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研 究 ノ ー ・卜

大腸菌recA遺 伝子 とSOS機 能の誘導

理 学 部 小 川 英 行.(=豊 中4305)

研 究 分野 が現 在 の様 に分 化 して しま う と,自 分 の研究 内容 を他 の研究 分 野 の人 に,少 しで も正確 に伝

えよ うとす る と,そ れ は大 変 な仕 事 で ある こ とに気 がつ きます。 そ こ で少 し で も導入 を容 易 に しょ うと

す る と,歴 史 的 に説 き起 こすの が 良 い様 です 。 しか し,十 分 な紙数 が あ るわ けで は あ りま せ ん し,例 え,

順 に説 き起 こして も,途 中 で読 者 を迷子 に して しま いそ うな気 が します の で,い っそ の事,一 気 に現場

へ 案内 し よ うと思 い ます。 変 な言 い方 です が,そ こで迷子 に な って い ただ く方 が,ま だま しだ ろう とい

う発 想 か らです 。.

1.遣 伝 的組 換 え とrecA遺 伝 子

ここしばらく,わ れわれの研究室では。遺伝子の遺伝的組換えの分子機構を明らかにする研究を進

めて来ました。生物材料 としては,分 子レベルで最 も研究の行い易い,大 腸菌とそれに感染するバク

テリォファージを主 として用いて来てい・ます。遺伝学 では,遺 伝子を染色体上に位置づけたり・変異

と置 き換えたりする最 も基本的な方法に,こ の遣伝子組換えを用いていますし,自 然界では,親 から

子へ遺伝子が伝達される際に,祖 父と祖母から由来 した遺伝子の組合わせを固定化することが無い様

に良く混ぜ合わせて子に伝える役割をしていると考えられます。このことは,あ る環境変化が起って

も,そ れに適応していける遺伝子の組合わせを用意して置 くという可能性を持っているでしょうし・

'また別の視点からすれば1例 えば人間一人一人の遺伝子組合わせが,一 卵性双生児の場合を除けば,

誰一人 として同じではないということを保障しているとも言えます。

一方遣伝子組換えの現象を分子レペルで見ると,そ の本質は,遣 伝子が一列に配列したDNA分 子

が,細 胞中で切断され,他 のDNA分 子または自身の他の部分 と繋がって新 しい分子 を作ることであ

ると言っても良いと思います。どの部分で繋がるか,ど の様な仕組を経て繋がるかによつて,二 つの

DRA分 子の同じ部分を交換したり,挿 入される結果になったり,ま た欠失ケることにもな ります。

これらの反応過程を支えているのが種 々の酵素群で,DNA鎖 に切れ目を入れるもの,切 れ 目または

末端から一本鎖を剥 き出しにするもの,一 本鎖の状態を保持 させて置 くもの,二 本鎖のねじれを巻き

戻したり,巻 き込んだりするもの,一 本鎖の剥 き出し部分を埋めるもの,鎖 に出来た切れ目を繋 ぐも

の等々,次 第に良 くわかって来ています。現在,こ れらの道具 ともいえる諸酵素がどの様なや り方で

細胞内で組換えを行なつているか調べられています。生体内での最 も一般 的組換え反応は・相同な部

分の入れ替えですが,そ の際,1塩 基にも間違いが生じない仕組で行われている筈ですし・またどの

塩基物分でも起 り得る筈で・それらを保障している仕組は何かということになります。最近は生体内
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と同 じ反 応 を試 験 管 の 中で再現 す る こ とが,ボ ツボ ツ出 来 る様 に な って来 て,そ の素過 程 が明 確 にな

