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研究分野：生化学 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・化学物質影響科学 
キーワード：複製後修復・突然変異・損傷乗り越え DNA 合成 
 
１．研究計画の概要 
 放射線や環境変異原によって引き起こさ
れる重要な生物影響の一つは突然変異の誘
発であり、その分子メカニズムの解明は当該
研究分野の重要課題である。放射線や環境変
異原は多種多様な DNA 損傷を引き起こすが、
DNA損傷自体は変異ではなく、突然変異は DNA
複製（おそらくは損傷塩基を鋳型とした複
製）の課程で起こる生化学的反応の帰結であ
る。DNA 損傷は DNA 修復機構により完全に除
去されることはないので、複製の際 DNA ポリ
メラーゼは損傷 DNA に遭遇する。DNA 複製を
忠実に行う複製型の DNA ポリメラーゼ（Pol
δまたは Polε）はその忠実度ゆえに損傷塩
基に対しては DNA伸長反応を続けることがで
きない。したがって、DNA 損傷（特にチェッ
クポイントが活性化しない程度の低レベル
の障害）から細胞を保護するためには損傷を
除去することなく DNA合成を再開する複製後
修復、Post-replication repair (PRR) と呼
ばれる分子機構を必要とする。PRR には二つ
の経路があり、一つは忠実度の低い損傷乗り
越え DNA ポリメラーゼ（Polη, Polι, Pol
κ, REV1, Polζ）を介したPolymerase switch 
(PS)と、忠実度の高い DNA ポリメラーゼ、Pol
δを介した Template switch (TS) 経路が存
在する。PS 経路では忠実度の低い DNA ポリメ
ラーゼが損傷塩基を直接鋳型としてヌクレ
オチドを重合する Translesion synthesis 
(TLS)により DNA 合成を再開する。しかしこ
の過程は error-prone（誤りがち）であり、
突然変異誘発の原因となる。一方 TS 経路で
は、停止したプライマー末端が新生娘鎖とア
ニーリングすることにより損傷のない鋳型
を使った DNA 合成を行う。一般的にこの過程
は error-free である。これまでに酵母の遺

伝学的解析などから、PRR 経路に関与するタ
ンパク質因子が多数同定された。しかし、そ
れらの因子による PRR経路の生化学的基盤は
脆弱である。本研究の目的は、これまでに知
られているヒトの PRR関連タンパク質を網羅
的に精製し PRRの二つの経路の生化学反応を
試験管内で再構成し、その分子機構を解析す
ることにある。本研究では、洗練された再構
成系からでしか解明できない分子メカニズ
ムに関する諸問題に焦点を絞り PRR経路の生
化学的基盤を確立することで、当該研究分野
の発展に寄与することを目指している。 
 
２．研究の進捗状況 
 損傷乗り越え DNA 合成(TLS)経路の解析
では、RAD6-RAD18 による PCNA のモノユビ
キチン化反応と、複製型の DNA ポリメラー
ゼ（Polδ）が、損傷乗り越え型の DNA ポリ
メラーゼ（Polη）と交換する反応、を試験
管内で再構成することに成功した（初年度）。
二年目は、Polι, Polκと REV1 がこの反応
系に影響を及ぼすことを明らかにし、三年
目は、複製型の DNA ポリメラーゼと REV1 の
交換反応を解析した。 
 Template switch (TS) 経路の解析では、
停止したプライマー末端が新生娘鎖とアニ
ーリングし、損傷のない鋳型を使った DNA 合
成を行うことにより DNA 合成を再開する。こ
の反応は、SHPRH または HLTF タンパク質によ
る PCNA のポリユビキチン化により制御され
ると考えられる。本研究では、PCNA のポリユ
ビキチン化に始まる一連の生化学的反応を
再構成し、TS経路の生化学的実体の解析を目
指している。初年度は、PCNA をポリユビキチ
ン化するユビキチン E3 リガーゼのひとつ、
HLTF の精製法を確立し、二年目は、HLTF が
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実際に PCNA をポリユビキチン化する活性を
持つことを証明した。三年目は、この反応機
構を分子レベルで解析した。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している 
 本研究は精製したタンパク質の生化学的
解析を中心とした研究を計画したが、予定し
たタンパク質因子の精製が順調に達成され
ていることから、今後の解析を予定通り行う
ことができると期待される。またこれまでの
成果は、JMB に発表した論文が JMB の最も多
くダウンロードされた論文の一つにリスト
され、日本遺伝学会第 82 回大会での発表で
はベストペーパー賞を受賞するなど、客観的
評価も高い。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 精製したタンパク質因子を使ってより詳
細な分子機構の解析を行う。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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