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概要  

放射線は、DNA ⼆本鎖切断（DSB）を誘発しゲノム DNA に重篤な損傷を与える。

これまでに、多くの先⾏研究により放射線誘発 DSB の修復機構の詳細が明らかに

された。⼀⽅、抗がん剤として使われる放射線類似作⽤物質（ブレオマイシンやカ

リケアミシン）も DSB を⽣成することが知られており、その修復機構は放射線誘発

DSB と同じと考えられてきた。本研究では、チロシル-DNA ホスホジエステラーゼ

1(TDP1)および TDP2 による放射線類似作⽤物質誘発 DSB の修復への関与を明らか

にした。さらに、TDP 標的損傷を特異的に標識する手法を開発した。  

 

abstract 

Ionizing radiat ions induce free radicals  in  DNA const i tuents  and 

thereby produce DNA double-strand breaks (DSBs).  The repair  

mechanism of  radiat ion-induced DSBs has been clar i f ied by the 

previous s tudies.  Radiomimetic  drugs such as  bleomycin and 

cal icheamicin also generate  free radicals  in  DNA const i tuents  and give 

r ise  to DSBs.  However,  the repair  mechanism of  DSBs induced by 

radiomimetic  drugs remains largely elusive .  In the present  s tudy,  to  

ident ify the gene mutat ion which enhances the sensi t ivi ty to bleomycin 

and cal icheamicin,  we analyzed the sensi t ivi ty of  human TK6 cel ls  

def icient  in  DNA repair  genes.  We found that  tyrosyl-DNA 

phosphodiesterase (TDP) 1/2-double mutant  cel ls  show 
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hypersensi t ivi ty to radiomimetic  drugs,  but  not  to  X-rays.  This  resul t  

suggests  that  radiomimetic  drugs-induced,  but  not  radiat ion-induced,  

DSBs are repaired by a  novel  pathway involving TDP1 and TDP2. In 

addi t ion.  I  es tabl ished the detect ion method for  the DNA lesion 

removed by TDP1 and TDP2.   

 

研究内容 

【背景】 

1、カンプトテシンは TOP1cc を形成させる  

トポイソメラーゼ 1（ TOP1）やトポイソメラーゼ 2(TOP2)は、 DNA 複製や転写（遺伝子発

現）の際に生じる DNA の超らせん構造を解消するために必須の酵素である。TOP1 は一過的

に 1 本鎖切断(single-strand break: SSB)、 TOP2 は 2 本鎖切断(double-strand break: 

DSB)を発生させることで超らせんを解消する。TOP1 は反応中間体として、DNA の 3'切断端

と活性部位のチロシン残基が共有結合した複合体（TOP1 covalent complex: TOP1cc）を形

成する。抗がん剤であるカンプトテシン（CPT）は TOP1cc を安定化し、TOP1 を DNA 切断末

端にトラップすることにより 1 本鎖切断を蓄積させる。一方、TOP2 は DNA の 5'切断端と

活性部位のチロシン残基が共有結合した複合体（TOP2 covalent complex: TOP2cc）を形成

する。抗がん剤であるエトポシド(ETP)は TOP2cc を安定化させ DSB を蓄積させる。 

2、 TOP1cc は 2 段階のステップを経て除去される 

チロシル-DNA ホスホジエステラーゼ 1(TDP1)は、チロシンと DNA の 3'端リン酸の結合(ホ

ス ホ チ ロ シ ン 結 合 )を 加 水 分 解 す る 活 性 を も つ 。 こ の 活 性 が 、 DNA 末 端 に 共 有 結 合 し た

TOP1cc を除去するために重要である。実際、TDP1 遺伝子を破壊した酵母や哺乳類細胞は、

CPT に対して高い感受性を示すことが知られている。また、生化学的解析から、TDP1 タン

パク質は全長の TOP1 タンパク -DNA を除去できないが、ペプチドレベルまで消化された

TOP1cc は除去できる。この知見に一致して、X 線結晶回折から、TOP1 タンパクは非常に大

きい為に、TDP1 が DNA-TOP1 間のホスホチロシン結合にアクセスできないことが知られて

いた。一方、細胞へのカンプトテシン(CPT)処理は、ポリユビキチン-プロテアソーム経路

を介して TOP1cc のタンパク分解を引き起こす。これらの研究に基づき、TOP1cc の除去で

は、1 段階目に、プロテアソームによる TOP1cc のタンパク分解が起き、2 段階目に、ペプ

チドレベルになった TOP1-DNA のホスホチロシン結合が TDP1 によって加水分解されると推
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定されていた。研究代表者は、1 段階目と 2 段階目それぞれの修復動態を細胞レベルで計

