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論文内容の要旨

構造や機能が異なった 3 種の DNA ポリメラーゼ α ， ô , εCPolα ， Pol δ ， Pol ε) が、出芽酵母の染色体

DNA 複製に必須である。 Pol α は Leading 鎖合成開始と岡崎フラグメントの合成開始に関与し、 Pol δ と Pol ε は

Leading 鎖と Lagging 鎖の合成に関与すると言われているが、その役割ははとんど明らかにされていな L、。本研究

では、 Pol ε の細胞内での DNA 合成における役割を詳細に調べるため、 Pol ε のポリメラーゼドメインと 3 ,_ 5'エ

キソヌクレアーゼドメインを欠失している po12-16変異株を用いて解析をおこなった。 po12-16株は Pol ε のポリメラー

ゼドメインを欠失しているにもかかわらず、生育可能であると報告されている。

po12-16株は野生株と比較して細胞周期の長さが約 3 倍に伸び、特に S 期への進入、進行ともに遅れがみられた。

また S期チェックポイント制御は正常であるが、 HU に対する感受性より、 po12-16株の生育が悪くなるのはポリメラー

ゼ活性の低下によることが示唆された。

細胞の寿命を測定したところ、 po12-16株では平均約 5 世代で分裂できなくなることが分かった。また po12-16株の

細胞の最終形態は、野生株と比較して dumbbell 型の細胞の割合が高いことが確認された。これより po12-16株では、

複製の過程で何らかの異常が生じて細胞の老化が早まっていると考えられる。さらにテロメアの長さについて調べた

ところ、 po12-16株では野生株と比較してテロメアが短くなっていることが明らかになった。一方、 Pol α ， Pol δ の

変異株ではテロメアは野生株より長くなっていた。これより、 Pol ε と Pol α ， Pol δ がそれぞれ Leading 鎖と Lag­

ging 鎖を分担して DNA 合成をおこなっていると予想される。

2 次元アガロースゲル電気泳動法を用いた解析より、 po12-16株では野生株と比較して複製開始点の firing の遅れ

がみられた。さらに CHIP assay を用いた解析より、 Po12-16p は複製開始点に結合する活性は残っているが、その

後の複製フォークと共に移動する活性を失っていることが示唆された。

Pol ε が DNA ポリメラーゼの校正機能だけではなく、ミスマッチ修復に関与している可能性が考えられたため、

自然発生突然変異率を測定した。 Pol ε ， Pol δ のエキソヌクレアーゼ活性のみをもたない変異株では変異率は野生

株と比較して上昇するが、 po12-16株では野生株と同程度であった。これより、 Pol ε のポリメラーゼ活性はミスマッ

チ修復に関与していないことが示された。一方、 po12-16変異と Pol δ の触媒サブユニットをコードする POL3(CDCみ

の温度感受性変異との二重変異株はすべて致死となった。さらに Pol δ の 3 番目のサプユニットをコードする POL32

の破壊株との二重変異株も致死となった。以上より、 Pol ε は Pol δ と協調して DNA 合成をおこなっていることが
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考えられる o

以上の結果は、通常の効率の良い正確な染色体 DNA 複製には Pol ε のポリメラーゼ活性が必須であり、 Pol ε と

Pol δ が機能分担して DNA 合成をおこなっていることを強く示唆している。

論文審査の結果の要旨

出芽酵母 Pol ε のポリメラーゼ活性が染色体 DNA 複製に必須であるかを知るために、ポリメラーゼドメイン欠損

株を用いて解析を行なった結果、変異株で生育、複製において多くの異常がみられたことより、効率良い正確な

DNA 複製にはポリメラーゼドメインが必須であると示唆された。これは Pol ε の catalytic な機能を詳細に調べた初

めての研究であり、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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