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1 5 4 金沢大学十全医学会稚誌 第89 巻 第 1 号 1 5 4【16 5 (1 9 80)

枯草菌胞子発芽期 にお ける 転写 とそ の調節 に つ い て

金沢大学が ん研 究所分 子 生 物部 ( 主 任 : 亀山恩典 教授)

桧 田 基 未

(昭 和5 5 年 1 月 9 日 受付)

胞子形成細菌の つ く る胞子 は細胞 と し て 保有 し
て い

た生物学的活性を休止 し , 熱抵抗性 を も つ い わ ゆ る休

眠状態 に あ る . こ れ ら胞子 に 特有 な性質 は発芽期 に お

い て 喪失 し , 発芽後成育期を経て 栄養細胞が出現す る ･

こ の よ う な胞子発芽期 は , まず休止 あ る い は抑止状態

に あ る 全ゲ ノ ム D N A と遺伝子発現機構 を活性化 す る

過程あ るい は こ れ を新 た に 確立する過程 と し て 把 え る

こ とが で き る . した が っ て こ の 胞子発芽系は遺伝子転

写の 指標 で あ る R N A 合成 を 解析す る こ と に よ
っ て

,

こ れ ら活性化あ る い は新 し い 確立 が ど の よ う な分子的

様式 に よ っ て 行 な わ れ るか を 明ら か に する上 で 適切 な

実験系 で あ ると 考え られ る .

枯草菌胞子発芽期の R N A 合成に 関 して は t 古 く は

A r m s t r o n g らに よる bi p h a si c p at
t e r n th e o r y

‖
が あ

る . 彼 ら は そ の 初 期 ( 0
～ 1 0 分) に お い て は

ri b o s o m a l R N A と S O l u b l e R N A が合成 さ れ , 後 期

( 15 ～

4 5 分) で は m e s s e n g e r R N A の 合成が 開始 さ

れ る と し , 更 に 初 期 か ら 後 期 へ の 移 行 は

c h l o r a m p h e n i c o l に よ っ て 阻 害 さ れ る 事 を 報告 し

た . 更 に 最近 R u d n e r ら は ,

3
H

-

u ri d i n e で パ ル ス 標

識 した R N A の 比活性 の 解析 か ら , 発芽 50 分 と 8 5 分

に ど - ク を持 つ a W a V e r h y th m i c p a tt e r n th e o r y
2J

を提 唱 した . し か し こ れ ら の 報告 に お い て ,
まず前者

の 場合 . 合成 R N A 分子種 の 解析 は庶精密度勾 配遠 心

の 沈降 パ タ
ー

ン の み に よ っ て 判 断さ れ て お り t 又 後者

の 場合 , 発芽期の 初期の 測定が粗雑で あり ,
.

こ の 期の

R N A 合成 の 様式 を問題 に す る に は きわ め て 不十分 で

あ ると考 え ら れ .
い ず れ も詳細 に 再検討 す る こ と が必

要 で あ る .

一 方発芽期 に お い て C h r o m o s o m e が 顕著 な構造変

換 を す る こ と が 報告 さ れ て い る
3-

. 即 ち 胞 子中 の

ch r o m o s o m e は膜か ら遊離 し て 拡散 した状態 に あ る

が . 発 芽培地中で 活性化す る と こ の C h r o m o s o m e は

凝 集 し て 細 胞膜 と結合 す る . 又 最 近 ¢80 p ′ゆ の

t r y p t o p h a n e o p e r o n
4一
を は じ め と し て 一

い く つ か の

転写系 で D N A g y r a s e が 関与 し て い る事 が 報告さ れ

た
印)

. D N A g y r a s e は A T P に 依存 し た 反応で , = 本鎖

の 閉 環状 D N A に 負 の 超 コ イ ル 構 造 を 導入 す る

t o p o i s o m e ri c な酵素 で あ る
7}

. 胞子発芽期 に お ける上

記の D N A の 構造変換 に こ の よ う な t o p o i s o m e r i c

な酵素 が 関与 す る可能性 が あ り , 更に 又 こ の D N A の

t o p o i s o m e ri c な 変換が 発芽期の 転写調節に 大き な影

響を及ぼ す 可能性が あ ると 考え られ る ･

著者 は細菌 の 全 ゲ ノ ム に わ た る遺伝情報発 現
の ため

の 機構 が休止 あ る い は 欠損 し て い る と考 え ら れる胞子

が , 発芽 へ と 活性化さ れ る 軌 ど の よ ･う な 分子的過程

に よ っ て , 作動を 開始 し ある い は 必須因子を補 い っ つ

逐次増殖細胞 と し て の 転写機横を確立 し完成す るかを

解明す る こ と を意図 し て 本研究 を行 な っ た ･

まず枯草菌胞子発 芽期 に お け る R N A 合 成 速度･

D N A
-} R N A ハ イ ブリ ッ ド分子形成と そ の 括抗 , 合成

R N A 分子嘩 ,
R N A 合成速度及 び合成 R N A 分子種に

及 ぼ す蛋白合成阻害剤の 影軌 D N A g y r a s e の 阻害剤

で あ る n o v o b i o ci n
8) と n ali d i x i c a ci d

9} の R N A 合

成 に及 ば す作用等 の 諸問題 を解析 し た , 本研究で はこ

れ ら の 解析 か ら, 発芽期 に お ける転写 が 二
つ の 新しい

調節因子 に よ っ て 制御さ れ て い る こ とを 示唆す る結果

を得 たの で ,
こ こ に 報告す る .

実験材料及び方法

Ⅰ 使用菌株

B a cill u s s u b tili s 1 6 8 L M H : 1 e u ci n e , m et
hi ･

o n i n e
,
h i s ti d i n e 要求性

T r a n s c rip ti o n a n d it s R e g ul ati o n D u ri n g G e r m
i n a ti o n of th e B a c ill u s S u b tilis S p o r e s

M o t o o M a t s u d a , D i visi o n of M ol e c ul a r B i ol o g y ( D ir e c
t o r ; P r of ･ T ･ K a m e y a m a) , C a n

-

c e r R e s e a r c h I n s tit u t e , K a n a z a w a U n iv e r sit y ･



ゲ ノ ム の 構造異性変換と転写の ポ ジテ ィ ブ コ ソ ト ロ ー ル

Ⅲ 培地

1 . L o w p h o s p h a t e P e n a s s a y ( L P ) : 枯草菌の 前培

養, 増殖培養及 び 発 芽培地用 と して 用 い た . こ の 培地

は1L 中 に 1 M T ri s lOO m L , B a c t o B e ef E x t r a c t

l .5 g , B a c t o Y e a s t E x t r a c t l . 5 g , B a c t o P e p t o n e

5 .O g , N a C 1 3 .5 g , K 2 H P O 41 40 m g ,
K H 2P O 460 m g ,

G l u c o s e 5 , O g , 及 び L p l e u c i n e
,
L -

m e th i n o i n e ,

L
- hi s ti d i n e , L

q t r y p t o p h a n を 各々 50 m g を含みp日

7 .2 と し た .

2 .S c h a eff e r の S p o r e 培地 叩 : 枯草菌胞子調製の た

め使用 し/こ .

Ⅲ . 緩衝液

1 . T M b u ff e r : 2 0 m M T ri s , 2 0 m M M g Cl 2 , PH 7 . 4 .

