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Xファミリー DNAポリメラーゼの進化と
機能

１． 序 論

真核生物の DNAポリメラーゼ（以下，種類を示すとき

は Polと略す）は，ゲノムプロジェクトの進行に伴って，

酵素種が多数存在することが急速に分かってきた．現在，

少なくとも１４種類（Pol α，β，γ，δ，ε，ζ，η，θ，ι，κ，
λ，µ，ν，π）あり，さらに鋳型 DNAを必要としないター

ミナルデオキシリボヌクレオチジルトランスフェラーゼ

（TdT）やデオキシシチジルトランスフェラーゼであるRev１

も含めて数えると１６種類になる．これら多数の酵素種は

アミノ酸配列の類似性から，A（Pol γ，θ，ν，π），B（Pol

α，δ，ε，ζ），X（Pol β，λ，µ，TdT），Y（Pol η，ι，κ，
Rev１）の四つのファミリーに分類されている１）．DNAポリ

メラーゼは，５′から３′の方向に鋳型鎖と相補的なポリヌク

レオチドを合成していく酵素である．さらに，いくつかの

酵素種は，別の酵素活性も持ち合わせている．例えば，

Pol γ，δ，ε，πは３′-５′エキソヌクレアーゼ活性を持ち，ミ
スペアーの塩基を除去する．また，Pol β，γ，λは dRP（５′-

deoxyribose phosphate）部位を切断する活性を持つ．

Xファミリー DNAポリメラーゼ（以下 PolXと略す）は，

DNA修復系酵素としてよく知られ，その構造と機能が独

特であるため，多くの研究者に注目されている．Pol βと
TdTは昔からよく知られる一方，Pol λと Pol µは比較的
最近同定された１）．PolXは，極端に DNA鎖伸張能が低い

（一度の DNA結合反応において１～数塩基しか伸張できな

い）．その時，必ずマグネシウムやマンガンイオンなどの

二価陽イオンを要求する．さらに構造的な特徴を述べる

と，PolXのうち，Pol β以外はアミノ末端側に BRCT

（BRCA１C-terminal）ドメイン，中央付近に DNA結合ドメ

イン，カルボキシ末端側に DNA合成活性を担うドメイン

を持っている．それに対して Pol βは，BRCTドメインを

含むアミノ末端側が欠けた構造をしている（図１）．興味

深いことに，哺乳類組織におけるそれぞれの酵素の存在様

式が大きく異なる．Pol βが脳及び生殖系組織，TdTは免

疫系組織に存在する．また，Pol λと Pol µは比較的普遍
的に存在するが生殖系組織と免疫系組織にそれぞれ多く存

在している２～５）．

このレビューでは，PolXの各生物種における分布に着
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目し，それをもとに機能について推測してみようと思う．

２． 真核生物における PolXの分布

図２はWhittakerの５界説に基づく進化系統樹である．

これは全ての生物種を，植物界，菌界，動物界，原生生物

界，原核生物界の五つに分類し，さらに動物界を旧口動物

と新口動物に大きく分ける．原生生物界や原核生物界に属

するいくつかの生物からも PolXは発見されているが，こ

こでは真核生物３界（植物界，菌界，動物界）における

PolXの分布について主に触れる．

植物界：イネ，シロイヌナズナでは共に，PolXの遺伝

子は１コピーの Pol λしか存在しない６）．より下等な単細

胞藻類のクラミドモナス（Chlamydomonas reinhardtii）の

データベース（JGI Chlamy v３．０）でも同様である（fgenesh１_

pg. C_scaffold_５４００００１２）ため，植物界には一般に Pol λ
しか存在しないものと思われる．

菌界：私たちは，担子菌であるヒトヨタケから二つの，

それぞれ Pol λと Pol µの相同遺伝子を単離した．さらに，

図１ ヒト Xファミリー DNAポリメラーゼの構造の比較
アミノ末端側の boxは BRCTドメインを，カルボキシル末端側の boxは PolX conserved
ドメインを示している．％で表示している数字はそのドメインのアイデンティティーを
示している．

図２ Whittakerの５界説に基づく進化系統樹
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それらの組換えタンパク質は，ヒトの Pol λ，Pol µと同様
の生化学的性質を示した７）．また，子嚢菌類であるアカパ

ンカビ（Neurospora crassa）にも２種類の PolXが存在す

る（XP_９６１４０７，XP_９６３９１２）．一方，細胞性粘菌類のキ

イロタマホコリカビ（XM_００１１３４５４２）や酵母（Pol４）に

はそれぞれ１種類の PolXしか存在せず，それらは Pol λ
と最も類似度が高い．これらのことから，菌界には Pol β
や TdTの相同遺伝子は存在しない可能性が高い．

