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研究成果の概要（和文）：DNAのアルキル化で生じる損傷塩基やAPサイトは細胞死や突然変異の原因となるが、通常、
塩基除去修復（BER）で修復される。本研究では、分裂酵母のヌクレオチド除去修復（NER）によるアルキル化損傷DNA
の修復開始段階を、遺伝学的および生化学的に解析した。NER因子のRhp7pとRhp41pがAPサイトの修復に関与していた。
さらに、rhp7とrph16が異なったDNA損傷により誘導された。従って、NERはUV損傷ばかりでなく、APサイトなど小さな
傷をBERと協調して効率よく除去することができる。

研究成果の概要（英文）：Base modification and AP site in DNA generated by alkylation damage cause cell 
death and mutagenesis, but the lesions are usually repaired by base excision repair (BER) pathway. Here, 
we studied initial steps in the repair of DNA alkylation damage by nucleotide excision repair (NER) using 
fission yeast. NER factors Rhp7p and Rhp41p are involved in repair of AP site. The rhp7 and rph16 genes 
are induced by different types of DNA damage. Therefore, NER activity not only target UV lesion, but can 
also remove AP site and subtle base modifications synergistically with BER.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： ヌクレオチド除去修復　アルキル化損傷　塩基除去修復　分裂酵母　損傷認識　ＡＰサイト

  １版



１．研究開始当初の背景 

 メタンスルホン酸メチル（MMS）のような

アルキル化剤や生体内の S-アデノシルメチ

オニンは、7-メチルグアニンや 3-メチルアデ

ニン（3-mA）のような DNA の塩基損傷を引き

起こす。これらアルキル化塩基は、自然にお

こる脱プリン反応や特異的DNAグリコシラー

ゼの作用により、直ちに AP サイトになる。

3-mA や AP サイトは複製や転写をブロックす

るので致死的であり、さらにこれらの損傷の

乗り越え DNA 複製は突然変異を誘起する。こ

れまでの研究で、3-mA や AP サイトは主に塩

基除去修復（BER）によって修復されるとい

われているが、ヌクレオチド除去修復（NER）

の関与も遺伝学的解析により指摘されてい

る。例えば、私たちは分裂酵母の Rad16p（ヒ

トの XPF ホモローグ）が BER 酵素と協調して

MMS損傷を修復することを見出した。またNER

の損傷認識過程で働く Rhp41p（XPC ホモロー

グ）や Rhp26p（CSB ホモローグ）も MMS 損傷

DNA の修復に関わってことを示した。一般的

に、NER の基質は紫外線（UV）損傷やかさば

った付加体といわれているので、3-mA や AP

サイトのような小さな損傷のNERによる認識

機構の解明は大変意義深いと考える。 

 NER には、ゲノム全体の損傷を対象とする

GG-NER と転写と共役した TC-NER がある。ヒ

ト XPC は GG-NER の損傷認識因子であるが、

分裂酵母の Rhp41p は転写鎖・非転写鎖両方

の UV 損傷の修復に関わっていることが示さ

れている。私たちは、Rhp41p 欠損株では MMS

損傷による転写抑制の迅速な解除ができな

いことより、Rhp41p がアルキル化損傷の

TC-NER にも関わっている可能性を示した。ま

た、出芽酵母の UV 損傷修復では、Rad7p/ 

Rad16p 複合体（Rad16p は SWI/SNF ファミリ

ー）が GG-NER で UV 損傷に誘導されるクロマ

チンリモデリング因子として働いている。私

たちの実験では、分裂酵母の Rhp7p（Rad7p

ホモローグ）欠損株も MMS 感受性であり、ア

ルキル化損傷の GG-NER でもクロマチンリモ

デリングが起こる可能性が示唆される。 

 以上のように、アルキル化損傷が NER によ

り修復されることが遺伝学的に示されてい

るが、どのような仕組みで 3-mA や AP サイト

のような損傷が認識されてNERが開始するの

か、またアルキル化損傷修復の主な経路であ

る BERと NER による修復がどのような関係に

あるのか未解決のままである。 

 

２．研究の目的 

 本申請では、分裂酵母をモデル生物として、

BER 酵素を欠損させた株と、これらをバック

グラウンドとして rhp41 や rhp7 など NER 遺

伝子を欠損させた株を用いて、NER 因子によ

るアルキル化損傷の認識・開始過程について、

次のようなことを明らかにしたい。 

(1)アルキル化損傷塩基など、小さな損傷の

修復におけるBER/NER遺伝子群のエピスタシ

ス解析で NER 因子の機能を考察する。 

(2) GG-NER におけるクロマチンリモデリン

グは損傷認識の初期過程に必須である。アル

キル化損傷によるヒストン H3 のアセチル化

（H3Ac）がおこるかどうか、ウエスタンブロ

ッティングなどにより、UV損傷の場合と比較

しながら確かめる。 

(3) GG-NER 遺伝子 rhp7と rhp16が UV以外の

アルキル化や酸化によるDNA損傷で発現誘導

されるか、解析する。 

 

３．研究の方法 

 分裂酵母の BER や NER の多重欠損株は、研

究室のストックから、または新規に作成して

用いた。これら遺伝子間の相互作用を種々の

DNA 損傷に対する感受性の変化で調べた。ヒ

ストン H3 のアセチル化は抗 H3Ac（K9/K14）

抗体を用いたウエスタンブロッティングで

検出した。遺伝子の発現誘導は RT-PCR やレ

ポーターアッセイで解析した。 

 



