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研究成果の概要（和文）：DNAポリメラーゼは遺伝情報を担うゲノムDNAを合成する酵素であり，現在までに同定
されたものとして，ヒトには１５種類存在する．その分子の機能の効率，正確性は遺伝情報の安定性に直接影響
し，数多くのポリメラーゼがどのように協調的に機能するかは，遺伝の仕組みを明らかにする上で重要な課題で
ある．本研究では，培養ヒト細胞を用いて，長大なゲノムDNA上で個々のDNAポリメラーゼが機能する領域を特定
する実験系の構築を行った．

研究成果の概要（英文）：The division of labour among DNA polymerases is essential for efficient 
genome replication. In both fission yeast and budding yeast, the assignment of replicative 
polymerase has been identified at a genome-wide level. However, activities of DNA polymerases are 
expected to be more flexible in organisms with the lager genome, including human. Thus, in this 
study, using human cultured cell, we established the method to characterise the function of a 
particular DNA polymerase in vivo.

研究分野：分子遺伝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在までのＤＮＡ複製研究は出芽酵母，分裂酵母などの単細胞モデルによるものが中心であり，ヒト細胞におけ
る研究は非常に限られている．ＤＮＡ複製に必要な因子は高度に保存され，同様の機構が存在すると考えられる
が，多細胞生物には分化，老化，がん化という細胞の形質変化があるために，経時的にどのようにＤＮＡ複製機
構が変化するかは，個体の恒常性の維持という点で重要な問題であると考えられる．しかし，それは現在の
ＤＮＡ複製研究では未踏の領域であり，本研究では，ヒト細胞を用いて新たにゲノム全体を対象としてＤＮＡポ
リメラーゼの分業を明らかにする実験系を構築することにより，この問題にチャレンジした．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 現在までのＤＮＡポリメラーゼ研究では，リーディング鎖，ラギング鎖合成を行う Polε，
Polδは「複製ポリメラーゼ」と分類され，その他のポリメラーゼは一概にＤＮＡ損傷乗越え合
成・修復の過程での役割を持つと認識されてきた．しかし，我々は，細胞周期のタイミングに
応じたポリメラーゼ機能制御の研究を通し（Daigaku et al. Nature 465 951-55 2010），複製
ポリメラーゼ以外のＤＮＡポリメラーゼもゲノム複製に関与していることを示唆する結果を得
た．その後，効率，正確性が異なるＤＮＡポリメラーゼがどのように協調的に機能するかを解
明すべく，分裂酵母を使用して，ＤＮＡポリメラーゼの機能を全ゲノムを網羅し，かつ，これ
までになく詳細に検証する実験系を開発した（Daigaku et al Nat. Struct. Mol. Biol. 22 192
–8 2015）．ヒト細胞のような大きなゲノムを持つ細胞が行う，効率的なゲノム複製のシステム
の解明を目指し，本研究は構想された．この研究を応用して，加齢とともに我々の体内に蓄積
する遺伝情報の変化である塩基多型 (SNP) ，copy number variation，染色体異常に，ＤＮＡ
ポリメラーゼ機能の変化がどのように関与するかを検証できると考えている． 
 近年，多くのがん細胞のゲノムが解読され，様々なＤＮＡポリメラーゼの遺伝子における変
異が，がん化と強い関連性があることが示され，また，特定のＤＮＡポリメラーゼの発現量と
癌の進行スピードが相関することも報告されてきた（Lemée et al. PNAS 107 13390-5 2010）．
これは細胞内のＤＮＡポリメラーゼ機能の変化が，がん発生と関わることを示唆する．よって，
現在まで，がん細胞の１つの特徴としてゲノム不安定が漠然と議論されてきたが，がん細胞株
に Pu-seq実験を応用することにより，ゲノム不安定の原因となるＤＮＡ複製機構の変化を詳細
に観察することができると予想している． 
 
