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研究成果の概要（和文）：我々はヌクレオゾームリモデリング NR を行うSWI/SNF familyに属するBAF複合体が
転写制御以外に種々のDNA修復に働いている事を発見し、ARID1A及びARID1BとATPaseを含むcore factor等のDNA
修復に働くBAF因子を同定した。転写制御では独立して働くARID1AとARID1BがDNA二重鎖切断の修復では直接KUタ
ンパク質に結合してNHEJを助ける。SWI/SNFの因子には種々の癌での高頻度の変異があり、それにより生じるDNA
修復欠損もNRの転写制御に影響を与え、それが修復を弱体化させ、更にNRに影響して発癌や細胞老化を亢進させ
るモデルを発表した。

研究成果の概要（英文）：We found that BAF complex belonging to the SWI/SNF family for ATP-dependent 
chromatin remodeling (nucleosome remodeling) not only contributes to transcriptional regulation but 
also to DNA repair of various types of DNA damage and identified BAF factors involved in DNA repair.
 ARID1A and ARID1B, mutually exclusive variant factors for transcription in BAF complex, turned out 
to interact with KU protein and to contribute to DNA double-strand break repair. Thus, when cell 
ages, nucleosome remodeling, DNA repair and transcriptional regulation can build a negative feedback
 loop to promote tumorigenesis and accelerate cellular aging, as DNA repair defect creates mutation 
influencing NR and TR.

研究分野： DNA修復の機構の解明。ヌクレオゾームリモデリングの修復への影響、細胞癌化と老化と癌治療の開発
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１．研究開始当初の背景 
我々は SWI/SNF ファミリーに属する BAF複合
体が DNA 二重鎖切断の NHEJ 修復に関与して
いて欠損はX線やシスプラチンに高感受性に
なる事を明らかにしたばかりであった。一方、
癌全ゲノム配列決定が世界中で進行し、その
結果、SWI/SNF 因子の変異が種々の癌細胞の
19%で見つかり、とりわけ ARID1A など BAF 複
合体因子の変異は高頻度の発癌をもたらす
ことが明らかになった。 
２．研究の目的 
多くの遺伝子の転写制御を行うATP依存的ク
ロマチンリモデリングであるヌクレオゾー
ムリモデリング(NR)が DNA修復に関わり合っ
ている機構を明らかにしてその欠損がもた
らす細胞への影響について解明する。とりわ
け研究の焦点はSWI/SNFファミリーのメジャ
ーなタンパク質複合体である BAF と PBAF の
結合ターゲット配列を決めているバリアン
ト因子の ARID1A/ARID1B（BAF）と BAF180 と
BAF200 などの結合タンパク質の比較である。
これらの因子の欠損は高頻度の種々の臓器
の発癌をもたらす。 BAF 複合体は ATPase の
BRG1/BRM とコア因子と ARID1A 或いは ARID1A
のバリアント因子と他のバリアント因子か
ら成り立っている。ARID1A/1B の代わりに
ARID2 を含む三つのバリアント因子が入った
のが PBAF 複合体。いずれもクロマチンを動
かして転写を制御する機能を持つが、DNA 修
復にも関わっているがその詳細は分かって
いない。またいずれの因子の欠損も高頻度の
種々の発癌につながる。これらのバリアント
因子の結合蛋白を同定しこれらの複合体と
因子の機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）BAF 複合体がどのように DNA 修復に関
わっているかを明らかにするために、BAF 複
合体が転写制御の際に転写のターゲット DNA
に結合すると考えられているバリアント因
子である ARID1A と ARID1B の DNA 二重鎖切断
修復での機能をDNA修復タンパク質との結合
を調べる。 
（２）BAF 複合体が紫外線損傷の修復やシス
プラチンによるDNA損傷のヌクレオチド除去
修復への関与を調べる。 
（３）BAF 複合体が転写への関与と DNA 修復
への関与をどのように使い分けているかを
明らかにするために、ARID1A と ARID1B が結
合するタンパク質について免疫沈降と質量
分析を行って細胞内で結合するすべてのタ
ンパク質を同定し、これらの因子が結合する
タンパク質を BAF 因子、転写制御、他の機能
に分類して 1A と１Bで比較し、それぞれの欠
損が特異的な発癌につながる理由や、細胞の
シスプラチン感受性の理由などを明らかに
する。  

