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研究成果の概要（和文）：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
、その分子機構の解明は当該研究分野の重要課題である。誘発突然変異の主要な原因である複製後修復には、忠実度の
低い損傷乗り越えDNAポリメラーゼによる損傷乗り越えDNA合成経路と、鋳型鎖交換反応を介した忠実度の高いDNAポリ
メラーゼによる経路が存在し、その制御は遺伝的安定性の維持に極めて重要である。本研究では、これら二つの経路を
制御するPCNAのモノ/ポリユビキチン化と脱ユビキチン化の試験管内の再構成系を確立し、その生化学反応を解析した
。

研究成果の概要（英文）：Radiation and environmental mutagens induce mutations. To elucidate molecular 
mechanisms of the induced mutagenesis is one of the biggest issues in this field. A large fraction of the 
induced mutation is generated by a cellular process, post-replication repair pathway. In humans, cells 
have two sub-pathways. One is the error-prone pathway, translesion DNA synthesis (TLS). The other is the 
error-free, in principle, pathway, template switch (TS). The regulation of the pathway choice that is a 
crucial step for the maintenance of genetic stability is regulated by ubiquitination of PCNA. In this 
study, we established in vitro reconstitution systems for PCNA ubiquitination and deubiquitination, and 
analyzed molecular mechanisms of these biochemical reactions.

研究分野：生化学

キーワード： 複製後修復
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１．研究開始当初の背景 
 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、その分子機構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、誘発突然変異は
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
が難しいので、
複製の際、DNA
ポリメラーゼは
損 傷 DNA に
度々遭遇する。
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、忠実度の低い損傷乗り越えDNA
ポリメラーゼ（Polη, Polι, Polκ, REV1, 
Polζ）を介したPolymerase switch (PS)と、
忠実度の高い DNAポリメラーゼ、Polδを介
した Template switch (TS)経路が存在する
（図 1）。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 DNA 
synthesis (TLS)によりDNA合成を再開する
ことから、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（図
１）。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（図１）。一般的にこの過程は error-free
である。したがって、損傷部位での PS また
は TS への振り分けは、突然変異誘発のリス
クに直接反映されると考えられ、その制御は
遺伝的安定性の維持に極めて重要である。
PRRは PCNAのユビキチン化により制御さ
れ 、 モ ノ ユ ビ キ チ ン 化 酵 素 と し て
RAD6-RAD182（E2-E3複合体）が、ポリユ
ビキチン化酵素として MMS2-UBC13 (E2)
とHLTF (E3)が同定されている。モノユビキ
チン化された PCNA はタンパク質間相互作
用により TLS ポリメラーゼを複製阻害部位

に動員し、損傷部位での DNA 合成を促進す
ると予想され、一方ポリユビキチン化された
PCNAは未知の分子機構により TSを促進す
ると考えられている。 
 PS 経路の制御機構を解析するにあたり、
申請者はまず、Polδ, RFC, PCNA, RPAに
よる DNA 複製反応の再構成系を確立した。
詳細な解析から、この複製装置はこれまでの
認識以上にダイナミックであることを見い
だしている。 (Masuda et al NAR 2007)。こ
の成果は洗練された生化学的解析を通じて
始めて明らかにされた事実であり、この複製
装置のダイナミックな性質が、PS 反応の分
子レベルでの基盤をなすものと考えられた。
ユビキチン化関連因子については、E1, 
RAD6A-RAD182 (E2-E3 複合体), ユビキチ
ンの精製法を確立し、PCNAのモノユビキチ
ン化反応を再現することに成功している
(Masuda et al JMB 2010, Masuda et al NAR 
2011)。さらに申請者はこの二つの反応系を
組み合わせることによって、DNA 複製反応
にカップルした PCNA のユビキチン化反応
と DNA 損傷部位でのポリメラーゼ交換反応
を再構成することに成功している。この反応
系においてポリメラーゼ交換反応は非常に
ダイナミックであり、PCNAのモノユビキチ
ン化と Polηのユビキチン結合ドメインによ
り促進されることを証明した。詳細な生化学
的解析から、これまでには予想されていなか
った新規な PS 反応の分子機構を提唱し、そ
の論文(Masuda et al JMB 2010)は JMBの四
半期の最もダウンロードされた論文の一つ
にリストにされ、注目された。 
 TS 経路の制御については、PCNA のポリ
ユビキチン化が二段階の反応であり、
RAD6A-RAD182がまずPCNAをモノユビキ
チン化した後に、UBC13と HLTFがこれを
基質にユビキチン鎖を伸長すると考えられ
ていた（図 2A）。しかし、このモデルには二
つの疑問点があった。一つは、なぜ忠実度の
高い TS 経路が、忠実度の低い PS 経路の下
流なのかという遺伝学的な疑問であり、もう
一つは、HLTF がどのようにして PCNA か
ら遠く離れたポリユビキチンの末端を認識
するのかという生化学的な疑問である。一方
で PRR は PCNA の脱ユビキチン化酵素
USP1 によっても制御される。USP1 の機能
解析は PRR の制御機構の全体像を知る上で
必要不可欠であるが、その生化学的解析はほ
とんど進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、PRRにおける PCNAのユビキ
チン化/脱ユビキチン化の分子機構を解明し、
PRR の制御機構の全体像を明らかにするこ
とを目的とする。具体的には次の二つの点に



