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研究成果の概要（和文）：放射線等によってアミノ酸などの生体物質が末端に結合した末端の単鎖切断損傷が発
生する。このような損傷は、トポイソメラーゼ阻害薬のカンプトテシンによっても誘導できる。カンプトテシン
によって誘導される単鎖切断部位での複製停止に対するポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性による細
胞耐性化機構の解明を行った。本研究で、断裂した鋳型鎖での新規のフォーク反転機構CTF18-PolE経路を同定
し、この経路は既知の修復経路経路の相同組換えやTDP1による修復機構と独立に作用し、これら経路との同時欠
損はシナジー効果を生むことを発見した。また、PARP1によるRECAQ1阻害において共同することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Ionizing radiation causes single-strand breaks associated with the terminal 
bound of chemical compounds. Such damages can be induced by the topoisomerase inhibitor 
camptothecin. We have investigated the mechanism of cellular tolerance by the proofreading 
exonuclease activity of polymerase epsilon to replication arrest at single-strand break sites 
induced by camptothecin. We identified a novel fork reversal mechanism, the CTF18-PolE pathway, 
which induces fork reversal at the broken template strand, and found that this pathway acts 
independently of the known repair pathway pathways required for the cellular tolerance to 
comptothecin such as homologous recombination and TDP1-mediated repair mechanism, and simultaneous 
loss of these pathways results in synergistic effects. Moreover, we also found that they collaborate
 in the inhibition of RECAQ1 by PARP1.

研究分野： 分子生物学

キーワード： DNA修復　DNA複製　損傷応答　複製フォーク反転　カンプトテシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで未知であった汚い断裂末端での複製フォークの反転機構を以下のように明らかにした。ポリメラーゼ
εの校正エキソヌクレアーゼ活性がフォーク停止に寄与し、この制御に関わるCTF18を世界で初めて同定した。
CTF18-PolE経路は既知経路の相同組換えやTDP1による除去修復機構と独立に作用し、これら経路との同時欠損は
シナジー効果を生むことを見出した。CTF18-PolE経路はPARP1によるRECAQ1阻害において共同する。
　上記３点の発見は基礎科学として新規制のみならず、BRCA1の標的癌治療などの医学応用にもつながる重要な
知見であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
抗がん剤カンプトテシンによる DNA 損傷と修復経路  
放射線等によってアミノ酸などの生体物質が末端に結合した「汚い」末端の単鎖切断損傷が発
生する。このような損傷は、抗がん剤であるトポイソメラーゼ阻害薬のカンプトテシンによって
も誘導できる。トポイソメラーゼは DNA の切断/再結合により DNA のねじれを解消し複製に必須
の働きをする。トポイソメラーゼは反応中に DNA２本鎖切断末端の 3’末端にトポイソメラーゼ
タンパク質の一部（チロシン残基）が共有結合した形状の損傷を発生させることがある(Hoa N.et 
al. 2016)。カンプトテシンは複製中にトポイソメラーゼの再結合過程を阻害し、この様な損傷
を発生させる（図１Aの黒丸）。このような部位に複製が進行すると、DNA 二重鎖切断が発生する
（図１A の点線）。二重鎖切断の防止のために複製フォークが巻き戻り鋳型鎖同士が再アニール
した形の「フォークリバーサル」と呼ばれる中間体を形成することで安全に複製を停止させる
（図１B）。この過程には PARP と呼ばれる酵素が関わることが知られているが、詳細な分子機構
は不明である。
これによりチ
ロシン残基の
結合した損傷
は１本鎖切断
となり、除去・
修復される（図
１C）。 
 
複製ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性  
複製ポリメラーゼεはゲノムの正確な複製を行う酵素である。この正確性は、間違って取り込
んだヌクレオチドを末端から除去する校正エキソヌクレアーゼ活性によるものである。近年、ゲ
ノムを不安定化させ発ガンの原因となるドライバー変異として、この校正活性が低下する変異
が多くの腫瘍で発見されており (Temko D.et al.2018)、ゲノムの安定維持におけるこの校正活
性の働きが注目を集めている。申請者は本研究開始以前に、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 POLEexo-細胞をヒトやニワトリのリンパ球細胞(TK6 と DT40)から
作製し(Tsuda M.et al.2017)、これらの POLEexo-細胞はカンプトテシンに超感受性を見出してい
た（未発表）。これはヒト培養細胞や、マウス(MEF)由来の POLEexo-細胞でも確認され、このポリ
メラーゼεの校正活性はカンプトテシンによって発生する損傷に対する応答に関与し、これは
生物の進化上保存された機構であることが示唆された。 

 
２．研究の目的 
本研究では、カンプトテシンによって誘導される汚い単鎖切断部位での複製停止に対する 
「ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性による細胞耐性化機構の解明」を行う。 

 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、カンプトテシンにより発生する損傷の以下の修復機構：①Tdp1 による除去修

復、②二重鎖切断修復を担当する相同組換えと、図１に示した③複製停止防止機構へのポ
リメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性の関与について研究を行い、③の複製停止防
止機構で重要な働きをすることを示した（４に結果を示す）。 

(2) フォークリバーサルによる複製停止防止機構には、PARP と RECQ が関与することがすでに
報告されているのでこれらとの関係性について、遺伝学的解析を行なった（４に結果を示
す）。 

(3) ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性を制御し、損傷部位での適切なフォークリ
バーサルの誘導を制御する因子を探索し、CTF18（PCNA クランプローダーの１つ）を同定し
た（４に結果を示す）。 

(4) フォークリバーサル形成がポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性不良によりでき
ない場合二重鎖切断が大量に発生するので、これらの修復に関わる相同組換えへの依存が
強まっていることが考えられる。相同組換え因子 BRCA1 とのシナジー効果について検証を
行った（４に結果を示す）。 
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図１ 「汚い」末端の単鎖切断での複製停止による二重鎖切断の防止機構 
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４．研究成果 
(1) Tdp1 による除去修復との関係を調べるために、ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ

活性不良変異(PolE1-exo-)と TDP1∆の二重変異体を作製した。この二重変異体はどちらの単変
異体よりも高いカンプトテシン感受性を示したことから、ポリメラーゼεの校正エキソヌ
クレアーゼ活性は TDP1 による除去とは独立して機能することがわかった。②二重鎖切断修
復を担当する相同組換えを検討するために、PolE1-exo-変異細胞で組換えの結果生じる姉妹
染色分体交換(SCE)の数を調査すると、変異の結果カンプトテシンにより野生型と比べ多く
の SCE が誘導されることがわかった。このことから、校正エキソヌクレアーゼ活性不良変
異細胞では相同組換えは機能し、むしろこの変異細胞では組換えによる修復が活発に行わ
れていることが判明した。③複製フォークの停止は、DNA 複製をスライドグラス上で可視化
する DNA ファイバー実験によって検出できる（図２A）。この実験では、新生鎖をチミジン
アナログである CldUと IdUの取り込みによって一定時間標識し、その取り込み領域を特異
抗体によって可視化することで時間あたりの複製長を測定する。この方法でカンプトテシ
ン処理前（CldU）と処理後（IdU）の複製長の比を計算し、複製停止を観察すると、POLEexo-

細胞では野生型に比べ顕著に複製停止が不良となっていることがわかった（図２B）。また、
カンプトテシン処理によって POLEexo-細胞では野生型細胞よりも多くの二重鎖切断が見ら
れるようになったことから、複製ポリメラーゼεの校正活性による複製停止は二重鎖切断
の防止に必要であることが示唆された（図２C）。 

 
(2) フォークリバーサルにおける PARP1 とポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性の関

係性を調査するために、PARP1∆/POLEexo-二重変異細胞を作った。この二重変異細胞は PARP1∆
と同程度のカンプトテシン感受性を示し、複製フォークの停止不良の程度も同様であった
ことから、校正エキソヌクレアーゼ活性は PARP1 と共同し、複製フォークを停止させてい
ることが結論できた。さらに、PARP1 は RECQ1 によるリーバスフォーク解消を阻害すること
により、リバースフォークを安定に維持することが報告されているので、RECQ1 との関係に
ついても調べた。RECQ1∆/POLEexo-二重変異ではフォーク停止不良の表現型が戻り、カンプト
テシンによる損傷に応答して適切にフォークを停止できるようになっていた。このことか
ら、PARP1 と共同で、ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性が RECQ1 を阻害してい
ることが判明した。一方、RECQ1∆/POLEexo-二重変異のカンプトテシン感受性は、POLEexo-単変
異よりもさらに強くなり、回復は見られなかった。このことから、二重変異で回復したかに
見える複製フォークの停止は、安全な停止ではないことが示唆された。 

 
(3) すでに報告されている化学物質に対する CRISPR による包括的遺伝子機能阻害細胞（RPE1ヒ

ト網膜芽腫細胞）の感受性プロファイル情報（Olivieri, M et al 2020 Cell）をデータマ
イニングし、カンプトテシンにのみ高感受性を示し、他のシスプラチンやオラパリブ等の
抗がん剤に感受性を示さない変異遺伝子を探索したとこと、複製関連因子として、CTF18を
見出すことができた。上記（２）と同様の遺伝学的解析で、CTF18がポリメラーゼεの校正
エキソヌクレアーゼ活性によるフォーク停止において必須であることがわかった。さらに、
CTF18 欠損細胞では、ポリメラーゼεのカンプトテシン処理時におけるフォークでの安定性
が低下している結果を得た。このことから、CTF18 が複製停止時に、PCNA をリクルートし
ポリメラーゼεを鎖上に繋ぎ止める働きをしていることがわかった。 

 
(4) 図２の C に示すように、ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性の不良によりカン

プトテシンによる二重鎖切断が増加することから、この損傷の修復にあたる相同組換えへ
の負荷が大きくなっていると考えられる。実際に、組換えの結果引き起こされる SCE は校
正エキソヌクレアーゼ活性の不良により大幅に増加していた。そこで、BRCA1 が担う相同組
換機構と CTF18-PolEによるフォークリバーサル経路間の遺伝子シナジーを検討した。上記
と同じような二重破壊細胞を解析する実験手法で、BRCA1 経路と CTF18-PolE経路の同時欠
損によりシナジスティックにカンプトテシン感受性が増加することが判明した(図３)。 
   

図２　複製ポリメラーゼεの校正活性は、「汚い」末端での複製停止による 
　　　二重鎖切断防止に必要である  
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  図３ BRCA1 経路と PolE経路間の遺伝子シナジー 
 

 
 
 
上記のような(1)-(4) の研究成果を研究期間中に挙げ、これまで未知であった汚い断裂末端で
の複製停止における、複製フォークの反転機構の一端を以下のように明らかにした。 
 
l ポリメラーゼεの校正エキソヌクレアーゼ活性がフォーク停止に寄与し、この制御に関わ

る CTF18を同定した。この成果により新規フォーク反転機構 CTF18-PolE経路を世界で初め
て同定した（投稿中）。 

l CTF18-PolE 経路は既知経路の相同組換えや TDP1 による除去修復機構と独立に作用し、こ
れら経路との同時欠損はシナジー効果を生むことを見出した。 

l CTF18-PolE経路は PARP1 による RECAQ1 阻害において共同する。 
 

上記３点の発見は基礎科学として新規制のみならず、BRCA1 の標的癌治療などの医学応用にもつ

ながる重要な知見であると考えられる。 
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