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研究成果の概要（和文）：ヒトDNAポリメラーゼ・イータ（Polη）と紫外線損傷DNAとの共結晶構造に基づい
て、鋳型DNAとの相互作用に重要と考えられるアミノ酸を置換したPolη点変異体を作成し、精製タンパク質の生
化学的な解析を行った。またこれらの点変異体を発現するベクターを導入したXP-V細胞について、紫外線感受性
および6-チオグアニン耐性による突然変異率の測定を行った。
　一方、ヒトPolηに対して阻害効果を示す化合物のスクリーニングを実施した。天然物由来の低分子化合物を
固定化した化合物アレイを用い、Polηに結合する化合物を抽出、その中からPolηのプライマー伸長活性に対し
て阻害効果を示す化合物を絞り込んだ。

研究成果の概要（英文）：In order to identify the important amino acid residues for the template DNA 
binding of human DNA polymerase eta (Pol eta), we generated several point mutants of Pol eta based 
on the co-crystal structure of Pol eta-UV-damaged DNA complex. We analyzed these purified Pol eta 
biochemically as well as UV sensitivity and mutation frequency of 6-thioguanine resistance.
We also conducted screening of Pol eta inhibitors using chemical arrays of natural low 
molecular-weight compounds by Pol eta-binding at first and then examined inhibitory activities of 
these compounds using primer-extension reaction. We successfully obtained several Pol eta inhibitor 
candidates and some of them are plausibly specific for Pol eta.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトPolηと紫外線損傷DNAとの共結晶構造に基づいて、鋳型DNAとの相互作用に重要と考えられるアミノ酸を置
換した点変異体タンパク質の解析から、鋳型DNAとの相互作用が弱い変異体は全て野生型と比較してDNA鎖の伸長
反応が進みにくい結果となった。このことは結晶構造解析によるタンパク質の機能予測が非常に的確であること
を示している。
一方、天然物由来の低分子化合物を固定化した化合物アレイを用い、ヒトPolηに対して阻害効果を示す化合物
のスクリーニングを行い、Polηに特異的な阻害剤の候補を選択した。これらは代表的な制がん剤であるシスプ
ラチンとの併用により、制がん効果の増強に効果的な可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 私どもの研究グループは、皮膚がんを高頻度に発症するヒト遺伝病の一つ、色素性乾皮症
（XP）の中で唯一ヌクレオチド除去修復が正常なバリアント群（XP-V）細胞では、紫外線（UV）
による主要な損傷であるシクロブタン型ピリミジン 2 量体（cyclobutane pyrimidine dimer: 
CPD）を効率よく乗り越えることの出来る特殊な DNA ポリメラーゼ（Polη）が欠損している
ことを世界に先駆けて見出した。この発見が端緒になって損傷乗り越え合成（translesion 
synthesis: TLS）に関わるその他の DNA ポリメラーゼの発見、それらの生化学的な研究など
が急速に進められ、遺伝子ノックアウトなどによる TLS ポリメラーゼの生理的機能の研究も盛
んに行われている。我々も Polηおよびそのパラログである Polιの単独あるいは二重ノックア
ウトマウスを作出し、これらの TLS ポリメラーゼが UV による皮膚発がんの抑制に働いている
こと、さらに Polηは免疫グロブリン遺伝子領域の体細胞超突然変異や相同的遺伝子組換えに
も関与していることを明らかにした。 
 その後、我々は米国 NIH の Wei Yang 博士のグループとの共同研究により、世界に先駆けて
ヒト Polηと UV 損傷 DNA の共結晶構造の解明に成功し、ヒト Polηがどのようにして DNA
上の UV 損傷を乗り越えるかを分子レベルで明らかにした。同時期に別の研究グループから出
芽酵母の Polηホモログの結晶構造が発表され、両者の比較により全体的な構造類似性が示さ
れたと同時に局所的な相違も明らかとなり、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、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、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などを見出した。またヒト
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し、Polηの DNA 合成
活性を阻害することを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、背景の項で述べたヒト Polηと出芽酵母 Polηの構造比較に基づいて独自に
見出したヒトPolηの特徴から、ヒトPolηのTLS反応およびその制御機構やヒトPolηのTLS
反応以外の細胞内機能の解析に迫ることである。またヒト Polηの構造情報を基に、特異的阻
害剤を探索することをもう一つの目的とする。それによって、未だに代表的な制がん剤である
シスプラチンと併用することによって、その制がん効果を増強することが可能となるはずであ
る。 
 
３．研究の方法 
1) Polηの損傷 DNA への結合活性および損傷乗り越え合成活性の測定法 
 ヒト Polηの損傷 DNA への結合活性は、30mer のオリゴ DNA のほぼ中央部に主たる UV
損傷である CPD を有する一本鎖 DNAとそれに相補的な非損傷一本鎖DNA とをアニールさせ
た二本鎖オリゴ DNA の片側の 5’末端を P32で標識し、ゲルシフト反応によって測定した。ま
た損傷乗り越え合成活性は、ゲルシフト反応に用いたと同じで中央部付近に CPD を有する
30mer の一本鎖オリゴ DNA とそれに相補的で CPD の手前までの 16mer の一本鎖 DNA をプ
ライマーとしてアニールさせた部分二本鎖 DNA を基質として測定した。プライマーの 5’末端
は P32で標識し、反応後、尿素を含むゲルで泳動し、プライマーの長さを測定した。 
2) XP-V 細胞に Polη の点変異体発現ベクターを導入した細胞の UV 感受性と突然変異率測定 
 細胞の UV 感受性は、ミトコンドリアの活性を指標とする MTS アッセイとコロニー形成法
により測定した。また細胞の UV 誘発突然変異率および自然突然変異率は、6-チオグアニン耐
性によって測定した。 
3) Polη に対する阻害活性を持つ化合物のスクリーニングには、理化学研究所の長田裕之先生
のグループとの共同研究で、天然物由来の低分子化合物を固定化した化合物アレイと、理研
NPDepoが保有する化合物バンクを代表する 376種類の化合物パイロットライブラリーを用い
た。前者については、His タグを有する Polη を流して化合物に結合させ、抗 His タグ抗体を
用いて検出した。後者のライブラリーについては、PCR 法を用いた簡易な反応で、プライマー
伸長活性を測定した。 
 
