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緒 言

5Sリ ボソームRNA(以 下5S RNAと 略す)は,

細菌か ら高等動物 に至 るすべての生物 種の リボソー

ムに含 まれ る鎖長約120のRNAで あ り,そ の塩基組

成 は,ア デニ ン グアニ ン,シ トシン,ウ ラシルの四

つの塩基 をもつ ヌクレオチ ドのみよ り成 るのが特徴

とされてい る。 この5S RNAは,リ ボソームの大サ

ブユニ ット一個 に一分 子存在 してい るが,そ の役割

につ いては現 在の ところ,リ ボソー ムが蛋 白合成 の

場 であるところか ら,蛋 白合成に何 らかの役割 を演

じていることが示唆されつつ も1)確証 は 得 られていな

い。一方現 在まで数 種の生物 においてその一次構造

が決定 され2)-6),そして動物細胞ではその一 次構造 に

差 がない と言われてい る7)8)。しか しなが らHatlenら

はHeLa細 胞の5RNAの 膵RNAase消 化物の分析

か ら異な った塩基配列 をもつ5S RNAの 存 在 を見

出 して い る し9),一 方最近,ア フ リカツメガエルで

その発生過程での5S RNAの 差 が明 らかにされた10).

そこで著 者 は動物 細 胞 の5S RNAの 一 次構造 を

再検討す るため,マ ウス腹 水肝 癌 よ り32Pで ラベル

された5S RNAを 精製 して,常 法に従 って膵及 びT1

RNaseを 用いてその消化物 を高圧二次元〓紙電気 泳

動法(Sanger法)に か け,塩基配列 を検討 した.そ

の結果,そ の塩基配列 は現 在一 次構造 が確定 されて

いるKB細 胞のそれ との間に差 を見出す ことがで き

ず動物細胞の5S RNAの 一次構造は全 く同一 である

ことが強 く示 唆 され,さ らに5′未端 にppGpの 存在

が見 出されたので5S RNAの 生合成 についてある程

度解明す ることがで きた.

脚 注

※本論文 で使用 した略語は次の とお りである.

A:ア デ ノシン, G:グ アノシン,

C:シ チ ジ ン, U:ウ リジ ン,

ψ:プ ソ イ ドウ リジ ン, T:チ ミジ ン,

RNA:リ ボ核 酸, tRNA:転 移RNA,

RNase:リ ボ核 酸 消 化 酵 素,

PDase: phosphodiesterase.

PMase: phosphomonoesterase.

ヌ ク レ オ シ ドに つ い た ハ イ フ ォン ま た はpは リ

ン酸 基 を示 す. pが ヌ ク レ オ シ ドの 右 に あ る と

きは3'-ヌ ク レ オチ ド,左 に あ る と きは5′-

ヌ ク レ オチ ドを示 す 。

実 験 材 料

腫 瘍 細 胞 と してC3H/He系 成 熟 マ ウス(25～30

g)に 継 代 移 植 して きた腹 水肝 癌 細 胞(MH134)を

用 いた.

実 験 方 法

リボ ソー ムRNAを32Pで ラベ ル す るた め,マ ウ ス

腹 水 肝 癌 摘 出前 々 日に一 匹 当 り腹 腔 内 に10mCiの32P

ラベ ルの リン酸 を注 射 し,前 日同 様 に10mCi注 射,

 18時 間chaseの 後 肝 癌細 胞 を摘 出 した.

1: リボ ソー ム の分 離,精 製

肝 癌 細 胞 を破 壊 後 一 度 ミク ロ ソ ー ム を分 離 し,

 DOC処 理 後 さ らに超 遠 心 分 離 法 で リボ ソ ー ム を精

製 した11)12).

2:リ ボ ソー ムRNAの 抽 出 お よ び5S RNAの 精

製.

分 離 した リボ ソ ー ムか らSDS-フ ェ ノー ル 法11)に

よ り リボ ソー ムRNAを 抽 出 し た.得 られ たRNAは

10-30%の 蔗糖 密 度 勾配 遠 心 に よ り28S, 18Sお よ

び低 分 子 部 分 に分 離 し,低 分子 部 分 を集 め た後,そ れ

にcarrierと して 酵母tRNAを0.5mg加 え,-20℃

にて 一 昼 夜 エ タノ ー ル 沈殿 した.さ らに5S RNA精

製 の た め,得 られ た低 分 子RNAはSephadex G-
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100カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー(0.1M NaClに て溶

出)を 行 い,各 フ ラ クシ ョン は260nmの 吸 光 度 と32P

の カ ウ ン トか ら分 析 し, tRNAお よ び 壊 れ た と考 え

られ る高 分 子 リボ ソー ムRNAと を分 離 した.

