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論文内容の要旨

申請者氏名 山本 崇史

細 胞 が 持 つ 複 数 のDNAポ リメ ラー ゼ は 、DNA複 製 やDNA修 復 、DNA損 傷 応 答 の様 々 な

局 面 で機 能 す る よ うに 、そ れ ぞれ 異 な る生化 学 的機 能 を持 つ 。 大 腸 菌DNAPolIIIの

サ ブ ユ ニ ッ トと して最 初 に見 出 され たmovableDNAclamp（ 原 核 生 物 で は β一clamp、

真 核 生 物 で はPCNA） は、 複 製 のみ な らず 修 復 や 損 傷 乗 り越 えDNA複 製 に お い て 、 様 々

なDNAポ リメ ラー ゼ と相 互 作 用 して 重 要 な役 割 を果 た して い る。 しか し、原 核 生 物 に

お い て は 、 岡 崎 断 片 の プ ロセ シ ン グ とDNA修 復 に 関与 す るDNAPolIの 働 き に は

β一clampを 必 要 と しない と考 え られ て お り、原 核 生 物 と真 核 生 物 のDNAポ リメ ラー ゼ

との 大 き な違 い と認 識 され て き た。 今 回 、 大 腸 菌 細胞 内 で校 正 機 能 を欠 損 した 変 異 型

PolIを 過 剰 発 現 した 場 合 に染 色 体DNA複 製 の 複 製 エ ラー一が 高頻 度 で発 生 す る こ とを見

出 した こ とを契機 に、P・11も β一clampと 相 互 作 用 す る可能 性 を検 討 した。そ の 結 果 、

P・lIの ア ミノ酸 配列 中の587QTILF591を 介 してP・11が β一clampと 相 互 作 用 す る こ と

が判 明 した。 この 配 列 は原 核 生 物 のPolIに 高 度 に保 存 され て い る こ とか ら、何 らか

の 生 理 的 役 割 を果 た して い る こ とが予 想 され た。 そ こで 、 自然 突 然 変 異 に影 響 を与 え

る人 為 的 な過 剰 発 現 で はな く、 通 常 の発 現 レベ ル で のPolIと β一clampと の相 互 作 用

の生 理 的 意 義 につ い て 調 べ る こ と と した。

染 色 体 上 のpolAの59°LF591→AA置 換 型 変 異 株 を作成 して 、DNA複 製 で の 岡 崎 断 片 の プ

ロセ シ ン グ とDNA修 復 へ の 影 響 に 関す る解 析 を進 め た 。 まず 、LF→AA変 異 導 入 に よ り

PolIの ポ リメ ラー ゼ 活性 が 失 活 して い な い か ど うか を確 認 す る た め 、精 製 した 変 異 型

PolIの ポ リメ ラー ゼ 活性 を測 定 した と こ ろ、 野 生型PolIと 同程 度 の比 活 性 が 見 られ

た。 この こ とか ら、LF→AA変 異 型PolIは β一clampと の相 互 作 用 だ け を失 って い る こ

とが示 唆 され た。LF→AA置 換 型 変 異株 の培 養 で は 、ρolAl株 と同程 度 に 細胞 増 殖 速 度

が 低 下 す る こ と が わ か り、polAl株 は 岡 崎 断 片 の 蓄 積 が 報 告 され て い る こ と か ら

（Okazakietal． ，1971） 、 岡崎 断片 の プ ロセ シ ン グの 遅延 が、 細 胞 増 殖 速 度 の低 下 に

っ な が る こ とが示 唆 され た 。 こ の こ とは 、 岡崎 断 片 の プ ロセ シ ン グ にPolIが 働 く際

に は β一clampと の相 互 作 用 が 重 要 な役 割 を果 た して い る可 能 性 を示 唆 す る。 ま た 、

ColE1型 プ ラ ス ミ ドの形 質転 換 実 験 の結 果 よ り、Co1E1型 プ ラ ス ミ ドの複 製 開 始 に必 要

なPolIに よ るDNA鎖 伸 張 に は β一clampと の相 互 作 用 は必 要 で は な い こ とが 明 らか に

な った 。 さ らに 、紫 外 線 やH202の 感 受 性 試 験 の結 果 か ら、 ヌ ク レオ チ ド除去 修 復 と塩

