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論文内容の要旨

[目的]

大腸菌 RecG は遺伝学的および生化学的解析から相同組換えにおいて組換え中間体であるホリデー構造の分岐点移

'動反応を促進する DNA へリカーゼであると考えられている。本研究において我々は RecG を大量発現させると

ColEl-type の複製開始様式を持ついくつかのプラスミドのコピー数が劇的に減少することを発見した。この現象は組

換えに関与すると考えられている酵素である RecG が ColEl プラスミドの DNA 複製にも関与している事を示唆して

いる。そこで，プラスミド DNA 複製に対する RecG の作用を in vitro で解析した。

[方法ならびに成績]

まず， ColEl プラスミドの複製開始の in /)ihγJ 再構成系 (DNA ポリメラーゼ I と RNA ポリメラーゼおよび

RNaseH の反応系)に RecG を種々の濃度で加えたところ， RecG の濃度に依存的な DNA の合成阻害がみられた。

ColEl プラスミドや p15A プラスミドの複製の開始にはプライマ -RNA の前駆体と鋳型 DNA とが安定な RNA

DNA ハイブリッドを形成し， DNA 鎖が開裂した構造 (R-loop) をとることが必要で、あることがわかっている。そこ

で，複製起点、においてプライマ -RNA 前駆体との問で形成される R-loop を調製し，これに DNA ポリメラーゼ I と

RNaseH , dNTP，および種々の濃度の R町G 奇加えて dTTP の取り込みを計測したところ，同様に RecG 依存的な

DNA 合成の阻害がみられた。これにたいして，テンプレート・プライマーを用いた DNA 合成への RecG の効果を調

べたところ， I{ecG は DNA ポリメラーゼ I の DNA 鎖伸長反応を阻害しないことがわかった。これらの結果は RecG

が Cl汁El プラスミドの複製開始，特に RNA ポリメラーゼによってプライマ-RNA の前駆体が合成され， DNA ポリ

メラーゼ I によって DNA 鎖が伸長するまでの聞に作用することを示めしている。

RNaseH 活性の低下した変異株( ntllJl l 変異)て、活性化される大腸菌染色体の構成的安定 DNA 複製(cSDR) は

RNaseH によって R一loop が除去されにくくなるために安定な I<~ loop が形成されて起ると考えられている。 rnhA と

recG の二重変異が致死性を示すことや， I{ecG の欠損株においても cSDR が活性化されるというこれまでの報告は
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RecG が R-loop の解消に関与していることを示唆している。これらの報告から， RecG が R-loop を解消する活性をも

ち，複製の開始に必要な安定な R-loop の形成を阻害するのではないかと考え， DNA の合成阻害を調べた時と同一の

方法で調製した R-loop と RecG とを in vitro で反応させた。プライマー RNA の前駆体をラベルしておき， ATP 存

在下で反応させた場合， R-loop の位置のバンドが消失することがアガロースゲル電気泳動で確認できた。一方， ATP 

を ADP や ATPγS で置き換えた， ATP の加水分解がない条件下で R-loop と RecG とを反応させた場合にはバンド

の消失は見られず， RecG が ATP の加水分解によって生じるエネルギーを利用して R-loop を解消することがわかっ

た。また，同一のサンプルを変d性ゲ、/レで分離して反応産物を検出したところ， RecG との反応産物には RNaseH との

反応産物に見られるような短い切断片は検出されなかった。以上の結果は， RecG が R-loop からプライマー RNA の

前駆体をへリカーゼ活性によって解離させることによって R-loop を解消していることを示している。また，基質過剰

条件で R-loop と種々の濃度の RecG とを反応させたところ，低濃度の RecG で効率良く R-loop を解消することがわ

かった。このことは， RecG による R-loop の解消が酵素的反応であることを示している。また， R-loop の解消に必要

な RecG 濃度は DNA の合成阻害に必要な濃度と対応していた。

[総括]

以上の実験結果から RecG が RNA-DNA ハイブリッドをへリカーゼ活性によって解離するというユニークな活性

を持ち，プライマー RNA の前駆体を複製起点から解離させることによって R-loop を解消し，プラスミド DNA の複

製開始を阻害する事が分かった。この結果は， RecG の大量発現によるプラスミドのコピー数の劇的な減少の原因が，

RecG が R-loop を解消することにあることを示している。さらに， RecG が R-loop を解消する活性を持つことは，

recG 欠損株で cSDR がおこるという事実をうまく説明できる。つまり ， recG 欠損株では野生株ならば RecG のへリケ

ース活性によって取り除かれるはずの RNA-DNA ハイブリッドが安定に存在し， cSDR が活性化するのであろう。

論文審査の結果の要旨

DNA の相同組換えは，その基本機構が原核生物からヒトを含めた真核生物にまで保存されている普遍的現象であ

る。また，相同組換えは生物の多様性をもたらす減数分裂期の遺伝的組換えの本質であり，二重鎖切断などの DNA 損

傷を相同な DNA を用いて修復する働きをも担っている。大腸菌 RecG 蛋白質は，相同組換えにおいて，組換え中間体

の分岐点移動反応を触媒するへリカーゼである事が知られていたが，本研究は RecG 蛋白質が ColEl プラスミドの複

製開始点で作られた RNA-DNA ハイブリツドをへリカーゼ活性によって議離させる酵素活性をもち， origin からプ

ライマー RNA 前駆体を除去することによって，複製開始を抑制する事を明らかにした。本研究は組換え酵素である

RecG 蛋白質が DNA 複製の開始を抑制することを in viω 及び in vitro で証明している。遺伝学的な解析によって

DNA の組換えと複製との聞には密接な相互作用があることがわかっているが，分子レベルでの解析はほとんど行わ

れていなし」本研究は組換えに関与する酵素によって制御される DNA 複製開始機構を分子レベルで解析し，そのメカ

ニズムを初めて明らかにした重要な研究である。よって，本論文を学位に値するものと認める。




