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【要旨】 
 
チミン DNA グリコシラーゼ (TDG) は、ゲノム DNA 中のシトシン及び 5-

メチルシトシンの自発的脱アミノ化によって生じるG:U及びG:Tミスマッチを
解消する塩基除去修復 (BER) 反応の開始を担い、自然突然変異の抑制に寄与す
ると考えられてきた。所属研究室の先行研究により、ヌクレオチド除去修復 
(NER) の損傷認識因子である XPCが TDGと相互作用し、TDGの酵素学的代
謝回転を促進することが報告された。一方で、TDGはさまざまな転写制御因子
と相互作用するほか、近年では TDGが開始する BER反応が DNAの脱メチル
化を介したエピジェネティックな遺伝子発現制御において果たす役割が注目さ

れている。このように、TDGはゲノムの安定性や遺伝子発現など広範な細胞機
能に関与しており、その細胞内動態や機能制御に関わる分子機構の解明は非常

に重要である。 
TDG タンパク質は、細胞周期 S 期においてユビキチン-プロテアソーム系を

介した分解を受けることが既に報告されているが、本研究では細胞を紫外線や

DNA 損傷を誘起する種々の薬剤で処理した場合にも、TDG の分解が誘導され
ることを新たに見出した。色素性乾皮症 A 群患者由来線維芽細胞を用いた実験
から、TDGの紫外線誘導性分解が細胞のNER活性に依存することが示された。
また、CDT2 を含む CUL4-RING ユビキチンリガーゼ複合体 (CRL4CDT2) は、
DNA 複製ライセンス化因子 CDT1 をはじめ、いくつかのタンパク質の S 期に
おける分解を担うことが知られているが、この CRL4CDT2が TDGの紫外線誘導
性分解にも関与することを、siRNAによる CDT2の発現抑制及び無細胞ユビキ
チン化反応により示した。さらに、CRL4CDT2によるユビキチン化の標的となる

基質タンパク質の認識には、DNAポリメラーゼ補助因子である増殖細胞核抗原 
(PCNA) との相互作用が重要であることが知られている。この相互作用を担う
アミノ酸配列モチーフ (PIP degron) に変異を導入することにより、紫外線照射
後の TDGタンパク質の分解が抑制されることを証明した。 
このような TDGの安定性の変化は、細胞にどのような影響をもたらすのだろ
うか。Tdg遺伝子欠損マウス胎仔線維芽細胞において、ヒト TDGを安定発現し
た実験から、TDGタンパク質の発現が細胞の紫外線感受性の上昇及び紫外線誘
発 DNA 損傷の修復速度の低下を引き起こすことを新たに見出した。この効果
は DNA グリコシラーゼ活性や DNA 結合活性など、BER 機能を損なうアミノ
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酸置換を導入した変異 TDGでは見られなかったことから、TDGがその BER機
能を介して紫外線誘発 DNA 損傷の修復や細胞応答に影響を与えている可能性
が示唆された。生化学的な解析から TDGが NER反応を直接阻害する可能性は
低いと考えられた一方、次世代シーケンサーを用いたmRNAシーケンス解析の
結果から、TDGの発現はその酵素活性には依存せずに広範な遺伝子発現に影響
を与えることが見出された。一部の遺伝子については、TDGの DNAグリコシ
ラーゼ活性に依存した発現変動が見られ、その中ではリン酸代謝系に関与する

遺伝子が比較的多く見出された。それに対して、NERや細胞の紫外線損傷応答
に直接関与することが知られている遺伝子は含まれていなかった。 
	
 DNA複製や修復に伴って一時的に DNAが半メチル化状態になった時、さら
なる脱メチル化によってエピゲノム情報が失われることを防ぐために TDG の
分解が誘導されている可能性がある一方、紫外線誘導性の TDG分解は NERや
細胞の紫外線損傷応答に対する負の影響を排除する役割があるのかも知れない。

TDG が引き起こす大規模な遺伝子発現の変動は、直接相互作用する XPC 及び
その他のNER因子の細胞内局在や動態を介してNER活性に影響を与えている
可能性が考えられる。 
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【略語】 
 
AID activation-induced cytidine deaminase 
APE1   apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 
ATP        	
 	
 	
 	
  adenosine 5'-triphosphate 
BER   base excision repair 
BSA          bovine serum albumin 
CBP CREB binding protein 
CDT1         Cdc10-dependent transcript 1 
CDT2         Cdc10-dependent transcript 2 
CRL4 cullin 4-RING ubiquitin ligase 
CUL4A       cullin-4A 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 
DDB1         DNA damage-binding protein 1 
DDB2  DNA damage-binding protein 2 
DMEM        Dulbecco's modified Eagle medium     
DNMT1  DNA methyltransferase 1 
DTT         dithiothreitol 
EDTA         ethylenediamine-N,N,N’,N' - tetraacetic acid 
EdU  5-ethynyl-2'-deoxyuridine 
EGTA          ethylene glycol tetraacetic acid 
FBS fetal bovine serum 
FEN1 flap endonuclease 1 
GST           glutathione S-transferase 
Hepes               4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
IPTG  isopropyl b-D-thiogalactopyranoside 
MEF          mouse embryonic fibroblast 
MUG mismatch-specific uracil DNA glycosylase 
NEM         N−ethylmaleimide 
NER nucleotide excision repair 
Oct4  octamer-binding transcription factor 4 
PBS           phosphate-buffered saline 
PCNA proliferating cell nuclear antigen 
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PIC  protease inhibitor cocktail  
PIP degron PCNA-interacting protein degron  
Pipes          piperazine-1,4-bis (2-ethanesulfonic acid)  
PKCa  protein kinase Ca 

PMSF         phenylmethylsulfonyl fluoride  
Pol b  DNA polymerase b  

Pol d DNA polymerase d 

Pol e DNA polymerase e 
RFC  replication factor C  
ROC1          regulator of cullins 1  
RPA replication protein A 
SDS                  sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE    SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
Sox2  SRY (sex determining region Y)-box 2 
SUMO  small ubiquitin-like modifier  
TDG                  thymine DNA glycosylase 
TET ten-eleven translocation 
TFIIH  transcription factor IIH 
UBE1 ubiquitin activating enzyme E1 
XPA  xeroderma pigmentosum complementation group A 
XPB  xeroderma pigmentosum complementation group B 
XPC  xeroderma pigmentosum complementation group C 
XPF  xeroderma pigmentosum complementation group F 
XPG  xeroderma pigmentosum complementation group G 
XRCC1  X-ray repair cross complementing protein 1 
5-caC 5-carboxylcytosine 
5'-dRp 5'-deoxyribose phosphate 
5-fC 5-formylcytosine 
5-hmC 5-hydroxymethylcytosine 
5-hmU 5-hydroxymethyluracil 
5-mC 5-methylcytosine  
6-4PP  pyrimidine-pyrimidone (6-4) photoproduct 
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第 1章	
 序論 
 
遺伝情報を担うゲノム DNAは、紫外線、放射線、活性酸素種や化学物質など
による損傷を恒常的に受けている。DNAに生じた損傷は、転写や複製、細胞分
裂時における染色体分配等のゲノム機能を妨害することで突然変異や染色体異

常、細胞死などを誘発し、癌や神経疾患、早期老化を含む様々な疾患の原因と

なることが知られている。一方、生物には DNA損傷を取り除く修復機構が備わ
っており、生じる DNA 損傷の種類に応じて、塩基除去修復 (base excision 
repair : BER)、ヌクレオチド除去修復 (nucleotide excision repair : NER)、ミ
スマッチ修復 (mismatch repair)、非相同末端再結合（non-homologous end 
joining）、相同組換え修復 (homologous recombination repair) といった種々の
DNA修復機構が働く。中でも BERは、DNA中のウラシルや酸化損傷塩基、あ
る種のメチル化損傷塩基などを対象とする主要な DNA修復機構の一つである。 
	
 BER反応はDNAグリコシラーゼと呼ばれる一群の酵素が異常塩基を認識し、
除去することで開始される (1, 2)。ヒトではこれまでに 11種類の DNAグリコ
シラーゼが報告されており (3)、一価性 DNAグリコシラーゼと二価性 DNAグ
リコシラーゼに分類される。一価性 DNA グリコシラーゼは、N-グリコシド結
合の加水分解により異常塩基を除去し、脱塩基部位を生じる反応を触媒する。

次に APエンドヌクレアーゼ 1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 : APE1) 
のエンドヌクレアーゼ活性により、脱塩基部位の 5’側のホスホジエステル結合
が切断される (4–6)。これにより切断部位の 3'末端に OH 基、5’末端に 5’-デオ
キシリボースリン酸基 (5'-deoxyribose phosphate : 5'-dRp) が生じる。これに
続く DNA修復合成には二つの経路の存在が知られており、それぞれショートパ
ッチ経路、ロングパッチ経路と呼ばれる (図 1)。ショートパッチ経路では、DNA
ポリメラーゼb (DNA polymerase b : Pol b) が 1塩基の鎖伸長を行うとともに、
それ自身がもつ 5’-dRpリアーゼ活性により 5'-dRp 基が除かれ、5'-リン酸末端
を生じる。最後に DNAリガーゼ IIIa/XRCC1複合体によって DNA鎖が連結さ
れ、修復が完了する (7–9)。一方、ロングパッチ経路では、増殖細胞核抗原  
(proliferating cell nuclear antigen : PCNA) 及び複製因子C (replication factor 
C : RFC) 依存的にDNAポリメラーゼd (Pold) またはe (Pole) によりDNA鎖が
数塩基分伸長され、それに伴って生じた 5'-末端をもつフラップ構造がフラップ
エンドヌクレアーゼ 1 (flap endonuclease 1 : FEN1) によって切除される (10–
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13)。その後、DNAリガーゼ IによってDNA鎖が連結され、修復が完了する (14)。
一方、二価性 DNA グリコシラーゼの場合は N-グリコシド結合の加水分解によ
り脱塩基部位を生じた後、自身の APリアーゼ活性により脱塩基部位の 3’ 側の
ホスホジエステル結合が切断され、5'-リン酸末端を生じる (5)。切断部位の 3’
末端に残ったa,	
 b-不飽和アルデヒド	
 は APE1 の 3’→5’エキソヌクレアーゼ活
性により除去され、これにより 3'-OH末端と 1塩基分のギャップを生じる (15)。
その後の DNA修復合成反応は一価性 DNAグリコシラーゼの場合と同様、ショ
ートパッチ経路またはロングパッチ経路のいずれかにより進行するが、二価性

DNA グリコシラーゼの場合は切断部位に 5'-dRp 基を生じないため、ショート
パッチ経路においても Pol bの 5'-dRpリアーゼ活性は必要とされない。 

