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要旨

細菌の相同組換えの初期反応は、非常に奇妙である。その反応は、 fDNA二本鎖切断に

よって開始され、そこから分解しながら DNA上を進行する酵素が、特別な配列に出会っ

たところで、分解をやめ組換えを促進する」というものである。相同組換えが DNAの修

復のためにあるのなら、なぜこの反応に DNAの分解をともなうのであろうかつ最近、 多

くの微生物(細菌〉ゲノムの全塩基配列が続々と決定されている。その結果分かつてきた

ことのひとつは、細菌のゲノムが非常に柔軟性をちっていて、同じ穫であってち、調べる

細菌ごとにそのサイズと構成が異なっているということである。細菌の種は伺によって規

定され、他種と区別されるのかついくつかの細菌種から、 rDNA分解酵素とそれを防ぐ

配列」という組み合わせ力守臣告され、その DNA分解酵素の分解を防ぐ配列がそのゲノム

中に高頻度に現れることが明らかにされだ。それは大腸菌では組換えのホットスポットと

レて知られる力イ (χ〉配列であっ疋。細菌の世界では、制限修飾系遺伝子対が、配列特

異的な DNAのメチル化によって、その DNAを切断するか否かを決める。すなわち「自己」

と「非自己」の区別をしている。これによって制限修飾系の遺伝子対は、感染防御機能を

宿主細菌細胞に与えるが、私たちの研究室では、この遺伝子対は細菌にその遺伝子対自身

の維持を強制する、細菌ゲノムとは独立レだ遺伝単位であることを提唱している。この遺

伝子対は、 「それを失った細菌細胞の染色体を、残された遺伝子産物(=制限酵素〕が切

断レて細胞死を起こす」ことで、生きている細胞の中で安定に維持されるように仕組む。

私は、大腸菌の相同組換え機構が、この制限修飾系遺伝子対による DNA二本鎖切

断を治し、まだ、他種 DNAがこの細菌細胞に進入した際には、制限修飾系と協調レてこ



れを排除(破壊〉することを発見した。そのとき、大腸菌の染色体は力イ配列認識依浮的

に修復された。制限修飾系がなくても大腸菌の染色体には DNA二本鎖切断が自然に生じ

ていることを示すことができた。これらのことから、その DNA分解酵素とそれを阻害す

る配列の相E作用によって、自身の染色体を修復し、ゲノム中に入り込んだ非自己配列を

際くことが可能であると考えられた。また私は、 DNA二本鎖分解酵素の変異株の中には、

別の配列を認識するちのがあることを発見した。このことは、突然変異によって iDNA

分解酵素とそれを防ぐ配列」という組み合わせが多様化することを示している。さらに染

色体上にある制限修飾系遺伝子対を失わせようとすると、細菌ゲノムが相同組換えによっ

て大きく再編され、生き残りをはかる様子(=ゲノム進化〉が観察できた。

これらのことから、細菌の相同組換えという機構は、その初期反応において DNA

の「自己」と「非自己」の区別をする機能をちち、細菌ゲノム中に入り込む利己的な遺伝

子(侵入 DNA配列〉を排陰することを示しだ。さらに相同組換え機構が、染色体切断に

よって自身の維持を図るような利己的な遺伝子に対しても、ゲノムを修復し、ときには多

様化さぜて生き残る機能をもつことを示しだ。



序論

大腸菌で相同組換えの中Is¥的機憾である RecBCD経路

相同組換え機構の中で最ち詳しく解析されているのは、大腸菌で相同組換えの中Is¥的機矯

としてはたらく RecBCD経路である (Kowalczykowskiet al. 1994; Myers & Stahl 1994; 

Smith 1994)。それは DNA二本鎖切断点から、 RecBCD醇素とOWばれる recB、recC.、recO

の3つの遺伝子産物からなるタンパク質が、二本鎖 DNAを巻き戻レ、また分解しながら

進行することによって開始される。 RecBCD酵素は、 1)DNA依存的ATPase活性、 2)ATP

によって促進される一本鎖 DNA切断活性、 3)ATP依容的一本鎖 DNA分解活性、4)ATP 

依存的二本鎖 DNA分解活性、 5)DNAヘリケース活性(Lloyd& Low 1996; Taylor & Smith 

1980)と、 6)力イ (x)配列 (5'GCTGGTGG)特異的組換え促進活性をちつ (Bianco& 

Kowalczykowski 1997; Kowalczykowski et al. 1994; Stahl & StahI1977)多機能酵素である。

RecBCD酵素は力イ配列をその 3'側から認識すると、そこで分解をやめて、力イ配列を末

端にもつ一本鎖 DNAを生じさぜる (Smithet al. 1981; Kobayashi et al. 1982; Stahl et al. 

1986; Taylor et al. 1985; Dabert et al. 1992; Dixon & Kowalczykowski 1993; Dixon et al. 

1994; Eggleston & West 1997; Kowalczykowski et al. 1994; Kuzminov et al. 1994; West 

1993)。これを基賓として RecAタンパク質がDNA上の一本鎖 DNA結合タンパク質(SSB)

を置き換えながら会合していく。 RecAタンパク質は力イ配列に親和性が高い (Tracy& 

Kowalczykowski 1996)。こうしてできた DNA-RecAフィラメントが相同な DNAを傑レ、

相同な DNAとの組換えを行う(図 1、Dixon& Kowalczykowski 1991)。相周な DNAが

組み換えられる中間にできる「二つの二本鎖 DNA分子が相同なところで一本鎖を交換レ



だ構造」は「ホリデー構造」とよばれ。この連絡点は、 RecG、あるいは RuvABタンパク

質により、相同な DNAょを移動する。RuvC、あるいは Rusタンパク質によってホリデー

構造が切断され、一本鎖切断がシールされると、組換えが完了する。
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図1 RecBCD経路による相同組換えの初期反応

RecBCO酵素は、二本鎖切断点から ONAに入り込む (A)0 RecBCO酵素は、=本鎖DNA

を巻き戻し、同時に分解しながら進行する。このとき、 3'蹄をもっ鎖が 5'端をもっ鎖より

も細かく分解される(目 。この酵素が力イ (χ)配列を 3'鏑側から認識すると、力イ配

列の 3'側に切断を入れるのを最後に、二本鎖 ONAの分解活性を失う。RecBCO酵素(こ

こで RecDサブユニットを失うとも考えられている)は、さらに ONAを巻き戻しながら

進行し、カイ配列を 3'蹄にもつ一本鎖を生じさせる。ここへ力イ配列との親和性が高い

RecAタンパク質が会合レ (C)、相同なONAと組みj負える (0)。



他の細菌の ONA分解酵素(工キソヌクレアーゼ〕とそれを阻害する配列

椙同組換えの初期反応は、 fONA分解酵素とそれを阻害する配列」の相E作用である。

力イ配列は、大腸菌でラムダ (λ)ファージ(より詳しくは、その redgam-変異体〉の

ブラークサイズを増加させる DNA配列として固定された CHenderson& Wei11975; Lam et 

al. 1974)。この現象は、ファージゲノムが大腸菌細胞内に入ったときの相同組換えと、

RecBCO酵素の二本鎖 ONA分解活性の阻害 (Oabertet al. 1992)により、ローリングサ

ークル型に複製するファージ線状ゲノムの分解を防ぐことによる。 !也の細菌でも、 fONA 

分解酵素とそれを阻害する配列」の関係が、ローリングサークル型に複製するプラスミド

を用いた実験系 (Loiret al. 1994)で1架された。その結果、大腸菌以外でも、インフル工

ンザ菌 (Haemophilusinfluenzae) (Sourice et al. 1998)、あるいは進化的に遠縁のグラ

ム陽性菌でも乳酸菌の一種 (Lactococcuslactis) (Karoui et al. 1998; Biswas et al. 1995) 

と結草菌 (Bacillussubtilis) (Chedin et al. 1998)でもこの関係が保存されていることが

報告された。グラム陰性菌の Haemophilusinfluenzaeでは、その配列は 5'GNTGGTGG、

あるいは 5'GG/CTGGAGGであり、その配列はゲノム中に高頒度に現れる (Souriceet al 

1998)。グラム陽性萄では、二本鎖 ONA分解酵素 (ExoV)は、 2つのサフユニットから

なる酵素(例えば Bac/llussubtiぬではAddABタンパク質〉が担っており、それはグラム

陰性菌の RecBCD酵素とはホモロジーが怪い。二本鎖 ONA分解醇素活性を抑える配列は、

Lactococcus lactisでは、 5'GCGCGTGであり、それは AddABLIのもつ二本鎖 ONA分解

醇素を抑えたばかりでなく、 AddABLIによる相同組換えも促進した (Karouiet al. 1998)。

Bacillus subtilisのそれは、 5'CCGCTであり、 AddABBcのもつ二本鎖 DNA分解醇素をtW

え疋 (Chedinet al. 1998)。
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その他の組換え経路

大腸菌では、中日同組換えの中le，¥的機構である Rec8CD経路で重要な recB、あるいは recC

遺伝子に欠演があるときに、さらに抑制変異が入ると iRecE経路」、あるいは iRecF経

路」と昭ばれる相同組換え機構が活性化されることが知られている。3つの相同組換え機

構は、Eいに後期にi動くタンパク質を共有しているが、初期に働<タンパク質が、その経

路特異的なもので、これが名前になっている。

大腸菌の RecF経路

大腸菌の iRecF経路」は、大腸菌ゲノムにコードされた、もうひとつの相同組換え機構

である。 3'→ 5'一本鎖DNA特異的 DNA分解酵素 CExonuclease1)をコードする sbcB

遺伝子への抑制変異によって活性化される CKushneret al. 1971)。遺伝学的解析から、

組換え能をもっ recBCsbcB株は、さらに、 sbcC、あるいは sbcD遺伝子にち変異がある

ことが明らかにされている CLloyd& Buckman 1985; Gibson et al. 1992; Connelly et al. 

1998)。

組換え機構は、 DNAの修復機構として理解されているが、最近この経路の働きが、

いったん止まつだ染色体 DNA複製の再開始に重要であると考えられる結果が報告されて

いる。複製フォークが DNA損傷に出会って止まると、複製装置はそこを離れる (脱会合

する) CKuzminov 1995)。紫外線照射などによって形成されるピリミジンダイマーによ

って、 染色体複裂が阻害されたときにも細胞は死ぬ。このようなダイマーは、 UvrA8C遺

伝子産物によって取り除かれる。震近、それでも残されだダイマーが、 RecF依寄的な複

製後修復過程で部分的に修復されることが示された CCox1998: Courcelle et al. 1997; 
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Kogoma 1997)。

RecFタンパク質は、組換えタンパク質として同定されていたが、紫外線照射後の

複製の再開を助けることが報告された CCourc創leet al. 1997) 0 RecF， reco.、あるいはrecR

変異によって紫外線感受性になる CHorii& Clark 1973; Sandler & Clark 1993)が、これら

の株はいくつかの形の染色体の相同組換えはできる。つまり、これらは相同組換えという

よりも、紫外線による損傷の修復に機能しているのである。それらの機能のひとつは RecA

タンパク質を一本鎖 DNA切断点仁会合させることである。RecORタンパク質複合体は、

一本鎖 DNA結合タンパク質 CSSB)にコー卜された三 DNAに RecAタンパク質を結合させ

CUmezu & Kolodn巴r1994)、RecAフィラメントの脱会合を防ぐ (Shanet al. 1997)。

反対に、 RecF円タンパク質複合体は、二本鎖 DNAに結合し、 RecAフィラメントが一本

鎖切断点を越えて更に会合するを回止する CWebbet al. 1997)。

実際、 recF遺伝子とその相同遺伝子は、大腸菌、あるいは他の細菌ゲノムの中で、

染色体複製に重要なタンパク質をコードする遺伝子とオペロン構造を形成している

CBurland et al. 1993; URL = http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdb.html)。

他の細菌での RecF経路の役割

野生株でも RecF相同組換え経路が重要な機能を果だしていることが、他の細菌種から

報告されている。例えば、淋菌 CNeisseriagonorrhoeae)では、抑制蛮異がなくても機能

している。滅菌がもっ、大腸菌の RecF経路に相当する相同組娘え経路は、繊毛の抗原変

異 Cpilinantigenic variation)に重要であった CMehr& Seifert 1998)。つまり淋菌は、 RecF

相同組換え経路によって繊毛の抗原性を多際化することによって、感染した宿主の免疫系
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をかいくぐっていると考えられる。

他の細菌からも、 RecF経路にさまれる遺伝子と相固な遺伝子が見つかってきて

いる CAlonso& Luder 1991; Qin et al. 1999; Fernandez et al. 1999; Zuber et al. 1994; Powell 

et al. 1999; Anderson et al. 1996)。また高等真核宝物でも、 RecF相同組換え経路に必要

な recQ遺伝子と相同性を示す遺伝子が見つかってさており、例えばヒトでは4つ以上の

RecQホモログが同定されている。その変異によって Werner症候群、 Bloom症候群、ロ

スモンドトンブソン症候群などの病気が起きる (Yuet al. 1996;日liset al. 1995; Kitao et al 

1999)ことから、この相同組換え経路が生物種を越えて重要であることが示唆されてい

る CKusanoet al. 1999; Chakraverty & Hickson 1999)。

大腸菌の RecE経路

RecE経路は、大腸菌染色体中に溶原化レているブロフアージ CRacファージ〉がコード

するファージの組換え遺伝子、 recE、recTの両遺伝子によってドライブされる相悶組換

え機構である(GillenetaI.1981)。このようなファージの組換え機構CRacファージの RecE

経路とAファージの Red経路〉については、私たちの研究グループで数年前からプラス

ミドを用いた実験系で、 「二本鎖切断修復」に刻率のよい機繕であることを示している

(Takahashi et al. 1990; Kusano et al. 1994b)。このタイプの相同組換えの特徴は、二本

鎖切断によって開始され、その切断点が遺伝子変換によって修復されること、それに両側

の交叉をともなうことである CKobayashi& Takahasi 1988; Yamamoto et al. 1988; 

Takahashi et al. 1990; Kusano et al. 1994; Kobayashi 1992)。これは制限修飾系による切

断に対する防御手段として有効であると考えられた。
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細菌ゲノムの柔軟性

最近、多くの微生物(細菌〉ゲノムの全塩基配列が続々と決定されている (URL、

htlp://www.tigr.org/tdb/mdb/mdb.hlml)。同じ細菌穫で由来の異なる菌株の全塩基配列が

決められ、同じ細菌種内でち調べる株によってそのゲノム構成が大きく異なることが分か

つてきた。例えば大腸菌では MG1655株〔実験室株〕と、病原性大腸菌 0157C堺株、臨

床分離株〕の全塩基配列が決定されだが、そのゲノムサイズは 1Mbち還っていだ CBlattner

et al. 1997;大西ら 1999)。病原細菌ではpathogenicityislandsによってサイズが大きく

異なることが知られている。ブロフアージ、トランスポゾンち多く見つかった。また、ピ

ロリ菌、古細菌、枯草菌についてち、異なる株の全塩基配列が決定されたが、配列決定さ

れた2株の聞には大きな逆jilが見つかった (Almet al 1999;高橋ら 1999;仲宗ら 1999)。

病原性大腸菌と実験室の大腸菌のゲノム比較から、大きな DNA断片が欠失、あるいは挿

入されたと言うよりち、細かい欠失と挿入が繰り返し起きている綴子が想像された(大西

ら 1999)。

このことは、個々の遺伝子が頻繁に細菌のグループの閣を水平移動していること

を示唆している。すなわち、細菌のゲノムは、同じ細菌種であってち水平(云矯する遺伝子

(DNA)によって、そのサイズと構成が非常に流動的であることを示唆している。

実際に、DNAの水平伝潜について、病原性大腸菌0157C堺株〉には、赤痢菌CShige/la

dysenteriae)の DNAが、 mutS遺伝子領援に簿入されている様子が、塩基配列レベルで

明らかにされた CLeClerc et al. 1999)。多嫌性を獲得する過程には相同組換えが重要な

機能を果たしていると考えられる。このとき、取り込むか排除するかの制限があると考え

られるが、それは旬が決めているのであろうか。

10 



細菌ゲノムに高頻度に現れる「自己マー力一」配列

先に述べた、力イ様配列がゲノムの「自己」を規定する配列として役だっているのかちし

れない。ここで、この論文の中で使用する「自己」の定義は、 「遺伝単位が自分と同じか

遣うかを識別して分解するか否かを決定すること」とする。細菌の染色体の全塩基配列が

明らかにされ、細菌の「自己マー力一」配列ともいうべき塩基配列が明らかにされてきて

いる。大腸菌では、それは相同組換えのホットスポット配列である力イ配列であった。そ

の染色体よでの鎮度は高く、その方向性には決まりがあり、複製フ万一クの進行方向との

相関が示唆されている CBurlandet al. 1993)。これは、 RecBCD酵素がカイ配列をその 3'

側から認識したときに相同組換えを促進することから、複製フォークで二本鎖切断を生じ

た際の修復に都合がよいと准測されている。大腸菌以外でも、インフルエンザ菌、乳酸菌

の 穫のゲノム全塩基配列解析から、分解阻害配列は、その頻度が高いことが明らかにさ

れている CSouriceet al. 1998; Bolotin et al. 1999)。

制限修飾系遺伝子対の娠る舞い

11型の制限酵素は、 DNA配列特異的に DNAを切断する工ンドヌクレアーゼであるCRoberts

& Macelis 1999; Roberts & Halford 1993; Wilson & Murray 1991)。例えば、 11型制限酵素

である EcoRlは、5'GAATICという配列を認識してそこで DNAを切断する。この酵素を

コードする遺伝子は、同じ配列を認識してメチル化することで制限酵素の切断から DNA

を守る「修飾酵素」をコードする遺伝子と隣接して惇在する。制限修飾系については、従

来「ウイルスなどの外来の DNAと自分の DNAを区別し、自分という標識 (メチル化〉の

ない外来 DNAを分解する」という細胞防御説によって説明されてきた CBrammaret al. 
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1974)。

私だちの研究室では rll型の制限酵素と修飾酵素遺伝子のペア (制限修飾系遺伝

子対)を失つだ細胞が、染色体の制限切断によって死ぬJことを発見し、宿主細菌に対し

てこれを失った細胞を殺すようにプログラムする「利己的な遺伝子」として振る舞い、こ

れによって細菌の世界で進化レ、維持されてきだと提唱している CNaitoet al. 1995; 

Yarmolinsky 1995; Naito et al. 1998)。制限修飾系遺伝子をもっプラスミドが細胞内で維

賭されている閤は、宿主細胞のゲノム DNAはメチル化されているので制限酵素によって

切断されない。細胞分裂などによって、そのプラスミドをもたない細胞が生じると、その

細胞中にはすでに翻訳されだ制限醇素と修飾醇素が残される。細胞の治裂i普殖によってこ

れらの酵素は希釈され、修飾酵素がある濃度を下回ると、細胞の染色体 DNAのすべての

認識配列をメチル化しきれなくなり、残されだ制限酵素による切断を受けて、このような

細胞は死滅する。これはプラスミドの安定化機構として知られる「分離後宿主殺し」の機

構である CGerdeset al. 1986; Gerdes et al.. in press; Jaffe et al. 1985; Nordstrom & Austin 

1989; Nordstrom1993)。

利己的な遺伝単位の維持戦略

このような「分離後宿主殺し」による「競争者に侵入され、排除されたときに自殺する」

戦略は、制限修飾遺伝子が、似ているが故に相容れないライパル遺伝子と排他的な戦いを

する上で有利に働くと考えられる(図 2)。実際、制限修飾遺伝子を持つプラスミドを不

和合な複製制御機構をちつプラスミドで置き換えようとすると、このような細胞死が観察

された CNaitoet al. 1995)。
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このように制限修飾遺伝子が、分離後宿主殺し戦略によってライパルと戦う遺伝

子として1広がり、進化し、維持されているという仮説によって、感染防御が短期間レか有

刻でないにもかかわらす保惇されてきだこと、認識配列の長い制限修飾系の奇在、制限修

飾系の2つの遺伝子が密接にリンクしていること、制限修飾遺伝子の水平伝播、既荏オペ

ロンへの挿入 (Steinet al. 1998)、排除 (Nakayamaet al. 1998)などのウイルスのよう

な生活環 (Snyder1995; Yu & Snyder 1994)、等多くの謎がうまく説明できる。これら制

限修飾系の多くは、細菌ゲノムにはもともとなかったと考えられている。それでは、細菌

自身はどのように「白己と非自己の区別」をしているのだろうか。
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細菌ゲノムとは独立レた遺伝単位が、それを失った細胞を殺すことによって図2

自分のコピーを安定に維持させる現象。

細菌ゲノムとは独立した遺伝単位である、例えばブロウイルスや制限修飾系〔赤〉は、そ

れと共習できない競争相手、例えば別のウイルスや不辛口合プラスミド(青〉によって惇在

をおびやかされると、その細胞をライバル遺伝子ちろとち殺すように仕組む。このような

機構としては、プラスミド喪失後に起きる揚合の「分離後の宿主殺し」、ウイルス感染に

よって引き起こされる「フアージ排隊Jが区別される。これによって、先住の遺伝単位は、

この細胞集団の中で相対的な頻度を躍す、あるいは維倍されると考えられる。
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111型制限修飾系

制限修飾系は、そのサブユニット構成、ターゲッ ト配列の構造や切断位置、あるいは要求

するコフアクターなどによっていくつかのタイプに治類されている (Redaschi& Bickl巴

1996; Bickle & Kruger 1993)。例えば、典型的な川型の制限修飾系である EcoP1とEcoP15

制限修飾系は、 2つのポリペプチドをコードする遺伝子からなる。mod遺伝子産物は単

独でターゲット配列を認識し、メチル化を行い、 res遺伝子産物は、 mod遺伝子産物と一

緒になって初めて制限酵素活性を表す。これらの 川型の制限修飾系は、パクテリオファ

ージ P1とそれと関連した p15Bプラスミドから見つかった (Ikedaet alー1970，Hadi et al 

1983) 0 111型の制限修飾系は、この他に Haemophilusinf/uenzaeから見つかった Hinflll

(Kauc & Piekarowicz 1978)と、Salmonellatyphimuriumから見つかった StyLTI(DeBacker 

& Colson 1991)しかその存在が確認されていないなかった。しかし、ゲノム解読によっ

てそれらのホモログがピロリ菌などの細菌から続々と発見されている (REBASE)0 EcoP1 

制限酵素は、 5bpからなる配列 (5'AGACC)を認識レ、 EcoP15制限酵素は、 6bpから

なる配列 (5'CAGCAG) を認識する。どちらの湯合も認識配列から 25~27 bp下流で、 ATP

依存的に DNAを切断する。

制限の抑制現象

DNA二本鎖切断は、 DNAファージやプラスミドにとって致死的なイベントである。それ

故、細菌の染色体とは独立しだこれら水平伝播する遺伝単位・寄生遺伝子にとっては、制

限修飾遺伝子は大きな脅威である。プラスミドやパクテリオファージのいくつかでは、制

限の効果を抑制する irestriction 副leviationJ機矯をもつことが知られている。
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パクテ1)オファージ P1による普遍形質導入頻度は、大腸菌染色体上にある|型制

限修飾系によって減少しない。パクテリオファージP1がコードするファージ殻内のDarAB

タンパク質が注入されるファージゲノム DNAに結合していて、制限酵素から DNAを守

っているのである (Yarmolinsky& Sternberg 1988)。 同様の働きをするArdタンパク質

が、 CoILb-P9(lncll)、 N3(IncN)、Folac(lncFV)、R16(IncB)、R621(IncB)とR387(IncK) 

を含む、いくつかの接合伝達プラスミドに見いだされている (Chilley& Wilkins 1995)。

ラムダファージがコードする Ralタンパク質 (Cou同&Oppenheim 1983)と、Racブロ

ファージがコードするそのホモログ (King& Murray 1995)は、|型のメチル化酵素の活

性を冗進レて、非修飾 DNAを効率的にメチル化する。T3、あるいはT7パクテリオフ戸

ージがコードする Ocrタンパク質は、|型制限修飾系 EcoKIタンパク質に結合して、ター

ゲット配列のメチル化と切断を阻害する (Krugeret al. 1977)。

まだ、 |型の制限の抑制現象は、紫外線照射後にも観察されている (Thomas& 

Wackernagel1982; Thomas & Wackernagel1984) 0 DNAの損傷が、組換えを促進するば

かりでなく、|型の制限酵素の活性を抑制するわけである。この制限の抑制は、修復にと

もなって新しく合成された DNAを大腸菌自身が持つ|型の制限修飾系によって切断され

ないようにメチル化するのに役立つと考えられている。SOS応答によって誘導される

UmuDCタンパク質ち|型の制限を抑制することが分かった (Hiom& Sedgwick 1992)。

ま定、 |型の制限の抑制は、 RecBCD醇素の図書因子(ラムダファージがコードする Gam

タンパク質)を大量に産生させることによってち観察されだ (Salaj-Smicet al. 1997)。

これは、 RecBCD酵素が二本鎖切断点から二本鎖 DNAを分解するために、この阻害因子

によって RecBCD 酵素の働きが抑えられることで、制限の羽果がl~くなるためと考えら
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れた CDharmalingam& Goldberg 1976; Simmon & Lederberg 1972)。

私は、以下に述べるように、 111型の制限修飾系で restrictionalleviationを発見した。

フアージ、あるいはプラスミドがコードする川型の制限修飾系に苅して、宿主に寄生し

ているプロファージがコードする二本鎖切断修復型の組換え機構がその作用を抑制レた。

ゲノム内組橡えによるゲノムの多織化

ゲノムの多禄化は、水平(云癒する DNAばかりでなく、染色体中の異なる環所の簡に起き

る組換えでも引き起こされる。その帰結は、欠失、重複、逆位である。その機構としては、

サイト特異的組換え、相同組換え、トランスポゾンによる組換えなどがある。ゲノムの異

なる場所にある繰り返し配列聞での相同組換え、すなわち不等交叉によってもこのような

ゲノム再編が引き起こされる。染色体レベルでのこの現象が細菌の表現形に影響を与える

ことが明らかにされているのは、例えばペスト菌では、染色体よの繰り返レ配列聞の不等

交叉による欠失によって、病原性を失うことが知られている CFetherstonet al. 1992)。

同篠に、不等交叉によって、 rDNAや薬剤耐性遺伝子領域が重複することも知られている

CRomero & Palacios 1997) 0 Mycoplasmaの二つの種は、ゲノムが6つの部分に分かれ、

それらの順番を組み換えた形になっていたが CHimmelreichet al. 1997)、これは、つな

ぎめにある反復配列での相同組像えによるものと想像されている。

自然に生じる染色体二本鎖切断

生物にとって染色体に生じる二本鎖切断は、それだけで「死」の原因となる脅威であるこ

とは、 DNAに二本鎖切断を生じさせる化学物質や放射線処理によって細胞が死ぬことか
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らち明らかである。最近、生物の染色体には、普通に生育レているときでち自然に二本鎖

切断が起きていることが大腸菌 CMichelet al. 1997)、酵母 (Gameet al. 1989)、トリ細

胞 (Sonodaet al. 1998)の実験系から示された。大腸菌とトリ細胞では、相同組換え遺

伝子欠損細胞株を使った解析から、それが相同組換えを介して修復されていることが示さ

れている。

大腸菌では、染色体復裂の過程で二本鎖切断と DNAの分解が起さることが示唆さ

れている CCox1998) 0 DNA二本鎖切断は相同組換えの開始に重要である。DNA二本鎖

切断点から、 RecBCD相同組換え経路は開始され (Kowalczykowskiet al. 1994)、RecE、

あるいは RecF相同組換え経路はそれによって促進される CTakahashiet al. 1997; 

