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E ff e c t s o f R ib o s o m a l R N A P r o m o t e r s o n

P l a s m id R e p li c a ti o n

M a ri a d el P il a r A g u i n a g a

D i vi si o n of B i o ph y si c s
,
C a n c e r R e s e a r ch I n s ti t u t e

,
K a n a z a w a U ni v e r sity

A b s t r a e t

T h e efT t c ts o f p r o m o t e r s o f ri b o s o m al R N A o p e r o n s i n t h e r e p li c a ti o n o r lg l n r e g 1 0 n Of

t h e B a cill u s s u b ti揖 c h r o m o s o m e h a v e b e e n st u d i e d o n th e r e p li c ati o n of pl a s m i d s i n

E s c h e ri c hi a c o li a s a h o st c ell . I t h a s b e e n al r e a d y fb u n d t h a t p l as m id s c a rry l n g th e s e

P r O m Ot e r S C a n n O t b e r e p li c a t e d i n B ･ S u b t 肋 ･

,
th e r efb r e t h e m e c h a n is m o f i n hi biti o n of

r e p li c ati o n c a n n o t b e e x a m i n e d i n th i s b a ct e ri u m . I n th i s s t u d y w e f b u n d th a t e v e n i n E .

C Oli th e r e a r e i n h ib it o r y e 鮎 c ts o n p
l a s m i d r e p li c a ti o n d e p e n d i n g o n si te a n d di re cti o n of

i n s e rti o n o f th e p r o m o te rs . I n p B R v e c t o r s ( E . c oli p l a s m i d s) ,
th e p r o m o t e rs c a n b e i n s e rt e d

eit h e r i n o n e di r e cti o n o r i n b o th di r e cti o n s d e p e n di n g o n g e n e c o n stit u ti o n s a r o u n d th e sit e

O f i n s e rti o n . S t a b ili ty o f th e p l a s m i d i s al s o a fr t c te d b y t h e sit e an d di r e cti o n o f t h e

i n se rti o n . I n a c o m p o si te v e c t o r b e t w e e n p B R a n d p U B ( S tq p わ′わc o c c u s a u r e u s p l a s m i d) ,

th e i n s e r ti o n o f th e p r o m o te rs al o n e d o e s n o t t a k e p l a c e b u t o c c u r s w it h a n a c c o m p a n y l n g

D N A 丘 a g m e n t
,

al w a y s l o c a t e d d o w n st r e a m fr o m t h e p r o m o te rs . T h i s fi a g m e n t is d e ri v e d

fr o m th e E . c o li c h r o m o s o m e a n d c a n b e r e p l a c e d b y D N A 丘ag m e n ts c o n t ai n l n g k n o w n

te r m i n a t o r s o f t r a n s c r l P t1 0 n . S u b s e q u e n tl y w e h a v e n e w l y c o n st r u cte d a v e ct o r th at m a y b e

u s e fu 1 a s a t e r m i n a t o r s e a r c h i n g pl a s m i d . T h e m e c h a n is m o f i n hi bi ti o n c a u s e d b y th e s e

P r O m O t e r S O n P l a s m id r e p li c a ti o n w a s d i s c u s s e d .

K e y w o r d s cl o n ln g , r R N A p r o m o t e r s
, p l a s m id r e p li c a ti o n

I n t r o d u e ti o m

D u ri n g th e s t u d y o f t h e st r u c t u r e a n d

fu n cti o n o f t h e o rl g l n r e g 1 0 n O f r e p li c a ti o n o f

B a ciH u s s u b tH ね i n o u r l a b o r a t o ry ,
a D N A

fr a g m e n t ( B 7) ,
W h i c h e x h i bit e d s o m e i n h i b it o -

ry fu n cti o n s o n D N A r e p li c a ti o n w a s fb u n d

W ith i n th i s r e gi o n ( l) . B y s e q u e n ci n g a p a rt

Of t hi s D N A ft a g m e n t a s e t o f t w o t a n d e m

p r o m o te r s w a s d i s c o v e r e d ( 2) . T h e s e p r o m o t -

e r s a r e t h e m ai n l o ci r e s p o n si b l e f b r th e

S u P p r e SSi o n o f a u t o n o m o u s r e p li c ati o n o f

p l a s m i d s c a r r
y
l n g t hi s 丘a g m e n t i n B . s u b tilL s .

T h e y e x e r ci s e d st r o n g i n hi bi ti o n o n p l a s m id

r e p li c a ti o n i n E s c h e ri c h i a c oli a n d c a u s ed r a p i d

S e g r e g a ti o n o f c ell s w hi c h h a d al r e a d y l o s t th e

Pl a s m i d ( 3) .

I t w as fb u n d th a t B 7 c o n t a i n s a p a rt o f a

ri b o s o m al R N A o p e r o n ( r r n O ) a n d th a t th e

t w o t a n d e m p r o m o te rs i n th i s 丘 a g m e n t w e r e

p r o m o t e r s o f r R N A o p e r o n ( r r n p r o m o t e r s) ( 4
,

5) . W e w a n t e d t o k n o w i f th e i n hi b it o r y

e 晩 c ts c a u s e d b y r r n O p r o m o te r s w o u l d b e

C O m m O n f b r o th e r r r n p r o m o te r s a n d t o

u n d e r s ta n d t h e m e c h a n i s m o f i n h ibi ti o n d u e t o

th e s e p r o m o t e r s ･

I n g e n e r al
,

r r n P r O m Ot e r S a r e C O n Si d e r ed

St r O n g P r O m O te r S Si n c e th e y a r e fi e q u e n tl y
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t r a n s c ri b e d b y th e R N A p o l y m e r a s e ･ U n til

n o w r n o r e th a n l O O d i 飴r e n t p r o m o t e r s e q u e n
-

c e s h a v e b e e n i d e n tifi e d . P r o m o t e r s ft o m

S e V e r al b a c t e ri al a n d v i r a l g e n o m e s h a v e b e e n

e a sily cl o n e d i n E ･ C Oli a n d th ei r st r e n g t h h a s

b e e n st u d i ed (6 ,
7) . H o w e v e r cl o n i n g o f

D N A f h g m e nts c o n t ai n l n g St r O n g p r O m O t e r S

al o n e
,
S u C h a s b a ct e ri o p h ag e T 5 p r o m ot e r s ( 8)

O r r r n p r O m O t e r S O f E . c oli ( 9) ,
h a v e fail e d ･

T h e m e c h a n i s m o f t h is u n cl o n a b ility o f t h e

St r O n g P r O m O te r h as n o t b e e n el u ci d a t ed y e t ･

I n th is p a p er w e d e s c ri b e th e i n s e r ti o n o f r r n

p r o m o te r s i n v a ri o u s pl a s m id s a n d i ts e 飴cts

O n P l as m i d r e p li c ati o n i n E ･ C Oli ･ S o m e

v e ct o r s c o n st r u ct e d i n t hi s st u d y m a y h a v e th e

P O te n ti al t o b e u s e d as pl a s m i d s s e a r c h i n g fb r

t r a n s c ri p ti o n al t e r m in at o r s . T h e m e c h a n is m

O f i n hi biti o n c a u s e d b y st r o n g p r o m o t e r s i s

a l s o d i s c u s s e d .

M a t e ri al s a n d M e t h o d s

B a c t e ri al st r a i n s . E . c oli C 6 0 0 ( th y ,
hT u

,

血
,

わ 乃｣
,
加

,
∫呼 ダ) a n d 丘

■

･ C O〟 10 3 7 ( r e c .4
~

,

d n a A - t岳) ,
W e r e u S e d a s h o st s fb r th e cl o n i n g o f

P l a s m i d s c o n t ai n l n g r7
･

n P r O m O t e r S O f B .

s u b ti h s . W h ol e c h r o m c s o m al D N A o f B
.

S u b tilLs 1 6 8 L T T ( h? u
,
t7 P C 2

,
th y) w a s u s e d fb r

S o u t h e T n h y b ri d i z ati o n e x p e ri m e n ts ･

P l a s m i d s . Pl a s m i d s u s e d i n t h i s st u d y a r e

s u m m a ri z e d i n T a bl e l . T h e c o n s t r u c ti o n o f

P L A R l l l a n d p L A R 3 3 1 is ill u st r a t e d i n F i g .

5 .

P h a g e s . L a m b d a c h B S O I c o n t ai n l n g r r n O

O p e r O n a n d l a m b d a c h B S l l c o n t ai n l n g r r n A

O p e r O n ( F i g . 1) h a v e b e e n p r e v i o u sl y d e s c ri b e d

( 1 3) .

