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研究成果の概要（和文）：ほ乳類では DNA 損傷バイパス(TLS)に関わる DNA ポリメラーゼは複数

存在し、異なる損傷特異性を示す。個々の損傷に対して適当な TLS DNA ポリメラーゼがどうや

ってリクルートされるかを探るために、ヒトの Polκ、Polη、Polιとその他のタンパク質との相

互作用について解析した。Polκ、Polη、Polιはいずれも REV1 の C 末端領域(REV1-CTD)に結合す

るが、１）Polκの機能には REV1-CTD との相互作用には必要であること、２）Polηが紫外線照

射によって生じた損傷をバイパスするという機能には REV1-CTD との相互作用は必要ではない

が、その他の損傷のバイパスには必要であろうという結果が得られた。Polηは PCNA に対する

結合するばかりでなく、Rad6-Rad18 複合体にも結合することから、DNA 損傷個所で進行停止と

なった複製フォーク中のPCNAをRad6-Rad18複合体がユビキチン(Ub)化するとPolηが優先的に

Ub-PCNA に結合すると考えられ、Polηがバイパスできない損傷が存在する場合には REV1 との相

互作用を通じて他の TLS DNA ポリメラーゼへのスイッチが起こると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：Mammalians have multiple DNA polymerases for translesion DNA 
synthesis (TLS), which show different specificities for lesions to bypass. In order to 
investigate how a TLS DNA polymerase appropriate for bypassing a given DNA lesion is 
recruited, we studied on the interactions of human Polκ, Polη or Polι with other proteins. 
Polκ, Polη and Polι each interact with a C-terminal region of REV1 (REV1-CTD). We found 
1) interaction of Polk with REV1-CTD is necessary for its functions, 2) the interaction 
of Polη is not required for the enzyme to bypass UV-induced lesions, but it may be required 
for the enzyme to bypass other lesions. Polη interacts with PCNA and also with Rad6-Rad18 
complex that ubiquitinates PCNA in DNA-damaged cells. Therefore, Polη likely has a 
priority to bind Ub-PCNA when Rad6-Rad18 complex modifies PCNA in a stalled replication 
fork. When Polη cannot bypass the lesion in the stalled replication fork, switching from 
Polη to another TLS DNA polymerase may occur through their interactions with REV1-CTD. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）DNA に損傷が生じると突然変異が誘発
されることは古くから知られてきた。１９９
９年ごろに、新たなタイプの DNA ポリメラー
ゼ(Pol)が大腸菌からほ乳類にまで保存され
て存在し、それらが DNA 損傷のバイパス合成
(translesion DNA synthesis, TLS)に関わる
ことが明らかになった。筆者らはこのような
DNA ポリメラーゼを Y ファミリーと呼ぶこと
を提唱した。現在では、ヒトやマウスにおい
てYファミリーDNAポリメラーゼはPolη、Polι、
Polκ、そして REV1 の４種類が存在し、その
他にBファミリーに属するPolζなどがDNA損
傷バイパス合成に関わると考えられている。 
  
 Polηは in vitro 反応において紫外線照射
によって生じる主要な損傷であるシクロブ
タン型ピリミヂンダイマー(CPD)を効率良く、
また正確にバイパスすることが出来る。この
ことは Polηを欠損した色素性乾皮症バリア
ント型 (XP-V) の患者は紫外線暴露により
皮膚がんを生じやすいことと合致している。
しかし、筆者らの見つけた Polκは、紫外線照
射によって生じる CPDなどをバイパスするこ
とは出来ないが、肺がんの原因物質と考えら
れているベンゾピレンの体内代謝物(BPDE)
が DNA のグアニン(G)の N2 の位置に付加した
損傷(BPDE-N2-dG)の向かい側に相補的なシ
トシンを挿入してバイパスする。このように、
TLS DNA ポリメラーゼはそれぞれ異なる特異
性を持つことが明らかになった。 
  
 個々の DNA 損傷のバイパスに適当な TLS 
DNA ポリメラーゼが働くと突然変異の発生は
抑制され、逆に間違った TLS DNA ポリメラー
ゼが働くと突然変異の発生は上昇すると考
えられる。それでは個々の DNA 損傷個所にど
うやって適当な TLS DNA ポリメラーゼがリク
ルートされるのかということが重要な研究
課題となった。 
 
