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研究成果の概要（和文）：ゲノムの安定性はDNA修復機構とチェックポイント機構に支えられ維持されている。私たち
は新規のDNA修復酵素と考えられるショウジョウバエCG1218とそのヒト遺伝子C4orf27を見いだした。これらのタンパク
質をクローニングしその性質を調べた結果、これらのタンパク質はレーザーで作った核ないのDNA 損傷部位に集積する
こと、また、AP endonucleaseの活性があること、C4orf27を免疫沈降したところ、PARP1とヘテロダイマーを形成して
いることがわかった。また、siRNAでノックダウンした細胞は酸化ストレスに感受性を示すことから新規DNA修復酵素で
あることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The CYR motif was first identified in the repair protein, PALF (ALPF), and found i
n various proteins of DNA metabolism and DNA repair. We newly identified the CYR motif containing proteins
, Drosophila CG1218 and its human ortholog C4orf27, which contained a conserved DUF2228 domain. We hypothe
sized that these proteins have DNA metabolism related functions. We isolated cDNA of CG1218 and human C4or
f27, and characterized these proteins. Here we show that; 1) a CG1218 protein accumulates at DNA damaged s
ite and human C4orf27 protein forms a hetero dimmer with PARP1 and accumulates at DNA damaged site 2) CG12
18 and C4orf27 possess endo/exonuclease activities against abasic site. 3) Suppression of the expression o
f C4orf27 using siRNA provided the cells with sensitivity to MMS, which produces methylated bases leading 
to single-strand breaks. These data suggest that DUF2228 protein CG1218-PA and C4orf27 play important role
s in the repair of DNA base damage and single-strand breaks.
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１． 研究開始当初の背景 
 ゲノムの安定性は様々な DNA 修復機構と
チェックポイント機構により維持されてい
る。DNA 損傷のうち二重鎖切断は最もゲノ
ムを不安定化し細胞の老化やがん化に影響
をあたえる損傷で、その修復機構とチェック
ポイント機構の詳細な解明は重要な課題で
ある。 
 我々は FHA domain をもつタンパク質の
バイオインフォマティクス解析から新規の
DNA 修復酵素 PALF を発見し、また、アミ
ノ 酸 配 列 の 解 析 か ら 新 規 の CYR 
domain(C2H2 type zinc finger)を発見した。
CYR domain をもつタンパク質をデータベ
ース上で調べると未知タンパク質を除くす
べてのタンパク質が DNA 代謝酵素・修復酵
素であった。CYR domainをもつ未知タンパ
ク質としてショウジョウバエのタンパク質
CG-1218-PA を見いだしたが、さらに
CG-1218-PA の配列からヒトオルソログ
APNX(C4orf27)を同定した。APNXは線虫か
らヒトまでよく保存されたタンパク質で、ヒ
トAPNXはCYR domainを欠損しているが、
多くの種で CYR domain をもつことから新
規の DNA 代謝酵素・修復酵素であると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
あらたに見いだされた CG-1218-PA とヒト
オルソログ APNX (C4orf27)の生理機能をタ
ンパク質レベルや細胞レベルで解明し、ゲノ
ムの安定性に対する役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) CG-1218-PA 、APNXをクローニングし、
GFP-tagの細胞発現用ベクターを構築する。
これを用いて GFP-タンパク質を作り細胞内
に発現させ、in situでレーザーを用いた実験
系で DNA 損傷応答があるかどうかを調べる。 
(２) CG-1218-PA 、APNXのリコンビナン
トタンパク質を大腸菌で発現させ、精製し、
in vitroで DNA損傷オリゴを用いた assay
系で修復酵素活性やその他の活性が認めら 
れるかを検証する 
(３) Flag -APNXの安定発現細胞株を樹立し、
免疫沈降と nano- LC/MS/MSを用いてプロ
テオーム解析を行い相互作用するタンパク
質を同定し、その機能を解析する。 
(４) APNXを siRNAを用いてノックダウン
し、DNA損傷薬剤に対する耐性および細胞
周期に及ぼす影響を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) GFP-CG1218-PA、GFP-APNXを作製し, 
細胞に導入後 in situ でレーザーを用いて細
胞核内に DNA 損傷部位をつくり、集積を調
べた。その結果 GFP-CG1218、GFP-APNX
は DNA 損傷部位に DNA 損傷依存的にリク
ルートされ集積することが分った。 
(２) CG-1218-PA 、APNXのリコンビナン

トタンパクを精製し、in vitro で修復酵素活
性が認められるかどうかを調べたところ、い
ずれにもPALFと類似したAP endonuclease
の活性が認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３） Flag -APNXの安定発現細胞株を樹立
し、免疫沈降と nanoLC/MS/MS を用いてプ
ロテオーム解析を行った。その結果、
(I)APNX は主に PARP1 とヘテロダイマー
を形成している。(II)ゲル濾過カラムを用い
て免疫沈降物を分離するとAP endonuclease
活性部位とAPNX -PARP1complexの溶出部
位が一致する。(III)リコンビナントタンパク
質を使った in vitro の実験で APNX は
PARP1を活性化することが示された。また、
GST-PARP1 の 欠 損 ミ ュ ー タ ン ト と
His-APNX を用いた Far Western analysis
で APNXは PARP1の N端（ZnF-BRCT） 
部位に結合することが明らかになった。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(４) APNXの siRNAを用いてノックダウン
し、DNA損傷薬剤に対する耐性を調べたと
ころ、X線やブレオマイシンなどの DNA二
本鎖切断を引き起こす薬剤に対しては感受
性にならなかったが、酸化損傷や DNA一本
鎖切断を引き起こすMMSに対して感受性を
示すことがわかった。また、PARP1とヘテ
ロダイマーを形成していることからMMSに
よる酸化損傷や DNA一本鎖切断で活性化さ
れる PARP1の活性を poly(ADP ribosil)鎖に
対する抗体で調べた。その結果 APNXのノッ
クダウンで PARP1の活性化が著しく遅れ阻
害されることが明らかになった。 
 

 
 

 
 

以上（１）~（４）の結果から、APNX は
PARP1とヘテロダイマーを形成し、PARP1
の相互作用タンパク質として酸化損傷や
DNA一本鎖切断で DNA損傷部位にニック
やギャップを導入して PARP1の活性化を行
うタンパク質で、まったく新しい DNA修復
酵素であることが明らかになった。 
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