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１．研究課題名 

“ゲノムの修復機構を基盤とした癌化・老化の制御” 

 

 

２．研究実施の概要 

 

 癌は我が国における死因の第一位である。したがって癌の克服は国民的な悲願である。

一方、我が国は男女ともに世界の最長寿国であり、美しく健康に歳をとること、これも生

命科学者に託された使命である。ゲノムの損傷は、癌や老化のみならず遺伝病、神経疾患

その他ゲノムに関わる広範な病気の原因となる。それを防御するために、生物は進化の過

程で様々な DNA 修復機構を獲得してきた。本申請者らは、本研究事業の前段階として、戦

略的基礎研究事業（CREST）の「ゲノムの構造と機能」領域において、修復機構に欠損を有

するヒト遺伝病の細胞を中心に研究し、代表的なゲノム修復機構であるヌクレオチド除去

修復（nucleotide excision repair: NER）および損傷乗り越え複製（translesion synthesis: 

TLS）に焦点を当て、その分子メカニズムの解明を行ってきた。NER には「ゲノム全体の修

復」（global genome repair: GGR）と「転写と共役した修復」(transcription-coupled 

repair: TCR)と呼ばれる二つの経路があり、それぞれが癌化および老化・神経疾患の防止

に役立っていると考えられる。 

 NER に欠損を有するヒト遺伝病の最も代表的なものとして色素性乾皮症（xeroderma 

pigmentosum: XP）が知られている。XP は８つの遺伝的相補性群からなるが、そのうちの７

つの群（XP-A～G）は NER 欠損である。XP-C と XP-E とは GGR に欠損を持つが、TCR は正常

である。その２群を除く XP-A～G は GGR、TCR の両方に欠損を有している。GGR に欠損を持

つ２つの群は高頻度で皮膚癌を発症する。一方、GGR および TCR に欠損を示す XP の相補性

群はやはり高頻度で皮膚癌を発症するが、それ以外に種々の神経症状を示す。他方、XP の

８番目の群（XP variant: XP-V）は NER には異常がなく、損傷乗り越え複製（translesion 

DNA synthesis: TLS）に欠損を持っている。XP-V は GGR に欠損を持つ XP の相補性群同様、

高頻度で皮膚癌を発症するが神経症状は示さない。 

 更に NER に欠損を有するヒト遺伝病として、XP のほかコケイン症候群（Cockayne 

syndrome: CS）、硫黄欠乏性毛髪発育異常症（trichothiodystrophy: TTD）、紫外線高感受

性症候群（UV-sensitive syndrome: UVsS）などが知られている。CS には A、B 二つの相補

性群があり、いずれも遺伝的な早老症状を呈するが高発がん性は示さない。また TTD も高

発がん性は示さず、早期老化傾向を示す。一方、UVsS は日光紫外線高感受性を示すのみで、

高発がん性も早期老化症状も示さない。これらの遺伝病では、NER のうち TCR にのみ欠損を

示し、GGR は正常である。 

 本研究では、これらのヒト遺伝病の細胞や原因遺伝子とその産物である修復タンパク質

を駆使することによって、GGR、TCR、TLS の分子メカニズムの解明に貢献することを目指し

た。特に巨大タンパク質複合体の単離・解析に焦点を当て分子レベルで徹底的に解明する

と同時に、細胞レベル、個体レベル等、様々な階層を通して研究することにより、生物が

ゲノム情報を維持するための普遍的な戦略を明らかにし、老化や癌を制御するための手だ

てを獲得することを目的とした。また本研究の後半においては TCR を特に転写の側から研

究すべく、crosstalk グループを立ち上げ、バックアップを図った。 

 我々をはじめとしたこれまでの生化学的な研究によりGGRの基本的なメカニズムが

ある程度明らかにされてきた一方、その機能が生きた細胞内でどのように制御されている

かについては、不明な点が多く残されていた。例えば、NER においてゲノム DNA 中に発生し

た数少ない損傷を効率よく検出するために、どのような機構で染色体構造が変換され、損

傷認識因子がリクルートされるのか、また二つの損傷認識因子、紫外線損傷 DNA 結合タン

パク質（UV-DDB）と XPC の間にどのような機能連携があるのか、といった未解決の重要課

題が山積していた。更にこれまで試験管内で得られた知見がどの程度 in vivo を反映して

いるのかを細胞内における修復タンパク質の挙動を解析することにより、分ってくるはず

である。本研究においては GGR に関してこれらの点を研究し、UV-DDB が XPC タンパク質を

 2



ユビキチン化し、損傷認識タンパク質どうしが損傷部位で交代するというメカニズムを明

らかにした。また再構成クロマチンを用いた実験により、ヌクレオソーム・コアに損傷が

発生した場合、XPC の認識に先立ってクロマチン構造のリモデリングが必要になることが分

かった。さらに GFP 融合タンパク質と FRAP（fluorescence recovery after photobleaching）

法を用いた実験から、紫外線照射により XPC が損傷認識に働く際、UV-DDB に依存した反応

と非依存的な反応とが存在することが明らかとなった。 

 TCR に関しては、未だ無細胞系が確立されておらず、その分子機構の解明は GGR に比べて

立ち遅れていた。しかし既事業において田中らがいくつもの重要な手掛かりを得ており、

本研究でその理解が特段に進むと期待された。実際にいくつものブレークスルーが得られ

た。まずこれまで機能未知であった CSA が DDB1 などと複合体を形成し、ユビキチンリガー

ゼ活性を示すことを見出した。またこれまで独立の修復因子と考えられていた TFIIH と XPG

が複合体を形成し、XPG が TFIIH の安定性に寄与していること、XPG の変異によっては TFIIH

が不安定となり、その結果、転写活性化に異常をもたらすことが分かった。さらに UVsS 患

者細胞の一つは CSB 遺伝子のヌル突然変異をホモ接合性に有し、CSB タンパク質を完全に欠

損していた。他方、CS 徴候を示す CS-B 患者では短縮型 CSB タンパク質が生成しており、そ

れが何らかの gain-of-function を有していることが示唆された。 

 TLS に関しては、これまでもっぱら生化学的な解析が中心であったが、細胞レベル、そし

て個体レベルの研究へと発展させていく必要がある段階に来ていた。そこでまず XP-V の原

因遺伝子産物である DNA ポリメラーゼ・イータ（DNA polymerase η: Polη）複合体を分離

し、質量分析によって複合体を構成しているタンパク質を網羅的に解析した。その結果、

様々なタンパク質が Polη複合体に含まれていたが、量的に主要なものとして Rad18 と Rad6

というユビキチンリガーゼタンパク質とREV1というPolη と同じYファミリーに属するDNA

ポリメラーゼ、それに TLS 反応においてポリメラーゼ・スイッチングに働いていることが

示唆されている PCNA などが検出された。中でも Polη と REV1 という Y ファミリーDNA ポリ

メラーゼ同士の相互作用について深く追求し、その意義を明らかにすることができた。ま

た Polη とそのパラログである Polιについて、それぞれ単独あるいは二重に遺伝子をノッ

クアウトしたマウスを作出し、紫外線照射による皮膚発がん実験を行ない、興味深い結果

が得られた。 

 さらに DNA 修復に関連の深い転写因子である TFIIH および TFIIE についても研究も行っ

た。RNA ポリメラーゼ II（RNAPII）は、転写の際最大サブユニットの C 末７アミノ酸繰返

し領域CTDの２番と５番セリンがリン酸化され活性化される。基本転写因子のTFIIHの p62

の N 末 PH ドメインが TFIIEα 酸性領域と結合することと両者の結合構造を解明し、この結

合ががん抑制タンパク p53 の p62 との結合と競合する結果から、TFIIEαと p62 は p53 によ

る転写と DNA 修復のスイッチに関わる可能性を示した。 

 これらの研究成果は、今後人類にとってますます大きな脅威となる可能性のある紫外線

を始めとする遺伝子傷害剤の克服に裨益すると考えられる。以下にサブグループごとの「研

究実施の概要」について述べることにする。 
 
(A) GGR に関わるクロマチン構造変換機構と GGR 因子の細胞内制御（GGR グループ） 

１）哺乳類細胞に紫外線を照射すると、XPC タンパク質が一過性にユビキチン化を受けるこ

と、このユビキチン化 UV-DDB の存在に依存していることを見出した。解析の結果、本 SORST

研究の TCRグループの田中らによって見出された DDB1と DDB2とからなる UV-DDBが細胞内

で cullin 4A、Roc1 と形成しているユビキチンリガーゼ（E3）複合体が紫外線によって活

性化され、XPC をポリユビキチン化することが判明した。一方、UV-DDB 中の DDB2 も自己ユ

ビキチン化を受け、こちらは DNA 結合能を失するのに対し、XPC のポリユビキチン化体は

DNA 結合能を保持していた。結果的に紫外線損傷部位にまず UV-DDB が結合した後、タンパ

ク質間相互作用により XPC がリクルートされ、XPC と DDB2 のユビキチン化を経て、UV-DDB

から XPC への受け渡しが可能になるというモデルが描ける。２）我々のこれまでの研究か

ら、XPC複合体に中心体タンパク質であるcentrin 2が含まれていることが分かっているが、

その役割は明らかでなかった。そこでまず XPC 分子上、centrin 2 との結合に必須な疎水性

アミノ酸を同定し、そこに変異を入れた XPC を細胞に発現させた。その結果、野生型 XPC

 3



を発現している細胞に比べ、部分的な GGR 欠損を示した。In vitro において、centrin 2

は XPC 複合体の損傷 DNA 結合活性を増強し、NER 反応を促進した。３）再構成クロマチンを

用いた実験により、XPC による(6-4)光産物の認識がヌクレオソーム構造によって顕著に阻

害された。一方、UV-DDB の結合は、比較的抵抗性を示した。このことは、ヌクレオソーム・

コア中に損傷が発生した場合、XPC による認識に先立ってクロマチン構造のリモデリングが

必要であることを示唆している。そのような反応の候補としてヒストンの翻訳後修飾が考

えられ、UV-DDB がヒストンアセチル化酵素の一つである CBP/p300 と相互作用することを見

出した。４）NER に関与するタンパク質の細胞内での挙動を調べるため、GFP 融合タンパク

質として細胞内で発現させ、FRAP 法などを利用して解析した。細胞に紫外線照射した後の

GFP-XPC の挙動は、低線量の場合は UV-DDB に依存していたが、比較的高い線量では UV-DDB

に依存しなかった。このことは、UV 損傷への XPC の結合が、発生した(6-4)光産物の数と

DDB2 分子の数の兼ね合いによって規定されていることを示唆している。 

 

(B) TCR の分子機構とコケイン症候群やその類縁疾患の病態解析（TCR グループ） 

１）CSA は、DNA 損傷を受けた細胞では、CSB や TFIIH 依存性に核マトリックスへ移行し RNA

ポリメラーゼ II と共局在した。CSA は DDB1、Roc1、Cullin4A、COP9 signalosome と複合体

を形成しユビキチンリガーゼ活性を持ち、紫外線照射された細胞において CSB や RNA ポリ

メラーゼ IIo をユビキチン化した。２）TCR に関与する新規因子として XAB2 蛋白質複合体

を同定した。XAB2欠損マウスは着床前に致死となり、XAB2は生命維持に必須の因子である。

XAB2 をノックダウンした細胞は紫外線高感受性、TCR の異常を示し、RNA 合成や mRNA スプ

ライシングの異常も示した。３）酸化的 DNA 損傷を１ケ所に持つ oligo-dC tailed DNA 

template と ヒト RNA ポリメラーゼ II(RNAP II)を用いた in vitro 転写系を用い、RNAP II

が損傷部位に遭遇した時、転写を停止あるいはバイパスする機構を解析した。一部は損傷

部位で転写を停止したが、一部はバイパスした 8-Oxo-Guanine 損傷の場合、TFIIS の添加で

RNAP II の転写バイパスが促進され、TFIIS をノックダウンした細胞は過酸化水素に高感受

性を示した。TFIIS の損傷部位における転写バイパス促進機能が細胞の損傷応答に重要であ

ることを示唆する。４）XPG は TFIIH と安定な蛋白質複合体を形成することを明らかにした。

XPG 遺伝子の突然変異で XP と CS を合併する患者(XP-G/CS)では、TFIIH 構造の安定性に異

常を示し、その結果、核内受容体の TFIIH によるリン酸化が欠損し、転写活性化に異常を

示した。CS の発症が NER 異常に加え、転写の異常にも起因することを明らかにした。５）

UVsS 患者 UVs1KO は CSB 遺伝子のヌル突然変異をホモ接合性に持ち、CSB 蛋白質は完全に欠

損していた。他方、CS徴候を示すCS-B患者では何らかの短縮CSB蛋白質が生成されていた。

これらの結果から、短縮 CSB 蛋白質が何らかの gain-of-function をもち、それが CS 徴候

の原因になっていることを示唆した。正常型及び短縮 CSB 蛋白質と結合する蛋白質を同定

し、その機能を短縮 CSB 蛋白質が阻害することを見いだした。一方、臨床的には同じ UVsS

徴候を示し TCR 能が欠損している患者 Kps3 は、CSB 遺伝子を始め既知の NER や TCR 因子の

遺伝子に突然変異が認められないことを確認した。Kps3 原因遺伝子は新規 TCR 因子をコー

ドしていると考えられたので、微小核融合法を用いた原因遺伝子のクローニングを試みた。

６）遺伝子ターゲテイング法により作成した A 群 XP 遺伝子欠損 Xpa(-/-)マウスは、精巣が

加齢依存性に変性し、自然発ガン頻度が高く種々の腫瘍が各臓器に発症した。高頻度日光

皮膚がん発症以外でも Xpa(-/-)マウスは XP-A 患者の良いモデルになることを示唆した。 

 

(C) TLS におけるポリメラーゼスイッチング機構と Y ファミリーポリメラーゼの機能解析

（TLS グループ） 

１）タグ付き Polηを安定的に発現する HeLa 細胞株を確立し、Polη 複合体を精製した。質

量分析法により構成サブユニットの同定を行ったところ、Rad18、Rad6、PCNA などの既知タ

ンパク質が検出された。また酵母２ハイブリド法により見いだしていた REV1 も存在するこ

とがウエスタン法により確認された。この細胞に紫外線を照射して、それを分画して調べ

たところ、これらのタンパク質を含む複合体が紫外線照射によりクロマチン画分に移行す

ることが分かり、その生理的意義が示唆された。また細胞を G1/S 境界に同調したとき、あ
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るいは S 期の途中で紫外線照射したときにも同様の現象が見られ、複製フォーク停止との

