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2 5 9

細 菌細胞の 定常状態 ( s t e a d y s t a t e ) に お け る 生

育速度 は培 地 に 特徴的で あ る が , こ の 調 節 機構に つ い

て の 研究は195 0 年代 以 来多 く の 研 究 者に よ っ て なさ れ

て き た ･ 今日 に 至 る こ の 間の 研 究 は ま ず 第 1 に , 定常

状態に あ る細 菌細胞 に お い て は 培 地 の 種類に 無 関係 に

細胞当り の リ ポ ゾー ム 量 が そ の 生育速度に 比 例 して 増

加す る こ と
- ト 3)

, 第 2 に
, 大 腸 菌 (E . c o li ) や サ ル モ

ネ ラ 菌 ( S ･ ty P h i m u r i u m ) で 示 さ れ て き た よ う

に ･ P O O ｢ な 培 地 で 定常状態 に あ る細菌細 胞 が
. よ

り Ⅰ
-

i c l- な 培 地 た sh ir t さ れ る と き に は , リ ボ

ゾ p ム R N A ( Ⅰ~- R N A ) や ト ラ ン ス フ ァ ーR N A ( t ･

R N A ) と い う s t a b l e R N A が . s h ift 後 た だ ち

に ･ S h if L 後の ri c h な 培 地 に 特 徴 的な速度で 高

さ れ始 め る こ と
4 ト 6)

を 明 ら か に し て き た . こ れ ら の 事

実は ･ M a a l如
6)

が 指 摘 す る よ う に , S t a bl e IモN A

合成の 制御機構 こ そ が細菌細 胞 の 定 常状 敷 こお け る生

育速度を 決定 す る 上 で の 中心 的要因 で あ る こ と を示唆

する も の で あ る ∴ -
一方 一 組 菌細 胞が , あ る培地 条件下

で 定常状態 の 生 育 を す る た め に は , 細 胞 分裂速 度

( g e n e r a ti o n ti m e ) と 細 胞質量 の 増 加速 度 ( d o u bl .

i n g ti m e ) と が 厳密 に-¶
J

致 し て い な け れ ば な ら な い

と思 われ る
川) 瑚

･ 今 日 ･ 細 胞 分裂 の 頻 度 を 制 御す る

機構 は ま だ よ く知 ら れ て い な い が - D N A の 複製 開 始

頻度が細 菌細胞 の D N A 合 成 の 調 節 に 重 要 な 役 割 を

果し て い る だ けで なく ､ 更 に 細 胞分 裂 速 度の 調節 に も

密に 関与 して い る と 考え ら れ る よ う に な っ て い る
川 = ⊥ 刷

こ の よ う な 理 由 か ら ･ 近 年 , S t a bl e R N A 合成

と D N A 複製 開始と の 相互 の 関 連性 か 興 味 を も っ て

研究さ れ 始め て き た ･ B l e e c k e n
1 3ノ

は リ ポ ゾーム 量 と

D N A 複製開始頻度 とが と も に 生育速 度 の 関数 と し

て 同様の 態 度 で 変化す る こ と を 指 摘 し , M a al由
一5)

ら

は D N A 複製開始 頻 度が 細 胞 内 の リ ボ ゾ ー ム 量 に よ

っ て 決定さ れ る と い う モ デ ル を提 出 し て き た .

筆者は 遺伝鰯析
1 6)

ぉ よ び D N A 複製 の研 究
- 7 )

が 比

較的よ く な さ れて き た枯草菌 を月] い て , m u t ri ti o n al

S h if t- u P 後に み られ る リ ポ ゾ ー ム 合 成 と D N A 複

製開始頻度と の 相互依 存性 に つ い て 解 析を試み た . こ

の 研究に お い て は ･ 各種 の 高 分子 合成阻害剤を使用 し

たが ▼ こ れ に 加え て ･ t-i c h な培 地 条件に も かか わら

ず遅い 生育 速 度しか 攫 侍 しえ ない 変異 株 の 使月] は各高

分子合成制 御の 相互 関連性 を 理 解す る とで 極 めて 有用

な 手段で あ る こ と が わ か っ た
. 結 果 は n u tr iti ｡ n al

S hif t ･

u P 後の s ta bl e R N A 合成 が 2 っ の s t a g e .

即ち蛋 白質合成に 依存 し D N A 合成 に 依 存 し な い

S t a g eI と D N A 合成に 依 存 す る s t a g c Ⅲ と か ら な

る こ と , お よ び s hif t - u P 後 の D N A 粗製開始頻 度

の 増加 が単純 に リ ポ ゾ ー

ム の 増 加 だ け で は 説 明 で き

ず ･ む し ろ複製開始頻度を 決定 す る 上で 重要 な位置 を

占め る i n i ti a t o r 蛋 白 質 の 合 成 が t r a n s c r i p ti o n

の レ ベ ル で 直接的に 培地 の 変化 に よ っ て 制 御さ れ て い

る こ と を 明 ら か に し た .

実験村糾お よ び方法

1∴ s tl
･

ai n s

l ･ B a c 川 u s s u b tili s 1 6 8 w iL d (C R K 4 0(榔

2 ･ B a c i11 u s s u b tili s 1 6 8 L M AトⅠ(C R K 3 0 0 0)

g e n o t y p e : l c し1 8 , m e tI35 . p u r A 川 , h i s A:j

3 ･ B a ciIl u s s し血ili s 1 6 8 w ild m u t a n t s t r tIi n

(C R K 4 0 0 1)

こ れ は B ･ S u b . 1 6 8 W ild (C R fく40 肛り を こ ト ロ

ソ グ ア ニ ジ ン で 処理 L . 首‖巨プ レー ト ト でニi7
-〕

C
･ 2 4 時 間培養 後 , 小 さ な コ ロ ニ ーを探 す こ と

に よ り 分離さ れ た .

4 ･ B a cill u s s u b tili s 1 6 8 T A ( N IG 17 )
18 1

こ れ は 国立遺 伝学研 究 所 賀日帽 夫 博士 よ り 供′
j_

さ れ た .

M a c r o m o l e c u l a r s y n t h e s i s a ft e r a n u t r i ti o n a - s h i f t- u P (〕F I3 a ci l- u s s u b ti li s , S h u n g o

M u r a k a m i , D e p a r[ m e nt o f B i o p h y s i c s ( D i r e c t o r : P r o f ･ トⅠ･ Y o s h i k a w a) , C a n c e r R e s e a r c h
I n s tit u te , K a n a z a w a u n i v e r s i t y .



訪0

g e m o t y p e : t r p ,
a r g

5 . B a cill u s s u b tili s 1 6 8 T A ( N I G 4 5)
78)

こ れ は遺伝研賀 田恒夫博士 より 供与さ れ た . N

I G 1 7 を 親株 と し て 得 ら れ た r e c o m b i n a ti o n

d e ff ci e n t m u t a n t で あ り . 既 知の 遺伝子 r e
-

C A l に 強く Ii r * して い る .

g e m o t y p e : t r P . a r g

E . m e d i a

l . L p 培地 :

B a c t o B e ef E x t r a c t l .5 g ,
B a c to 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 g , N a C13 . 5 g ,
K 2H P O ｡1 40 m g ,

N H 2P O 460 m g を最終濃度が0 .1 M T ri s
- H C l p H 7 . 1 .

総量が 1 1 に な るよ う に 溶か し調 合し た . こ の 培 地 は

使 っ た3 っ の 培地の 中で も っ と も ri c h で あ る .

2 . C 培地
柑)

:

今回の 実験 に お い て は p h o s p h a t e ( K H 2P O 4) 濃

度を10
~

加 に 下げ て 使 っ た . こ の 培地 は使 っ た 3 っ の

培地の 中で も っ と も p o o r で あ る .

3 . C
A
培地 :

C 培地 に20 種類 の ア ミ ノ 酸 を そ れ ぞれ20 〟g / m l 加 え

た も の で あ る . こ の 培地 は中等度 の 生 育 速 度 を 与 え

た .

