しかし従来、 GT

Gが開始コド ンであると 推定されるケ ース は脊椎動物には見つかつてないとされ

ていたが、 Gadaletaらはラ ットのミトコンドリアゲノムを 解析し、さら

にすでに報告されたマウスなどのケースを再検討を行い、 GTGが開始コドンで

ある可能性を指繍している 17. またショウジヨウパ工 10やウニ 28などの非管縫動

物においても、 GTGが開始コドンであると推定されるケースが一例づっ報告さ

れている。

G a 1 a 1 e t aの指 j商によると、 GTGが開始コドンとなるケースでは、 と

なりにコードされる tRNA遺伝子との聞に スペーサーが 1b pも存在しない、



という共通性がみられる。この場合プロセ シ ング後は Gが 5'縞に露出すること

が予想される。 ヒトデにおいて GTGが開始コドンと思われるのは N D 1遺伝子

とND 5遺伝子であるが、 どちらの場合も隣接する tR N A遺伝子との問にはス

ベーサーが存在しておらず、 Ga 9 d a 1 e t aらの箔嫡と合致する。(図 11 ) 

しかし最近トリで報告された C0 1遺伝子の場合、 5' 端の GTGととなりの

tRNA Tyr遺伝子の聞には 1b pのスベーサーが存在している。この場合 t

R N A T y r遺伝子は相補鎖にコードされておりアンチセンス tRNAがどのよ

うにプロセシングされるかが問題であろう。この場合、アンチセンス tRNAに

おいてスベ サーの 1b pがセンス tR N Aのディスクリミネータ -j草基織にヌ

クレアーゼに認識されるのかもしれない。

GTGが開始コドンになる例は、まれではあるが原核生物において存在いてい

ることや、我々の結果を含めて、高等生物のミトコンドリアにおいてのべ 7、 8 

例、発売されたことなどから、本研究においてはこれらの GTGを開始コドンと

推定している。

終始コドンについて見ると 13個の蛋白質遺伝子中 11個に存在し、その内分

けは TAAが 9個、 TAGが 2個であった。残りの C011遺伝子と C y t b遺伝

子については終始コドンが出現する前に tRNA遺伝子がコードされていた。こ

れを無視して終始コドンを求めると tR N A遺伝子との境界から数えて、 C0 1 

Iでは 12 b p、 Cy t b遺伝子では 108 b p下流に終始コドンが出現した。

しかし特に Cy t b遺伝子については蛋白質のサイズから見てこの終始コドンは

適当でないであろう。

脊椎動物においても終始コドンのない蛋白質はしばしば存在するが、これらに

対して良い説明がなされている 39。それはこの遺伝子を含めゲノム全体がポリシ

ストロニックに転写され、次にこの遺伝子の 3'側に隣接する tRNAが切断さ

れた後、 a出した 3'末端がポリアデニル化され終始コドンが出現するというも



のである。そのためには 3'末端が丁、 TA、 AG(AGAは脊椎動物において

終始コドン)である必要があり 、 さらにフレ ーム枠が一致しなければならない。

ヒトデの終始コドンのないこつの蛋白質遺伝子について、このことを検討した

所、 とちらの場合についても tR N Aが切断された後に存在する 3' 末端は Tで

あり、 これがポリアデニル化された後は TAAがインフレームで出現することが

解った。(図 12 ) 従ってヒトデ ミ トコンドリアのシステムにおいても、脊椎

動物と同じく、 tRNAのプロセシングやポリアデニル化などが本来以外の多憾

な機能を持っていることが惟察される。

蛋白質i宣伝子の配置について見ると ND 3遺伝子は tRNASer(UCN)

遺伝子と ATPase8遺伝子は ATPase8遺伝子と重復が見られた。この

うち ND 3遺伝子の重複は相補鎖問似よるものであり特に問題とは考えられない。

ATPase8遺伝子と ATPase6遺伝子の聞の重複は 16 b pにわたって

おり、 mRNAのプロセシングあるいは翻訊上のメカニズムが問題となる。この

両者の重複は生物問で良〈保存されている。その重複の長さは機々でヒ卜、マウ

ス、 ウシなどは長くそれぞれ 46b p、 43b p、 40 b pである 65.66。またト

リでは 10 b p、ウこでは 4 b pである。ヒト、ウシ、 トリにおいて RN A転写

物の解析がなされたところ、この両者の mRNAは分離されておらず 1本である

ことが報告された。このことは飽訳レベルでこの 2個の 遺伝子を発現させるため

の何等かのシステムがあることを示している。これらの 重複はい ずれも 3N + 1 

となっており、 ヒトデにおいても例タトではなかった。(図 13) A T P a 5 e 

B遺伝子は進化速度が速く 3 ・末端付近においてもさほど保存されていない。 し

かし広い生物問でこの重複が保存されていることから、脊椎動物に働いている未

知のシステムが広〈保存されているのであろう。

次にヒトデミトコンドリアのコドンの使用頻度を蛋白質のコードされている鎖

ごとに分けて求めたものを表 9に示す。表 9を見るとそれぞれコードされている



鎖によりコドンの使用頻度の傾向が異なっていることが解る。本研究ではこのこ

とからミトコンド リアゲ ノムに 働いている Ba 5 e -b i a 5を導 いたがそれに

ついては後章で詳しく述べる。

表9をではミ卜コンドリアでは特にコドンの 2文字目に Tが使われていること

が多く全体の 40%以上を占めている。これらのコドンが指定するアミノ酸は疎

水性アミノ酸であり、これに他の疎水性アミノ酸であるプロリン、グリシン、ア

ラニンを加えると全体の約 60%が疎水性アミノ酸によって占められることにな

るが、このことは ミ トコンドリアゲノムにコードされる蛋白質が全て膜蛋白質で

あり、疎水性が強いことを反映しているのだろう。

後に示すコドンー bi a 5以外にコドンの使われ方には若干の方言が見られる。

まず Cあるいは Tの"ならび"が良〈選択されている。コドンの 2文字自が Cで

あるコドンを見るとアラニンを除き NCCが最も良〈使用されている。アラニン

についても GCCとGCAはほぼ等しい。これは他の 4コドンファミリーにおい

てコドンの 3 文字自に A が使用される ま高度が C が使われる頻度の 2~3 倍になっ

てい ることと対照的である。またコ ドンの 2文字 自に Tが使われているコドンに

おいては NTTがNTCの約 1. 5 倍~ 2 I告である。これも他のコドンファミリ

ーにおいて NN Tが NN Cに比べ ~1 倍程度であることと対照的である。ミト

コンドリアでは後に示す bi a 5 などの要素も関係するため、このようなコドン

の方言はあまりはっきりしたものでない。

次にヒトデの CGNのコドンボックスを見ると CGAが全体の 60%以上を占

めている。他の生物について同じコドンボックスを調べたところ、ヒトをのぞく

脊推動物、ウ二、ショウジヨウハエでこの傾向が保存されていた。またヒ卜にお

いても CGAが最も良〈使用されていることが解った。これらの生物は bi a 5 

については共通の傾向をもっているものの、他のコドンボックスにおいて NN A 

の存在比は様々であり、このようにコドンボックスの傾向が一致しているものは



他に存在しない。特に脊椎動物やキヨク皮動物とは全〈異なるコドンの使用頻度

の傾向をしているにもかかわらず、このコドンボックスにおいては共通している

ことからして、おそらく蛋白質合成上の共通した調節機構が存在するのかもしれ

ない。
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図10 C 0 Iの相同性比較図ヒトデーウ二



Gene 
Size 

開始コドン終止コ ドン
アミ ノ自主 分子量

ND1 326 36091 GTG TAG 

ND2 354 38653 ATG TAA 

ND3 110 12603 ATT TAG 

ND4 460 50767 ATG TAA 

ND4L 98 16747 ATT TAA 

ND5 641 71054 GTG TAA 

ND6 162 17414 ATG TAA 

COI 517 57034 ATG TAA 

CO II 229 26074 ATG T 

CO III 260 29587 ATG TAA 

ATPase6 230 25506 ATG TAA 

ATPase8 54 6241 ATG TAA 

Cyt b 379 42646 ATT T 

表7 各蛋白質遺伝子の開始コドンと終止コドン



脊椎ー糠皮 赫皮一線皮 脊椎 脊椎

ヒト ヒト ウニ カエル トリ カ工Jレ

ヒトデ ウ二 ヒトテ トリ 晴乳類 晴乳類

ND 1 52 55 64 70 70 67 

ND2 36 39 47 57 45 51 

ND3 49 48 63 67 57 58 

ND4 43 44 56 61 59 59 

ND 4L 36 37 59 41 47 44 

ND 5 44 42 52 62 56 57 

ND 6 30 29 48 42 27 35 

COI 75 75 87 86 86 87 

COII 59 61 80 70 67 73 

COIII 69 62 75 80 75 80 

ATPase 6 43 37 65 68 55 53 

ATPase 8 25 19 46 47 27 32 

Cytb 64 63 71 75 74 74 
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TGAAAATAAAACCCTCTATAATCATA 

N 工 N P S 1 工工

TCTTTCAGT'iG T GGATTGATTTGTGTTTTTTGTTAAA 

(M) D 
W F V F F V N 

他にスペーサーがないのはCOIIだけである

他の生物にでてくる GTG 隣接するtRNA遺伝子との問の場基数

マウス ND1 。
ラッ ト ND1 。
ショウジョウパ工 ND5 。
ウニ(Pり ATPaseB 

ウニ(S.p) ATPaseB 

卜リ COI 

。
。
1 アンチセンス

アンチセンスtRNAにおける

識別塩基として切断される?