相関が示された。２）上記のように、もともと Polηと相互作用するタンパク質として酵母

２ハイブリッド法により見出していた REV1 が細胞内で Polη 複合体に含まれていることが

わかったので、その相互作用の生理的意義を調べるため、相互作用部位の決定とそれに重

要なアミノ酸残基の検索を行った。その結果、Polη上で二か所の連続したフェニルアラニ

ンが候補として挙がってきたので、それらをアラニンに置換した変異タンパク質を XP-V 細

胞に発現させた。その結果、紫外線感受性や紫外線誘発突然変異率には変化は見られなか

ったが、自然突然変異率が野生型 Polηを発現する XP-V 細胞と比較して有意に高かった。

３）個体レベルでの Polηの機能を探るため、 feeding RNAi 法により線虫 Polηの発現レベ

ルを低下させ、その影響を調べた。予想通り Polηは線虫個体の発生そのものや生存自体に

は必須ではないことが示された。次に卵形成から受精・発生の各ステージでの紫外線感受

性を胚の孵化率により検討したところ、受精・卵割が行われる初期胚発生のステージの胚

において、孵化率の著しい低下が見られた。すなわち、頻繁に DNA 複製と細胞分裂が行わ

れている時期では、Polηは恐らく損傷乗り越え複製を介して、紫外線損傷による障害を最

小限に抑えていると考えられた。さらに初期胚発生のステージほどではないが、減数分裂

過程で染色体間の相同組換えが起こる pachytene 期の胚でも孵化率の低下が見られ、Polη
は減数分裂時における DNA 障害の回避機構にも関与していることが示唆された。４）既に

我々は Polηノックアウトマウスを作出し、紫外線による高い皮膚発がんを示すことを見出

しているが、本研究では Polη/Polι二重欠損マウスを作出し、Polηあるいは Polιの単独ノ

ックアウトマウスと比較した。紫外線皮膚発がん実験を行ったところ、皮膚がん発症の時

期は二重欠損マウスでも Polη単独ノックアウトマウスと統計的な違いは見られなかった。

また Polι単独ノックアウトマウスは野生型マウスと同じく紫外線に抵抗性を示した。しか

し生じた癌を病理学的に調べたところ、Polη/Polι二重欠損マウスにおいては、Polη単独ノ

ックアウトマウスには見られない肉腫が検出され、Polη/Polι二重欠損マウスではより悪性

度の高い癌が生じることが明らかとなった。このことは、Polηだけでなく Polιも個体を紫

外線による皮膚癌の形成から防御していることを示している。これまで Polιに何らかの生

理的な意義を認めた例はなく、これが初めての例である。また病理学的診断により、Polη
ヘテロ欠損マウスにおいて、統計的有意差をもって野生型マウスに比べて紫外線誘発皮膚

がんの発症頻度が高く、POLH 遺伝子のヘテロの保因者においても紫外線照射に対する注意

が必要な可能性を示唆している。 

 

(D) DNA 損傷修復に関わる TFIIH の遺伝子発現に向けた核内 Crosstalk における機能解析

（Crosstalk グループ） 

 RNA ポリメラーゼ II（RNAP II）は、転写の際最大サブユニットの C 末７アミノ酸繰返し

領域 CTD の２番と５番セリンがリン酸化され活性化される。本グループは、CTD キナーゼで

あるヒト基本転写因子 TFIIH とメディエーターによる転写制御を解析しており、転写開始

複合体形成の際に TFIIH がその p62 サブユニットにより、基本転写因子 TFIIE のαサブユニ

ット C 末酸性領域と結合して複合体に加わること、同じく CTD リン酸化するメディエータ

ーのCDK8サブユニット発現をsiRNAによりノックダウンして転写活性化に機能することを

明らかにしてきた。本研究では、p62 の N 末 PH ドメインが TFIIE・酸性領域と結合するこ

とと両者の結合構造を解明し、この結合ががん抑制タンパク p53 の p62 との結合と競合す

る結果から、TFIIEαと p62 は p53 による転写と DNA 修復のスイッチに関わる可能性を示し

た。またメディエーター分画に CDK8 同様に同定された CDK11 を解析し、CDK11 も複合体を

形成して CTD リン酸化するが、転写では CDK8 の反対で抑制に働くことを見出した。 
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３．研究構想 

 

 ゲノムの損傷は、癌や老化、遺伝病など、ゲノムに関わる広範な病気の原因となる。そ

れを防御するため生物は進化の過程で様々な DNA 修復機構を獲得した。研究代表者らは修

復機構に欠損を有するヒト遺伝病の細胞を中心に研究し、複数の原因遺伝子を世界に先駆

けてクローニング・解析してきた。とりわけヌクレオチド除去修復（nucleotide excision 

repair: NER）機構の二つの経路、「ゲノム全体の修復（global genome repair: GGR）」と

「転写とカップルした修復（transcription-coupled repair: TCR）」について、分子レベ

ルでの解析で世界をリードしている。更に「損傷乗り越え複製（translesion synthesis; 

TLS）」という新しい損傷応答機構の発見・解析についても先駆的な研究を進めている。こ

れらの研究は、CREST 研究において大きな進展を見せた。本研究では、CREST の研究成果を

踏まえ、上記のようなゲノムの安定性を守る機構をさらに徹底的に解析し、近い将来、癌

や老化を制御するための基盤を作るべく研究を遂行した。具体的には GGR 研究グループ、

TCR 研究グループ、TLS 研究グループ、さらに研究の後半では転写調節の側から NER を観察

するCrosstalk研究グループを加え、４つの研究グループが相互に連携をとりつつ行った。

各研究グループの具体的な役割分担は下記のとおりである。 

 

(A) GGR に関わるクロマチン構造変換機構と GGR 因子の細胞内制御（GGR グループ） 

 遺伝情報維持に重要な役割を担う NER、とりわけ発がんの抑制に働く GGR の分子機構を解

明するとともに、真核細胞の染色体 DNA に特有な構造体であるクロマチン構造が修復タン

パク質、なかでも損傷認識機構に及ぼす影響の解明を目指し、以下のような研究計画を推

進した。 

(a) 細胞が紫外線照射されたときの XPC タンパク質の動態を調べ、それがポリユビキチン化

されることを見出したので、その修飾を行う因子の同定とその生理的な意義を調べた。 

(b) XPC タンパク質と相互作用する新規因子を探索し、SUMO 修飾に関わる酵素を見出したの

で、その生理的な意義を調べる。 

(c) XPC タンパク質複合体に中心体タンパク質である centrin 2 が存在することを見出した

ので、DNA 修復における centrin 2 の役割を調べる。 

(d) XPC や UV-DDB などの GGR における損傷認識タンパク質が損傷を認識する際、ヌクレオ

ソーム構造がどのような影響を与えるかを再構成クロマチンを用いて検討する。 

(e) GGR 因子、とくに XPC タンパク質を中心に、細胞内動態を詳細に検討するため、GFP 融

合タンパク質の形で細胞に発現させ、紫外線照射後の易動度の変化を FRAP 法により調

べる。 

 以上の研究により、GGR の分子機構、とりわけその初期反応の解明やポリユビキチン化に

よるタンパク質の機能変化の例、また修復とクロマチン構造との関連の解明などに貢献し

た。 
 
(B) TCR の分子機構とコケイン症候群やその類縁疾患の病態解析（TCR グループ） 

 細胞死の抑制に働く TCR の分子機構を解明するとともに、TCR 異常遺伝疾患である XP、

CS、UVsS の分子病態の解明を本研究グループの研究目標とした。本研究グループの XP や

CS 遺伝子産物に関するこれまでの研究成果を基盤として、それらを発展させるべく、以下

のような研究計画を推進した。 

(a) DNA 損傷を受けた細胞では CSA タンパク質が CSB 依存性に核マトリクスに移行し、損傷

部位で停止したRNAPIIと共局在するが、その分子機構とTCRにおける意義を解析した。 

(b) CSA はユビキチンリガーゼタンパク質複合体（E3）を形成するが、CSA 複合体 E3 がユビ

キチン化するターゲットの検索と TCR 機構における意義を解析した。 

(c) In vitro 転写系を用いて TCR の初期反応を解析した。 

(d) XPD や XPG 等の新規機能を解析し、XP や CS の分子病態の解明を行った。特に、XPG タ

ンパク質が TFIIH と安定な複合体を形成することを本研究で見出し、その分子機構と

XP-G/CS の病態との関連を解析した。 

 

 6



(e) CS と同様に TCR に異常をもつヒト遺伝疾患 UVsS の原因遺伝子クローニングや病態の解

析を行った。 

 以上の研究により、TCR、及び、転写と修復のクロストークに関わる新規の生命現象の解

明、XP や CS の分子病態の解明に貢献した。 

 

(C) TLS におけるポリメラーゼスイッチング機構と Y ファミリーポリメラーゼの機能解析

（TLS グループ） 

 TLS に関しては、われわれの研究によって Polηが紫外線誘発発がんの抑制に働いている

ことが明らかになったが、それ以外の Y ファミリーDNA ポリメラーゼについては、生理的な

役割がほとんど分かっていない。また複製フォークが DNA 損傷によって進行を妨げられた

ときに、複製ポリメラーゼから損傷乗り越え型のポリメラーゼにどのようにスイッチする

のかという点が非常に重要である。そのような観点から、以下に述べるような研究計画を

推進した。 

(a) タグ付き Polηを安定に発現する細胞株を作製し、大量培養後、Polη複合体を精製して、

そこに含まれているタンパク質を質量分析により解析する。検出されたタンパク質の主

要なものについては、ウエスタンブロット法などにより確認し、種々の条件においてそ

の相互作用の変動を調べる。 

(b) 酵母２ハイブリッド法により既にPolηとの相互作用を見出しているREV1との相互作用

部位を決定し、相互作用が出来なくなる変異 Polηを作成、XP-V 細胞にて発現させ、そ

の相互作用の生理的な意義を調べる。  

(c) RNAi 法により線虫 Polηの機能を阻害したときの影響を調べる。 

(d) Polη とそのパラログである Polιの単独および二重欠損マウスを作出し、それらの紫外

線誘発皮膚癌の解析を行う。また発がん抑制以外の機能についても調べる。 

(e) ヒト Polηの翻訳後修飾を調べ、その生理的な意義を追及する。 

 これらの研究によって、複数存在する TLS ポリメラーゼの機能と制御に関する知見を得

る。また関連した研究として正常な DNA 複製の分子メカニズムに関する研究も並行して行

い、損傷乗り越え複製との異同についても解析する。 

 

(D) DNA 損傷修復に関わる TFIIH の遺伝子発現に向けた核内 Crosstalk における機能解析

（Crosstalk グループ） 

 NERの欠損遺伝病の原因遺伝子産物XPB、XPD、TFB5をサブユニットとして有するTFIIHは、

真核生物細胞核内において遺伝子発現のための協調的事象のCrosstalkの要として機能し

ている。そこで、これら機能が欠損病態とどのように関連しているかを解明していくこと

を目標とする。そのため、TFIIHの構造と活性解析、遺伝病の病態との関連、RNAPIIのCTD

のリン酸化修飾と核内Crosstalkについて生化学、細胞生物学およびプロテオミクス的解析

を進めていく。そこで、以下の４つの研究を行うことを計画した。 

(a) TFIIHが転写の際にRNAPIIのCTDをリン酸化し、転写開始点の周辺を開裂する際にこれを

制御するTFIIEと、TFIIHの10サブユニットの中のp62サブユニットで結合している。そ

こで、このサブユニットとTFIIEの側のTFIIHとの結合に関わるTFIIEαサブユニットの

結合構造を決定し、転写開始の際の制御機構の解明につなげる。 

(b) TFIIHのサブユニットの遺伝的欠損がTFIIH自身の転写活性に及ぼす影響を調べる。遺伝

病患者由来の培養細胞を用いて、レポーターアッセイによる細胞内転写活性を調べ、ま

た欠損TFIIHを精製して試験管内転写再構成系において活性への影響を調べる。 

(c) TFIIHのサブユニットの遺伝的欠損がPol IICTDリン酸化とこれにより制御される核内

遺伝子発現Crosstalkに及ぼす影響を見る。CTDリン酸化は転写に影響するだけでなく、

RNAプロセシングやクロマチン制御に関わるタンパク質因子群をリン酸化されたCTDに

結合させるプラットホームとしても機能しているので、遺伝的欠損がCTDリン酸化と、

これと関連する核内事象にどう影響しているかを調べる。その際、TFIIHと協調してCTD

リン酸化に関わることが明らかになってきているメディエーター複合体の関与に関し

ても、siRNAによるキナーゼ活性のノックダウンなどの手法を用いて解析していく。 
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(d) TFIIHの遺伝的欠損は、またその病態として脳神経疾患を呈するが、これがいかなる遺

伝子の発現により現れるのかを培養細胞やChIP-on-CHIPアッセイ、プロテオミクスなど

の手法を用いて解析する。 

 以上の研究により、TCRと関連した転写反応の詳細な機構の解明に貢献するとともに、修

復とのクロストークについても有益な情報を提供することができた。 
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４．研究実施内容 

 

４．１“GGR に関わるクロマチン構造変換機構と GGR 因子の細胞内制御（GGR グループ）” 

 

(1)実施の内容 

 

XPC タンパク質および UV-DDB のユビキチン化の解析 

 細胞に紫外線を照射すると、XPC タンパク質が一過性にユビキチン化を受けることを見出

した。この修飾は XP-E 群患者由来の細胞で特異的に欠損しており、野生型 DDB2 遺伝子の

発現により回復することから、UV-DDB 依存的なユビキチン化であることが示された。一方、

UV-DDB が細胞内において cullin 4A、Roc1 を含むユビキチンリガーゼ（E3）複合体を形成

しており、紫外線照射によってこの E3 が活性化されることが本 SORST 研究 TCR グループの

田中らによって報告された。そこで田中グループとの共同研究により、DDB1、DDB2、cullin 

4A、Roc1 から成るヘテロ 4 量体をバキュロウイルス発現系により発現・精製し、これに E1、

E2 (UbcH5)、ユビキチンを加えて XPC のユビキチン化反応を in vitro で再構成することに

成功した。この系において XPC だけでなく、DDB2 と cullin 4A もポリユビキチン化を受け

ることがわかった。興味深いことに、ユビキチン化された DDB2 がプロテアソームにより分

解されるのに対して XPC のユビキチン化は可逆的であることが示された。 

 これらのユビキチン化の GGR における意義を明らかにするため、XPC、UV-DDB それぞれの

損傷 DNA 結合活性に対するユビキチン化の影響を生化学的に解析した。その結果、ポリユ

ビキチン化されたUV-DDBが紫外線損傷DNAに対する結合活性をほぼ完全に失うのに対して、

ポリユビキチン化 XPCは DNA結合能を保持していた。また、

無細胞 NER反応系において UV-DDBが存在する場合に限り、

ポリユビキチン化を阻害すると修復反応も阻害されるこ

とがわかった。以上の結果から、紫外線による DNA 損傷の

認識と修復機構に関して図１のようなモデルを提唱した。

すなわち、まず UV-DDB が損傷を効率よく認識して結合し

た後、タンパク質間相互作用を介して XPC が損傷部位にリ

クルートされる。続いて損傷部位で UV-DDB-E3 によるポリ

ユビキチン化反応が起こることにより、UV-DDB 自身は DNA

結合能を失って解離し、その結果 UV-DDB から XPC への損

傷の受け渡しと修復反応の開始が可能になるものと考え

られる。 

 DDB2 のユビキチン化に対して、XPC のユビキチン化の意

義は必ずしも明らかになっていない。そこで XPC タンパク

質のユビキチン化部位を絞り込むため、人工的にプロテア

ーゼ切断配列を挿入した変異タンパク質を発現・精製した。

この変異 XPC を基質として in vitro でユビキチン化反応

を行い、その後プロテアーゼ処理を行うことにより、XPC

の中央領域が主にユビキチン化の標的となっていること

が示唆された。同時に XPC のユビキチン化部位がかなり多

いことがわかったため、この中央領域に存在する約 30 か

所のリジン残基をすべてアルギニンに置換すると共に、N

末端の 117アミノ酸を欠失した変異 XPCを作成したところ、

in vitroにおけるユビキチン化がほぼ抑えられることが示

された。この変異 XPC の in vivo、in vitro における修復

活性をさらに検討していく予定である。 

 さらにXPCタンパク質の可逆的ユビキチン化の意義を明

らかにするため、XPC を基質とする脱ユビキチン化酵素の

同定を試みた。ヒト正常線維芽細胞 WI38 VA13 に紫外線 10 

図１ GGRにおけるユビキチン化

の役割に関するモデル 
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J/m2 を照射すると、約 1 時間後をピークとしてユビキチン化 XPC のバンドが蓄積し、照射