3: 膵 お よ びT1RNase消 化物 の 分離

RNA約100μgを10mM Tris-HCl (pH 7.2), 1mM

EDTA (以 下buffer Ⅰと略 す)10μlに 溶 解 し5μg

の 膵 又 はT1RNaseを37℃, 1時 間 作 用 させ て 完 全

分 解 し消 化 物 を高 圧二 次 元 〓紙 電 気 泳 動 法13)に よ り

分 離 した.又T1RNaseとPMaseと の 混 合 消化 の

場 合 に は, RNA約100μgに 対 してT1RNase 5μgと

PMase 10μgを 加 えて, 37℃, 70分 消 化 の 後 同様 の

方 法 で オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを 分 離 した.電 気 泳 動 は

一 次 元 をセ ル ロ ー ス アセ テー ト膜(7M尿 素
, 5%

酢 酸, pH 3.5の 溶 媒 で4.5KV, 1.5時 間 の 泳動),二

次 元 はDEAEペ ー パ ー(7%ギ 酸 溶 媒 で, 1.5KV, 8

時 間 の泳 動)を 支持 体 と して 用 い た.分 離 した オ リゴ

ヌ ク レオ チ ドは オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー で位 置 を知

り,各 ス ポ ッ トを切 り出 して チ ェ レ ンコ フ効 果 に よ

り,液 体 シ ン チ レー シ ョン カ ウ ン ター に て カ ウン ト

して定 量 した.各 ス ポ ッ トは2MのTriethylammo

nium bicarbonateに て 抽 出 し以 後 の 分析 に供 した.

4:オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 塩 基 配 列 の 決定

a:膵RNase消 化 に よ り得 られ た オ リゴ ヌ クレオ

チ ドの 分 析

抽 出 した オ リゴ ヌク レオチ ドは, 0.05mg/mlのT1

RNaseを 含 むbuffer Ⅰ, 5μ1に 溶 解 し, 37℃ 1時

間 消 化 後DEAEペ ーパ ー を支 持体 と し た 電 気 泳 動

を行 い消 化 物 を分 離 した。 ま たU2RNase消 化 は,

 carrierと して0.05mgのtRNAを 加 え25unit/mlの

U2RNaseを 含 む0.05M酢 酸buffer(以 下buffer Ⅱ

と略す)5μlに 溶 解 し37℃, 1時 間 消 化 後,同 様 に

して電 気 泳 動 に よ り消 化 物 を分 離 した.分 離 した オ

リゴ ヌ ク レオ チ ドは オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー後,各

ス ポ ッ トの塩 基 組 成 を 決定 した.塩 基 組 成 の 決 定 は,

 T2RNase消 化 後, Dowex-1カ ラ ム ク ロマ トグ ラ

フ ィー に よ り決 定 した14).

b: T1RNase又 はT1RNaseとPMaseと の 混

合 消 化 に よ り得 られ た オ リゴ ヌ ク レ オチ ドの 分析.

抽 出 した オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドは0.05mg/mlの 膵

RNaseを 含 むbuffer Ⅰ, 5μl中 で37℃, 1時 間消

化 後,又U2RNase消 化 は, buffer Ⅱでaと 同 様 に

行 い, DEAEペ ー パ ー を支 持 体 と した電 気 泳 動 を行

っ て消 化 物 を分 離 し,さ らにT2RNase消 化 に よ り

その 塩 基 組 成 を決 定 した.

5: spleen PDaseお よ びsnake venom PDase

に よ る消 化.

4-a, bの み で は塩 基 配 列 の 決 定 が で きない オ リ

ゴ ヌ ク レオチ ドには, spleen PDaseお よ びsnake

 venom PDaseを 用 い た. spleen PDase消 化 は,

抽 出 し た オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを18～90unit/mlの 酵

素 を含 む0.15M酢 酸buffer (pH 4.8) 10μlに 溶 解

し, 37℃, 30分 か ら180分 種 々時 間 と酵 素 量 を 変 化

して部 分 分 解 物 を得 た. snake venom PDaseに よ

る 消化 は, 0.1mg/mlの 酵 素 量 を 含 む0.01M Tris-

HCl (pH 8.5) 2mM MgCl2 buffer 10μl中 にて37℃,

 90分 行 っ た が, 3'未 端 に リン酸 の あ るオ リゴ ヌ クレ

オ チ ドの 場 合 は,酵 素量 を10倍 に して 消 化 を行 った.