Ⅲ . g r o w th

細菌 は37
0

c で 振と う培養さ れ た
. グ ル コ ー ス は 炭

素源 と して あ ら ゆ る培地 に最終濃度0 . 5 % , 要求 ア ミ

ノ 酸 は50〟g /r n l加 え られ た . 濁度 は Kle tt c o l o ri m
-

e t e r ( r e d 月.1t e r) で 測定さ れ た . n u t ri ti o n al s h ift

u p は 培地C で 対数増殖期に あ る細菌 培 養 に 2 0 種 類

の ア ミ ノ 酸を加 え る こ と に よ っ て 行な わ れ た . 蛋白質

量 は V O l u m e x K l e tt u n i t が 約100 に な る よ う に 細

菌培養首 採取 し , L o w r y
2 0)

ら の 方法 に よ り測定 さ れ

た . D N A 畳 は
32
p

叫

O r th o p h o s p h a t e (3 Ci / m o l e

P i) を 含む 培地中で 細菌を増殖 さ せ , 適 時に 2 m lを 採

取 し
,

n
q ブ タ ノ p

ル で P h o s p h o li pi d を 抽 出 し た

の ち , K O H を 1 N に な る よ う に 加え , 3 7
0

c で
…

晩処

理 し た . こ れ を 1 N - H C l で 中 和 し た 後 , 1 0 % c old

T C A ( トリ ク ロ ン 酢酸) を加 え , T C A 不 溶性の 分 画

を Gl a s s 怠b e r 別t e r ( W h a t m a n 製 . G F / C ) _L
に

集 め ト ル エ ン ･ P P O シ ン チ レ
一

夕
ー

を用 い て そ の 放射

能活性を 測定す る こ とか ら求 め ら れ た . R N A 量 は

32
p- O r th o p h o s p h a t e (0 . 3 C i / m o l e P i) を 含 む 培 地

中で 細菌を 増殖さ せ . 適時 に0 . 5 m lを 採取 し . 1 0 % T C

A 不 溶性の 分画の 放射能活性 をD N A 真 の 場 合 と 同様

に 測定 し求め ら れ た .

Ⅳ . D N A の 抽 出

V Ol u m e x K l e tt u n i t が 約10 0 に な る よ う に 細 菌 培

上

養 を採取 し ･ こ れ に 1 M N a N 3 を 最 終濃度2 5 m M に 加

え急速 た 水 冷 し た ･ 低 速 遠 心 で 菌 体 を 集 め た 後 .

S ai t o & M i u r a の P H 9 ･ O フ ェ ノ ー

ル 法
21)

に より

D N A を 抽出 し ･ 0 ･ 5 m l の 1 × S S C ( 0 . 1 5 M N aC l
.

0 ･ 0 1 5 M N a 3
-

Ci t r a t e ) に 溶解 させ , 形質転換 の 実 験に

用 い た .

Ⅴ . リポ ゾ ー ム の 調製

1 . s h if t ･

u P の 実験か らの 場合 :

32
p

-

O r th o p h o s p h at e ( 3 C i / m o l e P i) を含む 培地

で 細菌を 増殖さ せ t 適時 に 細胞数が 約 8 × 1 0
8

に な る

よう に 培養液を 採取 し･
こ れ に 1 M N a N 痘 最 終 洩

2 5 m M に 加え 急速 に 水冷 した . 遠心 で 菌体 を集め , 2

虔 T M 緩 衡液 ( 5 m M T ri s - H Cl , 1 0 m M M g - a C e
.

t a te p H 7 . 2) で 洗浄 した 後 , 2 m l の T M 緩 衝 液に

懸瀧 した ■ 超音波処理 後 , 細 菌抽出液を T M 緩 衝液

で 4 m l に 希釈 し, 2 5 ,0 0 0 g , 3 0 分の 遠心 で C e11 d e b .

ri s を 落 した 後 , 上清を T M 緩 衝 液 で 8 m l に 希釈

し , 1 0 4 ,0 0 0 g . 2 . 5 時間遠心 し た . 得 ら れ た p eII et

はリ ボ ゾ ー ム 分画と し て 使 わ れ た .

2 . 定常 状態か らの 場合 :

3
H 欄U r a c il ( 1 FLC i /2 0 LL g/ m l) を 含む培地 中で 細菌 を

増殖さ せ , K l e tt u n it が 約15 の と き に 培 養 液 5 m l

を 採取し 菌体を 集め た .

一 方16 8 W の 培 養液 1 00 m l を

Kl e tt u n i t が 約40 の と き に 採取 し , 同様 に 菌 体 を集

め , こ れ を C a r ri e r c ell と した . C a r ri e r c ell と

1 a b el e d c ell と を
一 語 に T M 緩 衝液 に 懸濁し , 2

度洗浄 し た 後, 2 m l の T M 緩 衝 液 に 懸満 し , 超 音波

処理 後 上 記 の ご と く ri b o s o m al p e u e t を 調製 し

た . こ の よ う に し て 得ら れ た p ell e t は シ ョ 糖密度勾

配遠尤､ で の パ タ ー ン か ら m a t u r e な リ ボ ゾ ー ム 分画

を含 ん で い る こ とが 確認 さ れ た .

Ⅵ . 形質転換

形質転換 は H a a s & Y o s h i k a w a の 方法
22 )

に 従 っ

て 行 な わ れ た . R e ci pi e n t c ell と し て C R K 30 00

が使 われ , ま た形質 転換 は 対照 と し て 同時 に 1 6 8 W

の 胞子か ら抽 出し た D N A を 用 い て な され た .

Ⅶ . 遺伝子頻度測 定法
2り

枯 草菌 で は D N A 複製 の 起 点お よ び 終 点 の 各 々 に

近い 位置 に あ る遺伝子 が 同 定 さ れ て お り
柑)

, 細胞内 の

そ れ ら遺伝 子の 頻度 は抽 出し た D N A に よ る 形 質転

換活性 を測 定 し て 求 め る こ と が で き る . こ れ ら遺伝子

頻度 の 相対 比 ( 起点/ 終点 ≡ P u r A / m e tB ) の 値 は D N

A 抽 出時 の 細胞 の D N A 複 製様式を 直接反 映 し て い

る . こ の 値 は サ ン プ ル D N A を 用 い て 得 ら れた P u
･

r A / m e tB 比 を胞子 D N A を 用 い て 得ら れ た p u r A / ･

m e tB 比 で 割 り補 正 す る こ と に よ っ て 求 め られ た .
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Ⅷ . 試薬

1 . 6 - P a r a- h y d r o x y p h e n yl a z o u r a cil ( 6 H P u r

a ) : D r . B . W . L a n gl e y (I m p e ri al C h e -

m i c al I n d u s t ri e s L i m i t e d) か ら供与さ れた .

2 . N ali d i x i c a ci d : P L B i o c h e m i c al s I n c .

3 .
ビ ュ

ー ロ マ イ シ ン : N u t ri ti o n al B i o c h e m i c a l

S C o r p .

4 . ク ロ ラ ム フ
ェ

ニ コ ー ル : P a r k e
, D a v i s a n d C

5 .

32
p - O rth o p h o s p h a t e : 第 一 化学 薬品抹式会社

6 .

3
H - U r a cil : N e w E n gl a n d N u c l e a r

実 験 結 果

Ⅰ . 生育 パ ラ メ ー タ ー の 比 較

ま ず始 め に , 枯草菌 の 4 株 に つ い て , 異な っ た3 種

類の 培地 で 増殖 させ た とき の 生 育 パ ラ メ ー タ ー

を 決定

261

し , そ の 比較 を試 み た . 蓑1 に 示す よう に , 1 6 8 W に

お い て は , 培地が ri c h に な る に つ れて d o u b li n g

ti m e は 短かく . 遺伝子頻度は 大きく な る . こ れ に 対

し . 変異 株 C R K 4 0 0 1 に お い て は , も っ と も ri c h

なL p 培地に お い て さえ . d o u b li n g ti m e は5 5 分 で

あ り , ま た p u r A / m e tB 比 は2 .0 を超え る こ と は な

い . N I G 1 7 の 場 合. d o u bli n g ti m e お よ び遺 伝 子

頻度 の 培地依存性 は168 W の 場合と はぼ 同じ 傾 向 を 示

し て い る . r e c 変異 抹 の N I G 45
T8)

に お い て は , d o u
-

b li n g ti m e は い ず れ の 培 地に お い て もは ば同じ値 を

示し て い る が . 遺 伝子頻度は 培地が ri c h に な る に

つ れ て 顕著で は な い が 大き く な っ て い る , 次に こ れ ら

実測値 と して の d o u b li n g ti m e お よび遺伝子 頻 度

か ら染色体当り の 平均複製点数 ( n ) と 1 サ イ ク ル の

染色体複製を 完了す る の に 要す る 時間 (C ) と を 計 算

して み た
‖)23)