っ て来 つ つ あ ります。

この組 換 え 反応 と,現 在 盛 ん に行 な わ れ てい る遺 伝 子 組換 え技術 との 違 いは,後 者は,本 来,細 胞

が 外来 性のDNA分 子 を 自 身の とは区別 して壊 して しま う「制限 酵 素 」の一 群 を利 用 して行 うと ころ

に あ りま す。 この酵 素 はそ れ ぞ れDNA分 子上 の一定 の塩 基 配列 を認識 して,そ の部 位 を切 断 す るの

で,・必 ず切 口 が一 定 に な りま す し,一 定 の断 片 が 得 られ ま す。 この酵 素 を鋏 として,DNAリ ガー ゼ

とい う,DNA鎖 の切 れ 目を繋 ぐ酵 素 を糊 として使 って試 験 管 内 で組 換 えDNAを つ くる こ とが 出来

ます 。 この方 法 は鋏 の 酵 素 が4～6個 の塩基 配 列 を認 識 す るの に頼 るた め,本 来 断 片単 位 の不連 続 的

な組 換 え しか出来 ま せ ん が,繋 ぐ反 応 は断 片 内部 の塩 基 配 列 順序 には全 く無 関 係 に 出来 るの で,人 工

的DNA分 子 が 自由 に出来 ます。

さて大 分 道草 を くい ま した が,こ こ で診 話 した い本題 に入 りま し ょ う。 この様 な組 換 え の仕組 の仕

事 を して い る内 に,大 腸 菌 の変異 で不 思 議 な変 異 が あ るの に興 味 を持 ち ま した。 そ れはreGAと 呼 ば

れ る遺伝 子 変 異 で,組 換 え が全 く出来 ませ ん。 当 然組 換 え に必 要 な道 具 の内 の一 つ が欠 け て いる と考

え られ るわ けで す が,不 思議 な こ とに,次 の様 に諸性 質 も一 変 して い るので す。

(1)放 射 線 に 対 して非 常 に感 受 性 に な って い る。

(2)DNA分 子 に損 傷 が起 きた ときに,は じめ て出現 して来 る と考 え られ る,DNA分 子 修復 系 が現

れ な くなっ て い る。 結果 と してDNA分 子 の猛烈 な崩 壊 が誘 導 され る。

(3)突 然変 異 が起 こ らな くな って い る。

(4)溶 原 化 し た フ ァー ジの リプ レ ッサ ーが壊 れ な くな っ て いる。 つ ま り ファー ジの 誘発 現 象が見 られ

な い。

等 々で す。(最 近 では,DNA損 傷後 起 こ る上 記 の様 な反応 に あず か る機 能 は,誘 導 され るSOS機

能 に ょっ て起 こ る とい って い る∂ 単一 の遺 伝 子 変 化 で,何 故 この様 に一 見無 関 係 に見 え る諸 性 質 が同

時 に変化 す るの か。 今 まで に もそ の様 な例 は な く,そ の仕 組 み を知 ろ う とい うこ とにな った わ け です。

2,reGA遺 伝 子 の ク ローニ ング とrecAた ん ぱ く質 の精 製

reGA遺 伝 子 の種 々の突 然変 異 の 性質 か ら,reGA遺 伝 子 は,一 つ の たん ぱ く質 を作 っ て い る こ と

は 間違 い な さそ うです。 まず ど ん な性質 の たんぱ く質 をつ くって い るの か を知 ろ う とい うこ とに な り

ま す が,大 腸 菌 とい え ど も,約3,000個 の遺 伝 子 が あ るわ け で,大 部 分 がた んぱ く質 をつ くっ てい

る として,そ の 中か ら一 種類 のた ん ぱ く質 を見 つ け 出 す のは,む つか しい相 談 です。 そ れでreGA遺

伝子 を含 む小 部分 のDNA断 片 を 大腸 菌染 色 体(一 本 の環 状DNA分 子)か ら取 り出 して,そ の断 片

か らつ くられ るた んぱ く質 を解析 す る とい う方 法 を と りま した。 具 体的 には大 腸 菌DNAの 約 レ%

位 のDNAを 持 つ λファー ジをreGA遺 伝 子 の隣 りの遺 伝 子 へ入 り込 ま せ,i誘 発 し た と きに間違 っ て

reGA遺 伝 子 を取 り込 ん で来 る もの を遺 伝 的手 法 で分離 す るの です。一 担reGA遺 伝 子 が λファー ジ

に取 り込 ま れて しま えば,そ こか らつ く られ るたん ぱ く質 の同 定 や,reGA遺 伝 子 が 断 片上 の どの部

分 に あ るか を決 め るのは,、λヲ ァ ー ジが非 常 に 良 く分 っ て い るの で簡単 です。 その 結果reCAた んぱ
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く質 は分 子量 約38,000ダ ル トン,reGA遺 伝 子 約1,000ヌ ク レオ チ ド対 の大 きさで あ る こ とがわ

