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研究成果の概要（和文）：真核生物は15種類のDNAポリメラーゼを持つが、その中でも、Polζ（ゼータ）は自然
突然変異の主な原因であり、遺伝情報の安定性とDNAポリメラーゼ機能との関連を論じる上で重要な分子であ
る。PolζはPolδとサブユニットを共有し、細胞内でのPolδの状態がPolζの機能に大きく影響すると考えられ
る。本研究では、分裂酵母を使用して、Polδのサブユニットの核内での動態がPolζの機能に及ぼす影響を明ら
かにすることを試みた。その結果、DNA損傷に応答した機能として、Polδのサブユニットの１つであるCdc1因子
の細胞内での量に応じてDNAポリメラーゼζの機能が制御されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：There are 15 different DNA polymerases in eukaryotes and the fidelity and 
efficiency of their synthetic activities are distinct. The correct division of labour among these 
polymerases is therefore a primary factor in determining the stability of genome duplication. Among 
these DNA polymerases, polymerase ζ (Polζ) was previously identified to be the main cause of 
spontaneous mutagenesis and share subunits with Polymerase δ (Polδ), which is responsible for 
lagging strand DNA synthesis. In this study, we investigated how the function of Polζ is regulated 
by subunits of Polδ. We discovered that, in the content of DNA damage tolerance, the abundance of 
Cdc1 (one of the Polδ subunits) is the key factor to activate Polζ. We also observed that the 
relative amount of Cdc1 to the Polδ catalytic subunit Cdc6 are increased in G2 phase. This trend in
 the protein level of Cdc1 may lead to high Polζ activity in G2 phase and mutagenesis by this 
polymerase. 

研究分野： 分子遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、分裂酵母を中心的に使用し、突然変異の主な原因となるポリメラーゼの制御を明らかにすることを目
的とした。今後、哺乳類細胞を対象とした研究へと発展させることにより、がん細胞における突然変異率の上昇
の原因究明に貢献することが大いに期待される。また、この研究をモデルとして、その他の多くのDNAポリメラ
ーゼを対象に加えた研究へと発展させ、多種多様なDNAポリメラーゼが協調的に機能する仕組みが明らかになる
と期待される。

※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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１．研究開始当初の背景 
細胞は分裂する際、ゲノム情報の担体である DNA を迅速かつ正確に複製する必要があるが、

DNA 複製のエラーは一定の頻度で生じ、突然変異として遺伝情報に記録される。従って、DNA 鎖
合成を行う DNA ポリメラーゼの機能は、遺伝情報の複製の正確性に大きく影響し、突然変異生成
と密接に関わる。ほとんどのゲノム DNA は細胞内で最も正確性の高い２種の「複製ポリメラー
ゼ」Polε（イプシロン）、Polδ（デルタ）により複製され、その他の多くのポリメラーゼは、
DNA 損傷乗越え合成・修復の過程で役割を持つとして研究されてきた。我々は、 DNA 複製因子の
翻訳後修飾とともに、細胞周期のタイミングに応じ複数の DNA ポリメラーゼが使用されること
を発表した 1、2。また、ゲノムが大きなヒト細胞においては、DNA 合成が遅れて起きる領域や異
常が生じ易い染色体の脆弱部位（fragile site）などにおいて、複製ポリメラーゼ以外のポリメ
ラーゼも効率的なゲノム複製に必要とされることが示された 3。 
遺伝情報の安定性と DNA ポリメラーゼ機能との関連性を論じる上で、研究代表者が特に着目

した分子は、その発見以来、突然変異の主な原因となることが示されてきた Polζ（ゼータ）で
ある 4。現在まで、Polζは誤りがちな DNA ポリメラーゼとして DNA 損傷や配列による２次構造
など、DNA 合成が阻害される領域でのみ機能すると考えられていた。しかし、最近の自身の細胞
内因子の分子生物学的解析や、他のグループの再構築された複製装置の１分子解析から、複製ポ
リメラーゼは DNA 複製装置に常に結合してはおらず、自律的に機能することが示された。このよ
うな状況下では、Polζを含む複製装置と相互作用しない DNA ポリメラーゼもゲノム複製に関与
すると考えられる 2、5。特に、Polζは、自然突然変異の主な原因であり、染色体異常を抑制する
ことから、ゲノム安定性に深く関与する仕組みを持つと考えられる。その分子メカニズムを明ら
かにすることは、突然変異の生成機序の解明であり、分子生物学的に大きな意義のある課題であ
ると同時に、生物進化、基礎医学の分野にも大きなインパクトを与える研究となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Polζの機能が核内環境・染色体構造や特定の複製因子の量や分子構造によって

