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要旨

大腸菌の染色体複製を担うDNAポリメラーゼIII（P01ⅠⅠⅠ）ホロ酵素は、1）

極めて高いプロセッシビティー、2）速いDNA鎖伸長反応、3）高い複製の忠実

度、などの複製酵素としての特徴を有しており、これらの特徴はこの酵素を

構成している10種のサブユニットの協調的な作用によると考えられてい

る。その忠実度は酵素に内在の校正機能により非常に高く保たれているが、

ごく稀に生じた複製エラーがミスマッチ修復等により修正されない場合、突

然変異として固定される。自然突然変異の発生部位が塩基配列に強く依存す

る当研究室の観察結果等から、複製エラーの起こり易さは鋳型配列の構造に

大きく影響を受けると考えられる。また校正機能を欠損した変異型P01ⅠⅠⅠは配

列特異的に極めて高頻度に突然変異を誘発することが明らかになっている。

著者らは、P01IIIホロ酵素の鋳型DNA上での運動特異性が複製エラーの発生

に深く関与している可能性を検証し、PolIIIホロ酵素の運動性に対する校正機

能の関与を明らかにする目的で、野生型及び校正機能を欠損したdnaEJ73及

び血aQ32の両ミューテ一夕一変異型の精製P01ⅠⅠⅠホロ酵素を用いて、P01ⅠⅠⅠホ

ロ酵素甲鎖伸長反応における運動特異性の解析を行った。

DNAポリメラーゼ活性を担うαサブユニットに欠損を生じたdJlaEユ73変異

型P01ⅠⅠⅠホロ酵素は、3－→5ユキソヌクレアーゼ活性は正常であるにも関わら

ず校正機能をほぼ完全に失っていることが明らかになっている。この変異型

酵素が複製開始複合体からの同調的DNA鎖伸長反応で野生型酵素と顕著に異

なる運動特異性を示すことを見出した。変異型酵素は野生型に比較してDNA

鎖伸長速度が約1／3に低下し、DNA合成のボージングに強い抵抗性を獲得し

ていた。さらにこの変異型酵素は、クランプとして働くβサブユニットが存
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在しない場合でも極めて高いプロセッシピティーを示した。一方、3’→5’ェキ

ソヌクレアーゼ活性を担うeサブユニット内の活性中心における点突然変異に

より校正機能を欠損した血aQ32変異型P01ⅠⅠⅠホロ酵素は、配列依存的にボー

ジングする傾向が強く、著しいプロセッシビティーの低下が示唆されたが、

酵素学的性質は野生型P01ⅠⅠⅠホロ酵素に類似していた。これらのことから、校

正機能の働きがDNA合成のポージングおよびプロセッシビティーに大きく影

響を与えていることが示唆され、DNA合成機構の新たなモデルを構築するに

至った。

また、DNA鎖伸長反応におけるP01IIIホロ酵素の鋳型上での動態と複製エラ

ーの発生の相関を検証するために、これまで前進突然変異検出に用いてきた

大腸菌叩S⊥遺伝子上でのP01ⅠⅠⅠホロ酵素の挙動の解析を試みた。JpS⊥遺伝子の

いずれか一方の鎖を含むM13ファージ由来のSSDNAを鋳型とした開始複合体

からの同調的DNA鎖伸長反応産物を、変性ゲル電気泳動及びサザンハイプリ

グイゼーション法を用いて観察する系を構築した。野生型及び血aEJ73変異

型PolIIIホロ酵素を用いた解析において、高速度のDNA合成過程においても

DNA合成中間産物の蓄積量には塩基配列ごとに有意な差が観察され、鋳型塩

基配列がDNA鎖伸長反応の速度やP01IIIの挙動に影響を与えていることが明ら

かになった。両酵素間において若干の差異も観察されたが、突然変異発生と

の明らかな相関は観察されなかった。
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第一章　　序論

1．自然突然変異とミューテ一夕一

生命現象の基礎である遺伝情報の維持は、あらゆる生物に普遍的に最重要な

命題である。突然変異による遺伝子産物の機能欠損は、形態異常や疾病の原因

であり、生命活動にとって最も回避が必要な障壁である。一方で、環境や生活

様式の変化への適応に必要な多様性を進化としてもたらしてきたのも突然変異

であり、その意味で不可欠な事象であるとも言える。その突然変異制御の絶妙

なバランスこそが生命を根幹から支えて来たものであり、また非常に興味深い

生命現象である。普遍的に生物が抱えるこの一見矛盾した現象について分子レ

ベルでの理解を深めることは、単に医学の発展や進化のメカニズムの解明に寄

与するだけでなく、生命の本質の理解に直結するものとして重要だと考える。

一般的に突然変異といえば紫外線や放射線、変異原化合物など、外的な要素

によりもたらされるDNAの傷害に起因するものとの認識が強いが、細胞は内

在的にも非常に高い突然変異形成の危険性を抱えている。このような、生物が

通常の生命活動を行う中で主に内在性の要因により生じる突然変異を自然突然

変異と称し、これこそが進化や疾病の主たる原因ではないかとする考えも一般

化してきた。自然突然変異の発生は通常10－10～10－9／塩基対／細胞分裂という

極めて低い頻度に抑えられているが（Drake1969）、これが細胞自身にやはり

内在の様々な機能によるものであることが、1950年代に端を発したミューテ

一夕ーと総称される自然突然変異を高頻度に誘発する変異体の解析によって明
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らかにされてきた。このミューテ一夕一研究は大腸菌において最も多くの知見

が得られており、そこから細胞の自然突然変異抑制機構の全体像が描かれてき

た。表1にこれまで大腸菌において見いだされた主なミューテ一夕一連伝子を

示すが、DNA複製に直接あるいは間接的に関与するものに占められている事

が分かる（KornbergandBaker1992）。遺伝情報に変化が生じる危険度が最

も高い過程の一つと言えるDNA複製は、非常に忠実度の高い複製酵素DNA

ポリメラーゼⅠⅠⅠ（PolIII）によって主に遂行されているが、このポリメラー

ゼを構成するα触媒サブユニットをコードする血aE遺伝子や校正機能を担う

E3’→5’エキソヌクレアーゼサブユニットをコードする血aQ遺伝子は、それ

ぞれの変異体における自然突然変頻度の高さからも顕著な重要性が分かる。α

サブユニットがP01IIIとして行うDNA合成が高い忠実度で行われ、そこで

生じたエラーも殆どがP01ⅠⅠⅠに内在の校正機能により修正されている事を示

している。この段階までに修正されずに残った複製エラーも、複製後直ちにミ

スマッチ修復系により修正され、実際の突然変異頻度はさらに低く抑えられて

いる。また、基質ヌクレオチドやDNA上の塩基の酸化損傷として生じる8－

オキソグアニンやウラシルなど自然DNA損傷と呼ばれるものも、正常なワト

ソン・ク．リック型塩基対とは異なる塩基対を形成する事により複製エラーをも

たらすが、細胞はそれらに対しても分解酵素やミスマッチ特異的修復酵素など

を備え突然変異発生を未然に防いでいる。その他ミューテ一夕ーとして変異株

が分離された遺伝子群についても、いずれもがDNA複製と深い関わりを持つ

ものである。当然の事であるが、細胞が遺伝情報を維持する上で最も重要なス

2
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テップがDNA複製であるという事である。

2．大腸菌Pol＝ホロ酵素

当研究室では自然突然変異形成及び抑制のメカニズムを理解する目的で、遺

伝学的にも生化学的にも最も有用な材料といえる大腸菌において、上記のよう

なミューテ一夕ーを用いた解析を行い多くの知見を得てきた。中でもP01ⅠⅠⅠを

構成する血aE及び血aQ遺伝子変異型ミューテ一夕一について、これらの遺

伝子産物の機能が極めて重要であるとの認識のもと研究が進められてきた

（Horiuchietal．1978；Makietal．1983；Maruyamaetal．1983；Takanoe［al．

1986；Makietal．1991；Moetal．1991）。P01IIIはDNA複製のメカニズム研

究という意味においても最も理解の進んだ酵素の一つであり、その機能の多く

はあらゆる生物に普遍的なものである。ここでこの酵素について簡単にまとめ

る。

DNAポリメラーゼの発見以降、現在までに幅広い生物種より多数のDNAポ

リメラーゼが分離同定され、その構造、機能、作用機序などが研究対象とされ

てきたが、それらの存在意義は多岐に渡り、ゲノム複製やDNA修復など新規

DNA合成が必要とされる局面においてそれぞれの特性に応じて合理的に機能

していることが明らかにされている。大腸菌においては現在までにP01ⅠからⅤ

まで5種類のDNAポリメラーゼが分離されているが（Kornberg and Baker

1992）、そのうち連続DNA合成能力（プロセッシビテイ）や忠実度が極めて高

いP01IIIホロ酵素が主にDNA複製の大部分を行っており、唯一生存に必須で
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ある。片やpo仏遺伝子にコードされるP01Ⅰは酵素として単一サブユニットで

存在しプロセッシビティや忠実度がP01ⅠⅠⅠ程高くなく、除去修復やラギング鎖

合成時などに生じる小さいギャップ部分のDNA合成を担当する。残るP01ⅠⅠ、

IV、Ⅴの3種のDNAポリメラーゼはそれぞれpoIB、d血B，umuCとumuDの

各遺伝子にコードされ、いずれもkxAタンパクによる転写制御下にありいわ

ゆる‘sos’応答により発現が誘導される。そしてそれぞれが、通常DNA鎖

伸長反応を止めてしまうような鋳型DNA上の損傷を乗り越えてDNA合成をす

るバイ／iスDNA合成活性を損傷特異的に有しており（NapoutanO etal．2000；

Tang etal・2000）、そのような損傷DNA存在下における複製フォークの崩壊

にによる細胞死の回避手段として機能していると考えられている。またPolII

はそのアミノ酸配列から真核生物の複製酵素などに多いPolαファミリーDNA

ポリメラrゼに分類され、PoIIIIと同等の高い忠実度で通常のDNA合成を遂

行することが可能であり（KornbergandBaker1992）、さらにP01IIIホロ酵素

の補助サブユニットとの相互作用によりP01ⅠⅠⅠホロ酵素と同様の非常に高いプ

ロセッシビティを獲得することが報告されておりBonner，Stukenbergetal．

1992）、P01ⅠⅠⅠのバックアップとして機能しているのかもしれない。

複製酵素であるP01ⅠⅠⅠホロ酵素は10種類のポリペプチドから構成される

大きな複合体であり、α、E、0各1分子より構成されるコア、T2量体、†3分

子と8、8’、X、叫各一分子より構成される†コンプレックス、β2量体の各機能

単位に分類できる（表2）（Makietal．1988；KornbergandBaker1992；

KelmanandO■Donneu1995）。
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このうちコアが通常DNAポリメラーゼといわれるものに相当するものであ