こ れ らの 消 化 に よ り得 られた ヌク レオチ ドは, DEAE

ペ ー パ ー の一 次 元電 気 泳動 法 に よ り分 離 し,そ の 塩

基 組 成 を決 定 した.

6: 5′未 端 ヌ ク レオ チ ドの 決 定

32Pで ラベルした精 製5S RNA(約0
.05mg)を0.1

unitのT2RNaseを 含 む0.01M酢 酸buffer (pH 4.6)

 10μl中 で37℃, 1時 間 消 化 後, 0,1N HClに て環

状 リン酸 を開 裂 した.中 和 後,分 解 物 を,あ らか じめ

tRNAの 膵RNase消 化物 をchargeし ていたDEAE

セ ル ロー ス カ ラ ムにchargeし て7M尿 素存 在 下,

 pH 7.6で 食 塩 の 直 線 的 濃度 勾 配 に よ りヌ ク レオ チ ド

数 に従 っ て溶 出 し, 260nmの 吸 光 度 と32Pの カ ウ ン

トに よ り分 析 し,テ トラ ヌ ク レ オ チ ドに相 当す る部

分 を さ らにDowex-1カ ラムク ロマ トグ ラ フ ィー に

よ り分 離,分 析 した.

結 果

1: 5S RNAの 精製

Fig. 1にSephadex G-100カ ラ ム ク ロマ トグ ラ

フ ィー に よ る5S RNAの 精製 の 溶 出 パ ター ンを示 し

た. 5S RNAは マ ー カ ー と したtRNAお よび 高 分

子RNAのdegradeし た もの と考 え られ るRNAと

は,き れ い に分 離 して い る.比 活 性 は3～4×106

c. p. m/mg RNAで あ った.

2: 膵RNase消 化 に よ る オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの

分 離 お よ び分 析.

5S RNAの 膵RNaSe消 化 物 の 高 圧 二 次 元 〓紙電

気 泳動 法 に よ る オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドの分 離 パ タ ー ン

をFig. 2-aに 示 した. Fig. 2-bは そのdiagram

で あ る. Table Ⅰに膵RNase消 化 に よ り得 られた

オ リ ゴ ヌ クレオチ ドの 塩 基 組 成, T1RNase ,お よ び

U2RNase消 化 物 の 分 析 結 果 を示 した.ス ポ ッ ト23
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図1

Fig. 1.　 Purification of 32P-labeled 5S RNA of MH 134 cells by gel filtration through Seph

adex G-100. Low molecular weight ribosomal RNA with 0.5mg tRNA as a carrier w

as passed through a Sephadex G-100 column equilibrated with 0.1M NaCl. The frac

tions indicated were pooled and used for structural analysis. (●---------●) Absorba

nce at 254nm; (○―― ○) radioactivity.

図2 (a)
図2 (b)
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Table　 Ⅰ

Table Ⅰ Analysis of oligonucleotides obtained by complete digestion of MH 134 5S RNA with

 pancreatic RNase.

a) The results are expressed relative to 1 mole of pyrimidine nucleotide . The sign

 + or - indicates the presence or absence of the nucleotide
.

b) The yields of the RNase T1 digestion products are expressed as the number of m

oles of each product relative to 1 mole of the product ending in Cp or Up
.

c) Only major products are shown.

d) Chain lengths were determined as tetranucleotide by column chromatography on D

EAE-cellulose with 7M urea-0.01M Tris-HCl (pH 7
.2) buffer system employing pa

ncreatic digest of tRNA as an internal marker .
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以 外 はTable Ⅰの 結 果 の 如 く塩 基 配 列 が決 定 され