測できる実験系を確立し、このモデルが正しいことを証明した [1]。 

3、 TDP2 の反応機構 

TDP2 が関与する TOP2cc の除去経路には、プロテアソーム依存的経路と非依存的経路の 2

種類が存在することを明らかにした。プロテアソーム依存的経路は、TOP1cc 除去と同様に

2 段階の反応が起きる。具体的には、1 段階目にプロテアソームによる TOP2cc のタンパク

分解が起き、2 段階目に、ペプチドレベルになった TOP2-DNA のホスホチロシン結合が TDP2

によって加水分解される。一方、プロテアソーム非依存的経路では、タンパク分解を受け

ていない TOP2cc が TDP2 によって直接除去されることを明らかにした [2]。TDP2 は、5'-チ

ロシル DNA ホスホジエステラーゼ活性の他に、弱い 3'-ホスホジエステラーゼ活性を有す

る。マウスやニワトリの細胞を用いた研究から、 3'-ホスホジエステラーゼ活性を有する

TDP1 が欠損した時に、TDP2 の 3'-ホスホジエステラーゼ活性がバックアップすることが示

唆された。研究代表者も、この表現型がヒト TK6 細胞でも再現できることを明らかにした。

さらに研究を進め、TDP2 の 3'-ホスホジエステラーゼ活性が TOP1cc 除去の 2 段階目で働

くことを明らかにした [1]。 

4、放射線および放射線類似作用物質が生成する DSB 

放射線は、フリーラジカル反応により飛跡に沿って DNA 損傷を誘発し、その結果 DNA 二本

鎖切断（DSB）が生成する。放射線が誘発する DSB の修復については精力的に研究が行わ

れ、詳細な分子機構が明らかにされた。放射線類似作用物質であるブレオマイシン(BLM)や

カリケアミシン(CLM)などもフリーラジカル反応により局所的な多重 DNA 損傷を誘発し、

DSB を生じる。放射線類似物質の一本鎖切断（SSB）と DSB の生成比は 5：1〜 20：1 であり、

この比は放射線による SSB と DSB の生成比 (20：1)に近い。それゆえ、放射線類似作用物質

は放射線と同様な生物作用を示すと考えられている。しかし、TDP1 や TDP2 が DSB の修復

に関与するのか不明である。 

 

【目的】 

TDP1 や TDP2 が DSB 修復に関与するかを、ゲノム編集細胞を用いた遺伝学的解析から明ら

かにする。 
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【結果】 

1、 TDP1・ TDP2 は放射線類似作用物質が誘発する DSB 修復に関与する 

TDP が DSB 修復に関与するかを

調べる目的で、ヒト TK6 細胞由来

の TDP1 遺 伝 子 欠 損 細 胞 (TDP1-

KO)、 TDP2 遺伝子欠損細胞(TDP2-

KO)、TDP1/TDP2 二重遺伝子欠損細

胞 (TDP1/TDP2-DKO) の 放 射 線 (X

線 )お よ び 放 射 線 類 似 作 用 物 質

（BLM, CLM）に対する感受性を調べた。これらの遺伝子

欠損細胞の X 線感受性は、野生型細胞(WT)と同程度であ

った（図 1）。一方、BLM および CLM に対しては、TDP1-KO・

TDP2-KO ともに WT より高い感受性を示し、TDP1/TDP2-DKO

は単一 遺 伝 子欠損細 胞 よ り さ ら に 高 い 感 受 性 を 示 し た

（図 1）。また、この感受性が DSB 修復の遅延によるもの

なのかを調べるために、DSB 修復動態を中性コメットアッ

セイで調べた。上記遺伝子欠損細胞の放射線誘発 DSB の

修復速度は、野生型と同じであった。一方、単一遺伝子欠

損細胞のブレオマイシン誘発 DSB の修復速度は野生型

より遅延した。さらに、TDP1/TDP2- DKO のブレオマイシ

ン誘発 DSB の修復速度は、単一遺伝子欠損細胞より遅延

した。この結果から、放射線と放射線類似作用物質が誘

発する DSB には質的な違いがあり、後者は TDP1 および

TDP2 が共同する新規な経路により修復される可能性が

示唆された。 

2、 DNA に生成した 3'-PG を検出する手法の確立  

ブレオマイシン・カリキアミシン特異的に誘発する DNA

損傷として、3'-グリコールリン酸(3'-PG) が知られて

い る 。 そ こ で 、 3'-PG の カ ル ボ ン 酸 末 端 を

ca r b o d i i m i d e / sulfo-NHS で活性化し、ビオチン標識す

る方法を考え、この方法が有効かを調べた。ビオチン標

図 1 TDP1・ TDP2 欠損細胞の X 線・放射線類似作用物質

（BLM,CLM）に対する感受性 
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図 2 3'-PG 損傷のビオチン・ス

トレプトアビジン標識生成物の

分析 

(A)DNA 損傷として 3'末端に 3'-

PG をもつオリゴの 5'末端を 3 2P

で放射性標識し、二本鎖 DNA を

調 製 し た 。 ビ オ チ ン 標 識

(Biotin)し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ

ン (StAv)を 反 応 さ せ 、 生 成物を

native PAGE 分析した。 

(B)反応生成物の電気泳動結果  
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識効率は 70%であった(図 2)。さらに、3'末端ビオチンはストレプトアビジンと定量的に結

合した。なお、本実験で用いた 3'-PG を含むオリゴヌクレオチドは、大阪大学の岩井教授・

山元准教授と共同研究を行い、化学的に合成したものを使用した。 
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