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研究成果の概要（和文）：放射線などの環境要因や内的要因から自然発生するゲノム切断の多くは切断端が化学
修飾された「汚い」切断であり、発がん性の強いDNA損傷である。しかし、その修復機構の多くが不明である。
本研究では、DNAトポイソメラーゼII（Top2）による「汚い」ゲノム切断をモデルとして、修復機構を解析し
た。ヒト乳がん細胞MCF-7や、TK6　B細胞を用いて解析した結果、Top2が切断端に結合した「汚い」ゲノム切断
の修復に、様々なDNA修復因子が複合的に関わることが明らかになった。この成果は放射線などにより自然発生
する「汚い」ゲノム切断を修復する経路の異常により、ゲノムに変異が蓄積する機序を理解する一助となる。

研究成果の概要（英文）：Many genomic breaks that occur spontaneously from environmental or internal 
factors such as radiation are "dirty" breaks in which the cut ends are chemically modified, and are 
highly carcinogenic DNA damage. However, many of the molecular mechanisms of repair are unknown. In 
this study, we analyzed the repair mechanism of "dirty" genomic breaks by DNA topoisomerase II 
(Top2) as a model. Using human breast cancer cells (MCF-7) and TK6 B cells, it was found that 
multiple DNA repair factors including the ATM kinase are involved in the repair of "dirty" genome 
breaks in which Top2 is covalently bound to the ends. These results provide a basis for 
understanding the mechanism by which mutations accumulate in the genome due to abnormalities in the 
pathway that repairs "dirty" genomic breaks that occur naturally due to radiation and other factors.

研究分野： DNA修復

キーワード： DNA二重鎖切断修復　II型DNAトポイソメラーゼ
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線などの環境要因や内的要因から自然発生するゲノム切断の多くは切断端が化学修飾された「汚い」切断で
あり、発がん性の強いDNA損傷である。この「汚 い」ゲノム切断の修復はまず切断端を「きれい」(3′末端に水
酸基、5′末端にリン酸基が付いた状態)にする必要があるが、分子機構の多くが不明である。本研究では、内的
要因から発生する「汚い」切断をモデルとして解析し、「汚い」ゲノム切断を「きれい」にする過程に、様々な
DNA修復酵素が複合的に関わっていることを明らかにした。この成果は、放射線などにより自然発生する「汚
い」ゲノム切断を修復する経路の異常により、ゲノムに変異が蓄積する機序を理解する一助となる。

※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 
放射線で作られたゲノム切断の修復は、制限酵素
で作られたゲノム切断の修復より遅い。その理由
は、放射線は切断端が化学修飾された「汚い」切断
を作る（図 1, ③）のに対し、⾮相同末端結合は「き
れいな」ゲノム切断しか再結合できないからであ
る（図 1, ①→⑤、④→⑤）。これまで、遺伝⼦座
特異的に特定の化学修飾をゲノム切断の末端に付
ける実験⼿法は無かった。そのため「汚い」ゲノム
切断を「きれい」にする分⼦機構（図 1, ②→④と
③→④）は不明のままである。環境要因（例、放
射線）のみならず内的要因から⾃然発⽣するゲノ
ム切断もそのほとんどが「汚い」切断である。本研
究の⽬的は、G0/G1 期に発⽣する「汚い」ゲノム
切断を「きれい」にする分⼦機構を解明すること
にある。ゲノム切断の修復経路は、酵⺟からヒト
に到るまで例外なしに、制限酵素による「きれい
な」切断をモデル実験系（図 1, ①→⑤）にして解
析されてきた。切断端に作られる異常な化学修飾
を除去する機序は、除去を測定するバイオアッセ
イが無かった。そのためこれまで解析がなされて
いない。 
 