り、DNAポリメラーゼ活性のみを有するαサブユニット（MakiandKornberg

1985）と3，→5，エキソヌクレアーゼ活性（3，→5，exo活性）を担うけブユニッ

ト（Scheuermannetal．1983）が複合体を形成することで互いの活性を促進し

（MakiandKornberg1987）、協調しながら高い忠実度でDNA合成を行う00

サブユニットはけブユニットと複合体を形成することで3，→5，exo活性を促

進するのではないかと考えられている（Studweu－VaughanandO’Donneu

1993）。このように複製酵素においてポリメラーゼ活性と3，→5，exo活性が独

立したサブユニットに存在するのはグラム陰性菌に特異的であり、またアミノ

酸配列も他のポリメラーゼと一線を画した特徴的なものであるが、元来は他の

ポリメラーゼ同様単一ポリペプチドにコードされていたものが進化の過程で分

離したものであるとの説もある（Huangetal・1997）o

Tサブユニットはαサブユニットと相互作用し、自身も2量体化することに

ょってコア2分子を2量体化したPolIII，と呼ばれる複合体（サブアッセンブ

リー）を形成するが（StukenbergandO・Donneu1995）、この2量体構造は複

製フォークにおけるリーディング鎖合成とラギング鎖合成の協調に極めて重要

である（ⅢmeL裏．1996）。同時にて2量体は後述のYコンプレックス1分子と相

互作用しP01ⅠⅠⅠ＊を形成し、これがYコンプレックスの非対称性により全体と

しての非対称構造をもたらす（Yuzhakovetal・1996）。さらにては複製フォー

ク中でDnaBヘリカーゼとも相互作用しこのヘリカーゼ活性を促進するなど

（氾me亡d．1996）、複製装置中で極めて重要な働きを担っている。
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†コンプレックスはβ2量体により形成されるリング状のβクランプをATP依

存的にプライマー末端付近にロードさせるクランプローダーとして機能する

（KelmanandO－Donnell1995）。この機能の中核となる†サブユニットはTサブ

ユニットと同じdnaX遺伝子にコードされ、同一のmRNAを鋳型とした翻訳

の過程で高頻度に起こるリボソームのフレームシフトにより短く合成されるタ

ンパクである。両タンパクはAAAl耳Ⅰ？アーゼファミリーに保存されたアミ

ノ酸モチーフを有しDNA依存的ATPアーゼ活性も有している。8、8，の両サ

ブユニットもAAA＋ファミリーに属するが、ATPアーゼ活性は見いだされて

いない。また、8サブユニットがβサブユニットの2量体化面に対して結合する

ことが明らかになっており、2量体化面の1つを塞ぐことでリング状構造を開

環する（LeuandO’Donnel12001）。最近不完全ではあるがγ388，からなる複合

体の結晶構造がクランプローダーとして初めて発表され、併せて報告された8－

β複合体の結晶構造と併せクランプローディングのメカニズムの理解が大きく

前進した（Jeruzalmietal．2001；Jeruzalmietal．2001）。概略すると、ATPが

Yサブユニットに結合することにより†コンプレックス全体に構造変化をもたら

し、8サブユニットがβサブユニットに結合可能な状態となってクランプが開

環するのが第一段階である。その後鋳型／プライマー構造を認識したYサブユニ

ットによりATPが加水分解され、元の構造に戻ることで8一β複合体が解消され

DNA上にて再びリング状クランプが形成される。

また、TサブユニットがYサブユニットの機能を相補すること、部分的にYサ

ブユニットが置換されたDnaXコンプレックスがクランプローダーとして機

6
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能し得ることが報告されており（Makiand Kornberg1988；B止nkova etal．

1993；Pritchardeta］．2000）、実際の細胞中のPoIIII＊の複合体組成は一定で

はなく、数種類のP01ⅠⅠⅠ＊の混合である可能性が考えられる。

x、叫各サブユニットはクランプローディングに直接関与はしないが、Xサブ

ユニットはSSB（single－Stranded DNAbinding protein）と相互作用する

ことで、プライマー合成後プライマー上に留まっているDnaGプライマーゼ

を解離させる働きを担っているNuzhakovetal．1999）。またこのx－SSB相互

作用はYサブユニットのSSDNA上のプライマー末端認識に補助的な役割を果

たし、またP01ⅠⅠⅠ＊としてのプロセッシビティの向上にも寄与していると考え

られている（Kelmanetal．1998）。

βクランプは、自身はDNAに対する親和性を持たないものの、二本鎖（ds、

double－Stranded）DNAを取り囲むリング構造をとり、αサブユニットと結

合することでPoIIII＊をDNA上に繋ぎ止め、ホロ酵素としての著しく高いプ

ロセッシピッティをもたらすプロセッシピティ因子として機能する（Kelman

and O’Donneu1995）。2量体で6角形構造をとり、これは3量体で同様に機

能するPCNAなど他種のプロセッシビティ因子と共通の構造である。P01III＊

以外にもPolI、IIの両DNAポリメラーゼや、DNAリガーゼ、複製エラーに

よるミスマッチを認識するMutSといったタンパクとも相互作用し、これらの

タンパクのDNA上の足場として機能することが明らかになっている（LDpeZ

deSaroandO－Donnel12001）。

以上の構成により　P01ⅠⅠⅠホロ酵素が形成され、複製装置（レプリソーム）

7
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中においてリーディング鎖合成とラギング鎖合成が共役され、二つの複製装置

だけで約4．6Mbpもの長大な大腸菌ゲノムを途切れることなくわずか30分あ

まりの時間内に複製することが可能になっている。単純に考えてもPolIIIホ

ロ酵素は2．3メガヌクレオチド（Mnt）以上のプロセッシビティと700nt／s

程度の鎖伸長速度を有していることになる。このような高速のDNA複製にお

いて、リーディング鎖合成と協調しながら不連続に行われるラギング鎖合成が

速やかに行われることは非常に重要である。各岡崎フラグメントごとに一度ず

つプライマー合成、βクランプのローディング、PoIIIIによるDNA合成とい

ったステップを速やかに行われなければならない。ここでポイントとなるのは

DNA上における酵素の転換反応であるが、これが非常に精巧かつ理にかなっ

たメカニズムにより遂行されている。前述のようにDnaGプライマーゼはRNA

プライマー合成後もプライマー上に留まりSSBと結合した状態にあるが、Yコ

ンプレックス中のxサブユニットがSSBに結合することによって間接的に解離

が促がされ、RNAプライマーが使用可能な状態となる。この段階で既にATP

依存的に開環した状態のβクランプと結合しているYコンプレックスは、プラ

イマー末端を認識、結合次第ATP加水分解によりβクランプをロードする。Y

サブユ÷ツトはαサブユニットと同じβクランプの結合面に結合しているが

（Naktinis etal．1996）、8サブユニットによるβクランプ結合の手を失ったYコ

ンプレックスは1つ前の岡崎フラグメント合成を終えたコアに取って代わられ

る。αサブユニットは広いssDNAギャップが存在する場合にはβクランプに

強く結合するが、dsDNA上のβクランプに対しては極端に結合能が低く、岡

8
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崎フラグメント上のギャップを合成次第、速やかに解離し次のプライマー末端

に移行する（Naktinisetal．1996）。こゐように各酵素のDNAや他のタン／iク

ヘの結合能の状況特異的な変化が、迅速かつ無駄のないラギング鎖合成を可能

にしているのである。

コアを形成する各サブユニットの研究は構造生物学的には立ち後れているの

が現状である。アミノ酸配列レベルでも、活性中心付近の一部を除いて他の構

造解析が進んでいるDNAポリメラーゼと一線を画すため、独自の研究が必要

である。わずかながら、DNAフットプリンティング実験によりP01IIIホロ酵

素によって二重らせん3回転分30ntのDNAが覆われていること（Reemsand

McHenry1994）、塩基アナログを用いたクロスリンク実験から、α、Y、βの

各サブユニットが同時にプライマー末端付近に結合あるいは近接しているとい

う二次元的空間配置などが報告されている（鮎ems etal．1995）（図1A）。ま

たアミノ酸相同配列解析と点突然変異体を用いた実験から、αサブユニット内

活性中心においてDNA合成反応に必須の二価金属イオンをキレートする3つ

のアスパラギン酸残基が同定されており（PdtchardandMcHenry1999）、さ

らに欠失変異体を用いた解析から、αサブユニットが相互作用するタンパクの

うちβ及びTサブユニットに対するおおよその結合ドメインが明らかになってい

る（ⅢmandMcHenry1996）（図1B）。いずれもP01IIIの作用メカニズムを

知る上では不十分であるが、将来的にPolIIIや構成サブユニットの立体構造

が明らかにされた時、P01ⅠⅠⅠの総合的理解に有用な情報であることは間違いな

い。

9
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3．校正機能のメカニズムと意義

上でP01ⅠⅠⅠの校正機能はαとEの両サブユニットの協調によりもたらされて

いると述べたが、この機能は多くのDNAポリメラーゼが有する極めて有効な

複製エラー修正機構である。DNAポリメラーゼとして最初に分離された大腸

菌P01Iに代表されるPolI（タイプA）ファミリーや、真核生物においてDNA

複製に必須なP01α、8、eの3つのDNAポリメラーゼに代表されるP01α（タ

イプB）ファミリーなどにおいては、3，・・＋5，exo活性はDNAポリメラーゼと

同じポリペプチド内の一つの機能ドメインに担われている。この3，→5，exo活

性が複製エラーの修正に機能すると認知されたのは、PolIにおけるこの活性

が、塩基対のミスペアなど新生鎖末端が鋳型DNAと密接に対合しにくい条件

下においてより強く見出されたことによる。単鎖（ss、Single－Stranded）DNA、

dsDNA共に基質となり得るが、実際に基質となるのはss状態にあるDNA3’

末端である。またこの活性がDNAポリメラーゼの基質dNTPによって抑制さ

れることから、この切除活性がDNAポリメラーゼ活性と協調した一定のバラ

ンスの中で発揮されるものであることが明らかとなった（Ma妃e亡d．1991）。

機構的に全く異なる二つの活性の上に成り立つこの協調関係は、複製エラーに

よ．るミスペア末端がDNAポリメラーゼ反応の遅延をもたらし代わって

3，→5，exo活性を促進するため複製エラーの修正に有効であるが、切除対象と

なる新生DNA鎖末端がssDNAとしての解離を伴いながら物理的に隔てられ

た2活性中心の間を移動するという何らかの構造変化を必要とする。この構造

変化（新生DNA末端の解離、メルティング）がDNAポリメラーゼとしての
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一連の反応の中に当然の如く組み入れられていることが、P01ⅠⅠⅠを用いた観察

によって明らかにされた（Fershtetal．1982）。単一ヌクレオチドの繰り返し配

列を鋳型に適正な基質ヌクレオチドのみの存在下において行われるDNA合成

反応においても、約10％のヌクレオチドは一度DNAとして取り込まれた後

に切除されたのである。これはDNAポリメラーゼが常に新生鎖末端の切除可

能な状態に近い状態を保ちながらDNA合成を行っていることを示唆するもの

であり、これによって正しく取り込まれたヌクレオチドをも切り出してしまう

という一定の犠牲を払いながらより効率よくミスペア末端を切除している

DNAポリメラーゼのメカニズムが想定された。また初めてⅩ線結晶構造解析

がなされたP01Ⅰにおいて、3，→5，exo活性中心に配向したDNA3，末端の構

造が明らかにされ、末端4ヌクレオチドが鋳型鎖より解離したメルティング構

造をとっていることが判明した（Freemont etal．1988）。この構造は基質ヌク

レオチドの非存在下で形成された結晶によって得られたものであり、基質ヌク

レオチドの存在下で形成されたポリメラーゼ活性反応の中間体構造と併せ考え

ると、この二つの大きく異なる構造が機構的にはさほど隔てられた状態ではな

いことが伺える。

大腸菌において最初に分離ざれたミューテ一夕ーは血aQ遺伝子に変異を生

じたmutD5変異株であった（Fowleretal．1974）。非常に強力なミューテ一夕

一括性を示しながら条件致死性は示さなかったため、当初はDNA複製に関与

する遺伝子の変異だとは認識されなかったが、同じ遺伝子座上に後に分離され

た血aQ49変異株が条件致死性であったためDNA複製に関与する事が示され
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（Horiuchietal．1978）、やがて精製されたMutD5及びDnaQ49タンパクにお

