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研究成果の概要（和文）：出芽酵母のArp4の変異体の解析により、細胞核内のアクチンファミリーが、クロマチ
ンリモデリング複合体の構成因子として、DNA損傷修復のエピジェネティック制御に関与することを示した。ま
た、核内アクチンファミリーに結合する二重環状ペプチドのスクリーニングにより、単量体アクチン（G-actin)
および重合アクチン(F-actin)、さらに核内アクチン関連タンパク質Arp5, Arp8に高親和結合する二重環状ペプ
チドを取得した。さらにこれらを生細胞内に導入することで、これらの核内アクチンファミリーの機能解析と操
作を行った。

研究成果の概要（英文）：By using mutants of the nuclear actin-related protein Arp4, we showed that 
the nuclear actin family member plays important roles in epigenetic regulation of DNA damage repair.
 Then, we obtained bicyclic peptides binding to G-actin, F-actin, Arp5, and Arp8. We successfully 
introduced these bicyclic peptides into living cells and analyzed functions of these actin family 
members in living cells. 

研究分野：分子細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クロマチン・細胞核によるゲノム機能制御は「エピジェネティクス」とよばれ、発生・分化・老化・疾病などの
高次生命現象と密接に関連しており、またエピジェネティクス機構の破綻はガンなどの疾病を引き起こすことか
ら、その解明が急がれている。本研究において、細胞核内のアクチンファミリーのエピジェネティック制御への
関与の一端が明らかとなり、またその操作の可能性が示されたことは、エピジェネティック制御機構の解明や応
用に貢献する。最近では、農畜水産物の生産や育種や、食品機能性評価にエピジェネティクスを応用することも
進んでおり、将来的な農学分野への本研究成果の応用も期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 DNA損傷に伴うゲノム不安定化は、細胞のがん化の引き金となり、またがん化の促進にも関
わる。DNA損傷の中でも二重鎖 DNA切断(double-strand break; DSB)は最も危険性が高く、染色
体異常や遺伝情報の欠失などを引き起こす。現実に、放射線による DSBによる発癌リスクの上
昇が懸念されている。しかし、DNA損傷修復機構には不明な点が多く、そのため分子レベルで
の解明が急がれていた。DNAは細胞核内で、ヒストンなどと結合したクロマチンを形成して収
納されており、DNA修復にあたってはクロマチン構造を弛緩させる必要があることが知られて
いた。このようなゲノム不安定に加えて、がんおよび他の悪性疾患の特徴として挙げられるの
が、エピジェネティックな遺伝子発現パターンの変化である。DNAとヒストンを中心とした複
合体であるクロマチンが遺伝子発現制御に関わることが知られているが、このエピジェネティ
ックと呼ばれるクロマチン構造の変化に起因した遺伝子発現変化が、悪性疾患に結びついてい
る。このクロマチン構造の変化は、クロマチン構造を変換する複合体(クロマチンリモデラー)
によって制御されている。クロマチンリモデラーの構成因子の多くが、がん遺伝子やがん抑制
遺伝子産物として同定されていることは興味深い。DSB損傷修復においても、クロマチン構造
変化が重要な役割を果たしている。 
 さらに、転写、複製、修復などの様々なゲノム機能は、細胞核の様々な内部構造と結びつい
て起っていることが知られていた。例えば、DNA損傷修復においては、DSB、あるいは短小化
した染色体末端テロメアが核周辺部の核膜近傍に移動することが観察されており、その場で不
