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研究成果の概要（和文）：哺乳類細胞における損傷乗り越え複製（TLS）の役割を調べるために、遺伝子ノックイン技
術を用いて、最も主要なTLSポリメラーゼであるPolηの不活性型変異体またはRev1という別のTLSポリメラーゼと相互
作用出来ない変異体を安定に発現するPolη、Polι、Polκ単独欠損またはそれらを二重、三重に欠損したマウス胎児
由来繊維芽細胞を樹立し、UV感受性や突然変異率を調べた。その結果、CPDの乗り越え合成に適したPolηが欠損してい
る場合、Rev1を介してPolκがUV損傷を誤りがちに乗り越える経路の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to examine the functional roles of translesion synthesis (TLS) in mammali
an cells, we have established many mouse embryonic fibroblast cell lines expressing polymerase activity-de
fective or Rev1 interaction-defective mutant DNA polymerase eta (Pol eta) in Pol eta, Pol iota or Pol kapp
a single-, double- or triple-deficient mouse embryonic fibroblasts (MEFs). Using these MEF cells, we inves
tigated UV sensitivity as well as mutation frequency upon UV irradiation. Our results suggest that there i
s an error-prone TLS pathway that uses Pol kappa via Rev1 in the absence of Pol eta.
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは、皮膚がんを高頻度に発症する
ヒト遺伝病の一つ、色素性乾皮症(XP)の中で
唯一ヌクレオチド除去修復が正常なバリア
ント群(XP-V)細胞では、UV による主要な損
傷であるシクロブタン型ピリミジン 2 量体
(CPD)を効率よく乗り越えることの出来る特
殊な DNA ポリメラーゼ(Polη)が欠損してい
ることを世界に先駆けて見出した。この発見
が 端 緒 と な っ て 損 傷 乗 り 越 え 複 製
(translesion synthesis: TLS)に関わるその他
の DNA ポリメラーゼの発見、それらの生化
学的な研究などが急速に進められ、遺伝子ノ
ックアウトなどによる TLS ポリメラーゼの
生理的機能の研究も盛んに行われている。
我々も Polηおよびそのパラログである Pol
ιの単独あるいは二重ノックアウトマウス
を作出し、これらの TLS ポリメラーゼが UV
による皮膚発がんの抑制に働いていること、
さらに Polηは免疫グロブリン遺伝子領域の
体細胞超突然変異や相同的遺伝子組換えに
も関与していることを明らかにした。 
 ノックアウトやノックダウンによる特定
遺伝子産物を標的とした解析法は、標的分子
の消失あるいは減少が複合体形成を始めと
した分子ネットワークの破綻を引き起こし、
標的因子単一の機能喪失に留まらず、その影
響を過大に反映した表現型として顕在化す
る可能性がある。一方、アミノ酸置換変異を
起こす塩基置換を施した遺伝子で野生型遺
伝子を置き換えるノックイン技術は、標的遺
伝子産物の細胞内レベルや挙動、分子間相互
作用を維持しつつ、特定の機能だけを消失さ
せる。そこで予備的研究として、Polη欠損
マウス胚由来線維芽細胞(MEF)に不活性型
の全長 Polηを発現させたところ、Polη欠損
MEF に比べて UV 感受性が弱まった。更に
Rev1 相互作用部位の変異体では Polη欠損
MEF と同程度の UV 感受性であったことか
ら、ノックアウトやノックダウンによる「標
的消失型実験材料」では立証が困難であった
分子間相互作用を介したバックアップ機構
の存在を支持する証拠を得るに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、DNA 損傷トレランスに
おける複数の TLS ポリメラーゼの機能に関
する知見を蓄積し、疾患、特に発がんの抑制
における個々の TLS ポリメラーゼの役割を
明らかにする点にある。具体的には、(1) 不
活性型（タンパク質間相互作用は正常）およ
び Rev1 相互作用部位変異（ポリメラーゼ活
性は正常）Polηノックインマウスを作出し、
それらの表現型を解析する。(2) Polηおよび
Polιの不活性型と Rev1 相互作用部位変異
体の安定発現細胞を樹立し、それらの表現型
を解析する。(3) Y ファミリーポリメラーゼに
関して様々な遺伝子型を持つ MEF と細胞内
TLS アッセイ法を用いて、損傷乗り越え複製
機構、特に突然変異誘起のメカニズムを解析

