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論文内容の要旨

細菌にはエピゾームと呼ばれる一群の遺伝因子が存在することが知られている。エピゾームは

宿主細菌にとっては附随的存在であり，外部からは感染，或いは細胞接合によって獲得される。

宿主細菌内では，菌のゲノムに組込まれて宿主細胞に同調して増殖する存在様式か，宿主染色体

の増殖とは独立に細胞質中で自律的に増殖する存在様式かのいずれかをとりうる。溶j京性ファー

ジ，細菌の性決定因子( F)，コリシン因子，多剤耐性因子 (R)，などがエピゾームの代表的な

ものとして知られているが，どのような発生起源をもつのか，又この染色体外遺伝要凶がどのよ

うに増殖しているのかは，まだあまり詳しく判っていない。ここでは薬剤耐性因子(以下R 因子)

のP. mirabilis 菌中での複製に関しての研究結果を報告する。

R因子 NR1 をもっ Proteus mirabilis 菌の DNA を CsCl 密度勾配遠心法をもちいて調べ

ると染色体のグアニン・シトシン含量(以下 GC 含量) (40%) とは異る GC 合量をもっ

satellite DNA がみられる。この R因子の DNA は 52%GC 含量 DNA 部分 (1. 712gj cm 3) 

と 58%GC 含量 DNA 部分(1.718gjcmり とからできている。 しかもある状態で培養した

exponential 期の P. mirabilis 細胞内では宿主染色体の約16%に相当する R の DNA 量が観察

されることから， (NR1 一個の分子量及び大きさは， まだはっきりとは算定されていないが染色

体の約1. 5巧に相当する DNA と考えられている。) -細菌内に約10個の R因子が存在する。

(relaxed replication control) と名づけられた。つまり-細胞分裂の聞に R因子の複製は10回起

る。)

R 因子は薬剤耐性を示す遺伝情報をもっ部分 (r-determinant) と， 乙れを他の細胞に移す役

割をする部分 (Resistante Transfer Factor, RTF) とから出来ていると考えられている。乙の

52% と 58% という異った GC 含量をもっ R因子の DNA にはどのような機能作業があるのであ
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ろうか。 NR1 R 因子をもっ P. mirabilis を stab からとり出して薬剤を含まない栄養培地の中

で培養した菌から抽出した DNA は satellite DN A バンドとして 52%GC 含量(以下52%R)

部分を多量にあつめてみると 58%GC 含量この R因子の DNAを示すものしかみられないが，

乙の菌を薬剤を添加した栄養培地中

で長い間培養すると，最終的には R因子の DNA は，この 58%R を示すものだけとなる。この

ように 5896 R satellite DNA バンドが長時間薬剤存在下で培養した菌から抽出した DMA

を示す DNA の存在がわずかにみられる。(以下58%R)

の

52%R は RTF でないかとの仮

説がたてられる。 52%Rの状態のときには satellite DNA は染色体の約 3%量存在するが，

きにも述べたように58%R の状態になると染色体の約16%量を示す。細胞内のコピーの数を一定

さ

58%R は r-determinan t に相当し，中にみられることから，

58%R は52%R の約 6 倍の大きさの DNA といえる。宿主染色体の GC 合量との

又R因子の DNA が比較的大きいということを利用して殆んどの Rが58労 R

となるような条件をもちいて P. mirαbilis を宿主として R因子の複製実験が進められた。

差が大きいこと，

と考えると，

R因子 NR1 の P. mirabilis 中における複製。

細胞質内で R 因子が自律的に増殖している場合その DNA の複製は全く宿主染色体の複製と

成長カー細菌の各成長段階における DNA を調べてみた。同じリズムで進行するのかどうか。

その各々の点で抽出した DNA を CsCl 密度勾配遠心法で分析する。 DNA の超遠心ブを追い，

パタンから R因子 DNA と染色体 DNA との比を算出， % R-factor DNA (以下必 R-DNA)

