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論文内容の要旨

申請 者 氏 名 、LeThiThanh

大腸菌 の染色体DNA複 製 に関与す るDNAポ リメラーゼIII（PolIII）は連続的 なDNA

鎖伸長 を早 い速度 で行 い、そのDNA合 成 の忠実度 は極 めて高 い。 しか し、鋳型DNA

上 にDNA損 傷が存在す る場合 には、PolIIIは 損傷部位 でDNA鎖 伸長 を停止 して しま

う。損傷 によるDNA鎖 伸長 の停止 を回復す る細胞機 能 の一つ として損傷乗 り越 えDNA

合成 （TLS）が知 られてい る。この過程 では、特殊 なTLS型DNAポ リメラーゼが損傷

部位 で停止 した複製型DNAポ リメラーゼ と置 き換 わ り、損傷部位 に対 してDNA鎖 伸

長 を行い、さらに、も う一度TLS型DNAポ リメラーゼが複製型DNAポ リメラーゼ と

置 き換 わる ことで、正 常なDNA鎖 伸長反応 が再開す る （ポ リメラーゼスイ ッチ）。大

腸菌 では3種 類 のTLS型DNAポ リメラーゼ が報告 されて いる。その内．’DNAポ リメ

ラーゼIV（PolIV） は、そ のホモ ログが原核 生物のみな らず真核生物 に も広 く保存 さ

れて いる ことか ら、TLS型DNAポ リメラーゼ のプ ロ トタイプ と考 え られてい る。申請

者 が所属す る研究室 では、PolIVの 生化 学的お よび細胞生物学 的な解析 か ら、PolIV

がDNA上 の βクランプ と結合 したPolIIIを βクランプか ら解離 させ る能力 を有 して

いる ことや 、細胞 内でDNA複 製 フォー クの進 行速度 を制御 してい るこ とな どを明 らか

に してきた。これ らの ことか ら、必ず しもDNA損 傷部位 で のみ ポ リメラーゼ スイ ッチ

が起 きるのではな く、無傷 のDNA上 で もポ リメラーゼスイ ッチ が起 きる と考 え られ て

きたが、ポ リメラーゼスイ ッチ の分子機構 には不明な点が多い。

本研究 では、PolIIIとPolIVの 間でのポ リメラーゼスイ ッチ の分子機 構 に対す る理

解 を さ らに深 めるた めに、試験 管内DNA合 成 系 を用いて詳細 な生化学的解析 を行 った。

まず 、ポ リメラーゼ スイ ッチが 生 じる現象 に鋳型DNA上 の特定 の構造が 関与す る可能

性 を考 え、短 い逆 向き反復配列 を含 む一本鎖DNAを 鋳型 に したPolIIIに よるDNA鎖

伸長反応 に及 ぼすPolIVの 影 響 を解析 した。 そ の結果、逆 向き反復配列 に よ り生 じる

ヘ ア ピン構造 がPolIIIのDNA鎖 伸長 を阻害す る時 にPolIVと のポ リメラーゼ スイ ッ

チ が生 じるこ とが 見 出 され た。ヘ ア ピン構造 の代 わ りに、鋳型DNA上 に部分 的な二本

鎖構造 を導入 した場 合 にもPolIVがPolIIIと 高 い効率で置 き換 わ ることも判 明 した。

さら，に、鋳型DNAと の親 和性 が強 くなった変 異型PolIIIを 用 いた場合 、ヘ ア ピン構造

でのPolIVと のポ リメラーゼ スイ ッチが顕 著 に低下す る ことが分 かった。 この変異型

PolIIIはDNA鎖 伸長 モー ドと校正機構 モv：一ドの変換が起 こらず 、常にDNA鎖 伸長モ

ー ドの状態 であ るこ とか ら、正 常なPolIIIが 鋳型DNA上 の特異的 な構造やDNA損 傷

に よ りDNA鎖 伸長 モー ドか ら校 正機構 モー ドに変換す る過程 を介 してポ リメラーゼ

スイ ッチを引 き起 こす こ とが示唆 され た。また、二本鎖DNA上 に複製 フォー クを再構

成 した実験 系 を用い、PolIVと のポ リメラーゼ スイ ッチ後 にお けるPolIIIの 挙動 を解

析 した。その結果 、複製 フォー クか らPolIIIは 排 除 され ることが明 らかにな り、PolIV

