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研究成果の概要（和文）：本研究では、特に損傷乗り越えDNA合成に着目し、DNA複製の新た

な仕組みを明らかにすることを目的とした。そこで大腸菌の試験管内DNA複製系を利用し、複

製フォークにおけるポリメラーゼスイッチと損傷乗り越えDNA合成の検出を試みた。その結果、

損傷乗り越え型DNAポリメラーゼPol IVの働きにより、複製フォークにおいてもポリメラーゼ

スイッチが起きること、またそれは主にはPol IVの濃度依存的に引き起こされることを明らか

にした。 
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研究成果の概要（英文）：The aim of this study is finding a new role of translesion DNA 
polymerase in a mechanism for chromosomal DNA replication. Using E. coli in vitro DNA 
replication system, we found that the polymerase switching from replicative polymerase 
Pol III to translesion polymerase Pol IV was stimulated by the action of Pol IV. 
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１．研究開始当初の背景 
 
（1）細胞が染色体DNAを複製する際、UV
や活性酸素などによりDNAに生じた損傷に
よって複製フォークが停止することがある。
停止した複製フォークは容易にDNA二重鎖
切断を生じるため、染色体の断裂や欠失、突
然変異などの遺伝的不安定性の原因となる
ことが知られている。 
 近年細胞中には多種多様なDNAポリメラ
ーゼが存在することが明らかになってきた。
その中にはDNAに損傷があっても複製する

ことができる特殊なDNAポリメラーゼ（損損
傷乗り越え型DNAポリメラーゼ）が含まれる。
染色体DNA複製が行われる際、鋳型DNA上
に損傷が存在すると、複製型DNAポリメラー
ゼは損傷部位でDNA合成を停止してしまう。
そこで複製フォークの停止を回避するため
に、一度複製型DNAポリメラーゼが鋳型
DNAおよび新生鎖 3’末端から解離し、 それ
に代わって損傷乗り越え型DNAポリメラー
ゼが新生鎖 3’末端に結合し、DNA合成を再開
していると考えられている。しかし、こうし
た一連のポリメラーゼの交代反応（ポリメラ



ーゼスイッチ）が、いつ、どのようにして起
こるのか、またその結果、複製フォーク全体
にどのような変化が生じるのかは不明であ
った。 
 また、複製フォークにおいては、各々の鎖
上においてDNA合成の様式が異なっており、
リーディング鎖では通常は一個の複製型
DNAポリメラーゼが連続的にDNA合成を行
うのに対して、ラギング鎖においては合成の
終わった岡崎フラグメントの 3’末端から複製
型ポリメラーゼが次々に解離し、新たな岡崎
フラグメントの合成を開始する不連続合成
が行われていることが知られている。こうし
たDNAポリメラーゼの性質から、とくにリー
ディング鎖上で複製型DNAポリメラーゼが
停止した際、ラギング鎖上に比べてポリメラ
ーゼの解離が起きにくい事が予想され、リー
ディング鎖上でもポリメラーゼスイッチが
起こりうるのかという疑問が生じた。 
 
（2）その一方で、近年、本研究グループに
おいて、精製した大腸菌複製型DNAポリメラ
ーゼPol IIIと損傷乗り越え型DNAポリメラ
ーゼPol IVを用いて、試験管内でポリメラー
ゼスイッチ反応を再構成する研究が行われ
た。その結果、Pol IV自身にPol IIIを新生鎖
3’末端から解離させ、ポリメラーゼスイッチ
を促進する新たな活性があることを見いだ
した。この結果から、Pol IVのスイッチ促進
活性によって、リーディング鎖上におけるポ
リメラーゼスイッチ反応が引き起こされる
のではないかという仮説が立てられた。しか
しこれまでの実験では、複製フォークにおけ
る反応ではなく、より単純な構造の鋳型DNA
における反応を調べたに過ぎないため、こう
した疑問に答えることはできず、染色体DNA
複製における損傷乗り越えDNA合成機構の
解明には不十分であった。 
 
