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論  文  内  容  の  要  旨  

遺伝子を分断する介在配列であるイントロンは，転写後に前駆体RNAからスプライシングによって除かれることから，  

遺伝情報をもたない生物学的に無意味なDNA配列であり，真核生物ゲノムに特徴的な遺伝子構造であると考えられてきた。  

しかしながら，近年種々の微生物ゲノムを研究することにより，古細菌のゲノム上にも従来の予想をはるかに越える多数の  

イントロンが存在することが明らかになってきた。本論文では，古細菌ゲノム上に存在するイントロンの生物学的意義とそ  

の遺伝的伝達・維持機構を解明することを目的として，古細菌ゲノム上のイントロン挿入多型を生み出す分子機構をイント  

ロン内部ORF産物の分子機能に注目して解析している。   

主な内容は以下の通りである。   

第一章では，‾研究の背景としてイントロンの定義や種類，生物界における分布を概説すると共に，本研究で焦点をあてる  

古細菌イントロンのゲノム規模での分布やスプライシング機構について述べている。   

第二章では，超好熟古細菌Aerqpyrumpernix種内の近縁株を含む約60株の古細菌についてrRNA遺伝子（rDNA）イン  

トロンの分布とその塩基配列を比較解析した結果を述べている。イントロンはCrenarchaeota門に分類される超好熱性の古  

細菌株からのみ検出され，進化的に同一起源と考えられるイントロンが生物種の系統関係を反映しない分布パターンを示し  

た辛から，これらが古細菌ゲノム間を水平伝播する可能性イントロンであると考えた。   

第三章では，まず古細菌rDNAイントロン内部に見い出されるORFについて解析を行い，これらがLAGLIDADG型ホ  

ーミングエンドヌクレアーゼ（HEase）をコードすると予測した。次に，A．pernixの16Sおよび23S rDNAイントロン内  

部ORFをそれぞれE．coli発現系により大量発現させ，ORF産物の機能解析を行った結果について論述している。これら  

のタンパク質（トAクgIおよびⅠ－AクgII）はイントロン未挿入の対立遺伝子DNAを部位特異的に切断するホーミングエンド  

ヌクレアーゼ（HEase）活性を有していた。認識配列の同定の結果，I－ApeIは5’－GCAAGGCTG＜AAACITTAAAG－3’  

（lは＋鎖，＜は一組の切断末端）の19bp認識，I－ApeIIは5’－CTGACTCTC＜TTAAIGGTAGCCAA－3’（lは＋鎖，＜  

は一鎖の切断末端）の22bp認識であり，DNA切断部位はそれぞれのHEaseがコードされるイントロンの挿入部位と一致  

していた。また，いずれのHEaseもA．pernix細胞内で発現しており，Ⅰ－ApeIはモノマー，Ⅰ－ApeIIはホモダイマーを形  

成する事を明らかにした。更に精製したトAクeIをA．卯馴鹿のイントロン（－）株細胞にエレクトロボレーションで導入し  

たところ，染色体DNAが16SrDNA内部で部位特異的に切断されたことから，この酵素がA．pernix＃胞内の生理条件下  

でも活性をもつ事を示した。以上から，古細菌イントロンの挿入機構として，HEaseによる標的遺伝子の二重鎖切断を契  

機として，相同組換えにより修復されイントロン（一）遺伝子に部位特異的に水平伝播するというモデル（ホーミングモデル）  

を考察している。   

第四章では，ト4叩ⅠⅠによる標的DNA分子認識機構を明らかにする目的で，認識配列内に種々の一塩基置換または多重  

塩基置換を導入した変異基質に対するト4叩ⅠⅠの切断効率を体系的に測定した。その結果，トAクeIIの基質認識において重  
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要な塩基を特定した。しかしながらI－ApeIIは認識配列内部の多くのSNPs（Single型ucleotide至：olymorphisms）に対し  

