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論 文 内 容 の 要 旨

本研究は,大腸菌染色体DNAの自己複製を制御する最も重要な過亀 すなわち複製開始過程の分子機

構解明を目指して出発したものである｡ まず複製開始の必須要因と推定されている dnaA遺伝子に注目

し,それがコードするタンパク質の同定を試みた｡そのために,dnaAのアンノミ- (ナンセンス)変異体

の分離を行ったが, このとき予想外の成果として,dnaAに隣接する新しい複製必須遺伝子 (dnaN)を

発見したOこれら両遺伝子を含有するDNA領域は,ラムダファージをベクターとする組換え体の形質導

入ファージ(丘dnaA)として単離されていたので,このファージおよびアンバー変異をもつファージ派生

株を活用して両遺伝子の産物タンパク質を同定したOすなわち,宿主大腸菌に前もって紫外線を照射し,

菌自体のタンパク質合成を抑制する条件下でファージを感染させ,そのDNAによってコードされ合成さ

れるタンパク質を検出したOその結果,dnaAがコードするタンパク質は分子量約50,000でやや塩基性で

あること,dnaNのそれは約43,000でほぼ中性であることが推定された｡

次いで,ldnaAなどのDNAを抽由精製し,まずdnaA･dnaN両遺伝子を含む領域の詳細な制限酵

素切断地図を作製したのち,この領域約3,000ヌクレオチド対の塩基配列を Maxam-Gilbert法によって

決定した｡ また,よく知られている dnaAの代表的な変異や,本研究において分離した新しいアンバー

変異などの塩基変化も解明され,dnaA･dnaN両遺伝子の情報翻訳の読みとり枠の決定に確認を与えた｡

その結果,dnaAは417個のアミノ酸から成る分子量約47,000の塩基性 (等電点 pH9.5-10.0)のタ

ンパク質をコードし,dnaNは366個のアミノ酸から成る40,500のわずかに酸性 (pH6.0-6,5)のタン

パク質をコードするものと推定され,上に述べたタンパク質同定の結果とよく一致したoなお両シストロ

ンの転写方向は同一であり,dnaAが上流に位置することが判明した｡両者は約150塩基対の間隔を置い

て隣接するが,この介在領域の構造上の特性および invitroの転写実験のデータなどは,両遺伝子が一

続きのメッセンジャー RNAに共転写される可能性を示唆している｡ ただし,dnaN シストロンの直前

にもプロモーターと考えられる塩基配列があり,(匝aN独自の転写も可能であることが推測される｡大腸
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菌の DNA複製必須遺伝子は10数個知られているが, その DNA一次構造を明らかにしたのは本研究が

最初のものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文疫,大腸菌の染色体 DNA複製制御機構に関する幾つかの新しい知見を含んでおり,それを要約

すると次の3点となる.(1)複製必須要因の新しし.､遺伝子dnaNを発見したこと,(2)dnaAとdnaN両遺

伝子の一次構造を解明し,両者の形質発現の調節機構を解析するための貴重な基礎データを捷供したこと,

(3)両遺伝子によってコードされるタンパク質を同定したことである｡

従来 dnaA遺伝子は,大腸菌染色体の複製開始に必須の役割を果たすものと推定されてきたが, その

産物タンパク質も不明であり,転写と翻訳の形質発現調節機構もほとんど判っていなかった｡従って,大

腸菌のような比較的単純な細胞における染色体 DNAに関してさえも,その複製開始の分子機構および生

化学反応過程の実体は未だ不明確である｡本研究は,この問題に正面から取り組んで顕著な成果をあげ,

重要な局面に突破口を開いたものと評価することができる｡

また従来知られていなかった dnaN遺伝子を発見したことも重要な成果といえよう｡ 特に dnaA と

dnaNの両遺伝子が共転写される可能性を示唆した結果は注目に値する｡本研究の進行と前後して,国内

および国外の関連分野において示された研究結果と対比して総合的に解釈すると,現在では dnaN がコ

ードするタンパク質は DNAポリメラーゼⅢのβサブユニットと推定されるに至った｡もしもdnaA と

dnaNが共転写されるならば,dnaA タンパク質は DNA ポ1)メ-ラーゼⅢとの間に何らかの機能的関連

性をもち,共同してDNA複製の制御に関与する可能性が考えられる｡本研究の成果に基づき,今後これ

らの問題が解析されるにつれて,細胞における染色体 DNAの複製制御機構の解明が飛躍的に進展するち

のと期待される｡

なお申請者は,本研究を通じて分子遺伝学における最も基礎的なものから最先端に至る技術と理論を確

実に習得したものと思われる｡また研究の立案と遂行においても,関連分野の世界的な研究進展の状況を

的確に把握し,常に最先端的位置づけな有効に行ってきたものと認めることができる｡

以上の審査結果を給合して,本論文が理学博士の学位取得に充分な内容をもつものと結論した.
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