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研究成果の概要（和文）： 

 ミスマッチ修復は DNA 合成の誤りを修復する機構であり、突然変異、発がんの抑制に重要な

役割を果たす。ミスマッチ修復が機能する DNA 合成直後にはクロマチン再形成も起こる。と

ころがミスマッチ修復機構がクロマチン上で機能するためにどのような反応が必要であるのか

はよくわかっていなかった。我々はクロマチン上でミスマッチ修復が機能するために必要な因

子の探索を行い、その候補因子を同定した。本研究成果は真核生物ミスマッチ修復の反応機序

の理解に貢献する。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The mismatch repair system corrects replication errors to protect genomic information 

from mutations.  The mismatch repair system functions after DNA synthesis, at the time 

when chromatin reassembly takes place.  However, the reactions required for mismatch 

repair to function in the context of chromatin remain elusive.  We sought factors that are 

involved in the mismatch repair reaction in the chromatin context, and identified several 

candidate factors.  Our study will contribute to further understanding of the eukaryotic 

mismatch repair reaction. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 DNA 複製や修復反応は、DNA の動的変化
だけでなくクロマチンの動的変化（解離・再
形成）を伴う（図１A）。一方で、DNA 複製・
修復がクロマチンの動態とどのように協調
して機能するのかはいまだよく分かってお
らず、これらの分野の重要な研究課題となっ
ている。 

 

(1)ミスマッチ修復機構 

 ミスマッチ修復は DNA 複製エラー（ミス
マッチ）を複製後修復する機構であり、遺伝
情報の正確な継承に必須の役割を担う。ミス
マッチの修復には、正しい情報を持つ鋳型鎖
と、誤って合成された新生鎖を区別する必要
がある。ミスマッチが生じると、MutS 蛋白
質がミスマッチに結合し、その後 DNA 上を
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「滑る」ことにより移動して新生鎖のシグナ
ルである DNA 末端を探索すると考えられて
いる（図１Ｂ）(Kunkel et al., Annu Rev 

Biochem, 2005)。 

 MutS（真核生物では MutSα および
MutSβ）はミスマッチを識別後、MutLα 複
合体を DNA 上に呼び込む。MutLαはエンド
ヌクレアーゼであり、新生 DNA 鎖特異的に
DNA 一本鎖を切断し、鎖除去反応を誘発す
る。 

 

(2)クロマチン再形成 

 一方で、DNA 複製の直後には、複製に伴
って解離したクロマチン再形成も起こる（図
１A）。クロマチン繊維を構成するヒストン 8

量体は、DNA 複製フォークで H2A-H2B 二
量体、H3-H4 四量体に分かれ、H3-H4 は複
製フォークの後で再度 DNA 上に呼び込まれ
ると考えられている。このときのクロマチン
再形成には CAF-1 ヒストンシャペロンが主
として機能し、さらに HIRA ヒストンシャペ
ロンは DNA 複製と独立してクロマチン形成
に関わる。 

 

(3)ミスマッチ修復とクロマチン形成の相互
関係 

 本研究開始当初、ミスマッチ修復とクロマ
チン構造との関係については、わずか 2 つの
研究しか報告されていなかった。まず、試験
管内において、ヌクレオソームが MutSα の
スライディングを阻害することが示されて
いた(Li et al., J. Biol. Chem, 2009)。一方で、
MutSα に弱いクロマチンリモデリング活性
も報告されていた(Javaid et al., Mol. Cell, 

2009)。これらの報告は全て試験管内での再
構成実験に基づくものであり、ミスマッチ修
復が起こる複製フォークにおいて、ミスマッ
チ修復因子とクロマチン再形成反応が、どの
ように協調的に機能するのかは全く理解さ
れていなかった。 

２．研究の目的 

 

 これらの背景を踏まえ、本研究では、クロ
マチン形成を試験管内再現するツメガエル
卵核質抽出液実験系を用いて、クロマチン形
成とミスマッチ修復反応の機能的な相互作
用の実体、および、それに必要な因子を明ら
かにしようとした。この目的のため、次の課
題の解決を目指して研究を行った。 

(1)クロマチン上でのミスマッチ修復反応の
試験管内再現 

(2)クロマチン上でのミスマッチ修復に関与
する因子の網羅的同定と機能解析 

 

３．研究の方法 

 

(1)クロマチン形成を試験管内で再現する
NPE 系 

 ツメガエル卵抽出液に精子核を加えると、
精子核周辺に核膜が形成された後、核輸送を
経て DNA 複製、修復やクロマチン形成が起
きる。近年、ハーバード大学 Walter 博士ら
により、核を多量に集め、核質の可溶成分
（NPE）を得る方法が報告された(Walter et 

al., Mol. Cell, 1998)。NPE は S 期の核内環
境を試験管内で機能的に再現し、裸の DNA

上に効率よくヌクレオソームを形成してク
ロマチン化する。また NPE は多様な DNA

修復反応を試験管内再現することがこれま
で示されている。本研究では、NPE を用いて
ミスマッチ修復関連因子の同定を行った。 

 

(2)ビオチンを用いた DNA の固定 

 本研究では、NPE 系を用いて、クロマチン
上でのミスマッチ修復に関わる因子の網羅
的同定を試みた。この目的のため、DNA の
セファロースビーズへの固定と NPE からの
回収を行った。 

①ビオチン化オリゴヌクレオチドと一本鎖
環状 DNA を調製し、これらを用いて、一ヶ
所にビオチン修飾を持つ閉環状二重鎖 DNA

を試験管内合成した。 

②NHS 活性化したセファロースビーズおよ
び第一級アミンを持つビオチン化合物を用
い、ビオチン化セファロースビーズを作成し
た。 

③ビオチン化二重鎖 DNA とストレプトアビ
ジンを反応させ、ビオチン・ストレプトアビ
ジン複合体を形成させた。これをさらにビオ
チン化セファロースビーズと反応させ、DNA

