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研究成果の概要（和文）：DNAトポロジー変換機構で中心的な役割を担う因子の１つであるDNA topoisomerase I
 （TOP1）のタンパク質複合体・相互作用因子を同定し、TOP1および関連する因子の分子制御機構およびTOP1を
介在するDNA損傷と修復の分子メカニズムを分子生物学的な研究手法を用いて解析し、その詳細を明らかにし
た。加えて、TOP1相互作用因子群の標的遺伝子上での局在変化を解析し、その詳細を明らかにした。また、上記
解析に加えて、新規突然変異試験法の導入を試みた。

研究成果の概要（英文）：DNA topoisomerase I (TOP1) is an essential enzyme involved in resolving the 
torsional stress associated with DNA replication and transcription. TOP1 have a deleterious effect 
on cells in these processes. In the event(s), when the final re-ligation step of the reaction cycle 
is prevented, the covalent TOP1-DNA intermediate becomes a toxic DNA lesion, called TOP1-DNA 
covalent complex (TOP1-cc). The molecular mechanisms of repair of TOP1-cc seem to be complicated 
with DNA replication, transcription, recombination and protein degradation. However, detailed 
mechanisms are not clear. Here we purified and analyzed TOP1 protein complexes to know molecular 
mechanisms of repair of TOP1-cc, TOP1 itself and interaction proteins. Additionally, we analyzed the
 localization of TOP1 on the target gene. 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 複製、二本鎖 DNA 切断修復、転写、転写と共役したヌクレオチド除去修復および突然変
異・染色体不安定性などと、DNA topoisomerase I （TOP1）そのものおよび"TOP1-DNA 間共有
結合体（TOP1-cc）"修復機構は密接に相関すると考えられるが、どのようなメカニズムで相関
しているのか、各 DNA 修復系に TOP1 が直接的に必要であるのか、また、TOP1-cc の修復機構に
各 DNA 修復因子がどのように必要であるかなど全く明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 DNA トポロジー変換機構で中心的な役割を担う因子の１つである TOP1 および TOP1 タンパク
質複合体・相互作用因子がどのような分子制御機構にもとづいて細胞内で機能しているのか、
そして、TOP1 を介在する DNA 損傷と修復の分子メカニズムを分子生物学的な研究手法を用いて
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 TOP1 相互作用因子を発現抑制した条件下、および各 DNA 損傷誘導時の「各因子の物理的相互
作用」を明らかにする。TOP1 タンパク質複合体・相互作用因子、特に TOP1、PARP1 および FACT
（SPT16）の機能的な相関関係を解析し、DNA 損傷と修復に関わる複合的影響を明らかにする。
これらに加えて、新規突然変異試験法の導入を試みる。以上の研究を総合的に進めることで、
DNA 損傷時における TOP1 相互作用因子の物理的および機能的相関関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 TOP1相互作用因子をsiRNAや shRNAにより発現抑制(ノックダウン)および過剰発現した条件
下において、細胞生物学的な解析を実施した。特に上記、ノックダウンの至適条件を特に念入
りに決定した。その結果、TOP1、PARP1 および FACT(SPT16)などの発現抑制条件を決定すること
ができた。 
 HAや FLAGなどのエピトープタグを付加した数種類のTOP1相互作用因子の発現コンストラク
トおよび発現細胞を作成し、その相互作用の詳細を解析し、相関関係を明らかにした。その結
果、TOP1 と PARP1 などの物理的な相関関係を明らかにした。 
 TOP1 相互作用因子群を認識する抗体を使用したクロマチン免疫沈降法およびリアルタイム
PCR 法を実施し、標的遺伝子、特に rDNA 遺伝子上での各因子の局在変化を解析し、その詳細を
明らかにした。その結果、転写装置と TOP1 および関連因子の多くがそれぞれ共役した局在変化
を示すことを明らかにした。 
 上記解析に加えて、遺伝子変異をより詳細に解析するための新規突然変異試験法の導入を試
み、成功した。これらを元に、転写を介在する突然変異誘発機構解析のための新規解析手法を
設計した。 
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