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<はじめに>

私は次に挙げる2つの目的を持って本研究に取り組んだ｡

その目的の一つは､病気の原因を知りたい､そしてその疾患を治療したいという可であ

る.現在では細菌やウイルスなどによる外凶性の疾患がワクチンや抗生物質によって制圧

されてきている｡それに反比例して内因性の病気が台頭してきた｡自分の体の中にある原

臥 つまり病因適伝子がその大きな割合を占めてきていると考えられる｡たとえは癌を例

に挙げると､溝の最初の細胞は必ず自分の体の中の-1Bの細胞であり､その細胞の増殖が

変化すること､つまり遺伝子に変化が起きて異常増殖することが原因の一つであることは

疑いない｡このような遺伝子の変化を引き超こす原因として染色体異常があげられる｡染

色体異常は､欠失､逆位､重複.転座などによって遺伝子の機能の変化を引き起こしてい

る｡染色体異常 (ここであげる染色体異常は､ダウン症などに見られる染色体の本数の増
減ではなく､ある染色体の中に注目して変化が起きているようなもの例えばハンテントン

柄のような迫伝病に見られるものを指す)が起こる分子的機構については未知な部分がほ

とんどであるが.染色体の組換わった部分の解析から非相同的組換えがその形成に探<関

わっていると考えられている｡

El的のもう一つとして､我々生物がどこから生まれどのように進化していくかを知りた

いという串である｡我々を取り巻く生物界には多種多様な生き物たちが生死を繰り返して

いる｡生き物の本質は r生きること｣であり､その稲の繁栄のためにあれこれ試みて進化

を繰り返してきた｡結果として多様な生物界ができた｡-個体として増殖するには.自分

と同じものを作る r自己複軌 つまり正確な複製さえすればよいが､生き物としての個体

は廿過であるが多様で個別的で ｢自己創出｣な存在である｡大腸菌からヒトまで遺伝子は

普遍なものを共有しているのに.明らかに異なる生き物と見えるのは､各生物がそれぞれ

に特有な遺伝子のセットkenome)を持っていて､そのgenomeの多様性が生物の多様性

をもたらしているからである｡生物が進化する過程でgenomeの改変を繰り返してきたこ

とは疑いのないことであり､分子レベルでDNAの組換え.特に非相同的組換えが原動力

となって働いてきたと考えられる｡

私は非相同的組換えに関わる因子を同定しそれが持つ機能を解析する事によって､上に

挙げたE]的を多少なりとも達成できると考えている｡
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1-1

DNAの組換えについて

DNAの組換えは普遍的租換えkenera】recombinatlOn)と非正統的組換え(iuegitimaLe

recombination)､さらに詐位特異的組換え(site-5㌍CiLicrecombination)に大別される.

普過的組換えは相同的組換え(homologousrecomblnation)とも呼ばれ 組換えが生じる

二つのDIt'A間に長い相同性が必要である｡完全な相同性を持つ部位間で相同的組換えが

生じると,その組換え体は見かけ上もとの部位と変わらない.細菌では､接合によって移

行した並伝子を受容菌が染色体上に取り込む軌 こ相同的組換えを用いている｡大腸歯にお

いてはRecA蛋白がその中心的役割を担っており､さらにRecBCD蛋白によって.ほぼす

べての相同的組換えを行っている｡真核生物では減数分裂の際に相同染色体間で高頻度に

相同的組換えが起こっており､その機構の解析の格好の材料となっている｡特に近年大腸

歯RecA蛋白の相同蛋白が高等真核生物で次々に同定され その生化学的池伝学的解析が

待たれる所となっている｡部位特異的組換えは､特定のDNA配列が特定の因子によって

認放されて生じる組換えのことを指し､ トランスポゾンの転移や､ラムダファージDNA

が大JJhL菌ゲノム上に挿入されたり切り出されたりする現象があげられる｡非正統的組襖え

は､相同性のない二つのDNA臥 あるいは相同性が非常に短いDNA間で生じる組換えを

指す｡この様な性質から､一般的に非相同的組換え(non-homologousrecombinaLion)と

呼ばれる｡

非相同的組換えは非常に稀に起こるため､またその組換え部位が限定されていないため､

その検出は困寿である｡しかし.ラムダフア-ジがその大腰歯のゲノムの一部を含む現象

(形質導入ファージの形成)が親祭されており､これは非相同的組換えによって説明され

ている.

)F相同的組換えはその非特先任を特徴とし､染色体DNAの至る所で組換えを起こす可能

性を含んでいる｡実際.染色体の欠失.逆位､重複､転座などは長い相同性を持たないと

ころで起こっており,その結果.染色体補遺の大きな変化が生じる｡我々高等真核生物に

見られる藩や遺伝子疾患のいくつかは染色体先常を伴っており.欠失や転座によって起こ
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る汝伝子産物の変化が原因であると近年明らかにされた. しかし､その組換え現象がどの

ような横紙によって起こっているのかは､未知である｡



1-2

非相同的組換えとDNA複製の関係 (本研究の動機)

生物が和えるためには自己を複製しなくてはならない｡特に遺伝情報の複!馴ま必須であ

り.DNA複製の機構は全生物に普遍的に存在している｡大腸菌の染色体DNAの複3削こ直

接関与するのはDNApol〉m eraselllホロ酵素である｡この酵素は約10~1/塩基対の頻度で

誤った塩基対形成 (ミスベア)をすることがL'nvitrtn DNA合成系などの研究から推定さ

れている(SloaneetaL 1988)｡単純にDNA合成が行われると､自然突然変異の発生頻度

よりも10万倍以上もエラーが生じる計掛 こなる｡また,韮複や欠失などの変異も.ミス

ベアによる塩基倍襖のl/10-1/100の頻度で誘発される｡大腸菌で見られる染色体上の

突然変異の解析によって､これらミスベアによる変異は順向きや逆向きの反復配列の部分

に片寄って発生していることがわかっている｡これらの変兄を引き起こす複製エラーは.

DNAポリメラ-ゼがDNA合成の際に鋳型上をスリップして反復配列間で鋳型の乗り換え

によって生じると考えられている｡また､発ガンやiB伝柄での変異でも.サテライ ト配列

や反復配列での欠失や重複によるものも兄いだされており(‖olteta1.,1989,KomrelCh

eEa1..1990;Palenaelal.,199Jl)､大腸菌のみならず､共核生物でもDNA複魁エラーに

よる変災の可能性がある｡

生体内ではDNAポリメラ-ゼによる複数エラ-の99.99%はその酵素自身に肺わってい

る校正機f把によって､具体的には形成されたミスベアを3■-5'=キソヌクレアーゼの作用

によって取り除<(Brenowitzeta1.,1991).さらに除去しきれなかったミスベアはミス

マッチ鯵復系によって修正される(revleWedinModTich,1991)｡このような機能により

nvivoでは塩基置換の起こる簸度が約10 LO/塩基対/細胞分裂といったごく低い頻度に押

さえられている｡

ところで.大腸菌が染色体DNAを合成する速度は､軽砂500-1000峯基対と言われて

いる(Chandlerera1..1975)｡欠失する範Bilが歎キロ塩基対であれば､わずかな時間に進

んだDNAポリメラ-ゼがその反復配列間でスリップすることは想像できるかもしれない.

しかし.50キロ塩基対に及ぶ欠失はどうだろう.あるいは晃なる染色体間での転座はど
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うだろう｡このような大きな範域を含む欠失や転座した部分が反復配列の塩基配列を残し

ていることから､DNAポリメラーゼのスリップではなく.短い相同性を利用した非相同

的組授えの横柄によって形成されたと考える方が理にかなっている｡

Y… guchiらは.紫外線照射によって誘発される非相同的組換えによって形成した組

換え体の組換え部位周辺に.脂向き反復配列が多く存在す ることを兄いだ した

ⅣamaguchielaL L995)｡そこで.上述したD:iA複製酵素が潜在的に持つミスベアリン

グする性汗から.DItTA複製が反復配列上で起こすスリップによって.非相同的組換えが

誘沸されるモデルを提出した (図1-2)｡(l)紫外線照射による染色体上の姐傷がDNA複

封の進行をブロックし､それによって願向き配列間のスリップが誘引され,(2)スリップ

によって生成した一本鎖DNAがループアウトして.(3)そのような高次構造を認識する辞

糸が切断する.(4)さらに複製フォークの解離が起こりl特損DNA末端を鋸出した二重鎖切

斬が生成し､(5)それらがヘリケースやエキソヌクレアーゼによって剥がされたり削られ

たりして､短い相同性を利用した対合により組換え体を形成する｡以上のDNA親換えの

モデルでは､最初のステップでDNA複製のフォ-クが進行していることが必要と考えら

れる｡

私は､非相同的組換えにDNA複製が与える影響を明らかにするために本研究を行った｡





1-3

DNA複製について (本研究で扱ったものに限る)

1-3-1:DnaB

(A)DNA複製における知見

1956年､KorntXrgらによってDNADOlymeraseIが発見されて以来､DNA複製に関わ

る因子は生化学的 ･迫伝学的にそれぞれ持ちつ持たれつ明らかにされてきた.1960年代

後半から大腸菌のDNA合成に関与する温度感受性変異株の分離が試みられ､多数のdna過

転子が同定された(HLrOtaeta1.,1968)｡現在知られている大腸菌dna遺伝子について凄

卜3-I(A)にまとめた｡その変異株の性耳で即時停止型と遅延停止型に分けられている｡即

時停止型は非許容温度にしたときDNA合成が直ちに停止するもので､ ｢DNA複製の伸長

反応｣が阻害されている｡一方､遅延停止型は rDNA複製の開始反応｣が阻害されてい

るので非許容温度にしてもその時点で進行中の伸長反応は疲後まで進むため徐々にDNA

合成が停止する｡これまでに分解されたdnaB変異株は､その性質からほとんどの変兄妹

が即時停止型であり､反応開始が阻害されているのはdnaB252ただ一つである(Zyskind

andSmith,1976)｡

退伝学的解析はその後ほとんど進展していないのに比べ,生化学的解析は飛槌的に進ん

｢ でいる｡大腸菌には.二重鎖塩基対を開裂するヘリケース活性を持つ酵素が10放線斬ある

(revleWedinMatson,1991)｡DnaB蛋白はDNAに必須なヘリケースであり(ljBowitz

andMcMacken,1986)､大腸菌染色体の複製のみならず.大腸菌に寄生するプア-ジや

プラスミドのDNA裡3削こも必要とされる(KomkrgandBaker,1991)｡DnaB蛋白は分子

量52kDaのサブユニットからなる6生体として精製され.大腸菌あたり20分子程度存在 し

ているとその蛋白丑から算出されている(Uedaetal"1978;Arajetal"1981)｡その6丑

体は三回対称の環状柄通をとっていることが電子顕徴鍵の税寮によって明らかになった

(Stamrordera1,1995)｡ヘリケースとしての機能以外に細かく色々な活性が測定されて

いる｡Araiらによって.ATP結合能,単鎖DNA依存ATP加水分解活性.単組及び二重鎖
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D:<A括合能などを持っていることが明らかにされた｡またDrnB蛋白は他の蛋白とも相互

作用している｡DnaC(WicknerandHurwitz, 1975).DnaGprim ase(LeBowitzaJld

McMacken,1986),tausubunlLlnDNAplymerasel山 (l仙meLa1.,1996),lamtAa

phage-encodedPproteln(WICkner,1978),Plpha首e-encodedBanproLeill(hIlka

etaL 1978)などであり､相互作用しているいずれの蛋白も大腸菌染色体やフア-ジの

DNA複壬削こ必罰である｡LnVJErcO)活性や蛋白との相互作用に基づいて､Nakaym らは

DrlaB蛋白の部分分解によって活性ドメインを分類した ,N未側の12kDaには､DnaCや

DnaCさらにlamtxhPとの相互作用部位があり､またヘリケース活性に必須である一方､

C夫側の33kDaには､leucinezippcrが存在 し､ATPやDNAとの練合やDrRB自身の相互

作用をするのに必須である(NakayamaeLa1.,1984,Biswasera1..1994)｡

本研究で用いたdnaB変異株は,DNA按製の伸長反応を阻害するdnaB14変異株と.

