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研究成果の概要（和文）：放射線照射によって生じるDNA二本鎖切断は最も重篤なDNA損傷であり、その修復の成
否は細胞の生死に大きな影響を与える。本研究では、DNA二本鎖切断の修復経路の一つである相同組換え（HR）
に着眼し、HR開始に関わる新規因子を同定するためスクリーニングを行った。その結果、転写のみならずHRにも
関わる新規HR因子を同定した。同定されたMEC1およびREC1は、HR開始を導くDSB end resectionを促進すること
が明らかになった。これらの発見は、放射線照射が誘発するゲノム安定化機構を理解する重要な分子情報基盤と
なる。

研究成果の概要（英文）：Ionizing irradiation causes DNA double strand breaks, which can lead to cell
 death if unrepaired or misrepaired. In the present study, to identify a novel factor promoting HR 
at the step of DSB end resection, we carried out a screening experiment. Importantly, our analysis 
demonstrated that novel HR factors, MEC1 and REC1, which are originally involved in transcription, 
promote the initiation of HR by activating the step of DSB end resection. This finding provides us 
important information regarding the maintenance of genome stability after ionizing irradiation. 

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
放射線照射(IR)によって生じる DNA損傷の中
でも、DNA 二本鎖切断(DSB:DNA double strand 
break)は最も重篤な損傷であり、その修復の
成否は細胞の生死を決める。DSB に対する修
復経路は non-homologous end joining(NHEJ)
及び homologous recombination(HR)の二つが
ある。NHEJ と HR はそれぞれ一長一短を有す
る。NHEJは簡略化された分子機構とそれに伴
う素早い修復速度で迅速に DSB を修復する。
また NHEJ は細胞周期を問わず DSB を修復す
ることが出来る。しかしながら修復後の連結
部位に欠失変異等を引き起こす事が大きな
デメリットである。一方で HR は姉妹染色分
体が必要であるため S/G2期のみで機能する。
HR の最大の利点はその正確な修復反応機構
である。しかし HRは修復速度が遅く、DNA損
傷後の細胞周期チェックポイント機構が厳
密ではないヒト細胞においては損傷を有す
るまま分裂期に進行する危険がある。申請者
らの研究から、ヒト S/G2 期細胞において IR
後に用いられる主要経路は NHEJ であり、HR
はマイナー経路である事が分かっている。し
かしこの比率はヒト正常細胞での割合であ
り、両経路のバランスの崩壊はがん化を導く
と考えられる。実際乳がん細胞において、両
経路は悪性化に伴い不均衡化している。 

2013 年までの申請者らの研究から、G2 期
に DSBが生じた場合、NHEJ が第一経路として
働き、約 70%の DSB を修復することが分かっ
ている。一方で、残り 30%に対して NHEJが修
復を試みるものの、DSB 末端構造の複雑性や
ヘテロクロマチン構造の影響により NHEJ が
停滞・遅延することで修復経路が HR へ移行
する(Shibata, EMBO J, 2011)。従って、DSB
修復経路決定の瞬間は NHEJ から HR経路への
移行時、つまり HRの開始点である。HRは DSB 
end resection(ヌクレアーゼによる一本鎖
DNA の削り込み:resection)によって開始さ
れる。従って resection が HR の開始点とな
る。Resection の第一ステップは、MRE11 エ
ンドヌクレアーゼ活性が DSB末端から数百－
数 kbp離れた領域にニックを生成する事であ
り、その後 MRE11 及び EXO1/BLM の両エキソ
ヌクレアーゼ活性が一本鎖 DNA領域を拡大し、
HRを進行させる(Shibata, Mol. Cell, 2013)。
MRE11 エンドヌクレアーゼ活性による細胞レ
ベルでのニック生成は証明されているが
(Garcia, Nature, 2011)、in vitro において
MRE11 エンドヌクレアーゼ活性がニックを導
入するためにはバブル・ヘアピン構造が必要
である(Paull, Mol Cell, 1998, 図２)。そ
こで申請者は MRE11エンドヌクレアーゼが活
性を発揮するためのクロマチン・DNA 構造変
化を導く反応機構が存在すると仮説を立て
研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では DNA二本鎖切断修復経路決定にお
ける分子機構解明を通じ、正常及びがん細胞

内における経路不均衡を見極めることで、放
射線・化学療法治療最善化、及び低線量放射
線被爆防護への貢献を目指した。 
 
３．研究の方法 
３－１．細胞培養、放射線または薬剤処理 
ヒト正常線維芽細胞 1BR hTERT は 10 %FBS 及
び抗生物質を含む EMEMで培養し、A549、U2OS
細胞は 10%FBS 及び抗生物質を含む MEM で培
養した。X線照射は 100 kVp、20 mA、銅 (0.5 
mm)–アルミニウム (1.0 mm) フィルター、線
量 0.5 Gy/分で行った。抗がん剤であるイリ
ノテカン（カンプトテシン）は最終濃度が 2 
microM になるように添加した。G2 期細胞に
おけるH2AX, 53BP1, RPA, 53BP1-pT543, RIF 
foci を検討するためには、アフィジコリン
（APH）を最終濃度が 4 microMになるように
放射線照射 30 分前に添加した(Shibata et 
al., EMBO J., 2011 を参照)。 
３－２．H2AX, 53BP1, RPA, Rad51 の蛍光免
疫染色 
PFA 固定後、0.2% Triton 処理を行い、各抗
体により蛍光免疫染色を行った。詳細は
Shibata et al., EMBO J., 2011 に記載して
いる。 
 