2 . T M C
q

M S
-

K P V S : T M b u ff e r に 1 0 m M

K C N , 6 0 m M β
-

m e r C a pt O e th a n o l , 1 5 % s u c r o s e .

p o ta s si u m p o l y v i n y l s u lf a t e ( 20 FL g / mL ) を加 え た

もの で あ る .

3 , S S C : 0 . 1 5 M N a C l . 0 .01 5 M N a 3 C 8 H 60 7

4 . S ali n e b u ff e r ( 1 M ) : N a H 2 P O 4 .
H 20 7 8 g ,

N a , H P O .6 1 .8 g を 1 L の 蒸留水 に 溶解 しpH 6 .7 で あ る .

5 . T E B b u ff e r : 1 L 中 に T ri z m a B a s e l O8 g ,

B o ri c a ci d 5 5 g , E D T A 9 .3 g を含 みpH 8 . 3 で あ る .

Ⅳ , 胞子 の 調製: S c h a eff e r の S p o r e 培養液を 含む

寒天 ( 2 % ) 培地申 で 培養し た . 3 7 ℃3 日 の 培養後 ,

顕微鏡下で 胞子 に な っ て い る 事を確認 し て 集菌 し た .

適当量の 滅菌蒸留水 に 懸裔 して 1y s o z m e - S D S 処理

の後, 1 M 及 び 0 . 1 4 M N a C l で よく 洗浄 し , 更に 蒸留水

で数回十分に 洗浄 し使用 ま で 蒸留水に 懸濁 して 4 ℃ で

貯蔵し た .

＼
r
. 発芽: 使用前 に 80 ℃ 15 分熱処理 し た胞子を L

-

al a n i n e ( 1 0 0FL g / m L ) を 含む L P 培地中 で 3 7 ℃ に

加温激し い 振と う 下で 発 芽実験 を行 な っ た . 発芽期の

t u r b id i t y の 変化 は Kl e t t c o l o ri m e t e r , 6 6 0fil t e r を

用い て 測定 し た . 生体高分子合成 の 経時的解析 に は放

射性同位 元 素棲識 の u ri d i n e , th y m id i n e , a m i n o

a ci d m i x t u r e 及 び m e th i o n i n e を用 い た . 標識反応 は

同容量 の 冷 10 % T C A ( ト リ ク ロ ル 酢酸) を加 え て 停止

させ
, 標識試料 を 5 % T C A で 3 回洗 浄し た後 .

T C A

不溶性沈殿 を Gl a s s fi b r e fil t e r ( W h a t m a n , G F / C )

上に集め放射能活性 を ト ル エ ン P P O シ ン チ レ ー ク ー

を用 い て 測定 し た .

Ⅵ . 標識及 び未標識 R N A の 調製 : D N A - R N A ハ

イ ブリ ッ ド形成に 用い る 3 H 一標 識 R N A を 調 製 す る

ため
3
H -

u ri d i n e ( 5 , 6 -
3

H
-

u r id i n e , 40 C i / m m o l)

を発芽1 0 分の 場 合200 mエ. 5 5 分の 場 合 1 50 扉 , 増殖

期の 場合50 山 の L P 培地 に加 え て 標識 を行 な っ た .

1 5 5

標 識 時間 は 発 芽10 ～ 2 0 分 ま で の 10 分 間 , 発 芽

55 ～ 60 分 ま で の 5 分間 , 増 殖 期 で は 2 分間で あ り ,

3
H p

u rid i n e を それ ぞれ 10 m Ci ,3 m C i ,1 m C i 加 え た .

標識さ れ た 発芽胞子及 び細胞懸濁液 を そ れ ぞ れ

K P V S ( 20FL g / m L) , 1 0 m M K C N を含む 等容量 の 半水

冷 2 ⅩT M b u ff e r に す早 く 注 ぎ 込 み 反応 を停止 さ せ

た . 1 0 ,00 0 r p m 2 0 分4 ℃ の 遠心 によ り集菌 しT M C
M

M S
-

K P V S に よ り 2 回 洗 浄 し ,
T M C

-

M S
～

K P V S に 懸 瀕 し た .
1 y s o z y m e

-

S D S 処 理 及 び

a c ti v e b e n t o n it e 存在下 で の フ ェ ノ ー ル 処 理 の 後 エ

タ ノ ー ル 沈殿を 行な っ た . D N a s e l 処理 に よ■り N D A を

除去 し た後 , 精製
8
H

-

u ri d i n e 標識 R N A を D N A
-

R N A ハ イ ブ リ ッ ド形成と そ の 桔抗実験 に 用 い た .

電気泳動 に よ る解析の た め の 3 H -

R.N A
の 調 製 法

は
. 小 ス ケ ー ル 培養法を 用い た以 外上記の 方法 に準 じ

て 行 な っ た . 又 未標識 R N A の 調製 も こ れ ら と同様 の

方法で 行 な っ た . な お 発芽初期 に お け る
3
日

-

R N A は

回収率 80 % 以 上の もの を使用 し た .

Ⅶ . D N A の 調製及 び ア ル カ リ変性: 枯草菌増殖期細

胞か ら の D N A の 調製 は S a it o -

M i u r a 法 に 従 っ て

行 な っ た . D N A の ア ル カ リ 変 性 は 0 .1 x S S C 中 の

D N A 溶液 ( 50 FL g / mL ) に 1 / 1 0 溶量の 1 M N a O H

を加え て 室温 で 15 分処理 して 行 な っ た . ア ル カ リ処理

後 1 M N a H 2P O . で 中和 し て pH 6 . 8 と し た 後 0 . 4 M

S a li n e b u ff e r に
一 夜透析 した .

Ⅷ . D N A
- R N A ハ イ ブ リ ッ ド分子形成と そ の 桔抗

実験: ハ イ ブリ ッ ド形成 とそ の 括抗実験 は Gill e s p i e

-

S p i e g e l m a n の Fil t e r 法
川
を 用い た .

Ⅸ . ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動: 0 . 5 % ア ガ ロ

ー ス ー

2 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド複 合 ゲ ル の 作製 は

P e a c o c k らの 方 法
1 2)
に 従 っ た . 1 0 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ド( 6 0 m り の 組成は 次の 様 で あ る . 2 0 % ア ク リル ア ミ

ド ( a c r yl a r n i d e と N , N
'

- m e th y l e n e b i s a c r yl ･

a m id e の 重 量 比 19 : 1 ) 3 0 mL , 6 . 4 % 3～(di m e
･

th yl a m i n o ) p r o p i o ni t ri1 3 . 7 5 mL
,
T E B b u f f e r 6 m L ,

蒸留水1 5 . 25 mエ , 1 . 2 % 過 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 5 山 . 電

気泳 動 は 複合 ゲ ル の 場 合 10 ℃ , 1 0 0 V , 1 . 5 時間,

1 0 % ゲ ル の 場 合 20 ℃ , 1 0 0 V , 3 時間行な っ た . 泳動

終了後 Fl u o r o g r a p h y 法
1 3)
で 標識 R N A

月

の 検出 を

行 な っ た .

成 績

Ⅰ . 発 芽期 の R N A 合成 は3 つ の 異なる 時期 を経 て

逐 次進行 す る .

こ れ ま で 多 く の 報告が あ る様 に枯草菌胞子の 発芽期

に お い て は . ま ず初期 に R N A 合成が開始さ れ , 続 い て



1 5 6

蛋白合成 , D N A 合成が 始ま る ( Fi g ･ 1) .

