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研究成果の概要（和文）：ゲノム安定性の維持に重要なヌクレオチド除去修復（nucleotide excision repair; 
NER）は、休止期ではその後期過程が完了しない場合がある。それが原因で二次的なDNA損傷が生じるが、その生
成機構や修復系、そして生物学的意義は不明である。本研究では、二次的DNA損傷のうち二本鎖切断（DNA 
double-strand break; DSB）には非相同末端結合が機能し、細胞死を抑制することを明らかにした。また、二次
的DNA損傷がゲノム不安定性を誘発する結果を得た。そして、NER反応中間体にヌクレアーゼが作用することで
DSBが生成し、複数のヌクレアーゼが関与することを示した。

研究成果の概要（英文）：In quiescent cells, nucleotide excision repair (NER) process generates 
multiple types of secondary DNA damage.  However, the mechanism of secondary DNA damage formation 
and their biological meanings are unclear.  In this study, we have examined the possible involvement
 of non-homologus end joining (NHEJ) in the repair of DNA double-strand break (DSB), one of the 
secondary DNA damages.  We found that NHEJ indeed plays an important role in NER-dependent DSB 
repair and protects UV-induced cell death in quiescent cells.  In addition, we also showed that the 
secondary DNA damage causes the mutations and chromosome aberrations.　 Furthermore, we revealed 
that at least two endonucleases are required for the activation of ATM as well as DNA-PKcs in the 
response to NER-dependent DSB.  Several endonucleases may act on ssDNA gap intermediates for 
producing DSBs.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ヌクレオチド除去修復　DNA損傷応答　二次的DNA損傷　DNA二本鎖切断　ssDNAギャップ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、紫外線ではDNAにゆがみを生じる塩基損傷のみが生成し、S期以外の時期では最も重篤なDSBは生じないこ
とが定説であった。一方で我々の実験結果は、休止期の細胞では紫外線によってもDSBが生成することを示して
いたが、そのメカニズムが不明であった。本研究においてその生成に関与するヌクレアーゼを同定し、そのメカ
ニズムの一端を明らかにすることができた。また、「DNA損傷に対する防御機構であるDNA修復系が、その基質と
なる損傷をよりリスクの高いものに変換する」という生体特有の反応が遺伝的不安定性を引き起こす要因となり
うることを示し、その修復系が重要な役割を果たしていることを実証した。

※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 は、紫外線、電離放射線や様々な化学物質により損傷を受けるが、生物は DNA 損傷の蓄
積を防いでゲノムの安定性を維持するために、多種多様な DNA 損傷応答システムを備えてい
る。このシステムには、様々な種類の DNA 修復系、細胞周期チェックポイントやアポトーシス
等の反応が含まれ、相互に関連しながら損傷の種類や量そして細胞の状態に応じて適切な応答
がなされている。その中で中心的な役割を担っているのが PIKK ファミリーに属する ATM、
ATR、そして DNA-PKcs であり、細胞内の種々のタンパク質をリン酸化することにより、様々
な反応を制御している。ヒストン H2AX はそれらの重要な基質の一つであり、そのリン酸化は
主に電離放射線等による DNA 二重鎖切断（DNA double-strand break; DSB）生成に伴って生
じ、DSB による DNA 損傷応答において重要な役割を担っている。 

