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研究成果の概要（和文）：DNA	 topoisomerase	 I	 (Top1)	 は通常 DNA に共有結合して一本鎖 DNA

切断(single	 strand	 DNA	 break;	 SSB)を入れることで DNA 複製や転写の際に生じる DNA 超ラセ

ンを解消し、SSB を閉じて DNA から解離するが、何らかの原因で SSB を閉じることができなく

なると Top1 自身が DNA に共有結合したままになり、内在性 DNA 損傷のように振る舞うことが知

られる。このように Top1 の酵素活性中に形成される"Top1-DNA 間共有結合体"(Top1-DNA	 

covalent	 complex;	 Top1-cc)の修復機構は DNA 複製、転写、組換え DNA 修復、プロテアソーム

によるタンパク質分解機構などと密接に関連していることが知られるが、それぞれがどのよう

に相関しているのかなどの詳細は不明である。Top1 とそれぞれの因子の相関関係の詳細を、遺

伝学的、生化学的および細胞生物学的手法により網羅的に解析し、その詳細を明らかにする。	 

	 	 
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,	 when	 the	 final	 
re-ligation	 step	 of	 the	 reaction	 cycle	 is	 prevented,	 the	 covalent	 topoisomerase	 I–DNA	 
intermediate	 becomes	 a	 toxic	 DNA	 lesion,	 called	 topoisomerase	 I-DNA	 covalent	 complex	 
(Top1-cc).	 These	 lesions	 must	 be	 repaired.	 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.	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 	 "Top1-DNA 間共有結合体"(Top1-DNA	 
covalent	 complex;	 Top1-cc)の修復異常は

進行性の神経細胞変性とそれに伴う小脳の
萎縮、運動失調を示す劣性遺伝性疾患の原因
となる。これらの遺伝性疾患の発症機構とし
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て、Top1-cc の修復異常だけではなく、DNA
複製、DSB 修復、転写、TC-NER および突然変
異・染色体不安定性などと、Top1 そのものお
よび Top1-cc 修復機構が密接に関連すると考
えられるが、どのようなメカニズムで関連し
ているのか、各修復系に 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	 topoisomerase	 I	 (Top1)	 は通常 DNA
に共有結合して一本鎖 DNA 切断(single	 
strand	 DNA	 break;	 SSB)を入れることで DNA
複製や転写の際に生じる DNA 超ラセンを解消
し、SSB を閉じて DNA から解離するが、何ら
かの原因で SSB を閉じることができなくなる
と Top1 自身が DNA に共有結合したままにな
り、内在性 DNA 損傷のように振る舞うことが
知られる。このように Top1 の酵素活性中に
形 成 さ れ る "Top1-DNA 間 共 有 結 合 体
"(Top1-DNA	 covalent	 complex;	 Top1-cc)の
修復機構は DNA 複製、転写、組換え DNA 修復、
プロテアソームによるタンパク質分解機構
などと密接に関連していることが知られる
が、それぞれがどのように相関しているのか
などの詳細は不明である。Top1 とそれぞれの
因子の相関関係の詳細を、遺伝学的、生化学
的および細胞生物学的手法により網羅的に
解析し、その詳細を明らかにする。	 
	 
３．研究の方法	 
	 	 Top1-cc の形成に必要な因子を明らかに
するために、DNA 損傷誘発時の Top1-cc の定
量的解析、細胞内での Top1 の挙動解析、Top1
が受ける生化学的な変化の解析を網羅的に
行った。また、Top1 そのものが各 DNA 修復系
に必要であるかどうかを知るために、Top1 自
身を発現抑制した条件下での DNA 損傷誘発に
よる影響を解析した。Top1 機能の場を明らか
にするために、Top1 タンパク質複合体を精製
し、相互作用因子を同定し、解析をおこなっ
た。	 
	 
４．研究成果	 
	 	 Top1-cc は、Top1 阻害剤である CPT によ
り形成されることが知られている。紫外線を
照射した培養細胞の Top1-cc を解析した結果、
CPT のみならず紫外線照射によっても
Top1-cc が誘導されることを確認した。次に、
細胞内 Top1 を siRNA によりノックダウンし
た場合の紫外線照射細胞生存率を解析した
結果、コントロール群と比べて、Top1 をノッ
クダウンした細胞では生存率の上昇が確認
できた。これは、紫外線照射によってこれま
でに知られる CPD などの紫外線 DNA 損傷のみ
ならず、Top1-cc という DNA 損傷が生じ、そ

れによっても細胞死が引き起こされること
を意味する。一方、siRNA によるノックダウ
ンの実験では DNA 損傷としての Top1-cc の可
能性以外に、Top1 の機能そのものが抑制され
ることで紫外線照射による生存率が上昇し
た可能性も考えられる。他方、Top1 の細胞内
の機能の詳細を知るために、Top1 タンパク質
複合体をタンデムアフィニティー法により
精製し、質量分析によりそれぞれを同定した。
その結果、Top1 はクロマチン制御に関わる因
子や転写因子と相互作用していることを明
らかにした。その後、それらの相互作用因子
の rDNA 制御機構を ChIP 法により解析した。
Top1 を含めた複合体構成因子は、DNA 損傷に
応じて rDNA 上で特異的な挙動を示すことを
明らかにした。	 
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