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１．研究計画の概要 

 ヌクレオチド除去修復（NER）の開始段階

に必須であるDNA損傷認識因子 XPCについて、

我々が既に見出した翻訳後修飾 (ユビキチ

ン化、SUMO 化) に着目し、それぞれの修飾を

受けるリジン残基の特定、および修飾・脱修

飾に関わる因子の同定を行う。 

 決定された修飾部位に変異を導入した XPC

の組換えタンパク質をバキュロウイルス系

を用いて発現・精製し、生化学的な性状変化

を解析するほか、これらの変異体を安定に発

現する形質転換細胞株を単離して、細胞レベ

ルでの NER 活性、DNA 損傷に伴うタンパク質

の安定性や動態変化、およびチェックポイン

トや細胞死誘導に関わるシグナリングに対

する変異の影響などを体系的に調べる。また、

修飾部位を特異的に認識する抗体の作成や

GFP 再構成システムを構築することにより、

それぞれの修飾の時空間的動態制御を観察

するとともに、相互の機能的連関を明らかに

する。さらに、修飾タンパク質と特異的に相

互作用する因子を探索することにより、修飾

が直接影響を与える細胞機能について分子

レベルでの知見を得る。 

 
２．研究の進捗状況 
(１) XPC の脱ユビキチン化機構 
 XPC の脱ユビキチン化酵素の候補として見
出されたプロテアソームサブユニット
PSMD14についてsiRNAによる発現抑制を行い、
紫外線照射によって誘導される XPCユビキチ
ン化の亢進と脱ユビキチン化の遅延を確認
した。XPC のユビキチン化が亢進した状態で
細胞核の局所に紫外線を照射すると、損傷部
位への XPCの集積が大幅に遅延したことから、

修復反応を開始した後、XPC が次の損傷部位
へ移行する段階に脱ユビキチン化が関わる
可能性が示唆された。 
(２) XPC SUMO 化の機能解析 
 XPCの SUMO化部位としてN末端近傍の3か
所のリジン残基を同定し、これらのリジンを
アルギニンに置換した 3KR変異体を安定発現
する細胞株を樹立した。この細胞では紫外線
損傷の修復に遅延が見られたほか、XPC のユ
ビキチン化の誘導が減弱していた。この表現
型は XPC 3KR 変異体に SUMO を融合すること
によって相補されたことから、ユビキチン化
と SUMO 化の間に機能的なクロストークが存
在する可能性が示された。 
(３) UV-DDB E3 リガーゼの活性調節機構 
 UV-DDB E3 リガーゼによるユビキチン化の
標的として DDB2 の N末端ドメインを同定し、
この領域が紫外線照射後の DDB2 の分解に関
わることを証明した。また、細胞をプロテア
ソーム阻害剤で処理することによってこの
E3 リガーゼの活性化が阻害され、UV-DDB が
クロマチンから解離できなくなることを新
たに見出した。 
(４) NER における多段階損傷認識機構 
 XPC は損傷を直接認識するのではなく、DNA
二重鎖構造の歪みを認識して結合する性質
を持つが、その後にリクルートされる TFIIH
複合体の XPD ヘリカーゼが DNA 鎖を走査する
ことにより、最終的に損傷の存在と位置を確
認していることを生化学的に証明した。 
 
３．現在までの達成度 
 ② おおむね順調に進展している 
（理由） 
 XPCの脱ユビキチン化酵素とSUMO化部位に
ついては、その発現抑制や変異導入によって



NER 活性やタンパク質の細胞内動態に影響が
見られ、順調に成果があがっている。それに
対して、XPC のユビキチン化部位は非常に多
岐にわたっており、最終的に同定を断念せざ
るを得なかった。また当初 SUMO 化部位の変
異マウスの作成を視野に入れていたが、細胞
レベルでの表現型からその有用性を確信す
るまでには至っていないのが現状である。一
方、UV-DDB E3 リガーゼの機能と活性調節、
および NERにおける損傷認識機構に関して当
初予想していなかった新たな成果が得られ
つつあり、研究全体としてはおおむね順調に
進展していると言える。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 XPCの脱ユビキチン化とSUMO化の機能につ
いては、これまで得られた細胞レベルでの知
見に基づいて詳細な分子機構の解明、特にそ
れぞれの修飾がどのような因子との相互作
用に関わるのかを最終年度で明らかにした
い。 
 UV-DDB E3 リガーゼについては、その活性
制御機構とプロテアソーム阻害との関連、お
よび DDB2 分解の意義について検討を進める
予定である。UV-DDB→XPC→TFIIH と損傷が受
け渡される分子機構と、そこに関わる翻訳後
修飾の意義の理解を目指して研究を推進す
る。 
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