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1,研 究の目的

 本研 究計画 では、DNA損 傷 に よる複製 フォー クの進行 阻害 とその回復過程 を分子 レ

ベル ・酵 素反応 レベル で理解 す る ことを 目的 として、以 下の研 究項 目に焦点 を絞 って

研 究 を進 める ことと した。

 1)単 一DNA損 傷 を導入 したoガ0プ ラス ミ ドDNAを 用い て、試験管 内で複製 装置 ・

   複製 フォー クを再構成 し、複製 フォー クが鋳型DNA上 の各種 の損傷 に よ りどの

   よ うに進 行阻害 を受 け るの かを明 らか にす る。

 2)精 製 したUmuCD、 DinB、 PolBタ ンパ ク質 を用 いて、複製 フォー ク進行 阻害の回

   復 に損傷乗 り越 えDNA合 成 が どの よ うな役割 を果 た しているかを明 らかにす る。

 3)複 製 フォー クの進 行 阻害 が 引 き起 こす 複製 フ ォー ク退 行(replication fork

   regression)と 二本鎖切 断 、 さらに複製 フォー クの再形成過程 について、試験

   管 内で再現 され た複製 フォー ク阻害 に対 す るRecAタ ンパ ク質 な どの組換 えタ

   ンパ ク質 の作用 を検討 し、進 行 阻害 を受 けた複製 フォー クの回復過程 を解 明す

   る。

2.研 究成果の概要

 3年 間の研 究実施 は順調 に進み 、上記3つ の項 目につい て以 下の よ うな成 果が得 ら

れ た。

 1)試 験管 内で複製 フォー クの進行 を解析す る実験系 を構築す るこ とに成 功 し、鋳

   型 上 に導入 したDNA損 傷 に よ り複 製 フォー クの進 行 阻害 の様 態 を初 めて明 らか

   にす るこ とが できた。

 2)DNA損 傷 に よ り進行 が阻害 され たDNA複 製 フォー クに対す る損傷乗 り越 え型DNA

   ポ リメ ラーゼ の効果 を調 べた結果 、DinBは ラギ ング鎖 と リーデ ィング鎖 の両方

   で の損傷乗 り越 えDNA合 成 を行 うことがで き、リーデ ィング鎖上 の損傷 に よ り

   進行 が阻害 されて いた複製 フォー クの進行 を回復 させ る こ とを明 らか に した。

 3)RecAタ ンパ ク質 を試験 管内DNA複 製 系 に加 えて、 DNA損 傷 によ り進行 が阻害 さ

   れ たDNA複 製 フォー クの回復 を解 析 してみたが、複製 フォー ク退行や進行 阻害

   の回復 は観 察で きなか った。

 本研 究の実施 の途 中で、複製酵素 に よるDNA複 製 がDinBに よ り強 く阻害 され る こ

とを見いだ した。この発 見 を端緒 に、DinBがDNAポ リメラーゼIIIを 特異 的に阻害す

る ことを明 らか に し、特 に、βク ランプ とDNAポ リメラーゼIIIの 結合 を解離 させ る

新規 の活性 をDinBが 持 つ こ とを発 見 した。 また、 DinBは 細胞 内で染色 体DNA複 製 を

停止す るこ とが可能 で あ るこ とを示 し、細胞 生物学的解析 か ら、DinBが 大腸菌 のs

期チ ェ ックポイ ン ト制御 の役 割 を果 た してい る可能性 を示 唆す る結果 を得 た。

 以 上の結果 か ら、DinBタ ンパ ク質 は損傷乗 り越 え型DNAポ リメラーゼ としてDNA



損傷 に よ り停止 した複製 フォー クの回復 に働 くことに加 えて、DNA損 傷応答 の重 要 な

プ ロセ ス であ る細胞周 期 チ ェ ックポイ ン トにお いて重要 な役割 を果 た してい る可能

性 が示 唆 され た。
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研究期間の年度毎の研究成果の詳細

