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研究成果の概要（和文）：異なる種類のDNA損傷（３―ニトロベンズアントロンおよびシスプラチン）を、どの
TLSポリメラーゼが乗り越えるのか、また各ポリメラーゼが損傷乗り越え時に起こす突然変異の頻度と種類をヒ
トTLSおよびDNA修復欠損細胞を作成して、シャトルベクタープラスミドを用いて明らかにした。3-NBA 損傷で
は、dG-C8-N2-ABA 不可体がPol ιによるerror-proneなTLSに寄与していることが示唆された。シスプラチン損
傷では、Pt-GTGクロスリンクがPol ηによるerror-freeなTLSに寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We established human TLS and DNA repair-deficient cells to determine which 
TLS polymerase bypasses different types of DNA damage (3-nitrobenzanthrone and cisplatin), and 
elucidated the frequency and types of mutations each polymerase induces during damage bypass using 
shuttle vector plasmids. For 3-NBA damage, the dG-C8-N2-ABA lesion was suggested to contribute to 
error-prone TLS by Pol ι. For cisplatin damage, Pt-GTG cross-links were suggested to contribute to 
error-free TLS by Pol η.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 環境変異原　DNA損傷　突然変異　損傷乗り越えDNA合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　異なる種類のDNA損傷を、どのTLSポリメラーゼが乗り越えるのか、また各ポリメラーゼが損傷乗り越え時に起
こす突然変異の頻度と種類をヒト変異細胞で明らかにすることは、突然変異研究の課題であった。本研究の結
果、塩基付加体の代表であるNBA、および鎖内クロスリンクの代表であるCisPtによるDNA損傷をTLSする主たる
DNAポリメラーゼが明らかになった。我々の作成した細胞株を用いて、異なる種類のDNA損傷に関わるTLSポリメ
ラーゼを明らかにすることにより、変異原による突然変異の全貌を明らかにできる。そのことは環境変異原によ
る発がんメカニズムの解明に貢献する。

※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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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 
 化学変異原物質や放射線は DNA に損傷を引き起こす。動物細胞において、
DNA損傷を持ったまま DNAポリメラーゼ δと εが DNA複製を開始すると、
DNA鎖の伸長が損傷部位で停止し、細胞死となる。しかし多くの動物細胞では、
損傷乗り越え DNA複製（Translesion DNA Synthesis: TLS）とよばれる機構
により、DNA複製を進めることができる。しかし TLSにはたらく DNAポリメ
ラーゼ（Pol η、κ、ιなど）の忠実度が低く、複製の際に正常な塩基対合が形成
されず、突然変異を生じさせる。DNA 損傷の種類によってはたらく TLS ポリ
メラーゼの種類は異なるが、損傷の種類とはたらく TLSポリメラーゼの関係は
明らかでない。 

 
２．研究の目的 

 
異なる種類の DNA損傷を、どの TLSポリメラーゼが乗り越えるのか、また
各ポリメラーゼが損傷乗り越え時に起こす突然変異の頻度と種類をヒト変異細

胞で明らかにする。そのためゲノム編集技術（CRISPR/Cas9）を A群色素性乾
皮症（XP-A）由来細胞に適用して、突然変異誘発を担う３種類の損傷乗り越え
（TLS）ポリメラーゼ（Polη、κ、ι）各々を欠損した変異細胞のセットを作製す
る。これらの細胞は損傷除去修復機構（NER: Nucleotide Excision Repair）を
欠損しているので、DNA損傷をもったまま DNA複製が開始し TLSが起こる。
一方で我々は、部位特異的に１個だけ DNA損傷を有し、ヒト細胞で TLSを定
量的に測定できる LacZシャトルベクターを開発し、損傷の種類と誘発突然変異
の頻度・種類との関係を解明してきた。本申請ではこの独自の２つの技術を組み

