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研究成果の概要（和文）：ヒトの主要な損傷乗り越え合成酵素Poletaについて、紫外線照射とシスプラチン処理
に応答した翻訳後修飾や細胞内局在変化、細胞の感受性において重要なアミノ酸残基とアミノ酸配列を、Poleta
の立体構造から得られる特徴を元に予測し検証する事で、その機能に重要であるアミノ酸残基とアミノ酸配列を
独自に特定する事ができた。特筆すべき成果は、特定のアミノ酸残基やアミノ酸配列に結合する新規相互作用分
子が多数同定された事であり、それらにはPoletaに対して阻害効果を示す分子やクロマチン構造変換に関わる分
子が複数含まれていた。今後これらの成果が、Poletaを中心とした新たな研究の端緒となる事が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Human Poleta is a major translesion synthesis polymerase involved in DNA 
damage tolerance against UV- or cisplatin-induced DNA lesions. To elucidate its physiological 
function and regulatory mechanism in cellular DNA damage tolerance, I focused on unique structural 
features of human Poleta identified from the comparison of its crystal structure against other 
eukaryotic TLS polymerases. As a result, unique amino acid sequences or amino acid residues of human
 Poleta were deleted or substituted by other amino acid to investigate their role. Biochemical and 
cellular analyses using these mutant proteins revealed that some of them were important for the 
translesion synthesis activity or regulation of human Poleta. It was notable, in this research, that
 several novel proteins and chemical compounds were identified to interact with or regulate human 
Poleta. These findings will open new phase of research on DNA damage tolerance associated with human
 Poleta.

研究分野：分子生物学

キーワード： 損傷乗り越え合成

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）高発がん性を特徴とする色素性乾皮症

バリアント群の責任遺伝子産物である Polη

は、紫外線やシスプラチンなどで生じた DNA

損傷に対して正確性の高いDNA重合反応を行

うことで、染色体複製の速やかな再開に極め

て重要な役割を担う。 

（２）Polη を含む複数の損傷乗り越え合成

（TLS）ポリメラーゼが免疫グロブリン遺伝

子に変異を誘発し、免疫の多様性獲得に貢献

する。 

（３）Polη の TLS 以外の役割として、相同

組換え時のDループでの複製反応や染色体脆

弱部位での複製への関与も報告されている。 

（４）代表者が所属した研究室と米国 NIH の

Wei Yang博士のグループとの共同研究により、

ヒト Polηと DNAの共結晶構造の解明に成功

し、どのようにしてヒト Polηが紫外線損傷

を乗り越えるかを分子レベルで明らかにし

た。 

 

２．研究の目的 

背景で述べたように、Polη は、TLS ポリメ

ラーゼとしてのみならず、体細胞超変異や染

色体安定性の維持などの幅広い生命現象に

関わる重要なタンパク質であるといえる。し

かし、各反応での Polηのアッセンブルやリ

リース、活性制御には不明な点が多く残され

ている。 

一方、Wei Yang らとの共同研究の成果発表と

同時期に別グループから出芽酵母のPolηホ

モログの構造が発表され、それらの比較から

全体的な構造的類似性の高さが示されたと

同時に局所的な相違が明らかとなった。また

ヒトの他のTLSポリメラーゼとの比較などと

合わせて、ヒト Polηの損傷 DNA へのエント

リーやリリースへの関与が示唆されるアミ

ノ酸残基（W42、W64、L378 など）、他のタン

パク質との相互作用部位と推測されるアミ

ノ酸領域（410-412 アミノ酸や 151-170 アミ

ノ酸など）、さらに D ループ複製への関与が

推測されるアミノ酸残基（W339 など）などを

見いだした。 

それに加え、Polηの W297 を中心とした疎水

性ポケットにヌクレオチドが相互作用する

ことを合わせて見出した。 

以上のように、構造比較に基づいて独自に見

出したヒト Polη の特徴から、Polη の TLS

反応およびその制御機構、Polη の TLS 反応

以外の細胞内機能の解明に迫ることを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト Polη 変異体を発現・精製し、

