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論文内容の要旨

DNA損傷は様々な DNA 代謝反応を阻害する原因となり、突然変異で誘発される老化や癌化、細胞死につながる。

太陽光に含まれる紫外線は、生物が比較的さらされる頻度の高い損傷要因だが、生物は紫外線損傷に対する修復機構

を、進化の過程で獲得してきた。第一の経路は、ヌクレオチド除去修復 (nucleotide gxcision repair : NER) であ

る。ほとんど全ての生物種で高度に保存されており、さらに 2 種類の副経路、転写と共役した速い修復 (transcrip­

tion-_�oupled repair : TCR) とゲノム全体で行われる遅い修復 (global genome repair : GGR) が知られている o

第二の経路は、光に依存した反応で紫外線損傷を修復する光回復酵素で、ヒトや分裂酵母には存在しないが幅広い生

物種で保存されている o 一方、分裂酵母やアカパンカビなど一部の生物種にしかみられない第三の経路に、 UV 損傷

に特異的なエンドヌクレアーゼを介する修復機構、紫外線損傷除去修復 (UV damage gxcision repair : UVER) が

ある o

本研究では、以下の点から研究の対象に分裂酵母を用いた。 1 )出芽酵母とは異なり、紫外線損傷に対して働く 2

種類の除去修復反応 NER と UVER が存在し、紫外線に対する両除去修復機構の関係が解明されていない、 2) 遺

伝子型や機能因子などが出芽酵母に比べてヒトなどの晴乳類に近い、 3) 遺伝学的解析が容易で、特に細胞周期の研

究について、チェックポイジト機構、染色体の分配など、 DNA 修復と密接に関わる事象の理解が進んでいることで

ある。この DNA 修復のネットワークを明らかにできる可能性を秘める分裂酵母について、 UVER に比べて研究の

遅れている、 NER の研究に取り組んだ。

分裂酵母の NER 因子についてゲノムデータベース上での解析から、出芽酵母やヒトとは違い、分裂酵母では 2 種

類の RAD4 ホモログを rhp4A/B として新規に単離した。 RAD4 と複合体を形成する NER 因子 RAD23の分裂酵

母ホモログ rhp23も併せて単離した。本研究では、 rhp4A/B と rhp23について、生化学と遺伝学の両手法により、

機能解析を行なった。

出芽酵母では RAD4 が RAD23と、ヒトでは XPC が HR23と複合体を形成し、形成された複合体が損傷 DNA に

強い親和性を示すこと、又その機能は RAD4/XPC が担っていることが示されている。そこで rhp4 A/B と rhp

23の生化学的解析では、大きく 2 つの問題、 a) RAD 4 と RAD23ホモログ問で蛋白質の性質が保存されているか、

b) アミノ酸レベルで56%の相向性を示す rhp4 A/B 間で蛋白質の性質が異なるか、について検討した。

実験の結果から明らかにしたことは、 1) rhp4A/B と rhp23とが複合体を形成する、 2) rhp 4 B は紫外線損傷
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DNA に親和性を示すが、 rhp23では親和性を示さない、 3) rhp 4 A -rhp23 と rhp4 B -rhp23共に複合体として、

紫外線損傷 DNA に親和性を示すことである。以上の生化学的解析から、 rhp4A/B と rhp23について、出芽酵母

とヒトのホモログ間でみられる複合体形成能及び紫外線損傷 DNA への親和性については保存されているが、 rhp4

A/B 聞の機能的な差異は見られなかった。しかし、この様に損傷 DNA に対して等しく結合能を示す場合でも、出

芽酵母 RAD4 とヒト XPC の細胞内での機能は異なっており、 RAD4 は NER の TCR と GGR の両方に、一方

XPC は GGR に特異的であることが示されているo この問題については、さらに遺伝学的解析で検討を行なった。

遺伝学的解析では、 rhp4A/B がどの DNA 修復経路に働いているかを、単独破壊及び二重破壊株の紫外線に対

する感受性を指標としたエビスタシス解析を中心に研究を行なった。尚、 rhp23が NER の TCR と GGR に働くこと、

uvde が UVER で中心的な働きをすること及び出芽酵母 RAD2 の分裂酵母ホモログ rad13が、 NER 以外に塩基除去

修復にも関与する多機能修復因子である可能性についての知見は、すべて他のグループの報告による o

rhp 4A/B と rhp23の単独及び二重破壊株を用いた解析から明らかになったことはー 1) r゚hp 4 A 株とム rhp23

株では紫外線に感受性を示したが、 ßrhp4 B 株は感受性を示さなかったこと、 2) rhp 4 A/B 間では異なる機能

を有すること、 3) rhp 4 A が NER 以外の経路に関与すること、 4) rhp23の破壊は致死ではないが、細胞の生存

もしくは増殖に影響が出ることである。分裂酵母では、 NER の GGR に特異的な遺伝子の破壊株で紫外線感受性を

示さないことが報告されている。このことから、 rhp4 B が NER の GGR に特異的に働く因子である可能性が示唆

された。

UVER との関係について、 uvde との二重破壊から明らかになったことは、 1) rhp 4 A と rhp23は UVER とは異

なる経路で働くこと、 2) rhp 4 B と uvde との二重破壊では明らかな紫外線感受性の増大を示さなかったことであ

る。 NER の GGR に特異的な因子と uvde との二重破壊では、紫外線感受性の増大を示すという知見から、 2 )につ

いては rhp4B の機能を rhp4A が相補した結果である可能性が考えられた。また、 rhp4A が多機能である可能性

について検討した rad13とのこ重破壊からは、以下のことが強く示唆された。 1) rhp 4 A が NER に働くこと、 2) 

