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研究成果の概要（和文）： 
 
損傷乗り越え複製（TLS）の発がんでの役割を明らかにすべく、タンパク質から個体のレベルま

で研究した。ヒト DNA ポリメラーゼ・イータ（Pol）が他のタンパク質と相互作用し、DNA

損傷部位で複製ポリメラーゼとスイッチする機構を解明した。またヒト Polと主要な UV 損傷

（CPD）を有する DNA との共結晶の構造を解析し、TLS 機構を詳細に明らかにした。一方、Pol
を欠損したマウスを作出し、UV に依存して皮膚がんを高頻度に発症することを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 

We have clarified the mechanism in which human DNA polymerase  (Pol) interacts with 

other proteins for switching between Pol and the replicative polymerase at stalled 

replication forks. We have solved high-resolution crystal structures of human Pol at 

four consecutive steps during DNA synthesis through cis-syn cyclobutane thymine dimers. 

In addition, we have generated Polknockout mice and observed high incidence of skin 

tumors upon UV-B irradiation in these mice. 
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１．研究開始当初の背景 
損傷乗り越え複製（translesion synthesis; 

TLS）は、DNAの複製フォークが損傷に遭遇した

際、損傷を修復することなく一時的に損傷を回

避する機構の一つである。我々は1999年に、皮

膚がんを多発するヒト劣性遺伝病のひとつ色素

性乾皮症バリアント（XP-V）の原因遺伝子が、

紫外線による主な DNA 損傷である cyclobutane 

pyrimidine dimer (CPD)に対して正しい塩基を

重合して複製する DNA ポリメラーゼ・イータ

（Pol）をコードすることを見出した。この事

実から、少なくとも紫外線誘発皮膚がんの抑制

にPolが働いていることは明らかである。XP-V

患者において皮膚がんの発症率が高い理由とし

て、Polの代わりにCPDに対して誤った塩基を

重合するTLSポリメラーゼが働くことで突然変

異が蓄積するという仮説が有力であるが、具体

的にどのTLSポリメラーゼが働いているのかは

不明である。またPolを含むTLSポリメラーゼ

は一般的に複製の忠実度が極めて低いことから、

損傷部位に限局して働くよう細胞が制御してい

るはずであるが、その制御機構の詳細は明らか

でなかった。さらに細胞内には Pol の他にい

くつものTLSポリメラーゼが存在するが、それ

らの生理的な役割もほとんど分かっていない。

一方で、出芽酵母のPolホモログであるRAD30

をはじめとして、いくつかのTLSポリメラーゼ

のX線結晶構造解析がなされ、それらの活性中

心が通常のDNA複製に働くDNAポリメラーゼに

比べて広く、損傷DNAを包み込むのに有利であ

ることは分かってきていたが、何故、ヒトPol
がCPDに対して正しい塩基を重合しやすいかは

分かっていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、TLS 機構全般を総合的に理

解し、その発がんおよび発がん防御における役

割を明らかにする点にある。具体的には、１）

種々のTLSポリメラーゼの生化学的性質を詳細

に明らかにしつつ、試験管内での複製DNAポリ

メラーゼとTLSポリメラーゼとのスイッチング

の再構成を試みる。２）Polやそのパラログで

あるPolの欠損マウスを作出し、さらにそれら

の二重欠損マウスも作出してこれらのTLSポリ

メラーゼの個体における機能を調べる。また他

のDNA修復系を欠損したマウスとこれらとを掛

け合わせ、TLS 機構と他の修復系とのクロスト

ークの有無を探る。３）ヒトPolと鋳型にCPD

を有する鋳型-プライマー型 DNA との共結晶を

作成し、その詳細な構造をX線結晶解析により

明らかにする。４）分裂酵母を用いて、TLS ポ

リメラーゼの変異株の様々な損傷に対する感受

性を調べ、また他の修復系やチェックポイント

機構の変異株等と多重変異させ、それらの遺伝

学的な解析を通じて、様々な経路のクロストー

