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研究成果の概要（和文）：DNA二本鎖切断（DSB）は最も重篤なDNA損傷である。DSB領域には損傷誘導的な姉妹染
色分体間接着（コヒージョン）が形成され、効率的な相同組み換え修復に寄与する。損傷誘導的コヒージョンに
はコヒーシンのSUMO化が関与するが、クロマチン構造変換複合体の機能欠損によるDSBのNPC移行欠損によって、
その低下が認められた。さらに、SUMO化酵素のDSB近傍への人為的結合によりコヒージョン形成率が上昇した
が、非SUMO化コヒーシンの過剰発現により喪失した。以上から、DSBのNPCへの係留がコヒーシンのSUMO化修飾を
促進し、損傷誘導的コヒージョンと正確な組み換え修復を進行させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：DNA double-strand breaks (DSBs) are the most serious type of DNA damage. It 
has been shown that DNA damage-induced sister chromatid cohesion facilitates homologous 
recombination repair (HR) at DSB proximal regions. We found that the damage induced-cohesion was 
impaired in yeast mutants defected in nuclear pore complex (NPC) or in the DSB relocation to NPC. We
 also observed that damage-induced cohesion is impaired in yeast cells in which the association of 
SUMO ligase with NPC is abolished. We also showed the possible involvement of cohesin in this 
machinery. These results, we propose a model that the DSB relocation to NPC promotes the cohesin 
SUMOylation by SUMO ligase associated with NPC. This machineryis supposed to contribute to the 
maintenance of genome stability through facilitating HR of DSBs.

研究分野：分子細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、DNA 修復の実験材料として最も広く用いられている出芽酵母を用いて解析を行ったが、出芽酵母と
ヒトのクロマチン構造変換複合体の機能は保存されている。そのため、本研究でのDNA損傷領域の核内配置にお
けるクロマチン構造変換複合体の関与の解析は、核膜タンパク質の変異によって生じる早老症などの核膜病の原
因や治療などの分野にも大きく貢献できる



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
遺伝子の転写に加え、DNA 修復・転写などのゲノム機能のエピジェネティックな制御にはクロマ
チン構造が重要な役割を果たしている。DNA 損傷修復の不適切な進行に基づくゲノム不安定化は
がんなどの疾病の原因となるほか、育種・生殖工学での障害となる。したがって、DNA 修復のエ
ピジェネティック制御を解明しそれを応用に結びつけることは、医学・農学などの分野において
強いニーズがある。ATP 依存的クロマチン構造変換複合体は、クロマチン構造の変換を介したエ
ピジェネティック制御に中心的な役割を果たしている。研究代表者は、酵母からヒトまで進化的
に保存された SWR1 および INO80 クロマチン構造変換複合体に関して、これらの複合体の必須
サブユニットであるアクチン関連タンパク質(actin-related protein; Arp)に注目して、解析
を行っている（Curr. Biol., 2008; PLoS Genet., 2010）。Arp は、アクチンに進化的・構造的
に関連性を有するタンパク質で、アクチンと共にアクチンファミリーを形成する。研究代表者ら
は Arp がヒストン結合能を有することや、複合体の形成・解離に関与することなどを見出し、
これらの複合体機能における Arp の重要性を明らかにしてきた(Mol. Biol. Cell, 1999; Yeast, 
2005)。エピジェネティック制御は、クロマチンの局所的な構造のみならず、クロマチンの核内
空間配置によっても制御されている。例えば、出芽酵母では DNA 二本鎖切断(DNA double-strand 
break; DSB) の切断領域が核膜近傍へ移行して、不必要な DNA の再編成を抑制している (Nagai 
et al., Science, 2008)。しかしこれまでに、クロマチンの核内配置のメカニズムの詳細につい
ては不明であった。我々は上で述べた Arp の研究の過程で、出芽酵母 SWR1 クロマチン構造変換
複合体中の Arp6 が、リボソームタンパク質遺伝子の核膜孔複合体(nuclear pore complex; NPC)
への移行に必要であることを明らかにした（PLoSGenet., 2010）が、これは、クロマチン構造変
換複合体がクロマチン核内配置に関与する例として初めての報告である。出芽酵母においては、
DSB 領域は NPC のみならず核膜タンパク質 Mps3 とも相互作用することが報告されている。しか
し、NPC と Mps3 の機能の違いや、DSB 領域との結合に関わるクロマチン構造変換複合体は同定
されていない。DSB が生じた際、SWR1 複合体と共に INO80 複合体が DSB 領域に結合し、DNA 修
復に協調的に機能することが報告されている。また、INO80 複合体と SWR1 複合体は Arp4 を共
通のサブユニットとして含み、研究代表者らの解析でもヒト INO80 複合体がヒトゲノムの安定
性維持に関与することを見出している(PLoS ONE, 2010)。これらの結果から、INO80 複合体が
SWR1 複合体と協調して DSB の核内空間配置を制御し、ゲノム修復のエピジェネティック制御に
関与することが示唆される。 
 