（3）そこで本研究計画では、より忠実に染
色体DNA複製を試験管内で再構成できる、
oriCプラスミド n vitro複製系（oriC複製系）
を用いて、複製フォークにおけるポリメラー
ゼスイッチおよび損傷乗り越えDNA合成に
ついて調べることを目的とした。特に、Pol IV
によってリーディング鎖上でのポリメラー
ゼスイッチが起こるのではないかという仮
説の検証を行なうことを計画した。また、実
際にポリメラーゼスイッチが観察された場
合、野生型に加えて様々な変異型のPol IIIを
用いてポリメラーゼスイッチの起こりやす
さを比較することで、この反応がどのような
メカニズムで起きているのかを調べる事が
できるのではないかと考えた。 

i

 また、こうした事に加え、複製フォークで
のポリメラーゼスイッチが検出されれば、複
製フォークで損傷乗り越えDNA合成が働い

た後、どのようにして複製フォークの再スタ
ートが起こるのかという重要な疑問にも何
らかの答えを得る事が出来るのではないか
と考えた。ポリメラーゼスイッチが起き、Pol 
IVがDNA合成を行なう際、もしPol IIIを含む
正常なレプリソームが複製フォークに留ま
るなら、複製フォークの再スタートは容易で
あるが、レプリソームが完全に崩壊してしま
えば再スタートは困難であると考えられる
ため、ポリメラーゼスイッチ後のレプリソー
ムの状態の解析をすることが必要であると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 第一に、連続的にDNA合成を行うことから
ポリメラーゼスイッチが起こりにくいと考
えられる、リーディング鎖上でも実際にポリ
メラーゼスイッチが起こりうるのかを明ら
かにしたいと考えた。第二に、もしポリメラ
ーゼスイッチが起こるとすれば、その際に複
製型ポリメラーゼは複製フォークに留まる
のか、それとも完全に解離するのかを明らか
にする必要が有ると考えた。またその際、複
製フォークを構成するヘリカーゼ等の他の
因子はどのような挙動を示すのかを明らか
にしたいと考えた。これらのことを明らかに
することにより、染色体DNA複製における損
傷乗り越えDNA合成機構を理解することを
研究全体の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）まず必要な複製関連タンパク質の精製
を行った。特に、精製が困難であることが研
究の進展の妨げとなっていた、Pol IIIの新た
な精製方法を確立することとした。Pol IIIは
10 以上の複数のサブユニットからなる巨大
な複合体であるため、過剰発現系は用いるこ
とができない。そこで近年、他研究グループ
で開発された、TAPタグを染色体上のPol III
構成サブユニット遺伝子下流に導入するこ
とにより細胞内のPol IIIをアフィニティー精
製する方法を用いることとし、この方法をさ
らに改良して生化学的解析に使用できる活
性の高い高純度のPol IIIの簡便な精製方法を
確立した。またこの方法を用いて、野生型Pol 
IIIの他に、校正機能を欠損したεサブユニッ
ト変異型Pol IIIや、校正機能の他にポリメラ
ーゼ活性も変化したαサブユニット変異型
Pol IIIなど、複数の校正機能欠損型Pol IIIの
精製を行った。 
 
（2）次に精製したPol IIIや他の複製関連タ
ンパク質因子を用いて、oriC複製系による試
験管内複製フォークの再構成を行った。また
さらにこの系に損傷乗り越え型のPol IVを加



えた際の複製産物を解析し、ポリメラーゼス
イッチが起きるかどうかを調べる事とした。
ポリメラーゼスイッチの検出は、主として複
製産物の長さの解析から行った。Pol IIIにく
らべるとPol IVの鎖伸張速度は極めて遅いた
め、ポリメラーゼスイッチが起きれば産物の
長さは短くなる。複製産物の解析は、32Pラベ
ルした複製産物をアルカリアガロースゲル
電気泳動にて分離して行った。また校正機能
欠損変異型Pol IIIでも同様の実験を行った。 
 
４．研究成果 

1）他研究グループにて構築された、TAPタ

1 TAPタグを用いた野生型Pol III精製 

更に、今回精製した野生型Pol IIIと他の

2）次に、野生型Pol IIIを用いてoriC複製

物

3）複製フォークにおけるポリメラーゼス

メラーゼ

 
複製関連タンパク質を用いてoriC複製系を
再構成し、試験管内でDNA複製反応を行わせ
たところ、リーディング、ラギング鎖由来の
複製産物が検出されたことから、精製した
Pol IIIを用いて正常な複製フォークが再構
成できることが確認できた。また、各種変異
株から精製したPol IIIの性質を調べたとこ
ろ、それぞれの変異に由来した活性の変化が
起きていることが確認された。 
 
