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研究成果の概要（和文）： 
 塩基除去修復（BER）関連酵素 pol、APE-1、FEN-1、および XRCC-1 をノックアウトまた
はノックダウンした細胞を用いて、その影響を調べた。これらの低下により、細胞のメチル化
剤感受性は有意に増加した。一方、pol欠損細胞では、特に、G1 細胞においてグリコシラーゼ
の活性の低下が、新しい細胞内 AP 部位検出法により観察され、G1 期における pol依存性 BER
重要性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The cell cycle dependent base excision repair of methylated base damage was investigated 
using a novel assay system for the detection of intranuclear abasic sites. In pol-KO MEF, the 
removal of methylated bases was significantly slower than wild type especially in G1 phase, 
suggesting the lack suppressed the glycosylase activity to bypass the accumulation of hazardous 
intermediate, AP sites. 
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１．研究開始当初の背景 
塩基除去修復経路（BER）は大腸菌からヒト
に至るまで、高度に保存されており、これに
関与する大腸菌の遺伝子群が早くからクロ
ーニングされてきた。近年、これらの哺乳類
ホモログも機能ドメインの塩基配列の相同
性を利用して次々にクローニングされつつ
ある。さらに、Ｘ線結晶構造解析により、修
復の最初に働くグリコシラーゼの作用機構
の解明も急速に進んだ。BER の過程には、毒
性の高い脱塩基部位（Apurinic/apyrimidinic 

sites、以下、AP 部位）や DNA 主鎖切断の
形成が起こるために、これに関与する諸酵素
はその産物と高い親和性を有し、次のステッ
プを担う酵素の結合により解離するとする、
いわゆる pass-the-baton モデルに基づき、中
間産物の害を回避するとされている。BER の
二つの主要経路である long patch（LP-BER）
および short patch（SP-BER）経路に関与す
る主なタンパク因子について、特性や互いの
相互作用に関する理解は進んでいる。しかし
ながら、両経路の細胞周期各期における相対
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的寄与や、それらの選択機構、また、他の修
復系との優先度についてはほとんど解明さ
れていない。この修復系に共通して、グリコ
シラーゼの作用による最初のステップの中
間産物である AP 部位は、生理的条件下にあ
っても、1 日に 1 細胞当たり約 10,000 個も形
成されるが、突然変異や細胞死を引き起こし、
時としてその毒性が塩基損傷を上回る重要
な損傷である。BER では、グリコシラーゼの
作用以後、AP endonuclease1（APE1）と
DNA polymerase  (pol ま た は Flap 
endonuclease-1（FEN-1）によるギャップ形
成まで、AP 部位が存在するため、その定量
により BER の動態を追求することが可能で
ある。応募者らは 1991 年に画期的な AP 部
位の定量法である Aldehyde Reactive Probe
（ARP）法を開発し、その後の応用研究を通
じて高い実用性を証明してきた。その感度は
ARP法とDNAのメンブレン固相化法の組み
合わせにより、生理的条件下において生じる
AP 部位を定量可能なレベルにまでに達して
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、以下のような疑問に答えて、
二つの BER 経路の選択に関与する諸要素と
これらの制御の細胞周期依存性を明らかに
することである。 
1）LP-BER および SP-BER の選択の決定機
構。 

こ の ために 、 methylmethanesulfoxide
（MMS）と酸化損傷誘発剤である過酸化水
素のよる処理後の polおよび FEN-1knock 
down (KD)細胞や knock out (KO)細胞中の修
復動態を正常細胞の場合と比較することに
より解明する。 
2）BER の細胞周期依存性の検討。 

最近、PCNA は S 期特異的にアセチル化
され、PCNA に付随して存在するヒストン
アセチラーゼ CBP/p300 により FEN-1 お
よび polはともにアセチル化されることが
報告された。両者のアセチル化は、それぞ
れ endonuclease および AP lyase 活性の低
下をもたらす。両酵素は二つの BER 経路
に必須の酵素であることから、S 期におけ
る BER が何らかの負の制御下にある可能
性が考えられる。そこで、ARP および
FARP-1 法を利用して、G1 期および S 期細
胞における BER 動態について検討を行い、
その可能性を検証する。この際、polおよ
び FEN-1 の ノックダウン細胞を用いるこ
とにより、G1 期および S 期細胞における
両 BER 経路の相対的寄与を解明し、その
細胞周期依存性の有無を明らかにする。 
（3）非増殖細胞集団において主に選択され
る BER の様式は何か？ 

