
可能になった．それまでに，RAD６経路の破壊株と類似の

表現型を示す変異が POL３０（PCNAをコードする遺伝子）

遺伝子上に見つかっていたにも関わらず発見が遅れた最も

主要な原因は，ユビキチン化修飾を同定する技術的な問題

であったと思われる．しかしながら，PCNAのユビキチン

化修飾も，DNA損傷トレランスを制御する役割の一端が

明らかになったに過ぎない．どのようにして複製フォーク

の進行阻害を認識するのか，モノ及びポリユビキチン化の

二つの経路はどのように制御されているのか，そして，そ

れらがどのようにして複製の再開に機能しているのかなど

が今後の課題である．
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RAD１８による損傷トレランスの制御

１． は じ め に

細胞に紫外線（UV）などが照射されて DNAが損傷さ

れると，ヌクレオチド除去修復（nucleotide excision repair：

NER）などの修復機構により修復される．その後に，DNA

は複製酵素により複製されると考えられてきた（図１ 上

段）．しかし，実際には紫外線照射により形成される主要

な DNA損傷であるシクロブタン型ピリミジン二量体（cy-

clobutane pyrimidine dimer：CPD）は，NERによって認識・

修復されるのに長い時間（約１２時間以上）を要するため，

DNAが複製時の鋳型 DNA鎖に残存する場合がある．通

常の DNA複製酵素であるポリメラーゼ δ（polymeraseδ：
Polδ）は，鋳型鎖に残存する CPDなどの損傷部位に遭遇

すると，その部位を乗り越えて複製することができない．

このため，複製が停止し，複製フォークの進行が止まって

しまう１）（図１ 下段）．大腸菌からヒトに至るまで生物に

は，この状態を回避するための機構として「損傷トレラン

ス」と呼ばれる機構が存在する．損傷トレランスは，損傷

乗り越え複製およびテンプレートスイッチ（鋳型鎖乗り換

え）の二つの機構から構成される（図１ 下段）．このミ

ニレビューでは，主に損傷乗り越え複製について解説する

（テンプレートスイッチについては，同じ号の菱田卓先生

の項を参照してください）．損傷トレランスにより損傷部

位を回避して DNAを複製した後に，Polδは通常の DNA

複製を再開すると考えられている．「損傷トレランス」は

損傷を直接修復する機構ではなく，鋳型鎖に損傷が残って

いても，その鋳型鎖の複製を行うための機構である．この

ため，損傷トレランスが終了した後でも，鋳型鎖には損傷

が残っている．この損傷は，次の DNA複製時期までに，
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NERなどの修復機構により修復されると考えられている．

