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研究成果の概要（和文）： 
多様な DNA損傷を修復するヌクレオチド除去修復(NER)機構の解明に取り組んだ。カイネース、

ライゲース、核酸結合蛋白質をターゲットとした siRNA ライブラリースクリーニング、および、

責任遺伝子未知の NER欠損性疾患患者を対象とした次世代シークエンシング解析により、新規

NER関連因子探索を行った結果、機能未知の遺伝子 UVSSA(KIAA1530)を同定した。UVSSA は転写

と共役した NER (TC-NER)に関与し、TFⅡH、CSB、RNAポリメラーゼと相互作用する他、損傷 DNA

修復時の RNAポリメラーゼのユビキチン化に重要である事が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Nucleotide excision repair (NER) is a versatile DNA repair system. SiRNA-screening and 
next generation DNA sequencing were performed to identify novel NER factors. We found 
that the UVSSA gene (formerly known as KIAA1530) is involved in the transcription-coupled 
nucleotide-excision repair (TC-NER). The UVSSA protein interacts with TC-NER machinery 
and facilitates ubiquitination of RNA polymerase IIo stalled at DNA damage sites. 
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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)は生物が獲得
したDNA修復機構の中でも汎用性が高い修復
システムの1つであり、内因性、外因性の多種
多様なDNA損傷を修復することができる。この
ため、微生物から高等動物に至るまで基本的
な分子メカニズムが高度に保存されている。
NERの欠損は、日光過敏症や皮膚がんを好発す

る色素性乾皮症(XP)、早発老化症や発達障害
を併発するコケイン症候群(CS)等のヒト遺伝
性疾患の原因となる。これらの疾患に特徴的
な臨床所見は、不正確なDNA修復がゲノム不安
定化を引き起こし、あるいは未修復のDNA損傷
が細胞機能の維持に必要な遺伝子の転写を阻
害するために生じると考えられている。 
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 XPは日本や欧州において特に頻度の高い遺
伝病であり、出生25〜100千人に1人の割合で
発生する。このため日本においても盛んに研
究がおこなわれ、原因遺伝子の同定や分子メ
カニズムの解明に貢献してきた。XPは現在ま
でに少なくとも8つの原因遺伝子(XPA〜XPG、
及びXPV)が同定されている(ただし、XP-Vは
NERの欠損ではなく損傷乗り越え修復(TLS)の
欠損である)。 
 高等生物のNER機構のうち、その前半課程で
ある損傷塩基の認識と切出しの分子メカニズ
ムは、現在まで継続的に研究が行われている。
例えば最近の知見としては、損傷認識蛋白質
複合体であるXPE複合体が、塩基の切出しを行
うXPC複合体をユビキチン化するE3リガーゼ
として機能することで修復効率を精巧にコン
トロールしていることが、神戸大学の菅澤博
士らの研究により明らかにされた(菅澤ら, 
Cell, 2005)。この一方で、「修復合成」すな
わち、切出しの後に残された〜30bpの1本鎖 
DNAギャップをDNAポリメラーゼにより合成す
る過程と、その後のニックライゲーションの
メカニズムに関する研究は、15年ほど前に、
細胞抽出液及び大腸菌リコンビナント蛋白質
を用いた生化学的再構成実験が英国王立がん
研究所のWoodらにより行われて以来大きな進
捗がない(Aboussekhra ら,Cell,1995)。Wood 
らの実験はNERの構成因子の全てを網羅した
と考えられ、当時としては画期的なものであ
った。彼らによると、修復合成は RFCとPCNA 
に依存することから、複製型DNAポリメラーゼ
であるpolε(あるいはpolδ)により行われ、
その後のニックの連結はライゲースIにより
行われるとのことであった。これらの結果は、
同時期に行われた酵母やヒトを材料とした他
の生化学的実験結果とも整合性がとれており、
今日に至るまで幅広く受け入れられてきた。
事実、一般向け書籍はもとよりNERを題材とし
た専門誌の書評においても大半がこの結論を
採用している(Friedbergら,DNA Repair and 
Mutagenesis,2005)。 
 
 
２．研究の目的  
  上述した修復合成のメカニズムに疑問を
呈するいくつかの報告が行われた。そのうち
の一つは本研究代表者らによるもので、NER
の修復合成過程に複製忠実度の低いDNAポリ
メラーゼが関与するというものである(荻と
レーマン,Nature Cell Biol, 2006)。この報
告以前の知見では、複製忠実度の低いDNAポリ
メラーゼは、DNA損傷のバイパス合成を行う
(TLS)活性を有していることから、DNA損傷箇
所に複製フォークがさしかかった場合や細胞
周期 DNA合成が何らかの障害により停止した
際に、複製型DNAポリメラーゼ(polδ/polε)
と置換する形で複製を継続するのが主たる機

