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論文内容の要旨

大腸菌を宿主とするバクテリオファージ入の DNA複製は，ほとんどの機能を大腸菌の複製系に依存

している。しかし λ の複製開始を調節する機構は，入のゲノム上にコードされた正の調節因子， 0及

び P タンパクに完全に依存している。このことで入ファージは大腸菌の複製機能に依存しながら自律

的な調節下で複製することが可能で、ある。本研究はこの入ファージの自律的複製のしくみを分子レベ

ルで明らかにし，大腸菌染色体を含む一般の複製単位の複製開始の機構を分析することを目的として

行なった O

まず正の調節因子， 0 , P タンパクを精製するため，これらを大量生産する系を遺伝子操作によっ

て作った。これによってそれぞれのタンパクの含有量が大腸菌タンパクの 2~3%に達するようにな

った。この大腸菌から 0 ， P タンパクを抽出し，カラムクロマトグラフィーで均一な標品まで精製し

た。このアミノ酸組成，アミノ酸配列の決定により， À ファージの塩基配列上の， 0 , P遺伝子の位

置が正確に決められた。

精製した 0 ， P タンパクの性質を解析して次の点が明らかとなった。

(1) 0 タンパクは入の複製起点(origin) に特異的に結合する。

(2) 0 タンパクの結合部位は originの中でも特に 19塩基対から成る 4 回の反復配列であった。その結

合には順序があって，最初，内側の 2 個に結合し， 0 タンパクの濃度が増加すると外側の 2 個にも

結合する。

(3) P タンパクは大腸菌複製タンパクの一つで、ある dnaB タンパクと相互作用する。しかし O タンパ

クとは強い相互作用を見い出すことはできなかったO

- 22-



さらに入の複製における 0 ， P タンパクの機能を試験管内で解析するため，すでに開発されている

大腸菌染色体複製起点の試験管内複製系に精製した 0 ， P タンパク壱加えた。その結果この反応系が

入の複製を開始させる系となることが分った。この反応系では鋳型DNAの80%以上が30分以内に半保

存的に一回複製した。またタンパク合成は必要としないが， DNA-gyrase , RNA-polymerase が必

須であった。ただし RNA-polymerase に依存するのは反応の初期だけで以後必要としなかった。

λ の複製を開始する領域，複製開始に必要な領域をこの試験管内複製系で解析した。その結果， ど

ちらも O タンパクが結合する構造の近く，約300塩基対の範囲に限定できた。

論文の審査結果の要旨

大腸菌を宿主とするパクテリオファージλ は， DNA複製の基本的な調節機構を備えており，長年

その解析に多くの努力が払われてきた。しかし入ファージの複製の調節因子， 0 , P タンパクは精製

が困難なため，その調節のしくみを生化学的に研究することは，ほとんど行なわれていなかった。

本研究では，これら 2 つのタンパクが同時に大量生産される系を開発し，容易に純粋な 0 ， P タン

パクを得ることを可能にした。この結果， 0 タンパクは複製起点にある特殊構造に特異的に結合する

こと， P タンパクは大腸菌の複製酵素のーっと相互作用することを明らかにした。さらに精製された

0 , P タンパクを用いて試験管内で入ファージの DNA複製を行なわせることに成功した。以上の研

究の結果，入ファージの複製起点にある 4 個の19塩基対から成る反復構造がO タンパクの結合部位で

あり， DNA複製に必要な領域，およびDNA複製の開始する領域のいずれもがこの O タンパク結合部

位を含む約300塩基対の範囲にあることが示されるなどDNA複製に関して多くの重要な知見をもたら

し，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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