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研究成果の概要：GANP 分子の DNA 組換え制御機構に関して、βガラクトシダーゼ遺伝子を用い
た組換え検出系により GANP の相同組換え抑制に関しては中央部分の Sac3 相同領域が重要であ

ること、またこの組換え抑制は二重鎖切断後に起こることが明らかとなった。さらに GANP 欠損

B 細胞を用いてクラススイッチの解析を行うと IL-4 と抗 CD40 抗体の共刺激による誘導で微小

相同組換えによる修復が増加していた。以上の結果より GANP は DNA 修復において相同組換え、

微小相同組換えを制御する役割を持つことが示された。
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１．研究開始当初の背景
（1）DNA 損傷は二種類の過程によって修復さ
れるが、一つは細胞周期 G1/S で起こる非相
同末端接合（NHEJ）、もう一つは S/G2 で機能
する相同組換え（HR）である。HR は DNA 修復
の最も確実で安全な過程でさるとされてい
る。
（2）HR による遺伝子修復にはこれまでに明
らかにされている過程以外に多岐にわたる
機構が存在することが明らかになりつつあ
る。免疫グロブリン遺伝子の修復には V領域、
C領域ともにNHEJが関与することが知られて

いる。しかし、クラススイッチでは、断端に
2～7 塩基対の相同部位が存在する遺伝子接
合 が 存 在 し 、 microhomology-mediated
end-joining（MMEJ）として注目されている。
（3）免疫グロブリン遺伝子の修復に関わる
分子として GANP を同定したが、この分子は
MMEJ に関与する結果を得ており、DNA 修復に
おける MMEJ の分子機構を明らかにする糸口
になることが考えられた。

２．研究の目的
（1）研究遂行にあたり、(a)GANP は HR を抑
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制する機能を有する、(b)B 細胞特異的 GANP
欠損マウスにおいてはクラススイッチが亢
進する、という予備データを有していた。
（2）(a)に関して、βガラクトシダーゼ遺伝
子を用いた組換え検出系で GANP が HRを起こ
す二重鎖切断の結合過程（接合前、接合、接
合後）のどこに関与するか、また NHEJ が障
害されている Scid マウス由来の線維芽細胞
株を用いて in vitro の解析を行う。これに
よりGANP分子がDNA切断後の修復でHR、NHEJ、
MMEJ のどのプロセスに有効かを明らかにす
る。
（3）(b)に関して、生体内における DNA 組換
えの場としては免疫グロブリン遺伝子のク
ラススイッチが最も良い解析のモデルであ
る。GANP 欠損 B細胞を用いて様々な刺激系で
クラススイッチを誘導し、S領域の junction
部分がどのように修復されているかを解析
する。

３．研究の方法
（1）HR を誘導する二重鎖切断接合過程のど
の過程（接合前、接合、接合後）に GANP が
関与するかを調べる。
①組換え検出系のレポーターベクターと
GANP 発現ベクターをマウス線維芽細胞株
NIH-3T3 に共遺伝子導入し、転写への影響を
解析する。もし抑制がかかっている場合は接
合前で GANP が関与して HRを抑制している可
能性がある。
②レポーターベクターに酵母のエンドヌク
レアーゼである I-sceI 認識配列を挿入し、
I-sceI 発現ベクターと GANP 発現ベクターを
共遺伝子導入する。I-sceI で二重鎖切断をお
こした後 GANP が HR を抑制している場合は接
合もしくは接合後に関与する可能性が高い。
③GANP のどの領域が HR 抑制効果に重要であ
るのかを明らかにするために、GANP の種々の
変異体を作成して、それぞれをレポーターベ
クターと共遺伝子導入して HR に対する効果
を検討する。
（2）GANP が NHEJ に対しても影響を与えるか
を調べるために Scid マウスより樹立した胎
仔線維芽細胞株を用いて野生型マウス胎仔
線維芽細胞株との組換え効率の比較を行う。
もし両者で組換え効率に差がない場合は
GANP は NHEJ の抑制には関与していないと考
えられる。
（3）GANP が HR 関連分子と相互作用するかを
解析する。哺乳動物の HR には Rad51、
Mre11/Rad50/NBS1 複合体、Rad54 などが関与
していることが示されている。DNA 損傷を与
えると S期で Rad51 のフォーカス形成が見ら
れるので、この部分に GANPが共局在するか、
あるいは GANP 欠損 B 細胞での二重鎖切断誘
導で Rad51のフォーカスが形成されるかを検
討する。