. 1 6 8 W の 場合 . C は 培 地C で は5 6 . 5 分

で t 培地C
A

お よび L p の と き の 約40 分よ り長く な っ

T a b l e l G r o w th p a r a m e t e r s d u ri n g t h e st e ad y

S t a t e g r O W th
iゝ

n
･

⊥ar
｣

しS M e d i u m T p u r A/ m e t B n ( = C /
･

C)
b

c
c

W8
′

h
)l

A

p

C

C

T
山

1 . 75 0 . 8 0 7

2 . 5 0 1 . 3 2 7
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a ) 細菌は 3 種類 の 培地 を 使い37 ℃で 振 とう 培養され た
｡

生育ほ Kl e tt c ol oIうm e t e r で 培養液の 濁 度を測定す る

こ とに よ り 調 べ られ た｡ 生 育速度 は対数増殖瑚の 速度

か ら決定 され
.

d o u bli n g ti m e ( 分) で 表示さ れ た ｡

D N A の 抽出お よ び P u r A / m e t B 比の 決定 は 実験 方は

で 述 べ たよ う に して 行なわれ た ｡

b) 染色休当りの 平均複製点数 ( n) は

n = 瑠
/ 甲 哩

か ら算出 さ れ た(S u e o k a &

Y o sh ik a w a
,
1 9 65 ) ｡

C) 1 サ イ ク ル の 染色体複製を完 了 する の に 要す る 時間

( C ) は C = n T か ら算出 され た (E ph r a ti- Eli z u r &

B o r e n st ei n
, 1 97 1 ) ｡
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て い る . 本質的に 同様の 傾 向 は C R K 40 0 1 お よ び N I

G 1 7 で も見 られ る . た だ し
,

こ れ らの 場 合. C は い ず

れ の 培地に お い て も16 8 W よ り は 約10 分長く な っ て い

る . こ の よう な 傾向に 対 し . N I G 45 に お い て は , C は培

地が ri c h に な る に つ れ て 長く な っ て い る .

Ⅰ . N u t ri ti o n a l s hif t -

u p 後の 高分子 合成

168 W と C R K 4 00 1 を使 い
, n u t riti o n al s h ifト

u p 後の 高分子合成速度 の 変化 を調 べ た . 図 1 お よ び

表2 に 示す よう に , 1 6 8 W に お い て は , S ta b le R N A

は S h if t 後10 分か ら15 分以 内 に Sh if t 後 の 培地 に

固有 な速度で 蓄積 し始め た .

山 方 . D N A お よ び 蛋白

質合成速度 は sh if t 後約30 分程 して Sh ift 後 の 培

地 に 固有な速度 に 到達 した .
こ れ は 現 象的に はす で に

芸
コ
0

∈
鴫

①

>

芯

男
山

∝

t 2

T i m e (h r s)

F ig . 1 n u triti o n al s hift - u p の 高分子合成に 対す る

効果

親株168 W ( 上図) お よび変異株 C R K 4 0 0 1 (下図)
の 培地 C で の 対数増殖期の 培養液を K l e tt u n it が 約
5 に な る ように 同 じ培地で 2 倍希釈 した｡ 直 ちに ア ミ

ノ 酸混合液を加 え
,

Sh if ト u p を行な っ た ｡
S h f t 前後

の 冬時間に, 実験方法で 述 べ た よう に して R N A 畳

(○ - ○) D N A 畳 ( △ ｢ △) お よ び 蛋白質 豊

( × 柵 ×) を測定 した｡ 各 高分子 畳ほ Sh if ト u p 時

( O ti m e) の 畳を100 とす る相対量 で 表示され た｡

上

大腸菌や サ ル モ ネ ル 菌 で な さ れ た sh if t -

u P 実 験の

結果と よ く
一 致 して い る

t) 刷 り
･ こ れ に 対 し

, 変異 株
C R K 40 0 1 に お い て は ･ S h if t 後 の s ta b l e R N A

合成速 度の 急激な 増加は や は り 同 様に 観察さ れ たが
.

1 6 8 W の 場合と は 適 っ て 一 得 られ た 最 大速度 は d ｡ u
.

bli n g ti m e で 4 6 分で あ り t 1 6 8 W の 場合 の30 分よ り

も幾分遅か っ た ･ しか も , S h 汗t 後直 ち に 得 ら れ た

新 た な s t a b l e R N A 合成速 度は
, 1 6 8 W の 場合 は

その 後 の 培養 に お い て もず っ と維持 さ れ るの に 対し ,

C R K 4 0 0 1 に お い て は sh i ft 後60 分 間だ け維持さ れ ,

その 後 は sh if t 後の 培地 に 固有 の 速度 に 減少し て い

っ た ･ と こ ろ で , S h if t 後 の m a t u r e ri b o s o m e

の 合成速度の 変化 は ･ 1 6 8 W お よ び C R K 40 0 1 で と も

に S t a b l e R N A 合成速度の 変化と 全 く 同 じ 様 式を

示 した ( 図2 ) ･
こ の こ と は , S ta b l e R N A 合 成に

つ い て の 結果が リ ポ ゾ
ー ム 合成を 反 映し て い るものと

み な し う る こ と を 意味し て い る . n u t ri ti o n al s h if t .

u p の S t a b l e R N A 合成 に 対す る C R K 4 0 01 で 観

察 さ れ た と 同様 の 効 果 はNI G 45 に お い て も ま た観察さ

u

O

葛
L

O

已
8
u

こ
○

壱
コ

O

E
く

①

>

葛
-

虔

O 1 2

T im e くh r s)

F i g . 2 s hif t - u P の リ ボ ソ
ー

ム 合成 に 対す る効果

実験 方法 お よ び図 1 で 述 べ た よ う に
,
1 随 W (

.
ヒ図)

お よ び C R K 4 0 0 1 ( 下図) を
3 2 P- O r th o p h o s ph a

.
te

を含 む培地 で増殖 させ
,

S h 肌 - u P を行な っ た
｡ 各時間

に
3 2 P の S t a b l e R N A (○ - ○) およ び リ ポ ソ ー ム

(⑳ - → ◎) へ の 取 り込み を測定 した｡ 取り込み の 相対

量は図1 と同 じよう に 表示され た｡
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T a bl e 2 E f f e ct of th e n u t ri ti o n al s hift o n
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a) 結果は 図1 に 示す実験 か ら得られ た ｡

b) 濁度 お よび各高分子合成 の d o u b li n g ti m e は図 1

の 結果か ら算出され た｡

c)1 a g p e ri o d E
■
ま ShiftL u P の 時点か ら各高分子 合成 の

速度が 増加 し始め る時点 まで の 時間を意味す る｡ これ

も図 1 の 結果か ら算出さ れ た ｡

れた ･ こ の よ う なC R K 4 0 0 1 とNI G 4 5 と で 見ら れ る 16%

W と は 異 な っ た s h if t 後 の s ta b l e R N A 合成に

つ い て の 詳 し い 結 果 を図 3 に 示 す . と こ ろ で
,

こ の よ

う な s t a b l e R N A 合成 に 対 し , D N A お よ び蛋白質

の 合成速度 は sh if t 後約3 0 分程 し て 直 接 sh ift 後

の 培地 に 固有 な速度に 到達 した . 以 上の 結果 か ら 明 ら

R か な こ と は . C R K 4 0 0 1 に お い て は n u t riti o n al

S hif t ･

u P の S ta b le R N A 合成に 対す る効果 と D N

A 合成 に 対す る 効果 と が 異 な る と い う こ と で あ る .

即 ち ･
こ の こ と は , S h if t ･

u P に 伴 なう D N A 合

速度の 増加は St a b l e R N A 合成速度 の 増 加 の 直接

的結果で は な く . む し ろ別 の 異な っ た制 御機横 に よ り

諏節さ れ て い る こ と を示唆す るも の で あ る .

Ⅲ . S h if t -

u P 後の S t a b l e R N A 合成 に 対す る

D N A 合成阻害の 効果

こ れま で の 結果 は 次の こ と を 明 らか に した . 即 ち .

C R K 400 1 の 場合 , S h if t 後60 分まで の s ta bl e R N

A 合成速度 は d o u b li n g ti m e で 46 分 で あ り . 本来

の Sh ift 後の 培地 に 固 有 な速度 よ り も早い に も か か

わ らず ･ こ の 間の D N A 合成速度 は 本来の shif t 後

の 培地に 固有 な速度 . す なわ ち d o u b li n g ti m e で

7 0 分で し か あ りえ なか っ た . し か し6 0 分 目 以 降 は
,

S h if t 後 の s t a b l e R N A 合成速度 と D N A 合 成 速

度と は と も に 70 分 で よ く 一 致 し た . こ の こ と は .