DNA複製の開始反応を阻害するdnaB252変異株である.dnaB252変異株は.299番目の

グリシンがアスパラギンに選書換わっており､DnaC蛋白との相互作用に欠瓜がある

(SalLUaandGodson,1995)｡dnaBZ4変見様は本研究によってその変異部位が同定され､

16番目のグルタミンがリジンに逆き換わっている不がわかった｡

(B)DNA姐換えにおける知見

DNA組換えは王にRecA追伝子産物に代表される相同的姐換え過握を縫て行われる

(Chrkand入1argulleS,1965,MasukaLaeEaL,1983)｡ところで組換え中間体が組換え体

として完成するためには,新たに得た並伝情報のDNAを複製して新生鎖を作り.失われ

た遭伝情報を補う必要がある｡そのとき細胞内では,大脇菌の複製開始点ot-)-(泡､ら開始さ

れる染色体全体のD:t'A複製 (表1-3-1(B).図1-311(B)に大腸菌のDNA複製に関与する蛋

白を示す)とは区別される rDNA修改Jや r相同的組換え｣のためのDNA合成が行われ

る.また､通常のDNA校製の開始には蛋白合成を必要とするが､紫外線照射などでSOS

誘尊をかけたときには､蛋白合成を阻笹してもDNA合成の再開始が起こる｡この現象は

-般のDNA複製 と区別 して誘溝的安定DNA複製(iSDR.induclblestableDNA

repllCation)と呼ばれる.このような組換えに伴うDNA複製には.DnaB.DnaC.DrはT.
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DnaG､DNArx)IymeraseIll､DNAp)lyTneraSelは共通して活用されるが､on'Cと配列

特異的に結合するDnaAは関与せずに､打iA､niB,打iCが必要とされるぬ ieraJ.,

1994;MasaieEal,1994:KogomaeEal,1996)｡Kogomaらは､DNA複製の開始を伴う

相同的組換えとして次のようなモデルを提出している (図L-3-1(A))｡まず､相同的組換

え反応過程の導入過程である単鋭DNA東端が相同椎を持つ二重鎖DNAへRecAによって進

入の後,その3'末端がDNA合成のプライマーとして肋き.新たなreplisomeが形成され

D二ヾA複製が行われる(A血 etaL.1994).このような相同的組換えの複製過程における

DNA合成にもDnaB蛋白は関与していると考えられる｡

1-3-2:DnaA

大場幽染色体のDNA複製開始に関与する｡大腸菌染色体上の複製開始起点である07-J'C配

列に20-30分子結合し.onq司辺の二韮鎖DNAを開裂させる(orcncomp)ex)｡onC配列

は複数の蛋白と複合体(Ⅰnlsiosome)を形成 し､その中でDnaA蛋白によるorLCの活性化が

起こると考えられている03ramfdnandKomt光rg.1988)｡その実体と形成の制御機梢は

明らかにな りつつある｡Jacobらによって提唱されたレプリコン仮説に当てはめれば.細

胞内DnaA蛋白の分子数がoTL'Cを開始点とする染色体複斜の開始時期を制御 していると考

えられているが､過剰発現したりorL'Cを持ったプラスミドを番人したりすることで細胞内

DnaA蛋白の濃度を増減しても開始時期は変わらないともSTわれている(XuandBrerner,

1988)｡

このDnaA-DNA複合体によって開裂した一本鎖DNA上にDnaBIDnaC蛋白複合体が加

わり､二本鎖DNAの開裂が固定されbreprimingcomp)ex).絞<DNAポリメラーゼによ

るDNA合成が始まる｡

I-3-3:DnaC

DmB蛋E]と結合 し､DNA複製の伸長と開始に関与している｡複製開始点周辺で開裂 し

た一本鎖DNAに.DnaB-DnaC複合体として侵入する｡DnaBが一本鎖DNAを囲む様に6

丑体の環状分子になると解離し.DmBの有する単軌DNA依存ATP加水分解活性により,

9



二重鎖の開裂を開始する｡

卜3-4:DNAligase

DNA複製の取Iaggir噂鎖&lJには1キロから2キロ塩基対の岡崎fragmentが合成されるが.

憐接したこれらのDNA断片を連結するのにligase活性が必要とされる｡その変災株では多

鬼の岡崎rragrnelltが細胞内に載積する(OkaLjikieEaJリ1979)｡

1-3-5:DNAgyrase

DNA鎖を一時的に切断し再結合することによって､DNAの トポロジーを変化させる酵

素をDNAトポイソメラーゼと呼ぶ｡その反応様式によって､1型と11型に分けられる｡Ⅰ型

は二本鎖DNAの一方の鎖を切断再結合し､Il型はDNAの二本鎖を同時に切斬再話合する

活性を持つ｡大腸菌においては､TopLl'opTJTが前者にあたり､DNAgyTaSeやToplV

は後者である｡

DNA複穀との関わ り合いという点で述べると長い線状二本鎖DNAや閉環状の二本鎖

DNAでは.DNA複製が進み二本鎖DNAの巻き戻 しが進むにつれて､D:qA分子の他の部

分にひずみが生ずる｡このひずみを解消するために自然と正の超らせんが複製フォークの

前方に過剰に生ずる｡ トポイソメラーゼが超らせんを取り除くことが出来ることから.こ

の酵素がDNA複封に関与していると考えられる(GeueTteEaJ,1976)｡また､複軌の終了

した後に出来た二つの染色体DNAは数回の絡み合い(ca【enaLion)をしており､細胞分裂す

る時に両方の細胞に分離するためにもDNAトポイソメラーゼが必要と考えられている｡

本研究で注目したDNAgyTaSeは大腸菌のrT型トポイソメラーゼであり.DNA複製に必

須である｡DNAを切断して再烏合する活性から､非相同的組換えに関与している可能性

が考えられた｡lkedaらは､旺験管内でDNAgyraseとファージDNA及びプラスミドDNA

を反応させた後.組換え体を回収してその組換え部位を解析して.全<相同性を持たない

部分同士での組換えが起こっていることを兄いだした｡これは(GyTA)2(GyrB)2のヘテロ4

亀体からなる DNAgyTaSeがそれぞれのサブユニット(GyrAGyTB)を交換することによっ

て.形成されると考えられる(lkedaetal.,1982;Naitoe上a1.,1984)｡生体内では､DNA
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gyraseの温度感受性変異株を用いて組換えへの関与が墳村されている(Kwmgaiand

lkeda.1991:Shimizuera1.,1995).

また.DNAgyTaSe特先的阻害剤であるオキソリン酸は.DNAgyraseが染色体DNA上

で二重鎖切断を入れた状態で薬剤一蛋白DNA複合体を作る(C)eavablecomplex)｡この反応

は可逆的であるが､高濃度で投与すると大腸菌は死んでしまう｡適当な渦度で与えると､

非相同的組換えを上昇させることがわかっている(ShiTni孔Ietd.1995)｡また､後述する

SpL-アッセイを利用して､Shimizuらは非相同的組換えを自然誘発するDNAByraSeの変

異株を単鞍し(Shimi孔Ieta1.,1997).生体内でも直接非相同的組換えに関与していること

を示している｡

ト3-6:入0蛋 白

ラムダファージがコ- ドする蛋白の-つで､AP蛋白とともに､ラムダDNAの複3削こ関

与している｡ラムダフア-ジDNAが複熟されるためには､ラムダDNA上の複放開始点ori

^近傍で入0蛋白の結合による二重鎖の開裂､そしてAP蛋白と大腸菌DnaBの複合体がさ

らに結合 し､大腸歯のDNA l泊Iymerasel山が加わる邪が必要である帆 fanoand

McMacken,L989)｡AP蛋白はDnaBIJi白と相互作用することによって､複製帆始の阻苔

を行っているが､熱などのショックによって発現する大腸菌のシャペロン蛋白(DnaK,

DnaJ.CrpE)がAP蛋白のフォールディングを変化させ.複魁が開始される(WcgrzyneE

al,1995)｡入0蛋白は,大腸菌におけるon'C/DnaAの関係に対応 して,ラムダファージ

の複製に於いてonA/入0の関係を持って複製の開始反応を制御していると考えられる｡
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第 2章

紫外線照射によって誘導される

非相同的組換えの解析



紫外練照射によって非相同的組換えが誘発される｡これは.紫外線の持つエネルギーに

よって形成されるピリミジンダイマーなどの二本鎖DNA上のlfi協力咽 接の原因と考えら

れている｡しかし､それが非相同的組換え体として完成するまでの過掛 ま未知である｡現

在まで､gl爪4(Sl地 uetaJ..1995).I-ed(UkltaeEa1.,1996).LleCQ(HanadaeEal.,投

描中).hupN7uPB(投稿準備中)､ffs､hlmA､hin7D(ShanadoeLa1.,投稿中)などが非相

同的組換えに関与する迫伝子郡としてtkedaらのグル-プによって明らかにされてきた｡

本研究では.紫外線照射で得られた非相同的組換え体の構造の特徴である顕著な順向き

繰り返し配列に注目し､DNA複製の関与を倹射した.
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2-1

実験結果

2-1-0

非相同的組換 えの検 出系 について

大腸菌に梅原化したラムダファージが誘発される際に生じる非相同的組換えを定見的に

測定する系.Spi了 ッセイを非相同的組換えの検出系として用いた(TkedaeEaJ,1995;

ShirnimeEa1,,1995)｡

ラムダファージは宿主大腸菌に感染すると.その約48キロ塩基対からなるDNAを大腸

歯細胞内に注入する｡線状で投入したラムダDNAは環状化しいったん複製する｡その一

部のラムダDNAは大腸歯染色体上のga康伝子とblo遺伝子の問にあるaltB部位に.それと

用同性を持つラムダDNA上のatlP部イ立との部位特異的組換えによって組み込まれる(図

2-1-00:Campb乱 1962)｡こうしてラムダDNAが大脂菌染色体に組み込まれることを

ラムダファージの ｢溶原化Jという｡溶原化したラムダDNAは大腸菌染色体の一部とし

て振る舞い､細胞分裂に伴う史色体の複製もそのまま行われるし､細歯交配による染色体

の移行もそのまま移る.この組み込まれたフア-ジDNAは ｢松菌｣過程によって､aEtR

とatlLとの間で部位特異的組換えによる火脂薗染色体からの切り出しが起こり､瓜終的に

子孫ファージが放出される｡一般的にフア-ジDNAが切り出されるためには､紫外線､

DNA損傷性秦剤､DhlA合成阻害剤などによって染色体にストレスがかかって ｢治乱 過

程が誘発される必要がある｡こうして部位特異的組換えは非常に正確に行われるが､掛 こ

aTt部位以外で切り出されれることがある｡そのような切り出しによって形成されたラム

ダファージは.aEr部位の近傍にある大腸菌のga慮伝子やbL'○遺伝子を取り込んでいること

が知られている｡そのような組換え型ラムダプア-ジを入gaL入bloと表記し,それぞれ

は大腸菌の限られた遺伝子kaJ.bL'dだけを持ちうるので､特殊形質導入ファージと呼ば

れる｡ファージの r頭｣はパッケージングできる塩基数に限外があるため､軒樋した大腸

菌の遺伝子を取り込んだファージDNAは必ず自分自身ファージDNAの欠失を伴う｡この

うち入bL'dまalt棚 ｣の大腸菌退伝子bLbを取り込んだ分aElL側のファージDNAを欠失する串
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がほとんどであり,特にフ7-ジのred逓伝子やgam遺伝子周辺まで欠失する不が多い｡

ここで注目すべき点は､red漣伝子とgaJTd伝子を同時に変異を持つラムダファージがP2

フ7-ジが溶原化した大場菌においてプラ-クを形成することができる事である(Lindahl

etal"1970)｡この性質をSpiと表現している｡正常な切り出しによって形成するラムダ

フ7-ジはP2溶原菌上にプラークを形成できない(SPl SensitivetoP2inrubition)ので､

p2油原歯を指示菌としたときのプラーク数から非相同的組換えによって形成されたファー

ジ欺のみを求めることが出来る｡Spi､Spiーいずれのファージも一般的に用いられる非溶

原曲を指示菌とすればプラークを形成するので.全ファージ数を求めることが出来る｡こ

のようにして非相同的組換えを定見的に検出する系を､入Spiワ ッセイ系と呼んでいる

(岡21ト0)｡

このSpiアッセイを用いて､様々なDNA損傷によって誘導される非相同的組換えを検出

できることが示されている(kedaeta1..1995;Shjmi孔Ieta1.,1995).

