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研究成果の概要（和文）：ヒト細胞の中でDNAはクロマチンと呼ばれるヒストンなどの蛋白と複合体を作っており、DNA
の損傷が修復される際には、クロマチンリモデリング (CR)という過程が必要であることが分って来た。この研究では
、CRを行なうCR因子を調べ、最近癌細胞で最も頻繁に変異を起こしていることが分ったARID1Aを含む８種類の因子がDN
Aの二重鎖切断の修復に重要であり、X線や抗癌剤のシスプラチンに対する抵抗性に必要である事が分った。癌の治療法
の選択に重要な情報である。また転写の近傍に二重鎖切断が起きた時に転写伸長因子がATMにリン酸化され、転写抑制
因子PRC1を呼び寄せて転写を抑え修復を亢進する事が分った。

研究成果の概要（英文）：We have identified chromatin remodeling factors of BAF complex required for 
accumulation of KU proteins at DNA double-strand breaks (DSB) and its repair by NHEJ. Among the factors 
are ARID1A recently determined as one of the most frequent mutation in various cancer cells and other 
factors, which are silenced very often in cancer cells. These cells are also sensitive to a common cancer 
therapy drug cisplatin. Therefore, many of cancer cells are at least partly DNA repair deficient, 
suggesting that effective cancer therapy can be predicted by the analysis of the chromatin remodeling 
factors. Another finding of this project was the mechanisms of transcriptional repression at DSB. In 
response to DSB ATM is activated and ENL, a factor in the transcriptional elongation complex, is 
phosphorylated by the ATM, that enables to recruit the Polycomb complex PRC1 to the site, which 
ubiquitinates histone H2A leading to the repression of transcription at the site and DSB repair proteins 
at the site.

研究分野： Molecular biology and DNA repair
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１．研究開始当初の背景 
細胞内 DNA の損傷の修復にはクロマチンが
多少なりともほどかれるリモデリング過程
が必要であることが近年明らかになりつつ
あり、ゲノムの安定性、突然変異、発癌、細
胞死、老化などに与えるゲノム不安定性の影
響を知るには DNA 修復機構のみならずそれ
に関わるクロマチンリモデリング (CR) の
機構の理解が不可欠である事を意味してい
る。CR と言っても沢山の機構があり、ヒス
トンの種々の修飾は DNA 修復でも良く知ら
れているが、転写の領域では知られている
ATP 依存的な CR の DNA 修復への関与は殆
ど知られていなかった。また、修復と転写の
CR の相違についても全く分ってはいなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
ATP 依存的なクロマチンリモデリングが
DNA 二重鎖切断 (DSB)の修復に関わり合っ
ているかを調べる。これまでに報告の全くな
い ISWI ファミリーの ACF1/SNF2H 複合体
の DSB 修復との関係を調べる。さらに、癌
細胞での高頻度の突然変異が最近報告され
た SWI/SNF ファミリー因子の関与を調べる。
転写と DSB 及びその修復の関係について、
独自に開発した細胞系で明らかにする。とり
わけ，転写を延ばす機能を持ち RNA ポリメ
ラーゼ II複合体にあるENL/AF9が転写を抑
制するポリコーム複合体  (PRC1)の因子
BMI1 と相互作用する事が分った。この機能
的意義を明らかにする。これらを通じて、
DNA 損傷と CR と修復が関わる発癌、細胞
死、修復、老化の関係を理解し、出来れば、
癌治療や老化抑制の方向性が見えて来るこ
とを期待している。 
 
３．研究の方法 
CR因子がDSBにどういう反応をヒト細胞内で
見せるかを我々が開発した、顕微鏡を通して
のレーザーマイクロ照射に集積するか、ある
いは多数の I-SceI サイトを一つの locus に
作ったヒト細胞でのこの制限酵素による DSB
に集積するかどうかを顕微鏡で観察して判
断する。転写サイトを I-SceI サイトの近傍
に置き、転写産物に YFP を付けた蛋白が結合
することにより転写が起きているかどうか
を検証出来るシステムを確立した。この系を
使って、DSB が、どういう条件で転写を制御
するかを解析する。 
75 を越える CR 因子に対してそれぞれの発言
抑制の siRNA を準備し、発現を抑制したヒト
細胞にレーザーで作った損傷にGFPタグを付
けた KU80 などの DSBの NHEJ 修復蛋白の集積
への影響を見て判断する。 
新規相互作用蛋白質の同定には FLAG タグを
付けた ENL蛋白質をヒト 293細胞で定常発現
させ、免疫沈降した蛋白をゲルで分けて質量
分析で同定した。 
 