S hif t 後60 分ま で の D N A 合成 速 度 に 依 存 し な い

S ta b l e R N A 合成速 度が60 分目以 降 は D N A 合成 速

6

ヰ

2

宅
∈

昏 6
寸

○
･ - ヰ

2

2 63

-1 0 t 2 3

T i和 e ( h 指)

F i g . 3 変異株 C R K 4 0C)i お よび N I G 4 5 に お ける

Shift t l P 後の S ta bl e R N Å 1㌦成

鞠｣ と 同 じ方法で 行な っ た ｡ 培養液山 荘取烏10 分お

き に 0 . 5 m l を d u plic a te し て 行な ゎれ た ｡ 拓眉烏 こ

れ ら の 平均値 を示 す ｡

度に 依存す る た め , こ の 遅 い 速度に 引き 戻 さ れた と解

釈で き る . そ こ で 次 に , S hif t 後 の S t a b le R N A

合成 に 対す る D N A 合成阻害の 効果 を調 べ た . D N A

合成阻害剤と し て は , 枯 草菌の D N A ポ リ メ ラ ー ゼ
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Ⅲ に 直接 に 作用 して D N A 合成 を特異 的 に 阻 害 す る

こ と が知 られ て い る 6 H P u r a を 使 っ た
!5 )

. 結果 は 図

4 に 示す . ま ず 培地C お よ びC
A
で の 対数増殖期 の 培 養

液に 6 H P U r a を 添加 した 場合 , S ta bl e R N A の 蓄

積速度は 直ち に e x p o n e n ti al か ら Ii n e a r に 変 化

した .
こ れ に 対 し . 薬剤を s h if t ･

u P と 同時 に 添 加

した と き に は , S t a b l e R N A の e x p o n e n ti al な 蓄

積が 観察さ れ た . しか し こ の 場合 , e X p O n e n ti al な

蓄積速度は薬剤 を添加 しな か っ た 対照 に 比 べ て 遅 く .

しか も sh if t 後60 分間だ け 維持さ れ る の み で . そ れ

以 降 は 1i n e a r な 蓄積速度 に 変 っ て い っ た . 薬 剤 を

sh if t 後20 分あ る い は40 分に 添 加 した と き は , 添 加 の

時点で Sh if t に 伴 なう 早 め られ た s ta bl e R N A 合

成速度は幾分抑え られ た が , 依然と して
1

s hif t 後6 0

分間 は e x p o n e n ti al な 蓄積を 示 し . そ れ以 降は Ii ･

n e a r に 変 っ て い っ た . 更に 注 目す べ き こ と は , S h i -

f t 後60 分以 降 に 薬剤を 添 加 した 場合 は t s t a b l e R N -

A の 蓄積速度 は始 めか ら Ii n e a r に 変化す る こ と で

ある . s t r ai n 差お よび 薬剤 処理 に 伴な う 差の 比較 を

容易に す る た め . 図 4 の 結 果 を sh if t -

u p 前 後 の

s t a bl e R N A 合成速度の 相対値 を 使 っ て 図 5 に ま と

u

蔓
巳
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d
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こ
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与
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∈
く
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篭
-

屋

- 】.0
-

0 .さ 0 0 .5

T im e ( h r s )

l . ら 之.0 2 . 5

上

め た ･ 図 4 に お け る S t a b l e R N A の Ii n e a r な 合

成 は図 5 に お い て は 減 衰 直線 と し て 示さ れ る , 図 4 お

よ び図 5 の 結 果は . s h if t 後 の S t a b l e R N A 合

速度の 変化 は最 初 の60 分 間は D N A 合 成 に 依 存 しな

い が ( s t a g e I ) .

～ 度増加 し た速 度の 維持 に は D N A

合成速度 の 増加 を 必要 とす る と い う 初め の 仮 定 を支

持する も の で あ る .

Ⅳ . S h i ft -

u p 後 の S t a b l e R N A 合成に 対す る蛋白

質 合成阻害の 効果

図6 に 示す よ う に , ビ ュ
ー ロ マ イ シ ン の 添 加は

n u t riti o n al s h if t ･

u P 後の s ta b l e R N A 合成 速度

の 急激な増 加を 阻害 した . 同様の 結果 は阻害剤と して

ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ

ー ル を 使 っ た と き も得 られ た . これ

らの 結果 か ら ,
S h if t - u P の S t a b l e R N A 合成に

対す る効果の 出現 に は蛋白質 合成が 必 須で あ る こ とは

明 らか で あ る . しか し , こ の 結論 は , 蛋 白質合成阻害

は Sh if t -

u P 後 の S t a b l e R N A 合成速度の 増加 に

何 ら影響す る こ と は な い と す る M a al¢e
4)

ら の 結論

と相反す る も の で あ る . そ こ で
,

こ の ビ ュ
ー

ロ マ イ シ

ン の 阻害効果 に つ い て も う 少 し詳し く研究 を 試 み た .

こ の 実験 に お い て は 16 8 W を 使い , ビ ュ
ー ロ マ イ シ

Fig . 4 sh iftL u P 後の S t a b l e R N A 合成 に 対す る

D N A 合成阻 害の 効果

実験方 法お よ び図1 で 述 べ たよう に
,
1 6 8 W を 3 2 p 【

O rt h o p h o s ph a t e を含む培地 で 増殖 さ せ
,

S h if t-du P を

行な っ た ｡
S hif ト u p 時に培養液を 5 等分し

,
矢印で 示

す Shi比 後 の 0 分 (ロ ー ロ)
,
2 0 分 ( ×

-

×)
,
40 分

( △ ¶

△)お よ び60 分 (⑳ - ◎) に 6 H P U r a (7 恥
M) を加 え た

｡ 残 りの 一

つ (○ 鵬 ○) は Sh if t 時 に ア

ミ ノ酸混合 液を加 えず
,
6 H P U r a だ けを加え た ｡ 挿入

図は , 1 6 8 W を培地 C ( 0 - ○) お よ び C
A
(⑳

- ⑳)

で Kl e t tl O ま で 増殖さ せ た の ち
,
6 H P U r a (7 0 LL M ) だ

け を加え た実験 を示す ｡
3 2 P の S t a bl e R N A へ の取

り込 み は d u pli c a t e で 測定 され た
｡
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Fig . 5 s h if ト u p 後の S t a bl e R N A 合成 : 図 1 , 巨司3

お よ び図 4 の 要約

St a bl e R N A 合成速度 ほ60 / d o u b li n g ti m e で 表 示

され
,

図1 お よ び図 3 の 片対数 プ ロ ッ ト の t a n g e n t か

ら算出 され た｡ 図4 の 場合は
, 片対数 グ ラ フ に プ ロ ヮ

ト しなお し た後
,

同 様に 速度を 算出 し た ｡ ま た図4 の

直線速度 は
1

こ の 図 に おい て は 減衰速度 で 表示され た

(:) … ‥ ･ ○) ｡ 矢印は 168 W の 培養液 に6 H P U r a を添

加し た時間を 示す ｡
S hif t -

u P 後の S t a b l e R N A 合成

に 対する ビ
ュ

ー

ロ マ イ シ ン の 効果を 明示す る ため 図 6

の結果を 追加し た ( × … … ×) ｡ 1 6 8 W : ⊂)椚→ ○,

C ト ･ ‥ ○,
× ･ ･ ･ ･ ‥ ×; C R K 4 0 01 : △

M

△ ; N I G 4 5 :

E トー[]

ン は培地C お よ びC
A
で の 対 数 増 殖 期 の 培 養液 お よ び

Sh ift 後 の 各時間 に 添加さ れ た .

図7 に お い て , 薬剤添 加 後 の S ta b l e R N A 合成

は添加時 の R N A 畳 を10 0 と して 図 示さ れ た . こ の 図

で 明ら か な よ う に . s t a b l e R N A 合成速度 は ピ ュ
,

ロ マ イ シ ン 添加 後 ただ ち に 2 段 階の 直線 的速度変化を

示すが , こ の 様式 はす べ て の 場合 で 同 じ で あ る . し か

しなが ら , 薬剤添 加後の 相対合成量は 2 っ の 培 地で 明

らかに 異 な っ て い る こ とが わか る . ま た 薬剤 を sh iF t

後 の 各 時 間 に 添加 し た場合 は . 添 加後 に 合成さ れ る

S ta b le R N A の 相対量 は sh if t 後10 分 以 内に 培 地C

で 観察さ れ る 合成量か ら培 地C
A

で 観察さ れ る合成量に

変化 した .

