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研究成果の概要（和文）：抗がん剤であるカンプトテシン（CPT）は、DNA切断端を一つしか持たない損傷
（one-ended DSB）を生じる。one-ended DSBの修復に非相同末端連結（NHEJ）が関与すると細胞にとって毒性を
示すと考えられ、CPTによる抗がん効果を考える上では、one-ended DSBに対するNHEJ経路の関与機構を明らかに
することは重要となる。
これまでの研究から、ユビキチン化因子であるUbcH5がNHEJに関与し、染色体異常の発生や、CPTへの抵抗性に寄
与することを見出した。E3ユビキチンリガーゼとしてSIAH1 も同定したが、UbcH5とは異なる影響が見られた。

研究成果の概要（英文）：Anti-cancer drug camptothecin (CPT) causes DNA double-strand break (DSB) 
containing a single-DNA end that is referred to as one-ended DSB. Given that contribution of 
non-homologous end joining (NHEJ) to the repair of one-ended DSBs are considered to sensitize cells 
to CPT, it is important to reveal the mechanism of NHEJ contribution to the repair of one-ended DSBs
 for consideration of CPT efficacy in the chemotherapy.
Several researches suggested that UbcH5 is involved in the appearance of chromosome aberrations and 
CPT-resistance via NHEJ. SIAH1 was also identified as E3 ubiquitin ligase that is involved in NHEJ 
activation, but it has showed different phenotypes from UbcH5 so far.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 放射線等によって引き起こされる DNA 二本
鎖切断（DSB）は二つの DNA 末端を持ち、非
相同末端連結（NHEJ）経路または相同組換え
（HR）経路で修復される。一方、DNA 一本鎖
切断（SSB）が DNA 複製を介して、DNA 末端を
一つしか持たない DSB（RM-DSB）へと変換さ
れることがある。抗がん剤であるカンプトテ
シン（CPT）は、SSB を蓄積させ、複製を介し
て RM-DSB を発生させる。RM-DSB は、主に HR
経路で修復されると考えられている。しかし、
その一部が NHEJ で修復されると、染色体異
常が発生し細胞死につながることが研究代
表者らを含めた研究から示唆されている。即
ち、CPT による抗腫瘍（殺細胞）効果は、NHEJ
依存的であると言える。	
	 研究代表者は、CPT 処理後、NHEJ 因子であ
る DNA-PK の活性化がユビキチン化依存的で
あり、DNA-PK の活性化により S期 DNA 損傷チ
ェックポイントの活性化と細胞死が誘導さ
れることを見出し、RM−DSB に特異的な DNA-PK
の活性化経路が存在するのではないかと考
えた。その経路に関わる因子を見出し、それ
らの因子の発現や挙動を調べることで、CPT
による抗腫瘍効果の予測を可能にすると考
えられる。	
 
２．研究の目的 
	 CPT を含む DNA トポイソメラーゼ I 阻害剤
の抗がん剤としての効果を考える上で、NHEJ
の寄与が大きく影響することが示唆されて
いる。そこで本研究では、RM-DSB に対する
DNA-PK 活性化のメカニズムを解明し、DNA-PK
の RM-DSB 修復と細胞周期制御、細胞死にお
ける役割を明らかにする事を目的とした。	
 
３．研究の方法 
	 本研究では、RM-DSB に対する DNA-PK 活性
化のメカニズムとその意義を明らかにする
目的で、以下に示すように、特に 3	つの研究
を行うことを計画した。	
（1）RM-DSB による DNA-PK 活性化機構の解明
（図 1）	
①	 Ku タンパク質要求性	
	 ヒト培養細胞で Ku ノックアウト細胞を作
成する。CRISPR/CAS9 技術と、タンパク質を
即座に分解できる AID システムを利用し、Ku
タンパク質を相補した上で Ku 遺伝子をノッ
クアウトする。これにより、任意のタイミン
グで Ku タンパク質を除去でき、DNA-PK 活性
化への影響を解析可能となる。	
②	 DNA	end	resection との関連	
	 CtIP は DNA	end	resection 反応自体を制御
するマスター制御因子であり、Mre11 および
Exo1というヌクレアーゼが直接DNAを削り込
む。これらの因子のノックダウンや阻害剤等
を用い、DNA-PK が活性化する RM-DSB の構造
を明らかにする。	
③	 E3 ユビキチンリガーゼの探索	
DNA-PK 活性化に必要な E2 ユビキチン結合酵

