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AbWa"s.－SequentialsynthesisofT2andT4phagemRNA'swas

analyzedquantitativelybytheDNA-RNAhybridizationcompetitiontech-

niqueandbythephenotypicreversionofambermutantsofT4by5-flu-

orouracil.Theresultsobtainedaresummarizedasfollows;

1)PhagemRNA'scanbedividedintothreegroups,el-,elI-andl-RNA's.

Thesynthesisofel-RNAstartsatanearlyperiodofinfectionandceases

afteracertainwhile,whereasthatofell-RNAbeginsearlyafterinfection

andcontinuesthroughthelatephase・Thesynthesisofl-RNAoccursat

alatertimethanthatofeithertheel-RNAortheelI-RNA・These

resultsarecompatiblewiththesequentialsynthesisofphage-directed

proteinsreportedbyotherworkers.

2)Fortheearlycessationofel-RNAsynthesisandfortheinitiationof

l-RNAsynthesis,eachspecificproteinisrequired,respectively.

3)Themechanismwhichcontrolsthel-RNAsynthesisoperatesbetween

2and5minafterinfection,andconditionsforthedimunitionofeI-RNA

synthesisarefurnishedbetween5andl5minafterinfection・Itissug-

gestedthatthesetwoprocessesarecontr℃ledbydifferentmechanisms.

4)Inthepresenceofchloramphenicol,onlyapartoftheeadyRNAwas

synthesized・Finally,theregulatorymechanismsofmRNAsynthesisbeen

discussedonthebasisoftheseresults.
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緒
書
画

T偶数ファージ(T2,T4,T6)のEs-

C"e"c""""(E・”〃と略す）にたいする

感染系にみられる逐次的な遺伝情報の発現は，

高等生物の発生の際にみられるそれとは，必ず

しも同じ機構に基づいているとは見なすことは

できないにしても，前者の詳細な研究は，単に

ファージ感染系のみに止まらず，後者の解明に

も重要な示唆を与えるものになるであろう．

T偶数ファージの感染は宿主であるE・”〃

の細胞壁に対する吸着にはじまり,DNAの注

入がそれに続く．感染して短時間後に宿主の高

分子合成反応は停止し，ファージDNAに支

配されて，メッセンジャーRNA(mRNA)合

成を経て，ファージに特異的なタンパク,DN

Aが合成される．これらのうち,DNAと外

被を構成する構造タンパクが会合し，子ファー
ジが完成し，宿主菌を溶菌せしめて放出され，

1回の成長サイクルが終了する''2》、この感染

過程にみられる各素反応は，時間経過にしたが

って厳密に進行する．図1にまとめたように，

感染直後に合成が開始されるタンパクの大部分

は，ファージ特異的なDNA合成に関与するも

ので，感染後約12分ごろ，その合成は停止し，

初期タンパクとよばれる8-'｡)．一方，5分*ご

ろに開始するファージDNA合成に遅れて，合

成が開始し，溶菌時まで継続するタンパク（後

期タンパク）は大部分，子ファージの外被を構

成する構造タンパク''''2)であり，また宿主菌の

溶菌に必要なリゾチームもこのグループに入れ

られる18>・以上の2つのグループに属さない例

外の1つは内部タンパク(internalprotein)

で，その合成は初期に開始するにもかかわら

ず，後期になっても停止が起こらない'4，15>‘同

様の逐次的な遺伝情報の発現は，テンペレート

フアージのス16-18》，さらには動物ウイルス19)な

どの感染菌でも観察されており，ウィルス成長

過程に普遍的な現象と思われる．このようにT

偶数ファージ感染系をタンパク合成のレベルで

見るかぎり，誘導および抑制の2通りの調節機

構が存在する．他方,mRNA合成について

は，まずHershey20)pならびに,Volkinと

Astrachan2')がファージに特異的なRNA合成

｡
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＊今後ことわらないかぎり，ファージ懸濁液をE"i培養に混入する時間を0分として表わす。
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を証明して以来，多くの研究が相続いて行なわ

れた．何人かの研究者は感染の初期および後期

に合成されるmRNAが質的に異なることを示

唆した22,28).Han24)らは，後期(15-19分)には

初期（0－5分）に合成されるRNA(初期R

NA)とは別種のRNA(後期RNA)が合成さ

れることを確認し，逐次的な遺伝情報の発現が

転写(transcription)レベルでも行なわれてい

ることを証明し，後期タンパクとの対応関係は

重要な示唆を与えた．ここで問題点が次のよう

に整理される．

1）以上の観察の他に，初期タンパク合成の停

止に対応する初期RNA合成の停止があるか

否か．

影

2）このような逐次反応を支配する実体は何

か．β-ガラクトシダーゼ合成の抑制やテンペ

陛一トファージの溶原化に機能するタンパクと

考えられる，リプレッサーと同様のものを想定

し得るだろうか．

3）初期および後期RNAは，それぞれ，初期

および後期タンパクに対応しているのか．言い

かえれば，遺伝子発現が転写レベルで行なわれ

ているか，翻訳(translation)レベルで行なわ

れているのかも

以上のような問題の解明をめざし，タンパク

合成と関係してRNA合成の質的な解析を行な

った．

実験材料および実験方法

1実験材料

1）バクテリア:Es℃力g"とｶα“〃H株,H

トリプトファン要求株（ﾒ″ｰ),Bウラシル，

アルギニン，トリプトファン要求株(Ua"9-

2秒-），およびCR63株，両なy-株は各々,H

およびBU－αγg-よりN-methyl-N'-nitro-N-ni

trosoguanidine処理による突然変異誘導後25)9

レプリカ法によって単離したものである．

2）ファージ:T2H,T4Dいずれも野生

･型,T4amber変異株,N82(第44遺伝子),

N122(第42遺伝子),B17(第23遺伝子),N91

（第37遺伝子）はEdgarより送られたもので

ある．

3）培地

a．M9合成培地:Na2HPO4･12H2018．2

g,KH2PO43g,NH4CIIgを脱イオン水11

に溶解したものを高圧滅菌した後，その100ml

に別に滅菌した40%ブドウ糖液0.5ml,1M

MgSO40､1ml,0.1MCaCI20.1mIを加える．

b.M9AA培地:上記に､0.025%力莪ミノ

酸を加える．

c・トリス・ブドウ糖(TG)培地6》:1M

トリス-HCl緩衝液(pH7.4)100ml,NaCl5.