以 上の 結 果 は第 1 に , S h if t -

u P 後の S t a b l e R N

A 合成速 度の 急激 な増加 は蛋白質合成 に 依存 す る こ

仁
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F ig . 6 s hift 後 の St a bl e R N A 合成 に対す る ビ ュ
ー

ロ マ イ シ ン の 効果

実験 方法お よ び 閉1 で 述 べ たよ う に
,
1 6 8 W を 3 2 P -

O r th o p h o s p h a t e を含む培地で 増解 させ
,

Sh if ト u p を

行な っ た ｡
S bi氏- u P 時に 培養 液を 2 等分 し

,
その

一 方

に は直 ちに ビ ュ
ー

ロ マ イ シ ン (1 0 0 J 底/ m l) を添加 し
,

他方は対照 と して そ の まま培養を続 けた ｡ 各時間 に
,

3 2P の S t a bl e R N A へ の 取 り込 み を 測定 した ｡ 対照:

○ 柵 ○ ; ピ
ユ

ー ロ マ イ シ ン 添加 : ⑳ - ⑳

と , 第2 に , こ の 蛋白質合成に 依存す る sh if t 後 の

R N A 合成 の パ タ
ー

ン は10 分以 内 にC タ イ 7
0

か らC
A

タ

イ プ に 変化す る こ と を 明 ら か に し た . こ の よ う に ,

n u t ri ti o n al s h if t -

u p 後 の s t a g e I で 観 察 さ れ

る S t ab l e R N A 合成は D N A 合成に は依 存 し な い

が蛋白質合成 に 依存 した現 象 で あ ると結論さ れ る .

Ⅴ . S h if t- u P 後の 複製開始 頻 度と D N A 合成 速

の 変化

16 8 W お よ び C R K 40 0 1 の 培地C で の 対数増殖 期 の

培養液に ア ミ ノ 酸を 添 加す る と D N A 合 成速度 は 約

30 分の1 a g の の ち . それ ぞ れ の Sh irt 後 の 培 地 に 固 有

な速度に 到達す るが . こ の よ う な D N A 合 成 速 度 の

変化 に み られ る反 応 は. D N A 複製開 始棚 度が s hif t

後直ち に Sh if t 後の 培 地 に 固有な 生 育速度 に>,･･･ 一 致

し た複製 開始頻度 に 変化す る た めで あ ると 理 解 され て

き た . と こ ろで , こ の よ う な 解 釈 の 妥 当性 は sh ift

後の D N A 複製の 起点と終 点の 比 , す な わ ち p u r A ･

/ m et B 比 の 変化を 測 定 す る こ と に よ り 試 べ る こ と が

で き る
13)

, さ て , 1 6 8 W とC R K 4 0 0 1 を使 っ て の こ の 積

の 実験結 果を図 8 に 示す . 両方の s t r ai n に お い て .
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ー

ロ マ イ シ ンの 効果に つ い て の 詳細な 分

析

168 W を 3 2 P - O r th o p h o s p h a土e を含 む培地C お よ び

C で 増殖させ た ｡
Kl e tt u n it が1 0 の と き に

,
培地 C

で の 培養液 を4 等分 し
,

そ の う ちの 3 つ に は 図1 で 述
べ た よう に して ア ミ ノ 酸混合液を 加え Shif ト u p を 行
な っ た ( O ti m e) ｡

ビ ュ
ー ロ マ イ シ ン は

,
O ti m e に培地

C の - ○) お よ び C
A(⑳小 一 ⑳) で の 対数増殖期の

培養液,
お よ ぴ Shぴt 後5 分 ( △ -

△) , 1 0 分
(ロ ー

ロ), お よ び60 分 ( ×
-

× ) の 培養液に 加え ら

れ た｡ 各時間 に 3 2 P の St a bl e R N A へ の 取ヒ込 み を
達 した ｡

P u r A / m e tB 比は S hi ft 後 直ち に 増大す る こ と が わ

か る ･ と こ ろ で ･ Bl e e c k e n は s h if t 前 お よ び

S hi ft 後 の 培地 で の C ･ す なわ ち 1 サ イ ク ル の 染色体複

製を 完了する の に 要す る時間が と も に 同じと い う 条件

の もと で ･ D N A 複 製 開始 頻 度 が sh if t 後 直 ち に

Sh if t 後 の 培地 に 固 有の 調節 機構に 従 っ て 増加 す る 場

合 の 複製起点 と終 点の 頻度 の 変化 を 分析し て い る が .

こ の 分析に よ る と 仁 起点頻度 は s hi ft 後 直ち に sh .

if t 後の 培地 に 固有 な速度 で 増加 す る が , 終点 頻 度 は

S hif t 後C 時 間目 に 固有 の 速度 で 増加 し始め る . こ の

こ と は sh if t 後C 時間目 に は じ め て 起 点/ 終 点 比 が

S b 消 後 の 培地に 固有な 値に 達す る こ と を 意味し て い

る ･ 図 8 の 場合 も ー S hif t 後の C 即ち 1 サ イ ク ル の 染

色体複製を 完了する の に 要 す る 時間が 約60 分 で あ る と

す れ ば ･ Bl e e c k e n の 計算 と実 に よ く
一 致 す る こ と

が わ か る ･ 表1 に 示 す よう に
, 培地C で の C は 16 8 W

の 場合は57 分 , C R K 4 0 0 1 の 場合 は6 3 . 2 分 で あ る が ,

こ の こ と は
, 進行中 の 複製点 で の D N A 合成が sh i _

ft 後 にお い て も sb ift 前 の 培地に 固有な速度 で 継続

さ れ る こ と を 示唆す る も の で あ る . と こ ろ で . 16 8 W

-
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F ig ･ 8 s hif t p

u p 後の D N A 合成速度と 遺伝子 頻度

( P u r A メn et B ) の 変化

実験方法 お よび 図1 で 述 べ た よ うに
,
1 6 8 W (左図)

お よ ぴ C R K 4 0 0 1 ( 右図) を3 2P'- O rt h o p h o s p h a t e を含

む 培地 C で 増殖 させ
,

S 也托一u p を 行な っ た
｡ 実験方

法 で 述 べ た よ うに して
, 各時間 に 3 2 P の D N A へ の取

り込 み (上 図) を測 定 し
, ま た p u r A / m e t B 比(下図)

を 決定 した
｡

に お い て は ･ P u r A / m e t/ B 比 は s h ift 後60 分以 内

に1 t 43 倍 に増 大し た が . こ の 値 ほ sh if t 前 お よ ぴ

Sh i ft 後 の 培地 に お け る p u r A / Tn e t B か ら 掛ら れる

D N A 複製開始頻度 を そ れ ぞ れn l , n 2 とす れ ば , n 2

/ n l 比 の1 .6 5 倍の 増加 に より 達成 され た もの で ある .

一 方 , 表 1 の 結果 か ら明 らか の よう に
, 対数増殖期

の 細胞で 得 られ た p u r A / m e tB 比 か ら nl / n 2 比 は

1 ･6 5 と 計算 さ れ る . こ の よう な事実 は , D N A 合成速

度が D N A 複製開始頻度の 変化 に よ っ て の み 制 御さ

れ て い る こ と , し か も こ の 複製開始頻 度は sh ift 後

た だ ち に , S hif t 後の 培地 で 対数増殖 期 に あ る 細胞

が制御 を受 け て い る と全 く 同
一 の 機構 で 調節さ れる こ

と を示す も の で あ る .

16 8 W に 対 し , C R K 4 0 0 1 に お い て は , S h ift 彼の

n 2 / n l 比 は最大1 . 2 4 倍 に 増大 す る だ けで あ る が , こ の

値 もま た 衰 1 の 対数増殖期 の 細胞 で 得 られ た結 果から

計算さ れ た 値と よ く 一 致す る . しか し . こ の 結 果 は

Sh ift ･ u P の S t a b l e R N A 合成 に 対す る効 果と は 著

し い 相違 を示 し て い る . 即 ち ! す で に 述 べ た よ う に ,

C R K 4 0 0 1 に お い て は , S h ift 後 の S t a b l e R N A



枯草菌 に お け る N u t ri ti o n al S h if ト u p 後 の 高分子合成 に つ い て

合成 は
一 時的 で あ れ , S h if t 後60 分間は sh if t 後 の

培地 に 固有 な速度 より は増加 した 速度で 進行 した . し

か しな が ら .
D N A 合成速度 , す な わ ち D N A 複製頻

度はそ の よ う な 一 時的増加 を示 す こ と は な か っ た . こ

れらの 事実 は , S h if t -

u P の D N A 複 製 開始 頻 度 の

増加に 対す る 効果 を減 少 せ し め る こ と が C R K 4 0 0 1

の 変異が も つ
一 義 的効 果 で あ る こ と を 示唆し て い る .