図 11 GTGで始まる蛋白質遺伝子の特徴



停止コドンのない遺伝子における終止
コドンの生成

Cyt b 
tRNAPhe 

TTAGAAAAAAAGCTAATATTC '.L1GCAAAGATAGCT -----
L E N K L 工 F I 

COII tRトJALys

GTATCTAAATTTATAACCGAA '11CTTTGATAAGCT----一一-
V S N F 1 T E I 

tRNA認i識哉ヌク レア一ゼによる切断

T叩TA閃AG山胤山…G民悶C白一T

GTATCTAAATTTATAACCGAAT CTTTGATAAGCT-一….一圃.

mRNAのポリアデニル化

i 
TTAGAAAAAAAGCTAATATTC T A.AAAAA. 

GTATCT拠 TTTATAACCG空空幽
停止コドンの出現

図 12終止コドンのない蛋白質遺伝子とその
終止コドンの生成



16bpのオーバーラップ

ATPase8 

14970 14980 1~ 990 15000 I 15010 15020 
ACCACTAACACCACCCCAAACCT~TGAACCTGAAACTAAAAAGAATCTTTGGCCAATTCTCC 
T T N T T P N L N I W T W N 女 ー

N L N L N S 1 F G Q F S 

この部分のオーバーラップは良く保存されている

3N+1bpの保存 ヒ卜 46 b p 
ウシ 43 b p 
マウス 40 b p 
カエル 10 b p 
トリ 10 b p 
ウ二 4 b p 

ATPase6 

図13 ATPase8遺伝子とATPase6遺伝子の
オーバーラップ
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7. tRNA遺伝子

