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１．研究実施の概要

　ヒトを含めた地球上のすべての生物は、外的あるいは内的要因により生じたゲノ

ムDNA上の構造的異常を見つけて修復する、多様な機構を進化の過程で獲得してき

た。これらの機構が、ゲノムに関わる広範な病気の発生を防御している。なかでも

ヌクレオチド除去修復の機構は、極めて広範なゲノム損傷に対応する重要な経路で

ある。我々は、最近、ヌクレオチド除去修復（nucleotide excision repair ; NER）に

おける損傷認識タンパク質の同定に成功し、その経路を解明する手がかりを得た。

さらに最近、損傷を越えて忠実なDNAの複製をすることが出来る新たなDNAポリ

メラーゼ（pol�）をヒト細胞から発見し、複製中に遭遇した損傷を回避する機構の

研究に端緒を開いた。

　本研究では、これらの代表的な遺伝子修復機構を徹底的に解析し、ゲノム情報を

安定に保持するための、分子メカニズムを明らかにすることを目標にしている。ま

たこれらの機構に働く遺伝子に欠損を持つマウス個体を作成し、それらの解析から、

これらの遺伝子がゲノム情報を維持し、個体をがんや老化、遺伝病から守る仕組み

を明らかにするとともに、他の細胞機能におけるこれらの遺伝子の役割を知ること

も目指している。本研究により、哺乳類におけるゲノム情報維持のための普遍的な

戦略を明らかにすることが期待されるばかりでなく、がんや老化の仕組みの根本的

な理解がなされるであろう。

２．研究実施内容

Ⅰ）哺乳類細胞におけるDNA損傷の認識と修復の分子機構

　哺乳類細胞において、ある種のDNA損傷がXPC-hHR２３B複合体により認識され

た後、基本転写因子の一つであるTFIIHが損傷部位にリクルートされることが明

らかになった。しかしXPC-hHR２３B複合体が具体的にDNAのどのような構造を

認識するのか、という点については不明である。その点を試験管内修復系等を用

いて明らかにすることを目的とする。

　バクテリアからヒト細胞まで、転写鎖上のDNA損傷は非転写鎖上のそれよりも

早く修復される機構が存在し、「転写と共役したDNA修復」（transcription-
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coupled repair ; TCR）と呼ばれ、転写機構とNER機構の密接な相互作用が示唆

