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論文内容の要旨

大腸菌の DNAは細胞内において超コイル構造をもち，いわゆる核様体(ヌクレオイドjDNA­

タンパク質複合体)を形成している。核様体の構造については Pettijohn らによってモデルが提出さ

れている。最近，バクテリア，ファージやプラスミドなどの閉環二重鎖DNAの超コイル構造形成を

行う DNA ジャイレースの発見やその酵素活性の阻害により DNA合成や組み換えが阻害され， DNA 

の転写鋳型活性も低下するという報告，あるいは，大腸菌の核様体にはヒストンタンパク質と似た塩

基性タンパク質 (HUや BH1 ， BH2) が会合して台り， HU タンパク質はSV40DNA と結合してヌク

レオソーム様構造を形成するという報告がなされた。これらの知見は大腸菌においても細胞の約 200

倍の DNAが超ラセン構造を形成したり，ある種のタンパク質と結合して折りたたまれていることを

示唆しており，その折りたたみ構造は遺伝子の複製や発現などの生化学反応を可能にする機動性と規

則性をそなえている可能性を示している。

このような染色体DNAの高次構造と機能を研究するためには，大腸菌のような大きな分子でなく，

もっと小さな染色体DNAでしかも特異的な遺伝子発現活性の分析が可能な実験系を用いると有利で

あろう。本研究では大腸菌DNA の約250分の l 程度の大きさをもっ閉環二重鎖 DNA組み換えプラス

ミドを用いて上の問題へのアプローチを試みた。大腸菌のトリプトファン遺伝子を含む組み換えプラ

スミドを作成し，これをミニセル産生菌に移し， ミニセル内においてプラスミドDNA が形成するプ

ラスミドDNAータンパク質複合体(ミニ核様体)を調製し，その構造と機能の解析を試みた。結果

は次の通りである。 (1) ミニセル内および正常大腸菌内でのプラスミドの遺伝子発現の様式は転写の開

始と終結あるいはmRNAの崩壊に関して本質的な差はなかった。 (2)プラスミドを保持したミニセルよ
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り膜成分の結合したミニ核様体と膜成分のないミニ核様体が調製でき，膜成分の結合したミニ核様体

には超コイル構造をもったプラスミドDNA，合成途上の RNA，リボゾーム及び細胞の構成タンパク

質が付着している。 (3)非塩基性の細胞構成タンパク質として約40種のものを二次元電気泳動法により

確認した。 (4)DNA ジャイレース阻害剤の添加により， ミニセル内でのプラスミドDNAの転写阻害が

起ると同時に，その超コイル構造の減少が観察された。このことは， DNA ジャイレースがミニ核様

体に会合しており，プラスミドDNAの超コイル構造が転写に必須で、あることを示している。

論文の審査結果の要旨

近年大腸菌においても DNAの超ラセン構造が認められ，その形成に DNAジャイレースが関与して

おり，またヒストンタンパク質に似た塩基性タンパク質の存在が示されるなど，細胞内における DNA

分子の存在様式と遺伝子発現の関連性がクローズアップされつつある。

中村君は大腸菌のトリプトファン遺伝子をもっ組換えプラスミドを作成し，このプラスミドをミニ

セル中に入れて，そこからプラスミド DNAが形成する DNA- タンパク質複合体ーミニヌクレオイドー

を調製して DNAの高次構造と機能の研究を進めた。その結果プラスミド上に担われた大腸菌の遺伝

子発現の様式が大腸菌あるいはファージの系におけるそれと同質であることを示すと共に， ミニヌク

レオイドは大腸菌ヌクレオイドと同質であるが結合タンパク質の種類が少いなど単純化されており，

今後DNAの高次構造と機能の研究に有効で、あることを明らかにした。またこの系でDNA ジャイレー

スの阻害剤を用いて DNAの転写鋳型活性が止ることを明らかにし，ここでも DNAの転写鋳型活性に

DNAの超ラセン構造が必要であることを示した。

以上中村君の論文は DNAの高次構造の研究に有効な実験系を開発すると共に，遺伝子発現におけ

る DNAの高次構造の意義に新知見を加えるものであり，理学博士の学位論文として十分価値あるも

のと認める。
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