著者 は まず転写の 指標 と して , R N A 合成速度 を解析

した . F i g . 2 に 示す様 に ,

3
H

-

u ri d i n e l 分 パ ル ス標 識

で 示さ れ る R N A 合成は , 発芽 5 分 で 開始さ れ . そ の 合

成速度は 15 分 ま で 直線的に 増加 す る ( G m l : 0
～ 1 5

分) . こ の 合成速度 はそ の 後
一 定 の レ ベ ル に 達す る と ほ

ぼ こ の レ ベ ル を維持 し( G m 2 : 1 5 ～ 4 0 分) . 続 い て 急激

な直線的増加 を示す( G m 3 : 4 0
～ 6 0 分) .

こ の 様に 発芽

期 の R N A 合成は 異な る速度変化で 特徴づ けら れ る 三

っ の 時期 ,
G m l , G m 2 , G m 3 を経て 進 行 す る . こ の

R N A 合成 の p a tt e r n と照応 し て .

一 方蛋白合成は 15

分で 開始 さ れ , その 後合成速度 も ー 定借 に 達 し こ れ を

維持 した後 , 直線的増加 を示 す . そ の 段 階的移行 が

R N A 合成速度 の 段階的移行 と は ぼ 同調 し て い る こ と

も興味深 い .
D N A 合成 は 発芽 45 分 に 開始 さ れ る

(Fi g . 1) . F i g . 2 に 示 され る R N A 合成速度 の 3 相的経

過 は転写部位の 量的拡大を意味す ると 思わ れ る の で ,

こ の こ と を実証する た め D N A
-

R N A ハ イ ブ リ ッ ド

分 子形成 と そ の 括抗実験 を行 な っ た ( Fi g . 3 ) .

G m l G m 2 に ま た が る時期 ( 発 芽10 ～ 2 0 分) , G m 3

( 55 ～ 60 分) お よ び増殖期 ( 2 分間) で 標識さ れ た

(

も
L

エ
∈
d
｡

0

5

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

Ti m e o f G e r m i n a ti o n ( m i n .)

F ig . 1 . S e q u e n ti al s y n th e si s o f R N A , p r O t ei n

a n d D N A d u r in g g e r m i n a ti o n .

B . s u b til& s p o r e s i n L P m e di u m s u p pl e m e n t e d

W ith L ･

al a n in e w a s c o u n t e d .

8H - u ridi n e
,

3H - a m in o a cid m i x tu r e an d
3H -

th y m id in e w e r e a d d e d a t O m in .

3 H - R N A と ア ル カ リ 変性枯草菌 D N A と の 問の ハ イ

ブリ ッ ド分子形成実験 で は , こ れ ら棲識 R N A は加え

た D N A の 2 .1 % . 7 . 5 % , 20 % で それ ぞ れ 飽和点に

達し た ( Fi g . 3 a ) . 従 っ て G m l 及 び G m 2 の 初期で は

D N A の ご く わず か な領域 が転写 さ れ る に す ぎな い

が , G m 3 か ら増殖期 へ 移行す る に つ れ て 転写領域が増

加 し て ゆ く . 又 Fi g .3 b に 示す桔抗実験 で は t上記結果

と 一 致 して , 発 芽開始 10 ～

2 0 分 の 間 に 合 成さ れる

R N A は増殖期標識 R N A の ハ イ ブリ ッ ド形 成 に 対し

て 部分的 に 競合す る に す ぎな い (Fi g ･ 3 b . ( 1 )) . また

一

方増殖期 の 細胞か ら調製 し た 未標識 R N A は G m l

G m 2 G m 3 各3 時期 に お い て 合成 さ れ た
3
H - R N A

の D N A
-

R N A ハ イ ブ リ ッ ド形 成に 対し て 完 全 に飯台

す る結果が得 ら れ た (Fi g . 3 b . ( 3 )) . 従 っ て こ れら

の 各時期で は発芽期に 特異的な R N A 分子種 はは と ん

どあ る い はま っ たく 合成さ れ て い な い と考 え られる .

Ⅲ . 合成 され る R N A 分子種に よ っ て 各時期 は特徴

づ け られ る .

発芽期 に お い て まず 最初 に 活性化さ れ 転写される遺

伝子 は何 で あ る か .
そ し て ひ き続 い て ど の よう な順序

で 遺伝子転写が進行 す る の か を 明ら か に す るた めに ,

(
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Ti m e o† G e r m i n ati o n ( m i n .)

F i g . 2 ･ T h e r a t e of R N A a n d p
r o t e in s y n th e sis

d u ri n g g e r m i n a ti o n ･ I s o t o p e s w e r e a d d e
d at

t 血 e s i n di c a t e d a n d a p u ls e i n c o r p o r a tio n
f o r l

m i n w a s c o u n t占d .
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各期で 合成さ れ る
R N A 分 子 種 の 解析 を 行 な っ た ･

Fi g . 4 a に 示 さ れ
て い る様 に ,

G m l で は 主 に 4 ～ 5 S

R N A が合 成 さ れ て
い る ･

こ の 期 で は あ き ら か に

23 S . 16 S r
i b o s o m a l R N A の 合成 は抑制さ れ て い る ･

23S . 16 S ri b o s
o m a l R N A は G m 2 に な っ て は じめ て

合成され る ･
G m l で 合成さ れ る分子樺 は 4S ･ 5 S , 6 S

R N A と他の い く
つ か の 低分子 R N A で あ る( Fi g ･ 4 b ) ･

6S R N A は G m 2 で 消失す る ･
G m 3 で は よ り不均

d

な

大きな R N A ･ 恐 らく m e s s e n g e r R N A と思 わ れ る 分

子種の 合成が顕著 に 見 られ るよ う
に な る ･ こ れ ら 3 つ

の時期を特徴づ け る R N A 分子種の 解析結果は t
R N A

合成速度 の 段階的変化 に よ っ て 特定 し得 た 発芽期3 時

期に 関し て ,
G m l で は 4

～ 6 S 低分子 R N A 遺 伝子 の

活性化, つ い で G m 2 で は 23S , 16 S
ri b o s o m a l R N A

遺伝子の 転写 開始 と い う 適伝子活性化 の 順序性 と
い う

内容を含む質的変化 と して 特徴づ け ら れ る こ とを 示 し

て い る . 又 G m 3 に お け る 合成 R N A 分 子 種 の

p a tte r n は更 に 多様に な り増殖期の そ れ
に 接近 し て く

a) .

感
氏

月
丁

筍
N
｣

苛
可

鼻
一

望
口

脚
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2 0

1 0

0
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押
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る こ と ば転写機構の 完成を意味す る もの で あ ろう . こ

の G m 3 期 は D N A 複製が 開始 され る時期 で あ り そ の

R N A 合成 の 量的質的拡大の 要因 に と っ て , 複製 と 関

連す る械横 や D N A d o s e eff e c t 等 も考慮 せ ね ば な ら

な い で あ ろ う .

Ⅲ . G m l か ら G m 2 へ の 移行はま白合成阻賓別 によ

っ て抑制され る .

胞子発芽期 に お い て こ れ ら先行細 か ら次 の 各期 へ

の 移行に は何 ら か の 調節因子が関与 し て い る の か どう

か を 明 らか に す る目的 で 蛋白合成阻害剤 を用い た解析

を行 な っ た .