する。 
 
３．研究の方法 
(1) ジーンターゲッティング法に基づくノッ
クイン技術によって、正常遺伝子を不活性型
変異 Polη遺伝子または Rev1 相互作用部位
変異 Polη遺伝子に置換したゲノムを持つマ
ウス個体を作成する。不活性型変異 Polη遺
伝子については既に従来のマウス研究で使
用しているC57BL/6由来ES細胞で組換え体
を得ており、我々の以前の研究に倣って、キ
メラマウスの作成から開始し、更に不活性
型）Polη発現ホモ接合型マウス個体の作成
を行う。Rev1 相互作用部位変異 Polη遺伝子
についてはC57BL/6由来ES細胞で組換え体
を作成するところから始める。 
 
(2) 既に樹立済の不活性型変異または Rev1
相互作用不全変異を持つ Polηを安定に発現
する Polη、Polι単独欠損および二重欠損
MEF の UV 感受性について、コロニー形成
率とミトコンドリア活性を指標にした生存
率で求め、UV 感受性における Polη、Polι、
Rev1 の活性と相互作用の破綻の影響を明ら
かにする。 
 
(3) 既に樹立済の Polη、Polι単独欠損およ
び二重欠損 MEF や京都大学の大森治夫博士
より供与されている Polκ欠損 MEF、Polη
/Polι/Polκ三重欠損 MEF、それらに各ポリ
メラーゼを相補した細胞株等、細胞レベルの
バックグラウンドが揃っており、Y ファミリ
ーポリメラーゼに関して様々な遺伝子型を
持つ MEF を用意する。高感度の細胞内 TLS
アッセイ法を独自に改良した方法により、
UV 損傷のうち損傷に対して塩基を重合する、
すなわちインサーターとして働く TLS ポリ
メラーゼの同定されていない 6-4 光産物の
TLS を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) Polηおよび Polιの不活性型と Rev1 相
互作用部位変異体の安定発現細胞の樹立と
表現型の解析：既に樹立済の不活性型変異ま
たは Rev1 相互作用不全変異を持つ Polηを
安定に発現する Polη、Polι単独欠損および
二重欠損 MEF の UV 感受性について、コロ
ニー形成率とミトコンドリア活性を指標に
した生存率で調べた。Polη単独および Pol
η/Polι二重欠損 MEF の UV 感受性は、野
生型および Rev1 相互作用部位変異体 Polη
の発現により回復した。一方、不活性型 Pol
ηの発現は、Polη単独および Polη/Polι二
重欠損 MEF の UV 感受性を部分的に回復し
た。ここで用いた Rev1 相互作用部位変異体
Polηが実際に Rev1 との相互作用を欠損し
ているかどうかを調べるために、酵母２ハイ
ブリド法を用いて確認し、確かに相互作用が
出来なくなっていることを見出した。 
 



(2) Y ファミリーポリメラーゼに関して様々
な遺伝子型を持つMEFと細胞内TLSアッセ
イ法を用いた損傷乗り越え複製機構の解
析：既に樹立済の Polη、Polι単独欠損およ
び二重欠損 MEF や京都大学の大森治夫博士
より供与されている Polκ欠損 MEF、Polη
/Polι/Polκ三重欠損 MEF、それらに各ポリ
メラーゼを相補した細胞株等、細胞レベルの
バックグラウンドが揃っていて、Y ファミリ
ーポリメラーゼに関して様々な遺伝子型を
持つ MEF を準備した。これらの細胞を用い、
in vivo での突然変異率および変異スペクト
ルを求める方法を探索した。 
 
(3) Polηと REV1 との相互作用の意義の解
析：REV1 は Polη、Polι、Polκなどの Y
ファミリーポリメラーゼや B ファミリーポ
リメラーゼの一つではあるが同じく TLS 活
性を持つ Polζとも相互作用する。これらの
タンパク質間相互作用の生理的意義を知る
ために、ポリメラーゼ活性あるいは REV1 と
の相互作用活性を欠損したマウス Polηが細
胞の紫外線感受性に与える影響を解析した。
Polη、Polι、Polκの単独、二重あるいは三
重ノックアウトマウス由来繊維芽細胞
(MEF)に、REV1 との相互作用部位あるいは
触媒活性部位に変異を有するマウス Polηを
発現させる実験系を構築し、紫外線感受性と
突然変異の誘発率を調べた。その結果、Pol
ηが TLS を出来ない場合、REV1 というもう
一つ別のTLSポリメラーゼを介してPolκが
紫外線損傷を誤りがちに乗り越える経路の
存在が示唆された。 
 