適切な組み換え（転座）が抑制され、適切な修復が行われることが示されていた。 
このように、クロマチンの構造や核内空間配置を制御する機構が DNA 修復には必要である
が、その解明は遅れていた。特に、クロマチンを核内で移動させる分子機構については、クロ
マチンの動きが細胞内の ATP 濃度によって影響されることから、何かしらの ATP 加水分解酵
素がこの動きに関わると推測されていたが、分子機構は不明のままであった。しかし我々は、
海外研究協力者 Susan Gasserとの共同研究により、クロマチンリモデラーが、クロマチン構造
の変換に加えて、クロマチンの核内空間配置にも寄与することを見出していた(Horigome et al., 
Mol Cell, 2014)。 
我々は、このクロマチン構造形成や核内移動性に関わるクロマチンリモデラーの特徴として、
その多くがアクチン関連タンパク質(actin-related protein; 以下 Arp と略称)を複合体中に含んで
いることに注目した。Arp は、アクチンに進化的・構造的に関連性を有する一群のタンパク質
であり、アクチンと共にアクチンファミリーを形成する。Arpのサブファミリー（Arp1～Arp10）
は、当初、細胞質で機能すると考えられていた。しかし申請者は Arp4, 5, 6, 7, 8, 9が細胞核に
局在して機能していることを世界で初めて明らかにした（PNAS, 1994; Mol Biol Cell, 1995）。ま
た、転写制御や DNA修復におけるこれらの核内 Arpの重要性を明らかにした（Mol Biol Cell, 
1999; Nucl Acids Res, 2002, 2004, 2007）。さらに、核内 Arpが DNA損傷修復などを介してゲノム
安定性維持にも重要な役割を果たすことを見出していた(Curr Biol, 2008; Nucl Acids Res, 2010)。
さらに、研究分担者・太田と共同で、Arp が細胞核内でのクロマチン空間配置にも重要な役割
を果たすことを見出した(PLoS Genet, 2010; Nucleus, 2011)。特筆すべき点として、これらの Arp
の構造や機能が、酵母から脊椎動物まで進化的に保存されていることが挙げられ、この特徴は、
出芽酵母などのモデル系での実験結果をヒトなどに応用する上での大きな利点となる。 
さらに、核内アクチンが、ゲノム修復のエピジェネティック制御に関与することを示した。
この研究は、海外研究協力者である Prof. Susan Gasserとの共同研究および単独の研究によって、
広く世界に受け入れられるようになった(Shimada et al., Cell, 2012; Horigome et al., Mol Cell, 
2014; Osakabe et al., PLoS One, 2014)。また我々は、核内のアクチンおよび Arpの機能を人為的
に制御するための基盤を開発してきた。 
遺伝子発現のエピジェネティック制御についての研究の進展が著しいが、DNA修復・ゲノム
安定性維持におけるエピジェネティック制御の研究は始まったばかりであり、解析の実験系も
十分には確立されていない。本研究では、Arpの解析によって、DNA修復におけるエピジェネ
ティック制御機構の解明を目指すことに特徴がある。また、DNA修復や遺伝子発現に重要なク
ロマチンリモデラーの機能を制御する化合物はこれまでに報告がないが、Arp に結合する化合
物の同定により、エピジェネティック研究の重要なツールが得られるばかりでなく、ゲノム不
安定性の異常によって引き起こされる疾病の治療薬の開発につながることが期待される。さら
にこの化合物によって、遺伝子発現のエピジェネティック制御を人為的に調節することで、細
胞の脱分化・再分化のコントロールを介した再生医療などへの応用展開も可能となる。 
 
 
２．研究の目的 
(1) DNA 修復に必要なクロマチン・細胞核機能構造形成への Arp の役割を明らかにする。Arp
が様々なクロマチンリモデラーの機能を制御していることが示されている。DNA修復を効率的
かつ安全に進行させるためには、特徴的なクロマチンや細胞核機能構造が形成されることが必
要であり、このような DNA 修復のエピジェネティック制御に Arp がどのように関与するかを
明らかにする。 
 