た. U2RNaseは プ リンを3'未 端 と して もつ ヌ クレ

オ チ ドに切 断 す るが 酵 素 量 お よ び消 化 時間等 によ り,

容 易 に部 分 分 解 物 を作 る.そ の た め,生 じた部 分 分

解 物 の 分 析 か ら大 き な オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの塩 基 配

列 が 決 定 で きるこ とが ある.ス ポ ッ ト12, 18, 19, 21

はU2RNase部 分 分 解 に よ りえ られ た オ リゴ ヌ ク レ

オチ ドの 分 析 結 果 か らそ の塩 基配 列 が決定 された.こ

れ ら部 分 分 解 物 は電 気 泳動 の移動度 お よびT2RNase

消 化 に よ る塩 基 組成 分析 か らそ の塩 基配 列 を決 定 し

た.ス ポ ッ ト23をT2RNase消 化 後Dowex-1カ

ラム で溶 出 した パ タ ー ンをFig. -3に 示 した.す

なわ ち二 つの放射活性 の ピー ク を認 め,一 つは マーカー

のUpと 完全 に一致 して,も う一 つ は マ ー カ ー のGTP

の す ぐ後 に 溶 出 されて い る. Hatlenら によ り報 告 さ

れ たppGpと 一 致 す る9).二つ の 放 射 活 性 の 比 はUp:

ppGp=1.0:0.7で あ った.ス ポ ッ ト23は5′ 未 端 の

オ リゴ ヌ ク レ オチ ドで あ り,そ の 塩 基 配 列 はppG

Upと 決 定 され た.

Fig. 2.　 Typical autoradiographs of two-dimensional electrophoresis of pancreatic RNase (a)

 and RNase T1 (c) digests of 32P-labeled 5S RNA from MH 134 cells: Electrophoresis

 was from right to left on cellulpse acetate at pH 3.5, and from top to bottom on 

DEAE-cellulose paper at pH 1.9. Diagrams of autoradiographs of pancreatic RNase (b)

 and RNase T1 (d) digests of 32P-labeled 5S RNA from MH 134 cells on the two 

dimensional system. The numbers correspond to the oligonucle-otides whose 

sequences are given in Table Ⅰ and Ⅱ.

図2　 (c)

図2　(d)

3: T1RNase消 化 に よ る オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの

分 離 お よ び 分 析.

Fig. 2-c, dにT1RNase消 化 に よ るオ リゴ ヌク

レオ チ ドの分 離 パ ター ン とそ のdiagramを 示 した
.

しか しT1RNase消 化 だ け行 った もの で の電 気 泳 動

で は,三 組 の重 な り合 うス ポ ッ トが存 在 した(spot

 9, 10, 11と50-B, spot 35と37 , spot 53と56).

これ らの ス ポ ッ トは再 電 気 泳 動 あ る い はT
1RNase

とPMaseと の混 合 消 化 に よ り分 離 で きた .ス ポ ッ
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Table Ⅱ　 Analysis of oligonucleotides obtained by complete digestion of MH 134 5S RNA with

 RNase T1.

a) The base composition are expressed as the number of moles of each nucleotide r

elative to 1 mole of Gp. The sign + or - indicates the presence or absence of nu

cleotide.

b) The yields of the pancreatic RNase digestion products are expressed as the num

ber of moles of each product relative 1 mole of the product ending in Gp.

c) The yields of the RNase U2digestion products are expressed as the number of m

oles of each product relative to 1 mole of the product ending in Ap.

d) The yields of the snake venom phosphodiesterase digestion products are expressed

 as the number of moles of each product relative to 1 mole of pGp, except for the

 3'- terminal nucleotide. The sign + or - indicates the presence or absence of the n

ucleotide.

e) Only major product is shown.

f) pGp is identified by its electrophoretic mobility and also by Dowex-1 column chr

omatography.

Fig. 3.　 Chromatography of RNase T2 hydrolysate of spot 23 derived from pancreatic RNase d

igest of 32P-labeled MH 134 5S RNA on Dowex-1 column. Spot 23 obtained in Fig.

 2. was eluted from DEAE-cellulose paper and incubated with 0.1 unit of RNase T2 

in 10μl 0.01M sodium acetate buffer pH 4.5. The digest was loaded on a Dowex-1 c

olumn (0.3×20cm) with 0.5-1 A260 unit of Up and GTP markers. The column was eq

uilibrated with 0.008 N HCl and eluted with a linear gradient of 0 M NaCl, 0.008 N

 HCl-0.5M NaCl, 0.01 N HCl (20ml each). The absorbance at 260nm was measur

ed and 1ml of each fraction was counted. (●---------●) Absorbance at 260nm; (○――

○) radioactivity; (---------) NaCl concentration.
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ト9, 10, 11と50-BはDEAEペ ーパ ーの再電 気 泳

動 に て三 つ のbandに 別 れ た(Fig. -4).ス ポ ッ ト

11はU2RNase消 化 に よ り三 つ の スポ ッ トに分 離 さ

れ,そ の う ちの二 つ はGpとU-Apで 残 りは ス ポ ッ

ト11と 同 じ電 気 移 動 度 を示 し, T2RNase消 化 によ り

Cp:Upが それ ぞれ1.0:2.1で あ った.ま たsnake

 venom PDase消 化 に よ っ て はpUの み が得 られ た.