とビーズがストレプトアビジンにより架橋
された複合体を作成した。 

 

(3)ミスマッチ修復関連因子の網羅的回収 

 (2)の方法でセファロースビーズに固定し
た DNA を NPE に加え、一定時間インキュ
ベートした後遠心により回収し、buffer で洗

  

図１：複製フォークでのクロマチン再形
成とミスマッチ修復 



 

 

浄して DNA 結合画分を得た。これを少量に
溶出し、SDS-PAGE により分画後、ウエスタ
ンブロッティングもしくは質量分析により
解析した。 

 

４．研究成果 
 
(1)クロマチン上でのミスマッチ修復の再現 

 NPEにDNAを加えると、ヒストンがDNA

に結合して数分以内にクロマチン化が起こ
る。免疫除去実験から、この時のクロマチン
形成は、主として FDNA 合成非依存的なク
ロマチン形成を促進するHIRAシャペロンの
機能によるものであることが分かった。この
条件下でミスマッチ修復が機能するかを解
析するため、様々な組み合わせの一塩基ミス
マッチ、あるいは insertion/deletion loop 

(IDLs)をを持つ DNA に gap を導入し、NPE

でのミスマッチ修復効率を検討した。NPE

は A:C や G:T のミスマッチを効率よく（約
60-80%）修復し、一般的にミスマッチ修復で
直されにくいとされる G:G や C:C のミスマ
ッチも修復することがわかった。また±5 の
IDL も修復した。従って、NPE はクロマチ
ン形成が効率よく起きるにもかかわらず、ミ
スマッチ塩基の修復を効率よく引き起こす
ことが示された。試験管内ではヌクレオソー
ムがMutSαのスライディングを阻害するこ
とが示されているので(Li et al., J. Biol. 

Chem, 2009)、この結果は、何らかの因子の
助けにより、NPE 中でのミスマッチ修復が可
能になっている可能性を示唆する。 

 

(2)ミスマッチ塩基周辺でのクロマチン除去 

NPE がクロマチン形成のみならずミスマ
ッチ修復も効率よく試験管内再現する動作
機構を知るため、ミスマッチ修復が起こる場
でクロマチン構造に変化があるかを解析し
た。DNA のスーパーコイルを指標にヒスト
ンの結合量を解析したところ、興味深いこと
にミスマッチの存在に依存してヒストンの
結合が減少することが示唆された。さらに
DNA をプルダウンしてヒストンの結合量を
直接定量することにより、ミスマッチ塩基の
存在によってクロマチン形成が阻害されて
いることが示された。マイクロコッカルヌク
レアーゼを用いたマッピングから、この阻害
はミスマッチ塩基周辺で起きていることが
分かった。またこの阻害反応は既に形成され
たクロマチン構造の解消を伴っていた。これ
らの結果は、ミスマッチ修復の場では、何ら
かの補助因子が機能することによってクロ
マチン構造が解消され、それによってミスマ
ッチ修復が可能になることを示唆する。クロ
マチン形成は DNA 上で起こる反応であるた
め、そのような補助因子が存在するのであれ
ば、それらもミスマッチ塩基に依存してDNA

に結合することが予想された。 

 

(3)ミスマッチ塩基を持つ DNA に結合する因
子の網羅的回収 

 そこで、ミスマッチ塩基に結合する因子の
網羅的な同定と解析を試みた。DNA に結合
したタンパク質を、３-(3)に示した方法で回
収し、銀染色したものを図２に示す。ミスマ
ッチ修復因子である Msh2 および Msh6 はミ
スマッチの存在に依存して DNA に結合して
いた。また真核生物 MutL のサブユニットで
ある Mlh1 のミスマッチ結合も、銀染色、ウ
エスタンブロットで確かめられた。これらの
因子を質量分析計により網羅的に解析した
ところ（北海道大学小布施力史博士、長尾恒
治博士との共同研究）、さらに MutLαのサブ
ユニットである Pms2 や、ミスマッチ修復に
機能するエキソヌクレアーゼである Exo1 な
どが同定された。さらに多数の DNA 修復・
クロマチン関連因子がミスマッチの存在に
依存して DNA に結合することが示唆された。 

 

(4)ミスマッチ結合因子の機能解析 

 同定された因子のうち、クロマチン形成に
関与することが予想される因子について抗
体を作成、あるいは分与していただいてその
DNA 結合を解析したところ、MutSα に依存し
て、MutLα 非依存的に DNA に結合する因子が
見つかった。この因子を NPE から免疫除去し

             

図２：ミスマッチを持つ DNA に結合する
因子の網羅的探索 



 

 

たところ、ミスマッチ塩基周辺でのクロマチ
ン除去の効率が低下することが示された。 
 
(5)結論と展望 
 本研究から、ミスマッチ塩基の存在と、
MutSα の機能に依存して DNA にリクルートさ
れるクロマチン関連因子が見つかった。また、
これまで他の DNA修復経路に必要であること
がわかっている因子にも、同じ挙動をするも
のが複数発見された。これらの成果は、クロ
マチン上でミスマッチ修復が機能する機構
を知るための重要な手がかりになる。また同
時に、ミスマッチ修復反応と他の DNA 修復反
応の間に、これまで知られていなかったクロ
ストークが存在することを強く示唆する。今
後、同定された因子の機能解析、および、よ
り系統的なミスマッチ塩基結合因子の探索
が、クロマチン上でのミスマッチ修復反応の
理解に重要であると考えられる。 
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