制御される仕組みを明らかにし、DNA ポリメラーゼの分業と遺伝情報の安定性の関連を明らかに
することを目的とする。我々は現在までに、分裂酵母やヒト培養細胞において、任意の DNA ポリ
メラーゼの合成領域を全ゲノムに渡り同定する実験技術Polymerase-usage sequencing(Pu-seq)
を確立している。この実験技術や顕微鏡観察を駆使し、誤りがちな DNA ポリメラーゼ Polζがど
のように複製ポリメラーゼと関わり合いつつ、ゲノム複製に関与するかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究は、分裂酵母を使用して、Polζがゲノム複製に関わるメカニズムを明らかにする。ま

ず、Polδと Polζの各コンポーネントの核内での動態を明らかにする。具体的には、Polδと Pol
ζの触媒サブユニット（それぞれ Cdc6、Rev3）、両者がコンポーネントとする非触媒サブユニッ
ト（Cdc1、Cdc27）のゲノム上の局在を明らかにし、Polζと Rev3-Cdc1-Cdc27 の複合体が形成し
やすい領域を予測する。同時に、Polζを対象とした Pu-seq 実験を実施し、Polζによる合成領
域を同定する。これらの両課題の結果を比較し、Polζの機能制御における、ポリメラーゼサブ
ユニット間の量比、相互作用の役割を明らかにする。加えて、細胞内での Polδの各コンポーネ
ント（Cdc6、Cdc1、Cdc27）を人工的に増減させ、Polζがゲノム複製へ寄与するタイミングやそ
の程度が変化するかを Pu-seq 実験で検証する。また、同様の制御により Polζ依存的な突然変
異の頻度に変化が生じるかを検証する。上記の仮説の通り、細胞内で Polδの触媒サブユニット
Cdc6 と Polζの触媒サブユニット Rev3 が競合関係にあるならば、Cdc1、Cdc27 タンパク質が増
加した場合、それらは Cdc6 に加えて Rev3 とも会合するチャンスが増え、Polζの機能が高まり、
その結果、Polζ依存的な突然変異が増加する。Cdc6 の量が低下した場合にも、同様に Polζの
機能が高まると考えられる。最終的に、１分子レベルで Polζと Polδのコンポーネントを可視
化し、個々のコンポーネントの核内動態と DNA ポリメラーゼの機能の関連性を検証する。これら
の結果を総じて、Polζと Polδが時間的にも、空間的も均一でない DNA 複製機構で、どのよう
にゲノム情報の安定性と関わるかを考察する。 
 
４．研究成果 
(1) Pu-seq 実験による Polζが DNA 合成に関与するゲノム領域の同定－研究目的で挙げたポリ
メラーゼの中で、Polζ（ゼータ）を対象とした Pu-seq 実験を行う事に成功し、DNA 合成期（Ｓ
期）の複製遅延領域において、Polζが機能する確率が上昇することを示した。これらの結果か
ら、DNA ポリメラーゼの使われ方がゲノム複製の進行と共に変化することを示し、ゲノム上の複
製遅延領域に突然変異が多い原因が Polζ機能によることを示すに至った。しかし、各ゲノム領
域での Polζによる合成量は、実験ごとの変動が大きく、今後、この原因を明らかにし、安定し
たデータを得ることが必要であると考える。 
 



