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研究成果の概要（和文）：細胞の核ゲノムDNAは通常の細胞生存条件下であっても損傷を受けて

いる。これらの損傷DNAが修復されないと細胞はがん化しやすくなるが、核ゲノムDNAは修復

酵素がアクセスし難い構造をとっている。我々は、修復に関与するが酵素活性のないタンパク

質XRCC１と新規に相互作用するタンパク質を見出したので、これらの相互作用の意義を解析し

た。核の特定の領域にこれらが局在することによって損傷DNAの修復が効率よく進行すること、

一方のタンパク質が減少すると修復が進行しないことが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Genomic DNA is continuously suffered from modification including 
oxidation and hydrolysis. DNA repair is crucial system for maintaining genetic 
information, however, chromatin structure is obstacle for repair enzymes to access damage 
sites. We found a novel protein that interacts with XRCC1, a non-enzymatic DNA repair 
protein. These proteins localized to insoluble nuclear fraction and critical for 
chromosomal DNA repair.   
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノムDNAは遺伝情報を保持するためにそ
の塩基配列を正確に維持することが重要で
あるが、通常の細胞生存条件下であっても酸
化、加水分解などの損傷を受けている。これ
らの損傷を修復する能力が不十分な細胞は
がん化する可能性が高いことは多型タンパ
ク質の解析等からよく知られている。特に、

酸化や加水分解のような塩基の修飾は、ヒト
細胞に 1日当り 104のオーダーで生成するこ
とが報告されており、最も多くゲノムDNAが
曝されている損傷源である。このような塩基
の修飾を修復する反応経路が塩基除去修復
であるが、この反応の特徴は非常に効率よく
素早くゲノムDNAの修復を行う点である。 
 我々は塩基除去修復の試験管内再構成系

機関番号：31201 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22510206 

研究課題名（和文） 高次クロマチン構造における塩基除去修復 

                     

研究課題名（英文） Base excision repair of DNA in chromatin structure 

 

研究代表者 

久保田 美子 （KUBOTA YOSHIKO） 

    岩手医科大学・医学部・准教授 

 研究者番号：30260102 

 



を確立することによって、この反応系におけ
る個々の酵素による素反応の kineticsを解
析し、さらに酵素活性を示さないために機能
が未知であったXRCC1タンパク質の塩基除去
修復反応における役割を明らかにして来た。 
 XRCC1は欠損細胞が高いDNA損傷感受性を
示すこと、1本鎖切断が増加し S期の進行が
遅れることが報告されており、DNA ligase 
IIIαとヘテロダイマーを形成して DNA 
ligase を安定化していることが知られてい
たが、さらにDNA polymeraseβと相互作用す
ることによって DNA polymeraseの活性を調
節することを明らかにした。このように、
XRCC1は塩基除去修復に関与する酵素の安定
性や活性を調節することによってDNA修復に
寄与していると考えられた。 
 しかし、最近になって DNA ligase IIIを
発現しない細胞であってもDNA損傷に対して
感受性を示さず、これはXRCC1欠損細胞の示
す感受性と一致しないことが2つのグループ
から報告された。我々も以前に DNA ligase 
IIIと相互作用しない XRCC1の変異体を発現
する細胞は DNA ligase IIIが減少している
にも関わらず、DNA損傷に対して感受性を示
さないことを報告していた。これらのことは、
XRCC1とDNA ligase IIIとの相互作用はDNA
損傷の修復や細胞の生存と関係がない可能
性を示している。それでは一体XRCC1の機能
は何なのか?なぜ、XRCC1欠損細胞は高いDNA
損傷感受性を示すのか。この疑問に対する答
えはまだ見つかっていない。 
 真核細胞の核ゲノムDNAはクロマチン構造
をとっており、DNA損傷を修復するタンパク
質群がアクセスすることを困難にしている。
そこでクロマチン構造を変化させて(クロマ
チンリモデリング)、修復反応を効率よく進
行させるしくみが存在することが考えられ
て来た。実際、DNA鎖切断を修復する反応経
路や、紫外線による損傷を修復する反応経路
にはクロマチンリモデリングタンパク質が
関与していることがすでに示されていた。一
方、細胞に非常に多く生じる酸化や加水分解
による損傷を修復する塩基除去修復につい
てはクロマチンリモデリングの関与につい
てほとんど知見が無い状態であった。裸の
DNA基質とクロマチン構造をとらせた DNA基
質を比べて試験管内で塩基除去修復反応を
行った実験ではクロマチン構造をとった DNA
基質では修復効率が低下していたことが報
告されていたが、どのような因子が実際の細
胞中で修復効率を上げる機能を果たしてい
るかは分からなかった。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景から、我々はXRCC1の未
知の機能が細胞中におけるDNA修復の効率化
すなわち高次クロマチン構造における修復

