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研究成果の概要（和文）：本研究では，DNA-タンパク質クロスリンク（DPC）の複製および転写を介した生物影響と修
復機構解明に取り組んだ。その結果，DPCは，複製ヘリカーゼの進行を阻害し従来損傷とは異なるモードで複製を阻害
すること，RNAポリメラーゼの渋滞を引き起こし誤りがちな合成モードに変化させることが明らかとなった。さらに，
新規なDPC検出法を確立し，アルデヒド，放射線，抗がん剤によるDPC誘発と修復動態の分析を可能にした。クロマチン
リモデリング複合体INO80のサブユニットRUVBL2ノックダウン細胞はDPC誘発剤にmoderateな感受性を示し，相同組換え
修復への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have assessed the biological effects and repair mechanism of 
DNA-protein cross-link (DPC) damage. DPCs inhibited the translocation of replicative helicases, showing a 
unique mechanism of replisome stalling. DPCs caused backup of RNA polymerases, resulting in error-prone 
transcription. We have established a novel method of DPC detection using fluorescence labeling, and 
analyzed the induction of genomic DPCs by aldehydes, ionizing radiation, and anticancer drugs and their 
repair. We also showed that knockdown of RUVBL2, an essential subunit of a chromatin remodeling complex 
INO80, conferred a moderate sensitivity to DPC-inducing agents, suggesting a role of the chromatin 
remodeling complex in homologous recombination.

研究分野： DNA損傷の生物影響と修復
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１．研究開始当初の背景	 
	 複製，転写，修復では，DNA に結合した構
造・制御タンパク質が一時的に解離あるいは
転位し，遺伝情報の読み出しや復元作業を可
能にする。しかし，多くの DNA 傷害性因子（放
射線，変異原物質，抗がん剤）は，タンパク
質を共有結合により不可逆的に DNA に固定化
し DNA-protein	 cross-link（DPC）を誘発す
る。ゲノム損傷としての DPC の存在は 1960
年代から知られていたが，複製・転写を介し
た生物影響や修復機構については，最近まで
までほとんど未解明の状態であった。当研究
グループは，DPC の生物影響や修復機構につ
いて先導的な研究を行っており，本研究では
これをいっそう発展させるとともに，クロマ
チンリモデリングの関与についても検討す
ることとした。 
 
２．研究の目的	 
	 本研究では，以下の(1)〜(3)を研究目的と
した。	 
(1)	 DPC の複製および転写影響を調べ，生物
影響を明らかにする。	 
(2)	 DPC の定量的な検出法を確立し，ゲノム
における誘発および修復動態を明らかにす
る。	 
(3)	 DPC 修復機構とクロマチンリモデリング
の関与について検討する。	 
 
３．研究の方法 
(1)	 複製および転写影響については，DPC を
部位特異的に導入した DNA 基質を用いて試験
管内反応を行うとともに，細胞あるいは DPC
を含むレポータープラスミドを用いて検討
した。	 
(2)	 検出については，塩化セシウム密度勾配
超遠心法により DNA を細胞・組織から精製し，
蛍光標識を用いて DPC を定量した。さらに，
原子間力顕微鏡を用いた直接検出法も検討
した。	 
(3)	 修復機構については，相同組換えの役割
を主に検討するとともに，siRNA を用いたク
ロマチンリモデリング因子のノックダウン
影響を検討した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 複製影響	 	 
	 複製では，フォークの先端で働くヘリカー
ゼが DNA 二本鎖を巻き戻し，一本鎖となった
鋳型が後続の DNA ポリメラーゼに運ばれコピ
ーされる。このような酵素の配置を考慮し，
6量体複製ヘリカーゼ（原核生物 DnaB,	 真核
生物 MCM467 複合体等）に対する DPC の影響
を調べた。ヘリカーゼが移動する DNA 鎖上の
従来損傷はヘリカーゼの進行を阻害しなか
ったが，かさ高い DPC はヘリカーゼの中心チ
ャンネルを通過できないため進行を阻害し
た。DnaB および MCM467 複合体が通過できる
DPCの上限サイズは約10	 kDaであった（図1）。
したがって，移動鎖上の DPC は helicase	 

block，従来損傷は polymerase	 block として
作用し，異なるモードで複製を阻害すること
が明らかとなった。一方，非移動鎖上の DPC
はヘリカーゼの進行を阻害しなかった。さら
に，DPC で停止した複製ヘリカーゼの安定性
を調べたところ，半減期 15〜36 分で DNA か
ら解離することが分かり，複製フォークの崩
壊が示唆された。helicase	 block で停止した
複製フォークの再活性化機構を探るため，細
胞を DPC 誘発剤（formaldehyde,	 5-aza-2’-	 
deoxycytidine）で処理し，相同組換え因子
（RAD51 等）の核内 focus が形成されること
を確認した。また，損傷乗り越え合成（TLS）
欠損細胞が DPC 誘発剤に感受性を示したこと
から，複製再開につながる相同組換えに TLS	 
DNA ポリメラーゼの関与が示唆された。	 
	 

	 

	 

図 1	 複製ヘリカーゼに対する DPC の影響	 
(A)原核生物 DnaB，(B)	 真核生物 MCM467	 	 
	 
(2)	 転写影響	 
	 RNA ポリメラーゼ（RNAP）は，二本鎖 DNA
を巻き戻し，一本鎖を鋳型に転写を行う。DPC
の転写影響を明らかにするため，T7	 RNAP を
モデルとして転写反応を行った。転写鎖の
DPC は転写を強く阻害したが，非転写鎖の DPC