BER反応の標的となる損傷の一例として、生体内で頻発するシトシン (C) 及
び 5-メチルシトシン (5-methylcytosine : 5-mC) の自発的脱アミノ化が挙げら
れる。この脱アミノ化により、C はウラシル (U)、5-mC はチミン (T) にそれ
ぞれ変換される。こうして生じた G:U 及び G:T ミスマッチが修復される前に
DNAが複製されると、C:Gから T:Aへの塩基置換変異が固定されることになる
(16)。哺乳類細胞においてこのようなミスマッチを解消する酵素の一つとして、
チミン DNAグリコシラーゼ (thymine DNA glycosylase : TDG) が知られてい
る。TDGはウラシル DNAグリコシラーゼ (uracil DNA glycosylase) スーパー
ファミリーに属する一価性 DNAグリコシラーゼであり、脱アミノ化によって生
じた G:U及び G:Tミスマッチから U 及び Tを除去する活性を持つ (17)。TDG
は特に U に対して高い親和性を示し、T に対する親和性は比較的低いが、これ
は TDGの活性中心付近の構造が Tの 5'-メチル基との立体障害を生じさせるた
めであり、これにより DNA上で正常に Aと対合した Tが除去されることを防
いでいる (18)。以上のことから、TDGは生体内においても G:U及び G:Tミス
マッチを解消し、自然突然変異の抑制に寄与していると考えられてきた (図 2)。 
	
 TDGが実際に自然突然変異の抑制に寄与しているかどうかを調べるため、い
くつかのグループによって Tdg 遺伝子欠損マウスが作製された (19–21)。その
結果、予想に反して TDGの欠損は胎生致死を引き起こすことが明らかとなった。
このことから、TDGは単に DNA修復における機能だけでなく、高等動物の発
生過程で重要な機能を担っていることが示された。Tdg 遺伝子欠損マウス胚か
ら樹立された胎仔線維芽細胞 (mouse embryonic fibroblast : MEF) の抽出液
を使った生化学的な解析から、TDGの欠損が無細胞系における G:Tミスマッチ
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の除去活性を 90%以上低下させることが示されている (21)。しかし、マウスゲ
ノム中に人為的に組み込まれた大腸菌グアノシンホスホリボシルトランスフェ

ラーゼ（guanosine phosphoribosyl transferase）遺伝子を指標として自然突然
変異率を測定した結果によれば Tdg-遺伝子欠損 MEF と野生型 MEF とで明確
な差は現れておらず (21)、生体内において TDG が本当に自然突然変異の抑制
に寄与しているかどうかについては、未だに議論の余地が残されている。 
	
 一方で、TDGは自然突然変異の抑制だけでなく、能動的な DNA脱メチル化
を介したエピジェネティックな遺伝子発現制御への関与が示唆されている。先

述したように Tdg遺伝子欠損マウスが胎生致死であったことに加え、Tdg遺伝
子欠損 MEF のゲノム DNA 中の少なくとも一部の遺伝子領域において、CpG
アイランドが正常 MEF と比較して高メチル化状態にあることが示されている 
(19)。遺伝子のプロモーター領域に存在する CpGアイランドは、Cのメチル化
及び脱メチル化によって遺伝子発現を制御している。DNA複製や DNA修復に
よってメチル化修飾を受けた DNA が一時的に半メチル化状態となる受動的脱
メチル化に対して、能動的脱メチル化は積極的にメチル化修飾を除去して遺伝

子発現を活性化する機構である (22)。高等植物では 5-mC を直接除去すること
によってDNAの脱メチル化を開始するDNAグリコシラーゼの存在が知られて
いる。しかしながらこれまで調べられた限り、TDGを含む脊椎動物の DNAグ
リコシラーゼはいずれも 5-mC を直接除去する活性をもっておらず、複数の反
応ステップを必要とする脱メチル化機構のモデルが考えられている (図 3) (19, 
23–26)。 
	
 これらに加えて、TDGは様々な因子との相互作用や翻訳後修飾により、転写
制御に関与するとともに、自身も種々の機能制御を受けることが報告されてい

る。レチノイン酸受容体 (retinoic acid receptor)、レチノイド X受容体 (retinoic 
X receptor)、エストロゲン受容体a (estrogen receptor a)、 ステロイド受容体
転写共役因子 1 (steroid receptor coactivator 1) などが TDGと相互作用し、こ
れにより遺伝子発現が制御されることが示されている (27–29)。また共免疫沈
降の結果から、TDGがヒストンアセチル化酵素 CBP (CREB binding protein) 
と相互作用することが示されており、出芽酵母 GAL4 の DNA 結合ドメインを
融合した CBPを TDGと共発現させると、導入した TDGの cDNA量に依存し
てレポーターとして用いたルシフェラーゼ遺伝子の転写活性が上昇する (30)。
これらの知見は、TDG と CBP が共役因子として協調的に転写制御に関与する
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ことを示唆している。さらに TDGの N末端領域が CBPによってアセチル化さ
れること、このアセチル化により CBP及び APE1との結合活性が低下すること
が示された (30)。これに関連して、TDG の N 末端領域はセリン・トレオニン
キナーゼである PKCa (protein kinase Ca) によるリン酸化を受けることが報
告されている (31)。無細胞系において、TDG の N 末端領域に対するアセチル
化及びリン酸化は競合的な作用を示し、G:Tミスマッチを基質とする DNAグリ
コシラーゼ活性に対し、前者は抑制的、後者は促進的に機能する。これらの結

果から、TDGと CBPの相互作用及び翻訳後修飾が、細胞内において DNA修復
と遺伝子発現制御における分子スイッチの役割を担っている可能性が考えられ

ている。 
	
 TDGはその DNAグリコシラーゼ活性によりミスマッチ塩基を除去した後、
自身の反応産物である脱塩基部位に強固に結合する性質があることが、生化学

や構造生物学など、様々な解析によって明らかになっている (32)。G:T ミスマ
ッチを含む二本鎖オリゴヌクレオチドを過剰量用い、精製した TDGと試験管内
において反応させると、TDG一分子あたりほぼ一個の Tが除去されたところで
反応の進行が停止する。このことから、TDG の脱塩基部位からの解離を助け、
酵素学的代謝回転を促進する分子機構の存在が以前から想定されてきた (図 4)。 
	
 第 1に、ユビキチン様タンパク質 SUMO (small ubiquitin-like modifier) に
よる修飾が挙げられる。SUMOは 100アミノ酸程度から成り、ユビキチンと類
似の機構で標的タンパク質のリジン側鎖に共有結合する。SUMO-1、SUMO-2、
SUMO-3、SUMO-4 の 4 つのアイソフォームが存在し、タンパク質の安定性、
タンパク質間相互作用、タンパク質–DNA 間相互作用、細胞内局在などの幅広
い機能制御に関与している。精製タンパク質を用いた免疫沈降実験の結果から、

TDG は無細胞系において SUMO-1、SUMO-2、SUMO-3 による修飾を受ける
ことが示されている (33)。TDG分子内のさまざまなリジンをアラニンへ置換さ
せることで SUMO 化部位の探索が行われた結果、ヒト TDG の SUMO 化部位
としてN末端から 330番目のリジン残基が同定された (33)。さらにこの SUMO
化によって、TDGが脱塩基部位や G:Tミスマッチを含むオリゴヌクレオチドへ
の結合活性を失うことが明らかとなっている。X 線結晶構造解析から、SUMO
化修飾により TDGに構造変化が生じ、これによって DNA結合能が失われるこ
とが提唱されている (34, 35)。 
	
 第２に、APE1との相互作用である。TDGを APE1と共に G:Tミスマッチを
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含む二本鎖オリゴヌクレオチドと反応させることで、TDG単独の場合と比較し
て、より多くの T が除去されることが報告されている (36, 37)。APE1 自身が
脱塩基部位に対して親和性を持つことから、TDGを脱塩基部位から競合的に解
離させているものと考えられている。 
	
 第３に、NERにおける損傷認識因子である XPC (xeroderma pigmentosum 
complementation group C) との相互作用である。NERは、紫外線によって生
じるピリミジン -ピリミドン  (6-4) 光産物  [pyrimidine-pyrimidone (6-4) 
photoproduct : 6-4PP] やシクロブタン型ピリミジン二量体  (cyclobutane 
pyrimidine dimer) のほか、化学変異原等によって誘起される極めて多様な
DNA 損傷を除去することができる DNA 修復機構である。XPC は出芽酵母
Rad23のホモログ (RAD23Aまたは RAD23B) 及び中心体タンパク質として知
られる CETN2 (centrin 2) とヘテロ三量体を形成し、損傷部位を認識して結合
することで NER 反応を開始させる (38, 39)。酵母 2 ハイブリッド法によって
XPCと TDGの相互作用が見出され、APE1と同様に XPCが TDGの脱塩基部
位からの解離を促進することが無細胞系を用いた実験により示された (40, 41)。
このように、TDGの酵素学的代謝回転を促進する複数の分子機構の存在が示唆
されているが、これらが生体内でどのように TDGの機能制御に関わっているか
については未だに不明な部分が多く残されている。 
以上のように TDGは多くの重要な細胞機能に関与しており、さまざまなレベ
ルで厳密な制御を受けていると予想される。しかしながら生体内や細胞内にお

ける TDGの機能制御の詳細については未だに不明な点が多く残されている。本
研究では、タンパク質分解を介した TDG の機能制御に加え、TDG と NER と
の相互制御関係に着目して詳細な分子機構の解析を行った。 
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第 2章	
 実験材料と実験手法 
 

細胞培養 

 
	
 ヒト正常線維芽細胞 WI38 VA13、XP-A群患者由来線維芽細胞 XP2OSSV、
ヒト胎児由来腎臓上皮細胞 HEK293T、Tdg遺伝子欠損マウス胎仔線維芽細胞
MEF Tdg-/- (東北大学大学院医学研究科、小野哲也教授、上原芳彦博士より供与) 
は 10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum : FBS) を含む DMEM培地 (日水製
薬) (DMEM/10% FBS) を用いて、37°C、5% CO2条件下で培養した。昆虫細胞

Sf9は 10%非働化 FBSを含む TNM-FH培地 (Sigma-Aldrich) を使用し、27°C
で培養した。昆虫細胞High Fiveは EX-CELL 405培地 (SAFC Biosciences) を
使用し、27°Cで培養した。 

 
TDG安定発現細胞株の樹立 

 
	
