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枯草菌における DNA複製開始反応の遺伝生化学的研究

金沢大学がん研究所生物物理部 ′(主任 :吉川 寛教授)

犬 塚 紀 子

(昭和49年10月 6日受付)

細菌の染色体は,連続 した 2本鎖の DNA か らな

り.細胞の増殖にともなって複製 され娘細胞 に分配さ

れていく.細菌が環境の変化に適応 して生 きていく為

には DNA合成においても,環境に応 ず る横 桟 が な

ければいけない.

即ち. DNA合成と世代時間,細胞 分裂 の間 に は

密接な関係が必要である.これらの問の制御機構につ

いては,これまでいくつかの点が明 らか に な って い

る.

1.DNA複製の継続反応に要する時間は一定 で あ

るl).

2.細胞当りの DNA合成速度は複製 開始 の頻度

によって決定される2)～4)

3.既に始まった複製の継続には蛋白合成を必要 と

しないが複製の開始に蛋白合成を必要 とする5)6).

4.複製開始の頻度は世代時間に依存する(に等 し

い )7).

5.細胞分裂は複製の継続反応の終了後一定時間経

過 して起 る7).

この様に DNA複製開始反応は DNA合 成 の調 節

に重要な役割を果たしているばか りでな く,細胞増殖

の調節にも密接に関与 している.

複製開始反応の素過程 とそれに関係する因子につい

ては.これ までに遺伝的方法及び生化学的方法によっ

て.徐々に解明されつつある.大腸菌においては複製

開始に関与する遺伝因子 として 3種頬が存在する事が

明 らかになっている8)9).また Larkらはア ミノ酸飢

餓の方法で DNA複製を同調 させその後 の複 製 開始

に及ぼす阻害剤の効果か ら2種頬の蛋白質10)と RNA

ll)の関与を明 らかにしている.

複製開始反応そのものの解析 としては,¢×174を

用いて,より実体解明に近づきっつある.¢×174で

ば invitroで複製開始を行わせる事がで き12', さ

らにその系を用いて,複製開始に関与する遺伝子産物

の complementationが可能 となった】:i).小 レプ リ

コンの方がより単純で,開始反応に含まれる因子の機

能を知るには有利であろう.しか し DNA 複製 の細

胞増殖や細胞分裂とのかかわりあい等の問題は細胞に

固有の問題であり.細菌を用いて しか解明で きない .

また DNA複製の素過程である開始反応 .継続反

応.完了反応はいづれも細胞表層 と密接に関係 してい

る.複製点,複製開始点 ,複製終点が細胞表層に結合

している事実l川5)があるばかりで な く. Helmstetter

らは複製開始に細胞表層の合成が必要である事を明 ら

かにLJG).また Ryterらも複製開始 と局部的な表層

合成が密接に関係 している事を報告 している17).細胞

膜を場としての反応であり制御であるという意味でも

細菌の系での追求が必要であろう.

筆者は遺伝的構造18)と複製様式1g)が比較的 よ く分 っ

ていて､また形質転換法l'H)の可能な枯草菌を用いて複

製開始反応の遺伝的生化学的解析を行 った . その結

果,複製開始に関与する2-3種板の因子の存 在 と

RNA合成の必要性が明 らかになった.これ ら譜 因子

の合成と作用の時間的経過についても検討する.

実験材料および方法

Ⅰ.strains

Bacillussubtilt'sl68(LTT)

genotype:leu.thy.trL)C2

tsMH27.ts6057.PEAS-11は168(LTT)か らニ

トロソグアニジン処理21)により得 られ た .168(TT)

は168(LTT)か ら,MH27(TT)6057(TT)は,

MH27,6057か ら形質転換法-W)より Ieu+ トラ ンス

ホーマントとして単離 した.

BacillussubtiLis168(MU8U5Ul6U2)

genotype:leu8.metB5.PUTA16,hisA

Ⅱ.media

1.LowphosphatePenassay(LP)

Penassay(DifcoAntibioticMedium 3) の

phosphateを10~:iMに下げ.その代 りに Tris-HCl

Geneticandbiochemicalstudy on initiationofDNA replicationin Bacillus
subtilis.Norikolnuzuka,DepartmentofBiophisics(Director:Prof.H.Yos-

hikawa),Ca,ncerResearch Institute,KanazawaUniversity.
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buffer(pH 7.3)を最終濃 度 0.1M加 え て 調 合 し

た.

2.BHIプ レー ト :BHIbroth(Difco Brain

Heart Infusion 18.5g/1 H20) 11に Difco

BactoAgar20gを加えた.

3.Cg22)(spizizen'sMinimalMedium)に

20種類のア ミノ酸 をそれぞれ25〟g/ml加 えた培地

4.C+GMII2:i)

Ⅲ.buffers

l.1×SSC:0.15M NaCl,0.015M Na31Cit-

r.ate

2.TMKbuffer(20mM Tris-HCl(pH7.1･),

10mM MgC12.0.1M KCl)

Ⅳ.試薬

1.5-ブロモデオキ シウ リジン(5-BudR)Sigma

製

2.32p-正 リン酸 第一化学薬品株式会社製 (car-

rierfree)

3.3H-チ ミジン (3H-TdR)New､England

Nuclear(18.5Ci/mmol)

4.クロラムフェニ コール (CM) Fark,D,avis

& Co.

5. リファンピシン (Rif)LepetetCo.

6.β-フェネチルアル コール (P､EA)半井

V.実験方法

1.3H-TdR の取 り込 みによる DNA 合成量 の

測定法

:lH-TdR(0.5FLCi/5〟gTdR/ml)を含むLP培地中 で

バ クテリアを増 殖 させ .適時 に採取 した0.5mlにKOH

を最終濃度 1Nにな るように加 え,37oCで一晩 処 理 し

たのち,IN-HClで中和 した.これに10% coldT

CA (トリクロル酢酸)を加 え .TCA不溶性 の分画を

Glassfiberfilter(Whatman 製.GF/C)上

に集め, トルエ ン･PPOシンチ レー ター (PPO5g/

1 トルエン)を用 いて .その放射能活性 を測定 した.