(4) PolζとREV1との相互作用の生理的な意
義について：(3)に述べたように、Polζも
REV1 と相互作用する。ベンゾ(a)ピレンを
特定のグアニンに付加させたプラスミド
(BPDE-dG)をMEFに導入させる系を用いて、
Polζと REV1 との相互作用の生理的な意義
を調べた。野生型 MEF では、BPDE-dG の
TLS は効率よく起きるが、G から T へのトラ
ンスバージョンが高頻度で起きた。REV1 を
ノックアウトすると、TLS の効率も、G から
T へのトランスバージョンも低下した。Pol
η、Polι、Polκの三重ノックアウト MEF
を用いた実験から、上記の変異には Polζと
REV1 との相互作用が重要であることが分か
った。 
 
(5) PolκとREV1との相互作用の紫外線感受
性における役割：これまでの研究で、Polη
/Polι/Polκの三重欠損 MEF は、Polη/Pol
ι二重欠損MEFやPolκ欠損MEFに比べて
紫外線感受性が極めて高いことを見出して
いる。そこで Polκの紫外線損傷に対する抵
抗性のメカニズムを調べるために、Polκ欠
損 MEF に野生型 Polκと REV1 と結合出来
ない変異型 Polκを発現させ、紫外線感受性
を比較した。その結果、野生型 Polκの発現

で紫外線感受性は完全に相補されたが、REV1
非結合型 Polκの発現では全く相補出来なか
った。このことは Polκが REV1 との相互作
用を介して紫外線損傷の TLS に関与するこ
とを示している。 
 
(6) Polκが(6-4)光産物の TLS に働く可能性
の検討：これまでの研究から、Polκが紫外
線による突然変異の抑制に働いていること
が示唆されたので、Polκが(6-4)光産物の
TLS に働く可能性について検討した。化学合
成した(6-4)光産物を部位特異的に持たせた
プラスミドを細胞内で複製させ、複製産物を
回収して損傷に対して取り込まれた塩基を
解析するという実験を行った。その結果、野
生型 MEF よりも Polκ欠損 MEF は(6-4)光
産物の3’ Tに対する誤った塩基の取り込みが
多かった。このことは、Polκが(6-4)光産物
の3’ Tに対する正しい塩基の取り込みに少な
くとも部分的に関与することを示唆してい
る。 
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成に働く乗り越え複製ポリメラーゼ 日
本薬学会第 134 年会 特別講演（2014
年 3 月 28-30 日、熊本） 

2. Hanaoka, F. Defective translesion DNA 
synthesis and links to human disease. 
International Symposium on 
Xeroderma Pigmentosum and Related 
Diseases: Disorders of DNA Damage 
Response –Bench to Bedside-（2014 年
3 月 5-7 日、神戸） 

3. Osakabe, A., Tachiwana, H., Horikoshi, 
N., Kagawa, W., Yasuda, T., Hanaoka, 
F., Sugasawa, K., Iwai, S., and 
Kurumizaka, H. International 
Conference, Kyoto, 2014: Replication, 
Repair and Recombination; coupling 
mechanisms and chromatin dynamics 
for genome integrity（2014 年 2 月 4-5
日、京都） 

4. Yang, W., Lee, Young-Sam, Zhao, Y., 
Nakamura, T., Biertümpfel, C., 
Yamagata, Y., Hua, Y., and Hanaoka, F. 
All road leads to DNA-lesion bypass: 
mechanisms of translesion synthesis. 
International Conference, Kyoto, 2014: 
Replication, Repair and 
Recombination; coupling mechanisms 
and chromatin dynamics for genome 
integrity（2014 年 2 月 4-5 日、京都） 

5. Yokoi, M., Sakurai, Y., Hando, N., 
Morita, D., and Hanaoka, F. 
Physiological role of TLS polymerases 
in mouse skin upon UV irradiation. 
International Conference, Kyoto, 2014: 
Replication, Repair and 
Recombination; coupling mechanisms 
and chromatin dynamics for genome 
integrity（2014 年 2 月 4-5 日、京都） 

