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研究成果の概要（和文）：　抗がん剤であるカンプトテシン（CPT）で誘導される転写ストレスとして、DNA二本
鎖切断（transcription-coupled DSB：tc-DSB）が生じることが分かっているが、tc-DSBの発生・修復機序はよ
く分かっていない。我々はDNAヘリカーゼであるRecQL5に注目して解析を行った。CPTにより停止した転写近傍で
DNA-RNAハイブリッド構造に関連するDNA二次構造が誘導されるが、RecQL5欠損細胞ではDNA二次構造が解消され
ずに、別のDNA修復であるTC-NERが働くため、DSBが誘導されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Transcriptional stress induced by the anti-cancer drug camptothecin (CPT) is
 known to cause DNA double-strand breaks (transcription-coupled DSBs, tc-DSBs), but the mechanisms 
of tc-DSB generation and repair have not been well understood. We analyzed tc-DSB response by 
focusing on RecQL5, a DNA helicase, which suggests that DNA secondary structures related to the 
DNA-RNA hybrid are induced in the vicinity of stalled transcription machinery, but in 
RecQL5-deficient cells, the DNA secondary structures are not resolved and leads the involvement of 
another DNA repair TC-NER, resulting in tc-DSB generation.

研究分野：細胞生物学

キーワード： DNA二本鎖切断　転写　カンプトテシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、抗がん剤であるCPTによる細胞影響において、あまり研究が進んでいない転写に対する影響に注目し
たものである。転写は全ての細胞で起こっており、転写ストレス応答の解明は、CPT誘導体を用いた化学療法に
おける副作用を考える上で重要と考えられる。また、Top1-DPCの代謝異常は神経変性疾患との関連が言われてお
り、本研究の成果はTop1-DPCが神経細胞で毒性を発揮する機構を示唆するもので、神経疾患の病態解明にもつな
がる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
DNA 二本鎖切断（DSB）は DNA 損傷の中でも特に毒性が強く、がん治療にも古くから利用され

ている。DNAトポイソメラーゼを標的とした抗がん剤もDSBを引き起こす。カンプトテシン（CPT）
は DNA トポイソメラーゼ I（Top1）の阻害剤であり、Top1 の反応をトラップし、異常中間体（Top1 
DNA-protein cross-link：Top1-DPC）を蓄積させる。Top1-DPC が DNA 複製装置と衝突すること
で DSB が生じ、強い細胞毒性を示すことがわかっている。一方、Top1-DPC は転写装置とも衝突
して転写ストレスを引き起こす。転写ストレスは、神経疾患等との関連が予想されるが、転写ス
トレス応答の解析はあまり進んでいない。我々は、CPT による転写ストレス時に DSB
（transcription-coupled DSB：tc-DSB）が生じることを報告している。その後、転写共役ヌク
レオチド除去修復（TC-NER）に関わる因子 CSB が、tc-DSB の発生を促すことを報告した。 
我々は tc-DSB に対する関与因子のスクリーニングを進め、RecQL5 を見出している。RecQL5 は

RNA ポリメラーゼ II （PolII）と相互作用する DNA ヘリカーゼである。RecQL5 欠損細胞では、
tc-DSB の発生が上昇することを見出しており、Top1-DPC で停止した転写装置近傍に異常な DNA
二次構造が生じ、それを RecQL5 が解消することで tc-DSB の発生を抑制しているという仮説が
考えられた。CPT による DNA 複製への影響は古くから解析されている一方、転写への影響は研究
が遅れている。近年、関与因子が少しずつ報告されているが、その細胞応答については不明な点
が多い。 
 
 
２．研究の目的 
CPT による DNA 複製への影響は、抗がん剤としての殺細胞効果と直接的に関わるため非常に研

究が進んできたが、増殖がそこまで盛んでない正常細胞に対しては、Top1-DPC による転写スト
レスがかかっていることが想像される。また、CPT誘導体の抗癌剤は、副作用として神経症状が
知られている。さらに、Top1-DPC は自然条件下でも生じており、Top1-DPC を取り除く酵素 TDP1
は、その変異により神経変性疾患を引き起こすことが知られている。これらのことは、Top1-DPC
による転写ストレスが神経毒性を示す可能性を示唆しており、神経変性疾患における tc-DSB の
関与が考えられるが、明らかにはなっていない。そこで本研究の目的は、tc-DSB の発生機構お
よび修復機構を解明し、Top1-DPC による転写ストレスが引き起こす細胞毒性を評価することで
ある。 
 
