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研究成果の概要（和文）：　紫外線による塩基損傷がヌクレオチド除去修復（NER）により二次的なDNA損傷に変
換されるメカニズムの解明を目指すとともに、生体内での二次的DNA損傷の生成について検討した。その結果、
Exo1がNER反応のssDNAギャップ中間体を拡大していることが明らかとなり、ATR経路を活性化することがわかっ
た。また、Exo1がDSBに対するシグナリング経路にも影響を与えることや、細胞死の防御に寄与することを見出
した。そしてマウス皮膚組織における諸反応について解析を行い、表皮の基底細胞層においてNER依存的なDNA損
傷応答反応が起きることを示し、生体内でも二次的DNA損傷が生成することを示唆した。

研究成果の概要（英文）：In quiescent cells, nucleotide excision repair (NER) process generates 
multiple types of secondary DNA damage.  However, the mechanism of secondary DNA damage formation 
and their biological meanings are unclear.  In this study, we have examined the possible involvement
 of exonuclease 1 (Exo1) in the processing of ssDNA gap intermediate during NER.  We found that Exo1
 plays an important role in the processing of NER-induced ssDNA gap intermediates and protects 
UV-induced cell death in quiescent cells.  In addition, we could detect several NER-dependent DNA 
damage responses in mouse skin, such as H2AX phosphorylation and ATM activation, indicating that 
NER-dependent formation of secondary DNA damage indeed occurs in vivo as well.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ヌクレオチド除去修復　DNA損傷応答　二次的DNA損傷　ssDNAギャップ　DNA二本鎖切断
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 DNA は、紫外線、電離放射線や様々な化学
物質により損傷を受けるが、生物は DNA 損傷
の蓄積を防いでゲノムの安定性を維持する
ために、多種多様な DNA 損傷応答システムを
備えている。このシステムには、様々な種類
の DNA 修復系、細胞周期チェックポイントや
アポトーシス等の反応が含まれ、相互に関連
しながら損傷の種類や量そして細胞の状態
に応じて適切な応答がなされている。その中
で中心的な役割を担っているのが PIKK ファ
ミリーに属する ATM、ATR、そして DNA-PKcs
であり、細胞内の種々のタンパク質をリン酸
化することにより、様々な反応を制御してい
る。ヒストン H2AX はそれらの重要な基質の
一つであり、そのリン酸化は主に電離放射線
等による DNA 二重鎖切断（DNA double-strand 
break; DSB）生成に伴って生じ、DSB による
DNA 損傷応答において重要な役割を担ってい
る。 
 DSBのマーカーとして知られるH2AXのリン
酸化反応であるが、直接 DSB を誘起しない紫
外線によってもこの反応が生じる。申請者の
属するグループはDNA複製に依存しない反応
に着目し、接触阻止と血清飢餓により G0 期
に同調したヒト細胞で、紫外線照射後にヌク
レオチド除去修復 nucleotide excision 
repair; NER）依存的に H2AX がリン酸化され
ることを報告した（Matsumoto et al., 2007）。
さらに、このリン酸化には２種類の二次的な
DNA損傷に対応するPIKKキナーゼが寄与して
おり、一本鎖 DNA 領域の蓄積による ATR を介
したものと、DSB の生成による ATM（もしく
は DNA-PKcs）を介したものが存在することを
明らかにした（Wakasugi et al., 2014）。従
来、紫外線では DNA にゆがみを生じる塩基損
傷のみが生成し、生体にとって最も重篤な
DSB は S 期以外の時期に生じないと考えられ
てきた。しかしながら、我々の実験結果は、
紫外線によって生じた塩基損傷を修復する
NER を介して二次的に DSB が生じることを示
しており、それによる重篤な影響を防ぐため
のDNA損傷応答経路の存在や既知の経路との
クロストークも予想された。 
 NER の修復過程の中間体を介するチェック
ポイントの活性化は、酵母からヒトにおいて
保存されており、非常に重要な機構であると
考えられる。しかしながら、広範な一本鎖 DNA
領域が生じることは報告されているが、DSB
が生成するという報告はなく、紫外線により
生じた二量体型の塩基損傷がどのように DSB
に変換されるのかは不明である。また生体内
の反応を考えると、休止期の細胞における
DNA 損傷応答反応も重要なことは明白であり、
これまでにもその重要性は指摘されてきた
が、増殖期とは異なる現象が断片的に報告さ
れているのみで、その意義に関しては十分な
解析がされておらず、分子的な理解には程遠
い状況にあった。 
 

 
２．研究の目的 
 我々は、ヒストン H2AX がヌクレオチド除
去修復（nucleotide excision repair; NER）
に依存してリン酸化されるという発見を端
緒とし、休止期の培養細胞では、NER 依存的
に複数のDNA損傷応答機構が活性化すること
を明らかにしてきた（図１）。その活性化は
NER の反応中間体を介して生じる２種類の二
次的な DNA 損傷に起因するが、本研究ではそ
の二次的な損傷の生成機構とそれにより活
性化するDNA損傷応答の生物学的意義の解明
を目的とした。特に、生体にとって重篤な作
用をもつ二本鎖切断（DNA double-strand 
break; DSB）がどのように生じるかは不明で
あり、DSB の生成に関わるヌクレアーゼを同
定し、その酵素活性の制御や欠損による生物
影響を明らかにすることを試みた。また、培
養細胞で見いだした新規のDNA損傷応答反応
が生体内でも起きることを示し、その生物学
的意義の解明を目指した。 

図 1 休止期の NER 依存的な DNA 損傷応答機
構のモデル 

 
３．研究の方法 
 細胞の G0 期への同調は、接触阻止と血清
飢餓の処理、つまりコンフルエントになるま
で培養した後に、血清濃度を 10%から 1%に下
げて 3-4 日間培養して行なった。DNA 損傷応
答反応の活性化は、各 DNA 損傷応答因子もし
くはその基質のリン酸化体に対する特異抗
体を用いたウェスタンブロッティングもし
くは蛍光免疫染色により評価した。また標的
タンパク質のノックダウンにはレンチウイ
ルス系による shRNA を用い、薬剤選択により
ノックダウン細胞株を作製した。 
 生体内における NER依存的な DNA損傷応答
反応は、野生型マウスもしくは NER 能を欠損
した xpa ノックアウトマウスに UV-B を照射
し、各時間経過後に皮膚切片を作製して蛍光
免疫染色により解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）これまでの解析から二次的 DNA 損傷へ
の変換に関与することが示唆された Exo1 に
着目して解析を行った。まず、蛍光タンパク
質と融合した Exo1 を安定発現する細胞を作
成して細胞内局在性について検討したとこ
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 さらに、マウスの皮膚組織における ATM シ
グナリング経路の活性化について検討を行
ったところ、UV-B を照射した野生型マウスの
基底層の細胞では 4時間後に強い ATMのリン
酸化のシグナルが観察されたが、24 時間後で
は減衰しており、H2AX のリン酸化反応とは明
らかに異なる動態を示した。それに対し、NER
能を完全に欠損したxpaノックアウトマウス
ではどの時間においてもそのシグナルはほ
とんど検出されなかった。したがって、皮膚
組織においても ATMのリン酸化が NER依存的
に生じることが明らかとなり、紫外線によっ
て DSB が生じる可能性も示唆された。 
 したがって、生体内においても、休止期に
同調した培養細胞を用いて観察されたDNA損
傷応答反応が生じていることを意味してお
り、この新規の DNA 損傷応答の生物学的意味
についてさらに検討する必要がある。 
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