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【要旨】

　ポリ ADP-リボシル化修飾反応は、タンパク質の翻訳後修飾反応のひとつであり、poly(ADP-ribose) 

polymerase（PARP）が産生する poly(ADP-ribose)（PAR）が標的タンパク質に共有的もしくは非共有

的に結合する。修飾を受けたタンパク質は、活性および局在が変化し、生理的役割が変化する。PARP1は、

核に局在し、ヒストンをはじめとする核タンパク質をポリ ADP-リボシル化修飾する。一方、poly(ADP-

ribose) glycohydrolase（PARG）は、標的タンパク質上に形成された PAR を加水分解することで、ポリ

ADP-リボシル化修飾反応を終結する。PARP1および PARG によって形成されるポリ ADP-リボシル化修

飾反応のサイクルは、DNA の修復や染色体の安定性に重要な働きを持つ。しかしながら、細胞分裂期にお

けるこれらのタンパク質の発現および細胞内局在については明らかになっていない。そこで、本研究では、

ヒト子宮頸がん細胞株 HeLa 細胞における PARP1および PARG、PAR の細胞周期による細胞内局在およ

び発現量の変化ついて検討した。

　HeLa 細胞において PARP1および PARG は細胞分裂期に核から細胞質へ移行するとともに発現量が減

少した。それに伴い、核における PAR の発現が減少した。加えて、細胞分裂期における PARP1および

PARG の減少は、転写が抑制されたことが起因となることを明らかにした。以上の結果より、細胞分裂期

において PARP1の発現および核での局在を減少させることで、核におけるポリ ADP-リボシル化修飾反応

を抑制し染色体を不安定化させ細胞分裂を促進していることが示唆された。
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１．緒言

　ADP-リボシル化修飾反応は、タンパク質の可逆的な翻

訳後修飾のひとつであり、NAD＋の ADP-ribose 基が標的

タンパク質のアミノ酸残基に付加することでタンパク質の

活性および局在を調節する１－３）。この修飾は、一個の

ADP-リボースが付加するモノ ADP-リボシル化修飾と複

数の ADP-リボースが付加するポリ ADP-リボシル化修飾

に分類される。

　Poly(ADP-ribose) polymerase（PARP1）は、核内で

クロマチンに結合するタンパク質で、酵母を除くほとんど

の真核生物に存在する４）。PARP1の触媒ドメインとの配

列の類似性に基づいて、18種類の PARP 酵素が同定され

ている１、４）。この18種類の PARP ファミリーの中で、

PARP1、PARP2、PARP3、PARP4、Tankyrase1（PARP5A）、

Tankyrase2（PARP5B）は、ポリ ADP-リボシル化修飾

反応を触媒し、PARP10、PARP12、PARP14、PARP15、

PARP16はモノ ADP-リボシル化修飾反応を触媒する。

PARP9と PARP13は、NAD＋結合残基がないため、酵素

的には不活性である。他の PARP アイソフォームはモノ

ADP-リボシル転移酵素であると予測されている。

　PARP1は、酸化ストレス、アルキル化剤や電離放射線

などによって DNA 損傷が誘発される条件下で、細胞の生

存に重要な役割を果たしている１、２）。PARP1の基礎活性は、

DNA の一本鎖および二本鎖切断に応答して500倍に増加

する。これは、PARP1のジンクフィンガー DNA 結合ド

メインを介して DNA 切断部位に結合し、核内タンパク質

のグルタミン酸、アスパラギン酸、リジン残基へのポリ

ADP-リボシル化修飾反応を開始するためである。PARP1

欠損細胞で得られた結果によると、PAR の生成の90％以

上は、PARP1の活性によるものであると推定されている。

DNA 傷害時、PARP1によるポリ ADP-リボシル化修飾

反応は、DNA修復機構複合体を形成する XRCC1や DNA

リガーゼ III、DNA 依存性プロテインキナーゼの Ku70サ

ブユニットなどの相互作用を促進することでこれらのタン

パク質を DNA損傷部位に集積させる５）。その結果、DNA

の修復が行われる。また、PARP1は、ヒストンをポリ

ADP-リボシル化修飾しクロマチンの構造を変化させるこ

とで転写調節を行う。

　PARP1によるポリ ADP-リボシル化修飾反応はいくつ

Abstract

Poly(ADP-ribosyl)ation modification is a post-translational modification of proteins in 