４．研究成果 

(1) rhp7と rph41の BER 遺伝子との DNA 修復

における遺伝学的相互作用 

 分裂酵母の rhp7 や rph41 欠損株、および

NER の構造特異的エンドヌクレアーゼをコー

ドする rad16 の欠損株は、程度の異なる UV

感受性を示し、rad16∆＞rph41∆＞rhp7∆の順

に強い。一方、アルキル化剤 MMS に対する感

受性は rad16∆＝rph41∆＞rhp7∆で、UV 感受性

とは異なる。すなわち、これらの NER 因子が

アルキル化損傷修復を行うとき、UV 損傷修復

時とは異なった役割を果たしている可能性

を示唆する。 

 MMS によって生じた 3-mA は BER 酵素の

Mag1p/Mag2p により取り除かれ、BER による

修復を受ける。rph7は mag1/mag2と MMS 損傷

における遺伝的相互作用を示さなかった。一

方、rph41はmag1/mag2と相互作用するので、

Rhp41p は Mag1p/Mag2p によって開始される

BERと協調して3-mAを修復していることが示

される。 

 Nth1p は AP リアーゼ活性を持ち、分裂酵母

内で生じたAPサイトに働く主な酵素である。

nth1∆細胞から rhp7と rph41を欠損させると、

MMS 損傷に対する感受性が増加した。従って、

Rhp7p や Rhp41p は AP サイトを Nth1p と協調

して修復していることがわかった。 

 亜硫酸水素ナトリウム（NaHSO3）はシトシ

ンを脱アミノしてウラシルに変える。生じた

ウラシルは直ちにウラシルDNAグリコシラー

ゼにより AP サイトに変換される。rhp7 と

rph41はともに nth1とNaHSO3誘発DNA損傷の

修復において相互作用するで、この系におい

ても Rhp7p や Rhp41p が AP サイトを Nth1p と

協調して修復していることが示された。 

 分裂酵母の Apn2p は AP エンドヌクレアー

ゼであるが、細胞内で主に Nth1p によって生

じた 3’-ブロック（α,β不飽和アルデヒド）

をホスホジエステラーゼ活性でクリーンア

ップしている。rhp7 と rph41 は apn2 と相互

作用しなかったので、これらの因子は 3’-

ブロックの修復には関与していない。 

 

(2) 分裂酵母の GG-NER におけるクロマチン

リモデリング 

 出芽酵母の UV 損傷修復では、Rad7p/ 

Rad16p 複合体は、ヒストン H3 のアセチル化

を介して GG-NER による効率的な修復に必要

なクロマチンリモデリング因子として働い

ている。UV-誘導 H3Ac は Gcn5p ヒストンアセ

チルトランスフェラーゼ（HAT）を介して起

こる。分裂酵母の NER におけるクロマチンリ

モデリングの役割を調べるため、UV 照射後の

全ゲノムの H3Ac の変化を抗 H3Ac（K9/K14）

抗体を用いたウエスタンブロッティングで

調べた。対照の出芽酵母では UV 損傷により

H3Ac が増加したが、分裂酵母では見られなか

った。また、HAT 阻害剤の CPTH2 や MB-3 の

UV 損傷修復活性に及ぼす影響や、SAGA クロ

マチンリモデリング複合体を構成する Ada2p

の欠損株の NER 活性や UV 損傷に依存した

H3Ac 化を調べた。しかし、本研究で行った条

件下では、GG-NER における H3Ac の影響をほ

とんど観察することはできなかった。今後、

実験方法や条件の検討を進める必要がある。 

 

(3)rhp7 と rph16 の DNA 損傷による遺伝子発

現誘導 

 rhp7 と rph16 の両遺伝子は head-to-head 

の向きで互いに非常に近接して存在する。

RT-PCRで両遺伝子のDNA損傷に応答した発現

を調べた。rhp7/rph16 両遺伝子は UV 損傷に

より強く誘導された。さらに両遺伝子は MMS

でわずかに誘導された。DNA 損傷による遺伝

子発現誘導をさらに詳しく解析するため、

rhp7 と rph16 のプロモーターを lacZ と融合

させたプラスミドを作成してレポーターア

ッセイを行った。分裂酵母のデータベース

（PomBase）で、それぞれの遺伝子の転写開

始点が反対側遺伝子のコード領域内に存在



することや、rhp16のantisense ncRNAが rhp7

遺伝子の直ぐ上流にあることなど、rhp7/ 

rph16 両遺伝子が複雑な制御を受けているこ

とをうかがわせる。本実験では、UV 誘導性を

示す rhp7 プロモーター領域を見出すことは

できなかった。しかし、rhp16 プロモーター

断片は UV 照射により約 4 倍の誘導が見られ

た。また、この断片は MMS や過酸化水素によ

っても誘導が見られた。この結果は rhp7 と

rph16が別々に制御されていることや、rhp16

プロモーターが種々のDNA損傷により誘導さ

れることを示す。 

 

(4)まとめ 

 NER と BER 遺伝子のアルキル化損傷や脱ア

ミノ損傷に対する修復における遺伝的相互

作用を調べたところ、Rhp7p や Rhp41p が DNA

グリコシラーゼによる作用によって生じた

AP サイトの修復に関与することがわかった。

さらに、rhp7と rph16が異なった DNA 損傷に

より誘導された。本研究で得られた結果は、

NER が DNA ヘリックスをゆがめる大きな傷を

標的にしているばかりでなく、アルキル化塩

基や AP サイトのような小さな DNA 損傷の修

復にBERと協調的に作用していることを示し、

NER の生物学的意義やヒトにおける NER 欠損

の病態の理解に役立つものと考える。 
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