DSB のマーカーとして知られる H2AX のリン酸化反応であるが、直接 DSB を誘起しない紫
外線によってもこの反応が生じる。申請者の属するグループは生体内で起きる反応に着目し、接
触阻止と血清飢餓により G0 期に同調したヒト細胞で、紫外線照射後にヌクレオチド除去修復
（nucleotide excision repair; NER）依存的に H2AX がリン酸化されることを報告した
（Matsumoto et al., 2007）。さらに、このリン酸化には２種類の二次的な DNA 損傷に対応する
PIKK キナーゼが寄与しており、一本鎖 DNA 領域の蓄積による ATR を介したものと、DSB の
生成による ATM（もしくは DNA-PKcs）を介したものが存在することを明らかにした
（Wakasugi et al., 2014）（図 1）。従来、紫外線では DNA にゆがみを生じる塩基損傷のみが生
成し、S 期以外の時期では最も重篤な DSB は生じないことが定説であった。一方で我々の実験
結果は、休止期の細胞では紫外線によっても DSB が生成することを示していたが、そのメカニ
ズムが不明であり、解明が必要であった。NER の修復過程の中間体を介するチェックポイント
の活性化は、酵母からヒトにおいて保存されており、非常に重要な機構であると考えられる。し
かしながら、広範な一本鎖 DNA 領域が
生じることは報告されているが、DSB が
生成するという報告はなく、紫外線によ
り生じた二量体型の塩基損傷がどのよう
に DSB に変換されるのかは不明であっ
た。また生体内の反応を考えると、休止
期の細胞における DNA 損傷応答反応も
重要なことは明白であり、これまでにも
その重要性は指摘されてきたが、増殖期
とは異なる現象が断片的に報告されてい
るのみで、その意義に関しては十分な解
析がされておらず、分子的な理解には程
遠い状況にあった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、休止期の NER に依存して生じる二次的な損傷の生成機構と NER 中間体のプロセ
ッシングの生物学的意義の解明を目的とする。特に、生体にとって重篤な作用をもつ二本鎖切断
（DNA double-strand break; DSB）の生成機構に着目し、DSB の生成に関与するヌクレアーゼ
を同定して、その酵素活性の制御や欠損による生物影響を解析する。また、培養細胞で見いだし
た新規の DNA 損傷応答反応が生体内でも起きることを示すとともに、その破綻による影響を解
析することにより生物学的意義を明らかにする。これは我々が独自に見出した実験結果を基盤
とし、未だ明らかとなっていない初期シグナルの生成機構やその生物学的意義の解明を目指し
たものである。本研究で着目している反応は、ヌクレオチド除去修復の基質となる広範な DNA
損傷によって誘起されるだけでなく、生体から単離した分化細胞や幹細胞においても観察され
るという結果も得ており、本研究で注目している反応の真の役割が注目される。 
 
３．研究の方法 
細胞の G0期への同調は、接触阻止と血清飢餓の処理、つまりコンフルエントになるまで培養し

た後に、血清濃度を 10%から 1%に下げて 3-4 日間培養して行なった。DNA 損傷応答反応の活性化
は、各 DNA 損傷応答因子もしくはその基質のリン酸化体に対する特異抗体を用いたウェスタン
ブロッティングもしくは蛍光免疫染色により評価した。また標的タンパク質のノックダウンも
しくはノックアウトにはレンチウイルス系による shRNA もしくは CRISPR/Cas9 システムを用い、
薬剤選択により目的の細胞株を単離した。二次的 DNA 損傷の突然変異に及ぼす影響の検討には、
HPRT（hypoxanthine phosphoribosyl transferase）アッセイを用いた。G0 期に同調した正常ヒ
ト由来培養細胞あるいは二次的 DNA 損傷応答関連因子のノックアウト（or ノックダウン）細胞
に紫外線を照射し、変異固定のために継代培養した後、6-thiogunanine を含む選択培地でコロ
ニーを形成させることにより HPRT 突然変異の発生頻度を算出した。 
 

 
図 1. 休止期の不完全な NER 反応に伴う DNA 損傷 

応答反応のモデル 



４．研究成果 
(1)細胞内に生じた DSB は、主に相同組み換えと非相同末端結合(non-homologous end joining; 
NHEJ)により修復される。休止期では G1期と同様に姉妹染色分体がないため NHEJ が機能すると
考え、必須因子である DNA-PKcs と Ku70 に着目して解析を行った。まず DNA-PKcs の活性化につ
いて検討したところ、紫外線を照射した細胞で活性化を示すリン酸化体が検出され、それが紫外
線損傷部位に集積することがわかった。次に NHEJ の欠損の影響を明らかにするために、初期も
しくは後期過程で働く Ku70 と XRCC4 ノックダウンした細胞株を作製した。Ku70 ノックダウン細
胞では、紫外線による H2AX リン酸化のレ
ベルがコントロール細胞と比較して高
く、DSB の修復の遅延が示唆された。ま
た、紫外線による細胞死への影響も検討
したところ、Ku70 及び XRCC4 のノックダ
ウンにより死細胞の割合が顕著に増加し
ていた。そしてコロニー形成法により紫
外線感受性を調べてみると、XRCC4 のノ
ックダウンにより紫外線感受性が明らか
に増加した（図 2）。以上の結果より、NHEJ
システムは NER 依存的に生じる DSB の修
復に寄与し、休止期の紫外線に対する防
御機構として重要な役割を担っている可
能性が示唆された。 

