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誘発突然変異と損傷乗り越え DNA合成
―REV１の構造と生化学的機能―

１． は じ め に

誘発突然変異は，電離放射線や紫外線，化学物質などの

変異誘発剤によって誘発される突然変異を指す．変異誘発

剤はWatson-Crick型の塩基対合を変化させるような DNA

損傷を引き起こすが，突然変異が誘発されるためには，

DNA損傷に加えて細胞内の積極的な機能が必要不可欠で

ある．REV１遺伝子（reversionless）は，この突然変異誘

発に必要不可欠な酵母の遺伝子として同定された．本稿で

は，酵母及びヒト REV１の構造と生化学的特性から突然変

異誘発における機能を概説する．

２． 誘発突然変異と損傷乗り越え DNA合成

細胞に紫外線が照射されると，新生 DNA鎖の断片化が

観察される．これは，複製型の DNAポリメラーゼ（pol δ
または pol ε）が，紫外線損傷に対して DNA伸長反応を停

止することに起因する．その後，この断片化した DNAは

より大きな DNAに移行するが，この過程を複製後修復

（post-replication repair）と呼ぶ．複製後修復では，損傷塩

基は除去せずに，断片化した DNAどうしを繋げることに

より，複製過程で生じたギャップを修復する１，２）．

酵母では，RAD（radiation sensitivity）遺伝子群として

同定された遺伝子の中で，複製後修復に関与する遺伝子群

は RAD６エピスタシス群として分類される．複製後修復

経路は，ユビキチンリガーゼ E２-E３である RAD６-RAD１８

複合体による proliferating cell nuclear antigen（PCNA）の

モノユビキチン化により制御される．損傷乗り越え DNA

合成（translesion DNA synthesis, TLS）経路は RAD６-RAD１８

の下流で機能する複製後修復経路の一つである．TLS経

路では，特殊な DNAポリメラーゼ（TLSポリメラーゼ）

が，損傷塩基を鋳型とした DNA合成反応により，DNA

複製を回復する１，２）．

酵母の REV１遺伝子は，紫外線による突然変異の誘発

が抑制される変異体として同定された．rev１株では，紫

外線や電離放射線をはじめ，様々な種類の薬剤による突然

変異の誘発が抑制され，同時にそれら薬剤に対する感受性

が増大する３）．Lawrenceのグループは１９９６年に酵母の

REV１タンパク質が DNA損傷の一つ，脱塩基部位（DNA

上の塩基が脱離しデオキシリボースだけになった状態の

DNA損傷）に対して，dCMPを対合するデオキシシチジ

ルトランスフェラーゼであることを発見した４）．

一方，色素性乾皮症バリアント群（XP-V）に分類され

る患者由来の細胞では，紫外線による誘発突然変異頻度が

高いこと，紫外線照射後の複製後修復に欠損のあることが

知られていた２）．花岡のグループは１９９９年に XP-Vの責任

遺伝子がシクロブタン型チミンダイマーに対して dAMP

を対合する活性をもつ pol ηをコードすることを明らかに
した５）．TLS経路で機能するこれらの酵素は構造的に類似

しており，Y-ファミリーの DNAポリメラーゼとして分類

されている６）．XP-Vの患者由来の細胞では pol ηの代わり
に，別の TLSポリメラーゼが働き，dAMP以外の塩基を

挿入した結果，突然変異頻度が上昇すると考えられてい

る２）．

Y-ファミリーの DNAポリメラーゼは，原核生物から高等

真核生物まで広く保存されており，ヒトでは pol η，pol ι，
pol κ，REV１の４種類が存在する（図１）６）．REV１は Y-ファ

ミリーのメンバーではあるが，その活性は dCMP転移活

性に限られ，他の基質 dATP，dGTP，dTTPに対する親和

性は極めて低く，実質上ポリメラーゼ活性はない．真核生

物のポリメラーゼでは，触媒ドメイン以外にも多くの類似
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点がある（図１）６）．ユビキチン結合ドメイン（UBMまた