6. Kanao, R., Masuda, Y., Hanaoka, F., 

and Masutani, C. Regulation of DNA 
damage tolerance distinct from 
Pol-mediated translesion synthesis. 
International Conference, Kyoto, 2014: 
Replication, Repair and 
Recombination; coupling mechanisms 
and chromatin dynamics for genome 
integrity（2014 年 2 月 4-5 日、京都） 

7. Hanaoka, F. Role of DNA polymerase 
eta in somatic hypermutation. The 3rd 
Frence-Japanese Cancer Meeting（2013
年 11 月 20-23 日, Toulouse, France） 

8. Hanaoka, F. Structure and function of 
mammalian DNA polymerase eta with 
special reference on translesion synthesis 
and somatic hypermutation. 京都大学大学
院医学研究科・免疫ゲノム医学特別セミ
ナー（2013 年 5 月 27 日、京都） 

9. 花岡文雄. DNA ポリメラーゼ・イータ 
—その構造と多彩な機能—. 公開シン
ポジウム「遺伝情報場：構築を担う分子
のダイナミクスと制御」（2013 年 1 月 11
日、東京） 

10. Hanaoka, F. Functional roles of 
mammalian DNA polymerase eta. 
Second Japanese-French Cancer 
Workshop 招待講演 （2012 年 11 月 29
日-12 月 1 日、鳴門） 

11. Hanaoka, F., Yokoi, M. Alternative 
translesion synthesis pathway via 
interaction between stalled DNA 
polymerase η and REV1. 8th 3R 
Symposium（2012 年 11 月 25-28 日、淡
路島） 

12. 花岡文雄. 能美先生、突然変異、損傷乗
り越え複製. 「能美健彦先生ご退官記念
祝賀会」（2012 年 7 月 7 日、東京） 

13. Hanaoka, F., Yokoi, M. Functional roles 
of mammalian DNA polymerase η, the 
product of the XP-V responsible gene. 
3rd Erling Seeberg Symposium（2012
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Norway） 

14. Yokoi, M., Hanaoka, F. Physiological 
role of DNA polymerase η-REV1 
interaction in mammalian cells. 
Cantoblanco Workshops: Polymerases 
Involved in DNA Replication, Repair 
and Mutagenesis（2012 年 6 月 5-7 日、
Madrid, Spain） 

15. Hanaoka, F., Yokoi, M. Involvement of 
DNA polymerase η-REV1 interaction 
in a part of error-prone translesion 
DNA synthesis. US-Japan DNA Repair 
Workshop（2012 年 4 月 11-14 日、
Leesburg, USA） 

16. Hanaoka, F. Structure, mechanism and 
functions of mammalian DNA 
polymerase eta. Special Seminar at the 
University of Texas MD Anderson 



Cancer Center（2012 年 4 月 10 日、
Austin, USA） 

17. Hanaoka, F., Kondo, Y., Masutani, C., 
Biertümpfel, C., Zhao, Y., Yang, W. 
Biochemical properties and structure 
of human DNA polymerase &eta, 
xeroderma pigmentosum variant- 
responsible gene product; GDRI France 
Japan Conference（2011 年 11 月 22-25
日、Montpellier, France） 

18. 花岡文雄. DNA 修復研究における生化学
的アプローチ、第 84 回日本生化学会大会
（2011 年 9 月 21-24 日、京都） 

19. 花岡文雄. DNA 修復と疾患：色素性乾皮
症を中心に、第 28 回日本医学会総会 
（2011 年 4 月 8-10 日、東京） 

20. Hanaoka, F., Deguchi, S., Kanao, R., 
and Masutani, C. Regulation of 
translesion DNA synthesis with special 
emphasis on DNA polymerase eta and 
PCNA ubiquitylation. The EMBO 
Workshop on “Interface between the 
Ubiquitin Family and the DNA 
Damage Response”, (2010年9月1-5日、
Rovinj, Croatia). 

21. Hanaoka, F. Tumorigenesis induced by 
chronic treatment with UV-B in Pol 
eta- and Xpc-deficient mice. Gordon 
Research Conference on Mutagenesis
（2010年 8月 1-6日、Waterville, Maine, 
USA） 

22. 花岡文雄. 遺伝子の傷を治して発がんを
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際生命科学東京コンソーシアム市民講演
会 平成 21 年度文部科学省・戦略的大学
連携支援プログラム採択（2010 年 4 月
10 日、東京） 
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ホームページ等 
http://www-cc.gakushuin.ac.jp/~20080213
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