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論文内容の要旨

出芽酵母では 3 つの DNA ポリメラーゼ 1 (α) ， II (ε) ， m (δ) が生育および染色体 DNA 複製に必須であるD

これらのうち DNA ポリメラーゼm (δ) は増殖細胞核抗原 (PCNA) および複製因子 C (RF-C) と共にホロ酵素を

形成しプロセ y シビティの高い DNA 合成を行うことからリーデイング鎖あるいはラギング鎖を合成する主な DNA

ポリメラーゼと考えられている。 DNA ポリメラーゼ置は CDC2 (POL3) 遺伝子によってコードされた 125kDa のポ

リペプチドでポリメラーゼ活性と共に 3'→5' エキソヌクレアーゼの触媒活性を持つことが解っているが， その正確

なサブ、ユニット構造や他のサブユニットの機能およびコードする遺伝子は未だ明らかにされていなし」そこで本研究

では DNA ポリメラーゼEの第 2 のサブユニットをコードする遺伝子を同定し，その機能を解明することを目的とし

fこ。

【方法ならびに成績】

まず出芽酵母細胞 4 kgから組抽出液を調整し， SP Sepharose , Q Sepharose , Mono S, Hydroxyapatite および

Heparin Sepharose を用いてカラムクロマトグラフィーを行い DNA ポリメラーゼ皿を精製した。この標品をさらに

O .1 ml の Mono S カラムで濃縮し酵素活性と挙動を共にする 125kDa および 55kDa のポリペプチドを SDS- ポリアク

リルアミドゲル電気泳動法によって切り出しアミノ酸配列を部分的に決定した。その結果 125kDa のポリペプチドか

らは 8 アミノ駿と 10アミノ酸のポリペプチドの配列が得られ，これらは CDC2 遺伝子の塩基配列から推測されるア

ミノ酸配列と一致した。この結果は CDC2遺伝子とその遺伝子産物 (Cdc2 蛋白質)を直接結び付ける最初の証明で

ある(これまでは cdc2突然変異株を用いた解析から遺伝子が向定されていた。)一方， 55kDa のポリペプチドから

は 9 アミノ酸と 5 アミノ酸のポリペプチドの配列が得られ， これらを基にデータベースを検索したところ ， HYS2 遺

伝子(生育に必須で DNA 複製に関与することが示唆されていた)の塩基配列から推測される連続した 14個のアミノ

酸配列と完全に一致した。次に大腸菌で発現させた Hys2 ポリペプチドに対するポリクローナル抗体をウサギで作製

し， Hys2 蛋白質が精製の途中で DNA ポリメラーゼ田活性と共に精製されるかどうかをウエスタンブロソト法を用

いて調べた。その結果 Q Sepharose , Mono S, Superose6 カラムクロマトグラフィーにおいて， Hys2 蛋白質は DNA

ポリメラーゼE活性および Cdc2 蛋白質と共に精製されることが解った。以上の結果から DNA ポリメラーゼ皿活性
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と共に精製される 55kDa のポリペプチドはHYS2遺伝子によってコードされ， Hys2 蛋白質は DNA ポリメラーゼE の

第 2 のサブユニットであることが確立された。

HYS2遺伝子は生育に必須で hys2-1 温度感受性突然変異株は DNA 複製に欠損があるので，この株では DNA ポリ

メラーゼ皿活性が温度感受性であることが期待された。そこで hys2-1 株から DNA ポリメラーゼE活性を精製する

ことを試みたが， Cdc2 蛋白質と突然変異を持った Hys2-1 蛋白質を共に含む分画には DNA ポリメラーゼの酵素活性

がほとんど検出できなかった。このことからおそらく， Hys2-1 蛋白質が突然変異のために抽出段階で変性し DNA

ポリメラーゼE活性を阻害したと考えられる。同様の結果が hys2-2 温度感受性突然変異株の場合にも得られた。

一方， Cdc2 蛋白質を含み Hys2 蛋白質を含まない DNA ポリメラーゼE活性が hys2 突然変異株からだけでなく野生

株からも検出された。この Hys2 蛋白質を含まない DNA ポリメラーゼE は複合体型の DNA ポリメラーゼ田 (Cdc2

蛋白質と Hys2 蛋白質を共に含む)とは違った機能(例えば DNA 修復や組換え)を持つことが考えられる。単一の

プライマーを持つゆ X174単鎖 DNA を鋳型としたとき， この Hys2 蛋白質を含まない DNA ポリメラーゼ E活性に

PCNA , RF-A (単鎖 DNA 結合蛋白質)， RF-C を加えても DNA 合成の促進が見られなかった。 Cdc2 蛋白質と Hys2

蛋白質を共に含む DNA ポリメラーゼ皿複合体の場合には DNA 合成の促進が見られることから， DNA ポリメラー

ゼEが PCNA ， RF-A , RF-C と共に触媒するプロセッシビティの高い DNA 合成には DNA ポリメラーゼ皿複合体中

に Hys2 蛋白質が必要であることが示唆された。

hys2 突然変異を多コピーで抑圧する遺伝子を探索したところ ， CDC2遺伝子が単離された。 CDC2遺伝子は多コピー

で hys2-1 ， hys2-2 いずれの突然変異も抑圧したが，単コピーでは抑圧しなかった。また hys2-2 突然変異は cdc2・2 あ

るいは po13-t 突然変異と組み合わせると合成致死となった。これらの結果は Hys2 蛋白質が DNA ポリメラーゼ E の

第 2 のサプユニットであるという結論と合致した。

【総括】

DNA ポリメラーゼ皿 (δ) の第 2 のサブユニットは HYS2遺伝子によってコードされる 55kDa のポリペプチドで

あり， DNA ポリメラーゼm (δ) が PCNA ， RF-A , RF-C と共に触媒するプロセッシビティの高い DNA 合成には

DNA ポリメラーゼm (δ) 複合体中に Hys2 蛋白質が必要であることを示した。

論文審査の結果の要旨

出芽酵母を用いた遺伝学的研究により，真核生物染色体 DNA 複製には構造と機能が異なる 3 つの DNA ポリメラー

ゼが必須であることが明らかにされている。本研究はそれらのうち， SV40 の試験管内 DNA 複製系を用いた研究か

らリーデイング鎖及びラギング鎖合成に必須であることが明らかにされている DNA ポリメラーゼ δ の出芽酵母ホモ

ログ， DNA ポリメラーゼm (δ) のサブユニット構造とそれらの機能解析を行なったものである。まず，高度に精

製した DNA ポリメラーゼ田 (δ) は 3 つ以上のサブユニットから成ることを明らかにした。この複合体のうち第 1

のサブユニットである 125k D a の触媒ポリペプチドは CDC2遺伝子によってコードされ，第 2 のサブユニットであ

る 55kDa のポリペプチドは HYS2遺伝子によってコードされることを明らかにした。更に，他の 3 つの複製因子

PCNA , RF-A , RF-C が共存するとプロセッシビティの高い DNA 合成反応を行なうことができる DNA ポリメラーゼ

m (õ) 複合体には第 2 サブユニットの Hys2 蛋白質が必要であることを示した。このように，本研究は真核生物の

染色体 DNA 複製反応において中心的役割を果たす DNA ポリメラーゼm (õ) の構造と機能を理解するための重要

な知見をもたらしたものであり，学位授与に値するものと認める。
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