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緒 言

Baci〃usthuringiensisvar.thuringiensisBerliner

の生産する2種 の菌体外毒素は家蚕に対して致死的に

作用する。6)そ の作刑は眠,蛹化 などの蚕体の生理的

変化と関連性があ り,本 毒素による家蚕フェノールオ

キシダーゼ活性への影響が酵素蛋白の阻害によるもの

でないこと6)などから,こ の毒素による致死的作用が

代謝調節に関与していることが考えられた.こ の外毒

素はアデニン,リ ボースおよび リンを含むヌクレオシ

ド類であるので,代 謝調節に中心的役割を果している

DNA依 存RNA合 成酵素への 影響を推定し,2種

の菌体外毒素のうち家蚕に対する毒力のより強いF-I

を用いて,こ れがRNA合 成酵素におよぼす影響に

ついてしらべ,そ の作用機構を検討した.

実 験 方 法

1.菌 体外毒素:前 報6)の 方法により培養し,Sepha-

dexG-10に よつてF-I,F-IIに 分離した.毒 素成

分のうち,家 蚕に対して轟力のより強いF-Iを 用い

た.毒 素量は既述のようにA260mμ=1.0を 示す 毒

素溶液1mlを1単 位 とした.

2.RNA合 成酵素の精製:既 報4)の 方法により大

腸菌B株 から精製した.す なわち,対 数増殖末期に集

めた菌体をアル ミナと共に破砕し,超 遠心操作,プ ロ
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タミン処理,硫 酸アンモニウム処理さらにDEAEセ

ル ロースカラムクロマ トグラフィーを行なつて,菌 体

破砕液に比較して約200倍 の活性を有す る酵素標品を

得た.こ の標品はい型として二本鎖DNAが 反応液

中に存在しない場合にはRNAの 重合反応を行なう

ことはなかった.

3.い 型DNAの 調製:SDS(ド デシル硫酸ナト

リウム)を 仔牛胸腺細胞けん濁液に作用させたのち,

塩化ナ トリウム,塩 化カルシウムで順次処理した。7)

このようにして得たDNA中,銅-フォ リン法 によ

る蛋白含量は1%程 度,オルシンー塩酸法によるRNA

含量はこん跡程度であつた.

4.RNA合 成反応:合 成反応液250μl中 には,

Tris-一塩酸緩衝液(pH7.8)60μmoles,硫 酸 マグ

ネシウム2.5μmoles,硫 酸 マンガン1.Optmole,β-

メルカプ トエタノール1.25μmoles,ATP(ア デノ

シン三 リン酸),GTP(グ アノシン三 リン酸),CTP

(シチジン三 リン酸)お よび14C-UTP(ウ リジン三

リン酸)の アンモニウム塩の各々100nmoles,い 型

DNA14μg,さ らに酵素80μgを 含んでお り,こ れ

を対照反応系とした.菌 体外毒素による影響をしらべ

るときにも反応液の容量ならびに各成分の濃度は対照

の場合と同様になるようにした.

反応温度は37℃ とし,所 定時間経過後,そ の25

μlを とり,冷TCA(三 塩化酢酸)0.45ml中 に加



え,酵 素による重合反応によつて酸不溶性となつたポ

リリボヌクレオチドを沈澱させた.こ のとき沈澱を熟

成させ るために牛血製アルブミン(2.5mg/ml)0.2

mlを 添加し,60分以上0℃ に放置した.

遠心操作によつて分離した上澄液を除去し,残 つた沈

澱に冷5%TCAlmlを 加え沈澱を洗液す る.こ の

処理を3回 くり返 して得られた沈澱を2Nア ンモニ

ア水溶液0.3mlで 溶解させる.こ れ を トルエンー

PPO(2.5ジ フェニルオキサゾール):エ タノール=

5:3の 混液10m1に 定量的に溶解させたのち,液 体

シンチレーションカウンター(BeckmannLS-250)

で合成ポリリボヌクレオチ ド中の14C量 を測定 して

RNA合 成の経過を追跡した.

結 果 お よ び 要 約

1.RNA合 成反応におよぼす毒素量の影響

毒素(F-1)のRNA合 成反応に対する阻害能をし

らべるために,種 々の濃度の毒素を反応液中に添加し

てRNA合 成量の変化をしらべた.試 薬の添加は.

Tris緩 衝液,金 属イオン,β-メル カフ。トエタノール,

4種のヌクレオシド三 リン酸からなる混合液にDNA,

毒素,酵 素を順次添加し,特 記する他はすべてこの順

序で行なつた.反 応開始15分 後の酸不溶分画中の放

射能を対照のそれと比較した.

