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研究成果の概要（和文）：　DNA二本鎖切断(DSB)の修復経路に関する新たな知見を得るために、本研究を始め
た。複雑な構造を持つDSBはresectionと呼ばれる相同組換え初期の反応で高頻度に処理されることを明らかに
し、またヒトG1期細胞がresection反応を示すことも示した。この反応にはS/G2期と同様にCtIPが重要な役割を
担っていること、resection開始後にも未知の機能を持っていることも明らかにした。また、重粒子線照射によ
り複雑なDSBが生じた細胞では細胞老化、細胞死関連遺伝子が高いレベルで誘発されている事が明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：This study was begun to extend our knowledge of the repair pathways for DNA 
double strand breaks (DSBs). We showed that complex DSBs efficiently activate the DNA end resection,
 an early step in homologous recombination (HR). It was also elucidated that human cells in the 
G1-phase exhibit resection activity, which requires CtIP as the activity in the S/G2-phase does. 
Furthermore, it was suggested that CtIP has unknown roles at the DSB sites following the initiation 
of resection. In addition, the signals for cell senescence and cell death were highly induced in 
cells following heavy ion beam-exposure, which produces complex-type DSBs.

研究分野： 分子生物学、DNA損傷応答
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１．研究開始当初の背景 
（１）ヒト細胞における、DNA 二本鎖切断 
(DSB) の主要な修復経路は非相同末端結合
(NHEJ)と相同組換え（HR）である。 
 
（２）HR 反応には姉妹染色分体が存在して
いることが必須であるため、S/G2 期でのみ
起こると考えられる。 
 
（３）HR の初期課程は、切断末端の２本の
DNA 鎖のうちの一方が削り込まれて残る１
本鎖が露出する反応で、DNA end resection
と呼ばれる。その始動には CtIP が必要とさ
れる。 
 
２．研究の目的 
（１）複雑な末端構造を持つ DSB に対する
修復課程を解析し、損傷の質の違いによる細
胞応答の違いを明らかにする。 
 
（２）細胞周期によって DSB 修復の制御が
どの様に異なっているかを明らかにする。 
 
（３）DSB修復経路選択の鍵を握る CtIPの
機能と性質を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）低 LET の X 線と、高 LET で複雑な
DSB を生じさせる重粒子線で培養細胞を照
射し、非照射細胞と各照射細胞を各種の手法
で解析し比較する。 
 
（２）細胞から調製したライセートを用い、
特異的抗体を使ったウェスタンブロットに
より DNA 損傷応答関連タンパク質の量的変
化やリン酸化等の修飾を解析する。 
 
（３）特異的抗体を利用した蛍光免疫染色法
で DNA 損傷応答関連タンパク質を検出し、
細胞レベルの観察による解析を行う。 
 
（４）コロニーフォーメーション法により、
細胞生存率を検証する。 
 
（５）HPRT遺伝子座の突然変異株を分離し、
ゲノム内に生じた DSB 修復の痕跡をエクソ
ン PCR法によって解析する。 
 
（６）細胞老化検出キットを利用し、放射線
照射後の細胞老化頻度を検証する。 
	 
（７）定量性 PCR 法により、放射線照射後の
細胞運命関連遺伝子の発現量変動を解析す
る。	 
	 
	 
４．研究成果	 
（１）まず、S 期を中心として各細胞周期に
おける resection 活性を調べることが本研究

の初めの取り組みとして重要であった。検証
の結果、ヒト S/G2 期細胞に生じた複雑な DSB
の80%	 以上はresectionを受けていることが
明らかになった。さらに、30%	 前後の G1 期
細胞が重粒子線照射後に resection 活性を示
す事を明らかにした。また、S/G2 期での
resectionの始動にCtIPが Mre11とともに重
要な役割を果たすことが知られているが、こ
の G1 期での resection 活性も CtIP に依存し
ていることを明らかにした(DNA	 Repair,	 
2013)。この結果は、その後の他の研究グル
ープからの報告でも確認され、機構の解明が
進んでいる。	 
	 
（２）CtIP は resection 反応の始動の段階で
機能するため、resection 活性の細胞周期制
御と DSB 修復経路選択の機構を解明する上で
も重要な因子である。CtIP が resection の始
動以外の機能を持っている可能性に関して
詳細に検討した結果、放射線照射後の長時間
に渡って低レベルのリン酸化状態を維持し
ながら CtIP がフォーカスを形成しており、
そのリン酸化は ATM だけでなく ATR にも制御
されていると考えられること、DNA 損傷後に
は CtIP の分解が始まり、DSB 部位では新規合
成された CtIP タンパク質の積極的なリクル
ートが絶えず続いていると考えられること
などを明らかにした（Mutat	 Res,	 2015）。こ
れらのことから CtIP は resection が進行し
た後にも何らかの役割を果たしていると考
えられ、resection 後の修復過程の解明に重
要な知見を得られた。	 
	 
（３）さらに、CtIP 機能の解明を進めるため
に相互作用タンパク質の探索を進めた。CtIP
断片を用いた実験と細胞のライセートを用
いた実験によって得られた相互作用タンパ
ク質を質量分析によって同定したところ、幾
つかの興味深いタンパク質が含まれていた。	 
	 
（４）重粒子線誘発の複雑な DSB がどのよう
な経路で修復されているかを検討するため
に、重粒子線誘発 HPRT 遺伝子変異細胞株を
分離した。ゲノム遺伝子内部での欠失配列を
解析するためにエクソン領域の PCR を行った
ところ、変異株の大多数は全てのエクソンを
保持しているか逆に全てを失っているかの
どちらかであった。損傷構造の違いによる修
復方法の差を修復の痕跡を調べる事によっ
て定量的に解析するためには、相当数の変異
株を用いる必要が有ると判断される。	 
	 
（５）損傷の質の違いによる細胞運命の違い
を検証したところ、高 LET 重粒子線照射によ
って X線照射よりも高頻度で細胞老化が誘発
されていることが明らかになった。さらに、
損傷の質の違いが細胞シグナルにどの様な
影響を及ぼしているかを検討するため、照射
後の細胞運命関連遺伝子の発現レベルを定
量性 PCR によって解析した。その結果、高 LET



放射線では細胞老化、細胞死関連遺伝子が X
線に比べて高いレベルで誘発されている事
が明らかになった。	 
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