（４）DNA 二重鎖切断が転写の進行を抑制し、
DNA 修復を亢進する機構について、ヒストン
の修飾によるクロマチンリモデリングの役
割を解析する。このプロセスに、SWI/SNF フ
ァミリーの PBAF 複合体のバリアント因子で
ある BAF180 が重要であるという論文が 2014
年に Mol Cell に発表された。この事につい
て、BAF180 の結合蛋白を免疫沈降と質量分析
で同定し、DNA 損傷応答に関わるタンパク質
を見つけてそれらのDNA損傷応答への関与を
調べ BAF 複合体と比較する。 
（５）これまでに細胞の DNA 損傷感受性のデ
ータは遺伝子のノックダウンのみであった
ので、CRISPR/Cas9 の系を用いた遺伝子編集
で ARID1A あるいは ARID1B あるいは両方をノ
ックアウトした細胞株を樹立し、細胞の感受
性を主に調べて、癌細胞で BAF 因子の欠損細
胞の感受性のモデルとしてシスプラチンを
用いた癌治療法の実際を検証する。 
（６）ヌクレオゾームリモデリング、DNA 修
復、転写制御の三つの機構が関連し、リモデ
リ ン グ 因 子 の 遺 伝 子 の 不 安 定 さ と
epigenetic な タ ン パ ク 質 の 高 頻 度 の
silencing がもたらす高発癌と細胞老化のモ
デル化を行う。 
 
４．研究成果 
（１）ARID1A および ARID1B は、それぞれの
中心の A-T Rich 配列に結合する ARIDドメイ
ンで DNA二重鎖切断の NHEJ 修復を行う KUタ
ンパク質と結合する。他の ARID2 などのタン
パク質の ARID ドメインには、このような能
力はない。 
（２） ARID ドメインのアミノ酸配列は早老
症の原因遺伝子WRNの配列に類似した配列を
見つけ、これらがいずれも KU タンパク質と
結合し、変異の導入により結合が極めて弱く
なるアミノ酸を同定した。 
（３）GFP タグを付けた ARID ドメインが DNA
損傷部位に集積し、その集積に KU タンパク
質は必要としない。ARID ドメインの DNA 照射
部位への集積の機構はまだ分かっていない。 
（４）ノックダウン実験で ARID1A あるいは
ARID1B の発現を抑えた細胞では GFP-KU や
GFP-XRCC4 のレーザー照射部位への集積が減
少する事を以前に示したので、ARID1 タンパ
ク質は ARID ドメインにより DNA 損傷部位に
集積し、KU タンパク質と結合して、ある状況
での NHEJ の開始をサポートしていると考え
られる。 
（５）ARID1A 或いは ARID１Bの発現を siRNA
で抑制した細胞では、ヌクレオチド除去修復
でDNA損傷部位に結合して修復を組み立てる
XPA に GFP タグをつけて発現させると
GFP-XPA の紫外線損傷への集積は著しく減少
し、両 ARID1 タンパク質が XPA の損傷部位へ
の集積をサポートしている事を示唆した。 



