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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（nucleotide excision 

repair; NER）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。花岡らは、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

傷を乗り越えて忠実な DNA の複製をすることが出来る新たな DNA ポリメラーゼ（polη）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、遺伝病など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-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。 

昨年度までの研究で花岡らは、自分たちが同定した XPC-hHR23B 複合体が、GGR において損

傷そのものではなく、損傷によって誘起される DNA の構造異常を認識して結合することを明らかに

した。また XPC 複合体が結合した後の NER 反応の過程で、実際に損傷が存在することを改めて確

認する過程が存在することを示唆した。そこで本年度は XPC 複合体による損傷認識機構をさらに

詳細に調べるため、ゲルシフト法を応用した競合実験により、XPC 複合体の DNA 結合特異性を解

析した。その結果、小さなバブル構造を含む二本鎖 DNA に高い結合親和性を示した。更に XPC

複合体は DNA が二本鎖から一本鎖に移行する境界部分の構造を好んで結合することが分った。

NER によって修復される損傷の大部分は DNA の二重鎖構造に歪みを起こし、周囲の正常な塩基

対形成を妨害することが示唆されている。すなわち二本鎖と一本鎖の境界形成は NER 損傷に共

通した性質であり、ここで明らかになった XPC 複合体の性質は、NER が化学構造上まったく共通

性のない種々の損傷を認識するための重要な分子基盤を与えているものと考えられる。 

一方、XPC 複合体が DNA の構造異常、特に非対合塩基の存在を認識して結合することから、

従来NER以外の機構によって修復されると考えられてきた種々の損傷に対しても、それを認識して

結合できる可能性が出て来た。実際、O6-アルキルグアニンや脱塩基部位に対して XPC 複合体が

特異的に結合できることがゲルシフト法により示された。特に O6-アルキルグアニンについては反

対側に C が対合したときには XPC 複合体によって認識されるのに対して、pre-mutagenic に T が

対合した場合にはほとんど認識されなかった。さらに細胞抽出液を用いた無細胞 NER 系において、

O6-アルキルグアニンの切り出しが検出されたが、細胞種によってその活性に大きな違いが見られ

た。これはアルキルグアニン・アルキルトランスフェラーゼや塩基除去修復など、他の修復機構の

活性レベルに依存しているものと考えられ、ある種の損傷に関して複数の修復機構間でのクロスト

ークがあることを示唆するものである。 

Ⅱ） 哺乳類細胞の TCR 反応の分子機構 

「転写と共役した修復」(transcription-coupled repair: TCR) 機構には、コケイン症候群

（Cockayne syndrome; CS）の原因遺伝子産物である CSA や CSB 蛋白質、さらには RNA ポリメラー

ゼ II を始め、多数の蛋白質が関与すると考えられている。しかし、その分子機構の詳細は未だ不

明である。田中らは、DNA 損傷を受けた細胞では CSA 蛋白質が CSB 蛋白質依存性に核マトリクス

に移行することを見つけた。さらに、CS-A 患者で認められた変異 CSA 蛋白質は紫外線照射によっ

ても核マトリクスに移行せず、CSA 蛋白質の核マトリクスへの移行が TCR に関連した現象であること

を確認した。 これらの結果から、CSA 蛋白質が DNA 損傷の認識や修復蛋白質の損傷部位へのリ

クルート等に関与することが示唆された。そこで、CSA 蛋白質の機能解析を進めるため、CSA 蛋白



質が WD40 リピートモチーフを持つことに注目し、HeLa 細胞から CSA 蛋白質複合体の精製を行っ

た。さらに、CSA 蛋白質複合体構成因子について、質量分析法によりそれらの構成因子の同定を

行った。  

他方、田中らは、色素性乾皮症 A 群 (XPA) 遺伝子産物である XPA 蛋白質、CSA、CSB 蛋白質、

RNA ポリメラーゼ II とも相互作用し、転写及び TCR に関与する XAB2 蛋白質を見いだした。XAB2

は TPR モチーフを持つことから大きな蛋白質複合体に含まれることが予想された。そこで、 XAB2

蛋白質複合体を HeLa 細胞から精製し、その構成因子を質量分析法により同定した。そして、

