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研究成果の概要（和文）： 
 
細胞が損傷によって DNA 複製を阻害された場合、どのようなシグナルによってどんな経路を選
択し、その危機的な状況を回避するのかという点を中心に、細胞の DNA 損傷への応答メカニズ
ムを分子レベルで解析した。その結果、紫外線損傷を比較的正確かつ効率よく乗り越えること
の出来る DNA ポリメラーゼηが、損傷に応答して様々なタンパク質と相互作用すること、また
同時にリン酸化、ユビキチン化などの翻訳後修飾を受けること、細胞内局在も変化させること
が明らかとなった。一方、無細胞 DNA 複製系を用いた解析から、DNA 損傷によって停止した複
製フォークをいったん逆行させて損傷のないほうの鎖を鋳型に複製された新生鎖を鋳型として
複製を続行させる機構（テンプレートスイッチ）の存在が下等な生物だけでなく哺乳類細胞に
も存在することを示すデータを得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
We studied how eukaryotic cells respond to various DNA damages that prevent the 
progression of DNA replication fork. We found that one of the translesion DNA synthesis 
polymerase, DNA polymerase η, interacts with several other repair proteins such as 
mismatch repair proteins, is phosphorylated and ubiquitinated at certain amino acid 
residues, and changes the intracellular localization upon UV irradiation. We demonstrated 
that the template-switching mechanism is operating not only in prokaryotes but also in 
higher eukaryotes. 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 複製が様々な損傷によってそのフォー
クの進行を阻害されたとき、生物はどのよう
な手段でそれに対処するのであろう？ 
我々は XP-V 群細胞の研究を行っている過程
で、紫外線による DNA 損傷のうち、最も主要
なシクロブタン型ピリミジン２量体（CPD）
を比較的正確に乗り越える活性を持つ新規
ヒト DNA ポリメラーゼ（Polη）を発見した。
その直後から損傷乗り越え複製活性を有す
る Polηと類似したタンパク質をはじめとし
て、いくつもの新規 DNA ポリメラーゼがヒト
を含む様々な生物で見いだされた。こうした
特殊な DNA ポリメラーゼによる TLS は、細胞
が複製フォークの進行阻害に対処する最も
単純な手段と考えられる。しかしすべての損
傷に対して TLS が可能とは限らない。大腸菌
のような原核生物では、複製阻害により生じ
た新生鎖のギャップを利用して、姉妹染色分
体間での相同組換えを行う方法や、DNA 損傷
によって停止した複製フォークをいったん
逆行させて損傷のないほうの鎖を鋳型に複
製された新生鎖を鋳型として複製を続行さ
せる機構（テンプレートスイッチ）の存在が
示されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、細胞が損傷によって DNA
複製を阻害された場合、どのようなシグナル
によってどんな経路を選択し、その危機を回
避するのかという点を中心に、細胞の DNA 損
傷への応答メカニズムの分子基盤を明らか
にすることを目的とする。そのために、我々
が発見したヒト Polηに焦点を当て、DNA 損
傷によって Polη複合体の組成がどのように
変わるか、また細胞内での局在がどう変化す
るか、Polηの翻訳後修飾がどのように変化
するのか、などを明らかにする。さらに大腸
菌などで観察されている「テンプレートスイ
ッチ反応」が哺乳類細胞でも見られるのか、
という点にも着目する。 
 
３．研究の方法 

Polη複合体のプロテオミクス解析により
同定されていた複数のタンパク質について、
Polηとの直接的な結合か、それとも他の因
子を介しての結合かを精製タンパク質を用
いて調べる。またそれらの結合が細胞への紫
外線照射によって変化するかどうか、また細
胞分画によって細胞内での局在が変化する
かどうかなどを調べる。哺乳類細胞でテンプ
レートスイッチのメカニズムが存在するか
どうかを調べるためには、紫外線損傷と SV40
ウイルスの複製開始点（ori）を特定の場所
に持つプラスミド DNA を鋳型とする無細胞
DNA 複製系を用いる。 
 

