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立石 智
理学博士
第 905 1 号
平成 2 年 3 月 24 日

理学研究科生物化学専攻
学位規則第 5 条第 1 項該当

学位論文題目 Study on Structure and Funct ion of Escherichia coli 
RecA Protein Through the Characterization of Its 
Mutant RecA Proteins 
-The Role of C-Terminal Region in DNA Binding一
(変異 RecA 蛋白質を用いた大腸菌 RecA 蛋白質の構造と機
能の研究一特{こ DNA結合における C末端領域の機能について)守
(主査)

論文審査委員 教授小川英行
(副査)
教授演口浩三 講師小川智子 教授松原 央

論文内容の要旨

(1) はじめに

大腸菌RecA蛋白質は遺伝的組換え及びsos誘導反応に関与している。 ATP と ss DNAを補助因

子として次の二つの反応を行なう。即ち (1)相同な配列を持つ二本のDNA分子の間でDNA鎖の交換を

行なう反応 (2) リフ。レッサー蛋白質の自己分解反応を促進する反応であるo これら二つの反応には， RecA 

蛋白質がATPの存在下で単鎖DNA上に連続的に結合した presynaptic complex の形成が重要で

ある。私は乙の presynaptic complex が担う機能をより詳細に解析する事を試みた。

RecA蛋白質のC末端から 2 5 アミノ酸残基を欠失した蛋白質をつくる recA 5 3 2 7 は sos機能を

構成的に誘導する性質を持っているロ変異株 recA 9 1 及び recA430 はプロファージの誘導に特異性

を示す。乙れらの変異株から精製した変異RecA蛋白質の生化学的』性質を調べ，その変異がRecA蛋白震

の持つどの様な活性に変化を与えるかを明らかにし，変異と活性の関連を考察して蛋白質の構造と機能の

関係を知ろうと試みた。

(2) R ec A 5 3 2 7 変異蛋白質の性質

RecA5327 蛋白質はC末端のアミノ酸 2 5 残基を欠失した蛋白質である。リプレッサ一切断反応を

調べてみると，これらの反応の補助因子である ss DNA の要求性が変化していて野性型蛋白質よりも低

い濃度の ss DNAで充分な活性を示した。 RecA5327蛋白質のDNA結合の性質を調べてみると単

鎖DNAにたいする結合の親和性は野性型蛋白質に比べ約 1 0倍高い乙とがわかった。又野a性型RecA

蛋白質は単鎖DNAIと結合した後に 2本鎖DNAIと結合できるようになるがRec A 5 3 2 7 は単鎖 DNA

非存在下においても 2 本鎖DNA に結合した。一方? ds DNAの巻戻しが効率よく起乙ること， し
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かも結合した複合体を電子顕微鏡で観察すると野性型Rec A蛋白質のそれとほとんど同じ形態を示してい

る乙と等がわかり，乙の ds DN Afζ対する結合能と ssDNAfと対する結合力の増加がSOS誘導を構成

的にする原因であると考えられた。以上の事から Rec A蛋白質のC末端の 2 5 アミノ酸残基がRec A 蛋

白質のDNAへの結合を負に制御していると考えられる。

(3) R ec A 9 1 , R ec A 4 3 0 変異蛋白質の性質

上に述べたように，乙れらの変異株はプロファージの誘発に特異性を示す。乙の遺伝的性質は精製した

変異蛋白質の性質によく反映され，誘発の特異性がRecA蛋白質の変化に直接に起因することが明らかに

なった。これら変異蛋白質のATPase ， DNA鎖交換反応， リプレッサ一切断反応に対する SSB蛋白

質の促進効果を調べることにより乙れら変異蛋白質の結合の強さを知る乙とができる。実験の結果，これ

らの活性は SSB蛋白質で阻害されたので，これらの変異蛋白質はDNA結合にも欠陥があることがわか

った。又これらの活性の阻害は反応液の pHを下げる乙とにより除かれることが見つかった。

Rec A 9 1 及び~Rec A 4 3 0 はそれぞれN末端から 2 2 9 番目及び 204 番目のGlycine が Ser ine 

に置換した蛋白質である。乙れらの変異を含むRecA蛋白質のこの領域には，いくつか同じようにプロフ

ァージの誘発に特異性を示す変異が取られている。乙れらの事実は， RecA蛋白質の乙の領域がリプレツ

サー蛋白質との相互作用，または認織に関与している乙とを示している。一方， 乙れら変異蛋白質は ss

DNAとの結合も弱くなっているので，乙の領域はDNA との結合にも関与していると考えられる。

論文の審査結果の要旨

大腸菌 rec A遺伝子は遺伝的組換えと SOS機能，つまり DNA障害に対処し修復するための機能の

誘導に関与している。その産物のRecA蛋白質はそれに対応して(1)相同な塩基配列を持つ二本のDNA分

子の間でDNA鎖の交換を行う反応と(2) リプレッサー蛋白質を切断不活化する反応を行い，両反応とも一

本鎖DNA とATP との間で作る三者複合体 (presynaptic complex) によって行なわれる乙とが

あきらかになっている。

立石君は，乙の反応の鍵を握る三者複合体形成を詳細に解析し，特にリプレッサ一切断反応の制御に付

いて新しい知見を数々得た。立石君が成功したのは rec A変異株を巧妙に選択した点にある。

先ずSOS機能を構成的に誘導する rec A 5 3 2 7 株より精製したRec A 5 3 2 7 蛋白質の解析を通

じて， Rec A蛋白質活性化の制御機構にC末端 2 5 アミノ酸残基が重要な役割を果している可能性を示

した。特にRecA蛋白質がそのC末端領域を失うと単鎖DNAfL:対する親和性が約 1 0 倍高くなる事，二

本鎖DNAにも効率良く結合できる様になる事を示し， Rec A蛋白質のDNAf乙対する結合の強弱が，

SOS機能の発現制御に直接関連あることを示した。そしてRec A蛋白質のC末端 2 5 アミノ酸残基が

DNAに対する結合を負に制御している仮説を提出した。

次にプロファージの種類lとより， その誘発効率が異なる recA91 と recA 430 から精製した蛋白質を用

いて，リプレッサーに対する認識機構について考察した。まず反応液の pH 及び大腸菌単鎖DNA結合蛋
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白質 (S S B) が Rec A蛋白質が前述の三者複合体をつくるのに影響を持つ乙とを利用して， リプレッ

サーに対する特異性は，三者複合体の形成能の強弱とは無関係であり，むしろ変異のお乙ったアミノ酸の

位置と性質による乙とを示した。

また変異の起った位置から RecA蛋白質のリプレッサー認識部位の位置を提案した。

以上のように，本研究はRec A蛋白質のリプレッサ一切断の活性化制御機構並びにリフ。レッサー認識機

構に多大の貢献をしたもので，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。
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