ヒトデミトコンドリアゲノムで見つかった 22種類の tRNA遺伝子から推定

される tRNAの二次構造を図 14、 1 5に示す。その内訳はセリンを指定する

U C N、 AGNのコドンボックスに対する tR N Aがそれぞれ 1種類、ロイシン

を指定する C U N、 UU Rに対応するものが各 1種類づつとなっており、その他

の 18種類のアミノ酸に対応するものが各 1種類である。その内訳は他の高等動

物と同じである。このうち 11種類が H鎖にコードされており、残りが L鎖にコ

ー ドされている。

通常ミトコンドリア以外の系では蛋白質合成に関与する tR N Aの種類数は 4

0-50種類であるとされるがミトコンドリアの系では酵母では 24種類、高等

生物では 22種類であり、 t R N Aの大幅な省略化が生じている。

一般の tR N Aには安定な高次構造を組むために共通する構造や特徴を保持し

ている。それらの特徴 lま、まず 3つのステム、 2つのループなどの塩基数が保存

されている。ステム部分は水素結合を強くするため、一般に G-Cペアが 50%

以上である。ほとんど G-Uペアやミスマッチなどが存在いない。また tR N A 

はほとんど例タトなく 0-loop中に GG il2 列、 TψC-1oop中に TψCR

A配列が保存されている。 X線結品解析から tR N Aは L字型の三次元構造を取

っていることが知られているが 67、その三次元構造はこれらの 0-loopとT

叩C-1oop中の保存寝基が水素結合を形成することにより、保持されている

ことがわかっている。また 8醤自の泡基は Uとなっており 0-loop中の Aと

水素結合を形成して、構造の安定化に寄与している。また TψC-1oopは 7

b pとなっている。さらにこれらは転写後、機々な Iri飾を受けている。これらの

要素やそれによる tR N Aの構造の安定化はアミノアシル合成隊索、延長因子、

リボソームなどに対する基質特異性を高めるとともに、 mR N A とのコドンとア

ンチコドンによる会合においても、正確性を高める効果があるのであろう。 しい



ては正確な蛋白質合成を行うために必要なものであろう。それに対して脊椎動物

などで報告されたミトコンドリアの tRNAは、遺伝子が決定されたもの、 RN 

Aレベルで解析されたものなど微々であるが、それらはミトコンドリア以外のも

のと 比 べて 対照的な特徴を持っている。そ れは G-C含量が低〈、 G-Uべア、

ミスマッチ が多く、保存配列がほとんどな く、 100  pの数が微々で、かつ修飾

寝基がほとんどないというものであ った。一方、セ リンの tRNA AGYを険き、

これらのミ卜コンドリアの tRNAにおいても、アクセプターステム、アンチコ

ドンステム、アンチコドンループなどの塩基数、アクセプターステムと Dステム

閉の 2j畠基長、 Dステムとアンチコドンステム聞の 1塩基長などは良く保存され

ている。本研究においてもこれらを基準に tRNA遺伝子を同定した。

以上に述べた観点からイトマキヒトデのミトコンドリアの tR N Aを調べたと

ころ、基本的には脊椎動物の tR N Aの特徴と向じであった。しかし GG配列、

TψC配列の見られる tRNAはイトマキヒトデの方がかなり多かった。まずイ

トマキヒトデでは TψCRA配列が保存されている tRNAが7f.重類あった。ま

たTψCR A!'ie列のうち 4 b pまで保存されているものを含めると 14種類であ

った。さらに GG配列については 11種類の tR N Aに保存されていた。 TψC

R A ~è ~IJ 1;1完全に保存されている 7種類の tRNAについては全て GG配列が存

在していた。(図 16 ) また GG 配 ~IJ の保存されている 1 1種類の tRNA側

から見ると、がlの 7種類の tR N Aを含めて 10種類までにおいて TψCRA配

列のうち 4b pが保存されていた。 脊椎動物においてはこのように GG配列、

TψCRA配列が共に保存されているのは、 tRNA Se  r (UCN)、 t R N 

A Leu  (UUR)、 tRNA  Glnの三種類だけである。ウニについて調べ

ると、イトマキヒトデより少な<2種類のウこのとちらにおいても 4種類だけで

あった。また GG配予IJfJ<保存されている tR N A、 TψCRA配列のうち 4b p 

が保存されている tRNAを別々に調べたところ、 f. JJVJd/lSでは TψCR A l'ie 



列の内 4b pが保存さ れているも のが 14種類あったが、 5塩基が完全に保存 さ

れているものは 5種競であり、また GG配列は 4種類でしか見られなかった。さ

らに S.plIJ'fJlIratI1Sではどちらも 8種類づつで、 やはりイトマキヒトデよりかなり

少ない結果であった。 しかしこれらのウ ニにお いても TψCRA配列が完全に保

存されている場合はほとんど GG配列を伴 っており、 2種類のウニで延べ 9種類

中8種類という結果であった。荒木によって解析されたキヒトデにおいてはウこ

と同じくイトマキヒトデよりかなり保存唱基の存在は少なかった。従ってイトマ

キヒトデで共通i草基が良く保存されていることは、 ヒトデの特徴とは言えない。

TψCRA配列と GG 11291Jは水素結合を組んで高;欠構造を形成するという意味

で関係しており、独立に存在しても、さほど意味があるとはいえない。また原級

生物においては T 4JC配列は 16SrRNAと相互作用をしているとの報告があ

るが、これについても、 GG配列と水素結合を形成して、 L字型構造を取ること

が前提であろう。先の結果のように Tψ CRA配列と GG配列の高い相関関係は

これらを持つミトコンドリアの tRNAにおいても、これらの配列が相互作用を

して、高;欠t"造をとるのに役立っていることを 示す ものである。
イトマキヒトデ、キヒトデと 2種類のウニの全てにおいて TψCRA配列と G

G配列が比較的保存されているのは tRNA Ser  (AGN) と2種類のロイシ

ンの tR N Aであった。(表 10 ) このうち tRNA Ser  (AGN) I立高等

動物 ミ 卜コンドリアに共通して異常構造を持つ tR N Aであり、生物種によって、

塩基置倹などというレベルでなく、 Dアームのサイズが縮小するという過激に進

化した分子種である。この tRNAについて共通塩基が保存されていることは注

目される。この tR N Aについては後に詳しく述べるが、遺伝暗号の変化を説明

するよで立体構造が特に重要な要素であると思われ、高次4荷造の解明が望まれる

もので あるが、この ように共通塩基がキヨク皮動物で広〈保存されていることか

b、それが俊能的な要素である可能性は高い。



またロイシンの 2f重惣の tRNAも後に詳しく述べるが、 tRNAの進化上、

極めて注目される分子密である。この 2種類の tR N Aはおそらく 1種類のアミ

ノアシル合成 E著書聖 (AR S )によって認識されるという強い状況証鎚があり、ア

ンチコドンは AR Sの認識部位ではないか、あるいは弱い認識部位であると思わ

れる。

ウシミトコンドリアにおける数種類の ARSの研究によると、それらの AR S 

は微々なミトコンドリア以外のそのアミノ厳に対応する tRNAを認識し、アミ

ノアシル化を行うということが報告されている。それらのヘテロな tR N Aに共

通する部位はアンチコドンだけであることが多く、 ARSの主な認識部{立はアン

チコドンである場合が多いと思われる。これらのことを総括して考えると、たい

ていの tRNAはアンチコドンが ARSの主な認識部位であり、他の部分が少々

ルーズでも問題がないことが多いであろう。

しかしロイシンについては、 1種類の ARSが 2種類のアンチコドンの異なる

tRNAを認識すると考えると、アンチコドンがAR Sの主要な認識部位でない

可能性が高いと恩わる。従って口イシンの AR Sはその他の部分に情報を求める

必要があり、さらにそれは 2種類の tRNAに共通している必要があるであろう。

そのためにこの 2種類の tR N Aはアンチコドン以外の部分が進化上大きな制約

を受け、共通塩基が保存されたのかもしれない。

一方、他の tR N Aにおいてはアンチコドンは言うまでもないが、アンチコド

ンループ全体を見ても tR N Aの他の部分に比べて広い穫聞で最も保存されてお

り、アンチコドンの周囲の環境をなるべく変化させないような制約があると恩わ

れる。このことはアンチコドンが AR Sの主な認識部位であることを反映してい

るのかもしれない。

次にキヨク皮動物にお いて異常な遺伝暗号となっているコドンに対応する tR

N Aの情進を調べた。



まず イ ソロイ シン のコド ンである AT丁、 ATC、 ATAに対応する tRNA

1 1 eではそのアンチコドンが GATとな っていた。(図 17 ) さらにメチオ

ニンのコドンである ATGに立す応する tRNA Metではアンチコドンが CAT

であ った。脊椎動物やショウ ジ ヨウバエの場合イソロイシンのコドン lまAT丁、

ATCでありメチオ二ンのコド ンは ATA、 ATGである。 しかし遺伝子よそれ

らに対応する tR N Aのアンチコドンはそれぞれ GATとCATであり、 ヒトデ

との差異は見られなか った。

まずメチオニンのコドンについてであるが、高等動物ミトコンドリアの場合、

NNAとNN Gの 2コドンファミリーに対応する他の tR N Aでは例外なく遺伝

子上でアンチコドンの 1文字自は Tであることからすると、この脊椎動物、ショ

ウジヨウバエの tRNA Metの結果 lま例外的であり、遺伝子上の解析だけでは

理解できない。ウシや蚊のミトコ ン ドリアの tR N A M e tの解析の結果による

とアンチコドン 1文字自の Cは未修飾で存在していることが示されているが、そ

れがATGだけではなく ATAを認識することは通常では考えにくい.

従来 ミ トコンドリアには細胞質からの tRNAの移入はないとされていたが、

最近になって植物ミトコンドリアにおいては細胞質から一部の tR N Aが移入さ

れていることが判明した 31。さらに動物 ミ トコンドリアにおいても tR N Aの移

入があるという情報もありはっきりしていない。その点ヒトデの結果は遺伝子上

で良〈つじつまが合っており、アンチコドンが未修飾の CATであればそれに対

応するコドンは ATGだけであろう。従ってこれらの差異を解明するためには、

脊椎動物側のアプローチが望まれる。

愚近ウ シの tRNA Metのアンチコドン 1文字自の Cは修飾されているかも

しれないという、 従来とは異なる可能性がよ回、償川、森谷らによって示唆され

ており 、 この点については彼らの解析中の結果が期待される。

次にヒトデのイソロイシンの tR N Aについては遺伝子中でアンチコドン GA



TがATC、 AT丁、 ATAの三つのコドンに対応している。このうち転写物が

来修飾であっても ATCとATTには対応できるが、 ATAには対応できるとは

考えられない。一方、キヨク皮動物以外の生物種においても遺伝子よのアンチコ

ドンは GATであるが、それに対応するコドンが ATTとATCの 2種競であり、

他の 2コドンファミリーにおけるコドンとアンチコドンの対号のシステムと統一

性のとれた結果である。これらのようにヒトデについては遺伝子解析だけからで

は他の高等動物との遺伝暗号の差異の説明ができないため、 tRNAの解析をす

る必要があるであろう。この点については以下で説明する tRNA Asnも同様

の結果であった。

次に AANのコドンボックスにおけるコドンとアンチコドンとの関係について

考察する。このコドンボックスについてもヒトデは他の摘物、下等生物、高等動

物なとほとんどの生物種のミトコンドリアとは読み分けが異なっている。ヒトデ

についてリシンのコドンが AAGだけであり、それに対する tR N A L y sのア

ンチコドンは CTTであった。(図 17 ) 一方ミ 卜コンドリアにおいてもほと

んどの生物種でではリシンのコドンは AAAとAAGであり、普通暗号と同じで

あるが、それに対応する tR N Aのアンチコドンはショウジヨウバエを除いて T

TTになっている。従ってキヨク皮動物とその他の生物種にお 1:1る遺伝暗号の差

異は、アンチコドンが TTTについては AAAとAAGの 2種類のコドン に対応、

できるが、 CTTの場合対応するコドン lまAAGだけであるという tR N Aのア

ンチコドンの差異 によって説明できるであろう。一方ヒトデのアスパラギンにコ

ドンは AA丁、 AAC、 AAAの三つであるがこれに対応する tRNAAsnの

アンチコドンは GTTであった。そ れに対して他の生物径のアスパラギンのコド

ンは AA丁、 AACの 2種類であるが、 tRNA  Asnのアンチコドンはやはり

GTTであり、 遺伝子よでアンチコドンに差異はなかった。これらの状況はイソ

ロイシンのものと同ーであり、 ヒトデにおいて GTTが三つのコドンに対応する



ことを説明するためには tR N A A s nの解析が必要と思われた。残念ながらヒ

トデ卵巣のミトコンドリアにおけるミトコンドリア tR N Aの量は短めて少なく、

現時点で tR N Aの解析の結果は得られていない。

ヒトデミ 卜コンドリアの tRNA 11eゃ tRNA Asnのように 1種類

の tRNAが NN 丁、 NN C、 NN Aの三つのコドンに対応するのは、ミトコン

ドリア以外のシス テムでしばしば見られる。

普通暗号では唯一イソロイシンのコドンだけが、 3コドンファミリーであり、

それは ATT、 ATC、 ATAであるが原級生物ではこれに対応する tRNAは

2種類になってお り、 ATT及び ATCとATAとを読み分けている。それに対

し英被生物ではイソロイシンの tR N Aは 1種類しか見つかっていないが、 t R 

N Aの解析の結果によるとそのアンチコドンの 1文字自はイノシンであることが

ほとんどである。それらの遺伝子は例外な〈アンチコドンの 1文字自が Aであり、

イノシン は Aから誘導されたこ とが解って いる。また真核生物には 4コドンファ

ミリーを NN (丁、 C、 A )と NNGの 3 ・1に読み分けているものがしばしば

存在しているが、その 3種類のコドンに対応する tR N Aのアンチコドンはやは

りIであるこ とが多い。 1は U、 C、 A とwobb1ei.草基対を形成することが

できるため、この ように 3種類のコドンに対応できる訊である。

さてヒトデミトコンドリアのイソロイシンとアスパラギンはこのように 3種類

のコ ドンに対応する必要があるわけで、 そのアンチコドンの 1文字目が Iであれ

ば良いわけだが、遺伝子上ではこの部分はどちらも Gである。しかしアンチコド

ンが Iにな っ ている tR N Aの遺伝子はそ の部分 が例外なく Aとなっている。従

ってこのアン チコドンが修飾されるとしても、 従来とは異な った 代謝経路で Iに

変換されるか、あるいは I以外の修飾混基であるかもしれない。

ヒトデのセリンの tRNA (AGN) についてはアンチコドンが GCTである

が、それは下等生物から脊惟動物に至るまでほとんど保存されている。 しかしそ



れに対応するコド ンは進化の過程で変遷している。下等生物では AGYがセリン

であり AGRはアルギ ニン であるが、 非脊維高等動物では AG Nがセリンになっ

ている。そして AGRに対応するはずであ ったアルギニンの tR N Aは存在して

ない。さらに脊他動物では AGYがセリンのコドンであり AGRは停止コドンと

なって いる。非脊椎高等動物ではアンチコドン GCTが 4種類のコドン AGNに

対応しているわけである。このように 1種類の tR N Aが 4種類のコドンに対応

するのは、 ほとんどミトコンドリアだけに見られる特徴ではあるが、このケース

以外は例外なくアンチコドンの 1文字目が丁となっている。従ってこれらのコド

ンとアンチコドンの対合関係は従来の描像では説明できない。

高等生物の tRNA Ser(AGN)は共通してきちんとした Dアームに欠く

構造を持っており、立体的にはかなり不安定な情造であろう。なかでも脊維動物

のtRNAはほとんど Dアームの痕跡が残っていない。それにたいして先に述べ

たようにキヨク皮動物ではステムアンドループにはなっていないが、 GG配列と

TTCRA配列を持っており脊椎動物より安定な構造をしている可能性が強い。

これらの差異が立体化学的な意味でコドンの読み分けの差異になって いるのかも

知れない。(図 18 ) 