動物界：哺乳類は４種類の PolXを持っている１）．魚類

のゼブラフィッシュ（Danio rerio）も同様である（Pol β:

NP_００１００３８７９, Pol λ: NP_９９８４０８, Pol µ: NP_９５６５４２, TdT:

NP_００１０１４８１７）ことから，全ての脊椎動物の種が４種類

の PolXを持っている可能性が高い．また，興味深いこと

に，棘皮動物であるウニ（Strongylcentrotus purpuratus）の

ゲノムに Pol β（XP_７８７６６５）と Pol λ（XP_７８５２２６），そし

て Pol µと TdTのいずれに対しても同程度の類似性を示す

タンパク質（Pol µ／TdTと記す，XP_７９６０３３）がコードさ

れていることが分かった．脊椎動物の Pol µと TdTは，棘

皮動物の出現以後に Pol µ／TdTから分岐したのかもしれな

い．一方，旧口動物門の節足動物であるショウジョウバエ

（Drosophila melanogaster）及び袋形動物である線虫

（Caenorhabditis elegans）のゲノム中には，PolXの相同遺

伝子が存在しない．特に，Pol β遺伝子は新口動物では生
存に必須であり，塩基除去修復（base excision repair; BER）

機構で中心的な役割を担っているが，旧口動物には存在し

ない．さらに旧口動物には Pol βの機能を代行するような
他の PolXさえない，という事実は驚くべきことである．

キイロショウジョウバエにおいて，Bファミリーに属する

Pol ζが BERに似た機構で DNA修復を行っている可能性

を，最近，私たちは見出した８）．おそらく，旧口動物では

他のファミリーの DNAポリメラーゼが BER類似の修復

系において Pol βの機能を代行していると思われる．
以上のことから，私たちは進化系統樹において旧口動物

と新口動物の分枝点付近に位置する腔腸動物が PolXを

持っているのか興味を持った．私たちは，山形大学の半澤

直人教授と山形県鶴岡市立加茂水族館の協力を得て，腔腸

動物のミズクラゲから PolXの cDNAの単離を試み，Pol β
相同遺伝子の全長 cDNAと Pol λ相同遺伝子の cDNAの一

部を単離することに成功した［Kodera et al . in preparation］．

ところで，Pol λに対する類似性は，Pol βよりも Pol µ／
TdTの方が低い．腔腸動物が Pol βを持っているというこ
とは，それよりも前に分岐した Pol µ／TdTも存在するはず

であると思われる．現在，Pol µ，TdTについても探索中

である．

菌類の Pol µは，動物界の Pol µや TdTとおそらく同じ

祖先から分岐したのではなく，菌界の Pol λから分岐した
と考えられる．なぜなら，担子菌や子嚢菌類では Pol λ，
Pol µの２種存在するが，細胞性粘菌などには Pol λ型が１
種しか存在しないからである（図３）．細胞性粘菌類は菌

界と動物界の分岐点近くに位置するので，菌類の Pol µ

図３ それぞれの界における Xファミリー DNAポリメラーゼの分化のイメージ
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は，新口動物門群の Pol µや TdTとは全く別の由来である

と考えるべきだろう．図４に示すように，アミノ酸配列の

類似度も低い．一方，旧口動物において，Pol β，Pol λ，
Pol µ，TdTの遺伝子全てが同時に失われるということは

考えにくい．Pol β，Pol µ，TdTを持たなかったある種の

動物から Pol λが失われ，旧口動物が分岐したと考えるの
が自然だろう．私たちは，腔腸動物の中に PolXを失った

種が現在でも存在するのではないかと考えている．

以上をまとめると，PolXは，植物界で１種（Pol λ），菌
界で１種または２種（Pol λ，Pol µ），動物界では，腔腸動
物では少なくとも２種（Pol β，Pol λ），棘皮動物では３種
（Pol β，Pol λ，Pol µ／TdT），そして脊椎動物では４種（Pol

β，Pol λ，Pol µ，TdT）存在している（図３）．一方，今の

ところ，旧口動物において PolXは見つかっていない．Pol

βは動物界の一部にしか存在せず，どの真核生物界にも存
在するのは Pol λの相同タンパク質のみである．よって全
ての PolXの祖先は Pol λ型であると考えられる．