Takahashi et al. 1992)。複製による相同組換えの促進 (Kuzminov1995)と、染色体複製

の解析 (Kogoma1997)から、複製フォークの停止が引き金となって、複製フォークに二

本鎖切断が生じること、そこから開始される栂同組換え反応が、複製フォークを再構成す

ることが提唱された CCox1998)。

J. Gameらは、酵母で環状染色体を使って染色体切断を好感度に検出する方法を

開発レた (Gameet al. 1989)。パルスフィールドゲル電気泳動で、環状染色体はアガロ

ースの中で移動できずにゲルのオリジンにとどまる。二本鎖切断によってそれが環状から

線状に変わると、ゲル中をゆっくり進行するようになる。私は、相同組換えの機構につい

てその遺伝学的解析が最も進んでいる大腸菌で、自然に誘発される染色体上の二本鎖切断

を、このパルスフィールドゲル電気泳動による方法で解析した。その結果、大楊菌の接合

組換えに関与する遺伝子がその修復に重要であることが示唆された。B.Michelのグルー

プもこの方法を使って、 recBC変異株で、普通に生育レているときと複製を止めたときの
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壊れた染色体の蓄積を観察しだ CMichelet al. 1997)。また最近、相同組換え後期に働く

RuvABCタンパク賓が複製フ万一クの停止による染色体切断を起こすのに重要であるこ

とを示レている CSeigneuret al. 1998)。

この学位論文の内容

この学位論文では、細菌のもつ相同組換え機構の初期反応である iONAの分解反応」に

スポットをあて、それが伺のだめにあるのか、まだ、細菌ゲノムが非常に柔軟性があるな

かで、伺が「自己」を規定するのかについて、 iONAの分解」の視点から考えてみたい。

このような観点から相同組換え機構についてきえることは、この分野の研究でもユニーク

な立湯である。私がこれらの研究を始めるまでに、私だちの研究室では、プラスミドを用

いだ実験系で=本鎖切断修復機構の解析を行っていたCTakahashiet al. 1990; Kusano et al 

1994a)。また、細菌の世界で「自己」と「非自己」の区別をすることが知られる制限修

飾系については、それがプラスミドを安定化さぜること、不和合なプラスミドによって置

き換えにくいことがわかっていた CNaitoet al. 1995)。

私は、ます相同組換えの中でも RecBCO経路に興味を持ち、カイ配列認識が

RecBCO酵素の変異によって変化することを発見しだ。ついで、細菌ゲノムとは利害を異

にする遺伝単位である制限修飾系の聞に認識配列をめぐる競争があることを証明し、制限

修飾系の配列認識の特殊化と多様化の要因を明らかにした。これらことから、相同組換え

機構の奇妙な初期反応を、制限修飾系の娠る舞いとあわせて考えることで、ゲノムの多機

化を含めた「細菌の自己」を考えることはできないかと考えた。

上に挙げだ課題を考えるにあたって、ます、 iONA分解酵素とその活性を抑制す
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る配列」という関係が多様化する揚合について紹介する (結果の1章)。 制限修飾遺伝子

を失った後、細抱死が起さることを証明した実験を紹介する(結果の2章〕。 ついで、制

限修自信系が認識配列をめぐって競争することを証明した実験について触れる (結果の3

章)。その後、制限修飾系遺伝子苅を失った後の染色体二本鎖切断を修復する揚合に、相

同組換え機備が自身の ONAを選択的仁、 「カイ配列依存的に」修復することを示す 〔結

果の4章〉 。この研究を通して、 fONA分解醇素とその活性を抑制する配列」の相E作

用が制限修飾系と協調レ、 「自己」を修復し「非自己」を排除する機構であると考えるに

いたった。また別の実験から、パクテリオファージ特異的な二本鎖切断修復型の相周組換

え機構が、ある種の制限の効果を抑えることを発見し、この研究の中でも細菌の相同組換

え経路と制限修飾系が協調して他の利己的な遺伝単位を排隙することを見いだした く結果

の5章)。さらに、制限修飾系遺伝子苅を失つだ細菌細胞が染色体を大規模に再編して、

制限修飾系が仕組む細胞死に苅して生き残りをはかる僚子を観察できだのでそれについて

も紹介する(結果の7章〕 。
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材料と方法

太陽萄、パクテリオファージ、プラスミド

この研究で使用した大腸菌、パクテリオファージ、プラスミドについては、それぞれ表1、

表2、表3に示した。 P1パクテリオファージ (P1vir)は、研究室のコレクションであり、

普遍形質導入に使われた。

箔地、 DNAの単離と形質転鎮

大腸菌 (ε coli)の細胞は、 u舌地 (1.0% パクトトリブトン、 0.5% イースト工キス

トラクト、 1.0% NaCIを混ぜ、 NaOHでpHを調整〕、 M9最少1151也(1xM9塩溶液 CMiller

1992) = 0，2 %グルコース、0.05mM CaCI2、0.5mM MgS04、0.2%カザミノ酸、1mg/ml

ビタミン 81)で活養し、必要に応じて次の濃度で薬剤を加えた アンピシリン (Amp)

50μg/ ml (これは常にメチシリン (Met)200μg/ mlと一緒に加えた〉、スペクチノマ

イシン (Spc)30μg/ml、カナマイシン (Kan)10μg/ml、クロラムフ工二コール (Cml)

25μg/ ml。λファージをプレートにまくときは、トリブトン培地 (ラムダファージ感染用

活I也=1.0%パクトトリフトン、 0.5% NaCI、 0.2%マルトース、 10mM MgS04、10μg/

mlビタミン 81)で埼護レた。大腸菌染色体 DNAは、 Kusanoet al. 1994の論文で報告さ

れている方法で単離しだ。プラスミド DNAは、 Sambrooket al. 1989にしたがって単離

し、エレクトロポレーション (GenePulser(8io-Rad)、2.5kV25 mF、2000)によって

大腸菌細胞に形質転換された (Takahashi&Kobayashi 1990)。
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Table 1. Bacterial stralns 

高日 Other name Genotype 

aW7622 ME8481 TrpBI14::Tnl0れ副A1spo Tl thi-l).-
k円印3 ME8582 HfrP045 (thyA-sel泊):recT::Tnl0 

sbcA 111::Tn5 thr-300 ilv-318 

JC9387 FS63B As JC7623， but Su' 

JMt FS611 recB21 recc22 sbcA20 supF 

BIK0515 W3110 IN(rmD-rm句1λ・F

sIK0733 AS AB1157， bul.1(srIR-recA)306::Tnl0 

日IK0749 JC811 1 As JC7623， but recF143 

sIK0751 JC5519 As AB1157， but recB21 recC22 

sIK0752 JC7623 As AB 1157， but r，町 821 r，町 C22 sbcB15 

sbcC201 

日IK0771 DH5 recA 1 endA 1 hsdR 17 

BIK07B3 JC9239 As AB 1157， but recF143 

BIK07B4 JC8691 As JC8679， but recE159 

BIK0786 JC961 0 As JC8679. bul recF143 

BIK07B7 JC12123 recJ284::Tn 10 his-4 

BIK07B8 AB1157 supE44 1hr-l 8ra-14 teuB6 l1(gpt-proA)62 

18cYl 1sx-33 g8附'2hlsG4 rlbDl mgl-51 rpsL31 

kdgK51 xyl-5 mtl・1argE3的i-l1:F-

日IK0796 V66 recF143 argA his-4 met rpsL31 gal(フ')xyl(?) 

a眉{ηλーF-

BIK佃00 NK5992 AsW3110，buI8rgA81::Tnl0 

印K0806 As AB1157， but recD::Tn 10 

町K0808 FS620 

BIK0813 JCB679 

BIK叩14

BIK1044 

BIK1050 

C600λ"ョcB21supE 

As AB1157， bul r，町 821用 cC22sb凶 23rac" 

As JC8679， bUI recJ284::Tn 10 

AsJC羽679，but"詑NI502::Tn5

AS JC8679， but ruvC53 eda::Tn 10 

BIK1051 KEN72 As AB1157， but即 νC53eda::Tn 10 

回K1179 KEN24 As ABl 157， but recO:Tn5 

日IK1181 KEN87 As JC7623， but ruvC53 ed8::Tn 10 

BIK118B JC9604 As JC8679， but"到cA56

日IK1192 As JCB679， bul recO:Tn5 

町K1206 SG13171 F' SA500 his leu sulA ma/P.:TnlO lexA3 strA 

Comments Sourcel円eferences

A. Nishimura (NIG) 
A. Nishimura (NIG) 

F. W， Stahl 

F. W. Stahl 

Y. Kohara 

K. Yamamoto/ Csonka 

& Clark 1979 

A. J. Clar1< 

T. Katol Willetls & Clark 

1969 

T， Katol Kushner el al 

1971: Uoyd & Buckman 

1985 

Takahashi et al. 1993 

A， J. Cla市IGillen et 81 

1 9Bl; Luisi-DeLuca et 

81. 1988 

A. J. Clarkl Gillen et al 

1981 

A. Clarkl Lovett & Clark 

1984 

Labo市 to叩 collection/

日achmann1987 

G. Smithl Schultz et al. 

1983 

A. Taylor 

T akahashi et al. 1993 

F. W. Stahl 

A. J. Clarkl Gillen el al 

1981 

Kusano et al. 1994 

Takahaslli el al. 1993 

Kusano et al. 1994 

K Yamamolo 

K. Yamamolo 

K. Yamamoto 

A. J. Clarkl Gillen et al. 

19B1 

Kusano et al. 1994; 

Takahashi et al. 1993 

S. Mizusawa 



日IK1212 As JC7623， but r町N262tyrAI6::TnI0 Takahashl el al. 1992 

BIK1244 As JC8679， bUl recQI803::Tn3 Kusano et al. 1994 

日IK1272 V69 As V66. but (1田 C13recClω2 G. Smithl Schultz et al 

1983 

日IK1273 V71 As V66， bul recC73 recCl003 G. Smithl Schultz et al 

1983 

日IK1274 V72 As V66. bul recC73 rf.子cCI004 G. Smithl Schul日 etal 

1983 

日IK1275 V73 As V66. but recC73 r，百 C1001 G. Smithl Schultz et al 

1983 

BIK1276 A211 As W3110， bul担晶20陀 on51gyr8+ recP A. Miura 

ZIC:・Tnl0

日IK1282
As BIK1273， bul n即戸 zic::Tn10 Hando et 01， 1997 

BIK1284 
向日IK1274，but r.田 P zic::TnI0 Honda et 01. 1997 

日IK1286
As BIK1275， but r，町戸田 Tn10 Pl (BIKI276) to BIK1275 This work 

日IK1288
貼 V66，but r町 P zic::TnI0 Handa el al. 1997 

BIKI290 
As BIKI272， but r，町 P zlc::Tn10 Pl (BIKI276) 10 BIK1272 This work 

日IK1291 DH10日 F-a日0139/l向ra，leu)76971acX74 galU galK Y. Kitamυ旧JGrant et al 

mcιAd何rr-hsdRMS-mcr8C)rp5L deoR 19ω 

中80dlacZtlM15 endA 1 nupG recA 1 

BIK1331 HRS1004 druレAB::Tc T. Shiba 

日IK1399 AM265 As JC8679， but recR252::mini-Tn 10 Kan R. Lloydl Mahdi & Lloyd 

1989; Takahashi et al 

1993 

BIK14∞ N2796 As JC8679， but recG25在 mini.Tn10Kan R. Lloydl Lloyd 晶

Buckman 1991 

BIK1401 RDK1693 As JC8679， but "町01801 5. LovetV LuisトOeLuca

elol. 1988 

BIK1415 As JC8679， but ilrecA306::Tn 10 Kusano et al. 1994 

日IK1427 As JC8679， but同市01801recJ284::Tn 10 Kusano el 01. 1994 

日IK1460
AS JC7623， bu竹田+a句A81::TnI0 Pl Irom BIK800 to JC7623 This work 

BIK1470 As BIK1274， but argA81::Tnl0 Pl from BIK800 to BIK1274 ThiS work 

BIK1478 As JC8679， bul /l凡rvAB::Tc Pl (BIK1331) to JC8679 This work 

BIKI538 As AB1157， but recG25&:mini-TnIOKan Pl (BIKI400) to AB1157 K. Kusano 

BIK1S97 BIK733 carrying plK195 This work 

BIK1618 HRSll00 As AB1157， but出 vGlO位・Cm 5aito et al， 1995 

BIK1620 HRS2302 AS AB1157， bul ruvAB::Cm H. Iwasakl/lshioka el al 

1997 

BIK171S GC3A03 sIlA::Mud (Ap lac)o62 1rp::MuC /l担cthr leu A. Nishimura (NIG)I 

pyrD thi mal8 (λS) rpsL (S1r
r
) gal sfiC Huisman 1983 

日IKI772 As JC7623， but recJ284・Tnl0 This work 
日IKI774 As JC7623， but "町01803::Tn3 Thls work 
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BIKI776 

日IK1910 V1296 

AS JC7623， but recR252::mini-Tnl0Kan 

As V66， but recC2145 

日IK1911 V1360 As V66， but recB2154 

BIK1912 V1363 As V66， but recB2155 

Thiswork 

G. Sm1thl Amundsen el 

al. 19割3

G. Smithl Amundsen et 

al，1990 

G. Smithl Amundsen el 

al.1990 

日IK1945 As JC7623， but recCl004 recC73 Pl from BIK1470 to JC7623 This work 

argA81::Tn 10 

日1K2141 YNEC200 As BIK806， but lacZ::paeR71けm+KanR Linear transformant Irom Ft，同 Thiswork 

fragment of pYNEC200 

日IK2142 YNEC201 As BIK806. but lacZ::paeR71 rm+ Kan円 Linear transfor問 nl Irom F，制 ThisWQ巾

fragment 01 pYNEC201 

BIK2143 YNEC202 As BIK806， but lacZ::Cml円 Llnear transformant from Fi制 Thiswork 

fragment 01 pYNEC202 

日IK2144 YNEC203 As JC8679， but lacZ::paeR71 r+昨，+Kan円 P1 (BIK2141) 10 JC8679 This work 

日IK2145 YNEC204 As JC8679， but lacZ:、paeR71r"m+ KanR Pl (BIK2142) 10 JC8679 Thls work 

日IK2146 YNEC205 AS JC8679， but lacZ::Cml円 Pl (日1K2143)10 JC8679 This work 

日以2147 YNEC206 As BIK2146， but IrpB114::Tn 10 Pl (ME8481) to BIK2146 This work 

BIK2148 YNEC207 BIK2147 [pTN4J This work 

BIK2149 YNEC208 As JC7623， but lacZ::paeR71けm+Kan円 Pl (BIK2141) to JC7623 This work 

BIK2150 YNEC209 As JC7623. but lacZ::paeR71 rm+ KanR Pl (BIK2142) to JC7623 Thiswo耐

BIK2151 YNEC210 AS JC7623， bUl lacZ::CmIR Pl (日1K2143)to JC7623 Thiswork 

BIK2152 YNEC211 As BIK2151， but 1，円pB114::Tn10 P1 (ME8481) to BIK2151 Thiswork 

BIK2153 YNEC212 日IK2152[pTN4] Thiswork 

BIK2154 YNEC213 As AB1157， but lacZ::pae円71けm+KanR Pl (BIK2141) to AB1157 Thiswork 

日1K2155 YNEC214 As AB1157. but lacZ::paeR71 r-m+ KanR P1 (BIK2142) to ABI157 Thiswork 

日IK2156 YNEC215 As AB1157. but lacZ::CmIR Pl (BIK214勃10AB1157 Thiswork 

日IK2157 YNEC216 As BIK2156， bul I円pBI14::TnlO Pl (ME8481) 10 BIK215日 This work 

日IK2158 YNEC217 日1K2157(pTN4J This work 
BIK2176 As JC7623. but MecA306::Tn 10 PI (日IK733)10 JC7623 Thiswork 

BIK2411 V68 As V66. bul recC73 G. Smilhl Schultz et al 

1983 

BIK2413 As BIK796. but ll(srIR-"田oA)306.:Tn10 P1 Irom BtK1597 10 BIK796 Thiswork 

日IK2414 As BIK1274， but IIβrIR-recA)306::Tn 10 P1 from BIK1597 10 BIK1274 This work 

BIK2445 
的 BIK1910.bul recP zic::Tn 10 Handa el al. 1997 

BIK2446 
品目IK1911.but rec戸zic::Tn10 Handa et al. 1997 

日IK2447
As BtK1912. bUl recP zic::Tn 70 Handa et al. 1997 

日IK2563 As AB1157. but recJ284::Tn 70 Pl (BIK787) to AB 1157 Thlswork 

日1K2565 As AB1157. but recN1502:・Tn5 P1 (BIK1044) to AB1157 Thiswork 

BIK2571 
As AB1157， but malF::Tn 10 lexA3仰の P1 (BIKI206) 10 AB1157 Thiswork 

BIK2574 As AB1157， but malF::Tnl0 Pl (日IK1206)to AB1157 This work 

BIK2577 As AB1157. but recR252::mini-TnIOKan P1 (日IK1399)to ABl157 Thls work 

BIK2680 As AB1157， but"町 QI803::Tn3 Pl (BtKI224) to AB1157 This work 

BIK2843 As AB1157. but hupA::Cm J 円ouviere-YanlvlU & 

Wate市 1998

BIK2844 As ABllS7， bul hupB::Km J. Rouvier←Yanlvl U & 
W副e田 1998
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日IK2875 As AB1157， bul hupA::Cm hupB::Km 
J. Rouviere-Yanivl U & 

BIK2876 N2101 recB21ι8::TnlO 
Walo百 1998

R. LloydJLJOyd el al 

1987 
日IK2877 N2103 recC26在:Tn10

円-LloydJ Lloyd el al. 

1987 
61K3682 BNH682 As V69， bllt argA81::Tn 10 

P1 (日IK800)10 V69 Thiswork 
61K3686 BNH686 As AB1157， bul recC73 recCI002 P1 (BIK3682) 10 AB 1157 This work 

argA81::Tn 10 

BIK3701 BNH701 As V69. bul recD::Tn 10 
P1 (日1K806) 10 V69 This work 

日IK3702 BNH702 As BIK1288， bUI recR::mini-TnI0kan P1 (日IK1399)10 BIK1268 This work 
印K3703 BNH703 品目IK1290，but r，町 R::mini-Tn10 kan P1 (日IK1399)10 BIK1290 This work 
BIK3704 BNH704 As BIK2445， bul r，町 H::minjoTn 10 kan P1 (日IK1399)10 BIK2445 This work 
日IK3705 BNH705 As BIK2446， bul r，町 H:mlni-Tn10kan P1 (日IK1399)10 BIK2446 ThiS work 
BIK3706 日NH706 As日IK2447，bul recR::mini-Tn 10 kan P1 (BIK1399) 10日IK2447 Thiswork 
BIK3707 BNH707 As BIK1288， bυ1 recD::Tn5 

P1 (BIK11 92) 10日IK1288 This work 
BIK3708 BNH708 As BIK1290， bul recD::Tn5 

P1 (日IK1192)10日IK1290 This work 
BIK3709 BNH709 As日IK2445，bul recD::Tn5 

P1 (BIK1192) loBIK2445 Thlswork 
BIK3710 BNH710 As BIK2446， but recD::Tn5 

P1 (BIK1192) 10 BIK2446 This wo南
BIK3711 BNH711 As BIK2447， but recD::Tn5 P1 (日IK1192)10 BIK2447 This work 
日IK3713 BNH713 

As BIK1288， butTcs Selected by fusaric acid plale This wo市

(Bochner副 al.1980) 
BIK3728 BNH728 As BNH713. bUI recα:Tn10 P1 (日IK806)10 BNH713 This work 
日IK3732 BNH732 As BIK2411， but argA81::TnI0 P1 (BIK8∞) 10 BIK2411 Thiswork 
日IK3738 BNH738 As BNH713， b叫 recG73argA81::Tn 10 Pl (日IK732)10 BINH713 Thls work 
日IK3884 BNH884 As JC8679， bUI r，町 TI0l::Tn10 Pl (KF1503) 10 JC8679 N_ KObayashi 
日IK3919 日NH919 As JC5519， bUI argA81::TnI0 

This WQ市
BIK3920 BNH920 AS GC3403， bul recBC argA81::Tn 10 

This work 
四K3921 日NH921

As BIK2411， but rec+argA81::TnI0 This work 

BIK3931 BNH931 As JC9604， but recT::TnI0 P1 (BNHB84) 10 JC96倒 This work 
凹K3961 日NH961 As ABl157， buI"町 B268::TnI0 Pl (BIK2876) 10 ABl157 This work 
BIK3963 BNH963 As AB1157， bul recG266::Tn 10 P1 (BIK287η10ABll57 This work 
印K4034 BNH1034 As ABl157， bul r，町 C73argA81::Tn 10 P1 (BIK3732) 10 ABl157 This work 
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TabJe 2. ̂  strains. 

Name Genotype Comments 

LIK~51 cl-71 

j
-
-
n
H
n
H
n
H
 

M
内

一

o

o

o

f

-

-

i

l

 

悶
一

d

d

d

げ

-
e
e
e

-

-
1

1

1

 

刊

一

凶

叫

削

れ
代

-
ρ
u
v
p
u
w
R
L
M

陶

一

吋

吋

叩

凶

一

刷

附

剛

叫

一

回

加

旬

。-
a
a
a

c
、
-
'
L
a
L

E
L

LlK VIr 

Ll K6~0 dB ga斤1210 imm434 

X'C157nin5 

LlK810 Bam10 "B int+ imm21 nin5 = 069 

shntfJ 

s. Mizusawal Mlzusawa & 

Ward 1982 

LlK自14 wild Iype =λ PaPa 

LlK848 Jh int4 red3 gam210 cl26 = MMS748 

H.lkeda 

F. W. Slahl 

Sam7 

min shown in Figure ~) 

LlK891 BamtO dB in什 .1(red-gam)SaA-SaA fragment was removed from LlK810 This work 

imm2t nin5 shntfJ 

LlK907 As UK891. bullnt:E. coli Carrie5 an E. coli Iragmenl wilh X・(sa，βAIIragmenl al 79 Thi5 work 

L1K916 As UK891 ， but int Ban刷Isite in int gene was filled 10 with Klenow fragment. This work 

L1K950 A5UK891，bulint:X'CI57 Amplified Iragmenl 01 UK630 conlaining X'C157 (38411ー Thiswork

38620 in the map 01 wlld-type λ) wa5 in5erted into UK891 

L1Kl054 Bam10 LlB int d(red-ganリ UK916ligaledwith righl region Irom Xh04 5ite 01 UK814. Thi5 work 

L1Kl056 Bam10 LlB int::X' Ll(red-UK992ligated with righl region Ir町nXh04 5ile 01 UK814. Thi5 work 

胆m)

L1Kt058 Bam10 Ll8 int:: X・9- L附 030Iigated with right region Irom Xhol 5ile 01 UK814. Thi5 work 

Ll(red-gam) 

lIK1059 8am10 .18 int:: X'-IO- UK1032ligaled wilh right region Irom Xhol 5ite 01 UK814. Thi5 work 

4~聞d-gam)

lIK1062 8amtO L1B同t::X'-ll- UK1034ligaled刷 thrighl region Irom Xhol 51le 01 UK814. Thi5 work 

。(red-gam)
lIK1066 Bam10 48 int:: X'-8- UK10231igated wilh right region from Xhol 5ile 01 UK814. Thi5 wOlk 

!J(J同d-gam)

lIK1068 As UK848， bul .1 (red-gam) ぬ!.Sa!Iragment was removed Irom UK848 This work 

lIK1098 BamtO d8 int d (red-ga吋 UK916and UK814即 ombinedin vitro at SaAslte This work 

lIK1099 BamrO .18 int::x' !J (red-L1K950and UK814 recombined問吋'fOat SaAsite This work 

gam) 

lIKll∞8am10 .18 凹t::x'Ll(red-UK907 and UK日14recombined in vítro 副 Sa~site This work 

g.m) 

U附 101Jh LlB int d(red-gam) cl26 UK916 and UK 848 recomblned in叫'roal Sa!5i1e. Jh was Thls work 

Sam7 cr055ed In Irom UK848 

lIKt 102 Jh Ll8 int::x' L1(red-gam) UK950 and UK 848 re∞mbined的 vitroat Sa"sile. Jh was This work 
cl26 Sam7 crossed in from LlK848 

LIKll03 Jh L1B int::x' d(red-gam) UK907 and UK 848町 ombinedin vitro at Sa~site . Jh was This work 
cl26 Sam7 cros5ed in Irom UK848 
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Name 

Table 3. Plasmids. 

Comments 

pACYC1B4 

pBR322 

pMB4 

岨

8

S

4

1

1

 

c
c
α
 

H
U
H
u
n
o
 

n
v
n
v
n
v
 

pMCI403SH-l 

plK137 

plK163 

plK164 

plK166 

plK167 

Genolype Sourcel References 

laborato叩collection

labo旧torycollection ampicillin (Amp) 

t副市cycline(T et) 

EcoRIけm+Amp

Amp， kanamycin (Kan) 

Amp 

F. W. StahV Betlach et副 1976

Vieira and Messing. 1982 

laboratory collection 

Cml fragment of Tn9 inse同edinto pUC8. One Hindlll J. Kato 

site is changed 10 a Smal， so that Smal excises Cml 

fragment 

The Smal site ot pMC 1403 was ex凶 anged10 Hi，岬 111Casadaban et al.， 1980 

site. 

PaeR71什m+Amp = pPAORM3.8 T. Gingeras/ Nalto et al. 1995; 

Gingeras &日r∞ks1983 
EcoRI r+m+ Amp replacing a Ban刑I-Sa!fragment 01 pBR322 with a Kusano et al. 1995 

Barr制トsa!tragment of pMB4 

E∞RI r'm+Amp cleavage 01 plK163 with Hina111 in the r gene， digestion Kusano et al. 1995 

with T4 DNA polymerase. and se~4igation. This 

shoUld delete 4 bp (bp 526-529) In the r∞ding region， 
change the reading frame after amino acid 68. and 

generate a stop codonσAG) 25 amino acids 

downstream 

EcoRI r+m+ Amp deleting a Ban桝I-Hina111tragmBnt 01 p1K163. wI1ich Kusano et al. 1995 

EcoRl rrn+ Amp 

stabilizes plasmids (data not shown) 

deleting a Barr嗣トHil柑川 fragment01 plKI64 Kusano et al. 1995 

P TN4 PaeR71 rm+ Amp 

Hashimoto.Gotoh el al. 1981 

Naito et al.. 1995 

pHSG415 Amp chlo聞mphenicol =pSC101ts replication 

(Cml) kanamycin (Kan) 

plK173 

plK172 pSC101ts EcoRI けm+

Kusano et al. 1995 

Naito et al. 1995 

AmpCml 

pSC1 01 Is EcoRl rm+ restricllon-mlnus version of plK172 

AmpCml 

plK179 pSC10lts EcoRl rm+ AmpS ve団tonof plK173. inse同Inga BamHl linker (5' Kusano et al. 1995 

Cml CCGGATCCGG) into a Hlncll slte in the b担 (Amp円)

plK180 

plK181 

pTN9 

pTN1， 

pT1ぜ18

gene， which conlers resistance to Amp 

Amp = pTZ18R K. MizobuchV Zagu国 ky & 

Berman 1964 

Rsrl r+m+ Amp = pTZ18U-Rsrl rm A.L.Bari&R.I.Gu町、porV

Kaszubska et al. 1989 

pSC10lts PaeR71 r+m+ 

AmpCml Kan 

Naito et al. 1995 

pSC101ts Paef司71rm+ restrlct旧作minusversion of pTN9 Na同081al. 1995 

Amp Cml Kan 

pSCl 01 ts PaeR71r+m+ AmpS ve市ion01 pTN9. cleaving the bla gene 01 pTN9 Kusano et al. 1995 
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plK195 

plK519 

plK520 

plK552 

p1K554 

Cml Kan wit、Psn白 removal01 4-bp equivalents wlth T4 DNA 
polymerase守 andsell-ligation 

miniF-Km recAo98 A. Bailone 晶R. DevoreV 

Dutrelx et al. 1989 

pSC10lts spc rcro付XO = plND A. Gruss & D. Ehrlichl Dabert 

et al. 1992 

pBR322 cl857 pL rcr.rep = HELPER 

Amp 

syntheticχ+ 
inserting the Xへcontainingf9-bp lon9 sequence 

A. Gruss & D. Ehrlichl (Figure 

201) Dabert et al. 1992 

Handa et al. 1997 

5'.GATCCAGCTGCCACCAGCA-3 

3・GTCGACl&工l&工阜阜TTCGA.5'

synthetic x. 

