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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 DNA repair; TCR)に関与するコケイ

ン症候群（Cockayne syndrome; CS）A群(CSA)タンパク質をHeLa細胞から複合体として精

製し、それがユビキチンリガーゼ活性を持つこと、CS-A患者由来の変異CSAタンパク質で

は複合体形成が起こらずユビキチンリガーゼ活性も欠損していることを明らかにした。 

 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。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。今回、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重要な手がかりと思われる知見が得られた。

すなわち細胞が紫外線照射を受けると、XPCタンパク質がDDB依存的にユビキチン化を受け

ることを見出した。今後、これらの因子の翻訳後修飾などの調節機構を調べる。TCRに関

しては、今後、CSA複合体ユビキチンリガーゼのターゲットタンパク質を同定し、ユビキ

チン化によるTCRの制御機構を明らかにする。一方、UVs症候群は、コケイン症候群同様に

TCRに欠損を持つが、コケイン症候群とは異なり神経症状を示さない。今回、UVs症候群が、

コケイン症候群B群(CSB)遺伝子のヌル突然変異により発症することを明らかにした。今後、

CSBの新規の機能を明かにし、なぜUVs症候群患者が神経症状を示さないのかを明らかにす



ると共に、神経症状を表すCSBモデルマウスの作成を行う。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。更にヒトpolηのDNA結合能を調べ、本酵素が損傷部位に

リクルートされる仕組みの一端を明らかにした。今後、試験管内再構成系を構築し、その

メカニズムを明らかにする。一方、マウスpolη遺伝子ノックアウト個体の作成に成功し

たので、他のYファミリーDNAポリメラーゼを含む様々な修復欠損マウスと掛け合わせるな

どの実験により、修復経路間のクロストークを調べていく。 

 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。また細胞に紫外線照射すると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ることを見出した。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) 細胞に紫外線照射した際に見られるXPCタンパク質の翻訳後修飾は、その分子量から

マルチユビキチン化と考えられた。そこでXP-C細胞にタグ付きXPCおよびタグ付きユビキ

チンを共発現させ、紫外線照射後、経時的に細胞抽出液を調製し、ウエスタンにより検出

した。その結果、UV照射後、５分でXPCタンパク質は既にユビキチン化され、６０分をピ

ークとして、その後、徐々にユビキチン化XPCは減少した。このパターンは細胞から6-4光

産物が除去される様子とよく一致した。その際、シクロヘキシミド処理により新たなタン

パク質合成を阻害したところ、非修飾体XPCはいったん減少した後、また増加した。この

ことは、ポリユビキチン化XPCがプロテアソームにより分解されるのではなく、リサイク

ルされることを示唆している。このXPCの損傷依存的なポリユビキチン化は、XP-E細胞で

は起こらず、他のXP相補性群あるいはCS細胞においては観察された。したがってこの翻訳

後修飾はDDB依存的であることが示唆された。 

(b) XPC複合体には、中心体タンパク質として知られるcentrin2 (Cen2) が存在すること

を以前、我々は見出している。Cen2のNERにおける機能を明らかにする目的で、XPCタンパ

ク質におけるCen2の結合領域を調べた。Cen2はカルモジュリンタンパク質ファミリーの一

員であるが、このファミリーは他のタンパク質のαへリックス部分と相互作用することが

知られている。そこでXPCタンパク質の二次構造予測の結果に基づき、αへリックスを指

標とした種々の欠失変異体を作成してCen2との相互作用を検討した。その結果、XPCタン

パク質のC末端近傍の２０アミノ酸（847-866アミノ酸）からなる領域がCen2との結合に十

分であることが分かった。この領域の疎水性アミノ酸をアラニンに置換した点突然変異



XPCを用い、Cen2との相互作用に重要なアミノ酸を同定した。 

(c)酵母２ハイブリッド法によるスクリーニングの結果、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昨年度見い出した。また