後 6〜8 時間までにほぼ消失することがウエスタンブロッティングにより観察される。既知

のヒト脱ユビキチン化酵素（約 60 種類）を体系的にノックダウンする siRNA ライブラリー

を用い、照射後 8 時間でユビキチン化 XPC の残存が見られるものをスクリーニングした。

その結果、候補となる脱ユビキチン化酵素が一つ見出された。この脱ユビキチン化酵素を

ノックダウンすると、紫外線未照射の細胞でもユビキチン化 XPC の若干の蓄積が見られる

こと、また同時に DDB2 をノックダウンするとこの紫外線非依存的な XPC のユビキチン化も

消失することがわかった。このことは UV-DDB E3 に依存した XPC のユビキチン化が、紫外

線未照射細胞においても一定のレベルで起こっていることを示唆している。脱ユビキチン

化酵素をノックダウンした時の細胞の GGR 活性に対する影響について解析を進めている。 

 

XPC タンパク質の SUMO 化の解析 

 XPC と相互作用する新規因子を探索する目的で酵母 2 ハイブリッド法によるスクリーニ

ングを行ったところ、ユビキチン様タンパク質 SUMO-1、および SUMO 修飾に関わる酵素（Ubc9、

PIAS）が候補として得られた。FLAG-XPC を安定に発現する細胞株で HA-SUMO-1 を過剰発現

することにより、XPC が実際に細胞内で SUMO 化されうることを確認した。ユビキチン化と

異なり SUMO 化 XPC は紫外線非照射細胞中でも存在しており、紫外線照射による誘導は特に

観察されなかった。 

 精製した SUMO 化酵素を用いて、XPC の SUMO 化反応を in vitro で再構成することに成功

した。この系は XPC の SUMO 化を高感度で検出できるため、これを利用して修飾部位の同定

を試みた。XPC が数か所持つ SUMO 化コンセンサス配列についてさまざまな組み合わせでリ

ジン→アルギニン置換変異体を作成し、in vitro SUMO 化反応を行うことにより、少なくと

も N 末端に近い 3 か所が SUMO 化されうることがわかった。in vitro における XPC のユビキ

チン化が紫外線損傷 DNA の存在によって促進を受けるのに対して、SUMO 化反応に関しては

そのような促進効果は認められなかった。また、XPC の紫外線損傷 DNA に対する結合性も

SUMO 化の有無によって特に影響を受けなかった。 

 SUMO 化を受ける 3 か所のリジン残基をすべてアルギニンに置換した XPC 3KR 変異体を作

成し、これを安定に発現する形質転換細胞を XP-C 群細胞 XP4PASV を親株として樹立した。

この細胞に紫外線を照射した後、(6-4)光産物の修復速度を測ったところ、部分的な修復の

遅延が認められている。これが XPC の SUMO 化欠損の結果であるかどうかを調べるために、

XPC 3KR 変異体の N 末端に SUMO を融合したものを XP4PASV 細胞で安定に発現させ、表現型

が回復するかどうかを調べている。 

 

XPC タンパク質複合体に含まれる centrin 2 の機能解析 

 中心体タンパク質として知られる centrin 2 が、

XPC タンパク質と安定な複合体を形成することが明

らかになった。このことは centrin 2 が GGR と細胞

周期制御の関連において何らかの役割を担ってい

る可能性を示唆するが、その詳細は明らかではない。

そこでまず XPC の種々の欠失変異体を作成し、C 末

端近くの約20アミノ酸から成る短い両親媒性αへリ

ックスを centrin 2 結合領域として同定した。さら

に、この領域に存在する 3 個の疎水性アミノ酸をア

ラニンに置換することにより、centrin 2 との相互

作用を欠く変異 XPC を作成することに成功した。 

 centrin 2 と結合できない変異 XPC を安定に発現

する細胞は、野生型 XPC を発現する細胞と比較して

GGR の部分的な欠損を示した。また in vitro におい

て、centrin 2 が XPC 複合体の損傷 DNA 結合活性を

増強し、NER 反応を促進することを明らかにした（図２）。centrin 2 が属するカルモジュ

図２ centrin 2 は XPC の損傷 DNA 結合

活性を増強する 
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リン・ファミリータンパク質の多くは、N 末端側と C 末端側の二箇所の EF ハンド・モチー

フを介して標的タンパク質に結合することが知られているが、centrin 2 の場合はその C

末端側だけで XPC との結合、および NER の促進に十分であることがわかった。そこで、

centrin 2 の N 末端側と特異的に相互作用する因子の存在を想定し、この領域を FLAG タグ

と融合したものを安定に発現する細胞株を作製して、アフィニティ・クロマトグラフィー

と質量分析による因子の同定を進めている。 

 

ヌクレオソーム構造を介した NER の解析 

 細胞内において発生した DNA 損傷の認識や修復にあたっては、クロマチン構造の影響を

考慮する必要がある。(6-4)光産物を部位特異的に含む約 150 塩基対の DNA と精製ヒストン

を用いてモノヌクレオソームを再構成し、XPC や UV-DDB の結合を裸の DNA の場合と比較し

た。その結果、XPC による(6-4)光産物の認識がヌクレオソーム構造によって顕著に阻害さ

れるのに対して、UV-DDB の結合は比較的耐性を示すことがわかった。すなわち、ヌクレオ

ソーム・コア中に損傷が発生した場合、XPC による認識に先立ってクロマチン構造のリモデ

リングが必要になると考えられる。 

 一方、UV-DDB がヒストンアセチル化酵素（HAT）と相互作用することが以前に他のグルー

プにより報告されていた。また UV-DDB-E3 がヒストンをユビキチン化するという報告もな

されており、UV-DDB がまずヌクレオソーム中の損傷を認識して結合した上で、ヒストン修

飾→解離を経て XPC を呼び込む、という可能性が考えられた。このことを検証するため、

FLAG タグを融合した CBP/p300 をバキュロウイルスを用いて昆虫細胞で発現させ、精製した。

UV-DDB と CBP/p300 の物理的相互作用を確認した上で、in vitro で再構成したヌクレオソ

ームを基質として CBP/p300 によるヒストンのアセチル化を観察したところ、UV-DDB や紫外

線損傷の有無によるアセチル化レベルの変化は特に認められなかった。その一方で、DDB2

が CBP/p300 によるアセチル化の基質となることがわかった。このアセチル化が UV-DDB の

損傷 DNA 結合活性、および DDB2 のユビキチン化や紫外線照射に伴う分解に与える影響につ

いて現在解析を進めている。 

 

GGR 損傷認識因子の細胞内ダイナミクスの解析 

 XPCタンパク質の細胞内動態を詳細に検討する目的で、GFP融合XPCタンパク質（GFP-XPC）

を生理的なレベルで安定に発現する細胞株を作成した。この細胞に紫外線を照射した時の

GFP-XPC の細胞内易動度の変化を FRAP （fluoresence recovery after photobleaching）

法により解析した。細胞に紫外線照射することにより、

GFP-XPC が損傷認識と修復反応に関わることを反映し

て易動度の低下が認められた。GFP-XPC の易動度は紫外

線照射後5時間までに元のレベルに回復したことから、

この易動度低下は(6-4)光産物の修復を反映したもの

と考えられる。興味深いことに、GFP-XPC の易動度低下

は単純に紫外線量に比例しない。すなわち 5〜10 J/m2

の比較的低線量で一度飽和した後、さらに線量を増す

と再び易動度が低下するという二相性を示す。DDB2 の

過剰発現、およびノックダウンの実験により、比較的

低線量で見られる一段階目の易動度低下がUV-DDB依存

的な XPC のリクルートを反映しており、発生した(6-4)

光産物の数とDDB2分子数の兼ね合いで飽和線量が変動

することが示唆された（図３）。さらに高線量で見ら

れる二段階目の易動度低下は、UV-DDB を介さない、XPC

単独による直接認識を反映していると考えられる。さ

らにDDB2をノックダウンするとGFP-XPCの局所紫外線

照射部位への集積が遅延することから、UV-DDB が XPC

を積極的に損傷部位へリクルートする、というモデル

図３ DDB2の過剰発現がGFP-XPCの細

胞内易動度に及ぼす影響 
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が強く支持された。一方、XPC よりも後の段階で働く TFIIH のサブユニット XPB、および XPA

タンパク質について GFP 融合タンパク質を発現する細胞を用い、同様に FRAP による動態解

析を行った。その結果、XPB は紫外線量依存性、および UV-DDB による制御という観点から

XPC とほぼ同様の挙動を示したのに対し、XPA の細胞内易動度はある一定以上の紫外線量を

照射するとそれ以上低下しないことがわかった。このことは、NER の反応過程において XPA

が関与する以前の段階で何らかの制御（律速）が存在することを示唆する。 

 他方、損傷認識因子のダイナミクスとクロマチン高次構造との関係を調べるため、ヘテ

ロクロマチン領域に着目した。マウス細胞はヒト細胞に比べてヘテロクロマチンの可視化

が容易であることから、Xpc 遺伝子をノックアウトしたマウス胎仔線維芽細胞を親株として、

GFP を融合したヒト XPC、および DsRed monomer を融合したマウス HP-1αを同時に安定発現

する細胞株を作成した。この細胞において DsRed monomer で可視化されるヘテロクロマチ

ン領域に局所紫外線照射を行った時の GFP-XPC、および HP-1αの動態を今後観察する予定で

ある。 

 

(2)得られた研究成果の状況及び今後期待される効果 

 

 本研究により、細胞の紫外線照射に伴って UV-DDB-E3 が活性化され、XPC と DDB2 がポリ

ユビキチン化を受けることが明らかになった。その後、同じ E3 がコアヒストンをユビキチ

ン化してヌクレオソーム構造の変換に関わる可能性が他のグループによって示され、GGR

におけるユビキチン化の役割は大きく広がりつつある（図１参照）。その一方で、細胞内に

おける UV-DDB-E3 活性化の制御については未だに不明な点が多く残されている。例えば、

E3 が最初に DDB2 をポリユビキチン化してしまうと UV-DDB 自身が損傷部位から解離してし

まうため、GGR に対する促進効果を発揮できないと予想される。cullin を含む E3 は CAND1

や COP9 シグナロソーム、Nedd8 修飾などの因子による活性制御を受けることが知られてい

るが、これらの因子が関わる E3 活性化が、どこで、どのようなタイミングで起こり、ヒス

トン、DDB2、XPC などの基質をどのような順序でユビキチン化するのか解明することが今後

の重要な課題である。XPC の酵母ホモログである Rad4 や UV-DDB と損傷 DNA との複合体の X

線結晶構造が近年相次いで明らかにされており、UV-DDB から XPC への損傷受け渡しの分子

機構についても原子レベルでの解明が進められると期待される。 

 GGR の反応機構を反映した in vitro NER 系は既に精製タンパク質による再構成がなされ

ており、XPC や DDB2 の翻訳後修飾そのものは GGR に必須ではないと考えられる。しかしな

がら、クロマチン構造の存在下における修復、細胞内におけるタンパク質の安定性、ある

いは DNA 損傷に対する細胞応答（損傷チェックポイント、アポトーシス誘導など）につな

がるシグナル伝達においてタンパク質の修飾が関与することは十分に考えられる。XPC につ

いては細胞内でリン酸化を受けることも近年報告されており、centrin 2 と細胞周期制御と

の関連と合わせて、これらの修飾が果たす機能を今後明らかにしていきたい。 

 GFP-XPC の細胞内動態の解析から、XPC による損傷認識が UV-DDB による制御を受けてい

ること、また NER 反応の過程においてこれまで明らかになっていなかった律速段階が存在

することが示された。細胞内において長大なゲノム DNA に発生した損傷を効率よく認識す

るための分子機構は、未だに明らかになっていない。例えば XPC や UV-DDB が DNA への結合

と解離を繰り返しながら損傷を見つけるのか、あるいは DNA 上をスキャンするための何ら

かのメカニズムが存在するのかも不明である。GFP 融合タンパク質を用いたダイナミクス解

析は、損傷認識因子の細胞内動態制御に関わる新規因子を同定するためのアッセイ系とし

て利用できる可能性がある。また、DNA 損傷への損傷認識因子の結合様式を理解するため、

一分子イメージングなどの手法を取り入れてさらに研究を進めて行く予定である。 
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４．２“TCR における XAB2 及び CS 複合体の機能解析（TCR グループ）” 

 

(1)実施の内容 

 

紫外線損傷により誘導される、CSA の核マトリクスへの移行 

 コケイン症候群(Cockayne syndrome: CS)は、CS-A、CS-B 群の２つの遺伝的相補性群から

なり、転写と共役した修復(transcription-coupled repair: TCR)に異常を持つ。従って、

TCR 機構には CSA、CSB が必須であるが、それらの TCR における機能は明らかになっていな

かった。我々は、通常は細胞核内に均等に分布する CSA 蛋白質が、紫外線などの DNA 損傷

を細胞が受けた場合、CSB 蛋白質依存性に核マトリクスへと迅速に移動し、転写伸長中の

RNA ポリメラ− ゼ IIo(Pol IIo)と共局在することを見いだした(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
99: 201-206, 2002)。本現象の分子機構、TCR における意義の解明を目的として、以下のよ

うな実験を行った(Mol. Cell. Biol., 27: 2538-2547, 2007)。 

 TCR に異常を持つ CS-A 患者で見つけた突然変異を持つ CSA cDNAs、さらに、N 端あるいは

C 端を種々の長さに欠失させた変異 CSA cDNAs を作成し、それらを CS3BESV(CS-A)細胞に導

入し、各種の変異 CSA を発現する細胞を作成した（図１A）。いずれの細胞も紫外線に高感

受性を示し（図１B）、紫外線照射後の RNA 合成の回復（TCR 機能に対応する）も欠損したま

まだった（図１C）。 

 
 

 
 

図１ 変異 CSA 蛋白質を発現する細胞は紫外線に高感受性を示し TCR 能に異常を示す 
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 これらの変異 CSA を発現する細胞での、紫外線照射後の変異 CSA 蛋白質の核マトリクス

への移行を、免疫蛍光染色法を用いて調べた（図 2A）。ホルマリンによる細胞固定前に

CSK-Triton Buffer で前処理すると、野生型 CSA 蛋白質以外は全て細胞核に留まることがで

きなかった。即ち、核マトリクスに移行しなかった。一方、紫外線照射した細胞の抽出液

を細胞質（フラクション１− ２）、クロマチン（フラクション３− ８）、核マトリクス（フ

ラクション９）画分に分画し、ウエスタンブロット法で CSA 蛋白質を検出する方法におい

ても、野生型とC末端欠失CSA蛋白質以外は核マトリクス画分に分画されなかった（図2B）。 
 
 