４．研究成果 
1) 新 し く 樹 立 し た ヒ ト U2OS 細 胞
（U2OS-I-SceI-19）は I-SceI サイトに続い
て転写活性化因子に Cherry 蛍光蛋白を結合
させタモキシフェンで核移行が起きる蛋白
の結合部位があり、下流の転写される遺伝子
は転写された mRNA は特定の構造を作り YFP
蛋白に繋いだMS2蛋白が結合するので転写が
起きているかどうかを可視化出来る。まずこ
の細胞を使って ISWI ファミリーの ATP 依存
的 CR 因子 ACF1 やその ATPase 活性を持つ
SNF2H が DSB に集積することを発見した。こ
れらのノックダウン細胞は KU の DSB への集
積が低下し、放射線で生じた二重鎖切断をコ
メットアッセイで調べると時間が経っても
修復されず、また X線やブレオマイシンに感
受性となっていた。その分子機構として、
ACF1 は放射線が細胞に当たると ACF1 と直接
に結合し、このことにより ACF1-SNF2H 複合
体が CRを行なうとともに KU蛋白を損傷の現
場にリクルートする事が分った（論文番号
20; Lan et al. Mol Cell 2010）。 
2) 多くの新規相互作用蛋白質の同定を請け
負う研究や照射レーザー光への集積を解析
する実験で、この新学術領域研究班の研究者
を含む全国の研究者のゲノム安定性を制御
する蛋白質の研究を共同研究として行なっ
た。これらの結果を多くの論文として発表し
た。 
3) ACF1 の論文の後に、75 種類程の CR 因子
のノックダウンを行ない、その KU のレーザ
ー照射域への集積と NHEJ 活性への影響を調
べ、65%を越える因子が両方の活性に関与し
ている事を突き止めた。その結果を基に、転
写を制御する SWI/SNF ファミリーの BAF複合
体の NHEJ の修復での役割を解析し始めた。
その頃に、BAF 複合体のバリアント因子、す
なわち転写を活性化する複合体のコア因子
ではなく転写領域を決定する機能がある因
子の ARID1A が多くの癌細胞のゲノムシーク
エンシングで変異が見つかりその頻度は p53
を同程度である事が発表された。このことは
ARID1A に変異のある癌細胞に修復欠損があ
る事を意味するが、問題と考えたのは、
ARID1B という ARID1A 良く似た構造を持ち、
転写の複合体では 1Aと 1Bが同じ機能には関
与しない exclusiveな関係にあるBAF複合体
因子の存在である。もし、ARID1A のない癌細
胞でその代わりを ARID1B がするのなら、
ARID1A が変異していて、発現欠損していても
細胞は修復欠損ではない。しかし、KU80 の
DSB への集積や NHEJ の活性には両方の ARID
蛋白が必要であり、いずれを欠損しても X線
に感受性になる事が分った。他の８種の BAF
複合体因子のノックダウンをしてBRG1 (ある
いは BRM の ATPase)以外に、SNF5, BAF155, 
BAF170 のコア因子に加えて BAF60a, BAF60c
が ARID1A と ARID1B 以外に NHEJ の機能に必
要である事が分った。さらに、これらの因子
は抗癌剤としても頻繁に用いられているシ



スプラチンに対しても細胞が抵抗性を示す
のに必要である事が分った。すなわちこれら
の因子は NHEJ のみならずシスプラチンの損
傷修復に関わる機構にも関与している。癌細
胞でのこれらの因子の発現を３０種類の肺
がん細胞株で調べると 70%を越える細胞株で
細胞の放射線やシスプラチン抵抗性に必要
などれかの因子を欠損している事が分り、癌
の治療法の選択に役に立ちうると考えられ、
さらにこの癌細胞の弱点を突けば癌細胞特
異的な治療も可能になるかもしれない (論
文番号 2)。 
4) 転写と DSBおよび CRと DNA 修復について
は、研究期間の最後に重要な発見を Mol Cell
に発表する事が出来た。我々は、転写の
elongation を 助 け る Super Elongation 
Complex (SEC)と呼ばれる複合体に含まれる
ENL 蛋白が DSB による転写の抑制と DSB の修
復に関与している事を発見した（論文番号 
1）。これは DSB の転写と共役した DNA 修復と
言 え るかも 知 れない 。 1) で説 明 し た
U2OS-I-SceI-19 細胞を用いて、進行する転写
の上流に作られた DSBにより ATMが活性化さ
れ、ENL がそれによりリン酸化され転写を抑
制するヒストンH2Aのユビキチン化能のある
ポリコーム複合体 PRC1 の BMI1 と結合して
PRC1とその転写サイトに呼び込みH2Aのユビ
キチン化が起きる。これにより転写が抑えら
れる。同時に DSB の修復蛋白の KU が集積出
来るようになり修復が起き、それにより細胞
は X線等に抵抗性になる。この機構はこれま
で、DSB により近傍の転写が抑制されるとい
う現象の分子機構をはじめて明らかにした
もので、高く評価される業績と考える。 
これらの研究の生物学的及び医学的意義に
ついて：3)の研究は癌の治療法の選択と新し
い癌細胞特異的な治療法の開発に役立つと
考え、その方向で研究を進めている。また 4)
の研究は神経細胞死などの転写が亢進して
いる細胞での機能が重要になるかも知れな
い。 
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