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論文内容の要旨

遺伝子修復系は，放射線，紫外線，化学変異剤，複製エラーなどで損傷を受けた DNA を修復する，生体維持に必

須な機構である。とりわけヌクレオチド除去修復 (NER) は，多種多様な DNA 損傷に対処でき，真核生物では約30

種類の蛋白質が関与すると考えられている。当研究の対象である XPA 蛋白質は，真核生物の一連の NER 機能の内，

初期段階である塩基損傷部位の認識と修復系蛋白質の複合体形成の一部を担うと考えられている。 XPA を含めいく

つかの NER 因子の変異は，常染色体劣性遺伝病である色素性乾皮症 (Xeroderma Pigmentosum) の原因である o

XP 患者は，紫外線などで損傷を受けた DNA の修復機構に障害を持つため，高頻度の皮膚癌，臓器癌，神経変性，

知能障害などの症状をおこす。

全長273残基からなるヒト XPA 蛋白質が認識する DNA 損傷の種類は，紫外線による損傷から cisplatin などの化

学物質による損傷までの広い範囲にわたる。 Zinc-finger 領域を含む中央ドメイン (Met98-Phe219 ， 122残基)は，損

傷 DNA に選択的に結合し，また遺伝子複製にも関与する蛋白質 RPA (replica tion protein A) との結合能を有する

最小ドメインであることが分かっている o 筆者は， XPA 蛋白質が多種類の DNA 損傷を認識する機構と他の蛋白質

と相互作用する機構を立体構造の観点から研究するため，核磁気共鳴法 (NMR) を用いて， XPA 中央ドメインの立

体構造の決定，運動性の解析，および DNA， RPA70 と相互作用する部位の決定を行った。

まず， 15N , 13C , (80% 2H) で安定同位体ラベルした中央ドメインを精製し，一連の多核共鳴多次元 NMR 測定によ

り，各原子の化学シフトの帰属， lH間距離情報である NOE スペクトルの解析，二面角度情報であるスカラー結合

定数の測定，水素結合情報で、あるアミド水素/重水素交換速度の測定を行った。1.389個の距離制限(水素結合制限4

7個を含む)および， 83個の角度制限をもとに， sim ula ted annealing 法により立体構造を計算した。その結果，中

央ドメインは，亜鉛含有サブドメインと C末側サブドメインからなることが分かった。前者は， DNA 結合転写因子

である GATA-1や GRE の zinc-finger と同様の亜鉛配位や局所水素結合網をもつが，亜鉛含有サブドメイン全体は

新規で安定な構造をとっていた。後者も，新規な折りたたみを持ち，特徴として正に荷電した大きなくぼみをもって

いた。両サブドメインの聞には疎水性残基による相互作用が存在した。次に， RPA の単鎖 DNA 結合ドメイン

(RPA70サフーユニットの 181-422残基からなるドメイン)，あるいは， cisplatin による損傷24-mer 二本鎖 DNA が中央

ドメインに結合する部位を XPA の化学シフトの変化により同定した。その結果，亜鉛含有サブドメインは RPA

70181-422 と相互作用し， c末側サブドメインのくぼみは DNA と相互作用することが分かった。最後に， アミド 15N 核
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の緩和時間の測定と解析から，中央ドメインの運動性を解析した。その結果，分子全体の溶液内で、の回転拡散には異

方性が存在し(回転拡散テンソルの主値の比率が1.38)，その異方性も考慮した内部運動の解析から C 末側サブドメ

インのくぼみ領域が非常に柔軟で、あることが分かった。そのくぼみの柔軟性は， XPA 蛋白質が構造の異なるさまざ

まな DNA 損傷に適応して結合し，それらを認識するために必要であると考察される O

論文審査の結果の要旨

池上貴久君は， ヒト遺伝子修復の初期段階で関与する XPA 蛋白質のコアドメイン(122残基)の溶液内立体構造

を NMR 法で決定し，その部分に， DNA 結合サブドメインと， RPA 蛋白質との結合サブドメインの存在することを

明らかにした。本研究は，損傷 DNA 修復機構の初期段階を，構造的見地から明らかにした点で，博士(理学)の学

位論文として十分価値あるものと認める。

-304-




