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論文内容の要旨

パクテリオファージ T7 はその DNA複製や組換えについて精力的に研究がなされ，各反応に関与する

遺伝子の同定ならびに，突然変異株の単離がなされている。本研究では， DNA複製と組換えの両反応lζ

関与している，単鎖DNA結合蛋白質(遺伝子 2 • 5 産物， ssb )の変異株を分離し，その解析より，乙

の蛋白質の機能及び， ssb と T7 ファージの他の蛋白質との相互作用について調べた。ま fこ.ssb 蛋白質の

発現調節についても明らかにした。

I 遺伝子 2. 5 の高温感受性株とアンバ一変異株の単離

ニトロソグアニジン処理により高温感受性株 (ts 2.5 )を，また合成ヌクレオチドを用いた部位特異的

突然変異導入法iとより，アンバ一変異株 (am2. 5 - 1 及び am2.5 -2) を得た。 am2. 5 - 1 は 15 ア

ミノ酸、またam2.5 - 2 は 200アミノ酸からなるポリペプチドを生成する位置にアンバー変異を導入した。

乙れら 3 つの変異株は， 42 0C あるいはアンバー抑制変異を持たない宿主中で、は生育出来なかった。また

宿主である大腸菌が，それ自身の野生型の ssb 遺伝子を持っていても生育できなかった。乙の乙とは，

以前考えられていたように，大腸菌の ssb がT7 ファージの s s b H=置き代わる乙とが出来るというの

ではなく， T7 ssb はT7 ファージの生育に必要不可欠である乙とを示している。

11 T 7 up 2 変異株iζ存在する抑制変異の同定

前述のように，大揚菌ssb が T7 ファージ ssbfC::置き代わると考えられ大腸菌の ssb 変異株を用い

て T7 の ssb 変異株が単離されていた。 乙の変異株T7 up2 は野生型の ssb を持った大腸菌では生育

できるが， ssb一 1 や ssb-113 の変異を持った大腸菌では，生育出来ない。今回単離された変異株は
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そのような大腸菌ss b 1<:対する依存性がなく， T 7 up 2 株には大腸菌 ssb と作用する他の変異の存在

が示唆された。乙乙では，遺伝子操作iとより T 7 up 2 D N A と野生型DNAとのつなぎ代え及び遺伝的

組換えにより，叩 2株に存在する，遺伝子 2.5 以外の変異を同定した。変異は 2 つあり， 1 つは遺伝子 6

( 5' ーエキソヌクレアーゼ， )内に他は遺伝子 18 (DNA の包み込みに関与)内に存在する乙とが解っ

た。これらの遺伝子産物は T7 ss bf<: よりその活性が調節され，組換えやDNAの包み込みが進行すると

考えられ， T 7up 2 株では，変異を起乙した遺伝子 6 及び遺伝子 18 が大腸菌の ssbl<:よって活性化され

ていると考えられる。

m T7 遺伝子 2.5 の発現調節について

T7 ファージめ遺伝子発現は大腸菌の RNA ポリメラーゼで転写されるクラス1， T 7 のRNAポリメ

ラーゼで転写されるクラス E および皿の 3 つに大別される。クラス I からクラス Eへの切り替えは大腸菌

の RNAポリメラーゼの不活化と T7RNA ポリメラーゼの発現によって行なわれる。またクラス Eから

クラス Eへは，遺伝子 3. 5 の産物であるリゾチームがT7RNA ボリメラーゼの活性をさげ転写をクラス

E プロモーターから，より強力なクラス皿プロモーターへ変える乙とにより行なわれる。しかし，遺伝子

3. 5 とは遺伝子 2. 5 と同様に併 2. 5 プロモーターから転写され，クラス E遺伝子群の中では初期に転写さ

れる。従って，件 2.5 から転写される遺伝子群(遺伝子 2.5 , 2.8 , 3 及び 3.8 )の発現に関して何等か

の調節機構の存在が考えられる。そ乙で乙れら遺伝子群の内でまだ変異株が存在せず，機能が不明な遺伝

子 2.81<::注目し，そのアンバ一変異株を単離( am 2.8-1 と am2.8 ー 2 )し，その解析を行なった。

am 2. 8 -1 は 1 5 アミノ酸また am 2.8-2 は 122 アミノ酸からなるポリペプチドを生成すると期待さ

れる(野生型は 139 アミノ酸である)。 各T7変異株と相補性試験を行なったところ， am 2.8-1 は

遺伝子 1 と. am2.8 一 2 は遺伝子 2.5 と相補しなかった。乙の乙とより. am 2.8-1 では，世 2.5 遺

伝子群が過剰に生産され， am 2.8-2 ではそれらの発現が低減していると思われる。

論文審査の結果の要旨

一本鎖DNA結合蛋白質は，パクテリオファージを初めとしてあらゆる生物が持っており，遺伝子の複

製や組換えに関与する乙とで知られている重要な蛋白質である。しかしその機能については一本鎖DNA

K結合する以外余り解析されていない。

清水君は，解析の容易なパクテリオファージ T7 の一本鎖DNA結合蛋白質(T7ssb) を選び，分子

遺伝学的手法を用いてつぎの乙とを明らかにした。

(1) T7ssb はパクテリオファージ形成に必須で， 大腸菌の一本鎖DNA結合蛋白質で置き換える乙

とは出来ない。今までは両者のssb は互換性があると考えられており，本研究によって初めて乙の問題に

疑いなく決着が付けられた。

(2) T 7ssb は少なくとも T7 のエキソヌクレアーゼ(遺伝子 6 の産物)と遺伝子 18 の産物 (DNA

の包み込みに関与)と相互作用する乙とが強く示唆された。
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(3) T 7ssb の変異の欠損は，さらに遺伝子 6 と遺伝子 18 に新しい変異が起こると，大腸菌の一本鎖

DNA結合蛋白質によって置き換えられる乙とが明らかになった。

(4) T 7ssb の遺伝子2.5 の隣の遺伝子 2.8 の変異を分離した結果，乙の遺伝子 2.8の産物がT7

ssb の発現を，転写後調節している乙とが示された。

乙れら一連の T 7ssb R:関する成果は， 乙の蛋白質そのものの機能と合成制御の仕組みを明らかにし

ただけではなく，広く他の一本鎖 DNA結合蛋白質の機能とその合成制御についても示唆を与えるもの

で，理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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