17年 度 研究実績

 orioプ ラス ミ ドDNAを 鋳型 に した試験 管 内複製系 を基 に して、複製 フォー クの進

行 を詳 細 に解析す る実験 系 の構築 に成 功 した。 このin vitro DNA複 製 系 を用い て、

鋳型DNA上 のDNA損 傷が及 ぼす複 製 フォー クの進 行 に対す る影響 を詳 細 に研 究す

る ことが可能 になった。 本年度 では、DNA損 傷 に よ り複製 が阻害 され た場 合 に損傷

乗 り越 えDNA合 成 を触媒す る特殊 なDNAポ リメ ラーゼが複製 の再 開や複製 フォー

クの再形成 を行 うか ど うか を検討 した。試験管 内複 製系 にRecAタ ンパ ク質 と損傷乗

り越 えDNA合 成 を触 媒す るUmuD℃ タ ンパ ク質(DNA polymerase V)を 加 えて、

Leading鎖 お よびLagging鎖 上でバイ パスDNA合 成 が行 われ るか ど うかを検討 した

が、 どち らの場合 もDNA複 製 の再 開は検 出できなか った。 しか しなが ら、 も う一 つ

の損傷乗 り越 えDNAポ リメラーゼ で あるDinBタ ンパ ク質(DNA polymerase IV)