そ れ故 この ス ポ ッ トは3'未 端 の うちの一 つ で, C-

U-U-Uohの 塩 基配 列 で あ る と決 定 さ れ た.他 の

3'未 端 の ス ポ ッ トは50-Aで, T2RNaseお よ び

snake venom PDase消 化 物の分析 結果か らC-U-

Uohと 決 定 され た. Table ⅡにT1RNase消 化 に よ

り得 られ た オ リゴ ヌク レオ チ ド(ス ポ ッ ト35, 37,

 53, 56を 含 ま ず)の 膵RNase, U2RNase, snake

 venom PDaseお よ びspleen PDase消 化 物 の分析

結果 を示 した.

図4
図5

Fig. 4.　 Autoradiograph of re-electrophoresis of an overlapping spot obtained from RNase T1

 digestion of 32P-labeled MH 134 5S RNA (Fig. 2-c, d). Electrophoresis was from

 bottom to top on DEAE-cellulose paper at 1.9.

Fig. 5.　 Radioautograph of two-dimensional electrophoresis of simultaneous digestion of 32P-l

abeled MH 134 5S RNA with RNase T1 and alkaline phosphatase. Electrophoresis w

as from right to left on cellulose acetate at pH 3.5, and from top to bottom on DEAE

-cellulose paper at pH 1 .9. The numbers correspond to the oligonucleotides whose s

equences are given in Table Ⅱ and Ⅵ.

他 の 二 組 の重 な り合 うス ポ ッ ト(ス ポ ッ ト35と37,

ス ポ ッ ト53と56)は, T1RNaseとPMaseと の 混
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合 消化 に よ り分 離 で きた. Fig. -5に そ の パ ター ン

を示 した. Table Ⅲ は それ らのスポ ットの塩基組 成,

膵RNaseお よ びsnake venom PDase消 化 物 の分

析 結果 で あ る.し か しTable Ⅲ だ け で は これ らの ス

ポ ッ トの 塩基 配 列 は決 定 で きないので, U2RNase消

化 を行 いDEAEペ ーパ ーの電 気 泳 動 に よ り消 化 物 を

分 離 し(Fig. -6)さ らにspleen PDase部 分 分

解 によ り分析 した.(Table Ⅳ), Table Ⅲお よ びⅣ

の結 果 よ りス ポ ッ ト35, 37, 53, 56の 塩 基 配 列 は そ

れ ぞ れ, U-C-U-Gp. U-U-A-Gp, A-U-C-U-C-

Gp, U-C-U-A-C-Gpと 決 定 され た.ス ポ ッ ト55は ひ

じ ょう に長 い 鎖長 を も った オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドであ

るた め, spleen PDaseの 部 分 消 化 を必 要 と した.

酵素 量,消 化 時 間 を種 々 か えて 検討 した結 果, Fig.

 -7に 示 す 如 く多数 の 部 分 分 解 物 を得 た .こ れ らを

図6 図7

Fig. 6.　 Diagram showing the positions of the split products of RNase U2 digestion of certain

 overlapping spots obtained from the RNase T1 digest of MH 134 5S RNA. Fraction

ation was carried out with electrophoresis on DEAE-cellulose paper at 1.9, from b

ottom to top.

Fig. 7. Diagram showing the position of the split products of partial spleen phosphodiesterase

 digestion of spot 55 obtained from the RNase T1 digest of MH 134 5S RNA. Fractio

nation was by one dimensional electrophoresis on DEAE-cellulose paper at 1.9, from

 bottom to top.

Table　 Ⅲ

Table Ⅲ Analysis of dephosphorylated oligonucleotides obtained by simultaneous digestion of M

H 134 5S RNA with RNase T1 plus alkaline phosphatase.

a) The base composition are expressed as the number of moles of each nucleotide r

elative to 1 mole of the nucleotide present in the lowest yield. The sign-indicates

 the absence of corresponding nucleotide.

b) The yields of snake venom phosphodiesterase digestion products are expressed as 

the number of moles of each nucleotide relative to 1 mole of pG.

c) The yields of pancreatic RNase digestion products are expressed as the number of

 moles of each nucleotide product relative to 1 mole of the product ending in Cp or Up.
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Table　 Ⅳ

Table Ⅳ Analysis of products obtained by RNase U2 digestion of certain overlapping spots de

rived from complete RNase T1 digestion of MH 134 5S RNA .

a) The base compositions are expressed as the number of moles of each nucleotide r

elative to 1 mole of Ap or Gp. The sigh + or - indicates the presence or absence

 of the corresponding nucleotide.

b) Only large products are shown.

