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研究成果の概要（和文）：休止期のヌクレオチド除去修復に依存して活性化するシグナル伝達経路に着目し、その初期
シグナルと生物学的意義の解明を目的として実験を行なった。その結果、その活性化はヌクレオチド除去修復の反応中
間体を介して生じる２種類の二次的なDNA損傷に起因しており、致死的な作用が強い二本鎖切断が生じることを明らか
にした。また、電離放射線感受性として知られる毛細血管拡張性小脳失調症患者由来の細胞が、休止期においては紫外
線にも高感受性であることを示した。さらに、生体から単離した休止期もしくは休止期様の細胞について検討し、同調
した培養細胞で観察されるヌクレオチド除去修復依存的な反応が生じることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to clarify the nucleotide excision repair (NER)-related 
DNA structure(s) activating the signal transduction pathways and their biological impacts. We found that, 
under the quiescent condition, DSB (DNA double-strand break) is generated in an NER-dependent manner, in 
addition to the predicted single-stranded regions. In NER-proficient cells arrested in G0 phase, UV 
exposure activates ATM signaling pathway, which leads to the accumulation of DSV-related factors. 
Importantly, A-T cells are more sensitive to UV compared with normal cells when exposed under quiescent 
but not exponentially growing condition. Finally, we show that the NER-dependent H2AX phosphorylation is 
also observed in peripheral T lymphocytes and hematopoietic stem cells from mice. These all results 
suggest that in vivo quiescent cells may suffer from the mixed types of DNA lesions such as ssDNA gaps 
and DSB after UV or chemical exposure generating NER substrates.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ヌクレオチド除去修復　DNA損傷応答　ssDNAギャップ　DNA二本鎖切断　シグナル伝達　ゲノム安定性
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１．研究開始当初の背景 
 DNA は、紫外線、電離放射線や様々な化
学物質により損傷を受けるが、生物は DNA
損傷の蓄積を防いでゲノムの安定性を維持
するために、多種多様な DNA 損傷応答シス
テムを備えている。このシステムには、様々
な種類の DNA 修復系、細胞周期チェックポ
イントやアポトーシス等の反応が含まれ、相
互に関連しながら損傷の種類や量そして細
胞の状態に応じて適切な応答がなされてい
る。その中で中心的な役割を担っているのが
PIKK ファミリーに属する ATM 及び ATR、
DNA-PKcs であり、細胞内の種々のタンパク
質をリン酸化することにより、様々な反応を
制御している。ヒストン H2AX はそれらの重
要な基質の一つであり、そのリン酸化は主に
電離放射線等による DNA 二重鎖切断（DNA 
double-strand break; DSB）生成に伴って生
じ、DSB の DNA 損傷応答における初期シグ
ナルとして重要な役割を担っている。また、
H2AX はリン酸化以外にもユビキチン化やア
セチル化等の様々な修飾を受けることも知
られており、それらが引き金となり DNA 損
傷近傍のクロマチン構造の変化への関与も
示されている。 
 DSBのマーカーとして知られるH2AXのリン
酸化反応であるが、直接 DSB を誘起しない紫
外線によってもこの反応が生じる。申請者の
属するグループはDNA複製に依存しない反応
に着目し、血清飢餓により G0 期に同調した
ヒト細胞で、紫外線照射後にヌクレオチド除
去修復（nucleotide excision repair; NER）
依存的に H2AX がリン酸化されることを見出
して報告した。さらに詳細な解析を進めたと
ころ、休止期の紫外線による H2AX のリン酸
化は既知の ATR 経路だけではなく、それより
早期に ATM も寄与する可能性があり、驚くべ
きことにはDSBの生成を示唆する結果も得ら
れていた。従来、紫外線では DNA にゆがみを
生じる塩基損傷のみが生成し、生体にとって
最も重篤な DSBは S期以外の時期に生じない
と一般的に考えられており、我々も DSB の生
成に関しては懐疑的であった。しかしながら、
紫外線によって生じた塩基損傷を修復する
NER によって性質の異なる二次的な DNA 損傷
が生じ、それにより複数の DNA 損傷応答反応
が活性化している可能性が高いと考えられ
たので、その活性化の初期シグナルを明らか
にすることを目標に研究を開始した。また、
今までの研究は活発に増殖する培養細胞を
主に用いており、生体内を視野にいれた研究
がほとんどない状況にあった。 
 
２．研究の目的 
 NER の修復過程の中間体を介するチェック
ポイントの活性化は、酵母からヒトにおいて
保存されており、非常に重要な機構であると
考えられる。しかしながら、Exonuclease 1

（Exo1）が作用して広範な一本鎖 DNA 領域が
生じることは報告されているが、DSB が生成
するという報告はなく、またその生成メカニ
ズムは不明である。本研究は、生体を構成す
る大部分の細胞と同様な休止期の細胞を用
いることで見いだされたヒストン H2AX の修
飾反応の解析から得られた新規の実験結果
を基盤として、未だ明らかとなっていないシ
グナリング経路やその意義の解明を目的と
する（図 1）。 

