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研究成果の概要（和文）： 
 ヌクレオチド除去修復(NER)は、紫外線による DNA損傷を修復するメカニズムであり、その遺
伝的な欠損は皮膚がんを好発する色素性乾皮症の原因となる。NER の際には、損傷 DNA が切り
出された後に、修復の為の DNA合成が行われるが、その詳細は不明である。本研究課題では、
NERの際にどのようなメカニズムで DNA合成が行われるのかを解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Nucleotide excision repair (NER) removes the UV photolesions from DNA. Compromised 
NER activity causes xeroderma pigmentosum, a skin cancer predisposition genetic disorder. 
The early step of NER is well established, whereas the later step, which involves repair 
synthesis and nick ligasion, is not well understood. Here we demonstrate that three DNA 
polymerases coordinately role in the NER repair synthesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 高等生物の染色体 DNA 複製は高精度 DNA 
polymerase(polδ、polε)により行われ、複製エ
ラーの発生頻度は 1000 万〜1 億塩基対合成に
1 個以下の正確さに保たれている。この一方で、
DNA は各種内的外的要因で損傷を受け、常に

修復の必要に迫られている。高等生物の DNA
修復機構は多重経路であるが、これらに生じた
先天的あるいは後天的な機能の欠損は、遺伝
情報の不安定化をもたらし、発達障害、老化、
発癌等を含む各種疾患の原因となる。DNA 修
復は細胞機能の維持と遺伝情報の安定的伝達
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を目的としており、このことから元の遺伝情報に
極力忠実であるという暗黙の了解がある。一方
で、大腸菌などでは古くから損傷誘発突然変異
-未修復の DNA 損傷に複製フォークがさしかか
った際、DNA 複製の忠実度をあえて低下させる
ことで損傷バイパス合成をおこない、これにより
細胞の生存率は向上するがその代償として突然
変異頻度が上昇する-が知られていたが、これ
は DNA 修復においてはむしろ緊急避難的な事
象と考えられてきた。特に、紫外線損傷バイパス
合成に関与する複製忠実度の低い DNA 
polymerase である polηの発見と、その欠損がヒ
トにおいて好発がん性の疾患である色素性乾皮
症異型群(XP-V)の原因であることが大阪大学の
花岡文雄博士らの研究で明らかにされたことか
ら、高等生物においては複製忠実度の低い
DNA polymerase による損傷バイパス合成によっ
てさえも、突然変異はむしろ抑制的であると考え
られた。 
 ゲノムプロジェクトの進行と前後して polηと構
造が類似する DNA polymerase が多数見つかり、
これまでに酵素の生化学的解析を中心とした研
究が先行して行われてきた。ヒトには polηに類
似する構造をもつ Y ファミリーDNA polymerase
が 4 種類(polη、polι、polκ、Rev1)見つかった
が、これらは酵素活性を中心とした解析がまず
なされ、各々が特徴的な損傷バイパス合成活性
を持つことが明らかにされた。本研究代表者ら
は、Y ファミリーpolymerase のうち polκを中心に
解析を行い、polκが AAF やベンゾ[a]ピレン等
の付加型損傷のバイパス合成を行うこと、polκ
の欠損細胞がベンゾ[a]ピレンに対して感受性に
なることと突然変異の抑制に寄与することを発表
した。この研究の過程で、polκは紫外線損傷の
バイパス合成を単独では行えないにもかかわら
ず、その欠損細胞が顕著な紫外線感受性を示
すことが明らかになった。本研究代表者らは、
polκ欠損細胞の紫外線感受性がバイパス合成
の欠陥に由来するのではなく、他の修復機構の
欠陥によるものであると着想してさらに研究を進
め、polκが紫外線損傷のヌクレオチド除去修復
機構(NER)に関与することを報告した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、近年まで polδや polε等の高精度
複製型 polymerase により行われ、元の遺伝情報
に忠実であると考えられてきた修復 DNA 合成経
路のうち、特に紫外線に起因する損傷を修復す
る経路であるNERについて、複製忠実度の低い
DNA polymerase が関与するメカニズムを明らか
にすることを目的とした。 
 研究期間を通して、以下のテーマに関して研
究を実施した。 
(1)細胞周期や細胞種に応じた修復 DNA 合成
に関与する polymerase の特定 
(2)修復 DNA 合成活性の効率的な定量法の開
発 