 
３．研究の方法 
（１） DNA 二次構造の tc-DSB形成への影響解析 
Top1-DPC で停止した PolII 近傍の異常 DNA 二次構造としては、転写された RNA により形成さ

れる DNA-RNAハイブリッドを含む R-loop 構造が考えられる。また、R-loop のようなループ構造
が形成されるのであれば、1本鎖 DNA領域でさらなる DNA 二次構造が形成されることも考えられ
る。 
R-loop の関与は、RecQL5 欠損細胞に DNA-RNAハイブリッドを解消する RNase H1 を過剰発現

させた細胞で、53BP1 の免疫染色により評価する。また DNA-RNAハイブリッド特異的抗体による
スロットブロットアッセイ、もしくは、免疫染色等で R-loop の関与を評価する。R-loop以外の
可能性についても、特異的抗体を用いた同様の方法により解析する。 
また、tc-DSB はゲノム中の特定の場所で形成されている可能性も考えられ、核小体や核スペ

ックル、PML 体等の核内構造体に関連しているか解析する。核内構造体と tc-DSB との関連は、
RecQL5 欠損細胞において各核内構造マーカーと 53BP1 foci との局在比較により評価する。 
 
（２）. TC-NER 経路の tc-DSB形成への影響解析 
我々は以前、CSB が tc-DSB 形成に関与することを報告しており、TC-NER 経路が tc-DSB 形成

に関わることが示唆されている。そこで、CRISPR-Cas9 を用いて TC-NER の中心的な制御因子で
ある CSB および CSA のノックアウト細胞を作製し、RecQL5 をノックダウンした状況で、53BP1 
foci の数を解析する。さらに、TC-NER におけるヌクレアーゼ XPGおよび XPFについても、RNAi
により検討する。 
 
（３）. tc-DSB の修復経路と細胞毒性解析 
tc-DSB による 53BP1 foci は S期以外の細胞で観察されることから、tc-DSB は NHEJで修復さ

れることが予想される。そこで、NHEJの関与を検討するため、NHEJ因子である DNA ligase IV
の欠損細胞で、53BP1 foci の数を解析する。NHEJの関与が認められなかった場合には、別の NHEJ
経路について、RNAiや阻害剤により解析する。 
tc-DSB の細胞毒性は CPT 感受性で評価するが、DNA 複製ストレスの影響を排除するため、G1
期に同調させた細胞に対して CPT を暴露させ、S期への進行を抑制した状態で培養し、細胞生存



率を解析する。また、神経系細胞においても同様の影響が観察されるか否か、神経芽腫細胞であ
る SH-SY5Y等の細胞を用いて神経細胞に分化させ、CPT に対する毒性試験を行う。 
 
４．研究成果 
（１）. DNA 二次構造の tc-DSB形成への影響解析 
DNA-RNA ハイブリッドの影響を解析するため、
同構造を解消するRNaseH1の過剰発現細胞を樹立
した。本細胞で RecQL5 をノックダウンし、53BP1 
foci で tc-DSB を評価したところ、RNaseH1 過剰
発現により foci数が減少した（図１）。したがっ
て、R-loop 構造が tc-DSB の形成に関わっている
ことが示唆されるため、RecQL5 欠損細胞では、CPT
処理により R-loop が蓄積している可能性が考え
られる。そこで、CPT処理後の細胞からゲノム DNA
を抽出し、スロットブロット法による DNA-RNAハ
イブリッドの定量解析を進めている。現在のまで
のところ、RecQL5 欠損による R-loop の蓄積は観
察されていない。DNA-RNAハイブリッドは RecQL5
の直接のターゲットではない可能性も考えられ、
別のDNA二次構造についても検討を進める予定で
ある。また、核内構造体との関連については、ま
だ明確な関連は認められておらず、今後も検討予
定である。 
 