4g,NH4Cll.1g,KCl3g,CaCl2150mg,

MgCl22g,Na2SO440mgDKH2PO487mgに

蒸留水を加え11にしたものを100｡Cで30分滅

菌した後，40％ブドウ糖溶液を100mlあたり

0.5ml加えたもの．

d，低リン酸濃度TG培地26):上記のTG培

地のリン酸濃度0.64mMを0.1mMとした．

e・ペプトン・ブドウ糖(PG)培地：ポリ

ペプトン10g,NaCl3g,1MMgSO41ml,

ブドウ糖1gを脱イオン水11にとかし,IN

NaOHでpHを7.4に合わせ高圧滅菌する．

f.PG寒天固型培地:上のPG培地11当り

10gの粉末寒天（半井薬品製）を加え滅菌後，

25～30mlを直径9cmのシャーレに広げて作成

した．

g.トリプトン軟寒天培地：トリプトン10

g,NaCl5g,ブドウ糖1g,粉末寒天5g

も脱イオン水11にとかし,1NNaOHでpH

を7．4に合わせ高圧滅菌した．

4)82p－オルトリン酸：日本放射性同位元

素協会より購入した．

5）膵臓リボヌクレアーゼ(RNase)および

デオキシリボヌクレアーゼ(DNase):Worth-

ington社のものを使用した．

6）リゾチーム：シグマ社のものを使用し

た．

7）阻害剤

。
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30分通気の後,E・“〃1細胞当り10粒子の

ファージを感染させ（この時間を0分とする)，

目的の時間82P-オルトリン酸を60"C/mlとな

るように加えRNAを標識する．標識時間終了・

後に1/5容のlOmMトリス-HCl(MI7.4),10m

MMgCl2,60mMNaN3を含む溶液からなる

砕いた氷の上に注ぎ，高分子合成を瞬時的に停

止せしめる．菌は冷凍遠心(10000rpm×5分）
：葡一

で集め，初めの培養の約1ﾒ50容の上記の溶液に
“･

懸濁し,5"g/mlDNaseと200"g/mlリゾチ

ームを加える．ドライアイスーアセトン混液お

よび37｡C温浴中で，凍結，融解を3回くりか

えし，0.4％ラウリル硫酸ナトリウム(SLS)

