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研究成果の概要（和文）：細胞レベルでの DNA 蛋白クロスリンク (DPC) 修復を明らかにする目

的で、ニワトリ DT40細胞を用いて、修復経路に関わる遺伝子群の逆遺伝学的に解析を行った。

その DPCの発生に深く関わると考えられている細胞内での活性酸素種の除去に関わる遺伝子の

破壊を行い、細胞内での活性酸素除去機構の解析を進めた。さらにマウスを用いて特異的に DPC

を導入できる薬剤（HMTA）の臨床応用へ、とくに癌組織への集中的デリバリーの可能性を示唆

する基礎データを集積した。これらの結果は全て研究期間内に投稿発表を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the process of DNA-Protein Crosslink (DPC) repair, 
we employed reverse genetic approach using chicken DT40 cells. It has been suggested that   
endogenous reactive oxygen species (ROS) is involved in formation of DPC. We generated 
several ROS scavenge enzyme genes knock out cells to elucidate mechanism of antioxidant 
defense system. In addition, we try to look for the therapeutic potential of DPC producing 
chemical, HMTA, in mouse level. All the results so far, already published in peer reviewed 
journals. 
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１．研究開始当初の背景 
近年注目を集めている DNA 損傷の一つに、

DNA 蛋白クロスリンク（DPCs）がある。DPCs
は放射線や白金化合物、アルデヒド化合物に
よって生じ、アルデヒド化合物のフォルムア
ルデヒドは、タバコや自動車排ガス等に含有
される環境汚染物質である。国際癌研究機構
（IARC）がフォルムアルデヒドを環境発癌物
質 Group1 に再評価しただけでなく、フォル

ムアルデヒドの主要な DNA 損傷が DPCs であ
り、その生成量と発癌頻度に相関関係がある
ことも知られている。 
一方、フォルムアルデヒドは通常の代謝に

おいても生産され、その細胞内濃度は 13〜
97Mと言う。つまり、フォルムアルデヒドに
よる DPCs は自然発癌の原因損傷にもなり得
ると考えられるが、フォルムアルデヒド等に
よる DPCs が遺伝子へ与える影響の重要性が
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認識されていることに反し、細胞内における
これら DPCs に対する損傷応答や修復系につ
いてはほとんど知られていない。 
ここ数年の DPCs 損傷修復機構の解析は、

合成オリゴを基質とする試験管内解析に重
点を置いているが、脊椎動物細胞レベルでの
解析はほとんど行われて来なかった。代表者
らはトリ B リンパ細胞由来 DT40 から現在利
用可能な DNA損傷変異株を多種利用し、その
ほぼ全数を対象に動物細胞におけるフォル
ムアルデヒドの遺伝子損傷応答を解析した。
その結果、DPCs損傷修復は除去修復系のみな
らず、複製後修復、特に FANC/BRCA依存的な
相同組み換えによる複合した系で修復され
ることを示した（Cancer Res., 2007, 23, 
11117-11122）。 
フォルムアルデヒドが生理状態でも生産

され、それが DPCs を誘導することを考える
と、この DPCs がヒトにおいて FANC/BRCA 欠
損に見られる発癌や骨髄不全、発生異常の原
因になっている可能性を暗示させる。 
 
２．研究の目的 
(1) フォルムアルデヒド誘発 DPCs の除去修
復系と FANC/BRCA系の細胞レベルの動的解析 
DPCsの修復には、少なくとも初期には除去

修復（塩基除去修復、ヌクレオチド除去修復）
が行われ、後期には FANC/BRCA依存的な相同
組み換え修復が関わることを、脊椎動物細胞
で明らかにした（Cancer Res., 2007, 23, 
11117-11122）。この二つの経路が相補的に働
くことで、損傷の除去と複製鎖の維持が保た
れ、致死的な二重鎖切断（DSB）から守られ
ていると考えられるため、さらにこれら一連
の細胞内挙動を解析する。 
また、FANC/BRCA 経路の主要因子である

FANCD2破壊細胞が、フォルムアルデヒドによ
る DPCs と DNA–DNA クロスリンク修復の双方
に対して高感受性を示すことから、FANCD2に
よるユビキチン化経路が、DPCs修復にも強く
関与していることが示唆される。これについ
て、FANCD2の細胞内挙動とユビキチン化の関
係を DNAクロスリンク修復との比較から明ら
かにする。さらに姉妹染色分体交換頻度の測
定 か ら 組 み 換 え 修 復 の 評 価 を 行 い 、
FANC/BRCA依存的な相同組み換えの DPCs修復
への寄与を細胞レベルで明らかにする。 
(2) DPCs修復が複製鎖維持に果たす役割の解
析 
DPCs は初期の除去修復で完全に修復され

