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研究成果の概要（和文）： 

XPCタンパク質は、ヌクレオチド除去修復(NER)において、損傷 DNA の構造異常を特異的に認
識する。XPC は修復時に活性化されるユビキチンリガーゼ（Clu4A 複合体）によりユビキチン化
される。このユビキチン修飾が、XPC 複合体の DNA 損傷認識を促進することが明らかにされて
いるが、その後の修復反応において、どのような役割を果しているのかは殆どわかっていない。
そこで本研究では、ユビキチン修飾による XPC の DNA損傷認識の調節機構を、生化学的および
構造生物学的解析を通じて、解明することを目指した。生化学的解析では、XPC タンパク質の
ユビキチン化がおこる領域を明らかにした。一方、構造生物的解析では、XPC タンパク質とユ
ビキチンリガーゼの相互作用解析を目指し、XPCの様々な領域の大量発現系の構築を試みたが、
発現量や精製過程で沈殿する等の問題点により構造研究に適した大量発現系の構築を行うこと
はできなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 XPC protein specifically recognizes a certain secondary structure of the damaged DNA 
during the NER (Nucleotide excision repair). The ubiquitin ligase (E3) complex (cullin 
4A, DDB1, DDB2 and Roc1) stimulated its activity by UV damage catalyzes ubiquitination 
of XPC. The ubiquitin modification of XPC promotes the DNA damage recognition by itself. 
However, the role of the ubiquitin modification of XPC in the NER pathway is not clear. 
In this study, I have attempted to elucidate the regulation of DNA damage recognition 
through ubiquitination of XPC using biochemical and structural analysis. Biochemical 
approaches was taken to identify main region of ubiquitination in XPC. On the other hand, 
I have tried to prepare expression constructs of several regions of XPC for the purpose 
of structural analysis. However, I did not succeed in preparing expression constructs 
for structural analysis of XPC because of low level of protein expression and protein 
precipitation during purification.  
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１．研究開始当初の背景 
ヌクレオチド除去修復(NER)は、紫外線・

化学物質などにより誘起され二本鎖 DNAに歪
みを与える塩基損傷を修復する、生体維持に
必須な機構である。ヌクレオチド除去修復は、
損傷を含む約 30 ヌクレオチドを切り出した
後に、生じたギャップを DNA ポリメラーゼで
埋め、最後に DNAリガーゼにより連結すると
いうステップで行われる。NER 機構の異常は、
高発癌性の色素性乾皮症(XP)の原因となり、
7 種類の原因遺伝産物がこの修復機構に関わ
っている。特に、XP-C 群の原因遺伝子産物
XPC を含む複合体（XPC-HR23B-centrin 2 ヘ
テロ三量体）は修復反応の開始に関わる重要
な因子で、DNA 二本鎖の構造異常を特異的に
認識する（Sugasawa et al., 1998）。最近に
なって、新たに XP-E群の原因遺伝子産物 DDB2
を含むユビキチンリガーゼ（Cul4複合体）が、
XPC 複合体との相互作用を介して損傷認識を
促進し、その過程にユビキチン修飾が重要な
役割を果たすことが報告された（Sugasawa et 
al., 2005）。DDB2は XPCを認識するための基
質認識サブユニットとして機能し、XPC 複合
体を損傷部位にリクルートするのに重要な
役割を果たす。また、DDB2のユビキチン修飾
は、XPC 複合体を損傷近傍へリクルートした
後の Cul4 複合体を損傷部位から解離する役
割を果たす。しかし、XPC のユビキチン修飾
がどのような役割を果たすのか、その後の
NER 機構にどのような影響を与えるかに関す
る知見は得られていない。また、立体構造の
知見に関しては、ごく最近になって、XPC の
出芽酵母オルソログ Rad4 を含む複合体と損
傷 DNA の複合体結晶構造が報告され、N 末端
側の 310 残基からなるα/βドメインと、C 末
端側の 50～90 残基からなる長いβヘアピン
構造を持つ三つのα/βドメインで、損傷部
位近傍の 11 塩基対と損傷部位の 4 塩基を認
識し、二重らせん内側にある損傷部位をフリ
ップアウトさせることが明らかにされた
（Min et al., 2007）。しかし、DDB2 は哺乳
類にしかみつからないため、XPC とユビキチ
ンリガーゼ Cul4 複合体との相互作用に関し
ては依然として明らかになっていない。 
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２．研究の目的 
本研究の目的は、ユビキチン修飾による

XPC 複合体の DNA 損傷認識の調節機構を、生
化学的および構造生物学的解析を通じて明
らかにすることである。特に、XPC と DNA 損
傷の修復時において活性化されるユビキチ
ンリガーゼ（Cul4 複合体）の相互作用に着目
し、相互作用解析や複合体構造解析を通じて、
XPC とユビキチンリガーゼの相互作用様式及
び複合体形成機構を解明することである。以
下に、具体的な目的を述べる。 
 
（１）XPCの DDB2結合領域と DDB2の複合 

体構造解析 
（２）XPCのユビキチン化サイトの同定 

 
（１）の構造生物学的解析から、XPCと DDB2
の原子レベルでの相互作用様式及び複合体
形成機構を解明し、DDB2との相互作用領域を、
出芽酵母オルソログ Rad4 を含む複合体と損
傷 DNAの複合体結晶構造（Min et al., 2007）
から示唆される XPCの損傷部位認識領域と比
較することにより、いかにして DDB2 が XPC
複合体を損傷部位にリクルートしているの
かを明らかにする。さらに、（２）で同定す
るユビキチン化サイトより、XPC のユビキチ
ン化の意義を推察する。また、最近報告され
た Cul4複合体のアダプター蛋白質 DDB1との
結合において DDB2 と競合するウィルスの V
蛋 白 質 と 、 DDB2 を 除 く Cul4 複 合 体
（DDB1-Cul4A-Roc1）の結晶構造(Angers et 
al., 2006)と、（１）で明らかにする XPC と
DDB2 の複合体構造から、いかにして Cul4 複
合体が XPCをユビキチン修飾しているかを推
察する。全体をとおして、XPC のユビキチン
修飾による損傷認識の調節機構を明らかに
する。 
 