クを明らかにする。これらの解析により、損傷

乗り越え複製機構を分子レベルで理解し、細胞

の発がんおよびその防御機構の一端を明らかに

することに貢献したい。 

 
３．研究の方法 

(1) Pol複合体の分離と解析：FLAG および HA

の二重タグを付けた Polを安定的に発現する

HeLa細胞株を確立し、それを大量培養して核抽

出液を調製、抗体ビーズによってPol複合体を

精製した。その構成サブユニットは質量分析法

により同定し、既知のものについてはウエスタ

ンブロット法により確認した。細胞のS期への

同調は、過剰チミジンの二回処理によって行な

い、同調の度合いをFACSによりチェックした。 

(2) PolとREV1の相互作用の解析：In vivoに

おけるPolとREV1 の相互作用を酵母２ハイブ

リッド法、免疫沈降法、孔径5 mmの小孔が無数

に開いたフィルターを通して細胞に紫外線を照

射する小孔紫外線照射法を併用して解析した。 

(3) Pol、Pol、Pol/Pol二重欠損マウスの作

出：まず129マウス由来のES細胞にPol遺伝

子の第８エキソン内にneo耐性遺伝子を挿入し

たベクターをエレクトロポレーション法により

導入した。相同組換えを確認後、そのES細胞を

BDF1マウスより採取した胚盤胞に導入し、キメ

ラマウスを作出した。雄のキメラマウスと雌

C57BL6/J マウスとを交配させ、mPolヘテロ欠

損マウスを得た後、戻し交配を進めて純化した

mPolヘテロマウス同士を掛け合わせて目的の

マウスを得た。この過程でPolの遺伝子型を同

時に調べ、上記と同様の手法によりPol欠損マ

ウス、Pol/Pol二重欠損マウスを得た。 

(4) Polと CPD を特定の位置に含む鋳型-プラ

イマー型DNAとの共結晶のX線結晶構造解析：



ヒトPolのコドンを大腸菌対応に変換したC末

端欠損のヒトPol cDNAを作成、大腸菌で多量

発現させ精製した。プライマーの長さを鋳型

DNA 上の CPD の１つ目のピリミジンから一塩基

ずつ延ばした４種類の長さの鋳型-プライマー

型DNAを調製し、精製ヒトPolとの共結晶を作

成した。それらをX線を用いて構造解析した。 

(5) 分裂酵母の TLS 因子破壊株の分離：各 TLS

因子遺伝子のほぼ全長をカナマイシン耐性遺伝

子に置き換えて破壊株を分離した。遺伝子破壊

株二倍体からの遺伝子破壊株一倍体の単離、お

よび各破壊株の掛け合わせによる二重、三重破

壊株の単離はランダム胞子解析により行った。 

 
４．研究成果 

(1) Pol複合体の分離と解析：Polが細胞内で

どのようなタンパク質と相互作用し、どのよう

に制御されて損傷による複製阻害を回避してい

るのかを明らかにするために Pol複合体を精

製し、その構成サブユニットを質量分析法によ

り同定した。その結果Rad18、Rad6、PCNA など

の既知タンパク質が検出された。また酵母２ハ

イブリド法により見出していた REV1 も存在す

ることがウエスタン法により確認された。この

Pol複合体をグリセロール密度勾配遠心に掛

けたところ、Pol、Rad18、Rad6、REV1 を同時

に含む複合体の存在が示唆された。さらにこの

タグ付き Polを発現する細胞に紫外線を照射

して、それを分画して調べたところ、これらの

タンパク質を含む複合体が紫外線照射によりク

ロマチン画分に移行することが分かり、その生

理的意義が示唆された。同様の結果は、細胞を

G1/S境界に同調したとき、またS期の途中で紫

外線照射したときにも見られ、複製フォーク停

止との相関が示された。 

(2) Polと REV1 の相互作用の解析：以前われ

われは、酵母２ハイブリド法によりPolと相互

作用するタンパク質として REV1 を見出した。

Polと REV1 の細胞内での局在を調べるため、

XP-V細胞に全長のREV1、または他のTLSポリメ

ラーゼとの相互作用領域であるC末端を欠失し

たREV1(1-1098)にMycタグを付けたものを単独

あるいは GFP- Polと共に一過性に発現させ、

REV1 を免疫染色してそれぞれのタンパク質の

局在を観察した。Polは一部の細胞の核でフォ

ーカスを形成し、これは複製が行われている場

所への Polの集積を示していると考えられる。

Polがフォーカスを形成している細胞では、

REV1も同様にフォーカスを形成しており、両者

の局在はほぼ完全に一致していた。一方、REV1

単独で発現させた場合には、このような明確な

フォーカスを持つ細胞は観察されなかった。一

方、C末端を欠失したREV1は、Polがフォーカ

スを形成している細胞でも明確なフォーカス形

成が見られず、両者の局在は部分的な一致にと

どまっていた。これらのことから、PolがREV1

の局在に影響を与えている可能性が考えられた。

そこで次に小孔紫外線照射法による紫外線損傷