なお，損傷トレランスは，複製後修復（postreplication re-

pair）または損傷回避（DNA damage avoidance）と呼ばれ

ることもある．

２． 損傷乗り越え複製（TLS）

高等真核生物では，損傷乗り越え複製が重要な役割をも

つ．１９９６年になるまで，通常の複製酵素である Polδが損
傷に遭遇した場合に，細胞がどのようにしてこれを乗り越

えて複製してゆくのかわかっていなかった．常染色体劣性

遺伝疾患である色素性乾皮症（xeroderma pigmentosum）は，

日光露光部での色素沈着，高頻度発がんなどを特徴とす

る．この疾患は，XP-Aから XP-Gと XP-V（バリアント）

の八つの遺伝的相補性群に分類される．この中で XP-Aか

ら XP-Gの７群は，NERに異常がある．このため XP-Aか

ら XP-G群では，日光の紫外線により生じた DNA損傷を

修復することができないために日光過敏症となり，DNA

損傷による突然変異の発生頻度が上昇して，皮膚がんを発

症する．これに対して，XP-Vでは NERが正常であるた

め，なぜ高頻度に皮膚がんを発症するのか興味をもたれて

いた．１９９９年に大阪大学の益谷，花岡らは，色素性乾皮

症バリアント群の原因遺伝子を特定することに成功した２）．

in vitro で CPDを含む DNAを鋳型鎖として用い，正常細

胞抽出液を反応させる DNA複製試験により，CPDに対し

て正しい塩基を対合させて複製する活性を検出した．これ

に対して，XP-V細胞の抽出液では CPDの直前で複製が停

止した．このことは，正常細胞には CPDなどの DNA損

傷があっても塩基を対合させて複製する機構（損傷乗り越

え複製 translesion synthesis：TLS）が存在するのに対して，

XP-V細胞ではこの機構に欠陥があることを示している．

彼らはこの欠陥を相補するタンパク質を正常細胞から精製

し，CPDを効率良く乗り越えて複製を行う DNA複製酵素

であることを明らかにし，ヒト DNAポリメラーゼ η（po-

lymeraseη：Polη）と命名した．XP-V患者由来の細胞で，

Polηをコードしている遺伝子に変異がみつかったことに
より，XP-Vの原因遺伝子であることが確定した．

Polηは，どのようにして CPDを乗り越えて複製するこ

とができるのであるのか？ Polηは，鋳型鎖を複製する
時に，高い頻度で誤ったヌクレオチドを挿入する性質があ

ることがわかり，忠実度（正確性）の低い複製酵素である

ことが判明した３）．Polηを含む TLS酵素では，ヌクレオチ

ドを認識する結合ポケットが大きいため，TLS酵素は損

傷を乗り越えてヌクレオチドを対合させて複製できる代償

として，忠実度が低い性質があると考えられた．したがっ

て，生体内では TLS酵素の機能は厳密に制御されており，

損傷のない状態では機能しないように制御されていると考

えられる．

図１ 損傷トレランスの説明
（a）DNA損傷の修復（Repair）と DNA複製（Replication）
（b）DNA複製時における DNA損傷の回避機構：損傷トレランス（DNA damage tolerance）
損傷トレランスは，損傷乗り越え複製（TLS）とテンプレートスイッチで構成される．
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３． RAD１８による PCNAのユビキチン化

出芽酵母を用いた遺伝学的解析により，RAD６および

RAD１８を中心とする遺伝子群（RAD６エピスタシス群）が

損傷トレランスに関与しており，TLSは RAD１８により制

御されている可能性が指摘されてきた４）．RAD６および

RAD１８は，それぞれ一次構造の特徴からユビキチン結合

酵素（E２）およびユビキチンリガーゼ（E３）と推測され

てきた．２００２年に，出芽酵母の DNAに損傷が生じると，

DNA複製に必要な因子の一つである増殖細胞核抗原（pro-

liferating cell nuclear antigen：PCNA）が RAD６および

RAD１８遺伝子に依存してモノユビキチン化され，この反

応が損傷トレランスで重要な役割を果たしていることが示

された５）．また，ヒトの RAD１８遺伝子が特定され，損傷

トレランスに関与していることがわかった６）．RAD１８遺伝

子を欠損させたマウス ES細胞は，UV照射，メチル化剤，

架橋化剤等に感受性を示し，また姉妹染色分体間組換え

（SCE）頻度および外来の DNAをゲノムに組み込む効率が

上昇していた７）．このため，RAD１８遺伝子はゲノムの安定

化の維持に貢献していると結論した．野生型マウス由来の

細胞に UVを照射して DNAが損傷されると，PCNAがモ

ノユビキチン化されるのに対して，RAD１８遺伝子を欠損

させたマウス由来の細胞ではこの反応が検出されなかっ

た．このため，哺乳類細胞でも RAD１８遺伝子の機能に依

存して PCNAがモノユビキチン化されることがわかっ

た８）．精製したヒト RAD６-RAD１８タンパク質複合体は in

vitro で PCNAをモノユビキチン化する活性があることが

示され，RAD６-RAD１８はそれぞれ，PCNAをモノユビキ

チン化する E２および E３酵素であることが確定した８）．

４． DNA複製酵素から TLS酵素へのスイッチング

Polηはどのようにして，損傷がある場合にのみ機能す
るように制御されているのであろうか？ ヒト細胞を UV

照射すると，GFPと融合させた Polηは細胞核内の損傷部
位に集積する．この集積反応のみられない変異 Polηを発
現させた細胞は，UV照射に対して感受性を示すことか

