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研究成果の概要（和文）：DNAに損傷が生じるとDNA複製が阻害される。DNA損傷トレランスはDNA複製阻害を回避
するメカニズムで複数の経路があると考えられている。DNA損傷トレランスの制御にはPCNAの翻訳後修飾が重要
である。本研究では、ホモ３量体であるPCNAの複数のモノマーが翻訳後修飾を受ける、マルチ翻訳後修飾で制御
されるDNA損傷トレランス機構について解析を行った。PCNAのマルチ翻訳後修飾が生存に要求されるDNA損傷剤を
用いて、PCNAの翻訳後修飾と同経路で機能する因子を探索、同定し解析した。本研究によりPCNAの翻訳後修飾で
制御されるDNA損傷トレランスに関わる新たな因子を得た。

研究成果の概要（英文）：DNA damage blocks the progression of DNA replication. DNA damage tolerance 
is an important mechanism to prevent replication blockage. Homo-trimeric PCNA forms a ring-shaped 
structure, and PCNA modifications regulate DNA damage tolerance pathways. In this study, I analyzed 
the DNA damage tolerance pathway regulated by PCNA multi-modifications in human cells. I used the 
DNA damaging agent to which PCNA multi-modifications are required for cellular survival. I screened 
factors that function in the same pathway with PCNA modifications and found a new factor for DNA 
damage tolerance regulated by PCNA modifications.

研究分野： DNA修復
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA損傷トレランスはDNAに損傷が生じても複製を継続させる、生物にとって重要なメカニズムである。一方で、
DNA損傷によりDNA複製を阻害するタイプの抗がん剤に対しては耐性になるメカニズムである。ヒト細胞のDNA損
傷トレランスはPCNAの翻訳後修飾で制御されるが、不明な点も多い。本研究では１つのPCNAホモ３量体上のマル
チ翻訳後修飾で制御されるDNA損傷トレランスに着目し、解析を行った。その結果、新たなDNA損傷トレランス因
子を見出し、これはDNA損傷トレランス研究の発展に貢献するものである。また、DNA損傷タイプの抗がん剤耐性
の新たな知見につながるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
DNA上の損傷は DNA複製を阻害するが、細胞には DNA損傷があっても複製を継続する、DNA
損傷トレランス機構が備わっている。DNA損傷トレランスには、損傷乗り越え複製(Translesion 
synthesis; TLS)と、テンプレートスイッチがあると考えられており、真核細胞の DNA損傷トレ
ランスの制御機構には、PCNAの 164番目のリジン(K164)の翻訳後修飾が重要である。しかし、
ヒト細胞では TLS 以外の DNA 損傷トレランスのメカニズムの詳細はわかっておらず、PCNA
の K164の翻訳後修飾の生理的意義も不明な点が多い。 
我々は PCNA がホモ３量体であることに着目し、PCNA3 量体の全ての K164 にモノユビキチ
ン化が起こるマルチモノユビキチン化によって、TLS に加えて別の DNA 損傷トレランス経路
が働くことを明らかにした。 
マルチモノユビキチン化 PCNA を減少させたヒト細胞株を用いた解析から、様々な DNA 損傷
剤の中で、アルキル化剤であるイルジン S ではマルチモノユビキチン化の要求性が高いことを
見出した。イルジン Sで生じる損傷は転写と共役した修復(Transcription-coupled repair; TCR)
で修復されることが示唆されている。しかし、我々の解析では PCNA の翻訳後修飾の TCR へ
の関与の可能性は低く、PCNA の翻訳後修飾はイルジン S に対する DNA 損傷トレランスで機
能していると考えられた。そのため、イルジン Sに対する DNA損傷トレランス機構を解析する
ことで PCNA のマルチ翻訳後修飾が要求される DNA 損傷トレランスを明らかにできると考え
た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではマルチモノユビキチン化を含む PCNA のマルチ翻訳後修飾により制御される DNA
損傷トレランス機構を明らかにすることを目的とする。 
これまで DNA 損傷トレランスの研究で主に用いられてきた紫外線損傷は、PCNA のマルチ翻
訳後修飾で制御される機構への依存度は低かったが、この機構への依存度が高い DNA損傷剤で
あるイルジン S を利用し、これまで明らかになっていない DNA 損傷トレランス経路を解析す
ることとした。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では DNA損傷剤であるイルジン Sを用いて解析を行った。イルジン Sは DNA複製と
転写を阻害することが知られている。イルジン Sによる転写の阻害は、TCRによって損傷が修
復されることで解消されることが示唆されているが、複製の阻害を回避する機構はわかってい
ない。そのため、イルジン S損傷に対する DNA損傷トレランス機構を明らかにするため、以下
の解析を進めた。 
 
①PCNAの翻訳後修飾の種類の解析 
②イルジン S損傷応答に関与する因子のスクリーニング 
③得られた因子のイルジン S損傷に対する細胞内機能の解析 
 
 
４．研究成果 
①PCNAの翻訳後修飾の種類 
 イルジン S処理後の細胞ではモノユビキチン化が主に検出された。また、マルチモノユビキチ
ン化も検出されたが、その他の翻訳後修飾はこれまでのところ検出されていない。 
 
②イルジン S損傷応答に関与する因子のスクリーニング 
 siRNA ライブラリーを用いて、イルジン Sの誘導体であるイロフルベンに対する細胞の感受性
を指標に、スクリーニングを行った。候補因子の個別ノックダウンによる確認を行い、イルジン
S損傷応答に関与する、２つの因子を同定した。 
 
③得られた因子のイルジン S損傷に対する細胞内機能 
 イルジン S損傷応答に関与する因子は TCRに関与する可能性もある。このため、②のスクリ
ーニングで得られた因子を、変異体 PCNA 発現細胞株と TCR 欠損細胞株でノックダウンし、
イルジン S感受性を調べた。その結果、本研究で見出した２つの因子は PCNAの翻訳後修飾と
同経路で働くことが示唆された。また、これらの因子をノックダウンすると、イルジン S処理後
の細胞で DNA複製に異常が見られた。これらの結果から、得られた２因子は DNA損傷トレラ
ンスに関わると考えられた。この２因子のうち、１つは TLSポリメラーゼであったが、もう１



つの因子はこれまで DNA 損傷トレランスに関与するとは知られておらず、本研究により新規
DNA損傷トレランス因子を明らかにすることができた、 
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