 

(2)二次的 DNA 損傷のゲノム安定性に及ぼす影響を明らかにするために、HPRT の活性を指標に
した突然変異アッセイ系を導入して検討を行った。G0期に同調した正常細胞に紫外線を照射す
ると、紫外線照射に依存して突然変異率の増加が観察された。それに対し、二次的 DNA 損傷の
うち ssDNA の拡張に関わる Exo1 のノックアウト細胞では突然変異率の増加が全くみられず、拡
張された ssDNA が突然変異誘発の原因になっていることが示唆された（図 3）。また、染色体異
常についても検討したところ、DSB の修復に関わる XRCC4 をノックダウンすると、染色体異常
の頻度が正常細胞と比べて顕著に増加す
る結果も得られた。したがって、休止期
の不完全な NER 反応に伴って生じる二次
的 DNA 損傷は遺伝的不安定性を誘発する
原因となっていると考えられる。遺伝的
不安定性誘発の原因として損傷乗り越え
合成（TLS）ポリメラーゼの関与を考
え、その反応に必須な PCNA のユビキチ
ン化修飾について検討を行ったところ、
Rad18 依存的に PCNA のユビキチン化体
が検出された。また興味深いことには、
Exo1 のノックアウト細胞では、ユビキ
チン化体が検出されなかった。つまり、
Exo1 による ssDNA の拡張が Rad18 によ
るユビキチン化反応のトリガーとなって
いることが示唆された。 
 
(3)休止期細胞における DSB 生成が ssDNA ギャップ中間体にヌクレアーゼが働いて生じる可能性
を考え、増殖細胞で複製フォークに作用し DSBを
形成することが報告されている Mus81 という構
造特異的エンドヌクレアーゼに着目した。標的
配列の異なる shRNA を用いて 2 種類のノックダ
ウン細胞を作製し、休止期に同調して紫外線照
射後の ATM シグナリング経路の活性化をその指
標となる Ser1981 のリン酸化体に対する特異抗
体を用いたウエスタンブロッティングにより解
析したところ、コントロール細胞と比べて ATMシ
グナリング経路の活性化が有意に抑制されるこ
とが分かった（図 4A）。一方で、主に ATR キナー
ゼが担う紫外線による H2AX の Ser139 のリン酸
化反応、また、NER を介さずに DSB を誘起するエ
トポシドを処理した場合では、ATM 経路の活性化
は影響を受けなかった。さらに、NER依存的な DSB
生成に伴って働く NHEJ の初期因子である DNA-

 
図 2. XRCC4 ノックダウンによる紫外線誘発細胞死と 

紫外線感受性の増加 

 
図 3. Exo1 ノックアウトの紫外線誘発突然変異率に 

与える影響 

 
図 4. Mus81 のノックダウンが ATM/Chk2 シグ 
 ナリング経路と DNA-PKcs の活性化に及 
 ぼす影響 



PKcs の活性型リン酸化体(pThr2609)シグナルを蛍光免疫染色により観察したところ、ノックダ
ウン細胞ではほとんどシグナルが検出されず、DNA 損傷部位への集積もほとんど見られないこと
が分かった（図 4B）。興味深いことに、ノックダウンによる生存への影響をコロニー形成法で評
価したところ、ノックダウン細胞はエトポシドに対してコントロール細胞と同程度の感受性を
示したが、紫外線に対してはより抵抗性を示すことも明らかになった。 
次にノックダウンでは残存するタンパク質の寄与を排除することができないので、標的配列

の異なる guide RNA（gRNA）を用いて 2種類のノックアウト細胞を作製し、上記と同様に表現型
解析を行った。その結果、ノックダウン細胞とほぼ同じ表現型を示したものの、それはノックダ
ウン時よりもマイルドで、完全に欠損した場合には他のヌクレアーゼが代替として機能する可
能性が示唆された。同様な現象が複製フォークの解析でも報告されていたので、そのヌクレアー
ゼの関与をノックダウン系により検討したところ、NER 依存的な DSB の生成に関与することが判
明した。したがって、NER 反応の中間体には複数のヌクレアーゼが働き、DSB を生成しているこ
とが明らかとなった。 
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