ら，損傷の形成に応答して起きる Polηの集積反応は重要
な反応である９）．UV照射により，RAD１８も損傷部位へ集

積する．これに対して，RAD１８欠損マウス細胞では，

Polηの集積反応がみられなかったことから，Polηの細胞
内局在は RAD１８により制御されている８）．RAD１８と Polη
は，DNA損傷の有無に関係なく結合する性質をもつ８，１０）．

この相互作用の重要性を検証するため，まず RAD１８にお

ける Polη結合ドメインを決定した．このドメインを欠失
した RAD１８は，RAD１８欠損細胞の UV感受性を相補する

活性を失っていた．このため，RAD１８と Polηの相互作用
は，損傷トレランスの機能を発現するために重要である８）．

DNAに損傷が形成されると複製が停止するため，停止し

た複製フォークに長い一本鎖 DNA領域ができると考えら

れている．RAD１８は，一本鎖 DNAに結合する性質をもつ

ため１１），Polηと結合した状態で停止した複製フォークに集
積すると思われる８）．複製停止部位において Polηは，どの
ようなメカニズムにより Polδと置き変わり（ポリメラー
ゼスイッチング），TLSを開始するのであろうか？

PCNAはホモ三量体のリング状構造を形成し，DNA複製

酵素による DNA鎖伸長を促進するクランプとして機能す

る．Polηの DNA複製活性も PCNAにより促進されると報

告されている．DNA損傷に応答して集積した RAD１８によ

り PCNAがモノユビキチン化されることにより，Polηと
PCNAの相互作用が増強されると仮定すると，それが原動

力となり複製の場において Polδから Polηへ置き変わる可
能性がある．未修飾の PCNAとモノユビキチン化された

PCNAを用いて Polηとの親和性を比較した結果，未修飾
の PCNAに比べてモノユビキチン化された PCNAは，

Polηとの親和性が高いことがわかった８，１２）．これに対して，

Polδではそのような PCNAに対する相互作用に差がみら

れなかった．このため，DNA損傷に応答して集積した

RAD１８により PCNAがモノユビキチン化されると，Polη
と PCNAの相互作用が増強され，それが原動力となり複

製の場において Polδから Polηへ置き変わるというモデル
が提唱された（図２）．RAD１８は Polηと結合した状態で，
停止した複製フォークを認識して集積する．RAD１８は

RAD６と共同で PCNAをモノユビキチン化する．モノユビ

キチン化された PCNAは，Polδよりも Polηとの親和性が
高いため，複製の場において Polδから Polηへ置き変わり
が起こる（ポリメラーゼスイッチング）．これにより Polη
による TLSが開始される．損傷が Polηにより乗り越えら
れた後に，再び Polδに置き変わり通常の複製に戻ると考
えられる．

５． Yファミリーに属する TLS酵素

TLS酵素は，Polηの他に Polι，Polκおよび Rev１があ

り，これらは Yファミリーに属する TLS酵素に分類され

る１３）．UBMまたは UBZと呼ばれるユビキチン結合モチー

フがあるため，ユビキチン化された PCNAに対して高い

親和性を示す．DNA損傷には，CPDの他にさまざまな種
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類の損傷があるが，Yファミリーに属する TLS酵素群は

