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研究成果の概要（和文）：本研究では、クラスターDNA損傷の未知の変異誘発機構に対する知見を得るため、ク
ラスターDNA損傷において変異誘発性のDNA損傷があるDNA鎖がDNAポリメラーゼにより優先的に複製されかどうか
の検証を行った。検証を行うため、新たなプラスミド作製法を開発し、クラスターDNA損傷を有するプラスミド
DNAの各々の鎖のどちらを複製に用いているかを調べる実験系を構築した。本研究で開発した実験系を用いて調
べた結果、（１）クラスターDNA損傷の周囲は一方の鎖が優先的に複製されること、また、（２）一方の鎖が優
先的に複製される範囲は数十塩基対であり、（３） 優先的複製はPolIに依存すること、を突き止めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to gain insight into the unknown mechanism of 
cluster DNA damage-induced mutagenesis, we investigated whether DNA strand with mutagenic DNA damage
 is preferentially replicated by DNA polymerase(s). We developed a new method for constructing 
plasmids that can determine the fraction of DNA strand used as the template for replication in 
plasmids carrying cluster DNA damage. Using plasmids constructed by the method developed in this 
study, we found that (1) one of the strand is preferentially replicated around cluster DNA damage, 
and (2) several tens of base pairs in length are preferentially replicated, and (3) the preferential
 replication is mediated by PolI.

研究分野：放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
放射線による突然変異誘発機構において、ク
ラスターDNA 損傷は突然変異を高頻度に誘
発する主要な要因であることが示唆され、注
目 さ れ て い た (Nucleic Acids Res. 
37:4430-4440 (2009), Mutat Res., 732: 
34-42 (2012), Mutat Res.,49:9-15 (2013))。
一連のクラスターDNA 損傷誘発突然変異研
究の中から、損傷塩基（８−オキソグアニン）
の除去能を欠損する株（fpg欠損突然変異株）
において、８−オキソグアニンの相補鎖に複
製阻害を生じる損傷があるクラスターDNA
損傷は単独の８−オキソグアニンに比べ変異
頻度がほぼ２倍になるという興味深い現象
が見出された。損傷の修復ができないという
ことのみが突然変異を誘発する原因である
と考えると、クラスターDNA 損傷であろう
が単独損傷であろうが変異頻度は変化しな
いはずであり、上記結果は説明が困難である。
したがって、損傷の修復とは別なメカニズム
がクラスターDNA 損傷による変異誘発に関
与している可能性が考えられた。しかしなが
ら、その詳細な機構に関しては不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、クラスターDNA 損傷誘発突然
変異に関わる未知のメカニズムの存在を示
すととともに、その詳細に関して知見を得る
ことを目指した。研究代表者は、クラスター
DNA 損傷内に複製阻害を生じる損傷がある
ことから、変異誘発能をもつ DNA 損傷があ
るもう一方の鎖の情報を優先的に複製の鋳
型とする変異誘発機構が存在すると考えた
（図 1）。図１においては、複製阻害を生じる
DNA 鎖切断と変異誘発能を有する塩基損傷
である８−オキソグアニン (8-oxoG)から構
成されるクラスターDNA 損傷の場合を示し
てある。DNA 鎖切断のため、レプリソーム
は複製の鋳型として DNA 鎖切断が生じた鋳

型 Aを用いず、鋳型を乗り換えて複製を終え
た鋳型 A’を用いて複製するという仮説が示
してある。本研究では、一方の鎖を優先的に
複製の鋳型として使用する変異誘発メカニ
ズムを調べることを目的として研究を進め
た。さらに、一方の鎖を優先的に鋳型として
複製が進行するためには、レプリソームが鋳
型を乗り換えることが必要となる。研究代表
者は、複製を担う DNA ポリメラーゼ自身が
複製阻害に起因して鋳型乗り換え活性を示
す可能性を考慮して研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
細胞内での鋳型乗り換え活性を調べること
を可能とする実験系を確立し、その実験系を
用いて研究を行った。 
化学合成したDNA損傷を組み合わせて構成し
たクラスターDNA 損傷が環状のプラスミド上
に配置された DNA 基質は、クラスターDNA 損
傷の変異誘発機構を分子遺伝学的に調べる
ために大変適したものであると考えられる。
しかしながら、これまでプラスミドにクラス
ターDNA 損傷を配置させる手法として主に用
いられてきたのは、クラスターDNA 損傷が配
置されたオリゴヌクレオチドと制限酵素で
切断されたプラスミドをライゲーションに
よって連結するというものであった。この手
法では多量体や末端にオリゴヌクレオチド
が連結した線状のプラスミドといった目的
とする環状のプラスミド以外の産物も作製
されてしまうという難点がある。そこで、ま
ずクラスターDNA 損傷を有する環状プラスミ
ド基質のみを作製する手法に関して研究を
進めた。また、ミスマッチを目印に鋳型の乗
り換えが生じている領域を推定することを
目指し、クラスターDNA 損傷とミスマッチを
含んだプラスミド DNA の作製を試みた。さら
に、作製したプラスミドを大腸菌内に導入し、
鋳型乗り越え活性に影響を与える遺伝子を
破壊した突然変異株を見出して、クラスター
DNA 損傷誘発変異機構に関する手掛かりを得
るというアプローチで研究を進めた。 
 