３． PolXの原型の役割

PolXの祖先は元来どのような機能を持っていたのだろ

うか？ 脊椎動物の Pol λは XRCC４（X-ray repair comple-

menting defective repair in Chinese hamster cells４）／DNAリ

ガーゼ�複合体と協調して non-homologous end-joining

（NHEJ）時に生じる DNA鎖のギャップを埋める役割を

担っていることが示されている９）．また，私たちは，植物

（イネ）の Pol λが XRCC４と複合体を形成して機能するこ

とを確認した［Uchiyama et al . unpublished］．植物の XRCC４

も NHEJで機能することから，植物細胞内でも Pol λは
NHEJに関与すると考えられる．また，子嚢菌類の酵母に

よる研究では，Pol λオルソログの Pol４が NHEJにおいて

効果的に機能していることが示されている１０）．もちろん，

これらの例のみでは決定的なことは言えないが，Pol λは
元来 NHEJに関わっていたという印象を受ける．その一方

で，他の PolXとそれらが関与する機構（BERや V（D）J

組換え）は新口動物が現在の形に進化するのに重要な役割

を担ったということを想像させる．

図４ PolX conservedドメインの DNA合成活性中心のアミノ酸配列を元に CLUSTALWプロ
グラムを用いて作成した系統発生解析の結果

バーは１残基当り０．１アミノ酸置換を示している．Hs: Homo sapiens，Mm: Mus musculus，
Bt: Bos taurus，Cf: Canis familiaris，Gg: Gallus gallus，Xl: Xenopus laevis，Dr: Danio rerio，
Om: Oncorhynchus mykiss，Aa: Aurelia aurita，Os: Oryza sativa，Zm: Zea mays，At: Arabidop-
sis thaliana，Cc: Coprinus cinereus，Sc: Saccharomyces cerevisiae.
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４． Short-patch BERの存在

Pol λしか存在しない植物には Pol βが必須の short-patch

BER（spBER）は存在しないのだろうか？ イネとシロイ

ヌナズナのゲノム上には，哺乳類の spBERで Pol βと協
調して機能する DNAリガーゼ�（Lig３）の相同遺伝子も

存在しない１１）．Lig３は spBERの最終段階で作用し，修復

された DNA鎖ニックを塞ぐ酵素である．さらに，哺乳類

の spBERでは，Pol βと XRCC１タンパク質が直接結合し，

協調して機能することが必要であるが１２），植物の XRCC１

の構造は哺乳類のそれと大きく異なる．植物の XRCC１は

Pol βとの結合に必要な N末端領域のおよそ半分が失われ

ている［Uchiyama et al . in press: Planta（２００８）］．すなわ

ち，もし植物の Pol λが哺乳類の Pol βのように機能して
いたとしても，XRCC１と直接結合することはできず，こ

れらが協調して機能することはない可能性を示している．

この他の BER因子，DNAグリコシラーゼ，APエンドヌ

クレアーゼ（３種），ポリ ADPリボースポリメラーゼ

（PARP）（２種）はイネゲノム上にコードされており，ま

た long-patch BER（lpBER）に関わる Pol δ，PCNA，FEN-

１，DNAリガーゼ�（Lig１）なども極めて高く保存されて

いることから１１），植物の BER機構は lpBERのみであるか，

または，spBERが存在していたとしても，脊椎動物で考

えられているモデルとは相当異なっていることになる．

PolXを全く持たないショウジョウバエは未だ spBER機構

の存在は確認されていない．一方，酵母では XRCC１や

PARPが存在せず，spBER機構が哺乳類と異なっているこ

とが分かっている１３）．

現在よく知られている spBER機構は Pol βを持つ新口
動物の中で誕生した新口動物特有の機構である可能性があ

り，哺乳類が spBERによって修復している DNA損傷を新

口動物以外の生物がどのように修復しているのか大変興味

深い．

５． 中枢神経系と Pol βの存在

４種の PolXのノックアウトマウスでは，Pol βの欠損の
みが中枢神経系の形成異常を引き起こし，マウスは誕生と

ともに呼吸不全で致死になる１４）．しかしながら，哺乳類の

培養細胞の生存には Pol βの欠損は影響しない．つまり，
Pol βは形態形成時のみに必須のようである．Pol β欠損マ
ウスの脳では，アポトーシスが頻繁に起きている像が観察

