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研究成果の概要（和文）： 本研究では、ヌクレオチド除去修復（nucleotide excision repair; NER）の高次な
メカニズムの解明に向けて、ケミカルバイオロジーを利用した２つのアプローチを行った。まず、これまでに見
出した３種のNER阻害化合物の作用機序を解析し、ERCC1分解誘導剤についてはポリユビキチン化に至るメカニズ
ムを中心に解析し、パツリンとシコニンに関してはXPCとTFIIHのp62サブユニットとの相互作用の増強が関連す
る可能性を示唆した。また、NERの中間複合体の単離と構成因子の解析を目指して、新たに近位依存性ビオチン
標識法導入し、NER因子と未知因子のビオチン標識と単離に成功した。

研究成果の概要（英文）：   To understand the complex mechanism of human nucleotide excision repair 
(NER), we have employed two types of chemical biology approaches.  First of all, we have analyzed 
the molecular mechanism underlying the poly-ubiquitination reaction induced by a small-molecule 
ERCC1 degrader.  We also revealed that other kinds of small-molecule NER inhibitor enhance the 
physical interaction between XPC and p62 subunit of TFIIH.  Furthermore, we have successfully 
introduced a proximity-dependent biotin identification (BioID) method to isolate and analyze the 
intermediate protein-complexes at various steps of NER.  Using this approach, we have identified 
some of known NER factors as well as novel proteins possibly involved in NER.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： ヌクレオチド除去修復　ケミカルバイオロジー　阻害剤　タンパク質分解誘導剤　近位依存性ビオチン
標識法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、これまでに同定した複数のNER阻害化合物の作用機序を概ね明らかにし、今後のNER研究で有用な
ツールになることを示すとともに、新たに導入したBioID法が画期的なNER解析技術となることを示した学術的意
義は大きい。特に、両者を組み合わせることで、複雑な多段階NER反応のステップごとの中間複合体を単離・解
析することができ、それらの情報をつなぎ合わせることでNERの動的メカニズムの理解につながる発展性はイン
パクトがあり、本研究成果の社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 紫外線や化学物質で誘発される DNA 損傷は、ヌクレオチド除去修復（nucleotide excision 
repair; NER）機構で修復され、発がんの抑制に重要な役割を担っている。NER 反応は多段階の
ステップから成り、ヒトでは「DNA 損傷の認識から DNA 損傷の除去まで」の初期過程で、XPC-
RAD23B-CETN2、TFIIH、XPA、RPA、ERCC1-XPF、XPG の６つの因子が必須であり、各々の基本な役
割は概ね理解されている。しかし、これらの因子が段階的かつ協調的に働く詳細な仕組みはまだ
未解明であり、近年は翻訳後修飾（リン酸化・ユビキチン化・SUMO 化・ポリ ADP リボシル化等）
による調節や新しい NER 関連因子の報告もされているが、まだ断片的な知見が多く、統合的な理
解には至っていない。 
 我々は、様々な分野で威力を発揮しているケミカルバイオロジーを利用したアプローチから
ヒト細胞内の NER 反応を解明するプロジェクトを立ち上げ、最初に細胞内の NER 効率を評価す
るセルベースドアッセイ系（M-CINUP）を開発して (Nishinaga et al., 2012)、公的化合物ライ
ブラリーから NER 阻害物質を探索・同定してきた。その一つは、理化学研究所・NPDepo に由来
する低分子化合物（以後「A6」と呼ぶ）であり、ERCC1-XPF（主に ERCC1）をプロテアソーム依存
的に分解誘導して NER を阻害すること、またこの反応に関わるいくつかの因子を明らかにした。
また、別のグループが同時期に、アルドステロン拮抗性カリウム保持利尿薬・スピロノラクトン
が、TFIIH のサブユニットである XPB をプロテアソーム依存的に分解誘導して NER を阻害するこ
とを報告し（Alekseev et al., 2014）、我々はそのメカニズムも並行して解析し、A6 による ERCC1
分解誘導の流れと類似していることを明らかにした（Ueda et al., 2019）。しかし、これらの化
合物のターゲットや正確な反応メカニズムはまだ不明であった。一方、本学がん進展制御研究所
の天然化合物ライブラリーのスクリーニングから 2 種類の新しい NER 阻害化合物（パツリンと
シコニン）を見出し、いずれの化合物も、NER の初期反応である DNA 損傷認識の周辺で何らかの
異常を引き起こしている可能性が示唆されていたが、その詳細は全く不明であった。 
 さらに、我々は近年、DNA の塩基対間にインターカレートして UVA 照射に伴って DNA に付加体
を形成する angelicin（psoralen 類縁体）と、クリック反応に必要なアルキンまたはシクロオク
チンを、リンカーでつないだ構造を有する DNA 損傷プローブを作製し、NER の過程で DNA 損傷付
近に集まるタンパク質を複合体のまま単離するアプローチも新たにスタートさせた。 
 