 野生型及び種々の変異型ヒト TDGの N末端に FLAGタグを融合したタンパ
ク質 (FLAG-hTDG) の cDNA (表 1のプライマーを用いて作製) を哺乳類細胞
発現用ベクターpIREShyg 及びレトロウイルス発現ベクターpMMP-puro 
(Harvard Medical School、Richard Mulligan博士より供与) に組み込んだ。 
	
 pIREShyg ベクターによる形質転換細胞の作製では、100 mm ディッシュ 1
枚分のMEF Tdg-/-をトリプシン処理によって回収し、 DMEM/10% FBS 250 µl
に懸濁した。FLAG-hTDGの cDNAを組み込んだコンストラクト 20 µgを制限
酵素 SspI処理によって直鎖状にし、細胞懸濁液に添加したものをエレクトロポ
レーション用キュベット (電極間距離 0.2 cm、Bio-Rad) に移した。Gene Pulser 
II (Bio-Rad) を用い、120 V、1,070 µFの条件で電気パルスを与えた後、室温
で10分間静置した。この細胞懸濁液を8 mlのDMEM/10% FBSで希釈した後、
予め DMEM/10% FBSを 6 ml入れておいた 100 mmディッシュ 4枚に 2 ml
ずつ分注した。37°Cで24時間培養後、200 µg/ml hygromycin B (Thermo Fisher 
Scientific) を含む培地と交換し、形質転換細胞の選択を行った。3 日おきに
hygromycin Bを含む培地の交換を行い、約 2週間培養を続けた後にコロニーを
単離した。   
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 レトロウイルス発現系による TDG安定発現細胞株の作製では、組換えレトロ
ウイルス産出用細胞 293GPGを 100 mmディッシュ中で 30%コンフルエントに
なるまで培養し、FLAG-hTDGの cDNAを組み込んだ pMMP-puroコンストラ
クトを FuGENE HD (Promega) を用いて導入した。24時間後から毎日培地交
換を行い、3〜9日後の培養上清をウイルス液として回収した。100 mmディッ
シュ中で 80%コンフルエントになるまで培養したMEF Tdg-/-に、培地で希釈し

たウイルス溶液を添加し、最終濃度 8 µg/mlポリブレン (Sigma-Aldrich) 存在
下で 6時間培養した。その後、通常の培地に交換して 48時間培養し、最終濃度
4 µg/ml puromycin を含む培地に交換することで、形質転換細胞の選択を行っ
た。  
 
XPA安定発現細胞株の樹立 

 
	
 N 末端に FLAG タグ及び PreScission protease の認識配列を融合したヒト
XPA (xeroderma pigmentosum complementation group A) タンパク質の
cDNA を pMMP-puro ベクターに組み込んだコンストラクトを作製した。先述
した TDG安定発現細胞株を作製した際と同様の方法で、組換えレトロウイルス
を産生、回収して XP2OSSV 細胞の感染を行った。感染後、通常の培地に交換
して 48時間培養し、最終濃度 1 µg/ml puromycin を含む培地に交換すること
で、XPA安定発現細胞の選択を行った。 
 
細胞抽出液の調製 

 
	
 実験に用いた細胞はリン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline：PBS）
を用いて洗浄した後、トリプシン処理によりディッシュから剥離させ、1,000 
rpm (トミー精工 TMS-21 ローター)、4°Cで 5分間遠心して回収した。得られ
た細胞ペレットを PBSで洗浄した後、0.3 M NaCl及びプロテアーゼ阻害剤を
含む CSK buffer [10 mM Pipes-NaOH (pH 6.8), 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA,  
0.1% Triton X-100, 10% glycerol, 10 mM N-ethylmaleimide (NEM : 和光純
薬)] を各細胞ペレット量に応じて加えた。プロテアーゼ阻害剤としては、以下
の終濃度の混合物を用いた (以下、protease inhibitor cocktail : PICと略す) : 
0.25 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF : Sigma-Aldrich), 1 µg/ml 
leupeptin (Roche), 2 µg/ml aprotinin (Roche), 2 µg/ml pepstatin (Roche), 
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50 µg/ml Pefabloc SC (AEBSF : Roche)。細胞が均一に懸濁されるようにチュ
ーブ中のバッファーを随時撹拌しながら、氷上にて 1時間インキュベートした。
15,000 rpm (トミー精工 TMA-300 ローター)、4°Cで 10分間遠心後の上清を、
可溶性画分として使用した。 
	
 核抽出液の調製の際には、先述した方法で回収した細胞に低張バッファー 
[10 mM Hepes-NaOH (pH 7.9), 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 
0.1% Nonidet P-40, 10 mM NEM, PIC] を加えた。この懸濁液を随時撹拌しな
がら、氷上にて 30 分間インキュベートした後、10,000 rpm (トミー精工 
TMA-300 ローター)、4°C で 5 分間遠心した。遠心により得られたペレットを
低張バッファーで洗浄した後、高張バッファー [20 mM Hepes-NaOH (pH 7.9), 
1.5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 0.4 M NaCl, 10% glycerol, 0.1% Nonidet P-40, 
10 mM NEM, PIC] を加え、氷上にて 1時間インキュベートした。15,000 rpm 
(トミー精工 TMA-300 ローター)、4°C で 5 分間遠心後の上清を、核抽出液と
して使用した。 
 
免疫沈降 

 

	
 HEK293T細胞を 60 mmディッシュに 1.5 × 106 個播種し、一晩培養した。
C末端に FLAGタグを融合したヒト TDG及び SUMO-1の cDNAを哺乳類細
胞発現用ベクターpCAGGSに組み込んだコンストラクト、それぞれ 3 µg、1 µg
を血清を含まない DMEMで希釈し、これに 1 mg/ml polyethylenimineを 12 µl
加えて全量を500 µlとした混合物を培養上清 2 mlに加えることで transfection
を行った。3時間培養した後、DMEM/10% FBSを 2.5 ml加えて、2日間培養
した後に回収した細胞を 0.15 M NaCl及び PICを含む CSK buffer (200 µl) で
懸濁し、氷上 1時間インキュベートした。15,000 rpm (トミー精工 TMA-300 ロ
ーター)、4℃で遠心を行い、可溶性画分を細胞抽出液として実験に用いた。 
	
 Anti-FLAG M2 Agarose Affinity Gel (Sigma-Aldrich) 30 µl に上記の細胞抽
出液を加え、氷上で 4時間インキュベートした。ビーズを 0.15 M NaCl及び PIC
を含む CSK buffer 400 µl で 3 回洗浄した後、0.1 mg/ml の FLAG peptide 
(Sigma-Aldrich) を含む同 buffer で 1 時間インキュベートすることで、結合し
たタンパク質を溶出した。 
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精製タンパク質 

 
	
 組換え CUL4A-ROC1タンパク質複合体は、参考文献 (42) に従って精製され
たものを Friedrich Miescher Institute for Biomedical Research、Nicolas H. 
Thomä博士より供与していただいた。His-TDG (41)、His-UBE1 (43)、PCNA 
(44) は各参考文献に従って精製されたものを用いた。His-MUG は参考文献	
  
(41) と同様の方法で精製されたものを用いた。XPC–RAD23B、CETN2、TFIIH、
XPA、RPA、ERCC1–XPF、XPG は参考文献 (45–47) に従って精製されたも
のを用いた。 
 
TDGと PCNAの結合実験  
 
	
 pGEX-6P-1ベクター (GE Healthcare) を用い、N末端にグルタチオン S-ト
ランスフェラーゼ（glutathione S-transferase : GST）タグを融合した野生型及
び変異型 TDG の cDNA を組み込んだコンストラクトを作製した。これらのコ
ンストラクトを大腸菌株 BL21 (DE3) に導入し、最終濃度 0.5 mMの isopropyl 
b-D-thiogalactopyranoside (IPTG : Sigma-Aldrich) を含む培地 1 リットル中
で、16°Cで一晩培養した。細胞を 6,000 rpm (トミー精工 TA-24 BH ローター)、
30分間遠心して集めた後、30 mlの PBSで 1回洗浄した。これを 1 M NaCl
を含む buffer A [25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM 
dithiothreitol (DTT : 和光純薬), PIC] 30 mlに懸濁し、氷水中で冷却しながら
超音波破砕 (30 秒 ON、30 秒 OFF、6 サイクル) (トミー精工 Ultrasonic 
Disruptor UD-201) を行った。これを 35,000 rpm (Beckman 50.2 Ti ローター)、
30分間遠心して得られた上清を粗抽出液とした。粗抽出液を 0.3 M NaClを含
む buffer Aに対して透析後、同じ bufferで平衡化した GSTrap HPカラム (1 
ml : GE Healthcare) に通した。溶出は GST elution buffer [50 mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 0.3 M NaCl, 20 mM glutathione (reduced; Sigma-Aldrich), 1 mM 
DTT] を用いて行った。 
	
 20 nM のGST-TDGタンパク質を含む Binding buffer [25 mM Tris-HCl (pH 
7.5), 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5% Triton X-100, 100 µg/ml
ウシ血清アルブミン (bovine serum albumin : BSA)] 200 µl を Glutathione 
Sepharose 4 Fast Flowビーズ (GE Healthcare) 20 µlと混合し、4°Cで一晩イ
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ンキュベートした。ビーズを 10,000 rpm (トミー精工 TMA-300 ローター)、4℃、
1分間遠心することで回収し、Binding buffer 800 µlで 3回洗浄した。上清を
取り除いたビーズに 40 nM PCNAを含む Binding buffer 200 µlを加え、4℃で
3時間インキュベートした後、Binding buffer 800 µlで 6回洗浄した。上清を
取り除いたビーズに GST elution buffer 25 µlを加え、4℃で 1時間インキュベ
ートすることにより GST−TDG タンパク質を溶出し、遠心後の上清をサンプル
とした。 
  
CRL4CDT2  E3リガーゼ複合体の発現・精製 

 
	
 pFastBac Dualベクターのポリへドリンプロモーターの下流に FLAG-DDB1、
p10プロモーターの下流に HA-CDT2をコードする cDNAをそれぞれ組み込ん
だコンストラクトを作製し、ヒートショック法により大腸菌 DH10Bac 
(Invitrogen) に導入した。形質転換した大腸菌を 50 µg/ml kanamycin、7 µg/ml 
gentamicin、10 µg/ml tetracycline、100 µg/ml Bluo-gal、40 µg/ml IPTGを含
む組換え bacmid 選択用 LB 寒天培地にまき、白色コロニーを単離した。目的
の bacmidを含むクローンを 50 µg/ml kanamycin、7 µg/ml gentamicin、10 
µg/ml tetracyclineを含む LB液体培地 100 ml中で培養し、Genopure Plasmid 
Midi Kit (Roche) を用いて bacmid DNA を精製した。精製した bacmid を
Cellfectin Reagent (Invitrogen) と無血清培地 SF-900 II SFM (Invitrogen) を
用いて昆虫細胞 Sf9に導入した。5時間後に培地交換し、27°Cで 7日間培養し
た後に培地を回収し、3,000 rpm (久保田商事 SF-720 ローター) で 10分間遠
心後、得られた上清を 1 次ウイルス液とした。ウイルスを増幅する際には、1
次ウイルス液を 10%非働化 FBS を含む TNM-FH 培地で 10 倍希釈した。Sf9
細胞 (150 mmディッシュ、4枚) から培地を吸引除去し、希釈したウイルス溶
液をディッシュあたり 2 ml加えて、27°C、2時間感染させた。23 mlの TNM-FH
培地を加えた後、さらに 7日間培養した。その後に培地を回収し、3,000 rpm (久
保田商事 SF-720 ローター) で 10分間遠心後、得られた上清を 2次ウイルス溶
液とした。 
	
