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DNAは 常 に安定性 を求 め られ る一方 で 、通 常の生育環境下 にお いて さえ、様 々な要 因

に よ り損 傷 を受 けてい る。 この よ うに して生 じた 自然DNA損 傷 は、複製 や転写 を阻害

す る とと もに、 自然突然 変異 を引 き起 こ し、 がん、遺伝 病 、老化 等の原 因にな る。 こ

のため細胞 にはDNA修 復機構 が存在 し、自然DNA損 傷 に よる突然 変異 を抑制 してい る。

本研究 では、自然突然 変異 の発生 と抑 制 の分子機構 につい て解 明す るこ とを 目的 とし、

DNA修 復機構 の一つ であ るヌ ク レオチ ド除去修復(NER)に 着 目した。

NERは 大腸 菌 か らヒ トま で高度 に保 存 され た重要 な修 復機 構 で、大腸 菌ではUvrA2B2

に よる認識段 階 、UvrC、Dに よる損傷DNAの 除去、DNAポ リメラーゼ1(PolI)に よる

修 復DNA合 成 を経て 、損傷 を取 り除 くこ とが知 られ てい る。 損傷の認 識 はDNA鎖 のゆ

がみ を指標 とす るため、様 々な種類 の損 傷 に働 くこ とで き、多様 な未知 の 自然DNA損

傷の修復 について も、重 要 な働 きをす る可能性 が考 え られた。そ こで、NERが 自然突然

変異 の抑制 に寄 与す るのかについ て調 べ る こ とに した。 まず、野生株 、NER欠 損株 と

NER過 剰 発現株 を用い て、通常 の生 育条件 下 にお け る自然突然変異 の発生頻度 を解析 し

た。 そ の結果 、予想 に反 し、すべ てのNER欠 損株 の変 異頻 度 は野生株 の半分程度 まで

低 下 し、過剰発 現株 で は大 き く上昇 した。 これ らの こ とか ら、通常 の生育条件 下にお

いてNERは 、 自然 突然変異 を抑 制す る よ りもむ しろ誘発す るこ とが示唆 され た。

そ こで次 に、NERに よる 自然突然変異 の誘発 メカ ニズム と して、通常 の生育条件 下で

は、NERを 必要 とす る損傷 がそれ ほ どないため に、①修復 の不必要 なDNA鎖 上 で過剰 な

修復反応 が生 じ、②修復DNA合 成 時の複製 エ ラー が 自然突 然変異 の原 因になってい る

とい う仮説 を考 えた。まず 、①NER過 剰 発現株 で は、DNA鎖 上 の損傷 を増 や さな くて も、

必 要以 上 の修 復反応 が起 こ るの かにつ いて ギ ャ ップ形成 か ら調べ た。 その結果 、NER

過剰発 現株 ではギ ャ ップ形成 が上昇す る ことが明 らかになった。 次 に、②修復DNA合

成 時のPolIの 複製 エ ラー が 自然突然変異 の一部 の原 因になってい る可能性 につ いて

調べ た。 具体 的には、複製エ ラー を起 こ しやす いPolIの 校正機 能の欠損株 とさらに

NERの 欠 損、過剰発 現 を加 えた大腸 菌株 を用 いて変異頻度 を調べ た。 その結果、PolI

の校正機 能の欠損株 では、野生株 に比べ変異頻度 が大 き く上昇 した。また、さらにNER

の欠損 を加 える と変 異頻度 が部分 的 に低 下 し、NERの 過剰発現 を加 える と変異頻度が さ

らに上昇 した。これ らの結果 か ら、NERに よる過剰 な修復反応 と修復DNA合 成 時 に生 じ

る複製 エ ラーが、 自然 突然変異 の一部の原 因になってい る ことが強 く示唆 された。

DNA修 復機構 は、損傷 を除 き元通 りにす る機構 と考 え られ てい るが、修復DNA合 成 を

行 えば低 頻度 では ある もの の複製 エ ラー が生 じる。以 上の事実 か ら、 自然突然 変異の

新 たな誘発 経路 と してDNA修 復機構 の関与が 、本研 究 におい て初 めて示唆 され た。
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自然突 然変異 の原 因 と発 生機構 の解 明は、進化 の原 動力の理解 につな がる生物 学の

