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緒　言

　細胞内ゲノム DNA は放射線や紫外線、細胞内代謝物などのストレスに常に晒されており、DNA 損傷が恒常的に生
じている。DNA 損傷は塩基損傷、一本鎖切断、二本鎖切断など様々な種類があり、それらに対する生体防御機構とし
て DNA 修復機構が細胞内には存在する。とりわけ二本鎖切断は重篤で細胞死につながるために直ちに修復されなけ
ればならない。
　一方で抗がん剤の分野では人工的に DNA 損傷を誘発し、がん細胞を殺傷するという目的のためにシスプラチンのよ
うに DNA 架橋を誘導する DNA 損傷剤が頻繁に使用されてきた。また、近年では BRCA1/2 に変異を持つ家族性乳が
んに対して効果を持つ阻害剤として PARP1 阻害剤が注目を集めている。PARP1 は一本鎖切断修復に作用する DNA
修復酵素であるが、これを阻害することにより DNA 複製の阻害と連携した二本鎖切断が生じることが知られている１,

２）。BRCA1 の機能が正常ではない乳がん細胞では PARP1 阻害により生じた二本鎖切断が修復できずに細胞死に至る
ために PARP1 阻害剤の BRCA1/2 変異家族性乳がんへの効果は期待が大きい。
　我々はこれらの知見を踏まえ、さらに効率の高い抗がん剤として DNA 修復酵素 PNKP に着目した。PNKP は DNA
損傷末端を直接リン酸化、および脱リン酸化する酵素で DNA 修復経路では一本鎖切断と二本鎖切断修復経路に関与し
ていると考えられている。そのために乳がん細胞に PNKP の阻害剤を添加した際には PARP1 より効率的な細胞死の
誘導が期待できるのではと考えた。
　本研究は PNKP の DNA 修復における分子機能を詳細に解析することでより効率の高い抗がん剤の開発に寄与する
ことが目的である。

方法および結果

１．siRNA による PNKP ノックダウン時の DNA 複製ストレス応答
　以前の我々の研究によりコンディショナルノックアウトマウスにおける PNKP の脳特異的な欠損は胎児期において
高頻度で細胞死を誘導することがわかっていた。特に神経幹細胞および神経前駆細胞において細胞死が誘導されてい
たので PNKP は特にがん細胞や細胞分裂が盛んな細胞において活性が高いと思われた３）。細胞分裂が盛んな細胞はす
なわち、DNA 複製の活性も高いために PNKP の欠損は DNA 複製にも影響する可能性が示唆されたために、DNA 複
製ストレス時での PNKP の分子的な役割を検討した。最初に U2OS（ヒト骨肉腫細胞）、HCT116（ヒト大腸癌細胞）、
HeLa（ヒト子宮頸がん細胞）において siRNA により PNKP のノックダウンを試みて、ウエスタンブロッティング法
により PNKP 発現量の低下を確認した（図 1）。
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図 1． siRNA による PNKP のノックダウンをウエスタンブロッティングにより検出
U2OS、HCT116、HeLa のそれぞれの細胞で siRNA による PNKP の発現量の減少を PNKP
抗体を用いたウエスタンブロッティングにより検出。gamma-tubulin はローディングコン
トロールとして使用。

　次に U2OS 細胞を用いて PNKP のノックダウン状況下で細胞周期チェックポイントタンパク質である Chk1 のリン
酸化が影響を受けるかを Chk1 のセリン 317 番目のリン酸化特異認識抗体を用いて確認した（図 2）。その結果、
Hydroxyurea（HU）及び Chk1 の阻害剤（UCN-01）で処理した細胞では DNA 複製ストレスにより Chk1 のリン酸化
が増加するのに対し、PNKP をノックダウンした細胞ではそれが半分以下に抑制されていた。これらの結果は PNKP
が他のリン酸化酵素を介して Chk1 のリン酸化に関与しているか、あるいは Chk1 のリン酸化が活性化される DNA 複
製ストレスの発生そのものを抑制する可能性を示唆している。
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図 2． U2OS 細胞における PNKP ノックダウン条件下での DNA 複製ストレスに対する Chk1 の
リン酸化レベルの減少
U2OS 細胞において siRNA ノックダウンにより PNKP の発現量低下条件下で複製ストレ
スに対して細胞周期チェックポイントタンパク質 Chk1 のセリン 317 のリン酸化レベルが
減少した。DNA 複製ストレスとして HU、Chk1 阻害剤、ATR 阻害剤を使用。

２．A12B4C3（PNKP 阻害剤）添加による DNA 複製ストレス応答への影響
　上記の結果より PNKP の減少が DNA 複製ストレス時の細胞周期チェックポイントへ影響を与えていることがわか
ったために、PNKP の阻害剤を用いて同様の結果が得られるかを検討した。PNKP の阻害剤として A12B4C3 を使用し
４）、上記実験と同様に U2OS 細胞で HU 処理により DNA 複製ストレスを誘導した。A12B4C3（10μM）と HU（2
mM）を 4 時間処理後、タンパクを回収し、ウエスタンブロッティングにより Chk1 と RPA のリン酸化レベルを解析
した（図 3）。RPA は一本鎖 DNA に結合するタンパク質で DNA 複製や、損傷時に一本鎖 DNA に結合し DNA を保護
する機能を持つ。また、DNA 複製ストレス時には ATR キナーゼによりリン酸化され、シグナル伝達系の一端を担う。
PNKP の阻害剤を添加した細胞では PNKP のノックダウンを行った実験と同様、Chk1 のリン酸化が抑制されたが
RPA のリン酸化が増加する結果となった。

図 3． 薬剤による PNKP 阻害時における DNA 複製ストレス応答
PNKP 阻害剤である A12B4C3 と DNA 複製ストレス誘導剤である HU を U2OS に添加し、
DNA 複製ストレス応答タンパク質である Chk1 のリン酸化と RPA のリン酸化をウエスタ
ンブロッティングにより検出した結果、PNKP 阻害時には Chk1 のリン酸化が減少してい
たが、RPA のリン酸化は増加していた。
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　さらに上記と同様の実験を免疫染色法により解析した（図 4）。すると興味深いことにウエスタンブロッティンの結
果とは対照的に免疫染色法では RPA のリン酸化が核内では減少していることがわかった。リン酸化された RPA は通
常は DNA 付近のクロマチン画分から検出されるが、これらの結果は PNKP がリン酸化 RPA のクロマチンへの結合に
必要である可能性を示唆している。図 3 で示したウエスタンブロッティングの結果は全タンパク質を抽出したサンプ
ルを使用しており、リン酸化 RPA そのものの量を示しているが、核内に存在するリン酸化 RPA の量を示してはいな
い。今後はクロマチン画分と細胞質画分をわけて解析することにより PNKP がリン酸化 RPA の挙動にいかに関与す
るかを調べたい。

図 4． 免疫染色法による PNKP 阻害剤添加時におけるリン酸化 RPA の挙動変化の解析
免疫染色法により PNKP 阻害剤（A12B4C3）処理時の RPA およびリン酸化 RPA の挙動を
観察した結果、それぞれの核内の局在が減少していた。

考　察

　本研究により PNKP のタンパク質発現の抑制および阻害剤による抑制が DNA 複製ストレス応答に影響することが
わかった。しかし、詳細な分子機構はまだ不明な点が多く、さらなる研究を必要とする。一方でこれらの知見は PNKP
が抗がん剤として有用である可能性を示唆しており、今後も本テーマでの研究を継続していきたい。
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