T a bl e l . P r o p e rti e s of th e pl a s m id s u s e d i n th i s s tu d y

P l a s m id
S i z e

(k b)
C o m p o siti o n

G e n e ti c

m a rk e r s
S o u r c e

p B R 3 2 2 4 . 3 6

p B R 3 22 + p U B l l O

A m p
r

,
T c

r (1 0)

p B R 3 2 8 4
.
9 0 A m pてT cてC m

r

四
p U B l lO 5 . 0 0 K m

r (1 2)

p M S l O 2
′

7 . 7 0 A m
r

,
K m

r (3)

p N O l O l O 5 . 6 6 p B R 3 2 2 十E4
′[1】 A m p

r

,
T c

r

p r o vi d ed b y D r
. O g a s a w a r a

p M S l O 2
′

･ B 6 王3 .6 5 p M S l O 2
′

+ B 6【2] A m p
r

,
K m

r

p r o vi d ed b y D r . O g a s a w a r a

･ p L O p
･ 1 7 .1 7 p B R 3 2 2 十加 R l/t o

【31 A m p
r

p r o vi d e d b y D r
. M a s a m u n e

p L A R 9 6 . 20 p B R 3 2 2 十E 1 9 (b )【
4】 A m p

r

,
T c

r thi s c o m m u ni c a ti o n

p L A R 1 2 7 . 21 p B R 3 2 2 + E 1 4 (b ) A m p
r

,
T c

r thi s c o m m u ni c a ti o n

p N O l O1 2 6 . 7 3 p B R 3 2 8 十E1 9 ( a) A m p
r

,
T c

r (1 3)

p N O l O1 3 6 . 73 p B R 3 2 8 + E 1 9 (b ) A m p
r

,
T c

r (13)

p N O 2 0 03 7 . 7 5 p B R 3 2 8 十E 1 4 ( a) A m p
r

,
T c

r (13)

p N O 2 0 04 7 . 7 5 p B R 3 2 8 + E 1 4 (b) A m p
r

,
T c

r ( 13)

p B R 3 2 2 ･ B 7 9 . 9 0 p B R 3 2 2 + B 7 A m p
r

p r o vid ed b y D r . O g a s a w a r a

p L A R l O 1 1 . 3 6 p M S l O 2
′

+ E 1 9 + Ⅹ(a) A m p
r

,
K m

r th is c o m m u ni c a ti o n

p L A R l l 1 3 . 4 0 p M S l O 2
′

+ E 1 4 + Y ( a) Am p
r

,
K m

r t hi s c o m m u ni c a ti o n

p L A R 3 3 13 . 4 0 p M S l O 2
′

+ E 1 4 + Y
′

(b) A m p
r

,
K m

r t hi s c o m m u ni c a ti o n

p L A R 1 3 1 6 . 2 5 p M S lO 2
′

+ 2 【E 14〕+ Y ( c) A m p
r
. K m

r t hi s c o m m u n i c a ti o n

p L A R l l l 1 3 . 4 0 p L A R l l【5】 A m p
r
, K m

r thi s c o m m u n i c a ti o n

p L A R 3 3 1 1 3 .4 0 p L A R 3 3 [51 A m p
r

,
K m

r thi s c o m m u n i c a ti o n

[1] : p N O l O l O h a s a l .3 k b f r a g m e n t (E 4
′

) c o n t ai n i n g r m O t e r m i n a t o r i n t r o d u c ed i n t o t h e m n d III sit e of

p B R 3 2 2 . [2] : P M S l O2
′

･ B 6 h a s a 5 .9 5 k b f r a g m e n t ( B 6) (1 3) i n t r o d u c e d i n t o t h e B a m H I sit e of p M S l O2
′

･

B 6 c o n t ai n s E 3
′

in w hi c h th e r r n A te r m i n a t o r i s l o c a t e d . [3] : p L O p
-1 c o n t ai p s te r m i n at o r s t R l a n d to als o

g e n e s O a n d P of l a m b d a ph a g e . [4】: T h e i n s e r t e d f r a g m e n t s a r e a t th e EとO R I sit e of th e v e ctp r ･ ( a) ･

D i r e c ti o n o f p r o m o t e r s i s t o w a rd s A m p
r

g e n e : m)
-

: D i r e c ti o n of p r o m o t e r s i s t o w a rd s T c
r

g e n e l n p B R 3 2 8

a n d p B R 3 2 2 0 r t O W a r d s p U B l l O o ri gi n i n p M S l O 2
′

. (c) : T w o E 1 4 f r a g m e n t s s e p a r a t e d b y a D N A f r a g
･

m e n t (Y ) w ith th e di r e c ti o n o f p r o m o t e r s f a cih g e a c h o th e r . X
,
Y a n d Y

′

a r e D N A f r a g m ? n t S d e ri v e d

f r o m th e E c oli c h r o m o s o m e (S e e t e X t) . [5】: T h e 励 o R I sit e u p st r e a m f r o m th e p r o m o t e r s I S m O d i丘e d ･

(k b) : M ol e c ul a r si z e of D N A i n kil o b a s e p ai r s .



E ff e c t s o f r R N A P r o m o te r s o n R e pli c a ti o n

C h e m i c als a n d e n z y m e s . [ α
-
3 2
P] d C T P

( P B l O 1 6 5
,
4 0 0 C i/ m m ol e) w a s p u r c h as e d 丘o m

A m e r s h a m I n t e r n a ti o n al L td . ( A m er s h a m
,

U K) . T 4 D N A p ol y m e r a s e
,
T 4 D N A lig a s e ,

b a ct e ri al al k ali n e p h o sp h a t a s e a n d r es tri cti o n

e n z y m e s w e r e 丘o m T a k a r a S h u z o C o ･
,

L t d ･

( K y o t o
,

J a p a n) ･ D N A p ol y m e r a s e I a n d

D N a s e I
,

u S e d f b r n i c k t r a n sl a ti o n
,

W e r e 丘o m

A m e r s h a m I n te r n a ti o n al L td . ( A m e r s h a m
,

U K) . E c o R I li n k e r w a s ft o m G e n e x C o r p o -

r ati o n ( R o c k vill e
,

M d .
,
U S A ) . L o w m elti n g

p ol n t a g a r O S e W a S 丘o m T a k a r a S h u z o C o ･
,

L td . ( K y ot o
,
J a p a n) .

C o n s tr u cti o n o f p l a s m i d s c a r r y l n g

p r o m o t e r s o f B ･ S u b t 肋 ･ L a m b d a ch - B S O l

a n d l a m b d a c h - B S l l w e r e di g e ste d w it h E c o R I

a n d f h cti o n a t e d b y el e ct r o p h o r e si s i n O ･8 % l o w

m elti n g p o l n t a g a r O S e ･ F r a g m e n t s E 1 9 丘o m

r r n O a n d E 1 4 丘 o m r r n A ( F i g . 1) w e r e

e x t r a c t e d fr o m t h e a g a r o s e fb ll o w l n g i n st r u c -

ti o n s s p e ci n ed b y t h e m a n u fa c t u r e r ･
A ll t h e

pl a s m i d s u s e d fo r t h e cl o n l n g W e r e d e p h o s p h o -

r yl a te d w it h b a c te ri a l al k a li n e p h o s p h a t a s e
,
a S

d es c ri b e d ( 1 4) . E 1 9 0 r E 1 4 ff ag m e n t w a s

i n s e rt e d i n t o t h e E c o R I sit e o f p B R 3 2 2
,

p B R 3 2 8 0 r p M S 1 0 2
'

･ T h e c o n di ti o n s fb r t h e

lig a ti o n w e r e a s d e s c ri b e d ( 1 5) ･ T r a n sfb r m a -

ti o n o f E . c oli c o m p et e n t c e11 s w a s p e rf b r m e d

巴Lミぷぷとじエ

E 5 E 2 ｡ ∈6 ピ. 9 E 2 2 ( ｡} E ｡

85 3

a s d e s c ri b e d ( 16) . T r a n s fo r m a n ts w e re s el e c t -

e d o n L B a g a r p l at es c o n t ai ni n g 3 0 JL g / m l of

a m p i cilli n ( A m p) o r 1 5 J L g/ m l p f t et r a c y cli n e

( T c) .

S e g r e g ati o n a ss a y . E . c o H c e11 s w e r e g r o w n

i n L B m edi u m w i th A m p u n ti1 2 0 K l e tt u n i ts .

