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研究成果の概要（和文）：転写と共に働くヌクレオチド除去修復（TC－NER）は、転写中のDNA鎖上のDNA損傷を除去す
ることができる修復機構である。私たちは、TC-NER欠損性疾患である、紫外線高感受性症候群(UVSS)の新規責任遺伝子
としてUVSSAを同定した。UVSSAはCS複合体(CSA/CSB)の安定性制御や、損傷箇所で停止した転写型RNA pol IIoのユビキ
チン化制御に重要であることが示唆された。しかし、このユビキチン化とTC-NER開始反応との関連性が未だ不明瞭であ
る。本研究では、UVSSAの機能解析により、DNA損傷時のRNA pol IIoの機能的な修飾の生理学的意義を解明することを
目指した。

研究成果の概要（英文）：Transcription-Coupled Nucleotide Excision Repair (TC-NER) resolving the 
transcription-blocking DNA damages from our genome. Defective in TC-NER causes two genetic diseases, 
Cockayne syndrome (CS) and UV-sensitive syndrome (UVSS). CS patients usually exhibit photosensitivity, 
neurological degeneration and severe developmental defects, while UVSS patients are only sensitive to 
sunlight and display mild clinical features. In previous study, Nakazawa et al. identified the UVSSA gene 
as the responsible gene of UVSS, which encoded a novel TC-NER factor UVSSA that interacts with TC-NER 
machinery and stabilizes the CS complex. UVSSA also facilitates ubiquitination of RNA polymerase IIo that 
stalled at DNA damage sites. Recent reports shown that the ubiquitination may involve in regulation of 
TC-NER, thus we aimed to uncover the roles of UVSSA in RNA polymerase IIo ubiquitination during the 
initiation step of TC-NER, then provide more insights into the processing of stalled RNA polymerase.

研究分野：機能生物化学
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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、生体におい

て最も多能な DNA 修復システムであり、

紫外線や環境変異原による様々な DNA 損

傷を DNA 鎖から除去する。NER は、DNA 損

傷を認識する過程の違いにより、全ゲノ

ムNER(Global Genome NER: GG-NER)と RNA

転写と共役した NER（Transcription 

coupled NER: TC-NER）の 2つのサブパス

ウェイに分類される。TC-NER は、転写さ

れている DNA 鎖上に存在する損傷を効率

的に修復することで、正常な遺伝子発現

制御に関わっている重要な修復機構であ

る。ヒトにおいて TC-NER の先天異常は、

コケイン症候群（Cockayne’s Syndrome: 

CS ） や 紫 外 線 高 感 受 性 症 候 群

(UV-sensitive Syndrome: UVSS)などの遺

伝病の原因となる。興味深い点は、UVSS

と CS 患者由来の細胞は、ともに TC-NER

活性が完全に欠損しているが、両者の臨

床症状は大きく異なっている事である。

CSでは DNA損傷により正常な遺伝子転写

も阻害されるため、日光過敏症以外に、

神経症状、早老症や発達障害などを発症

すると考えられる。これに対して、UVSS

は軽微な日光過敏症以外に重篤な症状は

見られない。この損傷応答反応と臨床症

状との不一致の原因は依然として不明で

ある。2012 年、研究代表者が所属する研

究グループは、UVSS の新規責任遺伝子と

し て UVSSA/KIAA1530 を 同 定 し た

（Nakazawa et al. 2012）。UVSSA タンパ

ク質は、CS 複合体（CSA/CSB）とともに

転写型 RNA ポリメラーゼ IIo（RNA 

Polymerase IIo; RNA pol IIo）のユビキ

チン化による安定性制御に関わっており、

TC-NERの正常な進行に重要であることが

示された。これまでの研究報告より、DNA

鎖上で転写を進めている RNA pol IIo は、

紫外線によって生じたDNA損傷（CPD, 6-4 

photoproductなど）部位にさしかかると、

転写を停止することが示唆されている。

RNA pol IIo が長い時間停滞すると、細

胞周期の停止やアポトーシスなどを誘導

すると考えられる。そのため、停止した

RNA pol IIo は、CS 複合体の作用により

一旦後方へ待避することで、DNA 損傷部

位を開放し、TFIIH 等の修復因子のリク

ルートを進めるモデルが示されているが、

本 TC-NER 開始反応の詳細な分子機構は、

未だ不明である。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、生化学、分子生物学、細

胞生物学など様々な研究アプローチを用

いて、UVSSA の機能解析を実施する。損

傷箇所で停止した RNA pol IIo のユビキ

チン化における UVSSA の詳しい役割、そ

して RNA pol IIo のユビキチン化修飾と

TC-NER開始反応との関連性を解明するこ

とを目指した。 
 
３．研究の方法 
 目的を達成するために、以下の２点の

研究に取り組んだ。 

1) RNA pol IIo のユビキチン化における

UVSSA の役割及び作用機序を検討するた

め、UVSSA や既知の TC-NER 関連タンパク

質の精製を行い、試験管中での RNA pol 

IIo のユビキチン化再構成反応系の確立

を目指す。さらに、このユビキチン化修

飾過程における UVSSA と各 TC-NER 因子

の相互作用機序を調査する。 

 

