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研究成果の概要（和文）：ヌクレオチド除去修復におけるDNA損傷認識因子の細胞内局在制御に、ヘテロクロマチン様
構造の形成が関わっている可能性を見出した。細胞のDNA損傷応答を制御するDNA修復と転写のクロストーク因子として
重要なDDB2タンパク質の機能制御に関わるさまざまな翻訳後修飾（ユビキチン化、SUMO化、アセチル化等）の役割を明
らかにした。また、自然突然変異の抑制と能動的DNA脱メチル化に関与する塩基除去修復酵素チミンDNAグリコシラーゼ
（TDG）のタンパク質安定性を制御する分子機構を解明するとともに、TDGが色素性乾皮症C群タンパク質を介してヌク
レオチド除去修復機構と機能的に相互作用することを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, it is suggested that formation of heterochromatin-like structures 
is involved in regulation of intracellular localization of DNA damage recognition factors for nucleotide 
excision repair. We also elucidate novel roles of various post-translational modifications 
(ubiquitination, SUMOylation, acetylation, etc.) in functional regulation of the DDB2 protein, which is 
involved in crosstalks between DNA repair and transcription, thereby regulating cellular DNA damage 
responses. Furthermore, the molecular mechanism is uncovered for regulating stability of thymine DNA 
glycosylase (TDG), which is a key factor involved in both base excision repair suppressing spontaneous 
mutagenesis as well as active DNA demethylation. TDG is also shown to interact functionally with the 
nucleotide excision repair pathway by affecting functions of the xeroderma pigmentosum group C (XPC) 
protein.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 遺伝子　エピゲノム　発現制御　DNA損傷修復　変異
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１．研究開始当初の背景 
	 ゲノム DNA は種々の環境因子に加え、活性
酸素や S-アデノシルメチオニン（SAM）などの
エネルギー代謝物によって絶えず損傷を受け
ている。DNA 損傷は突然変異や染色体異常、さ
らには細胞死を誘導することにより、がんや
神経変性、早期老化など、種々の疾患・病態の
原因となり得る。このような弊害を未然に防
ぐさまざまな DNA 修復機構のなかでも、特に
日常的に発生する膨大な数の塩基損傷を処理
する塩基除去修復（BER）やヌクレオチド除去
修復（NER）に関しては、生化学的な分子機構
の理解が進んでいた。しかしながら、細胞内
において修復反応の開始のために必要とされ
るクロマチン構造変換の分子機構については
未だに不明な点が多く残されていた。	
	 一方、BER や NER のような除去修復反応に
伴い、その領域にあらかじめ存在する 5-メチ
ルシトシンを含む短い DNA 鎖の切除、あるい
は修飾ヒストンの解離により局所的なエピゲ
ノム情報の攪乱が引き起こされる可能性があ
り、細胞の遺伝子発現と正常な機能を維持す
るためには、修復完了後に元のエピゲノム情
報を正確に再構築する必要がある。すなわち
DNA 損傷とその修復はエピゲノム情報を書き
換える（"Rewriting"）機会を与えるものと捉
えることができ、ゲノム塩基配列情報とエピ
ゲノム情報、それぞれの維持・再編に関わる
分子機構とその相互制御関係（クロスレギュ
レーション）を理解することの重要性が急速
に高まっていた。	
 
２．研究の目的 
	 本研究ではゲノム配列情報の維持にあたる
DNA 修復機構と、遺伝子発現を制御するエピ
ゲノム情報の修飾・維持機構との機能的連携
を分子レベルで明らかにすることで、その破
綻によって引き起こされるゲノム不安定性や
エピゲノム異常と種々の疾患・病態発現機構
との関連の理解に資することを目的とした。
具体的には、NER を制御するヒストン修飾や
クロマチン構造変換因子の同定、NER におけ
る損傷認識因子の翻訳後修飾を介した転写環
境制御、能動的 DNA 脱メチル化機構における
DNA 修復因子の役割、SAM による塩基損傷の修
復機構と細胞内代謝との関連等を明らかにす
ることを目指して研究を行った。	
 
