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研究成果の概要（和文）：　我々は、これまでにヒト細胞のヌクレオチド除去修復反応を阻害する低分子化合物を発見
し、ERCC1-XPFのプロテアソーム依存的分解誘導が原因であることを明らかにしている。本研究では、この分解誘導の
詳細なメカニズムを明らかにすべく、この反応に関わる因子の同定を試み、２種のポリユビキチン化関連因子を同定し
た。また、100種以上の構造類縁体を用いて活性を比較し、構造活性相関を明らかにした。一方、新たな化合物ライブ
ラリーを用いたスクリーニングも実施したが、上記化合物と同レベルの高い阻害活性を示す化合物は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：We recently identified a small-molecule inhibitor (NERi) of nucleotide excision 
repair in human cells, which induces proteasomal degradation of one of core NER factors, ERCC1-XPF. In 
this study, we have tried to uncover the detailed mechanism underlying the loss of ERCC1-XPF heterodimer 
after NERi treatment. We have finally identified two cellular proteins possibly involved in the 
proteosomal degradation of ERCC1-XPF. We have also determined a structure-activity relationship of NERi 
by comparing the activity of more than 100 derivatives. On the other hand, we could find no further 
compounds showing comparably high NER-inhibition activity with NERi after screening of another public 
chemical library.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ヌクレオチド除去修復（ nucleotide 
excision repair; NER）は、紫外線で生じる
二量体型ピリミジン損傷、ベンゾ[a]ピレン
等のかさ高い化学物質の塩基付加体、一部の
酸化型塩基損傷など、幅広い DNA 損傷を対象
とする普遍的なDNA修復機構である。このNER
を先天的に欠損すると、高発がん性の色素性
乾皮症（xeroderma pigmentosum）や、重篤
な身体的・精神的異常を特徴とするコケイン
症候群（Cockayne syndrome）、硫黄欠乏性毛
髪発育異常症（trichothiodystrophy）等の
遺伝疾患を発症し、NER 因子が発がん抑制を
はじめ様々な生体機能で重要な役割を果た
していることがわかる。 
 NER 反応のキーステップである損傷認識か
ら損傷 DNA 切断までの初期過程で、
XPC-RAD23B-CETN2 、 TFIIH 、 XPA 、 RPA 、
XPF-ERCC1、XPG の６つのコンポーネント（20
種のポリペプチド）が必須であることが試験
管内再構成実験で明らかにされているもの
の(文献①②)、複雑系の細胞内ではさらに多
種多様な因子が関わると予想される。実際に
ヒストンリモデリング因子の関与、アセチル
化・モノユビキチン化等のヒストン修飾の関
与、NER 因子の転写レベルでの発現調節、リ
ン酸化・ユビキチン化等の翻訳後修飾を介し
た調節等が報告されている。しかし、いずれ
もまだ断片的で、細胞内 NER 反応の全容解明
には程遠いのが現状である。 
 このような背景のなか、我々はヒト細胞内
の NER 反応（初期過程）の効率を簡便・迅速
に評価できるセルベースドアッセイ系を開
発 し （ microplate-formatted cell-based 
immunoassay for NER of UV photoproducts; 
M-CINUP）（特許第 5817054 号）（文献③）、NER
反応に影響を及ぼす低分子化合物の探索を
開始した。これらの化合物は、細胞内の標的
因子を特定することで新規NER関連因子の発
見につながり、またその阻害機序の解明によ
って未知のNER関連反応を明らかにできると
期待される。実際に、理化学研究所・NPDepo
のパイロットライブラリー（376 化合物）を
スクリーニングした結果、ヒト細胞の NER 反
応を阻害する化合物 A6（仮称 NERiKU001）を
見出し、コア因子 ERCC1-XPF の細胞内レベル
をプロテアソーム依存的に顕著に低下させ
ることを明らかにした。しかし、その細胞内
ターゲットや詳細な分解誘導メカニズムは
まだ不明であった。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景をふまえて、本研究ではケミカ
ルバイオロジーのアプローチを活用して、細
胞内のNER反応に関与する未知因子や関連反
応を明らかにし、NER の全容解明に寄与する
ことを目的とした。具体的には、１）規模の
大きい新たな化合物ライブラリーを用いて
さらなる NER 阻害物質の探索を行い、先行す
る NERiKU001 と同様に NER阻害機序の解明を

