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ヒ トなどの高等真核生物のゲノム中には、長い逆向き反復配列 （LIR）が高い頻度 で

存在 してい るが、大腸菌のゲノム中には40bpを 超 える よ うなLIRは 存在 しない。 し

か しなが ら、sbcC遺 伝 子 の変異株 では、 ヒ トゲ ノム に由来するものも含めて、LIRを

プ ラス ミ ドや染色 体 中に安 定 に保 持す ることができる。SbcCタ ンパ ク質 はSbcDタ ン

パ ク質 とヘ テ ロニ量体 を形 成 して、ヘアピンDNAを 切 断す る活性 を持っ こ とか ら、

LIRは 大腸菌細胞 内でヘ ア ピン構 造 を高頻度に形成 し、それをSbcCDが 破 壊す るこ と

で大腸菌 ゲ ノム中か らLIRを 排 除 してい ると考 え られてい る。最近の研究より、LIR

は大腸菌 、出芽酵母 、お よび ヒ ト細胞内でDNA複 製 フォー クの進行 を阻害す るこ とが

明 らかになった。これ らのことか ら、LIRは 複製 フォー クが通過 した直後 に、まだ一

本鎖状態のラギング鎖上でヘアピンを形成 し、それが複製 フォー クの進行を阻害す る ’

とい う仮説が提唱されている。 しか し、細胞内でのLIRの 複製 につい ての詳細 な解析

は困難 で あるために、具体的な証拠は得 られてお らず、LIRの 遺伝 的不安定性 の分子

機構 は明 らかにされていない。本研究では、OTicプ ラス ミ ドDNAを 鋳型 に した試 験管

内DNA複 製系 を用いて、鋳…型DNAに 挿入 したLIRが 複製 フォー クの進 行 に どの よ う

な影 響を与えるのか、また、複製に依存 してラギング鎖上 にヘア ピン構造が形成 され ‘

るのか どうかを明 らかにすることを目的とした。

まず、111bpの 配列 が24bpの スペーサ ーを挟 んで逆 向きに酉己置 されたLIRをoriC

プラス ミ ドに導入 し、sbcC変 異株 中で増幅す ることに よ り、鋳型DNA（pIR246） を調

製 した。LIRの 片方 の繰 り返 し配列 を全 く異 なる配列に置 き換 えたコン トロー・ル用の

プラス ミ ド （pCNS） も同様 に調製 した。 プ ラス ミ ドの精製法を検討 し、pIR246DNA

標 品 は十字構 造 を検 出限界 以下に しか含んでいないことを確認 した。次に、標準的な

反応条件お よび短鎖DNA結 合 タンパ ク質 （SSB）やDNAジ ャイ レースの濃度 を変化

させ る条件 などでのDNA合 成産物 を解析 した ところ、以下 の結果を得た。

1） ’plM46を 鋳型 に した場合 も大部分 の複製 フォークは複製終結点まで進む。 ・’

2） ラギ ング鎖 においては、LIRに よるDNA鎖 伸長 阻害 は観察 され ない。 これ はSSB

の濃度 を低 下 させ て も同 じで あった。

3） リーデ ィング鎖合成 は一 時的にLIRの 最初 お よび内部で大幅 に速度 が低下する。

このDNA鎖 伸長速度 の低 下はDNAジ ャイ レー スの濃度 が高い時 に顕著であった。

4） ラギング鎖上 のLIRの 内部ではプ ライ マー形成 部位 が顕著に変化する。

以上の観察結果から、LIRは 複製 フォー クが到達す る前 に リーデ ィング鎖 とラギン

グ鎖の両方でヘアピン構造を形成 していることが強 く示唆 された。複製フォー クの進

行は、LIRで 生 じた十字構造 に よ り一時 的 に停滞するが、リーデ ィング鎖はDNAPolIII

のstranddisplacementに よ り、ラギング鎖 はDnaBヘ リカーゼ に よ り、十字構造 が解消

されて、複製フォークの進行が回復す ることも示唆 された。
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原核生物、真核生物 を問わず、ゲノムDNA中 には各種 の繰 り返 し配列 が存在 する。

繰 り返 し配列の中には、通常のB型DNAと は異 な るDNA構 造 を生み 出す ものがあ り、

それ らが発がんや遺伝病に関連する遺伝的脆弱部位に頻繁に見出され ることから、ゲ

ノム中の繰 り返 し配列が遺伝的不安定性の重要な原因の一つ と考えられてきた。繰 り

返 し配列間での相同組換えによる染色体再編については詳細な研究が進め られている

が、発がんや遺伝病の原因 としては、相同組換えが関与 しないタイプの繰 り返 し配列

に依存する遺伝的不安定性の方が重要であると考えられている。本論文では、ヒ トゲ

ノムのAin配 列 の よ うな比較 的長 い繰 り返 し配列が逆向きに配位 した反復配列 （LIR）

の遺伝 的不 安定性 につ いて、DNA複 製 に及 ぼす影響 の観点 か ら研 究 を行っている。

LIRがDNA複 製 に及 ぼす影響 について は、これまで遺伝学的な解析 しかなされてお

らず、有力な仮説 として広 く知 られている 「複製 フォークがLIRを 通過 した後で ラギ

ング鎖上 にヘ ア ピンが形成 され、その影響により複製 フォー クの進行が阻害 され る」

とい う機構 は生化学的な証拠に乏 しいだけでなく、矛盾点が多い。本論文では、LIR

がDNA複 製 に どの よ うな影響 を及 ぼすか について、試験管内DNA複 製系 を用 いて直

接 的な解析 を行い、世界で初めてLIRで の複製 フォー クの ダイナ ミクスの詳細を明ら

かにしている。申請者 は、様々な生化学的解析法を駆使 した実験により、LIRはDNA

複製 に依存 して ラギ ング鎖 だけではな く、 リーディング鎖にもヘ アピン構造 を形成す

ることを明確 に示 した。 さらに、両鎖でのヘアピン形成 は複製フォー クがLIRに 到達

す る前 に生 じるた め、LIRは 複 製 に依存 して十字構 造 に変換 されることも明らかにし

ている。LIRが 十字構造 に変換 され るためには負の超 らせん構造の存在が必要である

が、複製反応 に加 えてDNAジ ャイ レース が重要 な役割 を果 たすことを示唆するデータ

も得ている。これ らのことか ら、従来の定説 とは全 く異なる仕組みによりLIRがDNA

複製 に大 きな影 響 を与 える ことを明 らかに し、新たなモデル として、複製 フォー クの

進行により蓄積する正の超 らせん構造をDNAジ ャイ レー スが解 消す る際に十字構造

が形成 される可能性を提唱 している。 なお、これ らの成果は、申請者が筆頭著者であ

る論文 （AlonginvertedrepeattransientlystallsDNAreplicationbyforminghairpinstructures

onbothleading－andlagging－strands．2015年GenestoCells印 刷 中）にて報告 され てい る。

以上 の ように、本論文は長い逆向き反復配列の遺伝的不安定性について、生化学的

解析を詳細に行 うことで、遺伝的不安定性の仕組みを分子 レベルで明らかに し、今後

の繰 り返 し配列の研究に大きな影響 を与えるモデルを提唱 したものであ り、学術上、

さらには応用上貢献す 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。


