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研究成果の概要（和文）：複製はDNA損傷により頻繁に停止している。この停止解除には、以下の３つの機構が
関わっている。１つ目は、損傷乗り越え修復と呼ばれる損傷を乗り越えて複製を継続するDNA変異につながる機
構である。２つ目は損傷下流からのリプライミグ機構である。３つ目は最近我々が発見した複製ポリメラーゼ自
身がその場で乗り越えを行いDNA変異を誘導する機構である。この研究では、これら３経路の関係を調査し、こ
れらの経路はそれぞれが相補的に働いていることを明らかにした。さらに、１つ目の機構に関わるYファミリー
ポリメラーゼのポリメラーゼη、ι、κの関係を調査し、これらが損傷の種類ごとに使い分けをしていることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Genome replication is stalled by unrepaired damage, potentially leading to 
fork collapse, mutagenesis, and genome instability. Eukaryotic cells have evolved several mechanisms
 to complete replication beyond a damaged template. The first is translesion DNA synthesis (TLS), 
which employs specialized DNA polymerases, including Polymerase η to permit continued replication 
beyond the damaged template. A second mechanism, in which DNA primases play a role, involves the 
repriming of DNA synthesis downstream from the lesion or structure. A third mechanism, in which DNA 
polymerase delta continues replication across damaged template, leading mutagenic replication. In 
this study, we analyzed relationship between these three classes of DNA damage tolerance systems and
 found these mechanisms complementary play roles. Moreover, we also analyzed the relationship in 
Y-family TLS polymerases (Pol-eta, iota and kappa) and found the division of labor in these enzymes 
by the type of DNA damages.

研究分野： 分子生物学

キーワード： DNA損傷　複製　変異　損傷乗り越え
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究ではDNA損傷応答に関わる３つの経路の相補性を明らかにした。このような経路間の相補的関係性は、
近年新しいガン治療への応用に期待が向けられている。ガン細胞の一般的性質としてなんらかのゲノム維持シス
テムが変異で減弱していることが知られている。この減弱経路と相補的関係にある経路を阻害することでガン細
胞を特異的に細胞死に追い込むことが可能である。本研究で得られた知見を今後さらに発展させ、さらなるポリ
メラーゼ、ゲノム維持ネットワークを包括的に理解することで革新的なガン治療に繋げていきたいと考えてい
る。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景 
放射線や化学物質によって引き起こされる DNA の変異は発ガンや遺伝的影響などの確率的影響
につながる。このような DNA 変異は正確性の低いポリメラーゼが正確なポリメラーゼである複
製ポリメラーゼの機能を肩代わりしてゲノム複製を行う際に誘導される。損傷乗り越え複製機
構と呼ばれる機構が働く際に、正確性の低いポリメラーゼがゲノム複製を行う。すなわち、DNA
の損傷部位で複製ポリメラーゼが停止した際に、乗り越え複製機構が損傷部分を乗り越えて
DNA 複製を継続する際に変異が誘導されるのである。損傷乗り越え複製では、損傷した DNA を
鋳型に用いてヌクレオチドを挿入できる TLS ポリメラーゼと呼ばれる正確性の低い酵素が関わ
っている。細胞内には様々な種類の TLS ポリメラーゼが存在しており、DNA 損傷の種類ごとに
作業分担があると考えられている。例えば、紫外線の損傷にはポリメラーゼη（イータ）が効
果的に働き変異を避けて損傷乗り越えを行うが、他の酵素が誤って働くと変異につながる。し
かし、損傷の種類ごとの詳細な作業分担や、制御機構については、ほとんどわかっていない。
さらに、申請者は複製ポリメラーゼδが POLD3 サブユニットに依存して損傷を乗り越える新規
の乗り越え機構を発見している。しかし、この新規の損傷乗り越え機構と従来の TLS ポリメラ
ーゼの乗り越え機構との関係など、不明のままであった。	 
 
２．研究の目的 
損傷 DNA で停止した複製フォークの停止解除には、①損傷乗り越えポリメラーゼ(以下 TLS ポリ
メラーゼと表記)の損傷乗り越えと②損傷下流からの再開の経路とが中心的に働く。これら経路
でポリメラーゼ群による DNA 複製が中心的な役割を担っている。しかし、①と②経路の関係や、
使用する TLS ポリメラーゼの選択機構は分かっていない。さらに本研究では、申請者が独自に
発見した、第３の経路：複製ポリメラーゼによる損傷乗り越え経路と既知の①～②の経路の関
係や役割分担を研究し、ポリメラーゼネットワークの制御機構の解明を行う。また、複製ポリ
メラーゼの DNA 損傷応答における新規機構の解明を合わせて行う。	 
	 
