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研究成果の概要（和文）：DNA二重鎖切断修復は相同組換えと非相同末端結合経路で修復される。切断端に化学
修飾や共有結合した蛋白質があると、非相同末端結合経路の再結合や相同組換え時のDNA合成を阻害する。その
ため修復の前に、切断端は5’リン酸基と3’水酸基を保持した切断端に変換しておく必要がある。本研究の目的
は、切断端周辺の付加体（塩基損傷や切断端に共有結合する蛋白質）を除去し、3末端水酸基と5’末端リン酸基
をもつ切断端に変換する分子メカニズムを明らかにすることにあった。本研究によって、切断端周辺の付加体の
除去にユビキチンリガーゼUBC13, RAP80, BRCA1が重要な役割を担っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：DNA double strand breaks (DSBs) are mainly repaired by Non-Homologous End 
Joining (NHEJ) and Homologous Recombination (HR). While the ends of DSBs induced by restriction 
enzyme harbor 5’-phosphate and 3’-hydroxy group, those induced by ionizing radiation (IR) do not. 
IR induces DSBs with a variety of chemical modifications at DSB end-proximal regions. Such DSBs with
 chemical/protein adducts interfere DSB repair process. The molecular mechanism by which the adducts
 at DSB sites are processed remains elusive. The aim of this research project is to clarify its 
molecular mechanism of adduct removal from DSB-ends. We identified the molecules involved in adduct 
removal. Ubiquitin E2 ligase UBC13-dependent ubiquitination at the DSB end-proximal region promotes 
the removal of adducts and its repair by NHEJ. We proposed a model that the ubiquitinated proteins 
are recognized by RAP80-BRCA1, which transfers its DNA damaging signal to MRE11 nuclease to adduct 
removal.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： がん　DNA修復　相同組換え
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗がん治療では、放射線照射によりDNA損傷を与え腫瘍細胞を殺傷する。放射線感受性を高める増感剤は、治療
効果を高めるのみならず照射線量を減らすことにつながる。本研究では、放射線によって切断端に発生する塩基
損傷や蛋白質付加体の除去機構を明らかにした。本研究で同定したUBC13ユビキチン化酵素依存的な付加体除去
の分子機構をもとに、放射線増感剤開発が可能となる。放射線生物学において、「切断端に発生する塩基損傷や
蛋白質付加体の除去」の分子機構は長らく不明であったが、本研究によってその分子メカニズムの一端が明らか
となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 
DNA 二重鎖切断は、最も重篤な DNA 損傷であり修復されない場合には細胞死を引き起こす。
DNA 二重鎖切断の修復には、相同組換えと非相同末端結合修復がある。相同組換えにおいて、
切断端の相同配列への侵入(相同鎖検索反応)後に DNA 合成、あるいは非相同末端結合経路
による切断端の再結合、いずれの反応においても切断末端の DNA 形状が重要である。DNA 合
成のためには 3 末端の水酸基、切断端の再結合のためには 5’末端のリン酸基が必須であ
る。しかし放射線等で発生する偶発的な DNA 切断は、3末端水酸基と 5’末端リン酸基を保
持していることは稀である。放射線の直接作用により切断された DNA 周辺には、間接作用に
より発生するラジカル分子が塩基を損傷すると考えられており、こうした塩基損傷を含む
DNA 切断端は「dirty end」と呼ばれ、制限酵素による DNA 切断端(3末端水酸基と 5’末端
リン酸基を保持する「clean end」)に比べ、修復が困難であることがわかっている。偶発的
な DNA 切断は、相同組換えや非相同末端結合経路による修復の前に 3末端水酸基と 5’末端
リン酸基をもつ切断にトリミングされる必要がある。3末端水酸基と 5’末端リン酸基をも
つ切断にトリミングされる分子機構は不明であった。 
 
2. 研究の目的 
本研究は、切断端周辺に発生する塩基損傷や切断端に共有結合する蛋白質を除去し、3 末端
水酸基と 5’末端リン酸基をもつ切断端に変換する分子メカニズムを明らかにすることにあ
った。 
 
