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研究成果の概要（和文）：生物の遺伝情報を担うDNAには様々なタンパク質が付随している。放射線照射された
細胞では，DNAと付随タンパク質が架橋し離れなくなったDNA損傷（DNA-タンパク質架橋：DPC）が生成する。し
かし，DPCの生成量や修復機構が分かっていないため， DNA損傷としての位置づけが明確ではない。本研究で
は，DPCに含まれるタンパク質を明らかにし，その生成機構を考察した。さらに，DNA鎖切断末端にトポイソメラ
ーゼが架橋したDPCの修復に対するチロシン-DNAホスホジエステラーゼ1および2の関わりと両酵素の修復への寄
与の違いを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：DNA molecules that carry the genetic information of the cell are constantly 
associated with various proteins. DNA-associated proteins are covalently trapped in DNA to form 
DNA-protein cross-links (DPCs) when cells are irradiated with ionizing radiation or treated with 
other DNA-damaging agents. However, little is known about the amount of DPC damage resulting from 
the exposure to ionizing radiation and other DNA-damaging agents. Furthermore, how DPC damage is 
repaired in cells remains largely elusive. In the present study, we irradiated cells with X-rays and
 analyzed the proteins involved in DPCs. The possible mechanisms of DPC formation are discussed. We 
also used cells that were deficient in tyrosyl-DNA phosphodiesterases (TDP) 1 and 2 together with 
other enzymes, and elucidated the roles of these enzymes in the repair of DPCs that contained the 
cleavage complex of topoisomerases 1 and 2 (TOP1cc and TOP2cc).

研究分野：放射線生物学

キーワード： 放射線　DNA損傷　修復機構
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA-タンパク質架橋（DPC）は，放射線，紫外線，ホルムアルデヒドなどの変異原物質で誘発される主要なDNA損
傷の一つである。本研究により，DPCの生成機構と修復機構の一端が明らかになった。DNA損傷は，発がんや老化
の原因となることが知られていることから，DPC形成に起因する発がんおよび老化機構の解明につながると予想
される。また，カンプトテシンやエトポシドなどの抗がん剤は，DPCを形成することによりがん細胞を死滅させ
る。DPC修復に関わる酵素を標的とした阻害剤を分子設計することにより，効果の高いがん治療が可能となると
なる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

１．研究開始当初の背景 
生物の遺伝情報を担う DNA には，様々な損傷が生じる。DNA 損傷は，突然変異誘発，発がん，老
化に関わっていることから，DNA 損傷の細胞毒性や変異原性が精力的に研究されてきた。これま
でに同定された損傷は，DNA 鎖切断，塩基損傷，DNA 鎖間架橋，DNA-タンパク質架橋（DPC）に大
別される。DNA 鎖切断，塩基損傷，DNA 鎖間架橋の生物影響については研究が進展しており，主
要な修復機構も明らかにされた。一方，DPC は放射線で誘発されるほか，紫外線，ホルムアルデ
ヒドなどのアルデヒド化合物，カンプトテシンやエトポシドなどの抗がん剤でも生成すること
が知られていたが（1），生成量や修復機構が分かっていないため，他の損傷に比べ DNA 損傷とし
ての位置づけが明確ではなかった。 
研究代表者は，放射線が誘発する DPC に注目し研究を行い，蛍光標識を用いた DPC 検出法を確
立した（図 1A 上段）（2,3）。さらに，放射線は DNA 鎖切断を伴わない DPC（Type 1），DNA 一本鎖
切断（SSB）に隣接した DPC（Type 2），DNA 二本鎖切断（DSB）に隣接した DPC（Type 3）の三つ
のタイプを誘発し（図 1B），Type 2 DPC には DNA トポイソメラーゼ（TOP）1，Type 3 DPC には
TOP2 がかなり高い割合で含まれることが示唆された。以上の結果から，放射線誘発 DNA 損傷と
しての DPC の位置づけを明らかにするためには，Type 1〜Type 3 DPC の生成機構を明らかにす
るとともに，これらのタイプの DPC のゲノム DNA における修復機構を明らかにする必要がある
と考えた。 
 

 
図 1（A）蛍光標識（上段）および原子間力顕微鏡（AFM，下段）を用いた DPC 検出，（B）放射線
が誘発する Type 1〜Type 3 DPC 
 
２．研究の目的 
(1) DPC の生成機構解明 
DNA に対する放射線の作用機序および DNA とタンパク質との相互作用の観点から，Type 1〜Type 
3 DPC の非特異的/特異的生成機構を明らかにする。 
 
(2) DPC の修復機構解明 
Type 1〜Type 3 DPC のゲノム DNA における除去動態を解析し，各タイプの DPC の修復機構を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)クロスリンクタンパク質の検出 
クロスリンクタンパク質の全体量は，細胞から精製したゲノム DNA に含まれるタンパク質を蛍
光標識し定量した（図 1A）。ヒストン，poly(ADP-ribose)polymerase 1（PARP1），KU70 は，精製
したゲノム DNA を DNase I で消化後，試料を SDS-PAGE で分離し，特異的抗体を用いたウエスタ
ンブロットにより検出した。TOP1，TOP1 由来の DNA-peptide cross-link (DPepC)，TOP2 は，精
製したゲノム DNA を膜にスロットブロットし特異的抗体を用いて検出した。 
 
(2) 試験管内 DPC 除去反応 
TK6 細胞をエトポシドで処理し，TOP2 を含む DPC をゲノム DNA に誘発した。細胞から精製した
DNA と tyrosyl-DNA phosphodiesterase (TDP) 2 を試験管内でインキュベートし，DNA とクロス
リンクした TOP2 を上記スロットブロット法で定量した。 
 