which poly(ADP-ribose) (PAR) produced by poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) binds 

covalently or non-covalently to target proteins. The modified protein changes its activity and 

localization, which exerts its physiological function. PARP1 localizes to the nucleus and 

modifies nuclear proteins such as histones by poly(ADP-ribosyl)ation. Poly(ADP-ribose) 

glycohydrolase (PARG) terminates the poly(ADP-ribosyl)ation modification reaction by 

hydrolyzing PAR formed on the target protein. The poly(ADP-ribosyl)ation-modification cycle 

formed by PARP1 and PARG is important for DNA repair and chromosome stability. 

However, the expression and subcellular localization of these proteins during mitosis are not 

well understood. In this study, we investigated the subcellular localization and expression of 

PARP1, PARG and PAR in human cervical carcinoma cell line, HeLa cells, during the cell 

cycle.

In HeLa cells, the expression levels of PARP1 and PARG decreased with the translocation 

from the nucleus to the cytoplasm during cell division. Accordingly, the expression of PAR in 

the nucleus was reduced. The decrease in PARP1 and PARG during mitosis was attributed to 

repressed transcription. These results indicate that decreasing PARP1 expression and 

localization in the nucleus during mitosis leads to the suppression of poly(ADP-ribosyl)ation 

modification reactions in the nucleus, which decreases chromosome stability and promotes cell 

