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論文内容の要旨

〔目的〕

細胞増殖調節機構の解明は悪性腫蕩の研究における重要な課題である於その中でも， DNAの複製，

特に複製開始機構lζ関する研究は中心的課題で=ある。大腸菌の DNA複製開始蛋白である DnaA は染

色体上にある複製開始点 (ori C) に存在する TTATCCACAを基本とする配列: DnaA-box 11:結合

し，複製を開始する乙とが知られている。一方，枯草菌の複製開始領域の研究からも DnaA蛋白が独

自に見いだされ，周辺領域の遺伝子構造も大腸菌と同じである乙とが明かとなっている。また枯草菌

では dnaA周辺に DnaA-box クラスターからなる大腸菌の oriCとよく似た構造が認められている。

このような事実から， DnaA と DnaA-boxの相互作用による複製開始機構は細菌における普遍的な機

構ではなし、かと考えた。細菌系統樹は大きく 3 つの枝に分けられるが，今回，グラム陰性菌の大腸菌，

lowGC グラム陽性菌の枯草菌に加えて，もう 1 つの大きな枝である highGCグラム鶴性菌に属する

ミクロコッカス，大腸菌と近縁種であるシュードモナス，また，ゲノム構造が最も単純化されたと考

えられる寄生細菌のマイコプラズマ(lowGC グラム陽性菌)から dnaA遺伝子領域のクローニング

を行い，乙の領域の細菌聞における普遍性および、多様性について検討した。

〔方法〕

大腸菌 dnaA構造遺伝子DNA断片をプローブとして用い シュードモナス DNAから dnaA 相同配

列および周辺領域を含む 2 断片をクローニングし，合わせて約4.2kb の部分について塩基配列決定を

行った。また，同様の方法でミクロコッカスからも dnaA 領域を含む 3 断片をクローニングし，合わ
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せて約4.2kbの部分について塩基配列決定を行った。また， ミクロコッカス dnaA 遺伝子花関しては

primer extension法 lとより転写開始部位の決定も行った。さらに， DnaA蛋白内に見い出される上記

4 細菌間でのアミノ酸共通配列(後述)に相当する合成オリゴヌクレオチドをプローブとして用い

マイフプラズマからも dnaA 領域約 2.5kbのクローニング，塩基配列決定を行った。

〔結果・考按〕

dnaA遺伝子が 5 細菌の間で保存されているばかりでなく，周辺領域の遺伝子配置(rnρA， ゆmH，

dnaA , dnaN, recF, gyrB) も同じであるととが明かとなった。また，各細菌でゆmH-dnaA 聞に

は左右両方向へのフ。ロモーターが確認されたが，このように多数の遺伝子の配置が細菌間で保存され

ている例は他に類をみない。乙の乙とは，乙の領域が細菌にとって必須な生理機能装置として働いて

いる乙とを強く示唆するものである。これらすべての細菌では dηαA の上流に約 300-600 bp の非翻

訳配列がみられるが，乙の部分には大腸菌を除く 4 細菌でDnaA-box クラスターがみられるのに対

して，大腸菌では散在する僅か 3 つの DnaA-boxがみられるに過ぎない。大腸菌では DnaA-box ク

ラスターを oriC部分にみるが，乙れはdnaAの上流約45kb'c位置するものである。最近，枯草菌，シ

ュードモナスで乙れらの DnaA-box クラスタ一部分が oriC として働く乙とが明かにされており，乙

れらの乙とから，細菌における基本構造としては dnaA の近傍，c ori C が存在する構造が考えられ，

大腸菌は進化の過程で例外的に orz" C が転座したものではないかと思われる。一方 dnaAの下流につ

いてみれば， グラム陽性菌ではこ乙にも DnaA-box クラスターを含む非翻訳配列がみられ， これはグ

ラム陽性・陰性菌間での特徴的な違いであると考えられる。また，それぞれについて詳細な比較をし

てみると非翻訳配列の大きさや DnaA-box クラスターの大きさ，個数は細菌間で違いがみられ，特に

ミクロコッカスでは DnaA-box の基本配列はTτCTCCACA ，c変化していた。 乙れらの乙とは， dnaA

蛋白の構造 Iとみられる細菌間での多様性(後述)や複製に関与する他の蛋白の違いに関係するもので

あろう。

5 細菌の DnaA蛋白を比較したと乙ろ， DnaAは細菌間でのアミノ酸相向性が中等度，殆ど無い，

高度である 3 つの domain 1 , II , III (dI , dII , dIII) を有する乙とがわかった。 dIII ，c は 5 細菌間

で完全にアミノ酸が保存されている部分がいくつか見いだされたが，乙の中には DnaA の機能に関す

る乙とが明かにされている ATP の binding site も含まれていた。一方， dII は，細菌間でその長さも

大きく異なっていた(枯草菌: 49- シュードモナス: 112) 。また，乙のdomainでは塩基組成(労GC)

も細菌間で大きく異なっており，強いGC/ A T pressure の影響が認められた。

〔総括・展望〕

1) dnaA遺伝子領域は約 1 万 bp にわたり細菌間で例外的に強く保存されている領域であり，細菌

界に普遍的な必須生理機能装置であると考えられる。 2) DnaA と DnaA-boxの相互作用による複製

開始機構が細菌界において普遍的なものである乙とが強く示唆された。また， dnaA遺伝子領域の細

菌における基本構造および細菌聞にみられる多様性を見いだした。乙れらの構造的多様性は複製にお
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ける種特異性K関与するものであろう。 3) DnaA蛋自には細菌間におけるアミノ酸相同性の高い領

域 (dIII)が認められたが 乙れらの領域のうち特に強く保存されている部分がいくつか存在してお

り，乙れらをプローブとして探索すれば，真核生物からも DNA複製開始蛋白を同定できる可能性が

あるものと期待される。

論文審査の結果の要旨

本研究は DnaA蛋白と DnaA-boxとの相互作用による複製開始機構が細菌に普遍的な機構である乙

とを強く示唆したものである。 13億年も前lζ分かれて進化してきた細菌間で乙のような共通機構を見

出した乙とは非常に注目すべき乙とであり，乙れは従来の問細菌はそれぞれ独自の複製開始機構を有

する"という考え方を大きくくつがえしたものである。また 本研究では細菌の複製開始領域の基本

構造や，グラム陽性菌と陰性菌聞にみられる構造的多様性についても新しい知見が示されており，複

製開始機構や細胞増殖調節機構の解明に貢献するのみならず 生物進化学的な研究としても大きな意

義を有するものである。乙れらの乙とから，本研究は医学博士の学位を与えるに極めてふさわしいも

のであると考えられる。
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