(3) 細胞の生存率 
細胞を放射線照射あるいは薬剤処理後，メチルセルロース入りの培地に蒔き，コロニー形成法に
より生存率を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) DPC 生成機構 
放射線が誘発するラジカルの非特異的な再結合（非特異的反応）により生成する Type 1 DPC を
検討した。X線照射した細胞から精製したゲノム DNA を DNase I で消化し，DNA にクロスリンク



 

 

したタンパク質をウエスタンブロットにより調べた。その結果，DNA に結合しヌクレオソーム構
造を形成しているコアヒストン（H2A，H2B，H3，H4）およびリンカーヒストン（H1）が DPC に含
まれることが明らかとなった。X 線により生成した DNA ラジカルあるいはヒストンラジカルが，
それぞれヒストンおよび DNA と反応し架橋したと考えた。 
次に TOP1，TOP2 以外で Type 2 および Type 3 DPC を形成するタンパク質を検討した。DNA 修復
に関わる PARP1 および KU70 タンパク質は DNA 鎖末端の脱塩基部位に不安定な Schiff 塩基を形
成し，Type 2 および Type 3 DPC を形成する可能性がある。そこで，X線照射した細胞から精製
したゲノム DNA をウエスタンブロットで調べた。しかし，PARP1 および KU70 の DPC 形成は認め
られなかった。 
 
(2) DPC 修復機構 
Type 1〜Type 3 DPC の修復機構は，それぞれのタイプの DPC を選択的に生成する系を用いて検
討した。 
 
① Type 1 DPC  
放射線により生成した DNA ラジカルあるいはタンパク質ラジカルは，タンパク質および DNA と
反応し Type 1 DPC を形成する。ホルムアルデヒドも DNA とタンパク質を架橋し，Type 1 DPC を
誘発する（図 2A）。ニワトリ由来 DT40 細胞をホルムアルデヒド処理し生存率を調べた（図 2B）。
TDP1 を欠損した DT40 細胞はホルムアルデヒド感受性を示し，さらに，野生型細胞に比べ DPC 除
去が遅延した。TOP1 が DNA 一本鎖切断末端にトラップされた TOP1 cleavage complex (TOP1cc) 
は TDP1 の主要な基質であることから，ゲノム DNA における TOP1cc 生成を調べたが生成は認め
られなかった。TDP1 はホルムアルデヒドが誘発する未同定の Type 1 DPC の修復に関与している
と予想した。一方，DPC 特異的プロテアーゼとして示唆されている SPRTN の欠損細胞は，ホルム
アルデヒド感受性を示さなかった（図 2B）。ホルムアルデヒドが誘発する Type 1 DPC の修復に
SPRTN は関与していないと考えられる。 
 

 

図 2（A）ホルムアルデヒドが誘発する Type 1 DPC，（B）ホルムアルデヒド処理した DT40 細胞の
生存率 
 
② Type 2 DPC 
TOP1 の反応部位近傍にある DNA 損傷は TOP1 反応中間体を阻害し，TOP1cc を含む Type 2 DPC を
形成する。カンプトテシンも TOP1 反応中間体を阻害し，TOP1cc を含む Type 2 DPC を誘発する
（図 3A）。TOP1cc はプロテアソームによりペプチドサイズに分解され，生じた DNA-peptide 
cross-link (DPepC) をTDP1が除去すると考えられている。ヒトTK6細胞由来のTDP1欠損細胞，
TDP2 欠損細胞，TDP1/TDP2 二重欠損細胞をカンプトテシン処理し，生存率（図 3B）およびゲノ
ム DNA における TOP1cc・DPepC の除去動態を調べた。その結果，TDP1 は主要な DPepC 除去酵素
として働くが，TDP1 が欠損すると TDP2 がバックアップ酵素として働き DPepC を除去することが
分かった（図 3C）。 
 

 
 

  



 

 

 
 
図 3（A）カンプトテシン（CPT）が誘発する Type 2 DPC，（B）カンプトテシン処理した TK6 細胞
の生存率，（C）TOP1cc を含む Type 2 DPC の修復機構 
 
③ Type 3 DPC 
TOP2 の反応部位近傍にある DNA 損傷は TOP2 反応中間体を阻害し，TOP2 が DNA 二本鎖切断末端
にトラップされた TOP2 cleavage complex (TOP2cc)を含む Type 3 DPC を形成する。エトポシド
も TOP2 反応中間体を阻害し，TOP2cc を含む Type 3 DPC を誘発する（図 4A）。修復欠損 TK6 細胞
をエトポシド処理し，生存率およびゲノム DNA における TOP2cc 修復を調べた。その結果，TOP2cc
は，4 つの経路（プロテアソーム依存・非依存経路および TDP2 依存・非依存経路）で修復され
ることが明らかとなった（図 4B）。さらに，in vitro 実験により，TDP2 がプロテアーゼ分解を
受けていない TOP2cc を DNA から直接切除できることを確認した。 
 

 

 
図 4（A）エトポシド（ETP）が誘発する Type 3 DPC，（B）TOP2cc を含む Type 3 DPC の修復機構 
 
④ X 線誘発 DPC 修復に対する SPRTN の関与 
SPRTN 欠損細胞を X 線照射し生存率を調べた。野生型細胞と同程度の生存率を示したことから，
SPRTN は X線が誘発する DPC の修復には関与していないと考えた。 
 
(3) DPC の直接観察 
DPC に含まれるタンパク質はかさ高いため，原子間力顕微鏡（AFM）で直接可視化検出できる可
能性がある。DPC のモデルとして，DNA 損傷部位をビオチン-アビジンタンパク質で標識し AFM で
観察した。DNA 損傷部位が AFM で可視化できたことから，DPC の生成と修復を分子レベルで追跡
できることが分かった（図 1B 下段）。 
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