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研究成果の概要（和文）：哺乳類の TLS ポリメラーゼ Polη、Polι、Polκ、REV1 と Polζ は、

複製装置の一構成因子である PCNA を足掛かりに、損傷部位で停止した複製装置と相互作用し

て損傷部位に限定的な DNA 重合反応を行う。TLS ポリメラーゼと PCNA との結合や TLS ポ

リメラーゼ間の相互作用は、多様な損傷に応じて最適な TLS ポリメラーゼを複製停止部位に導

入する機構を理解する上で重要であり、近年注目を集めている。代表者は、紫外線損傷誘発時

の TLS ポリメラーゼの役割を明らかにするため、様々な TLS ポリメラーゼを欠損させたマウ

ス胚性線維芽細胞（MEF）を材料として研究を行い、Polη が紫外線損傷の TLS を行えない場

合でも、Polη と REV1 が直接結合することで別経路の TLS 反応が起こること、そしてこの別

経路の TLS 反応は突然変異を引き起こしやすいことを新たに明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：DNA polymerase η (Polη), whose gene mutation is responsible for 
the inherited disorder xeroderma pigmentosum variant (XP-V), carries out accurate and 
efficient TLS against cyclobutane pyrimidine dimer (CPD).  Since Polη interacts with 
Polι and REV1, it is suggested that Polη plays a role in recruitment of these TLS 
polymerases at lesion site.  But it is unclear whether UV sensitivity of XP-V patients 
is caused not only by defect of Polη activity but also by dysfunction of network between 
Polη and other TLS polymerases.  Here, we examined whether the TLS polymerase network 
via Polη is important for replicative bypass of CPDs and DNA damage tolerance induced 
by UV in mouse cells.  We observed that UV sensitivity of Polη-deficient mouse cells 
was moderately rescued by the expression of inactive Polη.  Moreover, this recovery of 
cellular UV sensitivity was mediated by the interaction between Polη and REV1.  However, 
expression of inactive mutant Polη was not able to suppress the striking incidence of 
UV-induced mutation observed in Polη-deficient cells.  Finally we demonstrated that 
REV1 and Polκ are involved in mutagenic DNA damage tolerance via Polη–REV1 interaction 
when Polη was failed to bypass its cognate substrates. 
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１．研究開始当初の背景 

染色体 DNA 複製では、DNA 合成酵素などの
多くの因子が複雑な分子間ネットワークを
構築し、一つの精緻な装置として複製反応を
担う。紫外線で生じる損傷は、この複製装置
の進行を妨げるが、生物は損傷に対応して
DNA 合成を行える「TLS ポリメラーゼ」と総
称される特殊な酵素を獲得した。哺乳類の
Polη、Polι、Polκ、Rev1 と Polζ が、複
製装置の構成因子 PCNA（proliferating cell 
nuclear antigen）を足掛かりに、損傷部位
で停止した複製装置と相互作用して損傷部
位に限定的な DNA 重合反応を担うことで、複
製装置による染色体複製の速やかな再開に
極めて重要な役割を担うことが、代表者の所
属研究室を含め、本邦および欧米の複数の研
究室で明らかにされている。とりわけ、TLS
ポリメラーゼと PCNA との相互作用や TLS ポ
リメラーゼ間のネットワークは、多様な損傷
に応じて最適な TLS ポリメラーゼを複製停止
部位に導入する機構を理解する上で近年最
も注目を集めている。 
 
２．研究の目的 
（目的１）Polη および Polι の不活性型と
Rev1 相互作用不全変異体の安定発現細胞の
樹立：Polη 欠損あるいは Polη- Polι 二重
欠損 MEF を材料に、Polη の不活性型および
Rev1 相互作用部位に変異体安定発現細胞を
既に樹立済みで、同様にして①不活性型 Rev1
ノックインマウスを利用した多重変異マウ
ス系統由来の MEF を樹立し、②Polηと Polι
の不活性型や Rev1 相互作用不全変異体の安
定発現細胞を作製する。 
（目的２）不活性型および Rev1 相互作用不
全変異体を安定発現している細胞の表現型
解析：（目的１）で樹立した MEF を用いて、
①紫外線に対する感受性や変異スペクトラ
ム、②局所的紫外線照射技術と蛍光抗体免疫
染色法を利用した損傷部位における細胞内
TLS ポリメラーゼ複合体形成とその構成、③
免疫沈降法による相互作用の有無、について
解析する。 
（目的３）不活性型 Polη ノックインマウス
個体の作出：①不活性型 Polη を安定発現し
ているノックインマウス系統の樹立と、②不
活性型 Rev1 ノックインマウスや Polη 欠損
マウスとの交配で、不活性型 Polη 安定発現
の多重変異マウス系統を樹立する。 
 
