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研究成果の概要（和文）：生物のゲノムDNAは、内的あるいは外的要因によって絶えず損傷を受けており、DNA損傷によ
るDNA複製阻害は、遺伝子突然変異やゲノムの不安定性を引き起こす。この複製阻害を回避する仕組み（DNA損傷トレラ
ンス機構）の制御メカニズムを明らかにするため、クロマチン動態や損傷トレランス関連因子に着目して解析を行った
。本研究では、損傷トレランス経路を効率よく働かせるためには、クロマチンの動態制御が重要であることを明らかに
した。また、損傷トレランスの制御に関与する新たな因子を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：Genomic DNA is constantly damaged by exposure to endogenous metabolic products 
and exogenous DNA-damaging agents. DNA replication stress caused by DNA damages potentially leads to 
genomic mutations and genome instabilities. On the other hand, replication stress can be abolished 
through the DNA-damage tolerance pathway. In this study, we analyzed a regulatory mechanism of DNA damage 
tolerance. Our findings indicate that dynamics of chromatin and novel factors are important for 
regulation of the DNA damage tolerance pathway.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 すべての生物の遺伝情報を担うゲノム DNA
は、様々な内的・外的ストレスにより常にラ
ンダムな箇所で損傷を受けている。DNA 損傷
による DNA 複製の進行阻害は、突然変異頻度
の上昇などのゲノム不安定性や細胞死を誘
発し、ヒトにおいてはガンや老化の原因とな
っている。一方で、生物はこのような DNA 損
傷ストレスに対して耐性能力を獲得するこ
とで様々な環境に適応している。損傷ストレ
ス耐性経路の一つとして、DNA 損傷部位での
複製阻害を回避する仕組み（DNA 損傷トレラ
ンス経路）が存在する。この DNA 損傷トレラ
ンス経路には、ゲノム DNA 上の損傷を無視し
て DNA合成を続ける損傷乗り越え型 DNAポリ
メラーゼによる「損傷バイパス」と、損傷が
ない姉妹染色体の相同領域を鋳型鎖として
利用する「テンプレートスイッチ」という 2
つの経路が存在する。いずれの経路も複製阻
害を回避させ、DNA 損傷を残したまま複製装
置の進行を優先させる役割を果たしている。
これらの経路は、Rad18 ユビキチンライゲー
スを中心とした PCNA（複製クランプ）の 164
番目のリジン残基のユビキチン化修飾に依
存して働き、損傷バイパス経路ではモノユビ
キチン化、テンプレートスイッチ経路ではポ
リユビキチン化が起点となっている。また、
複製阻害時には、DNA 損傷トレランス経路と
競合して Rad51 リコンビナーゼに依存した
DNA 相同組換え経路が働くことが知られてい
る。通常、この経路は PCNA の SUMO 化修飾に
依存した Srs2 ヘリカーゼの働きにより抑制
されており、ゲノム不安定化のリスクを伴わ
ないDNA損傷トレランス経路が優先的に働け
るように制御されていると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 複製阻害に伴って引き起こされるクロマ
チンの動態変化は、Rad18 を介した DNA 損傷
トレランス経路の制御と密接に関わってい
ることが予想されるが、その分子制御メカニ
ズムは不明である。また、損傷バイパスとテ
ンプレートスイッチ間の選択的移行は PCNA
のユビキチン化修飾により決定されるが、そ
の選択性や特異性を含めた分子メカニズム
の詳細も不明である。 
 出芽酵母の Mgs1 は、原核生物から高等真
核生物まで高度の保存されている。MGS1 と
RAD18 の二重欠損株は合成致死性を示すため、
Mgs1はDNA損傷トレランス経路の制御に関与
することが示唆されている。しかしながら、
その分子機能については、不明な点が多く残
されている。 
 そこで、本研究では、上記の点に着目して、
DNA 損傷トレランス経路がどのようなメカニ
ズムで制御されているのかについて解明を
目指す。 
 
３．研究の方法 
DNA 損傷トレランスにおけるクロマチン動態

制御の解析 
 DNA 損傷剤に対する感受性に影響を及ぼす
ヒストン変異体の同定と解析を行う。 
(1)DNA 損傷トレランス経路とクロマチン動
態制御との関係性を明らかにするため、出芽
酵母のクロマチン構成因子であるヒストン
H3 および H4 の変異ライブラリーを用いて、
rad18 欠損との二重変異株を網羅的に作製す
る。 
 
