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論文内容の要旨

パクテリオファージえの cro protein C以下 Cro) はリプレッサー蛋白質で， CI リプレッサーと措抗

的に A ファージの初期遺伝子の右オペレーター COR ) と左オペレーター COL ) に結合し，宿主菌を溶

菌過程，或いは溶原過程に導く。 Cro は l サブユニット当り 66アミノ酸(分子量7， 351) から成り， _2 量

体として機能し， OR中 3 箇所の17塩基対からなる部位OR 1 ,.._, 3 を認識し， OR 3 に最も強く結合する O

本研究では ， ﾀ cro protein の溶液中での構造と OR 3 に相当する合成DNA との相互作用の様式を種々

の核磁気共鳴法，遺伝子操作を主とした分子生物学的手法及びアミノ酸の化学修飾による蛋白質化学的

手法により調べた。

まず構造，物性研究に必要な量の試料を得るために，大腸菌における Cro の大量産生フ。ラスミド・ベ

クターを開発した。大腸菌の recA ， trp，及び lac の各プロモーターとえの初期遺伝子の PRPL プロモー
ターの強度を m VIVO で産生される cro-β ーガラクトシダーゼ融合遺伝子産物の酵素活性で比較した

結果，新たに開発した recA フ。ロモーターを用いた場合が最良であり，大量発現系として用いて，湿菌

体グラム当り 1 mg以上の Cro が容易に調製できるようになった。

こうして調製した Cro に対し，通常の 1 次元NMR ， 2 次元NMRの SECSY ， COSY法や，核

オーバーノ\ウザー効果， photo -C 1 D N P法などの種々のNMRスペクトルを観測した。同時に Cro の

チロシン残基のニトロ化，そのペプチド・マッピング及びニトロ化 Cro のNMR測定や， Phe 及び Leu

残基を選択的に重水素化した Cro のNMR，沈降平衡法による Cro の分子量の温度依存性を調べた。そ

れらの結果から， Cro の NMR シグナルの帰属と，溶液中での表面構造と立体構造の知見を得た。

Cro とその特異的結合部位である OR 3 合成DNAとの相互作用を観測すると， Cro の α3 ヘリックス

-40-



と呼ばれる部分がDNAと直接相互作用をしている事， OR 3 側のシグナルの変化から複合体形成によ

り OR 3 の中央部分が変形している事，及び Cro 側にも 2 量体構造がゆるむ等の“誘導適合"が起こっ

ている事が判明した。しかし， OR 3 と異なる塩基配列のDNAとの相互作用では， Cro の誘導適合は観

測されなかった。

α3ヘリックス中の Lys32 を Ala ， Gln 及び Asn 又 Lys56 を Thr に置換した変異体 Cro を用いて同様

に合成DNAとの相互作用を調べた結果，特異的及び非特異的相互作用を担う残基が明らかになった。

又， Va155 の代わりに Cys の残基を導入する事により 2 量体聞にジスルフィド結合がかかった Cro が得

られ，この Cro と DNAの相互作用の観察から特異的結合における誘導適合の重要性が明らかになった。

論文の審査結果の要旨

白川君は遺伝子発現機構を分子レベルで解明しようとして A ファージの Cro リプレッサーの系を取

り上げ，遺伝子操作技術，核磁気共鳴法を中心とした物理化学的手法を用いて問題解明に取組んだ。

この蛋白質は量的に得にくいので recA 蛋白質のプロモーターの下流に Cro 遺伝子を導入したプラス

ミドを作製し，大腸菌を宿主として量産化を試み物性測定には充分な量が取れるようになった。この

蛋白質について溶液中の構造解析を行い，結晶中と大差ないこと，ニトロ化の方法と光CIDNPによっ

て分子表面に露出したチロシン残基の同定に成功した。オペレータ -DNAとの相互作用を見ると，こ

の表面露出チロシンが結合に関与するほかに Cro 蛋白質の 2 量体構造のゆるむことと同時に DNA も

変形をうけるような誘導適合の生じていることが認められた。

さらにこの蛋白質に部位指定アミノ酸置換の方法を適用して各種変異 Cro を作り その構造とオペレー

ター DNA との結合の変化を観察した。その結果ある種のリジン残基はDNA一般との結合に必須であ

り，ある種のリジン残基は塩基配列の識別に重要なことがわかった。この結果は核磁気共鳴のアミドプ

ロトンシグナルの挙動と良く対応して説明された。変異 Cro 蛋白質のうち 55位の Val を Cys に変換し

たものは自働的に酸化されて 2 分子間で s-sで架橋されたこ量体を形成した。このものは大変熱に安

定になるが同時に オペレーターDNAとの結合能力も弱まる。 DNAへの特異的な結合と， Cro 蛋白

質の 2 量体構造との聞には相関のあることが判明した。

以上のように白川昌宏君の研究は遺伝子発現という生物的な現象解明に遺伝子操作法のみならず，物

理的，化学的な手法を導入して，分子レベルで解明するという新しい研究方式を作り上げたと同時に，

現象そのものについても蛋白質と核酸の誘導適合という現象を見出してその意義を考察した点は理学博

士の学位論文として充分価値あるものと判定する。
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