 
 

図２ 紫外線 DNA 損傷による変異 CSA タンパク質の核マトリクスへの移行 
 
 
 ついで、紫外線 DNA 損傷によって CSA 蛋白質が核マトリクス画分へと移行する無細胞系

を構築した（図３A）。本無細胞系においても、CSA の核マトリクス画分への移行は、紫外線

照射（図３B）、紫外線線量（図３C）、紫外線照射後時間（図３D）、CSB（図３F）に依存性

に起こることを確かめた。また、CSK-Sup は、精製した CSA 蛋白質で代用できた（図３E）。 

 また、CSA の核マトリクス画分への移行は、CSK-ppt の DNaseI 処理濃度依存性（図４A）、

塩濃度依存性（図４B）に減少し、クロマチン構造に依存して CSA が核マトリクスへ移行す

ることが示唆された。さらに、CSK-ppt は RNA 合成能をもつが、NTP を除き RNA 合成能を阻

害すると、CSA は核マトリクスへ移行せず、転写依存性であることも示唆された。 

 他方、紫外線 DNA 損傷による CSA の核マトリクスへの移行は、XP-D、XP-D/CS、XP-D/TTD

（XPD 遺伝子の突然変異により発症する硫黄欠乏性毛髪発育異常症）、及び、XP-B/CS 患者

細胞では低下しており、外来性に XPD あるいは XPB cDNA をそれぞれの患者細胞に導入する

と、CSA の核マトリクスへの移行が正常におこることを明らかにした（図５）。以上の結果

は、CSA 蛋白質の核マトリクスへの移行が、CSB のみならず機能的な TFIIH にも依存するこ

と、TCR機構に直接関連した現象であることを示唆し、TCR機構解明に貢献する成果である。 
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図３ CSA 蛋白質の核マトリクスへの移行の無細胞系の樹立 
 
 

 
 
 
図４ CSA の核マトリクス画分への移行はクロ   図５ CSA の核マトリクス画分への 

マチン構築、転写伸長活性に依存しておこる    移行は XPB、XPD 依存性である 
                          
 
CSA 複合体ユビキチンリガーゼの機能解析 

 CSA は WD40 リピートモチーフを持つことから、蛋白質複合体形成や蛋白質間相互作用に

関与することが予想された。本研究が始まる以前に、CSA を蛋白質複合体として精製し、CSA

が DDB1、Roc1、Cullin4A、COP9 signalosome と複合体を形成し、ユビキチンリガーゼ(E3)

活性を持つことを明らかにした(Cell, 113: 357-367, 2003)。そこで、CSA 複合体 E3 の機

能解析を本研究で進めた。CSA に結合する蛋白質の中に CSB 蛋白質が認められた。しかし、

紫外線照射後３時間〜４時間経過した細胞では CSB 蛋白質は消失した。さらに、プロテア

ソーム阻害剤 MG132 の存在下では CSB は消失しなくなった（図６A）。一方、紫外線照射後

の CSB の消失は CS-A 細胞では認められなかったのに対し、CSA cDNA を導入し正常化した

CS-A 細胞では CSB が消失するようになった（図６B）。他方、in vitro ユビキチン系におい
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て、CSA 複合体 E3 は CSB 蛋白質をポリユビキチン化した（図７）。以上の結果から、CSA 複

合体 E3 は紫外線照射細胞で CSB 蛋白質をポリユビキチン化し、分解へと導くことを示唆し

た (Genes & Development, 20: 1429-1434, 2006)。 

 一方、紫外線照射された細胞では RNA ポリメラーゼ IIo(Pol IIo)もポリユビキチン化さ

れること、しかし、CS-A、CS-B 細胞では Pol IIo のユビキチン化が起こらないことが明ら

かになっている。これらの結果は、Pol IIo のユビキチン化に CSA 複合体 E3 が関与してい

ることを示唆する。そこで、精製した Pol II と CSA 複合体 E3 を、E1、E2、ユビキチン、

ATP と混ぜて反応させたところ、Pol II はユビキチン化されることを明らかにした。さら

に、生体内での CSA 複合体 E3 による Pol II のユビキチン化の確認とその意義を解明する

目的で、Pol II の最大サブユニット Rpb1 の、どのリジン残基が CSA 複合体 E3 によりユビ

キチン化されるかを調べ、候補リジン残基を同定することができた。（未発表データ）。そ

のリジン残基をアルギニンに置換した Rpb1 を持つ細胞の TCR 機能の解析を進めている。 
 
 

 
 

図６ 紫外線照射細胞における CSA 依存性の CSB 蛋白質のプロテアソームによる分解 
 

 
 
図７ In vitroユビキチン系を用いたCSA複合体 E3による CSB蛋白質のポリユビキチン化 
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XAB2蛋白質複合体の解析 

 XPA、CSA、CSB、Pol IIo と相互作用し、TCR や転写に関与する新規蛋白質 XAB2 を同定し

た (J. Biological Chemistry, 275:34931-34937, 2000)。XAB2 は蛋白質複合体形成に関与

する TPR モチーフをもつことから、本研究では、HeLa 細胞から XAB2 蛋白質コア複合体の精

製を行い、XAB2、hAquarius、hPRP19、CCDC16、hISY1、PPIE が結合するコア XAB2 複合体を

同定した(J. Biological Chemistry, 283: 940-950, 2008)。XAB2 複合体は RNA と結合する

が DNA とは結合しなかった。HeLa 細胞で XAB2 をノックダウンすると、hAquarius と hISY1

の蛋白質量が減少した（図８A）。そして細胞は紫外線高感受性を示し（図８C、８D）、RNA

合成、TCR、mRNA スプライシング（図８B）の低下を示した。さらに、XAB2 と XPA、XAB2 と

Pol IIo の相互作用が、紫外線やシスプラチン、マイトマイシン C などの DNA 損傷を受けた

細胞内で増強することを明らかにした。一方、我々が作成した XAB2 ノックアウトマウスは

胎生致死を示した(DNA Repair, 4: 479-491, 2005)。以上の結果から、XAB2 は、通常状態

では Pol IIo と協調して転写伸長や mRNA スプライシングに関与し、生命維持に必須の因子

であると考えられた。一方、細胞が紫外線照射などにより DNA 損傷を受け、Pol IIo が DNA

損傷部位で転写伸長を停止した時には、XAB2 は CSA、CSB、XPA 等を Pol IIo の停止部位に

リクルートするプラットホームとして働き、また、転写の再開にも関与する可能性が示唆

された。 

 
 
図８ XPA、CSA、CSB、Pol IIo と相互作用し、TCR、スプライシングや転写に関与する XAB2

蛋白質複合体 
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転写伸長因子 TFIIS は、Pol II の 8-oxo guanine 部位における転写のバイパスを促進する 

 DNA 損傷部位で Pol IIo が転写を停止することが TCR 開始につながると考えられている。

TCR 機構解明のためには、Pol II が種々の損傷に遭遇した時、如何なる反応を示すかを調

べる必要がある。紫外線損傷を１ケ所に持つ oligo-dC tailed DNA template と ヒト Pol II

を用いた in vitro 転写系(Methods Enzymol., 408: 214-223, 2006)において、Pol II は紫

外線損傷部位でリボヌクレオチドを 1-2 個取り込んだ後に転写を完全に停止する

ことを明らかにした(Biochemical and Biophysical Research Communications, 320: 
1133-1138, 2004)。他方、Pol II は酸化的損傷である 8-oxo-guanine 部位では一

部は転写を停止したが、一部は損傷をバイパスし、その時、mRNA に変異が導

入されることを明らかにした(J. Biological Chemistry, 278, 7294-7299, 2003)。  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図９ 酸化的 DNA 損傷部位で Pol II の一部は 

転写を停止し、一部はバイパスする 

(c) の矢印は転写停止位置を、括弧は、損傷を 

バイパスし転写伸張した新生 RNA を示す。 

  
 
 
 
                  図１０ 酸化的 DNA 損傷部位で 

                        の Pol II の転写バイパスに及ぼす 

                        TFIIS の効果 
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以 上 の 成 果 を も と に 、 酸化的 DNA 損傷である 8-Oxo-Guanine、2-OH-Adenine、

8-Oxo-Adenine、Thymine glycol の場合についての Pol II の転写についてさらに詳しく解

析した(DNA Repair, 6: 841-851, 2007)。これらの損傷部位で、Pol II の一部は転写を停

止したが、一部はバイパスした（図９）。そこで、この転写伸長系に、転写伸長因子 TFIIF、

TFIIS を加えた時、損傷部位における転写バイパスが促進されるか否かを調べた。その結果、

8-Oxo-Guanine の場合に、TFIIS を添加すると Pol II の転写バイパスが促進されることが

明らかになった（図１０）。同じ転写伸張因子である TFIIF にはこのような効果は認められ

なかった。また、TFIIS をノックダウンした細胞は過酸化水素に高感受性を示し、TFIIS の

損傷部位における転写バイパス促進機能が細胞の損傷応答に重要な役割を果たしているこ

とを示唆した。 
 
XPG は TFIIH と安定な複合体を形成し、転写活性化に関与する 

 XP-A 患者は、「転写と共役した修復」(TCR)のみならず、非転写鎖や転写非活性化部位の

損傷を修復する「ゲノム全体の修復」(GGR)にも異常を持つ。しかし、コケイン症候群(CS)

を発症しない。このことは、CS 徴候の発症は単に TCR 異常のみが原因ではないことを示唆

する。一方、色素性乾皮症 B、D、F、G 群(XPB、XPD、XPF、XPG)遺伝子の突然変異によって、

XP症状にCS徴候を合併する症例(XP/CS)がある。XPB、XPDは TFIIHのサブユニットであり、

TFIIH がヌクレオチド除去修復(NER)以外に基本転写にも必須の機能を持つことから、CS 徴

候がNER異常に加えて転写機能に異常を持つことがその病因になっていることを示唆する。

しかし、XP-G/CS についてはこれまでその病因が不明であった。我々は、XPG の新規の機能

を解明する目的で、XPG を蛋白質複合体として精製した。その結果、XPG は TFIIH と複合体

を形成することを見つけた(Molecular Cell, 26:231-243, 2007)（図１１）。 
 

 
 

図１１ XPG 蛋白質は TFIIH と直接結合し、安定な複合体を形成する 
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しかも、XP のみの症状を示す XP-G 患者由来で、エンドヌクレアーゼドメインに点突然変異
を持つ XPG 蛋白質は TFIIH と結合したのに対し、XP と CS を合併した XP-G/CS 患者由来で C
末端に欠失をもつ XPG 蛋白質は TFIIH と結合しなかった。さらに、正常人、XP-G、XP-G/CS、
XP-D/CS 患者の細胞抽出液から抗 XPB 抗体を用いて免疫沈降をおこなったところ、TFIIH コ
アサブユニット(XPB、XPD、p62、p52、p44、p34、p8)は全ての細胞で同様に免疫沈降した
が、CAK サブユニット(cdk7、cyclinH、MAT1)は、XP-G、XP-G/CS、XP-D/CS 細胞では免疫沈
降しなかった。一方、抗 XPG 抗体を用いた免疫沈降において、XP-D 細胞ではコア TFIIH、
CAK サブユニットとも免疫共沈降量が減少していた。以上の結果は、XPG の C 端が欠失する
と TFIIH と結合できなくなり、その結果、TFIIH の安定性が減少し CAK サブユニットがコア
TFIIH サブユニットから解離すること、さらに、XPG と TFIIH の相互作用や TFIIH の構造安
定性には XPD も関与していることを示唆する（図１２）。 
 
 

 
 
図１２ 正常人、XP-G、XP-G/CS、XP-D/CS 患者の細胞抽出液を用いた抗 XPB 抗体及び抗 XPG
抗体による免疫共沈降 
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 CAK サブユニットは、Pol II の CTD(C-terminal domain)や核内レセプター(nuclear 
receptor: NR)をリン酸化し、基本転写や NR の転写活性化に必須である。XP-D/CS や
XP-G/CS 細胞では CAK サブユニットがコア TFIIH サブユニットから解離していることから、
CAK サブユニットがリガンド誘導性に NR をリン酸化する活性が低下し、NR の転写活性化が
欠如していることが予想された。そこで、XP-D/CS や XP-G/CS 細胞での NR 活性の異常の有
無を明らかにする目的で以下のような実験を行った。エストロジェンレセプターを発現す
るプラスミドと、ルシフェラーゼ遺伝子の上流にエストロジェンレセプター結合配列を持
つプラスミドを各細胞にトランスフェクションした。エストロジェンを作用させ、それぞ
れの細胞でのルシフェラーゼ活性を測定した結果、XP-D/CS や XP-G/CS 細胞、さらには Xpg 
(-/-) Mouse Embryo Fibroblasts (MEF)ではルシフェラーゼ活性が上昇しないことが明ら
かになった（図１３）。他方、エストロジェン添加後のエストロジェンレセプターの１１８
番目のセリンのリン酸化は XP-G/CS 細胞では欠如していたが、XPG cDNA を導入した XP-G/CS
細胞ではそのリン酸化が正常に起こった（図１３D）。以上の結果は、XPG がヌクレオチド除
去修復(NER)におけるエンドヌクレアーゼ活性以外に転写活性化機能をもつこと、XP-D/CS
や XP-G/CS 細胞では TFIIH の構造安定性が低下することにより NR のリン酸化の低下、ひい
ては転写活性化の低下がおこることを初めて明らかにしたものである。 
 
 

 
図１３ CAK サブユニットによる核内レセプターのリン酸化と転写活性化:XP-G/CS、
Xpg(-/-)MEF、及び XP-D 細胞におけるエストロゲン誘導性エストロゲン受容体の転写活性
化の低下、及び XP-G/CS 細胞におけるエストロゲン誘導性エストロゲン受容体リン酸化の
低下 
 
 
 以上の結果は、XP-G/CS 及び XP-D 患者が示す生殖能の欠損、皮下脂肪組織の著明な減
少、種々の神経症状発症など多彩な CS 徴候が、NER の異常に加えて、核内レセプターの
転写活性化の異常に起因することを示唆するものである（図１４）。 
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図１４ XP-G/CS 及び XP-D 患者における TFIIH 構造の不安定化と核内レセプター機能の低
下 
 
 
紫外線高感受性症候群(UV sensitive syndrome : UVsS)の分子病態の解析 

 UVsS は「転写と共役した修復」(TCR)に異常を持ち、皮膚の日光過敏性を示す劣性遺伝疾

患である。しかし、CS 患者とは異なり、知能低下、身体発育不全、悪液質、白内障などの

神経症状や早期老化徴候は示さない。また、皮膚癌も発生しない。UVs症候群は遺伝的相補

性試験により色素性乾皮症 A 群〜G 群(XP-A~XP-G), バリアント群(XP-V)、さらには CS-A

や CS-B のどの相補性群にも属さないとされてきた。UVsS の原因遺伝子が TCR 機構に関わ

る新規遺伝子である可能性が示唆され、TCR 機構の解明には UVsS 原因遺伝子のクローニン

グが必須であると考えられた。そこで、微小核融合による単一染色体導入法により UVs症候

群の原因遺伝子が存在する染色体座位をまず決定し、その原因遺伝子のクローニングを試

みようとした。その結果、UVsS 患者 UVs1KO の原因遺伝子座位が 10 番染色体にあること、

それが 10 番染色体に座位する CSB 遺伝子の null 変異が原因であることを発見した(Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 101: 15410-15415, 2004)。これらの結果に一致して UVs1KO 細胞

