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研究成果の概要（和文）：色素性乾皮症バリアント(XP-V)群の責任遺伝子産物であるヒトPolhは、紫外線照射により生
じる主要な紫外線損傷のうちシクロブタン型ピリミジン2量体(CPD)をたいへん効率よく、無傷のDNAの場合と同等の反
応効率で、乗り越えて複製できるが、6-4光産物に対してはヌクレオチドをひとつ重合したところで停止してしまい、
乗り越えて複製することはできない。本課題では、Polhによる損傷乗り越え複製(TLS)が細胞周期チェックポイントの
活性化に及ぼす影響を解析した。PolhやPCNAの変異体を発現させたヒト培養細胞の解析により、TLSと細胞周期チェッ
クポイントの連携機構が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Human Polh is the responsible gene product of xeroderma pigmentosum variant, a can
cer prone syndrome. Polh catalyzes translesion DNA synthesis (TLS) past the most prominent UV-induced DNA 
lesion, cyclobutane pyrimidine dimer (CPD), very efficiently. On the other hand, Polh is unable to bypass 
another UV-induced DNA lesion, 6-4 photoproduct, resulting in the activation of cell cycle checkpoint mech
anisms. This project aimes to address the relations between TLS and cell cycle checkpoint mechanisms. Expr
ession of Polh or PCNA mutants affected cell cycle checkpoint, suggesting a linkage of TLS and checkpoint 
mechanisms in human cells.
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１．研究開始当初の背景 

環境中の放射線や紫外線、種々の化合物、

あるいは、細胞自身の代謝により生じる活性

酸素など、様々な要因により DNA は損傷を

受け続けている。DNA損傷の多くは、正確な

ゲノムDNA複製を担うDNAポリメラーゼの

進行を阻害する。複製フォークの進行阻害は、

細胞周期チェックポイント機構を活性化し

てDNA複製を負に制御してDNA修復を促す

と考えられてきた。一方で、本応募者らは、

高発癌性遺伝疾患である色素性乾皮症バリ

アント(XP-V)群の責任遺伝子産物として、ヒ

ト Polを同定し(Masutani et al., EMBO J. 18, 

3491-3501, 1999; Masutani et al., Nature 399, 

700-702, 1999)、Polが主要な紫外線損傷のひ

とつを効率よく乗り越えて複製できること

を明らかにしてきた(Masutani et al., EMBO J. 

19, 3100-3109, 2000; McCulloch et al., Nature 

428, 97-100, 2004; Biertümpfel et al., Nature465, 

1044-1048, 2010)。これらを含む近年の研究に

より、ゲノム上に未修復の DNA 損傷を残し

たまま複製を行う損傷乗り越え DNA 複製

(TLS: translesion synthesis)機構の重要性が明

らかになってきている。即ち、細胞は、細胞

周期チェックポイントを活性化して複製を

抑制する機構と、TLSを活性化して複製を継

続する機構を併用していると考えられる。し

かし、両機構間の連携機構はほとんど明らか

にされていなかった。 

 

２．研究の目的 

細胞は、DNA損傷による複製阻害に対して、

大別して 2つの対応機構を備えている。ひと

つは細胞周期チェックポイント機構であり、

DNA複製を負に制御してDNA修復を促すと

考えられている。もうひとつは、ゲノム上に

損傷を残したまま DNA 複製を行う機構であ

り、損傷乗り越え複製機構が主要な一翼を担

う。即ち、細胞は、DNA損傷に応答して DNA

複製を抑制する機構と、DNA複製を継続する

機構を併用していると考えられるが、それら

の連携制御機構は明らかではない。本研究で

は、ヒト細胞の損傷乗り越え複製において中

心的な役割を担う DNA ポリメラーゼ・イー

タ(Pol)に着目し、損傷乗り越え複製機構が

細胞周期チェックポイント機構に及ぼす影

響を明らかにすることにより、両機構間の新

規クロストーク機構を見出すことを目的と

した。 

 

３．研究の方法 

2種類の主要な紫外線 DNA損傷のうち、CPD

は Polによる TLS により効率よく複製され

るが、6-4 光産物は複製されにくい。本計画

では、細胞内にこれらの DNA 損傷を特異的

に生じさせた状況を作り出すことができる

細胞系を応用し、Polの発現抑制実験系と発

現誘導系を組み合わせることにより、TLSの

成否と DNA 損傷応答チェックポイントの活

性化及びその抑制機構との関係、及び、複製

阻害によりひとたび活性化されたチェック

ポイントを解除する機構と TLS との関係を

解析する。さらに、Polとヒト細胞内で相互

作用するタンパク質群の発現抑制実験を組

み合わせて解析する。以上の解析により、TLS

とチェックポイントとのクロストーク機構

解析の新しい道筋を示し、今後の研究の礎と

する。本研究は研究代表者が統括し、連携研

究者(助教)及び協力研究者と共に実施する。 

 

４．研究成果 

細胞は、DNA損傷によるDNA複製の阻害に対

して、DNA複製を負に制御してDNA修復を促

す細胞周期チェックポイント機構と、ゲノム

上に損傷を残したままDNA複製を行うDNA

損傷トレランス機構を備えている。DNA損傷

トレランスは、損傷乗り越え複製とテンプレ

ートスイッチと呼ばれる2つのサブ経路より

なり、これらは、PCNAのモノユビキチン化と

ポリユビキチン化により制御されると考えら



れている。試験管内のユビキチン化反応再構

成系を構築し、ヒトタンパク質によるポリユ

ビキチン化反応を解析した。その結果、従来

はモノユビキチン化反応に引き続き、順次ユ

ビキチンが付加されることによりポリユビキ

チン鎖が形成すると考えられていたが、あら

かじめE2上に形成されたポリユビキチン鎖が

直接PCNAに付加される可能性が強く示唆さ

れた。一方で、細胞レベルにおけるPCNA翻訳

後修飾と細胞周期チェックポイントとの連携

についても解析を行った。内在性のPCNAの発

現をsiRNAにより抑制し、siRNAに耐性の外来

PCNAを導入したヒト細胞株におけるDNA損

傷応答を調べた。その結果、被翻訳後修飾部

位である164番目のリジンをアルギニンに置

換したPCNA[K164R]変異体を導入した細胞

株では、紫外線に感受性を示し、また、チェ

ックポイント応答が長時間にわたって持続し

ていた。DNA損傷トレランスと細胞周期チェ

ックポイントとの連携機構の解析系を構築で

きた。色素性乾皮症バリアント(XP-V)群の責

任遺伝子産物であるヒトPolは、紫外線照射

により生じる主要な紫外線損傷のうちシクロ

ブタン型ピリミジン2量体(CPD)をたいへん効

率よく、無傷のDNAの場合と同等の反応効率

で、乗り越えて複製できるが、6-4光産物に対

してはヌクレオチドをひとつ重合したところ

で停止してしまい、乗り越えて複製すること

はできない。本課題では、Polによる損傷乗

り越え複製(TLS)が細胞周期チェックポイン

トの活性化に及ぼす影響を解析した。Polや

PCNAの変異体を発現させたヒト培養細胞の

解析により、TLSと細胞周期チェックポイン

トの連携機構が示唆された。 
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