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論文内容の要旨

〔目的〕

細菌lとは複製開始蛋白( Dna A)とそれが識別する TTATCCACAを基本とする配列 (DnaA-box)

が普遍的に存在し，染色体の複製開始に重要な役割を果たしていると考えられる。枯草菌の場合，染色体

複製開始領域に dnaA 遺伝子が存在し，その上流および下流の非翻訳配列にはDnaA-box が 3 つのクラ

スターを形成して繰り返し存在している。乙の乙とより枯草菌lζ於いても DnaA蛋白と DnaA-box との

相互作用が染色体複製開始に於いて中心的な役割を果たしていると考えられたがその直接的な証明はなさ

れていなかった。そ乙で本研究で、は枯草菌DnaA蛋白の機能の詳細を解明するととを目的に，枯草菌

DnaA蛋白を精製しその性質を大腸菌DnaA蛋白と比較検討した。

〔方法ならびに成績〕

1. 枯草菌 dnaA遺伝子を強力な tacプロモーター下流に挿入した発現プラスミドを作成し，大腸菌

DnaA遺伝子を欠失した変異株を用いて形質転換を行った。 SDS ポリアクリノレアミド電気泳動lとより

形質転換体の全蛋白を解析したと乙ろ，予想された電気泳動度を持つバンドが出現し，枯草菌DnaA蛋

白が大量に産生されている乙とを確認した。乙の大腸菌を大量培養し，硫安沈澱と陽イオン交換カラム

を用いて精製を行い， 9 55ぢ以上均一な標品を得る乙とができた。乙の蛋白は DnaA-box を持ったD

NA!<::特異的に結合する乙とがゲノレシフト法lとより確認された。

2. 大腸菌DnaA蛋白は， ATP , ADP, cAMP と結合し， cAMP !<::よって oriCへの親和性が増大

3 する乙とが報告されている。 H標識したATP ， ADP, cAMP と精製枯草菌DnaA蛋白との結合を
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フィノレタ←・パインデイング法により解析した。その結果，枯草菌DnaA蛋白は， ATP , ADPと結合

する乙とが観察されたが， cAMP との結合はみられなかった。更に種々のヌクレオチド存在下での

DnaA蛋白と 32p で末端標識した DnaA-box を持つDNA断片との結合をフィノレター・パインディ

ング法により解析した。その結果，低濃度のDNA断片を使用したとき， ATP により DNAへの結合

が促進される乙とが観察されたが， cAMP では乙のような効果は見られなかった。

3. 3 種の枯草菌DnaA-box クラスター或いは大腸菌 ori C配列を持つDNA断片の一方の 3' 末端を

32p で標識し， DNase 1 フット・プリント法により結合部位および結合の強さを解析し，以下の

結果を得た。

1 )枯草菌DnaA蛋白は大腸菌 oriC中の配列を含めて，共通配列や 1 塩基違いの配列に結合する。乙

れより DnaA蛋白がDnaA-box ~ζ特異的に結合することが示された。

2) 2 塩基違いの配列は，共通配列や 1 塩基違いの配列の近傍にあるとき結合がみられる。これより，

強い結合がみられる共通配列や 1 塩基違いの配列の存在は隣接する 2 塩基違いの配列への結合を促進

する事が示唆された。

3) 各DnaA-box の DNase 1 抵抗性部位の解析を総合したところ， DnaA蛋白はDNAの二重ら

せん構造の一方向側から結合していると考えられた。

4. 枯草菌DnaA-box クラスターを含むプラスミドを枯草菌に導入すると，染色体の複製開始を抑制ま

たは回害する(不和合性)。この不和合性の強さはクラスターにより異なっており，それは各クラスタ

ーと DnaA蛋白の親和性の差によると考えられる。乙の仮説を， in vitro で検証するには競合実験

が最適と考え，各DnaA-box クラスターを挿入したフ。ラスミドと 32p で標識したフ。ロープDNA断

片との間でDnaA蛋白への結合を競合させた。その結果，不和合性の強さと競合能に相関を認め，不和

合性の強さの差は DnaA蛋白と DnaA-box クラスターの親和性の差によるものと考えられた。

大腸菌 oriC配列が枯草菌中で複製能を持たない乙とと併せて考えると， DnaA蛋白は DnaA-box を

認識するだけでなく DNA上の DnaA-box の配置をも認識していると考えられる。

〔総括〉

1.枯草菌複製開始蛋白( DnaA 蛋白)の大量発現系を作成し精製した。

2. 枯草菌DnaA蛋白はATP~ζ対して高い親和性を持つが cAMPとは結合しない。 ATP により DnaAー

boxを持ったDNA~c::対する DnaA蛋白の親和性が増大するが， cAMP にはこのような効果はない。

3. 枯草菌DnaA 蛋白は， DnaA-box の共通配列( TTATCCACA )や 1 塩基違いの配列に結合する。

2塩基違いの配列は，これらの配列の近傍にあるとき結合がみられる。

4. 枯草菌 dnaA 遺伝子両側の配列中のDnaA-box クラスターが示す不和合性の強さの差は， DnaA蛋

白と DnaA-box クラスターの親和性の差によることを in vi tro で示した。

以上の乙とから枯草菌でも大腸菌と同様に DnaA蛋白が複製開始に於いて中心的な儲リを担うという従

来の遺伝学的知見が in vitro で裏付けられた。
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論文の審査結果の要旨

細菌の染色体複製開始に於いては， DnaA蛋白と DnaA-box の相互作用が中心的な役割を行っている

と考えられる。しかしながら生化学的研究は大腸菌に限られている。枯草菌は大腸菌とは異なり DnaA

boxクラスターによって染色体複製の開始が抑制される乙とから， DnaA蛋白と DnaA-box の相互作用

によってユニークな複製開始制御を受けていると考えられる。福岡は枯草菌DnaA蛋自の生化学的な解析

によって複製開始の制御機構を明らかにするため， DnaA蛋白の大量発現系を作成して乙れを精製し， in 

yjtro で解析を行い以下の諸点を明らかにした。 1 )各種ヌクレオチドと DnaA蛋白との親和性，及び

それらがDnaA蛋白のDNA結合能に与える景矢島 2) DnaA蛋白のDNA上の結合部位がDnaA-box

であり， DnaA-box への結合はその配列や周囲のDnaA-box の配置に依存する乙と。 3) DnaA:斗ox

クラスターが示す抑制能力の相違は各DnaA-box クラスターと DnaA蛋白との結合能力の差に帰着し得

る乙と。

以上本研究は枯草菌においてDnaA蛋白が複製開始とその制御に於いて中心的な役割担うという従来の

遺伝学的知見を in yitro 系を使って明らかにしたもので，分子遺伝学に貢献する価値ある研究と評価

した。
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