O n e p o r ti o n w a s d il ut e d 1 06 ti m e s a n d p l at ed

O n L B p l at e s t o o b t ai n l O O - 5 0 0･ C O l o n i e s/ p l at e

a n d t h e n eit h e r r e p li c a te d o n L B + A m p pl at e

O r Str e a k ed o n L B + A m p p l ate t o d et e r m i n e

p e r c e n t a g e of A m p se n siti v e c ol o n i e s (
"

ti m e

O
"

) . T h e o t h e r p o r ti o n w a s dil u t e d 1 03
ti m e s

i n L B m e di u m
, g r O W n u n ti1 2 0 K l ett u n its (fb r

1 0 g e n e r ati o n s) a n d t h e n t h e s a m e p r o c e d u r e a s

th e

"

ti m e O
"

s a m p l e w a s r e pe a te d . T h e

p e r c e n t a g e o f c o l o n i e s t h a t c o u ld n ot g r o w i n

th e p r e s e n c e o f A m
p w a s t a k e n a s t h e pe r C e n t -

a g e o f s eg r e g ati o n .

S o u th e r n h y b ri di z ati o n . T h e p r o c e d u r e

W a S b as e d o n th e o n e d es c ri b e d i n ( 17) .
1

JL g

O f D N A o f di frb r e n t s o u r c e s w a s d i g e s te d w it h

a p p r o p ri a te r e s tri c ti o n e n z y m es a n d fi a cti o n a t -

e d b y el e ct r o p h o r e si s i n l % ag a r o s e i n b u 飴 r

T A E ( 4 0 m M T ri s - H C l
,
2 0 m M N a a ce t at e

,
2

m M E D T A
, P H 8 .0) . T h e 丘a g m e n t s i n t h e

g el w er e t r a n s fe r r e d t o a n d fi x e d o n n it r o -

C e11 u l o s e 丘1 t e r sh e e ts ( S c h l ei c h er & S c h u ell) b y

a t r a n s -bl o tt el e ct r o p h o r e ti c bl o tti n g a p p a r a t u s

r r n A

P I P 2 1 6 S 2 3 S 5 S T
~

て ■ ■ ■ - 1 し 一
r

i ;; ; ; ; ■■■; ; ･
引 3 E け E 2 1 E 1 4 E 2 2 くAJ E 3

: E 2 7 ( A )
l

T

I I

E 3
■

G h - B S O l ¢h -

8 引I

Fi g . 1 . M a p of r R N A o p e r o n s i n th e r e pli c a ti o n o ri gi n r e gi o n o f th e B ･ S u b tili s c h r o m o s o m e (5) ･ A

m a p o f 励 o R I cl e a v a g e si t e s i s s h o w n .
T h e f r a g m e n t s p r o d u c ed b y d i g e sti o n w ith E c o R I (E ) a r e

n u m b e r e d a s d e s c rib ed (1 8) .
E a c h o p e r o n

,
Y r n O a n d r m A

,
h a s a s e t of t w o t a n d e m p r o m o t e r s (P l

,

P 2) ,
1 6 S r R N A g e n e

,
2 3 S a n d 5 S r R N A g e n e s a n d t e r m i n a t o r (T ) . B 7

,
E 1 9 a n d E 1 4 a r e p r o m o t e r

c o n t ai n i n g f r a g m e n t s ･ E 4
′

a n d E 3
′

a r e t e r m i n a t o r c o n t ai ni n g f r a g m e n ts ･
T h e s e t w o o p e r o n s

■ W e r e Cl o n e d i n l a m b d a ch a r o n 2 8 ph a g e gi v i n g ri s e t o c h ･ 及即I c a r r yi n g m O a n d c h ･ B S l l c a r T yi n g

r m A ,(1 3) . - T h e m ol e c ul a r 畠i z e o f th e D N A i s i n k il o b a s e p ai r s (k b) .
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( Bi o
- R a d L a b s) fb 1l o w i n g t h e i n s t r u c ti o n s b y

t h e m a n u fa ct u r e r . D N A 丘 a g m e n ts u s e d as

p r o b e s fb r h y b ri d i z a ti o n w e r e l a b el e d w i th

[ α -
3 2

P] d C T P b y n i c k t r a n sl a ti o n u si n g

D N A a s e I a n d D N A p o ly m e r a s e I . T h e p r o b e

W a S d e n a t u r e d at 6 5
0

C f b r 5 m i n ･ i n l OO FL
l o f

b u 飴r T E ( 1 0 m M T ri s - H C l
,
0 .l m M E D T A

,

P H 7 . 4) . T h e h y b ri d i z a ti o n s o l u ti o n i s 5 0 %

fo r m a m i d e
,

1 X D e n d h a r d t
'

s s ol u ti o n ( 0 .0 2 %

丘c o ll
,

0 .0 2 % p o ly v l n y l p y r r o li d o n e
,

0 ･0 2 %

n u cl e as e ff e e B S A ) ,
5 X S S P E ( l X S S P E : 0 .1 8

M N a C l
,
0 .0 1 M N a p h o sp h a t e

,
1 m M E D T A

,

P H 7 .7) ,
C O n t ai n i n g t h e d e n at u r e d p r o b e a n d

5 0 q l O O JL g/ m l o f s o n i c a t e d c al f th y m u s D N A ･

T h e n it r o c ell ul o s e 丘1 te r w as i n c u b at e d i n th e

h y b ri di z a ti o n s o l u ti o n fb r 2 4 t o 4 8 h r s . a t 4 2
0

C .

T h e 丘It er sh e e ts w e r e w as h e d fb r 1 5 m i n . t w ic e

e a c h i n 2 Ⅹ S S P E w i t h O .1 % S D S a n d O .1 X

S S P E w it h O .1 % S D S
,
f b ll o w e d b y e x p o s u r e t o

k o d a k X -

r ay n l m ( X A R - 5) .

R e s Ⅶ1t s

I n s e rti o n o f B . s u b tiH s r r n p r o m o t e r s i n

p B R 3 2 2 a n d p B R 3 2 8 ･

P B R 3 2 8 p 白R 3 2 2

F i g . 2 . C o n s t r u cti o n o f pl a s m id s c a r r yi n g E s u b -

tilii r m O ( E 1 9
,
B 7) a n d r m A p r o m o t e r s ( E 1 4) .

L a m b d a c h - B S O l a n d l a m b d a c h ･ B S l l w e r e

d i g e $t e d w ith E c o R I . F r a g m e n t s E 1 9 a n d E 1 4

W e r e p u rifi e d a n d i n t r o d u c ed i n t o th e E c o R I sit e

O f p B R 3 2 2 a n d p B R 3 2 8 . B 7 f r a g m e n t (3) w a s

i n t r o d u c e d i n t o th e B d m H I si t e o f p B R 3 2 2 . T h e

a r r o w s sh o w t h e di r e cti o n i n w hi c h th e p r o m o t e r s

a r e i n s e rt e d . A b b r e v i a ti o n s : E
,
E c o R I sit e . B

,

励 m H I sit e . O ri
,

0 ri gi n o f r e pli c a ti o n . A m p
r

,

C m
r

a n d T c
r

,
f o r a m pi cilli n

,
C hl o r a m ph e n i c ol a n d

t e t r a c y cl in e r e si st a n c e r e s p e c ti v el y .
k b

,
a S i n

Fi g .
1

.

F ig ･ 1 s h o w s a p h y si c al m a p o f th e r e p li c a ･

ti o n o r l g l n r e g l O n O f th e B . s u b tili s c h r o m o -

S O m e ･ T w o r r n o p e r o n s ( r r n O a n d r r n A )
h a v e b e e n fb u n d i n th i s r e gi o n ( 5) . T h e s e

O p e r O n S h a v e b e e n cl o n e d i n l a m b d a ch a r o n

V e C t O r ( 1 3) . P r o m o t e r c o n t ai n i n g ft a g m e n ts

E 1 9 a n d E 1 4 w e r e s u b cl o n e d a n d u s e d fb r th is

S t u d y .

E 1 9 0 r E 1 4 w e r e i n s e r te d a t t h e E c o R I site

O f p B R 3 2 2 a n d p B R 3 2 8 ( F i g . 2) . I n p B R 3 2 2

W e C O u l d o n l y l n S e rt i n o n e di r e c ti o n t o w a r d s

t h e T c
r

( r e si st a n c e t o T c) g e n e . I n s e r ti o n o f

B 7
,

a l a rg e r 丘a g m e n t c o n t ai n i n g p r o m o t e r s( 3) ,

a t t h e B a m H I site r e s ult e d i n th e s a m e

Si t u ati o n
,

n O i n s e r ti o n o c c u r r e d t o w a r d s A m p
r

( r e si st a n c e t o A m p) g e n e d i r e cti o n . W e

O b t ai n e d th e s a m e r e s u lts sel e c ti n g b y eith e r

A m p o r T c
,
i n d i c a tl n g th e f ail u r e i n i n s e r tl n g

th e 丘a g m e n t t o w a rd s A m p
r

g e n e i s n o t d u e to

di r e c t i n h ib iti o n o f e x p r es s i o n o f th i s m a rk e r .

