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論文内容の要 旨

申請 者 氏 名LimChewTheng

真核 生物の ゲ ノム 中に頻繁 に見 いだ され る長 い逆向 き反復 配列 （LIR） は、遺伝 的

に不安定 であ り、発 がんの原 因の一つ と考 えeられ てい る。LIRはDNAの 二次構造 と

してのヘ ア ピン構造や十字構 造 を形成 で きるこ とか ら、 これ らの構造変化 が遺伝的不

安定性 を もた らす と考 え られ てい る。大腸 菌 において は、ゲノム中にLIRは 存在 せず 、

外部か ら導入 したDNAに 含 まれ るLIRは 速や かに排 除 され る。この仕組み にはSbcC

とSbcDか ら構成 され るSbcC2D2（SbcCD） 複合 体が 関与す るこ とが知 られ てい る。

SbcCはSMC（StructuralMaintenanceofChromosomes） フ ァミ リー に属す るタンパ

ク質 で、2つ の長い コイル ドコイル ドメイ ンが折れ 曲が ったV字 型構造 を持 ち、末端

にATPaseド メイ ンを持つ。SbcDは フォスフオエ ステ ラーゼ活性 を持 つ。これ までの

研 究か ら、SbcCDはDNA分 解活性 を持 つ こ とが知 られてお り、特 にヘ ア ピン構造 の

ステムールー プ接合 部の5’側 にニ ックを入れ 、そ こか ら3’・svエキ ソヌ ク レアーゼ活性 に

よ り、一部9）DNAを 分解 され る と報告 され てい る。

申請者 はSbcCDがLIRに よって生 じる長 い十字構造 に もヘア ピン構造 と同様 に作

用す る可能性 を考 え、精製 したSbcCDを 用いて生化学的解析 を行 った。まず、246bp

のLIRを 持 つpIR246プ ラス ミ ドDNAを 塩存在 下で加熱 ・冷却 して十字構造 を形成

させ、生化学的解析 の基質 を作成 したも これ を用いて、SbcCDkに よ るDNA分 解 を調

べた結果＼ 予想 外め ことが判 明 した。短 いヘア ピンDNAを 用 いた場合 と異 な り、長

い十字構造DNAで は、ステ ムール ープ接 合部か ら少 し離れ た部位 か ら、ステムの両鎖

が同時 に切断 され、ルー プ側 か ら十字構造 の根 元へ向 けて10bpの 間隔で連続 的に二

本鎖切 断が生 じてい るこ とが分 かった。この反応 はMnイ オ ン とATPに 依存 してい る

ことも示 された。 これ まで に全 く報告 ざれ ていない新 たなDNA分 解活性 であ ること

か ら、この活性 をbinaryexo・endonucleaseactivityと 命名 し、短いベア ピン構造 での

活性 の違い を もた らす 要因 の解 明を 中心 に、詳細 な生化 学的解析 を行 い、以下 の結果

を得 た。1） この活性 には、十字構造 を構成す るルー プ構 造 を必要 と しない。2） こ

の活性 は十字構造 に依 存はせ ず、ル ープ を含 めたDNA末 端 を持っこ本鎖DNAに 作用

す る。3） この活1生は40bp以 上 の二本鎖DNAで 見 られ るが、それ以下 め長 さでは

3’・5’エ キ ソヌ ク レアーゼ活性 のみ が観 察 され る6こ れ らの結果 か ら、SbcCDのbinary

exo・endonucleaseactivityは 、ループ構造 を含む末端 を持 つDNAの 長 さが一定以 上

必要で ある と結論 した。SMCフ ァ ミリー タンパ ク質で あるSbcCDの 構 造生物学 的解

析 結果が他 グルー一プに よ り発表 されてお り、そ の結果 を考慮 してSbcCDが 持つbinary

exo・endonucleaseactivityの 分子機構 に関す るモデル を提唱 した。
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論文審査結果の要旨

申請者 氏名LimChewTheng

本論文 は、大腸菌 ゲノムDNAか ら長 い逆 向 き反復配列 を排 除す る働 きを持 ち、DNA

組 換 えや染色体不安 定性 に関与す る と考 え られて きたSbcCDタ ンパ ク質 の詳 細 な生

化 学的解 析 を行 った ものであ り、従来報 告 されていたヘ ア ピン構造 を持つDNAの 分

解活性 とは全 く異 なる様式や性格 を持 つ新規 のDNA分 解活性 を発 見 してい る。 当初

の研 究 目的は長い逆 向き反復配列 に よ り生 じる十字構 造DNAに 対 してのSbcCDの 作

用 を解 明す るこ とにあった が、予想外 の結果 と して、ATP依 存的に二本鎖DNAの 両

鎖 を同時に切 断す る活性 を見い だ してい る。 この活性 は基 質DNA上 でプ ロセ ッシブ

に働 き、10bpの 間隔で二本鎖切 断を行 うため、基質DNAは10bpの きわめて小 さな

DNA断 片 として分解 され る。制 限酵 素 とは異 な り、塩 基配列 に依存 しない。 この よ う

な酵 素活性 を示すDNA分 解酵素 は これ まで報告 され ていない こ とか ら、 この活性 を

binaryexo－endonucleaseactivityと 名付 けてい る。過去 に報告 され てい る3’・5’エ キ ソ

ヌ ク レアーゼ活性 な どと同 じ活 性 中心 が使 われてい る ことを部位 特異的変 異導入法を

用 いて証 明 してい る。tどの よ うな因子がbinaryexo・endonuclease活 性 に必要 である

のかを詳細 に検討 してお り、末端 を持つ二本鎖DNAで ある ことと、その長 さが40bp

以上であ るこ とを明 らかに してい る。40bp以 下のDNAで は3’－5’エ キ ソヌ ク レアーゼ

活性 が働 くこ とも示 してい る。最後 に、最近報告 され たSbcCDの タ ンパ ク質構 造 を参

考 に して、SbcCDのbinaryexo・endonuclease活 性 の分子 モデル を提唱 してい る。

SbcCDは 広 く生物界 に保存 されてお り、ヒ トではRad50－Mre11と して二本鎖DNA

切 断の修復やDNA損 傷応答 のシ グナル伝 達 に関与す るこ とが知 られ てい る。 また、

ヒ トの神経 変性や発 がん を引 き起 こす重 篤 な遺伝病 の原 因遺伝子 で もあ るこ とか ら、

Rad50・Mre11タ ンパ ク質 の作用機 序 の解 明 は細胞 生物学 お よび 医学上の重要 な課題

となってい る。しか しなが ら、真核生物 のRad50・Mre11タ ンパ ク質の精製 が困難 な点

な どか ら、その生化学的 な解棉 まあま り進ん でい ない。本論文 で発見 され たSbcCDの

新規酵 素活性 やそ の研究方 法は真核 生物 のRad50・Mre11タ ンパ ク質の研 究 に大い に

役立っ もの と思われ 乱

以 上の よ うに、本論 文 は大腸菌 のSbcCDの 新規酵 素活性 を発 見 した もの であ り、ど

の よ うに して ’SbcCDが 大腸菌 ゲ ノム上か ら長 い逆 向 き反 復配列 を排 除す るのか を生

化学 的に説 明で きる分子 メカ ニズムを提 唱 した もの と言 える。DNA構 造のダイナ ミク

スや配列 依存的 な遺伝 的不安定性 の理解 な どの学術 上、 さらには ヒ トの重篤 な遺 伝病

の解 明な どの応 用上 の点で貢献す 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。
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