ずとも、最終的には FANC/BRCA依存的な相同
組み換え修復や損傷乗り越え修復（TLS）と
言った複製後修復機構（PRR）により、複製
フォークが維持され、複製鎖が正常に伸長す
ることで致死作用から逃れると考えられる。
このことは、代表者らが確認した複数の複製
後修復遺伝子の破壊細胞がフォルムアルデ

ヒドに対して高い感受性を示すこととも符
合している。この複製鎖の動態を解析するた
め、DNA Combing法（Mol.  Cancer Res., 2010, 
8, 204-15）を用い、種々の遺伝子破壊細胞
について複製鎖の進行速度を比較する。 
また、実際の DSB等の損傷定量をコメット

アッセイと H2AX、53BP1染色で評価し、DPCs
とそれから派生する DSBがファーク進行に与
える効果を評価する。さらに、損傷乗り越え
修復の REV3、RAD18 破壊株でもフォルムアル
デヒドに対して感受性を示したことから、同
様の手法で DPCs 修復における TLS の寄与を
解析する。未だその寄与が明らかでなかった
ミスマッチ修復や RecQ ヘリカーゼ群につい
ても解析を行い、DPCs修復の全容解明の一助
を目指す。 
(3) in vivo FANC/BRCA 欠損移植腫瘍系を用
いたアルデヒド化合物の生物影響評価 
前述のように生存率解析の結果から、フォ

ルムアルデヒド誘発 DPCs の修復には
FANC/BRCA 経路が重要であることを示した。
これは、遺伝的背景の相違によりフォルムア
ルデヒドの発癌性が異なることを示唆して
いる。特に BRCA 依存的な乳癌の増加が危惧
されるとき、外因的かつ内因的なフォルムア
ルデヒドがこの寄与を評価することは重要
である。より個体に近いレベルでこの解析を
行うため、アイソジェニックな FANC/BRCA 欠
損細胞をヌードマウスに移植し、移植腫瘍に
対するフォルムアルデヒドの効果を細胞死
と小核形成の両面から解析する。 
(4) フォルムアルデヒド以外のアルデヒド
化合物の環境発癌、自然発癌損傷としての評
価 
フォルムアルデヒド以外にも、同様な作用

機序で DPCs を生じると考えられているアル
デヒド化合物がある。特に生理作用で生じる
アルデヒド化合物は自然発生的に DPCs を生
じさせるため、これら化合物の生物影響を同
様の方法で解析し、評価する。 
 

３．研究の方法 
(1) 細胞レベルでの解析 
①フォルムアルデヒド誘発損傷における相
同組み換えと除去修復の役割（田野、菓子野） 
DPCs修復に関与する相同組み換えでは、特

に FANCD2、 BRCA2、 BRCA1 を破壊すると高
感受性になる一方、除去修復ではヌクレオチ
ド除去修復（NER）の XPAが、塩基除去修復
（BER）の polβ、FEN1より強く関与してい
る。以上の除去修復系と相同組み換え系路の
遺伝学的相互作用を調べる。二重欠損株を作
成し、感受性、染色分体交換、損傷関連蛋白
の損傷部位への集積などを指標にして、両経
路の機能連関を解析する。 
②フォルムアルデヒド誘発損傷における
Poly ADP ribose polymerase （PARP）の役



割（田野） 
塩基除去修復（BER）遺伝子 Polβ及び FEN1

は、DPCs修復には強い関与が見られなかった
にも関わらず、単鎖切断（SSB）のモニター
蛋白 PARPノックアウト細胞では、フォルム
アルデヒドに対して強い感受性を示した。こ
れは、PARPの複製鎖阻害に伴う DSB 防護作用
によるものと考えられるため、PARP遺伝子破
壊細胞に PARP機能変異 cDNAを導入した変異
細胞を作成し、DPCs修復への PARPの関与を
調べる。 
さらに、フォルムアルデヒド処理前と処理

後において DNA 複製鎖の維持の挙動を
Molecular Combing 法にて解析する。また、
実際の DSB、SSBの解析には中性、アルカリ
コメットアッセイを行い、そのための指摘条
件化を行う。 
③フォルムアルデヒド誘発損傷における損
傷乗り越え修復（TLS）の役割（田野、菓子
野） 
TLS関係の遺伝子群のうち、Polθ以外の