F i g . 5 に 示す 様 に Ch l o r a m p h e n i c o l ( C M ) を発芽開

始 0 分に 投与 す る と , 5 分か らの R N A 合成開始と そ の

合成速度の 15 分 ま で の 直線的増加 は基本的 に 影響 を

受 け な い .
しか しG m 2 G m 3 にお け る R N A 合成は 阻害

さ れ る . なお こ の 際 C M 投与 に よ っ て 発芽期 に特徴的

な t u r b i d i t y の 減少は影響 を受 けな い が , 60 分以 後 の

増加 が見 られ な い . C M を 20 分 で 投与し た場合は投与

1

;三陸≡至
1'

皿 1a 臨 1 感 和仏/
3
E 一 対 且 f m l 町 如 S e C e l l s

皿 1虚 血 感 料
3
H
一

瓢払 f Ⅸ m g e 血 a t 血

皿 1 a 臨1 d 叫
3
H
一

打 臥 た m m 耶 Ⅲ 止 rl a 山 肌

2 0 血

F ig . 3 . H yb ridi z a ti o n o f p u ls e
-1 a b e l e d R N A wi th D N A ( a) a n d c o m p e titi o n (b ) ･ E a c h a n n e a l in g

mi x t u r e c o n t ai n e d l p g o f alk ali
-d e n a t u r e d D N A i rn m O biliz e d o n M illi p o r e m e m b r a n e

filt e r s a n d in c r e a s in g a m o u n t s of l o g ph a s e
3 H - R N A ( 1 2 ,9 0 0 c p m / p g) , g e r m i n a ti o n

6 0 mi n 3 H - R N A ( 9 1 ,9 0 0 c p m / fL g) o r g e r m i n a ti o n 2 0 m i n
3 H - R N A (3 8 ,0 8 0 c p m / p g)

( a ) . E a c h a n n e a lin g m i x t u r e c o n t ai n e d d e n a t u r e d D N A a s in di c a t e d in ( a) , 3 0 0 p g o f l o g

p h a s e
3 H - R N A

,
2 0 0 fL g O f g e r mi n a ti o n 6 0 m in

3 H . R N A o r 1 8 0 p g of g e r m i n a ti o n

2 0 m i n 3 H -R N A an d i n c r e a si n g a m o u n t s of u n l a b el e d b ulk R N A a s i n d ic a t e d i n th e

a b s ci s s a (b ) . S y m b oI s : ○ , l o g p h a s e u nl a b e l e d R N A ; △ , g e r m i n a ti o n 6 0 mi n u nl a
･

b el e d R N A ; 口 , g e r m i n a ti o n 2 0 m in u nl a b el e d R N A .
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時 の 合成速度を お お よそ維持し増加 は見ら れ な い . 4 0

分お よ び 60 分で 投与 し た場合は , 投与後 R N A 合成速

度 は経時的 に 減少 す る . こ の C M に よ る各時期 に 特徴

的な R N A 合成の 阻害 p a tt e r n は , 用 い た す べ て の 蛋

白合成阻害剤 Ii n c o m y ci n ( 1 0 0 fA g / m L) . e r y th r o
-

m y ci n ( 1 0 f A g / m L) , S tr e p t O m y Ci n ( 3 0 0 p g / mL ) ,

p u r o m y c i n ( 2 0 0 J A g / m L) で も同掛 こ み と め ら れ た .

こ の よ う な 結果 は G m l に お け る R N A 合 成 速

度の 増加 は蛋 白合成阻寄剤 に よ っ て ほ と ん ど影響

を受 け な い が
,
G m 2 と G m 3 に お け る 合成速度

の 増加 は添加時期 に か か わ ら ずこ れ ら薬剤 に よ っ て

抑制さ れ る事を 示 して い る . 従 っ て 前述 の 合成分子種

の 解析結果 と照合する な ら ば , こ れ ら薬剤 の G m 2 期

以 降の R N A 合成に 及 ぼす 阻害効果 は , G m 2 を 明 らか

に 特徴 づ け て い る23S , 16 S ri b o s o m al R N A の 合 成

開始を抑止 す る こ と に起因する の で は な い か と い う 問

題を提示 し て い る . そ こ で 次 に C M を 0 分 に投与 した

後の 各期 の 合成 R N A 分子種 を解析 し た . そ の 結 果 を

Fi g . 6 に示 した . 明 らか に G m 2 お よ ぴ G m 3 に お ける

0 3 0 6 0 9 0

Ti m e of G e r m i n ati o n ( m i n .)

F i g . 5 . E ff e c t o f C M o n th e r a t e o f R N A

S y n th e si s d u r in g g e r m in a ti o n . T u r bidit y c h a n g e s

a r e sh o w n b y b r o k e n l in e s ･ C M ( 10 0 p g/ m l)
W a S a d d e d at O

,
2 0

,
4 0 a n d 6 0 m i n a s i n di c a t e d .

a H ･

ur idi n e p ul s e in c o r p o r a ti o n in t o R N A f o r l

m in w a s c o u n te･d (s olid l in e s) .

0 : W ith o u t C M ,
○ : C M w a s a d d e d a t O

m in
, □ : a t 2 0 m i n

, △ : a t 4 0 m l n
,

× : a t 6 0 m in .

2 3 S ,16 S ri b o s o m a l R N A の 合成が 顕著 に 阻害さ れ

て い る( Fi g . 6 a ) . 又 こ の 際 G m l に そ の 合成が特異的な

6 S R N A は G m 2 G m 3 に お い て も合成さ れ . 更に その

合成量は相対的な増加 を示 し た( Fi g ･6 b ) . c M を発芽

15 分 で 投 与 し た 場 合 に お い て も , 23 S , 16 S

ri b o s o m a l R N A の 合成 は抑制 さ れ て い るが . こ れ ら

分子穫 の 合成 が開始 され て い る時期 , た と えば30 分で

投与 し た場合 に は , こ れ ら の 分子種 の 合成 は持続して

い る ( デ ー タ省 略) .

こ れ ら の 結果 は G m l か ら G m 2 へ の 移 行 す な わち

23 S , 1 6 S ri b o s o m a l R N A の 合成 開始 に は G m l 期

に お け る d β 邦 0 〃∂ の 蛋白合成 が必要 で あ る 事 を あ き

らか に 示唆す るも の で あ る .

Ⅳ . D N A g y r a s e が 発 芽期 の R N A 合成 に関与して

い る .

前章 ま で の 結果 は , G m l に お け る転写機構がそ れ以

降 の G m 2 お よ ぴ G m 3 と著 しく 異な る 様式 に よ っ て

い る事 を明 ら か に し た . こ の こ と は G m l か ら G m 2 へ

の 移 行に は転写 様式 の 質的転換が想定 され ,
この 転換

を 支配 する因子 の 1 つ が新 し い 蛋白因子で ある事が示

唆 さ れ た . そ こ で さ ら に 前 述 し た 様 な 発芽初期 の

D N A 構造 変換 が も う 1 つ の 要素 と して こ の 転写様式

の 転換 に どう い う 関連 をする か に つ い て 解析す る こと

に した .