さて t
s h ift- u P の 高分子 合成 に 対す る 効果 が分 離

した原因を 考え る と き , 第 1 に リ ポ ゾ
ー

ム の 変化が 考

えら れ る . しか し 図9 に 示す よ う に , 3 0 S お よ び50 S

サ ブ ユ ニ
ッ ト と し て 見 る 限 り ,

C R K 4 0 01 と16 8 W と

の 間に は差を 見い だ す こ と は で き な い . 第2 に , C R

ご
扇
u

名
-

ち
昔
0

1 0 2 0

F r q c †i o n N u m b e r

F ig . 9 リ ボ ソ ー

ム S u b u nit の シ ョ 糖密度勾配遠心

パ タ
ー

ン

実験 方法で 述 べ たよ う に
, 1 6 8 W ( 上 図) お よ ぴC R K

4 0 01 ( 下図) を 3 H - U r a cil ( 1 LLC i / 2 0 LL g / m l) を 含
む培地 C A で 増隠さ せ ,

rib o s o m al p ell e t を調 製 した｡

こ れを 0
.
7 mi の 0 . 05 m M T M 緩衝 液 ( 5 m M T ri s

T H C l
,
0 ･ 0 5 m M M g M a C e t a t e P H 7 . 2 ) に 懸濁 し, 同様

の 緩衝液600 m l に対 し3 度透析を行な っ た｡ 0 . 5 m l を

あ らか じめ0 . 0 5
'

m M T M 綬衝液を 用い て 作成 し た

5 % ～

2 0 % ( 吋Ⅴ) シ ョ 糖蜜虔勾配 遠心 管 上部に の せ
,

B e c k m a n s w 4 0 ロ ー タ ー に よ り3 3 , 0 0 0 r p m 4 時間

( 4 ℃) の 遠心 後上 部 より0 .
4 m l ず つ 分画 を 行な い

,

O D 2 8 0 と 3 日 放射能を 測定 した｡ O D 2 6 0 : O w O ;

用 放射能 : ● - ●

267

K 4 001 の 対数増殖期 で の P u r A / m e tB 比 が も っ と

も ri c h なL p 培地に お い て さ え2 . 0 を 超 え る こ と が

なか っ た と い う 事実か ら ,
こ の 変異 株で は p r e m a ト

u r e i n i ti a ti o n が 阻害さ れ て い る可 能性が 考 え ら れ

る . し か し , 表 3 の 結果 は こ の 可 能性を否 定す る . 即

ち , C R K 4 0 0 1 の 対数増殖期 の 培養液 に 6 H P U r a あ

る い は n ali d i x i c a c i d を 添加 し , 5 0 分間 D N A 合

成を 止め た の ち , 阻害剤を取 り除 い て D N A 合 成 を

再開始させ る と . p u r A / m e tB 比 はた だ ちに3 . 0 を 超

え , そ の 後徐 々 に 培地に 固有 な1 . 6 へ と減少 し て い っ

た . こ の よ う に . D N A 合成 を 阻 害 し in i ti a ti o n

P O t e n ti al を蓄積 した 場合に は , 変 異 株 に お い て も

P r e m a t u r e i n i ti a ti o n が可 能 な こ と は 明 ら か で あ

る .

以上の こ と を考慮す る と き , C R K 4 0 0 1 に お い て ,

S h if t 後の D N A 複製開始頻度 の 増加が著しく 抑え ら

れ る こ と は ri c h な 培地に お い て さ え も充分に i n i ･

ti a ti o n p o t e n ti al を 蓄積で き な い こ とと 深 く関 連 が

あ る よう に 思 われ る .

T abl e 3 P r e m a t u r e i ni ti a ti o n b y C R K 4 0 0 1 c e11 s

af t e r t e m p o r a ry i n hib iti o n o f D N A S y n t h e
-

si s
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a) C R K 40 0 1 を 培地 C で Kl e tt が1 0 に な るま で 増殖

さ せ た ｡ 直 ちに 6 H P U r a (7 0 LL M ) ある い は n a u d i xi c

a cid (2 0 〟′g / mi ) を 添加し50 分間処理 した の ち, 濾

に よ り薬剤を除去 し, 同 じ新 しい 培地に 懸濁 した の ち
,

そ の まま 培養 を続 けた
｡ 各時間に10 m l 培養液を 採取 し

し
,

D N A を抽出 した の ち
,
P u r A / m e t B 比を 決定 した｡

b)時間 は薬剤添加の 時点を O ti m e と して 表示され た｡

薬剤は50 分 目 に除去され
,

細胞は55 分目 に 同 じ新 しい

培地に 懸濁さ れ た ｡
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考 察

親株 の 168 W に お い て は
,

n u t ri ti o n al s h if t -

u p

後の S t a b l e R N A 合成速度 は sh if t 後10 分か ら15

分以内に Sb if t 後の 培地 に 固 有 な 速 度 に 到 達 し た

が , D N A 合成速度は Sh i f t 後約30 分程 し て Sh if t

後の 培地 に 固有な速度 に 達 し た . 本研 究の 目的 は , こ

れ ら2 っ の 帯分子合成速度 の 制 御が相互 に どの よ う に

依存 して い る か を調 べ る こ と で あ っ た .

1 . 2 っ の 変異 株 C R K 4 0 0 1 お よ び NI G 45 に お い

て は , S h ift 後 の S ta b l e R N A 合成は D N A 合成

と の 関連 に お い て 2 っ の S t a g e に 分 離 さ れ た . さ

て , 1 6 8 W お よ び C R K 40 0 1 に お け る s hif t ･

u p 後

の R N A 合成速度 , D N A 合成速度お よ び D N A 複

製開始頻度の 相対的変化 を 図式的に 図10 に 示す が .
い

ず れ の 株 に お い て も ,
シ フ ト 後 の S t a b l e R N A 合

成速度の 最終 レ ベ ル は シ フ ト 後の 培地に 固有 な D N A

合成速度と
一 致する こ とが わ か る . と こ ろで , S h if ト

u p の S ta bl e R N A 合成 お よ ぴ D N A 合成 に 及 ぼ

す効果の 著 しい 違い が C R K 4 0 0 1 お よ び NI G 4 5 に お

い て シ フ ト 後の 最初 の60 分 の 問に 観察さ れ た . す な わ

ち , 図10 に 示す よ う に , C R K 4 0 0 1 の シ フ ト 後 の

S t a b l e R N A 合成速度 は 168 W の 場合 と全く 同 じ 程

度 に 増加し たが , 6 0 分日 に は急激 に シ フ ト 後の 培地 に

固有の 速度 に 減少 して い っ た .

一

方 D N A 合成 に 関 して は t こ の よ う な 変 化 は 決

して 観察 され な か っ た . こ こ で 注 目 す べ き こ と は ,

S ta bl e R N A 合成速度が低 下す る時期と D N A 複 製

開始頻度が シ フ ト後の 培地 に 固 有な 値に 達す る時期と

が 一 致 して い る こ と で あ る . こ の よ う に , C R K 40 0 1

で 観察さ れ た結 果 は , シ フ ト 後 の S t a b l e R N A 合

成 は最初の60 分間は D N A 合成 に 依存 し ない が ( s t か

g e I ) ､ そ の 後 は D N A 合成速度に 依存す る ( s t a g e

Ⅱ) こ と を 示し て い る . 今の と こ ろ , 6 0 分目 に S t a b -

L e R N A 合成速度が 急激に 低 下す る こ と の 明 白 な 説

明 はな い . しか し , こ の 低 下が シ フ ト前の 培地で D N

A 複 製を 開始 し た最後の 複製点が シ フ ト 後 に そ の 後

製サ イ ク ル を完了す る 時期と
一 致す ると い う 事実 は ,

S ta b le R N A 合成の 制御に 果 た す D N A 複 製 サ イ ク

ル の 重要性を 示唆す る も の で あ る .