 細胞培養コントローラーシステム (和研薬、セルマスター1700) を用い、昆虫
細胞 High Fiveを EX-CELL 405培地 1リットル中、1 × 106/mlの細胞濃度に
達するまで、27°C、pH 6.2、溶存酸素濃度 8.00 ppmの条件で培養した。2次ウ



 
 

17 

イルス溶液 100 ml を加え、さらに 3 日間培養してタンパク質を発現させた。
この感染細胞を 1,000 rpm (Beckman JS-4.2 ローター)、10分間遠心して集め
た後、25 mlの PBSで 2回洗浄した。これを 0.3 M NaClを含む NP lysis buffer 
[25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40, 1 
mM DTT, PIC] 25 mlで懸濁し、8,000 rpm (トミー精工 TMA-300 ローター) 
で 20分間遠心した。これにより得られた上清を粗抽出液とした。 
	
 粗抽出液を 0.1 M NaClを含む Buffer PE [20 mM sodium phosphate (pH 
7.8), 10% glycerol, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.25 mM PMSF] に対して一晩透
析後、35,000 rpm (Beckman 50.2 Ti ローター) で 20分間遠心して得られた上
清を精製に用いた。上清を 0.1 M NaClを含む buffer PET (buffer PEに 0.01% 
Triton X-100を添加したもの) で平衡化した HiLoad 16/10 SP Sepharose HP 
(GE Healthcare) カラムに通し、NaCl濃度を 0.3 M、1 Mと段階的に上げるこ
とにより溶出した。Anti-FLAG M2 Agarose Affinity Gelを詰めた Tricorn 5/50
カラム (GE Healthcare) を 0.3 M NaCl を含む buffer PET で平衡化し、
DDB1-CDT2複合体を含む SP Sepharoseカラムの 0.3 M NaCl溶出画分を通し
た。溶出は 0.1 mg/ml FLAG-peptide を含む buffer PT [20 mM sodium 
phosphate (pH 7.8), 0.3 M NaCl, 10% glycerol, 0.01% Triton X-100, 1 mM 
2-mercaptoethanol, 0.25 mM PMSF] で行い、ピーク溶出画分の一部を、0.1 M 
NaClを含む buffer PETに対して透析した。この DDB1-CDT2複合体を別に精
製された CUL4A-ROC1と重量比 1 : 2の割合で混合し、氷上で１時間静置した。
この反応液を 0.1 M NaClを含む buffer PETで平衡化した Superdex 200 PC 
3.2/30 (GE Healthcare) カラムに通し、100 µlずつ分画した。 
 
無細胞ユビキチン化反応  
  
	
 無細胞ユビキチン化反応は、以下の組成の反応液 (15 µl) 中で行った。50 mM 
Tris-HCl (pH 7.5), 5 mM MgCl2, 200 µM CaCl2, 0.01% Triton X-100, 1 mM 
DTT, 2 mM ATP, アセチル化 BSA (5.4 µg), poly(dI-dC) (76.3 ng : Affymetrix), 
His-UBE1 (12.5 ng), UbcH5a (1.05 µg : Boston Biochem), His-TDG (60 ng), 
PCNA (62.5 ng), ubiquitin (10 µg : Sigma-Aldrich), CRL4CDT2 E3リガーゼ複
合体 (62.7 ng)。反応溶液を 30°Cで 30分間反応させた後、0.5 M EDTA (pH 8.0) 
を 1 µl添加して反応を停止した。 
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 所属研究室では、TDG を含め、ある種の精製タンパク質を SDS ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動 (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis : SDS-PAGE)
に供すると、変性及び分離の過程で凝集によって一部が正常に泳動されず、特

にタンパク質量が微量の場合、検出が困難になることを経験している (細胞粗抽
出液中の TDG の検出では、同様の問題は認識されていない)。この問題を回避
するため、無細胞ユビキチン化反応後の TDGをウエスタンブロットで検出する
際には、反応後のサンプルにMEF Tdg-/-の細胞抽出液を添加した上で電気泳動

を行った。 
 
ウエスタンブロット 
 
	
 タンパク質を SDS-PAGE で分離後、polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 
(Immobilon-P : Merck-Millipore) に転写した。転写した膜を Blocking buffer 
[25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5% skim milk, 0.1% Tween-20] に
浸して 30 分間インキュベートした後、Blocking buffer で希釈した一次抗体と
4°Cで一晩反応させた。次に TBS-T [25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 
0.1% Tween-20] による洗浄を 4回行い、Blocking bufferで希釈したペルオキ
シダーゼ標識二次抗体と室温で 30 分間反応させた。一次抗体の場合と同様に
TBS-Tによる洗浄を 4回行った後、ImmunoStar Zeta (和光純薬) を基質とし
て化学発光法により検出を行った。いずれの場合も、検出はルミノイメージア

ナライザー ImageQuant LAS-4010 (GE Healthcare) 及び X 線フィルム 
(RX-U : 富士フイルム) を用いて行った。 
 
抗体 

    

	
 His-TDG (41) を抗原としてウサギを免疫して得られた抗血清から硫酸アン
モニウム沈殿により粗精製した IgG 画分を用いて、抗 TDG ポリクローナル抗
体のアフィニティ精製を行った。精製した GST及び GST-TDGそれぞれ 1 mg
を HiTrap NHS-activated HPカラム (1 ml：GE Healthcare) に共有結合させ
た。作製した 2つのカラムを上流から GSTカラム、GST-TDGカラムの順に連
結し、PBS で平衡化した後に IgG 画分を通した。この操作によって GST と結
合する抗体を GSTカラムに吸着させ、素通りした抗体のうち TDGと反応する
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ものを GST-TDGカラムで捕捉した。PBSで良く洗浄した後に GSTカラムを外
し、GST-TDGカラムに結合した抗体を0.5 M NaClを含む100 mM glycine-HCl 
(pH 2.7) で溶出した。溶出画分に 1/10量の 1 M Tris-HCl (pH 9.0) を直ちに加
えて中和後、IgGを含むピーク画分を PBS に対して透析し、不溶物を遠心操作
によって除去した。 
	
 抗 XPC 抗体はヒト XPC タンパク質の C 末端部分に相当する合成ペプチド 
(48)、抗 RAD23B 抗体は大腸菌で発現した組換えタンパク質 (46) をそれぞれ
抗原としてウサギの免疫を行い、得られた抗体をアフィニティ精製したものを

用いた。抗 CDT2 抗体は、兵庫県立大学大学院生命理学研究科、西谷秀男教授
より供与していただいた。抗a-tubulin 抗体は Sigma-Aldrich、抗 SUMO-1 抗
体は Santa Cruz、抗 PCNA抗体は Abcam、抗 GST抗体は GE Healthcare、
抗 6-4PP抗体はコスモバイオからそれぞれ購入した。 
 
siRNAの導入  
  
	
 細胞を 35 mm ディッシュに 2 × 105 個播種し、37℃で一晩培養した。
ScreenFect A (和光純薬) と混合した siRNAを最終濃度が 33 nMとなるように
培地に加えた。CDT2に対する siRNA及びネガティブコントロール siRNAは、
参考文献 (49) に記載されたものを使用した。 
 
免疫染色  
  
	
 細胞を 35 mmガラスボトムディッシュに 1 × 105個播種し、37℃で一晩培養
した。0.2% FBSを含む PBS (FBS/PBS) で 2回洗浄した後、4%パラホルムア
ルデヒド溶液 (和光純薬) を加え、室温10分間静置して固定を行った。FBS/PBS
で 2回洗浄し、0.5% Triton X-100を含む PBSを加えた後、室温で 15分間静置
して細胞膜透過処理を行った。FBS/PBS で 2 回洗浄した後、FBS/PBS で希釈
した抗 TDG抗体を加え、室温で 1時間反応させた。その後 FBS/PBSで 2回洗
浄し、FBS/PBS で希釈した Alexa Fluor 488 標識 2 次抗体 (Thermo Fisher 
Scientific) を加えて 1 時間反応させた。その後 FBS/PBS で 2 回洗浄し、
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) を含む Vectashield Mounting Medium 
(Vecter Laboratories) を加え、円形カバーガラスで覆った。観察は Olympus 
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IX71蛍光顕微鏡を用いて行った。 
  
紫外線照射後の細胞生存率測定  
  
  細胞を 6ウエルプレートに 1ウエルあたり 1 × 105個播種し、37℃で一晩培養
した。その後、様々な線量の紫外線を照射し、4日目まで培養を行った。培地を
除去し、培地と Cell Titer 96 Aqueous One Solution Reagent (Promega) を 4:1
の割合で混合した溶液 1.5 mlを各ウエルに加え、37℃で 2時間反応を行った。
反応後の溶液の 490 nm の吸光度を iMark マイクロプレートリーダー 
(Bio-Rad) で測定した。 
 
DNA損傷の定量     
  
	
 DNA複製による損傷の希釈を避けるため、最初に細胞を 6 mMチミジン (和
光純薬) を含む培地中で 2時間処理した。その後紫外線 10 J/m2を照射し、さら

に様々な時間培養した細胞のゲノム DNA を QIAamp DNA blood mini kit 
(Qiagen) を用いて精製した。分光光度計を用いて DNA濃度を算出し、PBSで
6 µg/mlに希釈した後、95℃で 10分間 DNAの変性処理を行い、直後に氷上で
急冷して 15分間静置した。硫酸プロタミンでコートした 96ウエルマイクロタ
イタープレートに、上記の変性ゲノムDNAを各ウエルあたり 300 ng加え、37℃
で一晩乾燥付着させた。乾燥させたプレートを 0.05% Tween-20 を含む PBS 
(PBS-T) で 5回洗浄した後、2% FBSを含む PBSを加え、37℃で 30分間ブロ
ッキングを行った。PBS-Tで 5回洗浄し、PBSで希釈した抗 6-4PP抗体を加え、
37℃で 30分間反応させた。その後 PBS-Tで 5回洗浄し、PBSで希釈したビオ
チン標識抗マウス IgG二次抗体を加え、37℃で 30分間反応させた。PBS-Tで
5回洗浄し、PBSで希釈したペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジンを加え、
37℃で 30分間反応させた。PBS-Tで 5回洗浄した後、citrate-phosphate buffer  
(50 mM citric acid, 50 mM Na2HPO4) で 1回洗浄した。その後、0.4 mg/ml 
o-phenylene diamine及び 0.006% H2O2を含む citrate-phosphate bufferを加
え、37℃で 30分間発色反応を行った。2 M H2SO4を加えることで反応を停止

