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研究成果の概要（和文）：真核生物の染色体DNAはヒストンに巻き取られクロマチン構造を取る。クロマチンの動的変
換と遺伝情報維持反応の協調は、DNA安定維持機構の重要な研究対象である。ミスマッチ修復は遺伝情報の維持に必須
の機構であり、その破綻はヒトでは発がんに直結する。本研究では、試験管内でクロマチン形成を再現するツメガエル
卵抽出液を用いて、クロマチン上でミスマッチに結合する因子の探索と解析を行った。結果、これまでミスマッチ修復
への寄与が知られていない9の因子を同定し、うち3はクロマチン関連因子であった。本研究成果はクロマチン上でのミ
スマッチ修復解明に向けての重要な土台となる。

研究成果の概要（英文）：Eukaryotic chromosomal DNA is wrapped around histones to be assembled into 
chromatin, whose dynamic remodeling is linked to various DNA transactions. The mismatch repair system 
maintains DNA replication fidelity by correcting replication errors. Impairment of this system thus leads 
to oncogenesis in human. Here, we sought factors involved in the mismatch repair reaction in the context 
of chromatin, using Xenopus egg extract that promotes chromatin assembly in vitro. We have identified at 
least 9 factors whose involvements in mismatch repair have not previously been documented, and 3 of which 
were chromatin-related factors. Having identified these new factors, this work established an important 
step toward understanding of the mismatch repair reaction on chromatin.

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
(1)真核生物の染色体 DNAはヒストン 8量体
に巻き取られ、クロマチンとして核内に収納
される。クロマチン構造はタンパク質のDNA
への接近や結合を阻害するため、DNA 複製
や修復を含む多くの DNA 関連反応は、ヒス
トンの解離、再形成、移動のようなクロマチ
ン動的構造変換を必要とする。しかしながら、
これまでの遺伝情報維持反応の生化学的解
析は、裸の DNA と精製酵素を用いたシンプ
ルな解析からスタートしており、クロマチン
を含む生化学的解析は未だ少数にとどまっ
ている。したがって、クロマチン構造の動的
な変換が遺伝情報維持反応とどのように協
調するかは、現在の分子生物学研究の重要な
トピックとなっている。 
 
(2)ミスマッチ修復（MMR）は、塩基ミスマ
ッチや小規模な挿入・欠失ループ構造などの
DNA 複製エラーを修復する機構であり、遺
伝情報の正確な継承や発がん抑制に必須の
役割を担う。複製エラーは、正しい遺伝情報
を維持する鋳型鎖と誤って合成された新生
鎖から構成されるため、新生鎖の同定は
MMRの中心反応である。重要な事に、MMR
は DNA 合成の直後に機能すると予想され、
この時期はクロマチン形成反応が活発に起
こる時期とも重なる。 
 
(3)真核生物のMMR反応は、おおよそ以下の
ような反応経路を経て進行すると考えられ
ている。まずMutSα/β複合体がミスマッチ塩
基を探索し、結合する。MutSα/βは、MutLα
エンドヌクレアーゼをミスマッチ部位に呼
びこむ。この複合体は、DNA 上をスライド
することにより移動して、新生鎖に特異的に
存在する一本鎖断点などの新生鎖識別シグ
ナルを探索すると考えられている。その後新
生鎖識別シグナルの情報をもとに MutLα が
活性化され、新生鎖の除去が開始する。 
 
(4)ところが、これらの反応の主要な部分はク
ロマチン化によって阻害されることが強く
予想される。特にMutSα/β複合体がクロマチ
ン化した DNA 上をスライド可能かどうかに
ついては、否定的な試験管内実験結果が複数
存在し、生体内ではMutSα/β複合体のスライ
ド反応を可能にする何らかの補助機構が存
在することが強く疑われる。 
 
