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研究成果の概要：分子シャペロン HSP90 が DNA ポリメラーゼ Pol η の制御に関わっているか検

討した。その結果、HSP90 は Pol η の安定性や DNA 損傷部位への集積を制御することにより、

細胞の紫外線感受性、遺伝子の突然変異の発生に関与することが明らかになった。以上の結果

は、HSP90 の発現量や活性に影響を与える様々なストレスや化学物質が、Pol η の制御を介し

て、遺伝子の突然変異の発生に関与する可能性を示唆する。 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 

 

  酸化ストレスや紫外線、抗がん剤、ある

いは発がん遺伝子の活性化など細胞内外の

様々な要因に由来する DNA 損傷は、ゲノム複

製障害を引き起こす「複製ストレス」として

作用する。複製ストレスの亢進や、あるいは

それに対処する細胞の機能不全は、細胞老化

や細胞死の亢進による臓器機能低下を促進

する一方、ゲノム不安定性を引き起こし腫瘍

発生の原因ともなる。このことは、複製スト

レス応答に密接に相互作用しつつ関与する

主要経路である「相同組み換え(HR)」、

「FA/BRCA 経路」、「損傷乗り越え DNA 合成

(TLS)」に遺伝的欠損を持つ個体・細胞の表

現型から強く支持される。一方、これら経路



の構成蛋白の発現や局在などの制御と環境

因子がそれに与える影響は後天的疾患の病

態に重要と考えられるが、その解明はまだ始

まったばかりである。 

 

  熱ショック応答系(HSR)を形成する分子

シャペロン HSP70, HSP90 は、非ストレス状

態でも発現しており、細胞の増殖・生存シグ

ナルに関与する受容体、プロテインキナーゼ、

転写因子などの安定性、局在、蛋白相互作用

などを多面的に制御する。このような機能は

腫瘍形成、臓器不全などの病態において重要

な役割を果たしている。 

 

  このような HSR の機能が一部、複製スト

レス応答の制御を介することを示唆する所

見は多く報告されている。たとえば、熱ショ

ックは DNA損傷応答の一部を活性化し、HSP70

欠損マウスにおいてゲノムの不安定性が増

加する。また、HSP90 阻害剤は腫瘍の放射線

や DNA 損傷性抗がん剤への感受性を高め、逆

に温熱療法による HSP発現の亢進は抗がん剤

耐性を引き起こす。これらの観察から、HSR

が DNA損傷応答に様々な面で関与する可能性

が示唆されているが、その分子機構や生理的

意義は大部分不明である。 

 

  我々は、先天性造血障害や家族性乳がん

の原因蛋白によって構成されるゲノム安定

化機構である FA/BRCA経路を研究する過程で、

HSP90 がその機能を促進する作用を証明した。

続いて、HSP90 が Y-family DNA ポリメラーゼ

(Y-Pol)のひとつである Polymerase η(Pol 

η)と結合し、その安定性や核内局在を制御

していることを見いだした。Y-Pol は損傷乗

り越え DNA合成(Translesion DNA synthesis, 

TLS)に関与する忠実度の低いポリメラーゼ

であり、点突然変異を導入しやすい。FA/BRCA

経路と Y-Pol を介する TLS は互いに密接に相

互作用しつつ、DNA 損傷などによるゲノム複

製の阻害（複製ストレス）に対する細胞応答

に重要な役割を果たしている。 

 
２．研究の目的 
 

  Pol ηが HSP90 の client 蛋白であるこ

と証明し、その制御の分子機構と生物学的意

義を明らかにする。さらに、Hsp90 による複

製ストレス応答システムの新しい理解をめ

ざす。 

 
３．研究の方法 
 

 (1) HSP90 の client 蛋白の条件の一つに

HSP90 との物理的な相互作用がある。そこで、

両者の結合を免疫沈降法で調べた。 

 

 (2) Client 蛋白の多くは、HSP90 により安

定化されている。そこで、細胞を HSP90 阻害

剤で処理したり、HSP90 RNAi で HSP90 レベル

を減少させ、Pol η の発現量が変化するか調

べた。 

 