本研究では､Spi了 ッセイを非相同的組換え頻度の指標として用い,DNA複製が非相同

的組換えに関与していることの証明.及びその組換え機構の解析を目的として実験を行っ

た｡

2-1-1

Spi7 ァ- ジ形成頻度 に与えるDNA複製の影響

EI的

Ya∬仏guChユらは､非相同的組換えによって形成されるSpl~ファージの構造解析から､組

換え体の57%は高発部位(Hotspoti)で起こっており､その組換え部位周辺に嫉著な反殻配

列が見られる鞘を示した.そして,反復配列に起因する二重鎖切断が起こる機梢を提案 し

た(図2-1-1 Ya汀はguChieta1.1995)｡このモデルは.複製の進行が紫外線による染色体

上の損L削こ出会うことで反復配列間でのスリップを誘引して申鎖DNAのループアウトを

[ 起こし.そこに何らかのヌクレアーゼが切断を入れることで､組凍えの基質である二重鎖

切断が生戒するとしている｡
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そこで､紫外繰照射によって上昇する非相同的組換え頻度に影管を与えるDNA複製因子

の探索を目的に以下の実験を行った｡大腸菌のDNA複軌 こ関わる遺伝子群は.dna変異と

して数多く単離されているが.今回は符製の伸長や開始に鵬わるDnaBヘリケースに注目

して実験を行った｡その他の遺伝子産物の関与は項を改めて後記する｡

結果

(A)dnaBrsl4変異株におけるSpフ7-ジ形成検度

大腸菌FI14dnaβ~抹及びFlL4dnaBts14株それぞれに入cI8577ア-ジを溶原化させて､

Spiアッセイを行った｡その結果を表211-1(A)､図2-卜l(B)に示す｡Spiフ ァージ形成頻

度が野生株に比べて約100分の1に低下した｡

(B)dnaBls252変晃株におけるSpiフ ァージ形成頻鮭

.棚砦薗594dnaBT株及び594dnaBIs252株それぞれにAc1857ファージを溶原化させて､

Spiアッセイを行った｡その結果を表2-I-1(B).図2-卜1(B)に示す｡S°i-7アージ形成頻

度は野生株と同じだった｡

結論

以上の結果から､非相同的姐換えにDNA複製が関与していることが京唆された｡また､

複軌の開始の一時的な阻害は非相同的組換えに関与せず,復興の進行の阻苔によって非相

同的組換えが影骨を受けていることを示した｡

2-1-2

正常な切 り出 しを抑制す る変 異を導 入 した株 での､Spiファージ形成頻度 に

与えるDNA複製の影響

目的 :

dnaB温度感受性変異株を高温処理して複製の進行を阻苫している間､alt部位間の正常

な切り出しが起こって,染色体上に溶原化しているファージDNAが喪失 してしまうと,

非相同的組換え反応の有無に関わらずSpiファージ形成能が低下する事が予想される｡こ

の可能性を排除するために,次の実験を行った.

大腸菌に溶原化しているラムダファージDNAの通常の切り出しにはラムダ77-ジの蛋
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白であるInt､Xis.大嘘菌の蛋白であるFIS.IHF蛋白が関与している｡Shanadoらによっ

て.x7'S過伝子の変異株で細胞あたりのSpiファージの形成頻度が野生株の約200倍上昇す

る歩が示されている(Shanadoeta1..投稲中)｡つまり､Spiフ7-ジの形成を指標にした

非相同的組換えは.ラムダプア-ジDNA特有のものではなく､染色体全体で起こってい

る非相同的組換えと共通する現象であり.また通常の切り出しがほとんど起こらないので､

租換えの基質として染色体上にプロファージが残っていることが期待される｡

LJi火 :

Acl857m'sl77-ジを大腸歯FI14dnaB棟及びF114dnaBts14株に溶原化させた株で.

Spiアッセイを行った｡その結果を去2-卜2.図2-1-2に示す｡Spiファージ形成頻度は野

生株に比べて細胞あたり約100分の1に低下した｡

結論 :

Spiファージ形成頻度の低下は､溶原化 しているラムダファージが正常な切り出しが行

われることによって非相同的組換えの基質になる機会を尖っているからではない｡

2-1-3

ファー ジの生育 に対 してdnaB変異が与える影響

目的

切り出されたファージは環状化した後､大尉こ複刺されてからファージ粒子にパッケー

ジされる｡dnaB変光によって環状化された後の複穀が正常に行われないためにSpiファー

ジの形成頻度が低下している可能性を排除するために､77-ジの一段増殖実験を行った｡

JZi果 :

大脇菌FI14dnaB十株及びFI14dnaBtsL4株を対数増殖期まで増やし.入cL857ファージ

を感歎させその増殖能を測定した｡結果を姦2-1-3に示す｡dnaB14変異によってバース

トサイズは野生株に対して紫外線なしでは37%.紫外線照射(20J/m2)では60%に低下する

可がわかった｡

結論 ･
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spiファージの形成頻度が100分の1に低下することから考えて.この生育の低下が非相

同的組換え頻度の低下の主要因ではないと言える｡

2-1-4

組換え型 ファージの組換え部位のjunctionの分布

目的 ･

Yamaguchlらによって非相同的組換えにより生成したSpiファージの組換え部位の分布

には偏りがあることが示されている｡57%の組換え体が高発部位(HotspotOで組換わって

いる.DNA複製の停止によって組換えの起こる部位が影書を受けるかどうかを明らかに

するために.紫外線照射することによって生成する組換え型ファージの組換え部位の

JunCtlOnの分布を桐べ､dnaB変異株及び野生株で比較した｡

結果

入cl857ファージを溶原化した野生株及びdnaBl4変兇株を紫外線照射(20J/m2)して.シ

ングルバース ト法によりそれぞれ独立したSplファージを多数得た｡これらについてPCR

法を用いて.それぞれの組換え部位の)unctionの分布を決定した (図2-1-4)｡野生株か

ら得られたSpiファージの組換え部位のjunctionの54%に存在した荷発部位(HotspotDが､

dnaB変先株の場合には17%に減少することが明らかになった｡代わりにHotsp0日]での組

換えが13%から67%に上昇 した｡また､野生株で7%存在したHolspotTnでの組換え体に

相当するものは兄いだせなかった｡

結論 :

高発部位(Ilo【spotI)での組換えにDNA複製が関与している｡また､高発部位以外の組

換え部位全体の分布には影曹していないが.頻度全体の低下に伴って.新たな商発部位

(1IotspoH1)での組換え体の割合が増加した｡またHo【sFX)tluでの組換え体が見られなかっ

た｡

2-1-5

組換え型 フ7- ジの組換え部位の塩基配列の解析

目的 :

2】



紫外線照射することによって生成する組換え型フア-ジは.大腸菌及びファージそれぞ

れの洩DNA間で.3bp～13bpの相同配列で組換わっていた0'amagtlCh1eraL, 1995)｡

dnaB変共株に紫外線照射することによって生成する組換え型ファージの組換え部位の塩

基配列を決定し,その特徴を調べた｡

結果 1

2-1-3で野生株及びdnaB変異株から得られた組換え型ファージの組換え部位の塩基配列

を決定した (図2-I-5)｡組換え体の補遺解析から､野生株では(2bp～13bp).変異株で

は(3bp～13bp)の短い相同な配列の間で組換えが起こっていた (表2-1-5).また.その

平均塩基長は野生株及びdnaB変異株それぞれ9.1bpと1l.8bpであった｡

結論

組換え体に見られる､大腸菌 ･ファージそれぞれの親DNAに対して組換え部位の相同な

配列の長さ(3bp～13bp)は､野生株に紫外線照射したときと同じ(2bp～13bp)程度であっ

た｡



2-2

考察

Dh'A複製は ｢複製の開始｣と ｢複製の進行｣に分けることが出来る｡dnaβ退伝7-の変

異としてすでに多数単麓されている中で､ r複熟の開始｣に関わる変異はdnaB252だけで

あり.dnaB14を含むその他の変異は r複封の進行｣に関わるものである｡

今回得られた結果は.dnaB14によってSI東ファージの形成頻度が野生株に比べて100分

のlに低下していることである｡頻度の低下を起こす原因として.

(I)複製の進行が直接非相同的組換えの機構に関与しているからである､

(2)複製が停止している間に､大腸菌染色体に梅原化しているファージDNAがattR-8EtL

間での部位特異的組換えによって切り出されてしまうと,非相同的組換えの基質の喪失が

慮ってしまうからである､

(3)ファージの生育が複穀の阻害によって低下するためである.などが考えられる｡

ラムダファージの持つXis蛋白は､ファージDNAが大腸菌敗色体から部位特兄的組換え

によって切り山されるときに必要な蛋白である｡Shanadoらによって.そのxJ'sl変異は

atL間での部位特異的組換えは非常に低下させるが.Spiファージの形成頻度には影響を与

えないことが示されている｡このxJ'sl変光を導入することで､複数の進行が停止している

間でも､ファージDNAが喪失しないことが期待される｡2-ト2の結果から先に挙げた(2)

の基質の韓矢による頻度の低下の可能性はなくなった｡

組換えによって環状化 したファージDNAがdnaB変異によって大きな影響を受けないこ

とは2-卜3の結果から明らかになったので(3)のファージの生育の阻書による組換え頻度の

低下の可能性も排除できた｡

DNAの授匁が関わる非相同的組換えとして次の二つが考えられる.

(A)DNA複製によって姉妹染色体を作ることが非相同的組換えの基質を作る｡

(B)DNA授製が直接､非相同的組換えを起こす｡

まず最初の(心の場合について述べる｡細胞が特定のiB伝子産物を必要とする状掛 こさら
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されたとき､その遺伝子の増幅現象が起こることが知られている(Brown andDavid.

1968;Alleta1.1978)｡真核生物ではテ トラヒメナのritm ornalRI(Aの遺伝子増幅や

(Gab.1974:Yaoera1.,1974)､ショウジョウバエの唾液腺や繊毛腺の遺伝子増幅が税察さ

れている(Spradllng,1981)｡このような遺伝子増幅は異常な複畢生が起こって出来た姉妹染

色体間同志で組換えを起こすと.部分的に染色体DNAが重複した組換え体が出来るから

だと考えられている.これを溶原化したラムダファージに当てはめると (図2-2-2(A)).