は UBZ），PCNAと結合する配列（PIP box）は，Y-ファミ

リーのポリメラーゼが損傷部位で機能する際，ユビキチン

化された PCNAと相互作用するために必要であると考え

られている．また，全てのポリメラーゼには REV１と相互

作用する領域が同定されているが，この相互作用の意義は

今のところ不明である．

３． TLS酵素としての REV１の構造と機能

REV１の dCMP転移活性は，鋳型 Gに対する効率が最

も高いが，損傷部位としては脱塩基部位に対して効率よく

dCMPを対合する４，７）．REV１が dCTPを認識する分子機構

はとてもユニークである．REV１は触媒ドメインの N末端

側に REV１に特徴的なドメイン（N-digit）をもち，この中

のアルギニン残基がシトシンとの水素結合により dCTPを

認識する．一方，鋳型 Gは外側に追い出され，空いた間

隙はアルギニン残基に隣接するロイシン酸残基により占め

られる６）．脱塩基部位に対する結合もこのロイシン残基に

より安定化されるものと思われる．生体内では，DNA上

のあらゆる塩基が脱離することによって脱塩基部位が生じ

ると考えられ， 脱塩基部位に対する dCMPの取り込みは，

塩基置換の原因となりうる３）．REV１は dCTPの選択性に

関してとても巧妙な構造をもつが，なぜ取り込まれる塩基

が dCMPであるのか， その生物学的理由は明らかでない．

REV１の dCMP転移活性が，細胞内で TLSに機能して

いるという証拠は，酵母を使った研究から示されている．

Dempleのグループは，チミンまたはシトシン塩基を DNA

から除去する活性を獲得した変異型 DNAグリコシラーゼ

を酵母で発現させ，生じた脱塩基部位に挿入される塩基を

解析した８）．その結果，どちらのグリコシラーゼを発現さ

せた場合にも突然変異頻度が上昇し，その大部分に REV１

依存的な dCMPの挿入が観察された．

４． REV１の第二の機能と構造

酵母では REV1 遺伝子が欠損すると様々な DNA損傷に

対して感受性となると同時に，突然変異の誘発が抑制され

る．実際に，T-T（６-４）光産物を含むプラスミドを酵母に

導入しその TLSを解析すると，約７割のケースで dAMP

の取り込みによる正しい TLSが観察され，３割のケース

で dTMPまたは dGMPの挿入による誤った TLSが観察さ

れる．興味深いことに，どちらの TLSも REV１依存的で

あるにもかかわらず，dCMPの挿入が観察されない．さら

に，この TLSには REV１の触媒活性は必要なく，むしろ

BRCTドメインが必要であることから，REV１の第二の機

能と呼ばれている３）．REV１が関与する多くの TLSと突然

変異誘発は，この第二の機能が関わっている．

酵母の遺伝学的解析では，REV１は他の REV 遺伝子，

REV３，REV７とエピスタティックである．したがって，

突然変異誘発における REV１の機能（REV１の第二の機能）

は REV３，REV７と同一の生化学的過程にあると予想され

る３）．REV３は pol ζの触媒サブユニット，REV７は非触媒

サブユニットをコードし，安定な複合体 pol ζを構成す
る．pol ζは Y-ファミリーの TLSポリメラーゼとは構造的

に異なったもう一つの TLSポリメラーゼである３）．酵母の

REV１では，pol ζと相互作用する部位が同定され（図１），
REV１による pol ζの活性促進が観察される．また，その
領域を欠失した REV１では紫外線感受性を示すと同時に，

突然変異の誘発が見られないことから，REV１の第二の機

能のある部分は，この相互作用を介した pol ζの活性促進
によるものであると考えられる９）．しかしヒトにおいては，

REV１と pol ζとの相互作用は明らかになっていない．
REV１に特徴的なもう一つの構造として，他の Y-ファ

ミリーのポリメラーゼと相互作用する領域が同定されてい

る（図１）６）．この領域は，REV７と結合することにより

REV１-REV７複合体の構成にも必要とされる１０，１１）．不思議

なことに REV７は REV１の dCMP転移活性に全く影響を

与えない１１）．また，REV７の結合は REV１と他の Y-ファミ

リーポリメラーゼとの相互作用を阻害する６）．これらの結

果は，TLSにおけるポリメラーゼの選択等の調節に REV７

が関与することを示唆するのかもしれない．

REV１は他のポリメラーゼとは異なり，PCNAと相互作

用する PIP boxが見いだされない．実際に，酵母 REV１は

PCNAにより活性化されないという報告があり１２），我々も

図１ Y-ファミリー DNAポリメラーゼの構造
BRCT: BRCA１C-terminus domain, YPCD: Y-family DNA polym-
erase catalytic domain, YPCR; Y-family DNA polymerase contact-
ing region, PZCR: polymerase ζ contacting region, UBM: ubiquitin
binding motif, UBZ: ubiquitin binding Zn finger, PIP: PCNA inter-
acting protein box, RIR: REV１interacting region.
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ヒト REV１で同様の結果を得ている．一方で，PCNAが酵

