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論文内容の要旨

色素性乾皮症 (xeroderma pigmentosum ; XP) は、日光過敏を主症状とする高発癌性の常染色体性劣性遺伝病

であり、 Aから G群 (XP-A--G) とバリアント群 (XP-V) の 8 相補性群に分類されている。 XP-A--G 群では、

紫外線により DNA 上に生じる損傷を修復するヌクレオチド除去修復機構 (nucleotide excision repair ; NER) が

欠損しており、一方、 XP-V 群では、 NER は正常であるが、紫外線照射後の複製に異常が見られている。我々は、

この XP-V 群の原因遺伝子産物 (XPV) を生化学的手法を用いて単離同定し、 XPV が紫外線により生じるシクロ

ブタン型ピリミジン二量体 (cyclobutane pyrimidine dimer ; CPD) を乗り越えて複製する新規 DNA ポリメラー

ゼ η(polη) であることを明らかにした。これまでに大腸菌や酵母を用いた遺伝学的な解析から、損傷を乗り越え

る複製機構 (translesion synthesis ; TLS) には、損傷を乗り越える際に、損傷の相補鎖に誤った塩基を取り込み変

異を誘発する経路と、正しい塩基を取り込み変異を起こさない経路の 2 経路あることが明らかにされていた。 Pol η 

は、チミン二量体である CPD に対してアデニン塩基を重合することから、変異を起さない経路に関与する DNA ポ

リメラーゼであると考えられるo また、他のグループの解析から、ヒトの変異誘発に関わると予想される損傷乗り越

え DNA ポリメラーゼも単離され、ヒトにも二つの TLS 経路が存在することが示唆されている o XP-V 群患者では、

変異を起さない経路を欠損するために、変異誘発経路が機能し、その結果、皮膚癌を発症すると推測される o しかし

ながら、晴乳類細胞内において、 2 つの TLS 経路がどのように制御され、そして発癌に寄与しているのか、現在の

ところ明らかではな L、。私は本研究において、 XPV遺伝子の個体における役割を解明し、さらに損傷乗り越え複製

と発癌との関わりを明らかにすることを目的として次のことを行なった。まず、マウス XPVcDNA (mXPめを単離

し、その解析を行った。さらに、 mXPV遺伝子破壊のためのターゲティングベクターを構築し、 XPV遺伝子欠損マウ

スの作出を試みた。

マウス cDNA ライブラリーよりヒト XPVcDNA をプロープとしてスクリーニングを行い、マウス XPV ホモログを

単離し、その配列を決定したo mXPVcDNA は694アミノ酸のタンパク質をコードし、推定されるアミノ酸配列はヒ

ト XPV タンパク質 (hXPV) と 80.3%の同一性を示した。単離した cDNA より昆虫細胞発現系を用いて組換えタン

パク質を作成した。 mXPV 組換えタンパク質は、 hXPV と同様に CPD 損傷を乗り越える DNA ポリメラーゼ活性

を有しており、単離したマウス XPV ホモログが、マウス DNA ポリメラーゼ η であることが確認された。次に、

mXPV タンパク質を XP-V 群患者由来の細胞抽出液に加えて、無細胞損傷乗り越え複製反応を行なったところ、
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mXPV タンパク質は、 hXPV と同様に XP-V 群において欠損する損傷乗り越え複製を相補する活性を示した。さ