（２）DNA に損傷が生じると、それらが修復
されるまで細胞周期を一端停止させるチェ
ックポイント機構が作動することが知られ
ている。 TLS DNA ポリメラーゼの一つである
Polζは触媒活性を持つ REV3 と機能が不明の
REV7 の二つのサブユニットから構成される
が、REV7 はスピンドルアッセンブリーチェッ
クポイント(spindle assembly checkpoint, 

SAC)に働く MAD2 と有意な相同性を示すこと
から MAD2L2 とも呼ばれ、TLS ばかりでなく
SAC にも関与するというモデルが提唱されて
いる。 
 
 
２．研究の目的 
（１）Yファミリーの一つである REV1 はその
中央部分の触媒活性領域を持つが、その C末
端領域には Polη、Polι、Polκ及び Polζの非
触媒活性サブユニット REV7 が結合すること
が筆者らを含む複数のグループの解析によ
って明らかになった。このことから REV1 が
in vivo における TLS 反応において中心的な
役割を果たしていると考えられた。そのよう
な REV1との相互作用の生理学的意義を探る。
Polη、Polι、Polκなどとの相互作用について
解析し、損傷部位へのリクルートに何が重要
であるかを探る。 
 
（２）REV7 が TLS ばかりでなく SAC にも関与
するというモデルを検証する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）REV1 の C 末端領域(REV1-CTD)に結合に
必要な Polκ（及び Polη、Polι）の領域を同
定し、REV1-CTD との結合能を失った変異体を
作成する。そして、そのような変異体を Polκ
欠損細胞内で発現させ、野生型と比較検討す
る。 
 
（２）REV７は REV3 や REV1 ばかりでなく、
その他の幾つかのタンパク質とも相互作用
することが報告されている。REV7 が結合する
領域を同定して、MAD2 の結合様式と比較する。 
 
 
４．研究成果 
（１）yeast two-hybrid assay 法を用いて、
REV1-CTD との結合に必要な Polκの領域は 16
アミノ酸(aa)からなる短い配列で十分であ
り、特にその中の Phe が二つ並んだモチーフ
配列(FF)が重要であることが分かった。Polκ
の全長 870 aa の配列においてこの FF を
Ala-Ala (AA)に変えると REV1-CTD との結合
能は完全に消失した。全長の Polιの配列中に
は FF 配列は一箇所だけ存在するが、それを
AAに変えると、Polκの場合と同様にREV1-CTD



との結合能は完全に消失した。また、Polηで
は中央部分に FF 配列が二箇所存在し、その
両方を AAに変えると REV1-CTD の結合能は野
生型の 15%程度にまで低下した。 
 
（２）Polκを欠損したマウス胎児繊維芽細胞
は BPDE 感受性を示し、野生型の Polκを発現
させるとその性質は補正される。しかし、上
記のFF-AA変異体を発現させた場合にはBPDE
感受性は補正されなかった。従って、Polκが
その機能を発揮するためには REV1-CTD との
結合が必須であると結論された。 
 
（３）Polηを欠損した XP-V 患者由来の細胞
の示す UV 感受性は、Polηの上述の中央部分
の二箇所の FF を AA に変えて REV1-CTD の結
合能が大きく減少した変異型を発現させた
場合でも Polηの野生型を発現させた場合と
同程度にまで補正された。また、XP-V 患者由
来の細胞は UV 照射すると突然変異の発生頻
度が顕著に上昇するが、そのような性質もま
た変異型あるいは野生型の Polηを発現させ
ると元に戻った。従って、Polk の場合とは異
なり、Polηが UV 照射により生じた損傷をバ
イパスするという機能を発揮するためには
REV1-CTD との結合は必須ではないと結論さ
れた。しかし、XP-V 患者由来の細胞は高い自
然発生的突然変異を示すが、その性質は野生
型 Polηにより補正されたが、変異型 Polηに
よっては補正されなかった。このことは UV
照射により生じた損傷とは別な損傷（例えば
酸化ストレスによる 8-oxoG など）のバイパ
スには REV1-CTD との結合が重要であると考
えられた。 
 