て寛容であり，塩基認識の厳密性は塩基の座位によって異なった。更にⅠ－ApgIIが異なる立体構造ファミリーに属する  

HEase，I－fboI（細胞性粘菌mysarumpolycq，harum由来）とisoschizomerの関係にある事を見い出した。両者のアミノ  

酸配列の一致率は11．6％であり，構造モデリングの結果からも互いに異なる立体構造をもつと考えられた。上記の変異基質  

に対する両者の切断効率を比較した結果，2つのHEaseの問で標的DNA認識様式が異なる可能性を示唆している。   

以上のようなHEaseのエンドヌクレアーゼ活性における特性は，切断可能な標的DNA配列のバリエーションを増やすこ  

とに繋がり，結果的に可能性イントロンが水平伝播できる生物種の範囲を広くするという戦略に寄与していると考察してい  

る。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

80～100℃の高温条件下で活発に増殖する超好熟古細菌は，種々のバイオ産業技術に応用可能な耐熱酵素を産生すること，  

また系統進化学的に真正細菌とも真核生物とも異なる「第三の生物」に属すること等の理由から，ゲノム研究の対象として  

強い関心が寄せられている。本研究では，超好熟古細菌ゲノムにおいて従来真核生物ゲノムに特徴的な遺伝子構造であると  

されていたイントロンが特定領域に高頻度に挿入されており，それらの一部のイントロンはゲノム間を水平伝播する可動遺  

伝因子としての性質を併せ持つことを明らかにした。さらに，イントロンの可動性に不可欠なタンパク質，ホーミングエン  

ドヌクレアーゼ（HEase）を同定し，その基質特異性の詳細を明らかにした。   

本研究の評価すべき点は以下の通りである。  

（1）古細菌Agr叩yr〟椚クe用iズ種内の12株におけるrDNAイントロン挿入パターンの多様性を明らかにするとともに，  

加∫〟げ〟rOCOCC〟∫属ヤアγ和あdC〟J〟m属において散発的に報告されていた古細菌rDNAイントロンの分布を系統立てて解析  

する事により，イントロン挿入パターンに規則性を見い出した。加えて，同一部位に挿入されているイントロンの塩基配列  

の比較に基づき，古細菌rDNAイントロンが一種の可動遺伝因子であることを示唆する知見を提供した。  

（2）Aeropyrumpernix Kl株rDNAイントロン内部にコードされる2つのHEase（トApeI，I－ApeII）を新たに同定し，  

これらの反応特性および認識配列を明らかにした。また，A．クer乃g∬細胞からこれらの酵素のエンドヌクレアーゼ活性を検  

出し，古細菌細胞内部でHEaseが発現し活性を維持していることを初めて示した。I－ApeI，I－ApeIIは認識配列が長い  

「レアカッター酵素」としての特徴を活かして，メガクローニング（数百万bp規模のサイズのDNA断片のクローニング）  

やゲノム工学分野におけるツールとしての応用が期待される。  

（3）HEaseによる塩基配列認識機構は未解明な点が多いことから，Ⅰ－ApeIIをモデルとして標的DNA配列認識機構を解析  

した。認識配列（22bp）の内部に網羅的な一塩基置換を導入した基質群や，多重塩基置換を導入した基質群を作製しエン  

ドヌクレアーゼ活性の変化を測定した結果，Ⅰ－4咋ⅠⅠと標的DNAとの分子間相互作用において特に重要な塩基を特定する  

と共に，この酵素が認識配列内部の塩基置換に寛容である事を見い出した。これらの知見は，多様な認識配列をもつレアカ  

ッター酵素群を人為的にデザインして作製する技術の開発に結び付くものである。  

（4）I－ApeIIが異なる立体構造ファミリーのHEase，I－PpoIのisoschizomerである事を見い出した。上述の一連の変異型  

基質を用いた検討から，両酵素の標的DNA認識様式が異なることが判明した。これは，同一のDNA配列に対して異なる  

複数の分子認識様式が存在することを見い出した最初の例であり，今後構造生物学的な側面からタンパク質とDNAとの相  

互作用を探究する上で重要なモデルになると考えられる。   

以上のように，本論文は古細菌ゲノムにおけるイントロン多型が可動性イントロンの水平伝播により生じたことを示すと  

ともに，イントロン伝播の分子機構における鍵酵素の機能と生物学的意義についてまとめたものであり，微生物学，分子生  

物学，タンパク質工学の発展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16年2月19日，論文なら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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