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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(Pol)は、 高発癌性遺伝疾患であ

る色素性乾皮症バリアント群の責任遺伝子産物であり、紫外線損傷などの正確な損傷乗り越え

複製(TLS)を担うことにより、細胞死や癌化を抑制している。本研究期間においては、Polが

正しい TLS だけではなく損傷の種類や状況に応じて、変異を誘発し得ることを明らかにした。

また、新たなタンパク質間相互作用及びタンパク質の翻訳後修飾を見出し、TLS 制御における

生理的意義を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Human DNA polymerase eta (Pol) is the responsible gene product 

of xeroderma pigmentosum variant, a cancer-prone genetic disorder, and protects cells from 

cell death or carcinogenesis by catalyzing accurate translesion DNA synthesis (TLS). 

During this project, we showed that Pol has mutagenic properties depending on DNA 

damages and situations. We have also identified novel protein-protein interactions and 

post-translational modifications of Pol and related proteins which could be important for 

regulating TLS in human cells. 
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１． 研究開始当初の背景 

本研究代表者らは、1999 年に色素性乾皮症
バリアント群の責任遺伝子産物であるヒト
DNA ポリメラーゼ・イータ(Pol)を同定した。
この発見が端緒となり、損傷乗り越え DNA

複製(TLS)機構研究は急速に発展してきた。
本研究の開始時点においては、TLS に関与す
る DNA ポリメラーゼはほぼすべて見出され、
それらを制御する機構の解明が重要な課題
となりつつあった。特に、DNA 複製のスラ
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イディングクランプである PCNA のユビキ
チン化修飾が、TLS の制御に重要な役割を担
うことが、酵母を用いた研究で明らかになり
始めていた。また、Polを始めとする複数の
TLS タンパク質の翻訳後修飾やタンパク質
間の相互作用が見出されつつあった。しかし、
それらのタンパク質の翻訳後修飾や相互作
用を制御する仕組み及びその生理的意義に
ついてはほとんど明らかにされていなかっ
た。従って、TLS 機構の発見に引き続き、そ
の制御機構の解明について先駆的な研究を
展開したいと考えた。 

 

２．研究の目的 

(1) PCNA のモノユビキチン化に関して、ユ
ビキチン化部位の変異体 PCNA[K164R]の細
胞内での機能を解析することにより、PCNA

のモノユビキチン化の生理的意義を明らか
にする。併せて、無細胞 PCNA モノユビキチ
ン化系を用いて、分子機構を明らかにする。 

(2) Polのユビキチン化に関して、その生理
的意義及び分子機構を明らかにする。 

(3) Polのリン酸化に関して、その生理的意
義及び分子機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) PCNA のユビキチン化に関して、siRNA

により内在性の PCNA を抑制し、siRNA に
耐性の外来 PCNA を発現させたヒト細胞株
を 作 出 す る 。 被 修 飾 部 位 の 変 異 体
PCNA[K164R]を発現させた細胞株における
各種DNA損傷に対する感受性及びTLSを調
べる。また、無細胞の PCNA のモノユビキチ
ン化修飾系を構築し、分子機構を調べる。 

(2) Polのユビキチン化に関して、タグを付
加した Pol及びユビキチンを発現させたヒ
ト細胞から、タグを用いてタンパク質を回収
して検出し、その動態やタンパク質間相互作
用を調べる。また、無細胞の修飾系を構築し
て分子機構を調べる。 

(3) Polのリン酸化に関して、リン酸化状態
と細胞内動態の関連を調べる。また、被リン
酸化部位を同定し、その変異体を作出して細
胞内動態やタンパク質間相互作用の解析を
行う。 

 

４．研究成果 
ヒト Polが酸化ヌクレオチドを重合して誤
りを引き起こしたり、免疫グロブリン遺伝子
領域の超突然変異の生成に寄与しているこ
とを明らかにした。また、ヒト細胞内で、Pol

が TLS 因子である REV1 やミスマッチ修復
因子 MLH1 などと複合体を形成しているこ
とを見出した。さらに、ヒト細胞中の内在性
の PCNA を siRNA により抑制し、siRNA に
耐性かつ 164 番目の K を R に置換した外来
性 PCNA を発現させたヒト細胞株を樹立し

て解析を行った結果、この細胞株は顕著な紫
外線感受性を示すことを明らかにした。また、
この細胞株では、紫外線照射後の S 期の進行
が遅延すること、Polの紫外線損傷部位への
集積が認められないことを明らかにし、
PCNA の 164 番目の K の翻訳後修飾が、ヒ
ト細胞内での Polの機能発現制御に重要で
あることを明らかにした。さらに、Polの C

末領域に存在する PCNA との相互作用に必
要な PIP 領域及びユビキチンとの相互作用
に必要な UBZ 領域の変異体を作出し、それ
らを発現させた XP-V 群細胞株を樹立した結
果、UBZ 変異体は細胞の紫外線感受性を回復
できないが、PIP 変異体は紫外線感受性を回
復した。また、PIP 変異体は UBZ 変異体と
同様に、紫外線損傷部位へ集積しなかった。
これらの結果から、Polとユビキチン化され
た PCNA との相互作用には複数の様式があ
り、未解明の複雑な制御機構が存在すること
が強く示唆された。さらに、ヒト細胞中の
Polのリン酸化候補部位の変異体を作出し
て解析を行った結果、587 番目の S を A に置
換した Polは、XP-V 群細胞の紫外線感受性
を回復できないが、D に置換した変異体は、
細胞の紫外線感受性を部分的に回復したこ
とから、この S のリン酸化が Polの機能発
現制御に関わる可能性が極めて高いことを
初めて明らかにした。 
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