２．研究の目的 
TOP2β による DNA のもつれの解消は細胞の活動
に必須であり、細胞当たり 1 ⽇ 10 万回以上も⾏わ
れる（図 2）。この反応は TOP2βによる DNA の切
断、再結合を伴うが、DNA の再結合が失敗すると、
TOP2βが DNA 切断末端に共有結合したままの「汚
い」切断末端（病的 TOP2β-DNA 複合体）が形成さ
れる（図 3）。TOP2βは⽣理状態でもしばしば触媒
反応に失敗することで多くの「汚い」ゲノム DNA
切断が⾃然発⽣していることが研究室で⾒つかっ
た（Mol Cell 2016, PMID: 27814490）。本研究では、
病的 TOP2β-DNA 複合体を「汚い」切断末端のモ
デルとして解析し、「汚い」ゲノム切断を「きれい」
にする機構を解析した。本研究の問いは、致死性・
難治性の DNA 損傷である「汚い」切断末端（放射
線による DNA 切断末端や病的 TOP2β-DNA 複合
体）は、どのように正確かつ効率的に G1 期におい
て修復されているのか、である。 
 
３．研究の方法 
ヒト B 細胞（TK6）と、ヒト乳がん細胞 MCF-7 を
⽤いて解析を⾏った。TK6 は、核型が安定であり、
DNA 切断による影響（染⾊体断裂など）の評価に
適している。本研究では、G1 期における修復を解
析したが、MCF-7 は⾎清飢餓による G0/G1 期へ同
調が容易である。DNA 切断とその修復は、細胞の
免疫染⾊により⼀細胞レベルで解析した。この際
に増殖期のマーカーである cyclin A で染まらない
細胞を解析することで、G0/G1 期の細胞のみを評
価した。病的 TOP2β-DNA 複合体（TOP2βが DNA
切断末端に共有結合したままの「汚い」切断末端）

二本鎖 DNA 

図 1 「汚い」ゲノム切断の修復 
放射線は切断端に様々な化学修飾が付
いたゲノム切断、「汚い」切断を作る
（①）。抗がん剤エトポシドも切断端
に TOP2 がついた「汚い」切断を作る
（②）。この切断が⾮相同末端結合に
よって再結合される（④→⑤）ために
は全部の化学修飾が除去され、5′端に
リン酸基、3′端に⽔酸基が付いた切断
端が形成される必要がある（④）。「汚
い」切断を「きれい」な切断にする
②→④あるいは③→④の分⼦機構は
全く不明である。 

図 2 トポイソメラーゼ 2 は、DNA の
もつれを解消する際に DNA の⼆重鎖
を切断、再結合する。この際に DNA
の再結合反応が失敗すると TOP2β が
断端に共有結合したままの DNA⼆本
鎖切断（病的 TOP2β-DNA 複合体）が
⽣じる。これは染⾊体転座などの原因
となる重篤な DNA障害である。 

図 3 病的 TOP2β-DNA 複合体 



 

 

の検出には、超遠⼼法を⽤いた（Mol Cell 
2016, PMID: 27814490）。この⽅法では、細胞
を溶解後に、超遠⼼によって、DNA が共有結
合している Top2 と、共有結合していない
Top2 を分離する。超遠⼼による分画後、抗
Top2 抗体を⽤いたスロットブロッティング
⽅法により、病的 TOP2β-DNA 複合体を検出
した。 
 
