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研究成果の概要（和文）：変異誘発は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である
が、その分子機構は不明な点が多く当該研究分野の重要課題である。誘発変異の主要な原因であるDNA損傷トレ
ランスの二つの経路は、DNA複製の補助因子であるPCNAのユビキチン化によって制御され、複製の忠実度の低い
損傷乗り越えDNA合成は点変異の誘発に関与し、鋳型鎖交換反応を介した経路は遺伝子重複等に関与することが
指摘されている。従って、複製後修復経路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、ユビ
キチン化PCNAを標的とする様々な因子の機能解析を通して、 突然変異を制御する分子機能の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Mutagenesis is one of the critical outcomes of exposure by radiation or 
environmental mutagens. The molecular mechanism of the induced mutagenesis, which is one of the most
 important issues in this field, remains to be elucidated.  A significant fraction of the induced 
mutation is generated through a cellular process, so-called DNA damage tolerance.  In humans, two 
sub-pathways are regulated by ubiquitination of PCNA, one of the auxiliary factors of DNA 
replication; one is the error-prone pathway, translesion DNA synthesis, inducing point mutations, 
and the other is template switch, which is the error-free, in principle, but has a risk of genomic 
rearrangements.  Therefore the regulation of the choice of two pathways is a crucial step for the 
maintenance of genetic stability.  In this study, we examined the molecular mechanisms of the 
pathway choice by analysis of factors involved in the PCNA ubiquitination.

研究分野：生化学

キーワード： 損傷トレランス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA損傷トレランスは紫外線などによるDNA損傷から生体を防御する分子機構であるが、一方で、変異誘発の原因
となることから、その生物影響は所謂「諸刃の剣」である。またがん治療においては、ある種の抗がん剤への耐
性や抗がん剤による変異誘発などに関与する。DNA損傷トレランスには二つの分子機構が知られており、その二
つの分子機構の選択は、紫外線やDNA損傷を誘発する抗がん剤に暴露した細胞の生死や遺伝子変異の誘発リスク
を適切に制御する上でとても重要である。本研究成果は、変異誘発についての科学的知見を新たにするだけでな
く、紫外線や抗がん剤などによる生体応答を理解する上での知的基盤を与えるものである。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
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、誘発変異は DNA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、

複製の際にDNAポリメラーゼが損傷DNAに遭遇することは避け
られない。DNA 複製を忠実に行う複製型の DNA ポリメラーゼ
（Polδ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
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
を再開する損傷トレランス機構と呼ばれる分子機構を必要とする
1)。損傷トレランス機構には二つの経路、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
介した損傷乗り越えDNA合成(Translesion DNA synthesis: TLS)
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）。TLS 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
重合することにより 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、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。原理的にこの過程は error-freeであるが、遺伝子重複等に関与す
ることが指摘されている 1)。したがって、損傷部位での TLS または TS への振り分けは、変
異誘発の種類やリスクに影響すると考えられ、その制御は遺伝的安定性の維持に極めて重要で
ある。損傷トレランス機構は 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-(RAD18)2 （E2-E3 複合体）が、ポリユビキチン化酵素として UBC13-MMS2 
（E2-E2バリアント複合体）とHLTF (E3)が同定されている 2)。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 3)。 
	 TLS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た(Masuda et al NAR 20074))。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、
TLS 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-(RAD18)2 (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た(Masuda et al JMB 20105), Masuda et al NAR 20126）)。
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
に成功した。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 Pol η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 TLS 反応の分子機構を提唱した
(Masuda et al JMB 20105))。 
	 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、PCNAのポリ
ユビキチン化の分子機構は従来のモデルとは全く
異なった非常にユニークなものであることを見い
だした(Masuda et al NAR 20127))。これまでは、
PCNAのポリユビキチン化は二段階の反応であり、
RAD6-(RAD18)2がまず PCNAをモノユビキチン
化した後に、UBC13-MMS2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 TLS 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。そこで実際に研究を行ってみると、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、上述の二つ疑問を明快に解決するだけで
なく、TLSと TSがそれぞれ独立に制御されていることを示唆しており、損傷トレランス機構
の制御メカニズムに全く新しい知見を与えるものである（図 2C）。一方でユビキチン化された
PCNAがどのようにして TLSや TSを制御するかは依然不明であった。 
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２．研究の目的 
 
