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論文内審 の 要 旨

DNAの複製や修復iこ関わる多くのタンパヂ質が翻訳後修飾接受けることが知られており、取り分けユピキチン化は DNA

J員傷応答においてそれらのタンパク質が機能を巣たすよで王室聖書な役割を拐っていると考えられている。 PCNA(Prolifera桓

盆富 c.nNucle"" Antigen)は DNAの複製や修復に関わる様々なタンパタ質iこ対する .li必2富 clampとしての機能を持つ

タンパヲ質であるが、 DNAが損傷を受けた細胞中では RAD6-RAD18複合体によってそノユピキチン化を受け、更に RAD

5-MMS2-UBC13複合体によってボザユピキチン化を受ける事が示されている。ユピキチン化された PCNAI立、損傷乗り越

え型の DNAポリメラーゼを損傷箇所1::lJクルートして e:rror叩F開 nepathwayを活性化させるか、あるいは損傷を回避する

ために未知の機構による error企eepathwayを活性化させる。

本研究によって、 PCNAだけがユピキチンイじされるのではなく、 PCNAをDNA上に口一ドする役割を持つ RFC(Repli 

cation Factor C)複合体サプユニットのhRFC2もまたa1kylatingagentもしくは H202の処還を受けた縮施中の Chro

盟atinJ:でユピキチ Y化を受けることを見出した， :i!! I~、このユピキチン化は RAD18ナ細胞では、大きく減少する ζ とを明

らかにした。

Sαcchαromy醐 cerevisi闘のRfc4(ScRfc4)はhu醐 anのRFC2と相向性がある。 Rpal(Replication P開 teinAl)と

の相互作用が弱くなった ScRfc4変異体が報告されている。この ScRfと4で変異しているアミノ酸残慕は、hRFC2では 228

番目の7スパラギン酸 (D)に穏当する。 228番目の Dをアラニン(A)Iこ置換したhRFC2変奥体D228Aを作成し細胞内

に導入すると、 D22畠AはDNA領傷縦しでも Chro盟副担上でユピキチン化を受ける事を明らかにした。また、 D228Aによ

るユピキチン化も RADl昌子総胞では、大きく減少することを明らかにした。

さらに RFC2のユピキチン化が RAD品目RAD18複合体によって起こる事を、訪問かゅの実験系を用い証明した。 ζの時、

PCNA の RAD品目RAD18 によるユピキチン化は RPA の;序在I~依与しないが、 RFC2 のユピキチンイヒは RPA によって阻害さ

れる事告明らかに Lた。

以上の結果は、人の紹胞中で、 RPAはDN瓦損傷』色、答において RFC2のユピキチンイとを抑制jするという調節的な役割を巣

たしているという事告示唆している。

論文審衰の結果の喪皆

DNAの複製や修復に関わる多くむタンパタ質が翻訳後{修費告を受けることが知られている。と層わけユピキチン化は、DNA

損傷応答において重要な役割を担ってお層、例えばPCN瓦は、 DNA損傷によりそノユピキチン化およびポザユピキチンイと

を受け、損傷乗号越え DNA合成iこ重要な役割を果たしている事が知られている。本研究では、 PCNAをDNA上1:口-1<

する役割を持つヒト RFC(Replic叫 ionFactor C)複合体の RFC2サプユニットが、 7Jレキル化期jもしくは H，O，の処理を

受けた細胞がタロマチン上でユピキチン化を受けるととを見出した。 更に、とのユピキチンftl立、 PCNA問機に
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RADふ丑ADl昌複合体I~依草子している事告、RADlS' 細胞を用いたi盟 vivo解析ならびにリコンピナント蛋白を舟いた invi廿0

隠潜成系から示したロ

出芽酵母の RFC2変異体では RPAとRFC2の相互作用地溺くなることが知られている。そこで、酵母の変異と和問な謝罪

位iこ変異を持つヒト RFC2(D22睦A)吾作製した結果、 DNA損傷の有無iこ関わらず細胞巾でユピキチン化を受ける事が示

された。また、これと一致して invit:出再構成系においてユピキチン化が RPAによ担阻害された。これらの事から、 RPA

がRFC2のユピキチン化制御に重要な役割を果たしている事が明らかとなった。

以との研究結巣は、ゲノム恒常事E維持機構の解明に寄与するところが多い。

従って、本論文は博士〔医学〕の学位論文として価値あるものと認める。

なお、本学位授与申請者は、平成 20年2月25日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け、合格と認められたもので

ある。