(1)紫外線照射によって訴起される複製開始点以外からのDNA複製が.on,1あるいはその

他のon-AIなどから複繋が行われて､部分的に染色体の増幅を起こす.(2)ADNA周辺の姉

妹染色体間で短い相同性を利用した非相同的組換えが行われる｡この時ADNAと大腸菌

bL'C迫伝子間で組換えが行われると図に示したようなADNAに挟まれた大腸菌退伝子bL'0が

韮複する｡(3)続く熱誘発でプア-ジDNAの切り出しが行われる｡近いa比部位間あるいは

遠いatE部位間での切り出されたDNAは環状化して複製が行われる｡(4)ファージDNAは

ローリングサークル型の複軌を行い,cos部位を挟んだDNAがフア-ジ粒子の中に組み入

れられる｡つまり､上記の切り出しによって出来た大脳薗bl'cd伝7-を持ってかつ入DNA

を並複して持ったDNAであっても､cos問でのパッケージングによって.Spiファージが

形成するのである｡

次の(B)はYamaguchjらのモデルで説明できる (図2-2-2(B))｡まず.臓向き繰り返 し

配列間で複製フォークがスリップを行い二重鎖切断を誘発する｡この末端が同一染色体内

での非相同的組換えを起こし､組換え型ファージとして大腸菌染色体から欠失する｡この

組換え型プア-ジDNAは欠失した際に環状化し､正常なファージと同様にローリングサー

クル型の複匁を行いファージ粒子の中に組み入れられる｡このようにして非相同的組換え

によるSpi77-ジが形成する｡

本研究によって.DNA複製を阻害すると非相同的組換えの頻度が低下すると同時に.級

換え体の榊追解析から高発熱イ立HotspoLTでの組換えが非常に減少した｡このことは.(2)

による順向き繰り返し配列による組換えモデルを強<支持する｡今後さらに組換え体の梢

造解析を行い.このような繰り返し配列の存在割合を明らかにする必要がある｡
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UVdose relevant Spilrequency

(J/m2) genotype burstsize (xlO.) sE ratl00 dnaβ+
dnaB14

20 dnaβ十
dnaB14

40 dnaβ+
dnaB74

60 dnaβ+

dnaB14

80 dnaβ+
dnaB14

47. 1.5 0.5 1
4.1 31 1.4 2.067

21 1000 27.0 1
2.5 39 2.2 0039

59 270.0 51.0 1
23 42 21 0016

2.1 2900 670 1
1.1 17 04 0.006

2.1 3100 28.0 1
09 36 0.3 0.012

Spl'frequency=Spr-phage(PFU/ml)/Totalphage(PFU/ml)

表 2-111(A)dnaBls14変異株
紫外線照射によって上昇するSpiファージの
形成頻度に与えるdnaBts変異の影響
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UVdose relevant Sprfrequency
(J/m21 qenotvpe burstsize (xlO■l ratio0 dnaβ+

dnaB252

20 dnaB+
dnaB252

40 dn∂β+
dnaB252

45 0.6 1
18 0.5 083

35 160 1
8.8 300 1.88

11 45.0 1
1.2 1000 2.22

Spifrequency=Spl~phage(PFU/ml)/Totalphage(PFU/ml)

表 2-111 (B)dnaBts252変異株
紫外線照射によって上昇するSpi~ファージの
形成頻度に与えるdnaBls変異の影響
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UVdose rekvant SpILfrequency
(J/m2) genotype (xlOつ SE ratK)

0 dnaB+
dnaB74

20 dnaB+
dna814

40 dnaβ+
dnaB74

60 dnaa+
dnaB14

0.50 0.08 1
0.03 0.03 0.06

82.00 18.00 1
0.20 0.19 0002

3700 1100 1
0.27 026 0.007

1600 1000 1
1.10 1.10 0.069

Spl'frequency=SpIPhage(PFU/ml)/Totalce"(CFU/mI)

表 2-1-2
正常な切り出しを抑制する変異を導入して､
紫外線照射によって上昇するSpiフ ァージの
形成頻度に与えるdnaBts14変異の影響
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UVdose relevant

(J/m2) genotype burstsize SE ratio
0 drlaβ+

dnaB14

20 dnaB+
dna874

40 dnaβ十
dnaB14

49 10.0 1
18 3.7 0.37

22 7.2 1
13 2.1 0.60

16 4.9 1
9 1.7 0.54

表 2-1-3
ファージの生育に対してdnaBts14変異が与える影響
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図2-1-4 紫外線照射によって生成する組換え型ファージの組換え部位の分柿

Hotspotlll 7% HotspotU 13% Hotspot1 54%

I

4｡8

即

榔

欄

岬

へ人

ー

棚

卸

仰

㈹

化

∧人

8一

ヽ UW4UW14 UW53UW54

UW3

UW5

UW9 UVV6
UW8UW23

UB1.214変異株 三吉二三子ニ糾 389 390 39

UO6U818

UE日1

∪817

U85

横軸は大腸菌bIDii広子及びuvrB遺伝子上のプライマ-番号､縦矧まラムタファージDNA上のプライマー番号を示し
ている｡それぞれのプライマーの塩基配列と染色体DNA上の位置は､第7号にまとめて記す｡
拍掬え型ファージを持型として用い大腸菌側と 側̂のプライマーで組換え喜陀 を挟むようにしてPCRを行った｡最も
小さなPCR産物が得られr=プライマーの細を､掛負え部位が存EEする範囲として分布til置を決定した.また､大腸菌
軸 側̂それぞれ#387と#404プライマーでPCRを行い､Yamaguchlらbf以前単離したHotspotIで榔 負わっているフ
ァージを参照に用いて､同じ長さのPCR産物を示すものをHotsptlとして分類した｡同様にしてHotspotllも分相し
た｡国中のHotspolの右側のパーセンテ-ジra組換え体全体に珂するそれぞれのHotspotが占める割合である.また､
同じ篭基配列で組換わっているものは太い枠で囲った.
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HotspotI
4780- bio 47髄

E.col, ,.GATGCGC正 AGTG｡｡Aで｡CiT完 G

l日 日 Jll日 日 llllFH I H
rccomblnant5GATGCGCTCAGTGCCATGCGCTCC-3

九 5CGG量 等 笹 出題 題 -3
32882 九- 32897

Hotspo川
3729- bio 371も

]
E co/L 5-AGAATTGCTGGTAGTGACTT TTGG･3

11日 日 日 =l日 日 lll
rccomblnant51AGAATTGCTGGTAGTGACGC G CCC-3

九 ,｡去AG｡畏畏 上土ま畏 ま畏 昆畏L
l
53a51 九- 3こわ悌

UB11

455l- bL0- 4567
l

EcoIL 5IGGCACTCCGCGAGCTGTATCGGGT

= l日 日 IIll日 日 I H
recomblnaTlt5-GGCACTCCGCGAGCTGCTGGTAGT13

1日 日 日 日 日 l日 日
九 5-CTTCACGGGCGAGCTGCTGGTAGTJ

1
33045- 九- 33060

UB5

4200- bL0 - 4212
l

EcoIL 5-TTAATAAACAAGCCATTGCAGCGG-⊃

JIH H H H lH H IH I
recomblnant5-TTAATAAACAAGCTATTGCCAGCG-I

入 ,.A土cGATT土TCiと艮 畏 去畏 ま比
l
34705- 九- 34718

図 211-5 dnaBts14変異株に紫外線照射して得られるSpl-プア-ジの組換え部位の塩基配列

組換え喜化 のjUnCt10n周辺の塩基配列を､ラムダファージと大強面遺伝子の塩基配列をもとにそれぞれ比概して､規DNAの組換え郡tBを指定しrC.
BZI中の太字は大腸菌とラムタフア-ジのkEl換え部位に見られる相同性の長さを茨す｡同-塩基は縦線で積んで表現してある｡矢EDは5塩基以上のLE
向き繰り返し配列を示している｡
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表 2-1-5
紫外線照射によって生成する組換え型ファージの組換え部位に存在する相同配列の長さの分布
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相同配列を持った組換え体の占める割合(%)である｡





第 3章

DNAgyraseに依存する

非相同的組換えの解析



オキソリン転は大腸菌のTl型トポイソメラーゼであるDNAgyraseの特異的阻害剤である｡

大腸菌細胞にオキソリン酸処理を行うと.大腸菌染色体上に結合しているDNAgyraseに

相互作用して重刑一蛋白IDNA複合体(cleavablecomplex)を形成する｡ShlrTuZuらは､オ

キソリン酸処理によって非相同的組換えの頻度が100倍上昇することを示 した｡また,得

られた組換え体の構造解析から､組換え部位には親DNA間の相同性がほとんど見られな

いことを示した(Shimlm eta1.,1995)｡このようなオキソリン酸処理によって誘発された

非相同的組換えに､DNAgyraseが関与していることが示されたが､その機構は明らかに

なっていない｡

また､薬剤一蛋白-DNA複合体(cleavable00mplex)の形成によって､DNA複製が数分の

うち即座に阻害される(GosseLal,1964)Oこのようなオキソリン酸によるDNA複製の阻

害は.cleavablecomplexを作るために必要な薬剤量に比べてかなり低い濃度で起こる

(SnyderaLndDrkca,1979)｡オキソリン鮭処理をすることによって誘発されるL'nvI'vaD非

相同的組換えは.DNAgyraseと伴にDNA複製も関与していると考えられる｡

本研究では､オキソリン酸処理によって誘発される非相同的組換えに.dnaB変光株の

与える影響を検討した｡



3-1

実験結果

3-1-1

spl77- ジ形成頻度 に与えるDNA複製の彪響

目的 ･

オキソリン酸によって誘発される非相同的組換えにDNA複製が必要とされるかを検討す

る下を目的に実鼓を行った｡オキソリンを処理によって誘発される組換えは.紫外韓を照

射したときに染色体上の損傷が誘引するのとは異なり､DNAgyraseと典剤の複合体によ

る染色体DNA上の二並鎖切断の先のステップが阻苫されることが直接の原因と考えられ

ている｡ただし薬剤を取り除くと.この二重鎖切断はDNAgyraseの結合活性によって元

に戻る.結合過崖が阻害された二兎鎖切断を組換えの基質として活性な状態にするために

DNA複製の進行による相互作用が必要と考えた｡

若紫 .

実験の結果を表31ト1､図3-卜Lに示す,オキソリン酸処理をすることによって野生株

ではSpiフア-ジの形成頻度を上界させるが.dnaBJ4株では100分の1に低下したままで

ある｡

結論 :

オキソリン転によって引き起こされる非相同的組換えにDNA複製が関与している｡

3-1-2

正常な切 り出 しを抑制す る変 兄 を導入 した株 での､Spi~ファー ジ形成頻度 に

与えるDNA複製の形響

目的

2-I-2で考えられた可能性を排除し､正常な切り出しを抑制してオキソリン酸処理によ

るSpiフ7-ジの形成頻度にDNA複製が関与 していることを明らかにする事をEl的に､

Spiアッセイを行った｡

結果 .
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実験の結果を表3-I-2､図3-1-2に示す｡Spiファージ形成頻度は野生株に比べて約100

分の1に低下した｡

結論

2-1-2の結果と同様に､オキソリン酸によって誘引される非相同的組換えにDNA複製の

進行が関与していることを示した｡

3-1-3

組換え型 ファージの組換え部位のjunctionの分布

目的 :

Shimizuらの解析により､オキソリン酸処理によって誘発する組換え体の構造から高発

部位(Hotspo(I)で組換わっているものが見られた(ShlmZuelaI.,1995)｡DNA複製がこ

のオキソリン酸処理によって誘発される高発部位での姐換えに関与しているか否かを明ら

かにするために､オキソリン穀で処理することによって生成する組換え型ファージの組換

え部位のjunctionの分布を調べ､dnaB変異株及び野生株で比較した｡

結果

入cl857ファージを溶原化 した野生株及びdnaB14変異株をオキソリン酸(5LLg/d)で処

理して,シングルバース ト法によりそれぞれ独立したSpiファージを多数得た｡これらに

ついてPCR法を用いて､それぞれの組換え部位のjtlIIC【iollの分布を決定した (図3-1-3)｡

野生株から得られたSplファージの組換え部位のjunctionの66%に存在した再発部位

(HoLspoLI)が､dnaB変異株の場合には5%に減少することが明らかになった｡一方で

HotspotLlでの組換えは野生株の7%からdnaB変異株の73%に上昇した｡

結論

DNAgyraseによって誘発されるHotspotIでの組換えにDNA複製が関与している｡

3-ト4

組換え型 ファージの組換え部位 の塩基配列の解析

目的
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オキソリン較処理をすることによって生成する組換え型ファージは､紫外線照射時に見

られた3bp～13bpの相同配列を持つ組換え体の他に､Obp-3bpと非常に短い相同配列を

持つ組換え体が存在した (Shlmizuela].,1995)｡dnaB変異株をオキソリン酸で処理する

ことによって生成する組換え型ファージの組換え部位の塩基配列を決定し､その特徴を調

べた｡

結果

3-1-3でdnaB変災株から得られた組換え型プア-ジの組換え部位の塩基配 列を決定した

(図3-1-4)｡今まで見られたような,6-13bpの比較的長い相同配列を持つ組換え体の

他に,短い1bpの相同配列を持った組換え体が存在した.これは.野生株をオキソリン殻

処理して得られる組換え体の塩基配列の特徴 (きわめて短い相同配列と長い相同配列が存

荏)と似ていた｡また､組換え部位の親DNA間の相同配列の塩基長の平均は､野生株

86bpで､drlaB変異株で115bpであった (表3-ト4)｡更に､同じ部位で組換わっている

ものが一組(OB20,OB30)あった｡

結論 .

