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はしがき

生体内では、種々の内的および外的要因によりたえず塩基レベルの DNA損傷

が大量に発生する。未修復のまま残った損傷に複製フォークが遭遇すると、複

製が停止しうる。 DNA複製が完了できないと、その後の M期での染色体の凝

縮と分配が正常に起こらないので、細胞にとって致死である。複製が停止した

場合におこるトラブルは、複製後修復経路によってプロセスされ、複製が再開

される。複製後修復経路に関与する遺伝子は、酵母からヒトまで保存されてい

る(図上相同組み換えの例)。酵母のミュータン卜の解析から、主要な複製

後修復には、 (A)損傷乗り越えDNA合成 (TranslesionDNA synthesis口 TLS)

と(8)栢同DNA組換え (HomologousDNA recombination出 HR、複製が停止

した姉妹染色分体が複製を継続している姉妹染色分体と組み換えすることによ

って複製停止から回復)とがあることがわかっている(図 2)0(A)TしSに関与

すると考えられる DNAポリメラーゼ (TLSDNAポリメラーゼ)のヒトホモロ

グ遺伝子が最近4年間に 8種類も見つかった。高等真核細胞における複製後修

復の役割は、これらに関与する遺伝子の多くがその欠損によりマウスで胎生致

死になるので、よくわかっていない。

我々は、動物細胞で唯一、標的組み換えがランダムインテグレイションと伺

効率で起るニワトリ Bリンパ細胞株DT40を使って、 (A)TLSと(8)HRの欠損

株を系統的に作製、解析してきた。そして、 HRとTしSは、互いにオーバーラ

ップしながら、大量に発生している複製ブロックから回復するのに必須の働き

をすることを解明した。そしてHRとTしSは、各細胞で1サイクル毎に少なく

とも数十回は修復反応に参加しているらしい。我々は、このように恒常的に機

能している HRによる修復反応が、標的組み換えに関与すると考え、現在さら

に研究を進めている。
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4. 研究成果

4 -1 . 成果の概要

.目的

@本申請書の研究目的は、動物細胞で増殖中に起こる多数のゲノム DNA損傷

とその修復システムについて様々な DNA修復経路の変異クローンを作成する

ことによって解明することにある。この目的のために、標的組み換え効率が高

いため動物細胞で唯一系統的な遺伝学的解析が可能なニワトリ Bリンパ細胞株、

DT40を使い、系統的に遺伝子ノックアウト細胞を作製する。

@相同 DNA組み換えは、 DNA損傷修復システムの 1つの経路である。この

棺問 DNA組み換えを特に重点的に解析することにより、ニワトリ 8リンパ細

胞株でなぜ高効率に標的組み換えが起こるかを解明する。

.方法

(1) DNA修復経路に関与する遺伝子の欠損クローンを作製する。

(2) DNA修復経路の2重/3重欠損株の作成

(3)温度感受性株の作製

-実験結果

(1)， (2) DNA 修復経路に関与する遺伝子の欠損クローンを作製

これまで作製もしくは収集(勺した遺伝子ノックアウトクローンは以下

の通りである。

(A)相同 DNA組み換え:Rad51、Rad52、Rad52/XRCC32重欠損、 Rad54、

Rad54B、Rad54/Rad54B2重欠損、 Rad51B、rad51C、rad51D、XRCC2、

XRCC3、Mrell、Rad50

(B) 相同 DNA組み換えに間接的に関与するファンコニ遺伝子群:FANCD2へ
FANCC安、 FANCG安

(C) RecQヘリカーゼ:Blm*、We件、 Blm/Wer 2重欠損*

(D)非梅雨末端結合:Ku70、DNAヂkcs、iくu70/DNAヂkcs2重欠損、 Ligase

IV* 

(E) 2重鎖 DNA切断の修復経路(非相同末端結合および栢同 DNA組み換え)
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を制御:Poly [ADP ribose]polymerase 

(F) DNA修復に関与する DNAポリメラーゼとその制御因子:pol I¥'*、pols*、

POIK、pol乙、 pOIK/pol~ 2重欠損、 Rad18、Rad1 8/ Rad54 2重欠

損

(G)ヌクレオチド除去修復:XPA、XPG

(H)損傷チェックポイント:Atm¥Nbsl * (相同DNA組み換えにも関与)

