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論文内容の要旨

DNA 組換えは、遺伝的多様性を生み出し、 X線等によって生じる DNA 二重鎖切断の修復に働く。出芽酵母の

MREJJは、減数分裂期組換えの開始反応である DNA 二重鎖切断形成とその末端の消化、 X線等によって生じる

DNA 二重鎖切断の組換え修復など、細胞内の様々な組換え反応に関与することから、 DNA 組換え機構を明らかに

するうえで、 Mrellの機能を明らかにすることは非常に重要である o Mrel1は一本鎖 DNA 切断活性や二本鎖 DNA

末端を消化する活性、 DNA 巻き戻し活性等の様々な活性を持つ。しかし、これらの機能が各過程でどのように働く

かは明かとなっていな L、。そこで、それぞれの機能だけに欠損を持つ mreJJ変異株を作成し、各機能の細胞内での役

割を調べることで Mrellの関与する反応機構の解明を試みた。

Mrellの C末端に存在する DNA結合領域 B (サイト B) を欠失する変異株などの C末端に変異を持つ株は、減数

分裂期組換えの開始反応である DNA 二重鎖切断の形成ができなかった。一方、 DNA結合領域A (サイト A) や、

ホスホエステラーゼのコンセンサス配列に変異を持つために DNA 切断活性を失っている変異株は、 DNA 二重鎖切

断は形成できたが、その末端を消化できなかった。その時の DNA 末端の構造を調べると、 DNA 二重鎖切断に必要

な因子の一つ、 Spoll蛋白質が DNA 末端と共有結合していた。また、ヌクレアーゼ活性を失った株と C末領域に変

異を持つ株をかけ合わせたヘテロ接合体は減数分裂期組換えに欠損がなかった。以上のことから、 DNA 二重鎖切断

形成時には Mrellはサイト B で DNA に結合するのに対し、二重鎖切断形成後は、サイト Aで DNA と結合し DNA

末端を巻き戻すことで一本鎖 DNA 領域を作りだし、 DNA を切断すると考えられる。

次に、 DNA 傷害修復について調べたところ、両方の DNA 結合領域が DNA 修復に必要であることがわかった。

また、 DNA 修復には、ヌクレアーゼ活性に依存する反応と依存しない反応があることがわかった。興味深いことに、

接合型をきめる MAT遺伝子座で起きる相同組換え反応では mreJJ欠失株は DNA 末端の消化に欠損を示すが、ヌク

レアーゼ活性を失っている株では欠損はなかった。これは、 Mrellの DNA 巻き戻し活性が、 DNA 末端を消化する

反応に関与する可能性を示唆している。

これまでに報告されていた sae2 遺伝子欠失株が、我々の単離したヌクレアーゼ活性を失った mrell 変異株と同じ

表現型を示すことから、 SAE2 遺伝子に注目し、解析したところ、 Sae2 蛋白質は Mrellの N末側と結合することが

わかった。また、この他、 Sae2 蛋白質が DNA に結合できることがわかった。次に DNA 修復への関与を調べたと

ころ、サイト Aを欠失した mreJJ- 6 変異と sae2 遺伝子欠失の二重変異株は、 mreJJ- 6 単独変異にくらべ、 DNA
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修復に非常に強い欠損を示した。このことから、 Sae2 の機能は減数分裂期組換えだけでなく、 Mrellの行う DNA

修復反応にも必要であることが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

DNA 組換えに必要な出芽酵母 Mrellの機能解析と Sae2 蛋白質の解析は、多機能を持つ Mrell蛋白質の各機能が

どのように組換え反応で働くかを明らかにし、 Mrell複合体の構成因子として、新たに Sae2 が含まれることを発見

した。これらの結果により、 DNA 組換えで Mrellがどのように働くかが明らかとなった。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。
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