飯後にロイシンの tRNAの進化について考察する。ヒトデやウこでは ND 5 

遺伝子が脊椎動物と比較して約 100b p程長くなっている。この周囲の 遺伝子

配置は脊椎動物では tRNAHis、 tRNA Se r (AGN)、 t R N A L 

eu (CUN)、 N D 5となっているが、キヨク皮動物では tR N A H i 5、 t 

RNA Ser (AGN)、 ND 5とな っており tRNA Leu (CUN)が欠

IIしている。その代わりに約 100b pほど長くなっているのである。(図 19 ) 

ウニのグループがこの部分を詳しく調べたところ、 t R N Aー Li k eな配列が

この部分に存在し、それは脊椎動物などの tRNA Leu (CUN)遺伝子と相

向性が高いとの結果を得たと報告した 68。つまりこの約 100b pにはもともと

1'7 



tRNA Leu  (CUN)遺伝子が存在してのだが、何等かの理由により疑似遺

伝子化した可能性が強いというものであった。さらに現存している tR N A L e 

u (C U N )遺伝子を tRNA Leu (UUR)遺伝子と比絞したところ、 83 . 

1%の相向性があることが解った。その報告を受けて我々もヒトデについて検討

してみたところ、まず ND 5遺伝子の 5' 端の約 100  b pの部分にやはり脊椎

動物の tRNA Leu (CUN)遺伝子と約 50%程度の相向性があることが解

った。またヒトデの tRNA Leu (CUN)週伝子と tRNA Leu (UU 

R)遺伝子の間には 76.1%の 相向性が見られた。(図 19 ) それに対して脊

椎動物の 2種類のロイシンの tR N A 遺伝子の間にはせいぜい 40%~50% 程

度の相同性しか見られない。これらの結果を総轄するとミ卜コンドリアの遺伝子

配置の変化の様相の一端を伺うことができる。(図 20 ) 

まずキヨク皮動物において 2種類の tR N A遺伝子の相向性が高〈、一方脊椎

動物ではそうではないことから、キョク皮動物については現存する tRNA Le  

u (C U N )は tRNA Leu (UUR) からのJm生物であるだろう。ミトコン

ドリアの大抵の tR N Aではアミノアシル合成醇索の主な認識部位はアンチコド

ンであると思 われるが、 ミ トコ ン ドリア以外の蛋白質合成系については、 アンチ

コドン以外の部分に AR Sの主な認識部位が移行しているケースも多い。キヨク

皮動物の 2種類のロイシンの場合もこのようなケ スであると考えられる。さら

にアンチコドン以外の部分に A R Sが情報を求めるため、 t R N Aの進化速度が

制約を受け、キヨク皮動物では例外なく 2種類の tR N A中に GG 1í~:91j TψC  R 

A 1í~:9IJ が保存されているのかもしれない。

tRNA Leu  (CUN) が tRNA Leu (UUR)のj民生1却であるという

ことは、 過去に tRNA Leu (UUR) が組み込まれて、Ji:複してゲノム中に

存在したことを示している。また先祖型の tRNA Leu (CUN)の痕跡があ

ることも、遺伝子配置の変化を考察するうえで、良い情報であった。不要な配列



を廃出して縮小化しているミトコンドリアゲノムにおいて、このように疑似遺伝

子が残っていることは注目されることであるが、おそらく、偶然に元の tR N A 

Leu  (CUN)遺伝子中に開始コドンがフレームに沿うように存在し、終始コ

ドンが存在せず、さらに余分に翻訳される N末のポリペプチドが蛋臼質の機能に

ネガテイブな影響を与えないなど、の偶然があったのであろう。
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表， 0 椋皮動物においTTCRA-GG配列の保存されて
し1るtRNA

イトマキヒトデ キヒトデ パフンウニ ウニ(P./iνidus)

TTCRA GG TTCRA GG TTCRA GG TTCRA GG 

tRNA :.~~. 
CUN 
。。。。。。。。

tRNA ，~，~~ 
UUR 
。。。GT 。。。。

tRNA :~ ~ 
AGN 。。。。。。。。

tRNA5er 
UCN 
。。。。X 。。GA 



AUN boxにおけるコドンとアンチコドンの関f果 AANboxにおけるコドンとアンチコドンの関↑来

ほとんどの生物 ヒトデ ほとんどの生物 ヒトデ

同?~. '?ベ川町7ベ7ベ
，、ぺ'、，、' 、，、吋'、，、' ‘，、'・r、，、， 一-、'，-P，、F 
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Change of Codons AGR with Change 
of tRNAs for Arg / Ser 

Pro!ozoa Inver!ebra!es Ver!ebra!es 
Cnidari白

AGR codons Arg Ser Termlnator 

tRNA!~~ + [Oeletlon 01 tRNA'噌 (AGR)In Genomes) 

tRNAÄ8~ やづ← j←

図18



Comparison of 5' -adjacent region of ND 5 gene betweel 
Ecl1inoderm and Vertabrate mitocl1ondrial genomes 

Echinoderrn を~[漏出; NO 5 三

Vertabrate 
」弓芸 F…円!問剛叫叫R附M叫NK川d州川N04 J--r--c九.' iし 正 NO 5 毛一

Sea urchin (P.lividus): 83.1% 
Anlicodon loop 

Leu(CUN) ~7TG付うTAGCAAGTGGTTAATGCAAAAGAþTT子GG付fTTTTC-ATCGAAGGTTCAACTCCTTCTTTCρ
j. • • "L ・

Lell(UU円)GCTAAAATAGCAAGTGGTTAATGCAGAAGG~CIハAG刈CCTTCCTATCAAAGGTTCAACTCCCTTTTTTA

r-(CTT AGAA) 
L_ Anlicodon loop 01 Ihe IRNALell(CUN) gene buried 
in ND5 gene 

Starfish (A. pectinifera): 76.1 % 
." '. "'l ' -""" r.~.， ~. I 

Lell(CUN) ~7T~ GGGTう?円付GTGGTT十 CTGC千GT十GAPTう G9うI~CTA-CGうTCAう GGGTTC千十干7557T57TTPA
Lell(UU R ) GCTGAAATAGCAAAGTGG T-AATGCAAGAAG~çI^^Q~rTTCTTTATCGAAGGTTCAAATC CTTCTTTCA 

(TATAAAA) 

