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研究成果の概要（和文）：本研究ではDNA損傷剤として天然セスキテルペン化合物のイルジンSを用いてヒト細胞
のDNA損傷トレランスについて解析を行った。イルジンS損傷に対してユビキチンE3リガーゼのRFWD3がPCNAのユ
ビキチン化依存的にDNA損傷トレランスに寄与していることを明らかにした。また、RFWD3のE3リガーゼ活性及び
RPAとの相互作用がDNA損傷トレランスに重要であった。さらにRFWD3が紫外線損傷に対してもDNA損傷トレランス
で重要な役割を果たすことを明らかにした。イルジンS損傷、紫外線損傷の両方に対してRFWD3はTLSポリメラー
ゼとは独立して働くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, I analyzed DNA damage tolerance in human cells using the 
natural sesquiterpene compound illudin S. I showed that the ubiquitin E3 ligase RFWD3 contributes to
 the PCNA ubiquitination-dependent DNA damage tolerance pathway in response to illudin S-induced DNA
 damage. The E3 ubiquitin ligase activity of RFWD3 and the interaction of RFWD3 with RPA were 
important for DNA damage tolerance. I also showed that RFWD3 contributes to DNA damage tolerance for
 UV-induced DNA damage. RFWD3 had a role independent of DNA lesion-specific TLS polymerases.

研究分野：分子生物学

キーワード： DNA損傷トレランス　DNA損傷　DNA複製　ユビキチン

  １版

令和

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複製の阻害を解消することで複製の破綻を防ぎ、ゲノム安定性に寄与している。しか
し、がん化した細胞では複製を進行させ、増殖に貢献する側面がある。また、抗がん剤の耐性への寄与も知られ
ている。DNA損傷トレランスのメカニズムを明らかにすることは、ゲノム不安定化と細胞のがん化の関係やがん
細胞の増殖の理解に貢献し、新たな抗がん剤開発につながることが期待される。本研究の成果により、ヒト細胞
のDNA損傷トレランスのこれまで明らかになっていない経路について新たな知見が得られたことで、DNA損傷応答
研究の進展に貢献した。また、がん研究の発展にも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 
放射線、紫外線、種々の化学物質などによって生じる DNA 損傷は、転写や DNA 複製を阻害
し、正常な細胞活動にとって障害となる。細胞には DNA 損傷による DNA 複製阻害を解消し、
複製を継続させる DNA 損傷トレランスと呼ばれるメカニズムが備わっている。DNA 損傷トレ
ランスは、DNA複製因子である PCNAの 164番目のリジン(K164)の翻訳後修飾によって制御さ
れている。モノユビキチン化 PCNA は、損傷のある鋳型 DNA に塩基を重合できる特殊な DNA
ポリメラーゼが損傷箇所の DNA 合成を担う、損傷乗り越え DNA 合成(TLS)を制御する。一方、
ポリユビキチン化はテンプレートスイッチと呼ばれる変異を誘発しないメカニズムを制御する
と考えられているが、ヒト細胞では TLS 以外のメカニズムの実体はよくわかっていない。これ
までのヒト細胞での DNA損傷トレランスの研究の多くは紫外線損傷を用いて行われてきた。紫
外線損傷に対しては、TLS ポリメラーゼである DNA ポリメラーゼ・イータ(Pol)がモノユビキ
チン化 PCNAによる制御を受け、主要な役割を担う。我々は、DNA複製阻害の解消について報
告がなかった、イルジン S 損傷について解析を行った。イルジン S はキノコ毒成分のセスキテ
ルペン化合物であり、比較的かさ高いアルキル化 DNA 損傷を形成し、転写や DNA 複製を阻害
する。イルジン S 損傷は、転写と共役するヌクレオチド除去修復(TC-NER)で修復される。本応
募者らは、PCNA のユビキチン化がイルジン S に対する細胞生存に重要であることを見出して
いた。また、イルジン S に対する細胞生存には TLS ポリメラーゼの一つである DNA ポリメラ
ーゼ・カッパ（Pol）と、ユビキチン E3リガーゼである RFWD3がそれぞれ独立して関与する
ことを見出していた。また、RFWD3、Polは両者とも PCNAのユビキチン化に依存することを
観察していた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、イルジン S 損傷に対する DNA 損傷トレランスのメカニズムを解析するこ
と、特に、これまで DNA損傷トレランスにおける機能が知られていない RFWD3の機能の解析
により、ヒト細胞における、DNA損傷トレランスの TLS以外のメカニズムを解明することであ
る。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究は、イルジン Sを DNA 損傷剤として用い、以下の解析を行った。 
①RFWD3 のイルジン S損傷に対する機能解析 
①－１ RFWD3 の既知の機能の必要性の解析 
①－２ RFWD3 の相互作用因子の解析 
② RFWD3 及び Pol発現抑制細胞、PCNA のユビキチン化を抑制した細胞のイルジン S 誘発変異
の解析 
③ RFWD3 が関与する DNA 損傷トレランスの分子メカニズムの解析 
④ 紫外線損傷の DNA 損傷トレランスへの RFWD3 の関与の検討 
 
