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研究成果の概要（和文）：複製後修復機構として知られる損傷トレランス機構は、PCNAのユビキチン化によって
制御される。モノユビキチン化PCNAは忠実度が低い損傷乗り越えDNA合成を、ポリユビキチン化PCNAは忠実度が
高いtemplate switch経路を促進することから、その経路選択は遺伝的安定性の維持にとって極めて重要であ
る。ところがヒト細胞ではポリユビキチン化PCNAがほとんど検出されず、その制御機構は不明な点が多い。本研
究では、ユビキチン化PCNAの新規脱ユビキチン酵素を同定することによって、ヒトでの損傷トレランス制御機構
を解析した。

研究成果の概要（英文）：The DNA damage tolerance pathways as the post-replication repair are 
regulated by ubiquitination of proliferating cell nuclear antigen (PCNA). Since mono- and 
poly-ubiquitination of PCNA stimulates the error-prone pathway, translesion DNA synthesis (TLS), and
 the error-free, in principle, pathway, template switch (TS), respectively. However, in humans, the 
regulatory mechanism is obscure because poly-ubiquitinated PCNA is only slightly detectable.  In 
this study, we identified deubiquitinases for ubiquitinated PCNA and analyzed their functions in the
 damage tolerance pathways.

研究分野： 生化学

キーワード： 損傷トレランス
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１．研究開始当初の背景 
 
 複製後修復 (post-replication repair, 
PRR) は損傷 DNA によって阻害された DNA 複
製を再開する分子機構であり「損傷トレラン
ス」として機能する。PRR には二つの副経路、
損傷乗り越え DNA 合成 (translesion DNA 

synthesis, TLS) と、鋳型鎖交換反応を介し
た template switch (TS) 経路が存在する。
TLS は DNA 合成の忠実度が低く error-prone 
(誤りがちな DNA合成) である一方、TSは DNA
合成の忠実度が高く原理的にerror-free (誤
りのない DNA 合成)である。PRR は PCNA のユ
ビキチン化により制御され、PCNA のモノユビ
キチン化は TLS (error-prone) を促進し、ポ
リユビキチン化はTS (error-free) を促進す
ることから(図 1)、その制御は遺伝的安定性
の維持にとって極めて重要である＜引用文
献①＞。 
 申請者はこれまでに in vitro の詳細な解
析から、 PCNA のモノユビキチン化は
RAD6-RAD182 (E2-E3 三量体) が触媒し、ポリ
ユビキチン化は RAD6-RAD182 と UBC13-MMS2 
(E2-E2 バリアント二量体)、RAD5 [出芽酵母] 
/ HLTF [ヒト] (E3)が触媒することを示した 
(図 1) ＜引用文献①、②＞。ところがヒト細
胞内では、PCNA のポリユビキチン化がほとん
ど検出されないことから、ヒトでのポリユビ
キチン化とTS (error-free) の制御機構の実
態は不明な点が多く残されている。 
 従来、PRR 制御の分子機構は主に PCNA のユ

ビキチン化の側面から研究されてきた。酵母
では PCNA のモノユビキチン化とポリユビキ
チン化によるPRRの制御機構の概念が確立し
ている。ところがヒト細胞では酵母とは異な
り PCNA のポリユビキチン化がほとんど検出
されない。申請者は、ヒト細胞で PCNA のポ
リユビキチン化が観察されない理由が、ヒト
に特有な脱ユビキチン酵素群の関与による

ものではないかと考えた。酵母には知られて
ない脱ユビキチン過程を想定することによ
り、より厳密な PRR の制御が可能となる。こ
の脱ユビキチン制御には原理的に3種類の脱
ユビキチン酵素の関与が想定できる (図 2)。
ここに示したUSP-Xはモノユビキチン化PCNA
からユビキチンを除去する酵素、USP-Y はポ
リユビキチン化 PCNA からポリユビキチン鎖
を除去する酵素、USP-Z はポリユビキチン化
PCNA をモノユビキチン化 PCNA に変換する酵
素である。これらの酵素群を想定することに
より、PCNA のユビキチン化レベルを時空間特
異的に厳密に制御することが可能になる。特
に TS の実行には、必ず利用可能な新生娘鎖
を必要とするので、その開始が厳密に制御さ
れなければ、不完全な中間体を生じ染色体の
不安定性を引き起こす。また、反復配列の多
い高等真核生物にとっては、その反応過程自
体が染色体再編成等の原因となり得るため、
局所的に error-prone な TLS よりも TS の誤
作動による染色体再編成のリスクの方が高
いのかもしれない。したがって、TS を開始す
る時空間の厳密な制御は、染色体の安定性維
持に極めて重要である。おそらく高等真核生
物ではそのような制御機構の帰結として、つ
まり USP-Y と USP-Z が強く働くことによって、
ポリユビキチン化 PCNA が観察できないので
はないかと推測した。 
 しかしながら現在までに、PCNA の脱ユビキ
チン酵素の報告はほとんどなく、ここで提示
したような斬新な酵素群の存在は不明であ
る。脊椎動物ではUSP1＜引用文献③＞とUSP7
＜引用文献④＞がユビキチン化 PCNA の脱ユ
ビキチン酵素として報告されているが、ポリ
ユビキチン化 PCNA に対してどの様に作用す
るかは明らかでない。したがって、本申請研
究が目指す、ユビキチン化 PCNA の脱ユビキ
チン酵素群の同定と解析は非常にチャレン
ジ性が高い。特に、USP-Z（変換酵素）に相
当する酵素については、その概念自体が全く
新しく、これらの酵素の発見は、当該研究分
野だけではなく、ユビキチン関連の分子生物
学分野全体に強いインパクトを与えること
が期待される。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、新規の PCNA の脱ユビキチン酵
素を同定、解析することによって、ヒトでの
損傷トレランス制御機構の解明を目指すも
のである。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、想定される脱ユビキチン酵素の
活性を HeLa 細胞の抽出液中から検索する。
実際に本研究手法を使った当研究室の研究
によりUSP7が同定されている ＜引用文献④
＞。 
 