2.形質転換法20)

3.DNA の抽 出法

D vegitativecellか らの場合

培養液10-20mlに IM NaN3を最終濃度20mMに

加え急速 に氷冷 した.低 速 遠 心 で 菌 体 を 集 め た後 ,

Saito& Miura の pH9.07ェフ ール法24)によ り

DNA を抽出 し.0.2mlの 1×SSCに溶解 させ . 形

質転換の実験 に用 いた.

2)胞子か らの場合

Takahashiの方法25)によった.

4.遺伝子頻度測定法 (MFA)19)
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purA/metB比 を測定す るには,168(MU8U

5U16U2) (1eu8metBpurÅhjsA ) を受容 菌

と してサ ンプル DNA.および168LTT胞子 DNA

を用 いて形質転換 を行 った.サ ンプル DNAを用 い

て得 られた purA+transformants と metB+

transformantsの比 を胞子 DNA を用 いて得 られ

た purA+/metB十比 で割 って補正 した .

5.purÅ/metB比 か ら percentinitiation

の換算法 .

ある培養条件下では.すべての細胞 は DNA 複 製

を終了 した状態で停 っている.この条件 を変 え た時 ,

新 たに起 る複製 の再開始 の頻度 を測 定 す る方 法 と し

て .先ず.上述 のように して求 めたサ ンプル DNA

の purA/metBの値 を胞子 DNAの同 じ比 で割 り補

正値 を出す.っいで この値が 1の場合 を per cent

initiation…0%とし,また 1か ら2の 間 は (Ⅹ-

1)×100(%) と した. 2以上 の場合 は Ⅹ/2×100

(%)と して求 めた. 但 し,X は測定す るサ ンプ ル

DNA の purA/metB比 を表わす .

6.複製開始能力の測定法

5と同様 にある培養条件下 で DNA 複製 を終 了 し

た状態で停止 させた後 ,この条件 を変 えた時複製 の再

開始が起 るが ,その時複製 の継続反応 は阻害 しないで

開始のみ阻害す る処理 を して ,処理 を始 めた時点 まで

に形成 されていた複製再開始能力 を測 るには

1)再開始後 の purA/metB 比 の 経 時 変 化 か ら

maximum の purA/metB比 を求 めて . 5の 方 法

で percentinitiationと して算 出す るか , ま た

は

2)再開始後 の:iH-TdRの取 込 み 量 の 最 大 増 加 分

(%)を percentinitiationと して測定 した .

7.CsCl密度勾配遠心法26)

5-BudRで density labelした DNAを0.5ml

の 1×SSCに溶か し, それに 1×SSCに溶か した cs

Clを加えて最終密度 を1.70,全容 量 を4.7mlと し

た. SpincoSW 50.1rotorで23oCで35,000rp

m.60時間遠心 した.遠心後 ,遠心管 の底 か ら3滴づ

つ分画 し.各分画を0.3mlの 1×SSCで希釈 した. こ

の うち,0.1mlを分取 し. DNA の放射 能 活 性 を測

定 し,また0.05mlを用 いて各遺伝子 マ ー カ ー に対 す

る形質転換活性 を測定 した.

実 験 結 果

Ⅰ.DNA複製開始変異株の単搬

DNA複製 の開始反応 を遺伝的 .生 化 学 的 に解 析

/す るために,DNA複製 の開始 に関 す る変 異 株 を単
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離することを試みた.この種の変異株は致死的である

ので条件変異株を単離 しなければならない.条件の設

定にあたっては.複製開始に関与する蛋白質の変異を

想定 して高温感受性変異株を,また複製開始 に関与す

る細胞膜の変異を想定 してβ- フェネチルアル コール

(PEA)感受性変異株を単離 した.PEAは細胞膜 に

特異的に作用 し透過性を変化させると同時に適当な濃

度では細胞の高分子生合成の中で DNA 合成 のみが

特異的に阻害されることが大腸菌で報告 され て い る

27).これは細胞膜の DNA 合成に対する特異 的機能

を解析する上に有用な現象である.

単離方法としては,ニ トロソグアニジン処理 した細

胞集団から,高温感受性変異株の場合には.30oCで

生えて48oCで生えないコロニーを選択 し, PEA 感

受性変異株の場合には,0.3%PEA を含む BHIに

生えないコロニーを選択,単離 した.

(

○-○
)
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n
と
a
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塚

Ⅱ.DNA 複製開始変異株の同定

このようにして得 られた高温感受性変異株の中から

DNA 複製開始変異株を,次の 2つの方 法 , 1.ア

イソトープによる方法,2.遺伝子頻度測定法により

同定 した.

1.アイソトープによる方法 .

細胞を3H-チミジンを含んだLP培地で30oCで培養

し, Klettが15-20に達 した時.48oCに移 して培養

を続けた.各時間にサンプ リングして.･liH-チ ミジン

の DNA への取 り込み量を測定 して.DNA 合成 の

変化を調べた.その結果は,高温で,1)DNA 合成

が阻害されないもの.2)ただちに DNA 合成 が ほ

とんど停止するもの (残存合成量 0-20%).3)DN

A 合成が選択的に阻害されるもの (残存合成量 40-

150%)に分類された.一方 DNA 複製開始が高温で

阻害された場合,LP培地では理論的には86%の増加

図 1 ts6057とtsMH27の増殖 とDNA合成

MH27
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e(hr)細菌 を 3H･TdR(specificactivity:0.5pCi/5pgTdR/mlを含ん

だLP培地で30℃で培養 し, Klettが15-20に達 した時,培養液 を48℃に移 して

培養 を続けた温度 をシフ トす る前 と後,適時に0.5mlの培養液 を採取 して放射能

活性 を測定 した｡ また同時に10-20mlの培養液 を採取 して DNAを抽出し,形
質転換法によって purA/metB 比

を測定 した｡○- ○ :濁度, ●- ●:DNA に取込 まれた 3H･Td

R のカウン ト△- △ :pur
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が見込まれるので,目的とする複製開始変異株は上の

分類の3)に属 していると思われる.実際に,高温で

80-100%がH-チ ミジンの取込み量の増加 が見 られ

る変異株が4株単離された.図 1はその うちの 2株

(tsMH27とts6057)の菌の増殖 (klett) と DN

A 合成の変化を示す.両株ともに.高温で80-90%

の DNA の増加が観察され,複製開始変異株 の場合

の理論値と一致 した.

