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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は有核細胞のDNA依存 RNAポリメラーゼの構造と機能を明らかにする目的で,カリフラワー

を研究材料として当該酵素を抽出 ･精製 ･分画し,その酵素化学的,タンパク質化学的性質を検討し,得

られた酵素の機能 (鋳型特異性)について検討した結果をまとめたものである｡

著者はカリフラワー花序を摩砕,超音波処理,ポリクラール AT,ポリエチレンイミン処理,イオン交

換クロマトグラフィー等の方法を組合せ,有核細胞のRNAポリメラーゼに特異的な阻害剤であるα丁アマ

ニチソに対する感受性の相違を利用して,酵素 Ⅰ,Ⅰ,Ⅲを精製 ･分画した｡これら3種の酵素の転写反

応における二価金属Mn2+,Mg2+要求性及び硫安の影響を調べた結果,有核細胞のRNAポリメラーゼ一

般に見られる特徴が認められた｡各酵素とも55℃,5分間の温匿で完全に失活し,47℃では酵素 Ⅰ,Ⅲ,

Ⅰの順に不安定であった｡α-アマニチソのRNAポリメラーゼ活性阻害効果を調べた結果,酵素Ⅰ,Ⅲは

それぞれ 0.033pg/m-a,200iLg/m･eで50%阻害を受け, Ⅰは200FLg/mBでは全く阻害されなかった.

精製分画したカリフラワー酵素 Ⅰ,Ⅰ,Ⅲをグリセロール密度勾配遠心法により分子量及び沈降定数を

算出した結果,それぞれ400,000(12S),650,000(22S),700,000(23S)と推定した｡さらに,酵素Ⅰ,

Ⅲを SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法で検討した結果, Ⅰは分子量 (モル比)が 180,000(1),

130,000(2),48,000(2),25,000(4),19,500(4)の5つのサブユニットからなり,Ⅲは, 165,000(0.4),

145,000(0.6),115,000(0.1)で分子量70,000以下のサブユニット多数から成ることが推測された｡

次に,カリフラワー酵素 Ⅰ,Ⅱ,Ⅲの鋳型特異性を明らかにするため,塩基配列既知の4種の合成DNA,

すなわち一本鎖 homopolymer,rarldomcopolymer,二本鎖 alternatingcopolyme及び二本鎖 homo-

polymerを鋳型とした時の取 り込みを調べた結果,次のことが明らかとなった｡

1) 一本鎖 bomopolymerを鋳型とした時,酵素 Ⅰ,Ⅰ,Ⅲともに pOly(dT),poly(dC)をよく読み,

poly(dA),poly(dG)を読まない｡各酵素のpOly(dT),poly(dC)に対する特異性は異なる｡

2) 各酵素は poly(dA,dT)をよく読み,酵素 Ⅰは pOly(dC,dT)もよく読む｡
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3) 各酵素とも poly(dG-dC)を読まず,酵素 Ⅰ,Ⅰは pOly(dG)･poly(dC)をよく読む｡

以上の結果から各酵素には異なった鋳型特異性のあることが明らかとなった｡

上述の鋳型特異性が転写反応における鋳型との Binding(結合),Initiation(転写開始), Elongation

(連鎖),Termination(終結)のどの段階に関与するのかを,ポリヌクレオチ ドの有する酵素 ･鋳型結合

の拓抗阻害作用を利用して調べ,Initiation段階に関与することを結論した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

DNA依存 RNAポリメラーゼは遺伝子 DNAの遺伝情報を転写し,相応するRNAを合成する酵素で,

タン/くク質生合成に関与する mRNA,rRNA,tRNAはすべてこの酵素により合成される. 細菌等の無

核細胞においてほこの酵素の作用に関してかなり明らかにされているが有核細胞ではまだ充分明らかでは

ない｡

著者はカリフラワーを研究材料に選び,本酵素を抽出･精製 ･分画し,得られた酵素の酵素化学的諸性

質を明らかにし,次いでそれらの転写機構を合成鋳型を用いて明らかにしようとした｡すなわち,カリフ

ラワー花序を摩砕, 超音波処理, ポリクラール AT処理,超遠心分離して得られる粗酵素液を DEAE-

SepbadexA-25及びp-セルローズのカラムクロマトグラフィーで分離精製して酵素 Ⅰ,酵素Ⅰを得た｡

また同花序磨砕物を超音波処理,ポリエチレンイミン沈殿法,DEAE-SephadexA-25及びp-セルローズ

カラムクロマトグラフィーで分離精製して酵素Ⅲを得た｡

α-アマニチソに対する特異的な感受性により識別した酵素 I,Ⅰ,Ⅲの転写反応における二価金属 Mn2+,

Mg2+要求健,硫安の影響を調べ,有核細胞の RNA ポリメラーゼ一般に見られる債向を認めた.各酵素

とも55℃, 5分間の温置で完全に失活した｡

精製分画したカリフラワー酵素 Ⅰ,Ⅰ,Ⅲをグリセロール密度勾配遠心法により,分子量,沈降定数を

算出し,それぞれ分子量 400,000(沈降定数 12S),650,000(22S),700,000(23S)と推定した｡さら

に SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法により酵素 Ⅰ,Ⅲについてサブユニット構造を明らかにした｡

カリフラワー酵素 Ⅰ,Ⅰ,Ⅲの鋳型特異性を明らかにせるため,塩基配列既知の合成 DNAを用いて調

べて,各酵素は異なった鋳型特異性を有することを認めた｡さらにこれらの鋳型特異性が転写反応におけ

る鋳型との Binding(結合),Ir]itiation(転写開始),Elongation(連鎖),Termination(終結)のどの

段階に関与するかを検討し,Initiationの段階における特異性を反映していると結論した｡すなわちこれ

らの酵素の各々は特異的な配列を認識することにより,情報の転写の調節に関与していると考えられる｡

以上のように本論文は有核細胞のDNA依存 RNAポリメラーゼの酵素化学的性質を明らかにし,その

構造と機能に新知見を加えたもので,分子生物学,生化学の分野に貢献するところが大きい｡

よって,本論文は農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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