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題目
大腸菌dnaE173ﾐｭ-ﾃ-ﾀ-変異型DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞIII

ﾎﾛ酵素のDNA鎖伸長反応における運動特異性

要旨

大腸菌の染色体複製を担うDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞⅠⅠⅠ (polIII)ﾎﾛ酵素は､ 1)極

めて高いﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲ-､ 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1 0種のｻﾌﾞﾕﾆﾂ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-がﾐｽﾏｯﾁ修復等により修正されない場合､突

然変異として固走される｡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呆等から､複製ｴﾗ-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polIII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､ polIIIﾎﾛ酵素の鋳型DNA上での運動特異性が複製ｴﾗ-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dnaE173及び

dnaQ32の両ﾐｭ-ﾃ-ﾀ-変異型の精製poIIIIﾎﾛ酵素を用いて､ PoIIIIﾎﾛ酵

素の鎖伸長反応における遅動特異性の解析を行った｡

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ括性を担うαｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに欠損を生じたdnaE173変異型

polIIIﾎﾛ酵素は､ 3--5-ｴｷｿﾇｸﾚｱ-ｾﾞ活性は正常であるにも関わらず校

正機能をほぼ完仝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

道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合成のﾎﾟ-ｼﾞﾝｸﾞに強い抵抗性を獲得してい

た｡さらにこの変異型酵素は､ｸﾗﾝﾌﾟとして働くβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが存在し

ない場合でも極めて高いﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲ-を示した｡ -方､ 3し+5-ｴｷｿﾇ

ｸﾚｱ-ｾﾞ活性を担うeｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ内の活性中心における点突然変異により
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校正機能を欠損したdnaQ32変異型poIIIIﾎﾛ酵素は､配列依存的にﾎﾟ-ｼﾞﾝｸﾞ

する傾向が強く､著しいﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲ-の低下が示唆されたが､酵素学

的性質は野生型polIII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合成のﾎﾟ-ｼﾞﾝｸﾞおよびﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲ-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ﾃﾞﾙを構築するに至っ

た｡

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

-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TPSL,遺伝子上でのPoIIIIﾎﾛ酵素の挙動の解析を試みた｡ TPSL遺伝子の

いずれか-方の鎖を含むM13ﾌｱ-ｼﾞ由来の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､変性ｹﾞﾙ電気泳動及びｻｻﾞﾝﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞ

ｲｾﾞ-ｼｮﾝ法を用いて観察する系を構築した｡野生型及び血aE173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PolIII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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論文審査結果の要旨

申請者氏名菅谷豊

DNA複製の忠実度制御の分子機構の解明は突然変異の発生と抑制に関わる細胞機

能を理解する上で基本的に重要である｡また､発癌や各種の遣伝病の原因は様々なﾋ

ﾄ遣伝子上で生じた突然変異が原因であるが､これらの発生にもDNA複製の際のｴ

ﾗ-が関与する場合もあることが示されている｡したがって､ DNA複製の正確さを

保障する仕組みの理解は医学の上でも重要な課題である｡本論文は大腸菌でのDNA

複製において主要な役割を果たしているDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ‖ﾎﾛ酵素の忠実度制御

機構を解明することを目的として､その触媒ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄをｺ-ﾄﾞするdnaE遣伝子

に生じたﾐｭ-ﾃ-ﾀ-変異dnaE173の作用機序を生化学的に研究したものである｡

まず､ dnaE173変異株からDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ=ﾎﾛ酵素を高純度に精製し､野生

株から分離したﾎﾛ酵素を標準として校正機能および3■-5-ｪｸｿﾇｸﾚｱ-ｾﾞ活性

を検討している｡その結果､ dnaE173ﾎﾛ酵素は31-5fｪｸｿﾇｸﾚｱ-ｾﾞ活性は野

生型ﾎﾛ酵素と同程度の活性を示すにも関わらず､校正機能はほぼ完全に失われてい

ることが明らかにされた｡次に単鎖環状ﾌｱ-ｼﾞDNAを鋳型として同調開始連続DNA

合成(ﾊﾞ-ｽﾄDNA合成)のﾀｲﾑｺ-ｽおよび産物DNAの詳細な分析がなされて

いる｡その結果､以下のことが明らかになった｡ 1)変異型ﾎﾛ酵素は野生型ﾎﾛ酵

素の約1/3のDNA鎖伸長速度を示す｡ 2)変異型ﾎﾛ酵素は野生型ﾎﾛ酵素に比

較して基質dNTPに対する親和性が高い｡ 3)野生型ﾎﾛ酵素は鋳型DNAを-周す

るDNA合成の後にDNA鎖伸長を停止するのに対し､変異型ﾎﾛ酵素は新生鎖をほど

きながらﾛ-ﾘﾝｸﾞｻ-ｸﾙ合成を続ける｡ 4)変異型ﾎﾛ酵素によるﾊﾞ-ｽﾄDNA

合成は単鎖DNA結合ﾀﾝﾊﾟｸ質に対する依存性が低く､高ｲｵﾝ強度下でも強い阻

害を受けない｡これらの結果から､変異型ﾎﾛ酵素は鋳型DNAに対する高い親和性

を獲得してDNA鎖伸長反応のﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲを上昇させていることが結論された｡

さらにこの高いﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲはβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが存在しないときにも見出され､

触媒ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ自身が高いﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲを示すﾎﾟﾃﾝｼﾔﾙを有することが初

めて見出された｡触媒ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの単-のｱﾐﾉ酸置換が校正機能の欠損とDNA

鎖伸長活性の大きな変化を引き起こすことから､校正機能とDNA鎖伸長反応には共

通するｽﾃｯﾌﾟが存在することが強く示唆された｡

以上のように､本論文はDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞのDNA鎖伸長反応と校正機能の強いﾘ

ﾝｸを初めて明らかにしたものであり､学術上､応用上貢献するところが少なくない｡

よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あ

るものと認めた｡