では CSB 蛋白質が全く検出できなかった。これまでの概念からは、CSB 蛋白質の欠損は精神

神経症状、身体発育異常及び早期老化等のCS徴候の発症をもたらすことが予想されたので、

UVsS 患者 UVs1KO が何故 CS 徴候を示さないのかが説明できなかった。他方、CS 徴候を示す

通常の CS-B 患者の CSB 遺伝子突然変異のデータベースを解析したところ、CS-B 患者では何

らかの変異短縮 CSB 蛋白質の生成が示唆され、実際にウエスタンブロット法により、調べ

た６例全ての CS-B 患者で変異短縮 CSB 蛋白質を同定した。変異短縮 CSB 蛋白質が何らかの

阻害効果を持ち、そのことが CS 徴候の発症に関連していると考えた。他方、UVs1KO では全

く変異 CSB 蛋白質が存在しないため CS 徴候がでないと考えられた（図１５）。本研究では

これらの作業仮説を証明すべく以下のような実験を行った。 

 
 

 22



 
 
図１５ CSB 遺伝子に突然変異を持つ UVsS と CS-B 患者： 症状が軽微な UVsS 患者が CSB

蛋白質を発現せず、重症な CS-B 患者で短縮 CSB 蛋白質を発現していることから、短縮 CSB

蛋白質が何らかの gain-of-function をもつことが示唆された。 
 
 
 まず、CS-B 細胞で認められる変異短縮 CSB 蛋白質の構造を解析した結果、トランスポゾ

ンが CSB 遺伝子のイントロン５に挿入されており、選択的可変素プライシングによって CSB

の N 末端とトランスポゾンの融合蛋白質(CPFP)や、CSB の N 末端からなる変異短縮 CSB 蛋白

質が産生されていることを明らかにした。さらに、CPFP や変異短縮 CSB 蛋白質の抑制的な

機能を解明するため、野生型 CSB、CPFP、変異短縮 CSB 蛋白質に結合する蛋白質を精製、同

定した。これらの蛋白質が修復や転写にどのような影響を与えるかを解析し、

gain-of-function を持つことを明らかにしつつある（未発表データ）。 

 他方、他の UVsS 患者 Kps3 においては、CSB 遺伝子の突然変異は認められなかった。この

ことから、UVsS には少なくとも 2 つの相補性群が存在することが示唆された。さらに、既

知の修復遺伝子の DNA sequence を行ったが、突然変異は認められなかった。Kps3 の原因遺

伝子は新規の遺伝子であることが示唆された。本研究では Kps3 の原因遺伝子を同定する目

的で、微小核融合を介したヒト単一染色体移入法を用いて原因遺伝子の染色体マッピング

を試みた。しかし、第 1 番から第 22 番の正常ヒト染色体を移入した Kps3 細胞をそれぞれ

５〜１５クローン樹立したが、Kps3 の TCR 欠損を相補するクローンを得ることはできなか

った。その原因については、当該染色体がうまく微小核を形成できないことが考えられた

が、詳細は不明である。そこで、マウス A9 細胞から微小核を調整し、それを Kps3 細胞に

融合させた後、紫外線照射し、抵抗性を獲得した細胞を選別した。その結果、正常細胞レ

ベルに紫外線抵抗性を示し TCR 能を回復した細胞を得ることができた。微小核を融合させ

なかった Kps3 細胞を同様に紫外線照射したが、紫外線抵抗性を獲得したクローンを得るこ

とができなかった。しかも、微小核を融合させ紫外線抵抗性を獲得した Kps3 細胞にはマウ

スゲノムが少量挿入されていることが、マウス繰り返し配列をプローブにしたサザンブロ

ット解析やマウスプローブを用いたマルチカラーFISH 法で明らかになった（未発表デー

タ）。現在、当該領域の絞り込みをおこないつつある。 

 

A 群 XP 遺伝子欠損 Xpa(-/-)マウスの精巣異常と高頻度自然皮膚発癌 

 遺伝子ターゲテイング法により作成したA群XP遺伝子欠損Xpa(-/-)マウスの新規の表現

型として、精巣が加齢依存性に変性し、自然発癌頻度が高く種々の腫瘍が各臓器に発症す
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ることを明らかにした（図１６、図１７）。高頻度日光皮膚がん発症以外でも Xpa(-/-)マウ

スは XP-A 患者の良いモデルになることを示唆した (DNA Repair, 7: 1938-1950, 2008)。 

 

 

 

 図１７ Xpa(+/+)、Xpa(-/-)マウスの精巣 

 組織所見  

 

 

 

 

図１６ Xpa(+/+)、Xpa(-/-)マウスの臓器重量 

 

 

(2) 得られた研究成果の状況及び今後期待される効果 

 

 DNA損傷によってCSAが核マトリクスに移行する機構の解析を進展させた（Molecular and 
Cellular Biology, 27: 2538-2547, 2007）。本現象は TCR 機構に直接関与するものであり、

TCR 過程における CSA 機能の今後の解析の基礎となるものである。他方、CSA はユビキチン

リガーゼ複合体(E3)を形成し、そのターゲットの一つが CSB であり、紫外線照射によって

誘発される CSB の分解に関わることを共同研究により明らかにした（Genes & Development, 
20: 1429-1434, 2006）。CSB ユビキチン化の TCR 過程における意義については今後の課題

である。Pol II も CSA 複合体 E3 によりポリユビキチン化されることを明らかにした。そし

てユビキチン化される Pol II(Rpb1) のリジン残基の一つを特定し、そのリジン残基をアル

ギニンに置換した Pol II を発現する細胞も樹立した（未発表データ）。TCR 機構において

Pol II をユビキチン化する E3 が何であるのかは、これまで具体的なデータはなく、我々の

結果はその問いに答えられる可能性がある。 

 新規 TCR 因子として XAB2 複合体を同定し、その機能解析を進めた(J. Biological 
Chemistry, 283: 940-950, 2008)。しかし、XAB2 の TCR 過程における具体的な役割につい

ては更なる解析が必要である。また、新規の UVsS 遺伝子のクローニングも TCR 機構の解明

のためには必須であり、継続して微小核融合法を用いた実験を行っている。 
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 XPG 蛋白質は基本転写因子 TFIIH と安定な複合体を形成し転写活性化に関わること、

XP-G/CS患者では変異XPGが TFIIHと結合できず、その結果、TFIIHの構築が不安定となり、

CAK 活性が低下し、核内レセプターのリガンド誘発性のリン酸化、ひいては転写活性化が起

こらないという重要な所見を得ることができた（Molecular Cell, 26: 231-243, 2007）。
以上の結果は、CS 徴候が DNA 修復異常に加えて転写機能の異常により発症することを明確

な形で示した初めての成果である。XPG は基本転写にも重要な役割を果たしている可能性が

あり、更なる解析が必要である。さらに、他の NER 因子も DNA 修復以外に転写を始め多様

で重要な機能をはたしている可能性が高い。我々は、XPD、XPE、XPF 蛋白質についても新規

機能の発見をめざし、それぞれを蛋白質複合体として精製し、一部は既に興味深い結果を

得ており、更なる解析を行っている。 

 CS-B 患者の病因を解明する目的で、CS-B 細胞で認められる変異短縮 CSB 蛋白質の構造を

解析し、CSB の N 末端とトランスポゾンの融合蛋白質(CPFP)や CSB の N 末端からなる変異短

縮蛋白質が産生されていることを明らかにした。さらに、CPFP や変異短縮 CSB 蛋白質の抑

制的な機能を解明するため、野生型 CSB、CPFP、変異 CSB 蛋白質に結合する蛋白質を精製、

同定した。これらの蛋白質が修復や転写にどのような影響を与えるかを解析しており、CS-B

の新たな病因に迫る成果となる可能性がある（論文改訂版投稿中）。 

 

 
４．３“TLS におけるポリメラーゼスイッチング機構と Y ファミリーポリメラーゼの機能解

析（TLS グループ）” 

 

(1) 実施の内容 
 
Polη複合体の分離と解析 

 タグ付き Polηを安定的に発現する HeLa 細胞株を確立し、それを大量培養して核抽出液

を調製、抗体ビーズにより Polη 複合体を精製した。質量分析法により構成サブユニット

の同定を行ったところ、Rad18、Rad6、PCNA などの既知タンパク質が検出された（図１）。 

 

 

図１ Polη複合体の分離と構成タンパク質の同定 
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また酵母２ハイブリド法により見いだしていたREV1も存在することがウエスタン法により

確認された。この Polη 複合体をグリセロール密度勾配遠心に掛けたところ、Polη 、Rad18、
Rad6、REV1 を同時に含む複合体の存在が示唆された。更にこの細胞に紫外線を照射して、

それを分画して調べたところ、これらのタンパク質を含む複合体が紫外線照射によりクロ

マチン画分に移行することが分かり、その生理的意義が示唆された。同様の結果は、細胞

を G1/S 境界に同調したとき、また S 期の途中で紫外線照射したときにも見られ、複製フォ

ク停止との相関が示された。 

に TLS ポリメラーゼを紫外線照射部位へリクルートする機構が存在すると考

REV1 が関与し、そのためには

Polη と REV1 との相互作用が必要であることを示唆している。 

ー
 
Polηと REV1 との相互作用の解析： 

 もともと酵母２ハイブリド法で我々がPolηと相互作用するタンパク質として見出してい

た REV1 であるが、Polηを含む複合体の解析（上述）からもその相互作用が確認された。そ

こでこの物理的な相互作用の生理的意義を調べるために、小孔紫外線照射法による細胞内

局在実験を行った。ヒト正常細胞では、紫外線照射部位に両方のタンパク質とも集積し、

共局在が観察された。一方、Polηを欠損する XP-V 患者細胞においては、REV1 の紫外線損

傷部位への集積はほとんど見られなかった（図２）。タグ付き Polηを安定に発現する XP-V

患者細胞では、正常細胞と同様に REV1 の局在が見られ、Polηの局在とほぼ一致した（図３）。

以上の結果から、紫外線照射部位への REV1 の局在は Polηによって促進されることが分っ

た。このような紫外線照射部位への Polηと REV1 の局在が DNA の複製に依存して起こって

いるかどうかを調べるために、紫外線照射後の培地にブロモデオキシウリジン（BrdU）を

加えて S 期の細胞を標識した。意外なことに REV1 の局在は BrdU 陽性細胞と陰性細胞のど

ちらでも見られ、複製に依存しない可能性が示唆された。Polηについては内在性のタンパ

ク質を免疫染色で検出することが出来なかったため、Polηを過剰発現させた細胞で同様の

実験を行い、REV1 同様、Polηも BrdU 陰性細胞での局在が観察された。これらのことから

複製非依存的

えられる。 

 そこでこの相互作用の生理的意義を更に調べるために、REV1との相互作用に必要なPolη 
上の領域を決定することにした。酵母２ハイブリド法により、Polη のアミノ酸残基 370-492

および 509-557 の領域がこの相互作用に働いていると考えられた。一方、共同研究者の京

大・大森博士らによって REV1 と他の TLS ポリメラーゼとの相互作用にはフェニルアラニン

が２つ連続した配列（FF）が重要であることが見い出された（Genes Cells, 14: 101-111, 

2009）。Polηには全配列中４ヶ所の FF が存在し、そのうちの２ヶ所はそれぞれ上記の領域

に含まれていた。そこで 483-4 および 531-2 の FF をアラニン（AA）に変異させた変異体を

作成したところ、この変異体 Polηは野生型 Polηと同様に紫外線損傷である CPD を乗り越え

る活性を保持していたが、酵母２ハイブリド法における REV1 との結合が野生型と比べて約

13%に低下していた。そこで 483-2、531-2 FF-AA 二重変異体をヒト細胞中で発現させ、REV1

との相互作用を失っているかどうか免疫沈降法により調べた。その結果、FF-AA 二重変異体

Polηでは REV1 との相互作用が著しく減弱していた（図４）。そこで FF-AA 二重変異体 Polη 

を安定に発現する XP2SA SV3 細胞（XP-V 細胞）を作成し、紫外線感受性を測定したところ、親株

の XP-V 細胞の高い紫外線感受性とは異なり、野生型 Polη を発現させた細胞とほぼ同程度にま

で生存率が回復した。このことは、紫外線照射後の細胞の生存には REV1 との相互作用よりも

Polη 自身の活性による寄与が圧倒的に大きいことを示している。更に Polη と REV1 との相互作

用の生理的な意義を追求するために、紫外線誘発突然変異率を調べた。しかしながら XP2SA 

SV3 細胞に FF-AA 二重変異体 Polη を発現させた細胞は、野生型 Polη を発現させた細胞とほ

ぼ同程度にまで変異率が低下した。最後に自然突然変異率を調べたところ、FF-AA 二重変異体

Polη を発現させたXP-V細胞は野生型Polη を発現させた細胞に比べ明らかに突然変異率が高

かった（図５）。このことは、内在的な DNA 損傷の乗り越え反応に
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図 3 XP-V 細胞に Polηを発現させると

REV1 は紫外線損傷部位に集積する 

図 2 REV1 が紫外線照射部位へ集積するた

めには、Polηが必要である 
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図4 PolηのFF-AA変異タンパク質はREV1

と相互作用できない 

図 5 Polηの FF-AA 変異タンパク質の発現

は、自然突然変異を上昇させる 

 

 

RNAi 法による線虫 Polηの機能阻害の影響 

 多細胞の個体レベルでの Polηの機能を知る一助として、線虫（Caenorhabditis elegans: 
Ce）を用いて RNA interference (RNAi)法による Ce-polη遺伝子発現抑制個体における表現

型の解析を行った。cDNA ライブラリーから PCR で増幅して得られた Ce-polηがコードする

タンパク質は 584 アミノ酸からなり、ヒト Polηと 30%、ショウジョウバエ Polηと 26%の相

同性を有した。Ce-polηの全長を含む領域の二本鎖 RNA を発現するベクターを有する大腸菌

を餌として食べさせた線虫から total RNA を採取し、RT-PCR にて転写産物の量を調べたと

ころ、コントロールとして空ベクターを有する大腸菌を食べさせた場合と比べて、Ce-polη
遺伝子の転写産物の量が著しく減少していることを確認した。野生型と比べて Ce-polη遺
伝子の発現抑制を行った線虫の形態、行動、胚の孵化率に異常は観察されなかった。一方、

DNA 複製において主要な働きを担う DNA ポリメラーゼδ（Polδ）の発現抑制した胚は全く孵

化しなくなった。このことから、Polδは線虫の胚発生に重要であるが、Polηは線虫個体の

発生そのものや生存自体には必須ではないことが示された。次に卵形成から受精・発生の

各ステージでの紫外線感受性を胚の孵化率により検討した（図６）。主に形態形成が行われ

る後期胚発生のステージの胚に紫外線を照射すると、Ce-polη遺伝子の発現抑制を行った胚

はコントロールに比べて、わずかな孵化率の低下が見られた。これに対して、受精・卵割

が行われる初期胚発生のステージの胚では、孵化率の著しい低下が見られた（図７）。すな

わち、頻繁に DNA 複製と細胞分裂が行われている時期では、Polηは恐らく損傷乗り越え複

製を介して、紫外線損傷による障害を最小限に抑えていると考えられた。さらに初期胚発

生のステージほどではないが、減数分裂過程で染色体間の相同組換えが起こる pachytene

期の胚でも孵化率の低下が見られたことから、Polηは減数分裂時における DNA 障害の回避
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機構にも関与していると考えられる。 

