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研究成果の概要（和文）：真核生物は１０種類以上のＤＮＡポリメラーゼを持つが，そのうち２種類が主にゲノ
ム複製を担う．しかし，その他のＤＮＡポリメラーゼは複製に必要とされながらも，どのようにゲノム複製に関
与するかは明らかではない．本研究は，分裂酵母における解析により，誤りがちなDNAポリメラーゼPolζが複製
遅延領域のゲノム合成に関与し，その領域で突然変異が多い原因がPolζによることを示した．また，多細胞生
物におけるDNAポリメラーゼ間での協調的機能の解析に向けて、酵母にて開発されたDNAポリメラーゼをゲノム科
学的に解析する実験法を線虫，ヒト培養細胞に応用した．

研究成果の概要（英文）：There are more than 10 DNA polymerases encoded in eukaryotic cells and two 
polymerases (Polδ and Polε) replicate the bulk of parental DNA. On the other hand, some of other 
polymerases are less processive but tolerant replication blockage. However, we know little about how
 activities of these DNA polymerases are coordinated during genome replication. We first tackled 
this issue in fission yeast using the experimental system to examine genome-wide usage of DNA 
polymerases (Pu-seq). We then applied this system to C. elegans and human culture cells to 
investigate flexibility in the mechanism of replication during change in cell identity such as 
differentiation and tumorigenesis.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： DNA複製　突然変異　DNAポリメラーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在までに，ヒトを含めた多細胞生物では老化，がん化という細胞の変遷がゲノム情報の安定性へ影響すること
が示されてきた．がん細胞ではポリメラーゼ遺伝子に多くの変異が見つかるなど，その機能不全とがんにおける
ゲノム不安定性との関連性が示唆され，同様に，老化した細胞においても複製ストレスを示すバイオマーカーが
観察される．その過程でのＤＮＡ複製機構に起きる変遷を具体的に示す研究成果は乏しい状況であったが，本研
究で開発された実験系を応用することにより，発がんや老化へ寄与する仕組みの解明へと大きく前進すると期待
される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真核生物では 1０種類以上の DNAポリメラーゼが同定されているが，それぞれのＤＮＡ合成反

応の正確性は異なる（Lange et al. Nat Rev Cancer 11 96-110 2011）．現在までに，ゲノム複
製に主に関わるポリメラーゼとして Polε（イプシロン）と Polδ（デルタ）が「複製 Pol」と
して同定され（図１Ａ），その他のポリメラーゼは，DNA 損傷乗越え合成・修復での役割を持つ
として別個に研究が行われてきた．しかし，DNA損傷とは関わらず，染色体異常が起きやすい脆
弱（fragile）部位などでの効率的な複製に，複製 Pol 以外のポリメラーゼ（Polζ:ゼータ，Pol
η：イータ，Polκ：カッパ，Polθ：シータなど）が必要であることが近年示された（Boyer et 
al. J. Mol. Biol. 425 4767–81 2013）．研究開始当初までに，個別のポリメラーゼの生化学的
な特徴は盛んに研究されてきたが，ゲノム複製における多くのポリメラーゼの協調的役割を示
す研究は未だに成されていなかった．その点を追及するために，研究代表者は分裂酵母を用いて
ＤＮＡポリメラーゼの合成をゲノム上で網羅的に解析する実験系を開発し，複製 Pol（Polε，
Polδ）機能の詳細なプロファイルから始めて（Daigaku et al Nat. Struct. Mol. Biol. 22 
192–8 2015；詳細は研究の方法に記述; Polymerase-usage: Pu-seq），現在は多くのポリメラー
ゼを対象として，この実験系を応用する段階に至った． 
また，ヒトを含めた多細胞生物では老化，がん化という細胞の変化がゲノム情報の安定性に影

響を及ぼすことが示され，がん細胞でポリメラーゼ遺伝子に多くの変異が見つかるなど，ポリメ
ラーゼの機能不全とがんにおけるゲノム不安定性との関連性が示唆された（図１Ｂ）．同様に，
老化した細胞においても複製ストレスを示すバイオマーカーが観察されていた．しかし，現在に
至っても DNA 複製過程に起きる変化を具体的に示す研究成果は乏しく，個々の DNA ポリメラー
ゼ機能が発がんや老化へ寄与する仕組みの解明が期待されていた． 
 

図１ 
（Ａ）ＤＮＡ複製フォークのモデル．ＤＮＡ合成は必ず３’末端から伸長され，各々の新生ＤＮ
Ａの姉妹鎖（図中に Watson, Crick strand と表記）は連続的，または，非連続に合成される． 
(Ｂ）腫瘍におけるＤＮＡポリメラーゼ遺伝子の変異．国際がんゲノムコンソーシアムのデータ
ベースより転載． 
 