図 1 本研究の着眼点 
 
３．研究の方法 
 細胞の G0 期への同調は、接触阻止と血清
飢餓の処理、つまりコンフルエントになるま
で培養した後に、血清濃度を 10%から 1%もし
くは0.5%に下げて3-4日間培養して行なった。
DNA 損傷応答反応の活性化は、各 DNA 損傷応
答因子もしくはその基質のリン酸化体に対
する特異抗体を用いたウェスタンブロッテ
ィングもしくは蛍光免疫染色により評価し
た。また DSB の検出は、中性条件下のコメッ
トアッセイを用いた。 
 末梢血リンパ球はマウスリンパ節より採
取し、造血幹細胞は、骨髄細胞から lineage
抗原、CD34、c-Kit、Sca-1 を指標としてセル
ソーターを用いて単離した。 
 
４．研究成果 
（１）これまでの研究により、休止期の細胞
において、既知の ATR 以外にも、ヌクレオチ
ド除去修復依存的にATMが活性化しているこ
とがわかり、また DSB に応答する種々のタン
パク質が紫外線照射部位に集積するという
結果も得られ、紫外線により DSB が生じる可
能性を示唆する結果が蓄積してきた。そこで、 
DSB の生成を直接的に示すために、中性条件
下でのコメットアッセイを用いて、DSB の検
出を試みた。その結果、休止期に同調した正
常細胞では、紫外線照射 1時間でコメットテ
イルが観察されたのに対し、NER 能を欠損し
た XP-A 群の細胞ではほとんど見られなかっ
た。また、コメットテイルの長さを定量的に
解析しても、２種類の細胞間で統計的に有意
な差があり（図 2）、休止期細胞では NER に依
存してDSBが生成することが明らかになった。 



図 2休止期細胞における NER依存的な DSBの 
生成 

 
 次に、この休止期の細胞に特異的な NER 依
存的なDSB生成のメカニズムを明らかにする
ために、NER の反応中間体である ssDNA ギャ
ップに作用すると考えられる酵素の同定を
siRNA によるノックダウン法を用いて試みた。
しかしながら、休止期の細胞への導入効率が
原因で十分なノックダウンの効率が得られ
ず、はっきりとした結果は得られなかった。
今後、レンチウィルス等の利用によりノック
ダウンの効率を高めた条件で、詳細に検討す
る必要がある。 
 
（２）休止期細胞の NER 過程で ssDNA や DSB
が生じるということは、初期の DNA 損傷のみ
ならず、これらの二次的 DNA 損傷に対する応
答反応も極めて重要になる。そこで DSB に応
答して活性化すると考えられるATMシグナリ
ング経路について、ATM の活性を特異的阻害
剤により抑制した時のDSB関連因子の集積に
ついて検討した。その結果、ATM の阻害剤を
処理することによりMRE11の紫外線照射部位
への集積が顕著に抑制された。また同様な効
果は、ATM を欠損した A-T 細胞に DNA-PKcs の
阻害剤を処理した場合にも観察され、MRE11、
NBS1 及び 53BP1 の集積が抑制された。そして
H2AX のリン酸反応に及ぼす影響について調
べたところ、ATM 阻害剤の添加により H2AX の
リン酸化が有意に減少する結果が得られ、既
に関与が示されていたATRだけではなく、ATM
も部分的にその反応に寄与していることが
明らかになった。さらに紫外線の感受性に与
える影響についても検討したところ、休止期
に同調したA—T細胞では紫外線に対する感受
性が正常細胞より高くなることが分かった
（図 3）。従って、ATM シグナリング経路は、
休止期の紫外線に対する応答反応において
細胞の生存に寄与する重要な役割を果たし
ていると考えられる。今回の研究で明らかに
なったDSB応答因子のリクルートもしくは損
傷部位に保持する機能もその一つであるが、
その全容を明らかにする必要がある。 
 

図 3 A-T 細胞の休止期特異的な紫外線高感受 
性 

 
（３）生体内の細胞のほとんどは休止期にい
ることが知られており、上記で示した二次的
な DNA 損傷が同様に生じているとすれば、
これらの細胞にとっては脅威となり得る。実
際にマウスの胸腺とリンパ節を採取し、T リ
ンパ球を分離して紫外線を照射したところ、
休止期にあるリンパ節由来Tリンパ球でのみ
H2AX のリン酸化が起きることを観察した。
NER 能を欠損した XPA ノックアウトマウス
から採取したリンパ節由来Tリンパ球ではこ
の反応が見られないことから、やはり NER
に依存していることがわかった（図 4）。また
完全な休止期ではないが、細胞周期をゆっく
り回っている幹細胞に着目し、そのモデルと
して造血幹細胞を単離し、紫外線を照射した
時の反応性について検討した。その結果、休
止期の細胞と同様に、野生型のマウス由来の
造血幹細胞では H2AX のリン酸化が生じ、
XPA ノックアウトマウス由来のものではそ
のリン酸化が観察されず、NER 依存的な反
応が生じることが分かった。 

 図 4末梢 Tリンパ球における NER依存的な 
H2AX のリン酸化反応 

 
 これまでの解析から、NER の基質となる
DNA 損傷を生成するシスプラチンや N-アセ
トキシ-2-アセチルアミノフルオレンを休止
期細胞に処理した場合にも、NER 依存的な
H2AXリン酸化が観察されることを見いだし
ている。したがって、このような化学物質で
も生体内休止期細胞もしくは幹細胞でも同
様の反応が生じる可能性があり、今後はマウ
スにシスプラチン等を投与して、個体レベル



で NER に依存した DSB の生成や ATM シグ
ナリング経路を阻害した時の影響等につい
て、より詳細に検討していく必要がある。 
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