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論文 内 容 の要旨

講師小川 智子

パクテリオファージ O80(以下 O80)は，A 7ァージ(以下 A)と近縁の溶原ファージである。両者

の溶原菌は，紫外線照射などによってファージを誘発する。しかし，世80はAより少ない紫外線量で誘

発され， λを誘発しないrecA430変異株でも誘発される。また，溶原菌にジヌクレオチド d(G-G)， 

d (A -G)を取り込ませると，世80は誘発されるが Aは誘発されなL、。さらに骨80C1 リプレ γサー

(以下世80C1)にはRecA蛋白質(以下RecA)によって特異的に切断される Ala-Gly結合がない。

これらの事実は7ァージ誘発時の世80C1の不活化が AC 1リプレッサーや大腸菌の SOS応答反応の

Lex Aリプレヅサーの不活化の場合とは異なるこ とを示唆している。世80C1の不活化機構を明らかに

することによって，今まで証明されていないリプレ γサー不活化反応を活性化する因子や活性化された

RecAの実体を明らかにする手掛りが得られると考えられる。

そこでまず世80C1を大量に生産するプラスミドを遺伝子操作により作成し，このプラスミドを持つ

大腸菌から世80C1を精製した。精製した世80C1は，単鎖DNA(以下回DNA)及びATP-r-

sの存在下でRecAによりほぼ中央に存在する Cys川一GIylllの聞で切断された。 RecA430蛋白質も同

じ部位を切断した。この切断部位は他のリプレッサーのものとは異なっている。

世80C1切断反応のKineticsを調べると，最初の 1時間はほとんど切断が見られず，さらに反応を続

けると反応速度が上昇した。RecAとssDNAを反応、開始前に 2時間，前反応させ， ATP-r-Sと

φ80C 1を加えて反応を開始させると，切断は大幅に促進された。この効果を最大に得るためには，約

30分の前反応が必要であった。 R田 AとssDNAの結合は速やかに起こるので， この結果はRecA -ss 

DNA複合体が活性型に変化する過程に時間を要することを示唆する。従来RecAの活性化はssDN 
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AとATP-r-Sに結合することによると考えられてきたが，本研究は，それらの三重複合体に活性

の違う 2種類の形態があることを明らかにした。

ゆ80C1切断反応系にジヌクレオチド d(G-G)を加えるとその切断は飛躍的に向上することがわ

かった。 d(G-G)は従来の因子要求性や切断部位に変化を与えない。この促進効果は全ジヌクレオ

チド中 d(G-G)とd(A-G)に特異的で、かつゆ80C1切断反応だけに見られる G トリプシン部分分

解，光親和性標識， λC1に対する競争阻害の実験から d(G-G)はゆ80C1のC末端領域に結合し，

その構造を部分的に変化させてRecAとの親和性を高めていると考えられる O ゆ80C1の効率のよい切

断には， RecA蛋白質の活性化と同時に基質であるリプレッサーの活性化も必要である O このように

DNA障害時に生じる DNA分解産物が基質の活性化因子であることは，ファージが誘発するか否かを

決定するために合目的的であると思われる O

論文の審査 結果の要旨

DNA障害などによる大腸菌SOS機能の誘導やプロファージの誘発は， DNA障害時に生じるシグ

ナル物質によって活性化されたRecA蛋白質がLexAリプレッサーやファージリプレッサーを切断不活

化して開始される O しかしシグナル物質の実体やRecA蛋白質の活性化の機構については不明な点が多

く，その解析は興味のある問題であるO

恵口君はえファージと近縁のゆ80ファージを用い，そのC1リプレッサーのRecA蛋白質による不活

化反応を解析し以下の新事実を明らかにした。精製したゆ80C1リプレッサーの切断反応は他のリプ

レッサーに比べてかなり遅く，特に最初の 1時間はほとんど切断が見られないことがわかった。反応系

中のRecA蛋白質と単鎖DNAを前反応した後，除いた物を加えて反応を開始させると，切断反応が大

幅に促進され， φ80C1リプレッサーの切断反応における律速段階がRecA蛋白質と単鎖DNAの相互

作用であることが明らかとなった。従来リプレッサーを切断するためにはRecA蛋白質が単鎖DNAと

ATP (またはATPrS)に結合することが必要であると考えられてきたが，この研究はRecA-

単鎖DNA-ATPrSの三重複合体に，リプレッサ一切断活性の全く異なる 2種の形態があることを

初めて明らかにした。その 1つはゆ80C1リプレッサーを効率良く切断できる活性化状態であるが，他

方は効率良く切断できない不活性状態である O 後者の複合体は 2本のDNA鎖間の相向性の深し出す能

力があるので， RecA蛋白質がDNA障害時だけに必要なリプレッサ一切断活性と平常時にも必要な遺

伝的組換え活性を，この 2種の形態によって使いわけている可能性が示唆された。またDNA分解産物

の1つであるデオキシジヌクレオチド d(G-G)を<t80C1リプレッサー切断反応系に加えると切断

反応は著しく促進された。トリプシン部分分解，光親和性標識， λC1リプレッサ一切断に対する競争

阻害の実験により d(G-G)はゆ80C1リプレッサーの切断反応に直接関与し，リプレッサーの C末

端領域に結合し， RecA蛋白質との親和性を高めていることを明らかにした。リプレッサーの切断に，

RecA蛋白質の活性化と同時に基質であるリプレッサーの活性化が必要であるという概念、は全く新しい
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ものである。

以上のように，本研究は， φ80ファージの誘発の際の、活性化RecA蚕白質とシグナル物質の実体と作

用機作を明らかにし， DNA障害に対する生物の応答反応の仕組の理解に多大の貢献をしたもので、あるO

理学博士の学位論文として十分価値のあるものと認められる O

。。