division.
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で培養した。

2．3．ウエスタンブロット

　HeLa細胞（５×10５ cells）を6-well plate に37℃、５％

CO２の条件下24時間培養後、２％ SDS を含む50mM 

Tris-HCl（pH 7.4）で細胞を溶解した。タンパク量を調整

し4-12％ bis-tris SDS-PAGE（Thermo fisher scientific）

で電気泳動後、ニトロセルロースメンブレンに転写した。

メンブレンは、blocking one（Nacalai tesque）で37℃、

１時間ブロッキングした後に１次抗体を４℃、一晩反応さ

せた。0.1％ Tween 20を含む TBS で洗浄後、２次抗体

（anti-rabbit も し く は anti-mouse antibody HRP 

conjugate）を室温、１時間反応させた。SuperSignal 

West で反応させた後、Las-3000 mini（Fuji film）で化

学発光を検出した。

2．4．免疫染色

　HeLa 細胞（３×10５ cells）を４％パラホルムアルデヒ

ド（PFA）（４℃、20分）で固定し、10％ FBS、１％ BSA、

0.5％ Triton X-100を含む PBS で透過およびブロッキン

グ処理を行った。１次抗体を４℃、一晩反応させ、PBS

で洗浄後２次抗体（Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 

IgG、Alexa Fluor 568 goat anti-mouse（1:500））を室温、

１時間反応させた。核は、600nM DAPIで染色した。画像

は、共焦点顕微鏡（Zeiss LSM 700 Meta; Carl Zeiss）

で取得した。

2．5．Real-time PCR

　RNA はセパゾール RNA II Super（Takara Bio）で

抽出後、S1000サーマルサイクラー（Bio-rad）で Prime 

Script RT reagent Kit を用いて cDNA を合成した。

SYBR Premix Ex Taq II、およびプライマーを用いて

Thermal Cycler Dice（Takara Bio）で PCR 産物を解

析した。

2．6．Flow cytometry

　細胞を PBS で洗浄し、４％ PFA で固定した。続いて

propidium iodide（PI）（50mg/ml）を４℃、30分間添

加した。その後、RNase（0.25mg/mL）を37℃、30分間

添加した。40㎛ナイロンメッシュに細胞を通した後、フロー

サイトメトリー（Cytoflex, Beckman Coulter）で測定

した。

かの重要な生物学的プロセスに関与しているため、空間的

にも時間的にも制御する必要がある。実際、ポリ ADP-リ

ボシル化修飾反応は、poly(ADP-ribose) glycohydrolase

（PARG）や terminal ADP-ribose protein glycohydrolase1

（TARG1）、ADP-ribosyl-acceptor hydrolase 3（ARH3）

など、複数の ADP-リボシル化加水分解酵素によって制御

されている６－９）。PARG は、PAR 鎖の O-グリコシド結

合の加水分解を触媒することにより、ポリ ADP-リボシル

化修飾反応の終結を担う主要な酵素である。PARG 遺伝

子を欠損すると核内に PARが過剰に蓄積され、それに伴っ

て細胞死が誘導されるため、胚の致死が生じる10）。PARGは、

PARG 遺伝子の選択的スプライシングにより、核に局在

するアイソフォーム（111kDa）、細胞質に局在する３つの

アイソフォーム（102kDa、99kDa、60kDa）、ミトコンド

リアに局在するアイソフォーム（55kDa）など分子量や活

性、細胞内局在が異なる複数の PARG アイソフォームを

生じる11）。

　PARP1および PARGによって形成されるポリ ADP-リ

ボシル化修飾反応のサイクルは、DNA の修復や染色体の

安定性に重要な働きを持つ。しかしながら、細胞分裂期に

おけるこれらのタンパク質の発現および細胞内局在につい

ては明らかになっていない。そこで、本研究では、子宮頸

がん細胞株 HeLa 細胞における PARP1および PARG の

細胞周期による細胞内局在および発現量の変化ついて検討

した。

２．方法

2．1．試薬

Mouse monoclonal anti-PARP1 antibody（C-2-10）、

mouse monoclonal anti-PAR antibody（10H）は

Enzo Life Sciences、rabbit polyclonal anti-PARG 

antibody は Cell Signaling Technology、mouse 

monoclonal anti-PARG antibody（D8B10）は Merck 

Milipore、Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG、

Alexa Fluor 568 goat anti-mouse は Thermo 

Scientificで購入した。

2．2．細胞培養

　HeLa 細胞は、10％ FBS、100units/ml ペニシリン、

100㎍/mlストレプトマイシンを含む DMEM で37℃、５％

CO２条件下で培養した。細胞周期を同期するために、無

血清培地で24時間培養し、再び10％ FBS を含む DMEM
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果から、細胞質に局在する102kDa や99kDa アイソフォー

ムが主に生合成されることが示唆された。

3．2．細胞周期における PARP1の細胞内局在および

発現パターンの変化について

　PARP1は、間期において核に局在した（Fig.２Ａ）。細

胞分裂期を迎えると、PARP1は、細胞分裂中の prophase

から anaphase にかけて細胞質にも局在するようになり

telophase で再び核内に局在するようになった。加えて、

PARP1は、細胞分裂期において発現が顕著に減少し、

anaphase で最も減少した。一方、PARP1は、細胞分裂

期に細胞質に局在変化した PARP1の発現に変化はなかった。

　PAR の90％は、PARP1によって合成される。つづいて、

細胞周期における PARの局在および発現を確認した（Fig.

