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論文内容の要旨

〔目的〕

多細胞動物には， α ， β ， y と呼ばれる 3 種の DNAポリメラーゼが存在し， α は核 DNAの複製， β 

は DNA修復 ， y はミトコンドリア DNAの複製においてそれぞれ主役をなすと推測されている。 α ，

β ， y の物理的・酵素学的性質の解明はかなり進んでいるが， これらの酵素の細胞内での合成と分解

の過程，それらをコードする遺伝子あるいは， mRNA 等については全くわかっていな Po 各酵素に

特異的な抗体は，これらの研究を可能にする有効な子段となる。さらに各酵素に特異的な抗体は， D 

NA 複製あるいは修復の際機能する各酵素を含む複合体の単離等にも利用でき，遺伝学的解析子段が

充分駆使できない真核細胞DNA複製及び修復を分子レベルで研究するひとつの手段となりうる。こ

の研究の目的は，晴乳動物に対して抗原性が高いと考えられるニワトリ月五を材料として DNA ポリメ

ラーゼβ をほぼ均ーになるまで大量精製し，ウサギに免疫してβ に特異的な抗体を作製する事，また

さらにこの抗体を利用してβ に特異的な免疫沈降法を確立し，培養ニワトリ腔細胞におけるβ の生合

成と分解の過程を明らかにする事にある口

〔方法ならびに成績〕

(1) α ， β ， y の精製と構造解析。 11 日日のニワトリ眠からの α ， β ， y の分別精製法を確立し高度精製

標品を得た。これらの標品を分析する事により， α は分子量13~15万 5 干の 3~4 本の高分子量サ

フ、、ユニ y トと分子量 5 ~6 万の 4 本の低分子量サブユニットからなる事(参考論文 6) ， y は分子

量 4 万 7 千のポリペプチドの 4 量体として存在する事(参考論文 3 ) ， β は分チ量 4 万のシングルポ

リペプチドからなる事(参考論文 1 )等が明らかとなった。
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(2) 抗β 抗体の作製及びその性質。計10kQ のニワトリ怪から精製した純度95%以上の同標品約300μg

を数尽きに分けてウサギに免疫し抗β 抗体を作製したO 抗β 抗体はβ 活性を中和するが， α ，"(活性は

全く中和しない。オクタロニーテストさらには，ニワトリ脹細胞粗抽出液から，分子量 4 万のβ タ

ンパクが抗β 抗体により特異的に沈降する事等から，得られた抗β 抗体はβ タンパクに特異的であ

ると考えられる。

(3) パルス・チェイス実験。 β の生合成過程を明らかにするため，次の 3 つの条件を満たすポリペプ

チドとしてその前駆体の検索を試みた。 1) e 5 SJ メチオニンで30分パルス標識した細胞粗抽出液

から抗β 抗体によって特異的に沈降し分子量が 4 万と異なるポリペプチド， 2) [35 SJ メチオニン

でパルス標識されたポリペプチドで，その量がチェイスする聞に減少するもの， 3) 免疫沈降する

際精製したバを加える事により沈降物から徐去されるポリペプチド。しかしながらこれらの条件を

満たすものは検出できず，分子量 4 万のタンパクのみが， 30分パルス標識した細胞及び 5 時間チェ

イスした細胞の粗抽出液から特異的に沈降し，またこの沈降反応にむいて精製したβ と競合した。

次にパルス標識後チェイスする時間を長くしていくとこの分子量 4 万のポリペプチドの量は減少し

ていき，その半減期は約10時間と見積もられた。

〔総括〕

ほぼ均一に精製したβ をウサギに免疫する事により，バに特異的な抗体を作製しこの酵素の代謝過

程を調べた。パルス標識及びパルス・チェイスの実験において，この酵素の前駆体であると考えられ

るポリペプチドは検出できなかったO 司この結果は多くの場合タンパク分解によるプロセッシングの起

こらないウサギ赤血球ライセートを用いた，ニワトリ怪polyA+RNAの in vit ro 翻訳産物からもやは

り分子量 4 万のタンパクが抗β 抗体により沈降してくるという最近の結果とも一致している。従って

β は翻訳後プロセッシングをうけないか，あるいはプロセスされるとしてもそのアミノ酸の長さはか

なり短いものであると考えられ，この点にむいてかなり長い前駆体として合成される分泌性タンパク

やオルガネラに局在する酵素類とは異なる様である。

長時間チェイスの実験により，ニワトリ腔 2 次培養細胞におけるβ タンパクの半減期は約10時間と

見積もられ，一度合成された酵素が世代H寺聞を越えて常に安定に存在するのではなく，新しい酵素の

合成・利用・そして分解が細胞内で順次起こっていると考えられる。

e 5 SJ メチオニンで12時間連続標識した細胞組抽出液から，免疫沈降により分子量 4 万のポリペプ

チドとして回収される放射活性は全細胞タンパクにとり込まれた放射活性のわずか 0.002% と計算さ

れた。この値にもとづいて細胞あたりの酵素分千の数を計算すると 5 ~10万分子/細胞となる。

この研究において確立した抗β 抗体を用いた免疫沈降法は上記の in vitro 翻訳系とあわせて戸の m

RNAの精製及び↑雫質の研究，さらにその cDNA クローニングをめざした研究に現在利用している。

また抗γ 抗体は抗β 抗体同様ウサギに免疫して作製し(参考論文 5 ) ，抗α 抗体はハイプリドーマ法を

を用いてモノクローナル抗体として作製に成功してむり(参考論文 7 ) ，抗バ抗体とあわせて今後，真

杉細胞DNA複製及び修復の研究に幅広く利用できる。
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著者はニワトリ腔から， DNAポリメラーゼム β ， y を分離精製し，それらのサブユニット構造を

明らかにするとともに，各酵素に対して特異的な抗体を作製した。そのうち，抗β 抗体を用いて免疫

沈降法を確立し，ニワトリ目玉細胞におけるβ の生合成と分解の過程を始めて明らかにした。本研究は

さらに d遺伝子のクローニングヘ道を聞き 真核細胞DNA複製あるいは修復の調節機構解明におい

て重要な意義を持ち，高く評価される。
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