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緒  論

 生物体の婁本的性質の一つは，自己複製絶がおリノ親細

垣包の遺伝楕孝艮（DNA）が’娘細刃包に分画しされるミしで’ある。

従ってぞDNA複製反応機機一の解析は生命現象り理解に

おける最重要岩栗題の’つであると考えよう。 ’般にDNA

複製は多数の複製因子の関与によソ正確かつ秩序正し〈速

行支れる複合酵素反応：てあろミしガ“明らかになリっっあろ

が（ポ2Pその制御機構についての基本概念はエωム、8舳。り

C以市により1963年に提σ昌tれたレプリコニ仮説（芦）に朔

るこしがで’ミる。 しプリコニ恢吉たしはDNA分子をノつ

の抜製単位とし，正の調節因子（イニシエーター）が分子の特

定部位（しっ’リクー一ター）1て作用するミとにょツPNA揮製

が’行なわれろしいう毛のである。 イ瓦吉兜の提一娼によソPへ！A

複製も解明する未わの基本橋考邑か“毛た5寸れ、以後えO与

間克在に互ろまで複製研究はイニシエーターおよがしプ
リケー一 [一の定証という形で進んで来大といえる。  乳在，

レプリケーターは白そ幸約千皇製に必タ買な最小DNA々頁域（孝隻

製開文台、ξ、） しして捉之られ大腸菌染色体イ仏ファージ†プラ

ス1ドにおllて数多／決定丈れつつある（し21／か〕二

㌧エーターについては限タれたファージ†プラスミドにお

いてのみ知られておソ大腸菌染色体において老いま有その

吏・株は全て明らかに走れている宅尺で’は有い。

次！こ’大鴫箇れ中1峠ファージャプラ人ミト育ビの・」・型

しプりコ〉について得られ大DNA複製に関ずる基礎執念

について迷べてみたい。 DNA搬製は（1）枚製一開す台、占、で’



の開始瓦忘（π）伸長瓦・応（満）終結反応に便宜上区分でξ

る。 DNA複製の制御機椿を明らかにする上で最七重要∵

な段階は（1）の開文台瓦たて“あリ最も複雑ガっ多枝性つおる

瓦応である。匁際，その問始瓦応には新い・蛋白しRNA1

の合成定必要しするげに対し，一旦開始した俊のPNA鎮
の伸長反応は，ほば一定吏皮で自動的に進行寸る（1）。 こ

の複乳閉埴反応は」プソコニ仮説におけるイニミ！エーター

が’しブソケーターに作用する隙の枚合体にも考えろ舌つで’

仁シェーグt様成する蛋白賃の雀類†数ガ，またし・．1

片一夕一の塩婁配列ず’その多一棟性t生じ亡せろ源し一右えよ

）。 例えば，プラスミドにおいてはこの複製開始の頻度

セ書周師・するこYにょリ糸田月包内の分子萎矢（染色イ本当ツではコ

ピー数）が’一定に保大れている。 ミの枝に複雑ガ捜裂開

始反応左解析すろいがで古ろ橡に京ったのは，一枚史から

の遥伺的研究に加えて（i）制限酵麦の発艮に端セ発す一石組

付換えDNA技術の応周一（衛）DNAの一次樵追（塩基配列）

汰と残の開発d1i）invi廿。 DNA合成素に基づく複製の生

化学的椎か’加わ1，それらが’肩機的に結びつい大麦駿粂

を組むいが’可能しなったか；である。

 プラスミドは、宿主染色体しは物理的に別個に存在して

台律増殖寺るしプソコンて・ある。 7ラスミドPNAの複

製は宿主箇染色体ヒプ・ラスミド自身の遺伝子産物にょリそ

れでれ固有の調節走受りでいるが〉プラスミドは染色倖し

比較して分子量が’小寸く取り扱い易いのでDNA複製開始

しその調節機納解析」ｷるために非常に有触モチ／レれ

なリ侶る。 侭失， これらの研免は主に大腸酋を宿1主一とす
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ろプラ叉1ドC・同（�j舳（51Rl（‘1・』P・1・（㍗州一・1（㌧

M（旨）、州Cプラス1ド（『 ｢・・1・1（ユい・刊・1・（I◎1榊・6il

λJ・（ω箸にっいてな古れて束ておリノ山・帥DNA合成

系のノ畦並走含くわ多・大の矢口見が’指5れている。  4包の’菌一種に

ついては，5αcc卜㈹m／ce5cew断αeの2！m l）NA（i3）ヤ

S机｛パ。c◎cωs舳陀鴫由吏のつ。ラスミド戸T1引（け）などであ

り，後老はグラム陽性畑箇のフ。ラスミドてしては長老解析

が進んでいる。 ．ミの巌なプラスミドDNAの複製に関す
る研究か・、工純利用佃値の高い8ασ〃α・属細菌（一室）にぢい

て七行なうこてガ’できれば芸破的見地のみな玉ず応局面に

おいて毛非串にも義のお季こてであろ。

 大腸菌の染色体がらは。けC プラスミド（2’ザ単離寸机1n

vi士r◎ DNA複製系の破士による詳細な生イし掌的研究が成

されているのに対し）大腸箇に次いで最も遺伝的解祈が進
んでいる1枯草I菌か5の◎r1Cプラス、ドの単畜生（’‘）ぱ成・勅し

てい．ない。 ミのミ〕’ら舌、大腸菌し柑享菌に右けろ

PNA挺製餓の納相虹示唆tれろ。そ1て・材隼菌
杓で’権製可能なプラ叉1ド友用いてその報製制御機構も解

等生すろこし1す一箱率．菌内て“のDNA†皇製のモデルしして有効

であろう。 また逸伝手操作による物質生産を行う降のヘ

クタープラス！ドについてその捜製制御機構屯解析寸れはニ

プうスミドのコピー抜のタド邦因子（培養失件）による調節

の可否ヤその安・定性の増加筈に関守ろ基徒的知見が得られ

女方幸の高い物質生産に結びつく事が期待寸れる。

 現在まで柏隼菌（らσ・川小・・b士沽S）由でヘクターしして局

いられているものは，その多くがδ．舳rωS由来一の毛ので’
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お／ノ中で七・日r千（I㌧・lr今（1『lp・巳11・（円）が多凋tれている。

しかしそのDNA伎製に関しでは、塩基配列9決定並びに
遮伝餌斬ザ昨1r今（．舳），PC舳（2◎川に関してな丈れてはいろ

毛の．の具体榊制御機構については未解明のままである。

い．て“桐究では自怨、恥1単離丈れ未好熱性Bα市・属
糸種菌がイ采拷寸る裏青j雨す・性プラスミド戸丁81『（22）が・8肌r〃μ∫

S七eαr◎如舳・｛｛sのみならず主、S出小・を令形質素換可能

な性質k名目しミれら弘・丁舳s雇采田菌由で複製可能なプラ

ス！ドの複製制御機構について珪碇的知航掲ること哀目

的とした。

 努・1章では，一打巳19土にZ娃のDNA複製〉失定国手岬A

およがソepらが存在寸ろミと毛種々の派生．つ。ラスミドと一の比

較によリ明らかにした。 このうち岬Aはβ、s心打加内で
のみ複製し大が， 岬Bは圭．・・』廿ト・、圭．・十・鮒θ亡加物戸桁仙・両

宿主箇由において複製可純であるこし定訳めた。 PTβ〃一

より得タれ大師毛含むlj・型プラス1い刑・に“、討、卯。一

七ト㈹州・の飾性っ、ス／ドPBS・2に由奉ずるi，Oメが

ダ1しトン川D比］旦灯断片が含まれていた。 ミの野

片は王・・ナ舳ナ＾㈹戸舳・1・対する形質転換須吏哀茎しく増大

れるし共に同病主由にお1ずるフ’ラス！ドの．コピー綱節

に七関与しているこは明けにした
                  ○
 裏2章では、 r叩B哀含七’プラスミド声TBr13をイ累拷ずる8．

5七e㈹如榊・｛伽セ田いて並・叶・PNA枝製素の開発セ試み

たか’，ATP屯要求する熱安定一なDNAポリメラーゼによ

るDNA合一成（ボりdAT）姑性を認めた毛のの複製采の開

発には至らなカ’っ大。

斗



第3章では，汀州3の複製込須領域について痘甚配列の

決定t行い2複製必須領域の基本構走とその特徴を明らカ’

にした。 更1てFU舳Oについて圭桟製必須領域の塩壊頑乙列

支決定・し，その配列かほてんどPTB『I3り青のし同一でIある

い哀発見し在。
窟斗毒では，・平らのコピー紋綿に逆方．向繰1返／配

列が関与しており、寸らにこの領域が丁ラスミド上の董一伝

子産物による影琴え受けるミし表示すしヒ毛にノ岬らプう

人ミトのコピー牧調節機構について考塞走行っ大。

 最後K本局もの紡栗毛総1括し，今後解決寸れなければな

らない問題志、てと毛にら久・川蝸雇細菌プラス！ドの複製制

御に悶／て将来への展望哀追付。
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第1、幸  秤熱性細菌由吏葉剤耐・性

  プラスミドFT舳上のZ稜の
    複製一決た因子

諾1節 緒 宕

 臼然界よソ単離tれt娼塑性肱・丁1～s一属細．菌が保ヰ寺ずる

葉剤甜牲ブラス1ドPT州1ま，カ十マイシニ耐性一 iK・「）お

けテトうすイダ）レ耐性（丁5）克示す1不用Dαからな

るイ色〕ピー牧プラス1ドで，常温菌臥・川肥・・舳・および’

好熱盲ε州〃肌5土e㈹加物・戸わ1’αSのヌ又方定形質転換可能であ

る（2z・231PT・lrよ1得られた1ト型プラ人1ドの中には

pTBrOの如くノム∫・舳・および旦・拙…h㈹戸舳1共に
形質転換可能ガ｛の毛存在しkが， PT65’3の橡に呈．馴』打11∫

のみも形質転換する毛の圭記められた（23三 これら形質転換

能の差衰が何に起因するか毛解明寸るこしは、津温苗およ一

が好熱菌に・おけるプラスミドの複製。維椅に関与寸ろ制御

者、の共通、ξ、ヤ相連．走、を検討寸る上での重要な条ロゼふえる

七のし考えうれる。  この巌なプラスミドの小型仏に伴い

宿主域が’変化する現象は、ゲラム筏性頂の広宿主域ブラ人

ミトRK2一において毛石sc』eげ。』1αc◎hしp∫euJ◎㈹舳s蛇凧3一＿

h・S久の間において認められておソ（判、プラスミドの進化，

環境への速応等哀老たる上で興味が持たれている。 本研

究では， 汀引rに由来寸る小型プラスミドのDNA複製に

必須な部位の同定一，またPTら90を中心として，その小型プ

ワ



フスミドのB・s此七iいs

性質の比較・枝討走行

・およ

つ友

ひ“B．∫七・㈹如m州以S における

努2節 実馬支材料古’よび方法

使用菌株およ び’’ ﾂ．ラスミド

使嗣＼た酋＝棒てプラスミ ドのりストセ表H に示す。

麦H． イ吏一用頂才朱・およびフ。ラスミド

S亡rai亘
       ．  ． σ
Characte】＝■st■cs Origin or reference

β． 8右eσア0古刀e〃0ρ乃づZ〃5 CU21

β． s必古乞Zゼ鼻 M工113

 r
S匝

σ7g一ユ5．師02㍉㍉

（23）

（22）

P1as皿id Mo1．wt． （㎜a） Charac t eri s t ics O】＝一igin Ol＝ 】＝’2fe】＝enCe

pTB19

pTB51

pTB52

pTB53

pTBgO

pBS02

17．2

8．4

7，0

11．2

6，7

19．5

 r
㎞

 r
㎞
 rTC

 r
㎞
 】＝

㎞

 rTe

 rTc

 rTC

  （22）

  （22）

  （22）

  （22）

  （23）

This work

α S皿τ：ストしフ。トマイ㌧二耐・性。
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旦。十鮒1㈱枇CU21扶1ま，元株が’保持する滞在社ブラ人

ミトPBSOlセ除去し大筒株で形質転操の宿主として用いた。

ま大CU21株の中1（低頻度なが’らもプラスミド保持株か認

められたので“， このっ。ラスミド毛P8502しした。 詳細に

ついては後述する、

 す子熱性臥σ〃㈹属一綱酉中央のFTβノ7およ・ぴ㌧ その派生フ。

ラスミ ドてあろ 戸丁ら引、FT巳52，PTら53、 戸丁ら？0 支基本プラス

ミド（して用いた。  これらプラスミドの制双酵素七月断，ξ、

地図表団Hに示す。

8aBs

Bg

P

 ℃    々 H へ        3
ぐ      8g

      フ P
      狂  pT819  o
  “…一To－      4  17．2”d      サヂ        ξ
“

BS ．

8g

バa 8。

P

関

Bg

P

P

8S

 図1■． PT引『 ちよが これに由某ずる小型アラスミドの制ア艮喜喜麦

切断点・地図｛’ご各亘望R工断片t円｛に示した．また，跳，β2，BS，巴H，

×ばjでれでれ旦竺HI。呈坐工）昼竺IE工，堕工。世ヒ板，迦工切苛．妄、乞表わす．
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 培地および緩衝液

培養は全てL培地（ト1プトレ／・1、酵母工．キス53，

Mα坊／五［戸Hワ3ユ） も基本培地として打つだ。互．∫αム打ノlS

の場合は寒一天1，5％を合1有寸る毛のを，互δ棚耐加m〃ル5

に対しては寒天λ、◎z“克含有寸ろ毛のを，それぞれ固形堵

ゴ札てして用いた。  Lナ音地にグ1レコーズ（25吾〃） 毛添加

／た毛のもLG一培地、Lq姑肌・■川スクロース竜カロえ

た毛のもLG，S培地し」て用いた。 ◎・33Hスタロ’ス）

…ZMψ・（別殺菌）、O，OλHマレイン酸溶欠
〔pH6，5］をSMM綬街液として用い在。 洲M－L白塔屯ぱ、

2倍濃度のδMM緩衝攻および・一Lq培地表等量混合寸ろ

ミしによリ言司製・した。 ら、S亡e〃0〃e榊。芦ム1ル3のプロトつ。ラ

ストの再生にはR舳寒天堵比しRGTA寒天堵地（上層

用軟寒天）充用いた。 RGA寒天培地〔戸H73］は，①70o伽旦

の2．、86X［w七／㍍旦］寒天，・’、斗3ストリプトニ，o・71×酵

母エキス，0・7／ZN久Cl，②2o◎”の！Mスタロースノ③

5o何父の7ZK・HPo牛、3／KH．Po羊、④2o榊旦の2；Zグ

ルコース，⑤lo個五の1％ガザ1ノ酸フ⑤1o”の2．M

】3⊂24、⑦lo州父の2％生血清一アルブ’ざン（BSA）（刀

ルグ［Mi“仰HA1孔径・・斗∫〃ユで’陳箇．）定それぞれ

滅菌俊、見合して青周1製し走。 RσTA 寒天培地の場合に

は，①の寒天濃度毛O，857％に変更した。

 1）NAの言岡製

垂色体DNAは工舳kαら（26）の方）亥に従い、／ゾ手一

ム処理後得られたザルコシ’レタ害菌庶一について塩化屯シウムー

lO



工手ジウムブロミド平衡密度勾配超迄心支行い精赴した。

 プラス！ド．DN今の検出は。Bim』・i・しD・1／（27）のフ1レ

カリ油虫浅克一却変更して以下の様に行っ哀。 葉剤克含

むL堵・地（5刷父）中で55℃にて約．1ζh靖蓑した 旦血㈹一

七h・㈹小・培養液1、｝（8．。州1。は・1て培養次。、∫

佃旦）を，エッペこノトルフ道心管に孝多して道心隻菌し，得ら

れた菌体表1◎oノ及の2夕仇Mllr高一H口1二FH㍑コ、 lo州Hエチ

レンジフ1〉四酢酸ニナトソウ4塩（盲DTA），卸伽μク“

ル］一ス， 一㎞8／㍍父 ツン“4一ム，客演二に怒3局し、判く中3σ固了n

静置け（旦∫州r1はい1〃I）ゾ牛ム溶液に縫燭しノ

1ヅCで3・州処理を行った従，O℃で8舳保持した）。

次に0、川炊0ト1％SワS洛夜ユ・・パセ方口えて混合した

水中でラ分間保った後3M酢酸ナトリうム〔｛付コ走／ヶ。

メカロえて二艮合イ乏、クド†でl h静置イ乏， 1◎。◎◎◎x3， ワmin

遠心分離を打つだ。 遣1心上澄液約◎、手m旦を別のエツペレ

点ルフ追肥管に劫／，ミれに1良工夕／一ル川も加えて，

一ユバ⊂で3σm1・保った後1・〃・3。∫州の遠心にリ

DNAを沈殿区分に集めた。侶；れた州A毛，50州
丁・τs－Hα〔戸H8・◎］，1◎om】酢預乏ナトリウム洛涼一1◎oノバ（え各

解さセた後，…｛玲工夕／－／用糸加して一・グ・に

1O・1・保ちフ道心分離（1・・・…3。一∫・1・）によって昇が

DNA沈雇定克隻め，エタノールリレスのイ乏真空乾燥した。

ミれ1・・パ〃リボ’スフしアーでA（舳収A）セ金む3∫μ

の丁目糸え種丁液一（1OmM T1s－Hα1二rHア∫］、◎■いい1ミlD1ス）に

溶解した。

 プラスミド1）NAも大量に調製寸ろ場合に・も、フルカツ抽

N



出浅宅スケールフップして用し1，得6れたDNA画分屯堆L

イしセシゥA一エづジゥムフ＾ロミド平衡密友勾配超立べ左行

い嫡製け後，ザCで／朱存した。

 B傘・川以S・以舳・の形噌転換

  区、、舳州い3（…一い叩…㍍）の・舳師…n1言、

Am1・・柳州い戸1回ヌ帥（州のナ法に従・て鋼製した。∫

伯父のL堵地中珊Cで一夜培養／た培養液1回れ，則増殖
姥ナ仏（KエHF◎41斗a．KHユ戸0チ632（NHく）ユS0斗ユ暮） グェン酉乏ナ

トリウム 1多2 ク“ルコース F身2 H3SO牛・7H20◎・ユ32 L－7’しキ

ニン ヌ◎職3） L一 トリつ。トファン ，◎門， カす“ミノ酉乏へ23／ノ）

λo榊五に植酋しフ3ゾ。で堵桑した、対牧増殖期屯はずれ

てからけ従にフその牛伽れ一3馬の第2増殖培地

（舳P0斗㈹）KH1P・今6わ（州1δ・千21・クエン酸．ナリ

ウA 1缶） ヅルコース ㌻32 M3SO今・7出σ o・2．32 L一フルチ

ニニタ回ε。L一←ゾブトファニ㌻同8）ブフず’ ~ノ酸〇一a〃）

k植苗！、更に1＾堵巷寸ろこUてリ・・叩・柵士・・I1
毛そ尋た。   Co m昨十e沽 ce l l I職4 し D N A （系勺 1／43） も三邑合 し

た後、30・i・振覆㌧5・…a。。rmi・の遠心にリ重
体毛髪め一た。これ毛3何ユのL培地に再鯛．！、・・℃でユ

h才辰塑堵京包4τつ た。   こ のナ音蓑3夜毛菱有1！ （K㎞5〃a／m2 ま

たはτ2∫灼／。疋）玄含むL寒天培地に塗布し形質転挟株志

得た。

B孔Cr〃出S士eqゆ亡加〆州0戸片／〃Sの千ラ質草云才更

プラ人ミトDNAによるB．s七e舳◎七kr伽・hルs の形質転換

12



はノ平・舳k久！（23）の柏に従／1ブロ！プラスい去によ／打

つだ。

 一） フ。ロトフ。ラストの宅周手製

 B．…肘h㈹戸舳・CU21毛L培地中炉Cで一夜前培表

／。その・5・父いO榊旦のL6S培地に加え5バにて振
謹タ音養毛行った。  OD66◎ のイ直が 0、千イ寺近になった時，占、で’

