
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(A)（一般）

2015～2013

DNA損傷による複製阻害を回避するメカニズムの包括的理解

Analysis of mechanisms to tolerate for DNA replication blockage at DNA lesions

４０２４１２５２研究者番号：

益谷　央豪（Chikahide, Masutani）

名古屋大学・環境医学研究所・教授

研究期間：

２５２４１０１１

平成 年 月 日現在２８   ６ ２１

円    33,000,000

研究成果の概要（和文）：ヒト細胞内で、PCNA3量体中の複数の分子のK164が同時にマルチ修飾を受けることにより、P
olhによる損傷乗り越え複製とは異なる未知の複製阻害回避機構が活性化制御される。また、Polhは3つのPCNA相互作用
領域とユビキチン結合領域を持ち、それぞれに固有かつ重複的な複雑な相互作用により制御されている。PCNAの可逆的
なモノユビキチン化の制御には、複数の脱ユビキチン化酵素が寄与しており、USP1がDNA複製と協調して紫外線損傷の
正確な乗り越え複製に寄与するのに対して、USP7は酸化的DNA損傷の修復に伴う突然変異を抑制している。DNA損傷によ
る複製阻害の回避機構の包括的理解に繋がる成果を得た。

研究成果の概要（英文）：In human cells, multiple units of a PCNA homo-trimer are simultaneously 
mono-ubiquitinated at K164, which could activate unidentified mechanisms other than Polh-mediated 
translesion synthesis to replicate damaged DNA. Human Polh contains three PCNA-interacting motifs and a 
ubiquitin-interacting domain, all of which are included in the regulation of Polh-mediated translesion 
synthesis in a cooperative and redundant manner. A deubiquitinating enzyme, USP1, plays a crucial role in 
the regulation of DNA replication-coupled translesion DNA synthesis past UV-induced DNA lesions. USP7 is 
also involved in the PCNA deubiquitination and suppresses oxidative-stress-induced mutagenesis.

研究分野：分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 紫外線や放射線、種々の化学物質、あるい
は細胞自身の代謝産物である活性酸素など、
様々な要因により、ゲノム DNA 上には様々
な損傷が生じている。DNA損傷が放置されれ
ば、正常な転写や DNA 複製が妨げられて細
胞死や突然変異が引き起こされ、ひいては癌
化や老化、種々の生理機能の異常に繋がる。
しかし、生物は多様な DNA 損傷に巧妙に対
応し、それらによる弊害を未然に防ぐ機構を
備えている。 
 日光過敏や高頻度発癌を主な特徴とする
常染色体性劣性遺伝疾患である色素性乾皮
症(XP: xeroderma pigmentosum)は 8つの遺伝
的相補性群に分類され、XP-A～XP-Gの 7群
はヌクレオチド除去修復機構に、XP-V(バリ
アント )群は損傷乗り越え複製 (TLS: 
translesion synthesis)機構に異常がある。本応
募者らは、XP-C 群責任遺伝子産物複合体を
同定し(Masutani et al. EMBO J., 1994)、これが
紫外線照射により生じる(6-4)光産物などの
比較的嵩高い損傷を効率よく認識して、効率
の良い除去修復を促すメカニズムを明らか
にした(Sugasawa et al. Genes Dev., 2001)。一方
で、もっとも大量に生じる紫外線損傷である
CPD (cyclobutane pyrimidine dimer)は認識され
にくく、その除去修復効率は低い。続いて本
応募者らは、XP-V 群責任遺伝子産物、ヒト
DNA ポリメラーゼ・イータ(Pol)を同定し
(Masutani et al. EMBO J., 1999; Masutani et al. 
Nature, 1999)、Polが CPDを鋳型として効率
よく正確な DNA 合成を行う分子機構を明ら
かにしてきた(Masutani et al., EMBO J. 2000; 
McCulloch et al., Nature 2004; Biertümpfel et al. 
Nature 2010)。ただし、Polは少なくとも単独
では、(6-4)光産物の TLSを担うことはできな
い。Polの発見以後、次々と新規の DNA ポ
リメラーゼが同定され、複数の DNA ポリメ
ラーゼが、それぞれ某かの DNA 損傷の TLS
に関わると考えられるようになった。 
 2002年の独国のグループの報告以降、複製
ポリメラーゼのスライディング・クランプで
ある PCNAの 164番目のリジン(K164)の翻訳
後修飾が、複製阻害回避機構の制御において
重要な役割を担うことが明らかにされてき
た。Polを含む Yファミリーの TLSポリメラ
ーゼは、PCNA及びユビキチンとの相互作用
ドメインを有しており、RAD6/RAD18が担う
PCNA-K164 のモノユビキチン化により TLS
が活性化される。興味深いことに、TLSポリ
メラーゼの中で唯一 Polだけが RAD18と直
接相互作用し、この相互作用により Polは優
先的に損傷で停止した複製フォークへリク
ルートされると考えられる。TLSポリメラー
ゼ間には、REV1 を中心としたタンパク質間
相互作用が知られており、本応募者らは、Pol
と REV1 との相互作用が、REV1 の損傷部位
へのリクルートを促進すること及び自然突
然変異の抑制に寄与することを明らかにし
た(Akagi et al. DNA Repair 2009)。これらのタ

