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研究成果の概要（和文）：がん遺伝子の活性化が引き起こすDNA複製ストレス(RS)への耐性が腫瘍細胞の増殖に
必要である。今回、私たちはがん遺伝子Myc活性化細胞において、RSへの耐性に損傷乗り越えポリメラーゼPolη
が重要な役割を果たすことを見出した。また、Polηが作用しない時にはMUS81-EME2というDNA切断酵素がRSへの
耐性に関与することを見出した。したがって、これら分子の機能を阻害することは新しい治療開発につながるこ
とが期待される。

研究成果の概要（英文）：Growth of neoplastic cells relies on their tolerance to oncogene-induced 
replication stress (RS). Translesion synthesis (TLS) plays a critical role in cellular tolerance to 
various types of RS by employing specialized polymerases. Here, we report that Polη, a Y-family TLS
 polymerase, promotes cellular tolerance to Myc-induced RS. Polη was recruited to Myc-induced RS 
sites, and Polη depletion enhanced the Myc-induced slowing and stalling of replication forks and 
the subsequent generation of double-strand breaks (DSBs). In the absence of Polη, Myc-induced DSB 
formation depended on MUS81-EME2 (the S-phase specific endonuclease complex), and concomitant 
depletion of MUS81-EME2 and Polη enhanced RS and cell death in a synergistic manner. Collectively, 
these results indicate that Polη alleviates the Myc-induced RS, and highlight the possibility of 
synthetic sick or lethal interaction between Polη and MUS81-EME2 in cells experiencing Myc-induced 
RS. 

研究分野： DNA損傷応答
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１. 研究開始当初の背景 
  腫瘍細胞において、活性化がん遺伝子は
様々な DNA 複製の異常を引き起こす。たと
えば、過剰な DNA 複製によるヌクレオチド
や複製因子の相対的欠乏や複製と転写の衝
突などが原因と考えられる DNA 複製フォー
ク進行の遅延や停止である。これらは、発が
ん性複製ストレス(replication stress, RS)と総
称されており、ATR 経路の活性化や、RS の
結果として生ずる DNA 損傷による ATM-p53
経路の活性化などを通して細胞老化や細胞
死を促進し、腫瘍抑制的に作用する。一方、
発がん性RSによって損傷を受けたDNAは修
復エラーによってゲノム不安定化の原因と
なり、腫瘍の悪性化を促進する。したがって、
この発がん性 RS に対して応答する仕組みは
発がん過程の解明にも、治療標的の発見にも
重要な意義を持つ。 
  ほ乳類の DNA ポリメラーゼは 15 種類あり、
大きく二つのグループに分けられる。すなわ
ち、通常の高忠実度な複製を行う DNA ポリ
メラーゼと複製忠実度の低い DNA ポリメラ
ーゼのグループである。損傷乗り越え DNA
合成(TLS)は、複製忠実度の低い DNA ポリメ
ラーゼを用いて RS への耐性に関与する重要
な機構である。Y-family ポリメラーゼ（Pol
η,Polι,Polκ, REV1 の４種類が哺乳類には
ある）は中でも代表的な TLS ポリメラーゼと
して知られる。これらは大腸菌や酵母から進
化的に保存されている。また、Polηの先天的
欠損は、皮膚の紫外線感受性と皮膚がんの合
併を特徴とする色素性乾皮症バリアント型
(XP-V)の原因となる。しかし、がん遺伝子誘
導性 RS に対する TLS の役割はほとんど解明
されていない。 
 私たちはこれまでに、がん細胞における
Y-family ポリメラーゼの働きについて研究
を行ってきてきた。その結果、がん細胞で活
性化を受け多くのシグナル分子の構造・機能
の活性化を助ける分子シャペロン Hsp90 が
Polηや REV1 の安定性や機能を制御するこ
とや、腫瘍細胞で複製開始点の過剰な活性化
によって起こる DNA の再複製に Y-family ポ
リメラーゼが関与することを明らかにして
きた。 
 