（６）ARID1A と ARID1B に対する免疫沈降可
能な抗体を用いて HEK293 細胞から免疫沈降
してゲル上に電気泳動して比較した。多数の
結合蛋白の分布は似ていて、それぞれに特異
的に結合するタンパク質は１０くらいであ
った。それぞれに結合するタンパク質をゲル
上から切り出し、100 に及ぶタンパク質を質
量分析器で同定した。その 30%は BAF 複合体
因子であった。その中には SWI/SNF 以外のフ
ァミリーの複合体の因子も含まれていて、異
なったファミリー間での因子の融通或いは
交換があることを示唆している。他の結合タ
ンパク質は DNA 修復に関わるもの、mRNA の輸
送や splicing、cell cycle checkpoint など
に関わるものが見つかった。詳細とそれらの
機能については解析中である。 
（７）PBAF のバリアント因子で、癌細胞で高
頻度の変異が報告され、DNA 修復にも関わり、
そのノックダウンで、後述の二重鎖切断が生
じたときに近傍の転写を抑制する機能があ
ると報告されているBAF180 (PBRM1)に対する
免疫沈降可能な抗体をもちいて HEK293 細胞
エキストラクトを免疫沈降し、DNA 損傷応答
に関わる幾つかの重要なタンパク質を同定
した。これらの解析が進行中である。 
（８）RNA ポリメラーゼ II の転写進行因子の
一つであるENLはヒストンをユビキチン化し
て転写を抑制する機能があるポリコーム複
合体の PRC1 を構成する BMI1 と直接結合する
ことを発見した。我々が以前に開発した U2OS
細胞で Xクロモゾームのセントロメア領域に
200 コピーの誘導できる転写単位とその端に
I-SceI サイトを入れた株を用いて、二重鎖切
断の導入により転写が止まる系がENLのノッ
クダウンで転写が止まらなくなり、二重鎖切
断によるATMカイネーズの活性化とそれによ
る ENL のリン酸化により BMI1 が ENL に結合
して PRC1 のユビキチン化酵素である RING1B
が二重鎖切断に近傍の転写サイトにリクル
ートされ、ヒストン H2A をユビキチン化して
転写を抑制することが明らかになった。この
ことにより二重鎖切断を修復する KU タンパ
ク質が損傷にアクセスして修復を行い細胞
の生存に貢献することが分かった。 
てポリコーム PRC1 を呼び寄せ、転写を抑制
して DNA 修復を起こさせる。 
 
（９）二重鎖切断が転写を抑制する機構につ
いては我々の Mol Cell の論文よりも以前に
PBAF のバリアント因子の BAF180 が働いて
ATM を呼び転写が抑制されるという論文が出
ている (Downs et al. Mol Cell 2014)。BAF
と PBAF の結合タンパク質を比較し、BAF180
が DNA 修復にも関わっている機構の解明と、
二重鎖切断による転写抑制機構を明らかに
するために BAF180 に対する免疫沈降可能な
抗体を用いて、結合タンパク質を同定したと
ころ、DNA 損傷応答に関わる重要な因子を同
定した。この相互作用により、PBAF の DNA 損
傷応答機構について明らかになり、同時に二

重鎖切断が抑制する機構について重要なヒ
ントが得られた。 
（１０）癌細胞は SWI/SNF 欠損は 19%の確率
で生じ、その細胞での p53 の変異は 26%で
0.19X0.74=0.14 から癌細胞の 14%は DNA 損傷
感受性であることが推測される。実際に BAF
因子のノックアウト細胞をCRISPR/Cas9の遺
伝子編集系で 203 細胞に作ると、シスプラチ
ンに感受性となり、U2OS でのノックダウンの
実験結果が検証された。今後は実際の癌組織
でBAFの発現と変異と細胞感受性の関係を確
かめる必要がある。 
（１１）DNA 修復に NR が貢献し、NR は複合
体で機能していて、その因子の一つでも変異
や epigenetic 変化が生じると機能しなくな
る機構で、癌細胞の 19%に SWI/SNF 変異が見
つかり、さらに過半数の癌細胞ではエピジェ
ネティックな発現異常が起きていることを
我々は報告した。NR の欠損は転写制御に影響
を与え、同時に修復に影響を受けた与え、そ
れは NR に影響を与える Negative Feedback 
Loop を生み出し、細胞を癌化と老化に導くこ
とが容易に想像できる（図３）。従って、 NR
と DNA 修復と転写制御の接点が発癌、細胞老
化、さらに効果的な癌治療に繋がる新しいモ
デルを発表した。 
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