遠心隻菌し（3。◎◎◎x3ノク州，ザ⊂），λμの洲N－L年

増比に再懇濁した。 SMM－Lq培地に堆解したリン“手＿
ム三谷三夜 （50ノ嶋／州五） 屯 系冬Σ裳度  1舟ん五 し な ろ 榛に 加え、 俗

℃で約2川・娩ヤガ」に振覆した。 プロトγラス〕しの追

打状況は，適宜顕微境観裳で追跡は。 生じたフ｝トプ

うスト毛4，wx3，7舳n（ザ⊂）の遠一心によリ回収し2．〃五

のSMM－L命培地で光浮牧）再度遠一心分離しト。  こホに

え刷又のSMM－Lqナ音ナ巴宅．カ。之てフ。ロトフ。ラスト整5局瀬二し

した。

 衛） ボリェ手」ニク’ソコール処季呈

 約1ノ人aのプラスミドDN A毛合一むT1三歳街東に等量の

2イ音濃度SM同系乏絃了メ夜定カロえた。  これに0、夕mノのフ。ロ

トブラスト総燭液（今ザC．て“根温）東加口後，！5mズのチ・

×ボりエれンヅソコール6、…（9餉）哀含む洲出後
袴了三夜（伺℃）を加之て， 斗8てで2minゆっくりと才辰董し

た。 これに5州父の一SMh－Lq堵兇（斗8．C）友カロえP巨今

を考叙L）斗，・…3，1・舳（ザC）の遠心によ1プロトプ

ラスト東回収した。 ミれ屯。，ol〆BSA志含むδMM－L今

培地1㎞旦に再転燭し，斗3℃1占hのゆる中かな振壷堵茎

を打つ大。

13



 汕） プロトγラストの再生一

 プロト■。うスト毛式料屯。、◎1％BSA哀令むSMM一」qナ者ナ巳

（斗8．C）で適一当に孝秦尺後） その。，1m父て5℃℃で保温した

RGTA寒天培ナも 3榊父を R白A寒天培地に重一層した。  形

質転換株セ選択寸る場合には，R舳2附TA共に菱剤も添加

し忙。 選択濃友はK固肪用〃。τ∫刈〃U友。また
再生帆も千1θCで5日間保温した後に形質転換頻度忘辞

哉した。

 亘竺R工。坐工で’切断寸手場合は， 9σ州NTr∫一Hα［戸舳チJ，

1◎mM MgSO今，1◎O mN V久αメ客液を。 且坐工2虫伍ノ墜石工

ではlO州T1・一Hα〔戸H7千コ。1◎川M3∫Oわ夕0州く／久α。1榊N

ジ今オスレイトール（DTT）溶5夜毛それぞれ用い37℃で’2h

（埜口は6㍗で2h）瓦た古セた。

 小；型プラスミドのイ年製

 プラスミドDNAも亘竺R＝［で七月断千辻，工タノーノレ）尤雇芝

によリ回収し）・しれ定66㎞】11｛干HO～〔ドHγεコ）6・6mM

M3仏ノ lo m M DTT， ◎・∫mM A TF洛）夜F熔解後丁手

DNAリザ’一ぜ（o・1単イ並）毛）条カロL δ℃ 16h反応tセた。

この瓦一 桙T夜毛月いて B．s此帥3M工“3の形質転擬毛行った。

 フカ“ローヌゲル電気泳動

 電気汰勧は。，7，1，o％［w六ルノ］7ガ’ロース毛含む水平弐

入ラブ’ケ“1レ毛同いてイτつ 大。   電気封（重力周系表種子涼㌧と して、

1斗



今O州M Tトτs， 2o同州酢蒋乏サトリウム， 1回M盲DTA， 05畔／旦

工手ジウAブロミド〔頂年預芝にて戸H茅・0に吉鳳整］支用いた。

DNA令式料に色素溶液（loOmい1三DTA） 6o Z－w六／。山スク

ロース1州Z7’口・フェ／＋つ’リレ’）支レ・量切之，これ毛

フカ’’口下スゲル試料口に珠加枚，i～2．T／㎝の定電圧で・約

12一卜電気5氷孝力走者予った。  ま矢λc工㌻5クs7 DNA のH↑h一＝旺

分解吋勿を分子量マー力一として用いた。

 二“ノクトラ：’スし‘㌧ヨン

 A伽ers』舳の二・リフトラニスし一ショ）キット（Pら．5025）毛

用いて二・ソクトラニスし一ショニt行いつ。ロープ’哀得た。

 S舳士』舳三玄

 M舳十i・ら（州の方1玄に従いDNAのニトロセルロースフィル

ターへの劫行およが’プローブ’しのバイブ’ソタイゼ㌧ショニセ打

った。

 1）DNA断片のワイルダーへの移行
 各DNA毛制限‘酵・麦処理後）電気泳劫にガ1才ゲル克句リ

出し写真撮影⑰俊。，5ハ！ルσH）15M似α中十和州アノレ

カリ変性支行った。 次に。・川T1s－H虹戸H75ユ、L川

N〃中で斗用・中知反帆打った種、速串のハ者に従っ

てニトロセーしロースフィノレター（S・い色ickぴ＆S・＾μ＾BA8∫’）

上にDNA哀ゲリレカ・）孝多行苦セた。 真室デシケーター中に

て池℃2卜DNAのス1レター上での固定一て行った。

 高） 1＼イブリダイゼ㌧シコレ

 ビニ1し倭中にフイ1レターしプレ1＼イプソタイゼーション緩衝
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液（ら・SSC、・・リSDS，5・D・｛・＾溶液）ゆノ多〃熱

愛j性サケ非着子i）NA（1◎o℃1◎州nカロ熱千更争〕）合した） 走入れ

徴℃にてえ～千hイ天っ大。  ）（にすローブ’宝令七：ハイプリ

ダ十七㌧㌧コレ綬街次（6・ssC，・、・川即TA、ケ・P・｛鮒批

溶液，o5Z SDS） 1◎◎“抽んノ 熱愛牲サケ捕手DN A） し交一

操後εδ℃にて斗～5h保った。フイルグを父・SSC，・5X

亭DS中で夕州。2・δSCフ・μ3DS中で’附Cハつ洗汚を

2友行っセ・のちつイルターの水分をとリザートヲゾオク’’ラスー

にかケた。  なぢ S5C （0、けM～久Cξ， 0、◎／ハ・7 クエ〉厨乏ナトソ．ウ

＾）およびD・ルノ共溶液（戸rωい・刈，．ポソビニ札ビロノド

ニ・・．㍑lBSAoユ舳）は，それそ一れ20倍浪彦）50倍濃

度一の毛の哀調穀し．適宜希釈して珂いた。

 コピー教の推定

 ブラス！ドのコピー敦推定は，Ki・…ら（3◎〕の労れ改変

／下以↑の様に行っ走。先ず、ブラス！㍑保持する左．

S＋・㈹伽γ㈹P舳・支蒙有11（K同期〃ま京はτ1パノ仙1（8，

・北州i・の場合はK｛∫杓ん父またはτと2ケ用ん2））含老L培地

で55℃（昼・以舳・は3プC）一夜前培哀し、この培養液

・・4州は2om丑L培地に加えOD・1・が’約9ヰになるまで

培蓑を行っ走。  3～6oDノ分セ迄心隻酋牧、 1回M．日）TAを

含む5σ㎞M1干卜Hα〔PH3、∫］綬後r液で洗浄後1’〃の50

いM Th∫一Hび1二戸卜1牙・5］，90MN Eじ丁＾215％ スクロース， いa／μ

リン“手一ム（圭・∫凹』｝1sの場合は5mさ／〃）に裂濁しO℃

30州（b、・山1土iれ・の瑞含1玄凧3州η）保つだ。 1徴の卯

㎞M TTs－Hα［州8・∫コ2 5－O州M EDTA） 1％ ザノレコシノレを加

16



えろ～ヒにより〉客商屯超しした後70てて“，㎞1n保つだ。

）今去1］考交〕 フ三ト’しキ占出 ・およびフロロオ・」レムキ占田毛行い水層中

のDNA毛エタノーノレ5た殿後2 けZ入勺ロース，1◎mM亘PTA，

lo◎ノ場／佃五 RNαs£A） ◎■ Z アロ∠ヘフェノー’しフー’レー ⇒・∫なろ色素J香

娘で1之榊に希釈い7℃にてlh侭つ友。、れられプ
〕レ毛。・7×フがロースゲ’1レ電気汰勅にヵ’けた考乏，タ豆二支長UV

照射を行い工手ジヲムブロミド（1仰／舳貝）滝液中てrh染色

1た。ゲ1レも水洗後ポラロイド。ダイア山フ1ルれ問

い写真撮影後）村フィルAをデンシ1メニター（Shi舳洲，．PC

rl◎うて、．スキマ㌧守る．ミとにょリ染色侍しプラスミドのピー

ク面孝責を求めた。  P～A量しデニシトメーターのピーク面羊責かH

比例閃侭に在ろ範囲由において染色体しプラスミドのDNA

量の比を求めろことによ一，プラスミドのコピー教を推定一し

忙。  なち’反s千eα沌柏e伽。｛ル3 し ら、∫必ナ〃∫の壊色イ本DNA

の分子量は，いずれ全2．、◎x10『ヅルトンとした（23二

 ■。ラスミドの宇定ノ性定式、葛乏

プラ人ミトの安定性の脈は，ユニ、舳／α1（・3）の方〉去吹

って行っ‘た。．プラスミドセ保持寸る8、・十・㈹如卜舳戸舳3

．を蓑剤（K㎞［らパ／㎞エコま在は1，1二3州ん又］）克含むLq寒天

培地上て用℃にてコロニーも形I加せた。 生じた
葺一コロニーよリ回じ事剤（τは灼／同2）毛含む20同五の」

堵兇に植酋し。今ザCで約10h前培表毛打つ在。 これ
支L白培地（手ポC）で考釈し，生菌数ガ｝約1・・／州になる農

に2σ。五のLq堵札に加えて，一定湿度（炉C）で約20世

代増殖士竹後、L含寒天培地上4ザCでコロニー定形成
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させた． 1・・個の単一コロニーについて，雄々の蓑剤含

者L寄寒天培地1てLプリカ後今ザCで一夜保温に，葉剤耐

1性コロニー（ブラスミドイ栗持菌） を計歓＼た。

 月更案1吉合支葛乏

 Sue◎kへら（31）の才靖毛己文変しDNA断片し月史画分しの1n

Vitmにおける糸吉合吏、敗を行、た．占

 i）膜画分の調製
 丁ロトフ。ラスト七調製（前述一）した後に茎留水中て“激し

く撹村立ろこUしょソ破裂t・一せ。道心（。3・〃・享。3・舳）

によリ隻めた沈雇芝をTK盲粂乏街液（◎、◎見M■1rrs－H伐［｛、◎］，

0・◎らM Kα。o，oolM丘D↑A）に鶏凸渇すろこしにょノ 8．

・亡伽十1㈹州・曜画分（32）を調製した。

 ii）DNA断片と腹画分しの結合
 月史画分（◎・2㎞父）忘付℃・10回1nの予備保温つイ乏23叩によツ

ー緩考載したDNA断片∫ノ又 セ土口え更」て 巨mi（イ呆った．  ）実に

37．CにてZO㎞i・保温し氷キで・令却した。 ミの試料をス

クロース密度勾酉己（ε千％のクッションの上に5～20％り勾

配屯持ち予備・幸却した竜の）上にのせ、昼土RPS5oロー

ダ哀用い33…岬m3・・i・の亀山t行一．た後，約・・1∫

M足すっ分画した。 各画分の枚肘絶屯測定し違一心管の

庄に近い画分に生けピークt膿結合画分とした。
 i高） 月更結合PNA産ケ片の脅季寺千

 腺結合画分t隻わ等量のTK1三糸麦孝行旅ユカロえ，同イ本箱

の氷飽和1エ／一ルと一ん枯縞の1◎〆SDS漆液も加えた．

室温遠心の後生け水層を取ゾパのtRMし／・イヰ精の
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3M 頂乍頂受十トリウム屯力口之たイ乏コニダノ ール沈屋支支行いPNA

断片支回収した。 下丘緩衝液に路解の後，O，7％ブガ’ロー

スゲrレ．電気沫動あるいは05％7ガザスを含む3％ポリ

7クリ』レフミドゲ’ル電気泳劫毛行い軟1線の後カトラジオ

ゲラフィー＿克行いノ月更に結合したDNA断片哀宅周べた。

第3節 系吉栗

ノ．右生菌の性質

 B．s＋eαr◎ther伽◎｛；～s工FO lZ；∫o（ATCC 12帖◎）よツ 自然突

然変異にリ伯ら机たストレ八マづレン稿性株Sい㍉
丁ラス／ドP5S◎I（i亭・3叩久）走保キ青しているが’）この派

生林CU21株昧FBS◎けブラ入！ド状態としては校蛍tれ
なサった（23P い・しながら⊂U21株リブラス1バを
保持寸る圭のが伍頻度なが’；生ビろけザわガっ友ため，

このつ．ラス、ド毛p巳S02（I『5MD久）ししF8S◎Iしの比孝之

え行った。  沖Sol，Fβ502の両■。うスミド毛ナ鼻イしセ1ミ／ウ

A一エチゾウムフ“ロミド耳頑不審度勾酉己超遠＿心によソ調製

した使にフ互竺肌フ世J皿2幽H工）sαれ処理を行った結

果，似それ茅，7，斗。2断片に卵テを受けた。戸βSo2

の切断様式は図1－2およ・ひ“図1－3に1例克禾寸榛にF8so1

のポのし非常に類似していた。 このご〕’らF5S02が’

CU21才失の）吏色イ本上に秦旦み受」まれていたこしザ末口麦＿

〔



A B C

図1－2．プラスミドのI制限蕗麦i：よろ比較（25…んλ。工湖s7

の也但州手物（分子量マーカ）；B，PBδol（些肛処理）；

C，P巳so2（望R工性哩）。

されたので，PBS02もフロー7’として5・叶m）去にょ1

解析走行った。  プラスミドの検出すれ。ないCU21オ朱よリ

塩化セシウムー工手ジウムブ’ロミド’平衡番度勾配超遠心によ

リ調製した染色体DNAをEcoRIで切断後アカ“ロースゲ’

ル電気永劫にカ’けた。DNAバ’バをニトロセルロースの

フィルター に孝多行後、3ユFでラベJレし．たPβ502・しの／＼イ

ブ・リ タ“イセ＝一㌧ヨ ニ！を考｛つ た。   この結更 PBS02はCU21
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＾ 8 C D E         ，    ，    ，a  b  c  d  e  b  c  d

割

○○

●4

図1－3．S・・亡h…八イフ1ダイぜ一㌧ヨン（㍗望肛処理え行・

た■．ラスミドモフ力“ロースゲ1し電気氷多方（A～1…）千乏，ニトロセー

1しロースフィ’レター に宇多行し 3ユpて＾オ烹言哉 したpB502しの バイ

ブリヅイぜ一㌧ヨバ行った（・～・バ～d’は感光時問を長く

した毛の）．＾，α，r1’引r1ε，馬’，那？0；C，⊂，・㌧P8502；D。一ノ

J・，⊂U2」オ朱筆色イ寺DNA；E，e， λ仁工肘737のμ｛一五分喬琴物．

株の染色体し1＼イプリタ“イズ’寸るくてが示ミれた（図1－3，

D，J，一’）。 このこしからPらS02は。U囚株の染色体上に

組込まれて存在寸るこしが’明らかになった。 この様にプ

ラスミドDNAが宿主染己体に組込支れる現象はB．・必士｛

（P臼『叫）について毛報告さ机ていろ（33、

 形質幸ζキ廷吏馬交の士いには、 PらSOユが’プラスミド→丈育§しし

て存在㌧てい互い菌株t宿主し」て用いろいにLた。
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2．汀BgoとpTBlrヒの・比較