いて野生型では観察される3，→5，exo活性が欠損している事が示され（Ech01s

e亡d．1983）、P01ⅠⅠⅠを構成するサブユニットであることも明らかとなった

（Scheuermann etal．1983）。複製酵素であるP01IIIの校正機能を担うことで

突然変異抑制機構において極めて重要な働きを担うことは理解できるが、

d乃aQ49で観察された条件致死性は謎である。他の血a遺伝子群では温度感受

性変異株における制限温度下での即時DNA複製停止によるが観察され複製装

置もしくはそれを支える因子として必須であると理解できるが、Eサブユニッ

トはDNAポリメラーゼ活性そのものをコードしているわけではないので、変

異体における致死性は構成サブユニットとして、あるいは校正機能自身がDNA

複製反応に必須であることを示している。校正機能自身がDNA複製、生存に

必須であるとするならば、3，→5，exo活性が細胞にとっての必須機能であると

いうことになる。しかしDnaQ49タンパクにおいては僅かながらに3，→5，exo

活性が残存していると考えられ、この点を追求するには不十分である。以前当

研究室において3，→5，exo活性を完全に欠損した変異体を得る目的で、血aQ

遺伝子内に高度に保存された3つのアミノ酸モチーフのうち、ExoIIと呼ばれ

るモチ∵フ内で3■→5－ェキソヌクレアーゼの活性中心として機能する103番目

のアスパラギン酸残基をアラニン残基に置換した血a（〕32変異株が作成された

（井原，1993）。この血a（〕32変異遺伝子は野生型血aQ遺伝子に対して優性なミ

ューテ一夕一変異であり、非常に強力なミューテ一夕ーであるだけでなく細胞

内で過剰発現すると細胞に顕著な生育阻害をもたらした。このことは3’→5’exo
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活性が細胞の生育にも重要な役割を担っていることを示し、DNA複製反応機

構の中の必須機能である可能性を高めるものである。誤ったDNA合成によっ

て取り込まれたミスペア末端においてはさらなる鎖伸長のためのDNA合成活

性が低下してしまうが、3，→5，exo活性が効率よくこれを除去することによっ

て再び正しく対合した末端からのスムースなDNA合成が可能になる。もしこ

のようなミスペア末端が失われた3，→5，exo活性のために除かれない場合、

DNA鎖伸長は遅延し、さらにこのような事態が頻発すれば細胞死をも引き起

こすかもしれない。この仮説は校正機能の新たな役割といえるものであるが、

この仮説を否定する結果も報告されている。dnaQ遺伝子内に保存されたアミ

ノ酸モチーフのうちExoI内でやはり高度に保存され3’→5’exo活性中心と考え

られる二つの酸性アミノ酸残基を同時に置換した血aQ926という変異体が作

成され、dnaQ32同様に著しい生育阻害を示し染色体上に単一のdJlaQ遺伝子

として存在し得ないことが明らかにされたが、同じ染色体上に突然変異頻度を

低下させるアンチミューテ一夕一変異型dnaE遺伝子が共存する場合やミスマ

ッチ修復に機能するmu払遺伝子が多コピープラスミド上に存在する場合には、

このdnaQ変異株は生育できるというのである（F臼alkowska and Schaaper

1996）。このことは、サブレッサーのない状態で血aQ926変異によ■ってもたら

される細胞死が、DNA複製の障害によってもたらされるというよりも校正機

能欠損による著しい突然変異頻度の上昇によってもたらされているという事を

示唆するものである。mu比遺伝子産物がDNA複製反応に何らかの補助的な役

割を担っている可能性は否定し得ないが、ミューテ一夕一括性の相殺と考える
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のがより自然である。細胞死の実体解明及び各遺伝子産物の完全な機能解明が

必要とされる。

4．加∂ど丁73ミューテ一夕ー

dJlaEj73ミューテ一夕一株は、P01ⅠⅠⅠホロ酵素の極めて高い忠実度にαサ

ブユニットがどのように貢献しているのかを知る目的で、ヒドロキシルアミン

処理による突然変異誘発によって作成、分離された変異株である（Makietal．

1991）。この変異株はd乃aE遺伝子内での一つの塩基置換変異により612番目

のグルタミン酸がリシンに置換された変異型αサブユニットをコードする。自

然突然変異を高頻度に誘発する株として分離されたのであるが、同時にNaCl

抜きの培地上44。5℃という条件下で致死性も示した。この株より精製された

P01ⅠⅠⅠコテは正常な1：1比のα、E両サブユニットを有しており、野生型コ

アと同様なレベルの3，→5，exo活性を示したが、校正機能の指標となるDNA

合成と共益した3，→5，exo活性は殆ど観察されなかった。さらにDNA合成に

おける基質ヌクレオチドに対する疋m値は野生型に対して1／6の値を示し、

基質に対する親和性がより高い事が明らかとなった。これらの事からαサブユ

ニットも校正機能において重要な機能を担う事が初めて示唆され、αサブユニ

ットの忠実度制御に関連した何らかの機構が細胞の生育に重要である事が示さ

れた。続いてこの変異株において誘発される突然変異の内容について、プラス

ミド上のJpS上遺伝子を標的遺伝子とした前進変異検出系を用いた解析がなさ

れたが、その際この変異株は野生型の実に3万2千倍もの高い頻度で突然変異

▲
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を誘発した（Moe亡d．1991）。変異の内容としても殆どあらゆる種類の複製エ

ラーに起因した突然変異を高頻度に誘発することが判明し、特に1塩基フレー

ムシフト変異と非常に特徴的な配列置換変異（図2）を複数の特定の部位にお

いて高頻度に誘発する事が明らかにされた。配列置換変異は数塩基分の配列が

全く異なる配列に取って代わられる突然変異で、変異配列長は正常な配列と必

ずしも一致しない。塩基配列解析の結果、変異部位のごく近傍の相補（反対）

鎖上に変異配列と全く同じ配列が存在することが分かり、さらにその配列の両

側には変異箇所の両側の配列と共通の短い相同配列が存在していることが分か

った。つまり、正常な配列上において両配列は逆方向偽反復配列（pseudo

invertedrepeat）ともいえる関係にあり、配列置換変異は一方の配列が他方

ヘコピーされた結果、完全な逆方向反復配列が形成されたという変異でなので

ある。そのような観点で配列置換変異以外の1塩基フレームシフトや塩基置換

変異の一部も説明可能であることが判明し、血aEJ73ミューテ一夕一株にお

いて何らかの異常な変異形成プロセスが存在することが示された。またこの突

然変異形成にはDNA複製方向に関連した極性があり、リーー・ディング鎖合成過

程においてより高頻度に誘発されていることが示唆されている。この異常な突

然変異形成のメカニズムを説明するものとして、“テンプレート・スイッチン

グ’モデルが提唱された（図3）。このモデルでは、偽反復配列の一方を鋳型

に合成されている新生鎖末端が、相同配列aまで合成されたところで何らかの

理由により鋳型鎖から解離し、他方の偽反復配列上のaと相補な配列に対する

誤ったアニーリングを起こした上に、DNAポリメラーゼによって変異型配列
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として合成され、再び元の鋳型上に戻ることによって配列置換変異の前変異体

が形成される。このモデルの真偽の程は定かではないが、配列置換変異が偽反

復配列という特殊な配列においてのみ観察されることと、血aEJ73変異型P01

ⅠⅠⅠの生化学的に異常な性質と考え合わせ、何らかの極めて特殊な状況が生ま

れ引き起こされていることは間違いない。PoIIIIホロ酵素が行うDNA複製の

過程で、一体どのような事態が起こり変異形成へとつながるのか、非常に興味

深い。

このような配列特異的に大きく配列が突然変異として、順あるいは逆方向反

復配列を介した欠失変異や重複変異などが数多く報告されており、dnaEJ73

株においても一部の重複変異が高頻度に観察された。またヒト染色体上の3塩

基繰返し配列（トリプレット・リピート）において起こるリピート長の伸長現

象が様々－な疾病の原因として報告されている。このトリプレット・リピートの

伸長メカニズムを探る目的で、大腸菌PolIを用いて止＝万け0においてCTG

あるいはCGGリピートDNAを合成させると、際立ったDNA鎖伸長の一時

停止（ボージング）が観察されることが報告されている（Kangetal．1995）。

こうしたDNAポリメラーゼの配列特異的なボージング現象は、様々な生物種

のDNAポリメラーゼについて報告されている（WeaverandDePamphilis

1982；IADucaetal．1983；WeaverandDePamphilis1984；Klarmannetal．

1993；SuoandJohnson1998）。特にHⅣ－1逆転写酵素によるDNA鎖伸長

反応において観察されるボージング部位は、フレームシフトなどの点突然変異

の発生部位と相関が観察され（Bebeneketal．1989）、大きな配列変化を伴わ

ト
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ないような突然変異についてもDNA合成を行うDNAポリメラーゼの挙動が

変異形成に関与していることが示された。大腸菌では逆方向反復配列を介して

発生した欠失変異が、ラギング鎖合成過程においてより高頻度に起こり、この

過程においてP01ⅠⅠⅠホロ酵素が重要な役割を果たすとの報告があるnⅥnh

andSinden1991）。またP01IIIホロ酵素を用いて強固なヘアピン構造を持っ

たssDNAを鋳型としたinvitTODNA合成を行うと、ヘアピン部分における

顕著なボージングが観察され、ポリメラーゼを過剰に加えた場合にはヘアピン

部分を合成せずにスリッページを起こした欠失変異の中間体が形成されること

が報告されている（CanCeillandEhr止ch1996）。現実的な条件下ではないとい

うことを差し引いても、P01ⅠⅠⅠ単独でもそのような突然変異が形成され得ると

いうことが示されたことは何らかの意味を持つものであり、反復配列において

形成される突然変異にP01ⅠⅠⅠホロ酵素が少なくとも間接的には影響を及ぼし

ていることは明らかである。

1



5．本研究の目的

大腸菌における複製エラーの発生メカニズムを理解する上で、PolIIIホロ

酵素によるDNA鎖伸長反応時の配列特異的な運動性を知ることは一つの有用

な情報になり得る。さらにP01ⅠⅠⅠαサブユニット内の血aEユ73変異によるミ

ューテ一夕一括性の上昇、特に配列特異的な配列置換変異等の特殊な突然変異

が、変異型PolIIIホロ酵素によるDNA鎖伸長時の異常な挙動に起因する可

能性が考えられ、これを検証したいと考えた。またこの変異型PolIIIにおけ

る校正機能の欠損が、DNA鎖伸長反応における配列特異的あるいは非特異的

な運動性の変化をもたらすのか否かを検証し、校正機能の鎖伸長反応における

役割、配列特異性への影響を知り、最終的にDNAポリメラーゼの挙動と複製

エラー発生の相関を検証する目的で、血aEユ73変異型PolIII＊を精製し、

野生型由1ⅠⅠⅠ＊と比較対照しながらその生化学的解析を行った。
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第二章　　結果

