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研究成果の概要（和文）：発がんシグナルによる複製開始の過剰な活性化が、DNA再複製による遺伝子増幅をはじめと
するゲノム不安定性を介して腫瘍形成を促進すると提唱されている。我々は、再複製にY-familyポリメラーゼ(Y-Pol)
が複製ポリメラーゼと独立して関与することを見いだした。この研究成果は、発がん初期におけるゲノム不安定性の機
構に新しい知見を提供する。また、複製忠実度の低いY-Polの関与は、がんゲノムにおいてコピー数の変化やDNA再構成
とともに点突然変異が多く検出されることと合致する。我々の知見は、前がん病変から発がんへの悪性化メカニズムの
一端を解明し、新たな治療法の開発へとつながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：DNA rereplication is a major type of oncogene-induced aberrant replication and 
plays an important role in genomic instability during tumor development. Rereplication causes DNA double 
strand breaks, resulting in copy number changes and genomic rearrangements. However, little is known on 
what DNA polymerases are involved in rereplication. Normal DNA replication is catalyzed by high-fidelity 
replicative polymerases, Pol ε and Pol δ. Y-family polymerases (Y-Pols) are the major group of 
low-fidelity polymerases whose main function is bypass of replication blocks at sites of DNA damages, 
i.e. translesion synthesis. We found that Y-Pols as well as replicative polymerases, participate in 
rereplication.
The present findings have important mechanistic implications in genomic instability during tumorigenesis. 
Speculatively, the involvement of Y-Pols in rereplication may account for frequent occurrence of single 
nucleotide variations in conjunction with gene rearrangements in cancer genomes.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 

	
 発がんは、それを促進する“driver”変異

の蓄積によって進行する過程であり、様々な

メカニズムによるゲノム不安定性がその基

盤となる。特に、がん早期病変においては、

driver変異による発がんシグナルがDNA複製

ストレスを引き起こし、その結果起こる DNA

損傷がゲノム不安定性の誘因になることが

示唆されている。主なメカニズムとして、DNA

複製開始の亢進àDNA 再複製à複製フォーク

の衝突・崩壊àDNA 二重鎖切断à相同組み換

え、非相同断端接合àDNA 増幅、再構成とい

うモデルが提唱されている（図 1）。一方、が

んゲノムに多発する点突然変異の発生機序

に複製忠実度の低い Y-family ポリメラーゼ

(Y-Pol)の関与が想定されているが、その機

構は十分解明されていない。近年、UV や薬剤

による DNA 損傷、また、転写に関連する複製

ストレスや R-loop 形成に対する応答機構に

関する研究の進展が著しい。これらの知見を

活かして、発がんシグナルが引き起こす複製

ストレスにおける Y-Pol の働きを解明するこ

とは、発がんの病態解明と新しい制御法の開

発に、きわめて重要である。	
 

 
 
 

２．研究の目的 
	
 

	
 本研究では、発がんシグナルが誘導する

DNA再複製におけるY-Polの働きを解析する。	
 

 
 
３．研究の方法 

 
 DNA 再複製における Y-Pol の役割を解析す

るために、モデル実験系として汎用されるヒ

ト U2OS 細胞に、各種 GFP-Y-Pol(Pol	
 η,	
 Pol	
 

ι,	
 Pol	
 κ,	
 REV1)を	
 安定的に発現する細胞

を作製し	
 (U2OS/GFP-Y-Pol)、RNA 干渉法

（RNAi）による複製開始制御因子 Geminin	
 の

発現抑制によって DNA 再複製を起こす実験系

を樹立した。この実験系において、種々の細

胞生物学、分子生物学、生化学的手法を用い

て実験をおこなった。また、レンチウィルス

の感染によりがん遺伝子 cyclin	
 E やヒトパ

ピローマウィルス E6/E7 を発現させ同様の実

験をおこなった。	
 

	
 	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 

(1)	
 Y-Pol の動員に重要な働きをするモノユ

ビキチン化 PCNA（Ub-PCNA）が増加し、高倍

数体細胞において、BrdU で標識した DNA 再複

製部位に共局在する GFP-Y-Pol の核内フォー

カスの形成が見られ（図 2）、Ub-PCNA と

GFP-Pol	
 ηの結合が増加することを免疫沈降

法により確認した。また、最近開発された新

規合成	
 DNA	
 と結合する蛋白を検出する手法

（isolation	
 of	
 proteins	
 on	
 nascent	
 DNA;	
 

iPOND）（Sirbu	
 et	
 al.	
 Genes	
 Dev	
 2011）に

よる解析では、新規合成 DNA と共沈する

Ub-PCNA、内因性 Pol	
 ηが増加した。さらに、

RNAi による Y-Pol の発現抑制は、再複製の進

行を遅延させた。これらの結果は、再複製に

Y-Pol が関与することを示唆する。	
 

図 1	
 DNA 再複製による複製フォークの追

突・停止と DNA 切断の模式図	
 

 



	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

(2)	
 Pol	
 η のポリメラーゼ活性を欠損したド

ミナントネガティブ変異体を発現させた

U2OS において、siGeminin で再複製を誘導す

ると野生型 Pol	
 η 発現細胞に比べて有意に

再複製が抑制された。このことは、Pol	
 η の

ポリメラーゼ活性が再複製に必要である事

を示唆する。	
 

	
 

(3)	
 4 種類の Y-Pol をすべての組み合わせで

発現抑制した上で再複製を誘導すると、それ

ぞれ単独の発現抑制と同程度の再複製抑制

しか見られなかった。また、Y-Pol と複製ポ

リメラーゼ（Pol	
 δ,	
 Pol	
 ε）の組み合わせ

で発現抑制をおこなうと、再複製が相加的に

抑制された。このことから、Y-Pol は同一経

路で、Y-Pol と複製ポリメラーゼはそれぞれ

独立して再複製に関与すると考えられる。	
 

	
 

(4)U2OS 細胞にがん遺伝子 Cyclin	
 E を、ある

いはヒトケラチノサイト初代培養細胞にヒ

トパピローマウィルス E6/E7 蛋白を発現させ

た場合にも、再複製細胞の複製フォーカスに

Pol	
 ηが集積した。また、前者では Pol	
 η	
 

RNAi によって再複製が抑制された。これによ

り、発がん遺伝子が誘導する再複製において

も Y-Pol が関与することを示唆される。	
 

	
 

	
 以上の結果は、DNA 再複製に Y-Pol が関与

することを強く示唆し、発がん初期における

ゲノム不安定性の機構に新しい知見を提供

する。また、他のがん遺伝子にも複製開始の

活性化亢進が報告されている点や、がんゲノ

ムにおいてコピー数の変化や DNA 再構成とと

もに点突然変異が多く検出されることと合

致し、近年盛んに報告されている腫瘍におけ

る点突然変異発生率の亢進を説明するかも

しれない。我々の知見は前がん病変から発が

んへの悪性化メカニズムの一端を解明し、新

たな治療法の開発へとつながる可能性があ

る。	
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