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研究成果の概要（和文）：複製と修復をカップリングする損傷乗り越え合成（TLS）の普遍性を明らかにするために、
ヒトDNAポリメラーゼ・イータ（Polη）と主要な紫外線損傷であるCPDを含むDNAとの共結晶をX線構造解析した。その
結果、PolηはCPDを含むDNAに対して添え木のように働いた。またこれまで不明であったヒトPCNAのポリユビキチン化
の機構について、あらかじめE2上に形成されたポリユビキチン鎖がPCNAに付加されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In order to examine the generality of translesion synthesis (TLS), which 
coordinates replication and repair, we analyzed the structure of co-crystals of human DNA polymerase eta 
(Pol eta) and CPD-containing DNA with X-ray diffraction. We found that human Pol eta acts like a 
molecular splint to stabilize damaged DNA in a normal B-form conformation. On the other hand, the crystal 
structure of human Pol eta and cisplatin-containing DNA revealed that Pol eta could not act like a 
molecular splint. Mono- or polyubiquitination of PCNA controls the pathway choice of DNA damage 
tolerance. We demonstrated that PCNA is poly-ubiquitinated via transfer of a pre-formed ubiquitin chain 
on monoubiquitinated PCNA.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、皮膚がんを高頻度に発症するヒト
遺伝病の一つ、色素性乾皮症(XP)の中で唯一
ヌクレオチド除去修復が正常なバリアント
群(XP-V)細胞では、UV による主要な損傷で
あるシクロブタン型ピリミジン 2量体(CPD)
を効率よく乗り越えることの出来る特殊な
DNAポリメラーゼ（ポル・イータ；Polη）
が欠損していることを世界に先駆けて見出
した。この発見が端緒となって損傷乗り越え
合成(translesion synthesis: TLS)に関わるそ
の他の DNA ポリメラーゼの発見、それらの
生化学的な研究などが急速に進められ、遺伝
子ノックアウトなどによる TLS ポリメラー
ゼの生理的機能の研究も盛んに行われてい
る。我々も Polηおよびそのパラログである
ポル・イオタ (Polι)の単独あるいは二重ノ
ックアウトマウスを作出し、これらの TLS
ポリメラーゼがUVによる皮膚発がんの抑制
に働いていること、さらに Polηは免疫グロ
ブリン遺伝子領域の体細胞超突然変異や相
同的遺伝子組換えにも関与していることを
明らかにした。 
 種々の修復機構あるいは TLS のようない
わゆる「損傷トレランス」（DNA damage 
tolerance: DDT）のメカニズムについての研
究は進んでいるが、これらの過程が他のDNA
代謝とどのように関わっているのか、また細
胞核内におけるヌクレオソーム構造を取っ
た状態の DNA ではどのような制御を受けて
いるのか、などの問題はごく一部（例えば
DNA 損傷の修復に転写とカップリングした
反応があることなど）を除いては明らかにな
っていない。また DDT の機構に DNA 複製
に必須な PCNA とそのユビキチン化が重要
な役割を果たしていることが分かってきて
いるが、その詳細なメカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、DDTにおける TLSポリ
メラーゼの構造と機能に関する知見を蓄積
し、疾患、特に発がんの抑制における個々の
TLS ポリメラーゼの役割を明らかにする点
にある。また DNA の損傷によって複製フォ
ークの進行が停止した場合、PCNAの翻訳後
修飾を始めとする DDT 機構がどのように活
性化されて、最終的に DNA 損傷の修復に至
るのか、その分子メカニズムを明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト Polηのポリメラーゼ活性を担う部
分を大腸菌で大量に発現させ、CPDを特定の
位置に含む鋳型 DNA とそれに部分的に相補
性のあるプライマーの組み合わせを混合し
て共結晶を作成し、X線による構造解析を行
った。別の場合には、シスプラチンを持つ鋳
型 DNA や、免疫グロブリン遺伝子の一部を
鋳型・プライマーとして用い、やはりヒト Pol
ηとの共結晶を作成し、X線構造解析を行っ