1．dn∂亡丁73　Pol‖★の精製

これまでdnaEJ73ミューテ一夕ーの研究に用いられてきた大腸菌MK425

株について、富栄養培地MMB中30℃という条件下での大量培養により得ら

れた220gの菌体より血aEJ73変異型αサブユニットを含むP01ⅠⅠⅠ＊の精製

を行った。Makietal．（1988）の野生型P01III＊の精製法に従い5段階の精製ス

テップを経たが、野生型PolIII＊とほぼ同様に精製することが出来た（表3）。

このことは、血aEJ73変異体においてPolIII＊の形状、表面電荷、親水性など

がほとんど変化していないことを示している。　最終精製ステップである

Superose6カラムによるゲルろ過による分離画分のうち、約700kDa付近に

タンパク量と活性の両面で最も大きなピークが現れ、この周辺のフラクション

をプールし最終精製標品とした。これは724．1kDaと計算できる野生型P01III＊

の分子量とほぼ同じ分子量である。各精製ステップで得られた標品について、

SDS－ポリアクリルアミド電気泳動による分離の後、銀染色によってαサブユ

ニットからcサブユニットまでの範囲の分子量のタンパクを観察したが、α、E

両サブユニットをはじめとした6種のP01ⅠⅠⅠ＊サブユニットが野生型と同様の

存在比率で含まれていることを確認し、この変異型aサブユニットを含むP01

ⅠⅠⅠ＊標品の構成が正常であると考えた。しかしプールしたピークフラクション

中には、ゲルろ過で完全に分離することができなかったホロ酵素の混入による

ものと思われる微量のβサブユニットや、他の不明なタンパクの僅かな混入が
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見られた。この混入タンパクに留意しつつ、得られた最終精製標品を以下の諸

実験に使用した。また、以下に行った夷験は長期にわたる順不同なものである

ため、凍結融解などによる活性低下のため、酵素の比活性を均一に維持するの

は困難であった。

2．校正機能の欠損について

上記の精製dnaE173変異型P01III＊を用いて、SSDNA（poly（dA））を基質

とした3’→5－exo活性を観察したところ、野生型と同等のレベルで活性が観察

できた（図5A）。しかし、p01y（dA）／01igo（d7）15を鋳型／プライマーとしてDNA

合成と供益したヌクレオチドの切除活性を観察する“ターンオーバーアッセ

イ’’においては、野生型P01ⅠⅠⅠ＊で観察されるようなDNA合成量の増加に伴

った3－4ラ6程度のdTMPの切り出しは殆ど観察することが出来なたかった（図

5BC）。P01ⅠⅠⅠ＊においてもコアと同様に校正機能の欠損が示されたことにな

る。
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3．Po］”Iホロ酵素によるburst DNA synthesis

次に血aEJ73変異型PolIIIのホロ酵素としての振る舞いを調べるために、

M13ファージss環状DNAを鋳型に単一プライマーをアニールさせたものを

鋳型／プライマーとして、予めこのプライマー末端においてATP依存的にPoI

III＊とβサブユニットによる開始複合体（initiationcomplex）を形成させ

（BurgersandKornberg1982）、同調的にDNA鎖伸長反応を開始させるとい

う“burstDNA合成”反応を行った。

両酵素共に、高速の初期反応とそれに続く緩やかな二相目の反応からなる二

相性のDNA合成パターンを示したが（図6A）、変異型ホロ酵素は野生型酵素

に比して一相目の反応がより緩やかで二相目への移行が遅れていた。アルカリ

アガロースゲル電気泳動による反応産物解析の結果、これはdnaEJ73ホロ酵

素における著しい鎖伸長速度の低下によるものであることが判明し、その伸長

速度は野生型約900nt／sに対し1／3の約300nt／sであった（図6B）。この

伸長速度の遅さがdnaEユ73変異型酵素に内在的な性質であり酵素標晶中に含

まれる他の因子によってもたらされるものでないことを確かめるために、野生

型と変異型酵素でそれぞれ形成させた開始複合体を混合し、同調してburst

DNA合一成を行わせたところ、両酵素に由来する二種類の産物を観察できた（図

6CD）。両酵素標品中に含まれる他の因子が伸長速度に影響を与えないことは

確かである。

また野生型ホロ酵素では緩やかではあるが二相目においても取り込みの上昇

が見られたが、これはRFDNA形成後PoIIII＊が余剰の鋳型／βクランプ複合
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体に対し転位するリサイクル反応により開始する新規のDNA合成によるもの

であると考えられる。この性質は特にラギング鎖上での不連続合成において重

要な機能となると考えられるが、一方でd乃aEJ73ホロ酵素でも観察された二

相目における緩やかなDNA合成は、前方のDNAを5，末端から解離しながら

新規のDNA合成をするstranddisplacementDNA合成によるものであるこ

とが反応産物解析から明らかになった（図6B）。野生型ホロ酵素でもわずか

に完全長以上の産物が観察されたが、dhaE173では非常に効率よいstrand

displacement DNA合成への移行が見られる。これはdnaE173型P01IIIの

高いプロセッシビティーを示唆すると共に、リサイクル能力の低さを示すもの

であり、ラギング鎖合成における深刻な障害となる可能性を示唆する。

4．SSB一浪度による影響

ホロ酵素のプロセッシビティーに大きく関与するプロセッシビティーファク

ターであるSSB非存在下においては、ボージングなどの配列依存的な挙動の

変化のが期待できるため、野生型及びdJ】aEユ乃変異型ホロ酵素について4段

階のSSB濃度下でburstDNA合成反応を行った（図7）。

低SSB濃度下では、両P01IIIホロ酵素共に鋳型上の数ケ所の特定の場所で

伸長が停止した産物が観察されたが、SSB量増加に伴いこのようなボーズは

解消された（図7BD）。しかし低SSB濃度下で野生型ではこのような産物が

蓄積したままであり特にSSB非存在下では全体としての見かけの伸長速度が

遅いのに対し、血aEユ乃では時間経過に伴いボーズは解消され、SSB非存在
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下でも全体としての伸長速度の低下は見られなかった。これはDNA合成量に

も反映され、野生型では低SSB濃度下で取り込みが著しく減少するが、

dnaE173ではそれほどの低下は見られない（図7CD）。低SSB濃度下でのDNA

鎖伸長阻害はSSBが鋳型ssDNAによる二次構造の形成を抑制し鎖伸長を補

助するという従来の考え方と合う結果であり、また野生型での結果はSSBがx

サブユニットと直接相互作用することによりPolIIIホロ酵素のプロセッシビ

ティーを向上させるとの考え方も支持する。しかし血aEJ73はSSB非存在

下において、ボーズはするが効率良く再開始していると考えられ、SSBに依

存しない高いプロセッシビティーを有している可能性が考えられる。SSBが

両酵素標品中にコンタミとして予め存在している可能性は否定できないが、ボ

ーズした産物の動向の違いは歴然としており、変異型PoIIIIはよりSSB非依

存的であると言える。

またstranddisplacementDNA合成に対してもSSBは大きく関与し、両

酵素ともstranddisplacementDNA合成には一定量のSSB（238ngssDNA

に対し13．3pm01のSSB四量体程度）が必要である。SSB量増加に伴いstrand

displacementDNA合成が促進されるという結果は、SSBがdisplaceされた

DNAに緯合することにより鋳型鎖への再会合を妨げ新規のDNA合成に有利

に働いているためと考えられる。但し必要量以上のSSB存在下における

displace効率には両酵素間で大きな違いがあり、両者の根本的な違いを反映し

ている。つまりSSBは必要条件ではあるが効率良いstranddisplacementに

は十分条件ではないのである。また血aEJ－73の特質の一つとして考えられる
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高いプロセッシビティだけでもstranddisplacementDNA合成を行えないと

いうことでもある。dnaEユ乃における校正機能の欠損も新生のDNAを切除

しないという点からstranddisplacementDNA合成に好都合であると考えら

れるが、やはり十分条件とはなり得ない。よってむしろ血aEJ乃ではプライ

マー5’末端に出会った時に速やかにDNA合成を停止し解離するという能力が

欠損しているという考え方もできる。

5．イオン強度による影響

高イオン強度条件下においては鋳型DNAやタンパク自身の構造変化、因子

間の親和性などにも変化が生じることが予想される。burstDNA合成反応に

おけるホロ酵素のイオン強度変化による影響を調べるために、KClタイトレー

ション実験を行った。

野生型ホロ酵素ではKCl添加により　80mMまでDNA合成活性の向上が

観察された（図8A）。反応産物解析結果から、80mMまで鎖伸長速度がわず

かに向上し続けており、80mMでは塩を加えない場合の1．25倍の速度であっ

た（図8B）。この伸長速度の冗進は塩によるタンパク自身の構造変化、あるい

はDNAとのアフィニティーの低下により移動が容易になったことなどが原因

として考えられるが定かではない。また二相目におけるDNA合成量に向上が

見られ、これはPolIII＊のリサイクルが促進されていることを示している。高

イオン強度下においてα－βサブユニット間の結合あるいはDNAとの親和性が
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弱められ、RF形成後の解離が促進されているためであると考えられる。一方

でイオン強度が増すにつれ部位特異的にボーズした産物の蓄積が目立つように

なり、160mMにおいてはDNA合成量が一転低下し完全長の産物も殆ど観察

されなくなる。高イオン強度による鋳型二次構造の安定化及びP01ⅠⅠⅠ＊の解離

の促進が原因として考えられる。

一方血aEJ73では初期の取り込みにおいてのみイオン強度上昇による促進

効果が観察された（図8C）。野生型同様80mMにおいて伸長速度は最大とな

り、塩を加えない場合の1．31倍であった（図8D）。高イオン強度下でも野生

型のような著しい中間産物の蓄積は見られずより塩耐性であるといえるものの、

促進効果も頭打ちになっており、何らかの阻害効果を受けている可能性を示し

ている。野生型と比較して最も対照的なのが二相目の取り込みであり、高イオ

ン強度下において促進ではなく抑制が観察された。相補鎖間の安定度が増すこ

とによりstranddisplacementが困難になり新規のDNA合成が出来ないため

であると考えられるが、今回試した最大のイオン強度下においてもリサイクル

が殆ど起こっていないということでもある。

6．基質dNTP濃度による影響

校正機能と協調し進行するDNA合成反応において、基質ヌクレオチド濃度

は合成速度そのものを律速しさらに結果としてポリメラーゼ（P01）：3－→5■ェ

キソヌクレアーゼ（exo）活性比にも影響を与え、校正機能の効率にも影響を

及ぼす事が示されている（Ma妃e亡d．1991）。校正機能がほぼ完全に失われて
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いると考えられるdnaEJ73型PolIIIにおいて観察された低い伸長速度や高い

プロセッシビティーが、基質濃度にどのように依存しているのかは興味深い点

である。Makietal．（1991JBC）においてp01y（dA）／01igo（dT）を鋳型／プライ

マーとしてP01ⅠⅠⅠコアのmに対する疋m値が測定された際には、野生型

67〝Mに対しdnaEユ73型では11〃Mと約1／6の値を示し、この変異型PolIII

の高基質親和性が示された。野生型酵素を含めホロ酵素としてのDNA鎖伸長

反応においての基質依存性あるいは親和性を調べる目的で、burstDNA合成

反応において基質dNTPタイトレーション実験を行った（図9）。

その結果両酵素において基質濃度上昇に伴う鎖伸長速度の向上が観察され、

反応そのものの基質濃度依存性が確認出来たが、各濃度条件下で観察された伸

長速度をもとにdNTPに対する疋mに相当する値を求めたところ、野生型

29．7〃Mに対し変異型では13．3メイMと約2．23倍の差が観察された（表4）。や

はり変異型酵素において低いKm値が示された事になるが、P01ⅠⅠⅠコアで観

察された差よりは小さいものである。推測であるが、基質そのものが四種類の

ランダムなヌクレオチドであることという理由以上に、酵素そのもののプロセ

ッシビティの向上に原因があるのではないかと思われる。野生型PolIII＊のプ

ロセッシ．ビティは約100ntとさ．れているが、ホロ酵素としては10万nt以上

ともいわれている（KornbergandBaker1992）。この高いプロセッシビテイ、

すなわち安定に完全長まで伸長できる能力と、プライマー末端に会合するまで

の過程を無視することが出来るburstDNA合成という反応系が、ある意味で

純粋な伸長反応の基質濃度依存性の観察を可能にしているではないかと考えら
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れる。Poly（djO／01igo（dlつを用いてプロセッシビティーの低い酵素でDNA合

