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研究成果の概要（和文）：癌が突然変異によって発生することが報告されて以来、数多くの癌関

連遺伝子がヒト癌において同定されてきた。我々は、肺癌組織 158 例の Microarray 解析の結

果を用いて、ゲノムインテグリティー関連遺伝子のmRNA発現プロファイルの検討を行った。

その結果、本来癌で増加するはずのゲノムインテグリティー関連遺伝子の一つ POLD4 が、極

めて生物学的悪性度の高い小細胞癌で特異的発現低下を示すことを見出した。そこでこの遺伝

子のノックダウンを行い、表現型を調べたところ、DNA 修復能の低下・細胞周期の遅延・染

色体断裂の増加の 3 つの表現型を観察した。また、この遺伝子の過剰発現下でノックダウン実

験を行い実験の特異性を調べたところ、全てについて相補を確認した。新たながんシグナル経

路の発見に努めるべく、この遺伝子産物とともに免疫沈降する遺伝子産物を解析した。MS に

て解析したところ ATM、CDC14 等のチェックポイントタンパク質を同定した。さらに、肺癌

細胞株を中心に POLD4 遺伝子の新規 SNV を同定した。この SNV に対する他のタンパク質の

結合性を yeast two hybrid assay で調べたところ、たいへん興味深いことに、POLD4 が本来

複合体を作るはずの DNA 複製タンパク質 POLD1 との結合性が低下していることが明らかと

なった。このことは今回発見した SNV が DNA 複製能を変化させることを通じて細胞の癌化を

促進する機構の存在を示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）：In examinations of 158 lung cancers and 5 mixtures of 10 normal lungs, 

cell cycle- and checkpoint-related genes generally showed mRNA expression increases in cancer, 

whereas POLD4 showed reduced mRNA in small cell lung cancer (SCLC). In the absence of 

POLD4, we observed defect in DNA repair activity, delay in cell cycle, and increased frequency of 

chromosomal break induction. Overexpression of an engineered POLD4 carrying silent mutations 

at the siRNA target site rescued these phenotypes, firmly establishing the role of POLD4 in these 

effects. In order to identify gene products that interact with POLD4, we performed an MS analysis 

using the immunoprecipitated protein fractions with POLD4, where ATM, CDC14 and other cell 

cycle checkpoint/progression proteins were detected. We further identified novel single nucleotide 

variations (SNV) in lung cancer cell lines. One of the SNV reduced the physical interaction ability 

with the catalytic subunit of pol delta. These results suggest that the newly identified SNV could be 

involved in the carcinogenesis by modifying DNA replication ability of DNA polymerase delta.   
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１．研究開始当初の背景 

癌が突然変異によって発生することが報告
されて以来、数多くの癌関連遺伝子がヒト
癌において同定されてきた。意外なことに
この中に DNA 複製・修復・チェックポイ
ント・細胞分裂遺伝子等実際に遺伝子の複
製や分配に関わる遺伝子は驚くほど尐ない。 

 

２．研究の目的 

我々は、肺癌組織 158 例の Microarray 解
析の結果を用いて、ゲノムインテグリティ
ー関連遺伝子の mRNA 発現プロファイル
の検討を行った。その結果、本来癌で増加
するはずの POLD4 遺伝子が、極めて生物
学的悪性度の高い小細胞癌で特異的発現低
下を示すことを見出した。POLD4 遺伝子
発現低下は、DNA transaction 機能低下と
染色体インスタビリティーの発生を通じて
発癌もしくは癌の悪性化に寄与している可
能性がある。本研究はこの背景と知見を元
に POLD4 が小細胞癌発生と悪性化に対し
てどのような貢献をしているかを明らかに
し、さらに、microarray, MS, 酵母を用い
たスクリーニングによって POLD4 発現低
下と肺癌発生に関与するタンパク質をスク
リーニングすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1)POLD4 遺伝子を RNA 干渉法により

DNA 修復能の低下・細胞周期の遅延・
染色体断裂の増加の 3 つの表現型を観
察する。 

(2)POLD4 遺伝子にサイレント変異を導
入したベクターを用いて、 stable 

clone 細胞株を作製する（m POLD4

株）。m POLD4 株株においてそれぞ
れの表現形が RNA 干渉に対して耐性
であるか否か調べ、①で観察した表現
型の信頼性を検証した。DNA 修復能に
ついては 4NQO 耐性能で検証した。細
胞周期についてはFlow cytometry を用
いて細胞周期のG1およびS期の遅延が
m CCILC1 株で起こらないことを確
認した。また、western blotting 手法を
用いてその際、ATM, CHK2, NBS タン
パク質のリン酸化が抑制されているこ
とをしめした。また、p21, p27 の活性
化の有無についても明らかにした。染
色体インスタビリティーについては分
裂中期染色体展開法を用いて、染色体
断裂の発生に対する影響を調べた。 

(3) ヒト肺癌において、POLD4 遺伝子変

異の有無につき調べた。これまでの検
討では POLD4 遺伝子の発現低下を
観察しているが、この遺伝子の変異が
発がんに関与している可能性を明ら
かにするため、培養細胞および臨床検
体を用いて遺伝子変異の有無を調べ

た。 

(4) POLD4 遺伝子産物結合たんぱく質を
明らかにするため。これまで、293T

細胞を用いてPOLD4遺伝子産物強制
発現系を確立し、免疫沈降法によって
結合たんぱく質候補を同定した。 

 
４．研究成果 
POLD4 遺伝子のノックダウンを行い、表
現型を調べたところ、DNA 修復能の低下・
細胞周期の遅延・染色体断裂の増加の 3 つ
の表現型を観察した。また、この遺伝子の
過剰発現下でノックダウン実験を行い実験
の特異性を調べたところ、全てについて相
補を確認した。新たながんシグナル経路の
発見に努めるべく、この遺伝子産物ととも
に免疫沈降する遺伝子産物を解析した。
MS にて解析したところ ATM、CDC14 等
のチェックポイントタンパク質を同定した。
さらに、肺癌細胞株を中心に POLD4 遺伝
子の新規 SNV を同定した。この SNV に対
する他のタンパク質の結合性を yeast two 
hybrid assay で調べたところ、たいへん興
味深いことに、POLD4 が本来複合体を作
るはずの DNA 複製タンパク質 POLD1 と
の結合性が低下していることが明らかとな
った。このことは今回発見した SNV が
DNA 複製能を変化させることを通じて細
胞の癌化を促進する機構の存在を示唆した。 
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