XAB2 蛋白質複合体は in vitro 転写伸長反応系において転写伸長反応を促進する活性を持つこ

とを見いだした。 

田中らが樹立した XPA 欠損マウスとオランダの研究グループが樹立した CSB 欠損マウスは単独

では顕著な異常を示さないが、XPA/CSB ダブル欠損マウスは生後まもなくより運動失調等を示し、

生後２０日で死亡した。XPA/CSB ダブル欠損マウスでは小脳の発育異常、とくに、外顆粒層にお

ける細胞増殖の低下とアポトーシス上昇が認められた。これらの結果は、XPA や CSB 遺伝子が脳

の発育に重要な働きを持つこと、それらは異なる作用機序によること、DNA 修復機構が神経発育

に必須であることを示したものである。 

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。 

昨年度までに、バリアント群 XP の責任遺伝子産物である polηが CPD だけでなく、脱塩基部位

（AP）アナログ、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、その際損傷の反対側に比較的正しい塩基（AP サイトに対して A あるい

は G）を重合しやすいこと、またプライマー末端がミスマッチ塩基である場合、正しい塩基対の場合

に比べ、伸長しにくいことを明らかにした。しかしこれらの解析は定性的なものであり、反応機構に

関して結論を出すには不十分である。そこで本年度は反応速度論的解析を行い、polηによる損

傷乗り越え反応の効率と忠実度を定量的に評価した。その結果、polηは損傷のない鋳型とほとん

ど同じ効率で CPD に対してヌクレオチドを重合し、また伸長することが出来た。特筆すべき点として、

損傷のない鋳型 DNA 上では、polηは鋳型の T に対して A を最もよく重合するものの、G も重合し

やすく、またこれを伸長してしまうが、CPD(T-T)に対しては、損傷がない場合に比べて 10〜100 倍

高い忠実度で正しいヌクレオチドである A を重合し、伸長した。この結果は、polηが損傷乗り越え

複製においてのみ機能すべき DNA ポリメラーゼであることを示唆している。各種損傷に対する pol

ηの反応効率は、ヌクレオチドの重合効率、伸長効率ともに CPD>AAF-G>AP アナログの順であっ

た。CPD の場合に比べると反応効率は低下するものの、AAF-G に対しても、polηは正しいヌクレ

オチドである C を選択的に重合し、C が重合された場合に最も効率よく伸長反応を行った。この結

果は、polηが AAF-G のようなかさ高い損傷塩基に対してもヌクレオチドの選択性を保っていること



を示しており、構造生物学の観点からも興味深い。更に主要な酸化的損傷であるチミングリコール

やエテノアデニンについても検討し、polηがこれらの酸化的損傷も効率よく乗り越えることを明らか

にした。 

Polηが誤ったヌクレオチドを重合してしまった場合、それ自身はエキソヌクレアーゼ活性を持た

ないため、細胞内の別の 3’-5’エキソヌクレアーゼにより誤ったヌクレオチドを取り除く必要がある。

この点について、細胞抽出液による試験管内 DNA 複製系を用いて検討した結果、3’-5’エキソヌ

クレアーゼ活性を阻害すると、polηに依存した突然変異が誘発されることが示された。この結果は、

polηによる DNA 合成反応は、3’-5’エキソヌクレアーゼ活性を有する未知のタンパク質と協調して

働くことにより、高い忠実度を保っていることを予想させる。今後、polηと相互作用する因子を同定

し、複製 DNA ポリメラーゼと polηのスイッチングの分子機構を明らかにしたいと考えている。 

３．研究実施体制 

Ⅰ） GGR グループ 

① 研究分担グループ長名：花岡文雄（理化学研究所、主任研究員） 

② 研究項目 

・ GGR 反応の分子機構の解析 

・ GGR 反応における損傷認識後のステップの解析 

・ GGR 反応における損傷認識機構の解析 

・ GGR 反応の再構成系の構築 

Ⅱ） TCR グループ 

① 研究分担グループ長名：田中亀代次（大阪大学細胞生体工学センター、教授） 

② 研究項目 

・ UVs 症候群遺伝子のクローニング 

・ 哺乳類細胞における TCR 反応の分子機構の解析 

・ CSA 蛋白質複合体の構造と機能の解析 

・ XAB2 蛋白質複合体の構造と機能の解析 

・ TCR 欠損の分子病態の解析 

Ⅲ） TLS グループ 

① 研究分担グループ長名：花岡文雄（大阪大学細胞生体工学センター、教授） 

② 研究項目 

・ 真核細胞における損傷乗り越え複製の分子機構の解明 

・ 新たな損傷乗り越え複製蛋白質の同定と解析 

・ XPV ポリメラーゼの性状解析 

・ XPV 遺伝子ノックアウトマウスの作成と解析 
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