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（CAG）nに 代 表 され る トリプ レッ トリピー ト （3ヌ ク レオ チ ドリピー ト、TNR） は

遺伝 的不安 定性 を示 し、 ヒ トの各種神 経変性疾 患で は、それ らの原 因遺伝 子 のDNA

配列 中に存在す るTNRの コ ピー数 が以上 に増加す るこ とが発 症の原因 となってい る。

親 か ら子 に遺伝 情報が伝達 され る過程 でTNRの コ ピー数変動 （減少 と増加 ）が生 じる

こ とは明 らか になってい るが、神経変性 疾患発症 の際 の極 端 なコ ピー数 の増加 も含 め

て 、TNRコ ピー一数 の変動 の分 子機構 は ほ とん ど解 明 され ていない。 しか し、invitro

の研 究 にお いてTNRが 不完全 なヘ ア ピンや4重 鎖構 造 な どを形成す る ことや 、これ ら

の異常 なDNA構 造 がDNAポ リメラーゼ に よるDNA鎖 伸長 反応 が阻害 され る ことか

ら、TNRのirピ ー数変動 にはDNA複 製 が関与す る可能性 が示唆 されてい る。そ こで、

申請者 はTNRの 遺伝 的不安 定性 とDNA複 製 の関係 を明 らかにす るこ とを 目的 として、

ハ ン チ ン トン舞 踏 病 の 原 因 遺 伝 子 で あ るhuntingtin（HT7） 遺 伝 子 に 由来 す る

CAG／CTGリ ピー トを含 むDNA上 での複製 フォー・グの進行 を調べ るこ とを計画 した。

まず 、大腸菌oriOプ ラス ミ ドDNA複 製 系 を利 用 して、健 常者 お よびハ ンチ ン トン

病発症者 のCAG／CTGリ ピー トの コピー一数 を持つHTT遺 伝子 由来のDNA断 片 を クロ

ー ン化 したori（7・terBプラス ミ ドを鋳型DNAと してinvitro複 製系で の複製 フォー ク

の進行 を詳細 に解析 した。 そ の結果 、以前 の報告 とは異な り、発症者 レベ ルの大 きな

コピー一数 を持 つCAG／CTGリ ピー トで も複製 フォー クの進行 が顕著 に停止 しない こと

が分 かった。一方 、予想外 の こ ととして、HTT遺 伝 子のCAG／CTGリ ピー トの下流 に

存在す る33bpのDNA領 域が複製 フォー クの進行 を妨 げ るこ とが判明 した。 この33

bpのDNAは （CCG／CGG）7のTNRを 含ん でお り、dFRと 命名 して、方 向性 が異な る

dFR－1とdFR・IIに っいての詳細 な生化学 的解析 を行 った。そ の結果 、以 下の ことが明

らかにな った。1）CCGリ ピー トが リーデ ィング鎖合成 の鋳型 とな るdFR・IIが 強力

なDNA鎖 伸長 の阻害 を示 した。2） このDNA鎖 伸長 阻害 は大腸 菌、出芽酵母、 ヒ ト

の複製型DNAポ リメラーゼ に対 して検 出 されたが 、特 に真核生物 の リーデ ィング鎖

合成 に働 くDNAポ リメラーゼ εが最 も強 く阻害 された。3）DNAの 高次構 造 を取 り

除 く単鎖DNA結 合 タ ンパ ク質 が存在 して も、dFR－IIに よるDNAポ リメラーゼ εの

鎖伸長阻害 は解消 され なかった。以上の こ とか ら、HTT遺 伝子 のCAG／CTGリ ピー ト

自体 は複製 フォー クの進 行 に影響 を及 ぼ さないが、CAG／CTGリ ピー トの下流 に存在

す る短 いCCG／CGGリ ピー トがDNA合 成 の方 向に依存 してDNA鎖 伸長 を強 く阻害

し、複製 フォー クの一 時的な停止 を引き起 こす こ とを結論 した。複製 フォー ク進 行阻

害 は二本鎖DNA切 断 を誘 発す る可能性 が考 えられ ることか ら、そ のこ とが 引き金 と

なってCAG／CTGリ ピー ト内での異所 的な組換 えが生 じ、異常 な レベル の遺伝的不安

定性 を引 き起 こすモデル を提唱 した。
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遺伝情報 は世 代 を超 えて伝達 され る際 に、突 然変異や染色体 再編 な どに よ りあ る低