（４）FF という配列は Polκにはもう一箇所 C
末 端 部 分 の PCNA-interacting protein 
(PIP)-box にも存在するが、こちらを AA に変
えても REV1-CTD との結合には全く影響は無
いが、PCNA との結合は失われる。Polηも同様
にC末端にFF を含むPIP-boxを持つ。Polκ、
Polη、Polιの PIP-box の配列を含むぺプチド
と PCNA と の 結 合 を Surface Plasmon 
Resonance (SPR)法を用いて測定したところ、
Polη、Polιの PIP ぺプチドでは 0.4 μM 程度
の解離定数（Kd）値が得られた。Polκの PIP
ぺプチドでは本来の配列のままでは PCNA と
の結合は検出できなかったが、Polκの PIP ぺ
プチドのC末端にPolηのPIPぺプチドと似る
ように PLTH という 4 アミノ酸を付加した場
合には PCNA との結合が検出可能となり、4.9 
μM という Kd 値が得られた。そのようなぺプ
チドと PCNA との複合体の結晶構造解析によ
り、Polκ、Polη、Polιの PIP-box がこれまで
解析されてきた p21 あるいは Fen1 タンパク
質の PIP-box よりも PCNA との結合が弱いこ
とについて合理的な説明が得られた。 

 
（５）DNA に損傷を受けた細胞では PCNA が
Rad6-Rad18 複合体によりユビキチン(Ub)化
を受けることが知られている。実際、Y ファ
ミリーに属する TLS DNA ポリメラーゼは４種
類ともに１〜２コピーのユビキチン結合ド
メイン(UBD)を持つことが分かっている。従
って、DNA 損傷個所での複製型 DNA ポリメラ
ーゼから TLS DNA ポリメラーゼへのスイッチ
ングが起こるためには、TLS DNA ポリメラー
ゼが Ub-PCNAに選択的に結合することが重要
であると考えられている。しかし、Polηや
Polιの UBD と Ub との結合は PIP と PCNA との
結合に比べて明らかに弱く(Kd 値において２
桁程度の違いがある)、Ub-PCNA との結合にお
いてもそれぞれの TLS DNA ポリメラーゼにお
ける PIP の PCNA との親和性がより重要であ
ると考えられた。 
 
 Polηの場合にはRad18との相互作用を通じ
て Rad6-Rad18 複合体に結合することが分か
っている。従って、DNA損傷部位に Rad6-Rad18
複合体が先ずリクルートされて PCNA を Ub 化
すると、Rad6-Rad18 複合体に結合した Polη
が Ub-PCNAに優先的に結合すると考えられる。
複製フォークを進行停止にした DNA 損傷が
CPD であれば、Polηにより TLS 反応は問題無
く達成されると考えられる。一方、もしそこ
に存在する損傷が Polηによってバイパスさ
れない BPDE-N2-dG などであれば、Polηは
Polκに置き換わられることが必要であり、そ
のような TLS DNA ポリメラーゼ間のスイッチ
ングに REV1-CTD との相互作用が必要である
というモデルが想定された。 
 
（６）REV3 の中央部分に存在する ILKPLMSPP
という 9 aa から成るアミノ酸配列が REV7 と
の結合に必要な最小コア配列(MCS)であるこ
とが明らかになった。また、これまで REV7
が結合することが報告されていた他のタン
パク質（ADAM9 や ELK-1）にも REV3 の MCS に
似た配列が存在し、それらの配列と REV7 と
の結合は REV3 の MCS に比べると遥かに弱い
ことが分かった。意外なことに、MAD2 もまた
REV3のMCSの配列に結合することが分かった
が、MAD2 は ADAM9 や ELK-1 の REV7 結合配列
には結合せず、また REV7 は MAD1 や CDC20 の
MAD２結合配列には結合しなかった。 
 
 これまで REV7 が SAC に関与するというモ
デルでは CDC20 のホモログである CDH1 に
REV7 が結合すると想定されてきた。しかし、
CDH1 には REV3 の MCS に類似した配列は存在
せず、全長の CDH1 を用いた yeast two-hybrid 
assayによってもREV7との相互作用は検出で
きなかった。同一条件下で MAD2 と CDC20 と
の相互作用は検出されることから、REV7 が



CDH1 に結合するとしても、結合は非常に弱く、
REV7 が CDH1 との相互作用を通じて SAC に関
与する可能性は極めて低いと考えられた。 
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