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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（translesion synthesis; TLS）の研究に端緒を開いた。一方、田中らは、

「転写と共役したDNA修復」（transcription-coupled repair; TCR）に関わるコケイン症

候群A群（CSA）タンパク質が損傷に応じて核マトリクスへ移行することを見い出し、更に

CSAタンパク質を含む複合体の分離に成功している。 

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。これまでに「ゲ

ノム全体の修復」（global genome repair; GGR）に関してXPC-HR23Bタンパク質複合体が

損傷DNAに特異的に結合すること、しかしその認識は損傷自体ではなく、むしろ損傷に伴

って生じるDNAの構造異常によって規定されていることを明らかにした。今後、GGRにおけ

るもう一つの損傷認識タンパク質と考えられるdamaged DNA binding factor（DDB）とど

のように協調して働いているのかを明らかにする。またこれらの因子の翻訳後修飾などの

調節機構も調べる。一方、TCRに関しては、TCR特異的因子であるCSA蛋白質及びXAB2蛋白

質を多因子複合体として精製し、それぞれユビキチンリガーゼ活性及び転写伸長活性を持

つことを明らかにした。今後これらの活性がどの因子に由来するのかを同定すると共に、

それがTCR機構にどのように関与するのかを明らかにする。さらに新規TCR遺伝子のクロー

ニングを試みる。TLSに関しては、ヒトpolηが紫外線による損傷のみならず様々な損傷を

乗り越えること、また損傷に対し比較的正確に乗り越える機構を明らかにした。今後、他

のTLSポリメラーゼとどのように使い分けされるか、またこれらのポリメラーゼが損傷部

位にリクルートされる仕組みを明らかにする。 



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 

昨年度までの研究で、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複合体を中心にさらに研究を進め、以下に述