乙の% R-DNA は細菌の exponential 期では一定の数値 (16%) を示すが，としてあらわした。

数細菌が stationary }Dj にはいると増加しはじめ約 6 時間後には48% となりその増加がとまる。

及び stationary 期 6 --10時回くり返した実験から， exponential 期に示す巧 R-DNA の数値，

その増加のパ聞に示す96 R-DNA の数値には大きな変更のあることが観察された(後述)が，

細菌染色体の複製が終ったあとでブロモウこの% R-DNA の増加は，ターンは同じであった。

細菌ので特異的にラベノレされることから，Bu ラシノレ (Bu) を加えると R因子 DNA のみが

stationary 期で宿主染色体の複製が終ったのちにも引続いて R因子の DNA の複製がおこなわ

れていることを示す。

再び

この

Stationry 期10時間で染色体あたり 4896に相当する R-DNA (32 コピー)をもっ菌を，

exponential 期に移すと，乙の蓄積された Rのコピーはどのような行動をとるのだろうか。

菌培義液を stationary 期10時間後栄養培地で20倍に稀-釈して， O.D. を追いながら継続的に稀

稀釈後% R-DNA は時間と共に減少しはじ細菌を初期 exponential期に保つと，

さきに exponential 期で示した労 R-DNA. の値まで減少していく。

釈しつづけ，

数時間後には，める。

が，菌を再びStationary 期に継続してお乙る R因子の複製のため48%と蓄積された% R-DNA 

(48-15) 十 15x2 ....n~/ (32-15) 十 15X2
exponential 期にしつづけたときに減少する様子は 口 言32%→

さきに exponential 期に示した R因子10コピー手 245ぢ→止':1: .1. uii ょυ ハ山手20% というように

(15%に相当)が細胞分裂ごとに複製されて，蓄積されていた残りの Rのコピーは単に娘細胞に
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Stationary 期 6 時間で% R-DNA の増加がとまるのは R因子を合成していく前駆体がなくな

ったためではなく，他の調節機構が働いていることは，この期の細菌に新鮮な栄養培地を同量加

えて再び stationary 期の状態を確立しても% R-DNA に増加がみられなかったことから証明さ

れる。

この R因子 NR1 はどのような宿主の中でも relaxed replication control なのであろうか。

NR1 を E. coli W677 (GC 含量50%) に移すと，薬剤存在下で培養しでも58%R部分の satellite

バンドは消失する。しかもこの E. coli から再び R因子を P. mirabilis 菌に移し，薬剤存在下

で培養すると58%Rが現れる。 E. co/i とは異り ， P. mirabilis の中では NRcR 因子の複製に

は特別な調節機構があることがわかる。

実験に使われた菌株はチミン要求性変異株である。 チミンを添加しない培地 (Penassay

broth) では exponential j切でも少量ではあるが96 R-DNA に増加がみられた。 しかも statio咽

nary 期では巧 R-DNA は約 2 倍多く蓄積された。 R 因子をもたない細菌を使って調べた結果，

培長液中のチミンの浪度が引き金となって染色体の複製が早くとまり， しかも R因子の複製は引

続いて行われる結果であることがわかった。

これらの現象は，エピゾーム R悶子が細菌中で宿主染色体とは全く異る複製・調節機構をもつ

ことを示す。

論文の審査結果の要旨

渡辺君の論文は腸内細菌に多く見られる多剤耐性因子 (R) を取扱ったもので，この因子は細

菌同士の接合により R因子をもっ菌からももたない菌へ移行することにより多くの抗生物質に対

し同時に耐性をもつに至る。

しかしこれまでの研究は主として大腸菌， 赤痢菌等について行われていたため， R凶子の解

析になお多くの疑問が残されていた。 ところが同君は新らしく Proteus mirabilis という細菌

を用い， 乙の菌のもつ DNA のグアニン， シトシン量(以下 GC %とよぷ)と R因子のもつ

DNA の GC %のの差異を利用して， CsCl 密度勾配遠心法によって分離すると R悶子には52%

GC 量をもっ DNA と 58必 GC 量をもっ DNA の 2 種類のあることが認められた。 R因子をも

っ P. mirabilis を薬剤を合まぬ培地で育てると 52%GC 量をもっ R因子の DNA がほとんど

その大部分をしめるが，薬剤添加の培地では 58%GC 量の R-DNA が大量に得られる。

同君は後者，すなわち 58%GC 量をもっ R-DNA !乙主眼をおき，細菌の成長期における染色

体当りの R-DNA 量の変化を追究した。 その結果細菌の成長が exponential 期にある場合は

R-DNA 量も一定の数値を示すが， stationary 期にはいると R-DNA 量は急激に増加し，約 6

時間後には exponential 期の約 2.5倍に達する。 別に測定された Proteus 菌の染色体に含まれ

る DNA 量と乙の R-DNA 量の比から計算すると細菌の染色体が 1 回分裂する聞に R因子は10

--15回の複製を行っていることがわかる。
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ついで同君は抗生物質の一つであるクロラムフェニコール (CM)耐性の遺伝子をもっ R 因子は

細菌の細胞質内で CM をアセチノレ CM に不活化する酵素を生産することを認めた。しかもその

酵素活性は R-DNA 量の増減と平行することからいわゆる遺伝子の量的効果 (Gene dosage 

effect) のある乙とを証明した。

以上渡辺君の論文は従来解析の困難であった R因子の複製や酵素生産の機構を P. mirabilis 

という細菌を用いることにより初めて明らかにしたもので，現在医学的にも重要視されている多

剤耐性因子の本体を解く上にも多大の貢献をしたものであり，理学博士の学位論文として十分価

値あるものと認めた。
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