 葉剤砧性プラスミドPT引rは自然界よリ単離生れた好熱

性細菌が保持するプラスミドで以，せ哀有する．172舳バ’

ら匁るつ。ラス1ドで左1・・舳・。圭・個所夫・舳戸舳・共に形質

転換可能である（23三 このrT州を当町一丁4DNAリカーぜ

処理することによリ主．su』七｛s由で’、小型プラスミドFTB引

（K〆）ノ 戸丁防2（τに）， PTら53（K才丁5）ガ・得られている（22）

（図ト1）。  これらのプラスミドの名匠ωR工断片と汀引『

の1≡竺紅断片し丈比較寸ることにリ団ω肛断片肺、舳2

R3土にそれぞれDNA複製）K㌫）τさが・コード古れている

ミしが知タれてい石（））し い・しノこれξ小型アラス1ドは

互・亡・肘h㈹｛｛・定形質転抜寸るこしはでき打った（ユ書1

一方，同様の寺浅によリ竺、・ナ・㈹劫㈹戸舳・CU刈株内で得

られた小型プラスミド戸丁β90の場合8，Sル1方3，β・∫十ξ㈹一

＾舳・州帆・共に形質転鞭可能であった．岬90は3つの

坐肛断片（2・r）2・い州D・）力・ら九るが㌧廿克担う2、洲D、

断片のみが’戸丁引『のド3断片し包キ安の射たがっ＜舌のの、

2、『】D公および1、◎MD久断片は汀引『上に宅もめ；れなかっ

た（23しそこで“1丁州い・州しの対た閃イ乗を調へる
為に， PTB9◎tプローブしし て S◎肘ke川 バイブ・リツイゼー一㌧ヨ

ニ毛行うた。 戸丁εパ走盲（θ肌処理一敗7力“ロースケ“1レ電

気汰劫にかけノニトロセ1しロース7／！レターに飾付根，

プロ ーブ’の FT6『0し1＼イフー’ソ ダ’イ ス“さセた戸テ， FTら90は

pT引rの EωR工断片 則，R2，R3 しハイプツダ“イス“寸る ミ

しが’’認められた（図1一牛，A，a）。 引は則α，刷』ていう
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＾8CDE8bcd●

R1一R2

R3

R4 ψ

■2．9へ2．8

一1．0

 図1一斗．5outhern八イプソダ’イゼ㌧レ目レ（㍗ 1≡ωR工処理も

打，たプラスミドt7ガ’ロースゲ」し電気沫劫（A～1三）従，ニト

ロセ1しロースフィルターに移行し韓pで桓撒したpTBつ0しのハ

イブリダ’イゼ㌧レヨニt行・た（α～e）。A，α，PT州；B，』。

pTB5－2・； Cl⊂・PBso2・；D，J，PTら『O；1…。，e j 入。工身∫7∫7の上b柾

分解物． 剛か；R牛まではpT引rの亘竺RI断片（国‘’1）t示す．

また右側の牧草は対応ずるDNAのノ分子量（MP4）を表づ．

同じ大寺さの断片よツなるので両名を区剛寸るために。Rlq

ぢよびR3 断片からなるワ。ラスミドFT89・2一し p↑69oの比孝之

tS舳十』・m浅によソ行った。 ミの結果，PT5？oはR3断

片でのみ1＼イ↑ソヅイズ’すろこしカ㌣芯・わられた（図1一手2

巳）』）。 以上のこし→’ら汀らrOは2PT州の三笠尺工断片Rl』，

R2っR3しハイフー’ソタ“イス“寸ろこし1’’’示tれた．
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岬σの人・肌色肌断ポ法X』久工によllケ所切断
哀受けろが’，1丁州は土工にリ切・断tれない（ユき）（馴■）。

ミのこしはPT890の1・◎MP久断片．はPT引『に由史しないミ

ヒを意味寸ろ。 一ナノ戸ら∫02には1，OMD久程度の亘竺尺工

断柱存在1X履七カ」断㍑着パしナ制限麟麦解等生に

よリ系された。．このミ〕’；1丁州0のく州以一団竺肛断

片は坤S02由吏であろこしが’示唆寸れたので’， 戸ら∫02定

プローブしいpT州ノPTら90しの比較玄打った。この
結果PらS・2はpTBれは全く八げリダーイブ七ずノ・lT6？0の

1、川以丘ω町断れのみ八イフ“ソヅイス｝す．ろこしが熱められ

た（図ト3，んα，ら、』，』「）。  また迷に戸丁ら9σt・プローブ

しした場合にもpT州0はp8S02の1，OMPα1三ω肛断片とのみ

八イブ’リフイス“した（図1一千，C，c）。 以上のこしカ・ξフ

pT5r◎セ梅戒寸ろ3つの互竺肛断汽のうちλ8MD公およ一．び

1、州D久断片はそれぞれ戸丁州のR3断片，戸8sσ2の1州P久

巨ωR工断片由史であろミしが’示tれた。 イ定って2、『同D久

断片はpT引『 の R l』 および’R2断片の一部よりなる こしが’

わかった。

3． PT69o の字乏製〉夫定因子

 ■。ラスミドPT引rづ自律的複徴に間ずる遺伝子は，互竺κ工

断片割λ上に存在寸ろミしザ既に孝艮告tれている（2z三 し

サし，汀B1r℃の八イ■’リダイゼ㌧レヨレの結艮戸TBgOには

pT引rのRlα断片は全く含まれていないこしが’示された。

2牛



ミのミしはPTBgOには，Riα上に存在寸る複製決定困子と

は別の寺のが’含まれているい乞意1失している。 PT市

σ）2、『いDα 亘。◎R工 断行はpTBn のRl』，R Z 断片力’ξなr て い

いド’八イブリダイセ㌧ションの結果示tれたゴ、この断

汽はそれ自身で台秤複製碓てあろ（後述）。舳断片上

に1川い’＾ユード丈れていろりで（ユv’戸丁ら1・の複葉沃之

国手はRz断片上に存在するヰのし一考えられる。 また，

只z，円レ師庁は．PT引『上で7誇羊妾している（図1一）つで

p側・のえ・r舳生爪工断片は，R2，Ri』断片の肘によ

リ生じ午可絶性が1考え5一れろ。 定限汀州支保持寸・る

ら．sセけ〇七k叶㎞叩』；1帖書㎞存在下て“堵老二者乏つ。ラスミドρNA

支柚担し） このDNA志用いて疹、s必十1方3 を形質転梗した

所K点て～しいう刊質克示す株が’得ξれた。  ミの形質表示

づネ史カ・らプラスミドDNAを才山出し里斥エタ＆ヨ里の後7ず’ロー

スげ」レ電気味㌧勃屯イ寸、たア†，全て2．・『MDべに相当寸る学一

州しド支示した。 また，Eω肌し5∂れあるいは伽・■

に江ろえ重処理によるセ刀断様式毛pT舳の2、川P久巨ζ。灯

断片の毛のし一散した。

 1れ1つ享介圭一1パ失プラハドはpT・1・．つユ1伽

垂R工断片し同一のものであるし老え；れ，汗B『一3し命

名けた。 以上の結果リ1丁州のR2断片上に傍λつ
枚製法之因子が存在寸ろ、てが示すれ， 汀引『上にはzつ

の伎製吹定因子が予れでれ刷q古よが膿上に存在寸るし
しが’ ｾらカ’しなった。 そこで｝FT州の舳断片上に在

在寸ろ複製法之国手t卿A）Rユ上に存在寸ろ舌のt r㍗ε

し命名した。 以上のこ〕’らpT690は．ら・・た伽劫榊戸舳・

25



よリ調製丈れたpT引rし。 この中にイ紋量なが3毛含圭れて

いた PTB引3，PBs◎2 が’’i（〉1廿◎ において 1三。・R卜丁手DNAリガL

ぜ処理を受けた結果，一生成したプラスミドであ‘），い太め

にpT州パ峠が汀Broに含まれていると老え；れた（図
1刊。

／／

              8●8・

心ペポぐ
    欄3    －y。，
            H
     ＼    P
     EooRl
      T40N＾liga5ε
的／で 。
     目。 H
     丙

    、
真

＼タ8’
8g

 P1－890
 6．7調‘

ユ

8．5－o｝o－h甘mo帥i1凹5

Cu21 ohrom05011・■●

 図1一旨．PT巳『oの各1E生R工断片の由吏（ユて戸丁8ro毛構法する

3つの］…一望R工断片（ム『，ユ暮、LoMDa）ザそれぞれpT帥’3，

pTBl『。戸已SOZ由来でちるミてを示寸。 円山の七月断，ξ、はEω月工

部位定示寸。またB吐同H工，Ba灯・B・托工・砂工，Hr・抗，×b久工七η

断息1玄子奴それB～8わB・・P・H・×で示した．黒塗リの部

分はL州Dは・岨断汽に相当寸ろ．

2ら



斗． 小型プラスミドのイ年製

 旦・・舳・由で得られた汀Bl『の小型プラス！ド岬∫㌧

汀肌パ丁鴫はいずれリ・・ナ・α州㈹戸”ω・克形質転換寸

るいブで古なカ’った（2ヨ1一ナβ．∫ナ舳十和伽戸舳・内で・得；

れた小j型■。ラスミボト丁ら『OはB，suら十｛sち’よV山8，5†9αゆ寸＾eゲmδ一

｛伽休刊質転権可純で払ったが’，戸らS02由吏の1，0似

理工断片支含．むいが示寸れ。ミのこて力・ξ戸τさr・の

用D公望R工断片ザ昼1＋舳十／舳叩卜iいの相転換ノあるい

は同歯向におけるプラスミドの複製2雑持に関して童。要な

役割足担っているので｝はないれ考えられた。 そこで｝，

1の1、・肌生R工断片の昼1加物ナ1㈹戸舳・肉での役割

屯調べるために4重々の欠失プラスミドをイ年製した。 先。す二

戸丁剛。毛互望月工一丁手P～Aソカ㌧ゼ｝処：理伎） 至・su州方州工い3

克形質転換！た。その朽果，×れS，Kh「走禾す形頃
牽換棟が得；れたがK言下ζ「表示可株は得三れな余った．

バで一毛示寸杖サ；プラス！ドDNA毛単離L巳。町処理

の後アザロースケソレ電気朱勃によツ解斬！た。 その柘栗

2．、『MD久 1三．ωR工断汽のみからなろ戸丁69！3し， 2，9．M臥と／、o

MPλ王室尺工断片力・5な石分子量り大志いフ。ラスミド・が訳二

め られ，役名 もドTB引『 し命名 した。   イ∫丁∫ て 示寸才失ヵ’

らは2、『MP久〕 工曾M）久両頁ωR工陸斥汽カ、らなろ■oラスミドヵい

2種得5れその．柿の組込み柏の追いにU，てれぞれ
戸丁5『叫） 戸丁β『16しした （図1－4）。  まだ pTβ『16寸・ζはτ卜

支示寸足先ブラス！い㌦じ1TB『・zししたヅ，戸川け力・

らはいよ）有欠失プつ人ミトは生じ谷力’・た。 更に

2－7



      H
    ボ

     。1・・1、

   貫     6．7”d

    ＼夕’    ・H
    81

       土、．．丁、、、、、、＿づ俸剛

    ／1＼一㌣

、器二1々！ツ、一φ

       2’9“ 肖      2’7“ 8リ
   。。 リ   、． ／一プ
       貫                    8■      ■         E。。則’丁4州＾．ig棚           E。洲・τ4D舳1i禅

的い仁   い仁
鵬31 欄；1

 図1一ε．．PTBrOぢよび’これに由来する小型フ．ラスミドり作製一

と制鵬青七万断批酌型エ，些盲正。坐瓜，坐工切野点1本そ

れぞれ83，8・，H．Xで禾／た。また坐紅七牌。ξ・は円内に大

した． 黒塗リの考丁分は1．◎同D久富（o汽I産生汽に→担当．ずる。

pTB『13および 汀B『◎2・の 1三（o斥工切断師位にマれでれ 1・◎MP公

望R工断れ導入い丁州、戸丁舳け得だ。戸丁舳ヒ
pT8rlrへλつσ〕三笠尺工断片の未庄込み方向に裂っていた。

これらの制限酢乗七月断、包地図左図1－6にまとめて示
寸。
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5一． PTB『o しそり派生プラス ミトによる 跡σ〃ω∫ sナe叱。一

 十』eγい。｛iいの千ラ質草云中色

 pTB『o およびその小型プラスミド 定用いて 8・5ナ的ゆナ加に舳‘

｛一いsCU2」才朱のチラ質亨云才更tイ行った（表ト2）。  形噴牽種

1支、覧灸に用い長プラスミド1：）NAはノ 8．s以ら打方5よリ岩屑イ製した

が’，吏、験2い↑6『◎のみ鮒口切断、包をイ1琴飾寸る為に

8、・†舳十ト舳・州心よリ令周製／た。形質転稚更駿いてぢ

いて，戸丁・r・は1刈州当1約1・3程度の形質転捜株

も生じ寸1洲千ヤ1丁用て“1‡相転換株は侶られなか

った。 定、敗zではL◎w久Eω尺工断片も保チ寺！ないフrス

ミ ド PTB引3 は2 1・◎MDα 性テ片をイ長持する つ。ラスミド←Tβ9’？

ヤPT5r3いて比べて3，5ナ舳如舳戸舳∫にナすする形質転換頻

度が・約iO斗侶程度位＜なるこてガ・禾tれ。1、・肌酬工

断れ保持はい↑うス！ド汀州千。戸丁州）戸丁州ハて
おいて 戸TB『’3 のみカ’ち イ氏 歩真皮ながら毛 形質牽亥千更ネ朱が

得られた。 い差は1丁州千，PT州。上に昌．映m伽佃戸舳・

ATCCμ『宮0 が’イ呆キ寺寸ろ制限頂考案 B5七P工の 丁3o∫c～三δ州erで’

ある85士肛七月断紅ず存狂するのに対し戸下一8？13」上には、

それガ存在しないこUこよろ舌のし老え；れる（図ト6）。

史篠戸丁βrけ） 戸丁8”6に閑Lて舌 1◎ノ人3程左のPNA毛周

いい市神転雄株ザ数個得られろけ力い別途雁托†れ

た。形質戟梗史、験㌧2の結果よll・州PαE・。R工断片
が’ ｶ在ブろこしによツB、・十鉗｛・・舳州帆Sに文才寸ろ形質

転授能が著しく高まるいが示唆之れた。 い．ξ、を確認

寸る為k、ゼのれ禾す7ラス1ドFT8r・ユしF側ユ1につ

29
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表1－2．
プラスミド。。Aユこよる。、十、、州、。吻。戸舳・…1の形質釧赴z5）

Experiment P1asmid 88古EII  1．0M1Da
Ant ib iot ic

（μ9／m1）

Transformants
per l」9 of DNA

                   αTransformat1ion frequency

ウer regeneran亡

1    pTB90

       pTB90

       pTB914

       pTB914

       pTB916

       pTB916

2   pT皿90
       pTB913

       pTB919

       p土B931

3   pTB90

       pT草902

       pTB921

十

・1・

十

十

十

・I・

b
十

十

十

手    十

・1・      一

十      ・1・

㎞（25）

Tc（5）

K皿（25）

Tc（5）

I㎞（25）

Tc（5）

Km（25）

㎞（25）

1㎞（25）

Km（25）

Tc（5）

Tc（5）

Tc（5）

      3

1．9．x10
      2

7．7x10
  ＜1

  〈1

  ＜1

  く1

      一7
1．O x10

4．6x10
      5

2．2x10
      5’

5．2x10

      3

8．6x10
  く1
      4

1．8x1O

      一4

1．6x10
      －5

6．4x10
      －8
一く8★10
      －8

く8x10      r8

＜8x1O一
      一8

く8x10

      一1

1．9x1O
      －7

8．8x10
      －3

4．2x10
      －2

1．0x10

      一5

6．1x1O
      －9

〈7x10
      －4

1．3x10

α

わ

交駿1，2，1の再生ブロ1プ狐牧は，そ水でれ1、・・1♂，・洲♂，1・何・8〃であ一た。

ら．。舳伽舳戸舳・よけラス1ド毛着服し樹で史1部位1士傍・榊受けて．いる。



いてB．・†・α・・lh・m・州阯・にす〔る形質転換実験3t打つだ。

そ の結艮 にO いDへ 1三（o R工 断片 克保朽 」ぢい pT5『◎λ では形

横転複杖が掘られなかったのに机，1・州臥断れ保持寸

るPTら似ではi刈p舳当リi・曾川牛の形噴転換株カい掲；

れた。 いご〕’三しOMD久丘（。町断片の存在によりβ．粋

㈹伽㈹F舳tSに対ずる千名咳転復頻度が名にく上昇寸るこし

が再石寝台もtれた。  ま た高 。漉＿ブえ （采勺 1σノ＾8） の 戸丁β902 P〈／A

セ用いた場合に．はケ紋の形質該捷株が得られた。

ド丁θr・の形質転捷瓶度が谷定孜において累るのは堕肛

七月断、壱一の修飾の右毎、によると。考えζれろ。

6． プラスミドのコピー牧

 1、σMDλ ε・oR工陸生片哀イ象ヰ寺ずるプラスミド1‡6，sナeoゆ一

十h・・岬舳・に付する形質鉱授頻度が差しく高まることガ木

tれた。 また，i、川D久断片を役持するブラハーのいた榊一

十hen㈹｛iいs 向に お げろ コヒ。一 妾史は 1し◎M Dα産ケ片もイ栗持 し な い

1つス！ドに較べ非常・住いしいう／碩、自ガー電気．泳動的に誕

められた、 1の差毛確めるためにデニシ←メーク克祠い

て定量的にコピー飲を寧良した祈， 1、◎MDλ星空尺工断片走

イ呆持寸ろプラ又ミトのコピー教はイ栗持しマい舌のの杓／0分

のiであることガ木t札た（表卜3）。 じず㌧ このよう

な 1，o M D久旦Rl［断片 の 有毎、による 1頑茎なコヒ。一老（の文

化は昼・・舳∫内においては乳められなかった。
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表1－3． 各奇重プラスミドの性繁（25）