の働 きにつ いて検討 した結果 、Leading鎖 お よびLagging鎖 上でバイパ スDNA合 成

が極 めて効率 良 く生 じ、Leading鎖 上 の損 傷で停止 していた複製 フォー クが再 開す る

ことを示すデー タが得 られ た。 この発 見 は、世 界で は じめてDNA損 傷 に よる複製 フ

ォー クの阻害 が解 消 されて再 開す るこ とを示 した こ とにな る。 この過程 で、DinBタ

ンパ ク質が複製酵素 であ るDNA polymerase IIIポ ロ酵素 のDNA鎖 伸長反応 を特異

的 に阻害す るこ とを見 いだ した。 この発 見はDNAポ リメラーゼ 同士の相 互作用や交

換過程 を明 らか にす る上で極 めて重要 な発 見 と思 われ る。

18年 度 研究実績

 昨年度 の研 究の過 程 で発 見 したDinBタ ンパ ク質 に よるDNAポ リメ ラーゼIIIポ

ロ酵 素(Pol III)のDNA鎖 伸長反応 の阻害 について、 in vivoお よびin・vitroで の詳

細 な解析 を行 った。 まず、Pol IIIに 対す るDinBの 阻害効果 は、 DinBの 濃度 に依存

して様 々な様式 を示 す こ とを明 らか に した。高濃度 のDinBの 効果 と しては、 Pol III

とDNAが 形成 す る開始複 合体お よびDNA鋳 伸 長反応 を行 ってい るPol IIIに 作用 し

てDinBがPol IIIか らプ ライ マーDNAを 奪 うこ とが でき る。 さらに低い濃度 では、

DNA鋳 伸長反応 を行 ってい るPol IIIの 伸 張速 度 を低 下 した り、鋳型 上の特定 の領域

でPol IIIの 伸長反応 を停止 させ る。 さ らに、 このDNA鎖 伸長 反応 の阻害 の分子機

構 を解 明す る過程 で、DNA上 で βクラ ンプ と安定 に結合 してい るPol IIIがDinBの

働 きに よ りDNAか ら解離す るこ とが見 いだ され た。 クラ ンプ と複製 酵素の結合 を解

離 させ る酵 素活性 は これ まで報告 はな く、全 く新規 の酵 素活性 であ る。おそ らく、 こ

の活性 がDNA鎖 上の損傷部位 な どで停止 して しま ったPol IIIを 損傷部位 か ら離脱

させ て他 の損 傷乗 り越 え型DNAポ リメ ラーゼ な どの介入 を容易 にす るもの と予想 さ

れ る。 また、複製酵素 をDNA複 製 フォー クか ら取 り除 くことに よ り、DNA複 製 を



一時的 に停 止 させ る ことに役 立 ってい るのか も知れ ない
。この こ とを大腸菌細胞 で検

証す るた めに、DinBの 発現 を制御 で きる菌株 を作成 し、 DinB過 剰発現 のDNA複 製

に対す る影響 を調べた。そ の結果 、DinBの 過剰 発現 の直後 か ら細胞 のDNA複 製 が

完全 に抑制 され 、DinBが 単に損傷乗 り越 え型DNAポ リメラー ゼ と して働 くのでは

な く、DNA複 製 の制御 因子 として働 く可能 性 が示唆 され た。

19年 度 研究実績

 本研 究計画 におい て見 いだ されたDinBタ ンパ ク質 によるDNAポ リメ ラーゼIII

ポ ロ酵 素(Pol III)のDNA鎖 伸長反応 の阻害 につ いて、 さ らに詳細 な解析 を行 い、

DinBタ ンパ ク質 が これ まで に知 られ てい るDNAポ リメ ラーゼの機 能 とは全 く異 な

る細胞機能 を有す るこ とを明 らかに した。まず 、Pol IIIに 対す るDinBの 阻害効果 は、

Pol IIIとDNAが 形成す る開始複 合体お よびDNA鋳 伸長反応 を行 ってい るPol III

に作用 してDinBがPol IIIか らプ ライマーDNAを 奪 うことがで きるこ とを新規 のア

ッセイ系 を開発 して照明 した。 さらに、 この阻害効果 のべ一 ス として、DNA上 で β

クランプ と安定 に結合 してい るPol IIIがDinBの 働 きによ りDNAか ら解 離す る こと

を見いだ し、各種 の変 異型DinBを 作成 してそ の活性 に必 要 なDinBの 機能 ドメイ ン

を決定 した。変異型DinBの 細胞 内の挙動 につい て も解析 を行 い、 Pol IIIの 阻害 に必

要な ドメイ ンが染色体複製 の阻害 に も必要 で ある ことを示 した。染色体複製 の阻害に

ついて、DNAチ ップ を用い て詳細 に検討 した結果 、複製 フォー クが ゲノム上 の様 々

な位置 で停止 してい る ことを明 らか に した。 これ らの ことか ら、DinBは 細胞周期 の

チェ ックポイ ン ト機 構 、特 にS期 チ ェ ックポイ ン トに重要 な役割 を担 うこ とを仮説 と

して提案 した。DinB自 体の働 きを制御す る機構 につ いて も検討 を開始 し、少 な くと

もreeA遺 伝子 に依 存す るSOS応 答 は関与 しない ことを明 らか に した。
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発 表 者 名 発  表  標 題

真木寿治 複製開始制御異常に起因する染色体異常と細胞死の誘発 ；のNA領 域の役割

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本遺伝学会第79回 大会 2007年9月19日 岡山大学理学部

発 表 者 名 発  表 標 題

秋山昌広 DNAポ リメ ラー ゼDinBに よるDNA複 製 の 阻 害

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所
日本遺伝学会第79回 大会 2007年9月19日 岡山大学理学部

発 表 者 名 発  表 標 題
古郡麻子 大 腸 菌 ‘ηvj〃o DNA複 製 系 を用 い たDNAポ リメ ラー ゼ スイ ッチ の解 析 ：Pol

IVに よ るPol lll制 御 機 構

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所

日本遺伝学会第79回 大会 2007年9月20日 岡山大学理学部

発 表 者 名 発  表 標 題
真木寿治 Anew pathway of spontaneous m琉agenesis：repair DNA synthesiserrorduring

unnecessary action of nucleotide excision repair.

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
第3回 目米DNA修 復会議 2007年5月8日 ク レセ ン トホ テ ル(仙 台 市)

発 表 者 名 発  表  標 題

古郡麻子 Anovel activity of DNA polymerase IV(DinB)to promote the dissociation of a
replicatlve enzyme complex,Pol III,from beta clamp subunit on prlmer-template

DNA.