種々の試験管内反応系を用いて DNA 合成活

性、TLS 活性、steady state kinetics、DNA 

結合活性などを測定した。 

（２）変異体全長ヒト Polη を発現する 

XP-V 細胞を樹立し、感受性実験(コロニー形

成率)と突然変異解析(ウアバイン耐性)を行

った 

（３）ヒト Polη の N 末に付 した FLAG 

タグを利用してアフィニティ精製し、

LC-MS/MS による相互作用タンパク質の解析

を行った。 

（４）ヒト Polη W297 を中心とした疎水性ポ

ケットとヌクレオチドの相互作用について、

各種ヌクレオチドの濃度依存的な試験管内 

DNA 合成活性を比較し、ヒト Polη の活性

おける作用を調べた。 

（４）DNA 傷害剤で処理した細胞についてヒ

ト Polη の細胞内局在パターンや翻訳後修

飾状態の変化を経時的に解析した。 

（５）理化学研究所天然化合物ライブラリー

を利用し、ヒト Polηの阻害活性を指標とし

たスクリーニングを行った。 

 

４．研究成果 

第一に、ヒト Polηとその構造的ホモログで

立体構造の比較を行うことで判明した、ヒト



Polη に特徴的なアミノ酸の置換変異および

部分アミノ酸欠失変異を導入したヒト Polη

変異体の発現と精製、さら に DNA合成活性、

DNA 結合活性、損傷乗り越え合成活性の評価

を行った。その結果、アミノ酸点変異体につ

いて DNA 結合活性、DNA 合成活性、損傷乗り

越え DNA 合成活性を調べることができた。第

二に、アミノ酸点変異体ヒト Polηおよび欠

失型変異体ヒトPolηを発現する細胞に対し

て、紫外線損傷感受性とシスプラチン感受性

を比較し、主に欠失型変異体ヒト Polηにお

いて紫外線への抵抗性に重要と予想される

領域を見出すことに成功した。第三に、DNA

損傷誘発時のヒトPolηの細胞内局在の変化

について各種変異体発現細胞を用いて解析

した。その結果、紫外線損傷への抵抗性と核

内の紫外線損傷部位へのヒトPolηの集積に

相関を見いだせた。これにより、紫外線依存

的なヒトPolηの損傷部位への集積に重要な

新規の領域の存在を確認できた。第四として、

ヒト Polη の 151-170 アミノ酸領域および C

末側非活性領域と相互作用するタンパク質

の探索を行い、マススペクトル解析で多数の

相互作用因子を同定した。既知の相互作用因

子も含まれたことから、生理的な結合を反映

して単離された因子が含まれると期待され

た。そのうち、クロマチン構造変換に関わる

因子とヒトPolηの翻訳後修飾への関与に注

目して二つの因子についてさらなる解析を

行った。特に脱ユビキチン化活性を持つ分子

との相互作用については、直接的相互作用で

あることを明らかにした。第五として、ヒト

Polη の W297とヌクレオチドの相互作用が、

ヒトPolηの活性阻害を引き起こすことを明

らかにした。様々なヌクレオチドアナログを

用いた解析の結果、W297 と dATP の特異的な

相互作用が、ヒト Polηと基質 DNA との過度

な親和性を回避する機構が示唆された。第六

として、理化学研究所の天然化合物ライブラ

リーを用いてヒトPolηを阻害する化合物の

探索を行った。約 30,000 種類の化合物を代

表する3,400種類の化合物と結合実験を行い、

相互作用する結合分子と構造の類似した化

合物を足掛かりとして、試験管内でのヒト

Polηの活性への影響を調べた。結果として、

複数種類の化合物でヒトPolηに高い特異性

が期待される阻害効果が見いだせた。 
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