か りま した。 次は い よい よreGAた んぱ く質 の性 質 を調 べ るわ け です が,そ の為 に はreGAた んぱ く

質 を大 腸 菌 か ら分離 精製 しな けれ ば な りませ ん。 しか し今分 っ てい るの は 分子 量 だ げで す か ら,そ れ

を頼 りに行 う とな る と,そ の量 で も多 くない限 り不可 能 です。 そ れ でま ず大 腸 菌 にrecAた ん ぱく質

を多 量 につ くらせ る工 夫 を しま した。 一 つ は大 腸 菌 当 りのreGA遺 伝 子 の数 を増 して や る こ とです。

そ れ には,一 般 に プ ラス ミ ドと呼 ば れ,大 腸菌 の 細胞 質 部分 に 存在 して,大 腸 菌 の染 色 体 とは独 立 に

増 殖 で きる小 さな環 状DRA分 子 を利 用 す る こ とで す。 この プラ ス ミ ドの 中 には 菌 当 り通 常約30

分 子存 在 して い る ものが あ ります か ら,こ れ にreGA遺 伝 子 を繋 い でゃ れば 普通 の約30倍 のrecA

遺伝 子 を持 つ菌 が出来 るわ け です。 果 せ るか な この 菌 で は通 常 の約50倍 位 のrecAた んぱ く質 を作

つて い る こと がわ か りーました。 第二 に大 変好 都 合 な こ とには,し か も大 変 面 白 い こ とです が,reGA

たん ぱ く質 の合 成 はDNAに 損 傷 が起 きる と,急 に多 量 に合 成 され 始 め る とい うこ とが わ か って来 た

こ とです 。 この菌 で は合 成 され る,た んぱ く質 の約30%近 くをreGAた んぱく質 にす るこ とが串 来

ま した。 こ うな れば,そ の 精製 も大 変 に楽 に な り,硫 安 分 画 とDEAEセ ル ロー ス,ボ ス ホ セル ロ ー

スな ξの カ ラム を使 っ て95%以 上 に精製 す るこ とが で きま した。 そ のた ん ぱ くには 次 の様 な 性質 が

あ りま した。

(1)非 常 に集 合 し易 い性 質 が あ る。

(2)DNA,特 に一本 鎖DNAに は 強 く,AT:P存 在下 で結合 す る。

(3)二 本 鎖D餌Aを ほ どい た り,よ り戻 した りす る活 性 が あ る。

(4);本 鎖DNAに 相 同 な一 本鎖DNAを 取 り込 ま せ ・部分 的 に三 本鎖 のDNA(D一 ■oo:P)を 作 る。

(5)一 本 鎖DNAの 存 在 下 でAT:Pを 分解 す る活 性 が あ る。

な どです。 これ らはDNA分 子 との相 互 作 用 で起 こ る活 性 で,組 換 え とかDNA修 復 に関連 した もの

と考 え られ ま すが,別 の グル ー プに よって,

(6)λ フ ァー ジの リブ レリサ ー たんぱ く質 を分 割 して しま う,プ ロテ ア ーゼ活 性 もあ る。

とい うこ とが わか って 謎 を解 く道 筋 が 立 て られ る様 に な つて来 ま した。

3.reGA逡 伝子 の全塩 基 配 列 とreGAた んぱ く質 の全 ア ミノ酸 配 列

遺伝 子 がク ローニ ング され る と,そ の・塩基 配 列 の決 定 も最 近 は 比較 的 簡単 に行 な え る様 に な って来

ま した。Maxam-Gibertの 方法 です 。 わ れ われ は この 方法 を用 い てreeA遺 伝子 φ全 塩基 配 列 を

決 定 しま した。 皿R餌Aの 読 みの 開始 は,試 験 管 内 でRNAポ リメ ラー ゼを用 いて行 い,そ の5'末

部 分 の塩 基 の一 次 配列 か ら決 定 しま した。 読 ま れた 皿:RNAはrecAた んぱ く質 を合成 させ る情 報 を

持 つ こ とを確認 して あ ります。 ま た,た ん ぱ く質 のN末 端 か ら5個 のア ミノ酸 配 列 を決 め て、reCA

たん ぱ く質 の読 み始 め をDNA上 に決 めま した。 す る と自動 的 にそ の後 の全 ア ミノ酸配 列 がDNA塩

