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論文内容の要旨

(目的)

色素性乾皮症 (xeroderma pigmentosum : X P) は， 日光過敏症，皮膚癌高頻度発生，精神神経症状を臨床的特

徴とする常染色体劣遺伝性疾患であり， 7 つの遺伝的相補性群が存在し，ヌクレオチド除去修復機構 (N E R) に異

常を持つことが知られている。 NER には，多くの蛋白質が関与していると考えられている。 XPA遺伝子はA群X

P の原因遺伝子で， XPA蛋白質は，損傷DNAに選択的に結合することから， NER において，最初のステップで

ある損傷認識に関わると考えられる o この XPA蛋白質を手掛かりとし， NER に関与する蛋白質問の相互作用，複

合体の形成を明らかにすることにより， NER の初期過程を明らかにすることが本研究の目的である。

(方法ならびに成績)

1. X PA結合蛋白質のスクリーニング

Yeast two -hybrid system を用いてXPA蛋白質と結合する蛋白質を検索した。 GAL4DNA結合ドメインベ

クターとして pGBT 9 , GA L 4 転写活性化ドメインベクターとして pGAD424, pG AD G Hを用いた。酵母 HF 7 c 

に pGBT 9 -X P Aを導入し，続いて pGAD GH HeLa cDNA library を導入した。ロイシン， トリプトファン， ヒ

スチジン欠乏培地にて生育したコロニーをフィルターアッセイにて β ーガラクトシダーゼ活性を指標とし， 120万個

のクローンをスクリーニングすることにより 39個のポジティブクローンを得た。ポジティブクローンからプラスミド

DNAを回収後， HF 7 c に再導入し， XPA蛋白質との特異的な結合を確認した。単離したプラスミド DNA のイ

ンサート cDNA をプローブとしたドットプロットハイブリダイゼーション法により， これらのポジティブクローン

は 3 種類に分類された。それぞれDNA塩基配列を解析し，予想されるアミノ酸配列を用いて，データベースによる

ホモロジーサーチを施行した。 3 種類のうち 2 種類は，未同定の蛋白質であったが，残りの l 種は replication proｭ

tein A (R P A) の34kDa のサブユニット (p34) であることが判明した。 RPA は，複製，組換え機構に必須な蛋

白質であることが知られており， NER にも必須であると報告されていたがその役割は不明であった。

Yeast two-hybrid system では， p34 は，既知の修復蛋白質である ERCC1 ， XPB , XPC , XPD蛋白質

とは結合せず. XPA蛋白質と特異的な結合を示した。また， XPA蛋白質は p34 の他に ERCCl 蛋白質にも特異

的な結合を示した。

2. XPA蛋白質と RPA との結合
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グルタチオン S トランスフエラーゼとの融合蛋白質G S T-p34 は，仇 uitro translation 法にて生成させた XP

A蛋白質と特異的に結合した。また，同様にGST-XPA と p34 も結合することを確認した。 RPA は， 70, 34, 

llkDa の 3 つのサブユニットの複合体である o XPA蛋白質は HeLa 細胞から精製した RPA複合体とも結合した。

さらに，全細胞抽出液を抗XPA蛋白質ポリクローナル抗体を用いて免疫沈降させ， RPAの各サブユニットのモノ

クローナル抗体で、ウエスタンブロ y テイングすることにより， RPA と XPA蛋白質が共沈することを示した。

3. XPA蛋白質と RPA との結合の意義

XPA蛋白質は，損傷DNA に選択的に結合するが， RPA と XPA蚕白質との結合が損傷認識に影響を与えるか

フィルターパインデイング法にて検討した。 RPA存在下では， XPA蛋白質のuv損傷DNAに対する結合能の増

強を認め， RPA と XPA蛋白質との結合が損傷認識に関わることを示唆した。

(総括)

1. Yeast two -hybrid system を用いてXPA蛋白質と結合する蛋白質を検索した。 3 種類の XPA蛋白質が得

られた。 2 種類は，未知の蛋白質であることが判明したが，残りの l 種は，複製機構 lこ必須な蛋白質として知られる

replica tion protein A (R P A) の34kDa のサブユニット (p34) であった。

2. in uitro で XPA蛋白質は， p34のみならず精製RPA とも結合した。さらに抗XPA抗体により RPA は共

沈し ， Ln uwo における XPA蛋白質と RPA との結合を示唆した。

3. R PA は，複製，組換え機構のみならず， NER にも必須な蛋白質であることが示されていたが， XPA蛋白

質と結合し，その損傷認識能を高めることから， RPAがNER において損傷認識のステッフ。に関与することが示さ

れた。

論文審査の結果の要旨

本研究は，ヌクレオチド除去修復機構 (N E R) の初期過程の詳細を明らかにすることを目的としたものである。

XPA蛋白質は， NERの最初のステップである損傷認識に関わる事が知られている o この XPA蛋白質に結合する

蛋白質を検索し， NER の初期過程における蛋白質問の相互作用について検討している。

XPA蛋白質と結合する蛋白質として同定された replication protein A (R P A) は，複製，組換え機構および

NER に必須な蛋白質であると報告されていたが，その NER における役割は不明であった。本研究により RPAが

XPA蛋白質と結合し， XPA蛋白質の損傷認識能を高めることが明らかにされた。これは， RPAがNER におい

て損傷認識のステップに関与することを示唆するものできわめて重要な知見である。さらに従来XPA蛋白質は損傷

DNAに選択的に結合することが示されていたが，結合能が比較的弱いことも指摘されており，蛋白質問の相互作用

により損傷認識能が高まることは， これに一つの解答を示すこととなった。また， R PA の 34kDa のサブ、ユニット

(p34) は，他の蛋白質との相互作用を予想されていたものである。 XPA蛋白質は， p34 と結合する生体内の蛋白質

として初めて報告されたもので， この点においても大きな意義を持ち，未だ明らかでない生体内における DNA複製

や組換えにおける RPAの蛋白質問の相互作用の解明にも示唆を与える知見と考えられる。

以上から，本研究は学位に値すると考えられる O
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