３．研究の方法	 
本研究では、研究方法において作製した細胞株や実験手法も成果の一部であるので方法につい
て４の項目に含めて記載する。	 
	 
４．研究成果	 
損傷乗り越え機構と損傷部位下流から複製再開（リプライミング機構）の分担の解明	 
DNA 複製は、鋳型鎖上の DNA 損傷部位において頻繁に停止している。この停止を解除する機構
として、DNA 損傷乗り越え機構が知られている。この機構は複製ポリメラーゼから、忠実度の
低い TLS ポリメラーゼにスイッチすることで損傷部位でのその場しのぎの複製を継続すること
が知られている、このほか、下流からの複製のリプライミング機構も複製停止解除に寄与する
ことが知られている。申請者はTLSポリメラーゼのPolη-ζとリプライミングに必要のPrimPol
の関係を調査し、紫外線などの DNA 損傷に対する応答において、相補的に機能することを示し
た（図 1）。	 

図１	 ニワトリ DT40 細胞より PrimPol 遺伝子（赤）や Polη-ζ（緑）や両経路（オレンジ）
の破壊細胞を作製し、紫外線（左）シスプラチン（右）に対する生存率を測定した。縦軸は生
存率、横軸は線量及び薬品濃度を表す。Kobayashi	 et	 al.	 2016	 Cell	 cycle	 より	 
	 
複製ポリメラーゼによる乗り越え機構と TLS 機構の関係性	 
申請者はTLSポリメラーゼのPolη-ζと複製ポリメラーゼδによる乗り越え活性化に寄与する	 
POLD3 の関係を調査し、これらが相補的に細胞生存に必須の働きをしていることを示した。さ
らに Polδの損傷乗り越え活性を、この酵素の校正エキソヌクレアーゼ活性を変異で潰すこと
によって実験的に上昇させ、Polη-ζ/POLD3 三重破壊細胞の致死性がレスキューされることを
示した（図 2）。	 
	 
	 

Figure 2. PrimPol plays roles in damage tolerance independently of Polh and Polz. (A) Relative growth rate of cells plotted with indicated genotypes. Doubling time for
the indicated cells was calculated. Error bars represent standard deviation from independent experiments (n D 3). (B) Indicated cells were treated with 0 or 100 nM of cis-
platin for 16 hr. Representative cell-cycle distribution for the indicated genotypes. The top of the box, and the lower left, lower right, and left-most gates correspond to
cells in the S, G1, and G2/M phases, and the sub-G1 fraction, respectively. The sub-G1 fraction represents dying and dead cells. The percentage of cells in each gate is indi-
cated. (C) Percentage of the indicated cells in sub-G1 fraction and G2 phase fraction was indicated. Error bar represent standard deviation from independent experiments
(nD 3). Statistical significance was determined by a Student’s t-test and p-value was calculated. (!) p < 0.05 (D) Indicated cells were exposed to UV or cisplatin and sensi-
tivities were indicated as in Figure 1.

2000 K. KOBAYASHI ET AL.



図２	 ニワトリ DT40 細胞より Pold3 遺伝子や Polη-ζや両経路（黒点線-丸）の破壊細胞を作
製した。横軸は培養時間、縦軸は細胞数を表す。三重破壊細胞は細胞増殖が遺伝子破壊後に停
止する。この細胞に Polδの校正エキソヌクレアーゼ活性を変異で潰す（赤点線）と増殖不良
が回復する。Hirota	 et	 al.	 2016	 Nucleic	 acids	 res.	 より	 
	 
Y-family ポリメラーゼの作業分担	 
TLS ポリメラーゼの Polηは酵母で特にその働きが研究され、紫外線による損傷（チミンダイマ
ー）の乗り越えに重要であることが知られている。この酵素は、酵母からヒトまで保存されて
おり、ヒトでは３種類存在する。これらは構造の類似性から Y-family ポリメラーゼと呼ばれて
いる。しかし、これら酵素の作業分担は不明のままであった。申請者は、ヒトリンパ球細胞 TK6
から Polηとその近縁酵素 Polι及び Polκ の２重破壊や、すべてを欠損した三重破壊細胞を系
統的に作製し、それら酵素の損傷ごとの使い分けについて研究した。その結果、損傷の種類（酸
化、アルキル化、紫外線によるチミン二量体）ごとに異なる酵素の要求性があり、酵素の
使い分けがあることを見出した（図３）。	 
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図３	 TLSポリメラーゼ Polηとその近縁酵素 Polι及び Polκの遺伝学的関係。紫外線感
受性を調査しした研究例を示す。縦軸は細胞生存率(%)、横軸は紫外線量を表す。（未発表
データ） 
 
