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研究成果の概要（和文）：相同組換え関連分子が細胞周期制御に果たす役割を調べるために、正常の上皮細胞に
おいて相同組換え関連分子の発現を抑制し、細胞周期の進行に与える影響を解析した。その結果、複数の相同組
換え関連分子の発現抑制によって、G0/G1期の細胞周期の進行が遅延する現象が見られた。DNA二本鎖切断に対す
る主要な修復機構である相同組換え修復は、DNA複製時に生成される姉妹染色分体を修復の鋳型として用いるこ
とから、S期後半からG2期に限定して働くと考えられている。今回の結果からは、相同組換え関連分子は、細胞
核のDNAの二本鎖切断に対する修復以外の機能を介して、G0/G1期進行を制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the link between DNA repair and cell cycle regulation, 
we investigated the roles of the proteins involved in homologous recombination in cell cycle 
progression in G0/G1 phase. We found that RAD51 and some other homologous recombination-related 
proteins promote cell cycle progression in G0/G1 phase, which cannot be explained by their roles in 
DNA double-strand break repair in the cell nucleus acting in the S and G2 phases.

研究分野： 放射線基礎医学、放射線生物学、腫瘍生物学

キーワード： DNA修復 　細胞周期
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研究成果の学術的意義や社会的意義
相同組換え関連分子が、G0/G1期の細胞周期の進行を制御していることが分かった。このことから、相同組換え
関連分子は、S期後半からG2期にかけての細胞核におけるDNAの二本鎖切断に対する修復以外の機能も有している
ことが示唆され、相同組換え分子の新たな役割を探索するきっかけになった点で意義は大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 放射線治療や一部の抗がん剤治療は、がん細胞の DNA に外的に二本鎖切断という致死的な損

傷を与えることによって細胞死を引き起こすことを原理としている。DNA 二本鎖切断が、修復

されずに残存すれば細胞死が引き起こされるが、細胞の持つ DNA 修復能力によって修復された

場合にはがん細胞は生き残ってしまう。がん治療が目指すのは、正常細胞にダメージを与えずに

がん細胞だけを選択的に損傷させることであるから、放射線治療や抗がん剤治療の成否は、がん

細胞と正常細胞の DNA 修復能の違いに大きく依存することになる。有効ながん治療を行うため

には、正常細胞には存在せず、がん細胞のみに存在する DNA 修復の制御異常の特性を捉えて治

療戦略に生かすことが重要である。 
 一方、DNA 修復以外で放射線治療の効果に影響し得る重要な生物学的因子として、細胞周期

がある。体内に存在する正常細胞の殆どは、常に増殖するわけではなく、増殖能力を保ちながら

も、G1 期から G0 期（静止期）に入り、分裂を停止して、G0/G1 期にとどまるが、がん細胞は、

G0/G1 期にとどまることはなく、無制限に増殖を続ける。細胞周期ごとの放射線感受性の違い

はよく知られており、G2〜M 期では放射線感受性が高く、DNA 二本鎖切断に対する相同組換

え修復機構が働く S 期後半では最も放射線感受性が低くなる。一方、G0 期(静止期)の細胞は、

放射線だけでなく抗がん剤に対しても抵抗性である。腫瘍不均一性の原因となるがん幹細胞も

G0/G1 期に存在するため、放射線治療抵抗性の原因になる。G0/G1 期における細胞周期進行の

制御については、他の細胞周期に比べて、解明が遅れており、放射線治療抵抗性を克服し、より

効果的な放射線治療を行うためにも G0/G1 期の細胞周期制御を理解することは不可欠である。 
DNA 修復、細胞周期制御の個々の細胞機能において中心的役割を果たす分子を含めた情報伝