先 ず D N A g y r a s e の 阻害 剤 で あ る n o v o b i o ci n

( N O V ) と n ali d i x i c a cid ( N A L ) を用い て R N A 合成へ

の

■

影響 を し ら べ た . な お こ れ ら薬剤 は D N A 合成の阻害

剤で もあ る . N O V ( 5 J▲ g/ mエ) を発 芽開始 0 分および

30 分 に 投与す る と発芽開始直後 の t u r b i d i t y の 減少

は 影響 を 受 け な い が , 発 芽後 6 0 分 頓 に 見 ら れ る

t u r b i d it y の 増加 は観察 さ れ な い ( デ , 夕省略) . 著者

らが す で に 報 告 し た よ う に
= )
,
N O V

,
1 〝 g / mエ又 は

3 p g / mL を 発芽 0 分 に投 与す る と R N A 合 成 速度は

15 分 ま で ま っ たく 影響を 受け な い が , そ れ以 後阻害効

果が あ らわ れ 30 分で そ れ ぞ れ 40 % 及び 71 % が 阻害

され た .
5 〝 g / m⊥ ,

1 0 〝 g / 山 で は15 分で もす で に

阻害効果が 認 め られ る が ,
こ れ ら の 場 合 も G m l の

R N A 合成 は . G m 2 と G m 3 の そ れ に 比 べ 相対的 に

i n s e n si ti v e で あ る . 発 芽 0 分に N A L を 添加 した場

合 も , や は り G m l で こ の 薬 剤 に 対 し 部分的 に

i n s e n si ti v e な R N A 合成 を示す . 又 N O V ( 5 J l g / mL)

を発芽 5 , 1 0 , 1 5 , 20 , 2 5 分で そ れ ぞ れ 投与 し て 投与

後 の R N A 合成速度 を測定 し た
叫

. 発芽後 5 分 に 投与

し た場合 に は I 投与後 5 分間 は R N A 合成速度 の 増加

が見 られ るカ干そ れ以 後 の 増加 はな く 減少す る . 発芽後

10 分 か ら2 5 分 ま で の 投与 で は , 投与後の R N A 合成
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速度の 増加 は なく 減少す
る ･ N A L (1 0 0 〝 g / 山り で も

同様の 傾向が認
め られ た ･

これ らの 結果 に よ っ て t G m l に は R N A 合成 が それ

以降の 時期に 比
べ て D N A g y r a s e の 阻 害 剤 に 対 L て

相対的に か な りi n s e n si ti v e
な 部 分 が 存在 す る が ･

G m 2 と G m 3 の そ れ は き わ め て S e n Si ti v e で あ る こ

とが明らか と な っ た . し たが っ て G m l か ら G m 2 へ の

移行に は f r o z e n D N A の 活性化が 必 要で あ り l こ の

活性化に は D N A g y r a s e が主要な 役割 を 果 し て
い る

事が強く 示唆さ れ る . こ の 可能性 は他の D N A 合 成 阻

害剤h y d r o x y u r e a , 6
- ( p

-

h y d r o x y p h e n y l a z o )

一

u r a Cil を 用 い た実験 で 更 に 支持さ れ た
1 4)

. ち なみ に

これ らの 薬剤は t o p o i s o m e ri c な D N A の 変換反応 と

は全く無関係で あ る事 が知 ら れて い る .
こ れ らの 薬剤

はG m l G m 2 の R N A 合 成 に は 全く 影響 を 与 え ず ,

D N A 合成が 開始さ れ る 時期 に あ た る G m 3 の R N A 合

成を阻害 し た .

一 方 m it o m y ci n C で は N O V . N A L と

同様に G m 2 の R N A 合成
へ の 阻害が 認 め ら れ た . 又

N O V , N A L に よ る R N A 合成 の 阻害効果 は t 薬剤の 除

去で R N A 合成が た だ ちに 完全に 回復す るの で , 可逆

的で ある . 更 に N O V 耐性変異株
- 5)
で は N O V 存 在 下

で , 発芽期 の R N A 合成は正常 に 進行 し た . し た が っ

て , N O V の R N A 合成 阻害は少く と も R N A
L合成と 関

連す る誇代謝系路の 阻害に よ る も の で は な い . 次 に

N A L 存在下 で 合成さ れ る R N A 分子種 を解析 し た所 ,

予 想 し た 通 り G m 2 で 開 始 さ れ る 23 S , 16 S

rib o s o m al R N A の 合成が 抑制 さ れ て い た( Fi g .7) . し

かし G m l に その 合成が 特徴的な低分子 R N A 分 子 種

はN A L 存在下 で も G m 2 お よび G m 3 で 認 め ら れ た .

考 察

枯草菌 に お い て t そ の ライ フ サ イ ク ル の 各時期に お

ける発現形質 p a tt e r n の ち が い が , 注目さ れ て す で に

久し い が , 胞子形成期 の 解析 に 比 べ て 発芽期 の 転写 調

節を主題 と し た研究は き わ め て 少 な い . 原核生物 に お

いて , 単 一

オ ペ ロ ン の 転写 はも と よ り , 全ゲ ノ ム の 転

写ある い は逐次転写 に お ける p o si ti v e な調 節 機構 の

重要性 が , 大 腸 菌 の オ ペ ロ ン
l 引
や 大 腸菌 フ ァ ー ジ

T `
け )

,
T ,
1 8)

.
Å
1 9) 等で 示さ れ て い る .

一 方 , 胞子発 芽期

に おい て は
,
こ の 系 に 独自の 過程 . す な わ ち全機能の

休止状態か ら全面 的活性化 へ 移行す る過 程で あ る が故

に
, その 遺伝子 の 逐 次発現 に は , 全ゲ ノ ム と 各オ ペ ロ

ン の レ ベ ル で , 転写 の p o si ti v e な調節が 重要 な役割 を

果して い ると考 え ら れ る . 従 っ て 著者は 胞子発芽系の

研究に よ っ て
, 転写調節 に関す る 多様な新 しい 分子的

作用様式を解明す る こ と を期待 した .

著者が こ の 報告 で 示 した結果は t 上記の 期待 に よ く

合致 し て , 発 芽 G m l 斯 か ら G m 2 期 へ の 移行 に は

rib o s o m al R N A の 転写 開始 に必要な蛋白性 の p o s ･

i ti v e 調節因子 と D N A 構造変換に 関与す る と 思 わ れ

る t o p o i s o m e ri c e n z y m e ( s ) が必要で あ る事 を 明ら

か に し た .

本研究 に よ っ て 明 らか と な っ た 実験結果をT a b l e .1

に ま と め た . こ れ に よ っ て 転 写の 段階的量的拡大が転

写部位の 質的増加 に 起因 し , しか も き わめ て 画然と 制

御さ れ つ つ 移行 す る こ とが 示さ れ て い る .

す で に 述 べ た よ う に .
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株胞子 を用 い て t 発芽 7 分か ら10 分ま で に 咽 で 標識

さ れ た R N A を庶糖密度勾配遠 心法で 分析 し . 発 芽 初

期 ( 0 ～ 1 0 分) に お い て す で に rib o s o m al R N A と

S Ol u b l e R N A が同時 に 合成さ れ て い る と報告 した
1)

.

著者 の 得 た結果 は , 明らか に こ れ と異 な っ て い る . こ

の 点 に 関 し て 彼 ら の 実験 に お い て . 0 ～ 7 分の 間 の 合

成 R N A 分子種 が ど う で あ っ た か , ま た その 分析 法 の

精度 に 問題 は な い か等対比検討すべ き点が残され てい る .

