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論文内容の要旨

血小板第 4 因子 (PF4) は巨核球細胞でのみ特異的に発現し、炎症部位での血液凝固促進する蛋白質である。

T -cl uster binding protein (TCBP) は、このPF4の発現を転写レベルで、制御する因子であり、 PF4プロモータ領域に

存在する T-cluster エレメント、 d(T • A)26に結合しPF4遺伝子の発現を抑制していることが知られている。 TCBP

はアミノ酸265残基よりなり、その中にアミノ酸100残基よりなる 2 つのRNP(ribonucleo particle) ドメインをタンデ

ムに 2 つ有している。 RNP ドメインは RNA 結合蛋白質に数多く見出されたモチーフであるが、近年幾つかの転写

に関与する DNA 結合蛋白質にもその存在が認められており、 TCBP もその 1 つであると考えられている。 TCBP を

はじめ、これら DNA 結合蛋白質のほとんどは 2 本鎖 DNA のみならず 1 本鎖 DNA とも結合するという性質を有し

ていることがわかっているが、その機能的な意義はよくわかっていなし」本研究では、 TCBP のこの特異な DNA 認

識機構を構造的観点から解明することを目的として以下の研究をおこなった。

各 RNP ドメイン(以下N末端側をNTD、 C末端を CTD と略す)及びそれら両方を含んだフラグメントを大腸菌

をもちいて大量調製し、それらの 2 本鎖 DNA と l 本鎖 DNA との結合、活性について分析用超遠心機をもちいて調べ

た。その結果、 TCBP は標的 DNA である d(T • A)26およびd(T)26 と l 対 1 で結合し、その特異的認識には特に

NTD が重要であることがわかった。 CTD は 1 本鎖d(T)26にのみ結合活性を示し 2 本鎖 DNA には全く結合しなかっ

たが、 TCBP の高親和性結合には NTD および CTD による協同的相互作用が重要であることが示唆された。

さらに TCBP の DNA 認識機構を原子レベルで理解するために、多次元 NMR 法による NTD および CTD の立体

構造解析および DNA の滴定実験を行い、 DNA 相互作用残基を同定した。それらが DNA と相互作用していた領域

は主に逆平行 β シート構造部分および β2-β3 ループ部分にマップされた。 DNA と相互作用していると考えられ

る部位には立体構造上近接している芳香族アミノ酸残基のクラスターおよび、これらの残基を取り囲むように点在し

ている塩基性アミノ酸が存在していた。

TCBP は 3 シート表面を用いて DNA を認識していることが明らかになった。このような DNA との相互作用様式

は既に立体構造が明らかになっている転写調節因子である TATA-binding protein や Y-box 結合蛋白質 CspB のにも

観察されている。これら三つのDNA 結合蛋白質の立体構造は、 β シート部分の配置および β シート表面に位置する

芳香族側鎖の空間的配置に類似性を有していた。
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論文審査の結果の要旨

石野哲也君は、血小板第 4 因子遺伝子の転写因子である T クラスター結合蛋白質中の DNA 認識部位にある 2 個の

RNP ドメインの立体構造を核磁気共鳴法で明らかにした。さらに T クラスタ一部位への結合様式を、その構造と沈

降平衡にもとづいて解明した。そもそも RNA 結合ドメインとして知られている RNP ドメインが 1 本鎖、 2 本鎖

DNA に結合することを構造的に明らかにしたことは、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める o
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