２．研究の目的 
本研究では，第一に，分裂酵母において，複製 Polに加えて，新規に多くのポリメラーゼを対

象とした Pu-seq 実験の実施体制を整えた．当初までの研究で示される通り，ゲノム複製への関
与が示唆される Polζ，Polη，Polκを新規に Pu-seq実験の対象に加えた．特に，ゲノム配列・
構造上の特徴（特殊な配列：回文など，二次構造，高次のクロマチン構造：ヘテロクロマチン領
域など）による位置特異的な合成を調べ，また，強力に発現する tRNA 遺伝子近傍における複製
Pol と転写装置の衝突や遺伝子上流域でのヌクレオソーム構造による DNA 合成への干渉を調べ
た．また，複製 Pol が他のポリメラーゼによってバックアップされる仕組みを明らかにするた
め，複製 Pol の機能が低下した状況で，もう一方の複製 Pol，Polζ，Polη，Polκの機能を解
析した（以下，（1））． 

第二に，分裂酵母で構築される実験方法を応用し，がん化，老化に伴って DNA 複製機構がどの
ように変化するかを検証した．そのために，多細胞生物であり，かつ，遺伝学的な操作が容易で
ある線虫（C. elegans）を用いて，加齢の進行に伴って起きる個々の DNAポリメラーゼの機能変
化を観察した．また，同時に，上記の実験系をヒト細胞にも応用し，がん化した細胞における特
徴的な DNA 複製の様式を同定する．加齢の進行に伴って起きる個々の DNA ポリメラーゼの機能
変化を観察するためには，DNA ポリメラーゼを直接制御する分子機構の解明が必要であるために，
線虫において，DNA 上でポリメラーゼの足場となるタンパク質因子 PCNA の修飾が DNA ポリメラ
ーゼ動態において果たす役割を解析した． 



 
３．研究の方法 
(1)，分裂酵母を使用した DNA ポリメラーゼ動態解析 
リボヌクレオチドを取り込む変異酵母株の作成- Pu-seq 実験では， Pol 活性部位を変異させ

リボヌクレオチド（rNMP）を高頻度で取り込む Polをデザインし，細胞内で発現させ，対象とな
る Polによる合成を rNMPでマークする．よって，実験の準備段階として，すでに構築した rNMP
を取り込む変異 Polε，Polδの配列情報をもとに， 同様の Polζ，Polη，Polκ遺伝子変異を
特定し，cre-loxシステムにより（Watson et al. Gene 407 63-74 2008），それらの変異 Pol遺
伝子を細胞内の野生型 Pol遺伝子と置換した．その後，ゲノム DNAに取り込まれた rNMP の除去
を抑制するため RNaseH2をコードする遺伝子を欠損させ，それぞれの Pol変異株のゲノム DNA中
への rNMP取り込みを確認した． 

 Polζ，Polη，Polκを対象とした Pu-seq の実施 – 得られた rNMPを取り込む変異 Pol 酵母
株から DNA を抽出後，rNMP 部位をアルカリ処理により切断し，その DNA 断片より次世代シーク
エンサー解析用のライブラリ DNAを作成した．ハイスループット DNA 配列解析後，各領域(300bp)
にアラインされる DNA断片数から Pol 変異株における rNMP取り込み量を算出し，各領域の対象
となる Polによる相対的合成量と成した． 
(2)，線虫，ヒト細胞を使用した DNA複製動態解析 
 分裂酵母，同様， 線虫・ヒト細胞の実験においても，Polε（イプシロン）と Polδ（デルタ）
を対象として，rNMPを取り込む変異 Pol遺伝子をゲノムに導入する必要があり，CRISPR-Cas9に
よる遺伝子導入法を用い，ヒト培養細胞，線虫個体のゲノム改変を行った．その後，線虫におい
ては，RNAi，ヒト細胞においては，AID デグロンタグ法（Nishimura et al. Nat Methods 6 917-
22,2009，Natsume et al. Cell rep. 2017）を使用し RNaseH2を一時的に不活性化した．その条
件下において，DNA を抽出後，分裂酵母の場合と同様の方法で，全ゲノムに渡る rNMP の取り込
み量を解析し，ゲノム各領域(1kbごと)の DNA ポリメラーゼの使用度を算出した． 
(3)，線虫における DNA複製制御機構の解析 
 DNA 上でポリメラーゼの足場となるタンパク質因子 PCNA の修飾が DNA ポリメラーゼ動態にお
いて果たす役割を解析するため，PCNA が分子修飾をうける 165 番目のリジンがアルギニンに変
異した線虫株を作成し，DNA ポリメラーゼ動態制御が線虫の生活環，および，紫外線抵抗性に及
ぼす影響を解析した． 
 
