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論文内容の要旨

プラスミドはDNA複製の機構および調節を研究するのに有用なモデル系であるO 複製の調節機構を

知るには開始機構と調節因子の同定が必要である。 ColE 2 プラスミドの複製に必要な領域には特異的

な複製開始蛋白をコードする遺伝子 (rep) と複製開始部位 (ori) が含まれているo 細胞抽出液を用い

た試験管内反応系において， DNA合成は on を含む領域から一方向に進行すること，複製開始にはD

NAポリメラーゼ 1 (Pol 1) が必要であるがRNAポリメラーゼは必要ないことなどが知られているO

この様に ColE 2 プラスミドを用いた複製開始機構の研究は，自身にコードされた必須複製開始蛋白に

よる複製調節の分子機構を試験管内反応系を用いて解析できる点に特徴がある。本研究では Rep 蛋白

による複製開始機構を分子レベルで解明することを目的としているO

まず，細胞抽出液を用いた試験管内DNA合成系で複製開始部位を塩基配列上へ位置付けることを試

みた。伸長反応の阻害剤である ddTTP を加え複製中間体を蓄積させた後 中間体を制限酵素断片に

して解析した結果からリーディング鎖 (5' -3' 伸長鎖)合成は ori 内の一点から始まり，ラギング鎖

(3' -5' 伸長鎖)合成は on のすぐ右隣の一点で止まることが明らかとなった。また，リーディング

鎖に由来する断片には 5 '端に約 3 残基の RNAが結合しており，塩基配列および 5 '末端リン酸数を解

析した結果から，その構造は ppApGpA であり on 内の一点から合成されることが示された。またリー

ディング鎖合成は， ATP と GTP を要求し， CTP と UTPを要求しないことも示された。次に，以

上の結果をもとに，精製された Rep 蛋白と Pol 1 を用いてリーディング鎖合成を再構成することを試

みた。最適化された条件下で，再構成系ではUTP ， CTP に依存せずATP ， GTP に加えてADP

を要求することが明らかとなった。さらに 32 p標識ADP を基質に用いた反応において標識されたリーディ
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ング鎖に由来の産物が回収でき，この結果よりプライマー RNA合成はADPから開始することが明ら

かとなった。また，再構成系では Pol 1 による鋳型切り換えが起り一本鎖になったラギング鎖の鋳型上

でDNA合成が進み易いことが，大腸菌 SSB (単鎖DNA結合蛋白)によりラギング鎖合成が特異的

に抑えられることから明らかになった。

ColE 2 のDNA合成開始は， Rep 蛋白が on 内の一定点から， ADPで始まるプライマー (ppApGpA)

を合成し Pol 1 によるリーディング鎖合成を開始させる機構であることが示された。 Rep 蛋白は二重鎖

DNA上の塩基配列特異的な結合蛋白であり，二重鎖の関裂に他の蛋白を必要とせず 5 '端にADP を

特異的に用いてプライマーを合成する点が既知のプライマ-RNA合成酵素と異なり，新しいタイプの

プライマ一合成酵素であることが示された。

論文審査の結果の要旨

DNA複製の制御は，主としてその開始の部分で行なわれている o DNA複製がどのようにして開始

されるかを明らかにすることが，その制御を明らかにする鍵である。

武知君は最も簡単な複製系の一つである ColE2 プラスミドを用いて，複製開始について次のような

新しい事実を明らかにした。

先ず細胞抽出液を用いた試験管内 ColE2 DNA複製系による解析から

(1) リーディング鎖 (5' -3' 伸長鎖)は ori 領域内の一点から始まること。

(2) ラギング鎖 (3' -5' 伸長鎖)は on 領域のすぐ右隣の一点で止ることO

(3) リーディング鎖にはプライマ-RNAがついており，それは ppApGpA であること。を明らかにした。

この結果からプラスミド自身がコードする複製開始に必須である Rep 蛋白質がプライマー RNAを

合成すると考え，精製した Rep 蛋白質DNAポリメラーゼ 1 ， S SB蛋白質を含む試験管内反応系を構

築して見事に，プライマ-RNAから始まるリーディング鎖DNA合成に成功し， Rep 蛋白質がプライ

マ一合成酵素であることを疑いなく示した。またこの精製した系を用いてプライマー RNAはADPか

ら合成が開始することを明確に証明した。

これまでにプライマ-RNA合成酵素は数種報告されているが， ColE 2 の Rep 蛋白質は， (1)二重鎖

DNA上の塩基配列特異的な結合蛋白質であること (2)二重鎖の開裂に別の蛋白質を必要としないこと，

(3) 5' 端にADPを用いてプライマーを合成することなどの点で全く新しい反応機構を行う酵素である

ことが明らかになった。

これらの成果はDNA複製開始機構に全く新らしい知見を加えたもので，複製機構解明の研究に大き

な貢献をした。従って理学博士の学位論文として十分価値のあるものと認める。