 (3) DNA 損傷後に Pol η は、複製阻害部位

へ集積し働くと考えられている。HSP90が Pol 

η の核内局在を制御するか検討するため、

GFP-Pol ηを安定に発現させた細胞に HSP90

阻害剤処理や HSP90 RNAi をおこなった後、

Pol ηの複製阻害部位への集積に影響がでる

か蛍光顕微鏡で観察をした。さらに、その分

子機構を免疫沈降法や GST pull-down 法で解

析した。 

 

 (4) Pol ηの機能が損なわれた細胞は、紫

外線に感受性が高い。HSP90 が Pol η の機能

に関与するか調べるため、HSP90 阻害剤処理

や HSP90 RNAi をおこなった細胞に紫外線照

射をし、細胞生存率を測定した。 



 

 (5) Pol ηは、紫外線による DNA 損傷部位

を正確に乗越えて複製する機能を持ち、その

機能障害は点突然変異の発生を増加させる。

そこで、紫外線照射したシャトルベクター

DNA をヒト細胞中で複製させた時にレポータ

ー遺伝子 supF に生ずる変異率とその性状に

及ぼす HSP90 阻害の影響を解析した。 

 
４．研究成果 
 

 (1) GFP-Pol ηを安定に発現する HEK293T、

HeLa 細胞を作製し、免疫沈降法をおこなった

ところ、HSP90 は Pol η と特異的に結合し、

これらの結合は HSP90 阻害剤 17-AAG で抑制

された。また、内在性の Pol η も HSP90 と

特異的に結合していた。さらに rabbit 

reticulocyte lysates で合成した Pol η も

lysates 中の HSP90 と結合した。次に細胞分

画後、免疫沈降を行ったところ、HSP90 は細

胞質中の Pol η と結合していることが明ら

かになった。 

 

 (2) 17-AAG 処理により、HeLa 細胞では、

Pol ηのポリユビキチン化とプロテアソーム

による分解が亢進した。HSP90 RNAi でも Pol 

η の発現レベルが減少し、HSP90 が Pol η の

安定性に重要な働きをしていることが分か

った。 

 

 (3) HeLa, HEK293T 細胞において、紫外線

で生じた複製阻害部位への GFP-Pol η の集

積が 17-AAG により抑制された。HeLa 細胞で

は Pol η の分解がその原因だと考えられる

が、HSP90 阻害による Pol η 分解が弱い

HEK293 細胞では、他の要因が考えられた。Pol 

η の複製阻害部位への集積にはモノユビキ

チン化された複製因子 PCNA との結合が重要

である。そこで、両者の結合に HSP90 が関与

するか免疫沈降法、GST pull-down 法で検討

した。その結果、HSP90 阻害は、Pol η とユ

ビキチン化 PCNA との結合を in vivo, in 

vitro で抑制することを見いだした。 

 

 (4) 17-AAG 処理は、HeLa および HEK293T

細胞の紫外線に対する感受性を亢進させた。

shRNA で Pol η の発現を抑制させた HEK293T

細胞はコントロールの細胞よりも高い紫外

線感受性を示したが、17-AAG による亢進は見

られなかった。この結果は、HSP90 が細胞の

紫外線感受性に関与しており、それは Pol η

依存的であることを示唆する。 

 

 (5) SupF シャトルベクター法を用いて、紫

外線誘発突然変異率を解析したところ、

17-AAG 処理された細胞では、点突然変異率の

増加がみられた。shRNA で Pol η の発現を抑

制させた HEK293T細胞はコントロールの細胞

よりも高い突然変異率を示したが、17-AAG に

よる亢進は見られなかった。この結果は、

HSP90 が紫外線誘発突然変異の発生に Pol η

を介して関与することを示唆する。 

 

  今回、我々は Pol η が Hsp90 のクライ

アント蛋白であり、その安定性や機能に

Hsp90 が重要な役割を果たしていることを明

らかにした。Hsp90 の発現量や活性に影響を

与える様々なストレスや化学物質は、Pol η

を介して、遺伝子の突然変異の発生に関与す

る可能性がある。 
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