（

 系で複製フォークを再構成し、そこに更にに
Pol IVを加えてポリメラーゼスイッチが起こ
るかどうかを調べた。その結果、Pol IVの濃
度を上げるに従い、Pol III由来の長い複製
産物が顕著に減少し、代わってPol IV由来の
複製産物と考えられる短い複製産物が増加
する現象が見られた。これは、リーディング
鎖上でも、Pol IVの濃度依存的にPol IIIか
らPol IVへのポリメラーゼスイッチが起きた
ことを示していると考えられる。 
 また、Pol IVが複製したと考えられる産

（
グを使用したPol IIIの精製方法を基に、さ
らに簡便かつ活性の高いPol IIIの精製方法
の確立を試みた結果、細胞中からPol IIIを
短時間にかつ高純度に精製することが可能
となった。そこで、この方法を用いて、野生
株、Pol IIIの校正機能を担うεサブユニッ
トの変異株、およびポリメラーゼ活性を担う
αサブユニットの変異株それぞれからPol 
IIIの精製を試み、どの株からもPol IIIを精
製することに成功した。精製したPol IIIは
すべての構成サブユニットが揃っており、夾
雑物もほとんどみられない純度の高いタン
パク質であった（図１）。 
 

が検出されたことから、損傷乗り越え型DNA
ポリメラーゼが複製フォークでDNA合成を行
う可能性が示された。これまで、損傷乗り越
え型DNAポリメラーゼが複製フォークで働く
モデルは提唱されていたが、直接の証明はな
されていなかったため、この結果は特に興味
深いと考えられる。 
 

 
 
 
 （
 イッチは、損傷等でPol IIIが停止していな

くても、Pol IVの濃度依存的に起こる事が明
らかとなった。また、校正機能欠損型のPol 
III（αサブユニット変異型）を用いて同様
の研究を行ったところ、野生型と同様にポリ
メラーゼスイッチが検出され、またその際の
Pol IV濃度は野生型とほとんど同じであった。
これらの結果から、Pol IVは損傷の有無に関
わらず複製フォークでPol IIIと入れ替わる
ことが可能であり、またPol IVによるポリメ
ラーゼスイッチは、Pol IIIのミスインサー
ション等による校正機能の働きとは無関係
に、主としてPol IVの濃度依存的に引き起こ
される事が明らかとなった。 
 生体内においては、多くのDNAポリ
の濃度がさまざまな要因により変動するこ
とが知られている。特に、SOS応答などのス
トレス応答によって、Pol IVを含む損傷乗り
越え型DNAポリメラーゼの濃度は大きく上昇
し、特にPol IVは生体内で最も濃度の高いDNA
ポリメラーゼとなることが知られている。こ
うした結果から、実際に生体内でも、Pol IV
を含む様々なDNAポリメラーゼが濃度の変動
によって複製フォークへアクセスし、時には
Pol IIIと入れ替わる事によって、複製フォ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図
TAPタグは ProteinAと CBPからなり、それぞれ IgG 

sepharose、Calmodulin agaroseを用いたアフィニティ

ー精製を用いることができる。各精製段階での精製度を

SDA-PAGEおよびCBB染色によって調べた結果を示す。（H、

L;分子量マーカー、IgG seph.#1〜#3;IgG sepharose溶

出画分、pooled;IgG Sepharose溶出画分をあわせたもの、

FT; Calmodulin agarose非結合画分、Calmodulin #1〜

#4; Calmodulin agarose溶出画分）Calmodulin agaorse

精製ピークフラクションには、Pol III holoenzymeの全

てのサブユニットが含まれており、精製度の高いPol III

を精製することができていることが確認された。右端に

ピークフラクションに含まれるPol IIIの各サブユニッ

トを示す。 

 



ークの進行を助けているのではないかとい
うモデルが考えられた。 
 
（4）当初の目的である、複製フォークでの
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