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平成2年12月にこちらに沿任し， 翌年3月までは研究室のセットアップに導念， 平成3年4月から

本格的に研究を開始した。 このとき丁度， 前任地の九州大学で行っていた大）腸歯の複製終決システム

に関する解析を終え， ほぽその全容を明らかにし終えたところであった。 複製終結点(terminus: Tcr) 

とは， 大腸菌の環状ゲノム上にある単一の複製開始点(oriC)のちょうど其向かい側にあって， 複製

フォ ー クの進行を阻止する部位のことである。 研究を開始した時点では， その存在と極性， つまり特

定の方向から来るフォ ークは阻害するが， 逆方向のそれは全く阻害しない性質， は知られていたもの

の， その構造や阻害の機構などほとんど不明のままであった。 我々はフォーク阻害活性を測定する簡

単なアッセイ法を考案し， それを駆使することで複製終結点の塩基配列構造， そこに特異的結合する

蛋白牲(Ter結合蛍白質）の構造遺伝チの同定と構造解析， Tcr結合蛋白質の精製とその性質の解析，

さらにStanford大のKornberg研究室との共同研究による梢製Ter結合蛍白質を用いた試験官内での

フォ ーク阻害反応再現の成功などによって， 大腸菌の複製終結システムの全容をほぼ解明することが

できた。 なお興味ある問週として， 複製終結の生理機能と終結点が示す極性の分子的メカニズムの解

明が残された。

さて基生研での仕事としては， 我々が以前より見い出していた複製終結点領域に存在する組み換え

のホットスポットの解析を選んだ。 我々の系は次のようなものである。 宿主大））易歯として， DNA:

RNA雑種分子のRNA部分のみを特異的に分解する酵索RNascHの欠損した(nIが）株を用いる。 そ

の株に大腸菌の染色休由来のEcoRIDNA断片をKm r 逍伝fと結合させたものを祁人し， Km r 株を選

択， それをKm存在下で培殺し， 通常のアルカリ法によってプラスミド様DNAを抽出してくると，

祁入したDNAは自立複製不能であるにもかかわらず， 特定のDNA断片では， 多紐の環状DNAとし

て回収される。 宿主に祁入された環状のDNAは， ゲノム上の相阿領域に組み換えによって一旦挿人

されるが， 増殖中に相同組み換えによって再び切り出されてくるであろう。 もしその断片上にホット

スポットを有する勘合， 甜頻度で切り出しが起こりその結果環状ONAが裕積すると考えられる。 そ

こでそのようなDNAをホットスポット(llot) DNAと呼んだ。

計8ケのHotDNJ\を分離し， 染色体上の位散を決定したところ， 輿味深いことにそのうちの7ケ

が複製終結領域に染中することが判明した。特に複製終結．，5,に近いHotAについて詳細に調べたとこ

ろ， HotAのホットスポット活性には， 終結点で阻害された複製フォ ー クの裕積が必須であることが

半lj明した。 それに加え， すでに知られている人））易菌のホットスポット配列である， Chiの存在もその

活性には必須であった。 これらのことを総合的に考えることで， HotAの組み換え活性化の分子機構
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モデルを提出した。モデルでは進行を阻止されたフォークの 2 本の姉妹染色体の一方に 2 本鎖切断が