らに、ヒト及びマウス XPVcDNA を XP-V 群細胞に導入することにより、 XP-V 群細胞の紫外線感受性を回復さ

せることを明らかにした。これらの結果より、 mXPV は、 hXPV と全く同様の機能を持つことが示され、マウスの

細胞内においても機能していると予想された。また、ノザンプロットによりマウス組織における mXPVの発現を検

討したところ、精巣、胸腺、肝臓及び皮膚といった増殖能を持つ細胞において比較的高い発現が見られた。さらに、

紫外線による発現誘導は見られなかったが、 S 期誘導に伴った mRNA 量の増加が見られた。これらの結果、 pol 7}

である mXPV は、細胞増殖による発現制御を受け、 DNA 複製に関わっている可能性が示唆された。

続いて、 XPV遺伝子欠損マウスを作出するために、 mXPV遺伝子のゲ、ノム DNA を単離し、その構造を決定したo

mXPV遺伝子は終止コドンまでが11のエキソンに分断され、翻訳開始コドンは第 2 エキソンに存在していた。この構

造を基に、 po1 7}の機能を完全に欠失した変異マウスを得るために、エキソン 2--8 を含む領域をネオマイシン耐性

遺伝子発現カセットで置換したターゲティングベクターを構築した。 ES 細胞のスクリーニングにより得られた相同

組換え体より 2 クローンを匪盤胞に導入し、キメラマウスを作出した。そのうち l クローン由来のキメラマウスより

mXPV変異アリルの生殖系列への伝播を確認し、 XPVヘテロ接合型マウスを得た。さらにヘテロ接合体マウス同士の

交配より、 mXPV ホモ変異体の作出を試みた結果、ホモ変異体は 1 匹も得られず、マウスにおいて XPV遺伝子のヌ

ル変異体は耐性致死になる可能性が示唆された。

マウスにおいて、 XPV遺伝子の欠損が耐性致死となった結果は、 XP-V 患者の存在を考えると非常に予想外のも

のであった。今後、耐性致死となった原因が、 XPV の損傷乗り越え複製に起因するものなのか、それとも未知の機

能に基づくものなのか解析を進め、ヒトでは XP-V 患者が存在し、 XPVは必須遺伝子ではないにも関わらず、マウ

スにおいては必須となる理由を明らかにしたいと考えているo そして、マウスを用いたこのような解析から得た知見

より、損傷乗り越え複製 DNA ポリメラーゼの分子レベルでの解析にフィードパックできるようになると大いに期待

されるo

論文審査の結果の要旨

DNA 上に生じた損傷は、 DNA 複製時において DNA 複製装置の進行を阻害することが知られているo 細胞内で

は、損傷による複製の阻害を組換え反応や、損傷を乗り越える複製反応 (translesion synthesis ; TLS) により回避

していると考えられているo このような反応は総称して「複製後修復」と呼ばれ、これまで大腸菌や酵母を用いた遺

伝学的な解析が主であった。当研究室では、ヒト高発がん性遺伝的疾患である色素性乾皮症バリアント群患者由来細

胞の TLS 欠損を相補するタンパク質を単離し、それが損傷を乗り越えて複製する新規 DNA ポリメラーゼであるこ

とを見い出し、その遺伝子クローニングに成功した。

著者は、この XPV ポリメラーゼの生体内での機能および他の修復系との関係を調べることを目的として実験を行

い、次のことを明らかにした。

1 )ヒト XPV (hXPV) cDNA をプロープとして、マウス cDNA ライブラリーより mXPV の完全長 ORF を単離し、

その塩基配列を決定した。マウス XPV タンパク質は、ヒト XPV タンパク質と全体で80.3%の同一性を示した。

2 )組換え mXPV タンパク質は、ヒト XPV タンパク質と同様に、紫外線により生じるメインな損傷であるシクロ

ブタン型ピリミジンダイマーを乗り越えて複製できる DNA ポリメラーゼ活性を有していた。

3) mXPVcDNA もヒト XPVcDNA も XP-V 群細胞に形質転換したときに、そのカフェイン存在下での紫外線感

受性を相補した。

4) mXPV は調べたマウス組織において、少なくとも mRNA レベルで普遍的に発現していた。特に精巣、肝臓、皮

膚、胸腺など、増殖している細胞を多く含む組織において高い発現が見られた。

5 )細胞周期に同調させた細胞における mXPVの発現を調べたところ、 DNA 合成の上昇に伴って発現の上昇が見ら

れ、 XPV ポリメラーゼが細胞増殖時に機能している可能性を示唆した。

6) XPV遺伝子の欠損したマウスを作出するために、 XPV遺伝子の真ん中をネオマイシン耐性遺伝子で置換したター
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ゲッティングベクターを構築し、 ES 細胞に導入した。キメラマウスを作成し、野生型マウスとの交配により、

ノックアウトした XPV遺伝子アリルの生殖細胞系列への伝播を確認した。続いてヘテロ接合型マウス同士の交

配によりホモ変異マウスの作出を試みたが、現時点ではホモ変異体は得られておらず、マウスにおいては XPV

遺伝子のヌル変異体は胎生致死である可能性が示唆された。

以上のように、本論文はヒトの DNA 損傷乗り越え複製機構や発がん機構の研究に対して、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相応しいものと考える o
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