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研究成果の概要（和文）：発がんシグナルが引き起こす DNA 複製ストレスは、細胞老化を介して

発がんを抑制する一方で、DNA 損傷を介してゲノム不安定化を引き起こす。本研究では、ヒト

邸悪性腫瘍細胞株 U2OS に cyclin E を高発現するモデル細胞系を確立し、この過程における複

製ストレス応答を解析した。この細胞において、cyclin E 発現によって誘導される DNA 再複製

においてY-family DNAポリメラーゼによる損傷乗越えDNA合成が重要な働きをしていることを

見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）：In precancerous lesions, oncogenic signals induce cellular 
senescence, causing tumor suppression; whereas they promote genomic instability, leading 
to tumor progression. We studied the role of DNA replicative stress in cyclin E 
overexpressed U2OS human cells. Our data suggest that Y family Polymerases play a role 
in oncogene-induced DNA re-replication. 
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１．研究開始当初の背景 
発がん過程の初期に見られる前がん状態で
は、発がんシグナルが引き起こす DNA 複製異
常に対するストレス応答（複製ストレス応
答）に伴い DNA 損傷、細胞老化（持続的な細
胞増殖停止、SAHF と呼ばれるヘテロクロマチ
ン形成）などが特徴的に見られる。発がん抑

制作用のある細胞老化については、多くの研
究が行われ、その複雑な機構の一端が明らか
になりつつある。しかし、発がんシグナルに
よる複製ストレス応答の本態や、DNA 損傷が
ゲノム不安定化を介して発がんを促進する
分子機構に関する研究は乏しい。 
 一方、紫外線や化学物質による DNA 損傷が



図 1 Cyclin E 発現による DNA 損傷応答。U2OS
細胞に cyclin E を発現させると、γH2AX の増
加 と 併 行 し て 、 モ ノ ユ ビ キ チ ン 化
FANCD2(Ub-PCNA)が増加した。 

引き起こす複製ストレス応答機構について
は、近年著しく理解が進み、(1)細胞周期チ
ェックポイントを作動させる「ATR-Chk1 経
路」、(2) ファンコニ貧血(Fanconi anemia; 
FA)と家族性乳がん(BRCA)の原因遺伝子群か
ら構成され、ゲノム安定化と腫瘍抑制に働く
「FA/BRCA 経路」、(3) Y-family DNA ポリメ
ラーゼ(Y-Pol)を始めとする忠実度の低いポ
リメラーゼにより、損傷 DNA を乗越えて複製
を継続する「損傷乗越え DNA 合成(TLS)」、(4)
「相同組換え」などが相互作用して、クロマ
チンにおいて形成する分子ネットワークが
明らかになりつつある。 
 そこで、本研究においては発がんシグナル
による複製ストレス応答とゲノム不安定化
に関連するクロマチン分子動態を解明する
ことにより、発がん予防や早期がんの治療に
貢献できるのではないかと着想し研究を開
始した。 
 
２．研究の目的 
cyclin Eを始めとする様々な発がんシグナル
による複製ストレスの発生機構を解析し、こ
れに対する細胞応答からゲノム不安定化に
到る過程を、Y-Pol による TLS の役割を中心
に明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 前がん状態を再現するモデル実験系の
開発 
 種々のがん遺伝子をレンチウィルスベク
ターで種々のヒト培養細胞株に導入し、ゲノ
ム不安定性、細胞老化が見られる実験系を開
発する。 
(2) 複製阻害部位への DNA損傷応答蛋白の動
員 
 上記(1)で見いだした実験系において、DNA
損傷応答分子の活性化状態や、顕微鏡画像に
おいて Y-Polの点状集積(フォーカス)形成を
確認する。さらにこれら分子の相互関係を明
らかにするために、時間的・空間的に定量的
画像解析を行う。 
 
４．研究成果 
 (1) 種々のヒト培養細胞株に活性型 Ras, 
活性型 B-Raf, c-myc, cyclin E など種々の
発がん遺伝子を導入して複製ストレス応答
を系統的に解析し、発がん遺伝子によって大
きな差があることを見出した。 も解析が進
んでいるのは、cyclin E である。cyclin E
は、ヒトのがんでしばしば発現が亢進してお
り、トランスジェニックマウスでがんを引き
起こす。ヒト低悪性腫瘍細胞株U2OSにcyclin 
E を過剰発現させると、老化マーカー
(Senescence associated β-galactosidase
活性、SAHF)の発現とともに細胞分裂は停止
したが、ヒストン H2AX のリン酸化(γH2AX)

等で示される強い DNA 損傷反応を伴いつつ
(図 1)複製が持続し、高倍数体(DNA>4N)の細
胞が出現した(DNA 再複製、図２)。これは１
回の細胞周期につき DNAが１回のみ複製され
るよう制御する「ライセンシング化機構」の
異常によると考えられ、DNA 鎖切断を招き、
遺伝子増幅を始めとするゲノム不安定性を
引き起こすと考えられる。以上よりこの実験
系においては、細胞老化とゲノム不安定性が
共存する前がん状態がよく再現され、モデル
細胞系として利用できる。 

 
(2) モデル細胞系において、cyclin E 発現に
より DNA 損傷（γH2AX）の亢進にともない、
Y-famaily DNA ポリメラーゼの DNA 損傷部位
への動員に重要な役割を果たす PCNA のモノ
ユビキチン化（Ub-PCNA）や FA/BRCA 経路の
マーカーであるモノユビキチン化 FANCD2 が
亢進し（図 1、3）、GFP 標識した Y-Pol メン
バー(Polymerase η (Pol η)、REV1、Pol ι、 
Pol κ)は高倍数体の細胞において PCNA や
FANCD2 と共存在するフォーカスを形成した
（図 4）。 

図２ Cyclin E の高発現による高倍数体
(DNA >4N)細胞の増加 

図 3 Cyclin E 発現による Ub-PCNA の増加。 



図 5 Pol η 発現抑制による Rad51
フォーカスの増加 

また、この核内フォーカスはヌクレオチドア
ナログ Bromodeoxyuridine（BrdU）でラベル
した新規合成 DNA 部位(replisome)と共存在
した。さらに、siRNA を用いて Pol η, REV1
を knockdown した U2OS において、cyclin E

したがって、これら

の発現誘導時に相同組み替え修復に関与す
るRad51のフォーカス形成が増加した（図5）。

Y-Pol の機能抑制により
替的に相同組み替え修復が亢進した可能代

性が考えられる。 
 

 そこで、さらに DNA 再複製における Y-Pol
の役割を解析するために、GFP-Y-Pol を安定
発現する U2OS 細胞においてライセンシング
化機構の負の制御因子である gemininの発現
を抑制して DNA再複製を誘導したところ、DNA
量の高倍数化にともなって DNA損傷応答の亢
進、PCNA モノユビキチン化、replisome への
Y-Pol の集積が観察された。また、EdU で標
識した新規合成 DNA を免疫沈降すると、
Ub-PCNA、GFP-Polη の共沈した。これらの結
は、DNA 再複製に Y-Pol（特に Polη）が関

する。 
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