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1. はじめに

私たちの DNAは，紫外線，食品や環境中の化学物
質，体内で産生される代謝物や活性酸素などによって
常に損傷の危険にさらされており，実際，1細胞あた
り 1日に何万もの塩基に損傷が生じている．このよう
にして生じた DNA損傷はミスマッチ修復，塩基除去
修復，ヌクレオチド除去修復などによって元に戻すこ
とができる．しかし，DNAの複製中の場合，損傷の
修復にともなう複製の遅延は細胞死など好ましくない
状況を招くため，修復を後回しにし，DNAの合成を
優先することが強く求められる．DNAの複製に遅延
が発生するのは，複製型の DNA合成を行う酵素（複
製型 DNAポリメラーゼ）にとって損傷が生じた
DNAの塩基は迷惑な障害物となる場合があるからで
ある．複製型 DNAポリメラーゼは，正確な DNAの
合成を行うために，活性部位がワトソン・クリック型
の塩基対だけを収容できる形になっており，塩基対の
形成を厳密にチェックしている．したがって，立体的
に嵩高い損傷塩基の場合，複製型ポリメラーゼの活性
部位に収まることができず，DNAの複製がそこで停
止してしまう．
細胞には，この複製停止を回避し DNA合成を続け

るための手段として，DNA損傷トレランスと呼ばれる
仕組みが備わっており，損傷乗り越えとテンプレート
スイッチという 2種類の回避手段が存在する（図1）1)．
損傷乗り越え DNA合成では，特別な DNA合成酵素

（損傷乗り越え型DNAポリメラーゼ，TLSポリメラー
ゼ）を用いることによって，損傷がある DNAを鋳型
としても停止することなく，DNAの合成が続けられ
る．TLSポリメラーゼの活性部位は，複製型 DNAポ
リメラーゼと異なり，損傷塩基や非ワトソン・クリッ
ク型塩基対を収容できるだけの空間的な余裕があり，
塩基対は厳しくチェックされない．そのため TLSポ
リメラーゼは損傷塩基を鋳型として DNAを合成でき
るが，間違った塩基を結合してしまいがちである．一
方，テンプレートスイッチによる DNA合成では複数
の DNAヘリカーゼ（HLTFや ZRANB3など）が関与
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図 1  
DNA損傷トレランスを実現するための 2種類の回避手段．鋳型鎖
を青色，新生鎖を緑色で示す．Ubはユビキチンを示す．
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し，損傷のある部分を鋳型にするのではなく，損傷の
ない相補鎖から新たに複製された部分を鋳型とするこ
とで間違いのない DNA合成が行われる．損傷を回避
する手段として損傷乗り越えとテンプレートスイッチ
のどちらが選択されるかは，DNA合成の足場となる
増殖細胞核抗原（PCNA）に付加されたユビキチン鎖
の長さによって制御されている．PCNAがモノユビキ
チン化されると損傷乗り越え DNA合成が，ポリユビ
キチン化されるとテンプレートスイッチによる DNA
合成が起こる．本総説では，DNA損傷トレランスに
関わるヒト由来タンパク質の構造と分子メカニズムに
ついて，筆者らの研究を中心に紹介する．

2. 損傷乗り越えDNA合成の分子メカニズム

損傷乗り越え DNA合成は，損傷塩基を鋳型とした
合成を行うインサーターと，その後の DNA鎖の伸長
を担うエクステンダーという 2種類の DNAポリメ
ラーゼによって実現されている．エクステンダーに
よって DNA鎖がある程度伸長されると通常の DNA
合成が可能となるため，連続的な DNA合成に不向き
なエクステンダーに代わって複製型 DNAポリメラー
ゼが DNA合成を行うようになる．したがって，損傷
塩基の付近では DNA合成を担うポリメラーゼが，複
製型 DNAポリメラーゼから TLSポリメラーゼ（イン
サーター，エクステンダー），そして再び複製型 DNA
ポリメラーゼへと交換される（DNAポリメラーゼス
イッチ）．ヒトにおいて，インサーターは Polη，Polι，
Polκ，REV1の 4種類が，エクステンダーは Polζが知
られている．このうち REV1はインサーターとしてだ
けでなく，REV1以外のインサーターとエクステンダー
を結びつける役割も担っていることが明らかになって
きた 2), 3)．このような複数の DNAポリメラーゼが関
わるポリメラーゼスイッチは複雑な分子間相互作用で
制御されており，構造解析によってそのメカニズムが
少しずつ明らかになってきた．ここでは，DNA合成
の足場である PCNAとインサーターとの相互作用 4)，
インサーターとエクステンダーの相互作用 2), 5)につい
て紹介していく．

