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研究成果の概要（和文）：最も発生頻度の高い DNA 単鎖切断と最も深刻な DNA 二重鎖切断が

ヒト細胞内でどのように修復されるかを解明した。単鎖切断ではポリ ADP リボースポリメラ

ーゼ 1 (PARP1)が DNA のニック（単鎖切断）を見つけて結合する。PARP1 に結合して DNA

のニックをギャップに変換する二種類の酵素をヒト細胞で発見した。それらの欠損が細胞を単

鎖切断や二重鎖切断に感受性にする事が分った。二重鎖切断では、ATP 依存的なクロマチンリ

モデリング因子の ACF1 が KU70 と結合しており、その結合が二重鎖切断で更に強くなり、

CHRAC 複合体を形成してKU770/80 複合体を二重鎖切断にロードして修復を開始させる事が

分った。これらの発見はクロマチンリモデリングが DNA 鎖切断の修復に必須な機構である事

を示した。 

 

研究成果の概要（英文）：Using laser micro-irradiation of living human cell and identification 

of protein complexes recruited to DNA damaged site by proteomics, we have analyzed and 

identified DNA damage response of proteins within human cell. For DNA single-strand 

breaks we have identified two novel human proteins with DNA end- and exo-nuclease 

activities, which activate poly(ADP-ribose polymerase 1 (PARP1) by creating gap at a nick 

in DNA. For DNA double-strand breaks (DSB) we identified an ATP-dependent chromatin 

remodeling complex belonging to ISWI family, CHRAC, which is required for the loading of 

KU complex at DSB. Especially, ACF1 becomes bound to KU70 more tightly by treatment 

of cells with chemical agents creating DSB and initiates non-homologous end joining of 

DSB. Thus, we showed that chromatin remodeling is essential for the initiation of repair of 

DNA strand breaks. 
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１．研究開始当初の背景 DNA 損傷は損傷
を見つける蛋白質が修復を開始して損傷を
取り除き、取り除いた部分を再合成して元通
りの DNA 配列を取り戻す除去修復という機

構で修復される。除去修復には活性酸素など
による塩基損傷を修復する塩基除去修復と
紫外線によるより大きな損傷を修復するヌ
クレオチド除去修復がある。我々は 2007 年
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に EMBO J に発表した論文で、種々の塩基
損傷の直ぐ 5’側にニックを入れる機能を持つ
ヒトの酵素 PALF を発見した。この酵素が開
始する修復は上記のいずれの除去修復にも
あ て は ま ら な い  Alternative Excision 

Repair であり、基本は最も頻繁に生じる
DNA 単鎖切断の修復機構と考えられた。 

 

２．研究の目的 ヒト細胞内で実際に起きて
いる DNA 修復の機構を明らかにする目的で、
損傷修復の際の蛋白質のポリ ADP リボシレ
ーションおよびクロマチンリモデリングの
機構と機能について明らかにする。これまで
に進めて来たヒト細胞内での種々の修復機
構と複製での損傷乗り越え機構（Trans- 

lesion synthesis）についても研究を進め、ヒ
ト細胞内で、塩基損傷、単鎖切断、二重鎖切
断などの DNA 損傷がどのように修復される
かをさらに明らかにし、発癌や老化の理解、
さらに癌治療の基礎とする。 

  

３．研究の方法 ヒト細胞内での DNA 損傷
修復の理解の為に、ヒト細胞を顕微鏡のレン
ズを通してレーザー光を照射し、単一細胞の
核の局所に単鎖切断、二重鎖切断、塩基損傷
を作り、直ちに集積する修復蛋白質やクロマ
チンリモデリング因子をリアルタイムで解
析する方法や、細胞内で DNA 損傷に伴い集
積する蛋白質が形成する蛋白質複合体を免
疫沈降と質量分析で同定する方法等を駆使
する。 

 
４．研究成果 以下のような研究成果が得ら
れた。発表した主な論文に対応して箇条書き
で記述する。 
（１）我々が発見したヒト PALF 蛋白質は他
の研究室でも解析されたが、我々の解析では
DNA 塩基損傷の 5’側にニックを入れる機能
とニックの場所から 3’-＞5’に DNA を切り
取る機能があり、他の研究者はこの酵素活性
を見つけていない。PALF は二重鎖切断の修復
に関わるKU蛋白とも結合することから、PALF
が non-homologous end joining (NHEJ)修復
でも働いている可能性がある。その機能を解
析する為に NHEJ の in vitro での解析を USA
のMichael Lieberと共同研究し、PALFがNHEJ
で機能することを発見した（論文１）。 
（２）複製の際のミスマッチを修復する
MSH2/MSH6 複合体が活性酸素の塩基損傷で損
傷乗り越えのポリメラーゼPolηやPCNAと共
に働き除去修復に講演する事を発見（論文
２）。 
（３）ATP 依存的クロマチンリモデリングは
転写や複製に伴うクロマチンの移動やDNA鎖
の弛緩に必須の機構で４つのファミリーに
分かれ、それぞれ多数の蛋白質複合体により、
細胞分化や個体発生にも重要な役割を果た

している。ISWIファミリーはこれまで修復と
の関係が全く報告されていなかったが、その
CHRAC 複合体が DNA 二重鎖切断の修復に必須
の働きをする事を発見した。この複合体に含
まれる ACF1 は直接 KU70 に結合し、KU70/80
複合体が二重鎖切断に結合するのを助ける。
（論文３） 
（４）ヒト細胞での紫外線や単鎖切断および
二重鎖切断の損傷部位に複製でのミスマッ
チ の 修 復 に 関 わ る MSH2/MSH3 お よ び
MSH2/MSH6の複合体がPCNA依存的に集積する
事を発見した。この集積はミスマッチ修復の
場合と異なり MSH3 あるいは MSH6 が損傷部位
の PCNA と結合する事により MSH2 との複合体
を修復の現場にリクルートしさらに MLH1 も
集積してくるので、修復合成のミスマッチ修
復を行なうと考えられる。（論文１２） 
（５）DNA 単鎖切断は PARP1 により見つけら
れるが、PARP1 の活性化にはニックではなく
DNA のギャップが必要である。PARP1 に結合
する PALF はニックをギャップに変える
3’-5’エキソヌクレアーゼの活性があり、
in vitro の実験では PARP1 に PALF を加える
事によりニックで PARP1 が活性化されポリ
ADP リボシル化が起きる。我々は、PALF と同
じようなAPサイトの5’側にニックを入れる
活性を持ち、さらに 5’側に切り込みを入れ
ギャップを作る新規の酵素をヒト細胞で発
見した。この酵素を APENX と名付けた。APENX
は PARP1 と結合し、単鎖切断部位に集積し、
siRNAで発現を抑えるとPALFのノックダウン
以上に MMS に高感受性となり、ヒト細胞内で
の単鎖切断の修復とポリADPリボシル化に重
要な働きをしている事が明らかとなった（論
文準備中） 
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Lan et al. のMol Cellの論文発表に際して 

平成２３年１２月２３日毎日新聞全国紙、

Yahoo news その他で報道された。 

毎日新聞の例：がん治療：妨害たんぱく質発

見 メカニズムも解明−東北大グループ  
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