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研究成果の概要（和文）：Tyrosyl-DNA phosphodiesterase (TDP)1やTDP2が関与するDNA二本鎖切断(DSB)の修復
機構は知られていなかった。そこで、TDP1やTDP2遺伝子が欠損したヒトTK6細胞株を用いて、DSB修復動態を解析
した。その結果、放射線(X線)に対しては、これらの遺伝子欠損細胞は、野生型とほぼ同等のDSB修復動態であっ
た。しかし、放射線類似作用物質であるブレオマイシンが誘発するDSBの修復動態は遅延した。本研究を通し
て、TDP1やTDP2が、放射線類似作用物質が誘発するDSBの修復経路へ関与することを明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：The present study reveals a synergistic sensitivity of cells depleted for 
tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 (TDP1) and TDP2 to radiomimetic drugs. These findings raise the 
possibility that TDP1 and TDP2 inhibitors could selectively target tumors with perturbed TDP2 and 
TDP1 expression, respectively. In fact, the homozygous deep deletion of the TDP2 gene was seen in 0.
4% and 0.8% of 818 breast-invasive carcinomas and 333 prostate cancer patients, respectively. Based 
on this finding, the administration of a radiomimetic drug in TDP2-deficient cancer cells in 
combination with TDP1 inhibitors may also provide a new anti-cancer strategy to target a specific 
class of tumors. Target inhibition of TDP1 or TDP2 is an attractive tool for cancer therapy, since 
gene knockout experiments with mouse and human cells show that TDP1 or TDP2 is not essential for 
organismal survival. 

研究分野：放射線生物学

キーワード： DNA二本鎖切断　放射線類似作用物質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ブレオマイシンなどの放射線類似作用物質はがん治療に使われている。新規DSB修復経路でTDP1やTDP2が欠損し
ている患者がいれば、ブレオマイシンタイプの抗がん剤が有効な治療薬となる可能性がある。TDP2遺伝子がホモ
接合型に欠損している乳がんや前立腺がんが見つかっている。このがん細胞に放射線類似作用物質とTDP1阻害剤
を投与すれば、標的のがん細胞のみを特異的に殺傷できると推定される。

※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。



 

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 1（TOP1）やトポイソメラーゼ 2(TOP2)は、DNA 複製や転写（遺伝⼦
発現）の際に⽣じる DNA の超らせん構造を解消するために必須の酵素である。TOP1 は⼀過的
に 1 本鎖切断(single-strand break: SSB)、TOP2 は 2 本鎖切断(double-strand break: DSB)を発
⽣させることで超らせんを解消する。TOP1 は反応中間体として、DNA の 3'切断端と活性部位
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。抗がん
剤であるカンプトテシン（CPT）は TOP1cc を安定化し、TOP1 を DNA 切断末端にトラップ
することにより 1 本鎖切断を蓄積させる。⼀⽅、TOP2 は DNA の 5'切断端と活性部位のチロシ
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 を安定化させ DSB を蓄積させる。 
 
(2) チロシル-DNA ホスホジエステラーゼ 1(TDP1)は、チロシンと DNA の 3'端リン酸の結合
(ホスホチロシン結合)を加⽔分解する活性をもつ。この活性が、DNA 末端に共有結合した
TOP1cc を除去するために重要である。実際、TDP1 遺伝⼦を破壊した酵⺟や哺乳類細胞は，
CPT に対して⾼い感受性を⽰すことが知られている。また、⽣化学的解析から、TDP1 タンパ
ク質は全⻑の TOP1 タンパク-DNA を除去できないが、ペプチドレベルまで消化された TOP1cc
は除去できる。この知⾒に⼀致して、X 線結晶回折から、TOP1 タンパクは⾮常に⼤きい為に、
TDP1 が DNA-TOP1 間のホスホチロシン結合にアクセスできないことが知られていた。⼀⽅、
細胞へのカンプトテシン(CPT)処理は、ポリユビキチン-プロテアソーム経路を介して TOP1cc
のタンパク分解を引き起こす。これらの研究に基づき、TOP1cc の除去では、1 段階⽬に、プロ
テアソームによる TOP1cc のタンパク分解が起き、2 段階⽬に、ペプチドレベルになった TOP1-
DNA のホスホチロシン結合が TDP1 によって加⽔分解されると推定されていた。研究代表者
は、1 段階⽬と 2 段階⽬それぞれの修復動態を細胞レベルで計測できる実験系を確⽴し、このモ
デルが正しいことを証明した[論文 1]。 
 