素 UbcH5 と共に働く E3 ユビキチンリガーゼ
を同定するため、UbcH5 と相互作用する E3 リ
ガーゼの中から DNA 損傷応答に関連するもの
（候補として 27 遺伝子を考えている）に対
して、DNA-PK 活性化を指標に RNAi スクリー
ニングを行う。	

（2）RM-DSB 修復経路および細胞周期制御に
おける DNA-PK 経路の機能の解明（図 2）	
①	 RM-DSB 修復経路の解析	
	 局所的に誘導された DSB では NHEJ 因子の
集積を観察できることが知られている。そこ
で、UVレーザーを用いて核内の局所に RM-DSB
を誘導する新たな系を構築する。DSB 誘導の
場合は、レーザー照射前に BrdU 等を添加す
るが、未添加で照射すると SSB が生じる事が
知られている。したがって、S期で BrdU 未添
加でレーザーを照射する事で、RM-DSB	を誘
導できると考えられる。これにより、RM-DSB
への修復因子の集積を可視化でき、経時的な
解析が可能となる。UbcH5 経路の不活化細胞
で NHEJ および HR 因子の集積を解析し、UbcH5
の NHEJ への関与機構を解析する。レーザー
照射実験は、群馬大学で柴田淳史氏の協力の
もと行う予定である。	
	 また、RM-DSB に対し、NHEJ 経路が働く事
で染色体異常が生じると考えられている。そ
こで、 NHEJ 経 路の指標として Radial	
chromosome	と呼ばれる分岐型染色体異常の
出現頻度を解析し、HR 欠損細胞において
UbcH5-DNA-PK 経路が実際に染色体異常を促
進するかを調べる。	
②	 DNA 損傷チェックポイントへの関与機構	
	 DNA-PKのS期チェックポイントへの関与を
明らかにするため、合成 DNA をラベルし、DNA
複製効率および DNA 複製鎖長の解析を行う。
加えて、DNA-PK 経路のチェックポイントシグ
ナルへの関与も解析し、チェックポイントに
おける DNA-PK の作用点を明らかにする。	
（3）抗がん剤の抗腫瘍効果に対する DNA-PK
経路の影響の解明（図 2）	
	 DNA-PK 経路の機能が、最終的に細胞の抗が
ん剤感受性を上げるかどうかを解析する。
CPT と同じく、RM-DSB 型抗がん剤と考えられ
ている PARP 阻害剤も用いる。具体的には、
UbcH5c-DNA-PK 経路を不活化した細胞が、抗



がん剤に対し抵抗性を示すかどうかを解析
する。また、HR 経路を不活化した細胞におい
ても、DNA-PK 経路の不活化が抗がん剤抵抗性
を与えるかどうかを解析する。解析には、96	
well	プレート上で、発光により細胞生存量
を測定する系を用いることで、非常に迅速で
簡便に感受性試験が可能となる。	

	
	
４．研究成果	
（1）RM-DSB による DNA-PK 活性化機構の解明	
①	 Ku の要求性に関しては、siRNA によるノ
ックダウンで試みたが、条件検討を重ねても
高効率でのノックダウンがうまくいかず、
RM-DSB に対する応答への Ku の影響は評価で
きていない。実際、同条件で DSB に対する
DNA-PK 活性化を評価しても、影響は見られて
いないため、Ku のノックダウンが不十分であ
ると考えられた。Ku ノックアウトと AID を組
み合わせた方法に関しては、CRISPR/Cas9 の
条件検討もあり、細胞株作製には進んでいな
いため、RM-DSB に対する DNA-PK 活性化に対
する Ku の要求性に関しては、結論が出てい
ない状況である。	
②	 RM-DSB に対する DNA-PK 活性化への end	
resection 因子の影響を解析したところ、ま
ず、CtIP ノックダウンにより CPT による
DNA-PK 活性化が亢進したため、resection は
DNA-PK 活性化に抑制的に働き、DNA-PK は
resection を受ける前の blunt 型の末端構造
に対し活性化していると考えられた。CtIP ノ
ックダウン細胞でさらに UbcH5 をノックダウ
ンすると、コントロール細胞と同様に DNA-PK
の活性化は抑制されるため、UbcH5 による
DNA-PK 活性化制御は、resection の亢進等で
はなく、DNA-PK 活性化機構そのものに関与し
ていると考えられる。	
	