成量を測定する場合、基質に対する親和性のみならずプライマー末端の認識、

結合といったステップも反応の律速段階となってしまうのである。野生型ホロ

酵素におけるコアに比したⅩ血値の低下はそのためであると考えられるが、

一方でdnaEJ73ではコアでの値とほぼ同様な値を示しており、これはこの変

異型酵素がβサブユニットに依存しない高いプロセッシビティを有しているた

めではないかという仮説を導くものである。また同時に算出した両ホロ酵素の

Vmax値は野生型1065nt／sに対し血aE173変異型では349nt／sとなり、

鎖伸長速度の遅さがDNA合成反応そのものの遅さに由来していることが示さ

れた。また意外なことに鎖伸長速度が向上しているのにも関わらず、高基質濃

度下では全体のDNA合成量が増加せずに停滞あるいはかえって低下する現象

が観察された。目立ったボージングなども観察されないので、一定量の開始複

合体からの伸長反応の開始効率あるいは開始直後における安定性に問題がある

のではないかと考えられるが、原因は定かではない。

また、基質濃度変化によって野生型ホロ酵素におけるstranddisplacement

DNA合成能力の向上がわずかに観察された。ポリメラーゼ活性（P01活性）

の冗進に．よってプライマー5，末卿こおいて停止するはずの伸長反応が促進され

るためではないかと思われるが、pOl／exo活性比がpol側に偏ることによって

StranddisplacementDNA合成が可能になることを示唆している。しかし一

方でdnaE173では基質濃度に依存しない非常に効率良いstrand

displacementDNA合成が観察され、これはこの変異型酵素の特質といえる
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であろう。T7DNAポリメラーゼあるいは大腸菌DNAポリメラーゼⅠⅠにお

いて、3，－5，exo活性欠損変異型酵素におけるdnaE173と同様なstrand

displacementDNA合成活性の向上が観察され、理由としてdisplace後合成

された新生DNA末端を切除できないためとの推測がなされている（nborand

Ⅲchardson1989；CanCeilletal．1999）。逆に元来高いstranddisplacement

DNA合成能力を有している4）29DNAポリメラーゼにおいては、3，－5，エキソ

ヌクレアーゼに高度に保存されている三つのモチーフのうちのExoIIIと呼ば

れるモチーフに変異を導入した変異型ポリメラーゼで3し5，exo活性の消失と

共にstranddisplacementDNA合成能力の低下も観察され、この領域に存在

するであろうssDNA結合溝のStranddisplacementDNA合成への関与が提

唱されている（Soengasetal．1992）。dnaE173は前者に近い性質を示してお

り、3，－5：exo活性ではなく校正機能の欠損そのものがstranddisplacement

DNA合成能力の要因の一つとなりうることが考えられる。
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7．Pol‖★におけるプロセッシビティの観察

上記の結果よりdnaEJ73PolIII＊の高いプロセッシビティが示唆されたため、

P01III＊単独でのβサブユニットに依存しないDNA合成観察することにした：

鋳型／プライマーとしてp01y（dA）／01igo（dT）15を用いたが、01igo（dT）15量を調

節しp01y（dA）上のSSDNAギャップサイズの異なる2種類の鋳型を用いるこ

とで、二つの酵素の違いを観察することが出来た（図10）。用いたのは（山り：

（の比が2：1と20：1のもので、計算上のそれぞれのギャップサイズは15nt、

300ntとなる。それぞれの鋳型を用いて二種類のP01III＊によるDNA合成反

応を行ったところ、2：1のものを用いた場合両酵素は殆ど同様なDNA合成パ

ターンを示したが、よりギャップサイズが大きい20：1の鋳型を用いた場合は

野生型P01III＊で著しくDNA合成量が低下したのに対し、血aE173変異型P01

III＊ではDNA合成量にわずかな増加が観察されたのである（図10AB）。こ

れはギャップサイズが大きい場合でも問題なく合成できる血aEJ73P01ⅠⅠⅠ＊の

プロセッシビティの高さを反映した結果である。また（d射：（の比2：1の鋳型

においてそれぞれのPolIII＊の塩耐性を調べたところ、野生型がわずかな塩の

存在下でも活性が低下するのに対しdnaEJ73変異型ではある程度の活性の促

進が観察された（図10CD）。これはdnaE173PoIIII＊の高いDNAへの親和

性を示している。

より直接的にプロセッシビティを観察するために、5，標識した01igo（dT）15

を用いてこの反応産物を変性ポリアクリルアミド電気泳動により分離し観察し

た（図11）。その結果、dnaE173では約1kbの鋳型に対し800nt程度の非
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常に長い産物が観察され、殆ど100nt以下の長さしか合成しなかった野生型

に比べて圧倒的に高いプロセッシビティを示した。○止go（d¶プライマーのア

ニーリング部位がランダムであることを考えると、少なくとも鋳型長である

1kb以上のプロセッシピティを有しているのではないかとも考えられる。また

野生型P01ⅠⅠⅠ＊での結果は定量的ではないもののこれまで定説とされてきた

100ntという数字にに疑問を投げかける結果であった。また野生型P01ⅠⅠⅠ＊で

は20mMKClの添加により極端に産物長が短小化し代わりにP01III＊のリサイ

クルによって使用されるプライマーが増加するのが観察された。dJlaEJ73は

40mMKClでやや産物長の短小化が観察され始めるものの取り込み量は塩を

加えない場合の約1．25倍程度まで向上しており、明らかに塩に対して高い耐

性を示した。一般的に高イオン強度下ではプロセッシビテノが低下し代わりに

リサイクルが促進されると考えられるが、血aEJ乃では野生型ほどプロセッ

シビティの低下は劇的ではなく、少なくとも合成途上のDNA3，末端からの解

離しにくくDNAに対するアフィニティーが高いと言える。
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8．dnaQ32Pol＝ホロ酵素によるburst DNA synthesis

dnaEJ73変異型P01ⅠⅠⅠ＊で得られた結果から校正機能の欠損とPolIIIホロ

酵素の挙動の相関を考える上で、適当なコントロールとなるのが3－→5texo活

性を持たない変異型酵素である。以前当研究室において作成された血aQ32

変異体は、過剰発現系を用いてごく短時間に増幅する方法でP01ⅠⅠⅠ＊内に組み

込まれた形で変異蛋白質として精製されたが、その精製P01ⅠⅠⅠ＊には全く3－→

5’exo活性が観察されなかったので、3－→5－ェキソヌクレアーゼ完全欠損型P01

ⅠⅠⅠ＊といえるものである。

このdnaQ32変異型ポリメラーゼを用いて6段階の基質濃度下でのburst

DNA合成反応を行った（図12）。この変異型酵素はユニットあたりのburst

サイズが著しく小さく、プロセッシブなDNA鎖伸長に難があることが示され

たが、アルカリアガロースゲルによる産物解析から、野生型P01ⅠⅠⅠホロ酵素

で高イオン強度下に観察されたような強いポージングサイトが観察された。そ

のボージング傾向は低基質濃度下で大きく、基質濃度の上昇と共に少しずつ解

消された。基質濃度上昇によるP01活性の冗進が部位特異的なボージングに対

しての耐性効果をもたらし、全体としてのDNA合成量も増加させており、基

質濃度上昇がプロセッシビティの向上をもたらしていると言える。鎖伸長速度

は低基質濃度下ほどポージングの影響が大きいため全体として遅く見えるが、

わずかにボージング部位をすり抜けた先頭の産物における鎖伸長速度は野生型

酵素のそれとさほど変わらないものであり、dNTPに対する兇mは20yM前

後、Vmaxは790nt／sという中間的な値を示し、どちらかといえば野生型に
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近い性質を保持していた（表4）。この血a（∋32型酵素における異常は、E、0

サブユニット抜きでホロ酵素を再構成した実験の結果に類似している

（StudwellandO’Donnell1990）。dnaQ32型変異によってプロセッシビティ

の低下がもたらされているが、その分リサイクリング反応が活発に起こり、再

伸長の繰り返すことによってRF DNAの形成を完遂していると思われる。ま

たこの酵素ではstrand displacement活性が非常に低く、250yM以上の高基

質濃度下においてのみわずかに観察された。
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9　サザンハイプリタイゼーションによるポージング配列解析

ここまでの実験ににより血aEJ乃変異型P01ⅠⅠⅠ＊あるいはホロ酵素の極め

て特徴的な生化学的性質が明らかとなったが、直接的に配列特異的な突然変異

形成メカニズムの理解に繋がる知見が得られた訳ではない。本研究の出発点の

1つである叩5エ遺伝子上で観察された特徴的な突然変異形成のメカニズムを

探るための最もシンプルな手段の1つは、この叩Sエ遺伝子上でのP01ⅠⅠⅠホロ

酵素の動態を直接観察することだと考え、新たな実験系の構築に取り組んだ。

実際の突然変異形成はリーディング鎖とラギング鎖が協調した複製フォーク

上で起こっているわけであるから、当然再構成した複製フォーク中のPolIII

の動態を探るのが望ましく、また最終的なメカニズムの解明には必要である。

しかし本研究で行ってきたような鋳型ssDNA上におけるホロ酵素単独の鎖伸

長反応における動態も、ホロ酵素だけの性質を反映するということでメカニズ

ム解明の一歩となるはずである。そのような考えから、SSDNA上の印SL遺

伝子におけるP01ⅠⅠⅠホロ酵素の動態を探ることにした。

P01IIIホロ酵素による合成途上にある新生DNAの分布を指標にホロ酵素の

動きをモニターするのだが、高速でプロセウシブなDNA合成を行う状態にあ

るホロ酵素の状態を観察したいので、伸長反応開始部位を観察対象となる印Sエ

遺伝子から離れた場所に設定することにした。しかし塩基配列レベルでの解析

のためには解析対象となるDNAの長さが制限されるため、合成されたDNA

産物の長さを制限酵素によって調節し、これを塩基配列レベルで分離した後に

サザンハイプリダイゼーションによって検出するという方法を考えた（図13
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C）0観察用の鋳型として、印Sエ遺伝子の相補鎖のいずれか一方を含む2種類