 

     
 

図 6 線虫の紫外線感受性を調べる実験系 

                   

図 7  Polηの RNAi 処理は紫外線処理した

線虫からの胚の孵化率を低下させる 

 

 

Polη/Polι二重欠損マウスの作成と解析 

 我々は本研究開始前に Polηノックアウトマウスを作出し、紫外線照射により高い皮膚発

がん性を示すことを明らかにした。そのときに用いた ES 細胞は 129 マウス由来のもので、

このマウスは天然に Polι遺伝子がノックアウトされていることを既に我々は米国の研究者

との共同研究により見出している。したがってPolηノックアウトマウスを作出する過程で、

Polη/Polιのヘテロノックアウトマウスが出来ている。その雌雄を掛け合わせ、ダブルノッ

クアウトマウスの作出を試みたところ、それぞれの遺伝子型を持つマウスがメンデル則に

従って生まれてきた。そこで Polηノックアウトマウスと同様にまず紫外線発がん実験を行

った。その結果、皮膚がん発症の時期は Polη単独ノックアウトマウスと比較して早くなる

傾向が見られたが、統計的な違いを見出すまでには至らなかった（図８左）。これらのマウ

スからの MEF 細胞を用いた実験でも、Polη単独ノックアウトマウスと Polη/Polι二重欠損

マウス由来の細胞では、生存率で見た紫外線感受性に違いは見られなかった。しかし生じ

た癌を組織化学的に調べたところ、Polη/Polι二重欠損マウスにおいては、Polη単独ノック

アウトマウスには見られない肉腫が検出され、Polη/Polι二重欠損マウスではより悪性度の

高い癌が生じることが明らかとなった（図８右）。このことは、Polηだけでなく Polιも個体

を紫外線による皮膚がんの形成から防御していることを示している。これまで Polιに何ら

かの生理的な意義を認めた例はなく、これが初めての例である。また病理学的診断により、

Polηヘテロ欠損マウスにおいて、統計的有意差をもって野生型マウスに比べて紫外線誘発

皮膚がんの発症頻度が高く、POLH 遺伝子のヘテロの保因者においても紫外線照射に対する

注意が必要な可能性を示唆している。 

 Polηや Polιの単独欠損と Polη/Polι二重欠損マウスにおける紫外線誘発皮膚発がんの特

異性を追求する目的で、大腸菌 rpsL 遺伝子をゲノムに組み込ませた HITEC マウスとの掛け

合わせを行い、薬剤耐性コロニーの検出と DNA シーケンシングによって、紫外線を照射し

たマウスの皮膚を分離し、その表皮細胞の変異スペクトルを比較した。その結果、Polηを
欠損するとすべての種類の塩基置換が増加すること、特に G:C から A:T へのトランジショ

ンが最大なこと、変異はもっぱらピリミジン塩基が二つ連続した部位に起きることなどが

分かった。一方、Polη/Polι二重欠損マウスでは G:C から A:T へのトランジションが Polη
の単独欠損マウスに比べて有意に低下した（図９）。このことは Polηが欠損しているとき

に、ジピリミジン部位での C に対して Polιが G でなく A を重合しやすいことを示唆してい

る。現在、真皮についても解析を行っており、Polη/Polι二重欠損マウスにおける肉腫形成

の分子メカニズムの解明が期待される。 
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図8 Polη単独あるいはPolη/Polι二重欠損

マウスは紫外線照射により皮膚癌を高頻度

に発症する 

図 9 種々の遺伝子型マウス皮膚におけ

る紫外線誘発突然変異のスペクトル 

 

 

（2） 得られた研究成果の状況及び今後期待される効果 

 

 Polη 複合体の解析から、正常状態の細胞においても Polηが Rad6/Rad18 というユビキチ

ン化酵素 E2/E3 と相互作用していることが示された。このことは、細胞が常に DNA 複製の

停止という緊急時に備えて Polηあるいはその機能に重要なタンパク質（例えば PCNA）をユ

ビキチン化できるよう準備していることを示唆している。またこの複合体には REV1 も含ま

れており、Polηが常に REV1 とも相互作用して、何かに備えていると考えられる。ここで分

離・解析した Polη複合体は、DNA 損傷を与えていない細胞から分離したものであるが、紫

ふ外線照射後や G1/S 期境界に同調した細胞から分離して調べた場合にも、基本的には同様

の複合体が得られている。ただしその量の増加が観察されている。したがって細胞は常に

緊急時の準備をしており、必要な場合には、さらに複合体形成を促進させて、複製フォー

クの進行阻害に対処するものと思われる。今回、Polη 複合体の解析によって、ミスマッチ

修復タンパク質や相同組換えあるいはクロスリンク修復に関わるタンパク質も見いだされ

ている。実際に、ミスマッチ修復タンパク質については解析を進めている。今後、Polη が
更に様々なプロセスに関わっていることが分かってくることが期待される。 

 XP-V 細胞に REV1 との相互作用が出来ない変異 Polη を発現させると、自然突然変異率が上

昇するという興味深い結果を得た。今後、REV1 欠損細胞や REV1 を siRNA などでノックダウンした 

細胞を用いて、同様な現象が見られるか観察したい。また我々のデータでは REV1 タンパク質の

DNA 損傷部位へのリクルートには Polη が必要なので、REV1 がどのような内在性の DNA 損傷に

働くのかを細胞を酸化損傷剤などで処理して調べる。 

 線虫の実験から、Polη が発生初期や減数分裂時にも DNA 障害の回避に働いていることが示唆

された。このような働きが Polη自身の損傷乗り越え活性によるものなのか、それとも REV1 な

ど他のタンパク質をリクルートするために必要なのかは今後の課題である。それを知るた

めには、活性部位に変異を入れて、ポリメラーゼ活性を持たない Polη を発現させた細胞を

作成し、そのような細胞の DNA 損傷剤に対する感受性を調べる必要がある。 

 Polη/Polι二重欠損マウスを用いた紫外線誘発皮膚発がん実験から、これまで生理的な機

能の分らなかった Polιの役割が初めて示された。特に上皮性の皮膚がんではなく、真皮由

来の肉腫が観察されたことは、Polηと異なった機能を持っているという点で非常に興味深

い。 
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４．４ “DNA 損傷修復に関わる TFIIH の遺伝子発現に向けた核内 Crosstalk における機能

解析（Crosstalk グループ）” 

 

(1) 実施の内容 

 

TFIIH との結合に関わる TFIIEαサブユニットの構造— 機能解析 

 TFIIH は転写の際に Pol II の CTD をリン酸化し、転写開始点の周辺を開裂する際にこれ

を制御するTFIIEと、その10サブユニットの中のp62サブユニットで結合している（図１）。

本グループでは、ヒト TFIIH の p62 サブユニットのアミノ基末端にある pleckstrin 

homology ドメイン(PH-D)が TFIIE の２つあるサブユニットのうち大きい方のαサブユニッ

トのカルボキシル基末端の酸性領域(AC-D)と特異的に結合することを見いだし（図２）、両

者の結合構造を NMR により決定した。一方、ガン抑制タンパク質として良く知られる p53

も、その転写活性化ドメインTADで p62の PH-Dと結合し、その構造が最近発表されている。

その構造を今回決定した構造と比較した。さらに、結合特異性を調べるため、あらかじめ

p53TAD と結合させた p62PH-D に TFIIEαを量を増しながら加えて、結合が競合して p53 から

p62 が離れるかどうかを見た。 
 

 
 
 図１ ヒト TFIIEαと結合する TFIIH のサブユニット 
 N 末に GST タグを融合させた TFIIH の各サブユニッ 
トと 6His-TFIIEαを混ぜ合わせ、Glutathione カラムに 
結合する TFIIH サブユニットと共にプルダウンされる 
TFIIEαをウエスタンブロット法により検出した。その  図２ p62 の欠失変異体と TFIIEαC 末の酸性領域の結合 
結果、p62 サブユニットと強く結合していることが明     特異性の検討 
らかになった。                    N 末に GST タグを融合させた p62 の欠失変異体を TFIIEα 
                          C 末酸性領域、あるいは全長 TFIIEαと結合させ、図１同様 
                          に GSTプルダウンしてウエスタンで検出した。その結果、 
                          p62N末にある PH-D領域に特異的に結合した。 
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TFIIH と共に Pol II 最大サブユニット CTD のリン酸化に関わるメディエーターのキナーゼ

サブユニットの解析 

 TFIIH は、その 10 サブユニットの中に CDK7 キナーゼサブユニットを有する。一方、メデ

ィエーターは 30 サブユニットから構成されるが、これらが複合体内で４つのサブモジュー

ルを形成している（図３）。その中で、CDK/cyclin サブモジュールに含まれる CDK8 サブユ

ニットは、TFIIH の CDK7 と共に Pol IICTD の 7 アミノ酸繰返し配列の 5 番目セリンをリン

酸化して転写開始から伸長への移行を制御していると考えられる。また最近になってメデ

ィエーター分画の中に CDK11 という CDK8 のパラログが見出され、脊椎動物において保存さ

れて存在することが明らかになった。そこで今回、これらヒト CDK8(hCDK8)とヒト

CDK11(hCDK11)の機能解析を行った。まず、各々のタンパクのN末にHAとFLAGの両タグ(HF:)

をつけてヒト HeLa 細胞中に導入してこれらを発現する細胞株を樹立した。そして、各々の

サブユニットをアフィニティー精製して、それらに結合するタンパク質を調べた。 

  さらに、生化学的に精製した HA/FLAG:hCDK8 の複合体に関して試験管内転写再構成系

を用いて Gal4-VP16 転写活性化条件で転写活性を調べた。次に siRNA を用いて hCDK8 と

hCDK11 を各々ノックダウンして細胞内レポーターアッセイにて Gal4-VP16 転写活性化をみ

た。 
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  メディエーター複合体は真核生物において高度に機能 
 的、構造的に保存されて存在が確認されている、およそ 

 30 サブユニットから構成された巨大転写制御複合体で 
 ある。各々のサブユニットは、MED1〜31 まで通し番 
 号で命名されているサブユニット以外に CDK8 あるいは 
 CDK11、それに CyclinC というサブユニットがあり、 
 Head、Middle、CDK-cylin、Tail の４つのサブモジュー 
 ルを形成する。様々な転写制御因子からのシグナルを受 
 領する他に、Pol II と基本転写因子にその受容した転写 
 活性化シグナルを受け渡すという役割を持つと考えられ 

 ている。図にはシグナルを受容するサブユニットを矢印 
 で示している。 
 
 
リン酸化 Pol II に結合する新規因子 PCIF1 の解析 

 上述したように、Pol IICTDは 7 アミノ酸の繰返し配列(YSPTSPS)の 2 番目と 5 番目のセ

リン(Ser2、Ser5)がリン酸化されてPol IIは活性化される。TFIIHとメディエーター複合体

はSer5 をリン酸化するが、このリン酸化Ser5 (P-Ser5)に特異的に結合する因子として

PCIF1 (Phosphorylated CTD-interacting Factor 1)を本グループは同定し、cDNAクローニ

ングに成功している（図４）(Fan et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 301, 378-385, 
2003)。そこでさらに、その機能解析を行った。 
 
図４ ヒト PCIF1 の特徴的配列 
  ヒト PCIF1 はリン酸化 5 番目セリンを持つ合成 CTD 
 ペプチドに結合するタンパク質のスクリーニングで単離 

 された WW ドメインを N 末に、セリンに富む領域を C 

 末に有する 704 アミノ酸からなる新規因子である。 

 
 
 
(2) 得られた研究成果の状況及び今後期待される効果 

 

TFIIH との結合に関わる TFIIEαサブユニットの構造— 機能解析 
  NMR による構造決定の結果、ヒト TFIIEαはフリーの状態であると AC-D は定型を取ら

ないが、TFIIH の p62 サブユニットの PH-D と結合すると安定構造を取ることが明らかにな

った（図５）。また p53TAD の PH-D 上での結合領域は、TFIIEαAC-D の PH-D 上の結合領

域と重なることが分った（図６）。さらに、PH-D への結合の TFIIEαAC-D と p53 との間で

の競合実験により、紫外線等でp53がN末領域をリン酸化修飾されていない通常状態では、

p53よりもTFIIEαAC-Dの方が優先的にp62のPH-Dと結合することを生化学的に証明した。

このことは、p53 が転写制御とともに紫外線などによる細胞の DNA 損傷修復に関わってい

ることから、TFIIEαが TFIIH を転写で機能させるスイッチ、p53 が TFIIH を DNA 損傷修復

で機能させるスイッチとしてそれぞれ機能している可能性を示唆する重要な発見であると

考える（Okuda et al., EMBO J., 27, 1161-1171, 2008）。 
 
図５（右） ヒト TFIIEαの AC-D 領域の構造 
安定性 
A. NMR により得られた、AC-D 単独での構造。 
B. 20 分子の各々の構造を重ねたもの。右の N- 
ter は N 末、左の C-ter は C 末を表す。 B. AC- 
D と TFIIHp62 サブユニットの PH-D の共結合 
構造を 20 分子分重ねたもの。緑が AC-D、黄 
色が PH-D を示す。AC-D の N 末も C 末も PH 
-D と結合すると安定構造をとっている。 
 
 

A B 

N-ter 

C-ter 
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図６（左） ヒト TFIIEαの AC-D と p53 の転写活性化領域は PH-D へ 
の結合領域が重複している 
 ここでは酵母の p62 ホモログ Tfb1 とヒト p53 の共結合構造(PDB ID 
:2gs0)の上に、AC-D の結合領域を黄色の楕円形で、p53 の活性化領域 
の結合を赤の楕円で示した。また結合に必要な p62PH-D 上のアミノ 
酸を酵母(黒字)とヒト(青字)での番号で示している。p53 と TFIIEαの 
結合領域が p62 の同一表面で重なっていることがわかる。 
 
 
 
 
 
