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論文内容の要旨

〔目的〕

ﾀ DNA複製には，転写活性化のため RNA polymerase による複製開始点近傍の転写が必須であ

る。転写の方向性がDNA複製に，どのような影響を及ぼすかをみるためには，他の複製系及ひ唾元写系の

影響を除いた系が必要となる。本研究では chloramphenicol ace tyl t ransf erase遺伝子(以下C

AT遺伝子と略) , lactose promoter (以下 plac と略)及び A 最小複製領域(以下 À ori と略)よ

りのみなる人工環状複製体 (plasmoid) を作成し，これら三種の遺伝子の方向性を変えた plasmoidを，

A の複製開始蛋白である O及びP蛋白を追加した大腸菌の in vitro DNA合成系で複製させた。そのD

NA合成量を比較検討し転写の方向性との関連を調べた。

〔方法〕

plasmoid の作成-plasmoid C, L , CX , CY , LX , LY は， 1) 775bp CAT遺伝子

(区羽)。 2) 178bp ﾀ 0 r i ( • ), 3) 99 bp plac ( 芭 )をそれぞれ

C :噌>>>>1 ， L: 包之之之辺， CX: l...>・>>l , CY: ~...~>>j ， LX: 伽河・ >>1 , L Y: I桝〉ー>.>1

の組み合わせでつなぎ合わせた。(矢印の方向は 5' → 3' を表す)乙れらをそれぞ「れpBR 322由来のベク

ターでクローニング後切り出し， 1μg/ml の濃度にて 1μg/ml のエチジウムブロマイド存在下で環状

化し DNA 複製の鋳型とした。

in vi t ro , DNA複製及び転写活性の測定一 Ori C plasmid の in vitro DNA合成系 (Fulle r 

et al 1981) に A の複製開始蛋白である O及びP蛋白を追加した系 (Tsurimoto et al 1982) では，

ﾀ dv plasmid の DNA複製が可能である。乙の系を用い， plasmo id を複製させ， TCA沈澱後〔α ー
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32 PJ dCTPの酸不溶性画分への取り込みで DNA 合成を， (α-32 PJ UTP の酸不溶性画分への取り

込みで RNA合成を測定した。また乙のとき， E.coli K12株 BMH461 より精製したラクトースリプレ

ッサーを加え DNA及び RNA合成に与える影響を調べた。

s t rand specific DNA合成及び RNA合成一〔α-32PJdCTP又は〔α- 32 PJ UTP 存在下で

plasmoid を複製させそれを除蛋白後変性させた。これを CAT遺伝子の各々の鎖の一本鎖 DNAをニト

ロセルロースに固定したものに対してハイブリダイズさせ，それぞれの鎖の合成割合を調べた。

〔成績〕

① plasmoid が複製するかど、うかの基礎チェックのため， ﾀ dv plasmid の dele tion mu tan t の

DNA複製能を調べた。 wild type (3.1 kb) の cut and 1 iga tion では， ﾀ dv plasmid 'é比べ

65% , 1.2 kb欠失では53必， 1. 9 kb欠失では54%の複製能であった。

② それぞれの plasmoidの転写能を調べたと乙ろ， placの方向に順じて転写活性が認められた。乙れ

は À ori及び CAT遺伝子の方向には非依存性であった。ラクトースリプレッサ一存在下では， plac より

の強力な転写は抑制されたが，フ。ロモーターとは無関係な弱い転写が両方向に存在した。これらは in

vi t ro系では強い転写によって抑制されていたものが， cryptic promoter より転写されたものと思わ

れる。乙のような plasmoid の転写下で， ﾀ ori と転写の方向性がどのように影響するかを以下のように

して調べた。

① plac と À ori が転写lζ関して同方向に配列している CX及びLXでは，ラクトースリプレッサー

非存在下の方が存在下に比べ約 2倍の DNA合成能を示した。 plac と À ori が反対方向である CY及び

LY では，ラクトースリプレッサーに無関係に一定の値を示し，ラクトースリプレッサ一存在下のCX及

びLX と同程度であった。乙れより， ﾀ ori の DNA合成開始には，転写に関して方向性があり，順方向

で効率よく働くということを示している。

④ plasmoid の DNA合成の st rand specif ici ty に関して， DNA合成後のそれぞれの鎖の合成

割合を調べたところ， LX 及びLY とも plac よりの強い転写があるときは，転写と同方向の鎖の合成が

約 2 倍あった。ラク卜ースリプレッサ一存在下では乙の差はみられなかった。乙の乙とは，強い転写の存

在下では， DNA合成の割合に差が出ることを示している。

〔総括〕

DNA複製開始領域を通過する順方向及び逆方向からの転写が， DNA合成能にどのような影響を及

ぼすかを，人工環状複製体 (plasmoid) を使い検討した。乙れより DNA複製開始領域には，転写が A

ori の本来の転写と同方向の方が，逆方向の場合より DNA合成能が大であることがわかった。また強力

な転写下では， DNA各鎖の合成lと差がある乙とがわかった。
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論文の審査結果の要旨

本研究では， ). DNA複製における転写の影響を調べるため，ラクトースプロモーター， ). ori ，クロ

ラムフェニコールアセチルトランスフェレース遺伝子以外の転写系及び複製系を全く含まず，かつプラス

ミドと同じように超らせん構造を持つ人工環状DNA (フ。ラスモイド)を鋳型として用いた。これは今ま

でになかった新しい試みである。乙の系を用いる乙とにより，本来の転写方向より RNA ポリメラーゼが

). ori 近傍を通過する場合の方が，逆の場合と比べてより効率よく DNA複製するという乙とを解明した。

転写の方向性と DNA複製を in vitro 系で解析した研究は今までになく，今後の発展に寄与しうると乙

ろは大きいと思われる。
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