蛋白合成阻害剤 を用 い た実験( Ⅲ章) か ら G m l で 合

成さ れ る こ と が想定 さ れ た蛋白性の p o siti v e 調 節 因

子の 実体解明は , す べ て 今後の 課題 と して 残さ れ て い

る . Fi g . 2 か ら明 らか なよ うに , 培地に 添加 した 標識 ア

ミ ノ 酸の b u l k の 蛋白 へ の と り こ み は 発芽 15 分 か ら

開始 さ れ る . 従 っ て G m l で 合成さ れ る 蛋白 は , 一 般的

に き わ め て 微量 で あ る か .
あ る い は標識 さ れ に く い 性

質の も の で あ ろ う . 特 に 後者 に つ い て は , 発芽初期 に

お け る胞子中蛋白の 異化崩壊 に よ る ア ミ ノ 酸 プ ー ル と

の 関連が考慮 さ れ ね ば な ら な い で あ ろ う . ま た こ の

p o s iti v e 調節 因子 の 機能 に つ い て は ,発芽期 に 胞子型

転写酵素 か ら増殖細胞型転写酵素 へ の 変換 が あり 得 る

と い う実験結果
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と の 関連 に お い て も 解明 す べ き興 味

ある 課題 で あ る .

発芽期 , 発芽後成育期 , 増殖期の R N A 合成 に 及ぼ す

N O V と N A L の 阻害効果を Fi g . 8 に ま と め た . こ れ に

よ っ て 明ら か な よ う に , 各期で こ れ ら薬剤 に よ る効果

は異 な る個有 の p a tt e r n を示す . N O V で は発芽期か ら

増殖期 へ 移行す る に つ れ R N A 合成に 対す る阻害程度

が増大し て 行 く . 増 殖 期 で は N O V 投 与 後 15 分 で

R N A 合成 の 9 7 % が阻害さ れて い る .

H a l v o r s o n ら は最近 .
N O V は枯草菌の 増殖期の 成

育に は影響 を与 え ず , 発芽後成育の み を特異的 に 阻害

す る 事を報告 し た
2 u

. そ の 際 N O V の 合成 R N A の 蓄積

に 及 ぼ す 阻害効果 は , 発 芽期 と増殖期 で 同 じで あ っ た .

しか し本研究 に よ っ て N O V の R N A 合成 に 対 す る 阻

害効果 は , 発芽期と増殖期 で は異 なる 事が 明らか とな
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っ た . 同時に N O V に 比較的耐性 を示す R N A 合成が 発

芽初期 ( G m l ) に か なり の 部分 と して 存在す ると い う

事実 が明 らか と な っ た . こ の N O V に 耐性を 示す 部分

は株 , 培地 に よ らず再現性 よ く認 め られ た , 高濃度の

N O V (5 0 p g / mL ) と 多量 の
3
H

-

u ri d i n e ( 5 0 FL Ci)

を 用い た パ ル ス 標識実験 で は 発芽 5 分で す で に N O V

の 影響 が現 わ れ . 薬剤の 除去で R N A 合成 が急速 に か

つ 完 全に 回復するの で t こ の N O V に 耐性 を示 す R N A

合成は 発芽胞子 の N O V に 対 す る不透過性 に よ る も の

で はな い と考 え る . 低濃度の N O V に 対 して 発芽初期

に 不透過で あ る可能性 は完全 に は 否定出来 な い が ,

rif a m pi ci n , e t h i di u m b r o m i d e ( こ れ ら薬剤 は 発芽

0 分投与 で G m l の R N A 合成を 完全 に 抑制 した : デ

ー タ省略) に 比 べ て N O V ( 及 び N A L) の み が 不透過性

で あ る事 を積極的に 支持す る知見は得 ら れて い な い .

N A L で は発芽中期の R N A 合成 が 最 も 強 く 影響 を

T a b l e l . E N A s y n t b e d s d 1 1 r l n g

受 け る が , 増殖 期で は投与後 15 分 で 約 50 % の 阻害に

と ど ま っ て い る . こ の N O V
,
N A L に よ る 増殖期の

R N A 合成 に 及 ぼ す 阻害効果の ちが い は , 一 義的に は

こ れ ら薬剤 が D N A g y r a s e の そ れ ぞ れ 異 な る機能を

持 つ S u b u n it B , A を 特異 的に 阻害 す る
醐 事の 反 映で

あ る と 考え られ るが , 両薬剤 (特 に N A L
2 21) の 副作用

を考慮に 入れ た 評価が必要 で あ る .

発芽中期に お ける 両薬剤 の R N A 合成 に 及 ばす 阻害

p a tt e r n の ち が い は , 胞子形成期 の T . 期以 降 で も 認

め られ た( デ ー

タ省略) . な お胞子形成 T 2 期 で は , N A L

に よ る R N A 合成の 促進 ( 投与 10 分後 に 約 25 0 % )
,

N O V に 対す る完全な耐性が検出さ れ た が , こ れら につ

い て は 現 在 詳 細 に 検 討 中 で あ る . 又 e th id i u m

b r o mi d e ( 5 p g / mL ) で は発芽期. 増殖 期, 胞子形成

期 い ず れ に お い て も投与後 5 分以 内に 3 H - u rid i n e

の 取 り込 み は完全 に 阻害 され た ( デ
ー

タ 省略) .

g e で m l n a t l o n o f 且 ぶ〟鋸蕗 s p o r e .
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11 m e d t e r D r u g A d d itio n( m irO

F ig . 8 ･ E ff e c t o f N O V a n d
N A L o n th e r a t e o f

R N A s y n th e si s d u r i n g g e r r n in a ti o n , O u t g r O W th

a nd v e g e t a ti v e g r o w th
3 H ･ u ridi n e p u ls e

in c o r p o r a ti o n i n t o R N A f o r l m i n a t ti m e s in
-

di c a t e d w a s c o u n t e d . N O V (5 F L g / m l) o r N A L

(1 0 0 J L g / m l) w a s a d d e d a t O mi n o f g e r m i
-

n a ti o n , ○ : a t 5 m i n , △ : a t l O m i n , □ :

a t 1 5 m i n , ▽ : a t 1 2 0 mi n of o u t g r o w th ,

困 : a t V e g e t a ti v e g r o w th , ⑳ :

細菌染色体 にお い て は D N A 分子が 20 数 個 の 小環

に分割さ れ , その おの お の が 負の 超 コ イ ル 痍造を作 っ

て い ると考 え られ て い る
2 31

. 今回報告 し た結果 は , 胞子

申で diff u si v e な状態 に あ る D N A は発 芽期 に お い て

部分的構造変換 を行な い な が ら c o n d e n s e d s t a t e へ

と進行 して 行 く事 が こ の 時斯の 転写 を考 え る基盤 で な

ければ なら な い こ と を 教 え て い る . ま た 本研究 は

D N A 複製 開始後 の 発芽後成育期及び栄養増殖期 に お

い て は Ch r o m o s o m e の 恒常的な 高次構造変換に よ っ

て転写が 大き く影響を受 け . 胞子形成期に お い て は .

徐々 に そ の 高次構造が解除さ れ diff u s i v e f o r m 即 ち

休眠状態 に回帰 す る こ と を も強く 示唆す る も の で あ

る .

結 論

枯草菌胞子発芽期 の R N A 合成 は D N A 転 写 部位 の

経時的増加を特徴 と し . か つ それ は質量共 に 異 な る 3

軋 即ち初期 ( G m l : 0 ～ 1 5 分) , 中期( G m 2 : 1 5 ～ 4 0

分) , 後期( G m 3 : 4 0 ～ 60 分) を経て 進行す る事が 明 ら

かとな っ た .

