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研究成果の概要（和文）： 
哺乳類ヌクレオチド除去修復（NER）の損傷認識に関わる XPC、DDB2タンパク質の翻訳後修
飾（ユビキチン化、SUMO化）に着目し、NERの時空間的制御に関わる新たな分子機構の解明
を目指した。紫外線照射によって誘導される XPCの可逆的なユビキチン化に関しては、脱ユビ
キチン化因子として同定されたプロテアソームサブユニットの発現抑制を行い、ユビキチン化

XPC の蓄積が損傷部位への XPC のリクルートを遅延させることを見出した。一方、XPC の
SUMO化反応の in vitro再構成と SUMO化部位の同定を行い、非 SUMO化変異 XPCを安定発
現する細胞において紫外線照射後の NER反応が遅延すること、またユビキチン化の誘導が減弱
することを示した。特に後者は、XPC と DDB2 との相互作用に SUMO化が関与している可能
性を強く示唆した。さらに CRL4DDB2ユビキチンリガーゼによる DDB2 自己ユビキチン化の標
的部位を明らかにするとともに、DDB2 のユビキチン化が修飾部位によってタンパク質分解と
損傷 DNAからの解離という異なる機能を持つ可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study has been aimed to elucidate novel molecular mechanisms involved in spatio-temporal 
regulation of mammalian nucleotide excision repair (NER), focusing on post-translational modifications 
(ubiquitylation and sumoylation) of the damage recognition proteins, XPC and DDB2.  Concerning the 
UV-induced reversible ubiquitylation of XPC, knockdown of the identified deubiquitylation factor was 
found to result in accumulation of ubiquitylated XPC, which significantly compromised recruitment of 
XPC to damaged DNA sites.  We also succeeded in reconstitution of in vitro sumoylation of XPC and 
identification of the modification sites.  The cells stably expressing the non-sumoylated mutant XPC 
exhibited retardation of NER and impaired induction of XPC ubiquitylation after UV irradiation, 
possibly because the functional interaction between XPC and DDB2 may be mediated by SUMO.  
Finally, target sites for DDB2 self-ubiquitylation by the CRL4DDB2 ubiquitin ligase were identified, 
suggesting the possibility that DDB2 ubiquitylation may have distinct roles, protein degradation and 
dissociation from damaged DNA, depending on the modification sites. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物の遺伝情報を担うゲノム DNA は、
紫外線、放射線や化学物質など、さまざま
な環境因子によって絶えず損傷を受けて
いる。紫外線や化学物質によって発生する
広範な DNA 塩基損傷がヌクレオチド除去
修復 (nucleotide excision repair: NER) 機構
によってゲノムから取り除かれる一方、
NER の機能欠損は色素性乾皮症  (xero- 
derma pigmentosum: XP) のような高発がん
性の遺伝疾患を引き起こすことで知られ
る。すなわち、NERは紫外線や化学物質な
どの環境ストレスによる DNA 損傷が引き
起こす突然変異や発がんの抑制に寄与す
る生体防御機構として働いており、その詳
細な分子機構の解明はきわめて重要であ
る。 
 一般に DNA 修復においては、長大なゲ
ノム DNA に発生した損傷をいかに効率よ
く見つけ出せるかが重要な鍵を握ってい
る。研究代表者らは NER の最初期段階に
おいてDNA損傷の認識を担うXPC複合体 
(XPC-RAD23-centrin 2ヘテロ三量体)、およ
び UV-DDB複合体 (DDB1-DDB2ヘテロ二
量体) の機能解析を中心に研究を進め、
XPC と UV-DDB が物理的に相互作用する
だけでなく、DNA損傷時に UV-DDBに付
随した CUL4 ユビキチンリガーゼに
（CRL4DDB2）より XPC と DDB2 がそれぞ
れポリユビキチン化を受けること、DDB2
のポリユビキチン化がプロテアソームに
よる分解を引き起こすのに対して、XPCの
ユビキチン化が可逆的であることを明ら
かにしていた。一方これと並行した解析に
より XPCの SUMO化、DDB2のアセチル
化などを独自に見出しており、これらの翻
訳後修飾が細胞内における NER の時空間
的制御において重要な役割を果たしてい
る可能性が強く示唆されつつあった。しか
しながら DDB2 の分解、および XPC の可
逆的ユビキチン化、SUMO化が持つ機能の
詳細についてはまったく不明であった。こ
れら翻訳後修飾の役割を含め、長大なゲノ
ム DNA における効率的な損傷認識を保証
する分子基盤の理解が急務であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、NER損傷認識に関わる因子
である DDB2、XPCタンパク質の翻訳後修
飾（ユビキチン化、SUMO化）に特に注目
し、それぞれの修飾・脱修飾に関わる因子