を加えて溶菌し，室温で2回フェノール処理を

行い除タンパクし,RNAを抽出する．2回目の

水層に2倍容の冷エタノールを加えRNAを沈

澱させる．沈澱を20mMKCl,10mMMgCl2

を含む20mM酢酸緩衝液(pH5.2)に溶解し，

残存するDNAをDNaseで分解し(10"g/ml,

37｡C15分),エタノール沈澱でDNA分解物

を除去し，フェノール処理でDNaseを除いた

後,20mMKClを含む20mM酢酸緩衝液に一

夜透析し，さらにもう一度エタノール沈澱を行

3.RNAは少量の0.5MKClを含む0.01M

リス-HCl(pH7.4)に溶解し，ミリポアフィ

ルターを通過させた後,-20｡Cで保存する．

4）未標識RNAの調製:未標識RNAは最後

のミリポアフィルターによる濾過を除いて，

32P-RNAと同じ方法で調製した．

5)DNA-RNA間のハイブリダイゼーショ

ン：ハイブリダイゼーションはNygaardらの

方法29>を用い,これにRNase分解をつけ加え，

ハイブリッド分子はミリポアフィルター上に集

めた．反応液の組成および反応条件は各図説明

に記す．

6)DNA,RNAの定量:DNAおよびRNA

はともに分光光度計で各溶液の260m"波長にお

ける吸光度を測定して定量した.1mgのRNA

は23吸光単位,DNAは20吸光単位とした．

aクロラムフェニコール(CM):三共薬

品社のものを使用した．

b7－アザトリプトフアン(AT):シグ

マ社のものを使用した．

8）仔牛胸腺DNA:シグマ社のものを使用

した．

9）ミリポアフィルター:HA459孔径0.45

“

2実験方法

1）ファージストックの調製：野生型ファー

ジは,M9またはTG培地を用い,37?Cで培養

したE・“〃Hに感染させ,通気培養し，クロ

ロフォルム処理で得た溶菌液をハイフロスーパ

ーセル層を通過させ，細菌破片などを除去した

後，分画遠心を3回くりかえして精製した．

amber変異株は,PG培地を用い30｡Cで培養

したE.co"CR63に感染させ,上と同様に調製

した．ファージ粒子数の測定は軟寒天重層法'）

によった．

2)DNAの調製および熱変性:E・Co"DNA

は,E・”〃H株よりMarmurの方法27)によ

って調製した．ファージDNAは精製したファ

ージストックをフェノール処理し28)，エーテル

でフェノールを除き,N2ガスでエーテルを除去

した後エタノールで沈澱とし保存した．

3）ファージ感染E.co〃からの32P標識R

NA(82P~RNA)の調製:TG培地で一夜培養し

たH株の前培養を20倍容の同じ培地に移し,37°

Cで2.5時間通気すると約5×108/mlの菌数を

得る．遠心(6000rpm×10分）で集菌し,1/2

容の低リン酸濃度TG培地に懸濁し，さらに菌

体内のりン酸濃度を下げるために30分通気す

る．この低リン酸濃度TG培地を用いてもファ

ージの感染過程は，ほぼ正常に進行する．例え

ば，初期タンパクの1つであるデオキシシチジ

ントリフオスファターゼ(dCTPase)の合成と

停止はTG培地中と同じ時間に起こる．また後

期タンパクのリゾチームも通常のTG培地によ

ると同様少なくと｜も50分までは合成が続く．こ

の低リン酸漉度TG培地を用いることにより，

高い放射性活性をもつ32P-RNAを得ることが

可能になる．

害可

一
一
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結

1．競合ハイブリダイゼーション法によるファ

ージmRNA合成の逐次反応の解析

mRNA合成の質的な解析を行なうために2

つの方法を用いた．第1はDNA-RNAの競合

ハイブリダイゼーション法24>であり，第2はフ

アー･ジのamber変異株の5-フロロウラシル

(FU)による"みかけの回復80981)"を測定する
Q

方法である．まず前者による解析を示す．

1）後期RNA合成について

熱処理またはアルカリ性で変性した1本鎖

DNAをRNAと混ぜ,60.-70｡Cで数時間

置くと，両者の間に相補的な塩基配列がある場

合ハイブリッド分子が形成され，適当な方法で

フリー状態のRNAと分離,測定できる．RNA

を放射性同位元素(32P,3H,'4Cなど）で標識

しておけば容易にハイブリッド分子の量を定量

することができる．また，このように標識した

RNAとDNAの間のハイブリダイゼーショ

ンの際に，大量の同質の未標識RNAを加える

と,DNA上の結合部位をめぐって，両RNA

が競合し，標識RNAはハイブリッド分子か

ら排除される．一方，標識RNAとはまった

く異質の未標識RNAを用いた場合は競合が

なく，したがって未標識RNAがない場合と

同量の標識RNAがハイブリッド分子を形成

する．未標識RNAが標識RNAの一部の種

類のみを含む場合は部分的な競合を示し，充分

量の未標識RNAを加えることにより，その

組成に応じて，ハイブリッドする標識RNA量

は一定の値に収束する．

競合ハイブリダイゼーションにおいては熱変

性したDNA1に対し,32P-RNA50,および，

いろいろな量の未標識RNAを0.01Mトリス

HCl(pH7.4)-0.5MKCI(KCl-buffer)中で

混合し,67｡Cで2－5時間置いた．その後10

"g/mlのRNaseを加えてハイブリッド分子

未形成のRNAを加水分解し，ミリポアフィ

ルターによって鱸過し，ハイブリッド分子を集

め，さらに60mlのKCI-bufferを通して洗っ

たうえ，乾燥して,G-M計数管で放射能を測

果

定した．この条件では，未標識RNAなしの

場合用いた標識したファージmRNAの4－

8％がハイブリッド分子を形成し,DNAなし

のコントロール実験では0.1％程度にすぎな

い‘図2は同質の82P標識および未標識RNA
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Fig．2Hybridizationcompetitionbetween

32Pgr2-RNAandmlabeledT2orEcWRNA.

Hybridizationmixturecontains,inO.5mlof

O・01MTris･HCI(pH7.4)J.5MKq(KCI~buffer),
denaturedT2DNA,0.5"g;32P~RNA,25"g;and

variedamountofunlabeledRNA.ascompetitor.

Themixturewasincubated,inastop･cocked

tube,at67｡Cfor2hr･Afterincubation,unhy-

bridizedRNAwasdigestedbypancreaticRNase

(10"g/ml)at37｡Cfor30min.TheDNA-RNA

complexwascollectedonaMilliporefilter,and

washedwith60mlofKCl-buffer･Thefilter

wasdriedandtheradioactivitywasdetermined

inaG-Mcounter.Theradi"ctivitiesabovethe

backgroundvalue(noDNAadded)areexpre-
ssedinrelativetothevalueobtain"with⑪皿t

unlabeledcompetitorRNAtakenaslOO．（○）
32P-RNAIabeledbetweenO,5andlOminafter

phageinfection(4100cpm/"g)""swsunlabeled
RNApreparedatlOminfromT2infectedE.

cWH;(……/heoreticalcurveofhybridization
com"titionbetween32P-RNAandunlabeled

RNAcontainingidenticalcomponents;(O)
32P-RNAla"ledO．5andl9minafterT2infec-

tion(3670cpm/"g)""SWSunlabeledaCO"RP
NA.

間の競合ハイブリダイゼーションの結果を示

す．すなわち,82P-RNAはT2ファージ感染

後0.5-10分の間標識し，未標識RNAは10分

に調製したものである．82P-RNAは，大量の

未標識RNAを加えることにより，ハイブリ
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Table1.HybridizationbetweenT232P-RNAandDNA's

ba鰐紬噂鵬a溌淵X)%ofinputDNA32PRNADNA

19.8

13.7

0．40

0.09

1976

1妬7

40

9ｓｕｍｙ

飯
山

２
４
ｃ
ｆｌ

Ｔ
Ｔ
Ｅ
函

20"g

20

20

20

10"g

10

10

10

ReaCtionmixturecontaining82P-RNA(labeledbetWeenO､5andlOminafterT2phage

infection,1000cpm/"g)andDNAinO.5mlofKClebuffer,incubatedat37｡Cfor2hr.
FbllowingproceduresarethesameasthosegiveninthelegendofFi9.2.