しかし･1H-TdRの取込み量だけでは.複 製開始 の

変異株かまたは複製の継続反応の変異株かの区別はで

きないので,次に,それらの変異株について高温に移

したのちの複製様式の変化を追求 した.

2.遺伝子頻度測定法19).

枯草菌では複製起点.複製中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 DNA による形質転

47

換活性を測定 して容易に求めることができる.これら

連伝子頻度の梱対比 (起点/終点≡purA/metB,近

点/中点≡purA/hisA,中点/終点≡hisA/metB)

の値は DNA抽出時の細胞の DNA 複製 様式 を直

接反映している.変異株の高温に移す前と後の細胞か

ら DNA を抽出し,形質転換法により.purÅ/me.t

Bの比を計測する.この比を両遺伝子 を同 じ頻度含

む親株168LTTの胞子 DNA の purA/metB の比

で補正する事によって試料 DNA における purA/

metBの比が算定できる.変異株を30oCでLP中で培

養 した時,purÅ/metB比は約 4で,この ことは染

色体当り3個の複製点を持っ事を表わしている.48oC

に移 した後すぐに purA/metB 比は減少 し始 め 1

時間以内に1に近づいた (図 1).この結果は.48oC

では複製開始反応のみが直ちに停止 し,複製は正常に

終点まで進行セきる事を示 していると思 われ る..即

図 2 168(LTT)野性株 と(PEAs-ll)の増殖 とDNA合成

pE㌔_11

012 3
Time(hr ) 0 1 2 3TIm●くhr)
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ち.遺伝子頻度測定による結果は先に述べ た ‥3H -チ

ミジン の取込みの結果とよく一致 し,突然変異株 ts

6057と tsMH27は染色体複製開始 に必須 の機能 が

特異的に高温感受性に変異 しているものと思 わ れ る.

PEA感受性変異株について も同様の方法 によって

同定 した.野性株では図 2に示す様に0.3%PEA に

よって菌の増殖 も DNA合成 も同時 に阻害 され る.

DNA合成のみを選択的に阻害する濃 度 は見 っ か ら

なかった.そこで0.2%PEA に対 し感受 性 の変異株

を単離 したが,その l株 (PEAs-ll)は0.2%PEA添

加後.DNA は 80-100%増加 して止 まり.さ らに

purÅ/metB比は添加前には4であったが . 添加後

徐々に 1に近づ く事か ら.DNA複製の開始反 応 が

PEA存在下で選択的に阻害 されて い る と思 わ れ る

(図2).

Ⅲ.変異株の遺伝解析

上述の方法で複製開始変異株 と同定 された 2株の高

温感受性菌について.1.同 じ遺伝子 上 の変異 か否

か.2.遺伝子地図上の変異 した位置を調べた.

1.ts6057と tsMH27の組換えテス ト

tsMH27(LTT)を受容菌として野性株 (TT)と

ts6057(TT)のDNA を用いて形質 転 換 を行 な っ

た.生 じたts十トランスホ-マントの数を Ieu+ トラ

ンスホーマントの数で割る事により,用いた DNA

の形質転換の効率を補正 した. その結果野性株 と ts

6057とは同 じ補正値で,このことは,ts6057と tsM

H27との間には. linkageは全 くな く. 両 者Lは異

なった遺伝子の変異株 と思われる.さらに 2っの変異

株の変異 した遺伝子が遺伝子地図上のどこに位置する

かを調べた.

2.ts6057と tsMH27のマッピング

枯草菌において.複製は purA 近 傍 の起 点 か ら

塚

二方向28)に逐次的に起 き, metBの近 くで終 了 す る

事が知 られている)8).また枯草菌の胞子 は.複製 が終

了 した段階で静止 しており,発芽の時には複製起点か

ら同調 して複製が開始 される29):itI).そこで.発 芽時 の

複製順序から未知の遺伝子 と既知の遺伝子 との相対的

な位置を知る事ができる30川)I. 実験方法で述 べ た様 た

野性株の胞子を発芽させ,複製開始後複製 され る D

NA を5･BudRで重 くラベルし,複製 された DNA

(HL)と複製されていない軽い DNA (LL)と分 け

た.各分画の DNA を用いてts6057.tsMH27お よ

び遺伝子地図上の位置のわかっている遺伝子の変異株

を受容菌に形質転換を行い,各遺伝子の複製率を調べ

た.表 2に示された結果か ら ts6057は purB の少

し前 (起点に近い方)に,また tsMH27は leu と

hisの間に位置することが明 らかになった.この複製

順序による方法か らは,おおよその位置 しかわか らな

いのでさらに詳 しく解析するには,形質転換又は形質

導入によって連関 した遺伝子を探索 しなければならな

いが,両者ともまだ見っかっていない.-一方 Kara･

mataら32)は枯草菌の複製開始変異株を 2株 (dnaB

と dnaD)同定 し.マッピン グして いて . 前 者 は

leu遺伝子と, dnaD は trp遺伝子 と連関 してい

ることを報告 している.この報 告 は . tsMH27と

Grossらの dnaBとが同 じ遺伝子の変異 株 で あ る

可能性を示唆するが,まだわかっていない.ts6057

は両者と異なり全 く新 しい変異株 と患われる.

tsMH27.ts6057両変異株の遺 伝 的解 析 に よ り.

複製開始反応に少なくとも2つの因子が関与 している

ことが明らかになった.これらの因子の性質 を明 らか

にする目的で.それぞれの変異株について,高温から

低温に戻 した時の複製再開始の解析を行なった.