図19
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図20tRNALeuの進化と遺伝子配置の変化



8. 7'ロモ-7 -ì!è~IJ 

2 で述べたようにヒトデミ トコンドリアゲノム中には約 80 0 b pのスペー

サー配列が存在する。その内大きなスベーサーは三カ所でそれぞれ約 45 0 b p、

1 40 b p、 5 1 b p でありスペーサ -líè~IJ の約 80% を占めている。さらに 1

o b p ~ 3 0 b pのスベーサーが 5力所に存在している。これらのスペーサー配

列を調べた所この 5力所の 10 b p ~ 3 0 b pのスベーサーに、共通する" T T 

ATATATAA"というパリンドローム配列が存在していた。(図 21 ) こ

のうち完全にこの配列になっているのは 2カ所だけであったが、残りの 3力所の

内、 2力所については末端の 1塩基が、 1力所については末端から 2塩基目にお

いて 1塩基が異なっていた。つまり正確にはこれらの 5力所の配列は"T T A T 

ATATAA"の 10 b p中 9b pまでが 致しており、またこの 10 b pの真

ん中の 6b pが完全に一致していることになる。そこでスペーサー以外の遺伝子

領減、約 15、 500 b pについてこれらの 10 b p中 9b pまでが一致する部

分を深した所 4力所に存在したが、そのうち真ん中の 6b pが保存されているの

は 1力所だけであった。これらのように、この配列がわずか に存在するス ベーサ

ー領域に選択的に見られることから、何かの後能を持っているであろうと判断で

きたが、この配列の置かれている位置について状況(図 21) を考慮したところ

7 ロモーヲー配列である可能性が非常に高いものと考えられた。その根拠は以下

の通りである。

まず 3~ で述べたように t R N Aは rR N AゃrnRNAをしきるように存在し、

t R N Aが切断されることによって、 r R N AやrnRNAがプロセシングされる。

しかしヒトデは tR N Aがあまりゲノム中に散在しておらず、脊椎動物と異なり、

16SrRNAや ND 6、 C y t bのrnR N Aのフ・ロセシングについては tR N 

A punctuationモデルでは説明できない。 しかしヒトデミトコンドリアゲノムで

はtR N Aの代わりに、この配列が 16SrRNA;宣伝子の 5'端、 N D 6遺伝



子の 5・端と Cy t b遺伝子の 5'端に挟まれて存在しており、 t R N Aの切断

により プ ロセシンクされる代わりに、プロモーターからの転写によって 5' 端が

生じると考えると都合が良い。さらにこの配列はパリンドロームであるためプロ

モ一歩ーとして働くとすると両方行に転写する可能性が高い。その意味において

見ても N0 6遺伝子と C y t b 遺伝子の間にあることは都合が良い。また同様に

N 03遺伝子と tRNASerUCN遺伝子、 C0 1遺伝子と tRNAPro遺

伝子も 5'末端が接しているが、その問にもこの配列が存在していることなどが

あげられた。

さらにウニやキヒトデのゲノム中にもこの配列は保存されており、その位置も

ほぼ同じ部分に存在していた。(図 22 )従ってこの配列はキヨク皮動物に共通

するプロモーヲー配列であることは間違いないであろう。

脊椎動物のプロモーターは良〈研究されており 69，70、インビトロでの転写など

も行われている。それは 0-100pに局在しており、 R N Aポリメラーゼは H

鎖、 L鎖それぞれの鎖を鋳型にゲノムを一周する。その配列はあまり保存されて

おらず、 ヒトとアフリカツメガエルでは全く共通性がない。ヒトのブロモータ

はパリンドローム構造になっていない。またアフリカツメガエルは不完全なパリ

ンドローム構造になっている。それにも関わらず、それらについて転写実験の結

果、脊椎動物のプロモーヲ でも両方向に転写されることが解っている。

一方酵母のミ卜コンドリアのプロモーヲーは各遺伝子ごとに存在し、配列も良

〈保存されている 71。それはキヨク皮動物や脊椎動物と異なり一方向のみの転写

である。

このように RN Aポリメラーゼがプロモ -7ーから両方向に転写するのは、高

等動物ミトコンドリアだけでみられる特徴であり、進化の過程で獲得した性質で

あろう。 そして最初はキヨク皮動物のようにパリンドローム配列を認識すること

から始まり、その後脊椎動物のように進化したのであろう。また現在の高等生物



の祖先においては、やはり現在の下等生物のように、ゲノム中にブロモー?ーが

散在していたであろう。その後脊椎動物とキヨク皮動物のように、ブロモーヲー

の配置状況に差が生じたのは、 t R N A遺伝子の遺伝子 配置の差に大き く影慨さ

れたのであろう。脊椎動物では tR N A遺伝子を他の遺伝子間へ配置させること

により、 r R N AやmRNAをきちん とプロセシングするための 機能 を省略化で

きたのに対して、キヨク皮動物では何等かの原因で tRNA遺伝子がクラスヲー

を形成したため、プロモーターを脊縫動物ほど集約化できなかったのであろう。

最後に、このi量定プロモーターを検証するため 16SrRNAのマッピングを

行ったのでそれについては 10撃で結果を示す。
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図21推定プロモーター配列
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図22赫皮動物ミ卜コンドリアDNA中で見い
だされた推定プロモータ一部位