この種のRNAは後期RNAとよばれ，後期

タンパクのmRNAと考えられる．一方，感

染初期に合成されるRNAは初期RNAとよ

ばれる．後期RNA合成が開始される時間は

6－7分と報告ざれ24)，また後に示す実験によ

ってもその結果が裏づけられる．6－7分は，

また，後期タンパク（外被タンパク）の合成が

ツド分子から完全に排除される．その様子は理

論的な競合曲線とよく一致する．しかし，異質

の未標識E・""RNAを用いた場合はハイブ

リッドを形成する32P-RNA量はほとんど影響

を受けない（図2）．また，この32P-RNAは

E・""DNAおよび仔牛胸腺DNAとはハイ

ブリッド分子を形成しない（表1）．このことか

らファージ感染菌では，もはやE・cD"RNA

は合成されていないことがわかる．

T2ファージ感染後初期から後期まで，すな

わち0.5-19分の間標識した32P-RNAと4分

に調製した未標識初期RNAとの競合は部分

的であり，充分量の未標識RNAを加えても，

それがない場合の約40％の82P-RNAはハイブ

リッド分子として残る（図3）．このレベルは

15-19分標識した32P-RNAを用いた場合とほ

ぼ等しい（図3）．しかしながら82P-RNAと

して0.5-15分標識したものを用いると，この

レベルが約20％となる（図3)．この差は，す

でに報告した論文26)および，この論文の後にも

述べるように，初期に合成が開始されたRNA

の一部の合成が停止することに由来することが

証明されている．さらに，この差が15分から19

分の間に新しいRNA種の合成が開始された

のでないことは15分に調製した未標識RNAが

15-19分標識した32P-RNAを完全にハイブ

リッド分子から排除する（図3）ことによって

示される．これらの結果はH21124》らの結果と

同じく，感染後期には，初期に存在しなかった

種類のRNAが合成されることを意味する.
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Fig．3EvidenceforthesynthesisoflateRNA.

Hybridizationcompetitionbetweenlate32P-RN-

A'sandunlabeledearlyorlateRNA'swere

carriedoutmO.3mlofmixturecontainiIigde-

naturedT2DNA,0.2"g;32P-RNA,10"g;and
variedamountofunlabeledRNA.Procedures

andconditionsarethesameasthosegivenin

thelegendofFig.2.(A)32P-RNA(labeled

betweenl5andl9min,19500cpm/"g)t昭γs認s

unlabeledearlyRNApreparedat4min(4min-

RNA);(e)32P-RNA(0.5-19min,5300Cpm/

"g)"""Sunlabeled4min-RNA;(O)32P-RNA
(0.5-15min,3670cpm/"g)""S"S4min-RNA;

(4)32P-RNA(15-19min,19500cpm/"g)""s
lateRNApreparedatl5min;allRNA'swere

preparedfromT2infectedaCO"H.
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開始する時間とも一致する．

2）一部の初期RNA合成の停止

初期タンパク合成の停止に対応する初期R

NA合成の停止があるか否かを知るために,次

の実験を行なった.:mRNAは代謝回転が早い

ことが知られる82〕ので，もし初期RNAの一

部の合成が，ある時間に停止すると，かなり速

やかに分解されると予想される．ある種のm－

RNA合成が15分に停止し，半減期2分で分解

すると仮定すると班0分には，そのmRNAは
40－妬

5000分の1（＝2－－テ）しか残存しないこ

とになる．この考えに基づいて，第1次ファー

ジ感染の後，溶菌を防ぐために10分に同じ多重

度で2次感染88)した菌から60分に未標識RNA

（60分RNA)を調製した．このRNAと0．5

－4分標識した初期32P-RNAとの間で競合ハ

部の初期RN遇合成の停止は15分以前に起こ

っていると結論される．また初期に合成が開始

したRNAの一部が後期まで継続することは，

ある種のタンパク（たとえば内部タンパク)'5’

'6)の合成が初期から溶菌時まで続くことで示唆

されているが，図3にみられるように初期未標

識RNAが後期82P-RNA(15-19分標識）

と部分的に競合することによって証明される．

以上1），2）に示した結果からファージ

mRNAはその合成の様式によって3つの範曜

に分けられることが結論される．すなわちそれ

らは，1）初期に合成が開始し15分以前の一定

の時に停止するもの(el-RNAとよぶ),2)

初期から溶菌時まで合成が継続するもの(eII-

RNA),および,3)感染後一定時に，はじめ

て合成が開始する後期RNA(1~RNA)であ

り，ファージタンパクの合成における逐次反応

の様子と見かけ上の一致を示す．
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2．.T4amber変異株(am変異株）の5-フ《ロ

ロウラシルによる“見かけの回復(FU回復ｿ”

を利用したmRNA合成の解析

T4のarn変異株のFU回復を調べることに

より,mRNAについて獄直接的ではないが，

遺伝子とはより直接的に関連した形質発現過程

､を追求することができる．この実験の原理は，

ChampeとBenzer30)により発見されたもの
で，次に要約する.ある遺伝子上に変異が起こ

り，これを転写したmRNA上の塩基がシト

シン(C)からウラシル(U)へと変換し，そ

の結果正常なタンパクが合成されなくなった菌

を想定する．この菌の培地中にFUを入れる

と，これはUのかわりにmRNAへ取り込ま

れ，それが翻訳の際にCと読まれること-があ

り，その結果として，ときどき活性あるタンパ

クが合成され，見かけ上変異した機能が回復す

る．すなわち,FU回復はFU存在下で，変異

した遺伝子のmRNAが合成されていることを

意味する.T4am変異株はあるコドンがナン･セ

ンスコドン(UAG)に変化したもので,E､,“〃

_B株やH株(nonpennissivehost)ではこの

場所でタンパク合成が停止するが，抑制遺伝子

0 1020

m1abeledRNA/32P-RNA

”