REV1、3と RAD18がフォルムアルデヒドに感
受性を示した。一方、RAD18 に依存した PCNA
のユビキチン化が Polηの TLSに関わること
が知られている。RAD18と Polηのユビキチ
ン化による相互作用を調べるため、ユビキチ
ン化と損傷感受性との関連を解析する。 
④フォルムアルデヒド誘発損傷におけるミ
スマッチ修復の関与（田野） 
塩基損傷、ヌクレオチド損傷認識の系とし

て知られるミスマッチ修復（MMR）の生体内
の基質については論議があるが、DPCsが大き
な DNA adductsであることを考えると MMR 蛋
白の認識の可能性が考えられる。MMR、特に
DNA損傷認識に関わる MutSα、βの破壊株を
作成し、DPCs への関与を解析する。MutSα、
βのサブユニット MSH2、3及び 6の単独破壊
株は作成済みである。MMRの試験管内アッセ
イについては、米国ネブラスカ大学別所忠昌
博士と共同研究を行う。 
⑤フォルムアルデヒド誘発損傷における
RecQ ヘリカーゼ遺伝子の関与（田野、菓子野） 
RecQファミリーの BLMと WRNの関与につい

て調べる（単独ノックアウトは所有してい
る）。最近、4NQO による損傷は 4NQO代謝物を
介したトポイソメラーゼと DNAとの解離不全
であるとする報告が出ている。これも一種の
DPCsであり、BLMのフォルムアルデヒド誘発
DPCs修復への関与も考えられる。単独破壊株
の感受性を調べると共に、除去修復系との二
重破壊株を作成し、これらヘリカーゼ群の除
去修復（NER、BER）への相互作用を調査する。 
⑥DPCs 形成に及ぼす細胞内抗酸化機能の解
析（田野、菓子野） 
タンパクの酸化損傷の DPCs への寄与をモ

デルとして扱う。既に活性酸素種（ROS）の
スーパーオキシド（SOX）を触媒する酵素ス

ーパーオキシドデイスムターゼ（SOD）の条
件欠損細胞を作製した。この細胞を用いて生
理的に生じる SOXが DPCs形成に関与するか
否かを解析する。 
 一方、損傷タンパク質のクリーニング機構
としてプロテオソームによる分解、小胞体に
よるタンパク質の恒常性維持とオートファ 
ジーによる分解が知られている。関連遺伝子
である parkin、siha或いは atg 遺伝子の欠
損細胞を得ている。これらの細胞を用い、こ
れら遺伝子産物による損傷タンパクのクリ
ーニングが DPCsの形成を阻止するのに関与
しているか否かを検証する。 
 DNA 損傷とタンパク損傷の両面から DPCs
形成と修復機構のスキームを描く。 
 
(2) 移植腫瘍系を用いた解析 
①FANC 移植腫瘍系を用いたフォルムアルデ
ヒドの細胞致死効果と小核形成の解析（増
永） 
FANCC、FANCG 造腫瘍されたヌードマウスを

用い、フォルムアルデヒド生物効果を致死効
果と小核形成頻度の両面から解析する。 
②BRCA 系移植腫瘍系を用いたフォルムアル
デヒドの細胞致死効果と小核形成の解析（増
永、田野） 
BRCA1 或いは BRCA2 造腫瘍されたヌードマ

ウスを用いて、フォルムアルデヒド生物効果
を致死効果と小核形成頻度の両面から解析
する。 
③生体内に存在するアルデヒドグループに
よる DPCs 損傷とその修復系（田野、増永） 
フォルムアルデヒド以外にも、生体内にお

いて DPCsを生じると考えられるアルデヒド
化合物には、acetaldehyde、methylglyoxal、
glyoxyal、acroline、crotonaldehyde等があ
り、一部は産業廃棄物に含まれる環境汚染物
質である。これらアルデヒド化合物がフォル
ムアルデヒド同様に DPCsを生じ、また同様
な修復経路で修復されているか否かについ
て、細胞パネル及び移植造腫瘍系を用いて解
析し、アルデヒド化合物による総合的な生体
影響を評価する。 
④抗腫瘍剤としてみた DPCs 産生薬剤の評価
（田野、増永） 
 DPCs 産生薬剤である HMTAは既に抗炎症剤
として使用されているばかりでなく、酸性下
においてフォルムアルデヒド 6 分子となる。
これを利用すればハイポキシア状態の癌組
織への有効なドラッグデリバリー系となり
うる。さらに HMTA のハイポキシアでの増感
作用、あるいは細胞殺傷作用の機構を細胞レ
ベルで解析するために可変型低酸素培養装
置を用いて検証する。BRCAや FANCの欠損細
胞を用いて HMTA の致死効果と外酸素圧の影
響を解析する。また低酸素下での、これら遺
伝子の細胞内の挙動についても解析を行う。 