３．研究の方法 
(1)クロマチン免疫沈降	
	 FLAG タグを融合した XPC または DDB2 を安
定発現するヒト線維芽細胞株を樹立し、パラ
ホルムアルデヒドによる固定、クロマチン画
分の調製および超音波処理による断片化処理
の後、抗 FLAG 抗体を用いてクロマチン免疫沈
降を行った。	
	
(2)局所紫外線照射	
	 波長 250	 nm の深紫外線を発する水銀–キセ
ノン光源と反射対物レンズを備えた正倒立型

蛍光顕微鏡を用いて、細胞核内の局所に紫外
線を照射した。EGFP を融合した XPC を安定発
現する細胞株を用いて局所紫外線照射を行い、
EGFP-XPCの損傷部位への集積をタイムラプス
観察した。	
	
(3)DNA 損傷修復速度の測定	
	 DNA 複製による損傷の希釈を防ぐため、細
胞を過剰チミジン処理した後、紫外線に暴露
した。チミジン存在下で様々な時間培養した
後、ゲノム DNA を調製し、紫外線誘発損傷で
ある（6-4）光産物を特異的に認識する抗体を
用いた ELISA 法により損傷の定量を行った。	
	
(4)無細胞ユビキチン化反応	
	 バキュロウイルス発現系を用い、DDB1-DDB2
および CUL4A-RBX1 複合体をそれぞれ発現・精
製した。これらを試験管内で混合して CRL4DDB2

ユビキチンリガーゼ複合体を再構成し、ゲル
濾過カラムによりヘテロ四量体を精製した。
このユビキチンリガーゼ複合体と E1、E2
（UbcH5a）、ユビキチンおよび基質として XPC
複合体を用い、ユビキチン化反応を行った。	
	
４．研究成果	
(1)DNA損傷修復制御におけるエピゲノム環境
の役割	

①NER の DNA 損傷認識に伴うエピゲノム情報
の変換	

	 ヒトのゲノム全体を対象とする NER におい
ては、色素性乾皮症 C群（XP-C 群）の責任遺
伝子産物である XPC タンパク質を含むヘテロ
三量体（XPC 複合体）、および DDB1 と XP-E 群
の責任遺伝子産物である DDB2 から成るヘテ
ロ二量体（UV-DDB）が DNA 損傷部位を認識し
て結合することにより、修復反応が開始され
る。細胞内においてこれらの損傷認識因子が
実際に損傷部位に結合するためには、ヒスト
ン修飾やクロマチンリモデリング因子の関与
によりクロマチン構造の変換が必要になると
考えられるが、その分子機構の詳細は不明で
あった。	
	 NER の損傷認識の場におけるクロマチン構
造の状態を調べるため、XPC および DDB2 を標
的とするクロマチン免疫沈降（ChIP）系を構
築した。紫外線照射後、様々な時間培養した
細胞について ChIP および抗修飾ヒストン抗
体によるウエスタンブロットを行った結果、
XPC や DDB2 が結合したクロマチン領域からア
セチル化ヒストンが排除されている可能性を
見出した。細胞をヒストン脱アセチル化酵素
（HDAC）阻害剤であるトリコスタチン A や酪
酸で処理すると、XPC の局所紫外線照射部位
への集積やゲノム全体における紫外線誘発
DNA 損傷の修復に遅延が見られたことから、
NER の初期過程においてヒストンの脱アセチ
ル化が関わっている可能性が示唆された。	
	 一般にヒストンの脱アセチル化はクロマチ
ンの凝縮を促し、遺伝子発現に対して抑制的
に働くと考えられていることから、上記の結



 

 

果は予想外であった。そこで損傷認識因子の
細胞内局在を詳しく調べたところ、XPC がヘ
テロクロマチンに局在する傾向があることを
見出した。通常の培養条件において、蛍光タ
ンパク質を融合した XPC とヘテロクロマチン
タンパク質 1（HP1）の共局在が観察されるの
みならず、HDAC 阻害剤処理によって両者とも
ヘテロクロマチンから消失した。さらに細胞
核内の局所に紫外線を照射することで HP1 自
身が損傷部位に集積すること、この集積がXPC
や UV-DDB に依存しないことが示された。	