9.鎖 (Strand)に特異的な海基組成の偏り

従来、 様々な生物のゲノムについて、最も簡単なキャラクタリゼーションは塩

基組成分析により、 G+C/A+T含量を調べることであった 72-750 GとC、 A

とTを組み合わせる理由としては、 2本iltDNAにおいては A=丁、 G=Cとい

う厳格な関係が成り立つことであった。またサイズの極めて大きいゲノムについ

て、相補鎖を分離して、その各室fiについて塩基分析を行うことは実験上不可能で

あることもその 図であるだろう。 DNAは 2本鎖である限り A+T))G+C、

A+T((G+Cなどのケースは存在しでも、 A=丁、 G=Cは厳密に守られるこ

とである。 しかし、 それぞれの鎖について議論する場合、原理的には A))丁、 A

《丁、 G))C、 G (( Cなどのケースがあっても良い。実際には、少なくとも遺伝

子のコードされている部分については遺伝情報を保持しているためt包装置倹の自

由度が制約され、あまり侮端な塩基の偏向は無いかもしれない。

近年 DNAの塩基配列の決定の筏術が進歩し各遺伝子の塩基配列が決定される

に従い、 i量基組成の偏向や塩基置換の傾向などについての徹密な議論が可能にな

った。微々な蛋白質遺伝子において解析の結果、蛋白質遺伝子の中ではコドンの

3文字目に最も塩基組成の偏向が見られ、さらに塩基置換が頗Mに生じることが

判明した。コドンの 3文字自においては、例えば 4コドンファミリーの場合、 3

文字目がどの塩基に置換されても指定するアミノ酸が変化せず、また 2コドンフ

ァミリーについてもプリン塩基、あるいはピリミジン塩基どうしの置換の場合、

福定するアミノ酸配列が変化しないなど、最も塩基置換の自由度の高い部分であ

る。従って i畠基置j突が頻繁に生じる(生じた泡基置換が高い確率で定着する)の

であろうが、もし場基置換の傾向に i孟基特異的な偏向がある場合はその塩基の偏

向が最もコドン 3文字目に現れるわけである。逆に言え 1<1:コドンの 3文字目を見

るとiE基置換の傾向が推定できるわけである。

ところで以上に述べた泡基置換の原因というのは、 DNAポリメラーゼのキャ



ラクタ一、修復系酵素のキャラクヲ一、塩基の代謝量、化学的、物理的な攻怒に

よるダメージなどによる、あるいは彫皆されるものであるが、コドンの 3文字自

のi甚基組成に影響するもう 1つの宣妥なファクタ が池村により報告された 76・7

それは細胞中の tRNAの存在量とそれに対応するコドンの使用銀度に正の相

関関係が存在するというものであった。つまり存在量の多い tRNAに対応する

コドンは良〈使われ、逆 に存在震の少ない tR N Aに対応するコドンの使用頻度

は少ないというものである。さらに 1種類の tR N Aが 2種類以上のコドンに対

応する場合はそのコドンとアンチコドンとの対合能がコドンの使用銀度に関係す

ると説明された。これらの理由としては、機々な見解があり統一されているわけ

ではない。 しかし発現量の多い tR N Aに対するコドンを多く使用した場合、コ

ドンに対するアンチコドンの会合確患が高くなるなどの理由で、効率よく蛋白質

合成が進行する言うことは事実であり、見解の相違はそれらの事実のコドンの偏

りに対する関連が積侮的、あるいは消 f量的であるという所にあると思われる。対

合能が問題とされる場合はブルーフリーディングなど効率の都合の良し慈しが合

成効壊と関連あるのであろう。

遺伝子配置の章で述べたようにヒトデでは ND 1遺伝子、 ND 2遺伝子が H鎖

にコードされている。この蛋白質遺伝子のコドンの使用頻度を調べたところ、 N

D 6遺伝子を除く他の蛋白質遺伝子のものとは全〈傾向が異なっていた。表 9に

ヒトデの蛋白質遺伝子のコドンの使用頒度を H鎖、 L鎖別に示した。この傾向を

端的に言えば塩基置換の自由度の最も高いコドンの 3文字目において Linにコー

ドされている蛋白質遺伝子では A) 丁、 C)) G となっており、逆に H鎖のものに

ついては T ) A、 G))C となっているということである。また従来、 ミ卜コンド

リアのゲノムは A+Trichであると言われていたが、 L鎖についてみるとコ

ドンの 2文字目が Tであるコドンボックスを除いて Cの頻度が Tより多かった。



H鎖については AとGが比較の対照となる 14のコドンボックスの内、 7のコド

ンボックスにおいて G>Aであ った。さらにこの結果は全ての蛋白質遺伝子に共

通にみられることであった。

表 11にヒトデの各蛋白質についてのコドンの 1、 2、 3文字目の塩基組成を

示した。これで示されるように全ての蛋白質遺伝子について L鎖にコードされる

ものは A)丁、 C))Gとなっており、 H鎖のものは T) A、 G)) Cとなっていた。

;欠に図 23にヒトデ、ウ二、脊格動物、ショウジヨウパエの蛋白質遺伝子につ

いてコドンの 1+ 2文字呂、 3文字自における、海基組成を H鎖にコードされて

いるもの、 L鎖にコ ドされているものを分けて示す。この図で示されるように

ショウジヨウパエを除〈全ての動物について程度の差はあるものの、コドンの 3

文字自において L鎖にコードされるものは A>丁、 C>Gとなっており、 H鎖の

ものは T>A、 G>Cとなっていた。特にウこを除いては CとGの組成の差は大

きく、 ヒトデ、脊椎動物で 4~ 1 5倍ほどの差になっていた。これらのことから

このコドンの使用頻度の偏りはキョク皮動物、脊椎動物に共通して いることが解

った。さらにこれらの L鎖においてコドンの 3文字目が A>丁、 C>Gという傾

向は脊縫動物やウ二において、 ヒトデでは H鎖にコードされている ND 1、 ND 

2遺伝子についても全く同機に見られた。これらのことによりコドンの 3文字 目

における塩基の偏りはコードされている鎖によって決まって いることと考えられ

る。

次にコドンの使用頒度と tR N Aの存在比との関連であるが、ミトコンドリア

のシステム場合 22種類の tR N Aで全てのコドンを読み分けており、例えば 4

コドンファミリーに 1種類の tRNAが対応しているなどの事情から、 tR N A 

の存在量が同議コドンの使用頻度に影智することは本質的にない。ただしコドン

とアンチコドンの対合能との 関連 の可能性は依然存在している。 しかし図 23を

見る限り、個別の コドンボ ックスについては議論できないが、総じて議論すると



L鎖と H鎖のコドン 3文字自の I畠基組成はほぼ完全な対照性を示しており、 tR 

N Aとの対合能などの膨官はないと思われる。

それに対してショウジヨウパエは全く異なった傾向を示している。そのコドン

の 3文字目は侮端に A+Trichであり、その AとTの存在頻度はほぼ等しく

45%~50% である。わずかに数%存在する C と G については若干ヒトデと同

織の偏りがみられた。しかしこのショウジヨウパエについては基本的に従来から

良〈知られている A+Trichという描像に従っていると思われる。

コドンの 3文字目がにこのようなコドンの偏りは従来から脊椎動物のミトコン

ドリアにおいても報告されていた現象であった。それは蛋白質遺伝子のコドンの

使用頻度について、その 3文字目!ま A、 Cに窟み、 Gが大変少怠いと言うもので

あった。さらに ND 6だけはそれとは傾向が異なっていると報告されていた。 し

かし脊椎動物においては、 ND 6のコドンの使用頻度を含めて全ての蛋白質遺伝

子のコドンの使用頗度をまとめて報告しており、 ND 6の差異については簡単に

ふれられているだけであった。

ヒトデにおいて得られたデータがそれらに対して有意義な点の 1つは、かなり

多くの HUIにコードされた蛋白質のコドンの使用頻度のデータが得られたことで

ある。高等動物のミ卜コンドリアにコードされている蛋白質の総アミノ酸残基数

は約 3800残基であり、その内 ND 6 は 160~170 残基である。それに対

してヒトデの ND 1、 ND 2はそれぞれ 322、 354残基であり、 N D 6を加

えると 839残基のアミノ酸が H鎖にコードされていることになる。本研究では

これらのヒトデについて得られた貧富なデ ヲをもとに、従来ほとんど調べられ

ることのなかった H鎖にコ ドされる蛋臼質におけるコドンの偏りを解析するこ

とができた。

さらに最も有意義である点はヒトデとウこにおける遺伝子の反転部分(特に N

D 1、 ND 2遺伝子)を比較する事により、従来塩基の偏りをストックとしてで



しか捉えることができなかったのに対して、フローの概念を持ち込めることであ

った。つまり近視眼的に(分岐したのは 5億年以上前であるが、その 後遺伝子反

転を険いて他の要素はほとんど変わっていない。)同一起源に由来するヒトデと

ウニにおいて、 ND 1、 ND 2週伝子だけにコドンの 3文字自の題基組成の傾向

の差が見られることは、反転によってこれらの遺伝子の塩基置換の傾向が変わっ

たことを明確に示している。つまりストックだけでは場基が偏っていることしか

解らないが、 反転領主主の比較により初めて塩基が偏るメカニズムが働いたと言う

ことが 言える。

以上のことによりコドンの 3文字自に偏りが見られることは、 m白質合成効率

などの影智でなくコードされている鎖によるであろうことが解ったわけである。

さらにそれは従来から用いられていた、 A+T/G+Cという偏りの捉え方とは

本質的に異なったものであ った。

;欠 にこ の ような鎖による温基の偏りが tRNA遺伝子にどのように影智してい

るかを調べた。 tRNAはコドンの 3文字 目のように必ず泡基置換の自由度が高

いといえる所は存在しない。そこでまずそれぞれの鎖にコードされている tR N 

Aについてトータルの塩基組成を調べたところ、各鎖聞で塩基組成に大きな差は

存在しなかった。またループ部分について調べた結果も大きな差異は見られなか

った。 しかしミトコンドリアに多く見られるステムのミスマッチ塩基対について

調べた ところ、 コドンの 3文字自に見られた塩基の偏りと矛盾しない結果を得た。

表 12はヒトデの tR N Aに見られる G-U塩基対、ミスマッチベアの{回数を

数えたものである。またイトマキヒトデとともに荒木によって調べられたキヒト

デのデーヲを付記した。この表から明かなことは H鎖と L鎖の tR N Aの問で G

-T塩基対の存在数に著しい差が見られたことであった。 H鎖にコードされる t

R N Aは 11種類存在するが、それらの tR N Aに各 1~ 5個の G-T i~ 基対が

存在し、 1 1 1重類の合計でイトマキヒトデには 3 2個、キヒトデには 24個の G



-T j甚基対があった。それに対してし鎖にコードされる tRNAについては 11 

種類の合計でそれぞれ 7個、 8個であり H鎖のものに比べて 1/3-1/4とな

っていた。 G一丁 場基対のつぎに良〈存在しているのは A-Cべアであるが、こ

れについてはし鎖にコードされている tR N Aのほうに若干多く見られた。この

結果は tR N Aについても、そのステム部分において H鎖は G、 Tに LiJ'lは A、

Cに置換されていくという塩基の偏りに影波されていることを示している。

そこでつぎに脊椎動物、ウニについても同僚の解析をした。図 24は各生物の

t R N A一種類当たりの G-T塩基対、 A-Cベアの個数を示している。この図

から示されるように、ヒトデと同僚に G-T塩基対、 A-Cぺアに差が存在して

いた。

以よの結果によりこれらの塩基の偏りは蛋白質遺伝子だけでなく、 t R N A遺

伝子にも見られることから、全ゲノム的に働いていることが示された。