させ、490 nmの吸光度を iMarkマイクロプレートリーダー (Bio-Rad) で測定
した。 
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無細胞 NER反応  
  
	
 無細胞 NER 反応は、以下の組成の反応液 (15 µl) 中で行った。40 mM 
Hepes-KOH (pH 7.8), 5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 2 mM ATP, アセチル化 BSA 
(5.4 µg), 70 mM NaCl, His-TDG (23, 46, 92 ng) あるいは His-MUG (9.3, 18.6, 
37.2 ng), XPC-RAD23B (5 ng), CETN2 (5 ng), XPA (150 ng), TFIIH (258 ng), 
RPA (100 ng), ERCC1-XPF (25 ng), XPG (108.9 ng), 32P標識基質 DNA (〜
100,000 cpm)。反応溶液を 30°Cで 1時間反応させた後、EDTA、SDS、Proteinase 
K (タカラバイオ) を最終濃度がそれぞれ 8 mM、0.5%、0.2 µg/µlになるように
添加し、さらに 56℃、１時間反応させることでタンパク質を分解した。この反
応液から、フェノール抽出及びエタノール沈殿によって DNAを回収した。得ら
れた沈澱を 90%ホルムアミドを含む泳動色素混合液 (0.04% bromophenol blue, 
0.04% xylene cyanol, 0.01% EDTA, 5% glycerol) 5 µl に溶解し、95℃で 10分
間加熱して変性させた後、氷上で急冷した。この試料溶液のうち 2 µlを 8 M尿
素を含む 10%変性ポリアクリルアミドゲル中で、30W、45分間展開した。この
ゲルを 10%酢酸–10%メタノール混合液中で固定し、ゲルドライヤー (Bio-Rad) 
を用いて乾燥させた。こうして得たゲルをイメージングプレート (BAS IP MS : 
富士フィルム)、もしくは X線フィルム (RX-U : 富士フイルム) に露光して切り
出し産物のシグナルを検出した。 
 
mRNAシーケンス解析  
 
	
 次世代シーケンサーを用いたmRNAシーケンス解析は、九州大学生体防御医
学研究所、大川恭行教授のグループとの共同研究により行った。細胞を 100 mm 
ディッシュに 2 × 106 個播種し、2日間培養を行った後、total RNAを RNeasy 
Mini Kit (Qiagen) を用いて精製した。NEBNext Ultra Directional RNA 
Library Prep Kit (New England Biolabs) を用いてライブラリーを作製し、
HiSeq1500 システム (Illumina) でシーケンス解析を行った。得られたリード
のリファレンスゲノムへのアライメントは HISAT2 (50) で行い、マッピング結
果を featureCounts (51) でカウントした。発現変動遺伝子の同定は
DESeq2 (52) で行い、オントロジー解析は PANTHER (53) を利用した。 
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第４章	
 実験結果 
 
DNA損傷によって誘導される TDGの分解  
 

TDGは、細胞周期 S期において分解を受けることが報告されている (54)。脱
塩基部位に強固に結合した TDGは DNA複製の障害になり得るため、S期での
分解は複製フォークの進行を維持するためである、という説明がなされている

が、正確な意義については不明な点も多い。一方、本研究でヒト正常線維芽細

胞 WI38 VA13に紫外線を照射したところ、TDGタンパク質の分解が誘導され
ることを新たに見出した (図 5A)。WI38 VA13細胞をさまざまな線量の紫外線
で処理したところ、この TDGの分解誘導が紫外線量に依存することが示された  
(図 5B)。他のグループの先行研究の結果と一致して、抗 TDG 抗体を用いたウ
エスタンブロットでは 2 本の主要なバンドが検出されたが、高分子量側のバン
ドは TDGの SUMO化修飾体であると考えられている (33)。これを検証するた
め、FLAGタグを融合したヒト野生型 TDG（TDG WT）あるいは SUMO化部
位である330番目のリジンをアルギニンに置換した変異TDG (TDG K330R) を
SUMO-1と共に HEK293T細胞において一過的に過剰発現させ、抗 FLAG抗体
による免疫沈降を行った (図 6)。その結果、TDG WTに対して TDG K330Rを
発現する細胞では抗 TDG 抗体と反応する高分子量側のバンドが消失している
こと、この高分子量側のバンドに相当する位置で抗 SUMO-1抗体との反応が認
められたことから、このバンドが SUMO化 TDGであることが確かめられた。
次に TDGの紫外線誘導性の分解と紫外線誘発DNA損傷の修復機構との関係性
を調べるため、NERを完全に欠損した色素性乾皮症 A群患者由来線維芽細胞株
XP2OSSVを親株として、FLAGタグを融合した XPAを安定に発現する細胞株
を樹立した。これらの細胞で紫外線照射後の TDG の動態を比較したところ、
XPA 発現細胞で見られる TDG の分解が親株細胞では顕著に減弱していた (図
7)。このことから紫外線誘導性の TDGの分解に NERが関与していることが示
唆された。 
	
 さらに、紫外線以外のさまざまな DNA損傷剤で細胞を処理した際の TDGの
動態について調べた (図 8)。WI38 VA13細胞を、酸化損傷を生じさせる過酸化
水素水、アルキル化剤であるメチルメタンスルホン酸、DNA鎖間架橋をはじめ
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とするさまざまな損傷を引き起こすシスプラチンの存在下でさまざまな時間培

養を行った結果、いずれの処理によっても内在性 TDGの分解誘導が観察された。
このことから、紫外線損傷だけでなく、様々な DNA損傷に応答して TDGの分
解が誘導されることが明らかになった。 
 
TDGの紫外線誘導性の分解は CDT2に依存する  
	
  
	
 TDGのS期における分解はユビキチン–プロテアソーム系に依存することが、
阻害剤を用いた実験等によって示されている (54)。一方、私は紫外線誘導性の
TDG 分解にもユビキチン–プロテアソーム系が関与していることを、プロテア
ソーム阻害剤MG132を用いて明らかにした (図 9A)。プロテアソームは細胞質
及び核内に存在するタンパク質分解酵素複合体で、ポリユビキチン化されたタ

ンパク質の分解を介して、さまざまな細胞機能の制御に関与している (55)。こ
のタンパク質分解系では、ユビキチン活性化酵素 (E1)、ユビキチン結合酵素  
(E2)、ユビキチン転移酵素 (E3) が順次関わる一連の酵素反応を介して基質タン
パク質のリジン残基側鎖のアミノ基とユビキチン C 末端のカルボキシル基がイ
ソペプチド結合を形成するが、この基質タンパク質の選択性は E3に依存してい
る。TDG分解の分子機構を検討するにあたり、TDGの分解を担う E3の候補と
して CDT2に着目した。 
	
 DNA 複製のライセンス化因子である CDT1 は S 期において分解されること
が知られており、この分解がゲノム DNAの再複製阻止に重要な役割を果たして
いる (63)。一方、CDT1 は紫外線照射に応答して分解を受け、この点において
TDG と類似した性質を示す。CDT1 の分解には DDB1-CDT2-CUL4-ROC1 か
ら成る E3 複合体 (CRL4CDT2) が関与することが示されており、この複合体に
おいてユビキチン化基質との相互作用を担うサブユニットが CDT2 である。
CRL4CDT2によるユビキチン化には、基質タンパク質と DNAポリメラーゼの補
助因子である PCNAの相互作用が必要とされ、この相互作用には基質タンパク
質が持つPIP (PCNA-interacting protein) degronとよばれるアミノ酸配列モチ
ーフが関わる。実際 TDGが CDT1の PIP degronと類似性の高いアミノ酸配列
を持つことが見出されており、CRL4CDT2が TDGの分解にも関与している可能
性が考えられた (図 9B)。 
そこで、CDT2の有無がTDGタンパク質の安定性に与える影響を調べるため、
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WI38 VA13細胞にCDT2に対する siRNAを導入し、さまざまな時間培養した。
ウエスタンブロット解析によって CDT2 のタンパク質レベルの低下が確認され
た一方、TDGのタンパク質レベルは逆に上昇する傾向が見られたことから、通
常の培養条件において CDT2 が TDG タンパク質の安定性を負に制御している
ことが示された (図 10A)。次に、内在性 CDT2を発現抑制したWI38 VA13細
胞を用いて、紫外線照射後の TDG タンパク質の挙動を調べた (図 10B)。その
結果、CDT2 の発現を抑制した細胞では、対照細胞と比較して紫外線誘導性の
TDG分解が顕著に抑制されることが明らかになった。 
	
 次に TDGが CDT1の PIP degronと類似性の高いアミノ酸配列を持つことか
ら、実際に TDGと PCNAが相互作用するかどうかを GSTプルダウンアッセイ
を用いて検証した。まず PIP degron相同配列中で PCNAとの相互作用に関与
すると予想される３か所のアミノ酸をすべてアラニンに置換した変異 TDG 
(TDG DPIP) を設計した (図 11A)。TDG WT及び TDG DPIPを GST融合タン
パク質としてそれぞれ大腸菌内で発現・精製後、別に精製した組換え PCNAタ
ンパク質に対するプルダウンアッセイに用いた (図 11B)。その結果、予想通り
PCNAは TDG WTに結合した一方で、TDG DPIPとは結合が見られなかった
ことから、TDGが PIP degronを介して PCNAと直接相互作用することが確か
められた。 
 
無細胞系における TDGのユビキチン化  
	
  
	
 実際に CRL4CDT2 E3リガーゼ複合体により TDGがユビキチン化を受けるこ
とを確かめるため、無細胞系におけるユビキチン化反応の再構成を試みた。個

別に精製したDDB1-DDB2複合体とCUL4A-ROC1複合体を試験管内で混合す
ることにより、CRL4DDB2 E3リガーゼ複合体が再構成されることが以前から知
られていたため (43)、新たに DDB1-CDT2複合体を組換えタンパク質として発
現・精製を行い、同様の方法で CRL4CDT2 E3 リガーゼ複合体の調製を試みた。
FLAGタグを融合したDDB1及びHAタグを融合したCDT2をバキュロウイル
ス発現系を用いて昆虫細胞で発現させ、DDB1-CDT2複合体の精製を行った（図
12）。これを別に精製した CUL4A-ROC1複合体と混ぜ、Superdex 200ゲル濾
過カラムに通すことでヘテロ 4量体を精製した (図 13)。 
	