基 配列 か ら求 め られ ま す。 これ が正 しい こ とは,reGAた んぱ く質 の ア ミノ酸 組 成 がDNA塩 基 配 列

か ら求 め られ た もの と完 全 に一 致 す る ことか ら も確認 さ れま した。表 紙 の 図柄 はreGA遺 伝 子 の塩 基

配 列 とrecAた んぱ く質 の ア ミノ酸 配列 を表 わ して います 。 ま た,reGA遺 伝子 のm:RNA読 み始 め
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部 分 の鉾析 か らは,皿RNA合 成 の 開始,つ'ま りrecAた ん ぱ く質 合成 の制 御 を して い るた ん ぱ く質

(:LexA遺 伝 子 の産物)が 相 互 作用 をす る場 所 もわ か りま した し,開 始 部 位 は非 常 に効 率 良 く,RNA

ポ リ メラー ゼ に読 ま れ易 い構 造 であ る こ ともわか りま した。 ま たreCA遺 伝 子 の終 りには,皿:RNA

合 成終 結 の信 号 もあっ て,reGA遺 伝 子 だけ が単独 で いつ も読'まれ て い る こ とがわ か りま した。

4.reoA遺 伝 子 のSOS機 能 誘導 のモ デ ル

と うと う紙数 も尽 きて,説 明 な しで一跳 躍 した状 態 にな う て しま いま す が,現 在recA遺 伝 子 に ま

つ わ る現 象 が ど の よ うに説 明 さ れ るか大 ざっ ぱ にま とめて 終 りにい た しま す。

recA遺 伝子 の転 写 は,通 常 ■exAた ん ぱ く質 に抑 え られ て,わ ず か しかrecAた んぱ く質 は 作

られて い ませ ん。 しか しそ の量 で組 換 え を行 うに は 十分 な量 です。 組 換 え に 関与 したreGAた んぱ く

質 のは た ら きは,2章 で述 べ た様 な活 性 が も とに な っ て いる と思 わ れ'ます 。一 方D聾Aに 損傷 や合 成

阻害 が 起 こる と,DNAが 部分 的 に少 量壊 れ ます 。恐 ら くそ の崩壊 産物 とreGAた ん ぱく質 が相 互 作

用 をす る と,プ ロテ ア ーゼ活 性 を発 揮 す る様 に な る と考 え られま す。 そ こで ■exAた んぱ く質 が壊 れ,

フ ァー ジが あれ ば そ の リプ レ リサ ー な ど も壊 われ ま す。■exAた んぱ く質 が壊 れ る とreGAた んぱ く

質 の合 成 が活澄 に行 なわ れ,そ れ がDNA損 傷 した場 所,特 に一 本鎖 部 分 に結 合 してDNAを 保 護 し・

修復 合成 を助 け る もの と思 わ れ ます 。 フ ァー ジが あ れ ば平行 して そ の増 殖 も起 り得 る わけ です 。DNA

損傷 後 誘導 合 成 され て来 る,DNA修 復 合成 系 も,恐 ら く同 じ様 に■ex:Aた んぱ く質 で制 御 さ れて い

て,■exAた んぱ く質 が壊 わ れ る と発 現 され る と思 われ ます 。 恐 ら くこの系 が非 常 に変 異 を起 こさせ

易 い修 復 を行 う と考 え られ ま す。 しか し何故 変異 を起 こさせ 易 い系 が わ ざわ ざ用 意 され て い るの か、

そ れ は,あ るいは,異 常 事 態 の際 に は 次 の環 境 変化 に備 え,種 々の変 異 を起 こ し'てお け ば,そ の 中で

どれ かが生 き残 る可能 性 が 出 て来 る とい うこ となの か もしれ ませ ん。 また何 故 組 換 え に関 与 して い る

遺伝 子 が このSOS機 能 の 誘導 に関 係 して い なけ れ ば な らな い のか,ま だ 良 くわ か りませ ん。 が,い

ず れ に して も生 物 の仕 組 と言 うのは,分 って くれ ば くるほ ど,巧 妙 だ な と感 心 させ られ ます。30億

年 間連 続 して増 え続 け て来 られ た とい う歴史 の重 み が あ るの で しょ う。
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