や修飾部位の変異がもたらす機能異常を
分子、細胞、個体の各レベルで詳細に解析
することを目指して研究を開始した。これ
によりゲノム DNA 損傷に対する修復、そ
の他の細胞応答シグナリングにおけるこ
れらの修飾の役割の理解を通じて、NERの
時空間的制御に関わる新たな分子機構の
解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、NER の開始段階に関わる
DNA 損傷認識因子 XPC、DDB2 タンパク
質について、研究代表者らが見出したさま
ざまな翻訳後修飾 (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った。 
 決定された修飾部位に変異を導入した
XPC、DDB2 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したほか、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た。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
らかにすることを試みた。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
見を得ることを目指した。 
 修飾・脱修飾因子、および修飾タンパク
質と相互作用する因子については、局所紫
外線照射に伴う細胞内動態観察やクロマ
チン免疫沈降法によって実際に NER の場
にリクルートされることを確認するとと
もに、RNA干渉法による発現抑制を行い、
上記の変異タンパク質発現細胞と同様に
種々の機能解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) XPCの脱ユビキチン化の解析 
 細胞の紫外線照射に伴って一過性に誘
導される XPC のポリユビキチン化の意義
と脱ユビキチン化機構を詳しく解析する
目的で、ヒト正常線維芽細胞を親株として



 

 

DDB2を安定に過剰発現することにより、
XPC のユビキチン化の増強が見られる細
胞株を樹立した。この細胞を用いて、
PSMD14 以外の脱ユビキチン化酵素が
XPC の脱ユビキチン化に関わる可能性を
siRNAライブラリを用いて検討したが、単
独で XPC の脱ユビキチン化を遅延させる
ものは特に見出されなかった。この細胞で
PSMD14をノックダウンしたところ、紫外
線非照射時においても XPC のユビキチン
化が低レベルながら観察され、また紫外線
照射後のDDB2の分解が遅延することがわ
かった。 
 次に PSMD14 の発現抑制が細胞の NER
活性や修復タンパク質の動態に及ぼす影
響を詳細に解析した。その結果、特に DDB2
を安定に過剰発現する細胞で PSMD14 を
ノックダウンした上で紫外線を細胞全体
に照射し、ユビキチン化 XPC の蓄積を誘
導した状態でさらに細胞核内に局所紫外
線照射を行うと、XPCの損傷部位への集積
に大幅な遅延が見られた。この結果は、紫
外線損傷部位で CRL4DDB2 ユビキチンリガ
ーゼによってユビキチン化された XPC が
次の損傷認識に移行する際に脱ユビキチ
ン化を必要とする可能性を示唆するもの
である。FLAGタグを融合した XPCを安定
発現する細胞で、抗 FLAG抗体を用いてク
ロマチン免疫沈降を行うと、PSMD14やそ
の他のプロテアソームサブユニットが共
沈することが確認され、細胞内においてプ
ロテアソームが実際に NER の場において
機能していることが強く示唆された。 
 

(2) XPCの SUMO化の機能解析 
 精製タンパク質を用いて XPC の SUMO
化反応を in vitro で再構成することに成功
した。XPC には SUMO 化コンセンサス配
列に合致するリジン残基が複数か所存在
するが、これらのリジンをさまざまな組み
合わせでアルギニンに置換した変異 XPC
タンパク質をバキュロウイルス発現系を
用いて発現・精製し、これらを in vitro 
SUMO化反応系に加えて検討した。その結
果、少なくとも XPCの N末端近傍の 3か
所のリジン残基が SUMO 化されうること
が明らかになった。そこで内在性の XPC
を発現していない XP4PASV細胞を親株と
して、この 3か所のリジンをアルギニンに
置換した 3KR 変異体を生理的レベルで安
定に発現する細胞株を樹立した。野生型
XPC を発現するコントロール細胞と比較
して、この 3KR変異体を発現する細胞株は
紫外線感受性の点では特に異常を示さな
かった。しかしながら、紫外線照射後の
（6-4）光産物の修復速度を測定したところ、
野生型 XPC を発現する細胞に比べて有意

