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［２］研究経過  
損傷乗り越え複製(translesion synthesis; TLS)は

error proneな複製機構で、間違った塩基対を導入し

変異をゲノムに固定してしまう働きがある。免疫系

細胞では抗体可変領域で hypermutation を導入す

る機構に働いていると考えられるが、replicative 
DNA polymeraseからTLS DNA polymeraseへの

エクスチェンジ機構制御や抗体可変領域にどのよう

にリクルートされてくるかなどよくわかっていない。

そこで我々は Polηをターゲットに特異的な相互作

用タンパク質を同定するためバキュロ細胞を使った

GST 融合組換えタンパク質を作成し、293 細胞及

びマウス脾臓の核抽出液を用いて GST pull-down
を行った。しかし、残念ながらほとんど結合するタ

ンパク質を回収することができなかった。おそらく

組換えタンパク質の２次・３次構造がnativeな形を

とっていないためだと思われる。 
研究テーマに付いての議論は主にメールで行ない、

国際会議で出会った時にだいたいの成果と研究方向

についての討議を行なった。 
 
［３］成果 
 （３－１）研究成果 

TLSは通常の複製過程がDNA damage siteでブ

ロックされ、クランプタンパク質である PCNA が

mono-ubiquitin 化されることによりポリメラーゼ

の交換が行われ進行する。Polηは原核生物からヒト

まで保存されているが、各生物種のPolηを比較する

と一部の生物は ubiquitin 結合モチーフを欠いてお

り、脊椎動物以前の生物はC端側に１カ所、脊椎動

物以降の生物は２カ所持っている。脊椎動物から高

度な液性免疫を獲得することから、高等生物におけ

る ubiquitin 結合モチーフの追加が何らかの機能追

加を反映している可能性があり、PCNA の

mono-ubiquitin 化やPolηのubiquitin-PCNA の認

識機構がどのように制御されているかを調べること

にした。そこでまず、PCNA のmono-ubiquitin 化

にどのようなubiquitin前駆体が使われ、また、Polη
がその過程に影響をおよぼすのかを調べた。 

Ubiquitylation に使われる ubiquitin はプロテア

ソームによるタンパク質分解過程で生じた

ubiquitin の再利用か４種の前駆体を用いて行われ

る（Fig. 1）。 

 
Ubiquitin前駆体のUBC, UBBはそれぞれ9個、

３個の ubiquitin が連結したタンパク質だが、

UBA52 (CEP52), UBA80 (RPS27a)はubiquitinに

Zinc finger-like なドメインが融合したタンパク質

で、このドメインを介してDNA damage siteを認

識し、他のタンパク質と相互作用する可能性がある。

そこでGFP- RPS27aを作成しU2OS細胞に発現さ

せ、405 nm のレーザーを用いてDNA 損傷部位に

集積するかどうかを調べた。その結果、

GFP-RPS27aはDNA double strand breakや塩基

修飾を起こすようなレーザー条件でDNA 損傷部位

に集積することがわかった。この集積は特徴的で強

く集積する部位と集積しない部位にわかれ、クロマ

チンの状態に依存していた。また、deletion mutant
を使った実験でN 端側のubiqutin が強く集積し、

C 端側の ZnF-like なドメインは弱く集積すること

がわかった（Fig. 2A）。RPS27aがDNA損傷部位



 

に集積することから GST 融合組換えタンパク質を

作成しGST pull-downを行い、nanoLC/MS/MSを

用いて結合タンパク質を解析した（Fig. 2B）。その

結果、SWI/SNF, B-WICHなどのクロマチンリモデ

リングファクター、ヘテロクロマチン関連タンパク

質、DNA トポイソメラーゼや DNA リガーゼなど

DNA 複製や修復関連のタンパク質が主要な相互作

用タンパク質として同定された。また、相互作用タ

ンパク質に Polηが含まれているかどうかを調べる

ため、ウエスタンブロットと抗Polη抗体で確認した

ところ Polηが結合していることが明らになった

（Fig. 2C）。 

 

 
 
（３－２）波及効果と発展性など 
RPS27a が ubiquitin 前駆体としての機能以外に

DNA 複製・修復に関わっていることが GST 
pull-down を用いたプロテオーム解析で明らかにな

った。プロテオーム解析から、RPS27a にはUVで

活性化されG1/S, G2/Mチェックポイントを誘導す

るMAPKAPK2 (MK2)やHP1をリン酸化しヘテロ

クロマチンから遊離させるJAK2などのプロテイン

キナーゼも結合しており、RPS27aが積極的にDNA 
damage response に関わっていることが示唆され

た。今後RPS27a（及びUBA52）が複製やTLSに

どのように関わっているのかを詳細に明らかにして

いく予定である。 
 

［４］成果資料 
論文は準備中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