２．研究の目的 
代表的ながん遺伝子のひとつである MYC の
活性化は RS を誘導する。この RS への耐性に
おいて Y-family ポリメラーゼが果たす機能、
その働く仕組み、相互作用する因子を解明す
ることを目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
ヒト細胞株 U2OS において、エストロゲン受
容体と MYC 遺伝子の融合蛋白(MYC-ER)を
安定的に発現するクローンU2OS/MYC-ERを
作成した。この細胞をエストロゲン類似薬
4OHT で処理すると MYC-ER が核に移行し
MYC を活性化し、DNA 合成を促進し、RS

を誘導できることが報告されている。そこ
で、主にこの実験系を用いて、Y-family ポ
リメラーゼの役割を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)U2OS/MYC-ERを 4OHTで処理する時に、
あらかじめ各 Y-family ポリメラーゼに 
対する siRNA を導入して発現を抑制して
細胞増殖や細胞周期に対する効果を解析
した。結果は、Polη  siRNA (siPolη)が
4OHT 処理細胞において最も大きく細胞増
殖を抑制し、G2 arrest, アポトーシスを誘
導することを示した。 
(2) siPolη導入が、MYC 活性化によって誘
導される DNA 二重鎖切断(DSB)マーカー
γH2AX 増加の程度を増強した。また、DSB
を直接測定するコメット・アッセイにおい
ても DSB 数を増加させることが示された。 
(3) XP-V 患者由来の Polη欠損ヒト線維芽
細胞とこれに野生型 Polηを導入した細胞
を比較して、MYC-ER の発現が細胞周期と
γH2AX に与える効果を解析した。Polη欠
損細胞ではγH2AXの誘導とG2 arrestがよ
り強く観察された。 
(4) U2OS/MYC-ER に安定的に GFP- Polη
を発現させた細胞で 4OHT による MYC 活
性化を誘導したところ、GFP- Polηの DNA
複製部位への局在が観察された。また、Pol
ηを複製部位へ動員するRad18によるユビ
キチン化 PCNA の増加が見られた。さらに、
内因性 Polηも MYC 活性化細胞において
DNA 複製フォーカスへの動員が観察され
た。 
(5) U2OS/MYC-ER に Polηのドミナン
ト・ネガティブ変異体(dead-Polη)と野生型
Polηを過剰発現し、ER-MYC 活性化の効
果を解析した。4OHT 処理細胞において複
製部位には dead-PolηとγH2AX が同じ核
foci に集積が観察されたが、野生型 Polηに
ついてはそのような結果が得られなかっ
た。この結果は Polηのポリメラーゼ活性
が MYC 誘導性 RS の緩和に重要であるこ
とを示唆する。 
(6) U2OS/MYC-ER において 4OHT による
MYC 活性化と siPolη導入が DNA 複製ダ
イナミクスに与える影響を DNA ファイバ
ー法を用いて解析した。報告されているよ
うに、MYC 活性化は複製オリジン活性化
を促進にともなう複製フォークの遅延・停
止の促進を引き起こした。この時に siPol
η導入すると、複製オリジン活性化には影
響せずに複製フォークの遅延・停止をさら
に促進した。これらの結果は、Polηが MYC
による複製フォークの進行障害を緩和す
ることを示唆する。 
(7) ヌクレアーゼ MUS81 は M 期において
EME1 と複合体を作り、common fragile site
の切断に関与する。一方、MUS81 と EME2
との複合体は S 期に作用し、停止した複製
フォーク DNA の切断に関与することが近



年明らかになった。そこで、MUS81, EME1, 
EME2 をそれぞれ siRNA によって抑制し、
U2OS/MYC-ER 細胞の siPolη導入後の MYC
活性化による DSB の形成に対する影響を解
析した。その結果は、MUS81-EME1 ではなく、
S 期特異的ヌクレアーゼ MUS81-EME2 が
DSB 形成に関与することを示した。さらに、
MYC 活性化細胞において MUS81-EME2 と
Polηの発現抑制が、RS の増強と細胞死を相
乗的に促進することが明らかとなった。 
 
以上をまとめると、本研究は MYC がん遺伝
子の活性化が誘導するRSの緩和にPolηを介
する DNA 合成が関与することを明らかにし
た。また、Polηの作用が欠損する時に
MUS81-EME2 による DSB 形成を介する複製
フォーク再開がバックアップ機構として作
用する可能性が考えられた。これらの知見は、
発がん機構とそれを標的とする治療開発に
有用な手がかりを提供する。 
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