合わせ、これまで不明確であった多様な DNA損傷が TLSによって突然変異に
至る機構の詳細を解明する。 

 
３．研究の方法 

 
3−1. TLS ポリメラーゼ (Pol η、κ、ι) 各々を欠損した XP-A 細胞セットの作
製：Pol η、κ、ι各々の標的配列とガイド RNAを連結し、Cas9を発現するター
ゲットプラスミドを作製し、XP-A細胞に導入し抗生物質で選択する。各々のポ
リメラーゼにつき数クローンを選び、ターゲット付近の塩基配列を決定し、両ア

レルに変異が入ったクローンを選択する。Pol η、ι は N 末付近の Catalytic 
domainを、Pol κは C末付近の PIP Boxを標的とする。 

 
3−2. Pol η、κ、ιを欠損した XP-A細胞の変異原感受性と突然変異誘発性： ヌ
クレオチド除去修復機構に関わる変異原として紫外線（UV-C）、３ーニトロベン
ズアントロン（NBA）、シスプラチン（CisPt）を用いる。これらは各々ピリミ
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ジンダイマー、グアニンとアデニンの付加体、グアニンのクロスリンクを形成す

る。Pol η、κ、ιを欠損した XP-A細胞の UV-C、NBA、CisPtに対する感受性
を比較する。SupF を突然変異標的とするシャトルベクタープラスミドに UV、
NBA、CisPtを処理し、Pol η、κ、ιを各々欠損した XP-A細胞で複製させたの
ち、大腸菌に導入し、各細胞で SupF遺伝子に生じた突然変異率、突然変異の種
類を細胞間で比較する。 

 
3−3. TLS ポリメラーゼ欠損 XP-A 細胞と部位特異的損傷シャトルベクターを
用いた TLS の解析：LacZ レポーターシャトルベクターは、片方の DNA 鎖の
LacZ配列内に１個の損傷をもち、他方の LacZ配列は２塩基の挿入をもつ。よ
ってヒト細胞で複製後、大腸菌に導入すると、損傷をもつ鎖は X-Gal 存在下で
青色コロニーを、損傷のない鎖は白色コロニーを形成する。損傷部位で複製が停

止すると青色コロニーの割合が低下し、青色コロニーの全コロニーに対する割

合が TLS 率となる。青色コロニーの LacZの塩基配列を決定し、突然変異の割
合と種類を求める。NBA付加体３種類（NBAの N2-G、C8-G付加体・N6-A付
加体）、シスプラチンクロスリンク（CisPtの GGクロスリンク・GTGクロスリ
ンク）をもつ 15 merオリゴヌクレオチドを作製する。これら付加体をもつオリ
ゴヌクレオチドを LacZレポータプラスミドの一本鎖ギャップに挿入し、超遠心
分離機で精製する。できたプラスミドを Pol η、κ、ιを各々欠損した XP-A細胞
に導入し複製させる。欠損細胞間で TLS率、突然変異率を比較する。 

 
４．研究成果 

 
4−1. ゲノム編集（CRISPR/Cas9法）により、損傷乗越え DNAポリメラーゼ 
Polη、ι、κ各々の標的配列とガイド RNAとを連結し、Cas9を発現するターゲ
ットプラスミドを作製した。これらを XP-A細胞に導入し抗生物質（ハイグロマ
イシン）抵抗性クローンを複数選択した。それらのクローンの DNAシーケンス
解析および発現解析の結果、Polη、ι、κ欠損細胞(ΔPolη、Δ Polκ/PIP、ΔPolι)が
作製できた。但し Pol κ欠損が致死となることを避けるために、Δ Polκについ
ては、C末付近の PIP Boxを標的としたため、一部 truncateしたタンパク質が
発現している。 
これらの細胞の UV-C、シスプラチン（CisPt）、３ーニトロベンズアントロン
（NBA）感受性をコロニー形成法で調べた結果、いずれの変異原に対しても Pol 
η 欠損細胞のみ親株の XP-A 細胞より高感受性であった。その他の欠損細胞は
XPA細胞と同程度の変異原感受性を示した。 