I n p B R 3 2 8 w e w e r e a b l e t o i n se rt E 1 9 0 r E 1 4

i n b o th di r e cti o n s al th o u g h t h e i n s e r t ed

P l a s m i d s w e r e u n st a bl e a n d r a p i d l y l o s t 丘o m

th e c e11 s . T abl e 2 sh o w s t h at p B R 3 2 8 al o n e i s

m ai n t ai n e d s t a b l y i n t h e c ell a ft e r th e g r o w th i n

t h e a b s e n c e o f A m p o r T c f b r l O g e n e r a ti o n s
,

b ut w h e n i t h a s E 1 9 0 r E 1 4 it b e c o m e s u n s t a bl e

a n d t h i s ef托c t i s m o r e c o n s p I C u O u S W h e n i t

c a r ri e s E 1 9 .

I n s e r ti o n o f B . s u b tilL s r r n p r o m o t e r s i n

T a b l e 2 . S t a bilit y o f p B R 3 2 2 0 r p B R 3 2 8 c o n t a in -

1 n g E 1 9 0 r E 1 4 i n E c oli .

I n s e r t ed

P e r c e n ta g e of s e g r e g ati o n

T i m e O
A f t e r lO

F r a g m e n t g e n e r a ti o n s

p B R 3 22 p B R 3 2 8 p B R 3 2 2 p B R 3 2 8

N･ O n e 0 0 0 0

E 1 9 ( a) 57 8 9

E 1 9 (b) 0 4 2 7 . 5 5 7

E 1 4 (a) 1 2 2 5

E 1 4 (b) 5 3 7 . 5 1 8

P e r c e n t a g e of s e g r e g a ti o n w a s d e t e r m i n e d a s

d e s c rib e d i n A 4 A 7■E R I A L S A 〃か A4 E T二打0 月£

(a) a n d (b) a s i n T a bl e l .
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p M S l O 2
′

･

P M S l O2
′

is a c o m p o si t e p l a s m i d a b l e t o

r e p li c a t e i n E ･ C O li a n d B ･ S u b tilLs ( 3) .

S tu d y
i n g r r n p r o m o t e r c o n t ai n l n g ff a g I n e n t S i n

thi s p l a s m i d
,

a C O m pl et el y di 馳r e n t s it u a ti o n

o c u r r e d
,
th u s w e c o u l d n o t cl o n e E 1 9 0 r E 1 4 a s

a si n g l e i n s e rt i n eit h e r d i r e c ti o n ( F i g . 3) . W e

fb u n d i n s e r ts o f E 1 9 0 r E 1 4 i n b o t h d i r e c ti o n s

al w a y s a c c o m p a n i e d b y a n e x t r a 一 丘a g m e n t o f

D N A o f u n k n o w n o r l g l n a n d m ol e c u l a r

W ei g h t si m il a r t o t h e i n s e r t e d 丘
･

a g m e n t ( a a n d

b i n F i g . 3) . W e al s o f b u n d a cl o n e w i th t h r e e

i n s e r ts c o n t a i n l n g t W O E 1 4 丘a g m e n t s w i th th e

di r e cti o n o f p r o m o te rs c o n v e r g l n g i n t o th e

a c c o m p a n y i n g f ねg m e n t ( c i n F ig . 3) . T hi s

OBUP

】) 引 9 0 )
∇

__
▲ ∇ ∇

( l .7 k b ) E 1 9 ×

2 ) 引 4 0 )
∇ → ∇ ∇

( 2 ,8 5 k b ) 引 4 Y

∇ ∇

Y
-

E 1 4

引 4 Y 引 4

Fi g . 3 . I n s e r ti o n o f p r o m o t e r r e gi o n s of B

r r n g e n e s i n p M S l O 2
′

. p M S l O2
′

i s a c o m p o sit e

pl a s m id c o n t a in 1 n g a p B R 3 2 2 p o rti o n a n d a

p U B l lO p o r ti o n (3) . E 19 a n d E 14 w e r e i n s e r t e d

a t th e E c o R I si t e o f p M S lO 2
′

. T h e y c o uld n o t b e

i n s e rt e d a s a si n gl e i n s e r t i n eith e r di r e c ti o n ( a) o r

(b),
th e y w e r e al w a y s a c c o m p a n i e d b y an u n -

k n o w n D N A f r a g m e n t (Ⅹ,
Y o r Y

′

) w h i c h m a d e

Cl o ni n g f e a sib l e . (c) ,
t W O E 1 4 f r a g m e n ts wi th Y

D N A b e t w e e n th e m
. K m

r

,
f o r k a n a m y ci n r e si s

-

t a n c e . A b b r e v i a ti o n s a s i n Fi g . 2 .

8 5 5

P l a s m i d i s u n s t a b l e
,
b ut p l a s m id s c a r r y l n g O n e

m ol e c u l e o f E 1 9 0 r E 1 4 a c c o m p a n i e d b y th e

u n k n o w n ff a g m e n t a r e q u it e s t abl e ( T a b l e 3) .

T h e a p p e a r a n c e o f t h e u n k n o w n 丘a g m e n t i s

n o t d u e t o r e c o m b i n a ti o n e v e n ts i n E . c oli

Si n c e i d e n ti c al r e s u lts w e r e o b t ai n e d w h e n th e

e x p e ri m e n t w a s r e p e a te d u s l n g a r e C A m u t a n t

E ･ C Oli c ell ･ T h e r e fb r e th e se･ 丘a g m e n ts m u st

b e i n s e r te d d u ri n g c o n s tr u c ti o n o f p l a s m i d s

u sl n g Cl o n e d E 1 9 0 r E 1 4 f王a g m e n t i n l a m b d a

C h a r o n v e ct o r ･ As d e s c ri b e d
･

b el o w
,
th e y a r e

d e ri v e d fr o m E ･ C Oli c h r o m o s o m e m o st li k el y

P r e S e n t i n l a m b d a p r e p a r ati o n .

E x p e ri m e n ts w it h p B R 3 2 2 a n d p M S l O 2
,

S h o w t h a t E 1 4 丘a g m e n t i s a s e 能cti v e a s E 1 9 i n

S u P P r e S Si o n o f p l a s m i d r e p lic a tio n . T o

C O n n r m t h e e 脆 ct b ei n g d u e t o p r o m o t e r s o f

r r n A i n E 1 4
,

th e 丘a g m e n t w a s d i vi d e d i n t o

t w o h al v e s
,

O n e l ･O k il o b a s e p ai r s ( k b) c o n
-

t a l n l n g th e p r o m o t er s a n d t h e ot h e r l . 8 k b

W i th o u t th e m . T h e l . 8 k b 丘
･

a g m e n t C O u l d b e

i n s e r te d i n t o p M S 1 0 2
′

e a sily wi th o u t a n y

a c c o m p a n y l n g fねg m e n t
,

W h il e n o p l a s m i d w a s

Cl o n e d w i th a n i n t a c t l .O k b ff a g m e n t .

I d e n tifi c a ti o n o f t h e o r l g l n O f t h e

a c c o m p a n y l n g f王a g m e n t s .