表 1 6057とMH27の組換えテス ト

Recombinationexperiment recipient:MH27(LTT)
donorDNA:wild(TTd),6057(TTd)

DNA ts+ 1eu' ts/1eu "tSrmwT.lLzed

exp1 wild(TTd) 233 851 0.274 l.
006057(TTd) 292 717 0.407 1

.49expZ wild(TTd) l84 752 0.24

5 l.006057(TTd) 191 466 0.

409 1.67形質転換法



枯草菌における DNA複製開始反応の道元生化学研的究

､表 2 densitytransfermethodによるマ ッピング

ReplicationinBdUR markers tota一D
NApurÅ ts6057 purB his

A metBpercentreplication lOmin 33.9 ll.6 0.2 0.2 0.4 140min 55.0 31

.5 10.3 2.9 1.4 9.0R

eplicationinBdUR markersp

urÅIhisA tsMH27 1eu8 metBpercentreplicatio

n 140min 81.7 28.0 25.8 24.4 12.3A:32pで標識 した(LT
T)胞子(77cpm32p/106SpOre)をC+GMll中で37℃3時間チ ミン飢餓培養 を

行 ったOその後,5lBudR(50pg/ml)を加 え各時培養液 を採取 した｡B:

168(LTT)胞子 を Cg+GMll中37℃で90分チ ミン飢餓培養 を行 った｡その後,5-BudR(50pg/mi)と3H-TdR(0.5pCi/1pgTdR/mllとを同時に加 えて

培養 し,各時培養液 を採取 した｡A,Bそれぞれ同 じように以下の操作 を行 った｡低速遠心で細胞を集めた後,30%sucrose-TMK buffer(pH7.1)-1ysozym e(1mg
/ml)溶液 に懸濁 し,プロ トプラス トを作 らせた｡プロ トプラス トか ら pH9.0フ
ェノール法でDNA を抽出 し,CsCl密度勾配遠心法によって重い分画 (HL)

と軽い分画(LL)に分画 した.各分画の各遺伝子マー カ-に対する形質転換活性 を測定 したO得 られた形質転換活性か らpercentreplicationを次式のように求め

たo% replication…≡ ㌻HL(Transformants)+HL(Transformants)+LL(Transfo

rmants)totalDN

Aの percentreplication≡Ⅳ.DNA複製再開

始の解析1.30oCに戻 した際の DNA 合成とその複製起点

についてts6057と tsMH27を4

8oCで 1時間培養後低温 に戻すと,lagの時間の差

はあるが両者とも再 び DNA合成を回復する (図 3.

図 4). この時,purA/metB比は図 4に示

す様に1から2へさ らに4へ と変化する.これは高温

で複製が終了 していたのが低温で再び複製を開始 したことを示

唆する.しか しもっと直接的に複製の再開始を証明する為.

48oCから30oCに戻 した後複製される DNA を5-

BudR で重 くラベルし.染色体上の複製起点 (pur

Å),中点 (leu),終点 (metB)が Cs

Cl密度勾配遠心分離′ヾ ター ンで軽い分画 (LL)から重 い分画 (HL) に移 る頻度

(percentreplication)を調べた
-2G
).図 5は ts60 HL(32p)HL(32

p)+ LL(32p) 4957について,各マーカー

の複製されていく時間的経過を示 しているが,この結

果は.30oCに戻 した場合 ,purA近傍の正常

の複製起点から複製 が開始 し,逮次的に複製末端に向

かって進行 していることを示す .即ち高温から低温

に戻すことにより変異 した機能が回復 し,複製が再開始される.そこ

でこの機能の回復に対する高分子合成阻害剤の効果を調べ,変異の性質

を解析 した.2.DNA複製再開始に及ぼす CM と R

if の効果.高温から低温に戻すと同時に C

M (100〟g/ml)を,または低温に戻す 2分前

に Rif(l〟g/ml)杏加えて,蛋白質または R

NAの合成阻害が DNA の複製開始におよぼす効果を∴iH-T
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図3 6057の30℃に戻してからの複製再開始

に及ぼすCMの阻害効果

図 1と同じ方法で48℃で1時間培養後, 2等

分しその一方にのみCM(200〟g/ml)を加え同

じ specificactivityの3H-TdR を含んだ Lp

で2倍に希釈して直ちに30℃に戻して培養した

30℃に戻した時をOtimeとしてその時の3H-
TdRの取込み量を100として表示した｡
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図5 derBitytransfermethd による複製
再開始の解析

ts6057を32p(1･5〟C/ml)を含んだLP培地で

4世代以上培養してKlettが20に達した時,48℃
に移して培養し, 1時間後 membranefilter
(0･45p)で櫨過して集菌し,LPで洗い,後 5-
BudR(50pg/ml)と3HITdR(0.5pCi/ml)

を含んだ2倍容量のLPに懸濁して30℃で培養 し

た｡その後適時 15mlを採取してDNAを抽出
し,実験方法に述べたようにしてCsCl密度勾配
遠心法を行なった｡

TotalDNAおよび各マーカーの% replica-
tionを表 2の説明文中の式によって求め,表示
した｡
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図6 PEAS-11のPEAを除いた後の複製の再開始に及ぼすCMの効果｡
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取込みが阻害され.ts6057の高温の阻害は低温に戻し