４．研究成果 

まず TK6 B 細胞をエトポシドで処理して、ゲ
ノム切断を誘導し、その修復時間を調べた。
エトポシドは、Top2 触媒反応の阻害剤であ
る。Top2 が DNA のもつれを解消する際に
DNA の⼆重鎖を切断した後、エトポシドが
DNA の再結合反応を阻害する。DNA の再結
合反応が失敗すると、TOP2βが断端に共有
結合したままの DNA⼆本鎖切断（病的 TOP2
β-DNA 複合体）が⽣じる。 
 DNA ⼆重鎖切断には相同組換え修復と⾮
相同末端結合の 2 つの主な修復経路がある。
本研究では、病的 TOP2β-DNA 複合体の修
復における、相同組換え修復因⼦の役割を解
析した。BRCA1 や MRE11 は、G2/S 期にお
いて相同組換え修復で働く（図 4）。⼀⽅、両者は、G1 期において病的 TOP2β-DNA 複合体から
TOP2βを除去し、⾮相同末端結合による修復を促進する主要な因⼦であることが研究室で明ら
かになった（Mol Cell 2016, PMID: 27814490; PNAS 2018, PMID: 30352856）。この修復反応は相同
組換えと独⽴した機構である。本研究では、DNA 修復の変異体を多数⽤いた。本来なら変異株
の作成が研究の律速となる。しかし、所属研究室では、実験に必要なヒト細胞（TK6 や MCF-7）
の変異体や、発現ベクターを保有していた。細胞培養の環境も整っており、すぐに実験を始めら
れた。  
 相同組換え修復の各種変異体や、相同組換え修復因⼦の阻害剤を⽤いて、エトポシド処理で
TOP2β依存的に誘導されるゲノム切断の修復時間を調べた。DNA 切断マーカーである γH2AX
や 53bp1 の免疫染⾊でみられた点状のシグナルの数を集計することにより、ATM を含む複数の
遺伝⼦の阻害により、ゲノム切断の修復が著しく遅れることが明らかになった。またこの γH2AX
や 53bp1 の点状のシグナルの蓄積は、TOP2βの変異と組み合わせることでほとんどみられなく
なった。このことから、γH2AX や 53bp1 の点状のシグナルの蓄積は、TOP2βに依存しているこ
とも確認した。ヒト乳がん細胞 MCF-7 も同様に解析して普遍性を検証した。MCF-7 を⾎清飢餓
条件で 24時間培養し、G1/G0 に細胞を同調させた後、エトポシド処理をして、ゲノム切断の修
復を調べた。その結果、TK6 細胞で⾏った実験と同様に、MCF-7 でも、γH2AX や 53bp1 の点状
のシグナルの蓄積がみられた。このことから、TK6 で⾒られた相同組換え修復因⼦の変異の影響
は、細胞株特異的でないことが確かめられた。 
 MCF-7 は⼥性ホルモンの刺激で TOP2β依存的に DNA 損傷が起きることが知られている。近
年、DNA 修復遺伝⼦である DNA-PKcs に変異を持つ Scid マウスの乳腺細胞でも、⼥性ホルモン
の刺激により、DNA 損傷が頻発することが分かった（PNAS 2018, PMID: 30352856）。そこで、
各種 DNA 修復変異体を⽤いて、⼥性ホルモンの刺激による DNA 切断の修復時間を調べた。そ
の結果、エトポシド処理の結果と同様に、DNA-PKcs 変異体や、ATM 遺伝⼦の変異体などで、
DNA 修復が著しく遅れることが明らかになった。 
 上記で調べた DNA 修復の変異が、DNA 修復のどのステップに重要であるかを調べるため、
超遠⼼法により、病的 TOP2β-DNA 複合体を検出した。その結果、いくつかの変異により、エト
ポシド依存的に、病的 TOP2β-DNA 複合体がさらに蓄積することが明らかになった。この結果
は、解析した DNA 修復遺伝⼦が、病的 TOP2β-DNA 複合体（TOP2βが DNA 切断末端に共有結
合したままの「汚い」切断末端）を「きれい」にする過程に関わることを⽰唆する。 

図 4 BRCA1 や MRE11 は、G2/S 期で相同組換
えを促進することが知られていた（左）⼀⽅、
G0/G1 期に TOP2β が DNA の再結合に失敗し
て DNA ⼆重鎖切断（病的 TOP2β-DNA 複合
体）が⽣じた場合、切断末端から TOP2βを除
くことで⾮相同末端結合による修復を促進す
る（右）。これは、TOP2βを除去する主要な経
路であり、所属研究室で⾒つかった新しい修
復機構である。本研究では、DNA 切断末端か
らの TOP2βの除去に関わる相同組換え修復因
⼦をさらに探索した。 



 

 

 以上により、Top2 が末端に共有結合した「汚い」ゲノム切断から Top2 を除去して切断端を
「きれい」にする過程に、 ATMキナーゼなどの DNA 修復因⼦が複合的に関わることが明らか
になった。これらの成果は、「汚い」切断を「きれい」な切断にする修復機構の解明につながる。
そして、放射線などにより⾃然発⽣する「汚い」ゲノム切断を修復する経路が、機能低下する結
果、変異が蓄積する機序を理解する基盤を提供する。 
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