(2) Arpに結合してエピジェネティック制御に影響を与える化合物を検索し、その解析によって



創薬への応用展開を図る。アクチンに結合する化合物やその類似体の研究が広く行われている。
Arp とアクチンの立体構造が類似していることから、これらの化合物には Arp に結合するもの
も含まれると予想される。Arp に結合することでクロマチンリモデラーの機能に影響を与える
化合物を同定し、がんや悪性疾患治療、再生医療における今後の創薬の基礎とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) DNA 修復に必要なクロマチン・細胞核機能構造形成への Arp の関与：ARP 遺伝子を破壊
した酵母株・ヒト培養細胞を利用し（既に樹立済）、DNA 損傷部位のクロマチン構造や核内空
間配置を解析する。 
  
(2) Arp によるエピジェネティクス制御機能に影響を与える化合物の検索と解析：アクチンと
Arpの立体構造の保存性を利用し、Arpに結合する化合物を検索し、DNA修復や遺伝子発現に
おけるエピジェネティック制御に対する効果を解析する。  
 
 
４．研究成果 
 

DNA損傷を正確・かつ速やかに修復することは、ゲノムの安定性維持において極めて重要で
あり、その破綻は細胞のがん化などにつながる。クロマチン構造および核構造を介したエピジ
ェネティックな機構が、DNA損傷の制御に関わっている。我々は、細胞核内のアクチンファミ
リーがこの DNA 損傷のエピジェネティック制御に関与することを見出してきた。これらは、
クロマチンリモデリング複合体の構成因子として、また細胞核の骨格タンパク質として機能す
ると考えられる。そこで本研究では、次世代の人工抗体として注目されている二重環状ペプチ
ドに注目し、核内アクチンファミリーに結合する二重環状ペプチドのスクリーニングおよび、
それを用いた機能解析を行なった。単量体アクチン（G-actin)および重合アクチン(F-actin)をス
クリーニングにより、これらのアクチンに対する二重環状ペプチドの候補が得られた。また、
Arp5, Arp8などを用いたスクリーニングによって、これらの Arpに結合する二重環状ペプチド
の候補も取得できた。これらを生きた培養細胞中に導入することを試みた。試薬による導入、
電気穿孔法などによる導入を検討し、後者を用いて効率的な導入が行なえることを明らかにし
た。アクチンファミリーに結合する bicyclic peptideを生細胞に導入し、細胞内で bicyclic peptide
が細胞内でアクチンファミリーに結合することを免疫沈降によって明らかにした。さらに、こ
れらのアクチンファミリーを含む INO80 クロマチンリモデリング複合体の活性が、bicyclic 
peptideによって抑制されることを示した。さらに、これらの二重環状ペプチドを導入した細胞
の表現形を観察することにより、これらの二重環状ペプチドが細胞の中においても、ターゲッ
トタンパク質に結合し、ターゲットタンパク質の機能を抑制していることを明らかにした。今
後、さらに二重環状ペプチドの評価を続ける。 
また我々は、細胞核内のアクチンファミリーが、クロマチンリモデリング複合体の構成因子
として、細胞核構造を構築する分子として、DNA損傷修復のエピジェネティック制御に関与す
ることを示した。まず、ATP 結合部位に変異を導入した Arp4 を酵母細胞中で発現することに
より、INO80クロマチンリモデリング複合体の機能に変化が生じることを示した。また、核移
行シグナルを付加したアクチンを培養細胞で発現させた際に、細胞核内にアクチン繊維が形成
されると共に、DNA損傷修復能や gamma-H2AX の核内局在に変化が生じることを示した。ま
た、核内のアクチン繊維形成を人為的に抑制することにより、ゲノムの不安定化が誘導される
ことを見出した。これらの結果は、アクチンや Arp4 などの核内のアクチンファミリーが、ク
ロマチン機能制御や細胞核の機能構造形成を介して、ゲノムの安定性に寄与することを示唆す
るものであり、今後さらにこの実験系を用いた解析を進める。これらの研究により、核内に存
在するアクチンファミリーがゲノム安定性維持に関与する分子機構の一端を明らかにした。 
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