血清飢餓で増殖を停止した細胞集団中

のBERの動態をG1期およびS期細胞のそ
れと比較する。polおよび FEN-1 の KO 時
の BER 動態の比較により二つの BER 制御
機構について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞核内 BER の直接検出システムの
構築。 
 二つの BER 経路の細胞周期依存性を検
討するために、G1 期および S 期の塩基損傷
除去の経時的変化を追跡した。本研究では、
まず、同調 HeLa 細胞を MMS 処理後、DNA
を抽出し、その AP 部位を ARP 法により定
量することにより、各期における BER 動態
を検討した。さらに、細胞核内 BER を直接
検討するために、MMS 処理細胞核 DNA 中
のAP部位生成をFARP-1法により定量する
ため、フローサイトメトリー（FCM）法、
共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。 
研究方法） 
①同調細胞による条件検討。 

HeLa 細胞を、血清飢餓法と mitotic 
selection 法の組み合わせによる同調細胞の
細胞周期の進行を FCM 法により経時的に
確認した。G1 期および S 期同調細胞を種々
の濃度の MMS 処理直後およびその後経時
的に細胞を回収して、DNA を抽出した。そ
の後、各 DNA サンプル中の AP 部位を ARP
法により定量した。さらに、MMS 細胞核内
のメチル損傷を調べるために、処理細胞よ
りの精製 DNA を熱処理することにより、
AP 部位への変換し、ARP 法を用いて、損
傷塩基を定量した。 
②FARP-1法による細胞核内BERの解析。
HeLa細胞を、上述のように、血清飢餓法と
mitotic selection法の組み合わせにより同調
した。G1期およびS期同調細胞を種々の濃
度のMMS処理し、処理直後およびその後経
時的に細胞を回収して、Triton-X100を含む
細胞処理液にて細胞核を分離した。細胞核
浮遊液に最終濃度25MのFARP-1を加え、
37℃にて1時間処理した後、洗浄した。染色
した細胞核をPBSに再浮遊し、FARP-1染色
核をFCMアナライザーにより解析した。こ
の結果をARP法によるものと比較し、
FARP-1法の感度および精度を明らかにし
た。 
 
(2）BERの細胞周期依存性の検討1。 
①修復酵素欠損細胞を用いた検討。 

G1期およびS期に同調した正常マウスお
よび pol欠損マウス胎児線維芽細胞（MEF）
を、種々の濃度の MMS 処理し、その後の
BER 動態を、ARP 法および FARP-1 法にて
評価した。さらに、非同調細胞を用いて、
沃化プロピジウム（PI）と FARP-1 の二重染
色を行い、BER の細胞周期依存性を検討し



 

 

た。これらにより MEF における pol依存性
経路路の相対的寄与とその細胞周期依存性
を明らかにした。 
②BER 関連酵素 KD の影響の検討。 

siRNA 技術を応用して、MEF および HeLa
細胞を用いてマウスおよびヒト  pol、
APE-1、FEN-1 および XRCC-1 KD 細胞の作
製を行う。これらの塩基配列をもとに作製
したヘアピンオリゴヌクレオチドを作製し、
psiRNA-7TK プラスミド（Invivogen）に組
み込んだ。これらを HeLa 細胞に導入し、
KD 細胞を選択し、ウェスタンブロット法
によりタンパク発現レベル抑制を、確認し
た後、MMS および過酸化水素の感受性など
の基礎的特性を調べた。 
②非増殖細胞集団におけるBERの解明。 
pol KO細胞を血清飢餓により増殖を停止
させ、FCMにより確認したG0細胞集団を用
いて種々の濃度のMMS処理を行った。処理
直後およびその後継時的に、細胞核内のAP
部位数をPI/FARP-1法にて、また、抽出DNA
中のメチル化損傷の修復動態をARP法によ
り解析した。また、細胞内AP部位数および
残存メチル化塩基数を測定した。 
 

４．研究成果 
（1）新奇細胞内 BER 検出法の開発。 
BER の定量システムとして、申請者らが開
発した ARP 法があり、広く国内外に普及し
つつある。同法は、BER の第一段階のグリ
コシラーゼによる損傷塩基の結果形成され
た脱塩基部位（AP 部位）のアルデヒド基に
特異的に結合するARP試薬によりビオチン
基を導入し、ABC 法により定量する。同法
は、抽出 DNA 中の AP 部位を定量するため
に開発したことから、細胞内の AP 部位を
直接定量するために、ARP を改変し、FITC
を導入した蛍光 ARP（FARP-1）を新たに開
発した。まず、血清飢餓法/分裂細胞選別法
による同調細胞を用いた、各細胞周期にお
ける除去修復活性を比較検討した。FARP-1
法の諸条件の検討を行い、G1 および S 期に
おいてアルキル化剤（MMS）処理を行った
HeLa 細胞における細胞内 AP 部位の定量に
成功した。次に、MMS 処理を行った非同調
HeLa 細胞を、FARP-1 と PI にて二重染色し、
G1 および S 期のいずれにおいても、ほぼ同
程度のBERが見られることを明らかにした。
BER には、修復サイズによって SP-および
LP-BER 経路が知られている。まず、主とし
て SP-BERに必須とされるDNAポリメラー
ゼの欠損マウス胎児線維芽細胞（pol -KD 
MEF)を用いてこれらの MMS 処理後の G1
および S期におけるBERがいずれも野生型
に比べて有意に低下するということを明ら
かにした。加えて、MMS 処理、24 時間後
に核内に残存するメチル損傷は、G1 および