DNA複製を阻害することでも.DNAgyraseが直接関与している大変短い相同性の組換

えに影弓削ましていない.またdnaB変親株では組換え部位に存在する相同配列の塩基長が

若干長くなった｡
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3-2

考察

オキソリン酸は大腸菌のⅢ型トポイソメラーゼであるD;ヾAgyTaSeの特異的阻害剤である｡

大脳歯細胞にオキソリン酸処理を行うと,大場歯染色体上に結合しているDNAgyraseに

相互作用して秦剤一蛋白-DNA複合体(cleavablecomp)ex)を形成する.Shmizuらは､オ

キソリン酸処理によって非相同的組換えの頼度が100倍上昇することを示した｡また.得

られた組換え体の組換え然位の構造解析から,組換え部位にはほとんど相同性が見られな

いことを示した(Shimizuetal.,1995)｡このようなオキソリン酸処理によって誘発された

非相同的組換えに､DNAgyTaSeが関与していることが示されたが､その様f*は明らかに

なっていない｡Tkedaらは･染色体上にあるD:ヾA節汀aSeのヘテロ4立体仏2B2)間で､一時

的に8豊体仏｡Bl)を作 り､仏B)のサブユニットを交換するモデルを提唱している (図

3-2(A)).実際のところ､ヘテロ4生体は安定な存在で､日経的にABのサブユニットに

分離することはないと考えられる｡このような安定な納迫体が染色体上に存在していると､

裸出フカ-クがその構造体と出会うことで､相互作用することが考えられる｡DIArrnらは

DNA投射の進行によって染色体上のDNAトポイソメラーゼ (ここではDNAgyraseにつ

いて)が5'R端と共有結合した状態で(AB)のサブユニットに分離してしまう可能性を示唆

したO)'ATl泊eEal,"1989,1990)｡この時､DNAgyraseサブユニットに保護されたDNA

末端の他に自由な3'末端を持つDNAが存在する.これは複製の進行によって起こる二塁鎖

末端の生成の一つの可能性である (図3-2(B))｡ここでDNAのTaSeが関与する非相同的

租換えの機構についていくつかの可能性をあげたい｡

(1)サブユニット交換モデル

さらにDNAの複製が関与するものとしては,

(2)DNAgyrase分離モデル

(3)自由末端生成モデル

応初のサブユニット交換モデルについては上記した通りである｡2番目のDNAgyTaSe

分解モデルは最近単焦された非相同的組換えを自然誘発するDNAg汀aSeの変異株の解析
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により､ヘテロ4具体のAサブユニット間の結合に関わる変異株から得られた組換え体の

組換え部位は相同性を全<必要としない苛が示された(ShimzuetaJ,1997)｡ヘテロ4量

体を形成するための仏B)サブユニット間の結合が弱いDNAgyraseはDNA複製の進行に対

して感受性であると考えられる.直接複製複合体との相互作用を受けなくとも､DNA複

製の進行による染色体上の超らせんの増加などのストレスで.DNA末端と結合したまま

hB)サブユニットに分離してしまうものが増加するだろう｡分離したサブユニットは他の

分離したサブユニットと再び結合することで､新たなヘテロ4丑体を形成しそれぞれの

DNA末端を結合することで相同性を全く持たない組換え体を生成する｡

3番目の自由末端生成モデルは､染色体上のDNAgyraseへテロ4重体が､複魁の進行

による超らせんを頻繁に(So回/秒)解消しているときに複製フォークが厄接ぶつかりDNA

gyraseとは共有結合していない岡崎fragment側のDNAが自由末端となって組換えの基質

として働く.オキソリン酸処理したときは.DNAgyraseが染色体上で二重鎖切断を入れ

た状態で国定されているので､複製フォークと出会ったときに岡崎rragmenl側のDNAは

容易くはずれることが考えられる.この蛋白に保護されていないDNA末端は､エキソヌ

クレアーゼやヘリケ-スの格好の攻撃対象になり,3■末端あるいは5■末端が削られたり二

重鎖がほどかれたりのプロセッシングを受け組換え基質となると考えられる｡
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Oxo.dose relevant Spi'frequency
luq/mn qenotvDe burstsize (x10-8l sE ratio

0 dnaB+
dnaB74

25 dnaB+
dnaB74

5 dnaβ+
dnaB7J

10 dna8+
dnaB14

44. 06 02 1
19. 34 03 5.667

16. 87.0 12.0 1
20. 2.2 0.7 0.025

15. 180.0 38.0 1
21. 3.0 0.8 0.017

9.2 3500 820 1
13 75 1.6 0.021

Spl~frequency≡Sp｢phage(PFU/ml)/Tota一phage(PFU/ml)

表 3-1-1
オキソリン酸処理によって上昇するSpiファージの
形成頻度に与えるdnaBts14変異の影響
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Oxo.dose relevant SpHrequency

(pg/mI) genotype (xlOJ) SE ratio
0 dnaB+

dnaB14

2.5 dnaβ+
dnaB14

5 dnaβ十
dnaB7J

10 dnaβ十
dnaB14

110 56 1
20 08 0182

48.0 240 1
3.0 12 0.063

78.0 42.0 1
4.8 2.3 0.062

80.0 37.0 1
28 1.0 0.035

sprfrequency=SpI-phage(PFU/ml)/Totalcelt(CFU/mt)

表 3-1-2
正常な切り出しを抑制する変異を導入して
オキソリン酸処理によって上昇するSpiフ ァージの
形成頻度に与えるdnaBts14変異の影響
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図3-1-3 ォ午.Jリン酸処理によって生成する組換え型ファージの組換え部位の分布

HolspoIH 7% Holspo11 66%

･工 .coli ,b: 電 波 賢 〕=rB

4○○ OW9OWSOWllOW凸 OW1

387一01

▲09 OW10

I(哩

ー

棚

卸

仰

峨

峨

八人

OB154変異株 設 芸8一 389 39) 30

OB27

OB33

㊨

墳矧ま大隅菌blD遺伝子及びuvrB遺伝子上のプライマー番号､縦軸はラムタファージDNA上のプライマー番号を示し
ている.それぞれのプライマーの塩基配列と染色体DNA上の位置は､第7章にまとめて記す｡
鴇換え型フ7,一ジを鋳型として用い大隠南側と 側̂のプライマーで組換え部tBを挟むようにしてPCRを行った｡最も
小さなPCR監物が得られrCプライマーの組を､組換え部fnが存在する範囲として分相tn瞳を決定した.まT=､大腸菌
恥 1側そnそれ#387と#404プライマーでPCRを行い､YamaoLM:h｡らが以前単離したHotspotlで組換わっているフ
p-ジを参照に用いて.同じ長さのPCR産物を示すものをHolsFX)tlとして分類しr=.同様にしてHolspc川も分類し
た.国中のHolspolの右側のパーセンテージは組換え体全体に珂するそれぞれのHotspotが占める割合である.まrC.
司じ壇基配列で組換わっているものは太い枠で囲っr=｡
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RTGRYCTY DNAoyrase
G G ∽nSenSUS

Hotspotl
4769- bLo 4785

■■■■■-
EcoLE 51GATGCGCTCAGTGCCATGCGTTCG-3

日 llll日 日 日 日 llllll H
recomblnanl 5l･GATGCGCTCAGTGCCATGCGCTCC･3

I 日 日 11日 日 日 l
九 5-CGGATGTGTTCTGCCATGCGCTCC-3･

l _
32882 人- 32897

Hotspotll
o 3729- bLo 371も

｢
EcolL 5-AGAATTGCTGGTAGTGACTTTTGG3

1111日 lll日 日 日 日 l
recomblnaT]15AGAATTGCTGGTAGTGACGCGCCC-3

H H H Ilrllll日 日 lIIl
九 5lCGAGCTGCTGGTAGTGACGCGCCC･Jlエ)防1 九 - 洲

OB30 0B20

45171 bLO- 4533

Ecoll ,ーAATCTC南 扇妄言;孟 コT｡｡GGT,

EIH H H H lH lH I I
recomblnanL5･AATCTCGCAGTGCAG℡GTTTATTC-3

l I H IlH llH lH H ll

九 5-GAATAC等 警 竺 :.:5T5CI

OB13

3160- bL0- 3172

⊥-
E.coLL 5-GATCGCCAGTATCTGAACTTTTCC31HllFH H IH H

recornbInant5-GATCGCCAGTATCCTTAATGAAGG311 日 日 日 llrlll
九 5p-TTTGTGCGCAGCCCTTAATGAAGG1

l
34829-人- 34840

図 31114 dnaBts14変異株をオキソリン酸処理して得られるSpl-ファージの組換え部位の塩基配列

紹換え部位のJunCttOn周辺の塩基配列を.ラムダファージと大腸菌遺伝子の塩基配列をもとにそれぞれ比較して､規DNAのkEl換え部位を特定した.
国中の太字は大腸菌とラムダファージの組換え即位に見られる相同性の長さを表す.同一塩基は縦線で結んで表現してある｡矢印は5塩基以上の順
向きはり適し配列を示している｡また､太い横棒でDNAoyraseのInVNOでの切断コンセンサス配列を示す.
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表 3-1-4
オキソリン酸処理により生成する組換え型ファージの組換え部位の相同配列の長さの分布

横軸は組換え部位に存在する槻DNA間の相同配列の塩室長(bp)､縦軸は組換え体全個数に対してある同じ長さの
相同配列を持った組換え体の占める割合(%)である｡





第4章

DnaB蛋白の過剰発現による

非相同的組換えの誘発現象の発見



dnaB変異株がSpl77-ジの形成頻度を低下させることを第 1章 .第2章にて示してき

た｡この非相同的組換えに関する欠損を相補させるために､DnaB蛋白を過剰発現するこ

とを試みた｡その実験の過程で､dnaB変異株及び野生株ともに､紫外線照射を行わない

状態でも､Dl-aB蛋白を過剰発現するとSp17 ア-ジの形成頻度が覇者に上昇することを発

見した｡

本章では､D｡aB蛋白を過剰発現することによって誘発する非相同的組換えの解析を行っ

た｡
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4-i

実験結果

4-1-1

spi~ファー ジ形成頻度 に与える影響

目的

dnaB変異株における温度感受性及びspiプア-ジ形成頻度の低下を､野生型DnaB蛋白

を過剰発現してそれぞれを回復させることを目的に実験を行ったところ､D11aB蛋白を過

剰発現させることでSpi77-ジの自然誘発が上昇する現象を偶然見つけた｡紫外線照射

した時と比較して.非相同的組換え頻度の上昇の棲度を測定した｡

結果

入cl857を溶原化した大腸幽FI14dnaB'株に､PBR-KmA2､pRLM6をそれぞれ導入 し

て.Spiワ ッセイを行った｡pRLM6(Nakayamaeta1.,1984)は大腸菌染色体上のdnaB迫

伝子をpBR322由来のプラスミドにクローニングしたものであり､プロモ-タ-はdnaB退

伝子自身のものを用いている｡pBR322プラスミドは細胞内で数十コピーで保持されるの

で､プラスミド上に乗っている過伝子は､染色体上に乗っている池伝子の発現丑より結果

的に過剰発現することになる｡pBR322プラスミドにカナマイシン耐性浪伝子をクロ-ニ

ングしたPBR-KmA2は対照実験に用いた｡それぞれのプラスミドの構造は第7帝の図7-1

に載せておく｡

実験の結果を表4-i-1､図4-i-1に示す｡紫外線照射なしの時に,DnaB蛋白を過剰発現

した場合Spiフア-ジの形成頻度が約100倍上昇した｡

結論

以上の結果から､DnaB蛋白の過剰発現によって紫外線照射による染色体上の損傷が起

こらなくても､非相同的組換えの頻度を上昇することが明らかになった｡

4-1-2

ラムダ ファー ジの自然誘発 に与える影響

日的
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Splファージの形成には染色体の二重鎖切断を必要とする｡非相同的組換え頻度の上界

は細胞内の二重鎖切断の多さを反映していると考えられる｡DnaB蛋白の過剰発現による

非相同的組換え頻度の上昇が二重鎖切断の起こり易さに起因している可能性を検討するた

め.ラムダファージの自然誘発を測定した｡

結果

野生型ラムダフア-ジ人工岨paを溶原化 した大腸菌594株に411-1で用 いたプラスミドを

導入して､Spiアッセイを行った｡実験の結果､表41112に示したように､それぞれのバー

ストサイズはコントロールと大差なかった｡

結論 :