な修復の遅延が認められた（図１）。 
 次にこの XPC 3KR変異体について、紫
外線照射後の CRL4DDB2 ユビキチンリガー
ゼに依存したユビキチン化を調べたとこ
ろ、野生型 XPC と比較してユビキチン化
の誘導が有意に減弱していることが見出
された。無細胞ユビキチン化反応系を用い
た解析から XPC のユビキチン化は主に
SUMO 化部位とは別のリジン残基で起こ
っていることが示唆され、SUMO化の有無
が何らかの機構でユビキチン化の効率に
影響を与えているものと考えられた。そこ
で無細胞系で SUMO 化した XPC と
UV-DDB との直接相互作用をプルダウン
アッセイによって調べたところ、SUMO化
によって両者の相互作用が有意に増強さ
れることがわかった（図２）。細胞内にお
いて UV-DDB からユビキチン化を介して
XPCに損傷が受け渡される際、両者の機能
的な相互作用に SUMO 化修飾が関わって
いる可能性が示唆された。 

(3) DDB2のユビキチン化による機能制御 
 細胞をプロテアソーム阻害剤で処理す
ると紫外線照射による XPC ユビキチン化
の誘導が著しく減弱するという現象が見
出された。この時、細胞内の遊離ユビキチ
ンは必ずしも枯渇しておらず、プロテアソ

図１ 非 SUMO 化 XPC 発現細胞では 6-4PP 修復 

が遅延する 

図２ XPC の SUMO 化は DDB2 との相互作用を増

強する 



 

 

ームの阻害が UV-DDB E3リガーゼの活性
化に何らかの影響を与えていることが示
唆された。さらに興味深いことに、プロテ
アソーム阻害剤処理によって紫外線照射
後にDDB2がクロマチンに結合したまま解
離せず、その結果（6-4）光産物の修復が
DDB2の発現レベル依存的にブロックされ
ることがわかった。我々は以前に in vitro
の実験から、DDB2のユビキチン化によっ
てUV-DDBが損傷DNA結合能を失うこと
を見出し、UV-DDB から XPC への損傷の
受け渡しがユビキチン化により促進され
る、というモデルを提唱した。今回得られ
た結果はこのモデルを強く支持するもの
である。 
 次に CRL4DDB2 ユビキチンリガーゼによ
るDDB2自己ユビキチン化の標的部位の同
定を試みた。無細胞ユビキチン化反応系を
用いて、DDB2の N末端領域に存在する 7
か所のリジン残基が主なユビキチン化部
位として同定された。これらの修飾部位に
変異を導入したDDB2を安定にヒト正常線
維芽細胞内で発現させたところ、野生型
DDB2の過剰発現が細胞の紫外線抵抗性を
顕著に増強したのに対し、変異型 DDB2発
現細胞ではその効果が減弱していた。さら
にDDB2のN末端領域のリジン残基は紫外
線照射に伴うDDB2の分解に必須である一
方、クロマチンからの解離には必ずしも必
要とされないことがわかった。すなわち、
DDB2のユビキチン化は修飾部位によって
タンパク質分解と損傷 DNA からの解離と
いう異なる機能を持つ可能性が考えられ
た。実際、N末端領域を欠失した DDB2を
含む変異 CRL4DDB2 を用いた無細胞ユビキ
チン化反応系を用いた解析から、N末端領
域以外にもユビキチン化されうる部位が 

 

存在することが示唆され、実際に質量分析
によっていくつかのリジン残基の候補を
同定することができた。現在、これらのリ
ジンをアルギニンに置換した変異DDB2を
作成し、無細胞系におけるユビキチン化、
および細胞内における紫外線照射後の動
態を解析している。 
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