の　M13　ベクター由来のDNAを用意し（図13A－M13MOL18d、B－

M13MOL19d）、このssDNAに対して任意の位置に伸長反応開始用のプライ

マーをアニールさせて鋳型として用いた。また叩S上遺伝子の長さも372nt

あるので、全体をくまなく観察するために上流側、下流側の二つに分け、計4

通りの検出システムを構築した（図14）。その際その4つの領域は制限酵素

部位で決定し、上流側と下流側を若干重複させた。検出用プローブとしては最

も効率や感度がよかったmプローブを用いたが、これは各検出領域の上流

側末端付近の一部の配列を¶プロモータータグ付きのプライマーでPCRし、

得られた産物を鋳型とした鎖特異的な血再加転写によって調製した。また本

システムではDNA鎖伸長産物を上流側だけでなく下流側と合わせた2カ所で

切断しているが、これは定量性を得るための工夫として内部標準（血emal

COntr01）DNAを全ての産物と独立したバンドとして検出するためである（図

13C）0内部標準DNAはプローブに相補的な配列を持ち、二つの制限酵素間

の距離よりも長く、かつこれらの制限酵素では切除されないような叩Sエ変異

体配列であり、DNA鎖伸長反応後速やかに反応産物と混合するため以降のプ

ロセスにおける産物のロスをモニターすることが出来る。制限酵素処理後のサ

ンプルは変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて分離したが、このゲル中か

らナイロンメンプレンヘの転写の際には、Genesweepなる装置が有用であっ

た。

かくして構築した検出系によって、図15に示すようなDNA鎖伸長産物が

34

j



観察できたが、問題点も多く露呈した。最終的に観察される像は感度が高い分

バックグラウンドノイズも高い事と、電気的転写においてゲルー枚分の広さの

中ではどうしても不均一な転写が起こってしまう事により、定量性がかなり失

われてしまうのである。そこで定量性については諦め、視覚的に観察可能なバ

ンドパターンから叩Sエ遺伝子内でのDNA合成産物が蓄積しやすい配列（ボ

ージング配列）の分布を定性的に調べる事にした。野生型と血aEJ73型のそ

れぞれのP01ⅠⅠⅠホロ酵素を実験には用いたが、両者においてポージングの見

られる配列は基本的に共通であった。d乃aEJ73型ホロ酵素は、少なくともポ

ージングという現象を指標として見た場合、通常条件下において叩S⊥遺伝子

上で異常な挙動は示さないのである。ポージング自体は野生型の方がより多く

の場所で起こしているようにも見え、これが血aEJ乃の特徴的な性質からも

たらされる‘異常さ’かもしれない。

このようなあくまで主観に基づいた定性的塩基配列解析の結果、両鎖状で強

弱合わせて109か所のボージング部位を認め、この分布をこれまで叩S上遺

伝子上で観察された複製エラーに起因するであろう突然変異の分布と重ね合わ

せてみた。ORF内全109カ所（18d：33，19d：76）のボージングサイトの

うち、2年カ所（18d：7，19d：19）が欠失型フレームシフト変異部位に一致

し、13カ所（18d：5，19d：8）がその上流側に隣接していた。挿入型フレ

ームシフトについては、6カ所（18d：4，19d：2）が下流側に隣接していた。

配列置換変異のホットスポット周辺にもボージング配列が多く分布していたが、

明確な相関があるとは言い切れない。
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この検出系では、少なくとも塩基配列レベルでDNA鎖伸長産物の蓄積部位

が観察できる事が分かった。定量性のある絶対評価には難があるが、周辺配列

あるいは反応条件の違いによる相対評価は可能である。今後、より信頼度の増

したものに発展させ、様々な条件下での観察を行う事により、何らかの複製エ

ラー形成メカニズムに迫る事は可能ではないかと思われる。
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第三章　　考察

本研究は、大腸菌の複製酵素P01ⅠⅠⅠホロ酵素中の触媒サブユニットであるα

サブユニットをコードする血aE遺伝子の変異型として種々の特徴的な性質を

呈してきたdnaEJ73変異について、さらに解析を進めたものである。この変

異は細胞中で極高頻度に自然突然変異を誘発するという強力なミューテ一夕ー

としての性質を示しただけでなく、そこで誘発する突然変異も配列置換変異な

ど非常に特徴的なものであった。またこの変異型酵素により構成されるP01ⅠⅠⅠ

においては校正機能の欠損や高い基質親和性など生化学的にも顕著な特性が観

察されていた。私はそのような酵素としての異常性と突然変異誘発のメカニズ

ムに相関を見いだす目的で本研究を進めてきた。

当初、配列置換変異形成を説明するテンプレートスイッチングモデルから予

想されたd乃aEユ73変異型P01ⅠⅠⅠの性質は、その運動性において鋳型構造に非

常に影響を受けやすいものであったように思う。また、校正機能を欠損してい

る事によりDNA鎖伸長反応に何らかの障害を抱えているのではないかとの推

測もあった。そういった予測は、本研究における生化学的解析により見事に裏

切られた。しかしながら新たに見出したこの変異型酵素の性質は、DNAポリ

メラーゼという酵素の作用機序、機能を再考させてくれた。

表5に本研究で観察されたこの変異型酵素の特質についてまとめた。特筆す

べきはこの酵素において著しく低下していた鎖伸長速度と、大きく向上してい

37

弓

！

」

l

弓

1

ト

∃

】

】

1

】

】

】

1

；

1

l

1

1

：

…

〔

］

i

－

］

l

J



たプロセッシビティである。複製酵素としてP01ⅠⅠⅠホロ酵素に要求されるの

は正確にDNAを複製する高い忠実度と迅速かつ安定なDNA合成能である。

安定といってもラギング鎖合成に必要とされる状況に応じた迅速なDNAから

の解離能もこの酵素には不可欠である。この酵素においてはそれらの全てが失

われていたと言え、そのような性質の変化が一つのアミノ酸置換により引き起

こされているというのは非常に興味深い。また今回比較の対象として野生型と

共に用いた　d乃aQ32変異型酵素は3，→5，exo活性を完全欠損する事で

dnaEJ73変異型と同様に校正機能を失ったものであったが、その他示した性

質はdnaEJ73型と全く対照的なものであった。特に著しく低下したプロセッ

シビティは、3，→5，exo活性の校正機能にとどまらないDNA鎖伸長反応にお

ける役割を示すものかもしれない。またd乃aQ32変異型酵素がDNAポリメラ

ーゼとして野生型により近い性質を示した事は、血aEJ乃変異型酵素におい

て失われている機能が校正機能に必須のものだけでない事を証明している。

dnaEJ73変異によって失われている機能はDNAポリメラーゼの様々な機能

を結ぶものである可能性があり、その理解は普遍的な新しい知見をもたらすも

のかもしれない。

これ果で分離されたDNAボ．リメラーゼはそのアミノ酸配列の類似性から6

つのポリメラーゼファミリーに分類されているが、いずれの場合でも酸性アミ

ノ酸3残基を含む3つのアミノ酸配列モチーフがファミリー間の枠を越えて高

度に保存されている。さらに近年進境著しいⅩ線結晶構造解析により、現在

までに4つのポリメラーゼファミリーに属する代表的なDNAポリメラーゼに
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ついてそれぞれの構造が決定され、ファミリー間で細部の構造は多様化してい

るものの、3つの大ドメインにより形成される‘右手’様の基本構造は保存さ

れていることが分かっている（Steitz1999）。特にDNA合成の活性中心を担う

parm（手の平）ドメイン内には前述の保存されたアミノ酸配列モチーフが配

置され、3つの酸性アミノ酸とその周辺アミノ酸残基が合成に必須の二価金属

イオンやDNA及び基質ヌクレオチドを適切に配任するという周辺立体構造が

ほぼ同様であり、現時点では未だ結晶解析がなされていないファミリーも含め

DNA合成のメカニズムは普遍的であるというのが有力な考え方である。

また、画期的と言える前定常期（pre－Steadystate）反応の速度論的解析法

の開発はDNA合成の反応機序を細部まで明らかにし、構造学的解析なデータ

と共にDNA合成のメカニズムの飛躍的な理解をもたらした（Johnson1993）＠。

そこで明らかにされ描かれたDNA合成反応における作用機序の模式図を図1

7Aに示す。DNA結合に始まる各ステップの中で、最大の律遠退程は基質ヌ

クレオチドとの結合後に起こるポリメラーゼの構造変化であるとされている。

この構造変化を経てポリメラーゼは“closed”コンフォメーションを取り実際

の合成反応が起こる。またその状態から再び“open’’な状態に戻る際の構造

変化も前者同様の律速過程であ卑。血aEユ乃において見られる校正機能欠損

は、この模式図の中ではメルティングのステップにおける異常と考えれば

3，→5，exo活性をの保持とは無関係な機能欠損が説明出来る。それでは低い反

応速度や高いプロセッシビティはどのようなステップにおける機能欠損、ある

いは獲得なのか。
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dnaEJ73で見られるさまざまな機能欠損を説明するモデルの一つとして、

“メルティング・トランスロケーション”モデルが考えられる（図18）。こ

のモデルは、校正機能に際し形成されるメルティング中間体が、校正機能のみ

ならず、ポリメラーゼが次の合成反応のために前方へ一塩基分移動するトラン

スロケーションのステップやDNAからの解離の際にも中間体として介在する

というモデルである。d乃aEJ73における機能欠損がこのような中間体が形成

されない事だと仮定すると、校正機能欠損や速やかなトランスロケーションが

起こらない事による伸長反応の遅延、あるいは解離が起きにくくなる事による

プロセッシビティの向上として説明可能である。また上記のモデル以外にも、

アミノ酸置換によって然るべき構造変化に異常を来している可能性や、新生

DNA鎖末端に対する親和性が単純に高くなっている可能性なども考えられる

が、これらによってある特定の共通中間体の形成が妨げられていると考えれば、

dJユaEユ73における多面的な機能欠損が説明可能である。メルティングの有無

は別としても、これらの諸機能が同じ中間体を経ているとすると一つの機能欠

損による全ての説明が可能になる。これに対する仮鋭として、1残基のアミノ

酸置換がそれぞれ独立に各機能欠損をもたらしたとも考えられるが、1アミノ

酸が巨大なポリペプチドの中で占める空間的あるいは機能的比重を想像すると、

ある1つの機能欠損が多面的な変化をもたらしたと考えるのがより妥当ではな

いだろうか。

近年になって新たに結晶構造が明らかにされたポリメラーゼの1つとして、

T4ファージに近縁のRB69ファージのDNAポリメラーゼが挙げられる。この
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酵素は大腸菌PoIIIや真核生物の複製酵素などと同じαファミリーのDNAポリ

メラーゼとして初めてⅩ線結晶解析がなされた酵素である。ポリメラーゼ単独

での結晶構造に加えて（Wangetal．1997）、通常の鋳型／プライマー構造を持

ったDNAとのbinary複合体（Sham00andSteitz1999）、ここに基質ヌクレオ

チドとしてddNTPを加えることで形成されたtemary複合体も解析され（Steitz

1999）、さらにはクランプ構造を持ったプロセッシビティ因子の結晶構造との

コンピューターモデリングによりプロセッシブなホロ酵素用の複合体構造まで

もが解析されている（Sham00andSteitz1999）。ternary複合体において酵素

は全体として‘close，した構造をとり、プライマー末端はddNTPと共にポリ

メラーゼ活性中心に対して適正に配向しているのに対して、DNAのみとの

binary複合体においてはthum、finger両ドメインが外側に開いた‘open’な

構造で、プライマー末端は3ヌクレオチドがメルティングした状態で3，→5’exo

消性中心に向かう構造をとっている。このbinary複合体は酵素本来の構造か

ら校正機能のために大きく構造変化した‘editting’複合体として紹介されて

いるのだが、実はプライマー末端が3，→5，exo活性中心まで到達していない中

間体的な構造であり、3，→5，exo活性が機能するにはさらにもう一段階の構造

変化を要する状態にあるのであ．る。この構造が結晶化に伴う現実的には存在し

得ない副産物である可能性は拭い去れないが、DNAと結合した際のもっとも

自然な構造だとも考えられる。‘open’な構造はDNAとの結合、解離に必要

な構造であると予想され、トランスロケーションにも有利である。この構造に

おいて鋳型鎖から解離した状態にあるプライマー末端も3，→5，exo活性に容易
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に移行できうる校正機能に有利な状態にある。序論で述べたP01Ⅰにおける