以上のことから､DIlaB蛋白を過剰発現しても染色体上の二盃鎖切断が起こりやすくなっ

ているわけではないと言うことが示唆された｡

4-1-3

誘発 された非相 同的組換 えに対す るRecA蛋 白の関与

削杓

これまでにSpLフア-ジ形成頻度を指標にした非相同的組換えの誘発にRecA蛋白は関与

していないことが示されている(SrbnlZueta1日1995,UkitaeEal,1996)｡DIlaB蛋白を過

剰発現したときの非相同的組換えの誘発が､RecA蛋白に依存しているか否かを調べるこ

とを目的に行った｡

結果

4-i-1と同様に入cI857を溶原化した大腸菌FI14dnaBT株に.pBRIKJm12.pRl.M6を

それぞれ導入して､Spi7ッセイを行った｡結果を表411-3.図41113に示す｡紫外線照射

を行わずに.DnaB蛋白を過剰発現することによって上昇するSpi-7アージ形成頻度は80

倍程度であるが､recA変異を導入してもSpLLファージの形成頻度の上昇は70倍程度見られ

た｡

結論
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DrlaB蛋白の過剰発現による非相同的組換えの誘発はRecA蛋白に依存しない｡

4-1-4

組換え型 ファージの組換 え部位のjuncLionの分布

目的 :

野生株に対して紫外線照射やオキソリン酸処理によって生成する組換え型ファージは,

高発部位(HotspotI)で組換わる組換え体が6-7割を占めている事がわかっている

0'amaguchleEal,1995.Shlmizueta1.,1995)｡ところが､dnaβ変実株では組換え体全

体に占めるHotspoHの割合が1-2害いこ低下することを､本研究の弟2章 .第3章で明ら

かにしてきた.さらに､4-1-1で示したように､Drla8蛋白を過剰発現することによって

jF相同的組換えの頻度は顕著に上昇する都がわかった｡そこで､この頻度の上昇はdnaB

変輿株で影響があったHotspoHでの組換えが過剰発現されたDnaB蛋白によって効率よ(

利用されている可能性を検討するため､DnaB蛋白を過剰発現することによって生成する

組換え型ファージの姐換え部位のjunct10nに特徴ある分布がないかを調べた｡

結果

411-1で用いた大腸歯株FI14dnaB十(AcI857)pRLM6を用いて.シングルバース ト法に

よりそれぞれ独立したSpi~ファージを多数得た｡これらについてPCR法を用いて､それぞ

れの組換え部位のjunctionの分布を決定した (図4-1-4)｡野生株から得られたSpiファー

ジの組換え部位の)uncl10nの54%に存在した高発部位(Hotspot1)が.DnaB蛋白を過剰発

現した場合にも40%存在することがわかった.また､HotspoHTrでの組換え体も6%存在

し､野生株におけるliotspotmの割合(7%)とほぼ同じであった｡さらに.分布範囲を決

める時,PCR断片の長さが同じものが多数存在し､いくつかの組換えは同じ部分で起こっ

ている｡したがって､新しいHotspotがあると考えられた｡

結論

DnaB蛋白を過剰発現することで誘発される非相同的組換えは.野生株の場合と同様に､

高発部位(HotspotJ)での組換えやTloLsp0日以外での組換えが観察された｡
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4-1-5

組換え型 ファー ジの組換え部位の塩基配列の解析

目的

野生株を紫外練処理して得られる組換え型ファージの特徴は.組換え体すべて､大腸歯

及びファージの親DNA間で短い相同配列が存在することである(Yam aguchieE,7I.

1995)｡また､4-i-4の実験において､いくつかの組換え体は同じ部位で組換えを起こし

ていることが考えられた｡そこで､DnaB蛋白を過剰発現することによって生成する組換

え型ファージの組換え部位の塩基配列を決定し､その特徴を調べた｡

結果 ･

4-ト4で単離 したSplフア-ジのうち.32体について組換え部位近傍の塩基配列を決定

した｡その配列の一部を図4-ト5に示す｡また組換え部位に見られる親DNA間の相同配列

の塩基良の分布を表411-5に示す｡

(1)すべての組換え体に親DNA間のAbp～13bpの短い相同配列が存在 している｡高発部

位(Ho[spoH)をのぞいた組換え体全体の組換え部位に見られる相同配列の塩基長の平均は

7.8bpである.

(2)また､同じ部位で組換えを起こしている組換え体が.それぞれ新しいHotspotとして

5組存在することが明らかになった｡

(3)組換え鮒 立近傍に顕著な噸向き配列が存在する組換え体もあるが､その割合は全体の

半数にすぎない｡

結論

すべての組換え部位に短い相同性が見られ.また5組の新しい高発部位が出現した｡



4-2

考察

dnaB宜伝子をを多コピ-プラスミドに乗せて､野生株大腸菌に導入したところ､Splファー

ジの形成頻度を顕著に上昇させた.これは紫外線を照射しなくても非相同的組換えが自然

に誘発される可を示している｡まず.spiファージ形成頻度が上昇するためにはDNAの二

重鎖切断を必要とするBそれには､DnaB蛋白質が過剰に発現することによって､何らか

の機構が働き細胞内で染色体の二重鎖切断が多くなる可能性があげられる｡今までに知ら

れていることとして､大腸菌では細胞内で二重鎖切断が起こりエキソヌクレアーゼなどに

よって単組DNAが生成すると､それを修復するための緊急反応(SOS応答)が起こる｡そし

て.組換え修復関連の遺伝子群が発現するJexA-L･eCA機構の誘導や､溶原化したラムダファー

ジの切り出しの誘発がRecAプロテアーゼ活性によるラムダリプレッサーClの切断によっ

て起こることが知られている｡4-1-2の結果より､DnaB蛋白質を過剰発現させても溶原

化したラムダファージの誘発は上昇しない串が言えた｡つまり､SOS応答が起こるほど顕

著に二重鎖切断は起こっていないと考えられる｡

さらに､ShimlZ･uらは紫外線照射によって誘起される非相同的組換えはRecA蛋白に依存

しない事を示したが.DnaB過剰発現によって上昇する非相同的組換えにRecA蛋白が関与

しているかどうかを検討した｡4-i-3の結果より,DnaB蛋白を過剰発現 したときに誘起

される非相同的組換えにはRecA蛋白が関与していない事を示唆する｡これは4-ト5で示し

た組換え部位の塩基配列の特徴とも関係しているかもしれない｡

現在まで､W ZIA(ShimjzueEal.,1995)､TeCJ(UkltaeTa1.,1996).I-ecgOlarladaet

aJ,投稿中)､hLLPAhupB(投稿準備中).fL'S､hlmA､hl'mD(Shanadoela1..投稿中)など

が非相同的組換えに関与する誼伝子群としてLkedaらのグループによって明らかにされて

きた｡

野生株､gyL'A変異株､reCJ変異株.recQ変異株.huDAhuDB二重変異株それぞれから

得られたSpi~プア-ジの組換え部位の塩基配列の解析が行わている0,amagucl心eta1.,

1995,Shimzueral.1995,Ukilaetal.,1996,Shanadoetaj.投稿中)｡いずれの組換え
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体にも短い相同性が見られたが.DnaBを過剰発現して得られたSpiファージの租換え部位

の相同性は平均7･8bpという長さを持ち､これは野生株を紫外線処理して得 られた組換え

体の組換え部位で見 られた相同性の長さの平均8.4bp(Yamaguchleta1.,1995)と同じで

ある｡その他に,DnaB蛋白の過剰発現した株とrecQ変異株では､(1)紫外練照射による染

色体の損傷がない状態でSpi~ファージの形成頻度を上昇させている点で､(2)また､新たな

組換えの高発部位を出現させる点で､その特徴が似通っている｡

recQ,LWrD､helDは大腸菌のDNAヘリケ-スをコ- ドする遺伝子群である｡TeCQ変

異株では非相同的組換えに関与していることが示されている(Tianadae(a),投桁牛)が､

uvrD.helDいずれの変異体も非相同的組換えには関与していない(Shanadoandlkeda,

personalcommunlCatlOn)｡またrecBCq宜伝子もヘリケ-スをコー ドしているが.非相

同的組換えには関与していない｡本研究はDNA複製に注目しているが､非相同的組換え

に関与している遺伝子であるdnaBはヘリケース活性を有している｡Hanadaらは､RecQ

蛋白が非相同的組換えを押さえている可能性を示したが､この事乗に基づいて次のように

考えられる｡D血B蛋白が過剰になると､DNA複製機構からあぶれたDnaB蛋白とRecQ蛋

白が競合的に働いてrecQ変異株と同様な状態になる｡つまり,RecQ蛋白によって抑制さ

れていた非相同的組換えが過剰発現しているDIlaB蛋白によって誘発されている可能性が

考えられる｡

上に挙げた非相同的組換えにおけるRecQ蛋白の機能は図4-2-1(心 に示したように､短

い相同性で出来た組換え中間体を分解してしまうことを予想している(HanadaeLa1.,投稿

中)｡ここで私は､D岨B蛋白とRecQ蛋白とのhellCaSe活性の方向性及び基質に対する結

合性の速いから､DnaB蛋白質を過剰発現した時に､それぞれが競合的に働くことを予想

した｡RecQはそのLnVllrの 解析から,突出した3'端の単鎖DNA上からしか対合している

二盃鎖DNAに傑人できない｡これは短い相同性を利用して接合しているDNA鎖同志を剥

がすのに都合よく働く｡一方､過剰発現したDnaB蛋白は複空削こ関わる分-(一以外は自由に

単鎖DNAに結合する｡この自由なDnaB蛋白はRecQが侵入しようとしている単鎖DNAに

結合して5'-3'方向に進み.RecQ蛋白が3凍 端から5'方向へ進む事を阻止する｡その結果
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臥 recQ変異株が紫外線照射しないときに非相同的組換え頻度を上界させるのと同じよ

うに､過剰発現したDnaB蛋白質による非相同的組換え頻度の上昇が起こる.

また別の考えとして.(2)replisome中でtandemに存在するDnaBhelicaseが誘導する

二重鎖切断のモデルである｡DNAL複製が行われている場所は多<の蛋白が複合体を形成

しており､それらをまとめてreplisomeと呼んでいる(図412-2)｡この中でDnaBhelicase

は6五体からなる環状構造が 1分子含まれるだけと考えられている.Dr凪B蛋白を過剰発

現した場合には､大腸菌複製開始部位で段初に形成されるprlmOSOmeに多数のDanB蛋白

が集合していくつもの環状分子が形成される｡このようにLandemに並んだDnaBに続い

てrepllSOmeが作られてDNA複製が開始する｡並んだDnaB蛋白のうち複空削こ関わるのは

DNApo】ymeraseIHホロ酵素のtauサブユニットに直接結合しているJa-後尾の分子だけで

ある｡前方の分子はそれぞれrcplisomeとは関係な<二重鎖DNAの開裂を行って進むであ

ろう｡replisomeという足かせを持ったDnaB蛋白分子に比べて､フリ-なDnaB蛋白分子

はどんどん先に進み.幣紙DNA部分を蕗出していく｡単鎖DNAは二重鎖の時に比べて極

端に物理的ストレスや化学的反応に弱く､切断を起こしやすい｡この切断の起こった部分

が､続いてやってくる複製フォ-クによって複製されずに､二重鎖末端が生成する.この

モデルの特色は.切断を起こすのに特殊な配列を要求しないことである｡特に図411-4に

挙げた組換え部位の分布が非常に広範囲にわたっている(25site)こと､また図4-1-5に挙

げた組換え部位の塩基配列に特徴がないことによって支持されよう｡切断を起こした後は､

エキソヌクレアーゼやヘリケースによるプロセスを受けて､短い相同性同志での結合を経

て､非相同的組換え体が生成すると考えられる｡
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UVdose Spi-freqency
(J/m2) plasmld burstsize (xlOつ SEOpBRIKmA2 49 2.3 0.5

pRLM6 14 190.0 650

rK)PLasmld 43 1.2 0.4

舶
｢

--
.
0
0

20 pBR-KmA2 31 66.0

pRLM6 11 2200

noplasmld 31 31.0

1
3

5

3

0
.