O n ly o n e cl o n e w it h th e i n s e rti o n o f E 1 9 a n d

a n e x tr a ft a g m e n t ( n a m e d X) w a s i s o l a t e d

W h il e m a n y cl o n e s w e r e o b t ai n e d c o n t a l n l n g

E 1 4 w i th e x t r a 丘a g m e n t . T h e r efb r e w e c o n
-

C e n t r a t e d o n th e a n aly si s o f a n e x t r a fi a g m e n t

T a bl e 3 . S t a bility of p M S l O 2
′

c a r r yi n g E 1 9 0 r

E 1 4 i n 且 c oJ才

I n s e r t ed F r a g m e n t

P e r c e n t a g e of s e g r e g a ti o n

T i m e O
A ft e r l O

g e n e r a ti o n $

N o n e 0 0

E 19 + Ⅹ( a) 田 39

E 1 4 + Y ( a) 田 4

E 14 十 Y
′

(b) 田 6

2 [E 1 4] + Y (c) 4 1 74

T h e p e r c e n t a g e o f s e g r e g a ti o n w a s d e t e r m i n e d

a s d e s c rib e d i n M A 7 7E R L 4 L S A N D M E 77 m

( a) , (b), (c),
Ⅹ

,
Y a n d Y

′

a s i n T a b l e l .
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c o i n s e r te d w i th E 1 4 . A n a ly s IS Of 1 5 cl o n e s b y

s e v e r al r es tri c ti o n e n z y m e s s h o w e d s u r p r l S l n g
-

1y t h a t th e r e w e r e o n l y t w o d ifft r e n t ty p e s o f

fr a g m e n ts . T h e y w e r e n a m e d Y a n d Y
′

( F i g ･

3) . T o d e te r m in e t h e o rig i n o f t h e s e ff a g m e n t s

w e p e rf b r m e d S o u t h e r n h y b ri d i z ati o n e x p e ri -

m e n ts u si n g t h r e e cl o n e d D N A ( E 1 4
,

Y
′

fr a g m e n t a n d p M S l O 2
′

) a s p r o b e s ･ E 1 4 a n d

p M S 1 0 2
′

p r o b e s d i d n o t h y b ri d i z e t o fr a g m e n t s

X
,

Y o r Y
′

. T h e Y
′

p r o b e h y b ri d i z e d t o

丘 a g m e n t Y ( p L A R l l) a s w e11 a s t o Y
'

( p L A R 3 3) ,
i n di c a ti n g t h at b ot h f t a g m e n t s a r e

r el ate d ( F i g . 4) ,
it al s o h y b ri d i z e d t o th e

c h r o m o s o m e o f E . c oli d i g e s t e d w i th E c o R I
,

st r o n gl y at th e s a m e p o siti o n a s Y
′

( 2 ･8 5 k b)

祥
一- O

P B R 3 2 2

Fi g . 4 . H y b rid i z a ti o n of Y
'

D N A f r a g m e n t l a b el e d

wi th
3 2
P t o s e v e r al D N A , H yb ri di z a ti o n w a s

p e rf o r m e d a s d e s c rib e d in M A T E R L 4 L S A N D

M E 7 7 1 C m . E c oli a n d E s u b tili s w h ol e c h r o m o
･

S O m al D N A w e r e d i g e s t e d w ith E c o R I . p L A R 3 3
,

p M S l O 2
′

a n d p L A R l l w e r e d i g e st e d w i th E c o R I

a n d h u II . p N O 2 0 0 3 w a s di g e st e d w it h E c o R I

a n d A v a I . p B R 3 2 2 a n d p U B l l O a r e t w o f r a g
･

m e n t s o f d i g e s te d p M S l O 2
′

.
Y a n d Y

′

a r e

d e s c ri b e d i n th e t e x t .

a n d w e a k ly at o th e r p o si ti o n s o f h ig h e r

m ol e c ul a r w ei g h t ･ Y
′

d id n ot h y b ri d i z e t o B ･

s u b tilね D N A
,

E 1 4
, P N O 2 0 0 3 a n d p M S 1 0 2

l

.

I n F i g ･
4 w e c a n als o s e e s o m e h y b ri di z a ti o n to

p M S 1 0 2
′
b e c a u s e Y

′

p r o b e h a s s o m e c o n t a m i -

n a ti o n o f p M S l O 2
′

･
H o w e v e r p M S 1 0 2

′

p r o b e

di d n o t h y b ri d i z e t o Y a n d Y
′

･ W e c o n cl u d e

th a t Y a n d Y
,

a r e r el a t e d fr a g
m e n t s c o m l n g

丘o m E . c o li c h r o m o s o m e . M o s t li k e ly s o m e

E . c o H c h r o m o s o m a l D N A w a s p r e s e n t i n o u r

p
r e p a r a ti o n s o f l a m b d a D N A a n d c o n s e q u e n t -

1 y w h e n w e d i g e st e d t h e m w i t h E c o R I
,
th e E ･

c o li D N A w a s al s o c u t a n d fr a g m e n t s c o m lg
-

r atl n g W i th E 1 9 a n d E 1 4 w e r e al s o e x t r a c te d ･

I t i s a m a z l n g t h a t t w o u n l q u e fr a g m e n ts

r el a t ed t o e a c h o t h e r a r e s el e c t e d ft o m a s m all

a m o u n t o f c o n t a m i n a n t D N A i n E 1 9 0 r E 1 4

p r e p a r a ti o n ･ T h e s e ft ag m e n t s m u s t c o n t ai n

s p e ci al st r u ct u r e s w h i c h c o u n t e r a ct th e i n h i b i -

ti o n o f p l a s m i d r e p li c ati o n b y p r o m o t e r s ･ A n

o b v i o u s c a n di d a t e fb r s u c h fu n c ti o n i s th e

te r m i n at o r sl g n a l fb r t r a n s c rl P t1 0 n ･

E ffb c t o f t e r m i n at o r s o n t h e p l a s m i d c a r r y l n g

r r n p r O m O t e r S ･

I n o r d e r t o v e ri fy th e as s u m p tl O n th a t th e

a c c o m p a n y l n g 丘a g m e n ts m ay a c t a s t e r m i n a
-

t o r s o f t r a n s c ri p tl O n
,

W e pl a c e d k n o w n t e r m i -

n a t o r s i n s t e a d o f f吏a g m e n ts Y a n d Y
′

･ O u r

s t r a t e g y w a s 丘r st t o m o d ify t h e E c o R I sit e

u p st r e a m 丘 o m th e p r o m o t e r s a n d t h e n to

r e m o v e 丘a g m e n ts Y a n d Y
′

b y E c o R I dig e s
-

ti o n ( F ig . 5) . A t t h e r e m a i n i n g E c o R I sit e w e

i n s e r t e d a f h g m e n t c o n t ai n l n g O n e O f th e

fb ll o w l n g t e r m i n a t o r s
,

r r n O t e r m i n a t o r
,

r r n A

t e r m i n a t o r o r l a m b d a t R l/ t ｡
t e r m i n a t o r s ･

N o

st a b l e t r a n sfb r m a n t w a s o b t ai n e d w h e n th e

p a r e n t a l p l a s m i d c o n t ai n l n g E 1 4 al o n e w a s

i n tr o d u c e d i n t o E . c oli .
I n c o n t r a st

,
a l a r g e

n u m b e r o f st a b l e t r a n sf b r m a n t s w e r e o b tai n e d

w h e n th e t e r m i n at o r c o n t ai n l n g ft a g m e n t w a s

i n s e r t e d a dj a c e n t t o t h e E 1 4 丘 a g m e n t ( T a b l e

4) . A n al y si s o f t h e d i r e cti o n of i n s e r ti o n o f

t h e t e r m i n a t o r c o n t ai n l n g fr a g m e n t r e v e al e d

th a t
,

u n e X P e C t e dl y i n a 11 c a s es
,
th e di r e c ti o n o f

th e t e r m i n a t o r is o p p o sit e t o t h at of t r a n s c r lP
-

ti o n 丘o m th e p r o m o t e r ･ A ll t h e t r a n sfb r m a n ts

s o fa r a n al y s e d c o n t ai n i n t a c t p r o m ot e r r e g l O n
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Fig . 5 . P r e p a r a ti o n o f m o d ifl e d pT a s mi d s

,
i s oI a ti o n

o f t e r m i n a t o r s o f t r a n s c ri pti o n a n d c o n st r u c ti o n

of t e r m i n a t o r c o n t a i n i n g pl a s m id s . P a r ti a l

d i g e s ti o n i n o r d e r t o p r o d u c e o n e c u t p e r

m ol e c ul e w a s c a r ri e d o u t w ith E c o R I . T h e D N A

w a s r e p ai r e d w ith T 4 D N A p o l y m e r a s e a n d

f r a c ti o n a t e d i n O .8 % l o w m el ti n g a g a r o s e . D N A

b a n d s w h i ch m i g r a t e d a t th e s a m e p o siti o n a s

p L A R l l a n d p L A R 3 3 1i n e a r f u l1 1 e n gth m ol e c u l e s

w e r e e x t r a ct e d . T h e D N A w a s li g a t ed wi th T 4

D N A li g a s e a s d e s c ri b e d (15) a n d E c oli c o m p e-
t e n t c e11 s w e r e t r a n sf o r m e d a s i n (1 6) . Pl a s m i d s