（２）. TC-NER 経路の tc-DSB形成への影響解析 
TC-NER 経路の tc-DSB 形成への影響を解析するため、まずは RNAi により TC-NER 因子である

CSB および CSA のノックダウンを行い、tc-DSB の形成への影響を解析した。CSB および CSAノッ
クダウンにより、RecQL5KO細胞での 53BP1 foci は減少し、tc-DSB が減少したことが示唆された
（図２）。同様に、CRISPR-Cas9 法を用いて CSB および CSAノックアウト作成して解析したとこ
ろ、同様の結果が得られた。したがって、RecQL5 欠損により、停止した転写装置近傍で何らか
の DNA 二次構造が誘導された際に、CSB-CSA が関わること
で DSB が誘導されていると考えられる。そこで、TC-NER の
ヌクレアーゼである XPFおよび XPGについて、RNAi で検討
した。その結果、ダブルノックダウンすることで、RecQL5
欠損細胞における tc-DSB の減少が観察された。現在は、こ
れらの因子が、紫外線 DNA障害等に対する TC-NER と同じ経
路として働いているかどうかについて検討を進めている。 
また、RecQL5 の tc-DSB 抑制機構をさらに解析するため、

CPT処理後のRecQL5のクロマチンへの集積についても解析
した。その結果、CPT処理依存的に RecQL5 はクロマチン上
へとリクルートされ、転写阻害剤で抑制された。さらに、
CSB欠損細胞ではRecQL5のリクルートは影響を受けず、CSA
のリクルートも RecQL5 欠損により影響を受けなかった。し
たがって、Top1-DPC による転写ストレスに対し、RecQL5 は
TC-NER 因子とは独立してクロマチン上にリクルートされ
てくると考えられる。 
 
（３）. tc-DSB の修復経路と細胞毒性解析 
tc-DSB は S 期以外で観察されることから NHEJ の関与が疑われる。そこで、NHEJ 因子である

DNA ligase IV（LIG4）のノックアウト細胞を作成し、CPT処理後の 53BP1 foci の減少で修復効
率を評価した。コントロール細胞では、LIG4KOにより 53BP1 foci の現象はほとんど見られなく
なり、その修復は NHEJ 経路に大きく依存していると考えられる。一方、RecQL5 欠損細胞では、
LIG4KOによる影響は部分的であり、NHEJ 以外の経路も関わる可能性が示唆された。そこで、ま
ずは別の NHEJ経路に関わる DNA Polymerase θのノックアウト細胞で解析を行ったが影響は見
られなかった。さらに、転写依存的な NHEJ経路に関わることが報告されている Rad52について
も検討を進めているが、現在までのところ明確な寄与は見られていない。今後も修復経路につい
ては更なる検討が必要である。 
tc-DSB がどの程度の毒性があるか、CPT に対する感受性で検討した。増殖細胞ではアフィジコ

リン等で DNA 複製を止めて解析する必要があるが、複製を止めることによるストレスを回避す
るため、静止期の細胞を用いて細胞毒性試験を試みた。静止期細胞としては、RPE-1 細胞を血清
飢餓により調整した。しかし、現在までのところ細胞毒性の評価には至っておらず、細胞死を観
察するためのさらなる条件検討が必要である。今後は、神経系の細胞も含め、検討する予定であ
る。 
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以上の結果から、CPT 処理により生じた Top1-DPC が転写とぶつかった際の転写ストレス応答と

して、おそらくは R-loop を含む二次構造が形成され、その二次構造依存的に RecQL5 がリクルー

トされる。一方、転写ストレスそのもので TC-NER 因子もリクルートされ、RecQL5 による二次構

造の解消が起こらない場合には、XPF, XPGを含むヌクレアーゼが DNA を消化することで tc-DSB

が生成されると考えられる。この tc-DSB は、RecQL5存在下での tc-DSB とは性質が異なり、NHEJ

だけでは修復されず、他の経路も関わっている可能性が考えられる。 
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