The Iragment was inserted into the Ban州 -Hir咽川 site01 

plK519 50 that the 5' end 01 the upper strand as shown 

above was close to the rolling予circlereplication 009in 

inserting the X・〈珂nlainin922-bp lon9 sequence 

5'.GATCCAGCTGCGAGCACCAGCA.3' 

3'.GTCGAC.GQ工Ql3.工l&工Ql3.TTCGA-5・

The fragment was inserted into the saπle Barr削I-Hind川

site 01 plK519 

Handa el al. 1997 

pRM212 pBR322 EcoPll けm+

Amp 

pNH212 psR322 EiロコPll rm+ ilHir回111Iragment 01 pRM212 

Amp 

J. R. Scott! Mural et al. 1979 

This work 

pSHI180 psR322 EcoP151 けm+ T. A.自にkleI Humb剖inel al 

Amp 1988 

pNH213 psR322 EcoP151 ，m+ t.Hindlll Iragment 01 pSHI180 
Arnp 

Thiswork 
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χ*配列のクローン化

太陽菌 W3110の染色体 DNAを単離し、 Sa!βAIで2回処理し完全に消化しだ。断片化さ

れた DNAは、 4%Nusieve GTGアガロースゲル電気泳動によって分離され、 350旬以下

のものを回収レた。これらは BamHIで消化レたLlK891ラムダファージベクター DNAと

ライゲーション反応によって結合され、ラムダフアージの試験管内パッケージング反応に

よって、大腸菌染色体断片をちつファージライブラリーとした。 このライブラリーを大

腸菌 BIK1284(= recC*)にプレートし、そこで大きなブラークを形成した 134個につい

て、大腸菌 recぴ株にさらに感染さぜて、スポットアッセイで確認した。23個の候補の

うち、 13個については、野生型である recBCD+株にスポッ トしてち大きなブラークを形

成しない (χを含まない〉ことを確認した。 残り 10個は野生株でも大きなブラークを形

成したので、 χをきむと判断してこれ以よ解析しなかった。挿入された断片が大きいちの

については、PCR(フライマ- : SSSS-1 = 5・TATCGCTTATCTGCTTCTTCAAGAとSSSS-

2 = 5' TCATCCGGCACAGT ATCAAGGT A T)によって増幅した DNA断片を、さらにSa!βAI

で切断するというサイクルを繰り返して候補となる配列を短くしていった。

DNA配列決定

recび株で大きいブラークサイズを示したフアージは、単一ブラークから SMバッフアー

(0.1 M NaCI、 5 mM  MgS04、 50 mM Tris-HCI、0.01% gelatin)に懸濁しだ。ファージ

ベクターに簿入された大腸菌染色体由来の断片は、 PCR(フライマー:SSSS-3 = 

5'CTCTGTT ACAGGTCACT AA T (λゲノムの 27580から 27599に相当〉と、 SSSS-4= 

5寸CAGACTTCAATGGAACTG 0.ゲノムの28387から 28368に相当))によって増幅され、
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サイクルシークェンス法 (Ha仕oriet al. 1992)によって決定した (フライマー :SSSS-l、

あるいは SSSSーの 。 決定された配列は、 FASTA(Pearson & Lipman 1988)を用いて、

GenBanlくデータベースの上で大腸菌染色体のどこに相当するか解析し疋。

ラムダファージの 1ステッブ子ファージ産生量の測定

大腸菌は苅数増殖期までI音蓑し、遠山により回収し 2X10
8
/mlの濃度になるように、 TM

J'iッファー (10mM Tris-HCI (pH 7.5)ー10mM MgS04)で再懸濁レ、370Cで1時間あ

たためた。このうち 0.25mlが、あたためておいたフア ジ液(多霊感染度=multiplicity of 

infection (moi)が0.05となるように懸濁されだ)0.25 mlと混せ・られた。この溶波は、 370C

で15分おいだ後、このうち 0.05mlをあだだめておいたλ抗体 (K= 1 /分〉 入りのTMパ

ッファ一、 0.45mlと混ぜた。5分後、そのうち0.0125mlを5mlのラムダファージ感染

用活地に加え、37
0
Cで振とう培震レた。このとき、はじめに存在しだファージの鍛(infective

center)を調べておく。 70分後、数滴のクロロフォルムを加えて、 370Cで 10分擦とう

し定後、大腸菌 JC8679株にプレートレて翌日ブラーク数を計測した。1ステッブの子フ

アージ産生量は、 [90分後のフアージ数/はじめに存在したファージの数]として計算し

た。吸着率はこの条件で 95%以上だった。

プラスミドのローリングサークル型複製の誘導

28
0

Cで培養してきた、 2つのプラスミド TARGETとHELPER(Dabertet al. 1992のFigure

2)をもっ大腸菌を、 400Cに移して 3時間、あるいは4時間後にその総 DNAを回収した。
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5 x 10
8 
i固の細胞を遠山により集菌し、 50mM Tris-HCI (pH 8.0)、50mM EDTA、15%シ

ヨ糖湾液 80mlに懸濁した。 つづいて、ライソザイム (10mg/ ml)を加えて370Cで10

分おいて溶菌さぜだ。さらに、 10% SOS 溶液 10μ|を加え、 550Cで 10分ときどき混ぜ

ながら震いた。RNaseA (10凶/ml) 2μ|を加えた後、 370Cで10分処理レ、 Proteinase

K (10μg/ ml) 2μ|を加えてさらに 370Cで10分あいた後、激しくボルテックスで!覚狩

した。こうして得られた総 ONA(20μ1)は、 0，7%アガロースで25V、12時間泳動した

後、エチジウムブロマイド溶液 (0，5μg/ml) で染色レ、紫外線 (50mJ) を照射し、 0.25

M HCIで1時間処理した後、 0.4M NaOH 10分間処理しだゲルをトランスファーし、

TARGET (= p1K519)をプローブとしてサザン解析した。

ラムダファージの組換え実駿

大腸菌は 37
0

Cで、 1，5x 10
8 
cells/ mlの濃度までラムダファージ感染用培地で活蜜レ、こ

のうち 0，1mlを、あたためておいたファージ液(かけあわせる2種類のファージ (LlK915，

LlK950， LlK907とLlK1058)の数がそれぞれ 7，5x 10
8
pfu;多霊感染度 (moi)= 5) 0，1 ml 

と混ぜた。37
0
Cで30分娠とうした後、 0，05mlを5mlのラムダフ?ージ感染用の借地に

加え、37
0
Cで1時間娠とうI奇襲した。数滴のクロロフォルムを加えて、 370Cで10分振

とうした後、 JhS+組換え体を大腸菌 BIK808株にプレートレ、透明なブラークと濁った

ブラークを計測レた。総子ファージは、大腸菌 JM1にプレートすることで計測しだ。婦

入した配列が組換えのホットスポットとして機能したかは、[濁ったブラーク/透明なブラ

ーク]の割合によって求めだ。組換え頻度は、 [BIK808でのブラーク鍛/JM1でのブラーク
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鍛]x 100によって求めた。 Sam7変異の復帰は 10-4以下であった。

プラスミドの安定化

安定性を調べたいプラスミド plK172(r+ m+)、plK173(r-m+にあるいは plK174(r mう

を、調べだい大腸菌に形質話換し Ampを加えだUg地ょにプレートとする。 こうして得

られた新しい形質転換体を、5mlの薬剤の入っていないし液体活地にとり、 300Cで振と

う泊費した。 一晩I芭震後、同じrgt也に 10-6、あるいは 10-3に希釈し植え継いだ。世代獄

は、薬剤の入っていないし培地上で成長するコロニーの数から[Iog(T = i /T = 1) / log2]の

計算式によって計算した。プラスミド保持率は、 Ampを加えた L沼地上で成育したコロ

二一の数と、薬剤の入っていない L信地上で成育するコロニーの数の比としだ。

プラスミドの複製の阻害

大腸菌細胞は、プラスミドを選択するだめに Ampを加えだ L液体箔1也で 300Cで振とう

111賞した。対数増殖初期 (00660 nm = 0.3)に集菌して、薬剤の選択をしないし液体活

地で 42
0
Cで娠とう培震を続けた。その後は、 00660nmが0.3になる度に希釈しだ。総

細胞数 (Totalcell)は顕微鏡下での細胞の殺、生菌鍛 (viablecells)は薬剤の選択をレな

いu音地上で 300Cで生育したコロニー数、プラスミド保持菌主主 (Plasmid-carryingcells) 

はAmpの選択をした L沼地よで 300Cで生育したコロニー数である。
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細胞の形態

大腸菌はI音叢温度を高温に移した後、示された時間ごとにサンプリングして等量のメタノ

ールーホルムアミド溶液 (2:1)で固定した。氷上で 10分おいた後、集菌しOAPIを加えた

TMパッファー (10mM Tris-HCI (pH 7.5)ー10mM MgS04)に再懸濁レ、 顕微鏡で観察

しだ。

染色体切断の観察(アガロースゲル電気泳動〉

大腸菌細胞の総 ONAは、上記プラスミドのローリングサークル型複製の誘導での方法と

同じ方法で調製した。電気泳動は、 0.8%アガロースゲルで行った。

SOS応答の誘導(ベータガラクトシダーゼ活性の測定〉

S制 lacZ融合レポーター遺伝子を染色体中にちつ大腸菌の活重液 (00660 nm = 0.3)の

ベータガラク トシダーゼ活性の測定は Millerの方法 (Miller1992)にしだがった。ベータ

ガラクトシダーゼ濃度(U/ml)は、[1000x (00420 -1.75 x 00550) / t x v x 00600]の計

算式で求めた。ここで、tは反応時間、 vは反応の重である。

RecBCO変異株の表現形(力イ認識の確認)

recBCD突然変異株の表現形のうち、力イ配列の認識を調べるのに、そのゲノム中にカイ

配列をもっ (Chi+)、あるいはちたない CChiO)ラムダファージを用いた。調べたい大

楊菌株を対主主i曽殖初期までラムダファージ感染用の液体I音I也で振とう活費し、 溶かしてお

いたトップアトップアガー (寒天濃度の低いアガー〕と混ぜ、ラムダファージ感染用の寒
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天培地の上にプレートしだ。

RecBCO変異株の表現形(紫外線 (UV)感受性〉

対業主I曽殖期まで L液体Iき1也で振とう治資し、これを M9最小115地で希釈して、 L望書天沼地

上に三重りfI1iげた。このプレートに、紫外線 (254nm)をいろいろな量で照射した後、 370C

で一晩暗黒下で活費レ、 20時間後にコロ二一数を計測レだ。

制限酵素活性の測定

プラスミドをもっ、あるいはもたない大腸菌をプラスミドをもっ場合には薬剤の選択をし

て、一娩倍養した活養液を 1/100~1 /50 に希釈した後、トリフトン液体活地で苅数増殖期

まで振とう括責しだ。このI舌蓑;夜をラムダフアージ (λvir)の宿主細胞として使用した。

Red組換え経路の遺伝子を連結したプラスミドをもっ大腸菌は、その発現のためにO・0-チ

オガラクトピラノシド (IPTG、0.1mM)を含む115地で 2時間以上I芭護した。

アガロース陶での染色体 ONAの調製

染色体 ONAを調整したい大腸菌を 5mlのL液体I吉地で対数増殖期 (00660 = 0.4)ま

で娠とう箔震し、アガロースゲル内に細胞溶菌液の調整は Kusanoet al. (1989)の論文に

記載された方法で行った。すなわち:1i音養液を遠山集菌レ、 2，4ージ二トロフエノール(終

濃度 0.01%)を加えてその呼吸を止めた。遠Il)l後、沈殿をパッファー (10mM TrIs-HCI (pH 

7.5)、1M NaCI)で2回洗い、同じパッファーに 0.5ml懸濁する。これを等量の溶かレ

ておいた 1.0% InCe口アガロース (FMC)と混ぜ、鋳型に流し込んで40Cで固めだ。こ
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うレてできたプラグは、 |溶液 (6mM Tris-HCI (pH 7.5)、1M NaCI、0.1M EDTA、Brij-58

(0.5 %)、0.2%ソディウム・デオキシコレート (sodiumdeoxycholate)、0.5%ソデ

ィウム・ラウロイル・サルコシネート Csodiumlauroyl sarcosinate)、ライソザイム (1mg/ 

ml)、RNaseA (20 mg/ ml)に加えて 15時間、 370Cに置いだ。これを0.5M EDTA (pH 

9.5)で洗った後、11溶液 (0.5M EDTA、1%SDS、2mg/ mlブロテイネース K (pH 95) ) 

に変えて、48時間、 500Cに置き、 0.5M EDTA (pH 9.5)で洗つだ。

パルスフィールドゲル電気泳動

上記の方法で調整したプラグを 1.0% SeaKem GTG Pガロース (FMC)の泳動用ゲルの

ウエルに挿入し、溶かレた 1.0%アガロースを加えて固める。パルスフィールドゲル電

気泳動は、 Pharmacia/LKBの器械で、 1x TBE (45 mM Tris-borateハ25mM EDTA)泳動

バッファ一、 165V、パルスタイム 120秒、 j永勤時間 24時間、泳動温度 10OCの条件で

行った。サイズマー力ーとして、酵母 (Saccharomycescerevisiae)の染色体 (Pharmacia)

を使用しだ。泳動後、工チジウムブロマイド溶液 (0.5凶/ml) で染色し、紫外線を照

射して写真を撮り、巨大染色体 DNA領鼠を VILBERLOURMATの器械と BIO-PROFILソフ

トウエアで定量的に解析した。このとき、一定量泳動レていた酵母染色体マー力ーをイン

ターナルコントロールとして、DNA量の分かっているラムダ DNAで箔いだ定量曲線をも

とに DNA量を算出した。



結果

1. 相同組換えのホットスポットであるカイ Cx)配列を認識できない変異

RecBCD酵素が認識する新レいカイ儀配列

大楊菌の RecBCD相同組換え経路で重要な、 recBおよび recC遺伝子の突然変異は、それ

がコードする多機能酵素である RecBCD酵素の機能の中で、欠損している機能!こよって

分類されている CAmundsenet al. 1990; Eggleton & Kowalczykowski 1993a; Eggleton & 

Kowalczykowski 1993b; Holbeck and Smith 1992; Schulロetal. 1983)。その中で recC1004

と呼ばれる突然愛異は、力イ配列によって相同組幾えが促進されない変異のーっとして報

告された CSchultzet al. 1983)。私は、この力イ配列を認識できない変異株が、認識する

新しい力イ様配列を発見した。
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図3 野生型の RecBCD鰐素は、8塩基からなるχ(力イ〕配列を認識すると二本鎖 DNA

の分解をやめ組換えを促進するが、変異型 RecC中1004酵素は、が(力イスター〉という

新しし¥1 1塩基からなる配列を認識した。が配列は、円ecC*1004酵素のちつ=本鎖 DNA

分解活性を抑えたが、ラムダファージを用いた系で組役えは促進しなかった。
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1・1.スクリー二ング

パクテリオファージは、大腸菌に感染するとその線状ゲノムを細胞に注入する。大腸菌ラ

イゲースによって環状化したゲノムはシータ型に複製するが、実はこの単量体ゲノムはパ

ッケージされることはなく子フ?ージにならない。それ放パッケージされるためには、分

子間での相同組換えによって多量体を形成するか、ファージゲノムは感染後期にシータ型

からローリングサークル型に複製のモ ドをスイッチするが、それによってタンデムに鍾

んだコン力テマーゲノムを形成することが必須である。ファージ自身の符つ相同組燥え機

能を欠損させたラムダファージゲノム中にカイ配列があると、野生型の大腸宣言に感染した

鼠合、その両方のルートによって子ファージの産生量が増し、ブラークサイズが増大する。

力イ配列を認識できない変異株の一つである recC1004(recび株 CSchul包 etal. 

1983)を用いて、これに反応するシスの DNA工レメントを探すことを試みた。この愛異

酵素は、知られている限り、力イ配列認識以外の二本鎖 DNA分解活性CSchultzet al. 1983) 

や、力イ配列によらない組換え活性CSchultzet al. 1983のTable7)、ヘリケース活性CArnold

et al. 1998)は野生型並であった。

ラムダファージベクターに大腸菌染色体 DNA由来の短い DNA断片を挿入したラ

イブラリーを調整し、ブラークサイズがi智大したクローンを回収しだ。

1・2.recC*変異株でブラークサイズを増加さぜる DNA配列の決定

大腸菌染色体 DNAを4塩基認識の制限酵素である Sa凶AIで切断レ、 遺伝子ではなくシ

スの工レメシトを検索する目的で 350bp以下の断片を λredgamベクターに挿入し、

試験管内パッケージツグ反応によりファージライブラリーとした。65，000のクローンか
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ら 23個が recび変異株で大きなブラークを形成した。このうち、 13j固が野生型

(rec8CO+)で小さいブラークを形成しだので本来の力イ配列を含まない目的の配列を

ちつ候補となっrc.。

この 13個のうち、挿入の短い 10j固について挿入されていた配列を決定レだ。配

列決定したすべての SaLβAI断片は、大腸菌の染色体の3力所(43minの fliO(GeneBank 

accession# L22182とL21994)、73minのrplOCaccession# X02613) と79minのyhjO

(accession# U00039) (図4))のいずれかの SaLβAI断片を含んでいた。これらの3

力所の断片はそれぞれ、 3回、 1回、 9回すつ繰り返し得られていた。すべてに共通して

みられた配列は、 5'GCTGGTGCTCG (図4)であった。この 11塩基は、 7塩基目まで

本来の力イ配列と同一であるが、 B番目の塩基から異なっていた。得られだクローン中で

すべての向きは同一で、それは力イ配列が活性化する向きと同じであった(Kobayashiet al. 

1982)。私は、これを recび愛異株に対応する力イ様の配列ということでγ(力イスタ

ー)配列と名付けた。
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χ GCTGGTGG 

χキcloned t 9 c a c 9 GCTGGTGCTCG 9 c 9 t t 2019755 
a t 9 t c a GCTGGTGCTCG t c a 9 9 3449593 
9 a t t 9 t GCTGGTGCTCG 9 c t a c 3691893 

χ* synthetic 9 9 a t c c GCTGGTGCTCG 9 a t c c 
χ牢・8・ 9 9 a t c c GCTGGTGATCG 9 a t c c 
χ九9- 9 9 a t c c GCTGGTGCACG 9 a t c c 
χ*圃10・ 9 9 a t c c GCTGGTGCTAG 9 a t c c 
χ牢・11・ 9 9 a t c c GCTGGTGCTCC 9 9 a t c c 

図4 χ、 γと変異γ配列。 震初の行が本来のχ配列である。2から 4行目がここで

得られた断片の中に見られた配列である。 Blattnerの情報を元にその染色体での位置を右

に示した。χ*-8-、 χ*-9-、 χ*-10・とX*-11ーは、合成によって 8番目から 11番目の塩基に

それぞれ 1!軍基置換を導入したγ蛮異配列である。
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1・3.recC*変異株が認識するγ配列

このχ支配列が、実際に recび変異株でλファージの増殖を促進することを1ステッブの子

ファージの産生量を測定することによって確認レた く図5)。λχキの子ファージの産主

量は、野生型ではは+のそれより少ないが (p< 0.0007、Student'st検定による) (図

5A)、recC*変異株では、 λχ*の子ファージの産生量は、入χ+のそれより多かつだ (p< 

0.0183) (図5B)。野生型でλγ の子ファージの産生量が、 λχoに比べて多い(pく0.0001)

のは、 これが、 7塩基目まで本来のカイ配列と同じである (1 11軍基蛮異〉ためと壱えら

れる。このことは、野生型の RecBCD酵素ちγ配列に弱<反応していることを示してい

る (Arnold、半田、小林、 Kowalczykowski投稿中)。



A. 
rθc+ 

8 

7 

自 6
B. 
recC中

五コ 4 
q〉〉

4 

お 3ト -・圃 3 
ω 
庄 2 2 

。 。
χ。 χ + χ * χ。 χ + χ不

図 5 χ苛配列がλのi営殖に与える影響。 (A)野生型 (BIK1288)と(B)recび株

(BIK1284)での LlK916、LlK950とLlK907の相対的な1ステッブ子フアージ産生量。

6 回の実験の平1~値(と標準偏差) 0 (A)χoの子ファージ産生墨は、10.8:t 1.6日。(B)χo

の子ファージ産生量は、 12.9:t 2.890 
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1-4.活性のあるγ配列leI:5' GCTGGTGCTCGである

γ配列はそれを合成してλファージに挿入した際にも recC*株での子ファージの産生霊を

増加させた。χ配列で、その8塩基中 1塩基を愛えただけで、その活性がj1:&下すること

が知られている (Cheng& Smith 1984; Cheng & Smith 1987)。そこで合成した DNAを入

フアージに惰入することで、 γ配列の1塩基配列置換 (図4、6-9行自〉によるγ配列に

与える影響を調べた。その結果、 γ配列の後半の4塩基はいすれもこの活性に必要であ

ることが明らかになった。1ステッブの子フアージ産生量実験の結果 (n= 4)は、以下

の通りである。 χ0;9.08:!: 1.75、x*;15.9 :t 3.61、χ*-8;10.8:!:0.17、γ-9;9.32 :!: 1.00、χ*-10;

10.9士1.60、χ*-11;9.43 :!:0.58。その差は小さいが、統計的に有意であった (pく 0.0442、

p < 0.0066、p < 0.0172、p く 0.0087、Student'st倹定による〕 。この結果から、5'

GCTGGTGCTCGをγ配列として再定義しだ。

1-5.二本鎖分解活性の阻害

入フアージの子フアージの産生量をI曽加させるのには、相同組換えと二本鎖 DNA分解活

性の抑制の両方のルートがあった(上述〕 。本来のχ配列は、野生型の RecBCD酵素との

相互作用でこの両方の働さをもっていた。私は、この変異酵素とγ配列の相互作用で、

この2つの働きがともに保容されているのか、それともどちらかの働さしかもたないのか

をそれぞれ調べてみた。ます、 χ*配列が RecC*酵素の持つ二本鎖 DNA分解活性を抑え、

それによってファージゲノムのローリングサークル型複裂を促進できたのかについて調べ

た。ローリングサークル型の複裂を誘導できるプラスミドの系 (Dabertet al. 1992)を用

いた。ローリングサークル型に複裂をさせるプラスミド (TARGET)には、そのための複
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製起点と、シータ型の複製起点、さらに温度感受性のシータ型複製に要求されるタンパク

質の遺伝子がのっている。ローリングサークル型複製に要求されるタンパク質の遺伝子は、

高温で誘導されるプロモーターの下流に態統され、別のプラスミドから供給される。これ

ら2つのプラスミドをもっ大腸菌細胞のtg養を高温に移すと、シータ型からローリングサ

ークル型に複製のモードがスイッチする のabertet al. 1992)。

+ 
この実験で、 χ配列は野生型 (recBCO')の大腸菌の中で、以前の報告 CDabertet 

al. 1992)通りに、 TARGETプラスミドの多量体を蓄積させた。このときγ配列では、わ

ずかにしか多量体は観察されなかったが、それはχoに比べると多かった (図6)。一方、

recC*蛮異株では、 γ配列をそのプラスミドにのせることによって、プラスミドの多量

体が蓄積した(図 6)。この株では、 χ配列がないときでち、野生型よりも多くの多量体

の蓄積が観察された。この実験は、より多量体を観察しやすいように、大揚菌の RecBCD

酵素以外の、別の DNA分解酵素をコードする sbcBC遺伝子に愛異をもっ大腸菌で行つ

だ CZaman& Boles 1994)。
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03403403 4 034034034  

、圃

hr 

--multimer 

図6 が配列は RecC補酵素のもつ二本鎖 DNA分解活性を阻害する。 大腸菌

(BIK1460 and BIK1945)は、ローリングサークル型に複製さぜることのできるプラスミ

ド(TARGET)とそれに必要なタンパク質を供給する2つのプラスミドをもっ。TARGET

は、特別な配列をもたないもの (pIK519)、合成したχ配列 (pIK552)、あるいは合成し

たγ配列 (pIK554)を持入したものを用意しだ。280Cから 400Cに活震を移した後、 記

載された時間後に、細胞の総 DNAを単離し、アガロースゲル電気泳動をした後、サザン

解析によってTARGETプラスミドを検出した。
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1-6. x.*配列と RecBC叩酵素の相E作用では相同組換えは促進されない

次に私は、χ*配列と RecC本蛮異酵素の相E作用によって相同組換えが促進されるかにつ

いて、 λファージを用いた実験系で調べてみた(図 7Aと D)。相同組換えの頻度はファ

ージゲノム上のJ遺伝子と S遺伝子の閤で起こったものを測定した。同暗にこの系では、

+ 
組換え体が形成するブラークの形態によって (c(vs d)、挿入した配列が相同組換え

促進配列として機能したかがわかる。
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図7 (次頁) x*配列の相同組換えに与える影響。 (A) λフアージの相同組換え

実験系|。両親入ファージともフアージの組換えに重要な Red経路の遺伝子、 RecBCO酵

素の働きを阻害する Gamタンパク質と部位特異的組換えに重要な Intタンパク質をコー

ドする遺伝子は欠損させている。上に箔かれたλフア ジ(LlK916、 LlK950、あるいは

LlK907)は、それぞれχo、χ+、あるいはγ配列を int遺伝子の部分に挿入してある。かけ

あわせ後、 JhS+の組換え体を選択し、さらにその中で濁つだブラークを形成する c/+(c/ 

遺伝子の左側で紹換えを起こレたことを示す)か、透明なブラークを形成する c/-(c/遺

伝子の右側で組換えを起こしたことを示す〉かを計測した。 (0) λフアージの栂悶組

換え実験系 II。両親λフ?ージは、組み換え1本のマー力ーとなる3力所以外は、 挿入した

配列の部分を含めてアイソジェ二ック。かけあわぜ後、 JhS+の組換え体を選択し、 c/の

表現形を調べた。 (B) 実験系 |での組換え頻度。JhS+組換え体の総殺を相対値でプロ

ットした。調べた大揚菌は、 BIK1288、BIK1284、BIK796、BIK1274、BIK1460、と BIK19450

χoファージの組換え頻度 (1とした値〉と標準偏差は、それぞれ0.37土0.14、0.45:!:0.14、

0.29 :!:0.052、0.26:!:0.093、 0.54:!: 0.26と0.45:!:0.065だった。 (C)実験系 lでのホッ

トスポット活性。c/+/ crの比をプロッ卜した。3固の独立した実験での別の反応の平

均値を示した。(E)実験系 Hでの組換え頻度。調べた大腸菌は、 BIK1288、BIK1284、BIK796

とBIK1274。χoファージの組換え頻度(1とした値)と標準偏差は、それぞれ 1.74:!:0.93、

1.02士0.48、4.67:!:1.27と3.18:!:0.97だつだ。 (F)実験系"でのホットスポット活性。

3回、あるいは4回の独立しだ実験での別の反応の平均値を示した。

48 



A. 

-----1f一一
Sam7 cl26 Ll (red y) int4 Jh 

B. 
recC* 
sbcBC 

』
ロ

色

rec+ 
sbcBC 

ロ

recC* 
recF 

D. 

四 aZ

rec+ 
recF 

-:-75: 

Q 

recCキ

ロ
6 

D 
A 

rec+ 

5 
〉、
() 

C 
Q) 

5-4 
也
』

』

v 
c 
e 3 
2 
E 
8 2 
Q) 
L司

~ ， ~ 
O 
Eこ。

~ ~ 宣主

自

同。B A 四

χ。χ+χ・t'χ+γ χ。χ+χ・χ?χ+χ・t' x+ X' χ。χ+χe

c. 
recC* 
sbcBC 

B 
A 

rec+ 
sbcBC 

recC* 
recF 

企

Q 

2 ~ D. 

rec+ 
recF 

ロ
0 

recC* 

ら

ロ

rec+ 

8

7

6

5

4

3

2

1

0

 

(
」
咽
由
一
U
¥
刀
-
D
」
コ
日

)
K
A
M
E
H
U回
日

o
a
g
o工

~I~ 6 ~ ga 自
自
。因四

χ。χ+χ・fピχ・χ。ピχ・ずx+x. χ。χ+χsχ，0 x+ X* 



χ。/χt/X*
Ll (red y) 

D. 
s+ cJ+ sB J+ 

---....J{一一

Sam7 cl26 

れがχ*

recC本
recF 

rec+ 
recF recCホrec+ 

一一方

。
ロ

ロ
A

O

合

色6 

。白
A
O
ロo
 

a
A
V
 

色自f!! 