rad13と同じく塩基除去修復へ関与することであるo

以上の結果から、今回検討した二重破壊株について、大きく 2 つの表現型に分類することができた。 1 )紫外線量

が50J/nf付近で細胞が死滅するグループで、 NER 欠損株が、更に UVER 以外の修復を欠損した場合に共通の表現

型である o 2) 著しい感受性を示し紫外線量が20J/nf付近の低線量域で死滅するグループで、 NER と UVER の両

者を欠失したことによる。従って、 1 )に属する ßrhp 4 A -゚  rhp 4 B 株は NER の GGR と TCR に異常があるこ

とになり、 rhp4B が GGR にのみ働いていると予想されることから、 rhp4A は、少なくとも NER の TCR に、あ

るいは、 TCR と GGR の両経路に機能していると考えられる o rhp 4 A については、更に塩基除去修復で機能してい

ることを示す結果を得た。これは、出芽酵母やヒトのホモログでは知られていない新しい知見である。

本研究では出芽酵母の NER 因子 RAD4 と RAD23の分裂酵母ホモログとして単離した rhp4A/B と rhp23につ

いて、生化学と遺伝学の両手法により DNA 修復における役割を中心に研究を進めてきたが、 rhp23を破壊すると細

胞の生存に影響が出るという知見も得ており、今後の更なる解析から、 DNA 修復機構と細胞周期の有機的なつなが

りを解明する上で、本研究が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

紫外線 (ultravioletlight : UV) は、生物の生存を考える上で極めて重要な環境因子である o UV によって DNA

上に損傷が生じると DNA の複製や転写といった DNA 代謝に影響を及ぼし、ひいては変異や細胞死の原因となるo

そこで生物は進化の過程で UV 損傷を取り除く複数の経路を獲得してきた。第一の経路としては、広範な損傷の除

去に働くヌクレオチド除去修復 (nucleotide excision repair : NER) がある。第二の経路として光回復酵素による

直接的な修復があるが、ヒトや分裂酵母では存在しな L、。一方、分裂酵母やアカバンカビなど一部の生物種にしか見

られない第三の経路として、 UV 損傷特異的なエンドヌクレアーゼを介する紫外線損傷除去修復 (UVdamage exciｭ

sion repair : UVER) が存在する。
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著者は、遺伝学的な解析が容易で細胞周期の研究などは非常に進んでいる分裂酵母において、 NER の研究が進ん

でいないことに着目し、 UV 損傷に対する NER、 UVER、あるいはその他の修復経路の関連を探るべく実験を行っ

た。その結果、以下のような成果が得られた。

1 )出芽酵母 RAD4 (ヒトでは XPC) の分裂酵母ホモログを検索し、分裂酵母には RAD4 ホモログが 2 種類存在

することを明らかにした。それぞれ rhp4A、 rhp4B と名付けた (rhp : rad homolog in pombe) 。

2) 出芽酵母において RAD4 と複合体を形成している RAD23 (ヒトでは HR23B) の分裂酵母ホモログを検索し、

1 種類の存在を明らかにした (rhp23 と名付けた)。

3) 昆虫細胞で rhp4A と rhp4B をそれぞれ rhp23との複合体として発現することに成功し、いずれの複合体も出

芽酵母の RAD4/RAD23複合体、ヒト XPC/HR23B 複合体と同様、 DNA 結合活性を有すること、特に損傷

DNA に強い結合能を示すことを明らかにした。

4) rhp 4 A、 rhp4B、 rhp23のいずれも分裂酵母の生存に必須ではなかった。またそれぞれ単独の破壊株で UV 感

受性を調べた結果、 rhp23欠損株が最も UV に感受性で、 rhp4A 欠損株は若干感受性、そして rhp4B 欠損株

は UV に感受性が見られなかった。

5 )二重破壊株を用いた実験から、 rhp 4 B と rhp23 とは同じ修復経路 (NER と思われる)、そして rhp 4 A と

rhp23、 rhp4A と rhp4B とは部分的に同じ経路で働くが、別の経路でも働いていることが示唆された。

6) UVER 経路で働く uvde (UV damage endonuclease) との二重破壊の結果から、 rhp4A、 rhp4B、 rhp23のい

ずれもが UVER 経路とは別の修復経路で働いていることが明らかとなった。

7) これらの結果から、分裂酵母には、 NER 経路、 UVER 経路以外の修復経路が UV 損傷の修復に関わっている可

能性が示唆された。

以上のように、本論文は DNA 修復機構や発がん機構の研究に有用な知見を与えており、博士(薬学)の学位を授

与するに相応しいものと考える o
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