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研究成果の概要（和文）：Arp4, Arp6を含むSWRクロマチンリモデリング複合体、およびArp4, Arp5, Arp8を含むINO80
クロマチンリモデリング複合体のDNA損傷修復への関与の解析を行った。その結果、これらが損傷DNAの核内空間配置の
決定を介して、DNA損傷修復に関与することが示された。また、これらの核内アクチンファミリーに結合するペプチド
のスクリーニングを行い、高親和性結合を示すペプチドを得た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the contribution of the SWR chromatin remodeling complex, containing 
Arp4 and Arp6, and of the INO80 chromatin remodeling complex, containing Arp4, Arp5, and Arp8 to DNA 
damage repair. We showed that these nuclear actin-related proteins contribute to DNA damage repair 
through relocation of double strand break sites to nuclear periphery. We also performed screening of 
peptides which bind to these nuclear actin-related proteins, and got some candidates.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
DNA 損傷に伴うゲノム不安定化は、細胞
のがん化の引き金となり、またがん化の促進
にも関わる。DNA損傷の中でも二重鎖 DNA
切断(double-strand break; DSB)は最も危険
性が高く、染色体異常や遺伝情報の欠失など
を引き起こす。しかし、DNA 損傷修復機構
には不明な点が多く、そのため分子レベルで
の解明が急がれている。このようなゲノム不
安定に加えて、がんおよび他の悪性疾患の特
徴として挙げられるのが、分化した細胞に特
徴的な遺伝子発現パターンの変化である。
DNA とヒストンを中心とした複合体である
クロマチンが遺伝子発現制御に関わること
が知られているが、実際にこのような発現パ
ターンの異常は、エピジェネティックと呼ば
れるクロマチン構造の変化に起因すること
が報告されていた。このクロマチン構造の変
化は、クロマチン構造を変換する複合体(クロ
マチンリモデラー)によって制御されている。
実際に、クロマチンリモデラーの構成因子の
多くが、がん遺伝子やがん抑制遺伝子産物と
して同定されていた。DSB損傷修復において
も、クロマチン構造変化が重要な役割を果た
している。まず、クロマチン構造変換が修復
タンパク質のゲノムへの結合を可能とする。 
 さらに、転写、複製、修復などの様々なゲ
ノム機能は、細胞核の様々な内部構造と結び
ついて起っていることが知られていた。たと
えば、DNA 損傷修復においては、DSB、あ
るいは短小化した染色体末端テロメアが核
周辺部の核膜近傍に移動することが観察さ
れ、その場で不適切な組み換え（転座）が抑
制され、適切な修復が行われることが示され
ていた。 
以上のように、クロマチンの構造や核内空
間配置を制御する機構が DNA 修復には必要
であるが、その解明は遅れていた。特に、ク
ロマチンを核内で移動させる分子機構につ
いては、クロマチンの動きが細胞内の ATP
濃度によって影響されることから、何かしら
の ATP 加水分解酵素がこの動きに関わると
推測されていたが、分子機構は不明のままで
あった。 
我々は、このクロマチン構造形成や核内移
動性に関わるクロマチンリモデラーの特徴
として、その多くがアクチン関連タンパク質
(actin-related protein; 以下Arpと略称)を複
合体中に含んでいることに注目して解析を
進めていた。Arpは、アクチンに進化的・構
造的に関連性を有する一群のタンパク質で
あり、アクチンと共にアクチンファミリーを
形成する。Arp のサブファミリー（Arp1～
Arp10）は、当初、細胞質で機能すると考え
られていた。しかし申請者は Arp4, 5, 6, 7, 8, 
9 が細胞核に局在して機能していることを明
らかにした（PNAS, 1994; Mol Biol Cell, 
1995）。また、転写制御や DNA 修復におけ
るこれらの核内 Arp の重要性を明らかにし
た（Mol Biol Cell, 1999; Nucl Acids Res, 

2002, 2004, 2007）。さらに、核内ArpがDNA
損傷修復などを介してゲノム安定性維持に
も重要な役割を果たすことを見出していた
(Curr Biol, 2008; Nucl Acids Res, 2010)。ま
た、研究分担者・太田と共同で、Arpが細胞
核内でのクロマチン空間配置にも重要な役
割を果たすことを見出していた(PLoS Genet, 
2010; Nucleus, 2011)。 
 
