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研究成果の概要（和文）：損傷乗り越えDNA合成を行うDNAポリメラーゼ（Pol）の１つであるPolζの欠失はゲノ
ム不安定性を引き起こす。本研究では、Polζを必要とする内在的なDNA構造を検討し、Polζが関与する変異お
よびゲノム不安定性要因を解析した。内在的に多く生じるDNA損傷である8-oxo-7,8-dihydroguanineや脱塩基部
位およびリボヌクレオチドのバイパスにはPolζが関与していない可能性が示唆された。一方で、非B型構造であ
るZ形構造や三重鎖構造では Polζの低正確性および低活性変異細胞で変異頻度の変化が見られたことから、こ
れらのDNA構造の複製にPolζが関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Deficiency of DNA polymerase (Pol) ζ, which is one of translesion DNA 
polymerases, causes genomic instability. In this study, the roles of Polζin mutagenesis and genomic
 instability in replication across endogenous chemical and higher-order structures were analyzed. 
Polζcould not be significantly involved in the bypass of 8-oxo-7,8-dihydroguanine and abasic site, 
endogenous DNA damages that occurs frequently, and ribonucleotides that are incorporated into DNA 
during replication. On the other hand, the mutation frequencies of plasmid with non-B-form DNA, such
 as Z-form and triplex structures, were changed in Polζmutant cells (low-fidelity and 
weak-catalytic-activity mutants). This result suggests that Polζcan be involved in replication of 
Z-form and triplex structures.

研究分野： 生物系薬学、分子生物学、DNA損傷学

キーワード： DNA損傷　非B型DNA　変異　損傷乗り越えDNA合成　DNAポリメラーゼ ζ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Polζが内在的に多く生じるDNA損傷である8-oxo-7,8-dihydroguanine、脱塩基部位およびリボヌクレオチドの複
製には関与しないことおよび非B型構造であるZ形構造や三重鎖構造の複製に関与する可能性を明らかにした。こ
れらの研究成果は、内在的に生じるDNA損傷などよりも非B型DNA構造の方がPolζ欠損時のゲノム不安定性に関与
している可能性を示唆しており、通常の複製条件下で起こるゲノム不安定性の要因を解明するうえで重要な結果
であると考えられる。今後、さらに他のDNA構造とPolζとの関連を研究することによりゲノム不安定化機構の解
明と発癌との関連を明らかにできることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
損傷乗り越え（TLS）型 DNA ポリメラーゼ（pol）は、DNA 損傷などにより DNA 複製が停

止した時に複製型 DNA pol（pol δ、pol ε）に代わって DNA 合成を行うことで複製を継続させる
ために必要である。TLS 型 DNA pol の中でも Pol ζ は、様々な損傷塩基の TLS に関わっており、
TLS において極めて重要な役割を担っている。Pol ζ は、損傷塩基の TLS を行う際に変異を誘発
する一方で、その欠損は DNA 損傷誘発時のみならず、非ストレス条件下でさえゲノム不安定性
の誘因となる。このことから、化学物質などにより外因的に生じる DNA 損傷以外にも Pol ζ に
よる DNA 合成を必要とする DNA 構造が内在的に存在すると考えられる。しかしながら、Pol ζ
欠損時のゲノム不安定性の原因となる内在的な DNA の化学構造および高次構造は不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、Pol ζ による合成を必要とする内在的な DNA 構造要因を明らかにするとともに、

それにより誘発される変異やゲノム不安定性の詳細を明らかにすることを目的とした。化学構
造として内在的に多く生じるDNA損傷である 8-oxo-7,8-dihydroguanine（8-OH-G）や脱塩基部位、
複製時によく誤って DNA 中に取り込まれるリボヌクレオチドおよび高次構造として非 B 型
DNA（図 1）によって誘発される変異における Pol ζ の関与とその影響を検証した。 
 
３．研究の方法 
 
シャトルプラスミドを用いた変異解析 
変異検出用レポーターである supF 遺伝子を含む SV40 および EBNA1-OriP の複製系を基盤

としたシャトルプラスミドの supF 遺伝子近傍に非 B 型 DNA 構造（Z 型構造、三重鎖構造、G
四重鎖構造、十字型構造）を取る配列を含むプラスミドを作製した。また、SV40 の複製系を基
盤としたシャトルプラスミドの一本鎖環状 DNA および化学合成した 8-OH-G、脱塩基部位アナ
ログ（tetrahydrofuran, THF）、リボグアノシン（rG）、リボアデノシン（rA）を含むオリゴデ
オキシリボヌクレオチドを用いて DNA ポリメラーゼ・リガーゼ反応により supF 遺伝子中に
DNA 損傷を含むプラスミドを作製した。 
 これらのプラスミドをエレクトロポレ
ーション法によりヒト TK6 細胞の野生
型（WT）および変異型 Pol ζ（REV3 
L2618M: 低正確性型（LF）、REV3 
D2781N: 低活性型（WCA））発現細胞に
導入した。導入して 48 時間培養後に細
胞からプラスミドを抽出し、Dpn I によ
り複製されていないプラスミドを分解
後、指示大腸菌 RF01 に導入して supF
変異体頻度の測定および変異の解析を行
った。 
 