損傷の種類に応じて使い分けられている可能性が高い．一

例として，Polηが効率良く CPDを乗り越えて複製するの

に対して，Polκはタバコに含まれるベンツパイレンによ
り損傷された DNAを複製する．Yファミリーに属する

TLS酵素は，ユビキチン化された PCNAと相互作用する

が，RAD１８と相互作用することが知られている TLS酵素

は Polηのみである．また，Rev１は Polη，Polι及び Polκ
と相互作用する．Yファミリーに属する TLS酵素がどの

ようにして，種々の損傷に対応して TLSを行うのかよく

わかっていないが，RAD１８が損傷により停止した複製

フォークを認識して結合し，Polηが RAD１８とともに複製

の場にリクルートされ，その後に Rev１を介して Polιまた
は Polκが損傷の種類に応じて選択されることも予想され
る．

６． 精巣における RAD１８の機能

各臓器での RAD１８の発現量を比較すると，精巣で高い

発現がみられる．精巣の生殖細胞で発現していることがわ

かった．精巣の組織を RAD１８抗体で染色すると，とくに

sex bodyと呼ばれる構造体に強い発現がみられた１４，１５）．精

巣における精母細胞の減数分裂時に，父方由来および母方

由来の各常染色体は対合する．これに対して，性染色体で

ある X染色体と Y染色体は，構造的な違いがあり，完全

に対合しないが，部分的に相同な領域があるため，その部

位で対合する．この領域は，擬似常染色体領域と呼ばれ，

パキテン期に sex bodyを形成する．また，パキテン期に

は性染色体の転写は抑制されている．RAD１８は，何故 sex

bodyに集積して，どのような機能を果たしているのであ

ろうか．van der Laanらは，常染色体の一部のゲノムを改

図２ RAD１８による，Polδから Polηへのスイッチングの制御機構モデル
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変することにより，減数分裂時に常染色体の一部で完全に

染色体が対合しないマウスを作成した１５）．このマウスの精

巣の減数分裂時に，対合していない常染色体領域に

RAD１８が局在していることが観察された．また，その領

域では転写が抑制されていることがわかった．このため，

RAD１８は不対合かつ転写が抑制されている染色体領域に

集積する性質がある１５）ことがわかった．一方，損傷トレラ

ンスに関与する因子である Polηまたは UBC１３では，この

ような性質はみられないことから，RAD１８は損傷トレラ

ンスとは異なる役割を精巣で果たしていると考えられてい

る１５）．

７． おわりに（RAD１８とがんとの関係）

このように，RAD１８には損傷トレランスだけでなく，

多様な機能があると思われる．RAD１８とがんとの関係に

関しても，今後の研究の進展が期待される．特に，

RAD１８ノックアウトマウスに UVを照射することにより，

皮膚がんが形成されるか調べることは重要であり，今後の

課題である．また，ヒトの初代培養細胞では RAD１８の発

現量が少ないのに対し，この細胞を SV４０ウイルス由来

DNAを用いて細胞株（不死化）の状態にすると，RAD１８

の発現量が増大する．また，多くのヒトがん由来の細胞株

で RAD１８の発現量が高いことがわかった．マウスの皮膚

組織においても，増殖が活発な領域で RAD１８の高い発現

が観察される．おそらく S期で RAD１８の発現が正に制御

されていると考えられる１４）．ただし，マウス野生型細胞と

RAD１８欠損細胞を比較すると，通常の状態では増殖速度

に差はみられない７）．RAD１８は細胞増殖そのものではな

く，複製フォークの進行を円滑に進めるために必要な因子

であるため DNA複製時に発現が正に調節されていると推

測される．このため，DNA損傷を形成させるタイプの抗

がん剤に対する耐性に，RAD１８の発現量が影響を及ぼし

ている可能性が考えられる．多くの分野の研究者に興味を

もっていただけると，うれしく思います．
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酵素科学と理論化学との連携
―酵素研究の新しいパラダイムを求めて―

１． は じ め に

１８９７年に Buchnerは酵母無細胞抽出液中でのアルコー

ル発酵を発見した．これは生物体内の反応が生命のない生

体触媒（酵素）によって進められることを最初に示したも

ので，現代酵素化学の基礎を成すとともに生化学の発展の

端緒となった．それ以来，酵素学はまさに経験的な学問の

代表として生化学の発展を先導してきたと言ってよい．近
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