行う、２）NERiKU001 の NER 阻害機序を明ら
かにするために、細胞内標的因子、およびが
ERCC1-XPF の分解過程で働くポリユビキチン
化関連因子を同定し、分解誘導メカニズムを
明らかにする、ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
 新たな NER 阻害化合物の探索については、
東京大学・創薬オープンイノベーションセン
ター（現・創薬機構）のコアライブラリーの
提供を受け、M-CINUP を用いてスクリーニン
グを行った。 
 NERiKU001 の細胞内標的因子の解析には、
この化合物あるいはその誘導体を結合させ
たビーズを作製し、細胞粗抽出液と反応させ
て結合分画を電気泳動後、特異的なバンドを
切り出して質量分析により解析した（MS 解
析）。また、ポリユビキチン化関連因子の同
定は、広島大学原爆放射線医科学研究所との
共同研究のもとsiRNAライブラリーを使用し
て行った。 
 
４．研究成果 
１）新規 NER 阻害物質の探索と同定 
 東大創薬オープンイノベーションセンタ
ー（現・創薬機構）のコアライブラリー9,600
化合物のスクリーニングを完了し、13 種類の
ヒット化合物を得た。二次スクリーニングで
絞り込みを行い、購入または合成によりまと
まった量を入手できたものについては、信頼
性のより高い ELISA 系で再評価を行った。そ
の結果、いくつかは弱い NER 阻害活性を示し
たが、NERiKU001 と同レベルの活性を示すも
のは見出せなかった。 
 
２）NER 阻害物質 NERiKU001 の解析 
① ERCC1-XPF の分解誘導に関与する因子の
同定 
 細胞内標的因子の特定のため、化合物ビー
ズに結合したタンパク質を MS 解析したとこ
ろ、複数の候補因子を得た。siRNA によるノ
ックダウンで ERCC1-XPF の細胞内レベルや
NERiKU001 処理後の分解誘導への影響を調べ
たが、顕著な変動はみられず、真の標的因子
ではないと判断した。一方、ERCC1—XPF のポ
リユビキチン化関連因子をsiRNAライブラリ
ーを用いて探索した結果、２種類の候補因子
が同定された。さらに、ERCC1-XPF の細胞内
レベルとNERiKU001処理後の分解誘導を詳し
く調べたところ、どちらの因子のノックダウ
ンもERCC1-XPFの細胞内レベルに大きな影響
を与えないものの、NERiKU001 による分解誘
導を顕著に抑制することがわかった。したが
って、これらの因子が NERiKU001 の NER 阻害
メカニズムに深く関わっていると考えられ、
現在、詳細な解析を行っている。 
② 化合物の構造活性相関解析と最適化 
 これまでに入手した100種類以上の構造類
縁体の NER 阻害活性をもとに、そこから絞り
込んだ化合物についてERCC1-XPF分解誘導活



性と細胞毒性を比較し、構造活性相関を検討
した。その結果、NERiKU001 が示す細胞毒性
はERCC1-XPF分解誘導活性と独立した事象で
あることがわかり、各々の活性に重要な構造
部分を同定し、高活性・低毒性の構造類縁体
を得ることに成功した。一方、当初予定して
いたNERiKU001と細胞内標的因子のドッキン
グ解析を通した化合物の最適化は、標的因子
が特定できなかったため実現できなかった。 
③ スピロノラクトンによる XPB 分解誘導と
の比較 
 文献④では、スピロノラクトンが XPB を分
解誘導することが報告されており、この反応
系と NERiKU001 による ERCC1 分解誘導系を詳
細に比較検討した。その結果、両化合物によ
るNER因子の分解誘導は各因子に特異的であ
り、その動態はスピロノラクトンによる XPB
分解の方が速やかでより長く持続すること
がわかった。また、両化合物を中濃度域で併
用すると、各々の単独時より強い阻害活性を
示すことが明らかになった。以上の結果より、
複数のNER因子で細胞内レベルを調節する仕
組みが存在することがわかり、両化合物はこ
の仕組みの解明やNERのメカニズム解析に有
用であることが示された。 
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