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論  文  内  容  の  要  旨  

可動性イントロン内部にコードされるホーミングエンドヌクレアーゼ（HEase）は，可動性イントロンの水平伝播現象（ホ  

ーミング）を司る鍵酵素である。14－40塩基対の長い二本鎖DNAを配列特異的に切断するHEaseは，部位特異的な遺伝子  

組換えの起点を生物ゲノムに導入する際などに応用できる。その遺伝子組換え系において，HEaseは特に高い効率で組換  

えを可能にしている一方，本酵素の高い配列特異性は，組換えを導入できる部位を大きく限定している。従って，その遺伝  

子組換え技術をより汎用性の高いものとするためには，新しい認識配列を切断できるHEaseが多数必要である。これらの  

背景に基づいて本研究では，新しい認識配列を切断可能なHEaseの同定・性状解析を行った。更には，HEaseの認識配列  

改変系を構築するための基礎研究として，HEaseの構造安定化原理やDNA認識機構についての考察を行ったものである。   

本論文は4つの牽からなっている。第1章では，HEaseの研究背景を記述している。第2章の1節では，超好熱古細菌  

わrobaculumogunienseの16SrDNAイントロンにコードされるHEaseトPogIの性状について論じている。I－PogIは触  

媒活性LAGLIDADGモチーフを2コピー有するモノマー塑HEaseであり，14bpの新しい認識配列を切断した。興味深い  

ことにトPogIは，I－PogI遺伝子をコードする可動性イントロンの8塩基対上流に介在する，HEase遺伝子をコードしな  

いイントロン挿入部位周辺のエキソン配列を特異的に切断した。Ⅰ－PogIのように隣のイントロン挿入部位周辺を切断する  

HEaseについては報告例が無く，本研究の成果は古細菌イントロン進化の考察について一石を投じるものであった。第2  

章の2節では，各地の温泉に由来する合計34株の771ermqt＞rOteale5日古細菌を対象に，その23S rDNAから新規可動性イ  

ントロンを探索した結果について論じている。まず，PCR法を応用した手法により，4株の了Ⅵgr〝哩ro如J即日古細菌の  

23S rDNAにおいて，合計5箇所の新規イントロン挿入部位が存在することを明らかにした。これらのイントロン挿入部  

位には，HEaseのORFをコードする可動性イントロンが少なくとも1つずつ介在していた。次に，大腸菌のT7発現系に  

より，これらのORFにコードされる遺伝子産物を発現させ，合計5種類のORFが活性型HEaseをコノードすることをin  

vitroで確認した。これらのHEaseはそれぞれ独自の16－22bpの認識配列を切断し，いずれの認識配列も新規であった。  

第2章で記述した合計6種類のHEaseは，生物ゲノムの新しい箇所に組換えを導入する酵素としての応用が見込めるもの  

であった。   

第3章では，新規HEaseI－TspO61Ⅰの結晶構造を2．1Å分解能で精査して，明らかにしたLAGLIDADGファミリーの  

構造安定化原理について論じている。超好熱菌771erm坤roteussp．IC－061株の16S rDNAイントロンにコードされるト  

TspO61Ⅰは，I－PogIと同じ対象配列を切断するイソシゾマーである。I－TspO61Ⅰは，85－900cの湿度条件下で高い活性を  

示し，既知のHEaseの中で最も高い熱安定性を有することから，HEaseの構造安定化原理を研究する材料として適してい  

た。トTspO61Ⅰは，αββαββαフォールドを有するドメインが偽対称に2回線返された構造を有しており，多数の塩橋ネッ  

トワーク，プロリン残基に富むドメイン・リンカー領域，活性中心周辺の大きな水素結合ネットワークを有する点で特徴的  

であった。他のLAGLIDADG型HEaseとの比較やI－TspO61Ⅰにおける変異導入実験の結果から，トTspO61Ⅰに特徴的で  
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あった構造要素がその熱安定性に大きく寄与することが証明された。   