f r o m th e t r a n sf o r m a n t s w e r e i s ol a t e d b y a n

al k ali n e e x t r a cti o n p r o c e d u r e (1 9) . P l a s m id s

wi th th e fi r st E c o R I sit e m o d ifi e d (u p s tr e a m f r o m

th e p r o m o t e r s) w e r e s el e ct ed (p L A R ll l a n d

p L A R 3 3 1) . p N O l O lO a n d p M S l O 2
′

- B 6 w e r e

di g e s t e d w i th H i n d III
,

a n d a l .3 k b p (E 4
′

) a n d 2 ･

O k b p f r a g m e n t ( E 3
′

) c o n t a i ni n g t e r m i n a t o r s o f

r m O a n d 17
/
n A r e s p e c ti v el y ,

W e r e i s ol a t e d f r o m O ･

8 % l o w m el ti n g a g a r o s e . Pl a s m id p L O p
-1 w a s

di g e s t e d w i sh j おlII a n d a O
.6 5 k b p f r a g m e n t

c o n t a i n i n g t e r m i n a t o r s (t R l a n d t o) w a s i s ol a t e d i n

l
.5 % l o w m elti n g a g a r o s e . T h e D N A w a s

p u rifi e d a n d r e p ai r e d w ith T 4 D N A p ol y m e r a s e ･

E c o R I li n k e r s w e r e p h o s ph o r yl a t ed w i th p ol y
-

n u cl e o tid e k i n a s e a n d li g a t e d t o th e b l u n t e n d s o f

th e f r a g m e n t s . P l a s m i d s p L A R l l l a n d p L A R -

3 31 w e r e di g e st e d w i th E c o R I a n d f r a c ti o n a t ed i n

O .8 % o f l o w m elti n g a g a r o s e . T h e m ai n p o r ti o n

Of th e pl a s m i d s w a s p u rifi e d a n d th e 5
′

e n d s w e r e

d e p h o s ph o r yl a t e d . T e r m i n a t o r c o n t ai ni n g f r a g
-

m e n ts w e r e li g a t e d a t th e E c o R I sit e o f th e m ai n

p o rti o n of p L A R l l l a n d p L A R 3 31 . T h e li g a ti o n

m i x t u r e w a s u s ed t o t r a n sf o r m E . c oli C 60 0

C O m p e t e n t C ell s . A b b r e vi a ti o n s : P , p r O m O t e r S ･

T
,
t e r mi n a t o r . Y a n d Y

′

,
a r e d e s c rib e d i n th e

t e x t . B an d E a s i n Fi g . 2 . M
,

E c o RI si t e

m o d ifi e d . T h e a r r o w s h o w s th e d i r e c ti o n o f th e

i n s e rti o n o f th e t e r mi n a t o r a n d th e p r o m o t e r s .
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a n d a te r m i n a t o r ( T a b l e 4) . T h e y se e m t o b e

a s st a b l e a s th o s e c o n t a i n l n g X
,

Y o r Y
′

.

A p p a r e n tly th e t e r m i n a t o r i n th e o p p o sit e

di r e cti o n i s m o r e ef托cti v e t o c o u n t e r a c t th e

i n h i b it o r y e frt c t o f th e s tr o n g p r o m o te rs .

D i s e u s si o れ

W e h a v e i n s e rt e d B . s u b t 血 r r n p r o m o te r s

i n t o s e v e r al p l a s m i d s a n d st u di e d th ei r r e p li c a q

ti o n i n E . c oli c ell s . A t t h e E c o R I o r B a m H I

Si t e o f p B R 3 2 2 th e s e p r o m o t e rs a r e i n s e r t e d

O n l y i n o n e di r e cti o n a n d t h e p l a s m i d i s st a b l y

m ai n t ai n e d i n th e c ell ･ I n p B R 3 2 8 th e p r o -

m o t e r s a r e i n s e rt e d i n ei th e r di r e c ti o n b u t t h e

C ell s e a sil y l o s e t h e p l as m i d . A t th e E c o R I

Sit e o f p M S l O 2
′

,
a fr a g m e n t c o n ta l n l n g P r O ･

m o t e r s c a n n o t b e i n s e rt e d i n eith e r di r e cti o n
,

u n l e s s s th e y a r e a c c o m p a n i e d w ith fr a g m e n t X
,

Y
,
Y

'

o r k n o w n t e r m i n a t o r s o f t r a n s c ri p ti o n .

A ll t h e se c l o n e s a r e st a b l e .

I n th e c a se s w h e r e p r o m o te r s o f r r n O fail t o

b e i n se r t e d
,

a 丘
･

ag m e n t C O n t a in 1 n g r r n A

P r O m O te r S ( E 1 4) al s o fail . T h e r efb r e th e

i n hi b it o r y e 鮎 c t o f p r o m o t e r s i s n ot r e s t ri c t e d

t o th at of r r n O b u t s e e m s t o b e c o m m o n t o a ll

P r O m O t e r S O f r R N A o p e r o n ･

T h e r e a r e s o m e m e c h a n i s m s t o e x p l ai n t h e

f a c t t h a t st r o n g p r o m ot e r s a r e n o t cl o n a ble
,

S u C h a s : ( a) o v e r p r o d u cti o n o f a p r o t ei n

h a r m fu 1 fb r t h e c ell
, ( b) u n t o w a r d e 飴 ct s o n

th e e x p r e s si o n o f d o w n st r e a m g e n e s ( 2 0) , ( c)

d i r e c t e 恥 ct o n r e p li c a ti o n .

O v e r p r o d u cti o n o f a p r o tei n h a r m fu 1 f b r t h e

C ell i s u n li k el y i n th e c a s e o f p B R v e ct o r s si n c e

th e s e pl a s m i d s c a n b e e x p r e s s e d a n d m ai n t ai n
+

e d a t hi gh c o p y n u m b e r i n th e c ell . I n t h e

C a S e O f
-

p B R 3 2 2 it i s k n o w n th a t i t d o e s n o t

C O d e fb r a n y h a r m f u l p r o te i n fb r th e c ell .

H o w e v e r i n t h e c as e o f p U B l 1 0
,
t h e e 飴 c t o f its

p r o d u c ts i n E . c oli i s n o t k n o w n
,

t h e r ef b r e
,

W e C a n n O t r u l e o u t c o m p l e tely o v e r p r o d u cti o n

O f a h a r m fu l p r o t ei n c o d e d i n p U B l l O .

U n t o w a r d e 能 c ts o n th e e x p r e ssi o n o f

d o w n s tr e a m g e n e s m a y b e r u l e d o u t b e c a u s e

th e i n s e r ti o n o f r r n p r o m o te r s i s i n d e p e n d e n t

O f th e s el e c t e d g e n e ti c m a rk e r ( A m p
r

o r T c
r

) .

T h e ot h e r p o s sibility i s t h at hi g h t r a n s c rip ti o n
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丘o m r r n p
r o m o te r s t o w a r d s A m p