Table　 Ⅴ

Table Ⅴ Analysis of products obtained by partial spleen phosphodiesterase digestion of spot

 55 derived from complete RNase T1 digestion of MH 134 5S RNA .

a) The base compositions are expressed as the number of moles of each nucl
eotide r

elative to 1 mole of Gp. The sign + or - indicates the presence or absence 
of the

 corresponding nucleotide. The plus sign indicates the nucleotides detected b
y vis

ual inspection of autoradiography.

b) See Table Ⅱ, Footnote g.
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Fig. 8.　 Dowex-1 column chromatography of RNase T2 hydrolysate of spot 1' derived from R

Nase T1 digest of 32P-labeled MH 134 5S RNA. Spot 1' was eluted from DEAE-cell

ulose paper and incubated with 0.1 unit of RNase T2 in 10μl of 0.01M sodium aceta

te buffer pH 4.5. The digest was loaded on a Dowex-1 column (0.3×20cm) with 0.5

-1 A260　 unit of ATP and GTP as markers. Elution system was the same as described

 in Fig. 3. (●---------●) Absorbance at 260nm; (○―― ○) radioactivity.

Fig. 9.　 Dowex-1 column chromatography of snake venom phosphodiesterase digest of spot 1'

 derived from RNase T1 digest of 32P-labeled MH 134 5S RNA. Spot 1' was eluted

 from DEAE-cellulose paper and incubated with 2μl of 10mg/ml of snake venom phosp

hodiesterase in 5μl of 0.01M Tris-HCl, pH S.5 at 37℃ for 1h. The digest was lo

aded on a Dowex-1 column (0.3×20cm) with about 0.2 A260 unit of pGp as the marker. 

The column was equilibrated with 0.004N HCl and eluted with a linear gradient from

 0.004N HCl to 0.3M NaCl, 0.012 N HCl (20ml each). The absorbance at 260nm

 was measured and 1ml of each fraction was counted. (●---------●) Absorbance at

 260nm; (○―― ○) radioactivity; (---------) NaCl concentration.
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更 にT2RNase, snake venom PDase消 化 に よ り

分 析 した 結 果(Table Ⅴ)ス ポ ッ ト55は13の 鎖 長 を

もった オ リゴ ヌ ク レ オチ ドで そ の 塩 基 配 列 はC-C-

A-U-A-C-C-A-C-C-C-U-Gpと 決定 され た.

ス ポ ッ ト1′ のT2RNase消 化 のDowex-1カ ラ

ム ク ロマ トグラフ ィー の 溶 出 パ ター ンをFig. -8に

示 した.放 射 活 性 はGTPの す ぐ後 に溶 出 され て い

てppGpの 位 置 に一致 す る. Fig. -9に ス ポ ッ ト1′

のsanke venom PDase消 化 のDowex -1カ ラ ム

ク ロ マ トグ ラフ ィーを示 した.マ ー カ ーpGpと 一 致 し

た放 射 活 性 ピー ク と無 機 リンに一 致 した 放 射 活 性 ピ

ー ク とを認 め ることがで き る. snake venom PDase

は ヌ クレオチ ド5′-二 リン酸 の α と β リン酸結 合 を

切 る こ とが知 られ て い るの で15),以上 の 結 果 か らス ポ

ッ ト1'はppGpと 決 定 され た.

4: 5′未 端 ヌ ク レオ チ ドの 決 定

上 記 の如 く5′ 未 端 はppGpと 決定 され た が. 5S

 RNAのT2RNase消 化 物 のDEAEセ ル ロー ス カ ラ

ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る溶 出 パ ター ンの 分析 か

ら も検 討 し, Fig. -10に その 溶 出 パ ターンを示 した.

マ ー カ ー テ トラ ヌ ク レ オ チ ドに一 致 して 放 射 活 性 が

認 め られ,こ の ピー クのDowex-1に よ る再 ク ロマ

トはGTPマ ー カー の す ぐ後 に溶 出 された. 5S RNA

には2′-0-メ チ ル化 ヌクレオチ ドは存 在 しな い の

で, DEAEセ ル ロ ー ス カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィーで

テ トラ ヌ ク レオ チ ドに一 致 して 溶 出 され た ピー クは

5′未 端 のppGpで あ る と決 定 され た.