G m l で は , 発芽約5 分で R N A 合成が 開始さ れ そ の

後合成速度 は直線的に 増加す る . こ の 期で 合成さ れ る

分子種は 4 ～ 5 S ,6 S と 他の い く つ か の 低分子 R N A で

ある . 6 S R N A は こ の 期 に 特 異的 で あ る , 23 S , 1 6 S

rib o s o m al R N A の 合成 は抑制 され て い る . 又 こ の 期

で は用 い た比活性の 放射性標識 ア ミ ノ 酸の 取 り込 みか

ら は盛白合成 は検出さ れ な い .
G m 2 で は R N A 合成速

度 は 一 定 の 値 に 達 し こ れ を 維持 す る . 23 S , 16 S

ri b o s o m al R N A の 合成が 開始 さ れ又蛋白合成 が始 ま

る .
G m 3 で は急激 な R N A 合成速度 の 増加が 見 られ .

m e s s e n g e r R N A 合成 も顕著 に なる .

G m l か ら G m 2 へ の 移行 は C M を はL: め用 い た す べ

て の 蛋白合成阻害剤 に よ っ て 妨 げ ら れ た . G m l の

R N A 合成は こ れ ら薬剤 に 対 して 耐性 で あ る .
G m 2 で

は C M の 存 在に よ っ て , 23 S . 16 S ri b o s o m al R N A の

合成が 抑制さ れ て い た . 更 に G m 2 及び G m 3 で C M を

投与す る と , 投与後 R N A 合成速度 は著し い 減少 を示

し た
.

胞子発芽期 に お ける C h r o m o s o m e の 構造変換 と の

関連 に お い て t D N A g y r a s e の 転写活性に 及ぼ す効果

を し ら べ る た め , こ の 酵素の 阻害剤 で あ る N O V , N A L

の 影響 を検討 し た . G m l の R N A 合成 は両薬剤 に 対し

て i n s e n si ti v e で あ っ たが , G m 2 以 降の そ れ は 著し い

阻害 を受 け た . 又 G m 2 以 降 の R N A 合 成 に 対 す る

N O V の 阻害効果 は N O V 耐性変異株 で は ま っ た く 認

め られ な い . こ れ ら薬剤 に よる G m 2 G m 3 に 対す る阻

害効果は , 薬剤 の 除去 に よ っ て 完全に回復 し発芽後成

育 に は何 の 影響 も示 さ な い .

以 上の 結 果は , 発芽初期 G m l に お け る転写活性 は

胞子中の 転写 機構 に 関連す る諸因子の 物理 的活性化の

み に よ っ て 十分発項 さ れ るが , G m 2 へ の 移行 に は新 し

い p o si ti v e な 因子の 合成 と D N A の 構 造 変換 を う な

がす 酵素( t o p o i s o m e ri c e n z y m e ( s)) の 関与 を強 く

示唆す る もの で あ る .
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M . , It o h , T . & T o m i 2: & W a , J .

: N o v o b i o ci n a n d c o u m e r m y c i n i n hi b i t D N A

S u p e r C O ili n g c at al y z e d b y D N A g y r a s e . P r o c .

N a t . A c a d . S ci .
,
U . S .

,
7 3

,
4 4 7 4

-

4 4 7 8 (1 9 7 6) .

9) S u gi n o , A .
, P e e bl e s

,
C . L . , K r e u z e r , K . N . &

C o z z & r elii , N . R .
: M e c h a n i s m o f a cti o n o f

n ali d i xi c a ci d : P u ri fi c a ti o n o f E s c h e ri c h i a c o li

n a l A g e n e p r o d u c t a n d i t s r el a ti o n s h i p t o D N A

g y r a s e a n d a n o v el n i c k i n g
-

Cl o si n g e n z y m e .

P r o c . N a t . A c a d . S c i .
,
U . S . , 7 4 , 4 7 6 7

-

4 7 7 1

(1 9 7 7) .

1 0) S c h & e f f e r , P . , I o n e s c o , H .
,
R y t e r , A . &

B a l a s s a
,
G . : I n m e c a n i s m e s d e r e g u l a ti o n d e s

a c ti v iti e s c ell u l a i r e s c h e z m i c r o o r g a n
･i s m e s . p .

5 5 3
,
C o ll o q , I n t e r n . C . N . R . S

,
P a ri s .

, ( 1 9 6 5) .

1 1) G i11 e s pi e , D . & S p i e g el m a n , S .
: A

q u a n ti t a ti v e a s s a y f o r D N A
-

R N A h y b ri d s w i th

D N A i m m o b ili z e d o n a m e m b r a n e . J . M o l . B i o l . ,

1 2
,
8 2 9 (1 9 6 軌

1 2) P e a c o c k , A . C . & D i n g m a n , C . W , : M o l e c u l a r

W ei g h t e s ti m a ti o n a n d s e p a r a ti o n o f R N A b y

el e ct r o p h o r e si s i n a g a r o s e
-

a C r yl a m i d e c o m
･

p o si te g el s . B i o c h e m i st r y . , 7 , 6 6 8
-

6 7 4

(1 9 6 8 ) .

1 3) L a s k e y , R ･ A . & M ill s
,
A . D ･

: Q u a n ti ta ti v e

fil m d e t e c ti o n
3
H a n d

1 4
C i n p o l y a c r yl a m id e g el s

b y fl u o r o g r a p h y . E u r . J . B i o c h e m .
,
5 6 3 3 5 -

3 4 1

(1 9 7 5 ) .

1 4) M a t s u d a , M ･ & K a m e y a m a , T ･ : J ･ B a c t e ri ol .
,

i n p r e s s ,

1 5) H a r f o rd , N . & S u e o k a
,
N . : C h r o m o s o m al

l o c a ti o n o f an ti b i o ti c r e si s t a n c e m a r k e r s i n

仇 打 払眈s 別 路 汀仇 . J M o l . Bi o l . , 5 1 , 2 6 7 - 2 8 6

(1 9 7 0 ) .

1 6) E rL gl e s b e r g , E ･ : I n M e t a b o li c P a th w a y s

(V o g e l , H . J .
,
e d) , Ⅴ, Ch a p . 9 A c a d e m i c P r e s s

,

(1 9 7 1) .

1 7) S t e v e n s , A . : N e w s m a ll p e p ti d e s a s s o ci at ed

W it h D N A - d e p e n d e n t R N A p o l y m e r a s e of

E s c h e ri c h i a c o li af te r i n f e c ti o n w it h b a c t e ri o .

p h a g e T 4 . P r o c . N a t . A c a d . S ci .
, U . S .

,
6 9

, 6 0 3 -

6 0 7 (1 9 7 2) .

1 8) C h 8 m b e rli n , M .
,
M c G r 8 仙

,
J . & W a s k ell

, L :

N e w R N A p o l y m e r a s e f r o m E s c h e ri c h i a c o li

i n f e c t e d w i th b a c t e ri o p h a g e T 7 . N a t u r e
,
2 2 8 ,

2 2 7
- 2 3 1 (1 9 7 0) .

1 9) S z y b a l s k i , W .
: R N A

-

p O l y m e r a s e a n d

t r a n s c ri p ti o n (S il v e r s t ri , L . G .
, e d) , p .