（4）免疫グロブリン遺伝子 V 領域及び C 領
域の DNA 組換えにおける GANP の機能を解析
する。
①RAG 依存的におこる V(D)J 組換えを in
vitro で解析するシステムのプラスミド等の
供与を M. Lieber 博士、D. Schatz 博士より
受けているので、GANP と共発現させた時に
V(D)J 組換え効率がどのように変化するかを
解析する。
②B細胞特異的GANP欠損マウスにおける血清
IgG1 と IgE の上昇、GANP 欠損 B 細胞を用い
た in vitro クラススイッチにおける
switched transcriptの早期の上昇から、IL-4
と抗 CD40 抗体の刺激による過剰なクラスス
イッチが考えられる。S領域の junction の配
列を解析して、MMEJ の増加の有無を検討する。
MMEJ の増加が見られた場合は、この増加が刺
激特異的なのか、それともサブクラス特異的
なのか、を IL-4/抗 CD40 抗体以外の組み合わ
せ（LPS、LPS/IL-4 など）で刺激する。

４．研究成果
（1）２つのβ-ガラクトシダーゼ遺伝子をタ
ンデムにつないだ組換え検出ベクターを構
築し、これを用いて GANP が HR を抑制するこ
とをすでに確認しているので、共発現させる
GANP の種々の変異体を作成して GANP のどの
領域が組換え抑制に関与するのかを検討し
た。中央部分 Sac3 相同領域が核内で働くこ
とが重要であることが判明した。
（2）新たに前方のβ-ガラクトシダーゼ遺伝
子に I-sceI 認識配列を挿入したベクターを
作成し、I-sceI 発現ベクターとともに GANP
発現ベクターを共発現させた。I-sceI 切断に
よる組換えを GANP は著明に減少させること
がわかり、GANP による組換え抑制は二重鎖切
断後（接合後）に起こることが示された。
（3）GANP が NHEJ にも影響を与える可能性を
考え、NHEJ が機能しない Scid マウスから胎
仔線維芽細胞を樹立し、組換えベクターを導
入したが予想外に遺伝子導入効率が悪く、現
時点では答えが出ていない。
（4）GANP 欠損 B 細胞に電離放射線をあて、
二重鎖切断を誘導した後の Rad51 のフォーカ
ス形成を調べた。しかし、コントロール B細
胞と比較して Rad51 のフォーカスに大きな差
は見られなかった。また GANP と Rad51、Rad54
などとの会合も検討したが、これらの分子と
GANP とは会合していなかった。従って、GANP
の HR に対する抑制効果はこれまでに明らか
にされている HR の機構とは異なるユニーク
なものである可能性が強く示唆された。酵母
では GANP 相同分子 Sac3 が transcription-
coupled recombination に関わることが報告
されており、GANP が哺乳動物で同様な機能を
有するのかを検討する必要がある。
（5）GANP が NHEJ に対しても影響を与えるか



を明らかにするために、RAG 依存的に起こる
V(D)J 組換えに対してどのように影響するか
を in vitro の V(D)J 再構成システムに GANP
発現ベクターを共遺伝子導入して解析した。
その結果、GANP とそのカルボキシル末端側の
みをもつ MCM3AP の両者とも RAG 依存的組換
えには何の効果も及ぼさなかった。少なくと
も V領域遺伝子組換えの NHEJ には GANP は影
響を与えないことが考えられた。
（6）GANP 欠損 B細胞を IL-4/抗 CD40 抗体刺
激でクラススイッチを誘導すると、mRNA 発現
量、細胞表面のタンパク発現量、さらに培養
上清中の抗体価が正常よりも増加していた。
そこでこの過剰なクラススイッチが MMEJ に
よっておこっている可能性を考え、Sµ/Sγ1 の
junction 配列を解析した。その結果、GANP
欠損 B細胞ではコントロール B細胞に比べて
2～5塩基のmicrohomologyで修復されている
割合が有意に多くなっていた。GANP 欠損 B細
胞をIL-4/抗CD40抗体以外の組み合わせ（LPS
単独または LPS/IL-4）で刺激し、Sµ/Sγ3 の
スイッチ junction 及び Sµ/Sγ1 のスイッチ
junctionにおけるmicrohomologyの出現頻度
をシークエンス解析した。これらのスイッチ
junctionではコントロールB細胞と比較して
MMEJ による修復の増加は認めなかった。GANP
は IL-4/抗 CD40 で誘導される IgG1 と IgE へ
のクラススイッチに関与することが示唆さ
れ、GANP 欠損 B細胞におけるクラススイッチ
の障害は microhomology を介する MMEJ によ
り修復される可能性が考えられた。
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