２．研究の目的 
 真核生物では，ＤＮＡ合成反応の正確性や速度が異なる１５種類のＤＮＡポリメラーゼが存
在し，多くのポリメラーゼによる分業はゲノム情報の維持という点において重要な現象である．
半世紀の間，個々のＤＮＡポリメラーゼの生化学的研究が盛んに行われてきたが，細胞内での
ＤＮＡポリメラーゼ群の総括的な機能研究は発展途上の段階である．現在，出芽酵母，分裂酵
母などの比較的ゲノムが小さい真核生物において，ＤＮＡポリメラーゼ間での分業に関する研
究が進展しつつある．現在までに申請者は，分裂酵母を用いて，特定のＤＮＡポリメラーゼ合
成領域を全ゲノム領域に渡り同定する実験方法を開発し，ゲノムの大半を複製する２つのポリ
メラーゼ Polε，Polδの合成領域に関する詳細なプロファイルを得た（Daigaku et al Nat. 
Struct. Mol. Biol. 22 192–8 2015；詳細は以下に記述; Polymerase-usage sequencing: Pu-seq）．
この実験により，全ゲノム領域にわたり，Polε（イプシロン）はリーディング鎖合成，Polδ
（デルタ）はラギング鎖合成を担うことが示された．しかし，ゲノムサイズが格段に大きいヒ
ト細胞においては，１つの複製装置が合成する領域が長大になることから，ゲノム上の様々な
構造や特徴の影響が大きくなり，様々なのポリメラーゼの介入のチャンスが大きくなると考え
られる．よって，本研究ではその点を明らかにする布石の第一歩として，ヒト細胞で Pu-seq
実験を確立し，ゲノム上で複製ポリメラーゼ Polε，Polδの合成領域のプロファイルを明らか
にし，個々のポリメラーゼが機能する領域と突然変異，染色体編成が起きやすい場所を比較し，
我々の体内で起きるゲノム不安定性とＤＮＡ複製機構の関連性を検証する． 
 
３．研究の方法 
本研究では遺伝子改変が比較的容易な大腸がん由来の２倍体細胞 HCT116 を使用する．本過程
(1)-(3)に分け実施した．  
 
(1)，ヒト細胞で Pu-seq実験に必要な細胞株の樹立  
 ① ポリメラーゼ変異の導入 
Pu-seq実験では， 細胞内の特定のポリメラーゼ（Pol）の活性部位を変異させ，その Polに

よるゲノムＤＮＡ中へのリボヌクレオチドの取り込みを誘導することにより，取り込まれたリ
ボヌクレオチドの分布から対象となる Pol によって合成が行われた領域を特定する（図 1）．よ
って，ヒト細胞での Pu-seq 実験の準備段階として,分裂酵母でリボヌクレオチドを取り込む変
異 Polε，Polδの配列情報をもとに，同様のヒト Polε，Polδの遺伝子変異を特定する．その
後，CRISPR/Cas9 系を用いた一本鎖ドナーオリゴヌクレオドの配列導入により，上記の Pol 変
異を導入する． 
 

 
 
 
 
 
 
図１ 
Pu-seq 実験の
概要 



 
② リボヌクレオチドを除去する酵素の不活化 
同時に，ゲノムＤＮＡ上のリボヌクレオチドをＤＮＡ鎖から除去する細胞内の RNAaseH2を不

活性化する必要がある．しかし，ヒト細胞の場合は分裂酵母とは異なり，RNaseH2 は p53+の機
能が維持され正常に細胞周期が制御される株の生存に必須である（Reijns et al. Cell 149 
1008-1022 2012）．よって，(1)で得られたそれぞれの Pol 変異株に，siRNA を使用したノック
ダウン方法，薬剤により標的となるタンパク質の分解誘導を行う方法(AIDタンパク質分解法；
Nishimura et al. Nat Methods 6 917-22 2009）を応用し，細胞内での RNaseH2を不活性化す
る．  
 
(2)Pu-seq実験の実施，および，ゲノム情報科学的な解析 
 過程(1)で樹立したリボヌクレオチドを取り込む変異 Polを導入した株（2種）を使用し，以
下①～③の実験，解析を行い， Polε，Polδの合成領域を特定し，それらのポリメラーゼに影
響するゲノム上の構造，特徴を探る． 
① リボヌクレオチドが取り込まれた領域のＤＮＡの回収 
(1)-②の過程で RNaseH2を不活性化した細胞からゲノムＤＮＡを回収後，アルカリ処理によ

り rNTP部位での切断を誘導する．ＤＮＡ鎖中のリボヌクレオチド取り込みの有無を処理後の断
片化の程度を電気泳動で確認し，その断片を回収する．このＤＮＡ断片から次世代シークエン
サー解析用にライブラリーＤＮＡを作成し，配列解析を行う． 
 

②  ゲノム中リボヌクレオチド取り込み領域の同定し Pol 合成領域を特定する． 
①で得られた次世代シークエンサー解析データから，ゲノム上の各領域(300bp～)にアライン

されるＤＮＡ断片数から各 Pol変異株におけるリボヌクレオチド取り込み量を得て，各領域の
対象となる Polによる相対的な使用度を算出する．そのデータの解析により，それぞれによっ
て合成される領域を特定する． 
 
③ 突然変異とポリメラーゼ合成領域の関連性の解析‐それぞれのＤＮＡポリメラーゼ合成領
域とヒト細胞における単塩基多型（ヒト集団間やがん細胞サンプル間に見られるもの），または，
fragile site の分布（Fungtammasan et al Genome Res. 2012 22: 993-1005）の関連性を比較
し，ＤＮＡポリメラーゼの機能分担が突然変異に及ぼす影響を検証する． 
 