複製ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性のゲノム維持における機能	 
複製ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性を変異で潰した細胞をヒト TK6 細胞
より作製した（Polεexo-細胞）。Polεexo-細胞はカンプトテシンに対し高い感受性を示した。
カンプトテシンは、トポイソメラーゼ I を阻害し末端にトポイソメラーゼが共有結合した
TopI-cc 複合体を形成する。このような損傷に複製フォークが遭遇すると二重鎖切断が発
生する。この二重鎖切断の防止のためには、複製フォークの斑点による安全は停止が重要
であることが知られている。申請者は、複製ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活
性が、鋳型鎖同士の相同組換えを誘導することで、フォークの安全な停止に寄与するとい
う新規機能を明らかにした（図 4）。 
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Figure 1. pold1exo- mutation restores mutant phenotype of pold3 cells. (A) pold1exo- mutation significantly suppresses the growth defect of pold3 cells. The
doubling time for the indicated genotypes is indicated. Error bars represent standard deviations (SD) from three independent assays. Statistical significance
was determined by a Student’s t-test and P-value was calculated. (*) P < 0.01, (**) P < 0.001. (B) Expression of POLD1exo− reverses the synthetic lethality
of polη/polζ/pold3 cells. Growth curves of the indicated cells are shown after addition of doxycycline at time zero. The tet-POLD3 transcription was active
without doxycyclin (ON) and inhibited upon addition of doxycyclin (OFF). (C) Expression of POLD1exo− reverses sensitivities of pold3 cells to MMS and
H2O2. Indicated cells were exposed to MMS or H2O2. The dose of the genotoxic agent is displayed on the x-axis on a linear scale, while the percentage
fraction of surviving cells is displayed on the y-axis on a logarithmic scale. Error bars show the SD for three independent assays. Statistical significance
was determined by a Student’s t-test and P-value was calculated. (*) P < 0.01

Expression of proofreading-deficient Pol! affects TLS past
abasic sites in Ig V gene

To test the role of Pol! in TLS in vivo, we examined the di-
versification of the immunoglobulin (Ig) V" region in the
DT40 B cell line during in vitro passage. DT40 cells consti-
tutively diversify their Ig VJ" segment through two mecha-
nisms, TLS dependent hypermutation and gene conversion
from upstream pseudo-V" segments (30,31). Hypermuta-
tion at C/G basepairs in this locus is caused by TLS across
abasic sites (32,33). Thus, the nucleotide sequence analy-
sis of Ig V diversification during clonal expansion of cells
provides the opportunity for measuring the rate of TLS as
well as identifying the nucleotides inserted opposite to aba-
sic sites (20).

We overexpressed AID to enhance Ig V diversification.
The resultant AID overexpressing cells were subcloned and

cultured for two weeks. Then we subjected PCR-amplified
VJ" segment to nucleotide sequence analysis (Figure 2A).
pold3 cells exhibited a significant decrease in the rate of TLS
dependent hypermutation as reported previously (19) (Fig-
ure 2B). Remarkably, TLS dependent hypermutation was
restored in pold3/pold1exo− cells to a nearly wild-type level
(Figure 2B). Thus, loss of proofreading exonuclease activ-
ity of Pol! bypasses requirement of POLD3 to execute TLS
past abasic site (15,16). Interestingly, the restoration was as-
sociated with an increase in the proportion of G/C to A/T
transitions (Chi-square test, P = 0.0050, Figure 2B and C).
Pol! preferentially incorporates dA opposite abasic sites (A-
rule (34)) while Rev1 preferentially incorporates dC (C-rule
(35)). Importantly, the presence of a proofreading deficient
allele of Pol! also increases the proportion of dA incorpo-
ration opposite C even when POLD3 is present (Chi-square
test, P = 0.0068, Figure 2C and C). The reversal of the aba-
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図４	 ポリメラーゼεのエキソヌクレアーゼ活性を変異で潰した細胞 Polεexo-細胞では、カ

ンプトテシンによる DNA損傷に応答した複製フォーク停止が不良である。赤で示す部分
はカンプトテシン処理前１５分の複製長を示す。緑で示す部分は、カンプトテシン処理後

１５分の複製長を示す。 
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