と こ ろで . D N A 合成 と の 関係に お い て , シ フ ト 後

の S t a b L e R N A 合成 が 2 っ の S ta g e に 分 離 さ れ

る と い う 変異株を使 っ て の 上述 の 結論 は親株の 16 8 W

にお い て も 示す こ とが で き た . 図 4 お よ び 図 5 に 示

す よう に , 対数増殖期の 培養 に お い て D N A 複 製 を

阻害 した場合 . s t a b l e R N A 合 成 速 度iまた だ ち に

○
-

上

雷
芸
毎
←
ヽ

○

巴
○

コ
ー

○

>

聖
r

l

-

ロ

芯
∝

0 3 0 6 0

T lm e( m i巾

F ig ･1 0 n u tri ti o n al s hift -

u p 後の 高分子合成速度
お よび 遺伝子頻度 : その 図式 的説 明

培地 C か ら培地C へ の S hift -

u P 前後 の S t a bl e

R N A 合成速度
,

D N A 合成速 凰 お よび 遺伝 子頻度

( P u r A ル1 e t B ) の 相対値 を図式的 に示 した｡ 速度は

60 / d o u bli n g ti m e で 表 示され , 図 1
, 図3 お よび図

8 の 結果か ら算出 され た｡ 遺伝 子頻度は 図8 の 結果を

利用 し た ｡ ま た値は
,
1 6 8 W ( 上図) お よ び C R K 4 00 1

ぐ下図) の シ フ ト前の 培地C で の それぞ れの 値を1 .0 として

表示 され た
｡

な お , p u r A / m et B の 相対値は 更に
,

こ

の 最終 レ ベ ル が D N A お よ び R N A 合成の 最終レベ ル

と 一 致す る よう に補 正 され た｡

e x p o n e n ti al か ら Ii n e a r に 変化し た . こ の こと は

6 H P U r a に よ る D N A 合成 の 停 止 後 直 ち に S ta b le

R N A 合成の た め の i n iti a ti o n si t e の 数 が 固 定化

さ れ た こ と を意 味す る . こ の 原 因 と し て 第 1 に , 対数

増 殖期 に は R N A ポ リ メ ラ ー ゼ が D N A te m pl at e

上 に 飽和状態 で 存在 し て い る こ とが 考え られ るが
,

こ

の 可能性 は全く 同様の 現象が も っ と も p o o r な C

培地 に お い て もみ られ る こ とか ら除 外 さ れ る . 第 2

に , D N A 合成が 行な わ れ な い 状態 で は , R N A ポ リ

メ ラ ー ゼの 合成 も阻害さ れ る こ と が 考え ら れ る .

さ て , 6 H P U r a の S t a b l e R N A 合成 に 対す る 上述

の 現象 と全 く異 な る現象 は S hif t -

u P 後 の 最初の60 分

間に 観察 さ れ た . 即 ち , 6 H P U r a の 添 加と は 無関係

に シ フ ト後60 分 ま で は 増 加 し た e x p o n e n ti al な 合

成速度が 維持さ れ た .
こ の こ と は , シ フ ト 後60 分まで

に見 られ る s t a b l e R N A 合成 は D N A 合成 に 依 存



枯草菌にお け る N u t ri ti o n al S hif t - u p 後の 高分子合成 に つ い て

して い な い こ とを 改め て 明 示す る もの で あ る . と こ ろ

で .
R N A ポ リ メ ラ ー ゼ が こ の シ フ ト 後 の s ta bl e

R N A 合成速度の 変化に 関与 して い ると す れ ば , D N A

複製 が停止さ れ た 場合で も R N A ポ リ メ ラ ー ゼ の 合

成は 阻害 され な い よ う に 調節さ れ て い る も の と考え ら

れる .

2 .
ビ ュ

ー ロ マ イ シ ン あ る い は ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ

ー

ル の 実験結果か ら, n u t riti o n al s h if t ･

u P 後の s t -

a bl e R N A 合成速度の 増 加 は 蛋 白質 合成 に 俵 存 し て

い る こ と が 明 ら か に な っ た . こ の 結果 は M a al 如 ら

り
の 報告と は相 反 す る が

, 石浜 ら
26)

の 最 近の 知 臥 即

ち . R N A ポ J) メ ラ ー ゼ 合成 の diff e r e n ti al r a t e は

sh if t ･ u P 後 た だ ち に 増加 す る と い う 観察 と は よ く
一

致す る . と こ ろ で . こ の s t a b l e R N A 合 成速 度 の

増加に 必要 な蛋 白質合 成 は 必 ず し も R N A ポ ●j メ

ラ
ー ゼ 自身 の 合成を 意味す る も の で は な く . s t a bl e

R N A の t r a n s c ri p ti o n を 選 択 的 に 促 進 す る 各 種

ねct o r
27)

の 可 能性 も考え られ る .

3 . D N A 合成速度 は シ フ ト 後約30 分目 に 増加 し 始

めたが
,

D N A 複製開始頻度 は シ フ ト後 直ち に 対 数 的

な増加を 示 した . と こ ろで . Bl e e c k e n
13)

に よる こ の

よう な増加の k i n e ti c s に つ い て の 分析 は , シ フ ト

後の D N A 合成速度 が D N A 複製開始頻度 の 増加 に よ

っ て 直接的に 制御 さ れ て い る こ と を指摘 して き た .

一

方 , i n iti a t o r a c c u m u l a ti o n th e o r y に よ れ ば , D

N A 複製 開始頻度 は i n i ti a t o r 蛋 白質の 事穫 速 度 に

よ っ て 調節 さ れて い る . それ 故 に , シ フ ト 後の i n i t -

i a t o r 蛋白質の 合成速度の 増加 はリ ポ ソ
ー ム 合成の 増

加に 依存 して い ると も考え られ る
t3)ほ)

. し か し , C R K

4001 を使 っ て の 実験 は , S ta bl e R N A 合成 の 増加

が D N A 複製開始頻度を こ の R N A 合成 の レ ベ ル に

ま で 増加 しえ な い こ と を 明 らか に し た . 即 ち . 図2 に

示す よう に . シ フ ト 後の S t a b l e R N A 合成 の 増 加

は m a t u r e rib o s o m e の 増加 を反 映 して い る の で ,

結局の と こ ろ リ ボ ソ
ー

ム の 増加 だ け で は D N A 複 製

開始頻度の 増加 を説 明 し え な い こ と に な る . こ の 場

合t C R K 4 0 0 1 に お い て は . シ フ ト後 に 合成さ れ る リ

ポ ソ ー ム は i n i ti a t o r 蛋白質を 合成す る た め に 充 分

に機能し て い な い と い う 可 能性 が 考 え ら れ る . し か

し , S t a b l e R N A 合成の s h if t ･

u P に 対す る 反 応

は 168 W と 全 く 同 じ 程 度 に 起 っ て い る こ と か ら ,

eff e c t o r 分子 は 16 8 W の 場合と 同様 に 充分効果 的 に

細胞 内に 透過 して い る も の と 考え られ る . 従 っ て , む

しろ もう
一

つ の 可能性 . 即 ち , i n i ti a t o r 蛋 白質 の

合成 はお そ ら く t r a n s c ri p ti o n の レ ベ ル で 直接的に

培地の 変化に よ っ て 制御 さ れ て い る と い う 考え を追求
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す べ き だ と 考え て い る .

4 . N I G 4 5 は シ フ ト後の s t a bl e R N A 合成 を見 る

限り , C R K 40 0 1 と 同じ態度を 示し た . ま た ,
シ フ. 卜

後の D N A 合成速度 の 増加 は低 く 抑え ら れ た が
,

こ

れ は表1 に 示す よ う に
, 染色体複製 の 1 サ イ ク ル を 完

了す る の に 要 す る時 間 C が ri c h な 培 地 は ど増 加

して い る こ と と関係 して い る よ う に 思 わ れ る . 即 ち .

N I G 4 5 が 持っ r e ビ
~ ●

の 性質 に 基 因 す る か も し れ な

い . r e ビ
~

の 細胞 に お い て は . 培地が ri c h な る ほ

ど D N A 上 の 損傷が 増加し , こ れ を修 復す る た め に

必 要な 時間だ け C が 増加す る も の と 考え られ る . ま

た D N A 上の 損傷の 修復と D N A 複製開始 と が ～ 部

に 共通な成分 を必 要と す る と考 え ると . こ の 分 だ け

D N A 複製開始頻度 は低 下す る こ と に な る .