2-1　インサーターと PCNAの親和性制御メカニズム
複製型 DNAポリメラーゼとインサーターは，PIP
ボックス（PCNA Interacting Protein box）と呼ばれる
PCNA結合モチーフを持ち，PCNAと結合して DNA
合成を行う．DNA損傷のない場合，塩基を誤りがち
な TLSポリメラーゼが DNA合成を行うのは好ましく
ない．このような状況を回避するため，インサーター
にある PIPボックスは，複製型 DNAポリメラーゼの

ものよりも PCNAとの結合が弱くなっている．実際，
典型的な PIPボックスと PCNAとの解離定数は数 nM
～数十 nMと言われているが，インサーターでは数百
nM以上であった 4)．インサーターの低い PCNA親和
性の構造基盤を明らかにするため，3種類のインサー
ター（Polη, Polι, Polκ）の PIPボックスを含むペプチド
と PCNAの複合体を構造解析し，典型的な PIPボッ
クスである Polδとの比較を行った 4)．

PIPボックスは多くのタンパク質で見つかってい
て，グルタミン残基，疎水性アミノ酸残基，2つの芳
香族アミノ酸残基の 4残基が保存されており，それぞ
れの側鎖が PCNAのポケットに結合する（図 2a-d）．
複製型 DNAポリメラーゼ Polδは典型的な PIPボック
スを持ち，グルタミン残基が親水性ポケットに，イソ
ロイシン残基と 2つのフェニルアラニン残基が疎水性
ポケットに結合する（図 2c）7)．
一方，インサーターの PIPボックスでは，興味深い
ことに親水性ポケットに結合するグルタミン残基は

図 2  
（a）PIPボックスのアミノ酸配列．（b）PCNA-PIPボックス複合体
の全体構造（PDB ID: 2ZVM）．PCNAはホモ三量体のリング構造を
しており，点線で囲った部分に PIPボックスが結合する．図では
3つの PIPボックスが結合しているが実際の機能時には 1つしか
結合しないと思われる．ユビキチン化されるリジン残基（K164）
の位置を紫色の矢印で示した．（c）Polδの典型的な PIPボックス
（灰色）と PCNAとの複合体構造（PDB ID: 1U76）．（d）典型的な
PIPボックスと PCNAの間の相互作用の模式図．（e-g）インサー
ター（緑色）と PCNAとの複合体構造．それぞれの PDB IDは（e）
2ZVK，（f）2ZVM，（g）2ZVL．
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保存されておらず，別のアミノ酸残基になっている
（図 2a）．Polηでは対応箇所はメチオニン残基になって
おり，Polδのグルタミン残基と同じく，親水性ポケッ
トに挿入されていたが，形成される相互作用は，グル
タミン残基の場合の静電相互作用と異なり，より弱い
ファンデルワールス相互作用をしていた（図 2e）．一
方，Polιと Polκでは対応箇所は親水的なリジン残基と
なっているため，親水性ポケットに入り込むと予想し
ていたが，意外にもポケットとは相互作用をしていな
かった（図 2f, g）．さらに，Polηのメチオニン残基を
グルタミン残基に変えたところ，PCNAとの親和性が
4倍程度上昇した 4)．以上の結果から，インサーター
とPCNAとの親和性の低下は親水性ポケットにおける
相互作用の弱化・喪失によって生じると考えられた．
インサーターが複製型 DNAポリメラーゼに代わっ

て DNA合成を行うには，PCNAとの親和性が高まる
必要がある．PCNAは DNA損傷に応答してユビキチ
ンリガーゼである RAD18によってモノユビキチン化
されるが，インサーターはユビキチン結合ドメインを
持っているので，修飾されたユビキチンと相互作用す
ることで PCNAとの親和性が向上すると考えられて
いる 6)．つまり，インサーターは親和性の低い PIP
ボックスとユビキチン結合ドメインを持つことによっ
て，PCNAがユビキチン化されたときのみ働くように
制御されていると考えられる．

