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論 文 内 容 の 要 旨

申請論文は遺伝子の転写をDNA上の特定の位置で停止させる機能を担うことで知られる大腸菌転写終結因子Qを取り上

げて,その作用機構を分子遺伝学的ならびに生化学的手法により研究したものである｡

これまで,Qは分子量約 5万の単一サブユニットからなる環状の六量体であり,転写中の新生RNA鎖に結合し,ATP

の加水分解のエネルギーを利用してRNAポリメラーゼからRNA鎖を強制的に引き離すという,複雑な機構で働くことが

分かっていたが,その分子レベルでの詳しい作用機構は不明であった｡この間題を追究するための糸口として,申請者はま

ずg蛋白の系統的な変異導入解析を行った｡また,並行的にg蛋白の精製を効率化するためにg因子にヒスチジン･タグを

導入して強制発現させアフィニティー ･カラムによって増産させるベクターシステムを開発した｡これらの手法を組み合わ

せることにより多数の変異Q蛋白を分離して詳細な性格付けを行った｡

次いで,g因子依存性の転写終結の促進因子として働 くことが知られているNusG蛋白の変異Q蛋白に対する機能的影響

について解析 した｡先に得られた変異Q蛋白の多くは単独ではほとんど転写終結活性を示さなくなっていたがNusG共存

下では有意に活性を回復 した｡他方,少数例としてNusGに依存することなく強い転写活性を示すものも見出された｡こ

れらの結果からQ とNusGとの相互作用とその役割について重要な手掛かりが得られた｡

さらに,Q蛋白の六量体上における空間配置について解析を進めた｡これまでQはD3シンメトリーを取ると考えられて

いたが,申請者は一次構造上Q と近縁なF1-ATPaseがC6シンメトリーを取ることから,従来の説に疑問を持ち,その再

検討を行った｡そのために様々な長さの化学的架橋剤を用いてクロスリンク実験を行い,得られた詳細なデータを数理モデ

ルを用いて理論的に解析した｡その結果QはやはりF1-ATPaseと同様にC6シンメトリー構造を取ることが確証された｡

この結論は先に得られた変異Qの示す性質がD3シンメトリーではなくC6シンメトリー構造により矛盾なく説明できるこ

とからも裏付けられた｡これらの結果を総合して申請者はRNAがQ六量体の中心孔を通ってたぐり寄せられるという新し

い作用機構モデルを提示した｡

なお,参考論文は上記の変異解析の基礎となった選択システムの構築とその特性について述べたものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

細胞の染色体上には多数の遺伝子が分節状に配列している｡従って,個々の遺伝子あるいは遺伝子群の発現を秩序正しく

進行させるには,その第一段階であるRNA鎖への転写において,開始と終結がそれぞれ適切な位置と頻度で起こるように

調節することが必要である｡このうち,転写開始を制御する機構については解明が相当進んでいるが,転写終結の研究は遅

れがちであった｡こうした背景の中で申請者は,後者に関与する因子として古くから知られていながら作用機構が謎であっ

た大腸菌のQ蛋白をとりあげて,その解明に挑戦した｡

Q蛋白の基本的性状 と分子活性は既に良く解析されており,その反応様式についてもRNA鎖を直接の作用標的とし
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ATP氷解エネルギーを利用してそれをRNAポリメラーゼから能動的に引き離すという極めてユニークなものであること

まで分かっていた｡しかしその分子レベルでの詳しい機構は不明であった｡また,Qの一次構造は,Qとは機能的に一見無

縁と思えるFl-ATPaseのそれに相同であることが知られていたが,その機構的意義は全 く謎であった｡申請者はQ蛋白の

系統的なランダム変異導入解析を基軸としてこれらの問題への接近を試み,実際に多数の変異Q蛋白を分離して,変異部位

と機能的変化の間の関係を詳細に解析した｡その結果,QとF1-ATPaseは単に一次構造が似ているだけでなく,両者は六

量体 ATPaseとして基本的に同じ高次構造並びに反応機構を共有していることがまず明らかになった｡そこから敷延され

る一つの重要な帰結として,Q六量体はC6対称構造を持つと予測されたが,これは従来提唱されほぼ定説となっていた

D3対称構造とは相容れないものであった｡ここで申請者はD3対称説の根拠とされていた化学架橋実験のデータと解釈に

不備があることに気付き,より広範な架橋剤と反応条件を用いて再実験を行った｡得られた詳細なデータに数理モデルを用

いた理論的解析を加えることにより,QはD3対称ではなくやはりFl-ATPaseと同様にC6対称構造をとっていることを

証明した.この解析を通じて,Qの高次構造に関する従来の誤った考えが改められ,その正しい枠組みが指し示されたO申

請看は,さらにQがDNAの複製 ･組み換えに関与する六量体へリカーゼ群と構造的にも機構的にも類似 していることに着

目して,Qはその環状六量体の中心穴にRNA鎖を通してその上を移動するという新しい作用機構モデルを提出している｡

以上の成果は転写終結機構の研究に新局面を切 り開いたものといえ,その意義と独創性は高く評価されよう｡ よって,本

論文は理学博士の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本論文および参考論文に報告されている研究業績を中心として,これに関連した分野について試問した結果,合格

と認めた｡
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