べる成果を得た。 

(a) 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、scanning force 

microscopy (SFM) を用いて、約800塩基対のDNA分子の中央から100塩基ほど離れた場

所にコレステロール損傷を有するDNAとXPC複合体との complex を観察した。その結果、

XPC複合体は損傷部位に１分子結合し、結合部位を中心として平均135度の角度に折り

曲げることが明らかとなった。この折れ曲がり構造がGGRの以下のステップに寄与して

いると考えられる。 

(b) XPC複合体のDNA結合は損傷非依存的であり、NER反応の正確性を保証するためには以

後の反応過程において損傷塩基の存在を改めて確認するステップが重要である。人工

的なDNA基質と無細胞系を用いた解析により、NERには最初のXPC複合体が結合した位置

からある程度離れたところに存在する損傷を修復する潜在的な能力があることが明ら

かになった。このとき、対象となる損傷はXPC複合体の結合部位から見て３’側に存在

しなければならないことから、DNA鎖上を５’→３’方向に移動して損傷塩基をサーチ

する機構の存在が考えられる。 

(c) 細胞内においてXPC複合体が他のタンパク質と相互作用することによってより効率よ

く損傷を認識したり、NER以外の機能に関わっている可能性を考慮して、酵母２ハイブ

リッド法によるスクリーニングを行った。その結果、XPCが塩基除去修復（BER）因子

であるチミンDNAグリコシラーゼ（TDG）と相互作用することを見い出した。TDGはシト

シン、および5-メチルシトシンの脱アミノ化によって生じる G/U 、および G/T ミス

マッチを解消する BER 反応を開始する因子で、自然突然変異の抑制に寄与すると考え

られている。XPCはTDGと物理的に相互作用するだけでなく、無細胞系におけるTDGの活

性（G/T ミスマッチからのTの遊離）に対して有意な促進効果を示した。このことは、

XPCがNERにとどまらず、BERへの関与を通じて自然突然変異の抑制に寄与していること

を示唆している。 

(d) DNA損傷に伴う細胞内シグナル伝達における損傷認識因子の関与を調べるため、細胞

を紫外線照射した後、XPC複合体を形成する各サブユニットの挙動をwestern法により

解析した。その結果、XPCの一部が損傷特異的な翻訳後修飾を受け、高分子量領域でラ

ダー状のバンドとして検出された。ユビキンチン化、SUMO-1化などが考えられ、現在、



調べている。 

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。今年度は以下のような知見を得た。 

(a) 転写及びTCRに関与するXAB2蛋白質を６つの構成因子からなる蛋白質複合体として

HeLa細胞から精製した。それぞれの構成因子に対する抗体を作成し、それらを用いた

免疫共沈降法及び共焦点レーザー蛍光顕微鏡法により６つの構成因子が実際に複合体

を形成していることを確認した。また、XAB2蛋白質は他の５つの構成因子とTPRモチー

フで直接結合することを示唆する結果を得た。さらに、XAB2複合体はoligo dC tailed 

templateとRNA polymerase IIを用いたin vitroの転写伸長系においてその反応を高め

る活性を示した。 

(b) TCRに関与するCSAは WD-40 repeat motifを持つことから蛋白質複合体形成に関与す

ることが示唆された。FLAG-HA-tagged CSA cDNAを発現するHeLa細胞抽出液から、抗HA

抗体・抗FLAG抗体によりCSA蛋白質複合体を精製した。質量分析によりその構成因子を

同定し、CSA蛋白質複合体にはDDB1、COP9 signalosome、Roc1、Cullin4Aが含まれてい

ることを明らかにした。そして、CSA蛋白質複合体はユビキチンリガーゼ(E3)活性を持

つことを見いだした。一方、紫外線照射した細胞においてはCSA蛋白質複合体には多く

のCOP9 signalosomeが結合し、そのユビキチン・イソペプチダーゼ活性によりCSA蛋白

質複合体の E3活性は抑制された。その意義に関しては不明である。CSA蛋白質複合体

はRNA polymerase IIaと結合しているが、紫外線照射した細胞ではRNA polymerase 

IIoとより多く結合し、CSAが転写過程に何らかの機能を持つこと、紫外線損傷部位で

停止したRNA polymerase IIoにCSAが結合することを示唆した。 

(c) TCR機構にも重要な機能を果たすと考えられるDDB1遺伝子をターゲテイングにより欠

損させた細胞及びマウスを作成する目的で、マウスDDB1遺伝子を単離し、Cre-loxP系

を用いるコンデイショナルターゲテイングベクターを構築した。 

(d) 正常細胞由来の各染色体を一つずつ持つ微小核を、TCRを欠損するUVS 症候群細胞に

導入し、その紫外線高感受性が回復するか否かを調べ、 UVS 症候群原因遺伝子の染色

体座位を決定した。 

(e) 酸化的DNA損傷である8-oxoguanine等を1カ所に持つ鋳型DNAを用いたin vitro転写伸

長系を構築し、一部のRNA polymerase IIは損傷部位で停止するが、一部は損傷を乗り

越えて転写を伸長できること、その時、一部のmRNAに変異が導入されることを明らか

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。本年度は以下に述べる成果を得た。 

(a) ヒトpolηは主要な紫外線損傷であるシクロブタン型チミン２量体（CPD）を、正しい

ヌクレオチドを重合して効率良く乗り越える。もう一つの主要な紫外線損傷である

（6-4）光産物には、normal型とDewar型の二つのisomerが存在する。そこでpolηがこ

れらの損傷に対してどのようなTLS反応を行うかを調べた。その結果、polηは（6-4）

光産物に対して１つ目のヌクレオチドを重合した後に停止し、単独では、いずれの

isomerも乗り越えることが出来なかった。反応速度論的解析により、この取り込みは

Dewar型のほうがnormal型よりも約７倍効率が良かった。またいずれの場合にも、正し

い塩基であるAよりもGを効率良く取り込んだ。polηが（6-4）TTにおける紫外線によ

るT→C transitionを担っている可能性を示唆するデータと言える。 

(b) polηが損傷DNA上にロードされるメカニズムとして、PCNAなどの複製タンパク質との

相互作用が考えられるが、もう一つの可能性として、特異的なDNA構造との相互作用も

考えられる。そこでゲルシフト法により検討した。その結果、polηはプライマー／テ

ンプレート型DNAに最も強く結合することが分った。更に結合の特異性を調べるために、

テンプレートにTT dimerを持ち、プライマーの長さがTT dimerの手前から直後までの

様々な長さのもので比較した。コントロールの損傷を持たないDNAに比べ、TT dimerを

持ち、プライマーがその反対側に一つあるいは二つヌクレオチドを重合した形のもの、

また更に一つ伸ばした形のものがpolηと安定した複合体を形成した。これらの性質は、

Klenow断片やT4 DNAポリメラーゼには見られなかった。 

(c) XP-V患者のモデルマウスを作成するため、polη遺伝子の翻訳開始コドンを含むエキ

ソン２から８までをネオマイシン（Neo）発現カセットと置換したターゲティングベク

ターでのKOマウス作成を試みたが、ホモKOマウスは胎生致死であった。そこで新たに、

polηの必須領域を含むエキソン8へNeo発現カセットを挿入したターゲティングベクタ

ーを構築した。 

(d) polη遺伝子の個体レベルでの機能を解析する一助として、線虫でのRNAi法による遺

伝子発現抑制実験を行った。その結果、通常の培養条件下では野生型に比べて異常は

観察されなかった。しかし紫外線照射したF1の初期胚において卵の孵化率の著しい低

下が見られ、polηが胚発生時における紫外線損傷からの防御に働いていることを示唆

した。 

 

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（大阪大学大学院生命機能研究科、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（大阪大学大学院生命機能研究科、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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