Figp4Hybridizationcompetitionsbetween

earlyor･late62P･RNA's、andImlabeledlate

RNA,showingipartialcessationofearlyRNA

synthesis.Experimentswereperformedas

describedinthelgeendforFi9．3．Unlabeled

lateRNA(60minRNA)waspreparedfromE
cり"HwhichhadbeeninfectedatOmin

andsuperinfectedatlOminwithT2phageat

amultiplicityoflOrespectively.(O)32PDRNA

(0.5-4min,177"pm/"g)'(O)32PdRNA
(15-19min,19000cpm/"g).

イブリダイゼーションを行なった結果を示した

のが図4である．競合は部分的であり，60分

RNAはもはや初期RNAの一部を欠いてい

ることがわかる．しかしながらこの60分RNA

は後期に標識した82P-RNA(15-19分標識）

に対しては完全な競合を示す（図4）ので，60

分RNAは15-19分の間に合成されるすべて

のRNA種を含んでいる．いいかえれば，一

心 ●

箸
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一

sWIIIをもつK12CR63株(permissivehoSt)

ではUAGがチロジンと読まれるためタンパ

ク合成が進み子ファージ産生も行なわれる34)‘

T4am変異株のあるものは,FU存在下でB

株またはH株でもファージ産生を行なうように

なり,FU回復をすることが知られる31)．j'l

初期遺伝子にarn変異があるN82,N122;／，

および後期遺伝子にある,B17,N91,のFU

回復を経時的に測定した結果を図5に示す．

3．クロラムフェニコール(CM)によるl-

RNA合成開始の阻害

l-RNA合成の開始にタンパク合成が必要か

否かをCMを用いて調べた.CMでタンパク合

成を阻害し35》，合成されるmRNAがl-RNA

を含むか否かを調べた．ファージ感染前5分に

50"g/mlのCMを加えたT2感染E,“〃H

から19分に未標識RNAを調製した．この条件

ではトリクロロ酢酸(TCA)不溶性分画への

85SO4--の取り込みはみられず，タンパクは合

成されていない.32P-RNAは前の実験（図3)

に用いたと同じ0.5-19分標識したものを用い，

競合ハイブリダイゼーションを行なった（図

6）．競合は部分的でCM存在下ではT2mR-

NAのうち一部しか合成されないことを示す．
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FH9．5PhenotypicreversionofT4amber

mutantsby5-fluorouracil･CellsofEc"H

(anonpermissivehost)growninM9AAwere
infectedwithoneofthemutantsat

multiplicityof0.1inthepresenceof2×10-2M

KCN, andunad員⑥rbedphageparticles

wereremovedbyadditionofantiT4-serum

followedbycentrifugationinthecold･Pellet

wassuspendedinchilledM9AA,added20"g/ml
of5-fluorouracil(FU)and100"g/mlofthy-

midine,andincuntedat37･C(timeO)．The
incubatedcellsweresampledatintervalspmixed

withCR63cells(apermissiveh"t)insmall
tubecontainingsoftagar,100"g/mlofuracil

afterappropriatedilution,andpouredonplates.

0
IO203040

unIabeIedRNA/32P-RNA

Fig．6HybridizationcompetitionbetweenCM-

RNA's・andnormalRNA's・ExPeriments

wereperformedasdescribedinFig.3.(O)
32P-RNAlabeledbetweenO.5andl9min

(5300cpm/"g)""sunlabeledCM-RNA
whichwasextractedfromT2-infectedHcells

atl9min,towhich50"g/mlofCMwasadded

at5minpriortoinfecteion.(O)82P-CMPRNA

labeledbetweenO.5andl9min(2960cpm/"g)
preparedfromT2-mfectedcellstowhich50ffg
/mlofCMwasaddedat-5min""swsunla-

beled4min-RNA.

FUに対する感度に相違はあるが，前二者は

FUを入れた直後から高い頻度で回復し,5-

10分の間に回復が止まる．一方，後二者では回

復が前者にくらべて遅れてあらわれ，回復は持

続する．このことは初期遺伝子に対応するm-

RNAが初期に合成開始し，その後停止がある

こと，また，後期遺伝子のmRNAが一定時間

後に開始することを示唆するものである．

この組み合わせと逆に標識して競合をみた．す

なわち32p-RNAを上と同じ条件で,CM存在

下で0.5-19分標識し，未標識RNAは4分に

調製したものである．図6にみられるように

82P-RNAは未標識初期RNAによって完全に

ハイブリッド分子から排除され,1-RNAは合

成されていない．同じ結果はCMが後期遺伝子

のarn変異株(B17,N91)のFU回復を阻
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害するが，初期遺伝子arn変異株(N82)の

それを阻害しないことによっても示される（図

7)．これらの結果から,1-RNA合成の開始

には，それに先行するタンパク合成と考えられ

るCMに感受性をもつ反応が必要であると結論

される．

1
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Fig．7EffectofCMonphenotypicreversionofT4ambermutantsbyFU.Experimental
procedurewassimilartothatdescribedinthelegendforFig.5,"sid=thatCM(25"g/

ml)wasaddedtoonepartoninfectedcellsuspensionwhenFUandthymidinewasadded.
(O)noCMwasadded,and(O)CMwasadded.
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行なわれていることがわかる.el-RNA合成