生じ，それを修復するための糾み換えが， HoLDNA を切り出す結果を招くというものである。この現

象に対する RNascl-l欠損株の役割とは．本来単一レプリコンである大）I易歯ゲノムを多重レプリコンヘ

と変換することにあると考えてよい。特に ml（株において新しい複製IJf.l始点が，複製終結領域に複

数出現することから，これらの開始，r.\からスタートしたフォークはその周りにある終結点でその進行

を直ちに阻害されるため，阻害フォークが蓄秘されると予想され，事実野生株に比べ著しく蓄栢され

ていた。このモデルの検証のため，野牛株の染色体に合成した複製終結、t.＇：配列を挿入し，‘常時そこで

フォークが裕梢するような株を新に作成したところ，それまでコールドスポットであった DNA 部分

をホットスポットに変換させることに成功し，モデルの正しさを証明できた。

このモデルをさらに発展させIiiにホしたモデルに到達した。本モデルは次のことを述べている。複

製フォークが(III らかの原因で進めなくなった時，それを，｝文分解し新たな複製フォークを再構築する

のが相同組み換えの一つの機能ではないかとの考えである。我々はその糾み換えの開始が DNA の 2

本鎖切断にあると考えている。 DNA 分チの末端は，糾み換えに対し活性が沿jいことは以前から知ら

れていることであるし，細菌のゲノム， ミトコンドリヤや策緑体の DNA も環状で末端をもたない。

末端をもつ兵核生物のゲノムもテロメアという特殊な構造を有している。これらも全て末端があれば

索早くそこから複製フォークを効率良く再生しようとする組み換え反応から逃れるためと考えること

もできる。このフォーク再生の組み換え反応は，蔽も原始的な組み換え機構である可能性が，心jく，そ

れがこれまで営々として複製フォークの進行を保証してきたと考えられる。

では，実際真核生物においても圃様のことが起こっているのだろうか？ 我々は酵母の組み換えの

ホットスポット (HOTl) に着目し解析したところ， HOT1 部位には，複製フォーク阻害 (RFB) 部位が
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含まれること， しかも大腸菌と同様にそのホットスポット活性にはフォーク阻害活性が必要であるこ

とを明らかにした。しかし酵 I:}:の HOTl は rRNA 遺伝子の転与制御部位からなり，フォーク阻害活

性に加え，その転写活性もホットスポット活性に必須であることを他の研究者が明らかにしているこ

とから，大腸l討とは異なる面をも有する。

DNA と複合体を形成した大腸は複製終結タンパク質の構造（口絵10参照）
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残された問題，複製終結点が示す極性の謎に答えるには，終結点 (Ter) 結合タンパクの 3 次元構造

を知ることが先決であろう。基生研に来る前より， Ter 結合タンパク質の結晶化とその構造解析のた

め．生物分子工学研の森川耽右博士のグループと共同研究をスタートしていた。長年の苦労の後，森

川グループの総研大学生の鎌田勝彦氏を中心に， Ter 配列 DNA と Ter 結合タンパク質の複合体によ

る共結晶化に成功，械終的に 2.7A の解像度で，この DNA ータンパク質複合体の三次元構造を明か

にすることが出来た。その結果， Ter タンバク質の DNA に対する極めて高い結合能，新しい結合様式，

さらに特徴的な極性を説明可能とする魅力的なモデルを提示することが出来た。

以上の研究とは別に，堀内が代表者を務める日本の大腸菌ゲノム解析について簡単に触れたい。大

腸菌は言うまでもなく，現在の生物学の流れを作った分子生物学形成に最も寄与した生物であり，そ

のため逍伝学的，生化学的に最も良く解析されてきた。この様な大腸菌のゲノム解析は，他の生物の

ゲノム解析に対する辞書的役割をになう諏要で必須なものであるにも関わらず，これまで効率良く運

ばれてこなかった。そこで平成 7 年度より日本国内の大学，研究所に所屈の12グループが新チームを

作り，統一したプロトコールの元に徹底した分業化を図ることで，高効率で正確な塩基配列決定を行っ

てきた。その結果，これまでの 2 年弱の間に，大腸菌ゲノムのほぼ50％に当る約 2.3Mb の領域の塩

基配列を決定し，以前の日本のゲノム解析の成果と合わせ連統した60％の領域を決めることが出来た。

その結果これまで米国ウイスコンシン大の大腸菌ゲノムグループの公表している40％の領域と合わ

せ，全ゲノムの塩基配列が決ったことになる。この成果はチーム内の各グループの献身的な協力に負

うところが大きい。それに加えて日進月歩の新しい技術と装i在もそれを後押しした結呆である。今後

この成果をもとに，大腸菌の研究が新しい展1mを見せるであろうし，他生物のゲノム解析に大きな寄

与をするに違いないであろう。
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