母 REV１の C末端側と相互作用し，活性化するという報

告もある１３）．この活性化は，ユビキチン化された PCNAに

よりさらに促進され，REV１の UBMに依存する．この結

果は酵母の遺伝学によっても支持され，UBMを欠失した

rev１では紫外線感受性を示すと同時に突然変異が誘発さ

れない．一方これらの結果に反して，マウス Rev１では

BRCTドメインが PCNAと相互作用するとの報告もあ

り１４），これらの矛盾が解決されるためにはさらなる解析が

必要である．

５． REV１の単鎖 DNA結合活性

我々は，REV１が単鎖 DNA結合活性をもつことを見い

だした１５）．この活性が REV１の dCMP転移反応にどのよう

に作用するかを調べるために，長さの違う３種類のプライ

マーテンプレートを作成した（図２Aa―c下段）．これらの

プライマーテンプレートと REV１を反応させると全て同等

に dCMPが重合された（図２Aa―c）．また，短い鋳型から

なる二つのプライマーテンプレートを同時に反応させると

REV１は両方のプライマー末端に同様に dCMPを重合した

（図２Ad）．ところが長い鋳型と短い鋳型からなるプライ

マーテンプレートを同時に反応させると，長い鋳型からな

るプライマーに選択的に反応が観察された（図２Ae）これ

らの結果は，単鎖 DNAに結合した REV１はその単鎖

DNA上にあるプライマー末端に選択的にターゲティング

されることを示しており，この過程で REV１は単鎖 DNA

上をスライディングしていると思われる．この性質は欠失

型 REV１（M５）で消失し（図２BC），pol ηでは観察され
ないことから１５），REV１特異的である．これらの結果は，

REV１の最初のターゲットが単鎖 DNAである可能性を示

唆する１５）．

お わ り に

REV１の構造とその生化学的特性は酵母からヒトまでと

てもよく保存されていることが明らかとなった．REV１は

様々なタンパク質と相互作用し，Y-ファミリーのメン

バーの中では，構造的，機能的に特殊な存在である．これ

らの相互作用は，TLSを制御するためのものであると考

えられる．しかし，これまでに報告されている実験結果は

依然断片的であり，REV１と突然変異誘発機構の全体像解

明にはさらなる研究が必要である．
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［Fe］-ヒドロゲナーゼ（Hmd）の構造解析
から見えてきたヒドロゲナーゼ活性中心の
収斂進化

は じ め に

ヒドロゲナーゼは水素ガス（H２）を活性化し，ヒドリド

とプロトンに分解する反応を触媒する酵素である．多くの

ヒドロゲナーゼはヒドリドをさらに分解し，二つの電子と

プロトンにする．その触媒反応は可逆であり，逆反応では

H２が生産される１）．ヒドロゲナーゼのバイオテクノロジー

への応用として，燃料電池電極や水素生産の触媒としての

活用が注目されている２）．

自然界において，ヒドロゲナーゼは微生物生態系の水素

代謝で重要な役割を担っている．嫌気条件下，有機物は細

菌や原生動物などによって分解され，有機酸や H２になる．

ここで大量の H２が発生するが（～１０８トン／年）３），H２はメ

タンや酢酸の生産および硫酸塩の還元に使われるため，環

境中に存在する H２濃度は低く保たれている．一部の H２は

好気環境に分散し，そこで好気性細菌によって酸化され

る４）．ヒドロゲナーゼはこれらの水素代謝系で，H２の生産

と酸化を触媒する．

ヒドロゲナーゼはおよそ８０年前に発見され，これまで

に［NiFe］ヒドロゲナーゼと［FeFe］ヒドロゲナーゼという

２種類がよく研究されてきた．名称からも明らかなよう

に，活性中心に含まれる金属の種類が異なり，前者はニッ

ケルと鉄を，後者は２原子の鉄を含んでいる（図１）５～７）．２０

年ほど前，メタン菌から新しいタイプのヒドロゲナーゼが

発見された．この新規酵素はひとつの鉄のみを活性中心に

含んでいることから，［Fe］ヒドロゲナーゼ（Hmd）と呼ば

れている（図１）４）．

本稿では， Hmdの活性中心に関する知見を概説した後，

ヒドロゲナーゼの特徴的な鉄錯体構造から，３種類のヒド

ロゲナーゼの進化について述べる．

１．［Fe］-ヒドロゲナーゼ（Hmd）の機能と性質

［Fe］ヒドロゲナーゼの分類名は H２-forming methylenetet-

rahydromethanopterin dehydrogenaseで，略称は Hmdである．

その触媒反応では，H２を活性化してヒドリドとプロトン

に分解し，ヒドリドをメテニルテトラヒドロメタノプテリ

ン（メテニル-H４MPT＋）に転移し，メチレンテトラヒドロ

メタノプテリン（メチレン-H４MPT）をつくる．逆反応で

は，メチレン-H４MPTとプロトンから水素ガスを発生する

（式１）４）．

メテニル-H４MPT＋＋H２ メチレン-H４MPT＋H＋ （式１）

ΔG°′＝―５．５kJ／mol

テトラヒドロメタノプテリンはメタン菌の C１キャリヤー

であり，Hmdの触媒する反応はメタン生成代謝に含まれ

る．Hmdは水素利用性のメタン菌のいくつかに見出され

ているが，Methanothermobacter marburgensis 由来の酵素

がよく研究されている．このメタン菌では，培地中のニッ

ケルが制限された条件（５０nM以下）で Hmdが大量に生

産され，全タンパク質の５％を超えることが知られてい

る８）．

Hmdは分子量３８，０００のサブユニットのホモ二量体から

なり，２分子の鉄コファクター（FeGPコファクター）を

含んでいる．FeGPコファクターはピリジノール環が GMP

８４６８４６ 〔生化学 第８０巻 第９号〔生化学 第８０巻 第９号

みにれびゆうみにれびゆう