能であると考えられてきた。先に述べたXP-V
の責任遺伝子は、紫外線損傷であるシクロブ
タン型チミン二量体を正確にバイパス合成す
る活性を有するpol ηをコードしている。こ
れまで、NERの修復合成は複製忠実度の高い複
製型DNA ポリメラーゼが独占的に行うために、
突然変異を誘発しないと考えられてきた。し
かし、研究代表者らの報告をふまえると、複
製忠実度の低いDNAポリメラーゼが修復合成
に関与する状況では突然変異頻度の上昇が示
唆される。このことは、ゲノム不安定性の要
因が主要なDNA修復機構であるNER に内包さ
れていることを意味しており、発がんや細胞
老化のメカニズムを理解する上できわめて重
要な問題である。 
 同時期にオランダ -ライデン大学の 
Mullendersらは、修復合成後のニックライゲ
ーションのステップが、主として DNA複製に
用いられるライゲース Iではなく、ライゲー
ス III/XRCC1複合体によるものであることを
報告した(Moser ら,Mol Cell,2007)。これら
一連の報告は、これまで行われてきた、生化
学的アプローチによる NER修復合成の全体像
の理解が、生細胞レベルでの分子メカニズム
を完全には反映していないことを示唆する
と同時に、NER において明らかとなっていな
い関連因子が存在する可能性を示している。 
 本研究において我々は、NERに関与する因子
の同定とその機能解析を行い、NERの詳細な分
子メカニズムを解明することを目的とした。
特に、以下の2点に留意した。（1）NERを生化
学的に再構成するこれまでのアプローチとは
別に、siRNAによる修復合成に関与しうる遺伝
子の発現抑制と、そのNER への影響を各種細
胞生物学的エンドポイントで評価する手法を
取り入れ、検証を行う。（2）現在までに行わ
れたNER研究の多くは、実験系の制約のために
増殖期の細胞を使用することが多かったが、
我々は発がんや細胞の老化のメカニズムを理
解する上でより適した実験系として、ヒト初
代培養細胞系を採用し、検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 当研究室で確立した修復合成(UDS)及び
RNA合成回復(RRS)の活性測定法と siRNAライ
ブラリーを併用したライブラリースクリー
ニング、あるいは、責任遺伝子未知の先天性
NER欠損性疾患患者のゲノム解析により、NER
に関与する新規因子の同定を試みる。 
（1）siRNAライブラリースクリーニングによ
る NERに関与する因子の探索/同定を行う。 
 マイクロタイタープレート上で siRNAを導
入した細胞は、紫外線照射及び EdU/EU の取
り込みと標識をおこなう。蛍光プレートリー
ダーを使用して、修復パッチへの EdUの取り
込みや RNA 合成回復に応じた EU の取り込み



 

 

に伴う蛍光を定量することで、siRNA による
遺伝子発現抑制が修復合成や RNA合成に与え
る影響を評価する。 NER活性の低下が確認さ
れた候補遺伝子について個別に siRNAを合成
し、siRNA スクリーニングの結果を検証する。
UDS および RRS の低下が確認された因子につ
いて、各種 NER欠損性疾患の患者細胞のうち、
責任遺伝子未知のものについて、これらの因
子が原因遺伝子となっている可能性につい
てゲノム DNAシーケンシング等により検討す
る。 
（2）先天性 NER 欠損性疾患患者のうち、責
任遺伝子未同定の検体について次世代シー
クエンシングにより解析する事で、新規 NER
関連因子の同定を行う。 
 責任遺伝子未知の検体を収集し、次世代ゲ
ノムシークエンシングにより、その責任遺伝
子候補の選出を行い、EdU/EU 取り込みを指標
とする UDS/RRS測定法を応用した相補性試験
により、責任遺伝子を同定する。同定後は、
詳細な機能解析を行い NERの分子メカニズム
解明に取り組む。 
 
 
４．研究成果 
  siRNA ライブラリースクリーニングを実
施した。カイネース、ライゲース、核酸結合
蛋白質をターゲットとした siRNAを中心に用
い、約 3000遺伝子について、UDS/RRSを指標
に検証し、NER の活性に影響を与える事が予
想される遺伝子が複数確認された。残念なが
ら、責任遺伝子未知の NER欠損性疾患患者で、
これらの候補遺伝子にホモ、あるいはコンパ
ウンドへテロ変異を持つ患者は確認されな
かった。一方、次世代シークエンシングを用
いて、NER 欠損性疾患の１つである紫外線高
感受性症候群(UVSS)のうち、責任遺伝子未知
の検体について解析したところ、機能未知の
遺伝子 KIAA1530 (UVSSA)が候補遺伝子として
得られた。UVSS 患者由来細胞は、NER の中で
も転写と共役した NER (TC-NER)が完全に欠損
しており、UDS は正常であるが RRS は低下す
る事が知られている。今回対象とした検体も
UDS 正常／RRS 低下を示したが、レンチウイ
ルスを用いて患者由来細胞に UVSSAを強制発
現させたところ、RRS が正常レベルにまで回
復した。また、正常細胞において、siRNA を
用いて UVSSA を抑制したところ、RRS の低下
が確認された。これらの事から、この UVSSA 
(KIAA1530)が UVSS の責任遺伝子であると同
定した。さらに、機能解析の結果、UVSSA は
TFⅡH、CSB、RNA ポリメラーゼ等の修復因子
と相互作用する事、損傷 DNA 修復時の RNAポ
リメラーゼのユビキチン化に関わる事、これ
らの機能には UVSSAの VHSドメインが重要で
ある事等が確認された。 
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