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論文内容の要旨

申請者 氏 名PhamMinhTuan

細胞 分裂 においてゲ ノムDNAは 正確 に娘細胞 に伝 達 され なけれ ばな らないが、そ

のためにDNA複 製 は最 も重要 な役割 を果 た してい る。二本鎖DNAの 複製 は多数 の タ

ンパ ク質 か ら構成 され る レプ リソー ムがY字 型 の複製 フォー クで作用す るこ とに よ り

行 われ る。DNA複 製 の分子機構 の解 明に、大腸 菌 をモデル系 とした研究 が大 きな役割

を果 た して きた。最近 にな り、invitroで 再構成 した大腸菌 の レプ リソー ムを用 いて複

製 フォー クの動 的挙動 を一分子解析 の手法 で解 明す る研 究 が可能 とな ってい る。 しか

し、invitro系 で用い るDNAは 均一 で有 り、ゲノムDNAに 含 まれ る様 々な繰 り返 し

配列 な どの特異的 な配列やDNA損 傷 な どを含 まない。また、この系ではDNA複 製 以

外 の転写や修復 、超 らせ ん構造 の制御 な どは含 まれ ない ので、実際の細胞 内での複製

フォー クの動的挙動 を必ず しも反 映 しない。そ こで、Phamは 生細胞 内での複製 フォ

ー クの動態 を直接解析す るための新 しい 斑 ㎡ηo一分子解析 技術 を開発 し、それ を用 い

て複製 フォー クの進行速度 を制御す る機構 め解 明 を 目指 した研究 を開始 した。

ヨウ素 、塩 素、臭素 な どで修飾 したヌ クレオシ ドアナ ログ を大腸 菌 にパル ス ラベル

の手法で取 り込 ませ 、染色体DNAを 回収 してDNAコ ー ミン グ法 に よ りラベルDNA

をカバー グラス表 面に伸長 した状 態 で付着 させ 、蛍光標 識抗体 を用い てラベルDNA

の長 さを直接 に顕微鏡 で測 定す る方法 で、一分 子解 析技術 の確 立に取 り組ん だ。 その

ために、ヌ ク レオ シ ドアナ ログの取 り込み効率 を大幅 に向上 させ た大腸菌eCOMB株

を多重遺伝子 ノ ックア ウ トの技術で作成 した。 さ らに、様 々な技術改 良の試行錯誤 に

よ り、大腸 菌生細胞 内での複製 フォー クの進行 速度 を一分子解 析で きる実験 系の開発

に成 功 した。 この系 を用 いて、37℃ で対数増 殖期 の野生型 大腸菌 で の複製 フォー ク

のス ピー ドを解析 した結果 、複製 フォー クの進行速度 はかな り均一 でお よそ640nt／s

をピー ク とす る混合正規分布 を示す こ とが分か った。また、DNAポ リメラーゼIIIの

DNA鎖 伸長速度 が低 下 した変 異株 を用いた解析か ら、複製 フォー クの進行 速度 は主 と

してDNAポ リメラーゼIIIのDNA鎖 伸長速度 が規 定 して い るこ とを明 らかに した。

真核生物 ではDNAが 損傷 を受 ける と細胞周期 チ ェックポイ ン トが作動 して、DNA

複製 中の細胞 では複製 フォー クのス ピー ドが抑制 され る ことが知 られてい る。しか し、

そ の分子機構 はほ とん ど解 明 されてい ない。Phamは 大腸菌 のDNA損 傷応 答で ある

SOS応 答 に着 目し、SOS応 答 が構成 的 になってい る1ex‘4欠 損株 での複製 フォー クの

進行速度 を測 定 した。 その結果、SOS応 答構成株 では フォー クの速度が野生株 の半分

にまで低 下 してい るこ とを発 見 した。 さらに、進行速度低 下にはreeA遺 伝子 とdinB

遺伝 子がそれ ぞれ独 立 に作用す ることを明 らか に した。 これ らか ら、大腸菌 に もS期

チ ェ ックポイ ン トが存在 す る ことを明 らかに し、それ に関与す る因子 を同定す るこ と

に成功 した。 ・
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論文審査結果の要旨
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DNA複 製や転写 、遺伝子組 み換 えな どのDNAの 重要 な機能 は、多数 の タンパ ク質

因子 か ら構成 され る超分子 複合体 マシナ リー に よる極 めて複雑 な反応 プ ロセ スが基盤

となってい る。近年 、 この よ うな生体 内マ シナ リーの反応機構 を解 明す るた めに一分

子解析 の技術 が開発 され 、大 きな成果 をあげてい る。DNA複 製 におい て も、大腸菌 の

再構成 レプ リソー ムを用い たDNA複 製 フォー クでの レプ リソー ムの動態解析 が報告

され てい る。申請者 は、細胞 内でのゲ ノムDNA複 製 にお ける複製 フォー クの進 行速度

を厳密 に計測で きる技術 を開発 す るこ とに よ り、invivoで のDNA複 製マ シナ リー の一

分子解析 が可能 となる と考 え、以下 に示す新 たな研究 手法 の開発 な らび にそれ を用い

た重要 な知 見 を得 てい る。

1） チ ミンの合成 系 に関わ る遺 伝子 に加 え、ハ ロゲ ン修飾 ヌ ク レオシ ドを分解す る反

応 に関与す る遺伝子 を欠 損す るこ とに よ り、従来 のthyA欠 損株 に比較 して17倍

ものハ ロゲ ン修飾 ウ リジ ン取 り込み効率 を示す 菌株 を樹 立 した。

2）DNAコ ー ミング法 を大腸菌染色体DNAに 適応す るこ とに成功 し、ハ ロゲ ン修 飾

ウリジンでパル ス ラベル したDNAの 長 さの測 定に よ り複製 フォー クの速度 を定量

す る実験技術 を確 立 した。

3）1000分 子 を超 える複製 フォー クの速 度 を統計 的に解 析 し、フォー ク速度 の分

布 を世 界で初 めて示す こ とに成 功 した。 また、平均速度 を厳密 に定量 した。

4）dnaE173変 異株 を用 いた解析 によ り、複製 フォー クの速度 がDNAポ リメラーゼIII

のDNA鎖 伸長速度 に大 きく規定 され る ことを示 した。

5） 大腸菌 のDNA損 傷応答 で あるSOS応 答 が構成的 に誘 導 されてい る細胞 では、複

製 フォー クの速度 が通常 の約 半分 に低下 してい る ことを発見 した。 さらに、 この

フォー ク速度の低下 にrecAとdinB遺 伝子 が関与 してい る ことを明 らかに した。

以上の結果 か ら、細菌 にお け るDNA複 製 の細胞 内動態 を新 たな視点 で解析す ること

が可能 な新 規研究技術 を開発 し、その 技術 が有用性 の高 い もので ある こ とを示 した。

また、未解 明 であった複製 フォー クの速 い進行速度 が どの よ うに して実現 され てい る

か につい て明快 な回答 を示 す ことがで きた。 さ らに、S期 チ ェ ックポイ ン トが細菌 に

も存在 す るこ とを世界 に先 駆 けて発 見 した。 これ は、細菌 のス トレス抵 抗性 機構や細

胞死誘発機 構 の解 明にっ なが る画期的 な発 見で ある。

以上 の よ うに、本論文 はヌ ク レオシ ド取 り込 みの効率 が飛躍 的 に高 くなった大腸菌

株 とDNAコ ー ミン グ法 を用い てinvivoで の複製 フォー クの動態 を解 析す る新規 の研

究技術 を確 立 し、それ を用 いて細菌 でのS期 チ ェックポイ ン トの存在 を明 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 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。


