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研究成果の概要（和文）：前癌病変において、発がん遺伝子による複製ストレスとDNA損傷が、細胞老化・死を誘導す
る一方、ゲノム不安定性を介して発がんを促進する。この過程において、DNAの再複製は主要な役割を果たすが、これ
に関与するDNAポリメラーゼについては、ほとんど判明していない。私たちは、複製開始制御因子gemininの発現抑制に
よる再複製モデル系において、Pol ηが動員されることを見いだした。また、Pol ηの発現抑制はgeminin抑制や発が
ん遺伝子cyclin Eが誘導する再複製を抑制した。これらの知見は、発がん初期過程におけるゲノム不安定性の仕組みの
解明と治療開発に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：In preneoplastic lesions, oncogene-induced replication stress plays a dual role in
duction of cell senescence/apoptosis and tumor promotion through increased genomic instability. In these p
rocesses, oncogene-induced excessive activation of replication origins and consequent rereplication plays 
a major role. However, little is known about fork progression during rereplication. When rereplication was
 induced by depletion of geminin, a regulator of origin activation, Pol-eta was recruited to rereplication
 sites in human cell lines. Similar observations were obtained in cyclin E-induced rereplication in human 
tumor cells. Furthermore, Pol-eta knockdown suppressed rereplication induced by either geminin depletion o
r cyclin E expression. Together, our data suggest that Pol-eta participates in oncogene-induced rereplicat
ion. These findings provide important mechanistic insights into genomic instability during tumorigenesis.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 前がん病変においては細胞老化とゲノ
ム不安定性が共存して見られる。細胞老化は
発がんを抑制する方向に作用するが、一方、
ゲノム不安定性は前がん病変の細胞に新た
ながんドライバー変異の発生をもたらし、悪
性化を促進する方向に働く。したがって、こ
のプロセスの分子機構を解明することは発
がん機序の解明にきわめて重要である。これ
らの機序において、発がんシグナルによる複
製ストレスと、その結果引き起こされる DNA
損傷応答が中心的な役割を果たすと考えら
れており、その中でも発がん遺伝子による複
製開始点の活性化亢進によるDNA再複製はゲ
ノム不安定性の重要な原因である。しかし、
再複製に関与するDNAポリメラーゼについて
は、これまでにほとんど研究されておらず、
判明していない。 
 
(3) ほ乳類の DNA ポリメラーゼは 15 種類あ
り、大きく二つのグループに分けられる。す
なわち、通常の高忠実度な複製を行う DNA ポ
リメラーゼ(Pol-delta,Pol-epsilon)とそれ
以外である。後者は、複製忠実度が低く、損
傷部位を乗り越えてDNA合成することができ
る DNA ポリメラーゼである。中でも、共通の
構造を持つ Y-family ポリメラーゼは、ヒト
では Pol-eta,-iota,-kappa, REV1 の４種類
が知られており、大腸菌や酵母から進化的に
保存されている。Pol-eta の先天的欠損は、
皮膚の紫外線感受性と皮膚がんの合併を特
徴とする色素性乾皮症バリアント型の原因
となる。Y-family ポリメラーゼは活性中心
の構造がルーズなために、損傷乗り越え以外
に 、 通 常 の 高 忠 実 度 な 複 製 を 行 う 
Pol-delta,Pol-epsilon が複製しにくい構造
のDNAの複製に関与する新しい機能が注目さ
れている。 
 
２．研究の目的 
発がんシグナルが誘導するDNA再複製におけ
る Y-family ポリメラーゼの機能と、その基
盤となる分子メカニズムの詳細を、特に
Pol-eta に焦点を当てて、明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 主に、ヒト骨肉腫細胞株 U2OS において
GFP 標識 Pol-eta などの Y-family ポリメラ
ーゼを安定発現するクローンを作成し、これ
らの細胞で複製制御因子 geminin の siRNA に
よる発現抑制や発がん遺伝子 cyclin E のウ
イルスベクターによる発現によってDNA再複
製を誘導した。 
 
(2)これらの細胞とコントロール細胞を比較
して、①GFP 標識 Y-family ポリメラーゼの
複製部位への局在を、蛍光抗体による染色
蛍光顕微鏡による画像の取得画像解析ソ
フトを用いた定量解析を行う方法と、②細胞
からの全抽出物や染色体画分抽出物、PCNA 免

疫沈降物、再複製 DNA の沈降物(iPOND 法すな
わち DNA を EdU で標識し、EDU をクリック法
でビオチン化、その後ストレプトアビジンビ
ー ズ で pull-down す る ) に 含 ま れ る
GFP-Pol-etaをimmunoblot法で測定する生化
学的な方法によって解析した。 
 
(2) geminin 発現抑制や発がん遺伝子によっ
て誘導される DNA 再複製において、Y-family 
ポリメラーゼの関与を評価するために、それ
ぞれのポリメラーゼに対する複数のsiRNAを
用いた発現抑制が、①再複製による G2/高倍
数体(DNA量≥4N)の細胞分画のDNA総量の増加
率、②DNA fiber 法を用いた複製フォーク進
行速度、③BrdU などのチミジンアナログの取
り込み、に与える影響を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) U2OS 細胞において、複製開始点制御蛋白
geminin の発現抑制によって DNA 再複製を誘
導するモデル細胞系を作成した。本実験系で
は G2 期停止に続いて分裂せずに再複製を起
こし、高倍数体が出現する。この高倍体にお
いて、DNA 合成部位に一致して、Pol-eta の
集積が顕著に見られた。また、他の Y-family 
ポリメラーゼも程度は低くなるが、DNA 合成
部位に動員されることが観察された。これら
は、正常の S期における DNA 複製では見られ
なかった。 
 
(2) 上記の再複製におけるPol-etaをはじめ
とする Y-family ポリメラーゼの発現抑制の
効果を解析すると、いずれも再複製を抑制す
る効果が見られた。 
 
(3) U2OS において発がん遺伝子 cyclin E の
発現は DNA 再複製を誘導し、Pol-eta を DNA
複製部位へ動員した。また、Pol-eta の発現
抑制は再複製を阻害した。 
 
(4) 再複製部位への Pol-eta の動員には、複
製フォークの遅延一本鎖 DNA の増加
Rad18を介するPCNAのモノユビキチン化
ユビキチン化 PCNA と Pol-eta の結合という
一連の反応が重要である。 
 
(5)初代培養ヒト・ケラチノサイトにパピロ
ーマウイルスの発がん蛋白E6/E7を導入する
と高倍数体細胞で DNA 合成を行っている核、
すなわち再複製している細胞の約半数で
Pol-eta が複製部位に動員されていた。 
 
(5) 以上の結果は、発がん遺伝子が引き起こ
す DNA 再複製に Y-family ポリメラーゼが関
与することを示唆する。また、Y-family ポ
リメラーゼによる点突然変異の誘発が、腫瘍
悪性化を促進する可能性がある。最近、がん
ゲノム解析で、ゲノムの再構成などの近傍で
点突然変異の発生が高まっているクラスタ
ーが見いだされる頻度が高いことが報告さ



れている。再複製への Y-family ポリメラー
ゼの関与は、これらのメカニズムを説明する
可能性が考えられる。 
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