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研究成果の概要（和文）：トポイソメラーゼ2（TOP2）という酵素は、絡まっているDNAのもつれを解消する酵素
である。抗がん剤であるエトポシドはDNAの切断端にTOP2が共有結合した複合体（TOP2cc）を形成させる。その
結果、がん細胞を殺す。TOP2ccの除去機構を明らかにできれば、新規の抗がん治療法の開発に役立つ。これま
で、TOP2ccの除去機構にはMRE11などのヌクレアーゼが関わる経路とプロテアソームが関わる経路が存在するこ
とが分かっていた。本研究から、TOP2cc除去において、新規なプロテアソーム非依存的機構が存在することが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：Topoisomerase II (TOP2) resolves topologically entwined duplex DNA. It 
generates a transient DNA double-strand break intermediate, known as TOP2 cleavage complex (TOP2cc),
 that contains a covalent link between TOP2 and the 5'-terminus of the incised DNA duplex. Etoposide
 freezes the intermediate and forms irreversible TOP2ccs. Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2 (TDP2) is 
thought to repair irreversible TOP2ccs by hydrolyzing the phosphodiester bond between TOP2 and DNA 
after the proteasomal degradation of trapped TOP2ccs. In this study, I revealed novel 
proteasome-independent mechanisms for the repair of Topoisomerase2 (TOP2) cleavage complex.

研究分野： DNA修復

キーワード： トポイソメラーゼ2　エトポシド　プロテアソーム 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、新規のTOP2cc除去経路の存在が明らかになった。この除去経路に、TDP2というタンパク質が中心的
な役割を果たすことが分かった。これまで、TDP2はプロテアソームというタンパク質複合体と協調して働くこと
が分かっていたので、プロテアソーム阻害剤とエトポシドの暴露が抗がん治療の効果を高めると考えられてい
た。本研究成果から、TDP2阻害剤とエトポシドを併用した治療法の重要性が明らかになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)トポイソメラーゼ 2（TOP2）は、DNA の複製時に生じる DNA のもつれを解消する酵素で
ある。反応中間体として、DNA の 5’切断端と TOP2 活性部位のチロシン残基が共有結合した複
合体（TOP2 covalent complex: TOP2cc）を形成する。抗がん剤であるエトポシド（ETP）は
TOP2cc を安定化し、TOP2 を DNA 切断末端にトラップすることにより細胞死を引き起こす。
DNA 末端から TOP2 を切断端から除去する必要がある。除去されて初めて非相同末端結合が切
断を再結合できる。 
(2) TOP2cc は、プロテアソームで分解された後、TOP2 と DNA の間のホスホジエステル結合
が Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2（TDP2）によって加水分解され、DNA から除去されると
考えられている。近年、新規の TOP2cc 除去酵素として MRE11 が見つかっており、プロテアソ
ームによる TOP2 の分解を必要としないことが明らかになっている。 

 
２．研究の目的 
MRE11 が関与するプロテアソーム非依存的な TOP2cc 除去経路の分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)TOP2cc 検出系 

ヒトリンパ芽球細胞（TK6）をエトポシド(ETP)で処理後、ETP を除いた培地で培養し、細胞か
らゲノム DNA を塩化セシウム密度遠心勾配法で精製した。DNA に結合したタンパク質は、ウ
ェスタンブロット法またはスロットブロット法で検出した。 

(2)感受性試験 

野生型または TDP2 遺伝子破壊細胞に、ETP で 3 時間暴露し、メチルセルロース入り培地にま

き、10〜14 日間培養し、コロニー数を計測した。 

(3)in vitro TOP2cc 除去アッセイ 

TOP2cc が結合したゲノム DNA は、ETP 処理後の野生型細胞から、前述の塩化セシウム密度遠
心勾配法で精製した。このゲノム DNA に TDP2 タンパク質を添加し、生成物をウェスタンブロ
ット法で検出した。 

