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論文内容の要旨

遺伝情報の担い手であるDNA は、周囲の環境や自らの代謝産物由来の化学物質により常に傷つけられている。損

傷した DNA は、 DNA の複製や転写といった DNA 代謝反応を阻害し細胞死を引き起こすだけでなく、遺伝子変異

の原因となり、個体の突然変異を招くことがある o 現在ではこのような染色体 DNA上の変異の蓄積が、晴乳類の癌

や老化を引き起こすと考えられている。しかし生物は、大腸菌からヒトまで DNA 損傷を効率よく修復する機能を備

えており、 DNA 損傷による遺伝子変異を未然に防いでいる o また、 DNA 損傷修復機構は DNA 損傷の種類に応じて

複数存在し、それぞれが特異的な損傷を修復している o このような DNA 修復機構の中でも、最も広範な DNA 損傷

を修復することができるのがヌクレオチド除去修復機構 Cnucleotide excision repair;NER) である。

ヒトでは古くから、 NER を欠損する常染色体性劣性の遺伝病として、色素性乾皮症 Cxeroderma

pigmentosum; XP) などがこれまでに知られている。 XP 患者は、紫外線により DNA 上に生じる損傷が修復できな

いことから、日光過敏症を呈し、高頻度で皮膚癌を発症する o 現在、 XP 患者は欠損する遺伝子の違いによって、 8

つの相補性群に分類されており、患者から樹立された細胞株を用いて、ヒトの NER 機構の研究が行われてきた。そ

して、 XP 各群の責任遺伝子の同定や、遺伝子産物の生化学的な解析が進められているo しかし、これまでの解析は

主に裸の DNA を用いた解析であり、ヒトの細胞内で染色体 DNA がクロマチン構造を形成している点は殆ど考慮さ

れておらず、クロマチン DNA上における NER の反応機構については解析されていなかった。

そこで私は、無細胞系におけるクロマチン DNA 上でのヒトの NER 反応機構の解析に必須な、クロマチン DNA

を基質とする無細胞再構成NER 系の構築を目的として本論文の前半の実験を行った。基質には、 SV40 ウイルスの

ミニ染色体に、紫外線照射により DNA 損傷を導入したものを用いた。再構成を目指すストラテジーは、 1) NER 

の正常な培養細胞より調製した全細胞抽出液のカラムによる分画、 2) 分画したサンプルによる試験管内での NER

反応の再構成、 3) 分画したサンプルに含まれる既知の NER 因子のイムノプロット法による検出および定量、 4 ) 

既知 NER 因子を含む画分を高度に精製した既知因子で順次置き換えていく、という四段階で行った。もし、 4 の段

階でカラム画分の置き換えが不十分であれば、その画分についてさらに 1 から 4 のサイクルを繰り返すことで、損傷

DNA を切除する段階で NER 因子と協調的にクロマチン構造に働きかける因子が単離できると考えた。

実験の結果、次の事が明らかになった。すなわち、 1 )ミニ染色体上における NER 反応は、裸の DNA を基質に

用いたときと同じ因子群で再構成されること、 2) NER を促進する未知の因子が存在し得ること、 3 )短い反応時
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間ではミニ染色体上での修復効率が裸の DNA とほとんど同じであること、 4) 損傷 DNA 切り出し反応を長時間行