0

0
0

7
5
つJ

つJ
4

1

40 pBR-KmA2 14. 190.0 41.0 1
pRLM6 5.7 480.0 99.0 2.5
noplasmld 18. 170.0 29.0 0.9

Spi-frequency=Spitphage(PFU/mE)/Totalphage(PFU/ml)

表4-1-1
DnaB蛋白の過剰発現によって上昇する
Spi'プア-ジの形成頻度に与える影響



図 4-1-1

DnaB蛋白の過剰発現によって
Spiーファージ形成頻度に与える影響
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plasmid burstsIZe SE ratio
pRLM6 010 002 091
PBR-KmA2 0.11 001 100
noplasmid O･11 0･01 1･00

表 4-1-2
ラムダファージの自然誘発に対して
DnaB蛋白の過剰発現が与える影響



UVdose relevant SpHreqency
(J/m2) plasmld genotypeburstsize (xlOつ SE ratLOOPBR-KmA2 ∩㌍十 38. 23 1.4 1

recA306 23. 3.2 1.3 14

pRLM6 rec+ 9. 200.0 280 1
recA306 15. 830 220 0.45

noprasmk] rec+ 24. 3.8 29 1
recA306 17 84 74 2.2

20 pBR-KmA2 rec十 23. 630 14.0

pRLM6

recA306

reC十

recA306

noplasmld /ec+
recA306

4.7 610 310

3.6 320.0 370

3.6 180.0 370

14 770 310

3 1500 620

1

6

1
6

1

9

9

5

0

0

Sprfrequency=Sprphage(PFU/mt)/Totalphage(PFU/ml)

表 4-1-3
DnaB蛋白の過剰発現によって上昇するSpiフ ァージの
形成頻度に与えるrecA変異の影響
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184 38g 390 391396397392 4CL4393 384

I(Xl3E)7九40.409一0236岨能軸は大腸菌ている.それ均換え型フア小さなPCR産-.̂ 側そnp-ジを参照L:- 図 37 55 57 3ヽ9 ?,142 1625 27 1020 2285053-番号を示し

(亘:亘) 3 ▲○

18

43 213149 6 17

92 ll

47

-ジを鋳型として用い大腸菌側と 側̂のプライマーで鯛換え部tBを挟むようにしてPCRを行った.最も物カー得られr=プライマーの組を､細換え部位が存在する範囲として分布位蔓を決定した.また､大腸菌
つ

同じ壌基配列で組換わっているものは太い枠で囲った.67



Hotspotl
1769- bio 4785

Eco/i ,.GAで｡｡｡｡正 AGTG｡CAmCよ長 ｡ _】

日 H IllllH llllllH l ll
recombinanlS･GATGCGCTCAGTGCCATGCGCTCC･3

1 日 llll= llH l
九 5･一CGGATGTGTTCTGCCA℡GCGCTCC-3･~~~~丁~~~丁トl - ■-

32882 九- 32897

Hotspo川
3720- bio 3716

｣

E.co/1 5-AGAATTGC℡GGTAGTGAC TTTTGG-3

11111日 llIHl日 日 l

reconlblnantI■-AGAATTGCTGGTAGTGACGCGCCC-3
H llllllH lllllJH IIl

九 5℃GAGCTGCTGGTAGTGAC GCGCCC･)I
l
3361 九 - 3m

#28,#50,#53
(5859) (5874)
113- uvrB 128

E.col, ,.GGCGTTAAAi A｡GGCJcAZLATEF A,LA.】

日 日 H JH IH lH l I H H
recombinant5.-GGCGTTAAAGACGGCTTCACGAAA]

日 日 = H 日 日 = J
九 5.-ATAAGCGTCGACGGCTTCACGAAA-I

｣33247 九-33261

#21,#31,#49
3435- bLO 3449

l
E.col1 5-CCGGCTTAGCCATGCCTCATTGCT1

日 H IlllllllH l l l
recomblnant5･CCGGCTTAGCCATGCATTCCGATT-1■

l H H H H H H H H IIIIl
入 5-CAGGCTTAACCATGCATTCCGATT1

l
34206 九- 34220

図4-1-5 DnaB蛋白を過剰発現させた時に得られるSplつ アージの組換え部位の塩基配列

組担え部位のJUnCtlDn周辺のJZ妄配列を.ラムタファージと大腸菌ii伝子の塩基配列をもとにそれぞれ比較して､壬月DNAの組換え即位を指定した.
国中の太字は大緒菌とラムダファージの柑換え即位に見られる相同性の長さを表す｡同-IE基は縦線で結んで藁現してある｡矢印は5Li基以上の振
向き換り返し配列を示している｡
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表 4-1-5
DnaB蛋白を過剰発現させることによって生成する組換え型ファージの細換え部位に
存在する相同配列の長さの分布

横軸は組換え部位に存在する規DNA闇の相同配列の塩基長(bp)､縦軸は組換え体全個数に対して
ある同じ長さの相同配列を持った組換え体の占める割合(%)である｡
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第 5章

その他のDNA複製関連因子
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図 5-1 dnaAts167変異が与える影響
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第 6章

結 論



第2章において.紫外線によって誘発する非相同的組換えにDNA複兜が関与しているこ

とを示した｡第3車において､オキソリン酸によって誘発するDNAgyrase依存性の非相

同的組換えにDNA複製が関与していることを示した｡第4草において､DnaB蛋白を過剰

発現することによって非相同的組換えが誘発する現象を初めて見つけた｡以上より､非相

同的組換えにはDNA複製が関与していると結論づけることができる｡

79



第 7章

実験材料及び実験方法



7-1

本研究に用いた大腸菌株及びプラスミド

●大腸歯株

slraln# parent relevaTltgenOtyPe

HI1756 FI14 dna B-mal:Tn9

日72151 F114 dnaBEs14maLTn9

Prophage
Acl857

AcI857

HI2160 Fl14 dnaD mal･Tn9drecA306::TnlO AcI857

HI2161 Fl14 dnaBEs14mal:Tn9ATedt306:Tn10 人ct857

HI2158 Fl14 dnaB-mal･Tn9

HI2159 FT14 dnaBEs14maL:Tn9

HI2154 594 dnaB'mal.Tn9

HI2155 594 dnaBts252mal･Tn9

日11760 HR6 dnaC-

HI1771 HR6 dnaCLS

HT2156 594 dna4-lid.Tn10

Hl2157 594 dnaAEsJ67zJd::Tn10

HT1669 N2668 LL'gts7stT:A

Hl1699 N1623 IL'g'

AcI857xl'sJ

AcT857xfsL

AcJ857

AcJ857

AcJ857

AcI857

AcJ857

AcI857

AcJ857

AcI857

川1547 594 人cJ8570十

川1691 59∠1 人cI8570Es81

日72031 594 ^papa

Ymel SUDEsupFmeJll

WL95 sLIPEsupFmelBtrpRhsdRloTL4 P2

Fl14 supO

594 sLLPO

●プラスミド

plasmid土 gene dragregistant corrunent

pRIM6 dnaB Km R pKC7(pBR322var.)

PBR-K汀A2 - Km R pBR322

上-記したラムダフ7-ジ溶原菌は全てmonolysogenであることを=184,=bio-in,=185
のプライマーを用いたPCR法によって確認した｡



7-2人Spi~アッセイ

大脇歯のAcl857溶原菌を中型試験管中の2miの人培地に格菌する｡摂氏30度で一晩指

数培弟を行う｡一晩培養液を､AYP培地で50-100倍に希釈し､摂氏30度で細胞数が1-

2×108/mユになるまで培養する｡培養終丁後.水中に荘き､培養液の-誰をとり､血球計

罪版にて細胞数を確認する｡直径8.5cmのガラスシャーレに培養液を2mlとり､揺らしな

がら15Wの殺菌灯で紫外簾を照射する｡用いるラムダファージにはcJ857変異が入れてあ

るので.紫外稚照射によって誘発は起こらない｡紫外線照射後,培養液をシャ-レから予

め水中で冷B]しておいた中型試巌管に移す｡摂氏42度で15分間培養後､摂氏37度で90分

間から2時間培養することにより誘発を行う｡これを溶菌液とする｡クロロホルムを2-3

清加え更に摂氏37度で5分間培養する｡得られた溶菌液を小江敦管に移し.摂氏4度で20

分間､JIrrACHlのPRfu ロ-ターを用いて3000rpmで遠心分離を行い､クロロホルム.

細胞残淡を沈殿させる｡上清を注意深く15mlのエツペンドルプチュ-ブに移し香える｡

各桁In'液に対して希釈系列を作り､指示歯 (大腸菌Ymel株)にプレー トする｡プレー ト

は､入上層寒天培地を2.0m].指示菌の一晩培弟液をOlml､希釈した溶菌液を005-

01mlの条件で入寒天培地に注ぎ込みを行う｡摂氏37度で一晩培養する｡ここで得られる

プラーク数から特菌液中の全ファージの浪度を針弁する｡この濃度から､ファージ数が2

×107PFU/rnlになるような溶菌液の容丑を求め.その容菜の溶菌液をP2溶原菌を指示菌

(大脳菌WL95株)としてプレー トする｡プレートは､入丁上層寒天培地を2.Oml.指示歯

の一晩培養液を0.1Inl､必要量の溶菌液を入T寒天培地に注ぎ込みを行う｡摂氏37度で一

晩培幾する｡ここで得られるプラークがSpi型ファージのものである.得られたプラーク

数をプレー トしたファージ数で除した数を非相同的組換えの頻度とする.

入培地 (11あたりトリプトンを10g.NaClを5g)

入上層凍天培地 (入培地に寒天を0.5%加えたもの.)

入寒天培地 (̂ 培地に寒天をl.2%加えたもの｡)

入丁上層寒天培地 (llあたりトリプティケースペプトンを10g､NaClを5g､寒天を5g)

入丁寒天培地 (寒天を12gにする以外は.AT上層寒天培地と同じ)

入YP培地 (I)あたりトリプトンを10g.NaClをlOg､滅菌 ･冷却後,M9A溶液 (下記)

10m1.1＼川4gSO.を1.5ml加える.)

入19A溶液 (11あたり無水hTa,PO.を150g.KH2PO.を75g)



7-3シングルバースト法

崖源が互いに公立なSpi型入ファージの収集法

誘発させるべき培養液を適当な敦の試余響に分割して黙誘発を行えば.各試験管から得

られるSpl型^ファージは.起源が互いに教立になっている.