た。 
 
(2) PCNA (proliferating cell nuclear 
antigen)の翻訳後修飾の分子機構及び生理
的意義の解析については、主に、組換えタ
ンパク質を用いた生化学的解析と培養細胞
系を用いた解析を行った。生化学的解析に
ついては、PCNAのモノユビキチン化反応
に必要な E1 と RAD6-RAD18 複合体、及
び、ユビキチンの K63を介したポリユビキ
チン化反応に必要な HLTF と MMS2- 
UBC13 複合体などのヒト組換えタンパク
質を大腸菌内で発現させて精製した。これ
らのタンパク質により、各反応の素過程を
再構成し、詳細な分子機構の解析を行った。
培養細胞系を用いた解析では、siRNAによ
るヒト細胞の内在性の PCNA の発現抑制
系と、siRNA に耐性の変異型 PCNA の発
現系を用いた。野生型 PCNAまたは変異型
PCNAのみを持つ細胞に加えて、両者が混
合した状態の細胞について、DNA 損傷に
対する感受性や DNA 複製の進行を始めと
する細胞応答を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト Polηの機能構造の解析：米国 NIH
のグループなどとの共同研究により、ヒト
Polηと CPDを含む鋳型・プライマーとの共
結晶構造解析を行った。CPDを含む DNAは
歪みを有するが、Polηが結合することによ
り CPD周辺の DNA構造の歪みが解消され、
無傷の DNA と同様な構造をとることが明ら
かになった。すなわち Polηは CPD を含む
DNAに対して添え木のように働き、DNA構
造を変化させながら、正確で効率のよい TLS
を行えることが明らかになった。一方、ヒト
Polηは、制がん剤として用いられているシ
スプラチンによる DNA の鎖内架橋に対して
は、あまり効率がよくなく、また誤りがちな
乗り越えしか出来ない。その構造的な基盤を
明らかにすべくヒト Polηとシスプラチン損
傷を持つ DNA との共結晶を作成し、X 線解
析により構造を明らかにした。その結果、ヒ
ト Polηはシスプラチン損傷 DNA の折れ曲
がりを正すことが出来ず、プライマー末端で
鋳型 DNA との塩基対が異常な構造を取るこ
とを見出した。 
 
(2) DDTと PCNAのユビキチン化：細胞は、
TLSに加えて、テンプレート・スイッチと
呼ばれる DDT 経路を備えていると考えら
れており、その制御にはスライディング・
クランプである PCNA の 164 番目のリジ
ン(K164)の翻訳後修飾が重要であること
が明らかになってきている。他のグループ
による酵母等を用いた解析から、PCNAの
ポリユビキチン化機構については、まず始
めにモノユビキチン化反応が起こり、引き
続いて、PCNA上でユビキチン鎖が伸長さ
れると考えられていた。このメカニズムで



は、モノユビキチン化により活性化される
TLS とポリユビキチン化により活性化さ
れるテンプレート・スイッチは、上流と下
流の関係となり、両者を分離して解析する
ことは容易ではない。本研究では、ヒトタ
ンパク質を用いたポリユビキチン化反応の
分子機構解析により、HLTF は E2 上のユ
ビキチンの K63 を基質としてユビキチン
またはユビキチン鎖を付加する E3 であり、
RAD18は PCNAの K164を基質としてユ
ビキチンまたはユビキチン鎖を付加する
E3 であることを見い出した。これらの 2
組の E2-E3が協調的に働くことにより、あ
らかじめ E2 上に形成されたポリユビキチ
ン鎖が PCNA に付加されることが明らか
になった。即ち、少なくともヒトタンパク
質による反応系では、PCNAのモノユビキ
チン化とポリユビキチン化は、それぞれ独
立に制御されるものであり、両者を分離し
て解析することは可能であることを明らか
にした。加えて、ヒト培養細胞系を用いた
解析により、翻訳後修飾の種類に加えて、
翻訳後修飾の数が損傷トレランスの制御に
重要な意味を持つことを見い出した。
PCNA はホモ 3 量体として機能するが、
K164 をアルギニンに置換して翻訳後修飾
を受けられないようにした変異型 PCNA
を恒常的に発現させた細胞中では、内在性
PCNA と外来性の変異型 PCNA が混合し
た 3 量体が形成されることを見い出した。
この細胞の DNA 損傷応答を詳細に解析し
た結果、Polによる TLSとは異なる DNA
損傷トレランス機構が不活性化しているこ
とを明らかにした。ゲノム DNA の正確な
複製装置がDNA損傷により停止した後に、
DDT機構が活性化される仕組みが、従来考
えられてきたよりもはるかに巧妙かつ複雑
に制御されていることを示す重要な知見で
あると考えている。 
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