うと、クロマチン構造による抑制が見られることである o これらの実験結果と、クロマチン上に生じる DNA 損傷の

種類や局在の違いに加え、損傷の種類に応じた修復効率の違いを合わせて考察することで、次のように推論した。す

なわち、 SV40 ミニ染色体を基質とする再構成NER 系では、紫外線照射によりヌクレオソームのリンカ一部分に高

頻度で生じる 6 -4 光産物が効率良く修復されるのに対し、ヌクレオソームのコアの部分での修復効率が低下してい

るのである o 本論文中には示さなかったが、 SV40 ミニ染色体よりもはるかに均一な構造をもっ、モデル基質を用い

てより詳細な解析を行ったところ、再構成系における損傷 DNA の切り出しは、ヌクレオソーム構造によりほぼ完全

に抑制された。そしてこの抑制は、クロマチン構造のリモデリンク、、活性を持つ蛋白質により、有意に解消されること

が明らかになりつつある。

さらに私は、 NER 反応の再構成を行うために、 HeLa*田胞の核抽出液からXPC 複合体を精製したところ、新たに

三番目のサブユニット Cen 2 を見いだした。 Cen 2 は、出芽酵母を用いた遺伝学的な解析などから、細胞分裂装置

の中心体の構成成分であることや中心体の複製に必須な働きをしていることが知られていた。しかし、 NER はもち

ろんDNA 代謝との関連は全く知られていなかった。そこで、 Cen 2 の NER における役割を明らかにするために、

組換え蛋白質を作成し、先に構築した無細胞 NER 再構成系などを用いて生化学的な解析を行った。この際、もう一

つの XPC 構成サブユニット HR23B と併せて機能解析を行い、次のことを明らかにした。すなわち、 1) Cen 2 が

XPC と直接相互作用すること、 2) HR23B が NER の初期反応において損傷の認識に中心的な役割を果たす XPC の

構造を安定化することで NER を促進すること、 3) HR23B による XPC の構造の安定化が、 XPC の損傷 DNA への

結合に必須であること、 4) Cen 2 、 HR23B いずれも、溶液中における XPC の損傷 DNA 結合活性維持に働き、そ

の効果が相加的であることである。

特に、 HR23B が XPC の構造を安定化して、 NER を促進することが明らかになったことから、 XPC が NER 反応

中に大きな構造変化をしていることが示唆されたことは非常に興味深いことであるo また、 NER の開始因子であり、

損傷 DNA 結合活性を有する XPC 複合体に、 Cen 2 という細胞周期制御に関わる因子が含まれていることは大きな

驚きであるとともに、今後の解析により、これまで解析が進んでいなかった細胞周期と NER との協調的な制御機構

が解明される大きな礎となることが期待される。

論文審査の結果の要旨

遺伝情報の担い手である DNA は、様々な要因により常に損傷を受けているo 損傷 DNA は、遺伝子変異の原因と

なり、晴乳類の癌や老化を引き起こすと考えられている。しかし生物には、様々な DNA 損傷を効率よく修復する機

構が複数存在し、それぞれが特異的な損傷を修復している。このような DNA 修復機構の中でも、最も広範な DNA

損傷を修復するのがヌクレオチド除去修復機構 (NER) である。ヒトでは NER を欠損すると、高発癌性の遺伝性疾

患、として知られる色素性乾皮症 (XP) を発症する o これらの XP 患者で欠演する NER 機構を解明することは、ヒト

の発癌メカニズムの解明や XP の発症を予防する方法を確立する上で極めて重要であるo

著者は、染色体 DNA 上におけるヒトの NER 反応機構を明らかにする目的で、 SV40ウイルスのミニ染色体に紫外

線照射により DNA 損傷を導入したものを基質とする、無細胞 NER 系の精製蛋白質のみによる再構成を行し\次の

ことを明らかにした。

1 )ミニ染色体上における NER 反応は、裸の DNA を基質に用いたときと同じ 6 つの因子 (XPA 、 XPC 複合体、

XPF 複合体、 XPG、 RPA、 TFIIH) で再構成されること。

2) NER を促進する未知の因子が存在し得ること。

3) 短い反応時間ではミニ染色体上での修復効率が裸の DNA とほぼ同じであること。

4) 損傷 DNA 切り出し反応を長時間行うと、クロマチン構造による抑制が見られたことなどから、ヌクレオソーム

のコアの部分における NER に、クロマチンリモデリング因子が関与し得ること。

さらに著者は、ヒト HeLa 細胞から精製した NER 因子 XPC複合体中に XPC と HR23B 以外に新たに 3 番目のサ

j 、
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ブ、ユニットを見いだし、次のことを明らかにした。

1) XPC 複合体中に中心体構成因子 Cen 2 が含まれていること。

2) Cen 2 が XPC と直接相互作用すること。

3) 再構成 NER 系において HR23B が XPC に依存して NER を促進すること D

4) HR23B が、 XPC の構造を安定化することで、 NER を促進すること。

5) Cen 2 が HR23B による XPC の安定化に補助的な役割を果たすこと。

6) Cen 2 を介して XPC 複合体が、細胞周期やストレス応答系の制御を受ける可能性が有ること。

以上のように、本論文はヒトの DNA 修復機構や発癌機構の研究に対して、極めて有用な知見を明らかにしており、

博士(薬学)の学位を授与するにふさわしいものと考える。
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