 
２．研究の目的 
クロマチン・細胞核機能構造形成における
このような Arpの重要な機能に注目し、Arp
を主な研究対象とすることで、クロマチンお
よび核構造が DNA 修復にどのように関与し
ているかを明らかにし、その応用への展開を
図ることを目的とした。 
⑴DNA 修復に必要なクロマチン・細胞核機
能構造形成への Arp の役割を明らかにする。
Arpが様々なクロマチンリモデラーの機能を
制御していることが示されている。DNA 修
復を効率的かつ安全に進行させるためには、
特徴的なクロマチンや細胞核機能構造が形
成されることが必要であり、このようなDNA
修復のエピジェネティック制御に Arp がど
のように関与するかを明らかにする。 
⑵Arpに結合してエピジェネティック制御に
影響を与える低分子化合物やペプチドを検
索し、その解析によって創薬への応用展開を
図る。アクチンに結合する化合物やその類似
体の研究が広く行われている。Arpとアクチ
ンの立体構造が類似していることから、これ
らの化合物には Arp に結合するものも含ま
れると予想される。Arpに結合することでク
ロマチンリモデラーの機能に影響を与える
化合物やペプチドを同定し、がんや悪性疾患
治療、再生医療における今後の創薬の基礎と
する。 
 
 
３．研究の方法 
⑴DNA 修復に必要なクロマチン・細胞核機
能構造形成への Arpの関与 

Arp4, Arp6を含む SWR1複合体と、Arp4, 
Arp5, Arp8を含む INO80複合体の解析を行
う。両クロマチンリモデラーは共に進化的に
保存されており、DNA二重鎖切断(DSB)領域
に結合することが示されている (Nucleus, 
2011)。ヒトゲノムには染色体脆弱部位 
(chromosome fragile regions; CFRs)と呼ば
れる欠失や転座の起こりやすい領域が存在
している。CFRs はがん細胞で高頻度に切断
を受けることから、がん研究における重要な
解析対象となっている。CFR の一つである
FRA16D領域を含む酵母人工染色体(YAC)を
Arp4, Arp5, Arp6あるいは Arp8を欠失させ
た酵母細胞に導入し、その切断頻度やクロマ
チン構造を解析する。FRA16Dの不安定化が
このシステムで検出しにくい場合には、低濃
度の DNA 複製阻害剤アフィディコリンで染



色体不安定化を増幅させて検出を行う。ある
いは、FRA16Dや他の CFRをタンデムに連
結させたり、トリプレットリピート配列など
挿入した YACを解析に用いる。 
ヒト培養細胞においても、申請者は Arp5, 
Arp6, Arp8 遺伝子の条件的ノックアウト
(KO)細胞株をすでに樹立している。これらの
遺伝子 KOヒト培養細胞を用いて、内在性の
FRA16Dや他のCFRsの安定性やクロマチン
構造を解析する。 
 
⑵Susan Gasser (FMI, Basel)との共同研究
から、DSB導入に伴ってそのゲノム領域が細
胞核周辺部へ移動すること、そしてこの核内
でのクロマチン再配置が DSB の修復に重要
であることが示唆されていた。この核内クロ
マチン再配置においては、核膜孔タンパク質
(NPC)や、細胞核内膜タンパク質 Mps3 が
DSB の結合領域となっている可能性がある。
これまでに、クロマチン再配置のメカニズム
や、再配置が修復にどのように影響するかに
ついての詳細はほとんど明らかにされてい
ないが、これまでにこのプロセスにクロマチ
ンリモデラーが関与する可能性を示す結果
を得ていた。この機構を明らかにするため、
Arp変異酵母株のゲノムにHOエンドヌクレ
アーゼ依存的な部位特異的 DSB を導入し、
DSB の核内空間配置の時系列変化を蛍光顕
微鏡により解析する。クロマチン上の DSB
領域はGFP-lacI-lacOシステムを用いて顕微
鏡下で可視化する。顕微鏡解析と並行して、
DSB と NPC、および DSB と Mps3 との相
互作用をクロマチン免疫沈降法（ChIP）によ
り観察することで、さらに DSB の空間的挙
動について解析を行う。 
 
