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論文内容の要旨

λファージゲノムの転写は大腸菌RNAポリメラーゼによって行われるが，ファージの N遺伝子産物

(N タンパク)が存在しない場合には転写は開始まもなく停止してしまう。すなわち PLや PR プロモ

ーターから始まる転写はそれらの下流に位置する tLや tR部位でイ亭止し，この反応には大腸菌の転写終

結因子ρ が関与している。 N タンパクは RNAポリメラーゼを何らかの形で修飾し ρ 因子に対する感受

性を失わせると考えられており，この抗転写終結機能によって tL や tR部位より下流の遺伝子(delayedｭ

ear ly) の転写が可能になる。このように N タンパクは初期遺伝子から後期遺伝子への発現の切換えを

行う鍵として作用すると考えられるが， N タンパクの生化学的研究はほとんど行われていなかった。

我々は形質導入ファージ λ 廿p DNA と入ファージ溶原菌から得た粗抽出液を組み合わせた in vitro 

トリプトファンオペロン転写系を利用して転写レベルでN タンパクの抗転写終結活性を測定しうる系

の確立に初めて成功した。この系を利用して(a)大腸菌トリプトファンオペロン中に存在する転写終結

部位tNーとファージに存在する tL部位とを比較すると tL部位での方が転写終結はより強く起こること，

(b)転写終結部位の数が多いほど転写終結はより強く起こること等が明らかとなった。

この測定系を利用して入ファージ溶原菌を材料として N タンパクの精製を開始したが，量が少ない

ため完全精製は困難で、あった。そこでλ ファージ DNAのN 遺伝子を含むEco Rl フラグメントを col

El様プラスミドに in vitro組み換えの手法を用いてつなぎ， トランスフオーメーションにより大腸

菌の中に入れたものを分離した。このプラスミド保持菌は野生型A ファージ溶原菌の約50倍のN タン

パク活性を有していた。これを材料にして硫安分画， DEAE-Sephadex, Sephadex，ホスホセルロー

ス各クロマトグラフイーにより N タンパクを純度約90% (SDS-電気泳動で判定) tこまで精製した。分
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子量は約14 ， 000であった。各クロマトグラフイーでの挙動から見て N タンパクは RNAポリメラーゼと

弱く会合している部分の存在していることが示唆された。

DNA鋳型として nut L変異を持つものを使用すると Nタンパク活性は見られないこと， freeの N タ

ンパクが活性を保持していることなどから， RNA ポリメラーゼ、がnut部イ立で、 N タンパクにより何らか

の修飾を受けるというモデルを提示した。

論文の審査結果の要旨

入ファージの PL プロモーターから開始される N オペロンの転写はρ 因子作用に由来する転写終結

をおこさなし五。これは RNAポリメラーゼがNタンパク (pN)で、修飾されることに原因している。 pN 作

用の分子的機構を明らかにするために，本研究では pNの抗転写終結活性の in vitro 分析系の確立と

pNの単離・精製が試みられ，次の結果を得ている。

(1), PLのみからトリプトファン ( trp) ・オペロンが転写され，かつオペロン上流に 1 ケの転写終結信号

が存在する入 trp ファージを作成し，このDNA を鋳型として終結信号の下流に位置する trp オペロンの

転写量を測定することによって pN活性を定量できるような in vitro転写系を確立した。

(2)，この系を用いて測定したpN活性を指標として pNの単離・精製を行った。まず， N遺伝子をクロ

ーン化した pYS5 プラスミドを用いてpN大量生産株を分離し，これを出発材料として 2 通りの方法に

よってpN を精製した。それぞれの方法によって得られたpNの最終標品はゲル電気泳動的に単一成分

であって，純度は90%以上である。 pNは塩基性タンパクで，耐熱性であり，分子量は約14 ， 000daltons

である。

(3), pN は RNAポリメラーゼと作用するに際して， nus A ancV or nus B遺伝子産物と複合体を形成

することが必要であることが判明した。また， pN-nus 遺伝子産物複合体はPL プロモーターのすぐ下

流に位置する nut DNAsequence と特異的に作用することによって RNAポリメラーゼに抗転写終結

性を与えることが in vitro転写系で、確認された。

本研究は， pNの一次構造解析，および、pN による RNAポリメラーゼ修飾の化学的機作などの解析に

発展しうるものと思われる。

よって，学位論交の価値あるものと認定する。
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