TFIIH と共に Pol II 最大サブユニット CTD のリン酸化に関わるメディエーターのキナーゼ

サブユニットの解析 

 ヒトの CDK8 と CDK11 ではおよそ 500アミノ酸残基の中で C末の 140アミノ酸の配列が大

きく異なるだけで、N 末側 360 アミノ酸は 95%以上一致していることが分った。そして、樹

立した各々の HF タグ付き CDK を発現する HeLa 細胞株から核抽出液を調製し、これら CDK

に結合するタンパク質をアフィニティー精製して解析したところ、i)HF:hCDK8もHF:hCDK11

もメディエーター複合体を形成していること、ii)互いは相手のサブユニットを含まない複

合体を形成すること、iii)細胞内の両 CDK タンパク質の発現を見るとほとんどが核内で異

なる部分に局在すること、が明らかとなった。 

 そこで次にCDK8の形成するメディエーター複合体の転写における役割を生化学的に解析

し、in vitro において転写活性化因子 Gal4-VP16 依存の転写活性化に及ぼす影響を調べた

ところ、活性化に機能する複合体（分子量 1.5MDa）と不活性化複合体（分子量 1MDa）の２

種のサブタイプが存在することが明らかになった(Furumoto et al., Genes Cells, 12, 
119-132, 2007)。 

 ２つの CDK の細胞内の機能解析として siRNA により hCDK8 をノックダウンすると、転写

活性は低下し、hCDK11 ノックダウンでは反対に活性は上昇した（図７）。これらの結果から、

細胞内においては hCDK8 は転写活性化に寄与しており、hCDK11 は反対に転写抑制に機能し

ていることが示唆された。細胞内でのタンパクの局在も異なっていることから、各々のメ

ディエーターは異なる遺伝子プロモーターに結合して異なる転写制御をしていることを考

えるに至っている（Tsutsui et al., Genes Cells, 13, 817-826, 2008）。 

 
図７ siRNA による２つの CDK サブ 
ユニットのノックダウン 
A. ヒト CDK8(hCDK8)と CDK11 (hCDK11 
)に対して各々２種の siRNA を準備し、 
細胞内に導入した。そして mRNA 量を 
RT-PCR で見たもの。コントロールで 
β-アクチンの mRNA を見た。NC: negative 
control。B.ルシフェラーゼアッセイにより 
Gal4-VP16 依存性転写活性化に及ぼす、 
ノックダウンの効果を見たもの。          
 
 
 

p53
転写活性化

領域

Tfb1/hp62
PH-D

R61/Q66
Q49/K54

TFIIE
相互作用

PDB ID : 2gs0

 
リン酸化 Pol II に結合する新規因子 PCIF1 の解析 

  この解析では、転写開始の際に TFIIH とメディエーター複合体がリン酸化する Pol 

IICTD の細胞内での制御に PCIF1 が関わっているかを検討した。その結果、この因子はリ

ン酸化 Pol II や転写伸長因子 DSIF と共局在しており、またリン酸化 CTD の脱リン酸化酵

素 SCP1 の脱リン酸化能を阻害すること、Gal4-VP16 による細胞内での転写活性化を阻害す

ることを明らかにした（図８）(Iwamoto et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 369, 
449-455, 2008)。今後、TFIIH による CTD リン酸化を伴う転写機能とどのように関連した

メカニズムで細胞内で役割を果たしているかを明らかにしていく。 
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図８ PCIF1 は転写活性化因子 CHOP による転写活性化に抑制的に機能する。A. PCIF1 の siRNA により細胞内 
での発現は効率よくノックダウンされた。Gal4 融合 CHOP(Gal4-CHOP)の有無を+とーで示した。B. ルシフェ 
ラーゼアッセイによる細胞内の転写への影響。PCIF1 発現のノックダウンによって、転写活性は上昇したことか 
ら転写における PCIF1 の機能は、転写活性化の抑制であると考えられる。 

A B
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５．類似研究の国内外の研究動向・状況と本研究課題の位置づけ 

 

 GGR機構における損傷認識段階について、これまでXPCタンパク質複合体とUV-DDBとが

関与していることは明らかになっていたが、両者の関係は不明であった。本研究によっ

て、少なくともCPDに関してUV-DDB-E3リガーゼによるXPCおよびDDB2のユビキチン化が重

要な役割を果たしており、二種類の損傷認識タンパク質が置き換わるという斬新な機構

の存在が判明した。この反応については本研究が圧倒的に他をリードしており、今後も

その状況が続くことを期待したい。XPCタンパク質のユビキチン化は可逆的であり、当然

脱ユビキチン化酵素の関与が考えられる。siRNAライブラリーを用いてその候補タンパク

質も同定しており、研究の発展が見込まれる。 

 先に我々はXPCタンパク質複合体に中心体タンパク質であるcentrin 2を見出した。本

研究でcentrin 2がXPCタンパク質の損傷DNA結合活性を増強することを見つけた。この研

究も国内外で初めてであり、ユニークである。近年、一つのタンパク質が細胞内の異な

る場所で別の機能を有していることが次々と明らかになっており、本研究で明らかにし

たcentrin 2のGGRにおける役割も細胞が如何に効率よく一つのタンパク質を使いまわし

しているか、というよい例である。 

 現在、DNA修復の分野に限らず、DNAの代謝反応全般でクロマチン構造の重要性が認識

され、そうした研究が進められている。本研究で扱った再構成ヌクレオソームでのNER反

応は、そうした中での先鞭を付ける研究になりうるもので、今後、更なる発展が期待さ

れる。特にUB-DDB-E3がヒストンをユビキチン化するという報告やUV-DDBとHATとの相互

作用の報告もあり、本研究で見出されたCBP/p300によるDDB2のアセチル化の生理的な意

義に関心が持たれる。一方、細胞内における修復タンパク質のダイナミクスは世界的な

流行になっており、特にDNAの二本鎖切断修復に関わるタンパク質のダイナミクスが進ん

でいる。NERタンパク質に関しても、オランダのグループを中心にそのダイナミクスが進

められており、我々のグループは彼らと長い間、協力関係にあり、このプロジェクトに

ついても共同研究を進め、その成果の一部は既に論文として発表している。 

 

 CSA、CSBの役割を始めとしてTCR機構の詳細はこれまで十分に明らかではなかった。

我々はCSA機能を中心に解析を進めた。いずれの研究も独創的で、TCR研究をリードする

成果である。 

 XAB2がTCRに関与することを報告したが(J. Biological Chemistry, 275: 34931-34937, 
2000; J. Biological Chemistry, 283: 940-950, 2008)、オランダの研究グループは、

紫外線損傷部位で転写を停止したRNAPIIoと結合する蛋白質を同定し (Molecular Cell, 
23: 471-482, 2006)、その中にXAB2も含まれていることを報告した。しかも、転写を停

止したPol IIoへのXAB2のリクルートが、CSAやCSB依存性であることを示した。XAB2がTCR

機構に関与するという我々の結果を強く支持するものとなった。 

 XPGがTFIIHと安定な複合体を形成し転写活性化に関わり、XP-G/CS患者ではこの複合体

が不安定となり、TFIIHの核内レセプターの活性化が起こらないことを見出した 

(Molecular Cell, 26: 231-243, 2007)。これは、DNA修復因子として知られていたXPGが、

TFIIHの構造安定化に関与することを介し転写に重要な役割を担うこと、CS徴候が転写の

異常に起因することを始めて示したものであり、国際学会等で高い評価を受けた。TFIIH

は基本転写因子として重要な役割を担っていることから、我々の今回の発見は転写研究

への波及効果も大きいと考えられる。 

 CS-B 細胞で認められる変異短縮 CSB 蛋白質が何らかの gain-of-function を持ち、それが

CS-B の病態に関与しているという我々の仮説(Proc. Natl. Acad. Sci. USA,101: 
15410-15415, 2004)は多くの論文で引用を受けている。我々はその仮説を支持する結果を

得ており、現在、論文を投稿中（改訂版）である。 

 

 TLS に関しては、この４年半近くで、実に多くの研究成果が国内外から発表された。その

こと自体は、実質上、この分野を切り拓いた我々のグループとしてはうれしいことである
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が、一方では、競争が激化し、論文が出にくい状況でもあった。そうした中でも、REV1 と

相互作用出来ない Polηを発現している XP-V 細胞では、自然突然変異率が上昇するという

我々の知見はユニークである。REV1 の紫外線損傷部位へのリクルートに Polηの存在が必要

であるという我々の知見に対し、別のグループは REV1 が単独で紫外線損傷部位へ集積する

という論文を出している。この違いに関しては、我々が内在性の REV1 を観察しているのに

対し、別のグループは過剰発現させた外来性の REV1 を見ているという点が理由として挙げ

られる。実際に我々も REV1 を過剰発現させると、それ単独で紫外線損傷部位へ集積すると

いうデータを得ている。我々が単離した Polηを含む複合体の質量分析から、実に様々なタ

ンパク質（主として DNA 修復関連）が Polηと相互作用していることが示された。本研究で

はそれらのごく一部を解析したに過ぎず、現在、解析を進めているものも含め、今後の展

開が楽しみである。TLS ポリメラーゼのノックアウトマウスの仕事も、癌化を中心に進めて

かなりの成果が挙がった。当然、国内外の他の研究グループも手掛けており、一部は競合

しているが、出来るだけ協力して、無駄にないように進める方針である。 
 

 基本転写因子 TFIIH とメディエーター複合体による Pol II の CTD リン酸化修飾と、これ

に伴う真核生物の遺伝子発現制御の研究は、国内では本グループが転写開始と RNA プロセ

シングの制御解析、また東工大の半田宏教授のグループが、やはり CTD をリン酸化する CDK9

と Cyclin T1 の２サブユニットから成る転写伸長因子 P-TEFb を中心に研究している。病態

と DNA 損傷修復の関連分野での解析は、本研究課題の GGR と TCR のグループが TFIIH の解

析を活発に行い研究を牽引しているのが、国内の状況である。一方、国外では TFIIH によ

る CTD リン酸化と遺伝子発現に関してフランスの Egly たちが、この TFIIH の同定以来解析

を続けており、米国の複数のグループが転写後調節に対する CTD リン酸化の意味を解析し

ている。最近になってメディエーター複合体の CDK8 サブユニットの転写調節との関連での

研究が世界的に行われるようになったが、CDK11 の解析を行っているのは本研究グループだ

けである。 
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６．研究実施体制  

 (1)体制  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 理化学研究所 

 花岡細胞生理学研究室 

 ゲノム損傷応答研究ユニット 

 （平成 16 年 11 月〜平成 19 年 3 月） 

 神戸大学 

 バイオシグナル研究センター 

 （平成 19 年 4 月〜平成 21 年 3 月） 

 

 GGR の細胞内制御機構の解析を担当 

 TCR グループ 

 

 大阪大学大学院生命機能研究科 
 田中研究室 
 （平成 16 年 11 月〜平成 21 年 3 月） 
 

 TCR における XAB2 及び CS 複合体の機能解析を担当

TLS グループ 
 
 大阪大学大学院生命機能研究科 
 花岡研究室 
 （平成 16 年 11 月〜平成 19 年 9 月） 
 学習院大学理学部 
 花岡研究室 
 （平成 19 年 10 月〜平成 21 年 3 月） 

 

 TLS におけるポリメラーゼスイッチング機構と 

 Y ファミリーポリメラーゼの機能解析を担当 

研究代表者 
花岡 文雄 

 Crosstalk グループ 

 

 富山大学大学院医学薬学研究部 
 大熊研究室 
 （平成 19 年 4 月〜平成 21 年 3 月） 
 

 DNA 損傷修復に関わる TFIIH の遺伝子発現に向けた

 核内 Crosstalk における機能解析を担当 

 

GGR グループ 
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 (2)メンバー表                                                           

   ① GGR グループ                                         

          

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

花岡 文雄 理化学研究所 主任研究

員 

研究の総括、分裂酵母

の NER 因子の分離と解

析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

菅澤 薫 理化学研究所 

 

 

同 

 

 

神戸大学 

副主任研

究員 

 

研究ユニ

ットリー

ダー 

教授 

XPC タンパク質の翻訳

後修飾とその機能の解

析 

研究の総括、XPC タン

パク質の翻訳後修飾と

その機能の解析 

 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 4 月 

 

平成 18 年 5 月～ 

 平成 19 年 3 月 

 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

水野 武 理化学研究所 先任研究

員 

XPC タンパク質の構造

と機能の解析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

木村 圭志 理化学研究所 先任研究

員 

ヌクレオソーム構造を

介した NER の解析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

鎌田 勝彦 理化学研究所 先任研究

員 

XPC タンパク質の翻訳

後修飾とその機能の解

析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

安田 武嗣 理化学研究所 協力研究

員 

ヌクレオソーム構造を

介した NER の解析 

平成 18 年 1 月～ 

 平成 18 年 6 月 

柳 憲一郎 理化学研究所 協力研究

員 

XPC タンパク質の構造

と機能の解析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

安田 源太郎 理化学研究所 大学院生 XPC タンパク質の構造

と機能の解析 

平成 17 年 2 月～ 

 平成 18 年 3 月 

西 良太郎 理化学研究所 大学院生

 

基礎科学

特別研究

員 

助教 

XPC タンパク質の構造

と機能の解析 

GGR 損傷認識因子の細

胞内ダイナミクスの解

析 

平成 17 年 2 月～ 

 平成 18 年 3 月 

平成 18 年 4 月～ 

 平成 19 年 3 月 

 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

小林 広孝 理化学研究所 

 

 

神戸大学 

人材派遣

パートタ

イマー 

技術補佐

員 

XPC タンパク質の構造

と機能の解析 

 

GGR 損傷認識因子の細

胞内ダイナミクスの解

析 

平成 17 年 5 月～ 

 平成 19 年 3 月 

 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

大野 綾子 理化学研究所 基礎科学

特別研究

員 

XPC タンパク質の構造

と機能の解析 

平成 18 年 4 月～ 

 平成 19 年 3 月 

 

志村 勉 理化学研究所 

 

神戸大学 

協力研究

員 

学術推進

研究員 

XPC タンパク質の構造

と機能の解析 

平成 18 年 11 月～ 

 平成 19 年 3 月 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 19 年 7 月 
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赤木 純一 神戸大学 学術推進

研究員 

GGR に関わるクロマチ

ン構造変換機構と GGR

因子の細胞内制御 

平成 19 年 9 月～ 

 平成 21 年 3 月 

 

 

 ② TCR グループ 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

田中亀代次 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

教授 研究の総括、Xpa(-/-)

マウスの解析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 21 年 3 月 

西條将文 同上 准教授 CSA、CSB の機能解析 平成 16 年 11 月～ 

 平成 21 年 3 月 

堀端克良 同上 助教 UVsS の分子病態解析 平成 17 年 4 月～ 

 平成 17 年 7 月 

成田 央 同上 助教 XPGの転写機能の解析 平成 18 年 6 月～ 

 平成 21 年 3 月 

倉岡 功 同上 助教 XAB2 の機能解析 平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

伊藤 伸介 同上 大学院生

 

研究員 

XPG-TFIIH複合体の機

能解析 

平成 17 年 4 月～ 

 平成 19 年 3 月 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 19 年 8 月 

竹立新人 同上 大学院生 XPG の機能解析 平成 17 年 4 月～ 

 平成 19 年 11 月 

鈴木恭子 同上 大学院生 RNAP II の in vitro
転写系 

平成 17 年 4 月～ 

 平成 19 年 11 月 

 

 

 ③ TLS グループ                                         

          

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

花岡 文雄 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

学習院大学理

学部 

教授 

 

 

教授 

研究の総括、Polηと相

互作用する因子の解析

 

 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 19 年 9 月 

 

平成 19 年 10 月～ 

 平成 21 年 3 月 

益谷 央豪  大阪大学大学

院生命機能研

究科 

准教授 Polηの翻訳後修飾の

解析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 21 年 3 月 

横井 雅幸 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

学習院大学理

助教 

 

 

助教 

Polηノックアウトマ

ウスの解析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 20 年 3 月 

 

平成 20 年 4 月～ 
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学部  平成 21 年 3 月 

大雲 剛志 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

助教 Polηノックアウトマ

ウスの解析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 19 年 8 月 

内山 雅司 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

学習院大学理

学部 

JST 研 究

員 

分裂酵母 TLS ポリメラ

ーゼの解析 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

 

