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論 文 内 容 の 要 旨

DNAリガーゼは,二重らせんDNA(デオキシリボ核酸)の片方の鎖に切れ目が生じた時,それをホス

ホジエステル結合によって連結する酵素である｡1967年頃,大腸菌をはじめ多種の生物における存在が,

発見 ･確認された｡その生理的機能としてほ,DNAの複製,修復,組換えなどの諸過程に,極めて重要

な役割を演 じるものと考えられる｡

特に DNAの複製に関しては,Kornbergの酵素 (DNAポリメラーゼ Ⅰ)が必須の役割を演じると考

えられていたのに対し,1969年に Cairnsらが大腸菌のアンバー変異株として DNAポリメラーゼⅠの重

合活性を失った株 (PotAl)を分離したところ,これが致死性を示さないという事実が判明した.そこで

申請者はまず,PotAl株を条件致死とする第二の変異が発見できるかどうか調べた結果,多数の変異株

を分離したOそのうちの1つがDNA1)ガ-ゼ欠損変異株であった｡つまり,これら両酵素が同時欠損す

ると,DNA複製に異常が起 り致死性となる｡

その後,更に一層明断な DNA リガーゼ変異株が Nagataら(1974)によって分離された｡これは大腸

菌 DNA リガーゼ構造遺伝子 (lig)にアンバー塑ナンセンス変異を起したものである. 申請者は, この

株について生化学的 ･分子遺伝学的に極めて詳細な解析を行なった｡その結果,DNA リガーゼが失活す

ると,DNA複製の中間体 (岡崎断片)の連結が完全に阻害されることが判明し,この酵素が DNA複製

に不可欠であることが証明された｡

更に予期せざる発見は,この酵素の失活が DNAの親鎖 (鋳型鎖)の崩壊をひきおこすということであ

った｡申請者はこの崩壊過程を詳細に解析し,以下の諸事実を確認した｡

1. この崩壊はエネルギーを要求する過程である｡(DNP存在下では崩壊は起らない)｡

2.はじめに二重鎖 DNAに切れ目が入 り,次いで細片に切断されて遂には酸可溶性になってしまう｡

(超遠心分析の結果)｡

3. その際,細胞核構造体が消失する｡
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4.大腸菌の染色体 DNAだけでなく,感染によって侵入した ラムダファージなどのゲノム DNA も

同様に崩壊する｡

5.調べた限 りの DNaseについては,それらの関与は認められなかった｡しかし,DNA複製を阻害

すると崩壊が阻止される｡

以上の結果は,DNAの半保存的複製機構に必須の一過性の切断と再結合の可能性を示唆しており,檀

めて重要な発見と考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,デオキシリボ核酸 (DNA)の複製,修復等における DNA リガーゼの役割を解明する上で

極めて重要な,生化学的 ･分子遺伝学的研究を行なったものである｡

まず申請者は,Kornbergの DNAポリメラーゼ欠損大腸菌変異株 (PotA)に第二の突然変異を起さ

せ,これを条件致死性とする変異株を多数分離し,その諸性質によって大別 5群に分類した｡そのうちの

1群は,新たに DNA リガーゼ活性が低下した変異株であることが,粗抽出液の invitro活性の測定お

よびいくつかの分子遺伝学的証拠によって確認された｡この変異株におけるDNA合成様式,紫外線感受

性等の解析結果に基き,DNA複製,修復等におけるリガーゼとポリメラーゼとの密接な協同作用磯横が

示唆された｡

次に申請者は,別に Nagataら(1974)が分離した大腸菌 DNA リガーゼの,アンバー条件致死性変異

株の詳細な解析を行なったO この変異株は,大腸菌 DNA リガーゼ構造遺伝子 (lig)にアンバー型のナ

ンセンス変異を起したもので,アンバー抑制遺伝子によって再活性化された時にのみ活性あるリガーゼを

生産し,細胞の生存を可能ならしめる｡抑制されない時には,DNAが崩壊して細胞は死滅する｡申請者

はこの崩壊過程を綿密に解析し,その初期過程で鋳型鎖DNAに切れ目が入ること,新生 DNA短鎖 (岡

崎断片)の連結が完全に阻害されること等の重要な発見を行い,DNA複製における DNA リガーゼの必

須性を証明するとともに,この酵素の基本的な役割に関する新しい可能性を提起した｡

主論文,参考論文を通じて申請者は,細胞の遺伝物質である高分子DNAの複製,修復,組換え,突然

変異等,広範囲の分子機構の解明を目指し,確立された既存の分子遺伝学的手法はすべて完全に駆使する

のみならず,数多くの独創的な手法の開発と概念の導入を試み,この分野に大きく寄与した｡

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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