⑤FANC/BRCA 移植腫瘍系を用いた HMTA の評
価 
 HMTAの作用機序とフォルムアルデヒドに
対する FANC、BRCA 由来細胞の感受性を考え
ると、これら腫瘍への選択的な抗がん作用へ
の期待ができる。これら２種の腫瘍由来細胞
による移植腫瘍系を用いて、HMTA の評価を行
う。 
 
４．研究成果 
(1)細胞レベルでの成果 
①DPCs 修復における除去修復系と相同組み
換え系路の遺伝学的相互作用について、除去
修復及び相同組み替え修復二重欠損株を作
成し、主に感受性をもとに解析を行った結果、
除去修復系よりは相同組み替え修復に依存
している可能性が示唆された。 
②ミスマッチ修復の種々のサブユニット遺
伝子をノックアウトした細胞を構築した。こ
れらのミスマッチ修復遺伝子サブユニット
の損傷認識は、強い損傷認識特異性があるこ
とが生細胞のレベルで明らかになった。 
③DPCs 修復が、複製を伴う相同組み替えに依
存していることから、DPC 修復過程での複製
鎖 の 挙 動 を 解 析 す る こ と を 試 み た 。
Molecular Combing 法を用いて解析する系の
改善を行った。基礎実験として、ロングパッ
チ修復欠損の FEN1 遺伝子破壊株を用いて酸
化損傷後の複製鎖維持について解析を行い、
FEN1 の複製鎖維持に関わる役割を可視化す
ることができた。 
④DPSs 修復過程での複製鎖の挙動を解析す
るために、Molecular Combing 法の改善を行
った。この解析系は損傷修復過程、特に修復
後の複製を視覚化出来る。FEN1ノックアウト
細胞を用いて行い解析を行った。以上の結果
は既に投稿、掲載された。 
⑤活性酸素種（ROS）は、DPCs（DNA 蛋白クロ
スリンク）を内在的に生み出す因子と考えら
れる。外的要因に関係なく、内在性 ROS（分
子状酸素）を消去できる遺伝子のコンデショ
ナルノックアウト細胞を作成した。これらの
うち、SOD1 ノックアウト細胞は、SOD1 枯渇
状態で細胞死が誘導された。また DPCs が原
因の一つである娘染色体交差の上昇が認め
られた。 
しかしながら、細胞質局在性が異なる SOD2

ノックアウト細胞では、SOD2 枯渇下でも細胞
死が見いだされず、娘染色体交差の上昇も無
かった。以上のことから、内在的な ROSによ
る DPCsの原因になり得ることが推測された。
さらに ROSの細胞内での局在性により、染色
体 DNAに損傷を与える場合と与えない場合が
明確に区別出来ることが明らかになった。以
上の結果は既に投稿、掲載された。 
 
(2) 移植腫瘍系を用いた解析による成果 

①DPCs を生み出すフォルムアルデヒド系薬
剤である HMTA の抗がん作用、他の抗がん剤
への増感作用について移植腫瘍系を用いて
解析し、有効性を明らかにした。HMTA は、既
に抗炎剤として使用されており安全性には
問題がない。BRCA 或いは FANC ノックアウト
細胞が、フォルムアルデヒドに対して感受性
を示すことを明らかにしているので、これら
由来の腫瘍細胞への選択的な有効性が示唆
される。 
④DPCs を生み出すフォルムアルデヒドは野
生株では感受性が低く、修復欠損株では感受
性が高い。このことは、フォルムアルデヒド
あるいはその類似化合物を制ガン剤として
利用できる可能性を示唆する。そのような化
合物の中で、HMTA を見出し、腫瘍移植マウス
系を用いて HMTA の制ガン剤あるいは増刊剤
としての作用を確認した。また、その組織へ
のデリバリーシステムを開発する意味から
リポソーム封入 HMTA を作成した。以上の結
果は既に投稿、掲載された。 
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