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所
第3回 日米DNA修 復会議 2007年5月8日 ク レセ ン トホテ ル(仙 台 市)

発 表 者 名 発  表 標 題
井手 聖 染色体複製開始異常のモニター機構

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所
日本 分 子 生物 学 会2006フ ォ ー ラ ム 2006年12月7日 名古屋国際会議場

発 表 者 名 発  表 標 題
古郡麻子 DNAポ リメ ラ ー ゼ ス イ ッチ ン グ に 関す る 生 化 学 的 解 析 ：大 腸 菌DNA Pol VI(DinB

)に よ る複 製 酵 素DNA Po！IIIの 制 御

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本 分 子 生 物 学 会2006フ ォ ー ラ ム 2006年12月6日 名古屋国際会議場

日本 分 子 生 物 学 会2006フ ォ ー ラ ム 名古屋国際会議場

発 表 者 名 発  表 標 題
中磯 和敏 ∫g51欠 損 の サ プ レ ッサ ー 遺伝 子 で あ る∬1σ1、 ∫Hσ2の新規機能の探索

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本 分 子 生 物 学 会2006フ ォ ー ラ ム 2006年12.月6日 名古屋国際会議場

発 表 者 名 発  表 標 題
小林 武彦 リ ボ ソ ー ムRNA遺 伝 子 のExtra-coding機 構

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本 分 子 生 物 学 会2006フ ォ ー ラ ム 2006年12月6日 名古屋国際会議場
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学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所

組 換 え ・染 色 体 再 編 ワー ク シ ョ ップ 12。 。6年11月29目 淡路夢舞台国際会議場

発 表 者 名 発  表 標 題

井手 聖 染色体の複製開始制御異常をモニターする機構

学 会 等 ・名 発表年月日 発 表 場 所
第18回DNA複 製 ・分 配 ワー ク シ ョ ップ 2006年10月30日 KKRホ テル熱海

者
DNAポ リメ ラー ゼ ス イ ッチ ン グに 関 す る生 化 学 的 解 析 ：大 腸 菌DNA Pol VI(

DinB)に よ る複 製 酵 素DNA Pol IIIの制 御

第i8回DNA複 製 ・分 配 ワー ク シ ョ ップ KKRホ テル熱海

柳原 芳光 大腸菌DNAポ リメラーゼlllにより誘発される配列置換変異に関する研究

第18回DNA複 製 ・分 配 ワー ク シ ョ ップ

者
DNAポ リメラーゼDinBの 過剰発現による大腸菌のDNA複 製の阻害

第18回DNA複 製 ・分配 ワ ー ク シ ョ ップ KKRホ テル熱海

発 表 者 名 発  表  標 題
沙魚川 公子 大腸菌のヌクレオチ ド除去修復による自然突然変異の誘発経路

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所
第3回21世 紀大腸菌研究会 2006年10月4日 ウェルサンピア滋賀

発 表 者 名 発  表 標 題

井手 聖 染色体複製開始異常のモニター機構

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所

日本遺伝学会第78回 大会 12。 。6年9月26目 つくば国際会議場エポカル

発 表 者 名 発  表  標 題
内田 香里 大 腸 菌 のY型DNAポ リメラー ゼDinBの 過 剰 発 現 によるDNA複 製 の 阻害

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所
日本遺伝学会第78回 大会 2006年9月26日 つくば国際会議場エポカル

発 表 者 名 発  表 標 題
大橋 慧也 大腸菌DNAポ リメラーゼ1の エキソヌクレアーゼ活性は配列置換変異の発生を

抑制するか ？

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本遺伝学会第78回 大会 2006年9月26日 つくば国際会議場エポカル

発 表 者 名 発  表  標 題
沙魚川 公子 大腸菌のヌクレオチ ド除去修復による自然突然変異の誘発経路

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本遺伝学会第78回 大会 2006年9月26日 つくば国際会議場エポカル

発 表 者 名 発  表  標 題
田島 理絵 出芽 酵 母DNAポ リメ ラ ーゼ ε(Polε)の ア クセ サ リー サ ブ ユ ニ ッ トDpb3pとDpb4p