 精製した CRL4CDT2 E3リガーゼ複合体に加え、E1 (UBE1)、E2 (UbcH5a)、
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ユビキチン、TDG、PCNA 及び DNA を用いて無細胞ユビキチン化反応を行っ
た。PCNA は環状のホモ三量体構造を取り、クランプ状に DNA に結合するこ
とが知られている。一般に、PCNAは鋳型–プライマー構造を持つ DNAに結合
し、DNAポリメラーゼによる鎖伸長を補助すると考えられており、そのような
構造を分子内で形成する人工ポリマーである poly(dI-dC)を DNAとして用いて
反応を行った (図 14)。反応溶液を用いたウエスタンブロットの結果、TDG の
バンドシフトが見られたことから、CRL4CDT2は確かに TDGをユビキチン化す
る活性を持つことが示された。 
 
PIP  degronの変異は TDGの紫外線誘導性分解を抑制する  
 

PIP degronの変異が細胞内における TDGの安定性に与える影響を調べるた
め、MEF Tdg-/-を親株としてN末端にFLAGタグを融合したTDG WT及びTDG 
DPIP をそれぞれ安定発現する形質転換細胞株を pIREShyg ベクターを用いて
作製した (図 15A)。これらの細胞株における TDG タンパク質の発現をウエス
タンブロットにより比較したところ、TDG DPIP の方が TDG WTよりも定常
状態における発現レベルが高い傾向が見られた (図 15B)。次に紫外線照射後の
TDG タンパク質の挙動を比較したところ、TDG WT で見られた分解が TDG 
DPIP では顕著に抑制されていた (図 16)。さらに S 期における TDG の安定性
についても解析を行った (図 17)。チミジン類似体である 5-エチニル-2’-デオキ
シウリジン (EdU) で細胞を処理することにより S期細胞の核を標識した上で、
抗 TDG抗体による免疫蛍光染色を行った。TDG WTを発現する細胞について
はEdUで標識されたS期細胞で特異的にTDGのシグナルが低下していた一方、
TDG DPIPのシグナルはS期細胞とそれ以外の細胞で特に差が見られなかった。
これらのことから、DNA損傷時及び S期において TDGが PIP degronを介し
て PCNA と相互作用し、CRL4CDT2によるユビキチン化を受けて分解されるこ

とが改めて示された。 
 

TDGの発現は細胞の紫外線応答に影響を与える  
 
	
 先述したように、TDGは NERの損傷認識因子である XPCと相互作用し、こ
の相互作用が無細胞系において TDG の酵素学的代謝回転を促進することが示
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されている。一方で、TDG が NER に何らかの影響を及ぼすかどうかは調べら
れていなかった。そこで、本研究で作製した TDG WT発現細胞、TDG DPIP発
現細胞及びその親株であるMEF Tdg-/-にさまざまな線量の紫外線を照射したと

ころ、TDG の発現によって紫外線感受性が上昇することがわかった (図 18A)。
次に、TDGの発現の影響が DNA損傷の修復機能の変化によるものかどうか検
討するため、細胞に紫外線を照射した後、ゲノム DNA 中の 6-4PP の残存量の
経時変化を測定した (図 18B)。その結果、TDG の発現によって、6-4PP の修
復が有意に遅延することがわかった。これらのことから、TDGの発現が何らか
のメカニズムによって細胞の紫外線応答に影響を与えている可能性が示された。	
  
	
 損傷認識は NER 反応の律速段階となっており、XPC タンパク質の発現レベ
ルに依存して損傷修復速度が変化することがわかっている。しかしながら、TDG 
WT及び TDG DPIP発現細胞-における XPCタンパク質の発現レベルは、親株
細胞と比較して顕著な低下は認められなかった (図 15B)。さらに、TDGが NER
反応を直接阻害するかどうかを生化学的に解析した (図 19)。精製タンパク質に
より再構成した無細胞 NER 反応系にヒト TDG タンパク質及び大腸菌の TDG
ホモログであるミスマッチ特異的ウラシル DNA グリコシラーゼ (mismatch- 
specific uracil DNA glycosylase : MUG) を加えたところ、いずれについても有
意な影響は認められなかった。以上の結果から、TDGが XPCの発現や NER反
応を直接阻害している可能性は低いと考えられる。 
 
紫外線損傷応答における TDGの構造活性相関  
 

TDGが持つさまざまな機能のうち、細胞の紫外線損傷応答に影響を与えるも
のを調べるため、MEF Tdg-/-を親株として種々の変異型 TDGを安定に発現する
細胞株を新たに作製した (図 20A)。DNAグリコシラーゼ活性中心のアスパラギ
ンをアラニンに置換した TDG N140A変異体、DNA結合活性を欠損した TDG 
M269H変異体 (56) に加えて、TDG WT、TDG K330R及び TDG DPIPをレト
ロウイルスベクターを用いてMEF Tdg-/-で安定発現させた。対照として空ベク

ターのみを導入した細胞株 (VEC) を同時に作製した。これらの細胞株における
TDG タンパク質の発現をウエスタンブロットにより確認したところ (図 20B)、
SUMO化 TDGのバンドが TDG K330R発現細胞で予想通り消失したことに加
え、TDG M269H発現細胞でも著しい減弱が見られた。このことから、TDGの
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SUMO化が DNAとの結合に依存する可能性が示された。また、XPCタンパク
質の発現レベルについては、細胞株間で大きな違いは認められなかった。 
これらの細胞にさまざまな線量の紫外線を照射して生存率を比較したところ、

非 SUMO化変異体である TDG K330R、BER活性を欠損した TDG N140A及
び TDG M269H変異体を発現する細胞では、TDG WTの発現により惹起された
紫外線感受性の上昇が見られなかった (図 21A)。また 6-4PPの修復速度につい
ても解析を行ったところ、紫外線感受性の結果と一致して、TDG K330R、TDG 
N140A及び TDG M269H変異体発現細胞では、損傷修復速度の低下が見られな
かった (図 21B)。このことから TDGの BER機能が、紫外線損傷修復活性の低
下に関与している可能性が新たに示唆された。 

 
TDGの発現は大規模な遺伝子発現変動を引き起こす  
 
	
 図 19の結果から、TDGが XPCの発現や NER反応を直接阻害する可能性は
低いと考えられた。一方で、先述したように、TDG は CBP などの転写制御因
子との相互作用や DNA 脱メチル化機構などを介して遺伝子発現を制御すると
考えられている。このことから TDG 発現による紫外線損傷修復活性の低下は、
DNA損傷応答関連遺伝子の発現制御によるものである可能性が考えられた。そ
こで、TDG WT及び BER活性を欠損した TDG N140A変異体の発現細胞に加
え、空ベクターを導入した VEC細胞を用い、これらの細胞間における遺伝子発
現パターンの網羅的な比較解析を行った。その結果、TDG WT及び TDG N140A
発現細胞共に、対照の VEC細胞と比較して遺伝子発現が大きく変動している一
方、両者の遺伝子発現パターンは比較的類似していることがわかった (図 22A)。
TDG WT発現細胞及び TDG N140A発現細胞では、VEC細胞と比較してそれ
ぞれ 3,330個、2,599個の遺伝子について有意な発現変動が見られ、このうち両
者に共通して変動した遺伝子数は 2,071 個であった (図 22B)。さらにオントロ
ジー解析の結果から、TDGの発現によって、様々な細胞機能に関わる遺伝子の
発現が変動していることがわかった (表 2)。これらのことから、TDG は DNA
グリコシラーゼ活性非依存的に広範な遺伝子の発現を制御しうることが示唆さ

れた。 
	
 TDG WT発現細胞と TDG N140A発現細胞の間で遺伝子発現プロファイルを
比較したところ、85個の遺伝子について有意な差が見られた (図 22B)。これら
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の中では、リン酸代謝系に関わる遺伝子 (17 個) が最も多く見出された (図
22C)。また、NERに直接関わる因子としては、Ercc3 (Xpb) 及び Ercc1遺伝子
の発現上昇が見られたが、この効果は TDG WT及び TDG N140A発現細胞に共
通していた。以上のことから、TDGの DNAグリコシラーゼ活性は特定の遺伝
子発現の制御に関与している可能性が考えられた。 
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第５章	
 考察 
 
	
 アフリカツメガエルの細胞抽出液を用いた解析から、DNA架橋剤であるマイ
トマイシン Cにより損傷を与えた DNAを添加すると、抽出液中の TDGの分解
が誘導されることが報告されている (57)。本研究では、ヒト生細胞において、
紫外線やさまざまなDNA損傷剤存在下で TDGが分解を受けることを新たに見
出した (図 5, 8)。 

TDGタンパク質は S期において CRL4CDT2 E3リガーゼによるユビキチン化
を介して分解されることが知られていたが、本研究において同じ E3リガーゼが
TDGの紫外線誘導性分解にも関与することが示された。PCNAは DNA複製及
び DNA修復合成の際にクランプ状に DNAに結合して DNAポリメラーゼの補
助因子として働くが、この PCNA と基質タンパク質との相互作用が CRL4CDT2

によるユビキチン化及びその後のプロテアソームによる分解に重要である。紫

外線照射後のTDGの分解がNER活性に依存することを考え合わせると (図7)、
TDGの分解は修復反応に伴う DNA修復合成に依存する可能性が高いと思われ
る。過酸化水素水やメチルメタンスルホン酸、シスプラチン等の DNA損傷剤は
NER以外の機構で修復される DNA損傷を誘起する可能性があるが、いずれに
しても PCNAに依存した DNA修復合成を伴う点では共通していると見なすこ
とができる。 
本研究では、精製タンパク質を用いた無細胞ユビキチン化反応により、

CRL4CDT2依存的なユビキチン化によると思われる TDGのバンドシフトを観察
することに成功した (図 14)。しかし、今回の実験で観察されたユビキチン化の
効率は必ずしも高くなく、これがプロテアソームによるタンパク質分解を引き

起こすのに十分なレベルかどうかについては検討の余地が残されている。細胞

内でのポリユビキチン化には、今回の無細胞系には含まれない未知の因子や

TDG タンパク質の翻訳後修飾が関与している可能性がある。実際、CRL4CDT2

の基質の 1つである p21はリン酸化修飾によって安定性が制御されていること
が知られており (58, 59)、TDGが S期や DNA損傷後にリン酸化を受けること
で CRL4CDT2 による認識が促進されている可能性についても検討する必要があ

