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自然突然変異におけるDNA複製の役割を研究する過程で､大腸菌の複製酵素DNA

ポリメラ-ゼⅢ (Pol III)のαサブユニツトをコ-ドするdnaE遺伝子に生じた非常

に強力なミュ-テ-タ-変異(dnaE173)が単離されている｡ dnaE173株では様々な

種類の自然突然変異が極めて高い高頻度で生じ､その頻度は､ Pol IIIの校正機能の欠

損株やミスマッチ修復機構の欠損株に匹敵する事が知られている｡ αサブユニツトは

polIIIホロ酵素のDNA鎖伸長活性の触媒サブユニツトであることから､ dnaE173変

異はDNA複製の誤り(複製エラ-)を高頻度に誘発する可能性が考えられたが､

dnaE173変異型DNAポリメラ-ゼⅢホロ酵素の生化学的解析から､ dnaE173変異は

polIIIの校正機能を著しく低下させていることが示された｡しかし､校正機能が欠損

したdnaQ変異株とは異なり､偽逆向き反復配列の存在する部位で生じる配列置換変

異の頻度がdnaE173株では大幅に上昇する｡さらに､変異型Pol IIIは､校正機能の

影響以外に､鎖伸長速度が低下している事､ストランドディスプレ-スメントDNA

合成活性を獲得している事､連続的なDNA合成に必要なサブユニツトが働かない条

件でも野生型より連続的にDNA合成出来る事など多様な生化学的性質が変化してい

る事が明らかになり､これらのことが配列置換変異の発生に何らかの関係を持っこと

が予想された｡本研究は､ dnaE173株が配列置換変異を高頻度で誘発する理由を明ら

かにする事を目的として､野生型と変異型のαサブユニツトをそれぞれ精製して生化

学的性質の詳細な比較を行なった｡まず､ Pol IIIで見られた連続的なDNA合成能な

どが､他のサブユニツトとの相互作用を介さず､ αサブユニツト単独の性質の変化と

して現れている事を明らかにした｡次に､膜結合アッセイを用いて､変異型のαサブ

ユニツトはプライマ-/鋳型DNAと安定な複合体を形成することを見いだした｡野生

型のαサブユニツトとDNAの複合体は全く検出することができなかった｡変異型の

polIIIホロ酵素の多様な生化学的性質の変化は､プライマ-/鋳型DNA-の結合能の

上昇の結果であると考えると全て説明出来る｡よってこの複合体形成能が､変異型に

おいて生じている多様な生化学的性質の変化の原因であると考えられる｡さらに､配

列置換変異の発生過程では､プライマ-末端の数塩基しか鋳型鎖に会合出来ない構造

のDNAが形成されるのだが､変異型αサブユニツトは､この特殊な構造のプライマ

-/鋳型DNAから効率良くDNA合成を行なえるという性質を見出した｡酵素学的な

解析などから､変異型のDNA-の安定な結合の結果､このプライマ-/鋳型DNAか

ら効率的なDNA合成を行なう事が出来るようになったと考えられる｡この性質によ

り､ dnaE173株において配列置換変異が高頻度で誘発されたと考えると､配列置換変

異の発生に関する多くの疑問を理解する事が出来る｡
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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､発癌や各種の遺伝病の原因は様々なヒ

ト遺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ポリメラ-ゼⅠⅠⅠの忠実度制御機構を解明

することと､偽逆向き反復配列間で生じる配列置換変異の発生機序を理解することを

目的として､その触媒サブユニツトをコ-ドするdnaE遺伝子に生じたミュ-テ-タ

-変異dnaE173が配列置換変異を特異的に誘発する分子機構を生化学的に研究した

ものである｡

まず､過剰生産株より野生型およびdnaE173変異型αサブユニツトを高純度に精製

し､ DNA合成活性の詳細な解析を行っている｡以前の研究から､変異型Pol IIIホロ

酵素は鋳型DNAに対する高い親和性を獲得してDNA鎖伸長反応のプロセッシビテイ

を上昇させていることが結論されていた｡申請者の研究により､このプロセッシビテ

ィの上昇は変異型αサブユニツトだけでも観察されること､その原因は変異型αサブ

ユニツトがプライマ-･鋳型DNAと安定に結合することによることが明らかにされ

た｡酵素学的解析をさらに進めて､変異型αサブユニツトはdNTPに対する親和性も

大幅に上昇していること､誤った塩基対形成を起こす頻度は野生型とほとんど変わら

ないか､むしろ低下していることを明らかにした｡配列置換の発生プロセスには､短

い長さのプライマ-からのDNA鎖伸長が予想されるが､変異型αサブユニツトは2

塩基対程度のプライマ-末端からもDNA鎖伸長を効率よく触媒することが明らかに

なった｡野生型αサブユニツトは最低でも4塩基対以上の長さのプライマ-を必要と

することから､ dnaE173変異株で配列置換が特異的に誘発される原因の-つと考えら

れる｡申請者は､以上の結果などから､ DNAポリメラ-ゼには配列置換や重複･欠失

を引き起こす過程で必須である異所性の不適切なプライマ-からのDNA合成を抑制

する機能が備わっており､その働きもDNA複製の忠実度に重要な役割を果たしてい

る可能性を提唱している｡

以上のように,本論文は配列置換変異の発生と抑制にDNAポリメラ-ゼが関与す

ること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(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｡


