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研究成果の概要（和文）：紫外線感受性症候群の責任遺伝子UVSSAの機能解析を実施した。正常ヒト細胞では遺伝子の
転写領域にDNA損傷が発生すると、転写中のRNAポリメラーゼは損傷個所で安定的にユビキチン化されTC-NER反応が進行
する。UVSSA遺伝子が欠損したUVSS患者に由来する細胞ではDNA損傷に依存したRNAポリメラーゼのユビキチン化修飾が
生じずにRNAポリメラーゼは速やかに分解される。CS細胞ではRNAポリメラーゼの分解もユビキチン化も生じない。これ
らの反応を試験管内で再構成するシステムの構築に取り組んだ。また、CS症例のスクリーニングの結果、二重鎖切断修
復経路の異常により発症するCS様疾患を新たに同定した。

研究成果の概要（英文）：UV-sensitive syndrome (UVSS) is characterised by sun-sensitivity without any 
devastating symptoms. Despite mild clinical manifestations, UVSS-patient cells display complete-null 
phenotype in transcription-coupled nucleotide-excision repair (TC-NER) activity. Our laboratory 
identified UVSS pathogenic mutations in the KIAA1530 / UVSSA gene. The UVSSA protein facilitates 
stable-ubiquitination of RNA polymerase stalled at UV-DNA damage. This stable-ubiquitination is 
compromised in UVSS-patient cells although RNA polymerase is degraded under a different ubiquitination 
mechanism.

研究分野： DNA修復・人類遺伝学・皮膚科学

キーワード： ヌクレオチド除去修復

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 
 紫外線感受性症候群 (UV-sensitive 
syndrome: UVSS)は、ヌクレオチド除去修復 
(nucleotide excision repair: NER)の一部分
であり、mRNAの転写個所で活性化される、
転写共役ヌクレオチド除去修復機構
(transcription-coupled NER: TC-NER)、つ
まり、mRNAに転写される DNA鎖に発生し
た DNA損傷をゲノムから速やかに取り除く
システムが欠損しているために生じるヒト
の劣性遺伝性疾患である。TC-NERの欠損は
一般的に、コケイン症候群 (Cockayne 
syndrome: CS)や、COFS 
(cerebro-oculo-facial-skeletal syndrome)、
DeSanctis-Cacchione症候群などにみられる
ように、転写機能全般と遺伝子発現制御の異
常のために、日光過敏の他にも、出生時より
発達障害、早期老化など全身性の重篤な病態
が観察される。これに対して、UVSSの患者
はマイルドで皮膚に局所的な、日光過敏、そ
ばかすなどの色素沈着のみを発症し、他の
TC-NER欠損性疾患に見られる全身性の重
篤な症状は現れない。しかしながら、UVSS
患者から採取した細胞は TC-NER活性が完
全に欠失しており、CSをはじめとする全身
性の重篤な症状を示す疾患の患者に由来す
る細胞と区別できない。UVSSの非常にマイ
ルドな臨床所見と、細胞生物学的には重大で
ある TC-NER活性の完全な欠損との間の矛
盾は興味深く、UVSSの疾患責任遺伝子のク
ローニングが望まれていた。 
 研究代表者らは、NER欠損性疾患の症例
を国内外から収集し、これらのうちの原因遺
伝子が未知のケースについて、次世代ゲノム
解析等により、新規疾患責任遺伝子の探索を
実施していたところ、20年にわたって責任遺
伝子が未知であった、紫外線感受性症候群の
新規原因遺伝子として KIAA1530 / UVSSA
を同定することに成功した。 
 
２．研究の目的 
 ヌクレオチド除去修復システム 
(nucleotide excision repair: NER)は、生物の
DNA修復分子機構の中で、もっとも多能な
システムであり、大腸菌からヒトまで高度に
保存されている。NERは、太陽光中の 250nm
近傍の紫外線を DNAが吸収する結果発生す
る光 DNA損傷や、食物代謝産物あるいは環
境変異原に由来する付加型 DNA損傷を
DNA鎖から除去する。ヒトの NERの先天的
な欠損は、高発がん性の色素性乾皮症 
(xeroderma pigmentosum: XP)をはじめと
する、日光過敏症を伴う種々の疾患の原因と
なっている。研究代表者らは 2010年に、NER
の遺伝的欠損性の疾患である、紫外線感受性
症候群の新規責任遺伝子として KIAA1530 / 
UVSSAを同定し研究を開始した。 
 本申請研究は、UVSSA遺伝子産物とその
相互作用因子の機能解析を通して、DNA損

傷箇所で停止した RNAポリメラーゼのユビ
キチン化反応によるバックトラッキング 
(待避)の分子メカニズムを詳細に理解する事
を目指す。また、TC-NER分子機構の全体像
を理解するため、TC-NERが欠損する CSや
UVSSの疾患責任遺伝子変異のスクリーニン
グを継続実施し、TC-NERに関与する新規分
子種の同定と、その機能解析をおこなう。 
 