4 

3 

p

b

F

h

 

k
A
U
C
由
コ

σ由
よ
さ
叩
F
』
一

D
E
o
u
g
由
〉
一
芯
一
由
江

1 ~。

E. 

。
2 

χ，0 x+ x* χ0χ+χ' χ。χ+χ・
。

xo x+ X' 

recC* 
recF 

rec+ 
recF 

F. 

2 
ロ

A
口
0

t;. 

ロ
o 

ト。

recC* 

al 3 
に3

τコ
-e 
~ 2 

b 
〉

U 

~ 1 ~。
a 
(/) 

0 
工 。

A

ロ
Q
n
v
ぬ
れ
v
。
思

ゐ

0 
ロ

会

rec+ 

a 
E 

χ，0 x+ X. でX+X'χ。χ+χ'χ。χ+χ・

50 



野生型 (rec+)では、 χ配列によって、が配9"Dよりも相同組換えを促進した (図7BC)。

recび 変異株では、χ配列は、明らかなホットスポット活性を示さなかった。これは以

前の報告 (Schultzet al. 1983)と一致する。ただしが配列でも、この変翼線では相同組

換えを促進しなかった(図 7C)。組換え頻度とホットスポット活性の聞には相関が見ら

れた(図7B)。

別の大腸菌のパックグラウンド (sbcBC変異株(図 7BC、中央)と recF変異株

(図7BC、右))でも同僚の結果であつだ。sbcBC変異株は、二本鎖分解活性の阻害を

観察レた株であるだめ、 recF変異株は、パックグラウンドで働く別の組換え経路の関与

がない株であるために用いた。ホットスポット活性は、 sbcBC変異によって以前の報告

(Razavy et al. 1996)通り減少していた。

私は、この結果を別の実験系(図7B)でも確認した。この実験系でちγ配列Icl:、

recσ変異株で相同組換えを促進しなかっだ(図 7EF) 0 recF変異株でも同様であった

(図 7EF、右〉 。

この結果は、 γ配列と RecBC叩酵素の相E作用では相同組段えを促進しないこ

と、また本来のχ配列は、野生型でγ配列よりも相同組換えを促進することを示唆した。



2. 分離後細飽死による制限修飾遺伝子の自己維持強制の証明

私だちの研究室では、制限修飾遺伝子対が細菌細胞から失われにくいことを発見し、それ

が制限修飾遺伝子を失った細胞の染色体が、残された遺伝子産物である制限酵素によって

切断されるために細胞カヲEぬことを示唆するデータを得ていた三 CNaitoet al. 1995)。私は、

この現象が細胞死であることを証明するために、個々の細胞の形態変化を観察し、精細胞

鍛の変化と対応付けた。

2-1. f1，iJ限修飾系を失った後の大腸菌の増殖抑制

複製に必要なタンパク質が温度感受性であるために、複製がj温度感受性であるプラスミド

にH型の制限修飾系である、 EcoRl制限修飾系を連結した。同調的に細胞死を起こす疋め

に、このプラスミドをもっ大腸菌を非許容温度下に移して活聾した。高温に移すことでプ

ラスミドの複製は停止するので、 I舌震を高j昆に移してから2時間後くらいからプラスミド

を分配されない細胞が現れる(図8A)。

顕微鏡下で計測した総細胞鍛(Totalcell)と薬剤の選択をしないし 信地上で形成

したコロ二一数 (viablecell)は、制限酵素の遺伝子が欠演しているとき、プラスミドの

増殖が阻害されてち伺の影響ち受けすに増加を続ける(図8CB)。一方、完全な制限修

飾系をもっプラスミドのI曽殖力I{s.阻害されると、細胞の増殖は劇的に抑制された(図8CB)

その結果、生きている細胞の中でプラスミドをもっ細胞の割合は、制限酵素遺伝子がない

露合に比べてある場合の方が、日奇聞が経過してち高かった(日 。顕微鏡下での細胞叙に

対しての生菌数の割合は、制限酵素がある露合に低くなった (0)。さらに時間が経過す

ると、細胞の増殖は回復レ (B)、生菌室史の割合ち回復した (0)。これらの特徴は、こ
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れまでに報告のある他の「分離後宿主殺し」機構に見られる特徴とよく似ていた CJaffeet 

al. 1985; Gerdes et al. 1986)。
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8 

EcoRl制限修飾系を連結した温度感受性プラスミド (pIK172)、あるいはその制限酵素遺

伝子を欠損したちの (pIK173)をもっ大腸菌JC8679株を、 30OcでL液体活地で薬剤の

選択をして娠とうI音養レたものの、薬剤の選択をはずして 420Cで活養した。A プラス

ミド保持菌数 (Plasmid-carryingviable cells) 0 B 生菌毅 (Vjablecells) 0 C 顕微鏡下

での総細胞数 (Totalcells) 0 0・顕微鏡下での総細胞数に苅する生菌数の割合。E 生菌

数の中でのプラスミド保持菌殺の割合。 A~C までは、 温度シフトした時間 (t = 0)を1

として表した。塗りつぶされた記号は、完全な制限修飾系 (r+m+)をもっプラスミド失

ったことを、塗られていない記号は、制限酵素遺伝子に欠損をもっ (rm+)プラスミド

失ったことを示す。デユブリケートで行つだ実験結果をプロットした。
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2・2.制限修飾系を失った後の細胞の形態

EcoRl制限修飾系を連結したプラスミドをもっ大揚菌の活護を高温に移し、 2時間ごとに

サンプリングして、 DAPIでその核(染色体〉を染めた後顕微鏡で観察した(図 11 A)。

大腸菌は、染色体切断などによって sosと呼ばれる一連の反応が誘導されると、細胞が

分裂をやめるために、伸長することが知られている CJaffe& D'Ari 1985)。制限修飾系を

失った場合にも、多くの細胞はフィラメント状になっていだ(図 11)。細胞を、その長

さと核の有無によって4つのタイプに分類レだ(図 12)。 制限修飾系をもっプラスミ

ドを失った場合、伸長した細胞が多く見られるようになった。伸長した細胞の中でその染

色体は、はじめその長さに見合うくらいの数に分裂しているが、後にそのフ才一力ス(核〉

はだんだん小さくなっていき、 ついには見えなくなつだ〈温度シフト後 6~B 時間〉 。 同

様の結果は、 PaeR71制限修飾系の慮合にち観察することができた(図 11 B)。このよ

うな細胞の形態変化は、制限酵素の遺伝子が欠損している揚合には、どちらの制限修飾系

でも観察されなかっだ(図 11， 1 2)。
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EcoRI r+m+ EcoRI r-m+ 

o hr 1・2入金I
4 hr 
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図11 制限修飾系をもっプラスミドを失った後の細胞の形態

(A) plK172 (pSC1 01ts -EcoRl r+m+ -Ampr)、あるいは plK173(その制限酵素欠損プ

ラスミド〉をちつ大腸菌JC8679株を 30
0
Cから 420Cヘ移レて娠とう活費し、その時点

から示された時間後の形態を観察した。 (8)pTN9 (pSC101ts -PaeR71 r+m+ -Ampr)、

あるいは pTN11(その制限酵素欠損プラスミド〉の揚合。
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EcoRI制限修飾系を失った後の細胞の形態の分類図12 

plK172 (pSC101ts -EcoRl r+m+ーAmpr)、あるいはplK173(その制限酵素欠損プラス

ミド〉をもっ大腸菌JC8679株を300Cから42Ocヘ移して振とう倍護し、図 11で記載し

たように、細胞の形態を観察した。細胞は、視覚的な面から4つのタイプに分類した。1

つの細胞の長さが、制限酵素遺伝子のないプラスミドを失った細胞2つ分よりも長いとき、

それは伸長していると判断しだ。染色体の有無は、 DAPIで染色されるかによって決定し

2回の独立に行つだ実験を示している。各力ラムのよの数字は、観察レた。この結果は、

た細胞の量主である。



2・3.染色体の断片化

制限修飾系を失つだ後に染色体の断片化が起きているか、アガロースゲル電気泳動で観察

レた。制限修飾系をのせたプラスミドをもっ細胞の19震を高温に移してから、示されだ時

間後にその総 DNAを単離し、アガロースゲルで電気泳動した。染色体上の不規則な渇所

が切断されだことを示す比較的短い DNA断片のスメアが観察できだ(図 13)。このス

メアは、制限酵素の遺伝子が欠員している揚合には見られなかっf乙

以上この章の結果は、制限修飾遺伝子が細胞から失われにくいのは、染色体切断によって

細胞が死ぬためであるという仮説を強<受持するちのである。
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図13 制限修飾系を失った後の染色体の断片化

(左)plK172 (pSC101ts -EcoRl r+m+ -Ampf)、あるいはplK173(その制限酵素欠損

プラスミド〕をちつ大腸菌JC8679株を300Cから420Cヘ移して振とうIき震し、 その時

点から各レーンに示された時間後に細胞の総 DNAを単離し、アガロースゲルで電気泳動

した。 (右)pTN9 (pSC101ts -PaeR71 r+m+ -Ampr)、あるいはpTN11くその制限酵素

欠鑓プラスミド〉の傷合。0時間で見られる短い DNAは、はじめに存在したプラスミド

である。



3.制限修飾遺伝子聞の認識配列を巡る競争

制限修飾系遺伝子対を失った細胞の染色体が、残された遺伝子産物である制限酵素によっ

て切断されるだめに細胞が死ぬことを前章まででみてきた。私はそれを発展させて、制限

修飾系間に認識配列を巡る競争があることを証明した。

制限修飾系が宿主細胞死を仕組むのには、制限修飾遺伝子が穿在する時にはメチ

ル化されていた染色体よの認識配列のメチル化がはすれること(復製後にメチル化されな

くなること)が重要であると考えられる。 1つの大腸菌細胞の中に2つの異なる制限修飾

系が仔在する湯合を考える (図 15) 0 2つの制限修飾系がEいに異なる認識配列をもっ

揚合、どちらか一方の制限修飾系が失われても、それによって残された制限酵素によって

染色体が切断され、細胞死が起こるく図 15.中央〉 。しかし、 2つの制限修飾系が互い

に同じ認識配列をもっ揚合には、どちらかの制限修飾系が失われても、同じ配列をもう一

方がメチル化するので、その染色体は切断されず、細胞死ち起こらない。それ故、この場

合には、細胞から失われる制限修飾系は細胞に苅レて自己の安定化を強制できないと考え

られる。(図 15、石〉 。



制限修飾系遺伝子を失う
ことによる細胞死

錦繍姑信子を喪失

細染胞色死体切断

制限修富市系は安定

O
fが
命

'
M‘
'
ha'
M
 

ぐ雪

制限修飾系は不安定

図 15 1つの細胞の中に 2つの異なる制限修飾系が惇在する場合。

(左) 1つの細胞に 1つの制限修飾系をのせたプラスミドがある場合。プラスミドの喪失

により、メチル化酵素が希釈され細胞死が起こる。 (中央) 1つの細胞に2つの「認識配

列の異なる」制限修飾系をのぜたプラスミドが存在する湯合。どちらか一方のプラスミド

を失っても細胞死が起こる(左と同篠)0 (石) 1つの細胞に2つの 「認識配列の同じJ

異なる制限修飾系をのぜたプラスミドが存在する場合。どちらかのプラスミドを失ってち、

もう一方が染色体の周じ配列をメチルイじするために細胞死は起きない。
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3・1.別のプラスミドにのぜだ制限修飾系による、制限修飾系をもっプラスミドの

安定化に与える影響

EcoRl制限修飾系をもっプラスミドの安定化は、別の共寄できるプラスミド (CoIE1由来〉

から同じ EcoRl制限修飾系を発現させたときには見られなくなった(図 16A)。しかし、

別のプラスミドに認識配列の異なる PaeR7制限修飾系 (Gingeras& Brooks 1983)があっ

てち、 EcoRl制限修飾系をもっプラスミドの安定住に影響はなかっだ(図 16A)。この

実験では、宿主の大腸菌としてプラスミドが比較的不安定な CSummers& Sherratt 1984) 

recBC sbcA (JC8679)株を用いた。

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一←一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーーーー

函 16 (次頁) 1つの細胞に 2つの制限修飾系が惇在する鑓合のプラスミドの

安定性 (A) PaeR7制限修飾系をもっプラスミド (pIK137)、あるいはEcoRl制限修

飾系をもっColEI由来のプラスミド (pIK166)を待たせたときの、 EcoRlr+m+制限修飾系

をもっプラスミド (pIK178)、あるいは制限酵素の遺伝子を欠員させたpSC101由来のプ

ラスミド (pIK179)の安定性。宿主大腸菌としてJC8679株を用い、 Col日由来のプラス

ミドをAmpを加えて選択し、ちう一方 (pSC101由来〕の選択をしないで300Cで娠とう

ii5養した。植え継ぎは10-3希釈で行った。pSC101由来のプラスミドの保符率は、 Cml耐

性コロ二ーとAmp耐性コ口二一の数の比で求めだ。 (B)Rsl1制限修飾系をもっプラスミ

ド(p1K181)、あるいは制限修飾系をもたないColEI由来のプラスミド (pIK180)を待た

せたときの、 EcoRlr+m+制限修飾系をもっプラスミド (pIK178)、あるいは制限酵素の

遺伝子を欠損させたpSC101白来のプラスミド (pIK179)の安定性。 (C)EcoRl 1制限修

飾系をもっプラスミド (pIK166)、PaeR7制限修飾系をもっプラスミド (pIK137)、あ

るいは制限修飾系をもたないColEI白来のプラスミド (pBR322)を持だせだときの、 PaeR7

r+m+制限修飾系をもっプラスミド (pTN18)、あるいは制限酵素の遺伝子を欠演させた

PSC101由来のプラスミド (pTN4)の安定性。
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Rsl1制限修飾系は、 EcoRI制限修飾系と同じ認識配列をもち、 そのメチル化部位

ち同じであるが、それをコードする遺伝子のホモロジーはそれほど高くない(Kaszubskaet 

aJ. 1989; Stephenson et al. 1989)。これを別のプラスミドに連絡し、そのプラスミドを選

択しているところでは、 EcoRl制限修飾系をちつプラスミドの安定化は見られなくなった

(図16 B)。この結果は、 1つの細胞の中で同じ認識配列をもっ2つの制限修飾系がそ子

在するときに、一方の制限修飾系が失われでも細胞死を起こさないし、それ故に、宿主に

細胞死によって自己の維持を強制しないという、先に述べた仮説と一致する。

同じ制限修飾系によるプラスミドの安定性の消失は、 PaeR7制限修飾系でも観察

された。PaeR7制限修飾系をもっプラスミドを選択することによって、 PaeR7制限修飾

系の安定化は見られなくなった(図 16 C)が、異なる認識配列を持つ EcoRl制限修飾系

をもっプラスミドを選択することによっては影響を受けなかっだ(図 1OC)。プラスミ

ドの安定住の消失には、制限酵素がなくてもよく、メチル化酵素遺伝子の惇在が重要であ

つだ。この結果は、失われる制限修飾系の認識配列のメチル化が、プラスミドの安定化の

消失に重要であることを示唆している(図 16C)。

つまり、 2つの制限修飾系が1つの細胞内に君子在するとき、それらが同じ認識配

列をもっとき、それらは細胞に対して安定維持を強制することができないのである。この

ことは、制限修飾系の中にも共存できない、いわば「不和合性」が惇在することを示唆し

ている。同じ認識配列 (5'G-A-A-T-T-C)をもっアイソシゾマーである EcoRI制限修飾系

と Rsバ制限修飾系は、ひとつの不和合グループを形成していると言える。PaeR7制限修

飾系とそのアイソチゾマーは、 5'C-T-C-G・A・Gを認識する別のグループと定義することが

できる。



4.制限修飾系による分離後細胞死に対する相同組換えの刻果

制限修飾遺伝子苅は、それを失った細胞の染色体が切断されることによって、その制限修

飾系の安定維持を仕組み、それによって制限修飾系の配列認識の多係性が説明でさること

を前章で述べた。染色体切断は、単細胞生物である細菌にとっては、致死的なイベントで

あるので、細菌{則ちそれヘ応答して生き残りをはかっていると考えられる。ターゲツト配

列のメチル化がはすれるのは、複製フォークの進行と力ッブルしていると考えられる。完

全にメチル化された DNA上を複製フォークが通ると、 一方の鎖のみがメチル化されたヘ

ミメチル DNAカ鳴り、さらにもう一度複製フォークが通り過ぎると非メチル化 DNAが露

出すると考えられる。そのときに制限酵素による染色体の二本鎖切断が起きるのだろう。

染色体二本鎖切断は、一本鎖切断のある DNA部分での、複製フォークの進行によってち

生じると考えられている。そして、その修復に RecBCD相同組換え経路が重要であると

考えられてきた CAsai& et al. 1994: Kuzminov 1995)。

制限修飾系による細胞死の際にち染色体切断がその引き金になると考えられるの

で、大腸菌の相同組換え機備が欠損したときの、制限修飾系による細飽死に与える影響を

調べた。

4・1.相同組換え欠煩株での EcoRI制限修飾系を失った後の大腸菌の成長阻害

前の章でも使った、複製が温度感受性であるプラスミドlこEcoRl制限修飾系を接続したち

のを野生型 Crec+= AB1157t:朱〉の大腸菌に形質転換しだ。!g養を高温に移し、そのプラ

スミドの復裂を停止させると、その大腸菌の増殖が抑制されることを見た(図 17)。高

温で活費すると、制限修飾系がある場合、ない露合に関わらすプラスミドの増殖が止まり
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(図 17上、左端)、 制限修飾系がある鼠合特異的に、その生萄数(図 17上、 左から

2番目)、顕微鏡木での総細胞数(図 17上、左から3番目)とも低下する。このとき、

制限醇素遺伝子に欠損がある場合には増殖レ続けた。顕微鏡下での総細胞数に対する生菌

数の割合(viable cell counV total cell count)は、制限修飾系がある揚合に温度シフト後に

いったん怪下するが、時間が経過すると回復しだ (図 17上、右から2番包〕 。細胞の増

殖阻筈の結果として、生きている細胞の中でのプラスミド保持率(plasmids-carrying cells/ 

viable cells)は、制限酵素のない場合に比べてある宣言合に高くなった (図17上、右端)。

この結果は、前の章で私が行った他の大腸菌株での結果、あるいは、他の「分離後宿主殺

レ」の機構を待つプラスミドの結果と同様であった くGerdeset al. 1986; Gerdes et al.， in 

press; Ja行eeta1.1985)。

この結果は、大腸菌の相岡市E換え経路が欠員したときに、特に顕著であった(後

述、図 17、中央の列)。
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図 17 C次頁〉 制限修飾系を失つだ後の大腸菌の成長の抑制

野生型 Crec+=AB1157)、RecBCD相同組繰え経路に重要な遺伝子を欠損しだ株 CrecB21

recC22= JC5519)と力イ配列を認識できない突然変異の一つである recび株CrecC1002=

BIK3686)に、 p1K172(pSC101ts -EcoRl r+m+ -Apr)、あるいは plK173Cその制限酵素

遺伝子を欠損させたもの〉を形質転換し、プラスミドの複製を問書する実験を行った。最

初の力ラムプラスミド保持菌数 CPlasmid-carryingviable cells) 0 2番目の力ラム生菌

数 CViablecells) 0 3番目の刀ラム.顕微鏡下での総細胞数 CTotalcells)ロ 4番目の力ラ

ム・顕微鏡下での総細胞獄に苅する生菌数の割合。5番目のカラム生菌数の中でのプラ

スミド保持菌類の割合。左から3番目のカラムまでは、温度シフトした時間 Ct= 0)を1

として表した。塗りつぶされだ記号は、完全な制限修飾系 Cr+m+)をもっプラスミド失

ったことを、塗られていない記号は、制限酵素遺伝子に欠損をもっ Crm+)プラスミド

失ったことを示す。
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4・2.相同組換え欠演株での細胞の形態変化

制限修飾系を失つだ後の野生主主(rec+)での細胞の形態変化を観察した(前の章ではJC8679

妹だった〉。プラスミドの増殖を止めた後、時閣を追ってサンプリングし、 DAPIでその

染色体を染めて顕微鏡で観察した。野生型でも細胞の伸長は観察されだ(図 18、上〉が、

その多くは核(染色体〉を複数持っていた。いくつかは核が染まらないように見えた。細

胞は、その長さと染色体の有無によって 4つのタイプに分類した(図 19、上〉 。最ち伸

長レていたのは、温度シフ トから6時間後で、さらに時間が経過すると修復されたと考え

られる正常な細胞が、また多く観察されるようになった。細胞の伸長は制限修飾系がある

露合に特異的に見られだ。制限修飾系特異的な細胞の伸長は、プラスミドの復製可能な30

。Cでもわすかに見られた (0時間〉 。

一ーー-一一一一一一一一-一一一一一一ー ー一一一ー一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーーーーーー

図18 C次頁〉 制限修飾系をもっプラスミドを失った後の細胞の形態

p1K172 (pSC101ts -Eco刊 r+m+-Ampr)、あるいはplK173(その制限酵素欠損プラス

ミド〉をちつ野生型 CreC+= AB1157)とRecBCD相同組鍛え経路に重要な遺伝子を欠損

した株 (recB21recC22 = JC551 9)の活養を300Cから420Cヘ移して、その時点から示さ

れた時間後の形態を観察した。



r-m+ 

r-m+ 



4-3. recBCO遺伝子の欠損による細胞死の抱強

次ぎに私は上記の実験を、 RecBCD相同組換え経路が欠損した大腸菌でも行つだ。制限修

飾系を連絡したプラスミドの複製停止による細胞の増殖阻害は、野生霊のときと比べてそ

の生菌叡(図 17中央、 xから2番目〉でみても、顕微鏡下での総細胞数(図17中央、

左から3番目)でみてち顕著であった(図 17，中央〉 。また、既に報告されているよう

に (Capaldo-Kimball& Barbour 1971)、低温でも顕微鏡下での総細胞数に対する生菌数

の割合 (viablecell countJ total cell count)は怪かったが、温度シフトによってさらに値下

した(図 17中央、石から2番目)。このときの生きている細胞の中でのプラスミド保持

率 (plasmids-carryingcells/ viable cells)は、この細胞死のために、野生型の場合に比べ

てより高くなつだ(図 17中央、右蹄〉。

さらに、制限修飾系をもっプラスミドを失った後の細胞の伸長についてち、 recBC

欠損株は顕著であった (図 18、19)。時間が経過してち細胞の伸長は止まらす、また

DAPIで染色されない核を失った細胞が多く観察されだ(図 18、下)。染色体をもたな

い細胞の割合は、野生株 (rec+)でのそれと比較して有意に差があった(実駿1で、 p < 

0.0005)。
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EcoR11制限修飾系を失った後の相同組娯え欠損稼の形態の分類図19 

plK172 (pSC101ts -EcoRl r+m+ -Ampr)、あるいはplK173(その制限酵素に欠演変異

を導入しだもの)をもっ野生型 Crec+= AB1157)とrecBC欠損株 CrecB21recC22 = 

JC5519)の倍震を300Cから420Cヘ移して、図 18で記載したように、細胞の形態を観

察した。細胞は、視覚的な面から4つのタイプに分類しだ。1つの細胞の長さが、制限酵

素遺伝子のないプラスミドを失つだ細胞2つ分よりも長いとき、それは伸長していると判

断した。核の有無は、 DAPIで染色されるかによって決定した。制限酵素がある湯合の結

果は、 2回の独立に行った実験を示している。各カラムの上の数字は、観察した細胞の叡

である。



4-4.相同組換え欠損妹での制限修飾系を失った後の染色体切断

制限修飾系を失った後に引き起こされる分離後宿主殺しによる細胞死は、 残された遺伝子

産物である制限酵素に細胞の染色体上のターゲット配列が切断されることによって起きる

と想定レていた。そこで、このときの宿主である大腸菌の染色体切断をパルスフィールド

ゲル電気泳動によって観察した(図 20)。染色体切断を示すスメアは、制限酵素をもっ

プラスミドを失ったときに特異的に観察された。このスメアは野生型に比べて、 recBC欠

員株で顕著だった。このとき、染色体の切断パターンがスメアになるのは、染色体上のタ

ーゲット配列 CEcoRlサイト〕のうち、どこが切断されるかは個々の染色体ごとに異なる

だめであると考えられる。細胞の中の他の DNA分解酵素が関与して、 DNAをその末縮か

ら分解しているのかもしれないが、 それについては分からない。recBC欠損株では、細胞

の中で最も強い二本鎖 DNA分解酵素がないので、それ故野生型よりも主主解産物がよく見

えるのかもしれない。

ここでもうひとつ注目したいのは、ウェルのすぐ下に染色される巨大な C>700 

kbp)線状 DNAである。これは、プラスミドに制限修飾系がないときにも、相同組換え

欠損株で観察されるので、大腸菌染色体に自然に生じる二本鎖切断であると考えられる(後

述)。大腸菌の染色体は環状なので、切れ目がないとウエルに包埋したアガロース・プラ

グから移動することはないが、もし染色体に二本鎖切断が生じると、アガロースゲル中に

入り込んで少しだけ移動する (Gameet al. 1989; Kusano et al. 1989)。この染色体に自然

に生じる二本鎖切断は、野生型ではほとんど見られないのに対し、 recBC欠侵株では顕著

だった (図 20)。このことは、 RecBCD相同組換え経絡が欠損していると、制限修飾系

による二本鎖切断ばかりでなく、染色体仁自然に生じる二本鎖切断ち修復されないことを



示唆している。

このとき、力イ配列を認識できない recぴ株では、そのレベルは野生型と recBC欠

損株の中間程度であった。 recBC欠損株や recC*株で顕著なこのバンドは、制限修飾系

を失った際仁、さらに観察されるようになった。

この結果は、相同組換え欠損株では、制限修飾系をもっプラスミドを失った後の切

断された染色体の修復をできないことを強く示唆している。私はこの結果から、RecBCD

酵素ー力イ配列の相E作用が、制限酵素による染色体切断を修復すると考えた。recBC

欠演株では、 制限修飾系がない場合にも顕著な巨大DNAが観察できた。この制限修飾系に

よらない染色体切断ち野生型では修復され、 ほとんど見えなかった。このことは、他の研

究グループの報告 CMichelet al. 1997)と一致する。



rec+ recBC recC' 
r+町、+ r-m+ r+m+ r-円、+ r+作、+ r-打、+

0246802468M 0246802468M 0246802468M 

171 
図20 制限修飾系を失った後の相同組換え欠績綜の染色体の断片化

circular DNA 

huge linear DNA 
610 kb 

225 kb 

plK172 (pSC101ts -EcoRl r+m+ -Ampr)、あるいは plK173(その制限酵素欠損プラス

ミド〕をもっ野生型(rec+=AB1157)、recBC欠損株(recB21recC22 = JC5519)とrecC*

変異株 (r巴cC1002= BIK3686)の培養を300Cから 420Cヘ移して、その時点から各レ

ーンに示された時間後にサンプリングレ、パルスフィールドゲル電気泳動した。泳動Id:、

1.0%のアガロースゲルを用い、 150C、165Vの条件でTBEで泳動した。 fMJのレーン

には、サイズマー力ーとレて酵母 (Saccharomycescerevisiae )の染色体を泳動した。



4・5.SOS応答の誘導

制限修飾系による細胞死に対して応答するのは、 RecBCD相同組換え機構ばかりではない。

そのときに、細胞が伸長したことは、 SOS応答が誘導されていることを縫測さぜた。そ

こで私は、 SOS応答が制限修飾系による染色体切断に苅レて起こっているのか調べてみ

た。染色体上のSOS誘導遺伝子のひとつであるs似遺伝子の下流に lacZ遺伝子を連結し

たレポーター遺伝子 (sfiA::/acZ)をちつ大腸菌で、lacZ遺伝子産物であるベータガラク

トシダーゼ‘の活性の変化を測定することによって、 SOS応答が誘導されるか調べてみた

(Miller 1992)。プラスミドが複製できる300CでちわずかなSOS応答が誘導されていた

(図 21、0時間)。複裂が混度感受性のプラスミドに EcoRl制限修飾系 Cr+m+)を

連結したものをもっ大腸菌の活費温度を、 420Cに移すことによってプラスミドの複製を

止めると、強い SOS応答が誘導された〈図21) 0 SOS応きの誘導は、制限酵素遺伝子

とrecBC+機能依容的に起きた(図21)。

RecBCD酵素は、二本鎖切断点から DNAを巻き戻しながら進行するので、 SOS

誘導のシグナルとなる一本鎖 DNAを生み出すと考えられる。つまり、 RecBCD酵素は、

相同組換えばかりでなく SOS応答にち重要な機能を果たしているので、 recBC欠煩株で

制限修飾系による細胞死が顕著であるのは、相同組換えと SOS応答の両方が欠損してい

るためであると奪えられる。

77 



+
け

叶
叶
刊
肝

刊

刊

川

ト

川

川

河

R

R

R
H
o
o
 

∞∞
F

目
白

E
E
l
i
 

--cc 

+

十

B

B

c
c
c
c
 

e
e
e
e
 

r
t
r
'
r
'
r
t
 

-ロ
O 

A 

。
-A 
• 

ロ
E 1600 

コ

さ1200
0 
f百

ω 
ω 
何
万
cn 
0 
0 
C百

co 
ol 
4 

800 

400 

6 

time after temperature shift (hrs) 