ても回復 しないで新たな蛋白合成を必要とする事が示

された (図 3).一方 tsMH27はCM 存在下で30oC

に戻 した場合,30oCに戻 した時点の DNA 量 の100

%の増加が見 られた.ところが Rifを加えて戻 した

場合は,はなはだしく ‥与H-TdRの取込みが阻害され

わずか10-20%の増加が認められただけであった (図

4).この Rifによる阻害効果が複製 開始反応 の阻

害によるのか,複製の継続反応の阻害によるのかを調

べる為,戻 してから適時の細胞 か ら DNA を抽出

し,purÅ/metB比を調べて見た (図 4).複製再開

始後,CM 存在下で培養 した細胞の purA/metB

比は,薬剤を含まない場合と同様に2に増加 した.一

方 Rif存在下では.ほとんど1に留まって いた .こ

凝

られの結果は,tsMH27においては,30oCに戻 した

後の複製の再開始に蛋白合成は必要としないが RNA

合成を必要とすることを示す.即ち,複製 再開始 に

対する RNA の関与は,メッセンジャーRNA 合成

阻害により蛋白合成ができなくなる事により間接的に

働いているのではなく.RNA 自身または RNA 合

成が直接的に関与 していることを示す.なお,LP培

地で対数増殖 している野性株に CM又は Rifを加え

た場合,DNA は両者とも約100%増加 して停止す

る.この時の purA/metB比も約 4から1にまで低

下する.この事実は.CM 又は Rifが複製の開始は

阻害するが.継続反応は阻害 しないことを示す.tsM

H27において高温で阻害されるものが.複 製開始 に

必要な RNA なのか,蛋白なのか,この実験 だけで

図 7 MH27の複製再開始に及ぼすチ ミン飢餓の影響

200
IOTh●trTlln) 38VNCLJl●SD●J9LJJ●̂I-DL

●∝808402

Tlm●(hour

●)MH27を図 1と同 じ方法で48℃で 1時間培養後,membranefilterで滅過

し,細胞をCgで洗い,ついで20種のア ミノ酸 (各々25/∠g/ml)を含む 2倍量のC
gに懸濁 し

た｡A:上述の懸濁液 を2等分 し,その一万には直ちに (0- 0),他方には

30℃で30分チ ミン飢餓後 (●- ●),TdR(5〟g/ml)を加 えて (Otimeとす

る)30℃で培養 し,適時 DNAを抽出後,purÅ/metB比 (sporeDNAで補正)を求め

た｡B:懸濁液 を30℃で30分チ ミン飢餓培養後, 3等分 した｡ 1)3H-TdR を加

えて30℃で培養 (0- 0),2)3HITdRとRif(1pg/ml)を加 え30℃で培養(●

--●),3)3H-TdR を加 え48℃で培養 (△- △)し,各時 DNA に取 りこまれ

た放射能活性を TdR を加 えた時(Otime)の値 を0として増加分 を%表示 した
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はわからない.

さらにフェネチルアルコール感受性変異株,PEAS

-11において,PEA をのぞいた後の複製開始 は,C

M に感受性であった (図 6).この点では.ts6057

と同じであるが,ts6057は0.3%PEA に耐性 であ っ

た (データーは示さない).以上の複製再開始 に対す

る高分子合成阻害の結果をまとめると.複製再開始反

応は,ts6057および PEAS-11ではともに CM 感

受性で.tsMH27は CM に耐性で Rifに感受性で

あった.なお大腸菌の複製開始変異株 の dnaC の

複製再開始は CM 耐性であるので,dnaC および

MH27各遺伝子産物は性質の似た蛋白で同 じ機能.を

図 8 温度 を30℃に戻 した後の複製再開始能
力の蓄積｡

0
Tlm●(mln)

MH27を LPで培養 し,30℃から48℃に移 し

て 1時間後,新 らしい LPで 2倍希釈 し,30℃
に移 してか ら適時10mEずつ 2つのサンプルを採

取 した.一万には,Rif(1pg/ml)を加 えて30℃
で培養 し,30℃に戻 して60分後,細胞からDNA
を抽出し,purÅ/metB比を測定 した(0- 0)

他方は再び48℃に移 し,30℃に移 してか らの時

間で算定 して30分後 (最初の 4サンプル), ま

たは40分後 (後の 2サンプル)の細胞か らDNA
を抽出しpurA/metB比を求めた (●--●)0

結果 をrx:rcentinitiationに換算 して,サンプル

を取 り出した時間に対 してプロットした｡また,

30℃'に戻 して各時10mEを取 り出し,DNAを抽出

後,purA/metB比を測定 し,IXtrCentinitiati_

onを計算 し表示 した (△- △)
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持っているかも知れず興味深い.

V.DNA複利開始反応への RNA合成の直接的

関与.

上に述べたように tsMH27の複製の再開始 が C

Mに耐性で Rifに感受性であることから.複製開始

反応に RNA合成が必要な事が示唆された.しかし

MH27を低温に戻して30分間,チミン飢餓状態 にお

いて後,チミジン (TdR)を加えて複製 を開始す る

と.Rifにも高温によっても阻害されなか った (図

7).このことは,30oCで30分培養する間 に細胞 は.

蛋白合成も RNA 合成も必要としないで高温で も複

製の再開始がで きる能力 (initiation potential)

を獲得したことを意味する.この initiationpot-

entialの獲得に RNA合成が直接的 に必要 とされ

た.

そこで次に tsMH27の耐熱性と Rif耐性の･2っ

の複製再開始能力の獲得様式について調べた.即 ち

MH27を低温に戻して後,種々な時間に再 び48oC

図 9 tsMH27の30℃に戻 した後の耐熱性複

製再開始能力の獲得様式｡

10 20Time(min) U0--uDとニ333̂

Il.1SUaS巴n-D
JadE
ai
%

伽

的

to0 10 20図 8と同

様に,30℃に戻 してか ら各時48℃に移 し

た｡そしてその時までに耐熱性の複製再開始能力を

獲得 した細胞の割合いを,30℃に戻 してか ら

の時間に対 してプロッ トした (左図)｡右図

は高温感受性の細胞の割合いを表示 した｡●, ■ :purÅ

/metB 比か ら求めた複製開始能力O,△ :3H-TdRの取込み量の増加分か ら求
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に移すか又は Rifを加えて,その時間までに耐熱性

又は Rif 耐性の複製開始能力を獲得 した細胞 の割

り合いを調べた.その測定方法は.薬剤を加えて.D

NA合成を開始させ .purÅ/metB比の最高値 を調

べることによって,再開始のできた細 胞 の 割 り合 い

(percentinitiation)を実験方法で述べた様 に算

出 した.図 8には耐熱性 と Rif耐性の獲 得 様式 と,

実際の複製再開始の経時変化を示す.また図 9と図10

は,複製開始能力を獲得 した細胞の割 り合いを.上述

の purA/metB 比から求めた場合 と実験方法で述

べた様に3H-TdRの取込み量の最高値 か ら求 めた

場合の数回の実験をまとめてプロットした.両図にお

いて左図は,複製再開始が Rif 耐性 又 は耐 熱性 と

なった細胞の割 り合いが時間と共に増加 している事を

示 し,右図は,逆に複製再開始が Rif 感 受 性 また

は高温感受性の細胞の割 り合いが両者共 ,よ く一致 し

て半減期が2-3分の割 り合いで減少 している事を示

している.即ち MH27遺伝子産物 は低温 に戻すと直

図10 tsMH27の Rif耐性複製再開始能力の

獲得様式｡
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図 8と同様 に30℃に戻 してか ら各時 Rifを加