紫外繰用射までは入Spiーアッセイと同様である｡紫外線照射後､培養液をシャーレから

予め氷中で冷却しておいた中型試験管に移す｡0.5mlあたりl個のSpi型入フア-ジを1.FIFら

れるように､この段階でAYP培地で適当な希釈をおこなう｡ここから､0.5mlづつ冷月】し

ておいた/ト試験管に移しアルミキャップをかぶせる｡小誌坂管は､少な<とも収触したい

サンプルの歎だけ準解してお<｡小杖鼓菅ラックに′ト拭敦管をセットし､ラックごと摂氏

L12度で15分間堵着後､摂氏37度で90分間から2時間培養する｡クロロホルムを1滴加え更

に摂氏37度で5分間培養し溶菌液とする｡得られた終曲液を摂氏4度で､HITACHlの

PRPS4ローターを用いて3000rpmで遠心分離を行い､クロロホルム.細胞残法を沈殿さ

せる｡ ヒ桁を注意深<15m]のエツベンドルフチュ-プに移し番える｡0.Olrn]の溶菌液を

P2熔原歯(WL95)を指示歯としてプレ-トする｡プレ-トは､入T上層寒天培地を2.Oml､

指示歯の一晩培養液を0.1m1､0.01mlの溶菌液を入丁寒天培地に行う｡一つの小拭敦菅か

ら一つだけプラークを楊枝で1mユのM9緩衝液 (下記)に回収する｡ここで回収したファー

ジは.ほとんどがSpl型フ7-ジであるはずだが､P2溶原菌でプラークを形成できない野

生型ラムダファージが混入している可能性があるので､P2ファージを溶原化していない火

%L幽上､例えばYmel上でシングルプラーク分離を行う｡Spr型ファージを回収したM9校

節度の0.OLmlをYmelに対しプレートする.得られたプラークのうち他のプラークとよく

分離しているものをパスツ-ルビベットを用い､指示菌のローン.上層寒天培地､寒天培

地とともに回収する｡中型試験管に入YP培地を1mL Ymelの一晩培養液を003mトをJTl意

して､ここに回収 したプラークを移す｡摂氏37度で5-6時臥 振並培養を行い､クロロ

ホルムを1滴添加しさらに5分間振逢し､溶歯液を得る｡得られた溶菌液を摂氏4度で､

HrrACHlのPRPS4ロ-夕-を用いて3000rDmで遠心分離を行い､クロロホルム､細胞残

池を沈殿させる｡上清を注意深くバイアル瓶や､i.5mlのエツベンドルフチューブに移 し

栓をして摂氏4度で保存する｡

119横衝綾 (純水950rrLlに.W9A溶液 (下記)を40mlを加え滅菌する｡i戒歯 ･冷却後M9B溶

液 (下記)を10ml加える｡)

M9A浴液 (11あたり無水Na2PO｡を150g､KH2PO.を75g)

入,(9B浴液 (11あたり･NaClを50g,NHJCトを100g,MgSO.を20g)



7-4ファージ粒子を鋳型にしたPCR法

ラムダフ7-ジのDNAを精製することなく溶菌液を純水で希釈するだけでPCRに用いる

ことができる｡

溶菌硬のファージ粒子の浪度を､Ymelを指示菌としてプレー トし求める｡溶菌液を5-

10×106pFU/mlになるように滅菌水で希釈する｡この時点でファージ粒子は､破裂しファー

ジゲノムが溶液中に出てくるO爽雑酵素を失活させるため､捌 葉水中で10分間処理する｡

これを､鋳型DNA溶液とする｡摂氏-20度で保存する｡反応は､以下の条件で10ml中で

行う｡鋳型DNA溶液は.1Lll用いる｡つまり､鋳型DNAは1チューブ中に5000-10000コ
ピー存在することになる｡プライマーは､10×104Mになるよう調整し.終濃度が.OA

x10~るMとなるように用いる｡dNTPは.各塩基が2.5mMの混合液を用意し,終濃度が､

0.2mMとなるように用いる｡DNAの伸長反応には､TaKaRaTaqを25U用 いた｡

TaKaRaTaqに添付の10倍濃度の反応用緩衝液を1/10容 (lLIO加える｡

PCRは,摂氏94度2分間の前処理の後､摂氏94度30秒間 (DNAの変性).摂氏55度30

秒間 (プライマーのアニーリング)､72度2分間 (DNAの伸長)の処理を25-30回繰 り

返す｡その後.摂氏72度8分間後処理を行う｡上記の処理は､PerklnElmerCetus社の

GeneArnpPCRSystem9600により行った｡

PCR産物は直接.電気泳動による確認､塩基配列決定のための鋳型に用いた｡
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No.408 1am 33122 5-1GAGm AGCCATGAACGC'Ⅰ7-3- 1am 33103

No.387 1am 33559 5--GATATGATTATCAAGGCCGC-3' 1am 33540

No.401 1am 34002 5--CGCIYXTAACTAAACAGGAG-3- 1am 33983

No.409 1am 34235 5㌧ATGGAm Cm m -3' 1am 34216

No.402 1am 34521 5I-GTCCGAGAATAACGAG¶3GA-3- 1am 34502

No.388 1am 35091 5㌧CATAACAm G¶3GACGCC-3- 18m 35072

bio-in bio 211 5I-GCGCIGGATATAGAACGTAT-3I b10 191

No.185 1am 28068 5㌧TIGCATCATCTCGTCGCGAA-3- lam 28049

No.184 1am 27411 5㌧TCAGm GTCGm ACAT13- 1am 27430

No.389 bio

No.390 bio

No.391 blO

No.396 bio

No.397 b10

No.392 bio

No_403 bio

No.404 bio

No.〕93 blO

No.394 uvrB

1012 5I-ATAAAGCAACCGGCTrCACC-31

1896 5I-GCAAGATCGTCCGTTGTCAT13I

3026 5I-GAArrATTACAACGCGGCAGC-3I

3440 5I-TrAGCCA¶3ccTCAm TG-3■

3881 5I-CGTCGCTGGCGGTCAm GC-3I

4185 5㌧GCTGCATGGCAACGGrITAAT-3■

4517 5-1AATCTCGCAGTGCAGTGGTG-3■

4761 5I-TrGATGATGCGCTCAGmCC-3I

4925 51-GGAGTGATrGCTCGTGAGTA-3●

101 5--TGCACGCGAATIGGCGでTAA-3I

blo 1031

blo 1915

blO 3045

blO 3459

blo 3900

blo 4204

blO 4536

b土0 4780

bio 4944

uvrB 120

表7-4 PCRに用いたプライマーの塩基配列

85



l prlmC, - 九
Eco(I

九 ((.,tR) E coltb,o

#n1,,1吟 や＼ ､0,､ ㌦ が

1 1kbl

LLrol一lLWI)
､崎.ゝゝ ､.,Ll

184 b10-1∩389 390 391396397392 404393 394

図7-4 PCRに用いたプライマーの位置



32819
330003400035000

red gam gEl N

i< > i

九側組換え範囲

(attR)
bio uvrB

1 1000 2000 3000 4000 5000 6000

大腸菌側組換え範囲

図7-4(b) Spi~アッセイで検出できる組換え部位の範囲



7-5Spi~型ラムダファージの組換え部位の分布

及び塩基配列の決定

(i)乱換え部位の分布の決定

表7-1､図7-4に示すプライマーを用いてラムダファージを鋳型にしたPCR法により.組

換え部位を特定する｡ラムダファージ臥 大腸菌側のプライマーからそれぞれ一つを選び.

pCRを行う｡PCR産物が得られるまでプライマーの組み合わせをかえて繰り返す｡PCR産
物が得られれば,そのプライマーの組み合わせのうち片方.たとえばラムダファージ側の

プライマーを固定して､もう一方の大腸歯側のプライマーを一段階外側 (attRからuvrB

への方向)のプライマーにかえてPCRを行う.この作菜をPCR産物が得られなくなるまで

行う.PCR産物が得られな<なった大脇菌側のプライマーと最後にPCR産物が得られた大

脳歯側のプライマ-との間に大腸菌側の組換え部位が存在することになる｡つぎに.慮後

にPCR産物が得られた大腸菌側のプライマーを固定して､今まで同定していたラムダファー

ジ側のプライマーを一段階外&lJ(aLtI才からaltl.への 一̂向)のプライマーにかえてPCRを行

う｡この作業をPCR産物が得られなくなるまで行う.PCR産物が得られなくなったラムダ

フア-ジ側のプライマーと最後にPCR産物が得られたラムダファージ側のプライマーとの

間にラムダフ7-ジ側の組換え部位が存在することになる｡以上の作業で.ラムダファー

ジ側､大脳歯側の組換え部位の存在範囲を特定した｡

(2)組換え部位の塩基配列の決定

表7-4､凶7-4に示すプライマーを用いてシン/)ルバースト法により得られたSpiファー

ジを鏑型にしたPCRを行い､0.8kb以下のPCR断片を得る｡スピンカラムmicrocon1100
(AMICON)をmいてPCR断片のプライマーを除去する｡このPCR断片を鋳型DNAとし､

PCR断片を得るのに使用したプライマ-の一方を用い.ABTPRISM310sequencer
(PEFmNEL…ER)を使用してDyeTerminator法により塩基配列を決定した｡



7-6ラムダファージの自然誘発の測定

野生型入ファージ(Al温血)溶原菌を中試攻守中2mlの入培地にて摂氏30度で一晩培弟す

る｡一晩増発液をTY培地で1/100に希釈し.摂氏30度で3時間振改培養する｡菌濃度が2

×10 8/rnlになったら､その一部を用いて適当な希釈をM9緩衝液で行い､入寒天培地に播

いてコロニー数を測定する｡濃度が2xlO■/nt)になった培重液をさらにTY培地でl/50に

希釈し.摂氏30廉で2時間振塗培養する｡クロロホルムをl満添加してさらに5分間振過し､

溶菌液を得る｡得られた溶菌液を摂氏4度で､HrTACHIのPRPS4ロータ-を用いて

3000rDmで遠心分寒を行い.クロロホルム.細胞残達を沈殿させる｡上清を､大腸菌

Ymel株でプレートし自発的に誘発したファージ敦を検出する.得られたコロニー敦で77-

ジ款を割り､バーストサイズを計算する｡

7-7ラムダファージの一段増殖

大腸菌を中拭験管中2mlの入培地にて損氏30度で一晩培養する｡一晩培養液をAYP培地

で1/50に希釈し.摂氏30度で3時間振迫培獲する.歯濃度が2×108/mi になったら､その

一部をJTJいて適当な希釈をM9ほ衝液で行い.入寒天培地に播いてコロ二-数を測定する｡

継 が2×108/mlになった培養液5mi を15ml泣沈管に移し､横氏4度で､TOMYのーL3-7ロー

ターを用いて5分間､3000rpmで遠心分離を行い､細胞を沈殿させる｡上酒を取り除き.

得られた沈殿を入希釈緩衝液(10mMTrlS-Cl(pH75).10mMMgSO.)を05m伽 え.丁寧

に懸濁する｡入cl857溶菌液を100-300rnl加え(moi主2),披氏30度で15分間伸思し､ファー

ジの吸眉を行う｡氷冷した入YP培地を加えて5mlにする｡直径85cmのガラスシャーレに

懸淘液を2mlとり､綻押しながら.紫外線を照射(0,20J/m2)する｡紫外線照射後､懸濁液

を中型試験管に移す｡摂氏42度で15分間培着後,損氏37度で2時間培養してファージの誘

発を行う｡クロロホルムを1滴添加してさらに5分間振迫し､溶菌鞍を得る｡得られた溶菌

液を摂氏4度で､fm ACHIのPRPSLlローターを用いて3000rpmで遠心分轄を行い.クロ

ロホルム.細胞残液を沈澱させる｡上清を,大腸菌Ymel株でプレ- トしファージ教を検

出する｡得られたコロ二-敦でフ7-ジ数を割り､バーストサイズを計算する｡



7-8大腸菌の形質転換

(1)コンビテントセルの調製

形賓転換すべき大腸菌をLB培地 (11あたり.トリプトンを10g､イース トエキストラク

トを5g.NaClを10g.NaOHでpHを7.0にする)に掩菌する｡適当な温度で一晩培養する｡

この一晩培重液を50-100倍にLB培地で希釈する｡細胞款が,1rnlあたり4×10♀/ml

(mid-logphase)になるまで培養する｡予め氷冷した50mi 遠心管に移し､氷上で5-lo介

間押荘する｡摂氏4度で1100xg.10分間遠心し､上油を除く.予め氷冷した10%(V/V)グ

リセロール溶液を20znl加える.丁寧に再懸濁し,摂氏4度で1100xg､10分間遠心し.上

肺を除く｡さらに氷冷してある10%グリセロール溶液を20rnl加える｡丁寧に再懸沸し,摂

氏4度で1100xg､10分間遠心し.上清を除く.最後に氷冷してある10%グリセロール溶液

を､50ml培養液あたりlml加える｡T革に再懸濁し､1.5mlのエツベンドルフチューブに

100plずつ分注し､液体窒素中で急速凍結させ.摂氏一80度で保存する｡

(2)プラスミドDNAの大腸菌への導入

1.5m)のエツベンドルプチュ-プ中に.Lng投度のDNA溶液を用意するD摂氏一80度で

保存しておいたコンビテントセルを氷上で融解し.その40plをプラスミド溶液と穏やかに

混和する｡氷冷したキュベットに混合溶液を移し､高確圧パルスをかける｡これには､

810-Rad社のGene-PulserApparatus(25kV,25pFand200Ohm PlrallelresIStOr)と

Gene-PulserCuveLLe(0.2cmgap)を用いた｡すぐに､予め適当な温度に保温しておいた

LB培地を1ml加え､穏やかにキュベット中で混和する｡中型試験管に移し､適当な温度で

1時間振迫増発する｡その後､適当な選択培地に播く｡適当な温度で一晩培養し､コロニー

を形成させる｡
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