	 これまでの研究では、損傷トレランスの最初のステップである PCNAのユビキチン化の分子
機構に焦点をあて、多くの知見を蓄積してきた。しかし、次の段階であるユビキチン化された
PCNAがどのようにして TLSや TSを制御するかは依然明らかでない。本申請研究では、ユビ
キチン化 PCNAを標的とする様々な因子の機能解析を通じて、誘発変異リスクを適切に制御す
る分子機能を明らかにすることを目的とし、具体的には TLSポリメラーゼとモノユビキチン化
PCNAとの相互作用の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
	
１）DNAポリメラーゼ活性の測定 
5’末端を 32P で標識したプライマーオリゴヌクレオチドを M13 ファージ由来の一本鎖の環状
DNAとアニーリングさせたものを基質とし、DNA合成の補助因子である、RPA、RFC、PCNA
の存在下で Polη、Polιまたは Polκと反応させた。反応産物は 10%の変性アクリルアミドゲ
ル電気泳動で分離し、オートラジオグラムにより解析した。 
 
２）ユビキチン化 PCNAの作成 
ユビキチン化 PCNAを試験管内で作成するために、E1と UBCH5cの S22R変異体を精製し、
PCNAと反応させ、得られた反応産物から、カラムクロマトグラフィーによってユビキチン化
PCNAを単離した。 
 
３）培養細胞の紫外線感受性試験 
色素性乾皮症バリアント群（XP−V）患者由来の培養細胞に Polηおよび、その変異体の遺伝子
を安定的に発現する細胞株を樹立し、紫外線照射後の細胞の生存率を測定した。 
	
４．研究成果	
	
	 モノユビキチン化 PCNAと TLSポリメラーゼの相互作用を様々な手法によって解析し以下
の知見を得た。 
 
１）TLSポリメラーゼ活性を促進する PCNAとの相互作用部位の同定 
	 TLSポリメラーゼのうち、Polη、Polι、Polκは PIP box (PCNA-interacting protein box)
と呼ばれるモチーフを持ち、PCNAと特異的に結合することによりポリメラーゼ活性が促進さ
れる。そこで、これまでに報告されている Polη、Polκの PIP変異体を精製し PCNAによる
促進効果を解析した。その結果、それらの変異体においてもポリメラーゼ活性が促進されるこ
とが分かった。この結果は Polη、Polκでは、これまでに報告されている PIP box以外の、第
二、第三の未同定の PIP boxの存在を示唆した。そこで、Polη、Polκのモチーフ検索、酵母
ツーハイブリッドアッセイ法を行ったところ、新規 PIP box の候補を得た。得られた配列は、
通常の PIP box の配列とは相同性が低く、これまで見逃された理由であると思われた。次に、
これらの新規 PIP boxの変異を Polηと Polκに導入し、PCNAによる活性促進の程度を測定
した。その結果、これらの新規 PIP box は実際に PCNA によるポリメラーゼ活性の促進に寄



与することを証明した。また、従来報告されている PIP boxと多重欠損変異体を作製し、ポリ
メラーゼ活性の促進効果の詳細を明らかにした。 
  
２）TLSポリメラーゼとモノユビキチン化 PCNAとの相互作用の解析 
	 TLS ポリメラーゼのうち、Polη、Polι、Polκ、REV1 はユビキチンと結合するモチーフ
を持ち、モノユビキチン化 PCNAと相互作用することにより、ポリメラーゼ活性が促進される
と考えられている。本研究では、精製したユビキチン化酵素群を用いて、試験管内で PCNAを
ユビキチン化し、これを精製して実験に利用した。本研究ではこの精製したモノユビキチン化
PCNAが、それぞれの TLSポリメラーゼを促進することを証明した。また、Polηのユビキチ
ン結合モチーフの変異体を作製し、ユビキチン結合モチーフが Polηのポリメラーゼの促進効
果に寄与することを証明した。 
 
３）Polηとモノユビキチン化 PCNAとの相互作用の生物学的意義の解析 
	 TLSポリメラーゼのうち、Polηは XP−Vの原因遺伝子として同定され、Polηの機能欠損が
培養細胞の紫外線感受性を助長することが明らかとなっている。XP−V 患者由来の繊維芽細胞
に野生型の Polη遺伝子を導入すると、XPV細胞の紫外線感受性を相補することができる。本
研究ではこの実験系を利用して、PIP boxやユビキチン結合モチーフに変異を導入した変異型
Polηの細胞内での機能解析を行った。1)で同定した新規の PIP box や従来から知られている
PIP box に変異を導入した様々な変異体 Polηを XPV 細胞で発現させ、XPV 細胞の紫外線感
受性の相補試験を行った。その結果、Polηは三つの PIP box が細胞内でも機能的であること
を証明し、それらの PIP boxが異なった機能を担っていることを明らかにした。 
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