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論 文 内 容 の 要 旨

制限エンドヌクレアーゼは本来ウィ ルスなどの外来のDNAを分解排除する生物固有の防御機構に関

与する酵素として発見されたものであり, 特異性と補酵素要求性の点からⅠ型とⅡ型に分類されてい

る｡ いづれもDNAの決まった塩基配列を識別 して二本鎖を切断するが, I型酵素は反応にS-アデノ

シルメチオニン,ATP,Mgを必要とし,切断点は一定 していない｡これに対 してⅡ型酵素は反応に

Mgのみを必要とし,4-6ケの決まった塩基配列の部位 (識別部位)でDNAを切断する｡また一般

に切断部位の塩基配列は二回々転対称性をもつことを特徴とする｡ この酵素を用いれば長いDNA分子

を特異的に切断することができるので,DNAの構造研究に応用することができる｡

申請者はこの種の酵素の有用性に着目,Haemophilus属の細菌から分離 した 数種の酵素について特

異性の解析をおこなった｡ そのなかで H.aphirophilusから分離 した酵素 R･HapⅡの 特異性は末端

付近の塩基配列の分析から比較的簡単に決定することができた. この酵素は DNAを C-C-G-G

(5′- 3′)という塩基配列の部位で C-Cの問を切断する｡ つまりこの酵素は典型的なⅡ型 酵素と

しての特徴を有する｡ ところが H･gallinarumから分離 した酵素R･HgaIは,DNAを特異的に切断

するにもかかわらず切断部位にユニークな塩基配列を同定することができなかった｡そこでこの酵素の

切断点を有する数種のDNAについて,切断点を含む広い領域の塩基配列を決定すると共に,切断点か

らの塩基配列も決定 しその比較をおこなった｡その結果,切断点から少 し離れた部位にユニークな塩基

配列が含まれていることを発見 した (主論文 Ⅰ)｡

この酵素は G-C-G-T-C (5′-3′)という塩基配列から10塩基上流で,相補鎖のほうは5塩

基上流で二本鎖を切断する｡明らかに従来発見されていたⅡ型酵素とは異なった新 しい型の酵素とみな

すことができる｡ この酵素の発見により長いDNA分子の正確な切断点地図の作製が容易となった｡こ

の酵素は5ケの相補的な塩基配列を末端に残すようにDNAを切断するが,その部位の塩基配列は切断

点ごとに異なるので,末端の塩基配列から切断されたDNAを再構成することができる｡
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特異性を決定 した酵素の応用研究としで申請者は,大腸菌ファージ fdDNAから特性の類似 した2

つのプロモーターを含むDNA断片を切 り出し直接DNA分析法により′その塩基配列を決定 した｡その

結果をプロモーターからの転写産物の塩基配列と比較することにより,RNA合成開始点から約10塩基

対上流に6ケのユニ-クな塩基配列が含まれていることを明らかにしたO また, プロモーター を含む

DNA断片をRNAポリメラーゼで転写 したとき,DNA断片の末端で相補鎖の読み返 しがおこること

を発見 した (主論文Ⅱ)｡その他,DNAの塩基配列決定法の開発研究をおこなうと共に,fdDNAの

各種遺伝子領域の塩基配列の決定をおこなった (参考論文 1-13)0

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

申請論文は二本鎖DNAを特異的に切断する制限エンドヌクレアーゼの基質特異性について研究をお

こなったもので, 特に Haemophilusgallinarumから分離 した制限エンドヌクレア-ゼ R･HgaIが

従来発見 されていた酵素とは全 く異なったユニークな切断点特異性を有することを発見 したものである｡

制限エンドヌクレアーゼはDNAの塩基配列を識別 して切断する酵素で,種々の細菌から発見されD

NAの一次構造の決定に重要な役割を果 している｡ 従来発見されていた酵素はいづれも二回回転対称

性を有する4- 6個の塩基対を識別 して,その塩基配列の部位で二本鎖切断をおこなうことを特徴とし

てきた｡申請者が H.aphirophilusから分離 し特異性を決定 した酵素 R･HapⅡ もその一つで,C-

C-G-Gという配列の部位でC-Cの問を切断するoところが同じHaemophilus属の H.gallinarum

から分離 した R･HgaIは DNAの特異的切断をおこすにもかかわらず, 切断部位に特異的な塩基配

列を同定することができなかった｡そこで申請者はこの酵素の切断点を有する数種のDNAについて,

切断点を含む広い領域の塩基配列を決定すると共に切断点からの塩基配列も決定 しその比較をおこなっ

た｡その結果,切断点から少 し離れた部位にユニークな塩基配列が存在することを発見 した(主論文 Ⅰ)｡

この酵素はG-C-G-T-Cという配列から10塩基上流で,また相補鎖のほうは5塩基上流で二本鎖

を切断する.明 らかに従来発見されていた制限エンドヌクレアーゼとは作用様式が異なり,また識別部

位と見 られる塩基配列には二回回転対称性がないので,新 しい型の酵素とみなすことができる｡

この研究はこのように新 しい型の酵素の特異性を決定 したのみならず,その成果はDNAの一次構造

決定にも大きく貢献 した｡つまり,この酵素は切断点に固有な5個の相補的な塩基配列を末端に残すよ

うに切断するためその塩基配列の分析から切断点地図を作製することができる｡ 申請者は更にプロモー

タ-を含むDNA断片を切 り出し,その塩基配列を決定 した (主論文Ⅱ)｡ その他,DNAの各種遺伝

子領域の塩基配列を決定 し,fdDNAの全塩基配列の決定に寄与 した (参考論文 1-13)0

以上,申請者は新 しい型の制限エンドヌクレアーゼの特異性を決定すると共にDNAの一次構造の研

究に画期的成果を挙げ,その業績はこの方面の研究の進展樗寄与する所多大である｡

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｡
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