される。転写鎖上の損傷以外はゆっくりと修復され、「ゲノム全体の修復」

（global genome repair ; GGR）と呼ばれる。コケイン症候群（CS）患者由来の

細胞は、色素性乾皮症（XP）患者由来の細胞と同様、紫外線に高感受性を示す

が、CSではTCR機構が選択的に欠損していることがその原因であると考えられて

いる。逆に、XP-C細胞ではTCR機構は正常だが、GGR機構が特異的に欠損して

いる。XPの他の相補性群ではTCRとGGRの両方の過程に異常を示す。これらの

結果は、CSA、CSBタンパク質がTCR機構特異的な役割を担い、逆に、XPCタン

パク質がGGR機構特異的な役割を担っていることを示唆する。しかし、CSA、

CSB、XPCタンパク質の機能を始め、TCRとGGRに特異的な分子機構は全くと

いってよいほど不明の状態である。

　最近我々は、自分たちが同定したXPC-hHR２３B複合体が、GGRにおいて紫外線

照射によりDNA上に生じる６- ４光産物などのDNAに比較的大きな構造変化を

与える損傷を認識し、NER反応の開始因子として働くことを見出した。XPC-

hHR２３B複合体は、損傷を中心としたDNA２本鎖にきちんとしたフットプリント

をかける点で、これまで損傷DNAに優先的に結合すると言われていた他のNER因

子とは明らかに異なり、GGR機構の詳細な解明の糸口になると期待される。そこ

でXPC-hHR２３B複合体が具体的にDNAのどのような構造変化を認識するのかを

ゲルシフト法により調べた。その結果、驚いたことに損傷の有無にかかわらず、

３ないし５個の小さなバブル構造にXPC-hHR２３B複合体は効率良く結合した。

したがって、このタンパク質複合体は損傷そのものを認識するのではなく、損傷

によってその周囲に誘起されたDNA構造の歪みを認識して結合するものと考え

られた。実際、紫外線によって生じるDNA損傷のうち ６- ４ 型光産物に比べ、

DNA二重らせんに大きな歪みを起こさないシクロブタン型ピリミジン二量体

（CPD）はXPC-hHR２３B複合体によってほとんど認識されないのに対し、CPDの

反対側にミスマッチを導入し、DNAの歪みを大きくしてやると、XPC-hHR２３B複

合体の親和性が増強された。しかしながら、無細胞系においてNER機構による

DNA鎖の切り出しが起こるためには、バブル構造中に損傷塩基が存在することが

必要であった。すなわち１）XPC-HR２３BがDNA構造の歪みを認識して結合した

後、２）NERによって除去すべき損傷が実際に存在するかどうかを確認する、と

いう２段階の損傷認識機構が働いているものと考えられる。

Ⅱ）哺乳類細胞のTCR反応の分子機構

　遺伝学的及び細胞生物学的実験結果より、ヒトのTCR機構には転写伸長中の

RNAポリメラーゼⅡ、CSA、CSB蛋白質が関与することが示唆されるが、それぞ

れの機能を始め、TCR機構の詳細な分子機構は不明である。田中らは、ヌクレオ
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チド除去修復の共通過程に関与するXPA蛋白質と結合する新規蛋白質XAB２を同

定し、それがCSA、CSB、RNAポリメラーゼⅡと結合すると共に、抗XAB２抗体

のマイクロインジェクションによりTCR及び転写に関与することを明らかにし

た。XAB２は５つの因子とほぼstoichiometricに結合し、コアXAB２複合体を形成

すること、XAB２複合体はDNAやRNAへの結合活性及び転写伸長を促進する活性

を有することを明らかにした。XAB２蛋白質複合体は、転写伸長及びTCR機構に

関与する種々の蛋白質を、転写伸長部位及びDNA損傷によって転写が停止した部

位に集合させる重要な役割を果たすことが示唆された。遺伝子ターゲテイング法

により、マウスXAB２遺伝子のプロモーター領域とエキソン１- ４を欠失させたマ

ウス、及び、XAB２のC末端１６２アミノ酸残基を欠失させたマウスを作成したが、

いずれも桑実胚まで成育するものの、着床前に死亡し、XAB２が胚発生に必須の

遺伝子であることを明らかにした。他方、CSA蛋白質は紫外線照射後、核マトリ

クスに移行すること、本現象はXPA、XPC蛋白質の機能には依存しないが、CSB

蛋白質に依存した現象であることを見つけた。すなわち、TCR反応の場として核

マトリクスが重要な役割を果たすこと、CSAとCSBはTCR機構において密接な相

互作用をすること、CSAはCSBの後で、しかもXPAの前の段階で働く蛋白質であ

ることを明らかにした。

Ⅲ）哺乳類細胞における損傷乗り越え複製の分子機構

　複製中の鋳型DNAに損傷がある場合の、緊急避難的な損傷乗り越え複製の機構

にも、誤りがちなものと、比較的エラーを起こし難いものとが存在することが分

かってきた。そこで損傷乗り越え複製経路の全体的な理解を目指して、それらの

分子メカニズムを明らかにすることを目標としている。

　バリアント群XPの責任遺伝子産物であるpol�が、CPDだけでなく、脱塩基部位

（AP）、シスプラチンを付加したグアニン、アセチルアミノフルオレン（AAF）

を付加したグアニンなども乗り越えることを既に明らかにしているが、本年度は

その際、損傷の反対側にどの塩基を好んで挿入するかについて検討した。その結

果、APサイトに対してはAあるいはGを、またシスプラチンGGに対してはCCを、

更にAAF-Gに対してはCを、それぞれ好んで合成した。またpol�は従来型のDNA

ポリメラーゼに比べると、明らかに複製の忠実度が低く、一定頻度で正しくない

塩基を取り込む。その際、それを効率良く伸長できるかを検討したところ、正し

い塩基の場合に比べ、伸長しにくいことが判明した。これらの結果から、本酵素

は損傷の反対側に比較的正しい塩基を取り込み易いという性質と、もし誤った塩

基を取り込んでしまったときにそれを伸長しにくいという性質で、全体的にエ

ラーの少ない損傷乗り越え複製を行っていると考えられる。
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