
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

若手研究(B)

2015～2014

遺伝学とプロテオーム解析を組み合わせたDNA損傷応答の新規制御機構の解明

Analysis of a novel regulatory mechanism of DNA damage repair using the combination 
of proteomics and genetics approarch

００５３１６９１研究者番号：

笹沼　博之（Sasanuma, Hiroyuki）

京都大学・医学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２６７４００１８

平成 年 月 日現在２８   ５ ２５

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を使って、3FLAG-BRCA1を発現するニワトリDT40細胞、ヒトTK６
細胞を作り、DNA損傷修復に重要な因子であるBRCA1の相互作用因子の同定行った。その結果、BRCA1蛋白質はDNA損傷応
答に関わる因子だけでなく転写や染色体分配に関わる多くの因子と相互作用することが明らかになった。その中には、
今までBRCA1と相互作用するという報告がない因子も含まれている。研究期間中に新規遺伝子の同定まで至ったという
点で、当初の目的は達成されたと考えている。現在、CRISPRゲノム編集技術を使って変異細胞を作製し、その新奇遺伝
子の機能解析を実施している。

研究成果の概要（英文）：During the period, I have already established the protocol of mass-spectrometry 
analysis using DT40 and human Tk6 B cell lines. Initially, I introduced 3flag tag at N-terminal region at 
first exon of BRCA1 using CRISPR/Cas9 genome editing. After pulling down 3FLAG-BRCA1 from whole cell 
extract, I analyzed the interactors of BRCA1, which plays a important role in DNA damage repair. I 
successfully identified many facotrs involved in transcription and chromosome segregation. Additionally, 
I identified the several novel proteins interacting with BRCA1. To investigate the function of novel 
BRCA1-interactors in DNA metabolism (DNA repair, replication, recombination), I continue generating the 
mutants of BRCA1 interactors identified here using human B cell line by genome editing technology. It is 
thought that the aim of this project was achieved.

研究分野： DNA損傷修復
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１．研究開始当初の背景 
当研究室では、ニワトリ DT40 細胞を用いた
遺伝学的な解析を 20年にわたり行ってきた。
単離した多くの変異細胞を使って、動物細胞
における DNA 損傷修復応答に関係するのメ
カニズムが明らかにしてきた。しかし近年、
リン酸化制御のみならず、ヒストン修飾とい
ったエピジェネティックな制御が DNA 損傷
修復に関与していることが明らかになって
きているため、遺伝学を中心とした解析では
十分ではないと考えていた。さらに BRCA1
蛋白質は相互作用因子の機能的な種類が多
いため、どの因子が DNA 損傷応答に関わる
因子かを見極めることが難しい。そこで本研
究課題では、当研究室にある遺伝学的手法を
用いて、１、DNA 損傷の種類によって
BRCA1 相互作用因子がどう変化するか、２、
いろいろな遺伝子破壊細胞において BRCA1
相互作用因子がどう変化するかを調べるこ
とを提案した。この変化を捉えることでDNA
損傷応答性の BRCA1 複合体の全容を明らか
にできると考えた。 
 
２．研究の目的 
DNA 損傷応答は、DNA 二重鎖切断修復だけ
でも百以上もの因子が介在する複雑な反応
である。その分子メカニズムの一端を解明す
るために、当研究室にある遺伝学的な解析と
質量分析を用いたプロテオミクスを融合さ
せて DNA 損傷応答のメカニズムの解明を目
指した。具体的には、DNA 損傷応答の中心
因子である BRCA1 蛋白質に着目し、DNA
損傷の種類に応答した BRCA1 相互作用因子
を網羅的に調べる。 
 
３．研究の方法 

DNA損傷の中でも DNA二重鎖切断は鋳型
鎖を失うという意味でもっとも重篤な損傷
である。この DNA 二重鎖切断は、非相同末
端結合(NHEJ)か相同組換え(HR)反応により
修復される。本研究課題では、DNA 二重鎖
切断修復の中心に位置する BRCA1 蛋白質分
子に着目し、NHEJ と HR の使い分けに
BRCA1 がどう関わるかを解析した。相同組
換えを誘導する薬剤としてカンプトテシン、
NHEJ を誘導する薬剤としてエトポシドを
細胞に暴露した。本研究では、過剰発現によ
る相互作用因子のアーティファクトを避け
るために、研究開始後、すぐにニワトリ DT40
細胞の BRCA1 遺伝子の最初のメチオニンに
相当する ATG 直下に 3xFLAG 配列をノック
インした細胞の作製をおこなった(左下図)。
3FLAG-BRCA1 蛋白質の発現を確認した後、
約 3 x 109細胞(約 3 リッター)から細胞抽出
液を調整し、anti-Flag 抗体により免疫沈降
実験を実施した。 
 
４．研究成果 
カンプトテシン処理後とエトポシド処理後
のBRCA1と相互作用する因子を質量分析によ
って同定したところ、相互作用因子にほとん
ど差がないが、同じ因子でも分析機に読まれ
たペプチド数に大きな差があるものが存在
した。そうした因子をピックアップしたとこ
ろ、カンプトテシンでは Mre11, CtIP, BRCA2
や Rad51といった相同組換え因子が選ばれて
いた。面白いことにエトポシド処理によって
活性化されているはずの NHEJ 経路に関係す
る因子(例えば Kuや Lig4 など)はカンプトテ
シン、エトポシド何に対しても全く同定され
なかった。この結果から、BRCA1 がたくさん
の相同組換え因子と強く結合することによ
って修復経路が HR 経路に向かうことが予想
される。おそらく BRCA1 は HR 経路のコーデ
ィネーターとして機能していると考えられ
る。研究計画の後半では、TALEN, CRISPR/Cas9
ゲノム編集技術を用いて、ヒト細胞で 3FLAG
−BRCA1 を発現する細胞を作製し、同様にカン



プトテシンとエトポシド処理によって変化
する相互作用因子の同定を実施した。幾つか
の新規遺伝子に関しては CRISPR により遺伝
子改変細胞を作製して機能解析を継続中で
ある。研究期間終了時に得られた結果を全ペ
ージ右下に示す。N 末端側に 3FLAG 配列をノ
ックインしたヒト細胞を用いて 3FLAG-BRCA1
を免疫沈降したのち、質量分析によって同定
できた相互作用因子を薄青色でマッピング
したものである(灰色は今回の解析で同定で
きなかった因子)。既知の因子のほとんどが
同定できている。ピンクは既知の BRCA1 複合
体を示している。HR の素過程に関与する因子
(Rad51 や Mre11)はニワトリ細胞とヒト細胞
で同定された一方で、ニワトリ細胞のみある
いはヒト細胞のみで検出された因子があっ
た。さらに今まで BRCA1 相互作用因子として
報告がない新規因子も見つかった。今後、こ
れらの因子のDNA損傷応答における機能を明
らかにしていく必要がある。 
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