される．実際に脳組織では，主に spBERによって修復さ

れる APサイトがゲノム上に高頻度に生じているとの報告

もある１５）．また Pol βは生殖組織に次いで，脳で発現量が
多いことが知られている２）．このように，脳組織細胞にお

ける Pol βの詳細な分子機構は未だ不明であるが，中枢神
経系の発生に重要な役割を果たしている可能性がある．

では，中枢神経系と Pol βの関わりはどういったものな
のだろうか？ 脳は個体の生存に非常に重要であるが，

ニューロンは基本的には再生されない．そのために DNA

に蓄積するダメージを最小限に抑えるために Pol βが関与
する DNA修復機構（BERなど）が活性化されている可能

性が考えられる．実際に，Pol β抗体染色法を用いてマウ
ス脳内の Pol βの分布を詳しく見てみると，大脳や小脳の
皮質にも Pol βの存在を確認できた．不思議なことに，特
に小脳のプルキンエ細胞にも大量の Pol βが存在すること
が分った［Sakaguchi et al . unpublished］．脳組織において

Pol βの分布が一様でないのは DNA損傷の蓄積度合いが

細胞によって異なる可能性も考えられるが，私たちは，中

枢神経系の発生及び維持において，Pol βが DNA修復と

は違った役割をしているのではないかと予想している．

各生物界において PolXの分布が異なるという事実と対

照的に，（おそらく）全ての真核生物のゲノムに染色体

DNA複製に関わる３種類の DNAポリメラーゼ（Pol α，
Pol δ，Pol ε）はコードされていると思われる．これは細
胞増殖に不可欠な染色体複製機構に関わる酵素に比べ，

様々な経路を持つ DNA修復機構に関わる酵素の遺伝子に

は変異が蓄積されやすいためであるように思われる．その

中でも特に PolXは多様性に富んでいる印象を受ける．こ

れは変異が蓄積し多様化が進む中で，それぞれが別々の新

たな機能を獲得したためであるかもしれない．その過程で

哺乳類の Pol βは DNA修復以外の中枢神経系の発生と維

持に関わる機能を獲得したのではないだろうか．

６． 結 論

各生物種における PolXの分布から，それらの祖先は

Pol λ型であった可能性が高い．それは本来 NHEJを役割

としており，一部の動物や菌類で遺伝子の重複から他の

PolXが出現し，新たな DNA代謝機構（BERや V（D）J組

換えなど）が誕生したのかもしれない．Pol µ，TdTの出

現は獲得免疫機構の誕生に，Pol βの出現は中枢神経系の
発達に大きく貢献しているのかもしれない．
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ヒト細胞を用いた遺伝子ターゲティング

は じ め に

DNAの相同組換え反応を利用した遺伝子ターゲティン

グ技術がマウス ES細胞に応用されたことで，任意の遺伝

子を改変したマウスを作製することが可能になった．この

功績が認められ，２００７年，Mario Capecchi博士，Oliver

Smithies博士，Martin Evans博士にノーベル医学生理学賞

が授与された（http:／／nobelprize.org／nobel_prizes／medicine／

laureates／２００７／）．これまでに１０，０００を超える遺伝子の

ノックアウトマウスが作製されており１），特に個体レベル

での遺伝子機能解析のツールとして世界中で広く利用され

ている．しかし，種差を考慮すると，必ずしもノックアウ

トマウスで得られた研究成果をそのまま創薬，医療に応用

できるとは限らない．ヒトの場合，疾患モデル個体の作製

は不可能であるがゆえに，遺伝子ノックアウト細胞株を作

製し，細胞レベルで解析することの意義は大きい．現在，

遺伝子ノックアウトによるヒト遺伝子機能解析には，主に

繊維芽肉腫細胞株 HT１０８０，大腸がん細胞株 HCT１１６，プ

レ B細胞株 Nalm-６の３種の細胞株が利用されている．

HT１０８０細胞は，Andrew Porter博士が遺伝子ターゲティン

グ研究に使用している細胞株である２）．一方，HCT１１６細

胞は，がん抑制遺伝子研究のパイオニアである Bert

Vogelstein博士らが p53 遺伝子や p21 遺伝子のノックアウ

トに使用したという経緯もあり３），その認知度は高い．我

が国でも，白澤専二博士が１９９３年に遺伝子ターゲティン

グに成功しており４），現在でも東京大学の宮川清博士や放

射線医学研究所の塩見忠博博士らを中心として広く用いら

れている．１９９８年，南カリフォルニア大学のMichael Lie-

ber博士らにより Nalm-６細胞を用いた遺伝子ターゲティ

ングの成功例が報告された５）．彼らがノックアウトした遺

伝子は LIG4 遺伝子のみであったが，我々は最近，この細

胞を用いて遺伝子ターゲティングによるノックアウト細胞

の作製を効率良く行えるシステムを開発した．本稿では，

ヒト Nalm-６細胞を用いた遺伝子ノックアウト実験の実際

（ターゲティングストラテジーの立案法から組換え体の単

離法まで）について，我々の近年の成果を例に概説する．
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