         ．  ．              Transforma亡ion   Copy number
P1・・mid Ch・…t・…仁・・… p1・0㎜・。f8．舳胱〃。i．8．醐肘〃。

Traべsformation
of B． s古eαr0一

切e〃0帥れ蝸

Copy number
inβ． 8世eαr0一

協e舳0p肋τ蝸

ω
い

pTB19

pTB51

pTB52

pTB53

pTB90

pTB914

pTB916

pTB913

pTB919

pTB931

pTB902

pTB921

 r  r
K皿Tc
 1＝
㎞

 1＝Tc

 r  rKmTC
 r  rKmTC
 r  rKmTc
 r  r
．KmTc
 rKm

 rKm

 rKm

 rTc

 rTC

A，B 一

A  一

A  一

A  一

過  十

B  一

B  一

児  ・

B ＋

皿 十

B 一

B ＋

         α十      1．

十一     8

斗      9

斗      8

斗     11

十     13

十     15

斗     25

斗     13

斗     14

斗     24

斗     13

斗

・1・

十

十

わ

十

十

わ

α参考丈畝（測よリ引用・

亭形質転根頻度が低い．

・欠失γラ人ミトが高頻度に生じろ。

α
1

43

39

5

4

60

7

0



筑千節老 察

 自然、野よリ1学畜紅tれた一好季泉・性紬箇ヵいイ長持寸ろ■。ラスミド

pT引『上には）Z粧類の自律復製可能なDNA領域が存在

！た。・」いよ）な復含し↑ツヨしがBα・市S属よ1単離

tれたのは初めての事であるし思われる。  また〉β．3た舳一

価仰舳∫向1てぢいてpT州3（Kぶ）しいう欠失プラス！ド

カリ丁州（Kれ「）リ生」 ｶろこい一木tれた（購刈が，
8、洲』十ilis肉にぢいて七回’の欠失プラ又ミト（K店，2，r州Pへ）ヅ

pT州リ栴れた。さらにっ旦∫州i・内ではこねU‡別の

叉失丁うス1ド（サ，約舳D久）が’生じゲけ規寡tれ

た。  しれらの縞足ヵ’；λ桂の父失プラ人ミトはihゾi㈹

秦旦才更えに仁 リ FT引『 よ ソ生じ斥志 のし考えられるガ、 迷に

FT引『自身ガ＾Kバて示す7ラスミド し 丁、ト走 示すフ。ラスミド

ガ采且手疑え克走二こし† すい ラ湯所克 午 L て M レτ㈹  で’葎亥合寸 る

こしによリ生じた■。ラスミドて“あるし亡考えられる。  一

報にフ腸内細竜よツ学高値tれた多剤耐性も示すR因子の多

く戦合し↑1コニであると計れてllろ（舳3？

 戸丁州よ〕寄られた小型プラス！ドの内卿A定含む戸TBぷ㌧

1丁脱・lTB∫3は旦・州11・内て一冊椎製可純であ一たカ’二

脚B定言むPT州〕戸丁榊ぢょび’その派生プラス1ドは。8、

≦州i！、B．畑に・十1・・舳川以・両宛圭直内にぢいて椎製可糺で

あった。 また，圭・舳舳キビち’いて・・1A毛含むプラス

きドのコピー妾欠は にpらも含七・rロラスミドのコピー孝之よツイ邑

いイ項向か言己められた（表1－3）。  、れらのミし力’；口NA

枚製そ担うえ川東え因子卿A㍑び・ψが本質

33



白勺に要ろ古のτあるし考え．られろ。

1甲・包含ピ帥11は，特累舳断片（1州Dへ厘肌
断汽）か“含まれておツ娃々の小型プラスミドの性擦も比孝定

した・結粟，この1、◎NDリ…竺R工断片ガ存在寸ろこしにリ五

S柏帥十一州州吠リて村マろ形噴転授糺ザ’薦しく（如O年イ壱）

高ま一ろハ、また同病室剛｝1ろエピー牧ブ但下する1

しが禾された（表、．2つト3）。  形噴戦捷頻度の上昇につ

いては1，OM肱 盲ωR工軒汽しε．δ和αゆ沽市舳戸わi～∫ 染色イキ間

1て存在寸る相同師伍も利同しての系民梗えによろこと壬老え

られる。 この可純性につ．いて椎吉寸寸るために， PU引1σの

丘ωR工七月断、包に1州灰Eω灯．師汽哀組込んだPU川を樗た。

いγラス1ド定用いて形質転換芝、験克行なった結果、

pU川の8．。ナ州。片舳ル。i（対立ろ形噴1転換頻度は戸U舳

し同侵度であソ，特別な頻度上昇は認められなかった。

壮S・・。い（引）1寺，互、11舳・におげる1・舳の綱・分配

にプラスミドの特定即位し細胞膜しっ特異的な舵含が’重要

育後室11t果していろけ定報宅」ていろ． ギで，い
1、州肌盲ωκ工蜥毛好熟・薗3，1知m＋1㈹1川1の腹に特異

的に結合寸ろこしに七ツ形噴転換直後のプラスミド千良製を

各局い，またDN脈による分解触か3■フス1ド之侭
談Lていろ町1し性毛れ！れるので、s用い（3千）の方1亥に

嘩じてrけ汁・・にち’けろ眼画分とり結合支、歌セ行っ夫

（図トて）。 その結果PT6？0の1。州P久巨ωRT断片は牝の

断片し同提度に眼し柾合ブろミしが示tれた。  またFU舳O

の舳。工分解物を用いた定、験に．おいて毛各断片の膜結合能

は同径友であ一ポ馴一て）。更1ち，β、・州／バ膜帥

3千



＾

●●●
○0
8ε

●o■■

●○

 図1－7．DNA断片（阪画分しの持合．印で榎識．したDNA

断れ旦拙㎞士h㈹｛iI帖の膜画分ω鮒定猿t行っ友．
スつロース客度勾配超道心の後，腹画分が；フェ’一ル抽出によ

りDNA断片も回収従を父朱切t行・た・ AτdLoZフザロース

ゲ1しセBで1♂o、；メフカーロースも含む3！大’，アクゾ’レフ書ドケ・’レ

t周いセ．し一ン庄は遼宅告交蟻二に用いたDNA能生片も禾し’

し一ン走は肢画分よツ回臥し夫1）NA町斤色示寸．A，〆β？0

（望RI処理）；B，PU阯・（幽工処理）。

においてはpU舳◎DNA舳の特累的眼采袷が’乳められたが’

（訓之8、・セ㈹＾㈹州・の場合1士非情異的紬含が既豪tれた．

牝。て，1、・似射エ断行による三・炊〃ム㈹｛’舳の形質

転才負頻度の上昇は染色材しの相同性あるいは膿舶合純の増

加による舌のであるしは孝之にくい． 五5た㈹4加舳戸〃ω

南におけるコピー数はFUBllOしFU引いにっいてぼば同柱底’
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でおつた。 ま㌧プラス1い・㌧旦圭、叶榊伽・岬舳・肉

に綿入tれるU・州D久里Rエ断片の宅無に拘らず’〕いずへ

り丁ラスミい安定に保持tれているこけ剛也確言い

札でいろ．・以上の結社サ5FTBrOの1・州P久厚・θ肛断片

はPNA†乏製ヤコビ∵」牧吉岡節におい．て陀pら本義京しつ調節

に閃宇しているし考えられる。 1し川Dへ望斥工断片にコ‘

ドtれている適一ス・惰率反てして）疋のよ）な可有乞1峰が’あうう

ωブラ入／ドDNAの摘製閑劫1こ村し負に働く蛋白噴；

（ii）C。父司ヤRにブラ又ミトにおぺ（知；れている複製開拍

t狙害寸ろ低分子nA（3州；（満）旦・州・凶では作動／

ないが・B、・十eα㈹仏・舳叩トル・南で’のみ形象台包つるキ室裂開焔、ξ、で

ある。 L姥地中に帥ろ呈、・・舳（lU舳1）の増殖追及は

B、・・』舳（PU舳・）のそれに比べて40％姫度低い。 また

L寒天培地上に刊成tれろコロ・＝一一の大寺さヤ刊愁は全く

巽っていろこ〕・ジ・仙些肛断片からの蓮伝子産物ガ’

寝主項に対しスト1。ス定与えでいる可牝・性毛名えられる．

い’㌧，い棟な差累1リ・畑ゆ伽・戸舳・（lU川）し坐㈱’

十お・榊戸舳・（戸U8〃・）間1て古いて1玄認められな寸つ右。 ミれ

らの現象から1・oMDα二三三R工断片の形噴発。現け，ベクタープラ

スミドし寝主。菌の両方に穴支く季3ノ蓼tれてし、るし言えよ）．

塩茎頂乙列の決定、遥転手産物の解析等によリ中垣箇およが

好熱箇におけるプう女ミトDNA複製っ調節横棒に関し
て新†こ写ケロ見がソ暮られろこ（力、’真月イ奇tれろ．
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努5節 要 約

 1．  自然界よツ学畜雀支ねた好熱分生糸困直由束の蓑一剤耐小生

つ．ラスミド FT引？ は、 2．孝圭のDNAキ隻袈三老定＿国手にpAし

・・15も含む復含しγソコニでおった。

 2． 複製決定因手卜叩Aは，ε．・・舳・内でのみ機糺し

たか’ψ定含む↑つス！ド1ま呈、・・舳1）亘．畑耐1舳f舳

雨宿主酉内にぢいて複製可絶であった．

 3．1丁州り得；机た．・明ら吏令むll・型プラス1ド汗・1・

には王・・十・舳・伽・舳｛’山の増存性↑ラスミド戸ら∫02一て由某ず

る1，OMD久喜・・R工断片カ1“含まれていた。

 斗． 1，O叩・盲・・R工断片の存在kよハ、3ナ伽ナ1㈹戸市

に梱ろ形質転捜頻度か・1◎31・らlO手傷に上昇寸ろこし、ま

た同宅生肉に行けろプラスミドのエピー数ずこの断片を持

た打いプラ入 ミトの約1◎分つ 1に侭下する ことが、 戸丁890

およびその爪生一フ・ラスミド間η比較によソー ｾらかに生れ
た。
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雰2章 括熱性細一箇にお1つる
   in vito DNA合成

引節 緒 宅

 好熱性細菌のプラスミドDNAは，高温壌境下にお1づ一ろ

DNA扱製の有効なもデ1ししなソ督る。  また好熱性細菌
力’らの蓑剤稿性で一 宴Xミドの学離（㍗ β、。柏㈹伽。榊｛ル・ に

おける．形質転換禾の開発（刎によリ同宿主重内にぢけるフ。つ

ス／ドDNAの複製調節に影響を与之る特異的なDNA斬

汽の存在ず明い’にげだ（え51更にDN－A促製の瓦た機構・

正解析マろたわにほ細胞抽怠液も用い）並〉i士r◎において

複製瓦応ち再現することが必要である． い’し，＆旅怜

伽抑帆・に関！ては，DN〈ポソメラーぜについての捉告（舳）

が’あるつみで上市ro DNA恨製禾は開発士久てい布い。

本砺免ではアラ又ミト［）NAの1n vi廿◎複製素っ開発t目

的いて，1’ラ叉1ドも保持するB．畑耐1㈹州以・り梱肥

抽鎮液中に存在弓ろDNA合成光性について調べた。

賓2節 定、験初村および’才）者

イ更祠箇キ本およが’丁フスミド

3『



 昼畑ゆナ1㈹戸1ル・CU2けげそり丁舳（州保摘株も細

胞抽血液つ調製源μて用いた。 また，ファージM13町11ち

よ仏・…、⑦1；洲1・玄（ルー岬柳命＾・”・ム・肱＾洲／戸7切ρ・1戸〃

加工各州ヌム用ぶ）（州東グイデ才キシ法によ・ろPNA塩基頂乙列

沃之の際に弔いた。 ～

 細胞抽担炊り調製
 采固肥油虫液はD液ヌしS＋側4酬』ωer（＾o）の方涼王墓幸し して以

↑の株に調製は。 細胞い・・〃の山培地中（でラ又

ミト保清株の場合は｝く州∫パ〃毛台む） 虹θcにて0ρ666二0・3∫

（対紋増殖中期に相当）まで培養徒，州の網く砕いた牝

に注いだ改菌体乏遠心隻菌！た。菌体宅3・例ハ緩衝液

（灯用H・ド・一KOH［榊◎］ノlo・州ψ・0・3州スタロースフ

1州nTT）にて洗浄改，用〃のリゾザペを台場同
綬街液午0・2に慾肌氷寸3・舳侭一だ。牛，・…享、ワ州

（ザ⊂）の迄心の後25州粋・一KOH・小・1・帆“α。

1㎞MDTT）0，6mMフェニルメタンスjし木ニルフルオソダ（州∫戸）

液中にけの泣菌体当11〃従衝液の割合いで髄燭！友。
洛箇は東結融解法（『）によ。た。即ち，液僻室董割い

て岐結け・にて融解の俊帆・…1、・用．・（州つ超道

心によリ上靖（つラ7ション（戸I））を得た。 戸工に4包和庇安

◎、茅3倖積分UO州カ・1すて切たた促3o同1・叱にて粍†

がに花村し尺。 丸安・飽和（◎一打Z）つ沈殿物μ7、舳

・1，1川川追心にリ回収！、沈紋帆。5mハ綬佑液
（lo州He戸・5－KσH〔P冊。］）1◎◎州Kα，1回M PT↑，1州M Eτ）TAク

O、ζ州州S㍉10〆エチしレヅ／コール）に溶解した。
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その従石糺安宅殊く為にノ。◎パの同寺受イ幻5夜に村し3h0てに

セ逢祈け。 赴祈改のサレγ1し定フラクしヨンェ（戸五）しし

液体窒乗十に水ケけにして保存した．」。．また，いに舳舳

ヒ丁へ・k・州方法（手2）によ／1フロコッカスエ上ドヌ7しトゼ処理

毛打つ年そのはブラフショレエN（F工M）えし同羊乏に伏在し

た。

 PNA合か舌惟の測定
標学反応液（卿川（Di舳S＋仙4伽11…（㌦よろ）の組成

（終濃度）は以下に示す通りである：μ㎞M」」”e戸・レκ0片［

榊り，3・州山一σ州酢欧マブ手シウA．2州灯戸ノ
rαTF，rCTF）rUTF各。・千同】、0、’伽〃〃パD）0J伽川。！MP／

15州木ス大7レアチン，0小チんノ7しアチン†ティ．，〃戸。

6CTF）伯TP）［3H］打TF（N・パ・州M鮒社製），各

・帆テ州，25ズ川エチレンク“ソコー／〕・州，細月目抽出液

斗。ノエ。  さHコdTTF は未樗、言哉のdTTF によ ソ 7oo 叩固／戸舳ノ

ピよろ枚に林／て用いた。反たは通常性で行い，経

時史イし毛追う場合にはユり♂ずつ反応液を採取し頂乏不涛

桂画分に取／込京れた敢斑糺を測定／た（”．

 DNAナ笠一芸酉己万リの妹一定二

 DNA塩謹’葱己列は， MB㌧一グェンスキット（宝・酒造一（枇）社

製）走用い夕“イデ才ヤシ三亥（制）によツ次之した。

アザロースゲ1し電気永劫

7ザロースゲl／電気味動については引幸れ節に迄へ

斗1



た如く行った。

雰』3飾結果

1． 一F工夫よ・ぴ・1＝工画分による DNA合残岩佐

 B．・士・叶・十h舳・州州CU21（汗舳）よ／調徴し一たP工面／方

充用い予備的にDNA合成姑性毛測定した所，今成岩牲は

イ氏く納10州nで瓦たは傍止にその後急激な分解が視められ

た。 E・ω11ヤ酵母の1η出ゆプラスミドロ～A扱製禾

にお’いて。丸妄竹×純細以上の沈殿画分が州＾戎
言稗一害する（『■3）ミしが知5れ一て いるので・， 分解姑↑生†7且害

国手を取1隊くために戸工・の硫安分画（・一仏ス犯和つ走行

った。 この〔に／て待ξれたF工も同い夫所）！・市

の逐廷靖問の俊ro・・1・から120㎞｛に亘ろDNA合成ガ現象

tれた（図2．一1へ）。

 好熱性細一頂よ／調製け細刃包抽胆液充用いでいるので，

DN A合成光性の温度ヰ書性足調べた。  その、縞栗，仰℃

が’互適温度であろ1ド判1月けザ，合成市自身1‡／パC

において毛追打した。 迷にノ常温芭の並〉i廿。DNA合成

糸において通津用いられる30℃（『パ。）に吉・いてけ，い奇問の

微毛全くDNA合成は装昆壕tれ京サった（図2■へ）。 こ

のDNA合成沌」r生に秦遍滝包ま出払液一中に含まれているP～＾

ザ関与しているがピ）かモ言岡べるためkFエビついてミクロ

牛2
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寸
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；
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3