(3)修復合成過程で DNA polymerase の選択を
決定する因子の探索同定 
 
３．研究の方法 
 研究は、以下に列挙した方法にて実施した。 
 
(1)複製精度の低いヒト DNA polymeraseκに対
する抗体作成 
 
(2)核内局所紫外線照射による DNA 損傷誘導と、
蛍光免疫染色法による修復蛋白質の局在確認 
 
(3)初代培養細胞への siRNA 導入による修復関
連遺伝子の発現抑制 
 
(4)デオキシチミジン誘導体の取り込みによる修
復 DNA 合成活性の定量 
 
(5)siRNA 導入細胞での各種 DNA 修復に関する
エンドポイントの調査 
 
４．研究成果 
 
-修復合成の定量- 
  DNA 修復に伴う修復 DNA 合成(UDS: 
unscheduled DNA synthesis)は、細胞周期の染
色体DNA複製とは異なり、合成されるDNA量が
ごく微量である。このため UDS の検出には、放
射性同位体(RI)ヌクレオシドの取り込みがこれま
では一般的であった。RIを使用したUDSの検出
はDNA損傷処理後にトリチウム標識ヌクレオシド
によりラベルをおこない、オートラジオグラフィー
による核内銀粒子の形成を顕微鏡により観察、
定量化する。この手法は正確である反面、大変
煩雑な手技を伴い、一連の作業に 2-3週間を要
する。また、自動化が不可能であるため、スクリ
ーニングには適用できなかった。  そこで我々
は、UDSを迅速に定量する手法を開発ことにより、
これを放射線 DNA 損傷の修復に関与する新規
因子の探索や、DNA 修復欠損の遺伝病等の臨
床診断に利用することを計画した。2008 年初頭
に、アルキン化ヌクレオシドと蛍光アジドを銅イオ
ン触媒によりカップリングさせる手法が開発され
た。我々は、反応条件等を工夫することでバック
グラウンドを低下させ、これにより蛍光を使用した
UDS の正確な測定が可能となった。一連の成果
は、Nucleic Acids Research 誌に発表された。 
 上述の手法をさらに改良することで、DNA損傷
に起因する RNA 転写の抑制と回復(RRS)を検出
することも可能となった。また、スクリーニングの
実施を視野に、システム全体を自動化すること
に成功した。これにより、主として紫外線 DNA 損
傷に起因するヌクレオシドの取り込みを指標とし
た遺伝性疾患(色素性乾皮症やコケイン症候群)
の診断手法、光細胞老化や老化による DNA 修
復活性低下の測定技術、化粧品等への有用添
加物の開発技術として、国内及び米国特許の申



 

 

請をおこなった。これらの成果は、DNA Repair
誌に掲載された。  
 
-NER 修復 DNA 合成過程での polymerase 選択
のメカニズム- 
 ゲノムプロジェクトの結果、ヒトには少なくとも 17
種類の DNA ポリメラーゼが確認されたが、その
多くは機能未知である。DNAポリメラーゼの酵素
活性の重要な要素の一つである複製精度(フィ
デリティー)は、ポリメラーゼ毎に異なっており、複
製エラーの発生頻度は最も精度の高い複製型
polδ、εの 100 万塩基対合成あたり 1 エラーか
ら、最も精度が低いpolηの100塩基対合成あた
り 1 エラーまで幅がある。この複製精度は、DNA
ポリメラーゼ毎の機能と密接に関連しており、染
色体 DNA 複製には精度の高い酵素、特殊な
DNA 修復である損傷バイパス DNA 合成-塩基
損傷を乗り越えて DNA 合成をおこなう-にはフィ
デリティーの低い酵素が用いられる。DNA 修復
に着目したとき、修復の過程で用いられるポリメ
ラーゼが何なのかというテーマには厳密な解答
が得られていない。DNA 修復は研究テーマとし
てオーソドックスであるが、多くの DNA ポリメラー
ゼが発見されたのはごく近年である。また、この
間には生化学的な解析のみが精力的に行われ
ていた。この結果、多くの研究者は DNA 修復の
際、鋳型が完全な修復 DNA 合成においては、
染色体DNA複製と同じ複製精度の高いDNAポ
リメラーゼが使用されると考えており、修復合成
に複製精度の低いポリメラーゼが使用されるとい
う観点での研究はおこなわれていない。 
 DNA 修復の過程でどの DNA ポリメラーゼが関
与するのかは、生化学的な解析のみからでは厳
密な解答は得られない。当研究においては、
DNA 損傷箇所へのポリメラーゼの局在観察と修
復 DNA 合成活性を主たる指標に in vivo での解
析を試みた。siRNA による遺伝子発現抑制によ
り、DNA ポリメラーゼとその補因子、さらにはポリ
メラーゼを損傷箇所へリクルートする際に必要と
考えられるローディング因子、またはチェックポイ
ント関連因子などの遺伝子を順次ノックダウンし、
その効果を調査した。この結果、紫外線 DNA 損
傷などをはじめとする多様な DNA 損傷を修復す
るヌクレオチド除去修復において、生化学的な
解析の結果からは複製型 polδとεによりおこな
われると考えられていた修復 DNA 合成が、pol
δとκが協調的に約半分の損傷を修復し、残り
の半分を polεが単独で修復するという結果が
得られた。この際に、これらの DNA ポリメラーゼ
を損傷箇所へロードする因子を検討したところ、
polδのローディングには RFC1-RFC が、polκ
は PCNA のユビキチン化と XRCC1 が、そして
polεにはCHTF18-RFCがそれぞれ必要である
ことが明らかにされた。これらの因子の発現を
siRNA によって抑制すると、当該 DNA ポリメラー
ゼの損傷箇所への局在が抑制され、またUDSを
指標とした修復 DNA 合成活性が低下した。これ

らの反応にはチェックポイントの活性化は不要で
あった。  これら一連の成果は、Molecular Cell
誌に掲載された。  
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