このような鎖によって A>丁、 C>Gなどの塩基の偏りは一般には見られない

現象である。その理由としては;欠のように考えられる。

DNAに復基置換を引き起こす原因は微々存在する。それは例え 1<1:、復製系、

修復系など DNAポリメラ ゼのミス、それらを増長させるようなtE基代謝の偏

り、あるいは他の修復系酵素のキャラクヲ一、化学的試薬の攻~、 E聖書理的攻聖書、

uv光、放射線等による攻態、などである。しかしこれらは対称的な術造を持つ

D N Aの 2本鎖に対して鎖に対する特異性を持っているとは考えられない。ある

いは DN Aポリメラーゼには配列特異的に誤った糧基を導入する可能性があるこ

とも否定できない 78。それは例えば蛋白質遺伝子の章でふれたように、ここでの

べた bi a sとは別のコドンの方言を形成する要因かもしれない。さらにそれが

ルーチン化して、 特異的な配列の自己増殖を引き起こす可能性もある。 しかし蛋

白質遺伝子も tR N A遺伝子も数十%以上の配列が俊能的な必要上変化できない

部分であり、その部分が逆にゲノムの塩基配列のある程度のランダムさを保証し



てくれる。従って、仮に DNAポリメラーゼに ile~IJ 特異的に誤った 1亙基を導入す

るというキャラクヲーが存在したとしても、それは保証されたランダムさによっ

て打ち消されるであろう。

これらの非対称的な塩基の偏りはミトコンドリアゲノムの非対称的な複製機構

に関連があるのかもしれない。脊t量動物において研究されたミトコンドリアの復

製はまず D- 1 0 0 p領域より H鎖の複製から始まる。その H鎖の複製が約 60 

%~70% 終了した時点で初めてし鎖の複製開始点が箆出して、 L鎖は復製開始

の権利を得る 79-8'. (図 2 5 ) 電子顕微鏡による解析によると、 H鎖鎖の複製

が終了した時点でまだし 鎖の複製が始まっていないゲノムが数十%存在している

ことが報告されている B2， 83
0 これらのことから塩基の偏りの原因となる 2通りの

可能性があると思われる。

まず 1番目として、ミトコンドリア DNA;j{リメラーゼに塩基特異的に誤った

泡基を導入するキャラクヲーがあるとする。実際報告されているほとんどの DN

Aポリメラーゼについて A、 C、 G、 Tに平等なアフィニティが存在することは

ない。このようなキャラク?ーが存在しでも、通常の DNA復製の場合は 2本鎖

DNA各々のどちらにも作用して、非対称性を生む原因にはならないであろう。

しかしミトコンドリアゲノムの場合、 Hi自の復製が終了したにもかかわらず し鎖

の復製は完了しない状況で、例え It ヌクレアーゼ、化学的、物理的な攻~等で L

iJ't複製のテンプレートとなる親 HiJ'tDNAが分解されることなどがあるであろう。

あるいはし鎖の合成が終了する前に、;欠の H鎖の合成が終了するかもしれない。

いずれにせよ、 H鎖の合成がし鎖の合成の条件になるということから、 Hi.自の L

iJ'tに対する優位が存在する事は確かである。 2本鎖の完全な合成が必須である核

のゲノムと異なり、 ミトコンドリアゲノムは細胞中、あるいはミトコンドリア中

に複数存在しているため、 Lil'lの合成がが必ずしも完了しなくてもそれは問題と

ならないであろう。このような場合塩基特異的なポリメラーゼのキャラクターが



鎖に一方的に影唆するかも知れない。

もう一つの可能性としては、複製過程では L鎖はかなり長い時間 1:<$:il'l状態で

存在している。 1本鎖oN A は 2 本鎖 DNA に比べて、化学的、醇紫的な攻~を

受け易いという報告は様々存在している。従ってこのような攻怒による塩基置換

がし鎖に一方的に蓄積し、鎖によ る塩基の偏りが生じたのかもしれない。



表 11 ヒトデミトコンドリアゲノムにコードされた蛋白質
遺伝子の塩基組成

1 sl 2nd 3rd 

A C G T A c G T A C G T 
ND 1 19.0 16.9 29.8 34.4 17.2 21.2 15.3 46.3 19.0 6.4 28.8 45.7 

ND2 25.1 13.6 26.6 34.7 16.4 17日 20.1 45.8 26.3 7.3 26.0 40.4 

ND3 20.0 27.3 22.7 30.0 16.4 25.5 10.0 48.2 33.6 38.2 4.5 23.6 

ND4 34.6 26.7 15.9 22.8 15.7 30.2 12.4 41.7 38.9 30.2 11.3 19.6 

ND4L 34.7 27.6 15.3 22.4 15.3 25.5 10.2 49.0 39.8 27.6 12.2 20.4 

ND5 35.3 20.6 17.5 26.7 20.1 25.6 12.8 41.5 39.0 25.0 6.7 29.3 

ND6 24.7 7.4 32.1 35.8 16.0 15.4 19.8 48.8 24.7 9.3 28.4 37.7 

COI 25.1 22.4 28.4 24.0 17.0 26.7 15.9 40.4 36.4 27.9 11.0 24.8 

COII 25.3 23.1 25.3 26.2 25.8 24.5 12.7 37.1 43.2 31.4 7.9 17.5 

COIII 25.4 24.2 24.2 26.2 18.8 23.1 19.2 38.8 38.8 32.3 5.0 23.8 

ATPase 6 29.1 25.2 18.3 27.4 16.5 27.0 11.3 45.2 39.1 36.5 6.1 18.3 

ATPase 8 51.9 20.4 7.4 20.4 20.4 29.6 14.8 35.2 48.1 27.8 5.6 18.5 

Cyt b 26.9 24.0 20.8 28.2 20.6 24.5 13.2 41.7 42.2 27.2 6.9 23.7 



1st + 2nd 3rd 

501~ _n ._ ~1 50 Starfish :: ιn 円自目 Mouse 30 
(A. pec伽伽.) 20 IBl日回目11.1 目11 20 

10 

50 
GI  Bln.1  G 

Sea urchin 30 t _ _ _ 11111 11 IJ~ I Frog 30 

(P.livldus) 20 1..1 IJ 11Bl1II111!I1.Jl1IIII I!Ill 20 
10lBIBIBIBIIIIIIBIBilllll 10 

50 
401 1111 _1 40 

Sea ur州 1 30 院副 III Chicken ~~ 
問巾附IUs) ~~ 111山| 目III目7目|

50
0 

… j ~l』削JlJ] Fruit 町 j
ACGT  ACGT  ACGT  ACGT  

国 H-Slrand 口 l-slrand 

図23 様々な生物におけるミトコンドリアDNAに
コードされる蛋白質遺伝子の塩基組成



表 12 ヒトデミトコンドリア tR N A遺伝子に
見られる非ワトソンークリック型塩基対

A-C G-T A-A C-C G-G T-T A-G C-T 

A A.' A A.. A A.' A A.' A. A.' A A.' ，、 A.' A A.' 
Asn 
CV8 4 1 2 11 1 1 
G 
工1. 3 
eu{CUN 1 41 1 1 l 

日 Meヒ
Pro 31 5 

註T副""旦E旦j 2 1 1 

Tvr 41 2 2 1 1 l 

Total 3 1 2 32 24 11 2 11 0 。。1 1 3 3 1 2 o 1 2 
A1. 2 1 1 
Ar l 1 1 1 

卜fiu 1 1 1 1 

L 
1 1 1 

er{AGN 2 l 1 1 2 

Total 61 5 7 1 a 31 4 11 0 o 1 0 4 1 2 3 1 1 1 1 4 
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なぜ鎖特異的に塩基置換が生じるのか?

ミ卜コンドリアDNAの特異な複製系

0" 

~úLf史 2
3 

ミトコンドリアDNAの複製中には3のような中間体が多く存在する

1. 一本鎖状態の親H鎖は化学的、酵素的に攻撃され易いのでは?

2. 二つの娘DNAは平等な数生じるのか 7

図25なぜ鎖特異的に塩基置換が生じるのか?



1 O. 1 2 S、 16SrRNA遺伝子

16SrRNA遺伝子はその両末織には脊椎動物と異なり tR N A遺伝子が存

在しないためその末端がはっきりしない。その 5' 綿側には ND 2遺伝子がある

ため、 5' 端の限界につ いては 一応の予想はつくが、特にその 3・末端は非コー

ディング領域と接しており、さらにウニなどとの相向性が低 いためその末端をサ

イズ的にしか予想できないという、 DNAの解析からだけではその両末端が は っ

きりしない遺伝子である。 しかしその 5' 端については 16SrRNA遺伝子と

その 5' 側に存在する ND 2遺伝子との 間にある推定プロモーター配列から転写

している可能性が強〈、その 5'綿がこの縫定プロモーター付近にマッピングさ

れれば、 i量定プロモーヲーを強〈検証することができ、また 3' 端を決定するこ

とで遺伝子の完全な同定だけではなく、転写終結ある いはプロセシングなどの構

造について惟察できるなど、 R N Aレベルの解析が特に必要な分子1重であ った。

この 16SrRNAに対してフ.ライマーエクステンシ ョン j去、 S 1マッピングj去

によって末端を数 bpの誤差の範囲で決定した。図 26に両;去の簡単な手順を示

す.

図 27は得られたオートラジオグラムである。それによって得られた結果をま

とめると図 28のようになる。

得られた 5' 端は 90 1 9の Tに決定された。さらに 90 4 4の Tにわずかな

バンドが認められた。 9019の Tは惟定プロモ一歩一配列の 2塩基下流にあり、

この TTATATATAAがプロモーター配列であることを強〈支持した。また

9044の Tのすぐ上流の配列は TTATATCATとなっており、若干プ ロモ

ーターとして働いているのかもしれない。またこれに対する 9044の Tの位置

は9019の Tの位置と比較して 2 b p上流であった。従ってプロモーター配列

に対する転写開始点の位置は厳密でないのかもしれない。

3' 端lまS 1プロ ープの 3'端(7 7 2 2 )から 228:t5bpにマッピング



された。この 3' 綿はウ二などとのサイズ的な予想からは 30~40bp 大きか

った。この付近にうF ミネーシヨンとなるようなステムアンドループ構造な どを

存在を調べたが、せいぜい数 bp程度のステムアンドループ構造しか存在せず、

またそのような数 bpの構造はかなり多 く存在するため、はっきりしたことは解

っていない。

それに対して 12SrRNA遺伝子lま両末端に tR N A遺伝子が存在している

ため、 t R N A punctuationモデルによるフ・ロセシングを受けるものと考えられ

る。
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!V . まとめ

イトマキヒトデミ トコ ンドリアの 1人JB a rn 11 1 ( 1 2、 2 8 G ) -X b a 1 

( 1 ~、 ~ 8 0 )フラグメント、 E C 0 n 1 ( 1 4、 42-1 )-SalI(15、

3 6 9 )フラグメン トを 大間配lベクヲ ー (pUC 18) 小に クローニングした。

2 

Sall  (15、 3 G 9 )ー βamHI(1 ;16、 2 6 1 )フラグメントを

含む lVi片 を rC 11 i.止により j凶帆し、 1与た。

3. 