焦点を絞り研究する。1)HLTFの生化学的性
質と生化学的反応を詳細に解析し、その分子
機構を解明する。2) USP1の精製法を確立し
生化学的性質を詳細に解析する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、複製後修復経路を制御する
PCNA の翻訳後修飾の分子基盤を確立するた
めに、PCNA のポリユビキチン化と脱ユビキチ
ン化の分子機構に着目し研究を推進する。
PCNA のポリユビキチン化については、これま
でに確立した試験管内の再構成系を実験の
基盤とし、あらゆる生化学的手法を駆使する
ことで、ポリユビキチン化の分子機構を解明
する。一方、脱ユビキチン化については、ま
ずは USP1 に着目し、試験管内での再構成系
を確立することで、その分子機構を解析する。
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
題の解析を研究計画の中核とし、これまでに
蓄積した技術と一連の精製タンパク質因子
を利用することで、研究目的の達成を目指す。 
 
４．研究成果 
 TS 経路の制御機構の解析については、ユ
ビキチンリガーゼ(E3)である HLTF を精製
し、試験管内での PCNAのポリユビキチン化
反応の再構成系を確立した。反応機構の解析
から、HLTF はモノユビキチン化された
PCNAを良い基質とせず、図 2Aのような反
応はほとんど起こらないことが判明した。解
析の結果、申請者が得た知見は全く新しいも
のであった（図 2B）。その反応ではまず、
HLTF の活性によって、UBC13 上にチオエ
ステル結合で連結したユビキチン鎖が合成
される。この反応機構で特筆すべきは、ユビ
キチン鎖の側がdonorとして転移することに

より、HLTFがユビキチン鎖末端を認識する
必要がない点である（図 2B）。したがって
HLTFの基質特異性は、ユビキチン鎖の長さ
に影響されない。その後、このユビキチン鎖
が RAD6に転移し、RAD18の酵素活性によ
って PCNAに転移する。したがって RAD18
の酵素活性は RAD6 上のユビキチン鎖の長
さには影響されないが、その基質は PCNAに
特異的である（図 2B）。 
 このモデルは、上述の二つ疑問に対してと
ても示唆に富んだ新しい知見をあたえるも
のである。一つ目の遺伝学的な疑問「なぜ忠
実度の高い TS 経路が、忠実度の低い PS 経
路の下流なのか」に関しては、実は TSと PS
は、これまで考えられていたような上流−下
流の関係ではなく、それぞれ独立の経路であ
ることを示唆する（図 2C）。そのように考え
ても、これまでの遺伝学的解析結果とは全く
矛盾しない。TS には必ず新生娘鎖を必要と
するので、その開始時にはこれが保証されて
いなければならない。したがって、TS の開
始は厳密に制御される必要があり、HLTFは
利用可能な新生娘鎖が存在し、TS 反応が許
容される状況でのみリクルートされると思
われる。この分子機構の解明は今後の課題で
ある。また二つ目の疑問「HLTFがどのよう
にして PCNA から遠く離れたポリユビキチ
ンの末端を認識するのか」についても、本研
究で提唱したモデルは、HLTFがユビキチン
鎖の末端を認識する必要のないことを示し
ており（図 2B）、生化学的に矛盾ない反応機
構であることが強く示唆された。 
 一方、USP1については、大腸菌からの組
換えタンパク質の精製法を確立し、解析を行
った。 
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