手2
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a

1’O

b

目

         Time（11）

図2■．町（・）お㍑酬（・）におげる川合成へり温度り粥㈹：

反応：は30℃（◎〕，37℃（・〕，郁℃（△〕，∫5’C（▲），CパC（口）にて

行い，各時間に20ノずつ分取Lた。

コ・ソカスエニトヌフしフーゼ’処王望t行いF正H画分t得た。

戸川克岡いて同夜ぺ駐屯行ウた所。近屯時間が洲甲にな

いげ一 B37℃にぢいては∫一hの後舌DNA合成ガI’熱めら

れない等の変イしは認められたが’、付℃定互遮湿度し寸る

DNA含が活性はヌクレ7一ぜ処理後そ存在！た．
 千ピCに京’1ずる反応産物はヂオキレソ木“又クしフーゼーエ

くDN舳工八卵〃㎞皿）に仁ろ3グこ，30回1・つ処理にリ酸可

今3



溶性画ノ方に吏鮒れろ1て，また1ボヌフレ7一で川舳／〃）

による同寺乏り処理に1㌻耐性であるミしが電気舛一重力などに

よ1）確証市た（図z－z）． 1の享いクロエッカスユバ

ヌクレアーせによる七月断克・受けたDNAヤRNAは3仁リ〉酉乏

末端走肩しDNA合成むフ。ライマーになフ得ガいこじが；，こり

DNA合成反た：は鋳型↑プライマーに依存！ないこしも示

A B C D E

 図2．一2．1＝1口＝Nによるinγi士ro合成度物のアザロースケ’ル吃気

泳劫？榎干反た叛そ用いてDNA合成t行はわせた．A，反応市；

B，ro㎞1nの反応産物；C，rOmin反たの立物えDN鮎ξ工処理毛行r

た七の；D，『o分瓦応：りノ乞舛切てRN～εA処歪三毛行，た毛の；1；，

λ・I茅∫7s7舳皿分解物．

糾



している。

2． in v1廿。 D N A合成3舌・性の・性質

 、（vけに。 DNA合成王者1性の小生噴を7索表吉式、葛乏によリ考周べた

（麦2－1）。反たには、」M8㌦AT戸れびその弄生糸ザ地1貫

でちっ たが・rCTF，ドqTF）r UTP は 要求亡れか命っ 在。  F亙，

Fl口二M 画分某に・洲TFs哀事求したが， 1＝］工Nぼよツノ良密に雲水

した。   そこで1：エNも用いて 4NTPs の．要求寸土にっいてよ

ツ言子細に調べた所，4AT戸し一TT戸主要求するがリ。TF，拍下戸に

は依存Lないミしガ＾わガった。 また〃TF）打TF存在下での

bMパ合成量は才夏草瓦応素り舌のし同程度ゼあった（表。2－2一）．

そこでこの州A立物ヅ，州wお’よヅ打wガ’た互に虹し

表Z，1．．．DN・合成に必蓼な因子の形材側

011ロユss■ons ］…’「aC亡■On 工工 F］＝ac七ユ。ロー 工工M

（z）       （z）

None

Mg－ace亡a亡e

τCT］≡，， てG工P， 】＝UT王

dATP， dG＝】＝P， dCTP

Aコ：P， cτea亡■口。ephospha亡e，

100

 1．0

105

27

 0．7

100

 0．4

103

 ユ．6

 0．5
eτea。亡■ne k］一】ユase
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麦2－2，i・・i打・州合成に古1丁る

    各dN・Fの雲水↑牢（信）

○亙江ss■ons Ac亡ivi亡y （Z）

None

dA工P

  去dTT2

dGTP

dCコ＝P

dG＝［P， dCTP

100

 6．7

 0．5

95

1ユ4

105

尖・H，4πFのみ加え一 v栂謝のπPは加えて

 いない。

だ÷のす，ポリA鎖しポリ丁銀サ；市る大モボツマーカ’）

dAMFしd川Fサ“不規貫1いて並んだ舌のガも調べるために塩

基配列の束込毛試みた。 似C？0州の反応産物支フェ）一

1レ柚典の従エタ1一ル沈敗によソ回収」㌧．沈炊物も

DN収工（砂〃／〃）t含む枚拘液（牛・川H巳1く・一州［

ド出・］，3σ洲舳一〇州酢政マヅネシウム）に溶解従
ジ7て r同in の 終チ星 毛 イτつセ。  小型イしt れた夏六三友舛勿を

未端修促つ後7アーゾM13土にフローンイし有ろこしによツノ

塩婁配列の決た克行った。 そつ結果含成仏た州A
はJAMFしdTMPか’交互に並Jこポッd八丁て“あrた（国ユー3）．

4ら



 G  ＾ T  C
   漏r ＾「’
       ｝
   ｝      ｝   ｝      業   ｝      業
   ｝      輸
   ｝      ｝
   ｝      ｝
   ｝・      ｝   ニニ山←三

   練’㌻
   ・ ｝   ｝・｝・
   マ業   U’   ・  業順D

図2－3．五坐で合成tれた川の塩基配列（4〕1

電気5札動は旨γ未・ツ7クバレアミドケ’’ルセ用い市．

第中節考 蒙

 旦辿，旦・・舳㍉M1・肌。㈹1‘佃・のDNAだ1メラ’ぜ工に

は〃下戸，打Tr、マヅネシウムイブン存在下にお・いて，鋼型PNA

が・存在はいにも拘らず，様々な迎近時問っ伍にコポ1

マーけ1川丁け合成t爪る1げ知以ている（■・舳二
孝章において述べられた旦・i七・・DNA合成反応毛これ；既

知の鏑理非イ衣存性一enoγ◎DNA合成反応ヒいくつザの共轟し

．玄、走右している。 い’し，昼・柄㈹ナ1㈹戸市1のPNAポ

 ÷｝

斗7



リメラーゼに関守る捉告（3『’紬）ではこのde。舳PNA合成反応

につ いて は立むへ ら れて い ない。   6．S†eαrO怖er榊OPhiい∫（FTB『13）

の細胞抽虫液中に認め．ら一れたDNA利メライの反応1す，他

のDNAポソメラーセ“しの類似点が存在する舌ののノ至適＿

》豆皮が斗8℃で’あろこしY八丁戸定要求する、包か“異っている。

 ブラス！い丁州3も保精しない臥∫伽伽佃戸＾伽よ1鋼製
したIF工て“のDNA合成）舌分生は才丞トてイ色く、 ミクロコツーカス

エ㌧ドヌ’7一 激Aーで．処＝亜里え行うとτ3H〕一丁TFの耳又ツ込みは全＜

納められな寸つ右。 このこてが∫，フr人1い丁州3柵
がブラ人ミト上1てコードtれている造＿伺子産与勿が宿主のDNA．

ボ1メラーセ“三番牲に影．饗．支与之ていろ町紀性ガ示唆tれろ。

 K・川』・弓U’2）によって述べられている夜に鋳型†γライマー

の存在し布い状怒て“つ 一e h◎w の 一A M戸，・JTM戸交互糸象リ返’

し高分手合成反たの発乱は，DNA木リメラーでの研究‘てお1

いて最毛驚く何わ予期はいでt事であ一た。 い
で得；れた餌軽薗pN＾だソメラーゼ’に閃する縮暴者同様一の範

靖に属する寺ので名え1水る．いATPにイ衣存立る

DNA合成夏応に閃与する酵素〕看製寸ろこし1二U好熟
惟梱衝のDNA合成に関して斬Lい矢口琴しカい考冒られ．ろこし

ガ＾哀月待t札ろ。

糾節 要 灼

i．  す子熟ヰ室細菌  θ、sナξαゆナ片eト舳〆ルs（戸丁6『13）よリ待られ
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た細胞抽出液中に一．行い丁TPjマッキシ帖イ才レ・灯戸け

克享求寸ろDNA令わ毛性が桃山れた。

 ・2、・DNA合成シ舌性はノミクロコッカフエニトヌフしアーゼ’処

規俊÷存在しいしサら飾型州付1｝マー数等としな
いし考えられた．

 3．DNA合成1走性はプラス1ド非伴本寺林仁／稽三れた

細胞柚出液†には託わられ剛’った．

 斗．．合成tれたPNA俸1〃戸〕TWづ・‘交互に並ポだ

リJバ丁で’あr た。

 テ． DNA合成）老惟は，巨ω方，彦・・州κ∫、μ、／佃・っ

DNA木：ソメラーで工について矢口；れている6e（◎／o PNA

合成し類似した反応て＾あるが’） 季狂安定ノ性あ・よヅATF要

求1性に’お㌧、て累っていた。

今『



則孝 B舳・属プラス！ドlU81舳・
  pRBHl，．およびそのエピー牧友一暴

    フσラスミドのづ；室珪石己夕1」

則飾 鈍 令

 自然、野よ・／学難tれた好熱性細菌が’保持寸ろ嘩刺珂性

プラスミドPT引、（KκT5、．凧2凶臥）上にはZ種．の複製茨定

因手re戸Aちよが“に戸3ガ存在しフその内κ戸Aけ8、∫〃れ方5内τ

のみ機純寸るが’。卿εは圭・∫ルr方・，互派m≠ム・舳戸舳・爾栢生

菌内で機紀寸ろこい．箸i章で迷性。 PT川3（・・1出ノ

㍑）体1丁舳リ徳川たll・型プラス1ドで1叩Bのれ保
柄いいろ（之㍗

 常温盲S扱〃・・州1州1く川い学離tれた／U阯。（洲D・、

K紙「）は 戸丁81『し分高徒源一ザ’異なるに 毛手匂；ず＆3ル土｛5 ぢよ

びエ・榊耐＾・「州州い・内で枚捉可純であろ。 またデ州3，

pU引1σ」・にユードt．れているk州耐性軋伝子（k入れ）（竹？

塩基村（ら戸））の塩基配列（約は某に次定tれておソ，互い

［塩釜のみ異なろけが’明らサしなっていろ。 盲、＾

の↑ラスミドにおいてはてη被製制御かかマツ÷予紬に研免

びている例七ある（仰が’、M〃／属のプラス／ドにおいて

は）ぼけビ’ ﾈtれていない。 幸研究ではpT州3缶よ

が1U川の枚製ム須領域について姐基配列玖む後、
比較・放言才するこUてリ朽率繭内におけるプラス！

引



ドり栂製制御に閃寸ろ甚破的知見も得ろ事も目的とし走。

第2節 史．験材料村が方法

 使用箇杖古’よψ1“γラス／ド

 B、州レ十ili5M工い3（η一げ亡叩C2・ポ炉ζ）（ユエ）も奉定、勇定も通じての宿

主．菌として用いた。 また仰ら毛含む最小アラスミド岬r13
（・、・）（㍉よび戸U舳σ（㈹（ユヨ〕定困い在。

 つ。つスミドDNAの言周’製

 プラス1ドDNA．の調製は）ア1リ1抽出靖または一・雌4
1γ・へ十・加後，塩イはシウペエ手ジウげ口！ド榊了宴度々瓦超

迄1心残・によ用った（2㌻・郁）。

エキソフ7 しア’セ＝に仁ろ PNA雀糞の亡刀産生

 エキソヌクレアーゼ8a々引による反応酬）はノ2．0州HT1∫一

Hα〔1市1．lZ州ω・一Z洲ψλ。100叶仏α。M
盲DTハ ゆ。．以中にDMAタ竹し昌〃311竿位支宅む反た素で

2㌻。C にて打った。  反たはEαTA（エチレレク皿リコー1しビス

（ト川エ手1し工一子1レ）四酢改）そ終演反見0川縦る篠と

切込て停止丈セ2 6ポC！0㎞1nの蓼ζ化1哩により βμ引毛先堵

亡丈だ．
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 B．S以b亡｛Sの刑質幸言換一

第i率れ節で述性女口く…叶・十・小虫で行った。形

噴転寺良抹咳K納（ソ3〃）t含むL寒天培九上で直特選＿択定行

っ夫。・

 DNAナ昆一基酉己列の三正定＿

 DNA痘瑳配列の次定1川舳州し舳・～械（州ある
い1τ笛z章ね節で迷べたヅイデ才キシ1表によ／行った。

 i・γ1廿・蛋白合成

 プラスミドDNAにイ衣存ずる坦〉けω蛋白合成は又庇サ

のわ玄（㈹によ1原核生物D舳依存性一翻沢キッ／N．38o（A咋

∫』州）を用いて行った直5パの川！し」｛3㌻S］メチ才ニン克反

応案に加えた。 3ザ（争夕同1nの頁たの考乏，iバ多のRNαseA

え相之更にドm沽保温した。

 蛋白質のゲ’jし電気氷勃

 inVi廿Oで合成言れた蛋自噴のゲ’ル電気朱勧はレ舳小（刺

の方法k従一い） ゲル淀度はぼ×とした。  ノ赤子量マーカーは

外クロAcオげマー一（オ／エレク1レ酵母（稗））走使用した。

フ1レオログラフィーにはクーてシーフ｝ツンアニトフールーRlて仁ろ染色

の枚）ゲ’ル走ノ◎◎以のエレハレス（〈／e〃印1o■〃。lそ卯）に3h

浸し，沈水で〕・沈1れた。 ての後ゲルて軌燥！フジRX

フ／しA疋周いて一肌3dひ、・つ東光の従現像した’。

コピー歓友軍つ。ラヌミドの陽奏を
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 ワ。ラスミドモイ采持寸ろ渥、δu』十i打5M工113をL堵ナ巴中37．Clこ

て8h培巻従2斗。パんの～一メチiレー～仁ニトロー〃一ニトロソつ7ニジ

ニ（NT白）毛含む5榊父L。堵比に植箇改終促培養は。

フ1レ川抽出1表にリフラスミドDNA毛調策後ノ坐州・
t千鵬転換した。 ㍑（3・〃〃1速学の6イ毛濃度）食れ客

又堵地上・で増万直一再雀εな郁噛幸ス守吏侍もコピー数失累丁ラスミド

イ艮楕才朱列イ民楴’てした二

プラスミド（コピー萎矢の才隼定一

 ×㎞（㌻〃川克全むし堵養液よソ71レカツ抽出靖にてプ

ラスミドDNA支抽出後触皿処理にょツ直鎖状1てし友。
ミの p N A 言式米叶え1× 7がロースケ“／し電気二朱動のぞ乏、 ρ～A

量を引寺請乏節で速けデニシ〕一グ駅いろわ亥によ
／測定は。各プラス！ドのコし㌧牧～洲・⑫；）毛珪呼

いて確定し仮。

制ア艮風琴麦1てよろγラスミドレNAのt刀断

 ら州H工による州Aのt刀断は16川市一H山戸市コ。7いμ

M8び之、1・・川N〃フ7｝Z一メ1しカァ←エタ／－1レり枚衝液中で30

叱ユ㌧止工は1・州T1ザW［1市コ・州｛～ワ㎞㍑一メル

力■、エタ1一レ中3プ。ユ㌧また再工τ1才螂洲丁卜帥［

1舳］，ワ㎞W｛フ弧μ肱αフ7州トメル村トェタ／一ル中

6パUは応けた。8メ五については第1青れ節て呪
べた。
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箸3節 結果

i． 小型つ。ラスミト：’のイ年・製、

  pUら＝いO村び・下川3の制限頂存象七月断之叱図毛図3一

に禾寸。プラス！ド州Aの複製し傾領域む脈すろた

           0rl一“

8a．   1… T   T   T HBg H H H 8a
p∪8110

kan

pu8110d8
T   T H8gト1

kan

E T   T   T ト18gト1トl H I－l T I≡

pT8913
kan

T   T   T トlBgトl H ト1 I・l T

pR8T1

pR8H1，C3．C7

T   T   T

kan

kan

  1           ’

  ・        ’

  ．1     ’

HBgl ・’
  1 ’

  H T

                 1000｝

 国3－1．  PU B IユO， PT3『13 しそれ ら の 欠失γラス ミ ド の制尿

蘇句野、壱、地図（引1ブラス！ドPU宮1ω8はpU舳よ／イ年製・“，

pRBT l l P冊H㌧ P陥H c3， p冊H（7 は pTB引3に中泉寸ろ． また

pRらHC3．FRβHC7は求にPRBHiのコピー彰⊂夜具プブスミドτあ

る。累、差リの榊は打てイシンヌクレ才チジルトラ〉れラー

ぜ（KNT）の構造進イ公子（㎏）も示す．・・HいU舳の複製開

始、ξ、しその複製方向も示す（均．Bα，τ、盲，H，匿8はそれでれ8舳町

“エ，巨ω肌，Hh久エ，冒メェ七月断、ξ、を示す．
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めにバ・型ずラス／ド走でれでれ作製！た。r刷1ハ1型一
・千舳／力㌧ゼ処遠によ／－ e町1（・・川・へ）も得，更に坐ト丁子

州Aリザーぜ処理1てリF陥’Hl（L㌻肌）もいμム市内でイ字た

（図・3－1）。戸川・は被製間姑息し複製方向がp以1舳ら1でよ

り決定太べている（㍉’千8公・H1処理の従、工手ソヌ7しアイ

B～迂31にょリ両方向サ；小型イし定行った。  このPNハのラ

イゲ㌧＞コレ混合物も用いて曳∫以舳・の形質転校を行1㌧得

られた形噛転操伸ガ保朽するフrス！ドのバ最小のい
毛PU阯・・山ト用D久）しし欠（図卜1）．

2．PRらHlおけlU川蝸の塩基配列茨定

 1冊i㍍び戸U舳・べBの塩凄配列り決定〕てつだ（図1－2）。

国キカすマイしン不軌磁案つ赴／元手（坐）については肥に

次定tれている（“～ 最毛欠支いオー1。レり一テレヅフし一Aは

一ユr7カ・∫十7・ぷ塩基に亘引、・・2塩隻対バ成っていた。

相補鎖老台めたイものケフの宅充み百又ツ枠について七調べたが，

図3－2．P州およびF・阯眺の塩婁配列ξo戸洲の塩珪配列も

図3■における左側の石｝工一切断部位よリ禾しに．蛋白’ ｿのコード

領域の引番目の塩基を・1て寸ろ。まポの領域の7リ酸配列

1古塩一書配列の下側1て記した．SD配列，舳＾オ’1メラーぜ舶合部位

（一3テおよび一ノ◎領域〕t示したが逆＿方向の舌のはイタリックセ用い

た．迷方向救ソ返し配列は（一・→←一一）で表した。、ξ、の却分は

対合していない享屯，線の却分は村合部イ丘であるミし毛禾して

いる。戸肥HC3・P冊HCてにおける塩基置1更郡但は差置の・1・矢

印にて橡記した．PUら〃0兆の塩基酉己列は卿川の岳ので異なろ

ア行のみ克下側に主己した．
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pRBHl
puE1－Od因