の新 規 の生 化 学 的機 能 ：一 本 鎖DNAセ ン シ ン グ とPo1ε 一DNA相 互 作 用 の制 御 に お

ける役割

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所
第28回 目本分子生物学会年会 2005年12月8日 ヤ フー ドー ム

発 表 者 名 発  表  標 題
澤井 和子 大腸菌∂am muε8二 重変異株における超高頻度DNA組 み換え

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所

第34回 日本環境変異原学会大会 2005年11月16日 こま ば エ ミナ ー ス
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学 会 等 名
The 5th Internationa13R DNA Replication,
Recombination and Re air)Smosium

発表年月日
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淡路夢舞台国際会議場
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DNA polymerase R and K are responsible for error-free translesion DNA
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Spontaneous Mutagenesis Associated with Nucleotide Excision Repair in

Es()h erichia co五.

The sth lntemational 3R DNA Replication,
Recombination and Repair)Sym osium

淡路夢舞 国際

坂 井 亜 紀 子           Impact of Reactive Oxygen Species on Spontaneous Mutagenesis in.

                             Es(7h erichia coli.

The 5th lnternationa1 3R DNA Replication,
Recombination and Re alr)Smoslum
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Involvement of rDNA locus in monitoring abnormality in the initiation
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contro1.

学 会 等 名
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発表年月日

2005年11月 16日

発 表 場 所

淡路夢舞台国際会議場

発 表 者 名 発  表  標 題
中磯 和敏 Roles of 8RS2 in genome maintenanCe in SaCC力aτ0刀2yCes Oθτθ旭 ゴaθ.

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
The 5th Internationa13R(DNA Replication, 2005年11月16日 淡路夢舞台国際△議場云

Recombmation and Repair)Symposium

発 表 者 名
A.Egashira

発 表 標 題
Comprehensive analyses of genomic changes in mouse cells defective in

DNA mismatch re air usin Msh2・/・mice habouring theτsL trans elle.

学 会 等 名
The 5th桓temationa13R DNA Replication,

Recombination and Re air)Sym osium
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淡路夢舞台国際会議場



Involvement of rDNA locus in monitoring abnormality in the initiation

program of chromosoma1 DNA replication by DNA damage checkpoint

contro1.

第51回 基礎生物学研究所コンファレンス 基礎生物学研究所

発 表 者 名 発  表 標 題
真木 寿治 DNAポ リメ ラー ゼlv(DinB)に よ る複 製 フ ォ ー ク進 行 阻 害 の 回 復 機 構

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所
日本遺伝学会第77回 大会 2005年9月28日 国立オ リンピック記念青少年

総合センター

発 表 者 名 発  表 標 題
坂井 亜紀子 自然突然変異の発生における酸素ラジカルの役割

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本遺伝学会第77回 大会 2005年9月28目 国立オ リンピック記念青少年

総 合 セ ン タ ー

発 表 者 名 発  表 標 題
沙魚川 公子 大腸菌のヌクレオチ ド除去修復による自然突然変異の誘発経路

学 会 等 名 発表年月日 発 表 場 所
日本遺伝学会第77回 大会 2005年9月28日 国立オ リンピック記念青少年

総合センター

発 表 者 名 発  表 標 題
井手 聖 出芽酵母の染色体複製開始制御異常をモニターする機構

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本遺伝学会第77回 大会 2005年9月29日 国立オ リンピック記念青少年

総合センター

発 表 者 名 発  表  標 題
沙魚川 公子 1大腸菌のヌクレオチ ド除去修復による自然突繊 の誘難 路

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
第2回21世 紀大腸菌研究会 2005年6月24日 メルパール伊勢志摩

発 表 者 名 発  表 標 題
真木 寿治 自然突然変異の発生と抑制の分子機構

学 会 等 名 発表年月 日 発 表 場 所
日本環境変異原学会公開シンポジウム 2005年5月28日 共立薬科大学記念講堂
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