4 2 
。。

EcoRI 制限修飾系を失った後の SOS応答の誘導図21 

plK172 (pSC101ts -EcoRI r+m+ -Ampr)、あるいは plK173(その制限酵素欠償プラス

ミド〉をもっ sfiA-lacZ融合遺伝子を染色体中にちつ野生型 (rec+=BIK3920)と recBC

欠損株 (recBC= BIK3921)で、図 17同様のプラスミドの複製阻害実験を行い、 温度シ

フト後、示された時間にベータガラクトシダーゼ濃度を測定した。2回の独立に行つだ実

験の結果を示した。

78 



4-6.分離後宿主殺しのプレー トアッセイ

次に私は、制限修飾系を失った後の細胞死を、プレート上での簡便なアッセイで調べた。

EcoRl制限修飾系を連結したプラスミドを、前章でも使った sfiA-lacZ融合遺伝子を染色

体中にもつ大腸菌に導入し、薬剤の選択をして、 300Cで対叡士宮殖期まで培養しだ。この

jg養液を、薬剤の入っていないL1宮地上に塗り拡げて半許容温度 (35OC)でインキユペ

ー卜した。このとき、制限酵素遺伝子が欠損している、あるいはベクターの場合に比べて、

小さく、少ないコロニーが観察された(図22)。このコロニーサイズとコロニー数の減

少は、細胞死を反映しているのだろう。この細胞死は、 350Cに比べて、 370C(図23)、

あるいは 420Cのときにより顕著であった(データは示していなしり 。また、この大腸菌

ではsosが誘導されると sfiA遺伝子の下流に簸続された lacZが発現し、 X-galを加えた

居地上で青色を発色する。制限修飾系を失った大腸菌のコロニーは、 青色を発色しだ。 そ

の青色は、 許容温度下 (30OC)でもわすかに見られだが、35oCではより顕著であった

(図22)。この結果は、液体I音震での定量的な sos誘導の測定(図21)と定性的に

は似ており、このプレートによるアッセイによって、制限修飾系による分離後宿主殺しと

sos誘発の測定が可能であることを示している。



300C 350C 

r-m+ r-n可+ r+町1+

r-nト r-nト

図22 制限修飾系を失った後の大腸菌の摺殖阻害とsos誘導

ロIK172(pSC101ts -EcoRl r+m+ -Ampr)、plK173(その制限酵素に欠債をもっ =rm+)、

あるいは plK174(制限修飾両酵素に欠損をもっ=rmつを sfiA-lacZ融合遺伝子を染色体

中にもつ大腸菌 (GC3403)に導入し、 Ugi也で薬剤の選択をして 300Cで倍賞した。そ

の後、抗生物質の入っていない、 X-gal入り (20ng/ ml)の Li'酎也に塗り鉱げ、 300C、

あるいは 350Cに一晩プレートをおいた。
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4・7 他の栢同組換え遺伝子欠損株での分離後宿主殺し

前章のプレートアッセイで、 RecBCO遺伝子の欠損による刻果を調べだ。 EcoRl制限修

飾系をもっプラスミドを失ったときのコロ二一形成と、制限酵素の遺伝子が欠演している

プラスミドを失ったときのコロ二一形成の僚子を比較した(図23、 1枚のプレートの中

で左右を比較)0 300Cでは、その両者に差は見られなかった(データは示していなしり 。

前章までの結果(図 17)同様、 recBC欠損株では、野生型に比べて劇的なコロ二一数の

減少が観察されだ(図23、iの上下を比較)0 RecBCO酵素は、二本鎖切断点から ONA

を分解する。そして、力イ配列 (5・GCTGGTGG)に出会うと分解をやめて RecA依存的

に相同組換えを促進するのであるCOixonet al. 1994; Kowalczykowski et al. 1994; Kuzminov 

et al. 1994; Stahl et al. 1983)が、その力イ配列を認識できない突然変異株のひとつである

recC1002変異妹 (Schultzet al. 1983)でも、野生型に比べて劇的にコ口二一鍛が減少し

た(図23、iii)。

液体培養での分離後宿主殺し実験(図 17)に比べて、 recび変異株のの細胞死は

プレート上の方が顕著であるように見えた。 recび株での EcoRl制限修飾系をもっプラス

ミドを失った後の染色体切断は、野生型よりも顕著であった(図20右〉 。

1也の RecBCO栂同組換え経路lこ重要な相同組換え反応の中期から後期にはたらく

遺伝子 (recA、 ruvAB、 ruvCと recG)の欠績による効果を調べた。これらは、いずれ

もより強い細胞死を示した(図23，ii、v、VI、iv)。二本鎖切断修復に重要な recN遺伝

子の欠演株での細胞死は、野生型よりは顕著だっ疋が、上記の RecBCO相同車即負え経路

の変異株よりは弱かつだ。

同様に、弱いが野生型よりち顕箸な細胞死が、 lexA3突然変異株で観察された(図
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23， viii)。これは sos応答の誘導ができない突然変異株である。これらの結果は、こ

れまでの結果とあわぜて、 RecBCO相同組換え経路と sos応答の誘導がとちに制限修飾

系の仕組む分離後宿主殺し機構に対レて括抗していることを示している。

sbcA変異l手、 Racブロフアージがコードする RecET相同組換え経路を活性化さぜ

る変異である CKolodneret al. 1994)。この相同組換え機備は、プラスミドの系で 11型の

制限修飾系による切断の修復に機能していた CKusanoet al. 1994b) 0 sbcA変異は、 recBC

変異株での制限修飾系による劇的な細胞死を、部分的に抑制した〈図23、ix)。

プレートアッセイによって簡便に観察した EcoRI制限修飾系を失った後の細胞死は、

許容温度下で培養してきたれぞれの細胞を高温でプレートし、そのコロ二一形成能を測定

することによって定量化した(表4)。結果は、プレートアッセイの結果とだいたい一致

していた。
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図23 (次頁〉 大腸菌突然変異株での EcoRI制限修飾系を失つだ後の増殖阻害

いろいろな大腸菌突然変異株に pIK172(pSC101ts-EcoRl r+m+ -Ampr)、あるいは plK173

(その制限酵素欠損プラスミド〕を導入し、対主主燈殖初期までプラスミドの選択をして

300C で振とうI音質レ疋115養液を、薬剤の入っていない活地に塗り?広げて 370C で 18~23

時間インキユベー卜した。 (i)JC5519 (recB21 recC22)と AB1157(rec+)o (ii) BIK733 

(MecA306: : T n 10)と AB1157(rec+)o iii) BIK3686 (recC73recC1002 argA81::Tn10)と

AB1157 (rec+)o (iv) BIK1538 (recG258・:Tn10 mini-Kan)とAB1157(rec+)o (v) HRS2302 

(ruvAB::Cm)とAB1157(rec+)o (vi) HRS11 00 (ruvC100::Cm)とAB1157(rec+)o (vii) BIK2565 

(recN1502::Tn5)とAB1157(rec+)o (viii) BIK2571 (IexA3)とBIK2574(IexA+)o (ix) JC8679 

(recB21 recC22 sbcA23)とJC5519(recB21 recC22)o r+: r+m+プラスミドを、 r: rm+ 

プラスミドを失わせた。 WT:野生型の大腸菌。
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表4 大腸菌突然変異株での EcoRI制限修飾系を失つだ後のコロ二一形成能

strain 

rec+ 

recA 

recBC 

recC* 

recG 

ruvAB 

ruvC 

recN 

lexA3 

sbcA (in recBC) 

Viability 

位m+/土旦2:l
0.21 :t0.13 

5.5 x 10-2士1.7x 1σ2 

2.1 x 10・2:t 1 .3 x 10-2 

1.3 x 1O-2:t 3.3 x 1σ3 

1.2 x 10-3:t 3.2 x 1ぴ4

1 .4 x 1O-3:t 1 .3 x 1σ3 

3.8 x 10・3士3.8x1σ4 

4.2 x 10-2士1.6x 1σ2 

0.11 :t 2.4 x 10-2 

0.14:t 6.7 x 10-2 

コロニー形成能は以下のようにして求めた。plK172、あるいは plK173をもっ各大腸菌を、

対数i包殖初期までプラスミドの選択をして 300Cで振とう倍賞した活費液を、 TM/bフ

アー (10mM Tris-HCI (pH 7.5)ー10mMMgS04)で適当に希釈した後、薬剤の入っていな

い泊地と薬剤 (Amp)入りの培地に塗り;広げて、それぞれ370Cと300Cで20時間イン

キユベー卜した。コロ二一形成能は、 [370Cで薬剤のない箔地で生えてきたコロニー数 /

300Cで薬剤入りの活地上で生えてきたコロ二一数]によって計算した。結果は、 2回の

独立した実駿の平均値と標準偏差を示した。
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4-8.制限修飾系による細胞死に苅する RecF相同組擬え経路の刻果

犬腸菌にはRecBCD経路以外にち、 RecF経路と呼ばれる別の相同組襖え機構があるので、

私は次にその経路に重要な遺伝子の欠演が、制限修飾系の仕組む分離後宿主殺しにどのよ

うな影響を与えるかについて調べてみだ。

ここで1つのジレンマがある。RecF相同組換え経路の遺伝子の欠演の刻果を調べたいが、

大腸菌の相同組換えで中I~'的に機能している RecBCD 経路が正常では、この経路によっ

て、染色体切断が修復されるので、 RecF相同組換え経路の影響を調べることはできない

(図24、中央〕 。ま疋、 RecBCD経路を完全に欠損さぜると、その刻突が大きくてやは

りRecF相同組換え経路の影響を謂べることは妓術的に困難なのである(図24、左)。

86 



recC73 recF143 recD::Tn10 

r+何百+ r-m+ r+何百+ r-m+ r+m+ トm+

rec+ rec+ rec+ 
r+n可+ r-m+ r+円1+ r-m+ r+m+ r-m+ 

図24 制限修飾系を失った後の細胞死

いろいろな大揚菌突然愛異株にpIK172(pSC101ts-EcoRl r+m+ -Ampr)、あるいはplK173

(その制限酵素欠損プラスミド〉を導入し、苅数t~殖初期までプラスミドの選択をして

300C で振とう庖養したI吉養液を、 薬剤の入っていない箔地に塗りJ広げて 370C で 18~23

時間インキュペー卜した。(左)BNH738(recC73)とIK1288(rec+)o(中央)V66(recF143) 

とBIK1288(rec+) 0 (右)BNH728 (recO:: Tn1 0)とBIK1288Crec+)。
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RecBCD酵素は多機能酵素であるが、その機能(活性)のいくつかだけを欠損する突然変

異株が単離され、分類されている CAmundsenet a1.1990: Holbeck & Smith 1992)。これ

らの recBC部分突然変異株の中で、力イ配列認識に異常のあるいくつかの突然変異株を

使ってみだところ、 RecF経路に重要な遺伝子の欠損による細胞死の刻果を調べることが

できた(図 26)。ます、 「これらの突然変異は、 recF遺伝子が欠損しているときに力

イ配列を認識できなくする」という報告があるので、私が作成しだ大腸菌の recF十I'i ':Jク

グラウンドでその表現形を確認しだ(図25)。図25は、力イ配列をそのゲノム中にち

つ、あるいはもたないラムダファージをスポットした結果である。パクテリオファージラ

ムダは、相同組換えによって子ファージの産生量が士宮加するので、そのゲノム中に力イ配

列がある CChi+)とき、宿主大腸菌がそれを認識できる場合に大きなブラークを形成す

る。実際に野生型では、このとき、 力イ配列をちだないもの CChiO) に比べ大きなブラー

クを形成している(図25)。一方、 recC73、 rec[)、あるいは力イ配列を認識できない

recC1001、recC1002、recC1 003、recC1004、recB2154、recB2155.、あるいは recC2145蛮

異株では、両方のフ?ージ CChiOと Chi+)のブラークサイズIcJ:Bいに差がなかった。ま

た、 RecBCD酵素の持つ二本鎖 DNA分解酵素活性CExonucleaseV)を欠演している recC73

変異株では、フア ジの線状ゲノムが分解されないため多くの子ファージを産生しだ。recO

遺伝子の完全欠失蛮異株ち力イ配列認識できない変異株としてま日られるものであるが、こ

れは同時に高い紛換え能を示すことが知られている。この変異株では、制限修飾系喪失後

の細胞死は野生型でのそれと変わらなかった(図24右)。
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rec+ recC73 recD::Tn10 

X
O 

χ + 

Lーーーー

recC1001 recC1002 recC1003 recC1004 

χ 。
χ + 

L司町

recB2154 recB2155 recC2145 

χ。
χ + 

図25 ブラークサイズアッセイ

LlK916とLlK950は、それぞれ ChiOとChi+配列をそのゲノム中にもつ。
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円ecF相同紹換えに重要な遺伝子に変異を待つ大腸菌株で、 前章でも使った分離後宿主殺

レの簡便なプレートアッセイを行つだ。EcoRI制限修飾系をもっ (r+m+)プラスミドを

それぞれの株に導入し、それを塗り拡げだプレートを高温下 (37OC)に置くことによっ

てプラスミドを失うことによる細胞死を観察した。ネガティブコントロールとして、 r-m+

プラスミドを失わせたときと比較しだ(図26， 1枚のプレートの中で左右を比較〉 。

recC1002，、recB2154、recB2155と recC2145のJb クグラウンドで、recF，recO、ある

いは recR~霊異によって、 RecF 経路が正常なとき(各細胞の左舗のプレート)に比べて

顕著な細胞死が観察できた。これらの結果は、 RecBCD相同組換え経路ばかりでなく、 RecF

相同組換え経路ち、染色体切断によって細胞死を起こそうとする制限修飾系の振る舞いに

対して揺抗し、その生き廃りに重要であることを強く示唆している。

図26 (次頁〉 力イ配列認識に異常がある recBC突然変異のパックグラウンド

で、 RecFOR遺伝子産物も制限修飾系による細胞死に揺抗する

いろいろな大腸菌突然変異株に plK172(pSC1 01 ts -EcoRl r+m+ -Amp')、あるいは plK173

(その制限酵素欠損プラスミド〉を導入し、ブレ トアッセイによる分離後宿主殺し実験

を行つだ。(1段目)recC1002変異のパックグラウッド。 (2段目)recB2154愛異のパ

ッククラウンド。 (3段目)recB2155変異のパックグラウンド。 (4段目)recC2145変

異のパックグラウンド。(1列目)recヘ(2列目)recF143、 (3列目)recO::Tn5、 (4 

列目)recR・:mini-Tn1αくan。



recFOR+ recF recO recR 

recC1Q02 
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4・9.RecF経路は抑制変異がない場合にも機能している

ここで、少レ主題からそれるが重要であると思われるので記述しておきたいことがある。

RecF祖国組換え経路は、大腸菌の中で中山的に機能している RecBCD相同組繰え機備が

欠損しているときに、抑制変異によって活性化されることが知られている。しかし、 sbcBC

変異がないときにも、プラスミドの相同組換えに関与することが知られていた CFishel& 

Kolodner 1989)。また、 recF遺伝子の単独欠損によって大腸菌細胞は、紫外線に感受性

になることが知られている(十~orii & Clark 1973; Sandler & Clark 1993)。定量的な紫外線

照射後の生存曲線を描くことで、 RecFOR相同組換え機構が抑制変異のないときにも機能

レていることを確認できた(図27)0 recC73変異株に recF遺伝子の変異が重なってい

るときには、さらに強い紫外線感受性を示しだ CrecBCでの結果=Kato et al. 1977)。

この結果は、RecFOR相同組換え機構が抑制変異 CsbcB)のないときにも紫外線による

DNA演傷を組換えによって修復していることを示唆している。

前章で使用した力イ配列認識変異として分類されてきた RecBCD変異株は、これ

らが単灘・解析されてきたのがrecF遺伝子を欠損レたパッククラウンドであっただめに、

紫外線高感受性であった。制限修飾系による細抱死が、その影響で説明できるかを recF

遺伝子をプラスに戻すことによって確認した。その結果、紫外線感受性がほとんど見られ

なくなつだ(図27)ことから、制限修飾系による細胞死がこれらの変異で劇的になるの

は、 DNA修復能がないためではないことが示唆されだ。
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図27 力イ配列認識変異株の紫外線感受性

2回の独立に行った実験でこれは確認された。そのうちの1回の実験の重複レて行った実

験結果をプロッ卜した。
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5. RecE相同組幾え経路による川 型の制限抑制と RecBCD酵素による制限促進

ちうひとつある大腸菌の相同組換え経路である RecE経路についても、上記の 11型制限修

飾系のひとつである EcoRI制限修飾系遺伝子対を失った後の染色体切断による細胞死への

I~抗は観察できた(図 2 3、ix)。ここでは、別の実験系からも「相同組換えが制限修飾

系の振る舞いを抑えるように働くこと」と 「細菌のもつ相同組換え経路と制限修飾系が協

調して他の利己的な遺伝単位に苅して揺抗する」ことを私が発見しだので、それについて

述べる。

私が発見したのは、川 型の制限修飾系である EcoP1や EcoP15の制限が、それを

ちつ細菌側の相同組換え経路に依存して変化するということである。特に、もともと大

腸菌の相同組換え経路ではない、 j容原化した Racブロファージがコードする「借り物」

の組換え経路である RecE相同組換え経路が活性イじされているときに、 川型制限酵素の活

性が劇的に低下する現象 Calleviation)を見つけた。これは、非修飾ファージの単一感染

(シングルインフ工クション〕の条件で観察できだ。同僚の現象は部分的にラムダファ

ージの Red組換え経路でち観察することができだ。また、反対に細菌の組換え絞路であ

るRecBCD経路によって、 111型制限酵素の活性は促進されだ。これらの結果は、制限修

飾系をちつ細菌に感染するパクテリオファージが、制限酵素による切断に適応した相同

組員え機矯を湾つこと、また細菌のもつ相同組換え機構は 川型制限修飾系と一緒にファ

ージの感染を阻止するように働くと考えることができる。
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5-1.パクテリオファージの相同組換え機構による 111型の制限の抑制と、細菌の相

同組換え機構による制限の促進

制限修飾系は、大揚菌細胞がそれをもっとき、その大腸菌に対する非修飾パクテリオファ

ージの感染を「制限」する。ラムダフアージのブラークアッセイ、すなわち単一感染 (一

つの細胞に一つのラムダ粒子が感染する状態)の条件で、制限の強さを調べてみると、 Rac

ブロファージ、あるいはその一部を大腸菌がちっときに εcoP1、あるいは EcoP15とい

う2つの 111型制限の効果力，tfj:]下していた(図28)。野生型大腸菌 (AB1157株)がEcoP1、

あるいは εcoP15の 111型制限修飾系をもっときに、ラムダフアージの感染(ブラーク形

成刻率〉をそれぞれ3桁、あるいは4桁ほど抑制した(図 28、中段)のに対して、 Rac

ブロフア ジが溶原化し、その組換え経E密である RecE経路が活性化されている細胞

(JC8679株)では、ラムダフア ジの感染(ブラーク形成効率〕をそれぞれ1桁ほどし

か抑制しなかった(図 28、上段)0 111型の制限抑制については、以前 dam~霊異によっ

て、川型の制限が部分的に抑制される現象が報告されている CEfimovaet al. 1998)。そ

の変異による影響を最も受けたのは、 |裂の制限修飾系である Ecolくであり、 11型の EcoRl

制限修飾系はまったく影響を受けなかっ定。

|型制限の抑制現象の中には、制限修飾系を連絡するプラスミドが pACYC184由

来のとき特異的なちのがあった CSalaj-Smicet al. 1997)が、 JC8679株での 111型制限の

抑制は、制限修飾系を連結するプラスミドが pBR322由来でも、 pACYC184白来でも同

僚に観察された(データは示していなし¥)。

AB1157株と JC8679株の遣いの一つは、 JC8679株では、大腸菌の本来の組換え

経路が欠損レ、 Racブロファージによる RecE相同組換え経路が活性化されているという



ことである。私は、ますこの現象がこの Racフ7ージ組換え機能を含む一部 (pRAC3プ

ラスミドの穿在〉によって起こることを確認した(図28，中段下〕 。このことは、'"

型制限の抑制が、 pRAC3に含まれる部分で十分であることを示している。

また、ここでもうひとつ注Bしだいのは、細菌の中山的な相同組換え経路である

RecBCD経路が欠損レているときにち、"'型制限の効果が1桁ほど;(0制されたことであ

る(図28，下段〉 。このことは、 日|型の制限酵素による切断点から RecBCD欝素がフ

アージDNAを分解するために、野生型では見かけ上制限酵素の活性が高く見えたと考え

られる。すなわち、この実験系でち細菌のもつ相同組換え機構と、制限修飾系が協調して

他の利己的な遺伝単位の侵入を防ぐ様子が観察できだのである。
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図28 相同組換え経路による川型制限の刻果の遣い
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5・2.111型の制限の抑制は、制限酵素遺伝子の突然愛異によるものではない

制限修飾系をプラスミドにのせて大腸菌に形質転燥するとき、しばしば制限酵素の活性

の@いものが観察される。それは、制限酵素の寄在は、細胞の染色体を切断する危隙が

あるので、制限酵素遺伝子に突然愛巽の起きたものが選択的に得られるためと考えられ

る。そこで私は、最初にこの現象が単純な制限酵素遺伝子に突然変異が生じたことによ

るちのではないことを確認した。図28で 川型制限酵素の活性抑制を起こした大腸菌か

らプラスミドを回収し、別の 111型制限酵素の活性抑制を起こさない大腸菌 DH5妹ヘ形質

転換したとき、 それらはパクテリオファージの感染を明らかに抑制したく表 5)。つま

り、 Racブロファージの部分によって引き起こされる 川型の制限酵素の活性抑制は、制

限酵素遺伝子の単純な突然変異によることではないことを示している。また、 川型制限

の活性は、 DH5株では AB1157稼でより高かったが、両者は多くの点で異なるので、こ

れが recA変異によるものかは不明である。しかし、アイソジェ二ックな recAマイナス

株でち、野生型よりち制限活性が高くなることを確認し疋ので(データは示していなしり、

これは recA遺伝子の突然変異によるものと考えられる。

表5 111型制限醇素の活性抑制は、制限醇索遺伝子に突然E差異が起きだわけではない

Strain RM plasmid Type 111 RM DNA prepared from 入vlr

DH5 

DH5 pNR201 EcoP1 r+m+ DH5 [pNR201] 1.47 x 10-5士3.68x10・6

DH5 pNH224 EcoP1 r-m+ DH5 [pNH224] 1.135 :t0.049 

DH5 pNR301 EcoP15 r+m+ DH5 [pNR301] 2.72 x 1O-6:t 1.95 x 10-7 

DH5 pNH225 EcoP15 r-m+ DH5 [pNH225] 1.037土0.089

DH5 pNR201 EcoP1 r+m+ JC8679 [pNR201] 4.35 x 10・5土3.82x 10-6 

DH5 pNR301 EcoP15 r+m+ JC8679 [pNR301] 4.85 x 10・6士1.19x 10・6

DH5 pNR201 EcoP1けm+ ABl157 [pRAC3， pNR201] 3.89 x 10-5士9.62x 10-6 

DH5 pNR301 EcoP15けm+ ABl157 [pRAC3， pNR301] 2.65 x 10-6士5.59x 10-7 

(N = 2:t S.D.) 



5・3.111型制限の抑制は、 Racブロファージがコードする l型制限の抑制因子であ

るLarの機能によるものではない

JC8679株では|型の EcoK制限が値下する。これは、 Racブロファージがコードする lar

遺伝子産物によることが分かっている (Simmon& Lederberg 1972; Toothman 1981; King 

& Murray 1995)。私は、最初 111型の制限酵素の活性抑制もこの遺伝子産物によるものと

考えて、 lar遺伝子の仔在によって 111型制限酵素の活性が低下するかどうか調べてみた(図

29)。ます、pRAC3からクローン化した伺r遺伝子力，(Ecolくの制限醇素活性を![;下さぜ

ることを確認した。図29で lacブロモータ の下流に接続しだ lar遺伝子をもっ plK187

をちっときに、以前の報告 (King& Murray 1995)通りの Ecolく制限の抑制が観察された。

しかし、このプラスミドが惇在しても 川型制限の抑制は見られなかった(図 29)。こ

のことは、 111型制限の抑制には、 lar遺伝子産物だけでは十分でないことを示唆している。
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+ 
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。
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図29 lar遺伝子産物が l型と川型の制限に与える影響

φ 

。。

(A) Racフアージがコードする Larタンパク質による 1型 Ecolく制限の抑制。 (B)Lar 

タンパク賃によって 111型EooP1制限は抑制されない。
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ふ4.RecEと RecTの組み合わせ、あるいは RecEと宿主細菌の RecAの組み合わ

ぜで川型の制限の抑制には十分である

次に、 111型の制限の抑制を起こすのに十分であった pRAC3を少レす“つ削っていき、この

現象に必要な遺伝子を決めた。ここで使用したプラスミドとそれがちつ Racファージ白

トドゴ一]
一

.__均時画刷

来の遺伝子を図30に示す。

一一叫

A. 

を6012255
pRAC3 

十-26U'22S5 
圏一盲目一一」官制

26α2255 4061 
C抱

咽~直司
182/2243 38n 

酔JH271

pNH263 

咽園調・~
'82122岨 3593

咽回噂国
182/2243 3<148 

何し司時時圃園田向1

凶C980

凶C1501

pJCl日9

p1K1B7 

racC rocE rec.T 

0 ・.岳 民易 銅， ，釦 J型__.望 2“舗， "調'"'" 
CCA TCA GIGA GIAT CCC GTA •• -_. lATGl語l]AATTCAGAGGAATAA 

PSG  GPV  DNSEE ・
<-daJetloo-> 

創" " 副 58!; 摘 出国田酎割 出問 211 272 V:t 割問 'n8277 抑制抑制

CTGGAA 印刷 GIGC GAAGTC .-_-_区K.GA宣GATAAGCTG TCAAAC ATGAGAA廿 C廿 GAAGA.C GAA AGG GCC TCG TGA 
lEG  GEV  DDKLSNMA  LEDEAAS  

<-deJetion・>

B. 

pAAC3 

凶C980

Racブロフアージの部分を含むプラスミドの遺伝子情成図30 

(B) pRAC3とpJC980由来のプラスミドでの欠失位置の遣い。(A)プラスミドの構成。

凶C980由来のプラスミドは、 recT遺伝子の 3'側の Clalサイトとベクターの C伺1サイト

が結合されることによって、 RecTタンパク質の C末側の 4アミノ酸が欠失して、代わ

りにこれと異なる 15アミノ酸が付加されている。



111型制限修飾系の活性抑制には、野生型 (recつ のパックグラウンドでは、 Rac

ファージがコードする組換え遺伝子のうち recE遺伝子のみが要求され、 recA突然変異の

パックグラウンドでは、 recEと recTの両方の遺伝子がJ必要であることをが分かった(図

31 AB)。このことは、 recT遺伝子産物と recA遺伝子産物が機能的に交段可能であるこ

とを示レている。

また、recA突然変異のパックグラウンドで、 RecTタンパク質のC末の4アミノ

酸を欠失したもの (pJC980)では 111型制限の抑制は起こらなかっ1三(データは示してい

ない)。このプラスミドは recEr-プラスミドとして報告されだちのであった (Clarket al. 