２．研究の目的 
SWR1 および INO80 構造変換複合体の変異株を用いて、DSB 領域の核膜近傍への移行の機構を明
らかにすることを目的とした。第一として修復困難な DSB 領域が核内部から核膜近傍へ移行し、
不必要な DNA 組換えの抑制などに関わる際に、SWR1 複合体と INO80 複合体が、DSB の NPC や
Mps3 へ の 移行および係留に関与するかをクロマチン免疫沈降法（ chromatin 
immunoporecipitation; ChIP 法）により解析した。また、DSB 領域について、損傷誘導的に姉
妹染色分体間接着（損傷依存的コヒージョン）を起こし、このことがゲノム安定性の維持に寄与
することが知られている。そこで第二に、クロマチン構造変換複合体による DSB 領域の核膜近傍
への移行および係留が損傷誘導的コヒージョンへ関与するか GFP の蛍光スポットの数を指標に
検証した。 
 
３．研究の方法 
第一に、DSB 領域の核膜近傍への移行に SWR1 および INO80 複合体が関与するか ChIP 法により解
析した。実験系として、ガラクトース存在下で HO エンドヌクレアーゼを発現させることで特定
の一か所のみに DSB を誘導的に起こすことのできる株を用いた。この株について SWR1 および
INO80 複合体の変異株を作成し、これらの株について核膜近傍タンパク質である NPC や Mps3 に
対する抗体を用いて ChIP を行った。次に、GFP スポット数を指標にコヒージョンを解析する系
を用いて、DSB 領域の核膜近傍への移行・係留の阻害による損傷誘導的コヒージョンへの影響を
解析した。この系ではそれぞれの姉妹染色分体上の DSB 領域近傍に結合した GFP のスポットが、
コヒージョン不全の場合には別々の 2 つのスポットとして、コヒージョン形成の場合は 2 点が
重なった 1 点のスポットとして観察される。野生株および DSB 領域の NPC 非移行株について損
傷誘導前後での GFP スポット数の減少を計測し、損傷誘導的コヒージョンが形成された細胞の
割合を算出した。さらに、損傷誘導的コヒージョンに必要なコヒーシンタンパク質の SUMO 化修
飾に DSB の NPC への結合が影響するか解析した。解析には DSB が NPC へ移行できない SWRI 複合



体の機能欠損株を用い、DSB 誘導後のコヒーシンの SUMO 化をウエスタンブロットにより解析し
た。 
 
４．研究成果 
遺伝子の発現のみならず、DNA 修復の進行にもエピジェネティクス制御は必須であり、その破
綻によるゲノム不安定化はがんなどを引き起こす。クロマチン構造に加え、クロマチンの核内空
間配置がエピジェネティック制御の分子基盤であり、DNA 二重鎖切断(DSB)部位の核膜近傍への
移行が、出芽酵母で観察されている。出芽酵母においては、DSB 領域は NPC のみならず核膜タン
パク質 Mps3 とも相互作用することが報告されている。これまでに SWR1 および INO80 複合体が
DSB 領域に結合し、DNA 修復に協調的に機能することが報告されていることから、両複合体が協
調して DSB の核内空間配置を制御し、ゲノム修復のエピジェネティック制御に関与することが
示唆された。そこで、DSB 領域の核膜近傍への移行の機構を明らかにするために、ガラクトース
添加により誘導的かつ継続的に DSB を起こすことのできる酵母株で作成された SWR1 および
INO80 構造変換複合体の変異株を用い、両複合体が DSB の NPC や Mps3 への移行に関与するかを
クロマチン免疫沈降法により解析した。その結果、DSB 領域と NPC や Mps3 との結合には SWR1 お
よび INO80 複合体が必要であった。以上の結果から、修復の困難な DSB の正確な修復プロセス進
行のために DSB 領域の核膜近傍への移行が必要であり、これには SWR1 および INO80 複合体が関
与していることが明らかとなった。 
次にクロマチン構造変換複合体による DSB 領域の核膜近傍への移行の意義を解明するため、
損傷誘導的な姉妹染色分体間接着（コヒージョン）に着目した。DSB 領域近傍には損傷誘導的に
コヒージョンが形成され、効率的な相同組み換え修復に寄与する。2つの DSB 領域の核膜近傍へ
の移行経路のうち、SWR1 複合体による DSB 領域の NPC への移行が損傷誘導的コヒージョン形成
に重要であることを明らかにした。損傷誘導的コヒージョンにはコヒーシンの SUMO 化が関与す
るが、クロマチン構造変換複合体の機能欠損による DSB の NPC 移行欠損によって、その低下が認
められた。さらに、SUMO 化酵素の DSB 近傍への人為的結合によりコヒージョン形成率が上昇し
たが、非 SUMO 化コヒーシンの過剰発現により喪失した。以上から、SWR1 クロマチン構造変換複
合体による DSB 領域の NPC への係留がコヒーシンの SUMO 化修飾を促進し、損傷誘導的コヒージ
ョンと正確な組み換え修復を進行させることが示唆された。 
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