第1図 に示すように,2.6単 位の直素はRNA合 成

を50%阻 害することがで き,13単 位以上の濃度では

阻害度はほぼ変化しなかった.20単 位 の毒素を加えて

もRNA合 成反応は対照の10%程 度はなお認 めら

れた.

このようにRNA合 成反応は高濃度の毒素 によつ

てもなお完全には阻害されなかつたので,以 後の諸実

験において13.3単 位の毒素濃度を最大阻害濃度とし

て用い,さ らに2.6単 位の毒素を50%阻 害 を示す濃

度 として用いた.

この結果を家蚕への致死力,あ るいはフェノールオ

キシダーゼ阻害に要する毒素量6)と 比較する場合には

,反 応系中の関与する因子の複雑さ,量 的な差異など

を考慮しなければならないが,傾 向としてはこの3種

の反応の本毒素に対する感受性は,致 死作用 ≧RNA

合成阻害＞＞フェノールオキシダーゼ活性阻害の順に

弱くなると考えられる.

2.RNA合 成友応の阻害機構

(a)反 応途中での毒素添加

反応開始 重0分後に,最 大阻害濃度 である13.3単

位 になるように毒素を添加すると第2図 の よ うに,

RNA合 成はただちに停止し,放 射能のとりこみ聴の

増加は時間が経過しても認められなくなった.

反応開始直後に毒素を添加 した場合には合成反応は

Fig. 1. Dependence of the inhibition of 
RNA synthesis on the concentration of 
exotoxin.

Fig. 2. Time-course of the inhibition of 
RNA synthesis by exotoxin. 

 Control 0-----0, Toxin was added in-
 itially  •-----^, or added at 10 min. (shown 

 by the arrow) x x,



博しく阻害されたが,放 射能のとりこみは徐々に増加

して阻害が完全には起らないことが示された.よ り高

濃度の毒素を用いても同様の経過をたどり,第1図 の

結果と合致 した.

(b)阻 害反応の初期段階の解析

合成反応を60%阻 害す る3.3単 位の毒素を用いて

短時間 の放射能のとりこみを観察すると第3図 に示す

ように,反 応開始2分 後の付近でとりこみ速度に明ら

かな変化が生じた.6.6単 位の毒素を用いた時にもほ

ぼ同様のことが認められた.

(c)毒 素 とDNAあ るいは酵素混液の保温前処

理

DNAも しくは酵素を13単 位の毒素液中で37℃,

5分 間保温したのち,合 成反応系に加えた.こ のとき

毒素濃度は50％ 阻害を示す2.6単 位に希釈された.

被毒合成反応系の放射能のとりこみ経過を第4図 に示

した.

Fig. 3. Time-course of partially poisoned 
RNA synthesis in short time range. 

 Control  0-0, RNA synthesis was 

 partially poisoned by 3.3 units A-----A, 
 and 6.6 units ^ ^ of toxin.

これらの事実はRNA合 成反応0)初 期段階の 阻害

を示唆すると考えられる.

Ponceau3R,4)riboflavin5)は 合成反応系中のい

型DNAと 相互作用をもつことによつてRNA合 成

の初期段階 を 阻害 する.一 方actinomycinDは

DNAに 結合してRNAの 伸長を阻止するが,初 期

反応には影響しない5)こ とが知られている.本 毒素は

(a)の 結果からRNAの 伸長反応を妨害 し,さ らに

は合成初期反応をも阻害することがわかつた.こ れら

の事実から,こ の毒素がDNAに 対 してでなく酵素

の機能に対して影響をしていることが推定され,こ の

推定の要当性について以下の検討を加えた.

Fig. 4. Time-course of RNA synthesis by 
use of the previously poisoned enzyme or 
DNA. 

 Control  0-0, DNA v • or en-
 zyme •----• was preincubated in 13 

 units of toxin. Then, each component 
 was introduced into reaction system, in 

 which toxin was diluted to 2.6 units.

最大阻止を示す13単 位の毒素で 前処理したにもか

かわらず,合 成反応系中に導入 されて毒素が希釈され

50%阻 止濃度になると,毒 素－DNA保 温区では41

%,毒 素一酵素保温区では36%の 活性を示すように

なった.な お同様の現象はMg2+,Mn2+イ オン存在

下に酵素あるいはDNAを 毒素と前処理 して も認 め

られた.こ のことは,毒 素は高濃度でも酵素そのもの

に対しては作用しないか,ま たは希釈によつて酵素へ

の影響が弱まるかのいずれかであると考えられる,

(d)部 分被毒合成反応系への酵素あるいはDNA

の再添加

50%の 阻害を示す量の毒素をあらかじめ添加した

合成反応系に酵素あるいはDNAを 第5図 に示 した



 Fig. 5. Effect of excess addition of enzyme 
or DNA to the partially poisoned polymer-
ase system. 