                                                                                      物qI

                                                                           pRBH1   51CCAATCAGTCCTTTTTTTGCGTTTTC＾GCGTAC

                                                                           puB l1OdB 51AAAGCACCTGAAAAGCTGTCTTTTTTTGATGGT

－480                                             －420

CCAAAACG＾GTTCTTTCTTTTCTTGATACATATACAAATA＾CGTCATTTTTA1＝TTT＾CTTCCTCAAACCTOCCTTCAACTGTTOCTATCTATCTCTTTTAAACT＾TTCAAAACCCTTAAA
TTTCAACTTCTTCTTTCTTA                                            －35 1＝eg■on          －10 rog■on

－360            T（P口B11OdB）一300         －j0〃g伽   ．35・θg伽
・         ・         …                       一     ・         ・         …                       TλT0月下・         ・       fr

ATTGGTTGCAOACAAAAACCCCATOTCTTAAAGTT＾TAACTGACCAAACAAATAACTAA＾TACムTOCGCG1＝TTOTTTTAATATTATGTCTCCTAATACTACCATTTATTCACATCAAAAA

9
く

一240                                             ＿180
λGτf      ．         、         ．         ．         。         ．         ．         ．         ．  ・       ．         ．

TCAAOCCTTTTACTCCACAACACAA＾AACTCGAAAAGTCAGACCATCCACACAAAACAAA＾TCCCTAATCTTCATTACTTTCAACTTCTCCATATTCTTCAATTTAAAAAGGCTCAAACA
                                                                     －35 1＝ogion     一   一10 1＝egion

－120                 －60 物I
CTAAAACATTGTCCTCAAATATTAC＾CTATAAACAAA＾TCGTCAAAOACCCCAAACA＾ムCTTCTATCCAGTCTGCTTTTCT舳TCdAGCCTTTCTCCAATGTGC＾CTCOACGACACCA
                                                                                                            SD r0910n

1                      ．                         60                                 ’     一コ0 rθg｛o加120

         ・         ・         ‘         ’一        ’         ・         ・         ・         …                         月rrr凶

＾TCAAACATCCCATTC＾OTCACAAAACCTTCTTCCTCAACTTATTAAACAA＾ACCCAACACTTCCTTOGTTCTTTCTCACATTAAOAGTTAAAAATCTTTAT（；＾TGGCCAAGAATTAAAT
Hel＝Ly8Hio（；1yI1oG1nSerG1nL｝目V直1Ψa1A1aC1uVa1I1eLy日C1nLyoProTh1＝V目1ArgT1＝pl・ouPhel・euTh1＝LeuThrVa1Ly目A目皿Va1Ty1＝A目pG－yC1uC1uLeuA目n

            －35卿｛伽 A（C7）’        180                  240
f       ・      ooλ0T「 ｛  ・ ．     ・       ・       ・       ・       ・       ・       …

MOACTTTC1＝CACATATGOCTCAACCATTTCCCCCAATCATCCAATATAAA人＾AATTAATAA＾AATCTTCTTCG工TTTATGCCTCCAACCGAACTGACAATAAA工AATAAAGATAATTCT
Ly目SorLe阯3eI＝A百pH8EA1日01nC1yPhoArgArgMotHoI＝C1皿TyrLy目Ly目I1εム目nLア目A目nLe阯Va1C1yPhoMeヒArgA1＾T111＝G1uVa1Th1＝I1oA目nA目nLy8A目pA8nSor

                                                         300                                 ・      360

TATA＾TCACC＾CATGC＾TCTATTGGTATCTGTCCAACCAACTTATTTTA＾G＾＾TACAGAAAACTACGTGAATCAAAAACAATGGATTC左＾TTTTGCAAムAAGGCAATCAA＾TTAGACTAT
TyrAsnG111Hi畠HotHi目Va1LeuV刮1Cy目Va1G1uProThtTyrPheLy目AgnThl＝C1uA目nTyrΨa1A目nC1nLy日G1nT1＝p工1eC1皿正，hoTrpLy目Ly目A1目H81；Ly8LeuA目pTyr

                          ”ogI                        420                                                   480

GATCC＾鮎TCTAAAAGTTCAAATCATTCCACCOAAAAATAAATATAAATCCGATAT＾CAATCCCC＾TTC＾CCAAACTCCAAAATATCCTCTAAACCATACOGATTTTATG＾CCCATCAT
A日pProA日nΨ目1Ly目V日1C1n凶。l＝IloA一＝g】≡一roLy8AgnLyaTyrLy8Se1＝A日pI11≡C1nSorA1日I1oA8pC1uTh1＝A1aLy目TyrProVa1L±目A≡lpThrA8pPheHetTh1＝AspA目p

                                                         540       」A （C3）．．                                 600

         ・        ・        ・        …                          1       ・        ・        …

（；AAOAAA＾GAATT工CAAACOTTTGTCTCATT工CCACGAACGTTT＾CACCCT＾AAACCTTAムTCTCCTムTCGTCCTTTCTTAムAACAA＾TムCムTAAA八AATTAA＾CCTTGATGACACAGAA
C1uG1uLy8ム9nLeuLy畠ArgLeuS01＝A日pLeuC1uC1uG1｝LeuHi日A1＝91・y8Ar8；LouI1oS01＝TyrC1yC1yLeuLoul・ソsC1uI1oHi目1・yミlLy目Lo口A目nLl≡uA目pA3p工h1＝G1u

                                                         660                                       720

CAACCCGATエTC＾TTCATACACATC＾TO＾CCAAAAACCCCATCAAGATCCATTTTCTATTATTCCAATCTCCAATTCCCAACCCAAAAATTATTTTATTAAAC＾CTAGTTCAACAAACGC
C1uC1yA目pLouI1eHisTh1＝AspAspA目pC1ul・y目A1aA目pG1uA目pC1yPh8SorI1色I1値A1aMol＝TrpA目nTrpG1uArgLy目A目nTyrPhoI18Ly目C1u＾＾＾

                                                         フ80                                       840

GCCAGTTTCTTGAAGATTACATGCT＾TAAT工CTTATTAAA＾CCATTCA＾CCムTCCTTムGGAACムCCACTTムTTAATACCTCAATAAGAAOCCTCCTCTCCAAATATTCTTATTTAGAAAA

pREH1
pUB l l OdB

、舳、、、山、、、、、、、。、舳、。。、；、、。、、、、、、、、、、．．．．．竺．！lll．ll！頼、。舳；、、、。、㏄、、壬。、、、、、、、壬舳、、、、。、、；、、、、。よ1鴛

                                   MetA目nC1y                 I1oProPhe

                                         肋口I   l，740   肋gI

TATT鮎CTTCTCCTACTATTACTAATTATCムTCCCTOTCATCGCOCCCATTTCTCATCACA＾ATTTTCT
                                             ATCACCOAATGACTTTATAAAATAAAA



終止コドパ喰弩く存在する為仰7リ玖以上の蛋白質1て

相当市ろ青のは存在い立つだ． また昼〃ム舳川6S

γ（舳（H◎一・UCUUUCCUこ⊂＾・U柏）の3ノ末端に相補卵配列

ザ間文台コトレ（ATξ）の上流一〔か5一千塩菱に存在し洲・・一

P仏・舳（・P）の配列しビて秘純寸るしれ；れた。 この

いい｝、ソ伽蛋・自噴合成によリ分手量約・7い蛋自噴

（後述い恨め用だこ〕’㌧7δぷ塩基材1て肘川
欧に相当する膏負嘆⊂分子量・1。州）が＾・一ドtれていろ

し推定は。
 9、、、舳。の洲A、大リ／プぜ（炉旺）にょ／認識tい↑

ロモーターの恭逸配列で’ある一打領ナキ（↑丁“（ん）ポび

一・領戎（・打柵丁）（㍉て頬似け孔列が牛箇所

（一例～一・抑，一／～一千1フー・17ぺ〃，〃ト〃4）で呪っサゾ

（図1一・），いずれ台プロそ一夕一ししての才雛乏肩寸るし

肩え；水だ。 箱迄速伝手上流には63塩婁りなろ一対つ

迫し方向乗込ツ返し重己列ガ存在した。  また孝蓋左逼＿イ亥千丁流

にジ対岐方向幻ピ蓉己列ガ・存在しター1ギーターと

！て機負いろし緯実セれた。 fR州し戸U舳・鍋の塩基画乙列

のじし軟毛行った（図3－2）所，西プラスミドには一手60か工

十し7ユ1塩基に巨／え置所在律いて同一の蝉配列カ甲’考在

した。 痘甚ゼ巽っていた位置は，逸．イ立推ソ返」配列ルー

プ中史（一3は塩基）ぢよび・上空追伝写（斗6）中であった。

この同一領域一にはFU・い・の伎製聞古台、ξ、（坐）（「2）が’含ま

れているので1R舳にち’いて七・（ネ幾純を打ろと考

えられた。
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3． つ。ラスミドDNAイ衣存irl vitro蛋白質合成

 精製した1。ラス ミ ド rRβTlお よび・PU昌い。 のD N A 克周いて

蛋自噴合成を打つだ。 し一［…］メチ才二㌧にょ月ぺ1レ寸糺

た合成産物をSDSボツアクツ1レアミドゲ’レ電気5氷多カり｛む、 フ1レ

サロク’’ラフイーを行、た． ／分子量的30Kの蛋自噴が’Z植

言も＆つら れ た （図3－3） カ“。 ．カサIマ イニニヌフレオチジ1レ トラ〉ス7±

pR8T1 pU8110

74．4K■

49．6K－

37．2K■
     書

24．8K1

1

二嶋

帆4

 国3－3． つ’ラスミドpRBT‘ち’よび’Pu阯Oのin vitroにお1クろ

草云写およが’名明言（． 宗写・名詞吉尺寸ットを屑い一7．ラスミドDNA由哀の

産中旬て」一［，∫3］メ手オニニ’によリオ栗言載イ色，赤’ソア7〃レアミトゲル電

1気永劫も打いフ’しオロゴラムt得在．名羽訳産物KNTちよV．脚6

1ま矢印で示した． 分子曼1マーカーとして4ト7ロムこのモー’マー（

12・千K）柵びオリゴ’マー（2＋8K～7千．千κ）蝸いた．

5『



ラーぜ（舳丁）（ユ・、1K）つ榊ザ↑l／（牝）い比事之がら分手

量の大きい≠のが’KNTに相当†るこて■1・キ1ト大ので分手

量の・けいいが塩基配列仁．／キ住定tれた議書子彦物

（Z7・旨K）に相当市ると考えられた。 F蝸・・ぢ㍑一’戸附／

より＝27．きK（蛋白唾カベそれで公舎成丈れろこしはフ両1．ラ

又ミトIて存在する同一・塩基配列がら｛推定立れろこしで
あ’?B．しの蛋自噴をR叶3し命・名にだ。 また、β、∫〃桃

．の書ニセ1レ支用いて戸UBいO由束の蛋白質走館杓した所f月

Vi〉・にお！・ても分子量21、帥。あるいは2ケ、1δθの委白質が・

合成一されろこてが報告一 狽黷ﾄいる（砕三

合． コピー数支異っ。ラスミドの．コピー姜欠とての麦要岩戸位

 NTq込理によ）得られたコピー数支裂γラスミド

p舳。ち十ひ“ h舳。7のユビー紋は長3一に禾寸よ）に

元∩1rス1ド1冊HlよH高い。 こ択ニアラ71ドに
ついて塩基配列毛次屯した所，喋に臼か三くへの／塩基
置換が・でれでれR・p5蛋白後セコードしている・領域の異なる

場所に㍑けた（図3一・）。 1れよい岬・3の友婁は
ヅリシンから アスハ。ラ†“ン酉乏へ」の置梗を， 戸汽舳。7η交異は．

クリシニか5ク’ソし夕1）酸への置枚克それでれ引吉匙

ししていろしヒガ明らがてなった。 このししか5脚B

蛋自噴がプラスけの扱製制郷1て関与しているし名え
られる。

らO



              （州表3－1．プ弓スミドのコピー紋

              決P1asm■d  Mo1． wt。 （MDa）  Copy nu皿be】＝

pUB11O

pUBl lOdB

pTB913

p肥丁1

p肥削

p蝸HC3

p肥亘C7

3．0

1，5

2．9

2．1

1．5

1．5

1．5

48

55

25

35

42

134

202

・法コピニ款は・7・・にて椎之し．た。

第千飾老 実

 好熱、菌由束の裏剤耐性プラス1ドp刊13ぢよび’常温竜山

菜の1・ら．い・は。でれでれ分離浪か異なるに毛拘けてザ

の複製必須領域り塩基乳列は迄方向雄1U配列1し一ア中

央のj塩基以外は同一τあ・た（図3－2）。 この領域1こはノ

ギ芝製問蛸1包、 イつり1｝モーター孔列2SP配列、遂＿方向鉢

／返！配列，そして脚ら蛋白質の格迄遮伝子が壱圭れ

ていた（図3一之）。

 汀州3は反〃州1・古’け一’反δ柁舳・加伽／〃パ定形質転

捜で｛ろ。一ボU川は，三．舳例㈹の他圭、舳舳（2zl

引



反∫十舳如一州・（～；｢11・1い11・・紅た（2‘），8〃〃・用杷・1州（瑚ノ

Bω阯州州心㈹足お主いるはがTtろ。 この柊に宿
主±或ザ底いこてからノ ミれ玉り・プラスミドには広くβ久。T”ひ∫

属細菌内て仙桟糺寸ろ茂製撚榛が＾循わっている可能性が示

唆支れろ。   ～
 戸R州リ持工れたコピー紋麦要■’ラス1ドF冊C3ち’よ

び戸棚月昧帥持迄迄伝手巾の繁ろ祈に仙でれ唯
事置梗か匙一でい㌧ その交冥はブいニギ剛生フl
／故即ち、干舳・3rは7スバ’つで㌧商之ノド舳己7ではク・し夕！

二改へへ置硬も引き起こしていた。． まだい置梗にUγ

うス1ドのコし㌧紋が＾増加（夜3一）したこしか；帥蛋白質

が・丁ラス！ドの複製制御に閃午寸るしれ；収た。一～

の伽よ促畷制卿蛋白質由の1アリ吸置浪によ）コ
ピー教ザ’上手市ろ／列は石、ω方つプラス！ド肌（躍）ヂ戸・ω‘ア

州一Rお1（射）において≠知けている。

 p服H lはヂ更’製也タ頁冷夏域 ｛の遂＿方向系乏ソ辺しし頂し列内

ルーア中史によ・いてド州・べ8U塩基要な一でいろ（図1－2）。

れ．州舳のコピー軟体仰1り1高い（表・一）1し
ハ，1の迎方向維／逸し配万けコピー姿く制御にぢいて童

軍な役割㍑ポていろ不純性カー禾峻㍗ろ。しハ。
両1。う人ミトには塩基の異アよろ雀貫域が札に毛存在する

ので，こ水川影雀毛崔牝でけい。 完全に一塩蓋置捷

の関係kあるフ0ラス1ド兎作製する、しによソ2この領域

の伐室／が・よ／明確にす／れれgれろ一帥蛋白棲。左

ナ向縫1む配列。右よび十つのプロ芒一グ柱で～あ
るい1‡相互の．寺幾純毛言周年ろこしにょク， これ；フ。ラスミド
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の複製制御秘檎一が明タカ、1しぢるしてガ期楮tれろ．

第タ節 要糸勺

 1．  女手勢亙由束の葉剤耐性ブラス ミト PT剛13 古よび

常温薗由奉のlU舳・t竹でれホ型化し1冊I（肌／市1），
pUβいσ妬（㍑，舳・1）を循た。

 2．戸帥，戸・舳蝸の策製必須領域に1す／3塩基本；

なろ一対の迷方向橡段し孔列。即蛋白質（山バ／
破残甚）檎虹迎伝手玉壱むオーブ㌧ゾデ／ニヅ7レム，斗つつ

プロモーター配列）複製閃拍．ζ（近）ガ“含まれていた。

 3．  P陥Hl）FU引二◎肥の複製火う頁領域つ塩望酉己列は杓

㌧伽塩基．にわたって同一で’あつたが、之方向縁y辺し配

列1し一γ中史に主、いでい皇套粟＃っていた．

 牛．  コピー紅支異フ。ラスミド戸脂11C3）ゲ師HCでつ支署卸

値は序・p8蛋白質構迄迄伝子内の要㍑位置に存在し，仰・3

はゲ’リシ㌧か；7スバ’ラす㌧頑之ヘフ 戸汽舳。7ぽゲ’リシニか∫ゲ’

し夕1レ両乏への五キ吏乞走…こしていた。  このこしヵ’ら

R・午B蛋白質が’ブう人1ドつ板製制御に閃午寸ろと考

えられた。
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第4章 Bα。1〃α・ブラス！ドPRBHlの」

   R叩B蛋白質による負の
      コヒ。一致＿制搾P

第1節 舶 宅．

 プラスミドDNAの複製に閃寸ろ研究は，その制御機1構二

に焦、、吉、力1“当てら机，多くの五三坐プラスミド充中1じしして

進んでいる（判！／カ・／B孔・〃ω・属のプラ入！ドについては

そ杖ばと隻中的1こおこなわれてい有いし考えよう。 プラ

ス1ドP・洲一 ﾀ八戸Uβ／！・は、β．∫μ舳吉よびβ．佃1・一

十he㈹◎｛山Sカにおいて筏製可能なプラスミドで一あツ（ユ3’2？そ

の両名つ複製必須領域の塩基・配列は1塩基毛株き互に同一

で’ ｿる（剛こしセ第3章で述べ夫。 ミの領ナ或には図手一1に

摸弐的に示㌧た巌にノ複製開始、ξ、（坐）フ千つのフ。ロモー

ター酉己ク」、 SD酉己列ノ逆一ナ向差象リ返し酉己列，てして委二白質

（R・F巳）の構’ ﾇ迄伝子が・含まれている。特にR・pB蛋白質

に関してはノ変異プラスミドの解析カ・；，コピー数調節に

閃与しているこしか“示されている。

 本所免では、逆方向綾リ返し配列ガ・・コピー牧制御領域の

1つであり、 RepB蛋白後はフ。ラスミドDNAの複喫＿を負

に調節寸るこて・毛確認した。 またノ三．辿プラス！ド

C◎辺1≡1の寺夏製制御との類似性哀比較寸ろこしによ一ソ β．

・州1越内に帥るプラス！ド’PRBHlの複製制御に
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つ／・て請じ’たい。