(1) ク口マチン構成タンパク:ヒストン H2AX、コヘーシン (Rad21、2本

の姉妹染色分体を M期アナフェーズの直前まで合着する

(3)温度感受性株の作製

ニワトリは体混が高く、 DT40細胞も至適培養温度が、 400 Cと噌乳動

物細胞に比べて相当高い。しかも440 Cまで長期間に生存率を下げるこ

と無く培養可能であるので、 DT40は温度感受性株の作製に有利なはずで

ある。我々は、その作用機序が明確な温度感受性遺伝子を人工的にデ、ザイ

ンすることを目標に実験を行った。

構造解析が終了したタンパクのなかで Mrell/Rad50/Nbslコンプレッ

クスについて、サンジエゴのよ Tainer博士と共同して温度感受性遺伝子

のデザインを試みた。コンプレックスを構成する各タンパク

(Mrell/Rad50/Nbsl)のタンパク相互作用インターフェーズに変異を

導入した。しかし現在のところ、温度感受性を示す変異を MrellとRad50

の遺伝子から作製することがで、きなかった。

@研究成果

( 1 )遺伝子欠損株の致死性

以下のミュータントは細胞レベルで致死であった。

Rad51、Mrell、Rad50

( 2 )遺伝子z重欠損株の致死性
以下のミュータントは、 2重欠損株にしたときのみ細胞レベルで致死で

あった。ゆえに、 2重欠損にした各遺伝子にコードされたタンパクが互

いに相補しながら染色体の構造維持に重要な働きをすると結論できる。

Rad52/XRCC3 2重欠損(論文2)、 Rad18/Rad54 2重欠損(論文

倫 6皿
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16)、pol~/Rad54 2重欠損(論文17)

Rad18とpol乙は、損傷乗り越え ONA合成 (TしS)に関与するのに対し

て、 Rad54は相同組み換え (HR)に関与する。 Rad18と Rad54の単

独欠損は個体レベル(ノックアウトマウス)で生存可能であるのに対し

て、その 2霊欠損では細胞レベルで致死であることから、 TLSとHRと

は、 ONA複製時に生じた損傷の修復に対して互いに相補でき、単独欠損

ではほとんど異常が出現しないと結論できる。

( 3 )標的組み換えに関与する遺伝子

以下の遺伝子欠損株が、標的組み換え効率を低下させることがわかった。

Rad54、Rad54B、Rad51B、rad51C、rad510、XRCC2、XRCC3、FANCG

pol乙、 Rad18、Poly[AOP ribose]polymerase 

ただし、これらのタンパク分子は、 OT40と標的組み換え効率の高くな

い他のニワトリ細胞株とのあいだで差違が認められない。

(4 )シスプラチン感受性の比較

OT40は、きわめて安定な表現型を示す。したがって、遺伝子ノックア

ウトをするときに親株として適している。我々は、抗癌剤(シスプラチ

ン)に対する感受性をコロニー形成率で比較した。下のグラフは、シス

プラチン無処理の場合(100%)に比べてコロニー形成率を 1%にまで低

下させるシスプラチン 1時間処理の濃度をヒストグラムで示した(図 3)。

このように薬剤の作用機序を網羅的に解析できるのは、現在のところ、

OT40でのみであり、 Dγ40が遺伝薬理学的解析に有用な系であること

がわかる。
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@将来の研究方針

( 1 )新たに遺伝子ノックアウト締胞を作製するべき、棺同組み換えに直接も

しくは間接的に関与する可能性のある遺伝子

相同 ONA紹み換えに直接に関与する:Brca 1 (家族性乳癌の原因にな

る癌抑制遺伝子の 1つ、相向組み換え、損傷チェックポイント、染色体

ポジシ沼ン効果などの様々な機能をもっ)、 Brca2 (家族性乳癌の原因

になる癌抑制抑制遺伝子の 1つ)

棺問 ONA組み換えに関与する可能性のある酵母遺伝子のニワトリホモ

ログ:Swi5、Fbhl

ONAポリメラーゼ:pol8 

染色体 ONA損傷が発生後、数分以内に活性化されるチェックポイント

分子:53BPl、Mrell結合タンパク

(2 )ブロテオノミックスによる新規遺伝子の同定

ニワトリゲノムの解析が今年中に終了する。また、ニワトリ ESTデー

タベースも充実してきたので、ニワトリ細胞でもプロテオノミックス

が可能になった。我々が解析した分子のなかには、遺伝子ノックアウ

トしたときに、 OT40とマウス細胞とで定量的に必ずしも同じ表現型

を示さない場合がある。そのような遺伝子にコードされたタンパクと

自 8-



結合する分子(共沈する分子)を同定して、その遺伝子をメックアウ

トした細胞を作製することによって、ニワトリ Bリンパ細胞に特異的

に機能している相同組み換え因子を同定する。
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