えて培養 し,Rifを加 えた時 までに Rif耐性 の

複製再開始能力 を獲得 した細胞の割合 いを図 9

と同様 にプロッ トした (左図)0

右図は Rif感受性 の細胞の割合 いを表わす｡

●,▲,■ :purÅ/metB 比か ら求めた複製開

始能 力 (実験方法参照)

O,△ :3H-TdRの取込み量の増加分か ら求

めた複製開始能力 (実験 方法参照)

嫁

ちにその活性を回復 し.その回復の経時変化 と RNA

合成の経時変化はほぼ一致 した.さらに図 8は,Ri

f耐性および耐熱性の複製開始能力が獲得 された後 ,

実際の複製開始までに15分間要することを明示 してい

る.この lagは48oCで30分間培養後30oCに戻 した

場合にはほとんど観察されず しか も Rif感受性 であ

った (データーは示 していない).この期間は48oCで

二次的にこわれたものの再構成に必要な時間とも考え

られる.この期間以前に蛋白質 も RNA も機能 を果

たしてしまっているのか,30oCで15分 間安 定 に保 た

れていると思われる.tsMH27の複製再開始 能力 の

獲得過程で MH27遺伝子産物の作用するステップと

RNA合成のステップとが時期的によく一 致 して い

たので,RNA合成の時期を目安にして,MH27産

物の作用する時期と,6057,PEAS-11遺伝子産物 の

合成と作用する時期の順序性を次に検討 した.

Ⅵ.6057,PEAS-11両遺伝子産物の合成およ びそ

の作用過程と RNA合成の順序性

上述の tsMH27の Rif耐性 または耐熱性の複 製

開始能力の獲得様式の場合と同様に,PEAS-ll,ts60

57を nonpermissiveか ら permissiveな条件

に戻 した時の複製開始能力の獲得様式を調べた.両変

異株とも複製再開始に蛋白合成を必要 とす る ことか

ら,両遺伝子産物は nonpermissive条件下で, そ

の必要な蛋白質または蛋白合成が不可逆的に失活 して

いて,複製再開始には新たな合成を必要 とす ることが

示された.そこで両遺伝子産物の合成様式 を .CM
耐性の複製再開始能力の獲得様式により.また両遺伝

子の作用の時期を PEA耐性または高温耐 性 の獲 得

様式により調べ,RNA合成の時期 と比較検 討 した .

図11にその結果を示す.

pEAS-11遺伝子産物の合成 される時期は.RNA

合成の時期より約 7分早 く,PEAS-11の作用時期

は,RNA合成の時期 とはば一致 した.一方 ,6057遺

伝子産物の合成される時期は.RNA 合成の約 5分前

であった.6057の作用時期については,データーが不

十分でまだ判明 していない.

これらの実験か ら,PEAS-11と6057両遺伝子産物

の合成 と RNA合成に時間的差が見 られ, ここで も

複製開始に RNA が直接的に必要であることが明示

された.これらの遺伝子産物の合成後 ,5-7分たっ

てRNA合成が追随すること.また RNA 合成 の時

期と MH27遺伝子産物の作用する時期がよく一致 し

ていたことは既に述べたが.RNA 合成の時期と, P

EAS-11変異株の複製再開始が PEA 耐 性 とな る時

期 もはば一致 していた.
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考 察

これまで述べてきたように.枯草菌では形質転換が

容易であり.また複製起点近傍の遺伝子 と複製終点近

傍の遺伝子が同定されており18).これらの遺伝子 頻度

の測定】9)によって複製開始の変化が直接調 べ られ る.

実際にこの研究においても,複製開始変異株の同定を

始め.変異株を nonpermissive な状態か ら per-

missiveな状態に戻 した時の複製再開始 の経時変化

や複製開始能力の測定に.この遺伝子頻度測定法は有

効に利用された.

これらの特徴を利用 した本研究により,次のこと､を

明らかにした.

1.複製開始に関する因子の解明

複製開始に関する2つの高温感受性菌 (ts6057と

tsMH27)および 1つの PEA感受性菌 (PEAs-ll)

が単離され,前 2者の変異は,遺伝子地図上 ,異なる

部位に位置することが明 らかとなった.一方 PEAs1
11についてはまだマッピングされていないが PEA

感受性においては両高温感受性菌と異なった.これら

変異株の変異 した遺伝子が支配する因子の物質的実体

としては,ts6057と PEAs-11における複製再開始

が CM に感受性であることか ら.それぞれの遺伝子

産物は複製開始に関する蛋白質または蛋白合成に関す
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るものであることが示された.tsMJ127で は同過程

が CM に耐性で Rifに感受性であることか ら.RN
A又は RNA合成に関与する因子がその産物であ る

可能性が考えられる.しか し tsMH27において,高

温処理ののち低温に戻 してチ ミン飢餓の間に作 られた

複製開始能力は. 高温でも保持されるが, 47oCで

Rifを添加するとすみやかに消失 したことか ら,この

変異株は,47oCでも同能力の維持に必要 な活性 のあ

る RNA合成を行っていることが考え られる.従 っ

て,MH27の遺伝子産物は,複製開始に必要な RN
Aまたは RNA合成に関 したものではなく. 高温 で

可逆的に不活化する蛋白質である.