(3) TDP2 が関与する TOP2cc の除去経路には、プロテアソーム依存的経路と⾮依存的経路の 2
種類が存在することを明らかにした。プロテアソーム依存的経路は、TOP1cc 除去と同様に 2 段
階の反応が起きる。具体的には、1 段階⽬にプロテアソームによる TOP2cc のタンパク分解が起
き、2 段階⽬に、ペプチドレベルになった TOP2-DNA のホスホチロシン結合が TDP2 によっ
て加⽔分解される。⼀⽅、プロテアソーム⾮依存的経路では、タンパク分解を受けていない
TOP2cc が TDP2 によって直接除去されることを明らかにした[論文 2]。 
 
(4) TDP2 は、5'-チロシル DNA ホスホジエステラーゼ活性の他に、弱い 3'-ホスホジエステラ
ーゼ活性を有する。マウスやニワトリの細胞を⽤いた研究から、3'-ホスホジエステラーゼ活性
を有する TDP1 が⽋損した時に、TDP2 の 3'-ホスホジエステラーゼ活性がバックアップするこ
とが⽰唆された。研究代表者も、この表現型がヒト TK6細胞でも再現できることを明らかにし
た。さらに研究を進め、TDP2 の 3'-ホスホジエステラーゼ活性が TOP1cc 除去の 2 段階⽬で働
くことを明らかにした[論文 1]。 
 
(5) ⼀部の抗がん治療では、ヌクレオシドアナログと呼ばれる薬剤が使われる。典型例は Ara-C
（シタラビン）である。このアナログは、DNA 合成酵素により DNA に取込まれ、それ以降の
DNA 伸⻑を停⽌させる。TDP1 は、3'末端に取り込まれたヌクレオシドアナログを取り除くこ
とが知られていた。実際、TDP1 遺伝⼦⽋損細胞は様々なヌクレオシドアナログに対して⾼い感
受性を⽰す。さらに、研究代表者は、TDP1/TDP2 ⼆重遺伝⼦⽋損細胞は、TDP1 遺伝⼦⽋損
細胞や野⽣型細胞と⽐較して⾮常に⾼いヌクレオシドアナログ感受性を⽰すことを明らかにし
た[論文 1]。この実験結果は、TDP1 遺伝⼦⽋損細胞では、TDP2 の 3'-ホスホジエステラーゼ活
性がバックアップとして 3'末端損傷（ヌクレオシドアナログ）を除去することを意味する。 
 
(6) 放射線は、フリーラジカル反応により⾶跡に沿って DNA損傷を誘発し、その結果 DNA⼆
本鎖切断（DSB）が⽣成する。放射線が誘発する DSB の修復については精⼒的に研究が⾏われ、
詳細な分⼦機構が明らかにされた。放射線類似作⽤物質であるブレオマイシンやカリケアミシ
ンなどもフリーラジカル反応により局所的な多重 DNA 損傷を誘発し、DSB を⽣じる。放射線
類似物質の⼀本鎖切断（SSB）と DSB の⽣成⽐は 5：1〜20：1 であり、この⽐は放射線による
SSB と DSB の⽣成⽐(20：1)に近い。それゆえ、放射線類似作⽤物質は放射線と同様な⽣物作
⽤を⽰すと考えられている。しかし、TDP1 や TDP2 が DSB の修復に関与するのか不明であ
る。 
 
 



２．研究の目的 
TDP1・TDP2 が DSB修復に関与するかを明らかにする。関与するのであれば、具体的にどの
ように関与するのかを分⼦レベルで明らかにする。 
 
３．研究の方法 
・TK6 ミュータントライブラリーを用いた感受性スペクトラムの解析 
⼀連の TK6 修復遺伝⼦⽋損細胞をブレオマイシン・カリキアミシンおよび X 線に対する感受

性を調べた。X 線感受性は、2 mLの培地で 2×103個となるように調製し、X 線を照射し、各 5 
mLのメチルセルロース⼊り培地が⼊った 6 ウェルプレートに播き、CO2インキュベーターで培
養した。メチルセルロース⼊り培地は、1.5％(w/v)のメチルセルロースと DMEM F-12 に 10％
になるように⾎清を加え作製した。ブレオマイシンやカリキアミシンに対する感受性は、2 mL
の培地で 2×103個の細胞を 37℃、3時間薬剤の⼊った培地で培養し、X 線感受性と同様に、メ
チルセルロース培地に播いた。10〜14 ⽇間培養し、出現したコロニー数を数えた。DNA修復遺
伝⼦⽋損細胞と野⽣型細胞の⽣存率を⽐較し、感受性スペクトラムを作製した。この結果から、
TDP1・TDP2 に加えブレオマイシン・カリキアミシン特異的に感受性を⾼める遺伝⼦を同定し
た。 
 