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。TDGはSUMO-1化されてAPサイトか

ら遊離しやすくなることが報告されている。そこでSUMO1-TDGを調製し、その活性に対す

るXPC-HR23Bの影響を調べたところ、促進が見られた。このことはTDG活性に対するXPCと

SUMO1化による促進効果は共存しうることを示唆している。一方、一本鎖および二本鎖の

DNAからウラシルを除去するSMUG1の活性もXPC-HR23Bによって促進された。このことは、

XPCタンパク質が少なくとも複数のDNAグリコシラーゼの働きを制御していることを示して

いる。 

(d) 光増感反応やヒドロキシラジカルによるチミンの損傷生成物としてホルミルウラシル

（fU）が同定されており、その変異原性やBER反応については既に報告されている。fUは

チミンとほぼ同じ形で、水素結合様式も維持しているので、そのような損傷がNERの基質

になるのか興味深い。そこでゲルシフト法により、XPC-HR23B はfUを認識することが分っ

た。次いでRIラベルしたfU入り二本鎖DNAを調製して切り出し反応を調べたところ、XPC-

HR23B存在下では弱いながらもNER反応が進行した。このことはfUがNER反応の基質になる

うることを示している。 

II) 哺乳類細胞のTCR反応の分子機構 

TCRには、CSの原因遺伝子産物である CSA、CSBタンパク質、それにRNAポリメラーゼII

を始め多数のタンパク質が関与すると考えられている。しかし、CSA、CSB遺伝子の機能を

始め、ヒトにおけるTCRの分子機構は依然として不明である。今年度は以下のような知見

を得た。 

(a) オリゴdC-tailed templateに紫外線損傷であるCPDあるいは(6-4)光産物を1箇所挿入

し、ヒトRNAポリメラーゼIIを用いて転写伸長反応を行わせた。その結果、いずれの損傷

の場合も紫外線損傷部位でRNAポリメラーゼIIは完全に転写を停止した。この時のnascent 

RNAのRT-PCR/sequencingから、RNAポリメラーゼIIは損傷部位に正しい塩基を取り込んだ

場合も３者複合体を形成して転写を停止することを明らかにした。他方、原子間力顕微鏡

を用い、損傷部位で停止したRNAポリメラーゼIIを可視化した。 

(b) XPAタンパク質に結合する新規タンパク質で、転写およびTCRに関与するXAB2（XPA-

binding protein 2）を単離した。XAB2タンパク質は他に５種類の構成因子からなる複合

体を形成することを明らかにした。siRNAでXAB2をノックダウンした細胞のTCR能は低下し、

紫外線高感受性となること、mRNAスプライシングにも異常を示すことを明らかにした。 

(c) 紫外線照射を受けた細胞では、CSAタンパク質が、CSBタンパク質依存性に核マトリク

スに移行し、DNA損傷部位で停止しているRNAポリメラーゼIIoと共局在することを明らか

にした。一方、CS-A患者由来の変異CSAタンパク質は核マトリクスに移行せず、本現象が

TCRに関連したものであることが示唆された。 



(d) コケイン症候群A群(CSA)タンパク質をタンパク質複合体として精製し、DDB1、COP9 

signalosome、Roc1、Cullin4AがCSAタンパク質とstoichiometricに複合体に含まれること、

さらに、CSAタンパク質複合体はユビキチン・リガーゼ(E3)活性を持つことを確認した。

CSAタンパク質複合体はRNAポリメラーゼIIaとも結合しているが、紫外線照射した細胞で

はRNAポリメラーゼIIoとより多く結合した。他方、CS-A患者由来の変異CSAタンパク質は

複合体形成することができず、E3活性もなかった。これらの結果は、CSAタンパク質複合

体形成によるE3活性がTCRに必須であることを示唆する。CSAタンパク質複合体に含まれる

DDB1の役割を解明するため、DDB1遺伝子をコンデイショナルにノックアウトしたマウス及

び細胞の作成を進展させた。 

(e) UVs症候群は、コケイン症候群と同様、TCRに異常を持つ遺伝疾患である。しかし、コ

ケイン症候群と異なり神経症状や早期老化徴候は示さず、軽微な皮膚症状を示すのみであ

る。あるUVs症候群患者細胞の原因遺伝子を同定する目的で、単一染色体導入法により各

染色体を導入したところ、１０番染色体を導入した細胞がTCR能を正常化することを見い

だした。１０番染色体にはCSB遺伝子が存在するので、この患者細胞のCSB遺伝子をシーク

エンスしたところ、ヌル突然変異がホモ接合性に認められた。この患者がコケイン症候群