（2）RM-DSB 修復経路および細胞周期制御に
おける DNA-PK 経路の機能の解明	
①	 RM-DSB 修復経路の解析として、UV レー
ザーを用いた局所での RM-DSB の誘導系の開
発を、群馬大学の柴田淳史氏の協力のもと試
みた。RM-DSB を誘導させるには、S期の細胞
を識別できる必要がある。そのため、緑色蛍

光タンパク質である mAG を融合させた
Gemininタンパク質を定常的に発現するBJ線
維芽細胞を用いた。また RM-DSB の検出には、
53BP1の foci形成に必要な領域にmCherryを
融合させたタンパク質を用いて行った。レー
ザ ー 照 射 お よ び ラ イ ブ で の 観 察 は
Deltavision	OMX で行った。DSB の誘導が目
的ではないため、増感剤としての BrdU は添
加しない。レーザー出力および照射時間の検
討を行い、レーザートラックに 53BP1 の集積
が観察される条件は見出したが、残念ながら
Genimin 陰性の細胞でも集積が検出されてし
まい、RM-DSB が誘導できているとする条件の
設定には至っていない。	
	 NHEJ 関 与 の 指 標 と し て の radial	
chromosome の検出も試み、resection 抑制細
胞では、DNA-PK 活性化の亢進と関連して、
Radial	chromosome の上昇が観察された。こ
の条件でUbcH5をノックダウンするとRadial	
chromosome が減少したことから、UbcH5 が
DNA-PK の活性化を制御することで NHEJ に関
与することが示唆された。また、53BP1 のノ
ックダウンでも減少がみられ、 radial	
chromosome は離れた領域にある RM-DSB 同士
が連結されてしまう現象であることが確認
された。しかし、HR 欠損細胞で radial	
chromosome が増加するかについては検証に
至っていない。一方、パートナーE3 として同
定した SIAH1 のノックダウン細胞では、
Radial	chromosome への影響は観察されなか
った。	
②	 DNA 損傷チェックポイントへの関与機構
の解析としては、これまでに PI 染色による
細胞周期全体の動きはモニターされており、
CPT 処理後の細胞周期の停止が、DNA-PK 阻害
および UbcH5 ノックダウンでは、抑制されて
いることが見出されていた。そこで、さらに
詳しく解析するため、EdU で合成 DNA をラベ
ルして解析したところ、UbcH5 ノックダウン
細胞では EdU の取り込み自体が減少しており、
UbcH5 ノックダウンにより、DNA 複製が下が
る、もしくは S期の細胞が減少している可能
性が考えられた。	
	
（3）抗がん剤の抗腫瘍効果に対する DNA-PK
経路の影響の解明	
	 抗腫瘍効果の評価として、CPT への感受性
試験を U2OS 細胞を用いて行った。CPT を短時
間処理し、CPT 添加から 48 時間後の生細胞数
から CPT の影響を評価した。その結果、UbcH5
ノックダウン細胞では CPT に対して感受性と
なった。これまで、NHEJ 欠損細胞は CPT に対
し抵抗性になることが報告されており、これ
と逆の結果であった。UbcH5 は、CPT に対す
る応答以外にも非常に多岐にわたる現象へ
の関与が報告されている。したがって、CPT
感受性となった原因は、NHEJ への関与以外に
も多くの要因が重なった結果ではないかと
推測した。しかし、SIAH1 ノックダウン細胞
では CPT 感受性は見られず、コントロールと



変わらない生存率をしめした。これらの結果
から、UbcH5 と SIAH1 は同一経路ではなく、
SIAH1はDNA-PKの活性化には影響するものの、
NHEJ の効率にまでは影響を及ぼさない程度
の寄与度ではないかと考えられる。	
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