結 語

1 ■ 枯 草菌 の 親株と 2 株の 変異 株 C R K 4 0 0 1 お よ

び NI G 4 5 を使 っ て n u t ri ti o n al sh if t ･

u p 後 の 高

分子合成 に つ い て 研究 した . こ れ らの 変異株は ri c h

な 培 地 に お い て も 遅 い 生育速度 し か 獲 得 し え な か

っ た ･ C R K 4 0 0 1 の 場合 , i n i ti a ti o n p o t e n ti al が

蓄積さ れ た とき に は , 通 常 の P r e m a t u r e i n i ti a ti ｡ n

が起 っ た に もか か わ らず , 対数増殖期で の p u r A /

m e tB 比 はも っ と も ri c h な培地に おい て も2 . 0 を

え る こ と はな か っ た . N I G 4 5 は r e c
-

の 変異 株 で あ

る が , こ れ は , 生育培地が ri c b に な る に つ れ て .

D N A 複製点 の 合成速度も遅 く な ると い う性質を 示 し

た .

2 . 親株 の 場合 , S ta b l e R N A は s h if t 後 塵 ち に

Sh ift 後 の 培地 に 固有な速度 で 蓄積し始め たが , 蛋 白

質お よ び D N A 合成 は sh if t 後約3 0 分 目 に 増 加 し

た . 変異株の 場合 , S t a b l e R N A 合成速 度は sh if t

後 の 最 初60 分 間は
一 時的で は あ っ たが sh if t 後 の

培地 に 固有 の 速度 より も 速か っ た , しか し , それ 以 降

は急激に Sh if t 後の 培地 に 固有な速 度に 落 ちて い っ

た ･

一 方 . D N A 合成 は直接 , S h if t 後の 培地 に 固有

な速度 に 至 達 し た , ま た D N A 合成阻 害 に 対 す る 感

受性 の 違 い か ら , 親株に お い て も , S h if t 後6 0 分 ま

で の S t a b l e R N A 合成 は そ れ以 降の R N A 合成 と

区別 す る こ と が で き た . な お . s ta b l e R N A 合成 は

リ ポ ソ
ー ム 合成 を反映す る もの で あ っ た .

3 - S h i ft 後 の s t a b l e R N A 合成速度 の 急 激 な 増

加 は ビ ュ
ー

ロ マ イ シ ン お よ び ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル で

抑え ら れ た . ま た s h ift ･

u p の 瞭の s t a b l e R N A

合成が示 す蛋白質合成依存 は10 分以 内 に完了 した .

4 ▲ S h if t 後の D N A 複製 開始頻度の 変化を 親株 お
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よび C R K 4 0 0 1 で 調 べ た . い ず れ の 場 合 も . 複 製 開

始頻度は S h ift 後直 ち に 対数 的 に 増加を始 め , 6 0 分

後 に Sh ift 後 の 培地 に 固有 な値 に 達 した . ま た ,
こ

の60 分 目 と い う 時 期 は . 変 異 株 に お い て S t a b l e

R N A 合成速度が 急激 に 低下 す る時期 で もあ る . な お

C R K 4 0 0 1 に お い て は , 複 製開始頻 度 の 増 加 は 著 し

く抑 え ら れた .

こ れ ら の 結果 に もと づ き 一 n u t ri ti o n al s h if t ･ u p

後の S t a b l e R N A 合成制 御 と D N A 合 成 制 御 と の

相互依存性 に つ い て 考察を 試 み た .

稿を終 る に あ た り . 終始御指導 を い た だ い た . 吉川寛

教授号は じめ 適 切 な 助 言 を い た だ い た 同研究賓の 村上

清史博士 . 山口 和男博士に心 か ら感謝致 し ます .
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･

k e t o , M . : M o l e c u l a r B i o l o g y M e e ti n g o f J a p a n :

M a c r o m o l e c u l a r a s s e m b li e s a n d n u cl ei c a ci d 9 .

(1 9 7 4 ) .

2 7 ) T r 8 V e r S
,
A .

.
K a m e n

,
R . & C a s h el

, M . : C old

S p ri n g H a r b o r S y m p . Q u a n t . B i o L . 3 5
,
4 1 5

(1 9 7 0 ) .

A b s t r a c t

M a c r o m ol e c ul a r s y st h e sis aft e r a n u t ri ti o n al s h ift - u p W a $ i n v e sti g a t e d u si n g a

W ild t y p e c ell o f B a ci ll u s s u b ti li s a n d t w o m u t a n t d e ri v ati v e s , C R K 40 01 a n d
.
N I G 45

,

W h o s e g r o w t h r at e s a r e s l o w e v e n i n ri c h m e d i a ･ P u r A / m et B of e x p o n e n ti all y

g r o w i n g c ells of C R K 40 0 1 r e m ai n e d at l e s s t h a n 2 . O e v e n i n t h e ri c h e st m e d i､u m

d e s p it e t h e f a c t th a t t h e p r e m at u r e i ni ti ati o n o c c u r r e d n o r m all y w h e n t h e i ni tiati o n



枯草菌に お け る N u t riti o n al S h if ト u p 後の 高分子合成 に つ い て 27 1

p o t e n ti al w a s a c c u m ul at e d . N ‡G 45 i s a r e c
~

m ut a n t a n d s h o w e d t h e sl o w e r D N A

c h ai n el o n g ati o n r at e s w h e n t h e ri c h e r m e d i a w e r e u s e d .

I n t h e w il d t y p e c ell
,

St a bl e R N A b e g a n t o a c c u m u l at e at a r at e c h a r a ct e ri st i c

of t h e p o st ･ S hift st e a d y s t a t e g r o w th s h o r tl y aft e r t h e s h ift , W h ile t h e r at e of p r ot e i n

a n d D N A s y n t h e si s i n c r e a s e d a p p r o xi m at el y i n 3 0 m i n . aft e r t h e s h ift . I n t h e m u t a n t

c ell s
,
t h e r at e of s t a b l e R N A s y n t h e si s i n c r e a s e d t o t h e r at e r n u c h hi g h e r th a n t h a t

of t h e p o s トS h ift st e a d y s t at e g r o w t h t e m p o r a ril y f o r 6 0 mi n . aft e r t h e s h ift a n d

t h e n s u d d e nly d e c r e a s ed t o th e r a t e c h a r a ct e ri s ti c of t h e p o st - S hift m e di u m . D N A

Sy nt h e si s
,

O n t h e o t h e r h a n d
,

i n c r e a s e d d i r e ctl y t o t h e r at e c h a r a ct e ri sti c of th e

p o st - S h ift m e di u m . T h e s t a b l e R N A s y n t h e si s b y t h e w il d t y p e c ell d u ri n g t h e 負r s t

6 0 m i n . aft e r t h e s h ift w a s al s o di s ti n g u i s h a bl e f r o m t h at . of t h e l at e r st a g e- i n

its s e rlS iti v it y t o t h e i n h i b iti o n o f D N A s y n t h e si s . T h e s t a b l e R N A s y n t h e si s c o uld

b e r e g a r d e d a s i t r e 8 e c t e d ri b o s o r n e s y n t h e si s .

T h e r a p i d i n c r e a s e i n t h e r at e of t h e s t a b l e R N A s y n t h e s i s aft e r t h e s h if t w a s

C O m p l et ely p r e v e n t e d b y p u r o m y ci n a n d c h l o r a m p h e ni c ol . M o r e o v e r
, t h e a d a p t ati o n

Of t h e r at e o f t h e s t a bl e R N A s y n t h e si s t o a ri c h e r m e d i u m w a s f o u n d t o c o m p le t e

w i th i n lO m i n ‥

C h a n g e s i n i ni ti a ti o n f r e q u e n ci e s o f D N A r e p li c a ti o n aft e r t h e s h ift w e r e d e -

t e r m i n e d i n C R K 400 1 a s w ell a s i n t h e w i l d t y p e c ell . 1 n b o th c ells
,

i n iti ati o n

f r e q u e n ci e s b e g an t O i n c r e a s e e x p o n e n ti all y i m m e di at el y aft e r t h e s h ift a n d r e a c h e d

t o t h e o n e s c h a r a ct e ri s ti c of t h e p o s t - S h ift st e a d y s t ate i n 60 mi n . aft e r th e s h ift

W h i c h c oi n cid e d w it h t h e t i m e w h e n t h e d r o p o f t h e r at e of t h e st a b le R N A

S y n t h e si s w as o b s e r v e d i n m u t a n t c ells . I n C R K 4 00 1 t h e i n c r e a s e i p th e i niti a ti o n

f r e q u e n c y w a s m a r k e d l y r e d u c e d .

F r o m t h e s e r e s ults i n t e r d e p e n d e n c y b et w e e n t h e r e g u la ti o n of s t a b le R N A a n d

D N A s y n th e sis f oll o w i n g t h e n u t ri ti o n al s h ift ･ u p W a S d i s c u s s e d .