第2節 定駿材料および方靖

伎吊．百林およびアラス1ド

 イ吏用した．亀キ紅しでラスミドを天千一一に示寸。互舳ム〔方5

山い3 をブラ人ミトの宿主箇（して用いた。 亭R洲C3、

柳・7け1酬けソ行けにコピー飲の上昇した変異■r
ス1ドで、そつ詳担については箸・幸若・節でむた。

杵O・いリ、1｛rヂ州い附A株由吏のペニシ／ナーぜ構
造遺伝子と8、・μ川1∫内で’のヘクト戸C附哀含も’pHV’干しか

ら当所免室にて作製文机たブロモーターネ欠実用ベフ々一で’あツ

クローニンク“部位ししてら舳〃工七万断、え表れている（図与叫

0 5 10 kb

E8a閉g H l…H H S一 P l…
pPF001

         ］                              1i一一一・．．I

         Cm『  PW14畑・m   AP『
 図手一2．プロモーター孝交累月べ7夕一p肝。o’の椿這一．黒塗リ

的1tら．・把㈹柵㈹｛ilωい1ライ（6．一1て南東寸るグ1ネーター

毛，斜玖珂分はベニしけ一七栴屯も伺手乞示！，白抜t都ノ方は

そのシヅすル孔列を示寸．冒～帥，ε、H、戸。Sい衣それでれ込町，

墜正，些R工，也瓜，堕工1坐工を象寸．
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麦今■、 伎嗣’薗 寺紅お一よヅフ。プスミド（岬

S亡ra■n
Charac t e ri s t i c s

Referεnce

Bαo4Zμss泌れZ加MI113 α・g一ユ5卵02㍉㍉ （22）

P1asm■d M01eCu］一ar S■Ze Charac亡er i st ic s Reference
（bp）

pUB l l OdB

pR遇Hl

p㎜Hl・工R

p肥HC3

pRBHC3．IR

p肥HC7

pRBHC7．工R

p㎜14

pPFOOl

pPF301

2，266

2，262

2，262

2，262

2，262

2，262

2，262

7，273

胞「

胞「

㎞干

㎞「

㎞「

胞「

㎞「

C棚「

C㎜「

C皿「

（51）

（51）

皿1is work

（51）

This work

（51）

This work

（一23）

This work

Th i s work

8．∫以られ々∫ の形項牽梗

引
った。

（c～

章ね節で呪性械に従い・6叩・拙・釧云で行
形質転梗棟はK榊（，ノ以州）れはクロラムフェ・コー／し

・◎〃汽1）哀含む」寒天ナ壱地上て’追択した。

Bs大N工によるDNAのち刀断は！◎舳M■｝：s－Hα［戸H池L7例い

 ～
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Maα工、ユ◎州舳。r川い1し村トLタHレり般衡液中ズ6ザ⊂

2h、 堕工 汰 10ふH T沁一H伐一［｛帥］， lO㎞】 M身α2， 10㎞】）へし（中

3ザC2h。また出Iは6〃1作H灯戸H久ロノC州以1αり庁・
州Nαび中うザ。足h．反た・させるこしによリ行った。他の制限

酵案．に引・ては第1ギれ節れび’詩3寺れ節にむだ
条件毛用いた。

制限蘇一逅p里俊，生け朽差ま端t傷復寸ろさいはDNA

セ70｝Tlト山［榊］，・7州Hψユ）7州足一×1し十γ←ユダ」一

1レ、一ATl，κ1，打Tr／4・TF各M克含む緩衝液に溶解

し、DNA．だツメう一ぜ工Kに～）フラ1ブメント見単位て加え室

温で30小反応仁セた。．

7力’’ロースゲ1レか；のPNA断片。）国H又

低融、占、7がトスゲル1・！のDNA断片は工舳1へ1（6’）り

ナ法に失い以下り枚にイ1っ・た。 電気氷勃従目的と守る

断片哀切リ出し け℃ でゲル志融解従， 2。イ音量の5◎川丁ポ

Hα叫H8，Oユ）0、∫同】1三DTAセ相えた後，等量のフエノーノレ左カロ

える操作毛3回葎ツ逐一す（しにリフカ’ロースを偉いた。

水飽和いエチiレェーテルにリ城存するフエ／－／レ毛稼考

し忙後エタノール沈殿によツD N A断片の回．収定イ1らだ。

ベニ㌧け一七’生立帥寒天培地上て一の枚担

葉剤耐性走衛形噴転換／幸哀・・7す㍑1ビニ1レアルコー1レ

〔・～コセ宅むL寒天培地（C・3・ノμ3／収支考む）上で．’増殖

れた促，コペ漆液（・・州L，o・3〃κ工■れ州コ
大ウ酸ナドノゥヘ）セ相えて30へ6o却問杯置一後，ヨード

6茅



溶液克体いた。 けにペニレ／ンいち液（川舳U／山

・、川1し敵カ用緩衝液LlH川に熔酢）セ少量加え，ハ

ローt形成する械いニン／テーゼ生産れした，

 ペニシソす一 ゼ〉舌性σフう則定

ペニンけ一ビ1名惟は適当な葉青jj走含むL培地でつ培養

液について工舳舳kへら（ユ6）のわ亥1て促いヨード培で測定は。

ぺニンけ一で1学位はノ肌｛で1パノいニシレれ
加水ノ方解寸るのにム等な酵素量とし仁。

 コピー数の推定

 でラスミドのコピー教の推定方シ麦は第3青賃Z節で述べ

たポ麦に従った。

窒3節 結 果

一．ループ榛辻ベザ塩笠置捉導ハて1ろゴビ’数の
友イし

 pRB川およびlU用肥の痕葛配列毛沃赴した所坤
蛋白噴格迄追イ衛士沈に一村の立方向篠リ足し配列ガ’丸

いいれた（区1一ユ，H）。 い包方向棟／込L画乙列の

惟れ次橡迄は因千一3に未了才芝にノ／3塩基中斗！塩基

ε9



0 2   kb

T D  NDT8

P1｝P2一一

 T

Ori

⇒

T

lR    Sl〕
ぐ一 o3   ぐ一P4   re pB              ka n

 図斗一1．P洲の構も（阿．黒、董1の却分は坐お1び坐っ

構造道伝手玉子守．剣焦で示した祈は迄方向撮）匙し配列

 （工門） 屯衰す。 P．SDは予れぞれRNAせソメラーゼ 三ツ末一ソーA

の結合卸値定示寸． 矢印→有よ桝⇒はそれぞ水素早と複鍛の

．方向t示す。て，D，N，Bはてれでれ工当工・と工，坐工・旦竺＾’工

切断．ξ、部位走麦寸。

                   ’T i・puB11OdB                  C C
                  A  A
                  O  A
                  工一＾
                  C－C
                  A  ＾                  A  A
                  T一ム
                  ＾rT
                  工一A
                  T－A
                  C－C
                  A一工                  A
                   ム                  A
                  T’A
                  トA                  c  T
                  T－A
                  C－C
                  T’A
                  ＾一T
                  C－O
                  C－C                   c
                  C－C
                  C－C
                  A－T
                  ムーT
              －360   ム’TC ．         ’240
                  ＾一工。。舳C。；。。。OT。。O。λ。。㏄mT山。。A．TC山㏄C。丁舳ムTTCC。。㏄＾；ACA．。。。払｝＾。TATCTCT』CT＾工ACTAとCAmATTCAOA工C舳舳工C＾

一35 r直g1on          ．10 ！eg■o口                                        f同エσ月τ               rτ”0τr

                         －jθr畠g｛o祀          ■35r虐g工。祀

 図牛3．蛋白後構造遺伝子上克の逆一方向殺リ走し配列の推

定二次構造（？適二方向り一39，一0々頁域はイタソックで示し在．

pU洲。州て柵るp冊1しの塩基の髪な1は矢印で示した．紳
蛋白質構造遺伝手の最初の塩基を利しした（㍗
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が対定成／ていろ。一・l1姐珪にお’いてFU舳べ5はp舳iし

一塩基置換の関イ束にある。 い他に圭塩基の異な／は存

在するが’。lU舳抽のコピー数か戸棚1よH高い（表1－1）

こしか・ら。 このルー丁→器造＿沽のナ笠甚置手更によツコピー

妾くの変化が生じたことが’堆蒙tれろ。

 ミの効果走明確にするためにFRらHIの逆方向朱蒙ツ返し配

列。〕レーブ中央に一ナ室甚置捉（C→T）定導λLノ この塩基

のみ1冊け異なるアラス1ド定作製Lた。 また比較の

ためコピー軟失異ブラヌ1い舳C3，戸舳C7に舌同株の
ナ宣茎置一換毛菩λ しk。 ・先ず蓮＿方向朱匁ソ逐一し頂己列（工R）t含

む匹工断ゲ2千4塩基村）（図手■）いU舳牝リ切ツ
払しこの彦†片哀一塩基1 置ヰ更のイ茨与PNAてした． ）欠に

郎洲1え同手乏にP凧工父王理したぞ乏に分子量の大1t・・方の

断片毛取ソ出しフ PUBい◎蝸山菜の吐エ小野庁し結合する
こと に ょ リ糸且キ史えフ。ラ ス ミ ド  戸姉川・工汽定得た．   同楳にし

て，1冊C3・1榊。7〕戸舳C3・工〔〕P舳。7・工Rをそ

水でれ作製した． これらのγラスミドについてコピー史

毛測定け縞栗一姫哀置根毛導入したγラス！ドはいず

れの場合舌元の丁ラスミドよリ舌高いコピー款表示Lた

（表千一z）。  これらの象亨更カ・ら， この逐一方向綾リ返＿

し配列は↑ラ叉1ドP陥用のコピー牧制御傾城パつ
で’あろこUl＾判明した。
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表ザ2・一姫茎置紅導入．．

け。つス1ドのコピー茎く（62）一

★

Plas皿id

pRBH1     、。、

p肥Hl・工R

pRBHC3

pRB亘C3・工R

pRBHC7

pRBHC7・工R

Copy nu画beτ

42

・134

134

214

202

214

余コヒ。一巻（一は37てにてキ雀定した。

2．つ。ロモーター三毛性の止、パyoにぢけろ枚出

 p冊川の複製込煩領域内には斗つりγロモーダ配
列が存在寸るこヒガナ室墓若己列の決定（図3－2）によツ示

tれていたがフけらの配列ガ支障に4〃舳内1けいて
丁ロモーター ししてネ幾能するこし支プロモーター才麦唆用ベ

クグ岬・・け用いて調べ’た。 フ｝モー．ザ配列も含

む3つの断片〕即ち丑工一生工断片（アロモーターpけよ

〃3哀含む）・坐工一｝1断片（1。ロモーグ肌含む）、
τ町工一丁㌣工 産†片 （フ。ロモーター戸手足含む） を p尺5H’よツ学膏色

した（図手一1）。  各断汽定PNAポツメつ一でKkhowフ

ラクソレ1にリ末端仰復後、幽H工処理の後末端竹復
え行っ た P戸斤00／ と結合し和。   この ライゲ㌧ ション三昆令
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物定同いて圭・・州1・セ形質転寺受した。1言られたC㍍示寸

形質転授係についてフ。L一ト」＝でぺ＝一ミ＿ツす一で生左の有焦

哀ネえ定L哀。

 ベニ㌧1アーで陽性はず形咳転授林ガ“図十一斗に示す径

に各ラけ㌧し1二派含物リ膏／れ夫。里1一坐1榊
、て1けロモーグPけよびp3が含まれているか＾，得二机た

子1質戟筏／李について断片の挿λ方向を調柱てごろ全て円

ブDモートの1走性t示す方向1こ挿λt札て古ツ左方向1て

挿＾t久たものは昆虫tれなサった． こ∩ミてカリノγ

 図手一手、ボ，ビニルア1しコール含有フ’し一トにお1才ろペニシツ

十一で1善性の枝赴‘ユし37．Cにて約7h培養役）舌性の校定定行。

た．ペニシリづ一一七陽・性セ示すコロニーA，6，⊂はinγivθに

おいて機能するつ．ロモーターの存在室示す．旦〃州佑に保持寸れ

ている各r．ラスミドはA，P咋。oト〔5β，〆戸。o’一F2・；c・

rpi＝◎ol‘P斗； DjFp戸。o13石，PHV’千 てあろ．
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ロモーターn，P2，P千が6、州舳1内に有いて機紀寸る之
てカ・“禾t れたづ で’， 各つ。ロモー ター・支 ・含む プラ入 ミ ド も そ

れぞれPPF00川ノ戸戸舳一戸2・戸肝・・／．戸手し命名した。F3

プロ．モーグの活性疋示寸林は督以吋ったカい’，〔ガ；

1牛亨て“の牛っのブロモ手・け監墓配列は互いに柚同性柵高1・

（図一3，2一）ηで’F3γロモーづ一カ“’1nいソ。1こ古いてネ繁怠色している

可乾性一は十ノ赤子方！L一得る。  この事力’らF3プロて一ターθフ

；舌性けザ1トニが・得；久ないのは，後追する集に転写

泰冬姉による毛のと考えられる。

3．Plブロモーグカ・；の転写の1・・；γδに吉’1ずる阻害

Plブロー a[ターまp洲iの椎策間女台志、の上克にれ
守るのでFけロモーター寸・らの転写左仰が’PNA複製の

プライザピて利肘れろ可能千生ガ＾ある。．い場合、

〔プロモーター力’タの躯写がγうスミド上1てコードt久た逼＿

伝子産物によ一 渇e響支乏ケるこしガ＾老之ζれろつでノ この

可絶性について以1この如く史、酸を一打った。 先ず，ブロモー

グ〔のか段を牧之立石偉の1舳・に仁ろ峯／一価最小球に

止めるために、肝州一戸1に含京れている互4チτけ

クター1椰2㍉下奈去毛行い得三れたアつス1ド表戸戸戸川刊

いた。 ・（に戸汗3・ト円を侭村祁β、〃ムガ加も戸汽舳ヤ

子の派生■。ラスミド走用いて予う質孝幸梗毛考τい両7ラスミド

の禁存状態毛仔た。 形噴戟硬材毛い洲／μ）苫・け
K㎞（㌻ノw／〃）竜一むL培地にて堵表イ乏ペニレソづ・一で光オ佐

叫



主検定した（表牛・一3）。 確素の生産1まF陥H1で他のいず

れのプラスミドザ共存け場合に着3実く抑制を一 �P才た。

つ・ラスけつ共存状態にぢいて杵洲一戸／ηコピー紋ば約

9・い減性示したが、磁童1舌性は峯㍑・まで城ケしてい

るこい・ξ，い照茎な抑制は1肝川一〔のコピー牧の城ケ

による≠・マ・ハニい。 集って共存しているプラス1ギ上

の蓬右手度物ヵい／ラレスに作用立る1しにリノ戸h’ロピ

ターか；の転写が， 抑制亡れたと考えら札ろ．  中服川上に

ばん㎞万1舌イし磁素足卿B蛋自噴のみが山コ寸てれていること

が全塩基配列の峡定にリ既に明らかし荏っている（図3一ユ，

図4■）。  ダ人士の こと か5 、 ト ラ〉 ス にイ乍用立ろ ミ し によ一

ソPlアロモーターかξの蔀写左手甲剣したプラスミド上の遺」言

表斗一3． 円プロt一ターによるド師F遺伝子の発現に

およポ寸芋存プラスミドの素3曜（‘ユ）

P1as耐ids

Pen■ci11■nase act■vity
Unit s／OD     Rat io in Z
     660

Re1ative coPy

nu皿ber o f pP百301一苦1

pP百301－Pl

pPF301－P1 ＋ pR丑Hl

pPF301－P1 ＋ pRBH1・工R

p町301－P1＋P蝸HC3

pPF301－P1 ＋ pR二BHC3’IR

p甲301－Pl＋P㎜HC7

pPF301－P1 ＋ pR〕BHC7・IR

5．600

  87

 200

 330

 290

 310

 亨70

100

 2

 4

 6

 5

 6

 7

1．

O．5

0．8

0．5

0．6

0．5

0．5
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子産物はR・セB蛋自噴で’あるし名之；水ろ。

紫一」午師  老  蒙、

 プラス／い冊1の複製間胡領1式にはR・戸B蛋白嘆ガ

］一ドtれてぢリ， こり蛋白質肉に走！こrたア1ノ酉乏置梗

ドよリコピー数か’’上昇したこしカ’三月㌣ち蛋白頃がヘブラス

／ド。ユビー軟調節に関与していろこけ既に禾！た

（第3章箸3節）。 辛章ではk㌣5才奏追逸伝子上洗に位

置する華方向操／近し配列毛ま在コピー牧制御に関与して．

いろこしを明らかにした（麦冬＾2）．  この構造は逆二方向の2一

つのプロモーター戸けよび’F3によ・て固ま奴て州ノ戸けロ

モーターからの転写が斤叫B蛋白質Iてよソ抑制亡れたこしか

！Fψ蛋自噴が’迄方向穣／返／配列定言た謝してい珂

札性ゴあ石。 また，〔ブロモーググ扱禦間拍、包（史）の

上流に存在するこ〕’ら，円ブロモーグヵ・；の軸写産物

（RNAl）が’プラスミドDNAのネ麦製のγライマーしして

機托しているリ及いろり・戸ら蛋白噴11リ州ハ複
製の開拍ガ’’負に調節tれてい石こしになろ。 1の場

合，通常のm舳Aヒは累な1高沢栴む毛毛今めた坦巾
でのRNAlが重要であるし考えられる。 遂＿方向緯ソ返

し酉己列ルー丁†史に一塩差置換ザ生じたぢケて｝P陥Hl

のコピー牧が’3倍以上に台上寄した（奏千一2一）享定番

洲Alの夜化と考えれば一上記つ仮言もし矛倉し布い。
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また，1斥州にはプロモーグpl〕11昼蛋白頓のSD孔列
での間にN。汀し侵∫十”のt。刀斬、とがてれでれI箇所存．在㌧