 
4−2. 各細胞(ΔPolη、Δ Polκ/PIP、ΔPolι)に各変異原 UV-C、CisPt、NBA処理
した SupFシャトルベクタープラスミドを導入し、supF遺伝子に誘発される突
然変異の頻度と種類を解析した。 
 UV-C 損傷が誘発する突然変異は、ΔPolκ 株において他の細胞株より突然変
異頻度が有意に増加した。すなわち Pol κが UV-C損傷の error-freeな TLSに
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関与していることが示唆された。また、全ての細胞株において G:C→A:Tが大部
分を占めていた。ΔPolη株でこの置換の割合が減少したことから、Pol ηがこの
置換の誘発に寄与している可能性が示唆された。 
シスプラチン損傷では、ΔPolη 株において突然変異頻度が有意に増加したた
め、Pol η が error-free な TLS に寄与していることが示唆された。また、全て
の細胞株において、突然変異は G:C→T:Aが大部分を占めていた。 
 3-NBA 損傷については、ΔPolιにおいて突然変異頻度が有意に減少し、Pol ι
は error-prone な TLS に寄与していることが示唆された。ΔPolι では塩基置換
の種類に変化が見られなかったが、フレームシフト変異の割合が増加していた。 

 
4−3 .  LacZ 遺伝子中のグアニンに NBA 付加体を１分子もつプラスミドを作
製して、各細胞で複製させてから抽出精製し、大腸菌に導入すると、細胞中で

TLS が起こったプラスミドから LacZ が発現して大腸菌コロニーの色が付くシ
ャトルベクター系を作製した。  
 NBAのグアニン付加体は、結合部位が異なる３種類がある（dG-N-ABA、dG-
C8-N2-ABA）（ABA：NBAの代謝活性体）。それらをを１分子もつ LacZシャト
ルベクタープラスミドを作製し、各種 DNAポリメラーゼ欠損株（ΔPolη、Δκ/PIP、
ΔPolι）で複製させた。その結果、dG-C8-N2-ABAが最もシャトルベクターの複
製率を低下させ、突然変異頻度を有意に上昇させた。dG-C8-N2-ABAには主に
Pol ηが Error-free TLSに関与することがわかった。 

CisPtについても、CisPt付加体（Pt-GTGおよび Pt-GG）を LacZ遺伝子中
のグアニンに１分子もつプラスミドを作製して、付加体を有するDNA鎖に TLS
が起こると大腸菌コロニーに青色が付くシャトルベクター系を開発した。これ

らプラスミドを各 TLS ポリメラーゼを欠損した XPA 細胞で複製させた結果、
Pt-GTGでは非修飾プラスミドに比べて複製率が有意に低下したが、細胞株間で
複製率に有意差はみられなかった。複製したプラスミドの突然変異率は XPA、
ΔPolη、Δκ/PIP、ΔPolι細胞株において、それぞれ 6、4、0、3％であり、観察さ
れた突然変異の種類は G→Tへのトランスバージョンであった。一方、Pt-GGで
は非修飾プラスミドと比べて複製率に有意差はみられず、どの細胞株でも突然

変異はみられなかった。 
 以上の結果、Pt-GTGプラスミドはいずれの細胞株でも複製率が低下したこと
から、Pt-GTGは DNA複製を阻害することが示された。また Δκ/PIP株で突然
変異が見られなかったことから、Pt-GTG誘発突然変異はおもに Pol κが関与し
ていると考えられる。つまり Pol κがはたらかないとき、他の TLSポリメラー
ゼがはたらいてエラーフリーな TLS がおこると考えられる。一方、Pt-GG は
DNA 複製を阻害せず、エラーフリーに TLS され DNA 複製が継続すると考え
られる。 

 
 以上の結果、NBAおよび CisPtによる DNA損傷を TLSする主たる DNAポ
リメラーゼが明らかになった。我々の作成した細胞株を用いて、異なる種類の

DNA 損傷に関わる TLS ポリメラーゼを明らかにすることによって、変異原に
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よる突然変異の全貌を明らかにできる。 
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