３－３．HR 効率測定のための DR-GFP アッセ
イ 
U2OS DR-GFP 細胞は Maria Jasin 博士から分
与頂いた。siRNA 処理後、I-SceI 発現ベクタ
ーをトランスフェクションし、48 時間後にフ
ローサイトメトリーにより GFP陽性細胞を計
測した。またトランスフェクション効率の比
較検討用に、GFP ベクターのみをトランスフ
ェクションした細胞も同様に測定し、HR 効率
を求めた。 
 
３－４．GFP-EXO1集積実験 
GFP-EXO1 及 び mKusabira-Orange2 
(KO2)-Gemininを発現する U2OS細胞は立命館
大学・西良太郎助教より分与頂いた。詳細は
Isono et al., Cell Rep., 2017 に記載して
いる。 
 
３－５．GFP-REC1, GFP-MEC1 の集積実験 
DSBを優先的に誘導するため、730 nmレーザ
ーを細胞に照射し、レーザー照射部位に集積
した GFP シグナルの蛍光強度を定量した。本
実験は、東京大学・安原崇明助教の協力のも
と行った。 
 
３－６．53BP1 再配置の測定 
蛍光免疫染色は以前の発表した論文と同様
の方法で行った(Shibata et al., 2011)。染
色 し た 細 胞 は Applied Precision® 
DeltaVision® OMX microscope により 60×レ
ンズを用いた撮影した。53BP1 foci の 3次元
画像は Imaris 8.2.1.（bitplane）によりポ
リゴン化し、53BP1 fociの最大横幅を測定し
た。 



 
４．研究成果 
2013年の時点では、Legubeらの報告により、
転写活性部位では HR 経路が優先して使用さ
れることが明らかになりつつあった。そこで
申請者は、転写に機能する分子が HR 開始に
関わる可能性を考え、転写と関連するヌクレ
オソーム構造に影響を及ぼす可能性のある
因子群の中から、独自の siRNA ライブラリー
(約<30 遺伝子)を作製し、上記 RPA リン酸化
検出系により resectionに関わる因子の探索
を行った。その結果、転写に関わる MEC1
（Mediator Complex 1）が HR 開始に必要で
あることを発見した（論文掲載前であるため、
MEC1の名称は本報告書では特定しない）。 

近年の研究から、転写活性部位周辺に DSB
が生じた場合、resection を介した HR 経路へ
の移行が起こりやすいことが報告されてい
る。転写活性部位において CtIP と相互作用
し resection を促進する因子として LEDGFが
報告された (Daugaard et al, 2012)。平成
26 年度の加齢医学研究所共同研究において、
受け入れ研究者である安井明教授に依頼し、
LEDGFのホモログである HDGF2をベイトとし、
GST-HDGFを用いて IP-MSスクリーニングを行
った。その結果、RNA polymerase II (RNAPII) 
Elongation Complex 1 (REC1)が新規相互作
用因子として同定された。 

上記二つの因子に着目し、MEC1または REC1
を siRNAによりノックダウンした細胞におい
て、DR-GFP 細胞を用いて HR 効率の検討を行
った。その結果、コントロール細胞と比較し
約 50%程度の HR 頻度の低下が認められた。ま
た、siRNA を用いて MEC1 または REC1 をノッ
クダウンした結果、放射線照射によって誘発
される DNA-end resection のマーカーである
RPA foci の顕著な低下が認められた。以上の
ことから REC1 は HR 経路における resection
を促進する因子であることが示唆された。ま
た MEC1と REC1が DSB部位に集積するかどう
かを検討するため、730 nm の DSBを優先的に
誘発するレーザー照射を行った結果、MEC1お
よび REC1 ともに DSB 部位への集積が認めら
れた。また MEC1に関しては、DSB 部位への集
積が ATM 依存的であることを発見した。 

また一方で、申請者は本研究を進める中で、
HR に必須の因子である BRCA1 が、HR の抑制
因子である 53BP1の脱リン酸化を促進してい
ることを発見した。またその脱リン酸化は
PP4Cが行っていること、53BP1 の脱リン酸化
の欠損は、RIF1 をクロマチン上に停滞させ、
53BP1 のクロマチン上での再配置を低下させ
ることを見出した (Isono et al., Cell 
Reports, 2017)。 
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