	 以上の結果は、DNA 損傷部位においてヒス
トンの脱アセチル化等を介してヘテロクロマ
チン様構造が形成され、これによって損傷認
識因子のリクルートが促進されている可能性
を示唆する。従来、遺伝子発現の制御に関し
て確立されてきたクロマチン高次構造の役割
とは異なる概念を提起するものとして興味深
い。	
②細胞の DNA 損傷応答を制御する DDB2 の翻
訳後修飾	

	 DDB2 は NER において損傷認識因子として機
能すると同時に、がん抑制遺伝子産物 p53 と
機能的に相互作用し、細胞の DNA 損傷応答に
おける転写環境の制御に関わることが知られ
ている。このように DNA 修復と転写のクロス
トーク因子として重要であるにもかかわらず、
細胞内における DDB2 の機能制御には不明な
点が多く残されていた。	
	 我々は DDB2 の N 末端に存在する特定の立
体構造を取らないと予想されるテール領域が
アセチル化、ユビキチン化、ポリ ADP リボシ
ル化など、様々な翻訳後修飾の標的となるこ
とを明らかにした。特に UV-DDB は CUL4-RBX1
とともにユビキチンリガーゼ複合体（CRL4DDB2）
を形成しており、DDB2 が DNA 損傷を認識する
と CRL4DDB2が活性化されて、DDB2、XPC、ヒス
トン等の様々なタンパク質がユビキチン化を
受けること、DDB2 が紫外線照射に応答してプ
ロテアソーム依存的に分解されるのに対して、
XPC のユビキチン化は概ね可逆的であること
が以前から知られていた。しかしながら、こ
れらの現象の生理的な意義については不明で
あった。	
	 今回、人為的に XPC の細胞内発現レベルを
変化させることにより、DDB2 の紫外線誘導性
ユビキチン化および分解を XPC が負に制御し
ていることが明らかになった。無細胞ユビキ
チン化反応系を用いた生化学的な解析も含め、
XPC は CUL4-RBX1 ユビキチンリガーゼの基質
として DDB2 と競合関係にあり、UV-DDB によ

って XPC が正常に損傷部位にリクルートされ
れば、DDB2 は分解を免れるというモデルを提
唱した。これは、「DNA 損傷時に損傷認識因子
である DDB2 がなぜ分解される必要があるの
か？」という長年の謎に一定の解答を与える
ものである。	
	 さらに、XPC がユビキチン様タンパク質
SUMO による修飾を受けることを見出した。
SUMO 化部位を欠損した変異 XPC を安定発現す
る細胞株では、主要な紫外線誘発 DNA 損傷で
ある（6-4）光産物の修復に有意な遅延が認め
られた。紫外線誘発損傷が UV-DDB から XPC に
受け渡される過程で XPC の SUMO 化が重要な
役割を担っており、CRISPR/Cas9 による DDB2
遺伝子破壊実験から、SUMO 化の非存在下では
損傷部位に結合した UV-DDB 自身が DNA 修復
の開始を妨害してしまうことが示唆された。	
	 一方、N 末端テール領域を欠失、もしくはリ
ジン残基のアミノ酸置換を導入した種々の変
異型 DDB2 を安定発現する細胞株を作製した
ところ、DNA 損傷の修復速度に有意な差がな
いにもかかわらず、細胞の紫外線感受性にさ
まざまな変化が生じることを見出した。特に
アセチル化を模倣したグルタミン変異体で紫
外線感受性の増強が顕著に見られた。この紫
外線感受性は DNA 二重鎖切断の誘導を介して
おり、p53 および DNA 依存性プロテインキナ
ーゼの活性化に依存することが示された。こ
のような細胞応答に関わる DDB2 の新たな機
能を探るため、質量分析による相互作用因子
の解析を試みたところ、解糖系に関わる細胞
内代謝酵素やクロマチンリモデリング因子複
合体のサブユニット等、興味深い因子が得ら
れている。現在、これらの因子の機能解析を
進めている。	