ると思われる。ヒト TDG は、SUMO 化修飾部位を含む C 末端領域、DNA グ
リコシラーゼ活性中心を含み様々なタンパク質と相互作用する中間領域、翻訳
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後修飾を受ける N末端領域から構成されている。このうち N末端より 51番目
から 111番目までのアミノ酸を含む制御ドメイン (regulatory domain：RD) と
呼ばれる領域はCBPによるアセチル化及びPKCaによるリン酸化を受けること
が報告されており (31)、これらの翻訳後修飾が TDG の塩基除去活性に影響を
与える可能性が示されている。本研究において見出された TDGの PIP degron
は N末端から 100番目のアミノ酸付近に存在し、この RDに含まれる。現在の
ところ、RDにおける翻訳後修飾が塩基除去活性以外の TDGの機能制御に関与
することを示す報告はないが、TDGと PCNAの相互作用に何らかの影響を与え、
TDG の安定性に関与している可能性もある。今後、RD における様々な翻訳後
修飾が TDGの分解に及ぼす影響を解析する必要がある。 
野生型及び変異型 TDGを安定発現するMEF Tdg-/-を用いた実験から、TDG 

DPIPの発現レベルが TDG WTや他の変異型 TDGに比べて高い傾向が観察さ
れた (図 15, 20)。さらに TDG WTと比較して、DPIP変異の導入により TDG
の S期及び紫外線誘導性の分解が顕著に抑制された (図 16, 17)。これらのこと
から TDGが PIP degron 依存的に CRL4CDT2によるユビキチン化を経て分解を

受けることが強く示唆された。興味深いことに、DNA結合活性を欠損した TDG 
M269H変異体では、SUMO化レベルの顕著な低下が認められた (図 20)。TDG
は異常塩基を除去した後、SUMO化を介して自身の反応産物である脱塩基部位
から解離するというモデルが提唱されている (図 4)。今後、TDG M269H が

SUMO化欠損を示す理由を明らかにするとともに、TDG SUMO化の意義その
ものを再検討する必要があると考えている。 
	
 本研究により、TDGの発現が細胞の紫外線感受性を上昇させることが新たに
見出された (図 18, 21)。紫外線照射後の 6-4PPの修復速度についても TDGの
発現レベルに依存して低下する傾向が見られており、TDGタンパク質の存在が
細胞の紫外線応答に負の影響を与えている可能性が考えられる。一方で、TDG 
N140A及びTDG M269H変異体発現細胞における 6-4PPの修復はTDG WT発
現細胞よりも速く、親株である Tdg遺伝子欠損細胞と同程度であった (図 21)。
これより、TDG が持つ BER 機能が紫外線誘発 DNA 損傷の修復抑制に関わっ
ている可能性が考えられた。一方で、無細胞 NER反応に TDGを添加してもま
ったく影響が見られなかったことから、TDG が NER の反応機構を直接阻害す
る可能性は低いと思われる (図 19)。XPCは DNA 修復だけでなく、TDGと同
様、Oct4/Sox2 との相互作用を介して遺伝子発現制御に関与する可能性が示さ
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れている (60, 61)。細胞内では、TDG との相互作用を介して XPC が転写制御
領域に拘束されることで、DNA損傷部位へのリクルートが阻害されている可能
性も考えられる。 
	
 NERの律速となることが知られているXPCの発現レベルに対するTDG発現
の直接的な影響は見られなかったが (図 15)、TDG が何らかの因子の発現制御
を介して細胞の NER 活性に影響を与えている可能性が考えられた。C 及び
5-mC の自発的脱アミノ化に起因する BER 反応が何らかの機構によって NER
に影響を与えるかどうかは不明であるが、一方で DNAの脱メチル化を介したエ
ピジェネティックな遺伝子発現制御機構も TDGの BER活性に依存すると考え
られている。すなわち、5-mCが TET (ten-eleven translocation) ファミリータ
ンパク質によってヒドロキシル化された結果、生じる 5-ホルミルシトシン  
(5-formylcytosine : 5-fC) や 5-カルボキシルシトシン (5-carboxylcytosine：
5-caC) が TDGの基質となり、BER 反応を介して CpGアイランドが非修飾状
態に変換されるというモデルである (図 3)。一方で、TDGは DNAメチル化酵
素 DNMT3B (DNA methyltransferase 3B) と相互作用してメチル化活性を低
下させることが報告されている (62)。TDGがヒストンアセチル化酵素 CBPと
相互作用して転写制御に関わるという報告と合わせ、TDGによる DNAメチル
化活性の低下は遺伝子発現の活性化に寄与しているかもしれない。 
	
 mRNAシーケンス解析の結果から、TDGは DNAグリコシラーゼ活性非依存
的に広範な遺伝子の発現を制御しうることが明らかになった (図 22)。一方で、
一部の遺伝子発現に関しては、TDGの DNAグリコシラーゼ活性の有無による
影響が認められた。TDGの発現によって Ercc3や Ercc1など、一部の NER因
子の遺伝子発現の上昇が見られたが、これらの変動は TDG N140A変異体発現
細胞でも観察されたことから、TDG発現による紫外線細胞応答への影響と関連
する可能性は低い思われる。一方で、TDGの DNAグリコシラーゼ活性に依存
して、リン酸代謝などの細胞機能に関わる比較的限定された遺伝子の発現が変

動することが示された。TDGはこれら遺伝子が関わる細胞内シグナルやエピゲ
ノム情報を含めた転写環境を制御することで、細胞の紫外線損傷応答に関与し

ているのかもしれない。 
	
 これまでに同定された CRL4CDT2 依存的に分解を受けるタンパク質基質の

多くは DNA複製や修復に関与する因子であり、いくつかの基質については過剰
発現により細胞周期の停止が引き起こされる (63)。TDGのタンパク質レベルは
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細胞周期や DNA 損傷応答に対して厳密に制御される必要があり、その中で
TDG の分解が重要な役割を担っていると考えられる。DNA 複製や修復に伴う
DNA合成の直後、半メチル化状態となった DNAは DNA維持メチル化酵素に
よって再び完全にメチル化された状態になり、これにより DNAメチル化に依存
したエピゲノム情報は維持される。TDGがこの維持メチル化に対して阻害的に
作用するかどうかは不明であるが、TDGの分解が細胞のエピゲノム情報と遺伝
子発現パターンの維持に寄与している可能性も考えられる (図 23)。一方、TDG
タンパク質の発現が酵素活性非依存的にきわめて広範な遺伝子の発現に影響を

与えることから、過剰な TDGの存在は不必要な遺伝子発現の変動を引き起こす
ことで細胞内の生理的、代謝的環境に悪影響をもたらすのかも知れない (図24)。
TDG の DNA グリコシラーゼ活性に依存した紫外線感受性の増強や NER 活性
の低下の理由は本研究では明確になっていないが、XPC やその他の NER 因子
が TDG 依存的に転写制御に関わる可能性を含めて今後のさらなる研究が必要
である。 
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図 1. 塩基除去修復機構の反応モデル 
塩基除去修復では、まず一価性または二価性の DNA グリコシラーゼによって
DNAに生じた損傷塩基が認識されて除去される。次にロングパッチ経路及びシ
ョートパッチ経路のいずれかを介して、一本鎖 DNAギャップが DNAポリメラ
ーゼにより埋められる。最後にDNAリガーゼによってDNA鎖の連結が起こり、
修復が完了する。 
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図 2. TDGによって開始される BER反応 
C及び 5-mCは、脱アミノ化によって U及び Tに変換され、G:U、G:Tミスマ
ッチが生じる。この状態で DNA複製が起こると、C:G→T:Aの突然変異が固定
化される。TDGが U及び Tを認識して除去した後、APE1によって脱塩基部位
の 5'側の DNA鎖が切断される。その後の修復経路について、この図ではショー
トパッチ経路のみを示している 
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図 3. DNAの能動的脱メチル化の反応モデル 
TDGは 5-mCやその TETによるヒドロキシル化産物である 5-ヒドロキシメチ
ルシトシン (5-hmC) を直接認識して除去することができないが、さらなるヒド
ロキシル化や AIDや APOBECによる脱アミノ化を経て生じる 5-ホルミルシト
シン (5-fC)、5-カルボキシルシトシン (5-caC)、5-ヒドロキシメチルウラシル 
(5-hmU) などを除去することができる。DNAの能動的脱メチル化は、①5-mC
のヒドロキシル化及び脱アミノ化、②これら反応産物に対して TDGが開始する
BER反応、という２つの過程を経て行われると考えられている。 
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図 4. TDGの脱塩基部位からの解離機構 
TDGは異常塩基を除去後、自身の反応産物である脱塩基部位に強固に結合し続
けることが知られており、DNAからの解離を補助する様々な分子機構の存在が
示唆されている。①SUMO化によって TDGの立体構造が変化し、DNAとの結
合能が低下する。②APE1が脱塩基部位と親和性を持つため、競合的に DNAか
ら解離する。③XPCとの相互作用により DNAからの解離が促進される。 
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図 5. 紫外線照射に伴う TDGの分解誘導 
(A) ヒト正常線維芽細胞 WI38 VA13に紫外線 10 J/m²を照射し、様々な時間培
養を行った後、抗 TDG 抗体を用いてウエスタンブロットを行った。a-tubulin
をローディングコントロールとして用いた。*は TDGの分解産物を示す。 
(B) WI38 VA13細胞にさまざまな線量で紫外線照射を行った。紫外線照射から 5
時間後に細胞を回収し、抗 TDG 抗体を用いてウエスタンブロットを行った。
a-tubulinはローディングコントロールとして用いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 
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図 6. SUMO化 TDGの確認 
HEK293T 細胞において、FLAG タグを融合したヒト TDG (WT あるいは
K330R) を SUMO-1と共に一過性過剰発現させた。回収した細胞の可溶化画分
から抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降及びウエスタンブロットを行った。黒色の
矢印は抗 SUMO-1抗体が反応する非特異的バンドを示す。 
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図 7. TDGの紫外線誘導性分解は NER活性に依存する 
XPA 遺伝子を安定発現する XP2OSSV 細胞及び親株である XPA 欠損細胞に紫
外線 40 J/m²を照射後、様々な時間培養を行い、TDGをウエスタンブロットに
より検出した。a-tubulinをローディングコントロールとして用いた。 
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図 8. さまざまな DNA損傷剤により誘起される TDGタンパク質の分解 
WI38 VA13 細胞を図中に示す濃度の過酸化水素水 (H2O2)、メチルメタンスル
ホン酸 (MMS)、シスプラチンの存在下、様々な時間培養を行った後、抗 TDG
抗体を用いてウエスタンブロットを行った。a-tubulinをローディングコントロ
ールとして用いた。 
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図 9. TDGの紫外線誘導性分解はユビキチン–プロテアソーム系に依存する 
(A) WI38 VA13細胞を、プロテアソーム阻害剤MG132 (20 µM) 存在下 (+) 及
び非存在下 (-) で 2時間培養した後、紫外線 10 J/m²を照射した。照射前と同じ
条件でさらに様々な時間培養を行った後、細胞抽出液を調製してウエスタンブ