基 除 去修 復 の両 方 にPolIと β一clampの 結 合 が 重 要 な役 割 を果 たす こ とが 明 らか とな

っ た。
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 山本 崇史

原 核 生物 、真 核 生 物 を 問 わず 、細 胞 は複 数 のDNAポ リメ ラー ゼ を有 す る こ とに よ り、

DNA複 製 やDNAの 維 持 の様 々 な プ ロセ ス で 多 様 なや り方 で のDNA合 成 を 可能 に して い る。

原 核 生物 の β一clampと 、 それ と同様 の働 き をす る真 核 生 物 のPCNAは 、 複 数 種 のDNA

ポ リメ ラー ゼ のDNA合 成 の様 態 を 多様 化 す る上 で 重 要 で あ る。 これ ま で 、真 核 生 物 で

はP・1δ とFEN1がPCNAと の相 互 作 用 を介 して 岡 崎 断 片 のプ ロセ シ ン グ が進 行 す る の

に対 して 、原 核 生 物 で は 、PolIが 単独 で 行 うと され て き た。 ま た 、 ヌ ク レオ チ ド除 去

修 復 と塩 基 除 去修 復 の 修 復DNA合 成 で も、真 核 生物 で はPo1δ やPolε と とも にPCNA

が 関 与す るが 、原 核 生 物 で はPolIが 単 独 で行 い 、 β一clampは 関与 しな い と考 え られ

て き た。 本 研 究 は 、DNAPolIが 自然 突 然 変 異 の発 生 に どの程 度 の 関与 を持 つ か を明 ら

か にす る た め に行 っ た 分子 遺伝 学 的 研 究 の結 果 か ら、PolIが β一clampと 相 互 作 用 す

る能 力 を有 して い る可 能性 を着 想 し、そ の検 証 を行 う と とも に、PolIと β一clampと

の相 互 作 用 の 生 理 学 的意 義 を解 析 した もの で あ り、以 下 の研 究 成 果 を得 て い る。1）

PolIと β一clampの 物 理 的 相 互 作 用 を発 見 し、PolIの ア ミノ酸 配 列 中 に β一clampと

の相 互 作 用 に 関 与 す る配 列 を同 定 した 。2）P・11は 濃 度 依 存 的 に 、 β一clampを 介 し

たPolIIIと め ポ リメ ラー ゼ スイ ッチ を起 こ して 、 染 色 体DNA複 製 全 般 に参 加 す る こ

とが示 唆 され た。3）PolIと β一clampの 相 互 作用 が 阻 害 され る と、細 胞 の増 殖 遅延

を起 こす こ とか ら、 岡 崎 フ ラ グ メ ン トの プ ロセ シ ン グにPolIと β一clampの 相 互 作 用

が 関与 す る こ とが 示 唆 され た。4）Co1E1型 プ ラス ミ ド複 製 開始 で のPolIの 働 きに は

β一clampと の相 互 作 用 は 不 必 要 で あ る こ とが示 され た。5） ヌ ク レオ チ ド除 去修 復 お
t

よび塩基除去修復 の修復DNA合 成 におい てPolIと β一clampの 相互作用 が重 要な役割

を果 たす こ とが示唆 され た。 これ らの研 究成果 よ り、原 核 生物 での岡崎断片 のプ ロセ

シングお よび ヌク レオチ ド除去修復 と塩基 除去修復 の修復合成 にはPolIと β一clamp

の結合が重要 な役割 を果 た してい るこ とが示 され 、DNAポ リメラーゼ の特異性 は異な6

ていて も、これ らの生理機 能 には、原 核生物 と真核生物 の両方 に共通 の仕組み と して、

DNAポ リメラーゼ と β一clamp／PCNAの 相互作用 が不 可欠 であ るこ とが示唆 され た。

以上 の よ うに、本論文 は原核 生物で の岡崎断片 のプ ロセ シングや ヌ ク レオ チ ド除去

修復 ・塩基除去修復 に関す る定説 を大 き く変更 させ る発 見 に成功 し、新 た な研 究領域

を開拓 レた ものであ り、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 。