参考文献 
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３．研究の方法 
（１）XPCとユビキチンリガーゼの基質サブ
ユニット DDB2の相互作用解析 
 



① XPCは分子量 125 kDaからなる高分子量
蛋白質であるため、全長を用いた構造解析は
技術的に極めて困難であることが予想され
る。そこで、DDB2との相互作用領域を同定す
ることを試みた。具体的には、二次構造予測
を基にしてデザインした XPCの欠失変異体を
含む複合体（XPC-hHR23B）と DDB1-DDB2複合
体の、昆虫細胞の共発現系を利用した共免疫
沈降実験を行った。 
 
② XPCと損傷 DNA の相互作用を強める役割
を果たす centrin2 の認識領域と、出芽酵母
オルソログ Rad4を含む複合体と損傷 DNA と
の複合体結晶構造（Min et al., 2007）から
予想される損傷 DNAの認識領域を含む XPCの
コンストラクトを作成し、発現・精製の検討
を行った。 
 
（２）XPCのユビキチン化サイトの同定 
 
①FLAGタグに融合した XPCを昆虫細胞で発現
させ、精製中に大腸菌で大量発現・精製した
hHR23Bを混合し、XPC-hHR23B 複合体を精製
した。試験管内での XPC-hHR23B複合体のユ
ビキチン化反応を行った（Sugasawa et al., 
2005）後に、アフィニティー精製により反応
液中から XPC-hHR23Bを単離し、質量分析の
試料とした。 
 
②上記の質量分析による解析が、試料の性質
上、極めて困難であったため、後述する方法
で XPCのユビキチン化サイトの同定を試みた。
XPCは、一次配列による二次構造予測より、
主に三つの領域（N末端側(1-326)、中央領域
（327-531）、C 末端側(532-940)）にわけるこ
とができる。そこで、XPCの N末端側と中央
領域の境界及び中央領域と C末端側との境界
にプロテアーゼ切断サイトを入れたコンス
トラクトを作成した。この変異体を用いて、
試験管内でのユビキチン化を行った後に、プ
ロテアーゼで切断することにより、どの領域
にユビキチン化がおこるのかを解析した。こ
の解析の結果から、４－（２）で後述するよ
うな XPC 変異体を作成し、試験管内でのユビ
キチン化反応を行い、ユビキチン化がどの程
度おさえられているか調べた。 
 
４．研究成果 
 
（１）XPCとユビキチンリガーゼの基質サブ
ユニット DDB2の相互作用解析 
まず始めに、昆虫細胞の共発現系を利用し

た共免疫沈降実験による XPC の DDB2 相互作
用領域の同定を目指した。様々な XPCの欠失
変異体を用いて相互作用解析を行ったが、
DDB2相互作用領域を絞り込むことができな
かった。これは、DDB2との相互作用領域があ

る領域に限定されておらず、広範囲にわたっ
ているためと考えられる。したがって、DDB2
の相互作用領域を含み構造解析に適した領
域の探索は、困難であることがわかった。そ
こで次に、XPCと DDB2の相互作用と並んで重
要である、XPC複合体と損傷 DNAの相互作用
に着目し、相互作用解析を試みた。損傷 DNA
の認識は XPCのみで行われるが、XPC複合体
の構成因子の一つである centrin2がその認
識を促進することが明らかにされているた
め、XPC-centrin2と損傷 DNA の複合体の構造
研究を目指した。既に報告されている XPC の
出芽酵母オルソログ Rad4を含む複合体と損
傷 DNAとの複合体結晶構造（Min et al., 
2007）を参考にして、centrin2及び損傷 DNA
の認識領域を含む XPCのコンストラクトを作
成した。いくつかのタグ融合タンパクとして
の発現・大腸菌ホストの検討・誘導条件の検
討を行った。大腸菌のコールドショック発現
系を用いた場合においてのみ発現がみられ
たが、精製過程において目的タンパク質が沈
殿してしまい、解析するに至らなかった。コ
ンストラクトの最適化も試みたが、改善され
なかった。 
 
（２）XPCのユビキチン化サイトの同定 

まず始めに、昆虫細胞発現系を用いて精製
した XPC全長を in vitroでユビキチン化し、
質量分析による XPCのユビキチン化サイトの
同定を試みたが、蛋白質の性質の悪さから解
析が困難であった。そこで、XPC の N 末ドメ
インと中央領域の境界及び中央領域と C末ド
メインとの境界にプロテアーゼ切断サイト
を入れたコンストラクトを用いて、全長でユ
ビキチン化を行った後にプロテアーゼで切
断することにより、どの領域にユビキチン化
がおこるのかを解析した。その結果、主に中
央領域でユビキチン化がおこることがわか
った。また、N 末端側にもユビキチン化され
る領域があることが推察された。そこで、中
央領域にある全てリジン残基にアルギニン
残基に置換し、さらに N 末端側(1-117)を欠
損させた変異体を作成し、in vitro でユビキ
チン化を行ったところ、大方ユビキチン化が
おさえられた。XPC のユビキチン化される部
位は、特定の立体構造を持たない領域に多く
存在することがわかった。ただし、これらの
領域以外でもユビキチン化される部位が三
箇所あるため、残りの修飾部位を探索してい
る。 
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