1993)が、私は、このプラスミドにコードされる遺伝子では、 recBC突然主主翼株の紫外

線感受性を回復させることができるが、 DNA二本鎖切断を修復できないことを、ブラス

ミドを使った系 (Kusanoet al. 1994a; Kusano et al. 1994b; Takahashi et al. 1993)で確認

している (論文準備中〕。

私はさらに、 recT遺伝子産物と recA遺伝子産物をEいに交換できることを、遺

伝学的解析からも確認した。JC8679株の recA、あるいは recT遺伝子を欠演させだとき

には、川型の制限は部分的にしか戻らなかったが、 recA、recTの両遺伝子をともに欠損

させると、その活性は完全に回復した(図32)。この結果からも、 111型の制限の抑制

仁は、 RecEタンパク質と、RecT、あるいは RecAタンパク質が必要であることが示唆さ

れた。
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図31 111型制限酵素の活性抑制に要求される遺伝子産物
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5・5.1型、 あるいはH型の制限は、単一感染の条件でrecBCsbcA細胞で値下しない

111型の制限は、 recBCsbcA細胞の中で抑制された。このことは他の制限修飾系 (1型、あ

るいは H型)でも観察されるのか調べてみだ。図33に示すように、 H型の制限酵素であ

るEcoRIは、 recBCsbcA細胞でもその効果は野生型 (rec勺細胞と差はなかった。また、

別の "型の制限酵素である PaeR71でもその活性が変化しないことを確認しだ(データ

は示レていなしり 。これは、シングルインフエクションの条件であり、 H型の制限切断が

同じ細胞内にある相同な DNAを鋳型とする RecE経路の相同組換えによって修復される

という初期の結果 (Kusanoet al. 1994b)と矛盾しない。

AB1157 Ec点 Ir+m+ I 。。
Ecd司Irm+

JC8679 Ecd引けm+ 0 0 

Ecd弓Irm+
，. ."..1 -・・2・・..1 -・e・・...1

0.0001 0.001 0.01 0.1 

phage titer 

図33 野生型 Crec勺と JC8679(recBC sbcA)妹での 11型制限酵素 EcoRI

の活性
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I~の制限は、 sbcA 株では抑制される (King & Murray 1995)。これは、 Racファージの

ゲノムよの recT遺伝子の直下流に存在する lar遺伝子産物によることが分かっている。l

裂の制限酵素 εcolくの活性が、 RecE相同組換え機繕によって影響を受けるのか調べるた

めに、 lar遺伝子を欠慢したプラスミドを構築した。図34に示すように、 recET遺伝子だ

けでち、 l型の制限は部分的に抑制された (pJC980とpNH271の結果)0 pJC980では lar

遺伝子が完全に欠失しているが、 pNH27iでは、 lar遺伝子の C末の27アミノ酸が欠失

レた矯造なので部分的に lar遺伝子産物の活性が残っていだのかもしれない。

recεrecT lar 

DH5 

AB1157 CXJ 

pBR322 。
pRAC3 + + + 。。
pJC980 + + 。。
pNH271 + + 。。

0.00001 0.0001 0.001 0.01 0.1 

phage titer 

図34 RecE相同組換え経路による l型の制限への影響
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5・6.ラムダフアージがコードする Red組換え経路での川型の制限抑制

DNA二本鎖切断修復型の栂同組換え機憶は Racファージばかりでなく、ラムダファージ

ちコードレていることが知られている CTakahashi& Kobayashi 1990)。そこで私は、ラ

ムダファージがコードする Red組換え経路でち川型の制限の抑制が起こるかどうか調べ

てみた。図35に示すように、 red遺伝子があるときに 川型の制限の刻果が部分的に抑制

された。ここで用いたプラスミドは、この条件でプラスミドの系では DNA二本鎖切断修

復を刻率よく行っていだ CTakahashi&Kobayashi 1990)。

また、感染さぜるファージをλvirCreグ gamつからλredgamに変えると、ファ

ージの感染矧率は劇的に低下した (表6)。このことは、ラムダフアージの Red組換え

経路(あるいは Gamタンパク質〉が 111型制限酵素の活性を抑えて、自己の感染を効率ょ

くしている、すなわち 111型制限酵素の活性抑制が、ファージがコードする二本鎖切断修

復型組換え機構(あるいは Gamタンパク質)で起こることを示している。まだ、λredgarn 

でも recBC変異株では、 reどに比べ感染効率がよくなつだ。このことは、 λvlrで言えた

こと(図28)を再現している。
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recE recT入redα日
reC+ 

EcoP1什m+ 。
EcoP1けm+ [pRAC3] + + 。
EcoP1什m+[pTP232] ・・ + + 。。
EcoP1什m+[pTP262] ・・ + 。。
EcoP1 r+m+ [pTP225] + 。。

0.001 0.01 0.1 

phage titer 

図35 ラムダファージがコードする Red組換え経路による川型制限の抑制

表6 野生型大腸菌 (recつとrecBC欠損株での λvir(red'" oamっとλredoam
の感染刻率の遣い

け/i

rec+ recBC 

Ecdコ1 入reagam- 7.5 x 1ひ5 3.8 x 10・4

入red十gam+ 1.2 x 1ひ2 1.4x10・2

EcoP15 入red-gam- 2.9 x 1ひ6 3.1 x 10・6

Ared+ gam+ 7.3 x 10-5 1.4x10・3

A vir Creグ gamっとλredgamを、 111型EcoPI制限修飾系をもっ野生型 (recつとrecBC
欠損株に単一感染の条件で感染させだ。
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5・7.111型制限の抑制に対するカイ配列の刻果

111型制限の抑制は、本当にRecE相同組換え経路特異的な現象なのか、細菌のRecBCD経

路ち影響を及ぼさないか、 感染させるファージに力イ配列を持だせることでこの経路を活

性{じして調べてみた。pRAC3をもたぜた野生型の大腸菌 (recつ で 111型制限酵素の活性

抑制を観察する実験を行い、このときラムダファージの持つ RecBCD酵素の阻害因子

(Gamタンパク質〉を欠損させて代わりに力イ配列をちだせておいても、 111型制限酵素

の活性抑制には伺の変化ちなかった(データは示レていなしり 。また、pRAC3がない鑓

合にち、 111型制限醇素の活性にカイ配列の育無で差は見られなかっだ(デ タは示してい

ない〉。 ただし、このときカイ配列はラムダフアージ中に 1力所しか挿入しなかっte。ラ

ムダフアージゲノムには EcoP1認識配列が49 i固もあるので、より小さし1ゲノムを持つ

パクテリオファージで実験を行う必要があるかもレれない。
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6.自然に生じる大腸菌染色体の二本鎖切断の解析

DNAに二本鎖切断を入れることが明らかな H型の制限修飾系を大腸菌がもっときに、そ

の修復に細菌の相同組換え組換え機憶が重要であることを4章でみた。自然界では制限修

飾系がない揚合も考えられるが、そのときには相同組換え機僑は不要であるのかつ制限酵

素がないときに染色体 DNAに二本鎖 DNA切断が生じるかをパルスフィールドゲル電気泳

動の実験系で調べてみた。その結果、11型の制限修飾系がなくてち自然に染色体 DNAに

二本鎖 DNA切断が生じており、その修復に相同組換え機僑が重要なことが分かった。

6・1.二本鎖切断された染色体の観察と箔地の検討

太陽萄のI音蓑;夜をアガロースプラグ中に包埋レ、 ここで溶菌して調整レだ染色体 DNAを

パルスフィールドゲル電気泳動で泳動した。図36に一例を示すように、 工チジウムブロ

マイドによってゲルの3つの部治が染色される。二本鎖切断のない完全な染色体 DNAは、

戸ガロースの網邑を通過できないのでウエルにとどまる。二本鎖切断によって、環状の染

色体が線状になると、アガロース中に入り込むようになり少レだけ移動し、ウエルの直下

に700kb以上の大きさと縫測できるバン ドを形成する。染色体が多数の複製フォークを

もつような鑓合には、アガロース中で移動するのに 1回以上の二本鎖 DNA切断がI必要に

なると考えられる。染色体 DNAが分解されてもっと小さな断片になっているときには、

ゲルのもっと下の方まで泳動されることになる。これらの解釈は、環状染色体を使つだ傍

母染色体の解析によっている CGameet al. 1989)。この章では、この解析で巨大 DNAの

パンドに注目する。

以前の大腸菌での同様の解析では、霞少培地を用い、巨大 DNA量を複製過程で取
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... 

り込ませたトリチウムを定量していだ CMichel巴tal. 1997; Seigneur et al. 1998)。私は、

この解析をもっと簡便に行うことを考えた。なぜなら、私はすでに4章の制限修飾系が失

われた後の染色体の断片化を観察したときに、相同組換えに重要な遺伝子の欠績によって、

自然に染色体に笠じる二本鎖切断の量に明らかに遣いがあることを見いだしていたからで

ある。図35に示すように、最少培地でI舌糞した野生型 (rec+)の大腸菌では染色体切断

を観察できだ。レかレ、L借地でIき餐した同じ大腸菌株では、それはほとんど観察されな

かった。この条件で recB21recC22変異株では、明らかな染色体切断が観察できた。

私は、なぜI音董するI音I也によって、このような遣いが出るのか明らかにはしてい

ない。最少活地に比べて、u音地でI音養した方が複製中の染色体の数が多いと者えられる。

最少I音i也で生育中の比較的少数の染色体をもつような細胞の揚合には、少ない二本鎖切断

によってその切断を巨大 DNAとレて観祭できるが、 L培地で生育している多くの複製中

の染色体をもっ細胞の揚合には、多くのイベントが必要であり、それ故 L培地の万が二本

鎖切断をより観察しにくいと考えている。私は、相同組換えに関与する遺伝子の欠損によ

る染色体切断の量の遣いを比較したいので、実験をUg地で培養することにしだ。
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図36 パルスフィールドゲル電気泳動による巨大線状染色体の検出

野生型 Crec+= A81 157)と recBC変異株 (JC5519) を最少ì~H也 (M的、あるいは L 培

地で活養し、アガロース中に包i里して調整した染色体をパルスフィールドゲル電気泳動で

解析した。巨大な環状染色体は、ウ工ルにとどまる。二本鎖切断を生じた線状染色体は、

ウ工ルの直下にパンドを形成する。分解された染色体はスメアとしてゲルの下部に見られ

ると考えられるが、ここでは見えていない。サイズマー力ーとして、酵母(Saccharomyces

cereν'isiae)の染色体を泳動した。
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6-2.野生型 (rec+)パックグラウンドで染色体二本鎖切断の同定に重要な相同組

換え遺伝子愛異

染色体二本鎖切断による巨大 DNAの蓄積は、 recB、あるいは recC遺伝子の完全欠鑓

(recB21 recC22と recC73)によって観察できた(図37A、図38A、この学fu論文4

章、 Michelet al. 1997)。これらの変異妹では二本鎖 DNA分解酵素 (RecBCD酵素〉が

ないので、切断された染色体をさらに小さい DNAに分解レないレ、 壊れた染色体を相同

組像えによって、環状の染色体に治すことができない。そのだめに、パルスフィールドゲ

ル電気泳動で巨大なDNAとして染色体二本鎖切断を観察できたと考えられる。recD変異

妹では、このような切断は観察されない (図37A、図38A)。それはこの変異によっ

て二本鎖 DNA分解酵素活性はなくなるが、この株がハイパーレックな表現形を示し、染

色体修復ができるだめだと考えられる。その他の完全欠失ではない recBCD変異(recC1001、

recC 1 002、recC1003、recC1 004、recB2145、recB2154、recB2155)でも壊された染色

体DNAの蓄積は観察されなかった(図37B、図38 B)。これらは、 RecBCD酵素の二

本鎖 DNA分解活性が残っているため、二本鎖切断点から分解されて切れ目のない構造に

してしまうためであると考えられる。

他の相同組換えに重要な遺伝子の欠領 (recA、recF，recG、recJ、recN、recO、recQ、

recR、ruvAB、ruvC)でち、嬢された染色体は観察できなかった(図37A、図38A)。

これも R巴cBCD酵素が正常であるために、その二本鎖 DNA分解活性で切断点から分解さ

れるためであると考えられる。 recC完全欠失株の巨大線状染色体の蓄穣は、recF変異に

よってその効果を抑制された(図37B、図38 B) 0 RecFの機能1cJ:.、切断点からのさら

なる分解を抑制する、あるいは環状染色体を再生するような修復を防ぐことが考えられた。
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図38 巨大線状染色体の定量

(A) recチ J'iックグラウンド。 (B)いろいろな recBCO変異株。 (C)recBC sbcA Ji 

ツククラウンド。 (0)recBC sbcBC J bクグラウンド。巨大線状染色体の量は、で表レ

てある。 2回の独立に行った実験結果を示す。
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ふ3.recBC sbcBCパックグラウンドで染色体二本鎖切断の同定に霊要な相同組換

え遺伝子変異

recBC sbcBC株では、 RecBCD酵素が欠j員レていて、 RecFOR酵素と RecQJ欝素がRecA

タンパク質とともに簸合を促進する(Lloydand Low 1996) o recBC sbcBC変異のパッ

クグラウンドでは、 recA、recF.、recJ、recQと recR変異によって巨大染色体力T蓄積した

(図 37 D、図 38 D) 0 recJ:変異によって、最も切断された染色体が観察された。しか

し、 ruvC変異によってはそのような巨大染色体の蓄積は見られなかった。

6-4. recBC sbcA l'iックグラウンドで染色体二本鎖切断の固定に重要な相同組換え

遺伝子変異

recBC sbcA株では、 sbcA蛮異により溶原化した Racブ口フアージがコードする recET

遺伝子が発現され、二本鎖切断点での相同組換えを促進している。巨大線状染色体の蓄積

|革、 recBCsbcBC 1'i'Yクグラウンド同綴、 recA、recF，recJ、recQと recR変異によっ

て観察された(図37C、図38C)。また、 recO、recE、recT変異によってもそれを観

察できた。 ホリデー構造〔組換え中間体〕をプロセスする recG、ruvAB、ruvC変異によ

っては、このパックグラウンドでも壊れた染色体の蓄積は見られなかった。recJ変異によ

って、多くの切断された染色体が観察されたが、それは recQ変異によって抑制された。

このことは、 recJ変異の刻累が recQ変異によって抑制されるという、 recBCsbcA株に

おけるプラスミドでの二本鎖切断修復の解析はusanoet al. 1994a)を支持する。
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6・5.HU変異

震近、染色体結合タンパク震である HUをコードする、huρ'AB遺伝子の欠損ち相同組換

えができなくなることが示された CBoubrik& Rouviere-Yaniv 1995; Li & Waters 1998)。

そこで、この変異についても、巨大 DNAの蓄積を調べてみだ。Hup変異によっても、嬢

の
ド
0
0
φ
」。。ω」

白
。

ω」

∞
〈
己
コ
工

れだ巨大染色体の蓄積が観察されだ (図39)。

白
己
コ
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コ
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HU変異による巨大線状染色体の蓄積図39 
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7.制限修飾系が引き起こす染色体湾編

制限修飾系が細菌ゲノムとは独立レた遺伝単位とレて浮在レ、現在まで維持されているの

は、それが細胞から失われたときに染色体に=本鎖切断を導入レて細胞死を仕組み、その

維持を細胞に強制するためであること、その細胞死に対しては細菌は相同組換えによて路

抗することを示レてきた。これまでの制限修飾系の実験は、制限修飾系をプラスミドょに

のせて行ってきたが、現在知られる制限修飾系はプラスミドよばかりではなく、細菌の染

色体上からも見つかっているので、細胞死を仕組み自己の高田寺をはかる刻果は、それが染

色体上にあるときにも機能すると考えられた。そこで私は、染色体上にある制限修飾系を、

それと相同なDNAによって置き換えて、細胞から失わせる実験を行った。

7・1.染色体に縄入した制限修飾系は置き換えに指抗する

染色体上の制限修飾系が、 それと相同な DNAによる置き換えに苅レて、それを失ったと

きに細胞死を仕組むことで短抗するかどうかを調べるために、図40に示すような実験を

行った。置き換えは、パクテリオファージ P1による普遍形質導入によって行った。
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Donor 
(PaeR71 modified) 

Recipienl 

図40 実験デザイン

一一旦〉
_n_ 

一一ーモコEコー

lacZ遺伝子に PaeR71制限修飾系をカナマイシンの薬剤耐性遺伝子 CKan
R
) とリンクさ

せて婦入し、これをレシピ工ントとし、これと同じ部主主にクロラムフェ二コールの薬剤耐

性遺伝子 CCmIR) を湾入した大腸菌をドナーとして、パクテリオファージ P1による普遍

形質導入によって置き復えた。ドナーDNAはpTN4プラスミドによって、 PaeR71サイト

を修飾しだ。ドナー大腸菌には、そこから離れた trpB遺伝子にテトラサイクリンの薬剤

耐性遺伝子 CTet勺もあり、この形質導入頻度によって Cml
R
の頻度を補正した。
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以前、私たちの研究室で PaeR71制限修飾系をプラスミドにのぜてあ‘くと、そのプラスミ

ドを別の同居できない(不和合な〉プラスミドで置き換えると細胞死が起き、置き換えに

l~抗することを示レた CNaito et al. 1995)。同じ PaeR71制限修飾系を今度は、染色体上

--， /，;_ _R のlacZ遺伝子に力ナマイシンの薬剤耐性遺伝子 CKann) と一緒に挿入した(詳しくは図

4 4)。コントロールとしては、制限酵素の遺伝子が欠損しているものと、制限修飾系の

ないものを用意しだ。これと同じ部分にクロラムフ工二コールの薬剤耐性遺伝子 CCmI
R
)

を挿入レた大腸菌をドナーとした。この株には、 lacZ遺伝子とは離れた tr.ρB遺伝子にテ

トラサイクリンの薬剤耐性遺伝子 CTetR)を待入してある。

ドナー株で讃整した P1パクテリオファージをレシピ工ント妹に感染さぜることによ

って、 ドナー染色体 DNAをレシピエントに導入し、 ドナーの選択マー力ーであるク口ラ

ムフエ二コール耐性 CCmIR)を選択した。形質導入頻度は、クロラムフ工二コール耐性

形質導入頻度を、テトラサイクリン耐性形質導入頻度で割ることで、実験ごとに補正した。

ドナーの DNAは、PaeR71メチル化醇素遺伝子をちつプラスミドをちだぜてtg護すること

で、 PaeR71サイトを修飾してあるので、ドナー DNAが制限修飾系をもっレシピ工ント株

に入ったときに切断されることはない。その修飾効率は、PaeR71制限修飾系をもっ、あ

るいはもたない大腸菌にパクテリオファージを感染させてその頻度に明らかな差がないこ

とで確認レた(データは示レていなしり。

表 7に示すように、形質導入頻度は PaeR71制限修飾系があると、それがない湯

合に比べて、減少した。その頻度はプレートを置く時間によって愛化レ、泊費時間が短い

方がその差が大きかった。その頻度は、レシピエツト株で活性化されている相同組換え経
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~I:\によっても差があり、とくに 5 章で述べた二本鎖切断修復に有劾な RecE 経路が活性化

されているとき、置き換えの頻度の値下は小さかった。また、このときの形質導入体のコ

ロ二一のサイズは、置き換えに挺抗する揚合に(その頻度がj~いときに〉小さかった(図

4 1 )。

121 



表
7
染
色
体
上
の
制
限
修
飾
系
は
、
相
同
な
D
N
A
に
よ
る
置
き
換
え
に
括
抗
す
る

開
c
ge
no
ty
pe
 
Re
co
mb
in
at
io
n 
Re
ci
pl
en
t 

Re
la
ti
ve
 f
問
qu
en
cy
a
 R
el
at
iv
e 
f開
示
白
h己
正面

Pr
od
uc
ts
-b

p
at
hw
ay
 

In
cu
ba
tl
on
 (宮
Oh
rs
)
In
cu
ba
tl
on
) 
(4
0h
rs
) 
K
a
n
S
 R
-
M
-
C
m
l
R
 (%
)
 
K
a
n
R
 R
+
M
+
 C
m
l
R
 (%
)
 
Ot
he
rs
 c
 (%
)
 

r
e
c
+
 

R
e
c
B
C
D

語
1

雲
1

K
a
n
R
 P
ae
R7
1 
R
+
M
+
 
0.
02
7
:t 
0.
02
3 

0.
12
:t 
0.
06
8 

7
2
 

2
4
 

4
 

K
a
n
R
 Pa
eR
71
 R
-
M
+
 
0.
73
土
0
.4
2

0.
81
 
:t 
0.
36
 

1
0
0
 

r
e
c
B
C
 s
b
c
A
 
R
e
c芭

=1
=1
 

K
a
n
R
 Pa
eR
71
 R
+
M
+
 
0.
14
土
0.
11

0.
52
土
0.
06
8

9
9
 

0.
5 

0
.5
 

K
a
n
R
 P
a
e
R
7
1
 R
-
M
+
 
1.
2
土
0.
76

1.
1 
:t 
0.
26
 

1
0
0
 

re
cB
C
 s
b
c
B
C
 
R
e
c
F
 

ロ - v
n w M 4 1  

n u 内。

噌 ' 内 u w n u

富 士 + -

R u n d  

- --n u  
。。
n U  
1  0 0  

V A  
民 》

ァ ， 、 ， h

副 土 + -

- T  n u --1  
V A  

n H U W  
+ 」 F

川 川 仙 川

J 司 e

D n ロ円
守 ' ヲ '

口 門 口 n

e e  a a  D r D『

a H 白 n

内 H n H

a a  u n ν n  

3
2
 
9
7
 

6
7
 

3
 

a
大
腸
菌
は
対
数
増
殖
初
期
(
0
0
=
 0
3
)
ま
で
培
養
し
て
遠
Il
)
¥
に
よ
っ
て
集
菌
レ
、
5
x
 1
0
8
 ce
ll
s/
 m
l
の
濃
度
に
な
る
よ
う
に
0
.
1
M
M
g
S
0
4
 -
5
 

m
M
 C
a
C
I
2
で
懸
濁
し
た
。
5
m
l
の
11
5
養
液
に
対
し
て
、
1
x
1
0
9
p
f
u
の
そ
れ
ぞ
れ
の
ド
ナ
ー
菌
で
調
整
し
た
パ
ク
テ
リ
オ
フ
ァ
ー
ジ
P1
(
多
霊
感
染

度
(
m
o
i
)
)
 =
 
0
4
)
を
感
染
さ
せ
だ
。
そ
の
細
菌
と
フ
ア
ー
ジ
の
混
合
液
を
3
7
0
C
で
2
0
泊
お
い
て
遠
山
に
よ
っ
て
集
菌
し
、
0.
1
M
 s
o
d
i
u
m
 

ci
tr
at
e 
(
p
H
5
.5
)
を
含
む
1
m
l
の
L
液
体
沼
地
を
加
え
て
、
3
7
0
C
で
1
時
間
お
い
た
後
、
プ
レ
ー
ト
レ
た
。
こ
の
条
件
で
、
感
染
刻
率
は
9
9
%
以
よ
で

あ
っ
た
。
実
験
は
、
そ
れ
ぞ
れ
4
回
の
結
果
を
ま
と
め
た
ち
の
で
あ
る
。

b:
 
2
固
の
独
立
の
実
験
か
ら
、
19
1i
固
、
あ
る
い
は
19
2i
固
の
形
質
導
入
体
を
単
離
し
、
薬
剤
耐
性
と
制
限
修
飾
系
の
表
現
形
を
調
べ
た
。

c:
 
C
m
l
R
 K
a
n
R
 R
-
M
+
 o
r
 C
m
l
R
 K
a
n
R
 R
-
M
"。



rec+ 

R-M-

「IJ
R+ M+ 

I. 
R-M+ 

recBC sbcA recBC sbcBC 
.--:l ・~
哩月・ . ・ -・1問、・
~----~-------------­r・ ~・ .・. ・ 4 ・岬・~
卜・ n .. 
ト ・ ・ a
同

R-M-
F ・ • ・菅1・
~・
1 ・・“・--・ ι

J・ ・ .
，・ i U-

一
-一・ ~ ・ .・--・ 1

4・ 6 電..m:I

R+M+ 

tr;;7l 戸、
M ¥・K.'!l
R-M+ 

三I
R-M-

R+M+ 

l長.
R-M+ 

図41 形震導入体のコロ二一形成の緩子

37 ocで 40時間信護レた形質導入体のコロ二一の穣子。レシピエント株の制限修飾系に

ついて記載した。
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7・2.不安定な部分2倍体として振る舞う形質導入体

この実験で得られた形質導入体の薬剤耐性と制限修飾系の表現形を確認しだ。驚いたこと

+ + に、制限修飾系をちつ Cr'm ')レシピ工ントでの置き換え実験から得られだ形質導入体

を解析したところ、形質導入{本の多くで、置き換えたはずのカナマイシン耐位以anR)

一--. I1 =-4.u+- /，..." __.R と制限修飾系の表現形が、クロフムフ工ーコール耐性 CCml")の表現形とともに観察さ

lれだのである(表7)。その両方の薬剤耐性を示す形質導入体から薬剤の選択をはずして

19震を続けると、 ドナー側の薬剤耐性マー力ーはゆっくりと失われていった(図 42)。

つまり、これらの形質導入体は、制限修飾系を挿入した lacZ遺伝子部分について不安定

な部分2{音体として振る舞ったのである。
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図42 選択をはずしだ後のドナー側薬剤マーカーの喪失

CmlR KanR両耐性の形質導入体を CmlとKanを含むし寒天I吉地に塗り鉱げだ。単一コロ

二ーを薬剤の入っていない L液体I酎也に回収して370Cで一晩振とう活議した。このI音震

液を 1000j吉に希釈してさらにIき養を続けた。この操作を繰り返し、植え継ぐときにその

i音毒液を薬剤の入っていないL寒天沼地に塗りf広げ、そこから6つの単一コロ二ーを、薬

剤耐性が維持されているか調べるために、さらに Cml、あるいは Kanをきむし寒天倍1也、

あるいは薬剤の入っていないし寒天活地に塗りj広げた。そのうち 1つ以上の Cml
Sを示し

た倍養液は CmlRマー力ーが不安定だと判断した。安定な Cml
R
Kan
Rクローンの殺をフ

ロッ トしだ。
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これはどのようなことが起こったと考えられるか?図43に、考えられる部分2

倍体(重複〉を生じる過程を示レだ。制限修飾系を挿入した JacZ部分の両側に、 111質向き

の繰り返し配列が荏在する場合に、姉妹染色体聞の相同組換え(不等交叉〕によって、そ

の順向き繰り返レ配列で挟まれた領域が重複すると考えられる。制限修飾系をもっ2つの

JacZ領援のうち、形質導入の実験で、一方がドナーのマー力一 CCmI
R
)によって交換さ

れても、制限修飾系は失われないので、染色体に二本鎖切断は生じす細胞死ち起きないと

考えられる。このドナーとレシピ工ントの双方のマー力ーをちつ部分2倍体は不安定で、

同じ相同組換え (不等交叉〉によって 1倍体に戻ることが壱えられる。このとき、どちら

の重複領減が失われるかは2分の1の確率なので、ドナ のマー力一 CCmI
R
)が失われ

てち伺ち起きないが、制限修飾系のレシピ工ントのマー力ーが失われた揚合には、置き換

えと同じことであるので、染色体に二本鎖切断が生じ細胞死が引き起こされると考えられ

る。実際、形質導入の実験で形成されるコロニーは、制限修飾系 (r+ m +)が置き換えら

れだ場合には小さくなった。これは、その状態が固定しだちのではなく、また1つに戻る

ためにその過程でも細胞死が起きていることを示唆している。

大腸菌は、その全ゲノム配列が明らかにされているので、制限修飾系を揮入した

遺伝子領t或の両側にこのような繰り返し配列がないか探してみだところ、 IS5と IS3がそ

れぞれおよそ250kbと300kbち離れているが、 JacZ領減を挟むように容在することが分

かった (Blattneret al. 1997)。後に示すように、 IS3が上にあげだモデルで、この現象に

含まれていることが明らかになった。
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(P1 transduction) 