故に上記の変異 した2-3種の遺伝子 はいづれも複

製開始に必要な蛋白質または蛋白合成に関す る遺伝子

産物をコー ドしていることが明 らかになり.開始反応

に必要な RNAを含めて 3-4つの因子が 本反応 に

関与 していると考えられる.そこで次にこれ らの諸因

子の合成と作用の時間的経過を調べることか ら,複製

開始に含まれるステップを考察 した.

2.複製開始に関する諸因子の合成と作用の時間的

経過の解明.

Larkら】1)は大腸菌を用いて,ア ミノ酸飢餓の方法

で複製開始を阻害 し,その後 アミノ酸を添加 して複製

を再開始させ,その再開始に対する CM と Rif の

図11 PEA s -11および ts6057の複製再開始能力の獲得様式

†56057

10 20 30Time(min) I00 T20

)



56 犬

効果から.複製開始に蛋白合成と RNA合 成 の必要

なこと,および両者の問には5-10分の時間差 のあ る

ことを明らかにした.しかし枯草菌においては,胞子

発芽時の DNA複製開始に必要な蛋白合成と RNA

合成が時期的に一致 し (図12),このことは .枯草菌

においては,蛋白質と RNA が同時に合成 され る可

能性を示唆していた.

ts6057.PEAs-11の両変異株を nonpermissive

な条件から permissiveな条件に戻 した後の複製再

開始に必要な蛋白合成と RNA合成の間には, 5-

7分の時間差が認められた (図11).

tsMH27では nonpermissiveな条件下でも M

H27以外の蛋白質は正常に合成されている事実 (図

4)から.系は異なるが,ts6057や PEAS-11 にお

いても,同条件下で他の蛋白質は正常に合成されてい

ることも考えられる.そこで,この仮定に立てば.こ

れら変異株の再開始に必要な蛋白合成の時期は,各変

異に特異的な蛋白合成の時期である可能性があり,そ

図12 168(LTT)胞子発芽時におけるCM耐
性, とRif耐性の複製開始能力の獲得様式 と複

製開始の経時変化

t一

2E'-中M
/
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nd
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Tlmo(mIn) lOOCg-GMll培地

で発芽 させ,各時薬剤 を加えて培養 を続け,発芽開始後

90分 と105分後のpurA/metB比 を薬剤

を加 えた時間に対 してプロッ トした｡また各時 p∬A/metB比 を測定 して,複

製開始の経時変化 を調べた｡+Rif:90分(0- 0),105分(△一一- △

)のpurA/metB+cM :90分 (

●- ●),105分 (▲- ▲)のpurA/metB.
p∬A/metB比の経時変化(■- ■)なお培養温度は37℃で行 った｡ 塚の結果,その特異的な蛋

白合成の時期と RNA 合成の時期に5-7分の

差が兄い出された と も解釈で きる.MH27遺伝子産物

の合成時期につ｢いては, この産物が permissiveな

条件に戻 した時.可逆的に活性を取り戻すため (図 4)複製再

開始の系では測定できない.上記のように複製開

始に必要な蛋白合成と RNA合成との間には,前者

が先行 し.一定の時間差があることが兄い出されたが

.次にこれら遺伝子産物が実際にいっ作用するの

か,その時間的経過を調べた.図8,図9.および図1

0に示されているように.tsMH27を高温から低

温に戻 した後,複製再開始 が高温感受性の細胞,および

Rif感受性の細胞のいづれもほぼ一致 して半減期

が約 2-3分の割合で直ちに減少 した.両者の時間差

が短い為.どちらが先行するのかを決定するにはこの

実験のような誤差範囲を含んだ測定方法では不可能

と思われる.この ことは少 くとち,MH27産物の活性化

の時期又は MH27活性産物の作用の時期と RN

A合成の時期が密接 に関係 していることを示唆 した.また

6057 や PEA5-llの nonpermissiveの状

態では,MH27産物 は正常に存在すると考えられることか

ら.6057とPEA5-11で兄い出された蛋白

合成と RNA 合成の時間差 ,5-7分 (図11)の間

で, RNA合成を可能にするstepが進行 し,MH27

産物 は この stepの最後か,または RNA合

成も含めたステップに関与 していると考えられる･さら

に PEAs111 の再開始 に率いて RNA合成時期と

PEA に対する抵抗性を獲得する時期がほぼ一致するこ

と (図11)は.たとえ PEA産物が合成されても他の

Componentとの相互作用を経過 しなけれ

ば PEA耐性を獲得 しえない ことを示 している.また

PEA産物 と相互作 用 をす るComponentの中に RN

A も含まれる可能性 もある.この PEAs-11産物と他 の

Componentとの相互作用の可能性の 1つに.複合体構成のステッ

プがあることが推測される.この推測も含めて以

上の結果から,複製開始反応に少 くとも次のようなステップが

存在することを示 している.

(蛋白質成分の合成)

JpEAS-11産物 - 複合体構成
J

RNA 合成- MH27産物
l
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このモデルの中で RNA合成が複合体構 成 の スチ

ップに含まれる可能性 もある.さらに. MH27産物

は複合体構成の最後か.RNA合成と同時かまたは直

後かはわか らない.また PEA5-11産物 は複 合体構

成のステップに含まれる可能性が強 く,PEALllは

この複合体構成後または RNA合成後 PEA耐性 を

獲得すると考え られるがいづれかはわか らない.複製

開始反応に複合体構成のステップの存在する可能性に

ついては. Bleecken33)によって既 に提 案 されてお

り.彼のモデル (replisomeモデル)の中で複製 開

始反応は.複製起点を含んだ DNAと蛋白,RNA

が細胞膜に結合 した complex(replisome)で行わ

れる可能性を示 している.このモデルでは RNA は

complexの構成成分 として複製 開始 に関 与 して い

る.著者 らの兄い出した複製開始に関与す る RNA

の役割について次に考察 して見る.

