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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は遺伝情報発現の初期反応である転写の開始枚横を解明するため,大腸菌ファージ T3DNA か

らRNAポリメラーゼが特異的に結合 して転写を開始する領域 (プロモーター)を単離し,RNAポリメ

ラーゼとの相互作用の特異性を解析したものである｡ファージT3の形質発現には大腸菌の RNAポリメ

ラーゼによる転写とファージ固有のRNAポリメラーゼによる転写が必須であ り,このことはT3DNAに

はそれぞれの酵素に対するプロモーターが存在することを示 している｡したがってこの転写系を用いれば

2種類のRNAポリメラーゼによるプロモーター識別の特異性について比較研究をおこなうことが可能で

ある｡

まずT3DNAを鋳型として合成されるRNA鎖の開始末端 ヌクレオチ ド配例と長さの分析をおこない,

T3DNAには少なくとも大腸菌 RNAポリメラーゼについて2ケ,T3RNAポリメラーゼについて4ケの

プロモーターが存在することを明らかにした｡次に転写の開始過程で形成されるDNA｡RNAポリメラー

ゼ複合体の安定性について研究をおこない,その結合が開始 ヌクレオチ ドによる最初の燐酸ジエステル結

合が形成されることにより安定化され高塩濃度でも解離 しないことを発見 した｡またこのような開始複合

体の形成能はT3DNAを制限エンドヌクレアーゼで切断 しても失われないことを確かめた｡そこで数種の

制限エンドヌクレアーゼを用いて T3DNAを特異的に切断したあと, 開始ヌクレオチ ドの存在下で大腸

菌及び T3RNAポリメラーゼに特異的に結合 して安定な開始複合体を形成する DNA フラグメントを分

離した｡ このようにして分離 した DNA フラグメントはそれぞれの酵素と可逆的に結合 し, また個々の

DNAフラグメント上で合成される短いRNA鎖はもとのT3DNA上で合成されるRNA鎖と同じ開始末

端を有する｡このことから上記方法により完全なプロモーターを含む DNAフラグメントが単離されたと

結論した｡更に分離 した個々のプロモーターを用いて RNAポリメラーゼとの相互作用の特異性を比較す

ると共に,制限エンドヌクレアーゼによる T3DNAの切断点地図との対応性から T3DNA上のプロモー

ターの位置の決定をおこなった｡
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この研究により長いDNA分子からプロモーター領域を単離する方法が確立され,その後のプロモータ

ーの構造研究に広 く応用されている｡またT3DNAのプロモーターの位置が決定されたことによってこの

ファージの転写様式が明らかとなった｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

RNA ポリメラーゼが特異的に結合 して転写を開始する DNA 領域 (プロモーター)の構造並びに特性

を解析することは遺伝情報の発現機構を解明するうえで重要であ り,分子生物学における重要な研究課題

の一つである｡ しかし転写単位あた り1ケ存在すると推定されるプロモーターの構造や特性を長い DNA

分子を用いて解析することは極めて困難である｡そこで申請者は大腸菌ファージ T3の DNAを材料とし

てプロモーター領域を分離 し,RNA ポリメラーゼによるプロモータ-識別の特異性を解析することを研

究の目的とした｡T3DNA には,大腸菌の RNA ポリメラーゼとファージ固有の RNA ポリメラーゼに

対応するプロモーターが含まれているので,この材料から出発すればプロモーターの分離法の検討並びに

分離 したプロモーターについて特異性の比較研究が容易であるという点に着 目したからであ りすぐれた着

想である｡

分離法の原理は,プロモーターへの RNAポリメラーゼの結合が開始ヌクレオチ ドによる最初の燐酸ジ

エステル結合が形成されることにより高度に安定化されるので個々のプロモーターから合成される RNA

の開始 ヌクレオチ ド配列を決定しておけばプロモーターに固有な開始複合体を形成させることができるこ

と,及びDNA を各種の制限エンドヌクレアーゼで特異的に切断してもプロモ-クーの特性が失われない,

とい う知見に基づいている｡このような方法で分離したDNAフラグメントは大腸菌及び T3の RNA ポ

リメラーゼとそれぞれ可逆的に結合すること,分離した DNAフラグメント上で合成される短い RNA鎖

はもとの T3DNA 上で合成される RNA 鎖と同じ開始末端を有することから,上記方法により完全なプ

ロモーターを含む DNA フラグメントが分離されることを証明した｡更にこの方法で分離した個々のプロ

モーターを用い RNAポリメラーゼとの相互作用の特異性を比較すると共に,制限エンドヌクレアーゼに

よるT3DNAの切断点地図との対応性からT3DNA上のプロモーターの位置の決定もおこなっているO

この研究により,長い DNA分子からプロモーター領域を分離する方法が確立され,プロモーターの構

造研究に寄与するところが大きい｡参考論文(1)は,T3DNA上で大腸菌及び T3の RNAポリメラーゼで

合成される RNA の種別をおこなったものであ り,参考論文(2)-(5)は,大腸菌チロシン tRNA遺伝子の

合成に関するものである｡これらの論文は,申請者がすぐれた研究能力と学識をもつことを示 している｡

よって,本論文は理学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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