(5)これに加え、MMR因子は DNA相同組換
え、二重鎖間架橋（ICL）修復、チェックポ
イント活性化などにも機能することが示唆
されている。また遺伝的解析から、MMR の
DNA 鎖除去過程では、これまで知られてい
る Exo1 以外に未知の因子も寄与することが
示されている。 
 
(6)このように、MMR反応がクロマチン上で、
他の修復経路とも協調して機能する仕組み

は理解が進んでいなかった。特にクロマチン
との関連性においては、クロマチン化を再現
する実験系がきわめて限定されていること
もあり、クロマチン上でのMMRを可能にす
る機構や因子はほとんど理解されていなか
った。 
 
(7)ツメガエル卵抽出液は、クロマチン化を含
むさまざまな遺伝情報維持反応を試験管内
で効率よく再現する実験系である。本実験系
は、これまで細胞周期制御や DNA 複製、修
復などのモデル系として広く用いられてき
た。一方でこの系でのMMRの解析は進んで
おらず、これまでに 5報の論文が発表されて
いるにとどまる。 
 
２．研究の目的 
(1)これらの背景を踏まえ、本研究ではツメガ
エル卵抽出液を主たるモデル系として採用
し、クロマチン化が起こる場で、ミスマッチ
DNAに結合する因子を網羅的に探索、同定、
カテゴリ分けすることにより、クロマチン上
でのミスマッチ修復ネットワークを解明す
ることを目指した。 
 
(2)より詳細には、以下の二点の解明を目標と
した。まず、ミスマッチの存在に依存して
DNA に結合するクロマチン関連因子を同定
し、それらがクロマチン上でのMMRの促進
にどのように機能するかを、ツメガエル卵抽
出液と出芽酵母を用いて、in vitro、in vivo
両面からの解明を目指した。さらにミスマッ
チに結合する DNA 修復関連因子については、
その DNA結合のMMR因子依存性、および
MMR 因子との相互作用を解明することを目
標とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ツメガエル卵の核質抽出液(NPE)は間期
の核内環境を試験管内再現し、DNA 複製、
さまざまな DNA 損傷修復、クロマチン形成
などを効率よく引き起こす。NPEは、現在知
られている中で、もっとも効率よくクロマチ
ン形成を起こす試験管内系である。 
 
(2)ミスマッチ結合因子を NPEから回収する
ため、ビオチン化した dT 塩基を特定の一カ
所に持つ DNA を作成し、これにストレプト
アビジン（4量体であるため 4箇所のビオチ
ン結合部位を持つ）を結合させた。次に DNA
固定用の担体として、ビオチン化 sepharose 
HP を作成した。ストレプトアビジン四量体
に存在する余剰のビオチン結合部位を利用
し、ストレプトアビジンと結合したプラスミ
ド DNAをビオチン化 sepharose HPに固定
した。この固定化 DNA 基質は、ビーズと
DNA の間に長いスペーサーを持つため、効
率よくクロマチン形成、MMR 反応を引き起
こす。 
 



(3)セファロース固定 DNA を NPE に加えて
反応させた後、結合したタンパク質を回収し、
SDS-PAGE により分離した。NPE から
MutSα/β あるいは MutLα を除去し、ミスマ
ッチに結合する因子群が、MutSα/βあるいは
MutLα に依存してロードされるかを解析し
た。 
 
(4)ミスマッチ結合因子を質量分析により同
定し、抗体を作成、NPEから免疫除去してミ
スマッチ修復への影響度を調べた。さらに、
出芽酵母にホモログが保存されている因子
については、出芽酵母株からの遺伝子破壊を
行い、突然変異率の上昇を調べることによっ
て、ミスマッチ修復への欠損を解析した。 
	
 
４．研究成果	
 
(1)ミスマッチ修復因子の回収と同定	
 
ミスマッチ修復因子Msh2あるいはMlh1特
異的抗体を用いてNPEを処理し、MutSα/β、
あるいはMutLαを除去した NPEを得た。こ
れにミスマッチ DNA を加え、結合した因子
を SDS-PAGE と銀染色によって評価した結
果を図１に示す。 