2) DNA 損傷後の TC-NER の進行における

UVSSA の機能と RNA pol IIo との関係を

より詳細に解析するため、緑色蛍光タン

パク質を融合した RNA pol IIo（GFP-RNA 

pol IIo ）の安定発現細胞株の樹立に取

り組み、これを用いて、経時的に RNA pol 



IIo を観察するシステムの確立を目指し

た 。 確 立 後 、 蛍 光 退 色 回 復 法

(fluorescence recovery after 

photobleaching, FRAP)により、GFP-RNA 

pol IIoのDNA損傷箇所での滞留時間を、

紫外線照射後の健常人、UVSS 患者、CS 患

者由来細胞において詳細に調査した。 

 
４．研究成果 
リコンビナントUVSSA及びTC-NER関連タ

ンパク質の精製 

  TC-NER機構におけるUVSSAの役割を生

化学的な視点で解析するため、リコンビ

ナントUVSSAタンパク質や各種TC-NER開

始反応に関連する因子を精製した。生物

活性を持つ、高純度な RNA pol II 複合体

は、HeLa-FH3 細胞株（RPB3-His-Flag の

安定発現細胞株）を用いて大量に精製し

た。一方、野生型 UVSSA と変異型

UVSSA-C32R（UVSS 患者由来細胞で過剰発

現させても TC-NER 活性を回復できず、さ

らに RNA pol IIo ユビキチン化によるバ

ンドシフトも検出されない変異体）、

CSA/CSB複合体及びNER調節因子のTFIIH

複合体については、昆虫細胞/バキュロウ

イルスシステムを用いて、精製した。以

上により、本研究の核心である in vitro

ユビキチン化再構成反応系の準備が整っ

た。 

 

ユビキチン化再構成実験系の構築 

  TC-NERにおけるUVSSAの分子機能を生

化学的に解析するため、精製したUVSSA、

RNA pol II 複合体、各種 TC-NER 因子及

び市販の精製ユビキチンリガーゼ

（E1/E2/E3）、ユビキチンなどを加えるこ

とで、試験管内で RNA pol II の in vitro

ユビキチン化反応の再現を試みた。 

 

RNA pol IIo のユビキチン化と TC-NER 進

行反応との関連性解析  

  これまで幾つかの研究報告により、RNA 

pol IIo 複合体は DNA 損傷箇所で停止し

た後、RNA pol II 複合体中最も大きな機

能性サブユニットの RPB1 が、Lys6,Lys48

または Lys63 を介した複雑なポリユビキ

チン修飾を受けて、分解などの機能性制

御を受ける可能性が示唆されている。

Nakazawa らの研究より、正常細胞、UVSS

細胞や CS 細胞において、DNA 損傷条件下

での RPB１のユビキチン化状況及び安定

性が大きく異なると予測された。つまり、

正常細胞では、Lys63 位を介してユビキ

チン化によるバンドシフトが検出されて

おり、UVSS 細胞では、正常細胞で見られ

たポリユビキチン化が観察されず、RPB1

は Lys48 位を介してポリユビキチン化さ

れ経時的に分解すると予測された。これ

に対して、CS 細胞では RPB1 のポリユビ

キチン化も分解も起らないと考えられた。

これらの事から、損傷条件下におけるRNA 

pol IIo のユビキチン化は TC-NER 開始反

応に重要であり、UVSSA は CS 複合体とと

もに RNA pol IIo をユビキチン化に導く

が、UVSSA が欠損した状態では CSA/CSB

複合体のみによるユビキチン化が起き、

RNA pol IIo の分解につながると予測さ

れた。本モデルを検証するため、樹立し

た GFP-RPB1 の安定発現細胞を用いて、紫

外線照射後の RNA pol IIo の分解・滞留

時間を調査した。その結果、損傷 DNA 鎖

上における RNA pol IIo の滞留時間が、

正常細胞、CS 細胞、UVSS 細胞において異

なること(滞留時間は CS 細胞で最も長く、

次いで正常細胞、UVSS 細胞であった)が示

された。UVSS 患者細胞と CS 患者細胞での

RNA pol IIo の停止期間の長さの違い、

つまり正常な転写が阻害される期間の違

いは、UVSS と CS の臨床症状が大きく異な

る原因である可能性が示唆された。 



 今後、RNA pol IIo の損傷部位におけ

る停止と転写阻害を検証し、UVSS と CS

の病態の違いとの関連を明らかにしてい

くとともに、ユビキチン化再構成系を応

用し、DNA 損傷後の RNA pol IIo の詳細

なユビキチン化反応を調査することで、

上記モデルの検証を進める。 
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