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申請者 は、DNA損 傷がDNA複 製 に与 える影響 とその際 に働 く修復 ・複製再 開機構

の関わ りの研 究 の一環 と して、損 傷乗 り越 えDNA合 成（以下TLS） を介 した複製再 開の

実証 とその分子機構 の解 明 を 目指 して きた。複製型 のDNAポ リメラーゼ は基本 的に

損傷 を受 けたDNAを 複製 できないため、特 に リーデ ィング鎖上 に存在す るDNA損 傷

に遭遇 す る と複製 を停止 して しま うと考 え られ る。TLSと は、TLS型 と呼ばれ るDNA

ポ リメ ラーゼ が停止 した複製型 と一時 的に入 れ替 わ り損傷部 の複製 を行 うと言 う機構

であ るた め、上述 の よ うに損傷 によ り複製 が停 止 した際 に働 く複製再 開機構二の一一つ で

はないか と考 え られて きた。 しか し、 これ まで行 われ てきた生菌数や変異頻 度 を指標

とした解析 ではTLSが 複製 再 開に働 くことを直接 的には示せ てお らず 、また、複製後

修復 と言 った機構 も存在す ることか ら、TLSの 複製再 開へ の寄与は疑 問視 され ていた。

そ こで本論 文では、TLSが 複製 再開に働 くのか否か を直接 的に検証 し、t再開可能 であ

るな らばそ の分子機構 の一端 を明 らか にす るこ とを 目的 と して、大腸菌 の染 色体複製

機構 を再構成で きるoriOプ ラス ミ ドinvitroDNA複 製反応 を用い た解析 を行 った。

TLS型DNAポ リメ ラーゼ として、大腸菌 のDNAポ リメ ラーゼIV（以 下PolIV） を

採用 し、鋳型 として、oriOプ ラス ミ ドの反時計回 りの複製 フォー クの リーデ ィング鎖

上 に単一の損傷 としてベ ンツ ピ レンに よる（一）・trans・antiebenzo［a］pyrene・N2－dG損 傷

を組 み込んだ もの を用い た。そ して、損傷 に よ り複製 が停 止 した ところにPolIVを 添

加す るこ とで、複製 が正常 に再 開す るか を検 証 した。

まず 、 リーデ ィング鎖伸長反応 につい て解析 を行 った ところ、恐 らく損傷 に遭 遇 し

た全 ての鋳型 においてDNA合 成が一度停止 し、そ して、PolIvの 添加 に よ り伸長 を

再 開 した と考 え られ る結果 が得 られた。次 に、複製 フォー クの進 行そ の ものが損 傷 に

よ り停止 してい るのか を調べ るた め、複製産物 を二次元 ゲル電気 泳動 に よ り解析 しと

ころ、全 ての鋳型 について ではない ものの：損 傷近傍 で進行 を停 止 した複製 フォー ク

が一定 の割合 で存在 す るこ とが示 され た。 そ して、 これ らにつ いては、PolIVの 添加

に よ り進行 が再開 ・完了す る と考 え られ る結果が得 られ た。更 に、PolIVの 添加 に よ

り複製 フォー クの進行 が再 開 した際、 ラギ ング鎖伸長反応 も正常 に再 開す るのか を、
ミ

サザ ンプ ロッテ ィングに よ り損傷前後 のOkazakifragmentの 合成 を検 出 してそのサ

イ ズを指標 に解析 した。その結果、長 くて も損傷 か ら500bpま での間に ラギング鎖合

成 も正 常 に回復 してい る ことが強 く示唆 され た。 加 えて、TLSに よる複製 再 開後 の

DNA合 成の大部分 は複製型 であ るDNAポ リメラーゼIIIが 担 ってお り、両鎖が協調

した正常なDNA複 製 が行 われ てい るこ と、お よび 、二度 のポ リメラーゼ交換反応 を

介 したTLSに よる複製 再開 は、 かな り迅速 な反応 であ るこ とが示唆 され た。



論文審査結果の要旨
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本論 文は、鋳型DNA上 のDNA損 傷 に よ り進行 が停止 した複製 フォー クを、損傷乗
　

り越 え型DNAポ リメラーゼ （TLSPol） が複製型DNAポ リメラーゼで あるPolIII

と協調 的 に作用 して進 行 の再 開 を行 うことを明 らか に し、その分子機構 を生化学 的に

解析 した もので ある。

DNA損 傷 が修 復 されず にDNA複 製 が進 行 した場合 、大部分 のDNA損 傷 は複製型

のDNAポ リメ ラーゼ によるDNA鎖 伸長反応 をブ ロックす るた めに、複製 フォー クの

進行 が強 く阻害 され る。細胞 のDNA損 傷応答 に よ り、複製 フォー クの進 行阻害 が様 々

な反応経路 で回復 され るが、その一つ と してTLSPolに よる損 傷乗 り越 えDNA合 成

が知 られ てい る。 しか しなが ら、複製 フオ7ク の進 行阻害 にTLSPolが 直接 関与す る

ことを示す証拠 はな く、他 の複数 の経路が存在す るinvivOで の解析 には限界が あった。

申請者 は、複製 フォー クの挙動 を生化学 的に解析 で きる唯一 の再構成 系で ある大腸

菌 のoriOプ ラス ミ ドDNA複 製 系 を用い て、大腸菌 のTLSPolで あるPolIVが 特異

的 に乗 り越 えるこ とがで きるベ ンツ ピレンのDNA付 加 体 に よる複製 フォー ク進行 阻

害 を試験管 内で再現 し、それ をPolIVが 解 消す るこ’とを示 す こ とに成功 してい る。詳

細 な生化学 的解析 か ら、PolIVはPolIIIと 入 れ替わ り、損傷 をバ イパスす るDNA合

成 の後 に、再度PolIIIが ’PolIVと 入れ替 わ って、損 傷 に よ り停止 していた複製 装置

がそ のまま複製 フォー クの進行 を再開す る ことを明 らか に した。複製 フォー クの進行

速 度 を反 映す る岡崎 フ ラグメン トの長 さを複製 フォー ク進行 が阻害 され た時 と回復 さ

れ る過程 とで比較す るこ とに よ り、TLSPolに よる複製 フォー クの回復過程 は短 時間

に起 きる ことも示す こ とがで きた。 これ らの結果 は、TLSPolが 複製 フォー クの進 行

阻害 の 回復 を極 めて ス ムーズ に起 こ し うる こ とを世界 で初 めて示 した もので あ り、

DNA損 傷応 答 に依存 しない通 常の細胞 内濃度 でPolIVがDNA損 傷 に対処 してい る

こ とを強 く示唆す る。
ノ

以上 の よ うに、本 論文 はTLSPo1のDNA複 製 にお ける働 きを初 めて生化 学的 に実

証 し、それ を基盤 と して、複製 フォー クの進行 阻害の回復過程 の詳細 を解 明 した もの

で、学術 上、応用上貢 献す る ところが少 な くない。 よって審査委 員一 同は、本論 文が

博士 （バ イオサイエ ンス） の学位論文 と して価値 あるもの と認 めた。