3.RNAの役割

複製開始反応に RNAが関与 しているこ とは図 4

と図11で明示されたが,この RNAの役割 につ いて

は,2つの可能性が考え られる.第 1の可能性は,フ

ァージ:il)や小 レプ リコンの系:う5)で報告されて い るよ う

に dXTP を最初に結合させるプライマー と して作

用することである.tsMH27を低温に戻す と同時 に

チミン飢餓培養をする間に蓄積 された複製開始能力の

維持に依然 として RNA合成を必要 とすること ,又

これまで3っの変異株の複製開始の系で調べ た限 り,

RNA合成は複製開始の最後のステップと考え られる

こと.これ らの現象は,RNAの役割 りとしてプライ

マ-の可能性を示唆する.これまで岡崎 ら36)に よ っ

て.複製点に RNAがプライマーとして関 与 して い

ることが示されたが,この場合の RNA合成 は Rif
に耐性で複製継続中の RNAの ターンオー バ ーの速

度 も速い.しか し本論文で示された RNA は Rif

に感受性 (図 4,図11)で,RNAの ターンオーバー

の速度は,チ ミン飢餓の状態で測定 した場 合30oCで

半減期が80分であった.Rifに対する感受 性 , お よ

びターンオーバーの速度において,複製開始 に必要な

RNAと複製点における RNAは異なるようであっ

たが,ターンオーバーの速度に関 しては,複 製点 の

RNAは複製継続中に測定 した値であり,複製開始に

必要な RNAの場合には,複製開始を阻害 した状 態

で測定 している為 ,厳密には比較できない.

第 2の可能性は,複製開始に必要な構造体 の構成成

分として要求される場合である.本論文の考察の 2で

述べてきたように,複製開始反応に複合体構成のステ

ップの存在が示唆され,このステップと RNA 合成
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の時期がほぼ一致 している可能性が高いことを考慮す

ると, Bleeckenの提案 した replisome;H)の構成

成分の 1つとして RNAが機能 しているこ と も推測

される.tsMH27を低温に戻 した時,Rif耐性 と耐

熱性を獲得 した後, 実際の複製開始 までに約15分の

lagがあったこと (図 8)と.枯草 菌 の胞 子 発 芽時

に CM耐性.Rif耐性 となった後 .実際の複製開始

に同様に15分の lagが観察 されたこと (図 12). こ

れ らの知見 も又 RNAの役割 りとして第 2の可能性

を支持する.しか しこの lagに関 しては.CM や

Rifに耐性で非常に遅い未知の反応が,purAの複

製に先行するという可能性によって も説明で き,これ

だけの実験結果だけでは決定できない.

要 旨

枯草菌から,DNA複製開始 に関 す る変 異 株 を 3

株単離 した.これら変異株のうち2株 (ts6057とtsM

H27)は遺伝的に異なる高温感受性株で,残 りの1株
(PEAs-ll)はβ-フェネチルアルコール (PEA)に

感受性 となった変異株である.得 られた 2株の高温感

受性株はいづれも,PEA感受性株に比べて低 い PE
A感受性を示 した.

これらの変異株 を non-permissiveな状 態 か ら

permissiveな状態に戻 した時 .正常な複製起点か ら

複製が再開始 した.そこで次に,それぞれの変異株の

複製再開始について解析 した.その結果次の事実が明

らかになった.

1.得 られた3種類の変異株はいずれ も.複製開始

に必要な蛋白質又は蛋白合成が高温感受性又は PEA
感受性となった変異株であった.

2.複製開始に RNA(トRNA)または RNA合

成が直接的に関与 している.

3.2つの変異株 (ts6057とPEAs-ll) の複製再

開始に必要な蛋白合成は,トRNA合成の 5-7分前

に起った.

4.トRNA合成は,tsMH27遺伝子 産 物 の活性

化 と同時または直後に起 った.

5.PEA処理 した PEAs-11変異株を PEAを

除いた状態で培養すると,細胞 は実際に複製が再開始

する前に,PEA存在下で も複製の再開始ができる能

力を獲得する.この PEA耐性 となった細胞 は,PE

As-11遺伝子産物の合成後 7分たって現 わ れ . この

時期は,トRNA合成の時期 とほぼ一致 した.

これらの結果は,複製開始 に必要なすべての蛋白の

合成後,トRNA合成を可能にし,PEA感受性 菌 を

PEA耐性にする未知の processが起 って い るこ
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とを示唆 した.この process として Initiation

complx形成の可能性を提案する.また トRNA の

役割についてはまだわからないが,2っの可能性につ

いて考察 した.
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Abstract

ThreemutantsofBacillussubtilis,defectiveininitiationofDNA replication
wereisolated.Twowerethermosensitiveand onewassensitivetoβ-phenety-

1alcohol(PEA).Thetwotsmutantsweregeneticallydifferentfromeach other
andboth werelesssensitiveto PEA than PEAsmutant.

When thesemutantswereincubated in non-permissiveconditionsto allow

completion ofon-going replication cycleand then shiftedback topermissive
onesinitiationofanew･roundofreplicationoccurredfrom thenormalgenetic
origin.Analysisofthereinitiationbythemutantcellsrevealedthefollowing
facts:1).Inallcasesproteinsorproteinsynthesiswaseitherthermosensitive
orsensitivetoPEA.2).RNA (トRNA)OrRNA synthesisparticipateddirectly in
initiation.3).Protein synthesispre-requisiteto the reinitiation by the two
mutants(ts6057& PEAs)Occurred 5-7 min.beforeLRNA synthesisbegan.4).
トRNA synthesisoccurredimmediatelyafterorsimultaneouslywith renaturation

oftheactiveproductofoneofthemutants(tsMH27).5).When PEA treated
mutantcellswere incubated intheabsenceofPEA,cellsacquired capacities
toreinitiatereplicationinthepresenceofPEA beforeactualreinitiation began.
ThisPEA resistantcellsappeared 7min.afterthesynthesisofPEA sensitive
proteinandapproximately atthesametimeasトRNA synthesisoccurred.

Theseresultsindicatethatafterthesynthesisofalltheprotein components

necessary forinitiation,Someasyetunknown processtakeplaceleading to
LRNA synthesisand making cellsresistanttoPEA.Weproposeformation of
anactiveinitiation complex asapossiblecandidateforthisprocess.

TheroleofトRNA isobscureatthemoment,yettwoalternativeroleswill
bediscussed.