３．研究の方法 
研究は、以下の(1)〜(3)のサブテーマについて、
研究期間を通して平行して実施した。 
 
(1) UVSSAと CS複合体による RNAポリ
メラーゼのポリユビキチン化機構の生化学
的な解析を実施する。停止した RNAポリメ
ラーゼを安定的にユビキチン化する分子機
構を解析する。試験管内再構成系を構築し、
損傷個所での RNAポリメラーゼの停止と、
バックトラッキングの開始にいたるまでの
TC-NER開始反応を明らかにする。 
 
(2) 損傷停止した RNAポリメラーゼのバッ
クトラッキングの分子ダイナミクスを解析
する。蛍光共鳴エネルギー遷移法(FRET)やリ
アルタイムイメージングにより、正常細胞、
UVSS患者細胞、CS細胞での RNAポリメラ
ーゼと TC-NER開始因子の核内ダイナミク
スを解析し、これらの細胞間で DNA損傷個
所での RNAポリメラーゼの滞留時間の違い
を明らかにする。これにより、RNAポリメ
ラーゼが長時間 DNA損傷領域に停止するこ
とで、正常なmRNAの転写を阻害し、アポ
トーシスが誘導されることを証明し、そこか
ら UVSSと CSの病態の違いが現れることを
明らかにする。 
 
(3) TC-NERの全体像解明のため、TC-NER
活性が欠損している CSやUVSSの症例を引
き続き収集、分類し、未知の疾患責任遺伝子
変異のスクリーニングを継続する。次世代ゲ
ノム解析により TC-NERに関与する新規分
子種の同定を試み、その分子機能解析をおこ
なう。 
 
４．研究成果 
 紫外線感受性症候群の責任遺伝子 UVSSA
が同定されたことから、UVSSA蛋白質の分
子機能解析を実施した。これまでに、正常ヒ
ト細胞では、DNA損傷を誘導すると、転写
中の RNAポリメラーゼは損傷個所で安定的
にユビキチン化され、TC-NER反応が進行す
ること、UVSSA遺伝子が欠損した UVSS患
者の皮膚に由来する細胞では、DNA損傷に
依存した RNAポリメラーゼのユビキチン化
修飾が生じずに RNAポリメラーゼは速やか
に分解されること、CS細胞では、RNAポリ
メラーゼの分解もユビキチン化も生じない
ことを報告した (中沢ら, Nature Genetics, 
2012)。このことは、UVSSAによるユビキチ



ン化が TC-NERの開始を制御していること
を示しており、この分子過程を詳細に解析す
ることで、UVSSと CSの病態の違いを説明
できると考えられた。そこでまず、このＤＮ
Ａ損傷依存的な RNAポリメラーゼのユビキ
チン化修飾反応を試験管内で再構成するこ
とを試みた。まずは、UVSSA蛋白質と協調
して機能することが知られている TC-NER
関連因子の精製を順次実施した。現在までに、
UVSSAの他、CSA/CSB複合体、DDB1複
合体、RNAポリメラーゼ複合体等の精製が
完了している。さらに、これら蛋白質を、大
腸菌発現系で発現精製することに成功して
おり、高濃度の酵素標品を大量に調整するこ
とが可能となった。UVSSA蛋白質と他の
TC-NER複合体を共発現系で精製し、
UVSSA蛋白質と他のTC-NER因子との共結
晶化と構造解析に挑んでいる。   
 RNAポリメラーゼがDNA損傷個所で停止
し、その後ユビキチン化が生じる過程を再現
するために、配列特異的に DNA損傷を導入
したプラスミドテンプレートと精製 RNAポ
リメラーゼを用いて転写反応をおこなうシ
ステムを開発した (論文投稿準備中)。 
 さらに、GFP融合 RNAポリメラーゼを発
現するヒト細胞系を構築した。このシステム
を用い、紫外線 DNA損傷処理後の RNAポ
リメラーゼの核内挙動をリアルタイム観察
したところ、UVSSと CS患者に由来する細
胞と正常細胞では、損傷箇所で停止したRNA
ポリメラーゼの滞留時間が異なることが判
明している。このことから、作用モデルの通
り、DNA損傷に依存的な RNAポリメラーゼ
の長期滞留がアポトーシスを誘発すると考
えられた (論文投稿準備中)。 
 TC-NER因子のスクリーニングの過程で、
CS症例約 200例を調査したところ、コケイ
ン症を発症しているにもかかわらず、
TC-NER活性が正常な症例が見つかった。こ
の症例は、イギリスの CS患者会からの紹介
でフォローをしていた症例であったが、非典
型的な CSとして知られていた。研究代表者
らが次世代ゲノム解析を実施したところ、
TC-NERに関与する遺伝子の欠損は見られ
ず、二重鎖切断修復機構の経路の遺伝子
XRCC4に疾患責任変異を同定した (Guoら, 
J Allergy and Clinical Immunology, 2015 
印刷中)。このことから、研究代表者の実施す
る TC-NER活性を指標としたスクリーニン
グは、類縁疾患の疾患責任変異を同定するこ
とも可能であることが示された。 
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