４．研究成果 

(１) Polηと相互作用するタンパク質の解析 

 我々の Polη複合体のプロテオミクス解析
により、BRCA1 が見出されていたので、Pol
ηとの直接的な結合か否かを検討したとこ
ろ、他の何らかの因子を介していることが示
唆された。そこで、クロスリンク修復経路に
おける Polηの関与に着目し、ファンコニ貧
血（FA）原因タンパク質と Polηとの相互作
用について検討した。その結果、タグ付き Pol
ηを安定に発現する HeLa 細胞の可溶性画分
およびクロマチン画分において、FANCA、
FANCD2、FANCJ、BRCA1 が Polηと共沈する因
子として検出された。さらにその細胞に紫外
線照射後３時間で、これらのタンパク質すべ
てのクロマチン画分での回収量が増加した。
したがって、DNA の損傷に応答して、Polηと
BRCA1およびFA因子がクロマチン上で相互作
用することが示唆された。 
 一方、酵母２ハイブリド・スクリーニング
法により、ヒト Polηと相互作用するタンパ
ク質としてミスマッチ修復因子である MLH1
を見出した。組換えタンパク質を作成し、Pol
ηと MLH1 とが直接結合することを示した。
MLH1 と PMS2 のヘテロダイマーである MutLα
と Polηとが結合すること、また Polηがミ
スマッチ修復でミスペア認識に働くヘテロ
ダイマーである MutSαとも細胞内で同一複
合体中に含まれることを見出した。さらにク
ロマチン上での Polηと MutLα、および MutS
αの相互作用が S 期に増加することを示し、
Polηとミスマッチ修復因子が S 期にクロマ
チン上で協調して働いていることが示唆さ
れた。 

(２) 哺乳類細胞におけるテンプレート

スイッチ反応の検出  
 紫外線による損傷と SV40 ウイルスの複製
開始点を含むプラスミド DNAを鋳型とする無
細胞 DNA 複製系を用いて、複製中間体の構造
を 2D ゲル法および原子間力顕微鏡を用いて
観察した。その結果、いずれの方法において
も、テンプレートスイッチ反応の中間体と考
えられるチキンフット型の分子が低頻度な
がらも観察され、高等生物においてもテンプ
レートスイッチ反応の存在が示唆された。 

(３) Polηの翻訳後修飾とその生理的意

義の解析  
 Polηは細胞周期や紫外線照射による量的
な変動は顕著でなく、翻訳後修飾によってそ
の機能が調節されている可能性が高い。そこ
でリン酸化に着目し、予想リン酸化部位にア
ミノ酸置換変異を与え、その影響を調べた。
その結果、S587 のリン酸化が紫外線照射後の
Polηの機能発現に重要であることを見出し
た。グルタミン酸への変異によりリン酸化を



 

 

ミミックした変異体でその感受性が部分的
に回復したことから、おそらく S587 がリン
酸化を受けることが Polηの機能を正の方向
へ制御する重要な反応であると予想される。
ただし相補が部分的なことから、別の機構も
考える必要がある。Polη(1-511)断片は、完
全長の Polηと同様、XP-V 細胞の紫外線感受
性を相補出来る。この断片にユビキチン結合
候補ドメインである CUEドメインへの変異を
導入した変異体を XP-V 細胞で安定発現させ
たところ、ベクター導入細胞と同程度の非常
に高い紫外線感受性を示した。実際に、この
変異体タンパク質は、モノユビキチン化 PCNA
との結合能を失なっていた。このことから、
Polη(1-511)断片においても、モノユビキチ
ン化 PCNA との結合が紫外線に対する抵抗性
に重要であることが示された。 
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-deficient mice. The 40th International 
Symposium of the Princess Takamatsu 
Cancer Research Fund 招待講演（2009年
11月10-12日、東京） 