以 上 の結 果 よ りTable Ⅵ に示 した 如 く,マ ウス腹

水肝 癌5S RNAの 膵RNaseお よ びT1RNase消 化

物 の塩 基 配 列 と,モ ル 比 が 決 定 さ れ た.膵RNase

消化 に よ り21個, T1RNase消 化 に よ り25個 のオ リ

ゴ ヌ ク レオ チ ドが 得 られ,各 モ ル比 は きれ い な整 数

比 とな っ て い る. KB細 胞 の それ と比 較 して 理 論 的

モ ル比 を示 して あ る が,そ の 値 か ら計 算 して鎖 長 は

120～121で あ る こ とが わ か った.

考 察

Fig. 10.　 DEAE-cellulose column chromatography of RNase T2 digest of 32P-labeled 5S RNA fr

om MH 134 cells. About 0.05mg of the digest was neutralized, diluted with 0.01M T

ris-HCl pH 7.6, containing 7M urea and loaded on a column (0.3×30cm) equilibrated

 with the same buffer. After applying approximately 10 O. D. units of tRNA pancreatic

 digest as a marker, elution was performed with a linear gradient of 0-0.25M NaCl f

ormed in the same buffer (30ml each). The absorbance at 260nm was measured and

 0.2ml of each fraction was counted. (●---------●) Absorbance at 260nm; (○―― ○) 

radioactivity; (---------) NaCl concentration.

動物細胞 の5S RNAの 一 次構造 が完全に決定され

てい るのは,現 在の ところKB細 胞 だけである3).そ
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して 完 成 は され て い な いが マ ウ スの 組 織 培 養 細 胞7)

やrat kangaroo16)の5S RNAの 膵RNaseやT1

RNaseに よ る消 化 物 の 分 析 結 果 か らの 推 論 で は,動

物細 胞 の5S RNAは す べ て 同 一 で ある らしい と言 わ

れ て い る.一 方HeLa細 胞 や ア フ リカツ メガエルで は

5S RNAに 異種 の配 列(sequence heterogeneity)

の存 在 が 見 出 されて い る9)10).動物細 胞 の5S RNAの

遺 伝 子 は数 万 の 繰 り返 し(redundancy)が あ り17)18)

5S遺 伝 子 が 全 く同一 の配 列 を も った もの か ら成 っ

て い るよ りもむ しろ そ の 内 に は異 った配 列 を も った

遺 伝 子 を含 ん で い る と考 え るの が 自然 で あ るか も知

れ な い.そ うな る と,数 万 のredundancyを も った

遺 伝 子 か ら転 写 され た5S RNAがheterogeneous

で あ る と考 え られ る.

Table　 Ⅵ

Table Ⅵ Digestion products of MH 134 5S RNA.

(A) pancreatic and (B) T1 RNase digestion products of MH 134 5S RNA. Experim

ental molar yield (Exp.) was obtained by counting the radioactivity in the area of the

 paper. (a, b); averages of 3 experiments, (c); averages of 2 experiments. Theoreti

cal molar yields (Theor.) are calculated from the sequence of 5S rRNA according

 to Forget and Weissman (1969).

著 者 は動 物 細 胞 の5S RNAの 一 次 構 造 を決 定 し,

そ れ よ り推 定 し う る5S遺 伝 子 の転 写 機 構 や生 合 成

等 を再 検 討 す る 目的 で実 験 を行 った.標 品 とした5S

 RNAはSephadex G-100カ ラ ム ク ロマ トグ ラフ ィ

ー に よ り精 製 されtRNA等 の 低 分 子RNAや 他 の低

分 子RNA(こ れ は リボ ソ ー ムRNAのdegradeし

た もの と考 え られ る)の 混 入 を除 外 して い る し,そ

のT2RNase消 化 の薄 層 クロ マ トグ ラ フ ィーで,ア

デ ニ ン,グ ア ニ ン,シ トシ ン,ウ ラシ ルの 塩 基 を もつ

四 つ の ヌ ク レオ チ ド以 外 は 見 出 す こ とが で きず(こ
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こ で は示 して い な い), 5S RNAと して きれ い な 標

品 で あ る と考 え られ る.

