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論文内容の要旨

「目的」

真核生物の染色体は多数のレプリコンで構成され，それぞれ特定の部位(開始点)から複製を開始する。染色体の複

製制御の分子機構を明らかにするため，酵母をモデル生物として複製開始点の構造と機能の研究が進んでいる。我々は

出芽酵母において一本の染色体の複製とその制御の全体像を明らかにする目的で，第六染色体の全ての複製開始点を分

離し，その構造と機能を解折している。

出芽酵母では複製開始点、はプラスミドの自律複製を可能とする配列 (ARS) として分離することが出来る。我々は

第六染色体から 9個の ARS をクローニングしその染色体上の位置を決定すると共に，自律複製に必須な領域とそれに

隣接する開始促進領域を決定した。一般に必須領域は 11bp の既に報告されている ARS 共通配列 (ACS) によく一

致したが，促進配列はAT に富むという以外に配列上の特徴はなく， ACS の相対位置も大きさもさまざまであった。特

にそのいくつかは 100 -150bp の中に ARS の最大活性を発揮する情報が含まれていることが明らかになった。

このような単純な構造をもっ ARS はこれまで詳しく解析されていない。

一方 Sti11man らの研究から，開始点を識別する巨大蛋白複合体は ACS を核とする約 50bp と特異的に結合するこ

とが判明している。このことは ACS の極近傍に複製開始に必要で充分な情報が存在することを示している。本研究

はこのような複製開始点の構造的情報を塩基配列レベルで明らかにすることを目的に塩基置換による解析を，特に DNA

の巻き戻し活性 (DUE) に焦点を当てて行ったものである。

「方法ならびに成績J

ARS の最大活性に必要な塩基数がそれぞれ， 101bp (ARS605) , 111bp (ARS607) , 155bp (ARS609) である 3

種の ARS を選び，ヴェクター側の配列の影響を避けるため，周辺領域約 300bp を含めて ARS 活性測定用のプラス

ミドに挿入し，解析に用いた。塩基置換変異は ACS をはさんで約 200bp 領域について，系統的に Xhol リンカーを

PCR 法で導入した。また一部の領域については野性型の配列に相補的な配列によって置換した。これら多数の変異

ARS を含むプラスミドの複製効率を分裂安定度により測定し，野性型と比較することによって，変異によって複製効
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率が阻害される領域を決定した。つぎに開始促進配列の分子機構を解明するためその領域について単鎖ヌクレアーゼ

感受性部位とその置換変異による変化の有無を塩基配列レベルで解析した。

先ずどの ARS についても ACS に進入する変異は ARS 活性を完全に消滅させ， ACS が配列特異的な必須配列で

あることを確認した。ついで，変異によって活性を 10 -30%阻害する促進領域を ACS の両側 (ARS605) 及び 3' 側

(ARS607) にそれぞれ 3箇所同定した。面白いことに ARS609 には促進配列は全く観察されなかった。

6個の促進配列中 5個は野性型に相補的な配列では全く阻害されないことから配列非特異的で AT -rich な DUE

としての機能が予想された。実際 3種の ARS いずれにも単鎖ヌクレアーゼに高感受性の領域が観察された。しかし

塩基配列レベルで調べると，その領域は約 150 -200bp にわたって分布しており，最も感受性の強い領域は ACS か

ら 100bp 以上離れた ARS 活性に無関係な領域であることが判明した。そこで，促進領域の置換変異について詳細に

検討すると ARS605、 607 のおのおのー箇所について変異によって ACS とその近傍のヌクレアーゼ感受性が局所的

に著しく変化を受けることが明らかになった。このことは ACS とその近傍の DUE としての高次構造が ARS 活性

に重要であること，及びそれに対して周辺の促進配列が協調的に働いていることを強く示唆している。

「総括」

(1)リンカーによる塩基置換変異によって， 3種ARS の全てに， ACS が必須であること，又ARS605及び607 にはそ

れぞれ 3 箇所の促進領域が存在することを明らかにした。 ARS609 には促進配列は観察されなかった。

(2) 6箇所の促進配列の内 5箇所は野性型に相補的な配列による置換によって阻害されなかった。このことは促進配列

が AT -rich な DUE として機能していることを示している。

(3) 全ての ARS に約 150 -200bp にわたって，単鎖ヌクレアーゼ (P 1) に高度感受性の領域が存在する。その中

で， ACS とその極近傍の領域が，促進配列の 2つの置換変異によって著しく変化した。すなわち， ACS の近傍の

DUE としての高次構造が ARS 活性に重要であること及びそれに対して近傍の促進配列が協調的に働いているこ

とを強く示唆している。

論文審査の結果の要旨

真核生物の染色体は多数のレプリコンで構成され，それぞれ特定の部位(開始点)から複製を開始する。しかし，個々

の複製開始点の単離が困難なため，これらの構造および制御機構はあまり解析が進められていない。これに対し，出芽

酵母では複製開始点をプラスミドの自律複製を可能とする配列 (ARS) として分離することが出来るという利点があ

り，真核生物の中では例外的に，複製開始点の構造と機能の研究が進んでいる。

M.B.Rashid は，複製開始点の構造的情報を塩基配列レベルで明らかにすることを目的として出芽酵母の第六染色体

より系統的に単離された， 9個の ARS のうち，最大活性に必要な DNA 領域の短い， 3つのものについて塩基置換によ

る解析を行ない，変異によって複製効率が問害される配列を決定した。さらに，これらの配列の DNA の巻き戻し活性

(DUE) に焦点を当て，その領域について単鎖ヌクレアーゼ感受性部位とその置換変異による変化の有無を塩基配列レ

ベルで解析した。

その結果， 2つの ARS で，おのおのー箇所について，変異によってヌクレアーゼ感受性が局所的に著しく変化を受

けることが明らかとなった。このことは複製開始点の巻き戻し配列 (DUE) の高次構造が ARS 活性に重要であるこ

と，及び近傍の促進配列がお互いに協調的に働いていることを示している。

以上の業績は，今まで未知の問題であった，真核生物の複製開始点の詳細な構造を明らかにしたものであり，当大学

院における医学博士に値するものと評価する。
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