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論文内容の要旨

近年、遺伝子発現調節における mRNA 分解制御の重要性は広く認識されるようになってきた。しかし、分解活性

を担う実体やその活性を調節する仕組みについてはまだ不明な点が多い。我々の研究室では T4 ファージが感染した

大腸菌において、 mRNA分解制御が異常となる現象を発見した。 T4 ファージの dmd遺伝子が変異すると、感染後期

においてほとんど全ての mRNA が分解され、遺伝子発現不能(遺伝子サイレンシング)そして増殖不能となる。従

ってこの分解活性は T4 ファージの Dmd 蛋白質により制御されていることが示唆される。そこで私は、この mRNA

分解活性を担う実体の同定とその制御機構の解明を研究目的とした。

遺伝学的解析により、この活性が大腸菌にコードされた新規エンドリボヌクレアーゼにより引き起こされることが

示唆された。そこで原因となるエンドリボヌクレアーゼを同定するため、切断活性を抑制する大腸菌変異株を 5 種類

単離した。そのうちの 2 つは、機能未知である所N遺伝子に変異があり、さらにこの遺伝子の破壊株では切断活性

が完全に抑制されることから、所N遺伝子は切断活性に重要な役割を果たすと考えられた。そこで組換え YfjN 蛋白

質を発現、精製して in vitro において切断活性を調べたところ、 YfjN 蛋白質はエンドヌクレアーゼ活性を有している

ことが明らかになった。この結果は、 YfjN 蛋白質が T4 ファージの遺伝子 dmd変異による mRNA切断活性を担うエ

ンドヌクレアーゼである可能性を強く示唆する。またその他の変異株の解析から、転写抑制遺伝子 iscRの発現が切断

活性を抑制することも明らかになった。

次に活性の制御機構を明らかにするため、大腸菌細胞抽出液を用いた in vitroRNA 分解系を構築し、切断活性を調

べた。その結果、効率の良い切断活性には少なくとも二種類の因子が関与することが明らかになり、さらに YfjN エ

ンドヌクレアーゼは分子量約 900 kDa の大きな複合体を形成していることが示唆された。また切断活性は T4 Dmd 

蛋白質により阻害されることも明らかになった。

最後に Y町N エンドヌクレアーゼの大腸菌内での役割を調べたところ、 YfjN エンドヌクレアーゼが大腸菌内の

mRNAや rRNA の代謝に役割を果たしていることが示唆された。

以上の成果は、今後遺伝子発現調節における mRNA分解制御機構の解明に大いに貢献すると考えられる。
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論文審査の結果の要旨

近年、遺伝子発現調節における mRNA 分解制御の重要性は広く認識されるようになってきた。しかし、分解活性

を担う実体やその活性を調節する仕組みについてはまだ不明な点が多い。我々の研究室では T4 ファージが感染した

大腸菌において、 mRNA 分解制御が異常となる現象を発見した。 T4 ファージの dmd遺伝子が変異すると、感染後期

においてほとんど全ての mRNA が分解され、遺伝子発現不能(遺伝子サイレンシング)そして増殖不能となる。従

ってこの分解活性は T4 ファージの Dmd 蛋白質により制御されていることが示唆されるのそこで私は、この mRNA

分解活性を担う実体の同定とその制御機構の解明を研究目的とした。

遺伝学的解析により、この活性が大腸菌にコードされた新規エンドリボヌクレアーゼにより引き起こされることが

示唆された。そこで原因となるエンドリボヌクレアーゼを同定するため、切断活性を抑制する大腸菌変異株を 5 種類

単離した。そのうちの 2 つは、機能未知である p手N 遺伝子に変異があり、さらにこの遺伝子の破壊株では切断活性

が完全に抑制されることから、 yfjN遺伝子は切断活性に重要な役割を果たすと考えられた。そこで組換え YfjN 蛋白

質を発現、精製して in vitro において切断活性を調べたところ、 YfjN 蛋白質はエンドヌクレアーゼ活性を有している

ことが明らかになった。この結果は、 YfjN 蛋白質が T4 ファージの遺伝子 dmd変異による mRNA切断活性を担うエ

ンドヌクレアーゼである可能性を強く示唆する。またその他の変異株の解析から、転写抑制遺伝子 iscRの発現が切断

活性を抑制することも明らかになった。

次に活性の制御機構を明らかにするため、大腸菌細胞抽出液を用いた in vitroRNA 分解系を構築し、切断活性を調

べた。その結果、効率の良い切断活性には少なくとも二種類の因子が関与することが明らかになり、さらに YfjN エ

ンドヌクレアーゼは分子量約 900 kDa の大きな複合体を形成していることが示唆された。また切断活性は T4 Dmd 

蛋白質により阻害されることも明らかになった。

最後に YfjN エンドヌクレアーゼの大腸菌内での役割を調べたところ、 YfjN エンドヌクレアーゼが大腸菌内の

mRNAや rRNA の代謝に役割を果たしていることが示唆された。

以上の成果は、今後遺伝子発現調節における 'mRNA 分解制御機構の解明に大いに貢献するものであり、博士(理

学)の学位論文として十分価値があるものと認める。
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