図43 不安定な部分2倍体形成を説明する不等交叉モデル

順向きの繰り返し配列に挟まれた lacZ領I或を2む部分が、相同組換え (不等交叉〉によ

って重複される。2つの lacZ::RM-KanR領i或の一方のみが、 ドナー DNAC/acZ・:CmI
R
)に

よって交換される。長い重複を持つ染色体構造は、その閣での相同組換えによって重複の

ない染色体に戻ろうとするので不安定になる。このとき、ドナーマー力一 C/acZ:・CmI
R
)

を失っても何ち起こらないが、制限修飾系 C/acZ::RM-Kan
R
) を失うと、分離後宿主殺し

が起こる。
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7-3 形質導入体は部分2倍体だつだ

染色体上に制限修飾系を持つ揚合に、それを相同な制限修飾系のない DNAで置き換えだ

形質導入{本が部分2fg体であることを、サザン解析によって確認レた。この実験で用いた

facZ領I或の詳しいマップを図 44に示す。ドナー、レシピ工ント、両方のマー力ーを持つ

形質導入体染色体 DNAを調整レ、制限酵素 EcoRVで切断しアガロースゲル電気泳動した

メンブレンに苅レ、lacZ遺伝子の一部をプローブにしてサザン解析レ定。

l許

354908 

RV 

翼手m 0.8 kb 

4 kb 

364402 365934 

プY
司 lacZ

RV RI 

w;a lacZ probe 

RV RV 

lI m I r I I paeR71 probe 

図44 制限修飾系を婦入した lacZ遺伝子領援

lacZ遺伝子中の EcoRVサイト (364402= MG1655株での Blattnerマップ位置 CGenbank，

Accession U00096) )に、レシピエント株では PaeR71制限修飾系 (4kb)を、 ドナー株

ではクロラムフエ二コール耐性遺伝子 (08kb)を掃入した。LacZ遺伝子の一部をプロー

プに EcoRVで切断レた染色体でサザン解析すると、レシピエン卜では 1.5kb、ドナ で

は約 12kbのバンドが観察される。Sm:Smal、RV:EcoRV、RI:EcoRlサイト。
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その結果を図 45に示す。レシピ工ントでは 1.5kb、ドナーでは約 12kbの単一

のパンドが観察された。これはレシピエン卜とドナーがそれぞれ lacZ遺伝子領域を 1コ

ピー持つことを示している。一方、染色体上の制限修飾系の置き換え実験で得られた、 ド

ナーとレシピエントの双方のマーカーをもっ形質導入体は、調べたすべてでこの 1.5kb 

と約 12kbの、 それぞれレシピ工ントとドナーに相当するパンドが観察されだ。これは、

これらの染色体中には、 lacZ遺伝子領域が2コピーあることを示唆している。

レシピエン卜と形質導入{本に実際に制限修飾系遺伝子があることち、 PaeR71遺伝

子領威(図44)をプローブとレ疋サザン解析によって確認したく図 45、下〉 。

ま定、順聞きの繰り返し配列に挟まれた薬剤耐性遺伝子は、その薬剤の選択によ

ってコピー数を指す現象が知られているので CRomero& Palacios 1997)、ドナー株とレ

シピエント株については、それぞれの大腸菌を倍養するときに薬剤の選択のある揚合とな

い揚合の結果を同時に示した。その結果からは、私が選択にl吏つだ薬剤濃度では、そのよ

うなコピー殺の僧加は認められなかっだ。すなわち、部分2倍体を生じるのは、薬剤耐性

遺伝子を制限修飾系とリンクして挿入したためではないことが示唆された。
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倍体であること)の証明

図45 

染色体 DNAは制限酵素 EcoRVで切断された。プローブとしては、 lacZ遺伝子の一部(よ〉、

あるいは PaeR71制限修飾系〈下〉を用いた(図44)。
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7・4.制限修飾系を失った後の大規援なゲノムの再編

次に私は、制限修飾系を挿入した lacZ遺伝子領域の両側に存在する順向きの繰り返し配

列 153が、図 43に示すような不等交叉に関与レたと考え、 153を切断しない制限酵素

EcoRVでドナー、レシピ工ン卜、 lacZ領援の重複をもっ形質導入体の染色体を切断し、 153

配列をプローブにサザン解析を行った(図46)。

図46を見れば分かるように、調べたすべての形質導入体で、ドナー、レシピ工

ントと 153のサザン解析によるパンドパターンが異なっていだ。このことは、ここで起き

疋染色体の再編(重複〉に 153が関与レていることを強<示唆する。ドナー、レシピ工ン

トでは、 MG1655株のゲノム配列から予想される通りの5本のパンドが観察できだ。形質

導入体のパンドパターンは3つのグループ(グループ1 クローンtt1、2、3、6と7、

グループ2 クローンtt4、グループ3・クローンtt5)に分けられた。153配列の 1点

を便宜上の組換え点として定め、大腸菌染色体に穿在する5力所の 153でそれぞれ組み換

えたときのバンドパターンの予想サイズから、リアレンジしたバンドサイズを正確に准測

することができだ。このことから、染色体上に制限修飾系をちつ大腸菌から、制限修飾系

を置き換えようとしたときに起きた染色体の大規模な再編が明らかになった(図47)。

それぞれの形質導入体では、数回の 153-IS3間での相同組換え(不等交叉)イベ

ントが起きていだことが分かった。 153配列の便宜上定めた点によって、それぞれの IS3

を2つに分けて名前をつけた Cl?tlえば、大腸菌ゲノムよ CBlattnerのマップ位置〉で最初

に現れる IS3は 153Aと IS3Bからなる、とした〉 。解析した7つのクローンすべてで起

こっていたことは、逆向きの IS3ABと IS3HGとの聞の相同組換えによる大きな「逆位」

と、それによって生じた 153HBとそれとl傾向きの IS3EFとの閣の相同組換えによる「重
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複」であつだ。IS3HBと IS3EFの聞には、制限修飾系を帰入された lacZ遺伝子領協があ

るので、この IS3HBと IS3EF間の相同組換えによる重複が、図43のモデルで示した問

題の重複であった。

解析した7クローンのうち5クローンは、この2回の相同組換え反応が起きてい

だが、残りの2つのクローンでは、さらにもう一回逆向きのIS3間(クローン#5ではIS3EB

とIS3DC問、クロ ン#4では IS3EBとIS3AG間〉で、独立に逆1立が起きていた(図4

7)。
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ゲノム再編には、繰り返レ配列である153が関与していた図46 

染色体DNAlet制限瞥素EcoRVで切断された。PCRCフライマー ・5'TCAACCAGT AAAAAA 

CCCCGと 5'T AA TI AAACACCGTIGCCCG)で増幅されだIS3配列をブロ ブとレたとき

のバンドパターンの変化。それぞれのパンドサイズの値は、 Blattnerの解析結果 CBlattneret 

al. 1997)による。
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」品 「グ

場l...-，グ

岨ー「グ
clone Rl ，2，3，6，7 

iぬー『グ
clone 114 

ぬ ーザ/

染色体よの離れた IS3閤での不等交叉によって大規模な逆位と重複が鍛固にわたって起き

ていた。 IS3を示す矢印のよの叙字は、 EcoRV切断によって観察されるパッドの大きさ。
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さらに私は、 IS3配列をプローブとしたサザン解析から予想レた図 47の染色体

湾編の過程が正しいかを倹証するために、再編によってできた新レい IS3を含む DNA断

片(図 46のクローンtt5の 1564bpのEcoRV断片〕をアガロースゲルから回収し、イ

ンパ スPCR法(図48A)によって、その IS3の両鵡に続く DNA配列を決定した。そ

の結果、不等交叉によって予想通りの再編が起きていたことを証明レた(図48B)。

染色体中に制限修飾系をもっ大腸菌から、それを置き銀えによって失わせたとき

に、染色体レベルの大規模な再編が起さることは、ドナー、レシピ工ント双方のマー力ー

をちつ形質導入体をパルスフィールドゲル電気泳動で解析することによっても観察できた。

制限修飾系 Xbalで切断しだときのパンドパターンを図 49に示す。このとき、形質導入

体で新レ<観察されるようになったバンドのいくつかは、 IS3・IS3闘での相同組換えによ

って説明できたが、いくつかは説明できなかった。実際、IS5をプローブに図 46で示し

たようなサザン解析をしたときに、一部の形質導入体で少なくとも 1つのパンドパターン

が変化していた(データは示していなしり 。これについてはこれ以上の解析をレていなし1。

パルスフィールドゲル電気泳動による解析は、 No目、あるいは rrn領減を特異的に切断す

ることが知られる I-Ceulでも行つだ(データは示していなしり。Non切断によっては、 Xbal

切断同様、形質導入体でイレギュラーな巨大なバンドが多く観察できたが、トCeul切断で

は、ドナー、レシピエントのバンドパターンと遣いが見られなかった。その理由は、|ーCeul

が切断する rrn領I或では、再編が起きていないためと考えられた。
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A. B. 

EcdW  

E・医盟・・
↓Ligation 

Ecd司V IS3(6) 

CGTG'lロGCGGCCl'CA'I'CCGGÞC.M~

CCτ'CGCTfAGGCCTG'IロI'CCA'l.'ATJ'ACσrGGG'I'AGGAT

CATA且且G引ごCTC<玄;GTCGTTC主X::CACl'CI立'l'IGGC且.'ffi

τ℃且GCATATI'C且CAT且.CCGT，且CCACD¥λ且AGTITCAAC

CGTGAGCAAATCGACCGl¥TI'TI'GT'ffi且CGG'I'I'C且且ACG

協叫叫阻~叫叫叩CGυ 
口
n
F
U
 
nr 

ill---v • 
E霞週

τt且CCGGTATGG'武::AGCG民l'GTl'GCCGCTGG'lて:AGTI'C

C回目潟明-::AmACGG且AAGCTI'C且GTATCGAAC'IGAT

CAACmTCAC四:CAATACACCGCCGTTAIぽI'ACGG'ffi

ATAGTATTC;GCGTJIIコ入，GG'ττ'GTJ¥AT(プl'GA'rcrTAccCA

ぽ可:TmAG'l'GGAC且CGCGGCTAAGTGAGT/¥AAσI'C'I'CAGE翠E... 
TC且G且GGTGAC官ご且C且ぐl'GACAA且MCAG'lATCAACCA

IS3(D) 

Sequencln口

図48 153-153問での不等交叉の証明

(A)インJ'¥ース PCRのデザイン図46に示レた形質導入(本(クローン:tt5 )の再編に

よってできた153を含む EcoRV断片を回収し、 自己結合させた。PCRフライマーは、153

から外側に向かつてデザインしだ。 (B)配列 赤 153配列。緑と青 IS3の両捕に存在レ

た配列。自己結合させた EcoRVサイトを囲んで示レた。
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考察

私は、大腸菌で中I~\的な組換え経路である RecBCD 経路の RecBCD 酵素の変異によって

認識する配列が力イ配列から、カイ僚の配列に変化することを発見した(結果の1章〉 。

これは単に「相同組換え酵素と相同組換えを促進する配列」という関係だけではなく、 iDNA

分解酵素とその活性を抑制する配列」という関係でもある。このような関係は、細菌の世

界で保存されていて、 DNA分解酵素とそれが認識する分解を抑える配列は、細菌の種ご

とに多篠化していだ。その DNA分解酵素のお解を抑える配列はその細菌ゲノム中には高

頻度に現れる (GenBank;表8と表9)ので、自分がコードする DNA分解酵素によって

自分の染色体は分解されにくく、またもし分解している DNAが自分自身であっても相同

組倹えで修復することができるのである。

表8に、これまでにいくつかの細菌から同定されている力イ様配列の、いろいろ

な純菌ゲノム中での寄在頻度を示した。力イ篠配列は、そのゲノム特育のものであり、自

身がコードする DNA省解酵素に対する分解抑制配列が高頻度に存在するのに刻して、他

細菌のそれは、およそ予測される葎在頻度通りに存在レていることがわかる。また、それ

らの細菌に感染するパクテリオフ?ージゲノムは、それが感染する宿主の DNA分解抑制

配列の頻度をi留すようには進化していないので、ファージの感染防御にも機能すると考え

られ疋(表9)。

細菌の世界に広く存在する制限修飾系は、多篠な認識配列に特異化しているロ制

限修富市系をもち、そのメチル化醇素によって修飾された細菌ゲノムと、それに侵入する

DNAとを修飾によって区別し、侵入 DNAを制限酵素が切断することで「自己」と「非自
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己」の区別をする。制限修飾系が認識する配列の多僚性が、自己と非自己を区別する鍵と

なるので、その配列にはバリエーションがあることが重要である。私は、制限修飾系を失

うと宿主細菌が細胞死を起こすことを個々の細菌細胞の観察によって証明しく結果の2

章〕、制限I1多飾系の認識配列が多織化する選択圧を証明レた(結果の3章)。

前者の iDNA分解酵素とその活性を抑制する配列」と後者の「制限酵素とそれが

認識する配列」は、 DNAを分解するのが、工クソヌクレアーゼと工ンドヌクレアーゼと

いう遣いはあるが、それが認識する DNA配列を巡って多儀化しているという意味におい

てちょく似ていたのである(図50)。すなわち、細菌自身がコードする相同組換え初期

反応機構は、 「細菌の自己」を決定する機構であると考えられた。そう考えると、DNA

分解酵素遺伝子の突然変異によって、その働きを抑制する配列が変化したという私の発見

は、細菌の種が多磁化する瞬間をとらえたと考えられるのである。
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図50 細菌の「自己」と「非自己jを区別する仕組み

CA)制限修飾系。利己的な振る舞いによりその認識配列が多様化レている。 (B)栂同

組換えの初期反応(大腸菌の RecBCD経路)。細菌種ごとに多犠化レている。
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この DNA二本鎖切断点からの DNAの分解にはじまる相同組換え初期反応は、制限

酵素の働きと協調して、パクテリオフ?ージなどの水平伝提言する、細菌ゲノムとは独立し

て存在する遺伝単位の侵入を防ぐことが考えられる。実際に、制限修飾系遺伝子苅を失つ

だ後の染色体二本鎖切断を、相同組換え機構が自身の DNAを選択的に、 「力イ配列依惇

的に」修復レだ(結果の4章〕。この結果は、 fDNA分解酵素とその活性を抑制する配

列Jの相E作用が制限修飾系と協調し、 「自己」を修復レ「非自己」を排際する機備であ

ることを示唆した(図51)。また8Uの実験から、パクテリオファージ特異的な二本鎖切

断修復型の相同組換え機構が、ある種の制限の刻果を抑えることを発見(結果の5章〉し、

この結果からも、細菌の相同組換え経路と制限修飾系が協調して他の利己的な遺伝単位を

排際すると考えられた。

図51 (次頁) Rec8CD 醇素ー力イ配列相E作用の DNA分解、修復機能によ

る「自己」認識仮説

(囲みの中〉細菌の世界には、 3つの遺伝単位がある。制限修飾系は、それが入り込んで

いる細胞に侵入レてくるパクテリオファージの DNAばかりではなく、宿主である細菌の

染色体 DNAち切断する。パクテリオファージは、自身のコードする二本鎖切断修復機構

によってそのケ凶ノムを修復する。大腸菌では RecBCD酵素が、ます二本鎖切断点、から DNA

に入り込んで、それを分解する。それが力イ配列をもたない「非自己」配列であれば最後

まで分解してレまう 0)が、カイ配列をもっ DNAであれば (ii)、DNA分解を止めて、

絹同組換えによって修復するのである。大腸菌の染色体上には、この力イ配列が高頻度に

惇在するので、途中まで削ってちそこで相同組換えに切り替え修復すると考えられる。

また、外来の DNAであってもそれが近縁の DNAで力イ配列をちつような湯合に

は (iii)、やはり DNA分解を止めて相同組換えによってそれを染色体中に取り込み、モ

ザイク型の染色体多型を形成すると考えられる。
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犬腸菌をはじめとする細菌のゲノム構造は、水平伝播する遺伝子、あるいは、ゲノム中の

繰り返し配列による不等交叉によって柔軟に蛮化することが示唆されている。それはすな

わち、ゲノム配列を決めてもそれだけでは細菌の穫を同定できないことを意味している。

そこで、細菌の「自己」を何によって規定したらよいかという問題がもちあがる。細菌ゲ

ノムの全塩基配列が続々と決定されている昨今、ポストゲノム研究を考える上でもこの間

題は重要である。私は、この学位論文を通して、細菌の「自己」を相同組換え初期反応に

よって定義することを提唱する。まだこれによって、相同組換え初期反応の奇妙さも説明

できるのである。細菌ゲノムとは独立して評在するトランスポソンの転移 CBenjamin& 

Kleckner 1992; Hagemann & Craig 1993)、あるいは制限修飾系遺伝子対を失ったときに

起きる染色体切断に対レて、細菌の相同組換え機備は、その染色体を大規模に再編して生

き残りをはかることを発見した(結果の7章)。染色体 DNAを修復するばかりではなく

て、このように、ゲノム構成を破壊してしまうことち、細菌の相同組傾え機構の惇在意義

のひとつであった。

以下、ちう少し詳しく個々の実験結果について考察したい。
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相同組換えのホットスポットであるx配列を認識できない RecBCD愛異株が認識

する新レい力イ儀配列

私は、力イ様の 11bpの力イスター配列 (χ*= 5' GCTGGTGCTCG)が、力イ配列を認識

できない recC1 004 変異株でラムダフアージのブラークサイズを1~大さぜることを見いだ

した。この力イスター配列の惇在によって、 recび主主異をちつ大腸菌でプラスミドの多量

体形成が促進されることを観察した。プラスミドの多量体形成は、力イスター配列による

RecC*1004酵素のもつ DNA分解活性の抑制によると考えられる (Myerset al. 1995; 

Kowalczykowski et al. 1994; Dixon & Kowalczykowski 1993; Oabert et al. 1992; Kuzminov et 

al. 1994; Zaman & Boles 1994)。また、野生型 Crecつ 酵素にちこの力イスター配列は部

分的に認識されていた。

この現象は、 RecBCの酵素とカイスター配列の相E作用によるちのと考えられる。

愚近私と、力リフォル二ア大学の Kowalczykowski博士らのグループとの共同研究によっ

てinvitroでもこの現象を確認できた CArnold、半田、小林、 Kowalczykowski投稿中〕 。

このとき、野生型の RecBCO+酵素IcI:、力イ配列と相E作用するばかりでなく、カイスタ

ー配列とも相E作用することを観察でき疋。レかし、RecBC本D愛異酵素では本来の力イ

配列との相E作用は観察されなかっだ。RecBCD酵素の変異は、それがちつ活性のどの機

能に影響があるかによって分類されている。これらの変異遺伝子の配列解析はほとんどさ

れていないが、突然変異点を決めることによって、この酵素の機能ドメインをある程度予

測できると考えられる。

+ - ---+ 
χ*-RecBC*Oの相E作用は、 χ-RecBCOの相E作用と同じくらいの刻率で、

RecBCO酵素のもつ二本鎖 DNA分解活性を抑制した(結果の1-5章)0 recσ変巽株に
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おいては、 χ0でもいくらか、プラスミドの多量体形成が見られたので、 χOとの相対的な

多量体形成を比較すると、野生型のコンビネーションには及ばないかもしれない。このプ

ラスミドのアッセイによる二本鎖 DNA分解活性の抑制の結果は、x*-RecBCD+の相E作

用でのラムダフアージのi営殖の促進の結果とちょく一致レていた。

ラムダファージでの相同組換えの実験系では、 χ*-RecBCキDの相互作用では、野

生型 (χ-RecBCD+)の相互作用のような促進は見られなかった。つまり、私の発見した

力イスター配列は、 RecBC市酵素との椙互作用で、野生型の相互作用がもっ、 RecBCD酵

素の二本鎖 DNA分解酵素の分解を抑える機能と、相同組換えを促進する機能のうち、前

者の機能レか観察できなかっ定。これは、 χ-RecBCD酵素の相E作用による2つの機能を

はじめて分離しだちのと考えている。このことから、公RecBCD酵素の絹E作用による相

同組後えの促進には、 RecBCD酵素のもつ二本鎖 DNA分解活性を抑えるだけでは不十分

であることを示唆している。

このχ-RecBCDの相互作用と、 χ*-RecBC*Dの棺互作用の違いは(司によるのだろ

うかつそれは、その酵素のχ配列とγ配列に対する親和性の遣いで説明できるのだろうか?

ラムダファージの相同組換えの実験系に比べて、プラスミドの多量体形成の実験系の感度

が良かったのだろうかつそれとも、 χ-RecBCDの相E作用というよりも、 RecBCD酵素の

活性の変化ーー例えば DNA分解の鎖特異性の変化やサブユニット矯成の互主化、あるいは

RecAタンパク質のような、他の相同組換えに関与するタンパク質との相互作用に異常が

あるのかもしれない (Anderson& Kowalczykowski 1997; Dixon et at. 1994; Dixon & 

Kowalczykowski 1995; Koppen et at. 1995; Myers et at. 1995; Rinken & Wackernagel 1992; 

Thaler et at. 1989)。
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これらの疑問に答えるには invitro、あるいは invivoでの更なる解析が必要である。

レかし、細菌の種を自身のちつ DNA分解酵素から守る「カイ配列」で定義するなら、こ

の発見は種分化の途中経過とも考えることができるのである。

制限修飾系の振る舞い

私は、私たちの研究室で発見した H型の制限修飾系によるプラスミドの安定化と、共存で

きないプラスミドによる置き換えに対する短抗 CNaitoet al. 195)現象の解析をさらに発

展させ、制限修飾系を失った後の大腸菌細胞の形態変化の解析と、制限修飾系の多様化の

選択庄の証明を行った〔結果の2， 3章〉 。

制限修飾系をちつプラスミドの喪失後、多くの細胞が伸長し、また染色体を失っ

ていた。染色体を失った細胞が現れること、 i営殖の阻害が観察され、生菌数が{塁下するこ

とは、これらの細胞が実際に死んでいることを示している。生きている細胞の中で、制限

修飾系をちつプラスミドが安定に維持されるのも、この細胞死のためと考えられる。すな

わち、他の遺伝子系で報告されていた「分離後宿主殺し」機構 CJaffeet al. 1985; Gerdes et 

al. 1986; Jensen & Gerdes 1995)が制限修飾系にもあてはまることが強く支持されだ。

私の実験系では、制限修飾系を複製が温度感受性であるプラスミドに接続してい

るので、温度シフトによってプラスミドの複裂が止まると、プラスミドを受け取らない娘

細胞が現れると考えられる。しかし、そのような細胞であっても、分裂前にあっ1三制限修

飾系遺伝子苅の遺伝子産物である制限偉素と修飾酵素は、細胞質とともに受け継がれる。

この娘細胞がさらに分裂するか、これらの酵素の分解によって、修飾醇素は細胞の新規に

複製された染色体のすべての認識配列をメチル化しきれなくなると考えられる。このター
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ゲット配列が、同じく希釈 ・分解されている力噂されていた制限酵素によって切断される

と細胞が死ぬと考えられる。両鎖とちメチル化された染色体のメチル化が完全にはすれる

(制限酵素のターゲットとなる〕には、複製フォークが通り、片方の鎖だけがメチル化さ

れだ(ヘミメチル化〉状態にさらにちう一回復製フ万 クが通過する必要がある。そのた

め、温度シフトから細胞死が観察され始めるまでには時間差があると考えられる。

このような過程で細胞死が進行すると考えられるので、制限修飾系を失つだ細胞

が死ぬか生き残るかは、細胞側の修復機構やその他の二本鎖切断に苅応する細胞機構の影

響を受けるときえられる(後述〉。この実験で、細胞の伸長や染色体の断片化が観察され

たことから予想されたように、 SOS応答ち関与していた(後述〉 。相同組換えが複製フ

ォークに生じる DNA二本鎖切断を修復することが提唱されている (Cox1998)し、組換

え修復が DNA二本鎖切断を修復する証拠がある (Smith1998)。特に大腸菌の RecE経

路が活性化している細胞では、制限酵素で切断されたプラスミ ドDNAが郊率よく修復さ

れていた CTakahashiet al. 1997)。

制限修飾系が認識する配列の多犠化

制限修飾系遺伝子苅は、現在までに多数、多種のものが知られている。 1つの細菌種中か

らも、 1つの細菌株からも多種類の制限修飾系が見つかっている CREBASE、小林 1999)。

複数の制限修飾系が1つの細胞の中で、細胞に対レて安定維持を強制するには、それらが

B.~ ¥1こ異なる認識配列をちつことが応1要であった(結果の3章〉 。細菌の世界では、多く

の制限修飾系があるので、ある制限修飾系が(例えば接合プラスミドに接続されて〉新し

い細胞に侵入するとき、すでに剖の制限修飾系が存在する揚合には、それらがEいに翼な
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る配列を認識するちのでないと、どちらかが細胞から失われてしまうだろう。まだ、同じ

認識配列をもっ湯合でも、その認識の強さ、すなわち特異性の高い万が、それを失ったと

きに細胞死を仕組むのに都合がよいと考えられる。つまり、 個々の制限修飾系は、この認

識配列をめぐる競争ゆえに、その認識配列を巡って多綴化し、また高い配列特異性を獲得

してきたと考えられるのである。

同じ認識配列をもっ2つの制限修飾系が細胞に対して安定化を強制できないのに

は、同じ配列を認識するメチル化酵素遺伝子の存在で十分であった。細菌ゲノム、パクテ

リオファージゲノム、あるいはプラスミドには、制限酵素遺伝子パ トナーのない「オー

ファンメチル化酵素」ち醇在するロそれらは、制限修飾系の侵入に苅して「ワクチン」と

レて振る舞うことが予想される CBarbeyronet al. 1984)。実際、当研究室のメンパーと

私とは、 EcoRllによる分離後細胞死による宿主細菌への安定維持強制が、同じ 5'CCWGG 

を認識するオーファンメチル化酵素 Dcm によって阻害されることを示した (内藤ら

1999)。

同じ論理から、制限修飾遺伝子には、配列認識の特異性が緩くなる淘汰圧が存在

すると考えられる。例えば、 5'CCW (W = AあるいはT)GGを認識する制限修飾遺伝

子と 5'CCN CN = A、T、G、Cのどれか)GGを認識する制限修飾遺伝子がともに容在

する細胞を考える。前者の喪失による分離後細胞死は、後者によって抑えられる。レかし、

後者の喪失による細胞死は、前者によっては抑えられない。競争において、 5'CCNGGを

認識するほうが勝つことになる。これらの予想は、当研究室のメンパーと私との実験によ

って確かめられだ(知念ら 1999)。

この配列認識の緩い万への淘汰の圧力にパランスする圧力は伺だろうか?一つの
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候補は、相互排隙である。制限修富市遺伝子が細胞に侵入するときには、制限欝素の発現を

遅らせる制御機矯がはたらく。既に、細胞の中にある制限修飾遺伝子のこの制御機僑が働

いて、侵入する制限修飾遺伝子にいきなり制限酵素を発現さぜて染色体切断を起こさせて、

宿主細胞を殺させることが私たちの研究室で発見された (Nakayama& Kobayashi 1998)。

これは、ライバル遺伝単位の侵入に対する自殺型防御のもう一つの例であり、 「相E排除」

「アポトーシス型相E排隊」と名付けられた。この制御機矯が働けば、より配列認識が緩

くなるように変異した制限修飾遺伝子が親の制限修飾遺伝子のいる細胞に侵入できないだ

ろう。この可能性は険討中である。

制限修飾系による細胞死に対する宿主の応答

制限修飾系は、それを失った細胞の染色体を切断レ、細胞死を引き起こすことで白己の縦

待を細胞に強制していだ。染色体二本鎖切断は死に至る損傷なので、細胞側ちこれに刻す

る修復機構をもっている。細菌の相同組換え機構が、どう制限修飾系の振る舞いに短抗し

て、制限修富市系による染色体二本鎖切断を修復レ、生き残ろうとするのかを知るために、

相同組換えに重要な遺伝子を欠損さぜてその影響を謂べた。その結果分かったことは以下

の通りである。すなわち、 1)recBC変異によって切断された染色体が蓄積し、細胞死が顕

著になった。2)recび、 recA、ruvAB、ruvC.、 recG、recN、あs>ltl/et lexA変異によって

も細胞死が顕著になった。3)このとき RecBC依存的にsos応答が誘導された。4)RecF 

相同組換え経路の遺伝子の欠損によっても細胞死が顕著になった。

recBC、recA、recG、ruvAB、ruvC遺伝子は、大腸菌の相同組換えの中Is¥的機備

である RecBCD経路に2まれる遺伝子である CKowalczykowskiet al. 1994; Uoyd & Low 
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1996)。ここから導かれることは、細菌の相同組換え機備が11型の制限修飾系によって仕