の停止にもやはりCM感受性の反応が必要であ

ると結論される．

4.CMによるeI-RNA合成停止の阻害

el-RNA合成停止に対するCMの効果を知

るために次の実験を行なった．ファージ感染後

0.5分に50"g/mlのCMを加え,15-19分標識

した32P-RNAと前の実験（図4)と同様に調

製した未標識60分RNAとの間の競合を行なっ

た｡図8に示すように競合は部分的であり図4

の結果の初期82P-RNAとほぼ同じ様子で，こ

の条件では15-19分の間にもeI-RNA合成が

5．7－アザトリプトファン(AT)の影響

いままでみたCM感受性の反応は，タンパク

合成と考えられるが，それが単なるタンパク合

成反応（たとえ合成されたタンパクが活性をも

たなくても）か，それとも，たとえば後期遺伝

子発現のインデューサー，または初期遺伝子発

現のリプレッサーのような生物学的活性をもつ

タンパクの合成であるかを結論することはでき

ない．そこでトリプトファン(tryと省略）の

アナログであるATのRNA合成の逐次反応に

対する影響を調べた．ATはtryのない条件

でE.co〃のtry要求株のタンパク中に取り

込まれ，そのタンパクは活性をもたないことが

知られている86)．

T2ファージが感染したE・co"BU-""9-

＃か-に対するATの影響を調べた結果を表2

にまとめる．細胞はウラシル(10"g/ml),L-

アルギニン(20"g/ml),L-トリプトファン(20

"g/ml)を加えたTG培地で増殖させ,遠心で集

$Uu
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Fig．81nhibitionofshuttoffofel-RNA

synthesisbyCM・Experimentswereperformed

asdescribedinFig.3.82P-RNAlabeledl5

andl9min(13700cpm/"g)preparedfromT2
infectedHcellstowhich50"g/mlofCM
wesaddedatO.5min""s"sunlabeled60min-

RNA(seeFig.4).

Table2．Effectof7-azatryptophanonthesynthesisofmacromolecules

inT2infectedECU"BUU-αγケオが一

TGmediumsupplementedwithlO"/mlofuracil,

20"g/mlofL-argand
20"g/mlofL-ATand

macromolecules20ﾒ!g/mloflFtry20"g/mlofLQAT20"g/niW'f::tfME41iMin
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(+)indicatesthepresenceofdetectablesynthesisand(-)indicatestheabsence.
*1．SyntheSisofRNA,proteinandDNAwasmeasuredbyincorporationof8H-uridine,

85SOi-or3H-thymidineintoT℃Ainsolublefraction,respectively.Rrmeasurementof

DNAsynthesis250"g/mlofdeoxyadenosinewasaddedtominimizebreakdownofsH-
thymidine.

*2.notbeme刻掌皿､red．

*3.Delayedsynthesis(aboutlOmin)wasobserved.
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菌し,tryを含まない新しい培地に懸濁し,30

分通気してtryを除き，ファージ感染前5分

にAT(20"g/ml)を加えて次の測定をみた．

3H-ウリジンのトリクロロ酢酸不溶性分画への

取り込みでみたRNA合成，および35SO4--の

取り込みでみたタンパク合成はtryとATの

場合で同程度進行するが，デオキシシチジント

リフォスファターゼ(dCTPase),リゾチーム

などの活性をもつ酵素，また活性のある初期酵

素によって合成されるDNA合成はまったく

みられない．もちろん成熟ファージの産生がな

いことは明らかである．さらにAT処理したフ

ァージ感染菌に対し10分後にtryを加えると

DNA合成，リゾチーム合成，ファージ産生の

回復が起こる．これらの事実から,T2感染

E."〃〃y一株でtryのかわりにATの存在

下で合成されるタンパクは活性をもたないと考

えることは妥当である．

この条件で合成されるRNAをまず競合ハ

100
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Fig.9Hybridizationcompetition"tween

32P-AT-RNAand4min-RNA.Inhibitionof

lateRNAsynthesisby7aazatryptophan(AT).
82P-AT-RNAwashybridizedwithDNAin

thepresenceofvariousamountsofunlabeled

4min-RNAasdescribedinthelegendsfor

Fig．3．Tryptophanauxotrophicmutantcells

weregrowninmediumsupplementedwith

aminoacid,collected,suspendedinmedium

supplementednotry,AT(2o"g/ml)wasadded
5minbeforeinfection・Theculturewaslabeled

with32PbetweenO.5andl5min(B""-α”ﾒーｵー；
●)orbetweenl5andl9miu(Hf"-;O)
andRNAwasextractedatterminationoflab-

eling.Specificactivitywas5860cpm/"gand
4000cpm/"g,respectively.
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Fig．10EffectofATonthephenotypicreversionofT4ambermutantsbyFU.