 Control O--O, excess DNA (each 
 time 14 it g) •, or excess enzyme 

 (each time 80 ,ug) ^ ^ was added at 
 5 and 10 min. to reaction system.

Fig. 6. Recovery of synthetic activity by 
the addition of excess DNA and enzmye. 

 Control 0-0, three times of DNA-
 enzyme complex A, and three times 

 of DNA and enzyme ^ ^. And in 
 this system toxin-concentration was 2. 6 

 units. Incorporation-activity in the or-
 dinal system which contained 2.6 units 

 of toxin x x,

ような時間に添加をくり返しても,放 射能のとりこみ

に増加は認められなかつた.

このことは本毒素の阻害作用が酵素蛋白のみに関与

するものではないことを示している,

(e)過 剰の酵素およびDNAに よ る部分被毒合

成反応系の活性回復

この実験に用いた標準RNA合 成反応系 は80μg

の酵素と14μgのDNAを 含んでおり,こ れはDNA

上 のRNA合 成開始点1個 あた り酵素1分 子が対応

している状態と考えられる.合 成活性を50%低 下 さ

せる濃度の轟素存在下に正常合成系の3倍 量のDNA

および酵素を用いて放射能のとりこみを観察す ると,

第6図 に示したようにRNA合 成が回復した.そ の

際,3倍量 のDNA－ 酵素複合体 を あ らかじめ作つ

た ものを用いて も,通 常のDNA,毒 素および酵素の

添加順で3倍量 のDNAお よび酵素を加えて も,両

者の間に著るしい差異は認められなかつたが,後 者で

は合成反応後期(15分 以降)に なると,と りこみ速

度が低下した,

このことから本毒素はDNA一 酵素複合体の形成を

妨害することなく,こ の複合体に対して拮抗的に阻害

を示す ものと考えられる.

二本鎖DNAを い型とするRNA合 成反応は遺伝

情報の発現に中心的役割を果し,そ の反応は数種の素

過程に区別される2)が,第 一段階としてはDNAの 転

写開始部位 と酵素の複合体形成にあり,つ いでプリン

ヌクレオチドの結合が3)こ れに続 く.こ れら各々の段

階において数種のサブユニットからなる合成酵素1)

コンフヤメーションは逐次変化す ると思われる.

これ らを考慮すると本毒素は遊離酵素には作用する

ことなく,酵 素がDNAと 複合体を形成してコンフ

ォーメーションに変化を生じた場合にのみ,初 期に複

合体と結合するヌクレオチドに対して拮抗的に阻害反

応を示すと考えられる.

(f)過 剰のATPに よる活性の部分的回復

通常のRNA合 成反応系にさらに200nmolesの

ATPを 添加し,最 大阻害を示す13.3単 位の毒素共

存下に放射能のとりこみをしらべると第7図 に示すよ

うに部分的に活性の増加が認められた。

しかしATPの かわ りにUTPを 過剰に加えたとき



した.し かしより高濃度の毒素を用いても完全に隙害

は起らず,20単 位の毒素によつても約10%の 活性が

残存していた.

2.こ の 毒素 によって 阻害 され た 合成反応系 に

DNAあ るいは酵素のみを多量に加えても活件は回復

しなかつたが,DNAお よび酵素を同時に加えたとき

には放射能のとりこみ量が回復した。

3.毒 素によつて阻害 された酵素反応系に 多量 の

ATPを 添加す ると,DNAお よび酵素を過剰に加え

なくても部分的な回復が認められた.
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Summary

One of the exotoxin produced from Bacillus thuringiensis var. thuringiensis Berliner 

having an inhibitory potency to RNA-synthesizing system in vitro was testified. 

   Mode of inhibition of the toxin F-I was investigated. RNA-synthesizing system 

which was inhibited by the toxin could not recover its activity even by the addition of 

a large amount of DNA or enzyme. The excess addition of both DNA and enzyme in 

one time or DNA-enzyme complex caused recovery of RNA synthesis. Excess of ATP 

was also effective to recover the activity partially. 

   It was assumed from these results, among many stages of RNA-synthetic reaction, 

that the toxin competitively inhibited the reaction in which purine nucleoside triphos-

phate molecules might connect to DNA-enzyme complex.