と異なり神経症状や早期老化徴候を全く示さないにもかかわらず、CSB遺伝子ヌル突然変

異を持つことは驚きであった。UVs症候群患者が何故コケイン症候群徴候を示さないのか

が疑問として残った。 

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ことが出来るが、もう一つの主要な紫外線損

傷である（6-4）光産物は、normal型、Dewar型のいずれのisomerとも１つ目のヌクレオチ

ドを重合した後に停止する。そこで本年度はpolηのパラログであるpolιについて調べた。

いずれのisomerについてもpolιはpolηに比べてはるかに取り込みの効率が悪く、またpol

ηとは逆にnormal型のほうがDewar型の約５倍効率が良いこと、normal型に対しては正し

い塩基であるAを主に取り込むのに対し、Dewar型に対してはAとTを同程度の効率で取り込

むことが分った。加えてpolιがCPDに対して塩基を取り込む効率は、（6-4）のnormal型、

Dewar型よりも悪かった。これらの結果から、polηの活性中心は２本鎖DNAのひずみの小

さい損傷に適しており、polιの活性中心はよりひずみの大きい損傷に適していることが示

唆される。 

(b) Polηの生理的機能を知る一助として、酵母２ハイブリッド法により相互作用するタ

ンパク質を検索している。そのひとつとして、ヒトREV1タンパク質との相互作用が検出さ

れた。この相互作用はhREV1およびpolηをそれぞれ発現させた昆虫細胞のcrude extract



を持いた免疫沈降によっても確認出来た。この相互作用に必要なREV1上の領域は、酵母２

ハイブリッド法およびhREV1のC末端フラグメント（810-1251）を用いたpull-down法の結

果から、C末端に存在すると考えられる。 

(c) 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

相互作用のほかに、プライマー／テンプレート型DNAに対する親和性も寄与している可能

性を昨年度の研究で示唆した。そこで今年度は更に詳細に検討した。Polηはテンプレー

ト上のTT dimerに対してその一つ先まで延びたプライマーに安定に結合したが、そのプラ

イマー末端が間違った塩基の場合、結合性は顕著に減弱した。すなわち間違ったプライマ

ー末端を持つ鋳型DNAからはpolηは容易に遊離すると考えられる。更にプライマーの長さ

がTT dimerの手前から２個先までの様々な長さのものを複製ポリメラーゼであるpolαや

polδの基質にしてDNA合成反応を行わせたところ、いずれの酵素もTT dimerの２つ先のプ

ライマーから効率良く合成を行い、それより手前のプライマーからはほとんど合成が行え

なかった。このことは、polηがTT dimerの２つ先まで合成してプライマーから離れ、そ

こから複製ポリメラーゼが伸長するというモデルを支持している。 

(d) XP-V患者のモデルマウスを作成するため、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、ES細胞へ導入した。薬剤で選択

後、キメラマウスを作成し、B6マウスと交配してpolηのヘテロKOマウスを得た。そのヘ

テロ同士を掛け合わせたところ、ほぼメンデル則に従ってpolηのホモKOマウスが得られ

た。このマウスに毎日 2,000 J/m2 のUVBを20週間継続して照射したところ、15週目あた

りから背中に腫瘍が検出され、22週ではほとんど全てのホモKOマウスに腫瘍が観察された。

一方、同じ条件下で、野生型およびヘテロKOマウスには腫瘍は検出されなかった。 

 

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（(独)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 

・in vitro転写伸長反応系を用いたDNA損傷部位でのRNAポリメラーゼII及び修復

タンパク質の動態解析 

・TCR、転写、スプライシングに関与するXAB2蛋白質複合体の機能解析 



・TCRに関与するCSA蛋白質複合体の構造と機能の解析 

・UVs症候群原因遺伝子のクローニング 

・COFS症候群原因遺伝子のクローニング 

・DDB1欠損マウス及びコケイン症候群モデルマウスの作成 

 

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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