４．研究成果 
クラスターDNA 損傷を含む環状プラスミドは、
Karataらが開発したDNA損傷を含む1本鎖環
状プラスミド DNA 合成法（DNA Repair 
8:852-856 (2009)）を改変して作製した。そ
の方法は、まず（１）ウラシルを含む１本鎖
DNA を鋳型として DNA 損傷が入ったオリゴヌ
クレオチドをプライマーとしてDNA合成を行
い、（２）DNA 損傷を含む第１鎖の１本鎖の環
状 DNA 鎖を合成し、（３）その後ウラシルを
含む鋳型鎖を、ウラシルDNAグリコシラーゼ、
エキソヌクレアーゼで消化後、（４）再び DNA
損傷をもつオリゴヌクレオチドをプライマ
ーとして DNA損傷を含む 1本鎖の環状 DNA鎖
を鋳型として第 2鎖の DNA を合成し、目的の
環状プラスミドを作製するというものであ
る（図 2）。本研究では、DNA の各々の鎖のど



ちらを複製の鋳型に用いたかを調べること
を可能とするために、ミスマッチを導入した
プライマーも作製時に加えてDNA損傷とミス
マッチそれぞれを有する環状プラスミド DNA
の合成を行った（図 2）。 
 

 
DNA 損傷がプラスミドに導入されていること
は、DNA 損傷を認識しその位置で鎖切断を引
き起こす塩基除去修復酵素（Fpg や Nth）を
利用して解析するとともに、大腸菌にプラス
ミドを形質転換後、DNA 損傷のクラスター化
により変異誘発頻度が高くなることによっ
て確認した。一方、ミスマッチが導入されて
いるかどうかは、プラスミド複製後、ミスマ
ッチ部位に挿入した配列を認識する制限酵
素の切断効率により調べた。DNA 損傷とミス
マッチが約 1800bp 離れて位置するプラスミ
ド DNA を作製して実験を行ったところ、損傷
がない場合、単独の損傷を有する場合、クラ
スターDNA 損傷を有する場合で、DNA 複製の
鋳型として使用されるDNA鎖の割合は大きく
変化せず、少なくともクラスターDNA 損傷か
ら 1800bp 離れた位置では、変異誘発能を有
する損傷（8-オキソグアニン）の相補鎖（の
情報）は喪失しない、すなわち一方の鎖の優
先的な複製は起こっていない、ことが示唆さ
れた（図 3）。 
 続いて、一方の鎖の優先的な複製は、クラ
スターDNA 損傷からの距離に依存するのかど
うかを調べる実験を進めた。ミスマッチはク
ラスターDNA損傷を構成する8-オキソグアニ
ンから上流 138bp と 21bp、及び、下流 22bp
と 246bp に配置した。実験を行った結果、上
流 138bp と下流 246bp の位置ではどちらの鎖
も同程度の割合で複製されていることが示
唆されたが、上流 21bp と下流 22bp の位置で
は 8-オキソグアニンがある鎖が優先的に複
製されることがわかった。この結果は、クラ
スターDNA 損傷の変異誘発機構には、数十塩 
基対といった短い領域で、変異誘発性 DNA 損 

 
傷がある鎖を優先的に複製する機構が存在
することを示唆する。また、PolI を欠損する
と上流 138bp と下流 246bp の位置においても
8-オキソグアニンがある鎖が優先的に複製
される傾向が観察され、鋳型の優先性を示す
領域が数百塩基対以上に拡大することを見
出した。 
 さらに、変異過程に関わる PolI をコード
する polA 遺伝子の突然変異株を用いて、複
製時の分子機構を調べ、クラスターDNA 損傷
を含む分子の複製過程に対するさらなる知
見を得ることを目指して研究を行った。具体
的には、PolI が有する 5’エキソヌクレアー
ゼ活性、または、3’エキソヌクレアーゼ活
性を欠損した突然変異株を作製し、一方の
DNA 鎖が鋳型として使われる範囲を調べた。
その結果、3’エキソヌクレアーゼ活性を欠
損した PolI 変異株では野生型との違いが見
られなかったが、5’エキソヌクレアーゼ活
性を欠損した PolI 変異株では一方の DNA 鎖
が鋳型として使われる範囲が狭まることが
示唆された。このことは PolI の 5’エキソヌ
クレアーゼ活性がクラスターDNA 損傷の変異
誘発に関わる複製過程の範囲を規定してい
る可能性を示している。一方、DNA 組換え過
程の関与も想定されることから、相同組換え
に関与する recA 遺伝子の欠損突然変異株を
用いて同様の実験を行ったが、一方の鎖の優
先的な複製の範囲に関して RecA の機能の関
与は認められなかった。 
 本研究では、クラスターDNA 損傷の変異誘
発機構には変異誘発性の DNA 損傷がある DNA
鎖が DNAポリメラーゼにより優先的に複製さ
れる過程が関与するという仮説を立て、それ
を検証した。本研究においては新たなプラス
ミド作製法を開発し、さらにクラスターDNA
損傷を有するプラスミドDNAの各々の鎖のど
ちらを優先的に複製に用いるかを調べるこ
とを可能とする実験系を構築した。本研究で
開発した実験系を用いて調べた結果、（１）
クラスターDNA 損傷の周囲では一方の鎖が優
先的に複製されること、また、（２）一方の



鎖が優先的に複製される範囲は数十塩基対
であり、（３）その優先的複製の範囲は PolI
に依存すること、を突き止めた。PolI 非存在
下でも一方の鎖が優先的に複製される現象
が存在することが示されたが、どのようなメ
カニズムによるものかはわかっていない。一
方の鎖の優先的な複製の範囲は recA 欠損変
異株と野生型とでは差が見られないことを
考えると、クラスターDNA 損傷における鋳型
乗り換えは通常 PolI が行い、PolI 非存在下
では RecA が関与する可能性がある。以上ま
とめると、本研究では DNA 損傷が局所的に複
数個存在する「クラスターDNA 損傷」に対す
る変異誘発機構の解明を通じ、DNA 複製が関
与する新たな変異誘発機構の重要な手がか
りを得ることができた。 
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