 
４．研究成果 
①RFWD3 の既知の機能として、E3 ユビキチンリガーゼと RPA との相互作用が知られていた。本研
究では、これらの機能を失わせた RFWD3 変異体を細胞内に発現させ、内在性 RFWD3 を発現抑制
し、イルジン S感受性を調べた。E3 ユビキ
チンリガーゼ活性及び RPA との相互作用を
欠失した変異体はイルジン S 感受性を相補
できなかった(図１)。このことから、DNA 損
傷トレランスにRFWD3のE3リガーゼ活性と
RPA との相互作用が重要であることがわか
った。また、RFWD3 と RPA との細胞内相互作
用を解析した。さらに、RPA 以外の RFWD3 相
互作用因子を探索し、分子シャペロンであ
る CCT complex が細胞内で相互作用するこ
とを見出した。 
②RFWD3 及び Pol発現抑制細胞、PCNA のユ
ビキチン化を抑制した細胞のイルジン S 誘
発変異を、HPRT 遺伝子の変異を指標とした
解析方法により解析した。その結果、RFWD3
及び Pol発現抑制細胞、PCNA のユビキチン



化を抑制した細胞で、コントロール細胞とイルジン S 誘発変異頻度が有意に変化するものはな
かった。しかし、変異スペクトラムの解析により、RFWD3、Pol発現抑制細胞では、transversion
変異が増加していたことが分かった。さらに Pol発現抑制細胞では特に A:T→T:A transversion
変異が増加しており、Polがアデニンの損傷に対して TLS を行っていることが示唆された。 
③①の結果をふまえ、RFWD3 による RPA のユビキチン化について検討した。細胞内でイルジン S
に応答して RFWD3 依存的に RPA がユビキチン化することを観察した。DNA 損傷トレランスにおけ
る RPA のユビキチン化の重要性を調べるために、RPA ヘテロ３量体のサブユニットの RPA2 のユ
ビキチン化部位のリジンをアルギニンに変異した変異体を発現する細胞株を樹立した。この細
胞で内在性の RPA2 を発現抑制し、イルジン S感受性を調べたところ、野生型 RPA と置換した細
胞と比べ、有意な差は見られなかった。このことから、RPA のユビキチン化はイルジン S損傷の
DNA 損傷トレランスには重要でないことが示唆された。また、RFWD3、Pol発現抑制細胞でイル
ジン S曝露後の S期の進行、1本鎖 DNA の露出、二本鎖切断マーカー、DNA 合成を調べ、これら
の細胞ではイルジン S曝露後に、複製フォークのアンカップリング、複製フォークの崩壊、S期
進行遅延、DNA 合成の低下が見られることが分かった。さらに、これらの表現型は RFWD3、Pol
を同時にノックダウンすることで相加的な効果が見られ、RFWD3 Polがそれぞれ独立して DNA 損
傷トレランスに重要な役割を果たすことが明らかになった。 
④RFWD3の DNA損傷トレランスにおける機能がイルジンS損傷に限定されるのかどうかを調べる
ために RFWD3 発現抑制細胞で紫外線感受性、紫外線照射後の DNA 合成を調べた。その結果、RFWD3
の発現抑制により紫外線感受性が亢進し（図２）、紫外線照射後の DNA 合成の阻害を観察した。
この結果から、RFWD3 は紫外線損傷に対しても DNA 損傷トレランスに重要であることが明らかに
なった。さらに、紫外線損傷の DNA 損傷トレランスにおける主要な TLS ポリメラーゼである Pol
ノックアウト細胞でも RFWD3 の発現抑制により紫外線感受性が亢進する（図２）ことから、RFWD3
はPolとは独立して働くことが分かった。イルジンS損傷の結果と紫外線損傷の解析結果から、
RFWD3 は TLS ポリメラーゼとは別の DNA 損傷トレランス経路に関わることが示唆された。PCNA の
ユビキチン化を抑制した細胞で RFWD3 を発現抑制すると紫外線感受性の亢進が見られなかった
（図３）ことから、紫外線損傷でも RFWD3 は PCNA のユビキチン化に依存して働くことが明らか
になった。 
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