い・ろ（図4一）。 ドR測定坐工によツ卵†従州スホツ

メラーぜ工k1州フラゲメハによる支端修改走行った後

パけ丁で処理献物によけ1州1・も形質義挺けず形

質転換イ本は得られなかった。 同様り処理毛並ノ〉エについ

て七行ったガ，い場合虫干1墳転捜倖は得られ毛かった。

これら・采言栗毛R舳1ザー定の高次構造をヒるこヒにりプ

ラスけPNハ複製における童雲な役割を累ザけで
定ろい・う名た方t示唆する青のでぶツ。舳・1が卵ら蛋

白質い舳7“あるYい）仮定か／は後策純つ欠損を説

明づろこU古で支ない。

 舳く1ガγラス1ド川い複製のフ｝マーし！て飾ざノ

い合成が斥・戸彦蛋白噴による負の調節毛受1才ているとイ服

けか・同校の現象ガ石、。。いγラス1ドーご1征1にっいて

えっの研究ゲjレ丁にょ／敢宅tれている。 1つは洲一

ヌ州ら（州によるプ．ラ〔一ブロモーグカ・い南写が1つス1

ド上の逸伝手産物であろ63アリ硬か5なろR舳蚕自噴にょソ

抑弗1けけいう扱宅τちろ。 1う1クはC・・舳1二㈹1乙

よる毛ので，私1玖ψ；が1”迄伝写t向いているのに対し

彼らはルヌ色伝手の発現が’こ1佃の7ライマーブロモ’クー

下に置かれた黍て用いて同孝芝の抑制ラ見象｛猫し象にて本リノ

13フい酸かバる蛋白質か・プ引マー合成リγレフす一で・

はないかし椎亨台Lていろ．

 毛しバ叩B蛋白質ガげレツす一校牝を持っ構体’wれ

結令するとれ！れるので・，多くの州締蛋白憤に去’い
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て気わられていろ茉遅配列（均（五ヒイーψ～（祉水・t旬一哨一服木

枕）一v一～一～一ノ〉一坦（王ヒ））セ斥㌣昌蛋白噴中に求めたア†，カ1レス

キリレ末端↑．エフリ末端（rl一州にかけて（刊rVム弘一

下、一Aトバザμ⑫ト伽一秒一VJ－L・べんい｝トん・一工！ビ｝・一冬卜

γ一白いM）U・う繭ご列1・一存在した一 こパ〕ま，畔

蛋白筒か丁つイマー R～A合成の りフ。レ÷サー でムろし い）イ瓦

説ペフの傍柾でちろし吉た占）。

 C。川ら川＾複製開始、乞上丸干・グ町塩基わリビー
飲÷周飾1て関与す石娠1式てあろ1しガ下榊一（的に1け÷れ

ている。 この領域に1容先方向線1辺し配列が告書κてお

1），つrイマー州＾前駆．倖グ師カ㌧ナの伽て・杷才の含哀

にはイ皇分手RNAが＾コードtれτ い：る．   気して， αノ日り～ス

の授’裂開始はこのイ（分早汽～バカ一フ。ライ7一行〃メ角。耳区伝の相補

的す1配列に征含すろこしにリ阻宅tれろこし，更には

R舳蛋白質1こよツ相補的有六〃問列舶合が高められ稲栗

、し㌧てPNA辛乏梨間女自が兎し＜障害寸れることカド矢口られ

ている（6㍗

 p汽州のコレ軟制御領域に舌軋方向緯ツ足し配列が

存在／迄ナ向のプロモーグによソ囲ま久ていろ。 こり

1州ピ胴の構込い観似惟リ州A分子による
DNAキ夏製の制御とい）→幾辛仁上の類イ似性ガ“示唆され

る。 ま友R舳番台頃はその構造と機能が詳細に調べら札

ているの’で’ j 馳ぎ13蛋白噌のフ）屑乏頂し列し斥◎伽蚕・自噴の

それtの比軟毛行った。 その結果ノ椙同惟っ高い領域

が～B蛋白質中k見箇所存在した（酬一ケ）． 1つの

領域は帥晋自噴のフリ末端側（卜／5）に乱め6
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RepB   SQKvVA瓦vIKqKPTvRwLFLTLTvK－NvYDGEE・一‘LNKsLSDMAqGFRRMMqYKKINKNLvG

      ＝   ★   夫≡  ＝＝＝ ；ミ 昌＊！  共 呈＝≡昌  昌  決

Ro耐   MTKQEKTALNMARF工RSQTLTLLEKLNELDADEQAD工CESrHDHADEtYRsCLARFGDDGQNL

（7－65）

（1－63）

RepB   几SDLEE－GLHRKRL工SYGG工LKEIHKKLNrDDTEE（；一DLIHTDDDEKADEDGFS工IAMWNWERKNY

    ★共   ＝     ＝     ＝  昌      ≡     ＊   ＝昌＝   ＝  夫＝   ＝共   虫   ≡   ＝昌畠     ≡  央＝  共   訣   ＝

Rom   MTKqEKTALNMARFIRSqTLT一一LLEKLN瓦LDADEQAD】二。ES工HDH－ADELYRscLARFGDDGQNL

（168一一231）

（1－63）

 図年一5．R叩B蛋白頃し％椚蛋白質問のフリ醍頂己列の比孝ぐ‘？

同一のフミノ．画乏は（皇）で示し，同一ゲルーつ。内のプミ」酉乏は

（刈で示した。7ミノ屑乏のゲル’フ．的置才実ぽ（D、盲），（K，R〕，

（S，τ），（巳Y2W））（工j L）V’M）内で判断した。一文掌梗記

による各フリ数の記者はA，7ラニニjc、シ・ステ仙j口、フス八・ラで城1

1；，ゲ’1しタ1ン酸1F，kルアラニニ；白，ク’1シン川，ピスル）1

工，イソロイシレ；K。リジン；L，ロイシ〉jM，メチオニンjN．7スバ’

ラでン；巳 ■。ロリン；Q。ヅルタミ）二R，ア1レヂニン；Sjセーツン；↑、

ズレ才二）；V，ハ’リン ； W，トリアトフフ㌧；Y，チロシンt用いた．

れ約3・メの相同性支示し、手う一方はれボ’㌧ル末端（

w一川）で約引％の相同1左．走禾した。 この枝有相同

社が’存在寸ろこしから汽叶ε蛋自噴壱馳m蛋白横の相く相補

白勺ナエ州A分子の結合毛高めろ微糺克肩していると推定立れ

ろ。

  以上パ〕’らアラス1ド戸舳hコ仁㌧牧．調節捨棒に

関する雅言命毛図千一1に木ブ加＜まけい〕一τでろ。

ブラス1ド肌・ハチ乏製のプライマーどなる舳川の合成が

負の言周節因手でちるκ叩ε蛋白質に江リ岩L方向差牽ツ辺一し酉乙
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図斗一ε．・舳作製制糾問する紋（？〕r舳の州徒製の

椎く国弍｛示寸．ブロモ．ター〔カ’ら砕よソの転写立物足それで

れRNAh・らRM斗し祁．RNAlは枚製間姑上丸で合成tれ

DNA牧製のプライマーけろが相補的なイ色分H〃3によ1そつ形
成形害tれる．斥叩ら蛋白頓は舳以／翻訳tれろ．そ！て一 ｻ

の合成は相補的ガ低分子RNAヰによリ調節毛受けろ。斥r5蛋白

質は逆方向巌リ返し配列（工R）に結合しソ丁レッアーとして機能

プろ場合毛ちろがR舳蛋白質橡の桟能によパ州ノし斥舳3の集者

合毛増す。

列いR）の位置にぢいて抑制丈れろ。 い1て．相榊れ低分

子舳A3ザエけ介して舳Aいて作眉れこしにりω司
し同株の秘棒（ωにり舳複製カ惟害丈れろ。い

帥A3による狙害効果は糾B蛋白頃のR州賓自咳柊の機
純（ωによツ強め；れろ。 また卵ら蛋白質っ合成はノその

㎜Wんである舳＾2のSP配列か＾相神的低ケ手舳Aイによ

／覆われろこ〕てよ／銅択川しての調節克受1する。
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1の鋼師によリ即蛋白噸の細胞内痕哀ガ迩れレベ1レに

保たれる。 い榛な／ズゾい仰舳への締含t’阻宅
“いによ1蛋白噸含加調師は史10岬C（68）蛋白質
ハ1プラス／｛1叩A（㈹蛋白1霞㍑いて実証文れている。

戸U産ハ。の転写産物（加）は圧、、。方†皮〃〃方・の序〃ハズリメラーゼ

を用いい川七・・転写吏欲によ1解析之れてあ・ツ，2種の

低分手RM（亭・牟重おW・ぷ・塩基）の存在ガ板告±れて

いる。 榊塩基か5なろ舳小チが舳A3に」加塩瑳の

壬のか’舳A千に何仰対た寸名可能性か“れられる。↑

ロモーグ枝受用べ1グ割い乍定駅にか1て舳・の
光性ヵべ枚租tれな篶たのはバNA3力“’侭ノか手市でるた一め

にペニシソナーセいの橡赴逸伺手にまで互らかか一た毛の

し考え）久ろ。

打師要約

 1． R・pB蛋白懐橡迄速伝手上流に存存ずる赴方向橡ツ

返し配列ループ中史に一塩基置抜毛導入寸るでコヒ㌧牧が

上昇！たこい・タ、1の領域か＾コ仁㌧軟調坤に閃年すろこ

しガ＾示、t机た。

 2． 丁ロモーザ夜索用べ’7ター哀調いろこしにリ

プロそ一々一円，P2。戸千ガ山i・ル・で備能寸るこ〕、＾判

明いご。

引



 3・内ブロモーグバ．の転写川叩5蛋白質にリ
抑制され伎こてか三ブフスミドPNAの守更策間タ台反応が

負に調節“ている1し㌣、吹きれた。

 斗． R明ら蛋白質ザに，PNA采言合蛋白質に詞書わ；択ろ

某迂葛己列か＾言忍め｝れた。

 夕． R中6蛋白質つアざノ末端例しカ1しだ†シル末硝側

に！州川州蛋白賃と相同性が高い部分が・存在し右。

 6． FR舳のκ一枚調節に悶〕春5れたプーれε、ω方
の1。ラ ス ミ ド Cノ£1 しの差要イ以寸土か∫ フ。ラスミドρNパりコピー

萎失調節祇榛について老摩走行った。
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系忽括し展望

 遣二伝子操作技体τり発。及Kイ予い宅用物喚の土左を釘わ亡名

稚のベ フ タープラ。スミ ド の 像剖は弁弗に童雲で ちろ。   L

介いれまでに成tれた研究η老いま丈腸桓の告のについ

てでポ）エ東白勺に塙掃な臥・1〃レ・属細菌内にも’けろプラス1ド

の複製制御に間づる苅耗はほとんど成tれていなし、。 イた

って，Mlい・雇細屈において有れべ一フグにっい・の牧

製制御について基礎的知見乞得るこしは非常に重要で一ある

U観．ξ、から本局完も」汽・た。 負担雫〕竿離tれた好

熱性B肌1〃以∫雇細衝が保持していた草剤耐性プラス！ド

P↑疹〔 およがての三氏生、γうスミド え用い て成支れた幸肩肝免

の糸言栗は以下の榛に純拍子“交る。

 削章では，1丁州上にz種の筏製穴（因子・ε1＾おけ

帥が存在れけt示し、剛が＾8・∫州f1内τの汁宇更製
するのに対し repBば B，5u』十ili・，渥・映叶O＋わer舳戸川蝸 丙孝着生’歯肉

にあ・いて複製可純であるこてを明らサにした。 汀州リ

僧；れた帥も令だ小型プラス！ドpT舳には昼1ナψナ1舳。一

1～の痛右牲プラス！ド1て由某する1・・似百ω肛断片

が’含ま水でおリノ β、旅舳伽・岬ゐルs lて対ずる形質戟搾頻度

定第Lく増欠寸セるで共に同宿主肉で。のコピー絨毛イ隻下t

セる困写であろ～て毛禾した．。

れ幸では、卵毛言む多っヒ㌧軟プラス！ド1丁榊胡

い占，畑沽㈹｛伽にあ’ゲろ山γけ・・PNA複製章つ閉
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発を細たガ，ATけ票勺ろ熱安む川打合れ牲ヒ
い〉 舞い未ちる 反応＝は吉忍められたガ p N〈宇吏づ裂には至一9な かっ

友。

努3音では、PT州およびlU舳の伎秘1員領域に
ついて塩珪孔列の沃え）rい。丙老の塩基配列カ砕ばしたゼ

同一τわろこし毛足糺寸ろし央に，領ラ或内に逐一方向橡ツ逆一

＼配列パ印ら蛋白噴の構迄赴転手、丁ロモーグ配列え見い

虫け． Uヒコヒ㌧数変暴プラス1ドの解布カパ千8
蛋白墳カ“複製。調師に関与していろこてゼ・禾tれた。

努千章てば，逆方自橡／返し配列老派コビイ字卿
に間与しているこ’し毛示寸てし考k2 1’ロモーターΣ舌ナ生の

i。ル。ての旅虫立びに榊蛋白質によるFlγロモーグ

1舌性の抑制作用も明ら州て守れ共に。互4のプラス1

ドこ商い類似性よ31。ラス！ドのコピー玖胴節ガ

只NAノ分子間の相互作用にり行われているとの名家を

打つだ。

以上ザけ；ノ／叩けラス1い複製却1仰に間ずる知

見は臼、・州ににおいての多コピー数ベクダてあろpU舳

に毛乱高絶でお1，戸U川か広く畑〃州雇牟田竜を指圭

しでtろ（タペい考え今わ±れノいしプソコニには
B鮎川田肩秦ポ菌で一省え的に通一用する茎春型カい壱まれて．い

ろ可純帷ガある。  FU引1◎に間して一はノ 欽多くの坐丁3 友一

裏杖劇いた一郡充ωによl／、州A利メラービエを必要とせ

8＋



ずPNA木㍗メう一七“玉もそり寺更製に必要とすろこしが“知ξれ

ているカ1・、他の因子については未解明のま言で剛紐側

の国ザの同定が待たれる。 また㎏戸βプラスミドのコピー

軟調節機構が雌は類似匁左朴てお／柱1・関与．し
ている筆白質に毛相同性ザちるいも熱めた朴ノ∫、舳・㈹
のブラーXミい丁州㈹に古いていのコヒ㌧放調節機格が

し旧し類似しているこしガ木†れマ束リ巳ω方で得；れ

た知見ガク“ラA偏性色っブラス！ドに本’いても逸周tれるξ・

か興味深い。

 石、仁。方のプ．ラス1ドの枚裂機構は欠乏く分ウて又つにケ

類でξる． jっ・は枢分子舳Aが複製刊仰のグ〕戦宅1

哀担っているC点11こ代表ごれるヅルーアτ工・・戸正㈹に言

主れるRl，w（ψ）、戻1寸なピカ青ま机ろ。 云）hは，尺6κ

に代表されろ同方向燥／返！配列ブ扱製利彩ρ領域に存在す

ろことによ’）卿蛋白質も†和するこUこよる捉製制御粋棒

毛才青っプラス1ドで！し戟1勺イいト訳の戸㈹1戸1㌦州プ

R1・1（州などが含まれる。 い公差憂が’β舳r〃・。恥■ηスミド

に毛適用可純し㍗ばPT舳，1州・、・Wい玄・く比較的

コピー差欠の高いブラハダが（1旧い馴1火性か∫首〕肩に

屈寸ろ の は明王すであ ろ。  追に 咋戸A克イ采辛子ずる FT653

（コヒ㌧数・舳）の篠な比玖的コピー差い低い丁ラス

ミードず’従かヅ1し一γの榛に同方向則辺し蚕し列支れで

いい・石ヵ’しいルは伎製利仰杓篠の考息惟しいll㌧

かパ興口米派いし有しよ）。

Bα・川以∫届禾旧頂にあリブろプラスミトレ～Aキ更製剤仰

肪



掩榛の解明について今後更卜枚討ミれなければならな、1最

重要課題は坦γi廿・促製黍の開発である。  ミれ焦、く㌧て

は複製蛋白質の精製七難しく従ってその作用・機作の解明舌

困難でちるし言えよう。 開発に限Lてば。よツ詳細有宿

．主牟1びブラス！ドの一一道伝解析、各必須因子の分画’箱

製出票ピれろであろ）。 またム1州1・り場合はヌ
クレ7千ぜ堵性一 ｪ王．坐に軟べて高い事が示士机ている（旬

のでこの活性に対する阻害剤の検討古本効であ；るし考えら

れる。 血V1打・複製系は最終的には箱製tれた宿主因手

東加えt再構成乗に成る必要があ・る。 しカ’し，こ机ば箱

詰で述べ’夫如く複製開始反応・あるいはその後の伸長反応に

ついての解析手段としてのみ有効であると宅之ろ。止・i・・

においてプラスミドのコピー孝欠は、キ隻裂開地の頻度におい

て調節されている圭ののそ水に続く，DNAの分配問題な
どに・竜プラスミドず’安定」ニイ栗持tれる上での重要な問題ガ

青まれている。 このごUよ常に也坐での複製数式
を考慮にλれろ必要ガあろこしセ意味している。 弘6f〃肥

属プラス1ドの複製研究は鈍に差いtばリであるし毛言
え今従の生化学的研究並が・に新しい実験技術の聞界が“．望ま

れハ茶によ／一層の発展ガ・期狩される興味ある研帥象

であるし孝之∫拠る。
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