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DNA複 製 は、多数 のタンパ ク質 が染 色体上 に集 合 してできた複製装置 （レプ リソー

ム） に よ り行 われ る。 レプ リソー ムは、複製 フォー クの先頭 において 、二本 鎖DNA

を連続 的 に解 裂 しなが ら、両鎖 を鋳型 と したDNA合 成 を触媒 してDNA複 製 を進 めて

い く。細胞 内の酸 素 ラジカルや反応性 の 高い代謝 中間物 、お よび細胞外 か らの紫外線

や放射線 によ り、DNAは 恒 常的に損傷 を受 けてい る。 この よ うなDNA損 傷 の大部分

は複製 フォー クの進行 を妨 げ、遺伝 情報 の正確 な伝達 がで きな くな るだ けでな く、細

胞分裂 その ものが阻害 され る ことにな る。 そのため、細胞 にはDNA損 傷 の影 響 を最

小限 に抑 え る細胞機 能が備 わってお り’、その 中で もDNA損 傷 の程度 に応 じて各種 の

細胞機 能 を制御す るDNA損 傷応 答が 中心的 な役割 を果 た してい る。DNA損 傷応答 は

DNA損 傷 を除去 した り、DNA複 製 阻害 を回避 した りす る各種 のDNA修 復機構 の制

御 に加 えて、DNA修 復 を効 率 よ く進 めるための細胞周期制御 も含 んでい る。原核 生物

のDNA損 傷応答 であ るSOS応 答 につ いては、細胞分裂 の阻害が広 く知 られ てい るが、

真核 生物 のS期 チ ェ ックポイ ン トに相 当す るDNA複 製 の抑制 について ぽ全 く報告 が

なかった。 ．

当研 究室のPhamは 、DNAコ ー ミング法 を用 いた大腸 菌細胞 内で のDNA複 製 フォ

ー クの進行速度 測定技術 を開発 し、それ を用いて世界 で初 めて大腸菌 の複製 フォー ク

速度が約650ntd／secで あ るこ とを示 した。さらに、SOS応 答 が恒 常的 に発 現 してい る

△1exA変 異株 ではフォー ク速度 が45％ も低下 してい る ことを見いだ し、 この フォー ク

速度 の低下 にはrecA遺 伝子 とdinB遺 伝子 が関与す るこ とを明 らかに した。 この こ と

に よ り、原核生物 に もS期 チ ェ ックポイ ン トと同様 な仕組み が存在す る可能性 が浮か

んで きたが、SOS応 答 が恒 常的に誘 導 されてい る特殊 な細胞 での現象 であ る可能性 も

否 定で きない状況で あった。

本研 究において は、まず、SOS応 答 が誘 導 され る状況で もフォー ク速度 が低 下す る

ことを遺伝 学的な手法 によ り明 らかに し、原核 生物 のS期 チ ェ ックポイ ン トの存在 を

確 定 させ た。さらに、recA遺 伝子 とdinB遺 伝子 のそれ ぞれ をSOS応 答 レベル で発 現

させ た時の フォー ク速度 を測定す る ことに よ り、RecAタ ンパ ク質 とDinBタ ンパ ク質

がそれ ぞれ単独 でフ才一 ク速度 を低 下 させ る能力 を持 つ こ とを示 した。 また、フォー

ク速度低 下に はこの二つ の タンパ ク質 以外 に はSOS応 答 に よ り誘 導 され るタンパ ク

質 は必要 ない ことも示 した。 さらに、ATPase活 性欠損recA変 異株 の解析 か ら、RecA

タンパ ク質 のフォー ク速度低 下の効果 はDNA上 で形成 され るRecAフ ィラメン トの安

定性 が重要 であ ることを示 唆す る結果 を得 た。
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本論文 は、原核 生物 のDNA損 傷応答 であ るSOS応 答 につ いて、DNAコ ー ミング

法を 利用 した細胞 内複製 フォー ク速度 の測定デー タに よ り、 これ まで知 られてい なか

ったDNA複 製 フォー クの進行 を抑制す る機能 が存在す るこ とを明 らか に した もので

ある。 また、SOS応 答 で発 現誘 導す る遺伝子産物 の中で、RecAタ ンパ ク質 とDinB

タンパ ク質 がそれぞれ単独 に複 製 フォー クの進行 速度 を低 下 させ る働 きを持っ こ とを

見いだ してい る。さらに、RecAタ ンパ ク質 が どの よ うに して複製 フォー クの進行速度

を低 下 させ るのか につい て も、recA変 異株 を用 いた分子遺伝学的解析 を行 い、分子モ

デル を提案 してい る。

DNA損 傷応答 は全 ての生物 に備 わった重要 な細胞機能 で あ り、細胞分 裂に伴 って遺

伝情報 を娘細胞 に正確 に伝達 ・分 配す るために必須 な ものであ る。歴 史的 には、大腸

菌のSOS応 答 の発見 か らス ター トしたが、出芽酵母や ヒ ト培養細胞 を材料 に した研 究

か ら、真核 生物 では非 常 に複雑 な複数 の経路 か ら構成 され る ものであ るこ とが明 らか

に されて いる。SOS応 答 と同様 に、DNAが 損傷 された細胞 ではDNA修 復能 が活性化

され る ことも重要 であ るが、真核 生物 の場合 には、細胞周 期制御 を変化 させ る ことで

DNA修 復 のための時間 を持たせた り、DNA複 製や転 写の影 響 を最小 限に してDNA

修復 が円滑 に進行す ることを可能 に して いる。そ のため、真核 生物 のDNA損 傷応答

は細胞周期 チェ ックポイ ン ト制御 と呼 ばれ てい る。す でにS期 が始ま った細胞 では、

DNA損 傷応答 によ り、新 たな複製 開始 を抑制す る と同時に複製 フォー・クの進 行速度 を

抑制 す る ことが知 られ てお り、S期 チ ェ ックポイ ン トと呼 ばれ る。 しか しなが ら、そ

の分 子機構 は ほ とん ど未解 明で ある。一方 で、原核 生物 には細 胞周期 チェ ックポイ ン

ト制御 は細胞分 裂の隔壁形成 を阻害す る仕組 み以外 には存在 しない と考 え られ て きた。

本論 文の研 究 によ り、原核生物 ではSOS応 答 に依存 して複製 フォー クの進行 速度が大

幅 に抑制 され るこ とが示 され 、原核 生物 にもS期 チ ェ ックポィ ン トと同様 の仕 組みが

存在 す るこ とが明 らか となった。さ らに、RecAお よびDinBに 相 当す るタンパ ク質が

真核 生物 のS期 チ ェックポイ ン トの分子機構 に関与す る可能性 も提 唱 された。

以 上の よ うに、本論文 は原核生物 でのS期 チ ェ ックポイ ン トの存在 を発 見 した もの

であ り、S期 チ ェ ックポイ ン トでの複製 フォー クの進行速度抑 制 の分子機構 に組換 え

タ ンパ ク質 （RecA） と損傷乗 り越 えDNAポ リメラーゼ （DinB） が関与す るこ とを明

確 に示 した もの と言 える。DNA損 傷応答や細胞周期制御 の理解 な どの学術上 、さ らに

は遺伝 的不安定性や細胞 死 の観 点か ら発 が んの予 防 ・治療 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 ど して価値 あるもの と認 めた。 ・
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