４．研究成果 
(1)，分裂酵母を使用した DNA ポリメラーゼ動態解析 
 研究目的で挙げたポリメラーゼの中で，Polζ（ゼータ）を対象とした Pu-seq実験を行う事に
成功し，DNA 合成期（Ｓ期）の複製遅延領域において，Polζが機能する確率が上昇することを
示した．これらの結果から，DNAポリメラーゼの使われ方がゲノム複製の進行と共に変化するこ
とを示し，ゲノム上の複製遅延領域に突然変異が多い原因が Polζ機能によることを示すに至っ
た． 
(2)，ヒト細胞，線虫を使用した DNA複製動態解析 
 HCT116 細胞株を使用し，ゲノム複製の大半を担う Polδ（デルタ），Polε（イプシロン）の触
媒サブユニットをコードする遺伝子（POLD1，POLE1）へ，単一のアミノ酸を置換する変異を導入
する実験を実施した結果，POLE1遺伝子の両遺伝子座への変異が導入された． POLD1 遺伝子への
変異導入頻度が低く，単一遺伝子座へのみ変異が導入されたことは，該当変異が POLD1 への機能
を低減し，変異導入された細胞の生存率に影響を及ぼしたためであると考えられた．よって，ヒ
ト培養細胞においては，作成した POLE1 変異体において，CRISPR-Cas9 システムを利用し，
RNASEH2A の C 末端に aid タグを付加した．得られた株を用いて，auxin 添加後に上記の通りリ
ボヌクレオチドの取り込みを検証した．その結果，経時的にリボヌクレオチドの蓄積が高まるこ
とが確認され，また，POLE1 変異体においてはリボヌクレオチドの取り込みがコントロール株よ
りも多いことが示された．その後，次世代シークエンサーを利用し，ゲノム中に取り込まれた
rNMP のマッピングにも成功し，ヒトのゲノムを網羅して Polεによるリーディング鎖合成が起
きる領域を特定する実験系を確立した． 
線虫において POLD1，POLE遺伝子へ，単一のアミノ酸を置換する変異を導入する実験を実施し

た結果，同様に，POLE1遺伝子の両遺伝子座への変異が導入された．得られた POLE1変異線虫株
の RNHASEH2 を不活性化した結果，非常に生育が悪くなり，Pu-seq 実験に十分な量の DNA を得る
に至らず，少量の DNA を使用し，ゲノム DNA中でリボヌクレオチのマッピングする方法を開発す
る必要があることが判明した． 
(3)，線虫における DNA複製制御機構の解析 
 CRISPR/Cas9 を使用したゲノム編集により，PCNA ユビキチン化部位に変異を導入し，通常の
DNA複製は影響をうけず，DNA 損傷を乗り越える合成の誘導のみが阻害された線虫株を作成した．
この変異線虫株に紫外線を照射し DNA損傷形成を誘導した場合，野生型に比べて，発生初期の卵
からの孵化，その後の幼生の発達がより顕著に阻害された．この結果から，個体発生の一連の過
程を通して，DNA 損傷乗り越え機構が機能していることが明らした（図２A）．また，DNA 損傷存
在下で細胞周期を制御する DNA 損傷チェックポイントの機能が低下した状態で，PCNA のユビキ
チン化が起きない場合は，正常な生殖細胞形成が行われないことも明らかにした．この結果は，



生殖細胞形成の前過程で活発に細胞が増殖するために，複製クランプのユビキチン化に依存し
た円滑なＤＮＡ複製が維持される必要があること示した． 

図 2 

（Ａ）成虫である線虫に紫外線を照射し，その後，産み落とされた卵の孵化率．N2：野生株，pcn1-

k165R：ＰＣＮＡのユビキチン部位が変異した株．（Ｂ）線虫個体の生殖細胞形成部位の DNA を

Hoechst® 33342で染色後，顕微鏡観察をおこなった．水色：ＤＮＡ，pcn1-k165 hus1：PCNAの

ユビキチン部位が変異し，DNA 損傷チェックポイントの機能が低下した線虫系統．この系統では，

生殖細胞が形成されるべき領域で DNAが存在せず，生殖細胞が正常に形成されていない． 
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