基本的 な問題 であ る とともに、発 がんや遺伝 病の研究 の基本 的な問題 として医学にお

いて も重 要で あ る。 しか しなが ら、極 めて低 い頻度 で しか生 じない 自然突然変異 の研

究 は容易 では な く、そ の真 の発 生原 因について は不 明な点が多い。 これまで に、DNA

複製 エ ラニ に加 えて、酸 素 ラジカル な どの 内在性変異原 に よる 自然DNA損 傷が 自然

突然変異 の発 生原 因 とな りうるこ とが示 され てい るが、 これ らの前変 異損傷 のほ とん

ど全て が ミスマ ッチ修復機構 や塩基 除去修復機構 に よ り取 り除 かれ るた めに 自然突然

変異の主要 な原 因 とはな らない こ とも明 らかに されて い る。 した がって、特定 の修復

機構 の対象 に な らない発生頻 度が低 い未 知 の前変異損傷 が 自然突然変 異の原因 ではな

いか とい う推論 がな され てお り、 その少 な くとも一部分 は酸 素 ラジカル に よる何 らか

のDNA損 傷で あ るこ とも判 明 してい る。本研 究は、その よ うな未知 の 自然DNA損 傷

の除去 も含 めて、ヌ ク レオ チ ド除去修復(NER)機 構 が 自然 突然変異 の抑制 に対 して

どの よ うな役割 を果 た してい るのか を明 らかにす るこ とを 目的 として行 われた。NER

に関わ る遺伝子 の欠 損株 と過剰発 現株 を作製 して、自然突然変異頻度 を精査 した結果 、

予想 とは逆 に、欠損株 で は変異頻 度 の低 下、過剰発 現株 では変 異頻度 の上昇 が見い だ

され た。この ことか ら、申請者 はNERの 何 らかの作用 が 自然突然 変異の原 因 となって

い る と結 論 した。突然変 異 の検 出 と解析 に用い た標 的遺伝子 に限定 は され るが、 自然

に発生す る塩 基置換 の ほぼ半数 はNERに 依存す るこ とになる。申請者 は、次に、NER

が ど うして 自然 突然変異 を引き起 こす のか を検討 してい る。 まず 、ヌ ク レオチ ド除去

修復 の過剰発 現 に よ り、SOS応 答 が強 く誘導 され るこ とを見 いだ し、染色 体DNA上

のDNA損 傷が増加 しない場合 で もNERの 活 性 レベル を上昇 させ るだけで細胞 内に単

鎖DNAを 多 量に産み 出せ るこ とを示 した。これ は、損傷 がないDNAに 対 して もNER

が作用す るこ とができ るこ とを意 味す る。 したが って、NERが 低 レベル で しか発現 し

てい ない細胞 の染色体DNAで も、時間 に応 じてNER反 応 が生 じる可能性 が強 く示 唆

され た。 さ らに、変異誘発 にはNERの 修復DNA合 成 が 関与す る可能性 を考 えて、

DNAポ リメ ラーゼ1の 校正機能欠 損変異 を作成 して仮説 の検討 を行 った所、実際に修

復DNA合 成 のエ ラー がNERに 依 存す る 自然突然変異 の発 生 に関与す る ことを見いだ

した。 これ らの ことか ら、 自然突然変 異 の少 な くとも塩基置 換 の発生 には、不必要 な

NER反 応 の際の修 復DNA合 成 のエ ラー が重 要 な役 割 を果 た してい る こ とを示 した。

以上の よ うに 、本論 文 は 自然突然変 異 の起源 に関す る重要 な発見 を行 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。