組まれた染色体切断を修復する、制限修飾系の振る舞いに挺抗するということである。制

限11多飾系による細胞死は、その遺伝子対を失つだ後に複製フォークが進行し、非メチル化

ターゲット配列が現れることがl必要であると考えられる。複製フ万一クが通過した後の二

本鎖切断は、RecBCD酵素の入り口になると考えられている CHoriuchiel al. 1994)し、

またその修復には、 一方 (ヘミメチル化 DNA鎖〉が組換え修復の相手になると考えられ

る。しかし、相同組換えによる細胞死への括抗、染色体の修復も完全なわけではなく、相

同紛換え機構が完全なとき(聖子生型細胞)でも細胞死は観察されだ。

この経路では、 RecBCD酵素が DNA上の力イ配列を認識して相同組換えを促進す

ることが rnVIVOとinvitroの解析から明らかにされていた CSmith1998)。ここで用いた

recび変巽株Ict、その力イ配列を認識できない RecBCD蛮異の1つである CSchultzet al 

1983)。この変異醇素は、カイ配列認識以外の知られている RecBCD酵素の活性につい

ては、野生型と遣いはなかった CSchultzet al. 1983)。それにち関わらすこの株で野生株

より顕著な細胞死が観察されたことから、染色体上の二本鎖切断の修復には、力イ配列の

認識が重要であると考えられだ。この結果は、他のカイ配列認識変異である recC2145、

recB2154、あるいは recB2155変異株でも同僚に観察できた(結果4-8章〕。

recO遺伝子の完全欠失によっても、力イ配列の認識はできなくなるが、このとき

制限修飾系による細胞死にはほとんど影響がなかった (結果の4・8章)。この笈異妹は、

ハイパーレック(相同組換え活性が冗進してる〕表現形を示すことが知られているので、

この結果は、力イ配列が認識できないというよりも、力イ配列非依存的に相同組換えによ

る修復がなされるためと考えられる。
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recN変異株は、紫外線には感受性を示さないが、 X線に対して感受性を示すこと

が知られている。X線に感受性を示すということは、この株が二本鎖切断修復に欠損があ

ると考えられる。またこの遺伝子は SOS応答によって誘導されることが知られている

(Picksley et al. 1984; Rostas et al. 1987) 0 RecN遺伝子産物が、制限修飾系による細胞

死に要求されるという観察(結果の4-7章〕は、制限修飾系を失った後の致死的な損傷

が、染色体二本鎖切断であるという仮説と一致する。

ruvA及、 ruvC、あるいは recG変異株は、 DNAに損傷を与える試薬、処理に苅し

て感受性を示し(Lloydet al. 1984)、相同組換えにち欠損がある。RuvA遺伝子産物と RuvB

遺伝子産物は一緒に、 RecG遺伝子産物は単独で紹み換え中間体のホリデー矯造を移動さ

せ(Lloyd& Sharples 1993; West 1997)、RuvC遺伝子産物は、この僑造を切断して相同

組換えを完了さぜる CWest1997)。制限修飾系を失った後の細胞死がこれらの遺伝子の

欠績株で顕著であることから、これらの遺伝子産物が、他の可能性 CSeigneuret al. 1998) 

を排除レていないが、制限酵素による切断からはじまる総換え修復の後期の過程に機能し

ていると考えられる。

制限修飾系を失つだ後の細胞死は、 recBC欠j員株で顕著に観察されたが、それは

sbcA変異によって部分的に抑制された(結果の4-7章〉 。この変異によって大腸菌に溶

原化している Racファージがコードする別の相同組換え機構である、 RecE経路が活性化

される。パクテリオファージがコードする円ecE、あるいは Red組換え経路は、 11型の制

限酵素による DNA二本鎖切断を修復することができる CSilbersteinet al. 1995; Kobayashi 

& Takahashi 1988; Takahashi & Kobayashi 1990; Kusano et al. 1994b; Takahashi et al 

1997)ので、この抑制変異によって欠損変異の影響が抑制されるというのは考えやすい。
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ただレここでは、 Racフアージがコードする組換え機能以外の遺伝子の効果の可能性を排

除できていない (King& Murray 1995)。

制限修飾系を失った大腸菌細胞は、 RecBC遺伝子産物依容的に SOS応答を誘導

レた。これはおそらく、制限酵素による二本鎖切断点から、 RecBCD酵素がそのヘリケー

ス活性によって、 SOSシグナルとなる一本鎖 DNAを生み出すためと警えられる

(Chaudhury & Smith 1985; Sassanfar & Robe巾 1990)。それ故、 recBC変異によって、

制限修飾系による細胞死が顕著になるのは、相同組換えができないばかりでなく、 SOS

応答ができないためでもあることが示唆されだ。しかし、recBC変異の刻果が、 SOS応

答がないためだけではないことは、 SOS応答ができなくなる lexA3変異 (Mountet al. 

1972)によっては、制限修飾系による細胞死への影響が野生株よりは顕著であるが、 recBC

変異株ほどは劇的ではないことから分かる。また、 SOS応答によって上に挙げだ ruvABや

recN遺伝子をきむいくつか組換え遺伝子が誘導される (Rostaset al. 1987; West 1997) 

こと、あるいは、安定染色体復製 (stablechromosomal replication)が誘導される (Asai&

et al. 1993)ことも、制限修飾系が仕組む細胞死から生き残るために重要なのかもレれな

い。

sbcA変異株、あるいは SOS応答によって、 |型の制限が抑制されることが知られ

ているが、ここで観察されだ sbcA変異株での効果については、 EcoRlのような H型の制

限においては、その劾果が抑制されることは観察されていなし， (Thoms & Wackernagel 

1982)ので、 sbcA変異による制限抑制によるものではないと考えられる。

まだ、 recF、recO、あるいは recR遺伝子の欠績によっても、制限修飾系による

細胞死は顕著になつだ。この結果は、ちうひとつの大腸菌の相同組換え経路である RecFOR
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経路ち制限修飾系の振る舞いに底抗していることを示唆している。ここで用いだ大腸菌は、

RecBCD経路に部分的に欠債をちっていた。その欠損とは、 RecBCD酵素のもつカイ配列

認識ができないことであるが、それによって RecF経路の関与を知ることができだ。力イ

配列認識変異は、それだけでも野生株よりち強い細胞死が観察された(結果の4-7， 4-

8章〕 。これらのパックグラウンドに、さらに recF、recO、あるいは recR遺伝子を欠損

さぜることによって、さらに顕著な細胞死が観察できた。

これは相同組換えの機能によるものか、信近報告されているような比まつだ複製

の再開始の機能 (Cox1998; Courcelle et al. 1997; Kogoma 1997)によるのかは明らかで

はない。

RecBCD酵素一 カイ配列相E作用による分解と修復機構による「自己」認識仮説

分解と修復という相反する機能をちつ RecBCD酵素ー力イ配列相互作用については、図

5 1のように説明することができる。制限修飾系は、 それが、侵入してくる DNAであろ

うと、宿主細菌の染色体であろうと、非メチル化認識サイトを切断する。RecBCD酵素は

二本鎖切断点から DNAに入り込んで、それを分自尽する。分解している DNAが侵入者な

らこれが完全に分解されるであろう。RecBCD酵素が「自己」 の識別を司自主にする力イ配

列を認識すると、 DNA分解を止めて相同組換えによって修復するであろう。つまり、細

菌の RecBCD経路は、制限修飾系と共同で働いて侵入してくる DNAを破壊レ、この同じ

2つの機矯だけでそれ自身の染色体を守るのである。

それ古賀、 RecBCD酵素ー力イ配列の相E作用は、自己認識システムの1っと見

なせるのである (Handaet al. 1997b; Handa et al. 1997a; Kobayashi 1998)。以前にち、
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相同組換えと制限修飾系について、外来 DNAによる侵入という同じ綴な圧力の下で進化

レたことが提唱されていた CPrice& Bickle 1986)。

いくつかの大腸菌以外の細菌にも、 RecBCD機の DNAXi解酵素とそれが認識し、

その分解を抑える配列の相E作用というものがあることが分かつてきている CKarouiet al 

1998; Sourice et al. 1998; Chedin巴tal. 1998)。細菌の染色体 DNAの一部が、他穫の細菌

中に侵入していくときに、それらがEいに同じ力イ配列特異性をちっていたら、侵入して

きた DNAは、 相同組換えによってその染色体中に取り込まれてしまうだろう(図51、

Dabert & Smith 1997)。力イ配列が他種類の細菌で同一であると、ナチユラルコンピテン

ス能 CDNAを細菌細胞内に取り込む〕をちつ細菌のグループ間での DNAのやりとりによ

って、ゲノム構造が破援されてしまうと考えられるので、力イ配列を多様化レて「自己」

を維持する必要があつだのではないか。

DNAを染色体に取り込むか否かの決定には、ミスマッチ認識の機構が関与する

CMatic et al. 1996)が、これとは別のレベルで RecBCD酵素ー力イ配列棺E作用による

相同組換え機構も、その決定に関与し、同覆細菌由来の DNAを取込んで現在のような細

菌種内のモザイク型の多型を生じたと考えられる CMcKane& Milkman 1995; LeClerc巴tal

1999; Smith et al. 1991)。

DNA二本鎖切断修復型相同組換えによる制限の抑制

川型の制限の刻果が、大腸菌染色体中に溶原化レた Racファージ、あるいはラムダフア

ージがコードする相同組燥え経路によって抑制された。パクテリオファージがコードする

これらの相同組換え機構は DNA二本鎖切断を、相同な DNAとの組煩えによって修復でき
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るが、私が発見レたこの現象は、パクテリオファージの単一感染の条件で見いだされた。

他の制限修飾系では観察されなかったことから、これが川型特異的な切断様式によるち

のであり、おそらく感染させたパクテリオファージの複製が関与すると考えられるが、そ

れについては今後の解析が必要である。

この現象には、 recA大腸菌では、 Racファージがコードする recEと recTの両遺

伝子が要求されだが、野生型 CrecN)では、 recT遺伝子は不要だった。このことは、川

型の制限酵素の活性抑制において、 RecTタンパク質の機能を RecAタンパク質で交換で

きることを示していた。また、この実験系でも細菌のちつ相同組換え機構と、制限修飾系

が協調して他の利己的な遺伝単位の侵入を防いでいた。

DNA二本鎖切断修復モデルでは、二本鎖切断はそれと相同な DNAをコピーする

ことによって修復される。それ故、こうレて修復された DNAには、しばしば遺伝子変換

と交叉をともなう。それによって、その二本鎖切断を生じさぜた制限酵素の認識配列が失

われるというのは、パクテリオファージが制限{I多飾系による攻撃に対抗、あるいは適応し

てきたことをうかがわせる。

パクテリオファージがこのような二本鎖切断修復に特異化した相同組換え機構を

もっ理由は、図52のように考えている。ファージが感染する細菌には頻繁に制限修飾系

が存在することが考えられ、そこで制限醇素によりファージゲノムが二本鎖切断を受ける

と考えられる。これをまつだく同じゲノムを再構成するような修復機僑で治すと、 修復さ

れたゲノムを持つ子孫ファージは、その周辺のクローン細菌に感染する際にち、あるいは

その制限修飾系による修飾がはずれてレまえば、同じ制限修飾遺伝子にであったときに同

様の制限を受けることになる。しかし、パクテリオファージの持つ二本鎖切断型の相同組
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換え機構は、切断点について遺伝子変換を伴うので、鋳型とレて、その細胞にすでに溶原

化レてい疋フアージ、あるいは同時に感染した別のファージの DNAを選んでできた新生

フアージゲノムは、この制限修飾系の認識配列を失う司能性がある。さらに、遺伝子変換

に伴う交叉によって、制限修飾サイトについて多様な組み合わせが生じるだろう。そのう

ち、今の制限修飾系の組み合わせの環鏡の中で、ちっとち生き残りゃすいちのがその頻度

を増やすと考えられる。このパクテリオフア ジが別の細菌集団に感染すると、別の組み

合わせの制限修飾系に出会い、また同じサイクルの繰り返しで、制限修飾系に}底抗しなが

らフアージゲノムが適応、進化していくと考えられる。

また、単に相同組換えによって川型の制限が抑制されたのではないことは、野生

型と recBC欠損株での 111型の制限の効果を比較したときに、後者(組換え機能欠演〉の

方が、その働きが抑制されたことから明らかである(結果の5-1章〉 。これは、細菌の

ちつ栂同組換え機構は、パクテリオフ?ージがもっ相同組換え機構とは反対に、 111型制限

を強めるように機能することを示レている。すなわち、 RecBCD経路では、 111型の制限酵

素による切断点から RecBCD酵素がファージ DNAを分解し、パクテリオファージの感染

を防御レたと考えられる。一方、 recBC欠員株では、 RecBCD酵素による切断されたファ

ージゲノムの分解が起こらないために、ファージの組換え機婚によって修復されるチャン

スがi営えたときえられるのである。すなわち、この結果ち細菌のもつ相同組換え機構と、

制限修飾系が協調して他の利己的な遺伝単位の侵入を防ぐことを示していた 〔図53)。
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Attack by a different set of 
restrictiorトmodificationunits phage chromosome 

図 52 

を〉Attack by an restriction 

DS Break 

⑨ 

RecE， Redα 

Repair/ recombination 
often by non-sister chromosome 
with crossing-over 

RecT， Reds 

RecQ 
RecJ 
RecG/ RuvAB 
RuvC/ Rus 

⑨ 
パクテリオファージが二本鎖切断修復型相同組換え機構をちつ意味

二本鎖切断修復によって生み出された新生ゲノムは、同じ制限醇素によって破嬢されない。
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recBC sbcA cell 
RecE (prophage cooding) 
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RecBCD pathway ON 

recBCcell 
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図 53 パクテリオファージの単一感染による 川 型の制限酵素の活性が、大腸菌

株によって異なる理由〈モデル〉
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プラスミド DNA二本鎖切断修復と川 型制限の抑制の相違

recT遺伝子は、 recA遺伝子とほとんどホモロジ はないが、その遺伝子産物は RecAタ

ンパク質問様、invitroで相同な一本鎖 DNAの対合を促進する (Hallet al. 1993; Noirot & 

Kolodner 1998)。以前、私だちの研究室で RecE経路による DNA二本鎖切断修復は、recA十

/'iックグラウンドであってち、 recEと recT遺伝子産物に依存していることを報告した

(Kusano et al 1994b)。つまり、そのプラスミドの系では、 RecTタンパク震は RecAタ

ンパク質と交換できなかった。 recBCsbcA株の紫外線による DNA損傷の修復には、円ecT

タンパク質よりち RecAタンパク賓の方が重要である(データは示していなしり 。このパ

ックグラウンドで recE遺伝子の欠損によって紫外線感受性が上昇する。すなわち、紫外

線による DNA演傷の修復には、RecEタンパク質と RecAタンパク質の組み合わぜの万が、

RecEタンパク質と RecTタンパク質の組み合わせよりも重要であることを示唆している。

さらに、プラスミドの系では DNA二本鎖切断修復を、 Racフアージの RecE経路

と同じくらい高刻率で行った、ラムダフアージの Red相同組換え経路では、 川型制限酵

素の活性を部分的にしか抑制しなかった (結果のふ6章〉 。このプラスミドでの DNA二

本鎖切断修復の実験系での結果と 111型制限酵素の活性抑制の実験結果の相遣は、これら

2つの現象が少レ異なる機構によることを示唆しているのかもレれない。111型の制限の抑

制は、 DNA二本鎖切断修復機構よりも、紫外線照射後の DNA修復機構に近い機備によっ

て行われているのかちしれない。RecF経路が、 111型の制限に影響するかは、興味ある問

題である。111型の制限酵素による切断と、他の制限酵素による切断の遣いを説明するには、

更なる解析がl必要である。川型の制限サイトの数を操作できるプラスミドのトランスフォ

ーメーション、あるいは小型の DNAファージが解析に適しているかちしれない。
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自然に生じる大腸菌染色体の二本鎖切断の解析

組換え機能欠損株において、制限修飾系遺伝子がなくても、自然にその染色体が切断され

ている様子をパルスフィールドゲル電気泳動によって観察した。このことは、栂同組I換え

が実際に染色体切断を修復することを証明しだちのである。単純胞微生物の世界では、 染

色体上の二本鎖切断はその個体の死にもつながるイベントであるので、この実験系からも

相同紹J負えが染色体切断に対抗する手段であることが示された。

recBC sbcA株では、 recJ変異によって、多くの切断された染色体が観察されだ

が、それは recQ変異によって抑制された。このことは、 recJ変異の効果が recQ変異に

よって抑制されるという、 recBCsbcA株におけるプラスミドでの二本鎖切断修復の解析

。くusanoet al. 1994a)を支持する。また、 recBCsbcBC 1，ッククラウンド同様、 recBC
sbcA株で recFと recO遺伝子の変異によって嬢れた染色体が観察されたが、このパック

グラウンド CRecE経路)での RecF経路の遺伝子産物の働きは不明である。

この自然に生じる大腸菌染色体の二本鎖切断の解析において、どの組換え経路の

;，ックグラウンドでち相同組換え中間体形成以後その解離までの過程に必要な、組f負え後

期に1動く遺伝子の欠損では嬢れだ染色体の蓄積は観察されなかった。また反対に、壊れだ

染色体を罫貧させる recBC欠損株に、さらにそれらの紹換え後期遺伝子の欠績を合わせ

ると、その蓄積が抑制された(データは示していなし¥;Seigneur et al. 1998)。このこと

は、組換えの後期に働くと考えられてきたこれらの遺伝子産物が、組換えの初期過程、と

くにDNAに二本鎖切断を導入するステッブに関与していることを示唆した。
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制限修飾系が引き起こす染色体再編

11型の制限修飾系は、プラスミド上ばかりではなくて、染色体上にも多数見つかっている

(Rob巴巾&Macelis 1999;小林 1999)。染色体よの制限修飾系色、それを相同な DNA

による置き換えによって失わぜるようとしたときに、その置き換えに対して挺抗レ、その

遺伝子苅を失った細胞を殺した(結果の7章〕 。つまり、制限修飾系による分離後宿主殺

し戦略による自己の安定化は、それがプラスミド上にあるとさばかりではなくて、染色体

上に存在する揚合でも同篠に観察されたのである。これによって導かれる「制限修飾系が

利己的な遺伝子である」という仮説は、 11型の制限修飾系に関する謎のいくつかを説明す

る (Alm& et al. 1999; Kobayashi 1996; Kobayashi 1998; Kobayashi 1999; Kusano et al 

1995; Nakayama & Iくobayashi1998; Rocha el al. 1998)。

これについての私の発見を要約すると以下のようになる。すなわち、 1)染色体上

の制限修飾系を、それと相同な DNAで置き換えようとするとそれに挺抗した。2)置き換

え体(形質導入体〉の多くで、置き換えたはずの制限修飾系が、置き換えるドナーのマー

力ーととちに残り、不安定な部分2倍体として振る舞っていだ。 3)これらの生き残りで

は、(重複を含む〉大規模なゲノム再編が起きていた。4)そのゲノム再編には復業主の IS3-IS3

聞の不等交叉を伴っていだ。

1)の発見は、 私たちの研究室で以前報告レた、制限修飾系をちつプラスミドを

それと共容できない別のプラスミドで追い出そうとすると、それに括抗レ、制限修飾系を

ちつプラスミドを失った細胞を殺すこと (Naitoet al. 1995: Naito et al. 1998)によく似て

いた。そのときち、共容できない導入プラスミドを選択したときのコ口二 の叙とサイズ

が減少しており、多くのちのが制限修飾系をちつプラスミドを依然として含んでいだ。つ



まり、プラスミドの安定化戦略として議論されてきた 「分離後宿主殺し」という機備は、

プラスミドに限ったことではなく遺伝単位が安定に維倍されるための一般的な戦略である

といえる。この戦略は、制限修飾系をもっ細菌集団の一部の細胞に、細菌ゲノムとは犯立

した水平伝癒する遺伝単位が、それと共仔できないプラスミドにのって、あるいは相同な

DNAにのって侵入レて来たときに、分離後宿主殺レによって自殺することで近くにある

自己のクローンを、その侵入者から守るのに役立つ(図2)。このような遺伝子は、遺伝

学的な意味において「利己的な遺伝子」と昭ばれる (HurslelaI.1996)。

細菌ゲノム中には、レばしば多くの制限修飾系が見つかる。例えば、 2種のピロ

リ菌 (Helicobacterpylori)の全塩基配列から、それぞれ 50j固弱の制限修飾遺伝子ホモロ

グが同定されている (Tombel al. 1997; Alm et al. 1999; REBASE;信望ら 1999)。またイ

ンフル工ンザ菌 (Haemophilusinfluenzae)や淋菌 (Neisseriagonorhoeae)のゲノム中

にも多くの制限修飾系が見つかっている (Fleischmannet al. 1995; Stein et al. 1995)。こ

れらの細菌は自然に DNAを取り込む能力をちっているので、制限修飾系を含む DNAが水

平伝熔してくることが考えられる。私が実験で示したように、制限修飾系が染色体ょに入

り込んでいた揚合、それを失うと死んでしまうので、維持され、その数が増していつだと

考えられる。

制限修飾系をそれと相同な DNAで置き換える実験で、その頻度が細菌の組換え経

路に依存レていた。それは、その経路による相同組換え機憶の特色を反映し、例えば、制

限酵素による DNA二本鎖切断修復に特異化しだ相同組換え機構である RecE経路

CTakahashi et al. 1992)は、制限修飾系を失った後の染色体切断を直ちに修復するため

に、あるいは、相同組換えが染色体切断によって促進されるために (Galitski& Roth 1997)、
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その頻度の怪下(細胞死〉が少ないと壱えられる。

制限修飾系の置き換えの実験で、 IS3-IS3問の不等交叉によってゲノムの再編が起

きたちのが選択的に生き残っていた(結果の7-4章〕 。ゲノムの再編は、制限修飾系遺

伝子対の置き換え実験によって選択されたにすぎないのか?それとも、制限修飾系を失い、

染色体に二本鎖切断が生じる過程で引き起こされたのだろうか 71S3をプローブに行つだ

サザン解析の結果(図 46)で、制限修飾系をちつ (r+mつとさ特異的に、置き換えをし

なくてち、それを培養しているだけで、染色体再編を示すパンドが観察されていだ。それ

は、形質導入体で見られた新しいパンドを2む。このことから、制限修飾系をもっと、そ

れをI舌護している間に、そのゲノム徳造は再編されて図 43のような過程で制限修飾系を

2む領威力t重複したちのができ、それを引き継いだ細胞が、 置き換え実験でそのうちの一

方がドナーによって置き換えられでも、制限修飾系が1コピー残ることから、選択的に生

き競ったと考えられる。

また、何故生き残りにJ必要な重復だけではなく、大きな逆位を必すとちなってい

たのだろうかつIS3の転移によって書編が起さることち考えられるかちしれないが、その

頒度はここで観察したイベントに比べて桁違いにj~い (Sekine et al 1999; Sekine et al. 

1994)ので、それでは説明できない。制限修飾系遺伝子苅の中には、逆位を起こすインペ

ルターゼの遺伝子と密接にリンクレているものがいくつかある (REBASE)。制限修飾系

の働きには、逆位との何らかの関係があるのかちしれないが、私が実験で使った大腸菌株

には知られているインベルターゼの遺伝子はなかった。この問題とあわせて考えたいのは、

何故 IS3を、湾編を引き起こす不等交叉に使ったのかということである。実は制限修飾系

を挿入し疋 lacZ遺伝子領域の両側には、重複を起こし得る順向きの繰り返し配列とレて
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は、よりEいの距離が近し¥IS5がある。しかし、 IS5をプローブとしたサザン解析の結果、

得られた形質導入体で起きていた染色体再編を IS5による不等交叉では説明できなかった

(デ タは示レていなしり 。IS5ち153ちともに、2kb弱からなる繰り返し配列であるが、

実は染色体中のそれぞれの配列間のホモロジーが若干異なるのである。大腸菌染色体中の

IS5のホモロジーは、 90%前後であるが、染色体中に5力所しか存在しなし¥IS3のホモロ

ジーは 100%である。近くにあるホモロジーの怪い IS5よりも、遠くてもホモロジーの高

い IS3を使っていることも、相同組換えがこの染色体再編を引き起こしたという解釈と一

致する。図47に示したように、私が解析したすべての再編に 1つの IS3の部分 (IS3H)

が含まれていた。この近くに二本鎖切断によって活性化される複製依存的なカイ配列が存

在する可能性 (Kobayashiet al. 1982; Stahl et al. 1983a; Stahl et al. 1983b)や、近鍍して

復紋の力イ配列が存在することによって相同組換え活性が高い可能性 (Handaet al 

1997b)があるが、またこの部分が、染色体全体の中でも特に相同組換え活性の高い、復

製終結点 (Terサイト〉と近いことが重要であるかもしれない CNishitaniet al. 1993; Louarn 

et al. 1991; Louarn et al. 1994)。この位置に制限修飾系を近づけることが重要であつだた

めに、解析したクローンのすべてでここを含む大きな逆位が起きていたのかちしれない。

この現象が、制限修飾系の制限酵素が染色体を切断したことによるためのちので

あって、制限修飾系のメチル化酵素による、メチル化 DNA特異的な切断(大腸菌染色体

上の mc八あるいいは mrr遺伝子産物による (Heitman& Model 1987; Raleigh & Wilson 

1986) )だけによるものではないことも、図46の IS3をプローブとしたサザン解析で制

限酵素があるとき特異的!こ (r+mつ、培賛しているだけで再編を示す新しいバンドが出る

ことから明らかである。

166 



まとめ

以上、大腸菌の相同組換えの初期反応一組換えのホットスポットである力イ配列と組燦

え酵素の相互作用の研究から、大腸菌のメジャーな組換え機構の奇妙な振る舞いを、細菌

ゲノムとは独立した遺伝単位である制限修飾系遺伝子の解析を通して考えてきた。

制限修飾系遺伝子はもともと細菌ゲノムには要らないのに、宿主に入り込んで「中

毒状態」を作り出レ、それなしではゲノムが禁断症状によって死んでしまうということが

わかった。染色体にある制限修飾系遺伝子を取り隊こうとしたところ、底抗がおこり、部

分重複をきむ大規模なゲノム再編ーゲノム進化が起きた。

結論としては、細菌ゲノムは常に寄生者の脅威にさらされているので、細菌の相

同組換えという機構は、 「寄生者である侵入 DNAが自己マーカー配列である力イ配列を

持っていれば、 「自己」として取り込むが、そうでなければ分解する機矯」、すなわち水

平伝癒する遺伝子によって流動的なゲノムの中で、 「非自己」を排隠しながら「自己」を

維持する機憶であると考えられた。それは、制限修飾系をはじめとする細菌染色体に二本

鎖切断を導入する利己的な遺伝子の振る努いに括抗するが、ときには、細菌細胞に入り込

んだ制限修飾系遺伝子苅と協調して、別の利己的な遺伝単位を排除する。その際には力イ

配列の認識が重要である。染色体 DNAには、自然にも二本鎖切断を生じ、その修復にち

相同組換え機構は重要である。寄生者であるフアージも独自の相同組換え経路をもってお

り、それは宿主に感染レ、同じ寄生遺伝子である制限修飾系に刻してち自己の頻度をi曽加

させるのに適したものであった。

品目菌のゲノムというものは、寄生遺伝子、あるいは水平伝搬してきだ遺伝子との

競争を反映して今も柔軟に変化していた。ゲノムが細菌種ーを決めるのではなく、相同組l奨
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え機構が細菌の「自己」を決めているというのが私の提案である。
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