	
(2)エピゲノム制御における DNA 修復機構の
役割	

①能動的 DNA 脱メチル化における DNA 修復機
構の役割	

	 チミン DNA グリコシラーゼ（TDG）は、シト
シンおよび5-メチルシトシンの自発的な脱メ
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チル化によって生じる G:U、G:T ミスマッチを
解消する BER 反応を開始する酵素で、自然突
然変異の抑制に寄与すると考えられてきた。
一方、最近になって TDG は DNA の能動的脱メ
チル化を介したエピジェネティックな遺伝子
発現制御に関与することが示され、注目を集
めている。しかしながら、TDG の DNA 修復酵素
としての活性と、エピゲノム制御における機
能との関係は必ずしも明らかになっていない。	
	 我々は、TDG が種々の DNA 損傷に応答して
ユビキチン–プロテアソーム系による分解を
受けることを新たに見出した。別に細胞周期
S 期での TDG の分解が報告されていることを
踏まえ、これらの分解に関わるユビキチンリ
ガーゼとして CRL4CDT2 を同定することに成功
した。実際、CRL4CDT2による基質認識に重要と
される PCNA 相互作用部位に変異を導入する
ことにより、TDG タンパク質の定常的な発現
レベル上昇と DNA 損傷誘導性分解の抑制が観
察された。仮に TDG が半メチル化状態の DNA
に作用して脱メチル化を引き起こすとすれば、
DNA 複製、修復時におけるエピゲノム情報の
消去を防ぐ上で TDG が積極的に分解されてい
る可能性が考えられる。	

	 上記の分解耐性の TDG 変異体に加え、SUMO
化部位や BER 酵素としての活性中心にアミノ
酸置換を導入した各種 TDG 変異体を安定発現
する細胞株を作製して解析を行った。その結
果、TDG の発現に依存してゲノム中の 5-メチ
ルシトシンや脱メチル化の中間体である5-ヒ
ドロキシメチルシトシンのレベルに有意な変
化が見られた。しかしながら、この効果は TDG
の BER 酵素としての活性とは独立したもので
あることが示唆され、従来の脱メチル化機構
のモデルを再検討する必要があるのではない
かと考えている。	
	 一方、我々は XPC が TDG と物理的に相互作
用するとともに、無細胞系において TDG の活
性を促進することを以前に報告している。XPC
が複数の DNA 修復機構に関与して突然変異の
抑制に寄与している可能性が示唆されていた
が、今回 TDG の発現レベルに応じて細胞の紫
外線感受性の増強および紫外線誘発 DNA 損傷
の修復速度の低下が引き起こされることを新
たに見出した。NER と BER が XPC を競合する
ことで、お互いの機能に影響を及ぼしている
ことを示す結果として興味深いものである。	
②SAM によるメチル化塩基損傷の修復酵素と
細胞内代謝の変化	

	 転写・エピゲノム制御においてメチル基供
与体として重要な役割を果たすS-アデノシル
メチオニン（SAM）は、DNA や RNA と反応して
メチル化損傷塩基を生じることが知られてい

る。これらの損傷の修復に関わるとされる大
腸菌 AlkB のヒトホモログ ALKBH ファミリー
は、ある種のがん細胞において発現が亢進し
ていることが報告されている。HeLa 細胞を親
株として ALKBH2 または ALKBH3 の安定過剰発
現および発現抑制を行ったところ、ALKBH2/3
の発現レベルと細胞増殖速度の間に正の相関
が認められた。	
	 ALKBH は TET 等とともにジオキシゲナーゼ・
ファミリーに属し、α-ケトグルタル酸を補因
子としてメチル基の酸化を触媒することから、
ALKBH の発現が細胞内代謝に及ぼす影響に着
目した。メタボローム解析の結果、ALKBH3 過
剰発現細胞において、特にポリアミン合成経
路の亢進が見られ、この細胞がポリアミン合
成阻害剤に対して高感受性を示すことを新た
に見出した。一方、ALKBH3 過剰発現細胞にお
いて ALKBH3 の発現を siRNA によって抑制す
ると、細胞死が誘導されることがわかった。
ALKBH3の高発現に適応した細胞内代謝環境が、
ALKBH3 の基質となる DNA/RNA のメチル化損傷
を引き起こしやすい状態になっている可能性
を考えて引き続き解析を進めている。	
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