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論文内容の要旨

DNA の相問的組換えは、ほとんどすべての生物にみられる基本的な生命現象であり、中でも RecA およびその相

同蛋白質は、遺伝的組換えの中心的な役割を果たしているo 近年、 RecA/RAD51のホモログ、すなわち RadA 蛋白

質が原核生物から真核生物、さらに古細菌 CArchaea) にも発見され、 DNA 相同的組換えのパラダイムは全生物界

に広がってきた。しかし、原核・真核生物と比べると、古細菌の相同的組換えや組換え修復のメカニズムについては

ほとんど研究されていなし、。そこで、 radA 遺伝子を超好熱性古細菌 Pyrobαculum islandicum からクローニングし、

その RadA 蛋白質の性質および-活性について調べた。

他種の RadA の配列にもとづいて作製したプロープを用いて、 P. islandicum ゲノムパンクから radA 遺伝子をク

ローニングした。・コードされる蛋白質 P. is. RadA は、原核生物の RecA よりも真核生物の RAD51や DMCl とより

高い相向性を示した。この遺伝子を大腸菌で大量発現させ、発現産物を精製した。

遠紫外部での円二色性 CCD) スペクトルを用いて P. is. RadA の構造安定性を調べたところ、その二次構造は温

度は87
0

C まで、変性剤に対しては4.5M 塩酸グアニジンまで安定であった。一方、近紫外部の CD スペクトルと蛍光

スペクトルでは、 750C付近に構造転移を示す変化が見られた。これらのことから、 P. is. RadA は950C での不可逆な

二次構造崩壊の前に、 750C付近で Trp-280周辺の環境変化を伴う局所的な構造転移を起こすことが示唆されたD

また、 P. is. RadA は、 RecA/RAD51 と同様に、 ATP 加水分解、一本鎖 DNA 結合、さらに相同的な DNA 間で

のストランド交換反応の活性を示す。興味深いことに、 P. is. RadA の DNA 依存性 ATPase 活性の温度依存性を調

べたところ、その Arrhenius プロットは750Cを境として二相性を示し、 750C以下での活性化エネルギーは、 750C以上

のときより高いという結果が得られた。さらに、一本鎖 DNA 結合能や DNA 鎖交換反応も、 750C を境に顕著な増大

を見せた。

大腸菌 RecA の結晶構造に基づく P. is. RadA のモデ、ル構造では、 Trp- 280を含む領域は DNA 結合モチーフや

ATPase の活性部位に近接していることから、蛍光スペクトルなどに見られる構造転移は、 DNA 結合部位の構造変

化を反映している可能性がある o P. islandicum の最適生育温度が1000Cであることと考えあわせると、 P. is. RadA 

は75
0

C以上で DNA 結合部位を含む領域のコンフォメーション変化を起こすことによって、生育温度でより高い触媒

効率を発揮しているのではないかと考えられる。
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論文審査の結果の要旨

約100
0

Cで生育する超好熱性古細菌 Pyrobαculum ìslandicum から DNA の相同的組換えに関与する RadA 蛋白質

の遺伝子をクローニングするとともに、 RadA 蛋白質を量産化し、精製蛋白質の種々の活性を測定した。そして、 75

℃で活性部位近傍の局所的な構造転移が起こることなど、超好熱菌酵素の特質を明らかにした。よって、博士(理学)

の学位論文として十分価値あるものと認める o
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