第4章では，互いにイソシゾマーであるⅠ－TspO61ⅠとI－PogIの比較研究の結果に基づいて，HEaseのDNA認識機構  

について論じている。I－TspO61IとⅠ－PogIは互いに高いアミノ酸配列一致性（71％）を示すにも関らず，I－TspO61ⅠはI  

－PogIよりも13倍低い比活性を示し，より厳密な基質認識を示した。両者の性状における相違をもたらしたアミノ酸を同定  

するため，モデリングによりトTspO61Ⅰ／DNA複合体モデルを作成した。そのモデルのDNA結合表面に位置するアミノ  

酸で，I－PogIのアミノ酸と異なる5残基（Glu20・Ser48・Gly55・Ser151・Ser156残基）を選別した。Ⅰ－TspO61Ⅰにおいて，  

これらの5残基を対象として変異導入案験を行った結果，幾つかの多重変異酵素が野生型Ⅰ－TspO61Ⅰの8．5－24倍高い比活性  

を示した。また，これら5残基をすべてI－PogI型に置換した五重変異酵素は，I－PogIとほぼ同じ比活性を示した。これ  

らの一連の変異導入実験の結果から，DNA結合面に位置するアミノ酸残基は，互いに影響を及ぼしつつ，酵素／DNA相互  

作用に関与していることが示唆された。一方，比活性が一定以上に上昇した変異酵素は，I－PogIと同様に基質DNAを寛  

容に認識した。この事実は，HEaseがその比活性を低く抑えることで，厳密な基質認識能力を保っていることを示唆する  

ものであった。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

長い二本鎖DNAを配列特異的に切断するホーミングエンドヌクレアーゼ（HEase）は，部位特異的な遺伝子組換えの起  

点を生物ゲノムに導入する際に応用できる。HEaseは，その遺伝子組換えの導入効率を非常に高いものにしているが，そ  

の一方で本酵素の高い配列特異性は，組換えを導入できる部位を著しく限定している。本論文は，HEaseを用いた遺伝子  

組換え系の汎用性を高めることを目的として，新しい認識配列を切断できるHEaseを複数同定し，その機能解析を行った  

ものである。また，HEaseの認識配列改変系を構築するための基礎研究として，HEaseの構造安定化原理やDNA認識機  

構についての検討も行っている。   

本論文で評価すべき主要な点は以下の通りである。  

1．77Lerm坤roieales目に属する超好熟古細菌34株のrRNA遺伝子座を対象に，PCR法を応用して新規HEase遺伝子をコ  

ードする可動性イントロンの同定を試みた。その結果，新しいイントロン挿入部位を合計5箇所同定し，それぞれの挿入部  

位から可動性イントロンを獲得することに成功した。この成果はThermoproteales目古細菌のrRNA遺伝子座が，HEase  

遺伝子をコードする可動性イントロンの未開拓な宝庫であることを示すものである。  

2．獲得した新規HEase遺伝子の酵素学的な性状を解析するために，大腸菌のT7発現系を用いて，複数のHEaseを大量  

発現させることに成功した。大量発現させたHEaseを用いて，合計7種類のHEase（I－PogI，I－TspO61Ⅰ，I－TspO61II，  

トPspMITI，トPspMITII，I－PspMOHI，トVdiO65Ⅰ：トPogIとI－TspO61Ⅰはイソシゾマーである）について，その性状  

を詳細に解析した。これらのHEaseは，合計6種類の新規DNA配列を，14－22塩基対の範囲で認識した。そのため，新  

しい生物ゲノム領域に遺伝子組換えを導入する際などに，これらのHEaseの応用が見込める。  

3．既知のHEaseの中でも特に高い熱安定性を示す，トTspO61Ⅰの構造安定化原理を考察するために，Ⅰ－TspO61Ⅰの結晶  

構造を2．1Åの分解能で決定した。そして，その構造を精査した結果，複数の塩橋ネットワーク，プロリン残基に富むドメ  

イン・リンカー領域，活性中心周辺に形成された大きな水素結合ネットワークが，トTspO61Ⅰの構造安定化に寄与するこ  

とを明らかにした。これらの構造要素の幾つかは，他のLAGLIDADG型HEaseにも共通して当てはまるものであった。  

4．互いにイソシゾマーであるI－TspO61ⅠとI－PogIの比較から，HEaseのDNA認識機構について考察した結果，  

HEaseのDNA結合面に位置するアミノ酸が，互いに影響を及ぼしつつ，酵素／DNA相互作用を形成することが示唆され  

た。またHEaseの厳密なDNA認識は，その比活性を低く保つことで維持されていることが明らかになった。   

以上のように本論文は，超好熱古細菌より6種の新規HEaseを開発してその応用面を広げ構造安定化やDNA認識機構に  

ついて多くの知見を示したものであり，分子生物学，遺伝子工学および構造生物学の分野に寄与するところが大きい。  

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，平成18年2月15日，論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した   

結果，博士（農学）の学位を授与される学力が十分あるものと認めた。  
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