3. 研究の方法 
目的を達成するために、細胞内に「clean end」
と「dirty end」を発生させ、修復のキネティ
クスを調べることで「dirty end」に関わる因
子とその分子メカニズムを解析した。「clean 
end」の発生には、細胞内発現させた制限酵素
をタモキシフェンによって核移行させること
によって DNA 切断を発生させた(図１)。「dirty 
end」は、放射線とエトポシド処理によって発
生させた。エトポシドは、Top2 の阻害剤であ
り、切断端に Top2 分子が共有結合した DNA 切
断を発生させる。発生した DNA 切断数を合わせ
るために野生型細胞を使用し、放射線線量、エ
トポシド曝露量、タモキシフェン処理時間を調
整した。DNA 切断数は、DNA 切断マーカーであ
る gH2AX 抗体による免疫染色により測定した。
DNA修復に関与することが知られている遺伝子
の欠損細胞を多数作製し、これらの欠損細胞に
「clean end」と「dirty end」を発生させ、gH2AX 
fociを指標に DNA修復キネティクスを調べた。
もし「dirty end」の除去に関係する遺伝子で
あれば、その欠損細胞において「clean end」
修復に異常を示さず、放射線やエトポシドによ
って発生する「dirty end」修復が遅延するは
ずであると考えた。 
 
 
4. 研究成果 
研究代表者は、以前の研究で放射線やトポイソメラーゼ阻害剤によって発生した「dirty end」
の除去反応の解析を行い、Mre11 ヌクレアーゼが「dirty end」除去反応に重要な役割を果
たしていることを見出した。本研究の解析により、Mre11 ヌクレアーゼの制御因子として、
UBC13, RAP80, BRCA1 遺伝子を同定した。UBC13 はユビキチン E2リガーゼ酵素、RAP80 は複
数のユビキチン結合ドメインをもち BRCA1 と相互作用することが知られている(図２)。こ
れらの遺伝子機能欠損細胞では、「dirty end」を発生させる放射線やエトポシドによる修復
に異常があり、修復が遅れた。このことから、「dirty end」には UBC13 が DNA 切断部位周辺
の基質分子をユビキチン化し、ユビキチン化された基質を RAP80 が認識し、BRCA1 をリクル
ートするモデルを提唱した。このモデルをサポートするように、UBC13 発現抑制細胞におい
てはユビキチン Foci が減少し、RAP80 と BRCA1 Foci が大きく低下した。また「dirty end」
をトリミングするヌクレアーゼである MRE11 Foci も減少した。2016 年に研究代表者が発表

図１ 放射線によって発生する「汚い」傷
修復に関与する遺伝子を同定するアッセイ 

エストロゲン受容体を融合した 8塩基認識
型制限酵素(ER-AsiSI)を発現した細胞を作
製した。タモキシフェン処理により ER-
AsiSI は核移行し、ゲノム DNA を切断する。
タモキシフェン濃度と処理時間を調整し、
１Gy 放射線による DNA 損傷数と ER-AsiSI
による DNA 損傷数を同程度にした。 



した M.Cell 誌、2018 年の PNAS 誌の論文に引き続き、本研究成果を iScience 誌に報告し
た。 

 
 

図２ 本研究成果のまとめ 

G1 期において、5’末端にリン酸基と 3’末端に水酸基を有する「Clean DSB」では、非相同
末端結合経路が切断端を再結合する。一方で、放射線やトポイソメラーゼ阻害剤による DNA
切断では、切断端に化学修飾やタンパク質が付加した「Dirty DSB」(図中の赤色)が発生する。
この場合、UBC13 が切断端付近の基質をユビキチン化する。本研究により基質分子の一つが H
２Aであることを明らかにした。ユビキチン化された基質は、RAP８０のユビキチン鎖認識ド
メイン(UIM)により認識され、RAP８０と相互作用するBRCA１が呼び寄せられる。RAP80や BRCA
１欠損細胞では、切断端にある付加体を除去するヌクレアーゼである MRE１１が結合できな
くなることから、UBC13 依存的なユビキチン化経路が BRCA1 をリクルートし、BRCA1 依存的に
MRE１１がリクルートされることがわかった。本モデル図は、iScience 誌に掲載された図を
一部改変した。 
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