r

g e n e m a y

i n te rfb r e w it h p r l m e r R N A s y n th e si s fb r i n iti a -

ti o n o f r e p li c ati o n ･ H o w e v e r w e m a y r u l e i t

o ut b e c a u s e it i s k n o w n th at o th e r t r a n s c rl P tS

u p st r e a m fr o m t h e o r lg l n C a n b e u s e d a s

p ri m e r s f b r t h e r e p li c a ti o n o f p B R 3 2 2 ( 2 1) ･

D i r e c t e ffb c t o n r e p li c ati o n i s fa v o u r a b l e ･

E v e n th o u gh w e d o n ot h a v e d i r e ct p r o o f; s o m e

i n t e rfb r e n c e a g ai n st r e p li c a ti o n m a y o c c u r

b e c a u s e h i g h t r a n s c rl P tl O n fr o m st r o n g p r o -

m o te r s c o u l d c a u s e a c h a n g e i n c o m f b r m ati o n

t h at m ay a 飴 c t r e p li c a ti o n . It i s k n o w n th at

d u ri n g t r a n s c r l P tl O n th e R N A p o ly m e r a s e

u n w i n d s th e D N A ( 2 2
,
2 3) ,

t h e r efb r e if th e r e

i s u n w i n di n g l n O n e P a r t O f t h e h eli x i n a

Cl o s e d d u p l e x D N A ci r cl e
,
t h i s m u st c a u s e a n

O V e r W i n di n g o f t h e D N A el s e w h e r e i n th e

m ol e c u l e ( 2 4) . W h e n p r o m o te r s a r e h i g h ly

tr a n s c ri b e d a n d t h e r e i s n o t e r m i n at o r d o w n
-

St r e a m 丘o m a n d i n t h e v i ci n lt y O f t h e p r o m o t -

e r s
,

a l a r g e p o rti o n o f D N A i s k e p t o p e n e d

r e s ul ti n g l n a C O n fb r m ati o n al c h a n g e i n th e

W h ol e m o l e c ul e o f th e ci r c u l a r pl a s m i d . T h is

C h a n g e i n st r u ct u r e m a y a ffb ct th e r e p li c ati o n

O f t h e pl a s m i d . T h e l e n g t h o f th e t r a n s c r l P t

u p t o a s uit a bl e te r m i n at o r m a y al s o b e

i m p o rt a n t . T h e st r o n g p r o m ot e r s w o ul d n ot

b e cl o n abl e
,

u nl es s th ey h a v e a s u i t a bl e

t e r m i nA t o r at a n a p p r o p ri at e p l a c e s o th a t a

C h a n g e i n st ru C t u r e W ill n ot a 馳c t p l as m i d

r e p li c a ti o n . I n fh c t w e c o u l d i n s e rt r r n

P r O m O t e r S i n t o E c o R I si te s o f p M S 1 0 2
′

t o ･

g e t h e r w i th k n o w n t e r m i n at o r s o f t r a n s c rl P
-

ti o n . U n e x p e ct e dl y th e s e t e r m i n at o r s e n te r i n

th e r e v e r s e o rie n t ati o n . A si m il a r c a s e h a s

b e e n r e p o rt e d r e c e n tly (8) . W h e n th e t e r m i n a -

t o r s e q u e n c e s a r e i n t h e r e v e r s e d d i r e cti o n
,
th e

d y a d s y m m et ry i s c o n s e r v e d ( F i g . 6) . S u c h

S tr u C t u r e S m a y Stil l c a u s e th e R N A p ol y m e r a s e

t o p a u s e ( 2 6) a n d st o p t r a n s c ri p ti o n ･ B y

u n k n o w n r e as o n s it s e e m s th a t t e r m i n a t o rs i n

t h e r e v e r s e o ri e n t ati o n a r e b e tt e r fb r th e

C l o n l n g O f st r o n g p r o m o t e r s .

I f s tr o n g p r o m ot e r s c a n b e i n s e r te d i n t o

p l a s m id s o n l y w ith a s u i ta bl e t e r m i n a t o r

d o w n s tr e a m a n d w it h i n a n a p p r o p r l a te

d is t a n c e f王o m th e p r o m ot e r as di sc u s s e d a b o v e
,

p B R 3 2 2 s h o ul d h a v e s u it a b l e t er m i n a t o r s cl o s e

t o T c
r

g e n e
,
b u t n ot t o A m p

r

g e n e . I n s e r ti o n

O f C m
r

g e n e i n p B R 3 2 2 s h o u l d c r e a t e t h e

S lg n al i n b o t h d i r e c ti o n s . T h i s p o s si bility l S

n o w u n d e r i n v e st l g ati o n .

C o I l el ⅦSi o m

T h e i n hi bi t o r y ef 托ct o f B . s u b ti h g r r n

p r o m o t e r s o n p l as m i d r e pli c ati o n i n E . c o li i s

n ot c o n 丘n e d t o th a t o f r r n O p r o m o t e r s b ut

S e e m S t O b e c o m m o n t o all p r o m o t e r s o f r R N A

O p e r O n S ･

T h e i n s e r ti o n o f r r n p r o m o te r s i n t o th e

T a bl e 4 . C l o ni n g o f t e r m i n a t o r c o n t ai ni n g f r a g m e n t s i n p L A R 3 3 1 a n d p L A R l l l

I n s e rt e d F r a g m e n t
r r n O t e r m i n a t o r r r n A t e r m i n a t o r A tR l/ to t e r m i n a to r s

N o n e

(1 .3 k b) (2 .O k b) (0 .65 k b)

V e c t o r 11】 A B A B A B A B

Y i eld of cl o n e s w ith
血 s e rt ( % )

9 3 9 2 1 0 0 6 0 75 7 5

Y i eld o f cl o n e s w ith

売子露
p r O m O t e r S 1 0 0 1 0 0 10 0 1 0 0 1 00 10 0

N u m b e r of

t r an Sf o r m a n ts/ JLg
V e Ct O r [31

5 0 00 ･2 5 0 0 2 0 00 1 00 0 8 5 0 3 75 u n s t a bl e
[4】

u n s t a bl e
[4】

[1] : Eヒo RI di g e s te d p L A R l l l ( A ) o r p L A R 3 31 (B ) ( w ith o u t f r a g m e n t s Y a n d Y
′

) w a s p u ri丘ed a n d u s ed

t o i n s e r t t e r m i n a t o r s . [2] : I n t a c t p r o m o t e r s m e a n th e c o n s e r v a ti o n of s o m e r e stri c ti o n e n z ym e Sit e s

W ith i n th e p r o m o t e r r e gi o n . T h e yi eld of cl o n e s w ith i n s e rt i s t a k e n a s l O O % . [3] : T h e s el e c t e d m a r
-

k e r i s A m p (3 0 JLg/ m l) . [4] : W h e n th e v e c t o r s (A ) o r (B ) w e r e s elf ci r c ul a ri z e d a n d u s e d t o tr a n sf o r m

E c oli C 6 0 0 (r e c
+

) c ell s
,
S O m e t r a n Sf o r m a n ts a p p e a r e d . W h e n th e s e t r a n sf o r m a n ts w e r e st r e a k ed o n

L B 十A m p pl a t e s m o st o f th e m d id n o t g r o w . T h e f e w th a t did g r o w
, q u i c k l y l y s ed i n li q uid m e di um .

暮
一

t
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E c o R I si t e o f p M S l O 2
′

i s p o s si b l e d u e t o t h e

p r e s e n c e o f E ･ C O li D N A 丘a g m e n t s ( X
,
Y

,
O r

Y
′

) al w a y s l o c a t e d d o w n st r e a m 丘 o m th e

P r O m O te rS
,

S u g g e Stl n g th e p r e s e n c e o f str u c
-

t u r e s th a t a c t a s t e r m i n at o r s t o c o u n t e r a ct th e

p
r o m o t e rs ･ T h e fa c t t h a t ft a g m e n ts X

,
Y o r

Y
′

a r e s el e ct ed 丘o m s m all a m o u n ts of E . c oli

D N A p r e se n t i n o u r
p r e p a r a ti o n s s ug g e sts t h a t

th e r r n p r o m o t e r c o n tai n l n g p l a s m i d s w o u l d

S e r V e a S g O O d t e r m i n at o r s e a r c h i n g v e c t o r s .

T e r m i n at o r s o f tr a n s c ri p ti o n c o n t a l n l n g a

Hh く】I H h q I

l
.3 K b

T
→

H H

P s†エ

2 . O K b

†Rl †0
→ ←

8 日
C ｣ - - - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

+
一

Hin c Ⅱ

0 . 6 5 K b

0 .5 K b

AA GC TT 轡 CCA GC暫A AT嬰GCT GG GTTT TT TG TT TG干TA AA AA TGAÅ

AA GC TTA AA C CCA GCT TA AT GA GCT GG GTT TTT TG TT TA CTC AA GAT CGA

C)

CTA T GGT GT AT GCA TT T A TT TG C AT ACA TT CAA TC AA TTG TT AT CTA AG G

F ig . 6 . S t r u c u r e o f t e r mi n a t o r s of t r a n s c ri pti o n
.

A) F r a g m e n t s c o n t a i n i n g r r n O t e r m i n a t o r ( a) a n d

r r n A t e r m i n a t o r (b) w e r e e x t r a c t e d f r o m a

H i n d III d i g e st o f p N O l O lO a n d p M S l O2
′

一 B 6

r e s p e c ti v el y . I n b o th c a s e s th e t e r m i n a t o r w a s

l o c a t e d j u st a f t e r th e H i n d III sit e ( H ) ,
d i s t al t o 5 S

r R N A g e n e (s e e F i g . 1) . T h e o ri e n t a ti o n of th e

t e m i n a t o r s i s s h o w n b y th e a r r o w s . L a m b d a

t RI/t ｡ t e r m i n a t o r s w e r e c o n t a i n e d i n a O .6 5 k b p

f r a g m e n t w hi ch w a s i s o l a t e d f r o m a 鞄lII di g e st

Of p L O -

p l . T h e s e t e r mi n a t o r s h a v e o p p o sit e

di r e c ti o n s a s i n d i c a t ed b y th e a r r o w s . T h e

r e s t ri cti o n sit e s s h o w n i n th e fi g u r e w e r e u s e d t o

d e te r m i n e th e o ri e n t a ti o n o f th e t e r m i n a t o r s . B)

( a) D N A s e q u e n c e o f r r n O t e r m i n a t o r r e gi o n (1 3) .

(b) D N A s e q u e n c e o f r m A te r mi n a t o r r e gi o n (13) .

( c) D N A s e q u e n c e o f l a m b d a t R l t e r m i n a t o r

r e gi o n (2 5) . T h e d y a d s y m m e t r y i s u n d e rli n e d .

k b
,
a S i n Fi g . 1 .