が どの よ うに して複製 フォー ク速度 を制御 してい るか にっ いてのモデル を提唱 した。



論文審査結果の要旨

申請者氏名LeThiThanh

本論文 は、遺伝 情報 の安定 な維持 お よび変異誘発 の両方 に関わ る損傷乗 り越 えDNA

合成 （translesionDNAsynthesis，TLS） の長年未解 明で あった複製型DNAポ リメラーゼ

とTLS型DNAポ リメラーゼ の間でのポ リメラーゼスイ ッチ の分子機構 につ いて、大

腸菌 のDNAポ リメ ラーゼPolIIIとPolIVを 用いた詳 細 な生化学的解析 を行 った もの

であ る。 申請者 が所属 して い る研究室 での これまでの研 究か ら一、PolIIIとPolIVの 間

でのポ リメ ラーゼスイ ッチ はDNA上 の βクランプを介 してPolIVの 積極的 な作用 に

よ りPolIIIと βクランプ の結合が解離す るこ とが示 されていた。 しか し、 どの よ うに

してPolIVが そ の よ うな作用 を及 ぼす のか は不明であった。本研究 に よ り、鋳 型DNA

上 でのPolIIIの 挙動 がポ リメ ラーゼスイ ッチ を引 き起 こす鍵 となってい ることが初 め

て明 らかにな った。申請者 は、一本 鎖の鋳型DNA中 に短い逆 向き反復配列 を導入す る’

と、極 めて高い効率でPolIVに よるPolIIIと のポ リメラーゼ スイ ッチが誘導 され るこ

とを見出 した。反応系 にSSBが 存在す る場合 としない場合 とで、PolIIIに よるDNA

鎖伸長反応 が短 い逆 向き反復配列 中で どの よ うに進行 す るのか を詳 細 に解析 した。 そ

の結果 、逆 向き反復配列 が作 るヘア ピンDNA構 造がPolIIIめDNA鎖 伸長反応 を阻害

して、PolIIIのDNA上 での挙動 を通常モー ドか らstranddisplacementモ ー ドに変換 さ

せ るこ とを明 らか に した。 さらに、DNA合 成 中のDNA鎖 伸長 と校 正機構 の変換が起

こ らな くなった変異型PolIIIを 用いた実験結果 よ り、PolIIIが 校正機構 を働 かせ る時

の βクランプ との相互作用 の状態 がPolIVに よるポ リメ ラーゼ スイ ッチ を誘 導す るモ

デル を提 唱 した。DNA鎖 伸長反応 の解析 とは別 に、invitrooriCプ ラス ミ ドDNA複 製

系での複製 フォー ク中のPolIIIの 挙動 を解析す る実験 系を新 たに開発 し、ポ リメラー

ゼスィ ッチの後 でPolIIIが 複製 フォー クカ1ら解離す る ことも初 めて明 らか に した。

以上の よ うに、本論文 はTLSに お けるポ リメラーゼ スイ ッチの開始過 程 を詳細 に解

析 した もので あ り、TLSを 理解 す る上 で極 めて重要 な発 見 を含 む もので ある。原核生

物 と真核 生物 の両方 で、校 正機 構 を有す る複製型DNAポ リメ ラーゼがDNAク ランプ

タ ンパ ク質 を介 してTLS型DNAポ リメ ラーゼ とスイ ッチを起 こす ことがTLSの 第一、

段 階 と考 え られ ている。本研究 に よって、鋳型DNAの 高次構 造やDNA損 傷 によ り複

製型DNAポ リメラーゼ とクランプ タンパ ク質 の相互作用 が変換す る過程 がTLSの 開

始 を誘導す る可能性 が初 めて示 された。また、DNA損 傷応 答 の一環 として、PolIVが

複製 フォー クの進行 速度 を制御 す る分 子機構 の理 解 に も新 た な知 見を もた らし、TLS

型DNAポ リメラーゼがTLS以 外 に もDNA複 製や細胞増殖 の制御 に関わる仕組み の理

解 をさ らに深 め るな ど、本研 究の成果 は遺伝 学お よび細胞 生物学 の基本 的な概 念の深

化 な どの学術上 、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。