2-2　エクステンダーへの切り換えメカニズム
エクステンダーであるヒト Polζは 2つのタンパク質

REV3と REV7からなる複合体である 8)．REV3は Polζ
の触媒サブユニットであり，DNAポリメラーゼ活性
を持つ．一方，REV7は酵素活性を持たない補助サブ
ユニットである．REV3は 3130アミノ酸残基からなる
巨大なポリペプチド鎖であり，その構造機能研究はあ
まり進んでいないが，211アミノ酸残基からなるREV7
に関しては，構造研究が大きく進展している 2), 3), 5)．
REV3の断片が結合したREV7の構造を図 3aに示す 5)．
REV7の C末端領域はシートベルトの様に REV3を抱
え込み，REV7の 2つの芳香族アミノ酸残基（Y63と
W171）がそれぞれREV3の 2つのプロリン残基（P1884
と P1880）と特徴的なスタッキング相互作用をしてい
た．また，REV7-REV3相互作用を欠失させた細胞は，
REV7欠損細胞と同様に，抗がん剤であるシスプラチ
ン曝露による DNA損傷に対し，野生型と比較して，
有意に生存率が低かった（図 3b）．このことは，Polζ
の機能発現には REV7と REV3の相互作用が重要であ
ることを示している．また，この相互作用を阻害すれ
ば，がん細胞に対するシスプラチンの効果が促進され
ることを意味しており，REV7-REV3相互作用が創薬

ターゲットとなり得る可能性を暗示している．
REV7は，REV3だけでなく，REV1の C末端ドメ

インとも相互作用する 9)．そこで，分子表面のアミノ
酸残基をアラニン残基に変えた REV7変異体を網羅的
に作成し，REV7-REV3複合体と REV1の相互作用に
与える影響を調べた．その結果，REV1との結合が減
少する REV7変異体を複数見出し，REV1結合部位の
同定に成功したとともに，REV1-REV7-REV3三者複
合体の形成が確認された（図 3c）5)．興味深いことに，
REV1との相互作用に重要であることが判明したREV7
の 3つのアミノ酸残基 L186，Q200，Y202は全て C
末端の βシート上に集中していた（図 3a）．REV7の
C末端はREV3を覆うように構造を形成しているため，
REV3非存在下では構造をとっていない可能性が示唆
されている 5)．したがって，三者複合体の形成には順
番があり，REV7が REV3と複合体を形成した後，つ
まり Polζの形成後に REV7は REV1と結合できると考
えられる（図 4b）．これらの知見は，REV1-REV7-
REV3三者複合体の構造からも確認され，相互作用の
詳細が明らかになった（図 4a）2)．REV1と REV7の
C末端の βシートとの相互作用は，REV1の 3つのア
ミノ酸残基 L1203，Y1244，L1248からなる疎水性ポ
ケットに，変異体実験で重要性が確認された REV7の
L186が結合することで実現していた．REV1変異体を
用いた実験から，この疎水性相互作用が三者複合体の

図 3  
（a）REV7-REV3複合体の構造（PDB ID: 3ABD）．REV7を青色，
REV7の C末端領域を緑色，REV3を黄色で示す．右図は REV7-
REV3相互作用部位の拡大図（b）REV7野生型および変異体の細胞
におけるシスプラチン曝露後の生存率（c）REV7-REV3複合体と
REV1との相互作用解析．野生型（WT）以外の変異体では REV1
のバンドが消失しており，REV7と REV1の相互作用が変異によっ
て弱まったことがわかる．
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形成に重要であることが示された．また，REV7にお
いて REV1との相互作用に重要なアミノ酸残基として
同定された残り 2つについては，Y202が疎水性相互
作用，Q200が水素結合ネットワークの形成に関与し
ていた．
また，REV1はインサーターである Polη，Polι，Polκ
とも相互作用することが示されていたが（図 1）10)，
REV1の C末端ドメインとインサーターの REV1相互
作用領域のペプチドとの複合体の構造が報告されたこ
とで相互作用の詳細が明らかとなった 11), 12)．REV1の
インサーター結合部位は，REV7結合部位とは異なっ
ており（図 4a），インサーターを含む四者複合体の形
成が示唆された 2)．実際，Polκのペプチドを含むマウ
ス由来の四者複合体の構造が報告されている 3)．
以上の結果に基づき，損傷乗り越え DNA合成は以