2. Hanaoka, F. UV-induced mutations in 
the epidermal genome of DNA polymerase 
η- and ι-deficient mice occurring in 
vivo.  Second Erling Seeberg Symposium 
on DNA Repair, Keynote Address（2009年
6月20-25日、Alesund and Geiranger, 
Norway） 

3. 花岡文雄 ゲノム情報維持の分子機構に
関する研究 日本薬学会第129年会 日本薬
学会賞受賞講演（2009年3月26-28日、京都） 

4. 花岡文雄 損傷を乗り越えるポリメラー
ゼの機能と発癌の制御 東北大学・加齢医
学研究所・シンポジウム 平成20年度・ゲ
ノムリサーチセンター・ワークショップ
「癌と老化を乗り越えるDNA修復の科学」
（2009年3月13日、仙台） 

5. 花岡文雄 DNA研究の将来 （財）ライフサ
イエンス振興財団 ２５周年記念シンポ
ジウム―ライフサイエンスの輝かしい未
来―（2009年3月4日、東京） 

6. 花岡文雄 損傷乗り越え複製研究の最前
線. 東京都臨床医学総合研究所 招待講
演（2008年12月19日、東京） 

7. 花岡文雄 損傷乗り越え型DNAポリメラー
ゼ・イータおよびイオタ欠損マウスの皮膚
における紫外線誘発発がんと突然変異. 
日本放射線影響学会第51回大会、シンポジ
ウム「放射線発がんの基盤を形成する遺伝
子・細胞・組織の応答」（2008年11月19～
21日、北九州） 

8. 花岡文雄 損傷乗り越え複製とがん. 第
67回日本癌学会学術総会、モーニング・レ
クチャー （2008年10月29日、名古屋） 

9. Fukumoto, Y., Dohmae, N., Hanaoka, F. 
Schizosaccharomyces pombe Ddb1 recruits 
substrate-specific adaptor proteins 
through a novel protein motif, the 
DDB-box． The 6th 3R Symposium (3R 
Symposium 2008) 招待講演（2008年10月
27-30日、掛川） 

10. Hanaoka, F. Translesion synthesis and 
cancer. Clare Hall Laboratories, Cancer 
Research UK 招待講演（2008年7月25日, 
South Mimms, UK） 

11. Hanaoka, F. In vivo and in vitro 
studies on DNA polymerase eta. Gordon 
Research Conference on Mutagenesis 招
待講演（2008年7月20-25日, Oxford, UK） 

12. 花岡文雄、横井雅幸、大雲剛志、金尾梨
絵、赤木純一、益谷央豪  損傷乗り越え複
製の分子機構―DNAポリメラーゼ・イータ
を中心に―. 第30回日本分子生物学会年
会・第80回日本生化学会大会合同大会
(BMB2007)、シンポジウム「DNA修復研究の
最前線」（2007年12月11-15日、横浜） 

13. 花岡文雄、益谷央豪、塚本徹哉、立松正
衛 損傷乗り越え複製とがん 第66回日本
癌学会学術総会、シンポジウム「ゲノム不
安定性」（2007年10月3-5日、横浜） 

14. Hanaoka, F. Recent studies on 
mammalian DNA polymerase eta, the 
product of XP variant responsible gene. 
Mayo Clinic 招待講演（2007年5月21日, 
Rochester, Minnesota, USA） 

15. Hanaoka, F. Defective translesion DNA 
synthesis and links to human disease. 
9th Annual Midwest DNA Repair Symposium, 
Keynote Lecture （2007年5月20日, 
Columbus, Ohio） 

16. Hanaoka, F. DNA repair and ubiquitin. 
Ohio State University Medical Center 招
待講演（2007年5月18日, Columbus, Ohio, 
USA) 

17. Hanaoka, F. TLS polymerase 
deficiencies and cancer. The 3rd 
Japan-US DNA Repair Meeting 招待講演
（2007年5月7-11日、仙台) 
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ホームページ等 
http://www.gakushuin.ac.jp/univ/sci/bio
/laboratory/detail_hanaoka/theme.html 
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