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研究成果の概要（和文）：放射線暴露などで生じるDNA二本鎖切断（DSB）損傷の修復の一連の過程において、近
年クロマチンリモデリングの重要性が報告されてきたことから、放射線誘発DSB損傷修復機構過程の進行・完了
に関わるクロマチンリモデリング因子を免疫沈降／プロテオミクス解析で同定し、クロマチンリモデリングを通
したDSB修復機構制御の全容を明らかにすることを目的とし、本研究を行った。その結果MRE11, KU, RPAと相互
作用するクロマチンリモデリング関連因子を複数同定し、その一つ、nucleolinは複製ストレスによるDNA損傷発
生時に、ATRの活性化及び相同組換え修復に機能する因子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：As the importance of chromatin remodeling factors has been reported in 
radiation-induced DNA double-strand breaks (DSBs) damage responses, we investigated to identify 
chromatin remodeling factors, which could function in DSB damage responses,using 
immunoprecipitation/proteomics analysis. As a results, we identified several candidates of chromatin
 remodeling-related factors. Among of them, we found that nucleolin could function in ATR activation
 and homologous recombination, which suggests that nucelolin might be an important factor for 
replication stress-related cellular responses.

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
 生物の遺伝情報が納められているゲノム
DNA は電離放射線に被ばくすると二本鎖切
断 (Double-strand break: DSB)損傷が生じ
る。このような DSB 損傷は DNA 複製期（細
胞周期の S 期）に紫外線、活性酸素にさらさ
れた場合にも生じることが知られる。このよ
うな DSB 損傷は遺伝情報の消失、染色体異
常、ゲノム不安定化を経てがん化や細胞死に
至りうるので、DSB 損傷の発生は直ちに検知
され、非相同末端結合 (non-homologous 
end-joining: NHEJ) と 相 同 組 換 え
(homologous recombination: HR)の二つの
主要な機構から適切な修復機構を選択的に
活性化して損傷 DNA を修復する。しかし、
高等真核生物のゲノム DNA はヒストンタン
パク質と安定なクロマチン構造をとってお
り、DSB 修復タンパク質の集結を可能にする
ために DNA 修復開始に先立って、ヒストン
修飾及びクロマチンリモデリングによって
クロマチン構造を弛緩することが必要とな
る。とりわけ、HR 修復では DSB 損傷応答因
子 MRE11/NBS1/Rad50 複合体による DSB
損傷検知に続き、複数種の DNA ヌクレアー
ゼによるDSB末端の resectionが必要である。
この resection が損傷部位から遠方へと進行
して行くには、その進行に伴ったクロマチン
構造の転換が起こっていると考えられる。こ
のようなクロマチン構造の経時的転換は、
DSB 修復の各段階で適切な修復因子が修復
の場に集結・機能して DSB 修復を正常に完
了させて、ゲノム安定性を維持する上で重要
であると考えられる。一方で近年、INO80, 
SMARCAD1, ACF1 など、複数のクロマチン
リモデリング因子が DSB 修復に関与するこ
とが報告されてきている。我々も、最近 DSB
損傷発生に伴いクロマチンリモデリング関
連因子 FACT 依存して DSB 損傷発生部位に
リクルートされる RNF20 (ユビキチン E3 リ
ガーゼ)がヒストン H2B のユビキチン化を通
して、クロマチンリモデリング因子 SNF2h
の DSB 損傷部位への集結を促進し、HR 修復
の開始に機能することを明らかにした。また
さらに FACT 自体も RNF20 と物理的／機能
的に相互作用することにより、HR 修復に機
能することも明らかとした。このような我々
の研究成果および他のグループの様々な報
告から DSB 損傷応答におけるクロマチンリ
モデリング因子の役割は強く示唆されてき
ているが、一連の放射線誘発 DSB 損傷修復
機構、DSB 損傷検知、修復機構の選択、修復
の進行及び完了の各段階において機能する
クロマチンリモデリング因子の同定、因子間
の相互作用など、因子が機能することに夜ク
ロマチン構造転換（弛緩）が一連の DSB 損
傷応答機構の進行にどのように貢献してい
るのか、について本研究課題を開始する前に
はほとんど明らかとされていなかった。 
 
 