マ ウ ス肝 癌 細 胞 の5S RNAの 膵 お よ びT1RNase

消 化 物 の モ ル比 を ま とめ,塩 基 配 列 を考 慮 に入 れ た

KB細 胞 の 同一 消 化 物 の モ ル比 と比 較 して,同 一 で

あ る こ とが認 め られ た し,ま た,塩 基 配 列 の 同一 性

を考 慮 して,全 一 次 構 造 も全 く同一 で あ る こ とが強

く示 唆 され た.

ま た 著 者 は 同系 のマ ウスの肝 か ら5S RNAを 精 製

して,そ の膵 お よ びT1RNase消 化 物 の電 気 泳動 パ

ター ン と各 オ リゴヌ ク レオ チ ドの モ ル 比 が 全 く肝 癌

細 胞(MH 134)の それ と同 一 で あ る こ とを見 出 し,

 Hatlenら が 指 摘 したHeLa細 胞 の5S RNAのhet

erogeneityは 分 離 操 作 中 にお け る人 工 産 物 ら しい

こ とを指 摘 した19).動物 細 胞 の5S遺 伝 子 す べ て が全

く同一 で あ る か ど うか は 実 際 にDNAを 分析 す る必

要 が あ り,現 段 階 で は か な り困 難 で あ る.し か し,

 5S遺 伝 子 の転 写 と しての5S RNAは,著 者 の実 験

結 果 か ら推 論 で きる様 に(モ ル比 が きれ いな整 数 と

な って い るこ と)homogeneousで あ る と考 え ら れ

る.

ま た5′ 未 端 にppGpが 見 出 されたの は非 常 に興 味

あ る こ とで あ る.細 菌 の5S RNAは そ の5′ 未 端 は

monophosphateで ある こ とか ら4)20)そ の生 合成 過 程

で5′ 未 端 にleader sequenceを も った前 駆 体 の 存

在 を示 唆 して い る21)22).一方 酵 母 や 動 物 細 胞 で は5′

未 端 にmono, di, triphosphateの 存 在 が 見 出され てい

る5)20)23).この こ とは5S RNAがleader sequence

な し に5′ 未 端 か ら転写 され て い る可 能 性 が示 唆 され

る が,一 方 転 写 後 に リ ン酸 化 が 起 る こ と も否 定 で き

ない.著者 も5′未 端 にdiphosphateの 存在 を見 出 し

たが, triphosphateは 見 出す こ とが で きなか った.

これは分離操作 中でのphosphataseの 作用 によるも

のか ど うか不明 であるが, 5S RNAの 生合成 につい

て更 に検討 の余地 があ ると思われる.

現在の ところ5S RNAが いかなる役割 を担 っている

のか判 明 していないが,西 川 らは酵母の5S RNAは

リボソームRNAの 大 サブユニ ッ トの中にあって,

 tRNAが リボソームに結 合す るのに寄与 す るらしい

ことを二次構造 モデルか ら示 唆 した6).すなわ ち5S 

RNAに-G-A-U-C-の 配列 がループ部分 に存在 し,

これがtRNAの 共通配列の-G-T-ψ-C-と 相補的 で

あ り, tRNAが リボソー ムに結合す る さいに重要な

役割 を果 してい るのではないか と推定 して いる.マ

ウス腹水肝癌5S RNAが,も し, KB細 胞 と一次構

造が同一であ ると考 えられた場合に,と りうる二 次

構造モデル3)か ら推定す ると, -G-A-U-C-の 配列が

やは りルー プ部分 に存在 し,西 川 らのモデル と考 え

合わせて興味あるこ とと思 われる.
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COMPLETE DIGESTION OF 5S RIBOSOMAL RNA

 FROM A MOUSE HEPATOMA CELL 

WITH SPECIFIC RIBONUCLEASES

Kenichi TAKAI

Department of Microbiology, Okayama University Medical School

(Directors: Prof. Jutaro TAWARA and Prof. Yasuhiro KANEMASA)

ABSTRACT:

Ribosomal 5S RNA was purified from a hepatoma (MH134) of C3H/He mice labeled with 
32P. The purified 5S RNA was digested with pancreatic RNase and RNase T1, and their endpr

oducts were separated with two dimensional electrophoresis to determine their nucleotide sequ

ences. The molecule had uridine at its 3'-terminus and guanylic acid its 5'-terminus. Except 
for the presence of a 5'-terminal diphosphate, these nucleotide sequences were identical with 

those of KB cells, confirming the identity of the primary structure of 5S ribosomal RNA betw

een them.

The significance of 5'-terminal diphosphate in relation to the biosynthesis of 5S ribosomal 

RNA was also discussed.