 
４．研究成果 

(1)野生型細胞にエトポシドを処理し、ゲノム DNA を精製した。ゲノム DNA に共有結合し
ている TOP2 は、本来の分子量より高分子側にスメ
アしたバンドとして見られた。このスメアバンドは、
ポリユビキチン抗体でも検出された。この結果から、
TOP2cc はポリユビキチン化されることが分かっ
た。次に、野生型および TDP2 遺伝子破壊 TK6 細
胞の TOP2cc 除去動態をプロテアソーム 阻害剤の
有無で比較した。その結果、TOP2cc はプロテアソ
ーム依存的または非依存的な経路で修復されること
が分かった。さらに、両経路は TDP2 依存的経路
と非依存的経路に分かれていることが分かった。ま
た、ETP 処理した細胞から抽出したゲノム DNA を
用いて、TDP2 がタンパク分解なしに TOP2cc を除去することを生化学的に示した（図 1）。
本研究から、TOP2cc 修復において、新規なプロテアソーム非依存的機構が存在することが明
らかになった（文献 1）。また、野生型または、TDP2 遺伝子破壊細胞に、エトポシド単独ま

図 1 in vitro TOP2cc 除去アッセイ

の結果 



たは、エトポシドとプロテアソーム阻害剤を同時に 3 時間暴露した細胞を、メチルセルロー
スを用いて感受性試験を行った。その結果、TDP2 遺伝子破壊細胞では、プロテアソーム阻害
剤を添加することにより、エトポシド感受性が高まった。これは、ゲノム DNA を用いた
TOP2cc の除去動態の結果と、生化学実験の結果に一致する。すなわち、TDP2 がプロテアソ
ームによる分解なしに、TOP2cc を除去することを意味する。本研究結果から、プロテアソー
ムが関与せず、TOP2cc を除去する経路には、Mre11 による DNA 鎖切断を介する経路と TDP2
によるホスホジエステル結合を加水分解する経路の 2 つが存在することを明らかにできた。 
（2）トポイソメラーゼ 1(TOP1)は、反応中間体として、DNA の 3’切断端と TOP2 活性部位の
チロシン残基が共有結合した複合体（TOP1 covalent complex: TOP1cc）を形成することが知ら
れている。TOP1cc の除去は、プロテアソームによる分解が起きた後、TDP1 が数残基のペプチ
ドを除去する。このように 2 段階で TOP1cc を除去すると推定されていたが、細胞レベルでこ
のような反応が起きているか分かっていなかった。そこで、TOP1cc の除去動態を 1 段階目と 2
段階目に分けて評価できる実験系を構築した。この実験系では、1 段階目を評価するために、
TOP1 タンパク質の表面を認識する抗体を用いた。また、2 段階目を評価するために、TOP1 タ
ンパク質の DNA と共有結合する付近のペプチド 10 残基程度を認識する抗体を用いた。その結
果、プロテアソーム阻害剤の添加により、1 段階目と 2 段階目の除去が遅延していた。一方、
TDP1 遺伝子破壊細胞では、1 段階目の遅延は検出されなかったが、2 段階目の遅延は検出され
た。これらの結果から、TOP1cc の除去において、一段階目はプロテアソームによる分解を受け、
2 段階目では TDP1 による数残基のペプチドの除去が行われることが確認できた。 
TDP2 も 3’末端に結合したチロシン残基を除去する活性があることが知られていたが、

TOP1cc 除去において 1 段階目で働くのか、2 段階目で働くのか分かっていなかった。そこで、
本研究で構築した実験系を用いて、TDP2 がどちらのステップに関与するのかを調べた。その結
果、TDP1 が欠損している細胞において、TDP2 は TOP1cc の除去において、2 段階目で働くこ
とが分かった（文献 2）。 
さらに、TDP2 が 3‘末端に結合したチロシン以外にどのような DNA 損傷を取り除くのかを調

べることとした。私は、以前に 3’末端にヌクレオシドアナログである Ara-C(シタラビン)や
FTD(トリフルリジン)がチェインターミネーターとして働くことを生化学的実験と細胞生物学
的実験を用いて明らかにした（文献 3）。そこで、TDP2 がこれらのヌクレオシドアナログの除
去に関与しているかを調べるために、野生型細胞、TDP1 遺伝子破壊細胞、TDP2 遺伝子破壊細
胞、TDP1/TDP2 二重遺伝子破壊細胞を用いて、各ヌクレオシドアナログに対する感受性を評
価した。その結果、二重遺伝子破壊細胞では、各一重遺伝子破壊細胞と比較して、これらのヌク
レオシドアナログに対する感受性は高かった。この結果は、TDP2 は、TDP1 が存在しない時
に、3’末端に取り込まれたヌクレオシドアナログを除去しうることを意味する。 
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