２．研究の目的 
 電離放射線被ばくで DNA 二本鎖切断損傷
が生じるとすみやかに検知され、修復される。
この一連の DNA 修復過程に機能する様々な
因子が DNA 損傷発生部位に集結して機能で
きるように活性化するためには、ゲノムDNA
が形成するクロマチン構造がクロマチンリ
モデリング因子によって弛緩される必要が
ある。DSB 修復過程では、非相同末端結合と
相同組換えの主要な二機構から、適切な一方
が選択的に開始され、修復の完了に至るが、
この一連の過程におけるクロマチンリモデ
リングの役割は不明であることから、放射線
誘発 DSB 損傷修復機構において、DSB 損傷
検知、修復機構の選択、修復の進行および完
了の各段階におけるクロマチンリモデリン
グの役割を明らかにするために、DSB 損傷初
期応答の代表制御因子 MRE11, NHEJ 修復
経路の代表的因子KU, HR修復経路の代表的
因子RPA (Replication Protein A)のそれぞれ
と相互作用するクロマチンリモデリング因
子をプロテオミクス法で同定し、同定因子の
kinetics・機能解析することにより、クロマ
チンリモデリングを通した放射線誘発 DNA
損傷応答・修復機構制御機構を明らかにする。
さらに放射線誘発 DNA 損傷応答と関わりの
深い複製ストレス誘発 DNA 損傷応答への関
連も合わせて検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) クロマチンリモデリング因子の放射線誘
発 DNA 損傷依存的なクロマチン蓄積の解析 
 DSB損傷の修復に機能するDNA修復因子
は DSB 損傷が存在するクロマチンに集積す
る性質があることから、γ線照射したヒト培
養細胞を経時的に回収した後、クロマチン画
分を調製し、ターゲットとするクロマチンリ
モデリング因子に対する抗体を用いたウェ
スタンブロット法を解析し、DNA 修復関連
因子と同様に、DSB 損傷依存的クロマチン蓄
積を検出する。 
 
(2) 免疫沈降／プロテオミクス解析による
DSB 損傷修復制御に機能しうるクロマチン
リモデリング因子の同定 
 DSB 損傷修復応答での代表的な因子
MRE11, KU, RPA それぞれに対する抗体、あ
るいはこれらに免疫沈降できるタグを融合
させたタンパク質を強制発現させた細胞で、
γ線照射した後、細胞核抽出液を調製し、免
疫沈降を行ってターゲットが形成する複合
体を回収、電気泳動でタンパク質それぞれの
バンドに分離する。銀染色で検出されたバン
ドを分離し、バンド内に含まれるタンパク質
をトリプシン処理後、液体クロマトグラフィ
ー質量分析装置（AB SCIEX 社 TripleTOF 
5600+）でタンパク質群を同定する。同定し
た中でクロマチンリモデリング関連因子が
真に複合体に含まれるかを免疫沈降／ウエ



スタンブロット法で確認する。 
 
(3) 候補クロマチンリモデリング因子の
DSB 損傷修復における役割の解明 
①  同定クロマチンリモデリング因子の
kinetics 解析 
 上記(1)で確立された方法で DSB 損傷発生
にともなうクロマチン蓄積を検討する。また、
特異的抗体を用いて免疫蛍光染色を行うこ
とにより、DSB 損傷発生部位への集積･フォ
ーカス形成を検討する。さらに、GFP との融
合タンパク質を強制発現させた細胞を用い
て、共焦点レーザー顕微鏡による laser 
micro-irradiation 法により同定因子の DSB
損傷部位への局在をライブ観察して、検討す
る。 
② ノックダウンによるDSB損傷応答への影
響の解明 
 DSB 損傷修復進行のマーカーであるγ
H2AX, NBS1, RPA, RAD51, 53BP1 等にの
フォーカス形成について、同定因子を siRNA
ノックダウンした後に上記マーカー因子の
特異的抗体を用いた免疫蛍光染色法で検討
する。さらに、HR, NHEJ 活性化に対する影
響を検討するために、これら修復機構がそれ
ぞれ活性化すると GFP が発現する、GFP 配
列を含む特殊なコンストラクト DNA 
(DRGFP, pEJ)を含む細胞を用いて、同定因
子をノックダウンした後に HR, NHEJ 活性
に影響が現れるかを検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) クロマチンリモデリング因子の放射線誘
発 DNA 損傷依存的なクロマチン蓄積の解析 
 代表的な培養細胞である HeLa, U2OS 細
胞でガンマ線照射及び複製ストレスを誘発
するカンプトテシン処理を行った後に、全細
胞抽出液とクロマチン画分由来抽出液を調
製し、特異的抗体を用いたウェスタンブロッ
ト法で DNA 損傷依存的なクロマチン蓄積を
検討すると、従来報告される HR 因子である
RPA, RAD51 や NBS1 のクロマチン画分で
の増加が検出されるとともに、代表的クロマ
チンリモデリング関連因子 SNF2h, FACT の
増加も確認でき、DNA 損傷依存的なクロマ
チン蓄積応答の検出系を確立することがで
きた。 
 