⑶Arpがアクチンと共通した立体構造を有す
ることを、申請者は以前の研究によって示し
ており、またこの結果は、最近の X線構造解
析によっても支持されている(Fen et al., 
EMBO J, 2011)。これまでにアクチンに結合
する様々なタンパク質や化合物（例えば、サ
イトカラシン、ラトランキュリン、ファロイ
ジン、など）が知られていた。アクチンと
Arpの構造の類似性などを考えると、これら
のタンパク質に関連したペプチドや化合物
が Arpに結合することが予想されるが、まだ
その解析は行われていない。DNA 修復や遺
伝子発現に関与するクロマチンリモデラー
の機能を制御するペプチドや化合物はこれ
までに報告がなかった。このようなペプチド
や化合物はエピジェネティック研究の重要
なツールとなるばかりでなく、がんや疾病の
治療薬の開発につながることが期待される。
このようなペプチドのスクリーニングや解
析を行う。。 
 
⑷出芽酵母で DSBを誘導した際の、NPCや
Mps3 への DSB の核内移動のタイミングを
ChIP や定量蛍光顕微鏡解析により解析する。

また、核膜における潜在的な相互作用部位あ
るいは再配置に必要とされる因子に変異を
入れた変異株を用いてそのタイミングの変
化を解析する。また Arp遺伝子欠損を誘導で
きるヒト培養細胞株を用いて、放射線あるい
はDNA損傷試薬により形成されたDSBの核
内空間配置の変化を gamma-H2AX染色で比
較すると共に、分裂期染色体核型解析によっ
て、染色体切断や転座の効率を比較解析する。 
 
 
４．研究成果 
⑴Arp4, Arp6 を含む SWRクロマチンリモデリ
ング複合体と、Arp4, Arp5, Arp8を含む INO80
クロマチンリモデリング複合体の、DNA 損傷
修復への関与の解析を行った。ヒトゲノムに
存在する染色体脆弱部位  (chromosome 
fragile regions; CFRs)と呼ばれる欠失や転
座の起こりやすい領域を用いた解析を行っ
た。CFRs の一つである FRA16D 領域を含む酵
母人工染色体(YAC)を酵母に導入した。野生
株に加えて、Arp4, Arp5, Arp6 あるいは Arp8
を欠失させた酵母細胞に導入し、その切断頻
度やクロマチン構造を比較解析した。その結
果、これらのアクチン関連タンパク質が、ゲ
ノム安定性維持に関与することが示された。 
また、Arp8 の遺伝子を破壊したヒト培養細
胞において、放射線あるいは DNA 損傷試薬に
よる誘導されたDSBの核内空間配置の変化を
gamme-H2AX 染色によって比較したところ、
DNA 損傷修復能が低下していることが示され
た。また、この Arp8 遺伝子破壊細胞を用い
て分裂期染色体核型解析を行ったところ、染
色体切断や転座の頻度が上昇していること
が示された。さらに、Arp8 が一本鎖 DNA に高
親和性結合をすることを明らかにし、この
Arp8 の特性が損傷修復に重要な役割を果た
すことを明らかにした。 
 
⑵DNA 損傷に必要なクロマチン・細胞核機能
構造形成へのアクチン・Arp の関与について
解析を行った。その結果、INO80 や SWR など
のクロマチンリモデリング複合体に含まれ
る Arp が、損傷 DNA の核内空間配置の決定に
関与していることを明らかにした。また、出
芽酵母で DSB を誘導した際の、核膜孔複合体
や SUN ドメインタンパク質 Mps3 への DSB の
核内移動のタイミングを、クロマチン免疫沈
降(ChIP)や、定量蛍光顕微鏡によって解析し
た。その結果、これらの核膜タンパク質への
DSB への移行には、SWR クロマチンリモデリ
ング複合体およびINO80クロマチンリモデリ
ング複合体が関与していた。 
 
⑶アクチンおよびアクチン関連タンパク質
に結合するペプチドとして、二重環状構造を
有する bicyclic peptide のファージライブ
ラリーをスクリーニングすることにより、こ
れらのアクチンファミリーに結合するペプ
チドを得た。これらが in vitro で、アクチ



ンおよびアクチン関連タンパク質に高親和
性結合することを確認した。 
 
⑷細胞核内に人為的にアクチン繊維を形成
する実験系を用いて、細胞核内のクロマチン
繊維が転写制御に与える影響について解析
を行った。マイクロアレイ転写解析の結果、
細胞核内のアクチン繊維が、転写制御におい
て、重要な役割を果たすことが示された。 
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