４．研究成果 
1) ヒト Polη の点変異体タンパク質の生化学的解析 
 ヒト Polη の構造に基づいて、鋳型 DNA との相互作用に重要と考えられるアミノ酸残基 42
番目および 64 番目のトリプトファン、378 番目のロイシンをそれぞれアラニン、アラニンと
セリン、アラニンとグリシンに置換した点変異体を作成し、それらのタンパク質を大腸菌にて
発現・精製後、生化学的な解析を行った。W42 と W64 はアミノ酸置換により DNA 結合活性
が低下し、特に W42A の DNA 結合活性は W64A および W64S の DNA 結合活性よりも低かっ
た。L378はアラニンへの置換により野生型ヒトPolηとの間に顕著な差は認められなかったが、
グリシンへの置換により DNA 結合活性が若干低下した。主たる UV 損傷である CPD を有す
る鋳型 DNA と、それに相補的で CPD の手前までの 16mer のプライマーを使用したプライマ
ー伸長反応の結果、L378A を除くすべての点変異体で野生型と比較して 17mer と 19mer の生
成物蓄積が見られた。この結果から、鋳型 DNA との相互作用が弱い変異体はすべて野生型よ
り伸長反応が進みにくいことが示唆された。 



 やはりヒト Polη の構造情報から、297 番目のトリプトファンを中心とした疎水性ポケットが
ヌクレオチドとの相互作用に重要であると考えられたので、W297 変異体を作成してそれらの
性質を調べた。その結果、野生型および W297K において高濃度の dATP によるポリメラーゼ
活性の阻害がみられたのに対し、W297Y および W297A ではこの阻害が見られなかった。dATP
のアナログについて阻害効果を調べたところ、dGTP にも若干の阻害効果が見られ、プリン環、
デオキシリボース、リン酸基が阻害に重要であることが示唆された。 
 また組換えタンパク質の不溶性の問題から解析が進まなかった欠失変異体ヒト Polη につい
ては、N 末に GST タグを、C 末に His タグを付けることによって可溶性が増すことが分かっ
た。 
2) ヒト Polη の点変異体を発現する XP-V 細胞の解析 
 上記のように生化学的な解析を行ったヒト Polη の点変異体を発現するベクターを導入した
XP-V 細胞（XP2SA SV3）について、UV 感受性および突然変異率の測定を行った。XP-V 細
胞に野生型ヒト Polη を発現させた場合、ポジティブコントロールである WI38 VA13 細胞とほ
ぼ同じ UV 感受性を示した。同様に XP-V 細胞にヒト Polη W42A、W64A、W64S、L378G を
発現させた場合、程度の差はあるもののいずれも野生型 Polη を発現させた場合に近い UV 感
受性の回復が見られた。一方、XP-V 細胞にヒト Polη L378A を発現させた場合には、UV 感受
性が高いままであった。このことは、in vitro での生化学的な解析結果から予想されるのとは
逆の結果であり、大変興味深い。UV 誘発突然変異率に関しては、XP-V 細胞に野生型ヒト Polη
を発現させた場合と W42A 変異体、W64A 変異体、L378A 変異体を発現させた場合とで、い
ずれも XP-V 細胞とは異なり、低い変異率しか示さなかった。また自然突然変異率はいずれの
場合にも低かった。 
3) ヒト Polη に対して阻害効果を示す化合物のスクリーニング 
 化合物アレイを用い、ヒト Polη に結合する 44 化合物を抽出した。その中から Polη のプラ
イマー伸長活性に対して阻害効果を示す 4 種類の化合物を絞り込んだ。それらの構造類似物質
である 28 化合物に対して、同様の活性阻害効果を調べた結果、新たに 14 化合物で阻害効果が
認められた。これら計 18 化合物について、大腸菌 DNA ポリメラーゼ I に由来する Klenow 
fragment（Kf）及び真核細胞の複製ポリメラーゼの一つである DNA ポリメラーゼ α（Polα）
に対する阻害効果を調べることにより、Polη に対する特異性が期待出来る 5 種類の化合物を特
定した。 
 一方、376 種類の化合物パイロットライブラリーに対して Polη への阻害効果を検討し、9 化
合物に阻害効果を認め、A グループとした。さらに濃度依存性実験を行うことで 5 化合物まで
絞り込み、B グループとした。また A グループの構造類似物質 39 種類に対して阻害効果を検
討した結果、新たに 9 化合物で阻害効果を認め、C グループとした。そこで、B グループと C
グループの化合物について Kf および Polα に対する阻害効果の有無を判定した結果、B グルー
プから 2化合物とCグループから 3化合物が残った。これにより、異なる二つのアプローチで、
それぞれ 5 化合物ずつ、計 10 化合物を Polη に対する特異性が期待できる候補物質として特定
するに至った。 
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