ンパク質間相互作用などにより、DNA損傷の
種類に応じた適切な TLS ポリメラーゼの選
択がなされると考えられるが、その詳細は明
らかではなかった。 
 TLSに加えて、酵母の遺伝学的解析などか
ら、PCNA-K164がポリユビキチン化(K63) さ
れることにより、テンプレート・スイッチと
呼ばれる複製阻害回避機構が活性化される
と考えられる。本応募者らは、ヒトタンパク
質による試験管内再構成系を用いて、
RAD6/RAD18 がモノ及びポリユビキチン化
の選択に関わる重要な因子であることを明
らかにした(Masuda et al. Nucl. Acids Res. 
2012)。しかし、ヒト細胞における PCNA の
ポリユビキチン化はほとんど検出されてお
らず、テンプレート・スイッチの分子機序や
活性化機構はまだほとんど明らかにされて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
 生物は DNA修復機構に加えて、DNA損傷
による DNA 複製の阻害を回避する機構を備
えている。Polによる損傷乗り越え複製(TLS)
がその一翼を担うが、損傷の種類によっては
他の Polによる TLSや未解明の機構が活性化
されると考えられる。その制御において、
RAD18 による PCNA のモノユビキチン化及
びポリユビキチン化が重要な役割を担うが、
適切な機構を選択する機序や相互の連携機
構などはほとんど明らかにされていない。本
研究は、ヒト細胞において、Polにより PCNA
のモノユビキチン化が亢進されること、そし
て、PCNAホモ 3量体中の複数の分子が同時
に翻訳後修飾を受けることが未知の複製阻
害回避機構の制御に寄与していること、など
の独自の知見に基づき、複製阻害回避機構及
びそれらの高次連携制御機構を包括的に理
解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 PCNAホモ 3量体中の複数の分子が同時に
マルチ翻訳後修飾されることの生理的意義
を明らかにするために、PCNAの被修飾部位
である K164を Rに置換した変異体 PCNAを
恒常的に発現させたヒト細胞株を作出し、
DNA 損傷応答を解析した。Polを欠損した
XP-V 群患者由来の細胞を用いた解析を併せ
て行うことにより、PCNA のマルチ修飾と
Polによる TLS経路との関係を解析した。一
方で、Polとユビキチン化 PCNAとの相互作
用の意義を明らかにするために、PIP (PCNA 
interacting protein) box及びユビキチン化相互
作用領域に変異を導入した Polを作出し、無
細胞系における DNA 合成活性と細胞レベル
での損傷応答を対応させながら解析した。併
せて、Pol及び Polについても同様の解析を
行った。さらに、PCNAの翻訳後修飾を制御
する因子を探索し、紫外線 DNA 損傷と酸化
的 DNA 損傷に対する応答への寄与を調べる
ことにより、その生理的意義を解析した。ま



た、クロマチンリモデリング因子の発現抑制
がPCNAのユビキチン化に及ぼす影響を検討
した。 
 
４．研究成果 
 PCNAがホモ 3量体であることに着目して
解析を行い、ヒト細胞内で、PCNA3量体中の
複数の分子が同時にモノユビキチン化（以下、
マルチユビキチン化）されたものが存在する
ことを見出した。さらに、被修飾部位の変異
体 PCNA[K164R]を恒常的に発現させたヒト
細胞内では、内在性 PCNA と PCNA[K164R]
が混在した 3量体を形成しているためにマル
チ修飾が阻害された状況を作ることを示し
た。この状況下では、紫外線照射後の PCNA
のモノユビキチン化は起こり、Polによる
TLS の異常は認められないが、S 期の進行遅
延が認められることを見い出した。Pol欠損
細胞においても、マルチ修飾の阻害による紫
外線損傷 DNA の複製遅延が認められたこと
から、PCNA3量体の複数分子におけるマルチ
修飾が未知の複製阻害回避機構の制御に寄
与していることを明らかにした。 
 Polの C末領域には、2つの PCNA相互作
用領域(PIP)とユビキチン相互作用領域(UBZ)
が存在することが報告されていたが、これら
に加えて、第 3の PIPを見出した。3つの PIP
の意義について、精製したタンパク質による
無細胞再構成系を用いて解析を行った結果、
Polの活性ドメインに近接する PIPは、PCNA
による DNA ポリメラーゼ活性の促進に寄与
するのに対し、C末端側の PIPは Polによる
RAD18 が担う PCNA のモノユビキチン化反
応の促進に寄与することを見い出した。UBZ
は、モノユビキチン化された PCNA による
Polの DNA合成活性の促進に寄与し、PIPと
UBZ による多重の Pol活性化制御機構を顕
在化することができた。3つの PIPと UBZの
各ドメインは、細胞レベルでの紫外線抵抗性
の獲得にも、重複関係を持ちながらも積み上
げ式に寄与していることも明らかにした。ま
た、PCNAのユビキチン化の促進に寄与する
PIPは、細胞内における Polのフォーカス形
成に寄与しており、紫外線照射等に応答した
Polの細胞内局在の制御に寄与することも明
らかになった。即ち、Polの DNA 合成活性
の直接的な活性化に加えて、局所的な Pol濃
度制御を併せて行うことにより、TLSが緻密
に制御されていると考えられる。さらに、Pol
と Polの PIPについても解析を行い、それぞ
れの Polの PCNAによる DNA合成活性の促
進に寄与する PIP に加えて、Polには PCNA
のユビキチン化の促進に寄与する PIPが存在
することを見い出した。Pol による PCNA の
ユビキチン化制御を介した、複数の TLS Pol
間の連携制御機構の存在が窺われる。 
 無細胞のPCNAユビキチン化系を応用して、
PCNAのユビキチン化を制御する因子を探索
した結果、負の制御因子として、脱ユビキチ
ン化酵素 USP7 を同定した。従来より、紫外