図１に示すように MutSα を構成する Msh2
およびMsh6は、ミスマッチ塩基の存在に依
存して容易に同定された。銀染色の結果から、
ほとんどのミスマッチ結合因子は MutSα/β
に依存して、MutLαには依存せずにミスマッ
チ DNAに結合することが予想された。 
 
(2)北海道大学の小布施力史教授に依頼して
ミスマッチ結合タンパク質の質量分析と同
定を進めていただいた。結果、銀染色から予
想されたように、大半のミスマッチ結合性因
子はMutSα/βに依存してDNAに結合してい
た。これらの中には、既知のMutSα/β相互作
用因子である Exo1や WRNヘリカーゼなど
が含まれていた。 
 

(3)これに加え、相同組換え因子の幾つかや、
Ligase IIIなど塩基除去修復因子の一部がミ
スマッチに呼び込まれることがわかった。さ
らにクロマチンリモデリング ATPase、ヒス
トンシャペロンなどが MutSα/β によって
DNA に呼び込まれており、それらの中には
MMR に関わることが過去に示されていない
ものが多数存在した。 
 
(4)MMR に関与することが分かっていなか
った損傷修復因子のうち、特に新規性の高い
と予想されるいくつかについて特異的抗体
を作成し、免疫染色によってミスマッチ結合
を検証した。図２に一例を示すように、過去
に相同組換えに機能することが示されてい
る因子について、ミスマッチ塩基の存在に非
常に特異的に DNA にロードされることが示
された。この結合は MMR に必須の MutLα
を除去した NPE でも維持されていたので、
ミスマッチ修復の進行ではなく、ごく初期の
ミスマッチ認識反応の直後に DNA にロード
されていることが予想された。他にも３つの
クロマチン関連因子について、ミスマッチ塩
基特異的かつMutSα/β依存的なDNA結合を
確認した。 

 
(6)ミスマッチに呼び込まれるクロマチンリ
モデリング因子については、出芽酵母でのホ
モログを破壊して表現形を検討した結果、
DNA 複製の正確性が損なわれることを示唆
する予備的結果を得た。これについては今後
実験を重ねて検証していく予定である。 
 
(7)さらにいくつかの因子についてタンパク
質を発現、精製し、MutSαとの相互作用を試
験管内で検討した。現在までに２つの因子に
ついて検討を行い、うち１因子については、
MutSαとの相互作用が示された。発現精製す
る因子の数を増やすとともに、相互作用解析
を進めて結合領域や結合の生理的意義など
を解析することが、今後の重要な課題である。 
 
(8)本研究において、複数のクロマチン因子を
含む多数のミスマッチ結合因子を網羅的に
同定した。既知のミスマッチ修復因子や
MMR 相互作用因子は、本研究でもほとんど

          

図 1：ミスマッチ結合タンパク質の同定 

         	
 	
 	
 	
  

	
 	
  
図２：新規ミスマッチ結合因子の、免疫染色

による DNA結合評価 



同定されており、本研究の網羅性が示された。
さらに、本研究ではこれまでMMRへの関与
が全く報告されていないミスマッチ結合因
子を、質量分析のレベルで少なくとも 9因子、
免疫染色によって確認された因子としては 5
因子得た。これら５因子については、既に生
化学的、あるいは遺伝学的機能解析に着手し、
1 因子については MutSα との結合を証明し
た。また興味深いことに、本研究で同定した
新規 9因子のすべてがMutSα/βに依存して、
MutLα には依存せずにミスマッチに結合し
ていた。この結果は、MutSα/βは他の因子の
足場として機能すること、MutLαにはそのよ
うな機能がないことを強く示唆する。本研究
の結果多数の新規MMR関連因子の同定に成
功し、今後MMRを中心とした DNA損傷修
復ネットワークの理解に向けて重要な進展
を得ることができた。 
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