S 期 pol-KO MEF において有意に多く、そ
の野生型細胞との差は G1 期処理の場合に
著しいことが明らかとなった。したがって、
polの欠損は明らかに BER 全体に影響し、
メチル損傷の切り出しを妨げることを明ら
かにした。 

 
（2）BER酵素のKD細胞株の作出。 
①polノックダウン(polB-KD)マウス胎児線
維芽細胞（MEF)株の作製。 

polB-KD MEF株のpolBタンパクの発現は、
WTの約10％に低下していた。また、MMS処
理直後のAP部位は、野生株より約30％減少し
ており、この結果は、polB-KO細胞株におけ
る場合と同様の傾向を示した。 
②in vitroの修復系を再構成するために、BER
の最後のステップを担うヒトXRCC1および
DNA Ligase III（Lig3）の相互作用を検討する
ために、その発現系を構築した。Lig3は、N
末端側の48アミノ酸残基を欠くバリアント（
Lig348）が得られた。Lig348は、活性にATP
を要求し、XRCC1の共存下で、約40％の活性
増強を示した。 
③XRCC1ノックダウンHeLa細胞株を作製し
た。XRCC1-KD細胞は、WTの約60％のXRCC1
タンパク発現を示したが、MMSに対する生残
率は、1.5ｍM以上で有意な低下を示した。 
④約50％に発現量の低下したAPE1-KD細胞株
では、2ｍM以上のMMSに対し有意な高感受
性を示したが、過酸化水素に対する感受性は
変わらなかった。 
⑤FEN-1-KD MEFでは、ウェスタンブロット
では、ほぼFEN-1の発現は認められなかった
。MMS感受性試験では、わずかに感受性の増
加を示し（2.5ｍM以上で有意）、AP部位はわ
ずかに低下したが、有意ではなかったことか
ら、MEFのBERにおいて、FEN-1依存性修復
はpol依存性経路ほど、寄与は大きくないこ
とが明らかとなった。 
 
（3）BER の細胞周期依存性の検討。 
野生型（WT）と polのノックアウト/ノッ

クダウン（KO/KD）MEF を MMS 処理し、直
後およびその後継時的に、G1 および S 期細
胞核内の AP 部位数を PI/FARP-1 法にて、ま
た、抽出 DNA 中のメチル化損傷の修復動態
を ARP 法により解析した。pol 細胞で
は、メチル損傷のグリコシラーゼ（MPG）の
除去活性の低下は、G1 およびS 両期におい
て観察されるが、G1 期における除去能の低
下が著しいことが分かった。pol-KO 細胞に
おける MPG 活性の低下が、APE1 と polの相
互作用の喪失によるか検討するために、単一
の AP 部位をオリゴヌクレオチド基質に親和
性を有する MPG を結合させたのち、APE1 の
Km を測定したが、いかなる変化もみられな
かった。一方、WT 細胞と pol-KO MEF の



 

 

MMS 処理後、沃化プロピジウムと FARP-1
の二重染色を行い、核中の AP 部位を共焦点
レーザー顕微鏡により観察を行った。対照群
に比べて MMS 処理群では、FARP-1 のフォー
カス状のシグナルが認められ、そのシグナル
強度および数は WT 細胞において明らかに高
かった。以上の結果より、pol依存性の塩基
除去修復は、G1 期の細胞でより効率的であ
り、S 期における相対的寄与は小さく、した
がって、その喪失の影響は小 
さいことが明らかとなった。一方、MPG およ
び APE1 に見られる産物による阻害は、それ
ぞれ APE1 および pol によって、解除される
ことより、pass-the baton モデルによる修復系
の制御と合わせて、G1 期の細胞においては、
polによる MPG 活性制御が塩基除去修復の
調節に重要な役割を担っていると考えられ
る。また、GST-MPG によるプルダウンアッ
セイによって、MMS 処理細胞よりの抽出物
を行った結果、PCNA、MBD1 に加えて、
XRCC1 との著名な複合体形成が観察され、
損傷時に両者が物理的相互作用を行うこと
が示された。 
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