‘editting’複合体は実はこのような鋳型／プライマー構造のDNAでは形成

されず、平滑末端もしくは3，末端が張り出したDNAのみにおいて形成される

ということである（Freemont etal．1988）。鋳型／プライマー構造において形

成されるこの構造が実際のDNA合成反応機構を反映したものであるならば、

この構造が比較的安定に保たれることはポリメラーゼのプロセッシビティの高

さを示すものと考えられ、よりプロセッシビティーの低いP01Ⅰにおいてこの

結晶構造が得られない理由の説明となり得る。上で述べた仮説に基づいた場合

dnaEユ73の場合はこのような構造の形成に難があるという事になる。いずれ

にしても、最終的なメカニズムの解明のためには構造生物学的理解が必要であ

り、一目でも早いαサブユニットの結晶構造解析結果が待たれる。

本研究の目的であったdhaE173変異型PolIIIの鋳型DNA上での挙動と突

然変異形成の相関を探る事は、意外な形で発展し、さらに新たな謎を生む形と

なった。特に偽反復配列などの特徴的な配列において高頻度に突然変異を誘発

していたdnaEJ73のP01ⅠⅠⅠホロ酵素は野生型酵素が鎖伸長を阻害されるよう

なssDNA鋳型上の配列に対して強い耐性を持っていた。今回新たに構築した

系でも、．叩S⊥遺伝子上で特に異常な挙動を示した訳でもない。今回観察した

のはいわばリーディング鎖合成に相当する反応であり、ラギング鎖合成様の反

応や複製フォークとしての反応においてこの変異型酵素がどのように振る舞う

のか興味深い。今回観察された血aEJ73変異型ホロ酵素のDNA鎖伸長速度

は野生型のわずか1／3程度であったが、血aEJ73株において増殖遅延は全く
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観察されない。複製フォークとして劇的にこの酵素の性質が変化する事も否定

は出来ない。
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第四章　　材料と方法

試薬、機器

Poly（dA）、01igo（dT）15、100bpladderDNA、各種DNAプライマー，ヌク

レオシド三リン酸（［α－32P］dTIP、［Y－32P］ATP含む）、Hrrrap Heparinカラ

ム、MonoQHR5／5カラム、Superose6PC3．2／30、分子量マーカータン

／iク質（aldolase、Catalase、ferritin、thyroglobulin）、HyBond N＋メンプ

レンはAmershamPharmaCia製のものを用いた。M13mp18、M13mp19

DNAはTaKaRaより購入し、各種環状ssDNAは宿主菌DHlOBもしくは

MVl184に対するDNAの直接導入もしくはファージ溶液による感染後、回

収した上清に1／5量のMl緩衝液（30％（w／v）ポリエチレングリコール（PEG

6000）、3MNaCl）を加え氷中に15分間静置し、遠心回収した沈殿を上記Ml

量と同量のM2緩衝液（1％TYitonX－100、500mMグアニジン塩酸塩、10mM

MOPS（pH6．5））に懸濁し、80℃で20分間処理後室温まで放置冷却したもの

を、QiagenQ－tipカラム（Qiagen）により同カラムの標準精製法に則り精製

した。Bradford protein assay試薬、Silver staining kit、アクリルアミド

溶液はBio－Rad、、入／EcdT14Idigest DNAアガロースはTaKafね、DE81

paberはWhatman、PobTethylenimine（PEI）－CelluloseプレートはMerck

製のものを用いた。T4pobTnuCleotidekinaseはNewEnglandBi01abs、各

種制限酵素は東洋紡製のものを用いた。一般的な試薬は特に記載のない限り、

SIGMAもしくは和光純薬工業から購入したものを使用した。
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P01III＊精製における各種液体クロマトグラフィーにはFPLC及びS

SyStem（Amersham Pharmacia）を使用した。32P標識DNAの観察には

BAS2000（富士フイルム）を用いた。

dn∂亡丁73変異型Pol＝★の精製、その他大腸菌酵素

大腸菌dhaE173変異型P01III＊は、Makietal．（Makietal．1988）の野生型

P01ⅠII＊の精製方法に基づき、dhaE173変異型大腸菌MK425株（Makietal．

1991）より精製した（表3）。大腸菌大量培養は東洋紡に依頼し、MMB培地

（1．2％Bactotrypton，2．4％Bactoyeastextract，0．85％NaCl，0．4％

glycer01，20mMTris－HClpH7．5）中で対数増殖下OD66∩＝8にて回収された

220gの細胞塊として入手した。

FractionIは1ysozyme（SIGMA）による細胞溶解、FractionIIは硫酸ア

ンモニウムによるタンパク質部分沈殿によって得た（McHenry and Crow

1979）。

FractionIIIはHiTrap Heparinカラム（5ml）によるイオン交換クロマト

グラフィーにより得た。FPLCを用いてbufferA（50mMTris－HClpH7．5，

20％gbTCerOl，1mM EDTA，5mM DTr，20mM NaCl）環境において

FractionIIをカラムに導入し、5カラム容積分（25ml）の洗浄後、10カラ

ム容積分（50ml）の20mM～350mMNaCl勾配による描出分画を得た。各

分画についてP01III＊標準アッセイにおけるDNAポリメラーゼ活性、及び

Bradford法によるタンパク量を測定し、算出された比活性（units／mg）の
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ピーク画分を混合し過剰量のbufferA20mM NaClに対して透析したものを

FractionIIIとした。

FractionIVはMonoQHR5／5カラム（1ml）によるイオン交換クロマト

グラフィーにより得た。FPLC、bufferA環境下FractionIIIをカラムに導入

し、5カラム容積分（5ml）の洗浄後、10カラム容積分（10ml）の20mM～400

mM NaCl勾配による溶出分画を回収し、各分画についてFractionIII同様比

活性を測定しピーク画分を混合しFractionⅣとした。

最終画分FractionVはSuperose6PC3．2／30カラムによるゲルろ過クロ

マトグラフィーによって得た。Centricon－30（Milupore）によりFractionⅣ

を約20倍濃縮し、SMART system、buffer B＊（50mMTris－HCl，10％

glycer01，0．1mM EDTA，5mM DTr，100mM NaCl）環境において濃縮

FractionⅣをカラムに導入し、OD280値をモニターしながら分離画分を回収

した。各分画についてPoIIII＊標準アッセイにおけるDNAポリメラーゼ活性

及びOD280値より算出したタンパク濃度から比活性を測定し、さらに予め同様

に分画したマーカータンパク質により得られた標準曲線上で約700kDaに相

当するピーク画分を混合しFractionVとした（図4）。

Fract主OnIからVまでの各精製画分は、野生型PolIII＊及び野生型αサブユ

ニットと共に10％ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて分離後銀染色し、αか

らcまでの6種の構成サブユニットを確認した。さらに野生型αサブユニット

を標準としてdnaEJ73標品中のαサブユニットを定量しPolIII＊の分子数を

積算した。
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野生型P01ⅠⅠⅠ＊は当研究室藤井慎吾氏により同様の精製法にて精製された精

製標品を用い、野生型αサブユニットは当研究室真木寿治教授による精製標品

（MakiandKornberg1985）を用いた。

dnaQ32PolIII＊は、東京大学分子細胞生物学研究所にて井原啓一氏によっ

て部位特異的変位導入及び発現ベクターpET22b（Novagen）へのクローニン

グにより作成された血aQ32変異型けブユニット過剰発現プラスミドpWQ3

をもとに、この変異型Eサブユニットが野生型に対して優性であることを利用

して大腸菌HMS174（DE3）株における強制発現により野生型eサブユニットが

変異型Eサブユニットに置換されたP01ⅠⅠⅠ＊として得た。精製法は上記各PolIII＊

の精製法と同様であり、井原氏及び当研究室増田雄司氏による比活性1．3Ⅹ106

units／mgの精製標品を用いた。

βサブユニット及びSSBはそれぞれ（JohanSOnetal．1986；Griepand

McHenry1989）に従い精製した。

PoJ”l＊標準DNAポリメラーゼアツセイ（M13　ssDNA）

P01III＊としての標準的な活性は、M13mp18ssDNAを鋳型に単一プライマ

ーP01III2（5，－GGGCGAAAAA・CCGTCTATCAGGGCGATGG－3′）からのホ

ロ酵素としての鎖伸長反応における、単位時間あたりのDNA合成量を測定し

求めた。反応液（25pl、20mMTris－HCl、4％glycer01、8mMDTr、80pg／ml

BSA、1mMATP、8mMMgC12、86ng鋳型／プライマー、0．6pgSSB、200

unitsβサブユニット、各100pM dJITP、dCTP、dm、［α－32P］dTTP（～400
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Ci／mol））に対しP01III＊を加え反応開始し、300C、5分の反応後25plの50mM

EDTA（pH8・0）を混合することで反応停止した。そのうち5plをDE81にスポ

ットし50mlの0．5MNa2HPO。で3回洗浄後、濃度既知の［α－32P］dTIP標品を

標準としてBAS2000により新規にDNAとして取り込まれたdTMP量を定量

し、全体としてのDNA合成量に換算した。1unitは1分間に1pm01のdNMPを

DNAに取り込む活性と定義した。

Pol”］ホロ酵素burst DNA合成（M13　ssDNA）

P01III＊とβサブユニットからなる再構成ホロ酵素による同調的DNA鎖伸長

反応burstDNA合成は、M13mp18もしくはM13mp18、M13mp19に対し大

腸菌IPS⊥遺伝子ORFを含む547bpの断片をそれぞれクローニングした

M13MOL18d、M13MOL19d（各7764bp）のSSDNAを鋳型に、単一プライ

マーuni25（5′－CGACGmAAACGACGGCCAGm－3′）、F1271

（5′－C（mATGCCACTACGAAGGCACCAACC－3′）、F2914（5しGTTAC

CAGAAGGAAACCGAGGAAACGC－3′）のいずれかをプライマーとして行

った。まず12．5plのbufferl（20mMTris－HCl、4％glycer01、8mMDTr、

80pg／mlBSA、1mMATP、8mMMgC12、0．1pm01鋳型／プライマー、400

unitsβsubunit、2．OpgSSB、各100pMのdATP、dCrP、dGTP）に対しP01ⅠII＊

を加え300C、3分間保温することで開始複合体（initiationcomplex）を形成

し、続いて37．5FLlのbuffer2（20mMTris－HCl、4％glycerol、8mMDTr、

80〃g／mlBSA、各100pMのdjm、dCTP、dGTP、133pMdTrPもしくは
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［cr32P］dT”（～400Ci／m01））を加えDNA鎖伸長反応を開始した。300Cにお