の阻害効果は弱かった。転写鎖の DPC では
RNAP の渋滞が起こり，進行を阻害された
leading	 RNAPおよび後続のtrailing	 RNAPは，
ともに誤りがちな合成モードに変化し，損傷
のない鋳型上での転写エラー頻度が 100 倍	 
以上増加することを明らかにした（図 2A）。
進行を阻害された RNAP の誤りがちな転写反
応は，新規な転写エラー誘発機構である。さ
らに，trailing	 RNAP は leading	 RNAP のラン
ダムな後退反応を抑制し DPC 乗り越え合成を
促進することも示された。また，DPC を含む
転写レポータープラスミドを培養細胞に導
入し，ルシフェラーゼ遺伝子の転写活性を調
べた。その結果，DPC が哺乳類 RNAPII の転写
を阻害することも明らかとなった（図 2B）。	 
	 

	 

	 
図 2	 DPC の転写影響	 (A)	 渋滞した T7	 RNAP
の転写エラースペクトル,(B)ルシフェラー
ゼ遺伝子転写に対する影響	 
	 
(3)	 DPC 検出と細胞内動態	 
	 ゲノムにおける DPC の誘発・除去動態は本

研究の基盤をなすことから，クロスリンクタ
ンパク質の蛍光標識（FITC，DyLight550）を
用いた新規な DPC 定量法を確立した。	 
	 DPC 誘発剤としてアルデヒド化合物	 で処
理した細胞から経時的に DNA を単離精製し
DPC を定量した。ゲノム DPC は半減期 5-8 時
間で減少し，この反応の主経路は自発的な加
水分解であり，ヌクレオチド除去修復は関わ
っていないことを明らかにした。さらに，各
アルデヒド化合物が誘発するゲノム DPC 量と
姉妹染色分体交換（SCE）頻度の間に正の相
関が認められ，DPC 処理に対する相同組換え
の直接的なリンクが示唆された。	 
	 放射線については，マウス移植腫瘍を X線
および炭素イオン線で照射し，蛍光標識によ
り DPC を定量した。DPC は線量依存的に増加
したが，X 線・炭素イオン線ともに，常酸素
腫瘍に比べ低酸素腫瘍の方が生成量は多か
った。また，高 LET 放射線である炭素イオン
線の方が X 線に比べ DPC 生成量は多かった。
これらの結果から，放射線による DPC 生成は，
細胞の酸素分圧と放射線の電離密度に依存
することが示された。また，放射線誘発 DPC
には二つの成分があり，速やかに除去される
DPC（30%,	 半減期 0.65〜1 時間）と除去され
にくい DPC（70%,	 半減期 63〜70 時間）があ
ること分かった（図 3）。後者は，放射線誘発
DNA 二本鎖切断（DSB）の長半減期成分（半減
期 4〜5 時間）に比べ長期にわたりゲノムに
残留し，ゲノム不安定性に関与する可能性が
示唆された。	 
	 

	 

図 3	 Ｘ線誘発 DPC と DSB の除去動態	 
	 
次に，他の DNA 損傷との生物影響を比較する
ため，DPC 由来の蛍光を calibration し，単
位線量（1	 Gy）あたりの生成数を求めた。そ
の結果，常酸素下における DPC の生成数は，
ピリミジン塩基損傷，プリン塩基損傷，DNA
一本鎖切断と同程度であることが明らかと
なった。	 
	 抗がん剤については，培養細胞を DNA 代謝
酵素阻害剤で処理し，DNA を精製後，原子間
力顕微鏡で DPC を観察した。未処理の細胞で
は DPC はわずかにしか観察されなかったが，



処理後には明確な増加が認められた。
topoisomerase	 I 阻 害 剤 お よ び DNA	 
methyltransferase 阻害剤では DNA 鎖内部に
DPCが認められたのに対し，topoisomerase	 II
阻害剤では，DNA 鎖末端に DPC が認められた
（図 4）。現在，サンプル数を増やし，観察さ
れた DPC 部位に複製フォーク様の構造がない
か調べている。	 
	 

	 	 	 	 
	 
図4	 原子間力顕微鏡によるDPC観察（矢印）	 
（左）DNA 鎖内部の DPC，（右）DNA 鎖末端の
DPC	 
	 
(4)	 修復機構とクロマチンリモデリング	 
	 相同組換え欠損 CHO 細胞（XRCC3,	 RAD51D）
が DPC 誘発剤高感受性を示したことから，DPC
で停止した複製フォークの再活性化に，相同
組換えが関与していることが示唆された。酵
母では，DNA 二本鎖切断切断の相同組換え修
復にクロマチンリモデリング複合体（INO80）
が関与していることが報告されている。そこ
で，DPC で停止した複製フォークの再活性化
にクロマチンリモデリングが関与している
か検討した。INO80 および TIP60 複合体の必
須サブユニットである RUVBL2 を siRNA でノ
ックダウンし，5’-aza-2’-deoxycytidine
（azadC）および cisplatin（cisPt）に対す
る感受性を調べた（図 5）。ノックダウン細胞
は，azadC・cisPt ともに感受性を示したが，
感受性は相同組み換え欠損細胞に比べ低か
った。他のリモデリング複合体による補償経
路が関わっている可能性が示唆された。	 
	 

	 

図 5	 	 RUVBL2 ノックダウン細胞の（A）azadC
および（B）cisPt 感受性	 
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