(2)単離した二重変異株について、様々な DNA
損傷ストレスを与える薬剤に対する感受性
を調べる。 
 
(3)薬剤に対して顕著な影響が見られた変異
体について、DNA 損傷トレランス経路や DNA
損傷チェックポイント、相同組換え経路への
影響について解析を行う。 
 
DNA 損傷トレランス制御ネットワークの解析 
 MGS1とRAD18の高温感受性二重変異株から
のマルチコピーサプレッサーの単離と解析
を行う。 
(1)MGS1 と RAD18 の両方に変異を持つ高温感
受性二重変異株を用いて、出芽酵母ゲノムラ
イブラリーの導入により、制限温度下で増殖
可能となった細胞を単離する。 
 
(2)単離した細胞からゲノムライブラリー由
来のプラスミドを精製し、シーケンス解析に
よりゲノム領域を同定する。さらに複数の遺
伝子や特異的な配列が存在する場合には、領
域限定を行い、抑圧原因因子を同定する。 
 
(3)同定した因子について、Mgs1 や Rad18 な
どの損傷トレランス経路に関与する因子と
の関係性について解析を行う。 
 
４．研究成果 
DNA 損傷トレランスにおけるクロマチン動態
制御の解析 
(1)DNA 損傷剤に対する感受性に影響を及ぼ
すヒストン変異体の同定 
①出芽酵母 rad18遺伝子欠損とヒストン変異
の両方をもつ二重変異体の作製を行った。ヒ
ストン H3 および H4 の変異ライブラリー（合
計 345 株）を用いて、rad18 欠損株との二重
変異株をそれぞれ遺伝学的手法により単離
した結果、345 種類の全ての変異株について
二重変異株が得られた一方で、二重変異によ
り合成致死を示すものは得られなかった。 
 
②単離した二重変異株について、DNA 損傷剤
であるメチルメタンスルホン酸（MMS）およ
びDNA複製阻害剤であるヒドロキシ尿素（HU）
に対する感受性を検討した。その結果、rad18
単独欠損株およびヒストン単独変異体に比
べて高感受性を示したものが、H3では29株、
H4 では 22 株見出された。また、rad18 単独
欠損株の高感受性と比べてより耐性を示し



たものが、H3 では 5 株、H4 では 3 株見出さ
れた。これらの内、36 種類の変異体について
は、これまでに DNA 損傷ストレスに対しての
影響が報告されていない新規のヒストン変
異体であることがわかった。 
 
(2)DNA 損傷ストレスに耐性を示したヒスト
ン変異体の解析 
①DNA 損傷ストレス（MMS あるいは HU）に耐
性を示したヒストン変異（H3 と H4 の合わせ
て 8つ）の内、MMS と HU の両者に対して顕著
な耐性を示した 3 つの変異（H3 が 2 つ、H4
が 1つ）について、さらに解析を行った。 
 Rad18 は PCNA（Pol30）の 164 番目のリジ
ン（K164）をユビキチン化修飾することで DNA
損傷トレランス経路を促進する。そこで、
rad18 欠損に対するヒストン変異の DNA 損傷
ストレス耐性効果が、PCNA のユビキチン化阻
害を特異的に回避しているかどうか検討し
た。ヒストン変異体と pol30K164R との二重変
異株を作製し、DNA 損傷ストレスに対する感
受性を調べた結果、rad18 欠損と同様に、耐
性を示すことがわかった。 
 また、pol30K164R変異体では、DNA 損傷スト
レスにより、Rad53 のリン酸化修飾を介した
DNA 損傷チェックポイントの著しい活性化が
起こり、細胞は細胞周期の G2/M 期で停止す
ることが知られている。ヒストン変異体との
二重変異株について調べた結果、Rad53 のリ
ン酸化は抑制されており、また G2/M 期での
細胞周期停止も緩和されていることがわか
った。 
 これらのことより、耐性を示したヒストン
変異は、PCNA のユビキチン化を介した DNA 損
傷トレランス経路の欠損をバイパスしてい
ることが示唆された。 
 