部位への両タンパク質の集積を調べた。紫外線

損傷部位はCPDを免疫染色することにより検出

した。その結果、正常細胞では多くの細胞で紫

外線照射部位への REV1 の局在が見られたのに

対し、XP-V細胞では紫外線損傷は正常細胞と同

様に生じているにも関わらず、そこへの REV1

の共局在はほとんど見ることが出来なかった。

そこでFLAG タグ付きのPolを安定に発現する

XP-V細胞で調べたところ、正常細胞と同様に損

傷部位への REV1 の局在が見られ、Polの局在

もこれとほぼ一致していた。以上の結果から、

紫外線損傷部位へのREV1 の局在はPolによっ

て促進されることが明らかとなった。 

(3) Pol、Pol、Pol/Pol二重欠損マウスの作

出と解析：まずPolノックアウトマウスを作出

したが、それを作出するのに用いた ES 細胞は

129 マウス由来のもので、このマウスは天然に

Pol遺伝子がノックアウトされていることを既

に我々は米国の研究者との共同研究により明ら

かにしている。したがってPolノックアウトマ

ウスを作出する過程で、Pol/Polのヘテロノッ

クアウトマウスが出来ている。その雌雄を掛け

合わせ、ダブルノックアウトマウスの作出を試

みたところ、メンデル則に従って生まれてきた。

そこで遺伝的な背景が C57BL6/J マウスにほぼ

揃った Pol、Pol、Pol/Pol二重欠損マウス

について、まず紫外線誘発皮膚発がん実験を行

った。その結果、外見的に見て、Polと
Pol/Pol二重欠損マウスでは、紫外線照射を開

始して10数週目には皮膚がんを発症し始め、22

週目には100%のマウスに腫瘍が見られた。皮膚

がんの発症時期に統計学的な差は見られなかっ

た。一方、野生型マウスおよびPol単独欠損マ

ウスでは、腫瘍の発生が観察されなかった。生

じた腫瘍を組織化学的に調べたところ、

Pol/Pol二重欠損マウスにおいては、Pol単独

ノックアウトマウスには見られない肉腫が検出

され、Pol/Pol二重欠損マウスでは非上皮性腫



瘍が生じることが明らかとなった。このことは、

PolだけでなくPolも個体を紫外線による皮膚

がんの形成から防御していることを示している。

これまでPolに何らかの生理的な意義を認めた

例はなく、これが初めての例である。 

(4) Polと CPD を特定の位置に含む鋳型-プラ

イマー型DNAとの共結晶のX線結晶構造解析：

CPD を含む４種類の長さの異なる鋳型-プライ

マー型のDNAと精製したヒトPolとの共結晶を

作成し、X 線で構造解析を行った。コドンを大

腸菌対応に変換した C 末端欠損のヒト Pol 
cDNA を作成、大腸菌で多量発現させ精製した。

プライマーの長さを鋳型上のCPDの１つ目のピ

リミジンまでのものから一塩基ずつ伸長したも

の４種類それぞれと精製ヒト Polとを混合し、

結晶を作成した。解析の結果、Polは言わば「分

子添え木」として働き、損傷を持ったDNAが正

常な B 型構造をとるように安定化していた。

Polの活性部位は通常のDNAポリメラーゼの活

性部位に比べて広いためCPDがうまく収まり、

触媒作用に関わる２個の金属イオンに対して立

体化学的に絶好の位置を取っている。Polオー

ソログでよく保存されている２個のアミノ酸が

DNA の損傷および取り込まれるヌクレオチドと

それぞれ特異的に水素結合を形成し、損傷乗り

越え複製を助けている。XP-Vの原因となる８つ

のミスセンス変異について、ここで得られた構

造から分子添え木効果を弱める、あるいは活性

部位の配置を乱す変異として合理的に説明が可

能である。 

(5) 分裂酵母のTLS因子破壊株の分離と解析：

分裂酵母には、Polとコヒーシンによる姉妹染

色分体間対合に必須なタンパク質である Ctf7

とが融合した Eso1、それに DinB、Rev1 と

Pol(Rev3/Rev7)の少なくとも４種類の TLS ポ

リメラーゼが知られており、出芽酵母よりもヒ

トなどの高等哺乳類細胞により近い。そこで

TLS ポリメラーゼに関する全般的な知識を得る

目的で、分裂酵母の各TLS因子破壊株を分離し、

それらを掛け合わせて多重破壊株を得ることに

より、複数のTLSポリメラーゼ間の役割分担を

明らかにしようと考えた。Eso1、DinB、Rev1、

Rev3、Rev7の破壊株を作成し、まず紫外線感受

性をコロニー数により測定した。DinB破壊株以

外はすべて紫外線に対し同程度の感受性を示し

たが、DinB破壊株は感受性を示さなかった。最

近、マウスでは DinB ホモログの Polのノック

アウト細胞が紫外線感受性を示すことが報告さ

れたが、分裂酵母DinBは紫外線損傷の応答に関

与していないと考えられる。 
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