効率に寄与しているのではないかと考えた。
特に、XRCC1自身には酵素活性が認められな
いこと、損傷DNAとの親和性が高いこと、他
の複数のDNA修復酵素との相互作用が報告さ
れていることなどを考えあわせると、XRCC1
が損傷DNA部位に結合し、ここにクロマチン
リモデリングタンパク質をリクルートして
クロマチン構造を修復に適した形にしたう
えで修復反応を進めるのではないかという
作業仮説をたてた。 
 
３．研究の方法 
 上記の作業仮説を検証するため、まず
XRCC1と相互作用する新規のタンパク質をス
クリーニングし、ここにクロマチンリモデリ
ングタンパク質が現れるか調べることにし
た。具体的には酵母2ハイブリッドシステム
を利用し、XRCC1の発現の高いヒト精巣由来
cDNAライブラリーをスクリーニングした。そ
の結果91個のポジティブクローンが得られ、
そのうち 11個が同一の遺伝子の一部であっ
た。この遺伝子の産物は既にクロマチンリモ
デリングタンパク質であることが報告され
ているタンパク質であった(論文未発表のた
め、ここではXタンパク質とする)。 
 この遺伝子 Xの全長 cDNAを既にその塩基
配列を報告していた研究者から分与しても
らい、これを用いて相互作用の確認のための
発現ベクターの作成を行った。試験管内転
写・翻訳システムによってタンパク質を合成
し、XRCC1と Xの相互作用を確認し、更に欠
失変異体を作成して相互作用に必要な領域
を決定した。また、Xの抗体は市販のものが
入手できたので、これを用いて HaLa細胞の
核抽出液におけるXRCC1との相互作用を免疫
沈降によって確認した。さらに核抽出液にお
けるXRCC1とXを含む複合体の存在を確認す
るため、ゲル濾過カラムによる分画を行い、
各フラクションについてウエスタンブロッ
ティングを行った。また、HaLa細胞にDNA損
傷処理を行った後、クロマチン画分から核マ
トリックス画分にXRCC1が移行することを報
告していたので、同様の移行がX についても
見られるか細胞タンパク質を分画してウエ
スタンブロッティングにより解析した。さら
に、核マトリックスにDNA損傷後XRCC1やそ
の他の修復酵素が fociを形成することが知
られているので、これらと同様に Xも foci
を形成するかを免疫染色によって解析した。
また、修復酵素のfoci形成がXのfoci形成
に依存しているかどうかを調べるため、
siRNAを用いてX をノックダウンしたときの
foci形成についても解析した。さらに、siRNA
によってXをノックダウンした細胞のDNA損
傷に対する感受性がXRCC1をノックダウンし
た細胞の感受性と同様に高いかどうかを細
胞内のNAD(P)H量を定量することによって解



析した(DNA鎖切断によって poly（ADP 
ribose） polymeraseが活性化するので、細
胞内 NAD、ひいてはNAD(P)Hが減少すること
を利用してDNA損傷の定量をする方法が報告
されている)。 
 