(2) 免疫沈降／プロテオミクス解析による
DSB 損傷修復制御に機能しうるクロマチン
リモデリング因子の同定 
27 年度研究において MRE11, KU80, KU70
をターゲットとし、これら抗体で免疫沈降後、
沈降物を質量分析計で解析し、ターゲット因
子と DSB 損傷発生時に結合しうる候補因子
の同定を試みた。その結果、MRE11 とはヒ
ス ト ン シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 、 RNA 
metabolism、酸化ストレス応答に関わる候補
因子が単離された。抗 KU70 抗体では同定で

きなかったが、KU80 の場合には nucleolin, 
FACT 等クロマチンリモデリングに関わる因
子、RNA metabolism に関わる候補タンパク
質を同定できた。さらに 28 年度の同様な検
討で、抗 RAD51 抗体では RNA 結合能を持
つもの、DNA 損傷応答因子との相互作用が
報告される因子を同定できた。一方、抗
Ligase IV 抗体を用いた場合、結合因子の同
定はできなかった。 
 
(3) 候補クロマチンリモデリング因子の
DSB 損傷修復における役割の解明 
①nucleolinの複製ストレス依存性DNA損傷
応答における役割 
 28 年度までの研究で同定されたクロマチ
ン関連因子について、特に DSB 損傷応答・
修復経路における役割、特に MRE11 複合体
及び KU 複合体との結合から確認された
nucleolin に注目し DSB 損傷修復における役
割を検討した。nucleolin について、我々は
DSB 損傷初期応答因子ヒストン H2AX と結
合する因子として以前見いだし、放射線誘発
DNA 損傷発生時にヒストン eviction 機能を
通してMDC1依存的にATM依存性細胞周期
チェックポイントとHR修復を制御すること
を報告していた。本研究では複製ストレス発
生時の損傷応答における役割に焦点を当て
検討した。nucleolin を siRNA で発現抑制す
ると、カンプトテシン処理による複製ストレ
ス発生時の RPA, RAD51 の HR 因子のフォ
ーカス形成が低下し、resection による一本鎖
DNA 末端の生成も低下を示し、nucleolin が
複製ストレス時のHR修復に機能することが
示唆された。複製ストレス時には RPA 依存
的な ATR キナーゼの活性化も起こることが
知られるが、ATR の活性化及び ATR による
基質リン酸化は nucleolin ノックダウンによ
り低下した。一方、nucleolin 過剰発現細胞
では、ATR の活性化や RPA の複製ストレス
依存的なクロマチン結合が増加した。さらに、
nucleolin は RPA とも結合したことから、
nucleolin は RPA との結合を介し、複製スト
レス発生時の HR 修復及び ATR 依存的な細
胞周期チェックポイントに対して、初期制御
因子として機能することを明らかとした。 
②GRWD1 の DSB 損傷応答における役割 
 28年度までの研究でMRE11複合体と結合
する因子として同定したクロマチンリモデ
リング関連因子 GRWD1 の DSB 損傷応答に
おける役割についても検討を行った。
GRWD1 は SNF2h と結合すること、ヌクレ
オソームスライディング活性を持つことが
既に知られていたが、GRWD1 の DNA 損傷
部位への蓄積は特異抗体によるフォーカス
検出及び、micro-irradiation 方では確認でき
なかった。一方、siRNA でノックダウンする
と DSB 損傷マーカーであるγH2AX のガン
マ線照射による kinetics に遅延がみられ、
GRWD1 は放射線誘発 DNA 損傷応答に機能
することが示唆された。また、siRNA ノック



ダウン細胞で ATM 依存的なリン酸化に影響
が見られなかった一方で、DRGFP アッセイ
では GRWD1 の siRNA ノックダウンにより
HR 活性の低下がみられた。しかし、一般的
な HR 因子の欠損でみられる、RAD51, RPA
フォーカスの低下がノックダウン細胞で観
察されなかった。これらの結果、及びGRWD1
ヌクレオソームスライディング活性を持つ
ことから、GRWD1は既報告の経路とは別に、
ヌクレオソームレベルでのクロマチンリモ
デリング機能を通して、HR 修復制御に関わ
る可能性が考えられる。 
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