 
２．研究の目的 
 
以上の背景の中、本研究では、2つのケミカルバイオロジーのアプローチを駆使して、細胞内
の複雑な NER 反応とその調節機構の解明に貢献することを目的とした。1つ目は、フォワードケ
ミカルジェノミクスのアプローチであり、我々が同定した 3 種の NER 阻害化合物の作用機序を
早期に解明して、NER 因子の調節機構に関する新規知見に期待するとともに、これらを NER メカ
ニズムの解析ツールとして利用できるようにすることを目指す。2つ目は、最近我々が新たに開
発した「DNA 損傷プローブ」を利用して、DNA 損傷付近に集まる NER 関連因子をトラップできる
実験系を確立し、MS 解析を用いて既知 NER 因子の翻訳後修飾や新規 NER 関連因子の同定するこ
とを目指す。ここに、1つ目の NER 阻害化合物を組み合わせれば、NER の多段階反応をステップ
ごとに切り分けて中間複合体を単離することが可能であり、メカニズム解明の急速な進展が期
待できる。 
 
 
３．研究の方法 
 
 NER 阻害剤の作用機序解析には、ユビキチンアッセイ、GFP-Trap アッセイ、インビトロ結合ア
ッセイ、siRNA によるノックダウン法等を用いた。また、「DNA 損傷プローブ」を利用したアプロ
ーチを断念した後に導入した BioID 法では、ビオチンリガーゼ BirA を改変した TurboID を使用
し、NER 必須因子の XPA 及び XPC との融合タンパク質が NER において機能的であることを確認し
た上で、安定発現細胞株を樹立した。 
 
 
４．研究成果 
 
  本研究では、NER の高次なメカニズム解明に向けて、ケミカルバイオロジーを利用した 2つの
アプローチから研究を進め、以下の成果を得た。 
 
（１）フォワードケミカルジェノミクスを利用した NER メカニズムの解析 



 
 先行する低分子化合物 A6 の ERCC1 分解誘導メカニズムに関して、まず A6 処理後に ERCC1 の
ポリユビキチン化体が生じることを明らかにし、一方で XPF のポリユビキチン化体はほとんど
検出されないことがわかった。また、この ERCC1 のポリユビキチン化は、E3 リガーゼ SCF の活
性化に必要な NEDD 化の阻害剤 MLN4924 の処理や、以前に同定した F-box タンパクの siRNA によ
るノックダウンで顕著に抑制されることを明らかにした。また、ERCC1-EGFP 融合タンパク質の
安定発現細胞株を用いて、A6 処理後に GFP-Trap により CUL1 や特定の F-box タンパクが共沈降
することを見出した。以上の結果より、低分子化合物 A6 は ERCC1-XPF と F-box タンパクとの相
互作用を促し、ERCC1 のポリユビキチン化を誘導することが示唆された。 
一方、新規の NER 阻害化合物であるパツリンとシコニンに関しては、TFIIH の DNA 損傷部位へ
のリクルートが阻害されることから、DDB2、XPC、TFIIH サブユニットへの影響を調べたところ、
各々の細胞内レベルには大きな変化は見られなかったが、DDB2とXPCのバンドシフトが見られ、
何らかの修飾が起きている可能性が示唆された。また、XPC と TFIIH サブユニットとの相互作用
を詳しく調べたところ、XPC と p62 の相互作用が増強していることが明らかになり、変異体を用
いた解析から両者の相互作用に重要な XPC の酸性領域（acidic string）を介していることがわ
かった。以上の結果より、化合物処理で引き起こされる XPC の質的変化が p62 との相互作用を増
強し、このことが TFIIH の XPC との相互作用もしくは損傷 DNA への結合に支障をきたすという
モデルが考えられた。 
 
（２）NER 中間複合体の単離を可能にする「DNA 損傷プローブ」及び「BioID 法」を利用した実
験系の開発 
 
 当初は、UVA 照射依存的に DNA に付加体を形成する angelicin（psoralen 類縁体）と、クリッ
ク反応に必要なアルキンまたはシクロオクチンをリンカーでつないだ「DNA 損傷プローブ」を用
いて、DNA 損傷付近に形成される NER 中間複合体の単離を試みたが、難航したため断念し、途中
からバックアップとして並行的に進めていた近位依存性ビオチン標識法（BioID 法）を利用した
実験系に切り替え、TurboID-XPA または TurboID-XPC の融合タンパク質を安定発現する細胞株を
樹立した。これらの細胞株に紫外線を照射後、ビオチン添加して標識されるタンパク質をウエス
タンブロッティングで調べたところ、いずれにおいても THIIH のサブユニットが再現的に検出
され、このビオチン化は XPB の ATPase 阻害剤 triptolide や分解誘導剤スピロノラクトンの処
理で著しく減少したことから、NER に依存した反応であることがわかった。また、逆に ERCC1 分
解誘導剤の A6 を処理すると THIIH サブユニットのビオチン化は増加することから、NER 中間複
合体の蓄積が示唆された。さらに、単離した複合体について MS 解析を行なったところ、ウエス
タンブロッティングの結果を確認できたことに加え、これまで NER への関与が知られていない
複数のタンパク質が検出され、現在解析を進めている。 
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