・中性コメットアッセイ 
実験の前⽇に、フロストスライドガラス(松浪硝⼦⼯業株式会社)を 1％アガロースゲルでコー

ティングし、乾燥させた。116 mLの 1％アガロースをコーティングしたスライドガラスの上に
乗せ、22×22 mm のカバーガラス(松浪硝⼦⼯業株式会社)をアガロースの上から乗せ、4℃で凝
固させた。細胞に 20 Gy の X 線および、400 μg/mL のブレオマイシンを 37℃、30 分間処理
し、薬剤の⼊ってない培地で 3時間培養した。あらかじめ冷やした PBS を 1 mL 使⽤し、洗浄
した。PBS に懸濁した 3.4×10４個の細胞を取り、遠⼼した。PBS に溶かした 0.75％の低融点ア
ガロースゲルを 37℃にして、48 μL取り、細胞をピペッティングした。スライドガラス上のカ
バーガラスを取り除き、アガロースゲルの上に低融点アガロースゲルに懸濁した細胞を乗せ、そ
の上からカバーガラスをかけ、4℃で、3 分間凝固させた。その後、スライドガラスはあらかじ
め冷やしておいた細胞溶解バッファーに 90 分間浸した。細胞溶解バッファーの組成は 2.5 M 
NaCl、100 mM EDTA、10 mM Tris(pH 10)、1％Triton X-100、0.5％N-サルコシルである。冷
えた PBS でスライドガラスを５分、２回洗浄したのちに、冷えた電気泳動バッファーで 40分間
インキュベートした。その後、ATTOサブマリン型電気泳動装置(＃AE-6125)を使い、30 Vで
30分間電気泳動を⾏った。スライドガラスを DNA precipitation solution で 30分浸し、70％エ
タノールに 30 分間室温で固定した。スライドガラスを⾵乾させた後、エチジウムブロマイド
(EtBr)で 60分間染⾊を⾏った。スライドガラスを PBS で 10分間洗浄し⾵乾した後、蛍光顕微
鏡(IX81S1F-3、OLYMPUS)で撮影した。撮影は倍率を 200 倍に設定し⾏った。1 つのサンプル
につき 50 個の細胞の Tail Moment値を Comet Assay Ⅳ(Perceptive Instruments)で計測した。 
 
・TDP1・TDP2 標的損傷(3'-PG)の検出法の確立 
ブレオマイシン・カリキアミシン特異的に誘発する DNA損傷として、3'-グリコールリン酸(3'-
PG) が知られている。そこで、3'-PGのカルボン酸末端を carbodiimide/sulfo-NHS で活性化
し、ビオチン標識する⽅法を考え、この⽅法が有効かを調べた。なお、大阪大学の岩井教授・山
元准教授と共同研究を行い、3'-PGを含むオリゴヌクレオチドを化学的に合成した。 
 
４．研究成果 
・TDP1・TDP2 は放射線類似作⽤物質が誘発する DSB修復に関与する 
TDP が DSB 修復に関与するかを調べる⽬的で、ヒト TK6 細胞由来の TDP1 遺伝⼦⽋損細胞
(TDP1-KO) 、 TDP2 遺 伝 ⼦⽋損細 胞 (TDP2-KO) 、 TDP1/TDP2 ⼆重 遺 伝 ⼦⽋損細 胞
(TDP1/TDP2-DKO)の放射線(X 線)および放射線類似作⽤物質（ブレオマイシン, カリキアミ
シン）に対する感受性を調べた。これらの遺伝⼦⽋損細胞の X 線感受性は、野⽣型細胞(WT)と
同程度であった [論文 3]。⼀⽅、ブレオマイシンおよびカリキアミシンに対しては、TDP1-KO・
TDP2-KO ともに WT より⾼い感受性を⽰し、TDP1/TDP2-DKO は単⼀遺伝⼦⽋損細胞より
さらに⾼い感受性を⽰した。また、この感受性が DSB修復の遅延によるものなのかを調べるた
めに、DSB修復動態を中性コメットアッセイで調べた。上記遺伝⼦⽋損細胞の放射線誘発 DSB
の修復速度は、野⽣型と同じであった。⼀⽅、単⼀遺伝⼦⽋損細胞のブレオマイシン誘発 DSB
の修復速度は野⽣型より遅延した。さらに、TDP1/TDP2- DKO のブレオマイシン誘発 DSB の
修復速度は、単⼀遺伝⼦⽋損細胞より遅延した。この結果から、放射線と放射線類似作⽤物質が
誘発する DSB には質的な違いがあり、後者は TDP1 および TDP2 が共同する新規な経路によ
り修復される可能性が⽰唆された。 
 