平成 20 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

増本 博司 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

JST 研 究

員 

出芽酵母を用いた細胞

老化の研究 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 19 年 12 月 

砂川 真弓 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

JST 研 究

員 

Polη複合体の解析 平成 18 年 4 月～ 

 平成 19 年 3 月 

平野 暁彦 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

大学院生 Polηの翻訳後修飾の

解析 

平成 18 年 4 月～ 

 平成 18 年 7 月 

金尾 梨絵 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

大学院生 Polηノックアウトマ

ウスの解析 

平成 18 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

 

道津 貫太郎 大阪大学大学

院生命機能研

究科 

大学院生 Polηノックアウトマ

ウスの解析 

平成 19 年 8 月～ 

 平成 20 年 3 月 

楊  大阪大学大学

院生命機能研

究科 

大学院生 Polηと相互作用する

因子の解析 

平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

 

高岡 匠 学習院大学理

学部 

大学院生 Polηノックアウトマ

ウスの解析 

平成 20 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

 

 

 ④ Crosstalk グループ 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

大熊 芳明 富山大学大学院

医学薬学研究部 

教授 TFIIH の欠損病態と核内

事象の解析と総括 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

広瀬 豊 同上 助教 Pol IICTD のリン酸化と

それに伴う Crosstalk 解

析 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

田中 亜紀 同上 助教 TFIIH の欠損病態と核内

事象の解析と総括 

平成 19 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

山本 真也 同上 大学院生 Pol IICTD のリン酸化と

それに伴う Crosstalk 解

析 

平成 20 年 10 月～ 

 平成 21 年 3 月 

高澤 学 同上 大学院生 TFIIH の欠損病態と核内

事象の解析と総括 

平成 20 年 10 月～ 

 平成 21 年 3 月 

 

 39



７．研究期間中の主な活動 

 

(1) ワークショップ・シンポジウム等 

 

該当ありません。                                                                         

 

 

(3) 招聘した研究者等 

 

該当ありません。 

 

 

８．発展研究による主な研究成果  

 

(1)論文発表（英文論文 82 件  邦文論文 8 件） 

 

1) Nishi, R., Alekseev, S., Dinant, C., Hoogstraten, D., Houtsmuller, A. B., 

Hoeijmakers, J. H. J., Vermeulen, W., Hanaoka, F., and Sugasawa, K.: UV-DDB- 

dependent regulation of nucleotide excision repair kinetics in vivo. DNA Repair 
in press (2009). 

2) Tanaka, K., and Ito, S.: Transcription-coupled repair and its defect in Cockayne 

syndrome. In Molecular Mechanisms of Cockayne Syndrome. Landes Bioscience, in 
press (will be published on April 1, 2009) 

3) Ni, L., Saeki, M., Xu, L., Nakahara, H., Saijo, M., Tanaka, K., and Kamisaki, Y.: 

RPAP3 interacts with Reptin to regulate UV-induced phosphorylation of H2AX and 

DNA damage. J. Cellular Biochemistry, in press. 
4) Akagi, J., Masutani, C., Kataoka, Y., Kan, T., Ohashi, E., Mori, T., Ohmori, H., 

and Hanaoka, F.: Interaction with DNA polymerase eta is required for nuclear 

accumulation of REV1 and suppression of spontaneous mutations in human cells. DNA 
Repair in press (2009). 

5) Katsuno, Y., Suzuki, A., Sugimura, K., Okumura, K., Zineldeen, D. H., Shimada, 

M., Niida, H., Mizuno, T., Hanaoka, F., and Nakanishi, M.: Cyclin A-Cdk1 regulates 

the origin firing program in mammalian cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106, 
3184-3189 (2009). 

6) Tanaka, A., Watanabe, T., Iida, Y., Hanaoka, F., and Ohkuma Y.: Central forkhead 

domain of human TFIIE beta plays a primary role in binding double-stranded DNA 

at transcription initiation. Genes Cells 14, 395-405 (2009). 
7) Sugasawa, K.: XPC: its product and biological roles. In Molecular Mechanisms of 

Xeroderma Pigmentosum. (Ahmad, S. I. and Hanaoka, F. eds.) Adv. Exp. Med. Biol. 
637, 47-56, Landes Bioscience, Austin, U.S.A. (2008). 

8) Masutani, C., Hanaoka, F., and Ahmad, S. I.: Xeroderma Pigmentosum variant, XP-V: 

its product and biological roles. In Molecular Mechanisms of Xeroderma 
Pigmentosum. (Ahmad, S. I. and Hanaoka, F. eds.) Adv. Exp. Med. Biol. 637, 93-102, 
Landes Bioscience, Austin, U.S.A. (2008). 

9) Ahmad, S. I., and Hanaoka, F. (2008) Molecular mechanisms of xeroderma pigmentosum. 

Preface. In Molecular Mechanisms of Xeroderma Pigmentosum. (Ahmad, S. I. and 
Hanaoka, F. eds.) Adv. Exp. Med. Biol. 637, vii-xiv, Landes Bioscience, Austin, 
U.S.A. (2008). 

10) Roche, Y., Zhang, D., Segers-Nolten, GM., Vermeulen, W., Wyman, C., Sugasawa, K., 
Hoeijmakers, J. and Otto, C.: Fluorescence correlation spectroscopy of the binding 
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of nucleotide excision repair protein XPC-hHr23B with DNA substrates. J. Fluoresc. 
18, 987-995 (2008). 

11) Sugasawa, K.: Xeroderma pigmentosum genes: functions inside and outside DNA repair. 
Carcinogenesis 29, 455-465 (2008). 

12) Ohkumo, T., Masutani, C., and Hanaoka, F.: Use of RNAi in C. elegans. In RNAi: 
Design and Application. (Barik, S. ed.) Methods Mol. Biol. 442, 129-137 (2008). 

13) Nakane, H., Hirota, S., Brooks, P. J., Nakabeppu, Y., Nakatsu, Y., Kitamura, Y.,  
Nishimune, Y., Iino, A., and Tanaka, K.: Impaired spermatogenesis and elevated 

spontaneous tumorigenesis in xeroderma pigmentosum group A gene (XPA)-deficient 

mice. DNA Repair 7, 1938-1950 (2008). 
14) Masuda, K., Ouchida, R., Yokoi, M., Hanaoka, F., Azuma, T., and Wang, J. Y.: DNA 

polymerase eta is a limiting factor for A:T mutations in Ig genes and contributes 
to antibody affinity maturation. Eur. J. Immunol. 38, 2796-2805 (2008). 

15) Fukumoto, Y., Dohmae, N., and Hanaoka, F.: Schizosaccharomyces pombe Ddb1 recruits 
substrate-specific adaptor proteins through a novel protein motif, the DDB-box. 

Mol. Cell. Biol. 28, 6746-6756 (2008). 
16) Ouchida, R., Ukai, A., Mori, H., Kawamura, K., Dolle, M. E., Tagawa, M., Sakamoto, 

A., Tokuhisa, T., Yokosuka, T., Saito, T., Yokoi, M., Hanaoka, F., Vijg, J., and 

Wang, J. Y.: Genetic analysis reveals an intrinsic property of the germinal center 

B cells to generate A:T mutations. DNA Repair 7, 1392-1398 (2008). 
17) Martomo, S. A., Saribasak, H., Yokoi, M., Hanaoka, F., and Gearhart, P. J.:  

Reevaluation of the role of DNA polymerase theta in somatic hypermutation of 

immunoglobulin genes. DNA Repair 7, 1603-1608 (2008). 
18) Tsuji, Y., Watanabe, K., Araki, K., Shinohara, M., Yamagata, Y., Ysurimoto, T., 

Hanaoka, F., Yamamura, K., Yamaizumi, M., and Tateishi, S.: Recognition of forked 

and single-stranded DNA structures by human RAD18 complexed with RAD6B protein 

triggers its recruitment to stalled replication forks. Genes Cells 13, 343-354 
(2008). 

19) Yasui, M., Suenaga, E., Koyama, N., Masutani, C., Hanaoka, F., Gruz, P., Shibutani, 
S., Nohmi, T., Hayashi, M., and Honma, M.: Miscoding properties of 

2'-deoxyinosine, a nitric oxide-derived DNA adduct, during translesion synthesis 

catalyzed by human DNA polymerases. J. Mol. Biol. 377, 1015-1023 (2008). 
20) Hidaka, K., Yamada, M., Kamiya, H., Masutani, C., Harashima, H., Hanaoka, F., and 

Nohmi, T.: Specificity of mutations induced by incorporation of oxidized dNTPs 

into DNA by human DNA polymerase eta. DNA Repair 7, 497-506 (2008). 

21) Tsutsui, T., Umemura, H., Tanaka, A., Mizuki, F., Hirose, Y., and Ohkuma, Y.: Human 
mediator kinase subunit CDK11 plays a negative role in viral activator 

VP16-dependent transcription. Genes Cells, 13, 817-826 (2008). 

22) *Okuda, M., *Tanaka, A., Satoh, M., Takazawa, M., Mizuta, S., Ohkuma, Y., and 
Nishimura, Y. (*these authors contributed equally to this work.): Structural 

insight into the TFIIE/TFIIH: TFIIE and p53 share the binding region on TFIIH. 

EMBO J., 27, 1161– 1171 (2008). 

23) *Hirose, Y., *Iwamoto, Y., Sakuraba, K., Yunokuchi, I., Harada, F., and Ohkuma, 
Y. (*these authors contributed equally to this work.): Human phosphorylated 

CTD-interacting protein, PCIF1, negatively modulates gene expression by RNA 

polymerase II. Biochem. Biophys. Res. Comm., 69, 449-455 (2008). 

24) Akashi, S., Nagakura, S., Yamamoto, S., Ohkuma, Y., and Nishimura, Y.: Structural 
characterization of human transcription factor TFIIF in solution. Protein Sci. 
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17, 389-400 (2008).  
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Isolation of XAB2 complex involved in pre-mRNA splicing, transcription and 

transcription-coupled repair. J. Biol. Chem. 283, 940-950 (2008). 
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 菅澤 薫、花岡文雄：「紫外線による遺伝子の傷を修復するために働く新たなメカ 

ニズムを発見」、平成 17 年 4 月 28 日 

 

   ②受賞： 

 花岡文雄：「高発がん性遺伝病細胞を用いた遺伝情報維持機構の解明」第 39 回内藤
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 花岡文雄：「ゲノム情報維持の分子機構に関する研究」平成 21 年度日本薬学会賞（平

 成 21 年 3 月） 

 

 

９．結び 

 

 本研究プロジェクト全体として、当初の研究目標はほぼ達成出来たと考えている。具体

的には、当初より世界をリードしていたヌクレオチド修復及び損傷乗り越え複製の分子機

構の解明に関しては、順調に研究を発展させ、様々な新知見を得ることが出来た。またそ

れらのメカニズムに欠損を持つヒトあるいはマウスをはじめとするモデル生物でのがん化

や老化の研究も大きく進めることが出来た。がん化や老化の制御という観点からは、まだ

まだやるべきことが残っているが、本研究プロジェクトの延長として研究を進めていけば、

近い将来、必ずや現実のものとなると信じている。 

 研究代表者として、特に全体を集めてのミーティングの開催などは行わなかったが、個々

の研究グループ間では、適宜、討論や相談をして、プロジェクトの推進がスムーズに行く

よう努力していた。また発表論文等にも見られるように、グループ間での共同研究は盛ん

に行われた。以下に各研究グループでの総括あるいは感想などを簡単に述べさせて頂く。 

 

 GGR における DNA 損傷認識過程において、ユビキチン化が重要な役割を果たしていること

を世界に先駆けて明らかにできたのは、本研究の最大の成果である。また XPC の脱ユビキ

チン化酵素、および XPC の SUMO 化部位の同定に向けて有力な手がかりが得られたことは、

GGR の新たな制御機構の解明へ向けて今後大きく研究を発展させる礎となるものと期待さ

れる。一方、GGR 因子の細胞内動態とクロマチン構造変換の役割に関する解析は緒についた

ばかりであるが、centrin 2 を介した細胞周期制御との関連も含めて今後重点的に研究を進

めていきたい。 

 GGR グループは平成 18 年度からリーダーが菅澤に交替し、また平成 19 年度には理化学研

究所から神戸大学に研究拠点を移すことになった。そのような厳しい環境においてもポス

ドクや技術補佐員を雇用して研究成果を上げることができたのは、ひとえに本プロジェク

トのご支援の賜物である。若手研究者の育成としては、本プロジェクトで雇用したポスド

クが成果を上げ、放射線医学総合研究所の研究員や東北大学の助教として転出したことが

挙げられる。 

 

 TCR グループは全研究期間を通して、大阪大学に拠点を置き、じっくりと研究が進められ

たこともあり、最大の成果を挙げた。特にヌクレオチド除去修復の欠損としてこれまで XP

研究の陰になってほとんど解析されていなかった CS の研究を、世界に先駆けて進め、数々

の新知見を得たことは大きく評価されている。また XP と CS を併発する XP-G/CS 患者細胞

の解析から、XPG が TFIIH の安定化に寄与し、核内レセプターの発現の活性化に働いている

という観察も特筆すべき成果である。 

 

 TLS グループは、期間の途中で大阪大学から学習院大学へと移り、研究の一時中断を余儀

なくされたが、本プロジェクトのご支援のお陰で、比較的スムーズに研究が再開でき、大

いに感謝申し上げる。その甲斐もあって、損傷乗り越えの分野で、世界をリードする研究
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成果を出し続けることが出来たと思っており、また今後につながる研究体制も確立するこ

とが出来た。 

 

 Crosstalk グループが当初の目的としていた TFIIH の欠損による病態の機構解析と絡め

た研究に関しては、共同研究を含め進めることが十分にできなかったが、予想していなか

った TFIIE と p53 のタンパク質同士の競合により TFIIH の p62 サブユニットの PH-D ドメイ

ン表面に結合することを、機能と構造の両面で解明できたことは大きな達成であると考え

る。また、メディエーター複合体の CDK8 と CDK11 が共に実際に Pol IICTD リン酸化を行っ

て、転写制御に関わっていること、特に正反対に制御し合っていることを見いだしたこと

は、本プロジェクトの支援があって初めて可能になったと考えている。今後は、p53 といか

にして TFIIE が転写と DNA 損傷修復の際に機能する役者として入れ替わっているのかを、

より詳細に生細胞を用いた細胞化学や生化学的に解析を進める。また、メディエーターに

よるヒトの遺伝子発現の制御ネットワークを、メディエーターと相互作用する因子の網羅

的なマススペクトル解析と、メディエーターの制御する遺伝子の同定をクロマチン免疫沈

降と次世代高速遺伝子配列解読を組み合わせた ChIP-Seq 法により推進して、転写制御の分

子機構の解明につなげたく考えている。 

  若手研究者の育成としては、修士課程の学生が研究の進展により日本学術振興会の博

士課程研究員に採択され、博士課程への進学を決めることができたこと、他の学生も生化

学会や薬学会の学生発表賞を受賞することにつながる立派な成果をあげられることにつな

げられたことが挙げられる。 
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↑ GGR グループ（神戸大学・菅澤研究室）  

 

 
 

↑ TCR グループ（大阪大学・田中研究室） 
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↑ TLS グループ（学習院大学・花岡研究室） 

 

 
 

↑ Crosstalk グループ（富山大学・大熊研究室） 
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