ロットを行った。RAD23Bをローディングコントロールとして用いた。 
(B) TDG において見出された PIP degron と類似性の高いアミノ酸配列を、
CDT1の PIP degron と並べて示した。番号は N末端から数えた時のアミノ酸
の位置、赤字及び青字はPIP degronのコンセンサス配列の構成アミノ酸を表す。 
 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 
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図 10. 内在性 CDT2の発現抑制は TDGタンパク質を安定化する 
(A) WI38 VA13細胞に CDT2に対する siRNA (siCDT2)、またはネガティブコ
ントロール siRNA (siNC) を導入し、さまざまな時間培養を行った後、ウエス
タンブロットを行った。a-tubulinをローディングコントロールとして用いた。 
(B) WI38 VA13細胞に siCDT2または siNCを導入し、2日間培養を行った後に
紫外線 10 J/m2を照射した。さらにさまざまな時間培養した後、ウエスタンブロ

ットを行った。a-tubulinをローディングコントロールとして用いた。 
 
 
 
 
 
 

(B) 

(A) 
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図 11. TDGと PCNAは PIP degronを介して直接相互作用する 
(A)  TDGの PIP degron相同配列中に導入したアミノ酸置換を示す。 
(B) GST タグを融合した TDG (WT またはDPIP) 及び GST のみを結合した
Glutathione Sepharoseビーズに、精製した PCNAを加えて反応させた。ビー
ズを洗浄後に結合タンパク質を溶出し、PCNA、及び GSTに対する抗体を用い
て、それぞれウエスタンブロットを行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

QEKITDTFKVKR hTDG  WT 
95 106 

QEKATDAAKVKR hTDG  DPIP 

(A) 

(B) 
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図 12. DDB1-CDT2複合体の精製 
(A) DDB1-CDT2複合体の精製方法の概略 
(B) 抗 FLAG抗体カラムから溶出されたピーク画分各 10 µlを SDS-PAGEで展
開後、Coomassie Brilliant Blue (CBB) 染色により検出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) (B) 



 
 

45 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13. CRL4CDT2 E3リガーゼ複合体の再構成 
(A) CRL4CDT2 E3リガーゼ複合体の精製方法の概略。 
(B) Superdex 200カラムから溶出されたピーク画分を SDS-PAGEで展開後、
銀染色を行った。 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) (B) 
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図 14. 無細胞系における TDGのユビキチン化反応 
精製した E3リガーゼ複合体を用いて無細胞ユビキチン化反応を行った。E2及
び E3の存在下 (+) または非存在下 (−) で反応を行った後、SDS-PAGEで展開
し、抗 TDG抗体を用いたウエスタンブロットで検出した。 
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図 15. 野生型及び PIP degron変異型 TDGを安定発現する細胞株の作製 
(A) TDG発現用コンストラクトの概要。N末端に FLAGタグを融合した TDG
の cDNAを pIREShygベクターに挿入し、MEFTdg-/-を親株として形質転換を

行った。 
(B) 作製した形質転換細胞株から核抽出液を調製し、抗 TDG抗体及び抗 XPC 
抗体を用いたウエスタンブロットを行った。lamin B1をローディングコントロ 
ールとして用いた。 
 

(A) 

(B) 
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図 16. PIP degronの変異が TDGタンパク質の安定性に及ぼす影響 
(A) それぞれの細胞株を 1 mM シクロヘキシミド存在下で様々な時間培養した
後、ウエスタンブロットを行った。a-tubulinをローディングコントロールとし
て用いた。 
(B) それぞれの細胞株を 1 mM シクロヘキシミド存在下で 1時間培養を行った 
後、紫外線 10 J/m2を照射した。1 mMシクロヘキシミド存在下、さらに様々な 
時間培養を行い、ウエスタンブロットを行った。 
 
 

(B) 

(A) 
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図 17. TDGの PIP degron変異体は S期においても消失しない 
それぞれの細胞株を 10 µM EdU存在下で 2時間培養を行うことで、S期の細胞
の核の標識を行った。その後、DNA 中に取り込まれた EdU を蛍光で検出する
とともに、抗 TDG抗体を用いて免疫染色を行って検出した。 
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図 18. TDGの安定性の上昇は紫外線損傷修復を遅延させる 
(A) それぞれの細胞株に様々な線量の紫外線を照射し、4 日後の細胞生存率を
MTSアッセイにより測定した。 
(B) それぞれの細胞株に 10 J/m2の線量の紫外線を照射した後、様々な時間培養

を行った。回収した細胞からゲノム DNAを精製し、6-4PPの残存量を測定した。 
(A)(B)ともに独立した 3回の実験から平均を算出した。エラーバーは標準偏差を
示す。統計的有意差を Student's t-testにより検定した (**P < 0.01)。 
 

(A) 

(B) 
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図 19. TDGは無細胞 NER反応を阻害しない 
一本鎖環状DNAに対して 5’末端を 32Pで標識した損傷入りオリゴヌクレオチド
をアニールさせた。ここに DNAポリメラーゼ、DNAリガーゼを反応させるこ
とで、部位特異的に単一の損傷を含んだ二本鎖閉環状 DNA基質を得た。この基
質 DNA を、精製 NER タンパク質及び TDG あるいは MUG と混合して NER
反応を行い、その反応液から DNA を精製後、変性 PAGE に供した。放射性同
位体を含む切り出し産物を、オートラジオグラフィーによって検出した。 
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図 20. 様々な変異型 TDGを安定発現する細胞株の作製 
(A) 野生型及び種々の変異型 TDGの N末端に FLAGタグを融合したタンパク
質の cDNAを pMMP-puroベクターに挿入した。これをレトロウイルス産生用
パッケージング細胞 292GPGに導入し、産生したウイルスをMEF Tdg-/-に感染

させることで形質転換を行った。 
(B) 作製した形質転換細胞株から可溶性画分を抽出し、抗 TDG抗体を用いたウ 
エスタンブロットを行った。a-tubulinをローディングコントロールとして用い 
た。 
 

(A) 

(B) 
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図 21. TDGの BERにおける機能が紫外線誘発 DNA損傷の修復を抑制する 
(A) それぞれの細胞株に様々な線量の紫外線を照射し、4 日後の細胞生存率を
MTSアッセイにより測定した。 
(B) それぞれの細胞株に 10 J/m2の線量の紫外線を照射した後、様々な時間培養

を行った。回収した細胞からゲノム DNAを精製し、6-4PPの残存量を測定した。 
(A)(B)ともに独立した 3回の実験から平均を算出した。エラーバーは標準偏差を
示す。統計的有意差をStudent's t-testにより検定した (*P < 0.05、**P < 0.01)。 
 

(B) 

(A) 
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図 22.  TDG発現細胞を用いた RNAseq解析 
(A) それぞれの細胞株間における遺伝子発現変動をヒートマップで比較した。 
(B) それぞれの細胞株間において発現が変動した遺伝子数。 
(C) TDG WT及び N140A発現細胞間における遺伝子発現変動を比較した。 
赤点は有意差 P < 0.1の遺伝子を示す。 
 
 
 

(A) 

(C) 

(B) 
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図 23. エピゲノム制御における TDG分解の役割に関するモデル 
メチル化修飾を受けた DNAは DNA複製及び DNA修復後、一時的に半メチル
化状態となる。半メチル化状態となった DNA は、DNA 維持メチル化酵素
DNMT1によって再びメチル化され、DNAのメチル化情報は維持される。仮に
TDG が存在することで元のメチル化情報が失われるとすれば、TDG の分解は
細胞のエピゲノム情報と遺伝子発現パターンの維持に寄与している可能性が考

えられる。 
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図 24. TDGとヌクレオチド除去修復の機能的相互作用 
TDGによって開始される BER反応は、NERの損傷認識因子である XPC複合
体との相互作用によって促進される。一方で、TDG の発現は紫外線誘発 DNA
損傷の修復及び細胞の生存に対して負の効果を示す。このような効果を回避す

るために TDGが分解を受けている可能性が考えられる。 
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表 1 
 
変異型 TDGを作製する際に使用したプライマー 
   

プライマー名 塩基配列 

DPIP F GAAAAACAAGAAAAAGCTACAGACGCAGCTAAAGTAAAAAGAA       

DPIP R TTCTTTTTACTTTAGCTGCGTCTGTAGCTTTTTCTTGTTTTTC 

  N140A F 
 

CATTATTGGCATAGCCCCGGGACTAAT 

 N140A R ATTAGTCCCGGGGCTATGCCAATAATG 

 M269H F GAATTCCACCATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGCATATGGAAGCGGAGAACGCGGG 
  M269H R 

 
GAATTCTTAAGCATGGCTTTCTTCTTCCTGTTCTTG 
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表 2 
 
TDG発現によって遺伝子の変動した生物学的プロセス 
 

PANTHER GO-Slim Biological Process 
Number 
of genes 
involved 

Adjusted 
P-value 

anatomical structure morphogenesis (GO:0009653) 32 2.73E-03 
cell adhesion (GO:0007155) 71 8.74E-04 
biological adhesion (GO:0022610) 71 8.74E-04 
death (GO:0016265) 63 3.40E-03 
cell death (GO:0008219) 63 3.40E-03 
cell cycle (GO:0007049) 118 2.37E-05 
mesoderm development (GO:0007498) 61 4.47E-02 
intracellular signal transduction (GO:0035556) 131 1.04E-04 
catabolic process (GO:0009056) 100 3.04E-03 
nervous system development (GO:0007399) 84 2.43E-02 
developmental process (GO:0032502) 251 1.00E-08 
phosphate-containing compound metabolic process 
(GO:0006796) 

154 1.16E-04 
system development (GO:0048731) 131 2.06E-03 
cellular component organization or biogenesis 
(GO:0071840) 

188 3.74E-02 
nucleobase-containing compound metabolic process 
(GO:0006139) 

319 8.86E-03 
metabolic process (GO:0008152) 692 9.94E-08 
primary metabolic process (GO:0044238) 571 7.05E-04 
cellular process (GO:0009987) 832 1.00E-06 
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