②DNA 損傷トレランス経路のバイパス経路と
して、Rad51 を介した相同組換え経路が知ら
れている。そこで、ヒストン変異による耐性
効果と相同組換え経路との関係性を調べる
ため、ヒストン変異体と pol30K164R との二重
変異株に、さらに rad51欠損を導入した三重
変異株の解析を行った。その結果、二重変異
株の DNA 損傷耐性効果は、rad51 欠損により
消失することが明らかになった。このことよ
り、ヒストン変異による DNA 損傷ストレス耐
性効果は、相同組換えに依存していることが
示唆された。 
 
③DNA 損傷ストレス耐性を示すヒストン変異
体では、Rad51 による相同組換え経路が促進
していることが考えられた（上記）。そこで、
これらのヒストン単独変異体を用いて、組換
え頻度の測定を行った。その結果、どの変異
体においても組換え頻度が恒常的に上昇し
ていることがわかった。このことから、スト
レス耐性を示すヒストン変異は、DNA 損傷ト
レランス経路が欠損している場合には、相同
組換え経路を促進することでDNA損傷耐性の

獲得に寄与する一方で、このような相同組換
えの活性化は、ゲノムの不安定性の原因にな
っていることが示唆された。 
 
(3)DNA 損傷ストレス耐性メカニズムの解明 
 DNA 損傷トレランスが働く場合においては、
通常、DNA 相同組換え経路は Srs2 により抑制
されている。そこで、GFP-Srs2 のフォーカス
形成について解析を行った。その結果、ヒス
トン変異体では、GFP-Srs2 の核内フォーカス
形成頻度の低下が観察された。このことから、
これらのヒストン変異体では、相同組換えを
抑制する Srs2 のクロマチン上へのリクルー
ト能が低下しているために相同組換えが亢
進していることが予想された。 
 以上のことより、クロマチン構造を形成す
るヒストンは、相同組換えを抑制することで、
ゲノム不安定化のリスクの低いDNA損傷トレ
ランス経路を優先的に起こす働きをもつこ
とが考えられた。 
 
 上記成果については、下記学会にて発表済
みである（学会発表②および⑤参照） 
 
DNA 損傷トレランス制御ネットワークの解析 
(1)MGS1 と RAD18 の高温感受性二重変異株か
らのマルチコピーサプレッサーの単離 
①DNA 損傷トレランス経路の制御に重要な
MGS1とRAD18に変異をもつ高温感受性二重変
異株を用いて、出芽酵母のゲノムライブラリ
ーを導入した。その結果、制限温度下（37 C̊）
において複数のサプレッサーを得ることが
できた。 
 
②抑圧領域の同定 
 制限温度下で得られたサプレッサーから
ゲノムライブラリー由来のマルチコピープ
ラスミドを抽出し、シーケンス解析を行った。
さらに、シーケンス解析により得られた候補
領域について原因領域の同定を行った結果、
遺伝子を含まないゲノム上の特定領域が高
温感受性株の抑圧に機能していることがわ
かった。また、これまで DNA 損傷トレランス
経路との関係性が報告されていない新規の
遺伝子も見出された。これらのことから、
Mgs1やRad18を介したDNA損傷トレランス経
路の制御は多様な因子と密接に連携し、ゲノ
ムの安定性維持に機能していることが示唆
された。 
 
今後の研究展開 
(1)DNA 損傷ストレスに耐性を示したヒスト
ン変異部位は、DNA 相同組換えの制御を介し
て、DNA 損傷トレランス経路に働くことが示
唆されたものの、その具体的なメカニズムに
ついては不明な点が多い。今後はクロマチン
構造の変化やタンパク質相互作用の制御、ヒ
ストン修飾との関係性について解析する予
定である。 
 



(2)Mgs1 や Rad18 を介した DNA 損傷トレラン
ス経路を欠損した高温感受性株から単離し
たマルチコピーサプレッサーについては、ど
のようなメカニズムで高温感受性を抑圧し
ているのかは不明である。その抑圧遺伝子や
特定配列の機能を踏まえ、Mgs1 や Rad18、DNA
損傷トレランス経路、DNA 損傷チェックポイ
ントなどとの関係性について今後解析を進
めて行く予定である。 
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