３． 研究の方法 

（方法１）Polη および Polι の不活性型と
Rev1 相互作用不全変異体の安定発現細胞の
樹立不活性型変異と Rev1 相互作用不全変異
を持つ Polη を、過去に樹立済みの Polη 欠
損および Polη- Polι 二重欠損 MEF に導入
し、安定に発現する株を樹立する。 
（方法２）Polη および Polι の不活性型と
Rev1 相互作用不全変異体の安定発現細胞の
表現型解析①（方法１）①と②で樹立した細
胞株の紫外線（0~8 J/m2）感受性について、
先行研究と同様にし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、紫外線感受性における Polη、Polι、Rev1
の活性と相互作用の破綻の影響を明らかに
する。②HPRT 遺伝子の変異を検出する
6-thioguanine 耐性を指標として自然突然変
異と紫外線誘発突然変異の変異率およびス
ペクトラム解析を行い、不活性型および相互
作用不全変異体の存在時に働く TLSポリメラ
ーゼを推定する。③紫外線処理後の MEF の核
から、0.1% Triton-X100 抽出、更に 0.3 M NaCl
抽出とクロマチン画分を調製し各 TLSポリメ
ラーゼ特異的な抗体を用いた免疫沈降を行
う。各画分中に存在する TLS ポリメラーゼの
組成や PCNA の修飾パターンを解析すること
で、変異に応じた TLS ポリメラーゼ複合体の
量的、質的な変化を解析する。 
（方法３）Polη および Polι の不活性型と
Rev1 相互作用不全変異体の安定発現細胞の
表現型解析①Polη および Polι の不活性型
と Rev1 相互作用不全変異体を発現している
MEF に局所的紫外線照射を行い、TLS ポリメ
ラーゼの損傷部位での集積を解析する。初年
度（方法２）③の結果と併せて、損傷に応じ
た TLS ポリメラーゼの相互作用と挙動を解析
する。②紫外線で生じる主要な DNA 損傷であ
るシクロブタン型ピリミジン二量体（CPD）
と 6-4 光産物を、光エネルギーを利用して特
異的に修復する光回復酵素を各 MEFに発現さ
せ、CPD あるいは 6-4 光産物を特異的に除去
した条件で解析を行うことで、損傷の種類に
応じた TLSポリメラーゼ切り替え機構とバッ
クアップ機構について明らかにする。 
 
４．研究成果 

Polη 欠損 MEF の紫外線感受性が、活性中
心のアミノ酸置換変異により活性を失った
不活性型 Polη（PD Polη）の発現で有意に
低下することを代表者は独自に見出した。
（次図） 



申請時に予定した研究方法に従って解析
を進めた結果、不活性化により Polη 自身が
紫外線損傷の TLSを行えない場合でも不活性
型 Polη は紫外線損傷部位に蓄積し、REV1 と
の直接結合を介して別経路の TLS 反応を引き
起こすこと、そしてこの別経路の TLS 反応は
突然変異を引き起こしやすいことを新たに
明らかにした。複数の TLS ポリメラーゼを同
時に欠損している MEF を用いた解析から、こ
の別経路の TLS 反応に Polι は関わらず、一
方で Polκが重要な働きを担うことを明らか
にした。ただし Polκ を単独で欠損した MEF
は部分的な紫外線感受性を示すことから、
Polη のバックアップ経路としてだけ機能す
るのか、Polηとは関係なく紫外線損傷の TLS
反応に関わるのかは定かでない。これらの結
果から、特定の損傷部位の複製時に働く TLS
ポリメラーゼに何らかの問題が生じた場合
でも、TLS ポリメラーゼ間の相互作用を介し
て別の TLS ポリメラーゼに切り替わり、突然
変異の導入というリスクを負いながらも細
胞死を防ぐために複製を継続させる経路の
存在を世界に先駆けて明らかにした（下図）。 
 

このようなバックアップ経路の存在は、
Polη の役割から推測して紫外線損傷に限定
されるものでは無いと予想される。また損傷
との親和性という点でも、損傷の種類に応じ
て異なる TLS ポリメラーゼが関与する複数の
バックアップ経路が発動する可能性も考え
られ、損傷乗り越え機構の解析に新たな展開
をもたらす研究として、今後の解析の進展が
大いに期待される。 

変異誘発のリスクを負いながら細胞の生

存を優先する経路が正しく制御されないと、
紫外線で誘発される皮膚がんの発生率を上
げると予想される。このような観点に立って、
不活性型 Polηを安定発現しているノックイ
ンマウス系統の樹立を試みた。申請時点です
でにスクリーニングが終盤に差し掛かって
いたマウス ES 細胞の遺伝子型解析を進め、
ノックインマウス作成に使用する ES 細胞を
樹立できた。しかし新設された動物飼育施設
の不具合と期間中に発生した東日本大震災
の影響とでマウス個体作出の時期が遅れ、よ
うやく最終年度の末から個体作出に取り掛
かっている。個体作出が叶えば、Polη 欠損
マウスに比較して不活性型 Polη発現マウス
での紫外線誘発皮膚腫瘍の発生率は上昇す
ると期待される。また代表者らは、過去の研
究から Polη欠損マウスでは免疫グロブリン
遺伝子の体細胞超突然変異に異常の生じる
ことを報告している。不活性型 Polη による
バックアップ経路と体細胞超突然変異導入
との関係も、不活性型 Polη 発現マウスで注
目すべき重要なテーマである。 

一方で、Polη のパラログでありながら、
主な生理的機能が未だ不明な点の多い Polι
について、紫外線で誘発される突然変異を抑
制する役割のあることが強く示唆される結
果を得た。Polι の紫外線損傷における役割
については、過去に代表者らがマウスにおけ
る紫外線誘発皮膚腫瘍の発生抑制への関与
を報告しており、本申請課題での成果はそれ
を裏付ける結果として今後の解析に注力す
る。 
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