下のようなメカニズムで起こると考えられる（図 4b）：
① REV1は PCNAをユビキチン化する RAD18と相互
作用することで損傷部位に局在しており，REV1以外
のインサーターを損傷部位に呼び込む；②呼び込まれ
たインサーターと REV1の複合体が損傷部位に塩基を
挿入して，その部位を乗り越えた後，REV7と REV3
からなる複合体 Polζが REV7と REV1の相互作用に
よって損傷部位に呼び込まれる；③やって来た Polζは
REV1と相互作用することで四者複合体を形成し，

DNA合成の担い手がインサーターからエクステン
ダーにスイッチすることで；④損傷部位より後ろの
DNA鎖の伸長が行われる．

3. テンプレートスイッチの初期段階のメカニズム

近年，テンプレートスイッチを担う主要なタンパク
質の一つである HLTFの構造研究が進展し，テンプ
レートスイッチの初期段階のメカニズムが明らかにな
りつつある 13)-15)．HLTFはユビキチンリガーゼ活性と
DNAヘリカーゼ活性を持つタンパク質であり，PCNA
のポリユビキチン化と DNAをほどく役割を担う．ア
ミノ酸配列の解析から HLTFは N末端に新規 DNA結
合ドメインである HIRANドメインを持つことが予想
され 16)，その構造解析から HLTFの DNA認識メカニ
ズムが明らかになった 13)．HIRANドメインは，アミノ
酸残基 D94によって新生鎖 DNAの 3′末端の水酸基
を認識し，2つのチロシン残基 Y72と Y93が新生鎖の
3′末端からの 2塩基（Cyt12と Cyt13）を挟み込むこ
とで，二本鎖をほどくように結合していた（図 5a）．
得られた構造に基づき，テンプレートスイッチの初
期段階のメカニズムは以下のようであると考えられる
（図 5b）：① HLTFは DNA合成の停止した新生鎖の 3′
末端に結合し，② RAD18と協同的に PCNAをポリユ
ビキチン化する；③続いて，PCNA結合モチーフとポ
リユビキチン結合ドメインを持つZRANB3が，ポリユ
ビキチン化された PCNAを認識し，損傷部位に呼び
込まれる．以上の初期段階が完了した後，DNAヘリ
カーゼである HLTFと ZRANB3の働きによって DNA

図 4  
（a）REV1-REV7-REV3複合体の構造（PDB ID: 3VU7）．右図は REV1-
REV7相互作用部位の拡大図（b）損傷乗り越え DNA合成のメカ
ニズム．鋳型鎖を青色，新生鎖を緑色で示す．

図 5  
（a）HLTFの HIRANドメインと DNAの複合体の構造（PDB ID: 
4XZF）．右図は HLTF-DNA相互作用部位の拡大図（b）テンプレー
トスイッチ初期段階のメカニズムのモデル．鋳型鎖を青色，新生
鎖を緑色で示す．また，新生鎖の 3’末端をアスタリスクで示す．
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がほどかれ，鋳型鎖が交換された後に DNAの合成が
行われると考えられる．

4. おわりに

本総説では，DNA損傷トレランスに関わるタンパク
質の構造と相互作用，そこから推測されるメカニズム
を紹介した．損傷乗り越え DNA合成において，イン
サーターの構造や相互作用の詳細は明らかにされてき
ている．しかし，REV1と PCNAとの相互作用につい
ては未だ不明な点が多い．REV1は他のインサーター
とは異なり，PIPボックスを持たないと予測されてい
る．その代わりに，REV1の N末端に存在する BRCT
ドメイン 17), 18)と中央に存在するポリメラーゼドメイン
の C末端側 19)が，それぞれ PCNAの異なる領域と相
互作用することが報告されているが，PCNA-REV1複
合体の立体構造は明らかになっていない．今後，複合
体の立体構造と構造に基づく詳細な分子メカニズムの
解明が求められる．また，エクステンダーの活性を担
う REV3の全体構造については，酵母 Polζを対象とし
た約 20 Å分解能の電子顕微鏡によって決定された構
造に限られ 20)，今後の構造研究が待たれる．一方，テ
ンプレートスイッチに関しては，昨年HLTFのHIRAN
ドメインの構造研究が立て続けに報告されたが 13)-15)，
テンプレートスイッチは複数の DNAヘリカーゼが関
与しており，それらの構造機能研究が求められる．
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