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DNAは生体内外の様々な要因により､絶えず損傷を受けている｡損傷は様々な修復機

構により排除されるが､修復されずに損傷がDNA上に残ると､ DNA複製時に複製ﾌｵ-

ｸが損傷部位で停止してDNA合成が阻害されることになり､それは細胞死につながる｡

これまでの研究から､細胞にはDNA修復に加えてDNA損傷による複製阻害からの回復

機構が備わっており､それらの働きにより細胞増殖阻害や細胞死から免れることが可

能になることが示されいる｡ DNA損傷による複製阻害の回復機構の-つとして､ﾊﾞｲﾊﾟ

ｽDNA合成経路がある｡この経路では､忠実度の低いDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞによって損傷

部位に対して塩基を挿入する過程(1nsertlon)と損傷と塩基が対合したﾌﾟﾗｲﾏ-末

端からDNA伸長させる廻程(extenslon)の二段階の反応を経て損傷による複製阻害をﾊﾞ

ｲﾊﾟｽし､複製ﾌｵ-ｸの進行を再開させるﾓﾃﾞﾙが考えられている｡近年､脊椎動

物には少なくとも7種類以上のﾊﾞｲﾊﾟｽDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞが存在することが明らかに

なっている｡しかし､これらの生体内での役割については不明な点が多い｡申請者は

DNA複製や修復に関わる酵素群が大量に含まれており､生化学的解析に適しているｱﾌ

ﾘｶﾂﾒｶﾞｪﾙ卵母細胞を使って､細胞内で起こる､ DNAのUV損傷に対するﾊﾞｲﾊﾟｽ

DNA合成活性の全容を明らかにしようと考え､ uv損傷(cpDもしくは､, (6-4)光産物)

を含む鋳型DNAのﾌﾟﾗｲﾏ-伸長括性をもつ因子の精製と同定を行った｡その結果､

卵母細胞中には少なくとも4種類のﾊﾞｲﾊﾟｽDNA合成活性(TLS活性)が含まれている

ことがわかった｡申請者はこれら4種のTLS活性の特徴付けと､活性を担うﾊﾞｲﾊﾟｽ

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの同定を進めた｡TLSl活性は鋳型DNA上の損傷の12塩基上流からDNA

合成を開始させる｢ﾗﾝﾆﾝｸﾞ反応条件｣でCPDと(6-4)光産物をﾊﾞｲﾊﾟｽすることが

できるが､損傷の直前からDNA合成を開始させる｢ｽﾀﾝﾃﾞｨﾝｸﾞ反応条件｣でﾌﾟﾗ

ｲﾏ-伸長することはできない｡精製の過程で複数の要因が関与することが分かった｡

TLS2括性は､ (6-4)光産物だけを｢ｽﾀﾝﾃﾞｨﾝｸﾞ反応条件｣のみでﾊﾞｲﾊﾟｽするが､

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞαがこの活性と挙動を共にしていた｡ TLS3活性とTLS4活性は両方と

もCPDを特異的にﾊﾞｲﾊﾟｽする｡これらの活性の精製を進めたところ､ TLS3はCPDを

｢ｽﾀﾝﾃﾞｨﾝｸﾞ反応条件｣および｢伸長反応条件｣でﾌﾟﾗｲﾏ-伸長する活性で､

TLS4はCPDを｢伸長反応条件｣でﾌﾟﾗｲﾏ-伸長する活性であった｡両方ともにﾊﾞｲ

ﾊﾟｽの効率は高く､ｴﾗ-ﾌﾘ-のﾊﾞｲﾊﾟｽを行うことが分かった｡ cpDの直前からの

ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ挿入によるﾊﾞｲﾊﾟｽ活性は､細胞抽出液にはTLS3のみが大部分を担い､

その次の伸長過程にはTLS3とTLS4がほぼ同様のﾚﾍﾞﾙの活性を担う｡抗体によるｳ

ｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾄや免疫除去実験およびTLS括性の阻害実験からTLS3にP｡1n､ TLS4

にPoIKが関与することが示唆された｡さらに大腸菌で発現させて精製したｱﾌﾘｶﾂ

ﾒｶﾞｪﾙのPolnとpoIKはそれぞれTLS3そしてTLS4と同様のTLS活性を示した｡
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紫外線による突然変異の誘発機構は大腸菌を材料にして､長年にわたり研究されて

きたが､数年前になって､ DNA損傷を乗り越えてDNA合成を行う新規のDNAﾎﾟﾘ

ﾒﾗ-ｾﾞが関与することが分かったばかりである｡同じころに､ﾋﾄでも同様のﾊﾞｲ

ﾊﾟｽDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞが発見され､その後､脊椎動物には複数のﾊﾞｲﾊﾟｽDNAﾎﾟﾘ

ﾒﾗ-ｾﾞが存在することが分かった｡しかしながら､これらのDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞは

細胞内に微量にしか存在しないことや､脊椎動物での遺伝学的･細胞学的解析の困難

さから､複数のﾊﾞｲﾊﾟｽDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの生体内での実際の働きや相対的な貢献

度､役割分担などについては不明な点が多い｡申請者は､細胞内にどの程度の強さの

ﾊﾞｲﾊﾟｽDNA合成活性が存在しているのか､さらに､複数存在すると考えられてい

るﾊﾞｲﾊﾟｽDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞがどのような役割分担をしているのかを明らかにする

ことを目的に､ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｪﾙ卵母細胞抽出液を材料にして生化学的な解析を行

っている｡その結果､以下の成呆をあげている｡

1 )紫外線による2種類のDNA損傷に対するﾊﾞｲﾊﾟｽDNA合成痕性が細胞抽出液中

に存在することが確認された｡今回の研究で開発された単純で直接的なｱｯｾｲ法で

の検出が定量的な解析や精製を可能にすることが示された｡

2)細胞抽出液のﾊﾞｲﾊﾟｽDNA合成活性を分画することにより､細胞抽出液には少

なくとも4種類の異なる活性(TLSl-4)が存在することを示した｡

3) TLSlは､損傷部位の手前からのDNA鎖伸長反応に依存した極めて効率の良いﾊﾞ

ｲﾊﾟｽDNA合成を行うもので､反応過程の特徴から新規のﾊﾞｲﾊﾟｽDNA合成活性で

あると考えられる｡複数の因子が関与することが示唆された｡

4) TL?2はDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞαによることが示唆されたが､ﾊﾞｲﾊﾟｽ効率が低い点

と鋳型の配列によっては検出できないこともあるものの､反応様式はこれまでに報告

がない新規のものである｡

5) TLS3とTLS4はｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｪﾙのPoITlおよびPolfC､あるいはそれらに関

連する酵素による活性であることが示唆された｡紫外線DNA損傷のうち､ cpDに対する

損傷直前からのﾊﾞｲﾊﾟｽ合成活性は､ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｪﾙ細胞抽出液中においては

TLS3とTLS4が主要な活性であることが示された｡ TLS4は損傷ﾊﾞｲﾊﾟｽ後の伸長過

程に特に高い効率を示すことも明らかになった｡

以上のように､本論文は脊椎動物の細胞抽出液中の複数のﾊﾞｲﾊﾟｽDNA合成活性

を直接検出し､それらの性格付けを初めて行ったもので､学術上､応用上貢献すると

ころが少なくない｡よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学

位論文として価値あるものと認めた｡


