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論文内容の要旨

〔目的〕

一般に， DNAは，大腸菌内では負の超ラセン構造を形成している口この高次構造は， DNAの複

製や組換え反応のみならず，遺伝子の有効な発現にも必要で、あることが明らかとなってきた。遺伝子

の転写において DNAの高次構造が果している役割を分子レベルで理解するため， DNAの転写鋳型

機能に及ぼすその超ラセン構造の効果を in vitro RNA合成系を用いて調べた。

〔方法ならびに成績〕

転写鋳型 DNA には，入ファージのPL プロモーターと大腸菌のトリプトファンオペロンとの融合遺

伝子を持つ pMT48フOラスミド DNA を用いた(図)。又 in vitro転写系には，精製した RNA polyｭ

merase holoenzyme による RNA合成系と，より in vivo に近い系として大腸菌細胞粗抽出液(SlOO) 

による RNA合成系を使った。

in vitroで、の遺伝子の転写活性は，塩濃度に大きく依存することが知られているので，超ラセン型

および弛緩型 pMT48DNA を鋳型として， KCl lO~400mMの範囲で RNA合成を行ない全 RNA合

成および、 trp mRNA と PR -mRNA合成量を比較した。その結果，精製RNA polymerase系での至適

KCl濃度は超ラセン型 DNAでlOO~200mM，弛緩型 DNAでlOOmMであった。 又，転写鋳型機能の

DNA高次構造依存性が， KCI濃度200mM以上で、みられ， PL -trp mRNA合成は，超ラセン型 DNA

で高く弛緩型で低かった。しかし ， PR -mRNA合成の高次構造依存性は低かった。これらの結果は，

in vivo でみられる転写の高次構造依存性とよく一致している。

細胞粗抽出液( SlOO) を用いた系では，精製 RNA polymeraseの系と同様至適塩濃度は超ラセン
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型 DNAで高かった。又，精製RNA polymeraseの系と異なりいづれの塩濃度でも超ラセン型DNA

の方が高い転写鋳型活性を示した。そして， RNA polymeraseの系に比べSlOO組抽出液の系の方が

より顕著に転写鋳型活性の DNA高次構造依存性がみられた。

DNAの高次構造と， RNA合成の初速度と伸長速度との関係を調べるため，精製RNA polymerase 

( KCl=200mM) 系と SlOO組抽出液 (KCl=50mM) 系を用いて，経時的に trpmRNA合成量を測定

した。どちさの系でも， trp mRNA合成の初速度・ RNA鎖の伸長速度とも，超ラセン型 DNAの方が

弛緩型DNA を鋳型とした場合より高かった(それぞれ 2~3 倍， 1. 5~ 2 倍)。超ラセン構造形成に

よる trpmRNA合成の促進は，プロモーターと RNA polymeraseの結合速度及び~RNA鎖の伸長速度

がともに高められた結果であることがわかった。

pBR322プラスミドのβ ー lactamase (Amp) 遺伝子は， DNA の高次構造が解消され弛緩型になる

ことにより逆に RNA合成が促進される。 RNA合成の DNA高次構造依存性を解析する上で， Amp 遺

伝子の RNA合成についてこれまでに得られた知見を比較するのは重要で、ある。そこで， RNA poly-

meraseの系を用いて， pNT7 DNAの Amp mRNA合成に対する DNA高次構造依存性を調べた。 Amp

mRNA合成量は， KCl濃度(lO~400mM) にかかわりなく弛緩型 DNAの方が超ラセン型より 2~5

倍多かった。これは，超ラセン型DNA に比べ弛緩型DNAのAmpプロモーターにより多くのRNA polyｭ

merase が結合することを意味している。しかし， RNA合成の初速度及びRNA鎖の伸長速度につい

ては超ラセン型DNAの方が高く (2 ~ 3 倍) pMT48 DNA を鋳型とした trp mRNA合成の実験結果と

一致した。

〔総括〕

DNAの負の超ラセン構造形成が遺伝子の効果的な発現に必要で、あることを 2 種の in vitro転写系を

用いて示した。 pMT487
0

ラスミドを使った in vivoの実験により ， PL -trp mRNA合成は， DNA高次

構造に対する依存性が高く，一方， PR -mRNA合成は依存性が低いことが示されたが，このプロモー

ター特異性は，いづれの in vitro転写系を用いても再現された。しかし， SlOO粗抽出液の系では，塩

濃度にかかわりなく常に，超ラセン型DNAの方が転写鋳型活性が高いのに対して RNApolymerase 

の系では，低塩濃度下で， DNAの高次構造依存性がない。これは， SlOO組抽出液中に，超ラセン型

pMT48 

DNAの転写鋳型活性を高めるか，あるいは，弛緩型の

活性を抑制する protein factor (s) の存在を示唆す

る。超ラセン型DNAで trp mRNAの合成が促進され

るのは， RNA合成の初速度と RNA鎖の伸長速度が高

められた結果であることが結論された。一方， DNA 

高次構造の解消により RNA合成が高められる Amp 遺

伝子についても， RNA合成の初速度・ RNA鎖の伸長

速度共に，超ラセン型DNAで増加し，これらの効果

は， DNA高次構造の持つ特徴として共通のものであ

ると考えられる。弛緩型 DNA での Amp mRNA 合成
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量の増加は， Amp7
0

ロモーターへの RNA polymerase結合量の増加，すなわち， RNA polymerase 

の結合部位がDNAの高次構造の解消により多くなったためと考えられる。

論文の審査結果の要旨

本研究は，大腸菌遺伝子の転写と DNAの高次構造についてプラスミド DNA と 2 つの in vitro転写

系を用いて検討したものである。 DNAは，負の超ラセン構造を形成することによりその転写鋳型活

性を高めることを示した。それは 転写の初速度とともに RNA鎖の伸長速度が高くなった結果であ

り，遺伝子によりその程度が異なることを明らかにした。 2 つの in vitro系で、は DNA 超ラセン構造

の転写に対する効果に差が認められるがこれは， DNA の高次構造に関る因子の存在を示しており，

大腸菌内 DNAの存在様式を考える上で重要で、ある。これは，今後の遺伝子発現の研究にあらたな視

野をひろげるものである。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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