線照射に応答したPCNAのユビキチン化の制
御には、脱ユビキチン化酵素 USP1 が主要な
役割を担うと考えられてきた。紫外線照射に
応答した細胞内の PCNA のユビキチン化は
徐々に増加し続けて数時間後にピークとな
り緩やかに減少するのに対して、過酸化水素
処理後の応答は数十分程度で一過性のピー
クとなり速やかに減少することが知られて
いた。そこで、USP7 の発現を抑制して、紫
外線及び酸化ストレスに応答したPCNAのユ
ビキチン化を調べたところ、いずれの損傷に
ついても、USP7 の抑制により PCNA のユビ
キチン化レベルが上昇した。ただし、USP1
の発現を抑制すると、紫外線照射後の比較的
早い時間のPCNAのユビキチン化レベルが上
昇するのに対して、USP7 を抑制した場合に
は、紫外線の場合も過酸化水素の場合も、経
時的プロファイルには変化はなく、量的な増
加だけが認められた。細胞周期を同調した解
析により、USP1 は細胞周期の S 期で特異的
にPCNAのユビキチン化を負に制御するのに
対して、USP7 は細胞周期の間期を通して
PCNAのユビキチン化を負に制御しているこ
とを見い出した。これらの脱ユビキチン化酵
素は、様々な細胞生理機構に寄与しているた
め、細胞の DNA 損傷に対する抵抗性におけ
る役割を明らかにすることは困難であった
が、DNA損傷に起因するゲノム変異を解析し
たところ、USP7の発現を抑制した細胞では、
過酸化水素処理後の突然変異頻度が上昇す
ることを見い出した。この変異上昇は、PCNA
のユビキチン化を担う RAD18 を同時に抑制
することによりキャンセルされたことから、
PCNAのユビキチン化を介して誘発されたと
考えられる。酸化的 DNA 損傷はクラスター
を形成することが知られており、クラスター
損傷の修復には損傷乗り越え DNA 合成が伴
うと考えられており、Polの関与が示唆され
ている。USP7 はこの修復機構が過剰に活性
化されるのを防ぎ、適切な活性化状態を制御
することにより、ゲノムの安定性維持に寄与
している可能性が考えられる。複数の脱ユビ
キチン化酵素が、DNA損傷の種類や細胞周期
の時期に応じて、適切な応答機構を選択して
微細に制御することにより、ゲノムの安定性
維持に寄与していることが示された。 
 真核生物のゲノムは染色体構造をとり、ゲ
ノム代謝は染色体構造変換と連動した制御
を受けていると考えられる。クロマチンリモ
デリング複合体の構成成分である BAF180タ
ンパク質が、紫外線照射後の PCNAのユビキ
チン化の制御に関与することを見い出した。 
 TLS Pol によるゲノムの突然変異の抑制と
生成のバランスの崩れが、がんの発症の背景
にあると考えられる。Pol欠損及び Pol欠損
マウス固体の上皮細胞における紫外線誘発
突然変異のプロファイルを明らかにし、紫外
線照射により生じるジピリミジン部位にお
ける突然変異の抑制と生成におけるこれら
のポリメラーゼの役割を明らかにした。また、



Polの活性に影響を与える化合物として、脂
質のひとつであるスフィンゴシンを同定し
た。TLS Pol 阻害剤は、抗がん剤としてのポ
テンシャルを持つ。さらに、ヌクレオチド代
謝や紫外線損傷の水解により生じる修飾塩
基が、TLS の標的となることを見い出した。
さらに、様々なタイプの DNA 損傷等に起因
するゲノムの不安定化が、TLSにより制御さ
れている可能性がある。 
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