４．研究成果 
 酵母 2ハイブリッドシステムによって、
XRCC1と相互作用するクロマチンリモデリン
グタンパク質Xが同定されたので、これにつ
いて詳細な解析を行った。まず、酵母2ハイ
ブリッドシステムで拾えたのはX遺伝子の同
一ドメイン(SNF2 family N-terminal domain)
を含むクローンだったので、他のクロマチン
リモデリングタンパク質のこのドメインと
の相互作用について確認した。BRG1やINO80
について調べたところ、XRCC1との相互作用
は検出されず、XのSNF2 family N-terminal 
domainのみに相互作用が認められた。 
 HeLa細胞抽出液において実際にXRCC1とX
の相互作用が認められるか免疫沈降を行っ
て調べたところ、抗XRCC1抗体で免疫沈降を
行った沈殿物にはXが、抗X 抗体で免疫沈降
を行った沈殿物にはXRCC1が認められた。さ
らに、試験管内転写・翻訳システムによって
生成した欠失変異体のXRCC1やXを用いた免
疫沈降実験の結果、両者の相互作用に必要な
領域は、XRCC1のN末端領域、XのSNF2 family 
N-terminal domain領域であることが分かっ
た。 
 また、HeLa核抽出液をゲル濾過カラムによ
って分画し、XRCC1と Xを含む複合体の存在
を確認したところ、約700kDaの分画にXRCC1
とXとが共存していることが分かった。これ
は各々の分子量の和よりも大きいことから、
これら以外のタンパク質と巨大な複合体を
形成している可能性が考えられた。 
 これまで我々は、XRCC1が DNA損傷の誘発
とともに可溶性のクロマチン分画から、不溶
性の核マトリックス分画に移動することを
見出していた。このXタンパク質もDNA 損傷
の誘発とともに核マトリックスに移行する
か確認したところ、XRCC1と同様の移行を示
すことが分かった。 
 in situで細胞を可溶化、DNase処理する
ことによって核マトリックスにおける foci
を観察した。Xは、元々DNA損傷を与えない
細胞でも核マトリックスで fociを形成して
いることが分かった。この fociは DNA損傷
後に数は顕著に増加しないが、個々の foci 
の免疫染色のシグナルは増加していた。また、
損傷誘発後形成される修復酵素の fociは X
のfociと共局在していた。siRNAによってX
をノックダウンした細胞ではDNA損傷後の修
復酵素fociの数は著しく減少していた。 
 siRNAによって細胞内の X量を減じた細胞
は DNA損傷後の NAD(P)H量が減少していた。

これもXRCC1をノックダウンした細胞と同様
の傾向であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 以上の結果から、Xは細胞内で一部クロマ
チンに、大部分核マトリックスに存在し、DNA 
損傷後にクロマチンから核マトリックスに
移行することが推測された。XRCC1と Xが相
互作用することと、XRCC1が損傷DNAととも
に核マトリックスに移行して fociを形成す
ることを考え合わせると、DNAに損傷が生じ
るとXRCC1と損傷DNA部位が相互作用し、さ
らに他の修復酵素(Xも含む)も結合しながら
元々存在していた核マトリックス上のX foci
に集合するのではないかと考えた。 
 これまでの知見から、DNA損傷後に修復酵
素が fociを形成することが修復反応が進行
していることの指標として広く認められて
いる。実際XRCC1も他の修復酵素とともに核
マトリックスでfoci を形成する。fociを形
成できない変異体XRCC1を発現する細胞では
修復反応が十分進行しないことが確認され
ている。塩基除去修復は多数の損傷を効率よ
く素早く修復するが、このためにはゲノム
DNA中に散在している損傷を個別に修復する
よりも、核マトリックスという足場の上に損
傷部位を集めて、クロマチン構造を変化させ、
修復酵素も複合体を形成した状態で次々と
反応ステップを進めることは重要な意味が
ある。このような複合体形成による反応ステ
ップの効率的進行は、mRNA産生時の RNA 
polymerase II のCTDにRNA プロセッシング
タンパク質が結合する例をはじめ、よく知ら
れた機構である。 
 塩基除去修復はDNA組み換えなど他の修復
反応に比べて簡潔である印象が強いため、調
節機構などの解析はほとんど行われていな
い。しかし、実際はゲノムDNA が曝されてい
るDNA損傷の量の大部分は塩基除去修復反応
で修復されるものである。したがって塩基除
去修復の効率的な進行は細胞にとって重要
な問題である。本研究ではXRCC1タンパク質
の新規の相互作用タンパク質の検索と機能
解析をとおして、塩基除去修復反応の高次核
内構造、クロマチン構造における協調的機能



調節機構の存在を明らかにすることが出来
たと考えている。現在論文投稿準備中である。
今後は、ゲノムDNAのヘテロクロマチン領域
の DNA修復には XRCC1への依存が高いのか、
XRCC1や他の修復タンパク質の翻訳後修飾と
foci形成の関係、Xの多型とがん化傾向など
について解析したいと考えている。 
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