 
 
 
 



・放射線および放射線類似作⽤物質が誘発する DNA損傷の修復経路 
これまで、ゲノム編集を
⽤いてヒト TK6細胞の遺
伝⼦破壊やその表現型解
析 が⾏なわれ て き た 。
DNA修復に関わる遺伝⼦
を⽋損したミュータント
細胞をおおよそ 40種作製
してきた(TK6 ミュータ
ントライブラリー)。⼀つ
の親株から多数の遺伝⼦
⽋損細胞を作製している
ので、効率よく分⼦間機
能的相互作⽤を網羅的に
解析できる。本研究では、
表 1 に⽰した遺伝⼦⽋損
細胞株を⽤いた。X 線感受
性に着⽬すると、相同組
換え修復に関与す る
RAD54 遺伝⼦と⾮相同末端
連結に関わる LIG4 遺伝⼦の
⼆重遺伝⼦⽋損細胞は、各⼀重遺伝⼦⽋損細胞と⽐べて⾮常に⾼い感受性を⽰した。カリキアミ
シン感受性やブレオマイシン感受性に関しても、同様の表現型を⽰した。この結果は、放射線お
よび放射線類似作⽤物質が誘発する DSB の修復には、相同組換えと⾮相同組換えの両⽅が関与
することを意味する。さらに、⾮相同末端連結に関わる DNA-PKCS 遺伝⼦⽋損細胞でも、これ
らの DNA損傷に対して感受性であった。興味深いことに、53BP1 遺伝⼦⽋損細胞は、X 線に対
してほとんど感受性を⽰さないが[論文 3]、カリキアミシンやブレオマイシンに対して⾼い感受
性を⽰した。これは、放射線および放射線類似作⽤物質が⽣成する DNA損傷の形状が異なるこ
とによって得られた結果であると推測される。今後、53BP1 はどのような DSB の形状の修復に
関わるのかより詳細な解析が必要である。また、XRCC1 遺伝⼦⽋損細胞も、放射線および放射
線類似作⽤物質両⽅に対して感受性を⽰した。XRCC1 は、ポリ(ADP-リボシル)化した PARP1 タ
ンパク質と相互作⽤し、塩基除去修復を促進するタンパク質である。⼀⽅、Polymeraseβは、
XRCC1 の下流において、塩基損傷が取り除かれたあとに、gap-filling を⾏う DNA 合成酵素で
ある。この Polymeraseβ遺伝⼦⽋損細胞は、放射線および放射線類似作⽤物質に感受性を⽰さな
かった。ゆえに、XRCC1 遺伝⼦⽋損細胞の感受性は、塩基除去修復不全による影響とは考えに
くい。⼀⽅、XRCC1 は、⾮相同末端連結に関わると報告がある(Horton JK et al, Cell Res. 2008)。
このように、XRCC1 が DSB修復へ貢献しているが故に、XRCC1 遺伝⼦⽋損細胞が X 線に感受
性を⽰した可能性がある。今後、詳細な解析を⾏なっていきたい。ミスマッチ修復に関わる MLH1
や MLH3 遺伝⼦の⽋損細胞や、ヌクレオチド除去修復に関わる XPA 遺伝⼦の⽋損細胞は、放射
線および放射線類似作⽤物質に感受性を⽰さなかった。さらに、損傷乗越えに関わる Polymerase
η遺伝⼦や RAD18遺伝⼦の⽋損細胞も感受性を⽰さなかった。ゆえに、ミスマッチ修復、ヌク
レオチド除去修復および損傷乗越えは、放射線および放射線類似作⽤物質による DNA損傷の修
復への関与が認められなかった。前述の通り、TDP1 や TDP2 遺伝⼦⽋損した細胞の感受性スペ
クトルは、放射線と放射線類似作⽤物質で⼤きく異なった。したがって、放射線類似作⽤物質に
より⽣成する DSB の修復では、TDP1および TDP2 により、何らかの DNA損傷末端の除去反
応が起き、その後、相同組換え修復あるいは⾮相同性末端連結により DSB として修復されるこ
とが推測できた。 
 
・DNA に⽣成した 3'-PGを検出する⼿法の確⽴ 
3'-PGを含むモデル DNA の 3'末端カルボン酸を carbodiimide/ NHS で活性化し、ビオチン標
識する⽅法を検討した（図
1）。ビオチン標識効率は
70%であった。さらに、3'
末端ビオチンはストレプ
トアビジンと定量的に結
合した。 
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図 1 3'-PG 損傷のビオチン・ストレプトアビジン標識方法 
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表 1：本研究で用いた遺伝子欠損細胞 
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