（１）本申請研究では、ユビキチン化 PCNA
を基質とする様々なタイプの脱ユビキチン
酵素活性を区別しての測定する必要がある。

そこで本研究
では、これま
でに申請者ら
が開発した、
「活性測定の
基 質 と し て
様々な長さの
ユビキチン鎖
が 結 合 し た
PCNA を利用す
る」アッセイ
系を利用した

（未発表）。図 3 は本実験で使用するために
作製した基質 PCNA (レーン 1)と各脱ユビキ
チン酵素との反応産物の予想される結果(レ
ーン 2-4)を表している。モノユビキチン化
PCNA (PCNA-Ub1)からユビキチンを除去する
酵素(USP-X)との反応では、PCNA-Ub1の選択的
な減少と、それに付随して未修飾の PCNA の
増加が期待される(レーン 2)。ポリユビキチ
ン化 PCNA からポリユビキチン鎖を除去する
酵素(USP-Y)との反応では、ポリユビキチン
化 PCNA の一様な減少とそれに付随して未修
飾の PCNA の増加が期待される(レーン 3)。ポ
リユビキチン化 PCNA をモノユビキチン化
PCNA に変換する酵素(USP-Z、変換酵素)との
反応では、ポリユビキチン化 PCNA の一様な
減少とそれに付随して PCNA-Ub1 の選択的な
増加が期待される(レーン 4)。このアッセイ
系を利用することにより、一つの条件でそれ
ぞれの酵素活性の選択的な測定が可能であ
る。基質 PCNA の作製は、申請者の先行研究
＜引用文献①＞に従った。 
 
（２）新規脱ユビキチン酵素の検出 
まず、HeLa細胞の抽出液をphosphocellulose
カラムで粗分画し、非結合分画(100 mM KCl、
P1)と結合分画(420 mM KCl、P2)を得た。こ
れを前述の PCNA の脱ユビキチン反応系に添
加し、脱ユビキチン活性を測定した。活性が
検出された画分について段階的なカラムク
ロマトグラフィーによってさらに精製を進
めた。 
 
（３）酵素活性に寄与するタンパク質を同定
するために精製の最終段階の画分をゲル電
気泳動で分離し、質量分析を行った。質量分
析によって得られた情報をもとに、候補遺伝
子をクローニングした。 
 
（４）候補遺伝子から組換えタンパク質を精
製しユビキチン化 PCNA の脱ユビキチン反応
を解析した。 
 
（５）siRNA を用いて候補遺伝子の発現を抑
制し、候補遺伝子の機能解析を行った。 
 

（６）Crisper-Cas9 システムを用いて候補遺
伝子を破壊し、候補遺伝子の機能解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
 
（１）これまでの研究から、ユビキチン化
PCNA を基質とする脱ユビキチン酵素として
USP7 に加えて、さらに２つの酵素を同定した。
本研究では、USP1 は同定されなかった。酵素
活性の精製を進め、候補遺伝子を特定した。 
 
（２）組み換えタンパク質を大腸菌で発現さ
せ、精製タンパク質標品を得た。組み換えタ
ンパク質が HeLa 細胞の抽出液中から精製し
た酵素と同等の活性を示したことから、同定
した遺伝子が目的の酵素をコードするもの
と結論した。 
 
（３）特定した遺伝子を培養細胞で knock 
down し、生理的機能の解析を行った。また、
Crisper-Cas9 システムを用いて候補遺伝子
を破壊した細胞株を樹立し、生理的機能の解
析を行った。その結果、これらの細胞は、紫
外線感受性、放射線感受性等に異常が観察さ
れた。また、PCNA のユビキチン化レベルにも
変化が観察されたことから、これらの酵素が
ユビキチン化 PCNA の制御に寄与する可能性
が示唆された。 
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