イトマキヒトデミトコンドリアゲノムの約 3/4(12、 '1 1 1 b p )の j昌弘

配列を新たに決定し、全出品目G9
'
J ( 1 6. 2 G 0 b p )の決定を完成させた。

4 

その lJ~~ 注目G 91J 0) lVi l!iにより次 のこ とが限 った。

①.ゲノ ムには 13 1I!1のm己1r.l 遺伝子、 2 2 f聞の tn N八遺伝子、 2 11~ の l' n 

N 八 j立伝子 力t コー ドさ~"ていた。その l向 n\'; はy.f 1ft動物、 f日足動物 ミ トコンドリア

ゲノムのものと 同 ーであった。

@. その j宣伝子 nG¥包は fi1ft刷物のものとかなり見なっていた。 ウニのものとの

1111には;1. G 1< iJ pの遺伝了反転があったが、反転領域内、反転問問外の jfif王子

配iEは完全に}欽していた。ヒトデの特i以は 13 111.1の LI1NAill伝子がクラス宇

ーを形成していること、 2 f聞の l'n N A ifi伝子力f互いに打ltlliIi'iにコードされてい

ることであった。 iFi名'はfJIf(， 刷物に J歩ら~"るような t n N八 pun ctuaL  

i u n m u d e 1を Jili完するシステ ムの必要を示 11去し、 プロモータ -[IG 9'Jの他

定につながった。 i去ぢはな Iff動物と兵なり、 2 11M の l'n N Aの溌況が同-l' e g 

ulat.ioll下にないことを示した。

i I / 



Q). lJi I江!'I.ii'i(王子の円1lliにより、 N D 1、 ND 5 jj'j伝子については GT Gが IJiI

始コドンであると HE定された。また^T P a s e 8とATPase6遺伝子には

1 6 J，IL1J ~のオーハーラップが存右した。 C y L b、 C0 1 1遺伝子には終始コ

ドンが存在せず、 m11NAf消防体の ;1:リアデニル化が終始コドン生成の 条件とな

っていた。キョク皮動物の ill自民のiffi化迷度は狩HEif~J 物のものより遅いと考えら

れた。

④. rflftffiリj物及び節足動物のミトコンドリアゲノムの蛋自民遺伝子との比較に

より、 AT八一 11 e、 八八 A-Asn、 AGA、 AGG-S巴 rという異常遺

伝1I(f号が、 ヒトデ(キョク皮切j物)ミトコンドリアに使JIIされていることを支持

する統計 (I~I データをのた。

⑤ tl1NA  遺伝子を 11干fIrしたところ、 リシンの Ll1NAについては、他の生

物とのアンチコドン部分の羽巡により、八 AAはリシンの陥号ではなく、 AAG

だけがリシンの IIfi号に相当する引が確認できたが、それ以外のヒトデに特異的な

呉7iti宣伝暗号については、 L 11 N八遺伝子のアンチコドン部分について、他の生

物Ulとの差がなかった。 GG-TTCI1Aの共通 j畠Mの保存されているものは 7

fiJi矧あり 、な かでもヒリンとロイ シンのそ れぞれ 21HJiの LR N Aについてはこ

れらの共通 jE基がキョク Jy.動物 liiJでよく保存されていた。またロイシン(C U N ) 

の LRNAはウニと同械ロイシン(U U H)の LRNAからの派生物であること

が限った。

@. T T A T A T A T八八からなる配予IJが非コーデイング領域に 5カF}i存在し、

プ ロモータ一回目安IJと推定した。この配列はウニにも保存されており、 キョク皮動

物共通のフ.ロモーター配列であると考えられた。これによって、 t H N A P u 

n c t u a t i 0 n m 0 d e 1によって説明できない 16SrRNA、 ND 6 

ml1N八、 Cy L b m II N Aの 5.末端プロセ シングにつ いて、説明がついた。

⑦ .ヒトデとウニの反転向11戒にコードされている N D 1、 N D 2遺伝子のコド

112 



ンの{史川~:riJ.旦をヒトデの他のm1:1 n遺伝子及ひ'ウニの ND1， ND2 遺伝「と J~

べることによって、これらのゲノムには $j'(によって l畠基組成を偏らせ る機仰があ

ることが解った。この機1向は Ln N ̂  遺伝子にも1'1'Jnしており、会ゲノム (I~) に fIh

いていた。

5. 

遺伝子からはその末端が同定できない 16Sc.nN八の同末端を決定した。決

定された 5'未納から TTATATATAAIJiL列がプロモーター配列であること

がほぼ確定した。
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Vl. :ql砕

本仰r'先を 1iう似合を与えていただき、 tfiえず 11;.1かい j，¥Om i!lを JI日りました、 JUJ;! 

k学工学日1¥，，[鋭化学科の 三 iili;¥¥一 郎教授に涼< !'/，~ :ql致します。

生命科学の加j 少から jJu:n 示 JI日り、 t~ n WJ;Mの包しく r¥l:い仏を川似すことな く11じ

i宅激励、 jJP !:1 i，息して下さいました、東京工業大学生命理工学日r; 生体後 li~ 学科の ifJL

辺公例数 l'ilに大変 n~， :91 iXします。

j担1i ~大学工学 i~j)の 1m 谷 j)， U.U J!<. h'lには、微々な nmな jJU指導、日¥1教示をしていた

だき大変感謝欽します。

~! Jjr 大学工ザ nl~ lJ}J手の llel7l - (!日 I~j 土には、似しい j，\P m~手とともにぬく学び以

〈迎べを {云J呈していただき大変 N$Jgl ~X します。

mm工業人当七の i白川一八肋救援には HNAについて n々な j，IU~:X示をして m き大

変感説lいたしま廿。

J巨京工業大学 lゆ三，['の上 l日l;L也博士にはミトコンドリアについて 1並々な jJU*7.示を

してHiき大変感謝放します。

'j' 'rIi FI ，'j': Mf ~'i: rJi UJJ手のIlf:;Ylf (占 λ:I叩ゴーには水fiJf~唱におけるあらゆる先導をして m

いただけでなく、 隙々な仰 m~lJ.、 jJU j互助をしてJl'iさ大変感謝致します。

JI!京大学~~ ~i: nl~ の正水谷広助教授には d 巴 1 c L 1011 III U L a n L の作成

jj 訟を j，¥U救援して Ti'iき大変位:91t~ します 。

Jl!京大 Est.医科ザ川究所の水本数J立にはキャッピ ンク6主主主をmきまして大変法的l
致します。

)j[ I;( 大Cf: T 学 ;'II~ の 1Í; 'I! Hi恥1i，J!<.j翌には、本当é において応むj に問先の l以り ~11 みかた

を ~IU ~J. 示して m き大変感 :qj いたします。

訓示大学 二L~l fm の II~ 沢民(i'J1l'J J: (f)'~ カル フ ォルニア大q:)には、。If :たの tJJ歩か

らj，IUIti導いただき、 r~ 々な jJ\I救示、 j，lp 議論を JI見り大変感謝致します。
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JI! )Í[大'了工'~(:m;の j将弘幸先生(別 三変化成生命1'1';t (i}f ~'" f)i )には日!?tだけでな

く、 tr:々なことについて仰 伯母、 j，l[1 JU jl}Jして山吉大変感 iqlいたします。

SI!京大学工学:nJ\の小 ~II/ 3c生 I\~ 土(況トヨヲ自動I!ï)には、 1L大なる jJ11H1 ~事を ~\l

り大変感iQI;空します。

東京大学工学;t~1'1 助手の小山修 一 i時土には似 々な j，l [1 ilii f刊を見ていただき大変感謝

いたします。

jl( 京大小工学部の荒木氏持J.(; <JJJ旭化成)には実験、デ-'i j在I盟、 i'f"沼T士山、

}J 1上l]rなどあらゆることを御mUIJしていただき、 また互いに l語い~~ !品ができたこ

とを大変感iql~X します。

)I( 51[ _[;'J~大ザ生 命理工学部(元 三 iilì fr!I)の tN川降志氏には尖験、デー ?愁 f盟、

製図、宿泊などあらゆることを御m助していただき 、 ゼつぱ誌まった IhIに沼尚を

切り IJiIいて mき大変感謝いたします。

m Jj[大学工学自liの北 村昌也氏には、実験、データ経理、吉野i管法、入浴などあ

らゆることを仰 mWJしていただき、 またIfの焔いお Hじりをいただいたことを大変

感謝欽します。

また実験など微々なことにおいて怠1'flな私を j，l[1tlI UJJしていただいた、奈良IfIHr

JE、氏、 1[1LI 刊 一 氏、 三 好 j平氏、小山 j立 L~ をはじめとする先 lf1.の留さん、お互いに

良き刺激を与え合った玉木英利l氏、宇都富山馬氏、 三 沢↑百氏、|民|誠氏、武凹茂樹

氏、脇 111索開IJ~ らの同 IUJ の皆さん、研究やそれ以外保々なことで大変 1，111 世話にな

った、内久保進 氏、大久保光附氏、 I~~i 山隆氏、杉山亨氏を1JJめとする i圭滋の皆さ

ん、男性の多い研究室を華やか にし、隙々なことで i却援助いただいた舛)1裕子氏、

品川娘 夫氏を初めと する日本女子大学、J1l)j1 !盟科大学、Jj(京 ~I\ 立大学、 Jじ旦i 大学

なと'のぼさん、鍬 IIJ美rn氏、吉 !日込『子氏を初めと 1るH1illの皆さんに i::f-<感謝い

たします。おもしろい研究生活を送らせてくれた高 I
'
1'
政弘氏、蒜谷 二 日liJ~ に深〈

感謝します。



日本育英会には経済的な援助をいただき深く感謝いたします。

私を励ましてくれた多くの友人に深〈感謝いたします。

最後に暖かく私の成長を見守って〈れた、肉親、家族に深〈感謝します。