達経路の解明は国内外で飛躍的に進んできたものの、DNA 修復や細胞周期制御のそれぞれの細

胞機能を個別に理解するだけでは、効果的な放射線治療の開発は極めて困難である。なぜなら、

DNA 修復は、生体の恒常性を維持するために、細胞周期制御を含む他の細胞機能と連携して機

能し、また、多様な因子によって制御を受け、細胞機能ネットワークを形成していることが想定

されるからである。DNA 修復分子群がどのように細胞周期進行制御とカップリングして放射線

感受性を制御しているのかについては、未だ十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 

 
 相同組換え修復は、細胞核 DNA の二本鎖切断の修復を担う主要な経路の 1 つであり、修復の

鋳型として無傷の姉妹染色分体を必要とするため、すべての細胞周期で働くわけではなく、S 期

から G2 期限定で働くとされる。本研究では、DNA 修復の中でも、研究代表者らが特に重点的

に研究をしてきた相同組換え修復に関与する分子群に焦点を当て、それらの分子が、細胞周期制

御をはじめとする他の細胞機能とどのように連携しているのかに焦点をあてて機能解析を行い、

放射線治療を含むがん治療の最適化のための治療戦略を提唱するための基本原理を確立するこ

とを目的とする。特に、未だ制御機構が分かっていない G0/G1 期の細胞周期進行において、相

同組換え修復が関与している可能性について検証を行う。 
 
３．研究の方法 

 
(1) G0/G1 期の細胞周期の進行制御における相同組換え修復分子の役割の解析 
 G0/G1 期は、放射線治療抵抗性を特徴する「がん幹細胞」とも関係が深く、G0/G1 期の進行

制御のメカニズムの解明は不可欠であるが、国内外で解明が遅れている領域でもある。 



 ヒトの正常網膜上皮細胞において、相同組換え関連分子をノックダウンした後に、serum 
starvation により、細胞周期を G1 期に同調した後、血清入りの通常培地で培養をして、その後

の細胞周期の進行状況を解析する。 
 相同組換え修復の早期過程においては中心的な役割を果たす酵素である RAD51 をはじめ、

BRCA1, BRCA2, PALB2 など、多数の分子が関与する。RAD51パラログ分子群も、RAD51 と

類似した構造を示し、相同組換えを補助する。これらの分子が G0/G1 期の進行に及ぼす影響を

解析する。 
 
(2) G0/G1 期の細胞周期の進行制御の標的分子、および、それを上流で制御する機構の同定 

(1)における G0/G1 期同調後の進行の指標として、Cyclin D1 や CDK4 の発現レベル、Cyclin 
D1-CDK4/6 の複合体形成、Rb のリン酸化などを追跡する。これらの中で、相同組換え修復分子 

の発現抑制による影響が見られる場合には、それを上流で制御する候補分子の変動について、定

量 PCR やウェスタンブロッティングによって解析することにより、上流の分子を同定する。制

御する分子が同定できた場合には、プロモーターに結合する転写因子をクロマチン免疫沈降に

よって同定することにより、その発現誘導機構を探索する。 
 
４．研究成果 

 
正常の網膜上皮細胞において、相同組換え関連分子の発現を抑制した上で、G0/G1 期に細胞

周期を同調させた後の細胞周期の進行に与える影響を解析することを複数の相同組換え修復分

子を対象として実施した。その結果、RAD51 を含む複数の相同組換え関連分子について、その

発現抑制によって細胞周期の進行が遅延する現象が見られた。 
これらの相同組換え関連分子の発現抑制細胞において、G0/G1 期同調後に血清入り培地を加

えてリリースした後、時系列毎に細胞を回収し、ウェスタンブロットにより、Rbリン酸化状態
を調べた。その結果、相同組換え関連分子の発現抑制群の細胞では、Rb のリン酸化が著明に遅

延していることが分かった。このことから、相同組換え関連分子が G1 期から S 期への進行に促

進的に働いている可能性が示唆された。 
相同組換えは、修復の鋳型として DNA複製によって生成された姉妹染色分体を用いることか

ら、細胞周期の中では S 期後半から G2 期に限定して作動する。それ以外の細胞周期において

は、姉妹染色分体が存在しないために鋳型が利用できず、相同組換えは働かないと考えられてい

る。このような定説に従えば、相同組換え関連分子の欠損細胞が G0/G1 期で遅延することは、

細胞核の DNA における修復の役割だけでは説明できないことになる。 
以上の結果に基づき、相同組換え関連分子の新しい機能を発見すべく、あらためて、相同組換

え関連分子の細胞内局在を解析したところ、相同組換え関連分子が細胞核内だけでなく、細胞質

の中のミトコンドリアにも局在していることを確認した。そこで、S 期後半から G2 期にとどま

らない相同組換え関連分子の働きが、細胞核内ではなく、ミトコンドリアにおける機能に起因す

る可能性を想定し、その機能の探索を開始している。 
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