(2) Polδ コンポーネントの増減による Polζ機能への影響－細胞抽出液を分画し、細胞内の
Polδサブユニットのタンパク質をウェスタンブロッティングで可視化した結果、Cdc6（Polδの
カタリティック因子）は、Cdc1（Polδ・Polζの共通因子）よりもクロマチン画分に豊富に存在
していた。また、細胞を G1/S 境界期に同調し、細胞周期再開後の Polδサブユニットの量的変
化を観察した結果、Cdc6 因子は、S期後半から G2期にかけて減少することが確認された。一方、
Cdc1 因子においては、細胞周期を通じて、大きな量的変化が見られなかった。これらの結果か
ら、細胞内で Cdc6 の量に対する Cdc1 の量が DNA 複製後期に増加し、Polζと Cdc1 因子が物理
的に相互作用するチャンスが高まると考察される。Pol δサブユニット（Cdc6/ Cdc1/ Cdc27）
の過剰発現を誘導し、UV照射による突然変異頻度を測定した結果、Cdc1 因子の過剰発現株では、
Polζ依存的な突然変異の発生が増加した。一方、Cdc27 の過剰発現株は、紫外線照射による突
然変異の発生頻度は野生株と同程度であった。これらのことから、予想した通り、Cdc1 因子の
細胞内での量に応じて Polζの機能が制御されることを明らかにした。 
 
(3) Polδコンポーネントの増減による Polζ機能への影響－(2)で構築した Polδの各コンポー
ネント（Cdc6、Cdc1、Cdc27）の発現量をコントロール可能な分裂酵母株を使用して、Polδ（デ
ルタ）・Polζ（ゼータ）サブユニットの核内空間配置の変化を検証した。その結果、これらのタ
ンパク質の発現量に応じた、Polδ・Polζそれぞれのカタリティックサブユニット（Cdc6、Rev3）
の核内分布に変化は見られなかった。Cdc6 の場合は、比較的、存在量の多いタンパク質であっ
たせいか、どの条件においても核内に一様に存在していた。Rev3 の場合は、逆に非常に数か少
ないタンパク質のせいか、検出限界に近い状況での観察であり、明確な差異を観察することが困
難であった。Rev3 の解析においては、今後、１分子レベルでの観察（PALM、STORM 法など）が必
要であると考える。 
 
(4) Polζ・Polδサブユニットのゲノム上での局在 －分裂酵母 Polδ（Cdc6、Cdc1、Cdc27）の
各コンポーネントを対象として CUT&RUN-sequencing 実験を行うために、それらのコンポーネン
トの C末端に必要なタグ配列を付加する遺伝子改変を行った。その結果、タグを付加した時点で
分裂酵母の生育に著しく影響する場合が多いことが判明した。タグ周辺の配列やタグ配列を付
加する位置を N末端に変更するなどの方法により、今後、酵母の生育に大きく影響しない遺伝子
改変に取り組む必要があると考えられる。 
 
(5) ヒト細胞における Polζ合成領域の同定－研究代表者は、現在までに、ヒト培養細胞 HCT116
を用いて、特定の DNA ポリメラーゼの活性部位を変異させ、そのポリメラーゼによるゲノム DNA
中へのリボヌクレオチドの取り込みを誘導し、リボヌクレオチドの分布を指標として特定のポ
リメラーゼの合成領域を解析する方法を確立している。この方法を Polζに応用するために、必
要な細胞株の作成を行った。現在までに、リボヌクレオチドを取り込む Polζノックイン細胞株
の作成が完了した。現況では、Polζの合成領域を同定するために実験条件（ゲノ DNA からリボ
ヌクレオチドを除去する酵素 RNASEH2 を分解するための方法など）を検討している状況であり、
今後も継続した実験、および解析が必要である。 
 
(6)総括－現在までに研究において、DNA ポリメラーゼδサブユニットの１つである Cdc1 の量が
ポリメラーゼζの機能を制御する一因であることが上記の（2）の実験より示された。その点を
様々な側面から検証するために、現在も Cdc1 の量に応じて、Polζによって DNA 合成がおこなわ
れるゲノム領域が変化するか、また、Polζの核内局在が変化するかを現在も検証中である。こ
れらの点は継続しつつ、現在の研究を進展させると同時に、今後は、この研究をモデルとしつつ、
その他の多くの DNA ポリメラーゼを対象に加えた研究へ発展させ、多種多様な DNA ポリメラー
ゼが協調的に機能する仕組みを明らかにする。これらの成果をもとに、最終的には、ゲノム複製
が柔軟性と変異生成のバランスがどのように保たれているかを明らかにすること目標とする。 
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