Hfry-cellsweregrowninM9supplementedwith20"g/mlofDL-tryptophan,collectedand

washedtwice・WashedcellswereinfectedasshowninthelegendforFig.5anddivided

intotwoaliquots,onewasincubatedinthepresneceof20"g/mloftry+10"g/mlofFU+

50"g/mlofthymidine,andanotherin20"g/mlofATinsteadoftry.Samplesfromincu-

batedculturesweremixedwithcellsofCR63insoftagarmediumcontaininglOO"g/mlof

uraciland40"g/mloftryafterdilution,andpouredonhardagarplates．(O)trywas

added,and(O)ATwasadded.
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が含まれ，15分以後も停止せずに合成されてい

る．さらにATの存在下で40分に調製した

RNAがすべての初期RNAを含むことは，

これが初期82p-RNAを完全にハイブリッド分

子から排除すること（図11）で示される．これ

らの結果はel-RNA合成の停止に寄与するタ

ンパクが存在することを強く示唆する．

6．RNA合成調節機構の進行する時間

l-RNA合成開始に必要なタンパク合成が進

行する時間を知るためにCMを感染後2,3,

4，5，7分におのおの加え，0.5-15分標識

した82P-RNAと4分で調製した未標識初期

RNAの間で競合ハイブリダイゼーションを行

ない,1-RNAが合成されているか否かを調べ

た．図12は各82P-RNAに対し,20倍および30

イブリダイゼーション法で分析した．ファージ

感染後0.5-15分，および15-19分にそれぞれ

標識した82P-RNAを調製し,4分に調製した

未標識初期RNAと競合を試みた．図9に示

すように82P-RNAは両者とも完全な競合を受

け，初期RNA以外のRNAを含まないこと

が証明された.1-RNA合成の開始には，活性

あるタンパクの合成が必要であるという結論が

得られた．この結論は，さらにAT存在下で

E・“〃H＃か一におけるT4後期am(B17,

N91)のFU回復が起こりにくいことによっ

ても支持される（図10)．

同様にeI-RNA合成の停止に対する影響も

試みた．上記と同じ条件で16-20分標識した

82P-RNAを調製し,40分に調製した未標識

RNAとの間で競合を行なった結果を図11に示

す．競合は部分的で82P-RNA中にel-RNA
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Fig．11Hybridizationcompetitonsshowingin-

hibitionofshuttoffofeI-RNAsynthesisby

AT.Experimentswereperformedasdescribed

inFHg.3.IateunlabeledRNAwaspreparedat
40minfromT4infectedHcellsinthesame

mannerasgiveninthelegendforFig.4in

thepresenceoftryorATinsteadoftry.

(O)32P-AT-RNA(labeledbetweenl5andl9

min,4300cpmﾉ"g)fromT4infectedHメガー

supplementedATasshowninFig.9""s"s40

mintry-RNA,and(O)82P-4min-RNA(labeled
O.5and4min,480"pm/"g)fromT4infected

H#ﾌy-supplemented20"g/mloftrytJe汚恋
unlabeled40minqAT-RNA.

Fig．12EffectoftimeofCMadditiononthe

lateRNAsynthesis.32P-RNA'slabeledbetween

0.5andl5minwerepreparedfromT2

infectedHcellstowhich50"g/mlofCM
at-5,2,3,4,5and7minafterinfection,

Hybridizationrespectively.Hybridizationcompetition

betWeeneach32PCMPRNAandexcess4

min-RNA(morethan20timestheamountsof

32P-RNA),wasperformedasdescribedinFi9.

3.(O)theaveragevalueofuncompetedlev-
elesfromtwoexperimentsinrelativetothat

ofinput32PRNAplottedagainstthetimeof

CMaddition,and(-･-)theuncompetedlebel

withoutCM(seeFig.3).
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倍の未標識RNAを加えて競合を行ない，排除

されずに残るレベルをCMを加えた時間に対

してプロットしたものである．2分にCMを加

えるとl-RNA合成は起こらないが,5分以後

に加えた場合はCMなしの場合と同じレベル

に達し,1-RNA合成は阻害を受けない．T4

後期arn変異株のFU回復の際，任意の時間

にCMを加え一定時間後に指示菌と混ぜてプ

レートした結果が図13である．ハイブリダイ

一方，図14に示したように，5分にCMを

加えた場合,el-RNA合成は後期まで続き停止

反応を阻害する．前に示したように（図4），

el-RNA合成停止は15分以前に起こるので，

停止に必要な条件が成立する時間は5分から15

分までの間であることがわかる．しかしこのこ

とから，停止に必要なタンパク合成反応が5分

以後に合成される後期タンパクに属するものな

のか，または初期タンパクであって停止に必要

な量の蓄積に5分以上かかるのかは結論できな

い．

上の結果をみて，さらに次のことに気がつ

く．5分にCMを加えた場合,1-RNA合成反

応はもはや阻害されないが（図12),el-RNA

合成停止の阻害は残っている（図14)．この事

実は両反応の調節機構が異なっていることを示
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Fig．13EffectoftimeofCMadditiononph-

enotypicreversionofT41ateambermutants

byFU･WashedcellsofH,growninM9AA,
wereinfectedinthemesenceofKCNand

unadsorbedphageparticleswereremovedinthe

presenceofantiT4serumasdescribedinthe

legendforFig．5.Infectedcellsweredividedin
sixaliquots,andaddedlO"g/mlofFUnd20"g/

mlofthymidine,andincubatedat37･C(time

O).CM(25"g/ml)wesaddedattimeO,2,4,6
and8mintoseparateculture・IAttimel5min
allcultureweresampled,dilutedandplatedas

describedinthelegendforFig．7.Up"rlines

inthefigureindicaterescuredparticleswhen
CMwasnotadded.

Fig．14Hybridizationcompetitionbetween

unlabeled60minCRNAand32PCM-RNA

thatpreparedasdescribedinFig.8except

thatCMwasaddedat5min(19000cpm/"g).