い頻度 で変化す る。 この遺伝 的変 化 はゲ ノム全 体 で同 じ頻 度 で生 じるので は な く、

DNA配 列や染色体構造 な どに よ り変化 し易 さが大 きく異な る。特 に遺伝 的変化 が生 じ

やすいDNA領 域 には様 々な種類 の繰 り返 し配列が存在す る ことが知 られ てお り、種

内で の遺伝 的多型 を生み 出す原 因 となるだけでな く、遺伝病発症 の原 因 となる場 合 も

知 られ て い る。 ヒ トの神 経変 性疾 患 の原 因遺伝 子 に存 在す る トリプ レッ トリピー ト

（TNR） は、その代表 的 な繰 り返 し配列 であ り、強い遺伝 的不安定性 を示す。健 常者

で もTNRの コピー一数 は個 人 によ り異 なるほ どの多型性 を示す が、発症者 ではTNRの

コピー数 が異常 な レベル に増加す る。この よ うなTNRの 遺伝的不安 定性 の分 子機 構 に

っ いては、神経変性 疾患 の発症 メカニズ ムの解 明や、発 症 の予 防の観 点 か ら医学上 の

重要 な課題 で あるた め、世 界 中で活発 な研究 が行 われ てきた。 しか しなが ら、TNRが

DNA鎖 伸長 の際に高頻度 で ス リッペ ー ジを起 こ しやす い こ とが示 されて い る以外 に

は、未だ に不明 な点 が多 い。

本論文 では、TNRの 遺伝 的不安定性 とDNA複 製 の関係 を明 らかにす るこ とを 目的

として、精製 した複製 タ ンパ ク質群か らDNA複 製 フォー クを試 験管内で再構成す る

こ とができ る大腸菌oriOプ ラス ミ ドDNA複 製 系 を用いて、 ヒ トハ ンチ ン トン舞踏病

の原 因遺伝子HTTに 存在 す る（CAG∠CTG）18－123のTNRを 含 むDNA配 列で の複製 フォ

ー クの進行 を詳細 に解析 してい る。その結果、TNR自 体 は複製 フォー クの進行 にほ と

ん ど影響を及ぼさないが、TNRの 近接 した下流に複製 フォークの進行を阻害す る配列

が存在す る ことを明 らか に してい る。さらに、この複製 阻害配列 の実体 は（CCG／CGG）7

のTNRで あるこ とを突 き止 め、詳 細な生化学的解析か ら鋳型 にqCG配 列 が含 まれ る

時 にのみDNAポ リメ ラーゼのDNA鎖 伸長反応 を強 く阻害す る ことを発 見 してい る。

また、様 々な複製型DNAポ リメ ラーゼ を用いた解 析 を行い 、真核 生物 の リーデ ィン

グ鎖合成 を担 うDNAポ リメラーゼ εが特 に強 いDNA鎖 伸長 阻害 を示す こ とか ら、

TNRの 遺伝的不安 定性 を説 明す る新 たなモデル も提 唱 してい る。

以 上の よ うに、本論文 は ヒ トの神経変性 疾患の原 因遺伝子 に共通 して見 られ るTNR

の遺伝 的不安定性 の分子機構 にお けるDNA複 製 の役割 を明 らか にす る過程 で、DNA

鎖伸長反応 を強 く阻害す る新 規の短いTNRを 発 見 した もので あ り、DNAポ リメ ラー

ゼ を介 した遺伝 的不安 定性 の誘 発 とい う新 しい概念 を提 唱 した もの と言 える。DNA構

造やDNAポ リメラーゼの作用機構 の理解 な どの学術 上、 さらには神経変性疾患 の予

防 ・治療 な どの応用 上の点で貢献す る ところが少 な くない。 よって審査委員一 同は・

本論 文が博 士 （バイオサイエ ンス） の学位論 文 として価 値 ある もの と認 めた・


