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論  文  内  容  の  要   

本論文は，DNA代謝（DNA複製・修復・組換え）における必須酵素であるDNAl）ガーゼを，始原菌由来のものとし  

て初めて解析し，その酵素の特徴をまとめたものであり，序論，本論4章，結論から構成されている。   

序論では，DNAリガーゼの歴史的背景，第3の生物群「始原菌」におけるDNA代謝研究の現状，ならびにDNAリガ  

ーゼの反応メカニズムや研究の現状などがまとめられている。   

第1章は，超好熟始原菌77LermOCOCCuS kodakaraensisKODl由来DNAリガーゼ（Tk－Lig）の遺伝子クローニング及  

びその生化学的特徴についてまとめたものである。TkrLig遺伝子は1686bp，562アミノ酸をコードしており，以前に報告  

されているDNAリガーゼとの比較や，ATP依存型あるいはNAD＋依存型におけるそれぞれの保存配列に対する比較な  

どから，ATP依存型DNAリガーゼと推測された。組換え型Tk－Ligの生化学的な解析を行い，ATPの存在下で高い活性  

を示すことを実験的に明らかにした。また，了世－Ligが高い耐熱性を有し，1000cにおいてもリガーゼ活性を示すことを明  

らかにした。これらは，始原菌DNAリガーゼの最初の解析例であると共に，初めての耐熱性ATP依存型リガーゼの報告  

でもある。   

第2章では，Tk－Ligと基質DNAとの関係，そして金属イオン要求性についての解析結果がまとめられている。Tk－  

Ligは反応に2価金属イオンを要求し，Mg2＋，Mn2＋，Sr2＋，Ca2＋の利用が可能であった。基質の認識に関しては，酵素  

のDNA認識の前に2本鎖nicked DNAの形成が必要であることを明らかにした。また，nick部位が連結された後は速や  

かにDNAから離れることも見いだした。Nick部位においてDNAがミスマッチやオーバーラップしている基質を用いた  

解析から，Tk－Ligはnick部位の3’，OH側を厳密に認識する一方，5’－1）ン酸基側については認識が緩いことを明らかに  

した。   

第3章では，Tk－Ligの補因子依存性について検討が行われている。様々な補因子を調べた結果，Tk－LigによるAMP  

依存型の活性を発見した。Tk－LigにおけるAMP結合部位のアミノ酸を置換したK252A変異体酵素を用いた解析から，  

AMP依存型の反応はATP依存型とよく似た機構に従っていることが示唆された。このことは，ATP依存型機構で見られ  

る反応中間体をAMP存在下で調べ，全ての中間体を検出することにより裏付けられた。一方，Tk－LigはATP存在下で  

は30～1000cの範囲で活性を示すのに村し，AMP存在下では65～85Ocの範囲でのみ活性を示すことを明らかにした。   

第4章は，Tk－LigのAMP依存型活性の反応機構を，熱力学的側面から検討した結果が述べられている。DNAの連結  

反応は常温では吸エルゴン反応であるが，基質と生成物に相当するDNAを熱力学的に解析した結果，エンタルピーの観点  

からは56～940cにおいて基質一生成物間のエネルギー準位差が生成物の蓄積する方向に変化することが明らかとなった。  

エントロピーのファクターがそれを打ち消すことになるが，基質DNAの解離変性温度（Tm，91Oc）以下ではその影響は  

小さいと考えられる。即ち56～9lOcにおいては，補因子由来のエネルギーに依存しない連結反応が，熱力学的に有り得な  

いわけではないと推測された。これはAMP活性が65～850cの範囲でしか観察されない事実によく符合していた。この仮  
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説は，短鎖長の基質を用いた検証により裏付けられた。このAMP依存型DNAリガーゼ反応は，基質と生成物の相村的な  

エネルギー準位が反応温度によって変わることによって可能となる，従来例のない酵素反応の最初の報告である。   

結論では，本論文で得られた成果について要約している。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本論文は，超好熱始原菌77Le7mOCOCCuS kodakaraen5isKODlを対象として，DNA代謝（DNA複製・修復・組換え）  

における必須酵素であるDNAリガーゼに関する研究を行い，その成果についてまとめたものである。得られた主な成果は  

次の通りである。  

1．超好熱始原菌77iermococcu5kodakaTuenSi5KODl由来DNAリガーゼ遺伝子の仝塩基配列を明らかにし，始原菌  

DNAリガーゼのアミノ酸配列上の特徴を明らかにした。   

2．組換え型酵素の大量発現，精製，ならびに生化学的解析を行い，始原菌DNAl）ガーゼはATP依存型であることを  

実験的に明らかにした。   

3．本酵素が高い耐熱性を有していることを明らかにした。   

4．様々な基質DNAに対する解析から，本酵素が，nick部位の3，－OH側を厳密に認識する一方，5’－リン酸基側につ  

いては認識が緩いことを明らかにした。   

5．補因子に村する特異性を検討したところ，本酵素がATP以外にもNAD＋ぉよびAMPに依存した活性を有するこ  

とを発見した。   

6．従来の反応機構からは説明のできないAMP依存型の活性について，反応中間体の検出や変異体酵素を用いた生化学  

的解析により，その存在を確認した。   

7．基質DNAに対する熱力学的解析結果に基づき，AMP依存型活性を説明し得る新しい反応モデルを提案した。これ  

は，基質と生成物の相対的なエネルギー準位が反応温度によって変わることにより可能となる，従来例のない酵素反応の最  

初の報告であった。   

以上，本論文は始原菌由来のものとして初めてDNAリガー ゼを解析したものであり，また，耐熱性ATP依存型DNA  

リガーゼに対する最初の解析報告でもある。得られた成果は，耐熱性DNAリガーゼの反応機構の解明のみならず，遺伝子  

工学技術への応用につながるものであり，学術上，実際上寄与するところが少なくない。よって，本論文は博士（工学）の  

学位論文として価値あるものと認める。また，平成15年2月21日，論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結  

果，合格と認めた。  
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