ゲノムでの変異解析方法の確立 
 TK1 遺伝子のエキソン 6 近傍のイントロンに非 B 型構造（Z 型構造、三重鎖構造、G 四重鎖構
造）を取る DNA 配列を導入したターゲティングベクターを作製し、これらのベクターを TK1 遺
伝子のエキソン 6 を標的とする sgRNA を発現する CRISPR/Cas9 プラスミドと TK6 細胞に共導
入した。導入して 72 時間培養後に薬剤選択により目的の配列がゲノム中の TK1 遺伝子に挿入さ
れた細胞をスクリーニングした。これらの細胞を HAT 培地で培養して TK 変異体を除いた後、7
日間培養し、トリフルオロチミジン存在下で培養して TK 遺伝子変異頻度を測定した。 
 AAVS 領域にターゲティング可能な TetOn ベクターに Cre recombinase 遺伝子を挿入したプラ
スミドを作製した。このプラスミドを AAVS1 領域を標的とする sgRNA を発現する CRISPR/Cas9
プラスミドと TK6 細胞に共導入した。導入して 48 時間培養後に薬剤選択により目的の配列がゲ
ノム中の AAVS1 領域に挿入された細胞をスクリーニングした。さらに、この細胞に、RMCE 
（Recombinase-Mediated Cassette Exchange）法のアクセプターとなる配列を TK1 遺伝子のエキソ
ン 5 と置換するようにノックインした細胞を作製した。さらに、TK1 遺伝子のエキソン 5 を含む
ドナープラスミドを作製した。ドキシサイクリンにより Cre recombinase の発現を誘導した細胞
にドナープラスミドを導入後、ピューロマイシン選択により RMCE の効率を測定した。 
 
 

 

図 1 非 B 型 DNA の構造 
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４．研究成果 
 
非 B 型 DNA による変異誘発 
 supF 遺伝子近傍に高次構造を取る DNA 配列 
(Z 型構造、三重鎖構造) を導入した SV40 origin
と large T 抗原を基盤としたシャトルプラスミド
を用いて変異解析を行った（図 2）。その結果、
低正確性型 Pol ζ 発現細胞では、Z 型構造および
三重鎖構造を導入したプラスミドのいずれも野
生型細胞に比較して変異体頻度に差は見られな
かった。一方、低活性型 Pol ζ 発現細胞では、野
生型細胞と比較して、Z 型構造を導入したもので
は変異体頻度が高く、三重鎖構造を導入したも
のでは変異体頻度が低い傾向が見られた。また、
変異スペクトル解析の結果、B 型構造を取る
DNA 配列を導入したコントロールを含む全てのプラスミドにおいて APOBEC3 が関与すると考
えられる変異（TpC/GpA 配列中の C/G での変異）が多数検出された。三重鎖構造を有するプラ
スミドでは、他のプラスミドと比較して supF 遺伝子のセンス鎖における C での変異が増加し、
クラスター変異が多く見られた。これらの変異は、低活性型 Pol ζ 発現細胞で減少する傾向があ
った。また、Z 型構造を有するプラスミドでは、野生型や低正確性型 Pol ζ 発現細胞では、G:C  
A:T、G:C  T:A の割合が多かったが、低活性型 Pol ζ 発現細胞では G:C  C:G 変異の割合が多
かった。以上の結果から、これらの DNA 構造の複製に Pol ζ が関与している可能性が示唆され
た。 
 さらに、非 B 型 DNA 構造の影響を詳細に解析するため、、複製様式が染色体 DNA のそれに
近い Epstein-Barr ウイルスの OriP と EBNA1 のシステムを搭載したシャトルプラスミドを作製
し、非 B 型配列（Z 型構造、三重鎖構造、G 四重鎖構造、十字型構造）の変異への影響を解析し
た。いずれの非 B 型構造についてもコントロールと比較して大きな変異体頻度の変化はなく、
また、細胞ごとにおいても差は見られなかった。しかしながら、SV40 を基盤とした実験系と比
較して細胞からのプラスミドの回収量が少なく変異体頻度の測定に用いたコロニー数が少なか
ったためさらなる検討の必要があると考えられた。 
 
損傷 DNA・リボヌクレオチドによる変異誘発 
 8-OH-G および THF を導入したプラスミドで
は損傷を含まないコントロールプラスミドと比
較して変異体頻度が上昇したものの、各細胞で
の変異体頻度に差は見られなかった（図 3）。ま
た、rA および rG を導入したプラスミドでも同様
に変異体頻度が上昇したものの、細胞間での差
は見られなかった（図 4）。これらの結果から、8-
OH-G や THF といった損傷 DNA やリボヌクレ
オチドのバイパスに Pol ζ が大きく関与していな
い可能性が示唆された。 
 
非 B 型 DNA 配列を有する細胞の作製 
 非 B 型構造（Z 型構造、三重鎖構造、G 四重鎖
構造）を取る DNA 配列を TK1 遺伝子のエキソン
6 の近傍に導入した TK6 細胞を作製した。これ
らの細胞の TK 遺伝子変異頻度を測定した結果、
いずれの細胞も B 型構造を取るコントロール配
列を導入した細胞と同程度の変異体頻度を示し
た。 
 
RMCE法を利用したDNA損傷のゲノム中への導
入方法の確立 
 RMCE 法を用いて、染色体中の特異的部位に
損傷塩基を有する DNA を導入可能な系（図 5）
を構築するために、Tet-On システムを用いて Cre 
recombinase を薬剤（ドキシサイクリン）で発現
誘導可能な細胞を作製した。また、この細胞に、RMCE 法のアクセプターとなる配列を TK1 遺
伝子のエキソン 5 と置換するようにノックインした細胞を作製した。さらに、TK1 遺伝子のエキ
ソン 5 を含むドナープラスミドを導入し、RMCE の効率を測定した結果、その効率は、約 0.1%
と低かったものの、ほぼ全ての細胞において TK1 遺伝子の機能が回復していた。さらに、RMCE

 
図 2 非 B 型 DNA の変異体頻度 
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図 3. 損傷 DNA の変異体頻度 

 

 
図 4 リボヌクレオチドの変異体頻度 
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の効率を上げる必要がある。 
 
 

 

図 5 RMCE によるゲノム中への DNA 損傷の導入 
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