.
2 0 9 ,

P r o c e e d i n g s o f th e fi r s t i n t e r n a ti o n a l L e p etit

C o 1l o q u i u m i n F l o r e n c e . (1 9 6 9) .

2 0) N o m u r a , T . : P r o p e rti e s o f D N A - d e p e n d e n t

R N A p o l y m e r a s e p u r
･

ifi e d f r o m v e g et a ti v e c ell s

a n d s p o r e s o f B a cill u s s u b tili s . J u z e n I gk . Z .

8 3
,
4 7 7 - 4 9 4 (1 9 7 4) .

2 1) G ot tf ri e d , M .
,
O r r e g o , C .

,
K e y n a n , A . &

H a l v o r s o n
,
H . 0 . : S p e cifi c i n h i b i ti o n of

O u t g r O W th o f B a cill u s s u b tili s s p o r e s b y

n o v o b i o ci n . J . B a c t e ri o l .
,
1 3 8 , 3 1 4 - 3 1 9 (1 9 7 9) .

2 2) C h a o , L .
:

-

N ali d i x i c a ci d - i n d u c e d p r o t ei n

al t e r a ti o n s i n E s c h e ri c h i a c o li . A n ti m i c r o b .

A g e n t s . C h e m o th e r . , l l , 1 6 7
- 1 7 0 (1 9 7 7) .

2 3) Y o $ h i k a w a , H . : i n G e n d ai K a g a k u , V O l , 8 . p ･

3 1
,
T o k y o K a g a k u D o ji n (1 9 7 9) .
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T r a n s c ri p ti o n an d its R eg ul a ti o n d u rin g G e r m i n atio n of t h e B a c m u s S
u b tn is S p o r e s

- M o t o o

M at s u d a , D ivisi o n o f M ol e c u la r Bi ol o g y , C a n c e r R e s e a r ch I n sti t
u t e , K a n a z a w a U ni ve r sit y , K a n a

-

z a w a 9 2 0 , J a p a n . J . J u z e n . M e d . S o c .

,
8 9 , 1 5 4 - 1 6 5(1 9 8 0) ･

A b str a c t T r a n s c rip ti o n a n d i t s r e g u l a ti o n d u ri n g g e r m i n ati o n o f t
h e B a cill u s s u b tili s s p o r e s

w e r e i n v e stig a t e d .

R N A sy n t h e si s p r o c e e d s st e p w i s
e d u r in g g e r m i n ati o n , i n c r e a s l n g t

h e r e g l O n O f t r a n s c ri p ti o n o n

D N A t h r o u g h d i sti n c t t h r e
e p h a s e s , n a m e ly , G m l , G m 2 a n d G m

3
,
W it h r e s p e c t t o t h e r a t e o f

R N A s y n t h e si s a n d R N A m o l
e c u l a r s p e ci e s s y n t h e si z e d ･

R N A m o l e c u l e s h a v i n g r el a ti v el y l o w m o l e c u l a r w e i gh t , 4 S , 5 S , 6 S a n d m i n o r s , W e r e S y n t h e
-

si z e d a t G m l . T h e s y n t h e si s o f 1 6 S a n d 2 3 S ri b o s o m al R N A
w a s r e p r e s s e d at G m l , a n d t h e n it

st a rt e d w h e n t h e p h a s e p r o c e e d e d t o G m 2 ･ L a r g e r R N A , P r O b a b l y , m R N A , C O u l d b e d e t e ct e d a s

h et e r o g e n e o u S P r O d
u c t s a t G m 3

,
W h e n t h e r a t e o f R N A s y n t h e si s al s o i n c r e a s e d e x p l o si v el y ･

T h e t r a n siti o n f r o m G m l t o G m 2 w a s i n hi b it e d b y c h l o r a m p h e n i c o l a n d all o t
h e r i n hi b it o r s

o f p r o t ei n s y n t h e sis u s e d . T hi s r e s u lt i n d i c a t e s t h at t h e t r a n s c rip ti o n a t G m l m igh t t a k e p l a c e

d e p e n d i n g o n o n l y p
h y si c al a c ti v a ti o n o f f a ct o r s i n sp o r e , an d t

h a t t h e t r a n s c ri p ti o n s h o u l d

r e q u i r e s o m
e p r o t e in f a c t o r s s y n t h e si z e d d e n o u o a t G m l ･

T h i s i m p h e s t h at p o siti v e r e g u l a ti o n

i n v oI v e s t h e t r a n s c ri p ti o n d u ri n g g e r m i n ati o
n

.

A n ti b i o ti c s a c t in g o n D N A
-

g y r a S e , n ali d i x i c a ci d a n d n o v o b i o ci n , W e r e r el a ti v ely i n s
e n siti v e t o

G m l b u t s e n si ti v e t o G m 2 a n d G m 3 .
D if f e r e n t in h ib it o r s s u c h a s h y d r o x y u r e a a n d 6

-

( p
-

h y d r o x y p h e n y l a z o)
-

u r a Cil a c ti n g o n
◆

o t h e r st e p s o f D N A s y n t h e si s i n h ib it e d o n l y t
h e p h a s e G m 3

w h it h o u t a n y e f f e c t o n G m 2 ･ C o n s e q u e n tl y , a C ti v a ti o n o f f r o z e n D N A , a n al
t e r a ti o n o f D N A

c o n f o r m a ti o n f r o m d if f u si v e st a t e t o c o n d e n s e d st a t e , S h o u ld b e a p r e r e q u i sit e f o r att a in i n g

G m 2 a n d c o u ld b e a c c o m p li s h e d b y D N A
-

g y r a S e a S t h e m o s t p r o b a b l e c a n d i d a t e a m o n g

t o p o i s o m e r a s e .
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i n d ic a t e d . F o r e a c h s a m pl e , l a b e le d R N A a b o u t l O ,0 0 0 c p m w e r e s u bje c t e d t o el e c t r o
-

p h o r e si s i n sl a b g e l ･ T h e m e th o d o f fl u o r o g r a p h y
w a s u s e d f o r d e t e c ti o n ･
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F ig ･ 6 ･ G el - e le c tr o p h ol
-

e ti c p a tt e r n s of p ul s e
-

1 a b l e d 3 H - R N A in th e th r e e ph a s e s
a n d l o g p h a s e ･ I n th e p r e s e n c e of C M 2 m in p ul s e

･

l a b el e d 3 H- R N A p r e p a r e d

a t g e r m i n a ti o n 15 mi n (G m l), 3 0 m i n ( G m 2) a n d 4 5 m i n ( G rn 3) w a s s u bj e c t e d

t o ( a) c o m p o site a n d t o (b ) 1 0 % a c r yl a mi d e g elL el e c tr o ph o r e si s . L o g p h a s e
3 t I ･ R N A w a s p r e p a r e d i n t h e a b s e n c e of C M . T h e d th e r m e th o d s w e r e th e

S a m e a S i n F i g . 4 .

1 5 3 0

( m l n )

4 5 l o g

p b a s e

1 5 3 0 4 5

( m 土n )

6 S

5 S F ig ･ 7 ･ G e l- el e c t r o p h o r e ti c p a tt e I
-

n S O f p ul s e-
Ia b el e d 3

H q R N A i n th e p r e s e n c e of N A I J

( 1O O j L g / m l) . L o g ph a s e
3Ii-R N A w a s p r e

-

P a r e d in th e a b s e n c e o f N A L .
r

r h e o t h e r

m e th o d s w e r e th e s a m e a s i n F i g . 4 .