8 5 9

d y a d s y m m e t r y s e q u e n c e i n s e rt ed i n a n o ri e n t a -

ti o n o p p o si te t o th eir n a t u r al o n e a n d d o w n -

Str e a m ft o m th e p r o m o te r s s e e m t o b e q u l te

e 爪ci e n t fb r t h e cl o n l n g O f s t r o n g p r o m o te rs .

A e k m o w l ed g e Ⅱle n t S

I a m i n d eb t e d t o D r ･ H ･ Y o s hi k a w a fb r all t h e thi n g s

h e did fb r m e ･ I t h a n k D r ･ N ･ O g a s a w a r a f b r a d vi c e

a n d c ri ti c s
,
D r . K . Y a m a g u c h i

,
D r . S . M u r ak a m i a n d

O t h e r c o ll e a g u e s i n o u r l ab o r at o ry fb r v a l u a b l e

di s c u s si o n s
,
h el p a n d p ati e n c e ･ T h e s u p e rb a s s ist a n c e

O f M s . K . T e r a d a a n d M s . K . K o s hi m u r a is a ls o

a c k n o w le d g e d ･ I th a n k D r . M a s a m u n e f b r th e gi 魚 o f

P L O p
r l ･ T h e s e st u di e s w e r e s u p p o rte d b y G r a n ts - i n

,

A id fb r S p e ci a l P r oj e ct R e s e a r c h
,
fb r C o o pe r ati v e

R e s e a r c h a n d f b r S ci e n ti 丘c R e s e a r c h ft o m th e M i ni str y

O f E d u c ati o n
, S ci e n c e a n d C u lt u r e

,
J a p a n

,
tO D r . H ･
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,

a n d b y a ftll o w s hi p 丘o m t h e s a m e
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,
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･

i e n d s I m a d e i n J a p a n fb r
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L . T .
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S . M .
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J . M .

,
M . A .
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P a r t o f th is w o r k w a s p r es e n te d a t th e 6
th

M o le c u la r

Bi o l o g y C o n g r e s s o f J a p a n
,
h eld i n A u g u s t 19 8 3 a t

S a p p o r o .

P a rt o f t h i s w o r k w a s p re s e n t e d a t t h e 6
t h

M ol e c u l a r B i o l o g y C o n g r es s of J a p a n
,
h el d i n

A u g u s t 1 9 8 3 at S a p p o r o .

R モーe r e n e e s

l . S ei ki
,
M .

, O g a s a 机 r a
,
N . & Y o s h i k a w a ,

H ･ : S t r u c t u r e a n d fu n c ti o n o f th e r e p li c a ti o n
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,
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,
2 2 7

- 2 3 3 ( 1 9 8 1) .
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,
U S A .

,
7 9

,
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3 . S ei ki
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,
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4 . H e n c k e s , G . , V a n i e r , F . , S ei ki , M . ,
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N ･
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Y o s b i k 帥 Ⅶ ナ Ⅲ ･ & S e r o ト
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,
2 2 9
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5 ･ O g 8 S 帥 8 r 且
I
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S ei ki I M ･ & Y o s b i k 8 W 8 !

H . : S t ru Ct u r e a n d fu n c ti o n o f t h e r e pli c a ti o n
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r e g i o n . J . B a ct e ri ol
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1 5 4
,
5 0

-

5 7 ( 1 9 8 3) ･

` . C 8 S 札d 8b 8 m
,

M . J & C (I b e m
,

S . N ∴

A n al y si s of g e n e c o n t r oI sl g n als b y D N A

fu si o n a n d c l o n l n g i n 且 F C h e ri c hi a c oli ･ J ･
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,
1 3 $

,
1 7 9 - 2 0 7 ( 1 9 8 0) .

7 . W e 如
,

R . W . , J r . & R o d r ig
山e ち R ･ L . :

C o n st r u cti o n a n d c h a r a ct e ri z a ti o n o f E . c oli

P
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,
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8 . G e m t 2
,

R .
,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
X .

, C o Y & r ru b i a s
,
I . . & B oli v a r .
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,
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,
1 1

,
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,
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,
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r o o k , J ･ : M ol e c u l a r cl o n l n g ,
a l a b o r a t o ry
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, P 1 3 3

-

1 3 4
,

C o l d S p ri n g H a r b o r
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C . S . H .

,
N e w Y o rk l 1 7 2 4

,
U S A

,

( 1 9 7 2) .
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,
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,
F ri t s c h

,
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,
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,
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,
U S A
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
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,
M o ri t a , M ･ ,
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,
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,
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,

1 7 2
,

1 5 1
- 1 5 9

( 1 9 7 9) .

2 2 . S a u ci e r
, J . M . & W a n g ,

J . C . : A n g u l a r

alt e r a ti o n o f th e D N A h eli x b y E . c oli R N A

p o l y m e r a s e ･ N a t u r e n e w B i ol ■

,
2 3 9

,
1 6 7

- 1 7 0

( 1 9 7 2) .

2 3 . W a n g ,
J ･ C ･ ) J a c ob s e n , J ･ H ･ & S a u ci e r

,

J . M ･ : P h y si c o c h e m i c al st u d i e s o n i n te r a c ti o n

b et w e e n D N A a n d R N A p ol y m e r a s e ･
U n

･
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,
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,
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E ff e c t s o f r R N A P r o m o t e r s o n R e pli c a ti o n

1 2 2 5
- 1 2 4 1 ( 1 9 7 7) .

2 4 . F i s h e r ,
M . : D N A u n w i n di n g i n t r a n s -

c rip tl O n a n d r e c o m bi n a ti o n ･
N at u r e

,
2 9 9 ,

1 0 5

- 1 06 ( 1 9 8 2) ･

2 5 . T s u ri m o t o ,
T . & M a t s u b a r a , E . : I ni ti a ･

ti o n c o n t r ol o f l a m b d a p h a g e r e p li c a ti o n .

P r o t ei n
,
N u cl e i c A ci d a n d E n z y m e

,
2 7 ,

7 5 - 8 6

8 6 1

( 1 9 8 2) .

2 6 . C h ri s ti e , G . M . , F a r m h & m , P . J . & P 1 8 tt ,

T . : S y n t h e ti c si t e s f b r tr a n s cr l p t1 0 n te r m i n a -

ti o n a n d a fu n cti o n al c o m p a ris o n w it h t r y
-

p t o p h a n o p e r o n te r m i n ati o n site s i n vit7
･

0 .

P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A
,
7 8

,
4 1 8 0 - 4 1 8 4

( 1 9 8 1) .

リボ ゾ ー ム R N A プ ロ モ ー

タ
ー

の プ ラ ス ミ ド複 製に 対 す る作用 : 金沢大学が ん研究所生物物理 部 マ リア デ ル

ピラ
ー ル アギナ ガ (指導教官 吉川 寛)

抄 録 枯草菌染色体の複製開始領域 に 存在す る リボ ゾ ー ム R N A オ ペ ロ ン の プ ロ モ ー タ ー に よ るプ ラ ス ミ

ド複製に 対 す る阻害作用 を大腸菌 を宿 主 と して 研究 した
.

この プ ロ モ ー タ
ー

を持つ プ ラ ス ミ ドは枯草菌の中で は

全く複製せ ず
, 従 っ て阻害機構 を調べ る こ とが で き ない

.

我々 は こ の 研究 に お い て, 異種の大腸菌の 中で も プ ロ モ ー

タ
ー は挿入 す る位置 と方向 に よ っ て プ ラス ミ ドの複

製を阻害す る こ と を発見 した . 大腸菌プ ラ ス ミ ドの p B R をベ ク タ
ー

と す る と, 挿入 部位周辺 の 遺伝子構成に 依存

して,
一 方又 は両方向に 挿入 で き る

. p B R と S t a ph yl o c o c c u s a u r e u s 由来の プ ラ ス ミ ド p U B l l O との 雑種 ベ ク

タ
ー の場合に は

,
プ ロ モ ー タ

ー

単独 では 挿入 で きず, 常に プ ロ モ ー

タ
ー

の 下流 に D N A 断片の挿入 を伴っ て い た .

この D N A は大腸菌染色体 に 由来す る も の で
, 既知の 転写終結配列 を含む D N A に よ っ て置換でき る こ と が判明

した .
そ の 結果, 終結配列 の探索に 有用 な べ ク タ ー

を初 めて作成す る こ と に成功 した
.
リ ボ ゾ ー ム R N A プ ロ モ ー

タ
ー

に よ る複製阻害の 機構 に つ い ても 考察 した .