Experimentswereperformedasdescribedin

Fig、3．

唆するものであろう．少なくともl-RNA合

成の開始はel-RNA合成の停止とは無関係に

進行することが結論される．

7．CMおよびAT存在下で合成されるRNA

の質的差異

CMおよびAT存在下で合成されたRNA

は，初期RNAしか含まないことが結論され

たが，両RNAの組成が同一であるとはいえ

ない．前の結果から,AT存在下ではすべての

初期RNAが合成されていること（図11),"

ゼーションの結果と同様，2分以前ではCM

が回復を阻害するが，4分以後では回復がみら

れる.1-RNA合成に必要なタンパク合成は感

染後2－4分の間に進行することが結論され

る．
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よびCM存在下では初期RNA以外のものは

合成されていないこと（図6）がわかる.CM

存在下で合成される未標識RNAと,82Pで標

識したAT-RNAまたは初期RNAとの競合

は，いずれも部分的であり（図15a),CM存

在下では初期RNAまたはAT-RNAの一部

しか合成されないことを意味する．一方，初期

RNAとAT-RNAの間の競合は82Pの標識

を交換しても，いずれも完全である（図15b)

ので両者の組成は同じであると考えられる．こ

れらの結果は次の関係式に要約される．

CM-RNAEAT-RNA=初期RNA

０
０
０
０
０
０
０
０
０
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Fig.15(a)Hybridizationcompetitionbetween
82P-4min-"32PQATdRNA'sandCM-RNAof

T4.Ex"rimentwereperformedasdes"ribedin

Fig､3.(O)82Pb4min-RNA(labeledbetween
O.5and4min,4800cpm/"g)J"s@dsCM-RNA
preparedat20min,and(O)32P-AT-RNA(la-
beledbetweenl5andl9min,400"pm/"g)"-
swsCM-RNA.

(b)Hybridizationcompetitionbetween4min-
RNAandAT-RNA.(O)32P-4min･RNA""S
AT-RNApreparedat20min,and(O)32P-AT-
RNA(labeledbet-weenl5andl9min,4000
cpm/"g)""s2as4min-RNA.

討

び後期遺伝子のarn変異株のFU回復による実

験でも支持され,1-RNAと後期タンパク,el-

RNAと初期タンパクとの対応を予想させる．

これらの結果は2つの反応を支配する調節遺伝

子を決定することにより，さらに明確になるこ

とであろう．後期遺伝子の発現を支配する調節

遺伝子として，スファージのQ遺伝子'7,18)が

報告され，妓近Rolleら87)によりT4の第55"

伝子が後期RNA合成開始に必要であること

が報告され,T4ファージに特異的なDNA依

存RNAポリメラーゼの存在も報告されてい

るが38)，第55遺伝子との関連で検討される必要

があろう．しかしながら，初期遺伝子発現の停

止に関与する調節遺伝子についてはまだ知られ

ていない．

ここに述べられた結果から，すべてではない

かもしれないがT偶数ファージの遺伝子発現の

調節が転写のレベルで行なわれているらしいと

検

この論文では競合ハイブリダイゼーション法

を用いて，まず,T偶数ファージのど.”〃へ

の感染によって合成されるmRNAが3つの

グループ，すなわち,el-,eII-,l-RNAに分

けられ，ファージタンパクとの対応が予想され

ることが示された.eI-RNAおよびell-RNA

は感染直後に合成が開始され，前者は15分以前

に停止するが，後者は溶菌時まで継続する．次

に,l-RNA合成の開始およびel-RNA合成

の停止とタンパク合成との関係を，タンパク合

成阻害剤CMとアミノ酸アナログATを用いて

解析し，いずれの反応にも生物学的活性をもつ

タンパクが必要であることが証明された．さら

に,1-RNA合成開始に必要な反応は2-5分

の間に進行し,el-RNA合成の停止の条件が

成立する時間は5分から15分の間であることが

示され，両者を調節する反応が異なることが強

く示唆された．これらの結果はT4の初期およ



“ 松

考えられる．しかし，すべてがそうであるか否

かを知ることは重要な問題である.T4ファー

ジの遺伝子地図39》によると，それが必ずしも対

応するDNA部分の物理的な長さと対応する

とは言えないが，後期遺伝子の部分が初期に比

べて長い.32P-RNAの放射性同位元素分布が

均一で,RNA過剰の条件でハイブリッド分子

を形成する量が対応する遺伝子の長さに比例す

ると仮定すれば，4分までに,60-80%の遺伝

子が転写されていることになる．なぜなら0．5

－15分又は0.5-19分の間標識した32P-RNA

と4分に調製した未標識RNAとの競合で，

ハイブリッド分子として残る32P-RNAが20

-40％になるからである．このことは翻訳のレ

ベルでも調節されていることを予想させるもの

といえるが，さらに検討の要があろう．

つぎに重要なことは,RNAと遺伝子との対

応関係を知ることであろう．その目的にはT4

ファージの種々のa、変異株を用いて解析す

ること，遺伝子特異的なmRNAを単離する

方法50)などが有効であろう．"”"oおよびj"

""γoで遺伝子発現が詳細に研究されつつある

ものとしては，他に，スファージ，ラクトース

オペロンなどの系があり，いずれもリプレッサ

ーが単離され，特異的なDNAに結合するこ

とが証明されている40-43〉．さらに"〃"γoの

β－ガラクトシダーゼ合成系44,45)，ラクトース

オペロン特異的mRNA合成系46)において，

リプレッサーが各々の合成を抑制することも知

られている．T偶数ファージでもj〃〃"”で

第55遺伝子の生産物の作用によって後期RNA

合成が成功したとの報告47)もあるがその機構に

ついては明らかでない．現時点では，これらの

問題は,DNA上のRNA合成開始点（オペレ

ーター又はプロモーター）をめぐるリプレッサ
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