ける反応後、適時において全体もしくは一部の反応液を等量の50mMEDm

（pH8．0）と混合し反応停止した。DNA合成量は各時点における50直反応分の

値として上記同様に換算定量した。

また合成産物解析に当たっては反応停止液をフェノール／クロロフォルム抽

出及びエタノール沈殿により精製し、アルカリアガロースゲル電気泳動の際に

は少量の10adingbuffer（60mMNaOH、60mMEDTA、20％sucrose、0．08％

bromocres01green）に懸濁し、アルカリアガロースゲル（0．7％もしくは1．0％

アガロース、50mMNaOH）にて50V定電圧で約4～6時間電気泳動した。電

気泳動後、中和、乾燥したゲルをBAS2000で観察した。サイズマーカーには

5し［32P］標識した入／EcdT14IdigestDNAを用いた。

Po川l★DNAポリメラーゼアツセイ（poly（dA）／oIigo（dT））

P01ⅠⅠⅠ＊の校正機能活性及びプロセッシビティは、p01y（dA）／01igo（dT）15を

鋳型としたDNAポリメラーゼ反応において観察した。

反応液（25pl、20mMTris－HCl、4％glycer01、8mMDT、80pg／mlBSA、

8mMM宮C12、100pMdTrPもしくは［α－32P］dm（～400Ci／mol）、21．6pM

（ヌクレオチド換算、dA：dT＝2：1または20：1）poly（dA）／0ligo（dT）15）に対

し、野生型5～10unit、血aE173型2．5～5unitのPoIIII＊を加え反応開始し、

300Cにて反応した。適時において全体もしくは一部の反応液を等量の50mM

EIm（pH8．0）と混合し反応停止した。DNA合成量は各時点における50pl
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反応分の値として上記同様に換算定量し、ターンオーバーアッセイ時には1～2

mlの反応停止産物をPEトcelluloseプレート下部にスボソトしたものを、薄

層クロマトグラフィー用展開層にて1MLiCl、1Mギ酸、50mMNaH2PO4

により展開し、乾燥後BAS2000で観察した。

プロセッシビティ観察の際には5，－［32P］標識した01igo（dT）15を用い、反応停

止産物をフェノール／クロロフォルム抽出及びエタノール沈殿により精製した

後フォルムアミドに懸濁し、4％ポリアクリルアミドシークエンス用ゲル

（5％C、8．3MUrea、1ⅩTBE）にて30W定電力で1～2時間電気泳動後BAS

2000で観察した。分子量マーカーとして5′－［32P］標識した100bpladderDNA

を用いた。

サザンハイプリタイゼーションによるボージング配列解析

SSDNA上のIPSL，遺伝子におけるP01IIIホロ酵素の動態を探るためのサザ

ンハイプリグイゼーションによる反応産物検出法（図13C）においては、ま

ず上記のburstDNA合成法に則したDNA鎖伸長反応を行った。M13MOL18d、

M13MOL19dssDNAを鋳型に、IPSL遺伝子から離れた場所にアニールする

F1271もしくはF2914プライマーを用いた。RI標識化合物を用いないburst

DNA合成産物に対し検出領域に合わせた適当な内部標準DNAを加え、これ

をフェノール／クロロフォルム抽出及びエタノール沈殿により精製し、各鋳型

について2通りずつ計4通り設定した検出領域に合わせて適当に制限酵素を組

み合わせ、それらによる制限処理によって産物の長さを検出可能な長さに調節
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した（図14）。M13MOL18dの上流側を解析する際にはWと肋dIII、

下流側にはEcoRIとSmaを用い、Ml豆MOL19dの上流側にはSmaIとPvuII、

下流側にはSphIによって2カ所で切断し、それぞれ357nt、296nt、388nt、

455ntの、もしくはそれ以下の長さの検出断片を含むDNA集団を得た。各

内部標準DNAは各検出用プローブに相補な配列を持ち、上記の制限断片より

も長くかつこれらの制限酵素では切断されないようなJpSエ変異体配列を用い

ている。M13MOL18dの上流側には悔Ⅳ部位に変位を持つ455nt長のSphI

二重制限断片、下流側にはSmd部位に変位を持つ356nt長のNわⅤ一助dIII

断片を用い、M13MOL19dの上流側にはSinaI部位に変位を持つ448nt長の

N5bV－PvuII断片、下流側にはSphI部位に変位を持つ500nt長のEcoRトSmaI

断片を用いている。各制限反応産物はエタノール沈殿後フォルムアミドに懸濁

し、45cm長の4％IJOngRangerTMゲル（8．3MUrea、1ⅩTBE）にて35W

定電力で2時間～2時間30分の電気泳動により分離した。塩基配列マーカー

は各解析領域に合わせ制限断片と5′末端が一致するようなプライマーをそれ

ぞれ設計し、dideoxy法に基づき標識化合物抜きの条件下でKlenow

fragmentにより合成した4種類の鎖伸長反応産物を、上記の解析対象DNA

断片と共に電気泳動し、サザンハイプリグイゼーションによって同時に検出し

た。使用したプライマーはそれぞれM13MOL18d上流側d18SeqM（5′TAGCTr

GCATGCCTGCAGGTC－3′）、下流側d18SeqM2（5′－GGGAGGTCIT

TAACACGACC－3′）、M13MOL19d上流側d19SeqMl（5しCTGGCGAAAG

GGGGAT－3′）、下流側d19SeqM2（5′－CCCGCAAAAACGTGGCGm－3′）
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である。DNA産物のHyBondN＋ナイロンメンプレンヘの転写には

GenesweepTM（Hoefer）を用い、転写buffer（1xTBE、20％メタノール）

中で1．5～2．OAの通電により転写した。転写後のメンプレンは120000直の

UVクロスリンクの後、5ⅩDenhard，sreagentを含むハイプリグイゼーショ

ンbuffer（6ⅩSSC、、0．5％SDS、100mgSalmonspermt）NA）中にて680C、

15分間のプレハイプリダイゼーションを行い、プローブを加えたハイプリグ

イゼーションbuffer中にて680C、12時間のハイプリグイゼーションを行っ

た。2ⅩSSCO．1％SDSによる室温、5分間の洗浄4回後、BAS2000で観察

した。検出用プローブとして用いたRNAプローブは、各検出領域の上流側末

端付近の一部の配列をT7プロモータータグ付きのプライマーでPCRし、得

られた産物を鋳型としたT7RNAポリメラーゼによる鎖特異的な血vftrok

写における［cr32P］UMPの取り込みにより標識、調製した。プローブの鋳型

DNA合成のPCRに用いたプライマーは、M13MOL18dの上流側がd18SeqM

とDwnStrmT7P（5′⊥TAATACGACTCACTATAGGGCGACCGTTAAGTA

AGGCCAAACG－3′）、下流側がd18SeqM2と18d5′T7P（5′⊥TAATACGACT

CACTATAGGGCGAAGTGAてコT℃CTACATCGG－3′）、M13MOL19dの

上流側がd19SeqMlと19d3′T7P（5′⊥TAmCGACTCAmTAGGGCGA

AAmGCTCCTGGTTTTAGCm－3′）下流側がd19SeqM2と19d5′T7P

（5′ノn軋ATACGACTCACTATAGGGCGAACCGTTAGTCAGACG

AACACGGC－3′）の各対であり、それぞれをもとに182nt、89nt、115nt、

100ntのプローブを得、これを使用した。
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表1大腸菌のミューテ一夕一連伝子

機能　　　　　　連伝子　　　漣伝子産物の機能　　　　　　　ミューテ一夕ーの強さ

DNAポリメラーゼ

（校正紙能）

ミスマッチ修復

ヌクレオチドプール
・の浄化

その他

血左方　　　DN心ポリメラーゼⅠⅠⅠαサブユニット
タロ仏　　　　DNAポリメラーゼⅠ

血埠．瓜び畑　DNAポリメラーゼⅠⅠⅠ8サブユニット

3」→5■エキソヌクレアーゼ

皿止〃

皿l正S

劇此
UⅥ㊥’

lW

皿】∬y

皿沈んJ

U昭

皿αT

d此

5写ム

l血
⊥∝A

皿t此A

皿ばC

エンドヌクレアーゼ
ミスマッチ認識、A冊ふ
Mu憶との相互作用
ヘリカーゼⅠⅠ

］

G：T特異的エンドヌクレアーゼ

8－0ⅩOG：A特異的Aグリコシラーゼ

8－0ⅩOG：C特異的8－∝OGグリコシラーゼ

ウラシルDNAグリコシラーゼ

8－0ⅩOdGl？85e

dlm鮎e

単鎖DNA結合タンパク

鎖交換反応、SOSの制御

SOSリプレッサー

収NA（8サブユニットの偽蹄訳？）

収NA（8サブユニットの偽蹄訳？）

1．000～100．000倍

1，000～100．000倍

100倍

10倍
100倍
10倍
10倍

1．000倍

√

10倍

10倍

（Ko血be曙mdB止訂，19氾；真木．19舛；真水1996より改変）
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表2　大腸菌DNAポリメラーゼ‖ホロ酵素

サブユニット　遺伝子　　分子量　　　　　　　機能　　　　　　　　　相互作用
（KDa）

α　　　　　d乃〟£

E　　　　血β0

8　　　　J王0ほ

T dれαⅩ

Y　　　　血戊Ⅹ

6　　　　　7ねヱA

h’　　　加Jβ

X　　　　たoJC

サ　　　　ブ10旧

β　　　血βⅣ

129．9　　DNAポリメラーゼ

27．5　　3●→5ユキソヌクレアーゼ
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正常な配列

5一－TTCTGACACC・rTTCGGCATCGTCCTAuAAATTCGGCGTCCTCA＿3t

［二ニコ

変異配列　　　　†

仰

5t－－rTCTGACGCCGAATmGGCATCGTCCTAuAAATTCGGCGTCCTCA＿3l

挽抑

図2　配列置換変異の一例

抑
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表3　血a亡丁73変異型Pol＝腋精製表

フラクション　　　　　　　総活性　　　　　　比活性　　　　　収率

xlO3mits xld3units／mgprotein　％

II．Ammoniumsulfate　　　　1374

III・HiTrapHeparin　　　　193

ⅠⅤ．MonoQ　　　　　　　　　　　58．6

V・Superose6　　　　　　　　17．5

24．4

223

416

956

100

14．0

4．26

1．27
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表4　3種Po川トホロ酵素による鎖伸長速度の基質濃度依存性

A”ele dNTP E10ngationrate th Vhu FOTluJM）［poly（dA）k）ligo（dT）］

〃M ntb jJM nt／S Po州COre Pol（ll＊

Wildtype 2．5

10

25

100

250

500

82．37

281．2

493．3　　　　29．7　1065

844．3　　　（1．0）（1．0）

860．6

934．2

67　　　　　166

（1．0）　　（1．0）

dna亡丁73 2．5

10

25

100

250

500

55．32

143．1

246．4　　　　13．3　　349

316．9　　（0．448）（0．328）

321．0

333．5

11　　　　　22．8

（0．16）　　（0．137）

dna（おXO－ 2．5

10

100

250

500

88．67

250．2

699．1　　　　19．9　　790

727．3　　　（0．67）（0．741）
810．5

＊各条件下における鎖伸長速度は、アルカリアガロースゲル電気泳動で観察されたDNA

産物長から算出した。厳毎及びVh7及∬†直は鎖伸長速度をもとにLineweav訂－Burkplot解析

により算出した。Poly（dA）／0止go（dT）におけるKiz2情はコアについては（Maki，1995）よ

、り弓．1用し：polIII＊については低濃度のPOly（dA）／oLgo（dT）条件下で測定したDNA合成量

をもとに算出したものであるため参考までに掲載した。
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表5　各種DNAポリメラーゼ＝における性質の逢い

Po＝‖　　　　　Proofreading Polymehzation

Melting Exo E［ongationrate PausJng Processivity

VWldtype NormaI Normal NormaJ NormaJ Norma［

dnaQ32　　　NormaI Low Normal Sensitive Low

dnaE773　　Low？　Norma］　　　Low Re＄i舶nt High
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図17　DNA合成反応における諸ステップの概略図

A　一般的モデル

B　共通中間体モデル

Epol：ポリメラーゼ活性中心、Eexo：3一→5Texo活性中心、Eint：共通中間体
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