４．研究成果 
本研究の期間内においては，上記の通り計画された研究において，(1)ＤＮＡ合成中にリボヌ

クレオチドの取り込みを誘導するＤＮＡポリメラーゼ遺伝子への変異の導入，得られた変異体
の解析，及び，(2)①，②構築した細胞を使用した Pu-seq実験を実施した． 
． 

(1)，ヒト細胞で Pu-seq 実験に必要な細胞株の樹立 
① リボヌクレオチドを取り込んでＤＮＡ合成を行うポリメラーゼ変異体の作成 
ヒト細胞における Pu-seq実験のその第一段階として，正常に２倍体を形成する 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．具体的には，CRISPR-Cas9 システムによる標的遺伝子座での二重鎖切断の誘導と
同時に，改変配列及びその周辺配列をもつ一本鎖ＤＮＡを細胞内に導入した．この実験操作後
に形成された HCT116細胞株のコロニーのうち，POLD1改変において，候補となる 100クローン，
POLE1 改変においては 200クローンのポリラーゼ遺伝子の解析を行った．その結果， POLD1の
単一遺伝子座へ変異が導入された１クローン，POLE1 遺伝子の両遺伝子座への変異が導入され
たものを１２クローン単離した．POLD1，POLE1遺伝子座の両方において，CRISPR-Cas9 システ
ムによる鎖切断は 5%程度の細胞で起きていることから，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． 
 
②，ＤＮＡポリメラーゼ変異体でのゲノムＤＮＡへのリボヌクレオチド取り込み量の検証 

次に，上記の実験で得られたＤＮＡポリメラーゼの変異体における，ゲノムＤＮＡへ取り込
まれたリボヌクレオチドを検証した．ゲノムＤＮＡ中のリボヌクレオチドは RNaseH2に除去さ
れるので，リボヌクレオチドの蓄積を誘導するために，RNaseH2 のコンポーネントである
RNASEH2Aの siRNAによるノックダウンを行った．ノックダウンを行ったＤＮＡポリメラーゼ変
異体，および，その親株からＤＮＡを抽出し，アルカリ処理後によりリボヌクレオチドの部位
での断裂を誘導し，電気泳動後に断片化した単鎖ＤＮＡを可視化した．この方法によりゲノム
ＤＮＡへのリボヌクレオチドの取り込み量を解析した．この実験により RNaseH2Aのノックダウ
ンがゲノムＤＮＡへのリボヌクレオチドの蓄積を引き起こすことが確認されたものの，ＤＮＡ
ポリメラーゼの変異体特異的な取り込みの増加は観察されなかった． 
 よって，より強力かつ迅速に標的タンパク質を分解し不活性化する方法である AIDタンパク
質分解法を用いて，RNASEH2A の分解を試みた．aidタグを付加されたタンパク質は aid タグと



auxin が結合した時に，ユビキチン化酵素との結合能が高まり，プロテアソームによりユビキ
チン依存的に分解される.この性質を利用して，auxin 添加後に標的タンパク質を迅速に分解可
能である（Natsume et al Cell Rep. 2019）．よって，①で作成したＤＮＡポリメラーゼ変異体
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．これは，Polεによる
合成領域がリボヌクレオチドによってラベルされたことを示す．  
 
(2),  Polεを対象とした Pu-seq 実験の実施 

① (1)-②で述べた通り RNASEH2A 分解を誘導後，ゲノムＤＮＡを回収した．その後，得られ
たゲノムＤＮＡのアルカリ処理によりリボヌクレオチド 部位での切断を誘導し，2kb 以下の
DNA断片を回収した．その断片を用いて，illuminaプラットフォームによる網羅的な配列解析
用のライブラリーＤＮＡを作成し，配列解析を行った．得られたシークエンスデータを解析し，
ゲノム上の各領域（1kb サイズ）にアラインされるＤＮＡ断片の量を求めリボヌクレオチド取
り込み量を算出した．そのデータをもとに，PolεによるＤＮＡ合成のプロファイルを得た．そ
の結果，ゲノムＤＮＡの二重鎖の両鎖でのパターンを比較した場合，お互い異なる領域で Pol
εによる合成の頻度が高くなることが示された．これは，複製開始領域の 5’方向に進んだ Pol
εによるリーディング鎖合成の領域を同定したことを示している． 
 
(3）， 今後の展開 
本研究期間内で，ヒトゲノムを網羅して Polεの合成領域を同定できたことは，ＤＮＡポリ

メラーゼ動態とゲノム不安定性の関連性を明らかにする上での 1つのマイルストーンに到達し
たといえる．本研究は，ヒト細胞においても Pu-seq 実験の構築が可能であることを示し，今
後は 本研究終了時点でも構築中である Polδを対象とした実験，および，その他の多くのＤＮ
Ａポリメラーゼで同様の実験を行い，ＤＮＡ 複製機構の柔軟性を明らかにする研究を今後も継
続する． 
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