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研究成果の概要（和文）：トポイソメラーゼ阻害剤は、有望な抗がん剤として広く使用されている。この阻害剤は細胞
の成長に必須の酵素トポイソメラーゼの働きを阻害することでDNA損傷を導き、細胞を死に至らしめると考えられてい
る。
　本研究の目的は、このトポイソメラーゼ阻害剤により生じる損傷を修復するヒトのDNA修復機構を解析することであ
った。その機構を詳細に調べた結果、我々は新規の修復機構を発見することができた。

研究成果の概要（英文）：Human topoisomerase inhibitors are effective against a broad spectrum of tumors. 
They induce DNA damage leading cell death by the inhibition of enzymatic topoisomerase reaction 
specifically.
Here, we studied the repair mechanism of topoisomerase-induced DNA damage in human cells. We found that 
ERCC1-XPF and RPA participates in DNA repair of the Top1-DNA damage complex and that FEN1 participates in 
repair of the 5'-phosphotyrosyl terminus of DNA single-strand breaks. Our data provided insights into the 
DNA repair mechanisms in tumor cells.

研究分野： 放射線・化学物質影響科学

キーワード： トポイソメラーゼ阻害剤　癌　DNA修復
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１．	 研究開始当初の背景 
	 トポイソメラーゼ I(Top1)は、細胞内
の DNAのねじれの解消を担う酵素であ
り、DNA を切断し、ねじれを解消した
のち、再び再結合を行う活性をもつ。ト
ポイソメラーゼ阻害剤の内の一つカン
プトテシン(CPT)は、Top1に結合し、
Top1-DNA複合体を形成したのち、この
再結合活性を阻害する。生じた TopI–１
本鎖 DNA切断複合体はプロテアソーム
によって分解され、最終的に３’側にチ
ロシンを含んだオリゴヌクレオチドに
まで処理される。この生じた３’—チロ
シン付加 1本鎖 DNA切断は、DNA損傷
となり、細胞を致死に導く。また、トポ
イソメラーゼ II(Top2)も、同様な活性を
持ち、阻害剤エトポシド(ETP)により、
Top2-DNA複合体を形成することが知
られる。しかしながら、この複合体は、
CPTの場合と同様にプロテアソームに
よって分解されるが、Top1とは異なり、
３’側ではなく、５’—チロシン付加 1
本鎖 DNA切断を導き、そしてこれも
CPTと同様にDNA損傷として細胞を致
死に導く。 
	 現在、このようなトポイソメラーゼ阻
害による致死効果は、抗がん剤および抗
生物質に利用されている。しかしながら、
がん細胞などはトポイソメラーゼ阻害
剤に次第に抵抗性を持つようになるこ
とが知られており、耐性と修復との関連
これらの損傷も細胞レベルで修復され
ることが示唆されている１−２。 
現在これらの DNA修復は DNA組換え
修復機構および Tyrosyl DNA 
Phosphodiesterase (TDP)により、修復
されるという報告がある３。その一方で、
様々な生物種を用いた遺伝学的な解析
により、多岐にわたる DNA修復タンパ
ク質がこの損傷の修復に必要であるこ
とが示唆されている。 

 
２．	 研究の目的 

	 我々は、これまでに抗がん剤シスプラ
チンにより生じた DNA損傷の修復を解
析し、この損傷にはヌクレオチド除去修
復および損傷乗り越え修復合成が関与
していることを明らかにした。さらにこ
の修復機構には、生じた損傷によって別
の経路である組換え修復が関わること
が示されていた。また、よく研究されて
いる紫外線により生じる DNA損傷の場
合にも、基本的にはヌクレオチド除去修
復で修復されるとあるものの、実際には
損傷乗り越え修復合成および組換え修
復機構が関与していることが知られて
いる。これらの事実は、生じる DNA損
傷には従来とは異なる幾つもの修復機
構が複雑に関与していることを示唆し
ている。上記したように、トポイソメラ

ーゼ阻害剤には細胞死に至るまでに、
１）トポイソメラーゼ再結合の阻害、２）
プロテアソームによるトポイソメラー
ゼの分解、３）チロシン付加１本鎖 DNA
切断まで様々な段階があり、予想されて
いるものより複雑な修復機構が必要に
なると想像される。しかしながら、これ
まで詳細については解明されていない
部分が多い。これは生化学的解析が困難
であったというのが原因と考えられる。
応募者の目的は、これらの分子機構を明
確にするため生化学的解析が可能な無
細胞系の修復システムを確立し、トポイ
ソメラーゼ阻害剤により生じた DNA損
傷がどのように修復されるのかその分
子機構を明らかにすることであった。 

 
３．	 研究の方法 

トポイソメラーゼ阻害剤は、それぞれト
ポイソメラーゼ I型の阻害剤カンプトテ
シン、またトポイソメラーゼ II型の阻害
剤エトポシドなどが存在する。さらにそ
れぞれのトポイソメラーゼが DNAの切
断末端の３‘および５’にチロシンを付
加することになる。応募者は、この２つ
のタイプのチロシンが付加したオリゴ
ヌクレオチドを用いて、それぞれの損傷
基質を作製し、切断する酵素を探索した。
またさらにその酵素が機能する修復系
関連タンパク質を精製し、どのようなタ
ンパク質が修復産物が検出できるかを
生化学的に解析した。 

	
４．	 研究成果	

	 チロシン付加１本鎖 DNA 切断を有する
DNA 基質の作製	
トポイソメラーゼ阻害剤は、それぞれト
ポイソメラーゼ I型の阻害剤カンプトテ
シン、またトポイソメラーゼ II 型の阻
害剤エトポシドなどが存在する。さらに
それぞれのトポイソメラーゼが DNA の切
断末端の３‘および５’にチロシンを付
加することになる。	
この２つのタイプのチロシンが付加し
たオリゴヌクレオチドを用いて、損傷基
質を作製することを試みた。	
しかしながら、十分な収量を確保するこ
とができなかった。	
そこでチロシン付加された DNA を切断す
ることができると予想され、かつ遺伝学
的な解析により関与が示唆されている
タンパク質を用いることとした。これら
の因子は、既知の３’Flap エンドヌクレ
アーゼおよび５’Flap エンドヌクレア
ーゼが含まれる。これらのタンパク質を
用いて切断様式を解析する。現在候補と
して考えられるエンドヌクレアーゼは、
３’Flap エンドヌクレアーゼとして色
素性乾皮症グループ F群タンパク質複合
体(XPF-ERCC1)、また５’Flap エンドヌ



 

 

クレアーゼとして色素性乾皮症グルー
プ G群タンパク質 XPG、Flap	
endonuclease１（Fen1）,	SLX1-SLX4 ヌ
クレアーゼなどが考えられる。これらの
組換えタンパク質を調整し、それぞれの
基質において切断活性を解析した。	
その結果、ERCC1-XPF 複合体がカンプト
テシンにより生じるトポイソメラーゼ I
型 DNA 損傷の修復に関与し、さらにヌク
レオチド除去修復タンパク質群と共存
した時に修復合成が観察できることを
見出した。	

さらにこれに加えて FEN1 が、エトポシ
ドにより生じるトポイソメラーゼ II 型
の DNA 損傷のうち一本差切断を導くもの
の修復に関与し、塩基除去修復タンパク
質群共存した時に修復合成が観察でき
ることを見出した。	
これらの修復機能は、従来考えられてき
た修復様式と異なる新規の修復様式で
あると考えられる。	
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