２Ａ）。PARは間期において核および細胞質に一様に分布

していた。細胞分裂期において PAR は、核内の発現が減

少した。PAR の核内の発現は、metaphase で最も減少し、

anaphase から再び増加した。一方、細胞質における

PAR の発現は細胞分裂期に変化がなかった。以上の結果

から、PARP1は、細胞分裂期において核において発現が

減少するとともに細胞質に移行し、それに伴い核における

PARの発現が減少することが明らかとなった。

3．3．細胞周期における PARG の細胞内局在および

発現パターンの変化について

　抗 PARG 抗体＃１を用いて核に局在する111kDa 

PARG の細胞内局在および発現量を調べた（Fig.２Ｂ）。

111kDa PARG は、間期において核に局在した。111kDa 

PARGは、細胞分裂期において細胞質にも局在するように

なった。加えて、111kDa PARG は、間期に比べ分裂期に

おいて発現が減少し、metaphaseで最も発現量が低下した。

また、細胞質において111kDa PARG は、anaphase か

ら発現が増加し telophaseで再び核内に局在した。

　抗 PARG 抗体＃２を用いて核および細胞質に局在して

いる PARG の発現を調べた（Fig.２Ｂ）。PARG は、間

期において細胞質よりも核に局在していた。抗 PARG 抗

体＃１の結果と同様に、細胞分裂期に入った細胞では、核

における PARG の発現が減少した。一方、細胞質に局在

する PARG の発現は変化しなかった。これらの結果から、

核に局在する PARG は、細胞分裂期において発現が減少

するとともに細胞質に移行するが、細胞質に局在する

PARGの発現に変化はないことが示唆された。

2．7．統計解析

　データは平均± S.E.M として示す。統計解析は

SigmaPlot（Systat Software Inc.）を用いて行った。

Dunnett 検定を用いた一元検体分散分析（ANOVA）を

用いて群の差を評価した。P ＜0.05の場合を有意差ありと

判定した。

３．結果

3．1．ポリ ADP-リボシル化修飾反応に関わるタン

パク質の抗体の特異性について

　細胞分裂期におけるポリ ADP-リボシル化修飾反応の主

要なタンパク質（PARP1および PARG）の細胞内局在お

よび発現を免疫染色法で検出した。まず、使用する抗体の

特異性をウェスタンブロット法によって確かめた（Fig.１）。

HeLa 細胞において抗 PARP1抗体は、110kDa 付近に

PARP1に相当する単一バンドを検出した。PARG は、細

胞内局在および分子量の異なる複数のアイソフォームが存

在するため、２種類の抗体を使用した。抗 PARG抗体＃１

は、核に局在するアイソフォーム（111kDa）を検出した。

抗 PARG 抗体＃２は、核のアイソフォームに加え、細胞

質に局在する３つのアイソフォーム（102kDa や99kDa、

60kDa）、ミトコンドリアに局在する２つのアイソフォー

ム（55kDa）を検出した。これらの結果から、使用する抗

体は目的タンパク質を特異的に検出することが示唆された。

PARG の複数のアイソフォームは、単一遺伝子のスプラ

イシングによって生合成される。抗 PARG 抗体＃２の結

α-PARP1
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α-PARG

150

100

75

150

100

75

#2

Fig.１　抗 PARP1および抗 PARG 抗体の特異性の検討

Hela 細胞に発現する PARP1および PARG アイソフォーム
をウエスタンブロットによって検出した。抗 PARP1抗体は、
110kDa PARP1を認識した。抗 PARG 抗体＃１は、核に局
在する111kDa アイソフォームのみを認識し、抗 PARG 抗
体＃２は、核のアイソフォームに加え、細胞質に局在する
102kDa や99kDa、60kDa アイソフォーム、ミトコンドリア
に局在する55kDa アイソフォームを検出した。
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間および20時間後、PARP1および PARG の mRNA レベ

ルが減少した（Fig.３Ｂ）。これらの結果からポリ ADP-

リボシル化修飾反応に関わるタンパク質の発現は細胞分裂

期に抑制されることが示唆された。

４．考察

　ポリ ADP-リボシル化修飾反応に関わる PARP1および

PARG の発現は、細胞分裂期に合わせて転写レベルで抑

制されることが明らかとなった。今後、これらの遺伝子発

現がどのような因子によって制御させているかを検討する

予定である。また、核に局在する PARP1や PARG は、

細胞分裂期に細胞質に移行することが明らかとなった。細

胞分裂期において核膜は崩壊および消失する。これが

PARP1や PARGが細胞質に移行する主たる要因だと考え

られる。しかしながら、PARP1や PARGは、核移行シグ

3．4．細胞周期におけるポリ ADP-リボシル化修飾

反応に関わるタンパク質の転写レベルの変化

について

　これまでの結果から、ポリ ADP-リボシル化修飾反応に

関わる PARP1および PARG の発現は、細胞分裂期に合

わせて減少することが明らかとなったが、これが転写の抑

制によることを調べた。HeLa 細胞を無血清培地で24時間

培養することで細胞周期を間期に停止させた（Fig.３Ａ）。

その後、血清培地で培養することで細胞周期を開始させた。

Propidium iodide（PI）で DNA 量を測定することで、

細胞周期のどのフェーズに細胞が多く存在するかを調べた。

血清培地に置換直後、多くの細胞が、間期に存在していた

が、培養時間が増加することで染色体数が増加し、細胞増

殖が促進することが示唆された。20時間後、HeLa 細胞の

約50％が細胞分裂期に入ることが明らかとなった。間期に

存在する細胞に比べ細胞分裂期に入る細胞が多くなる12時

Fig.２　細胞周期におけるポリ ADP-リボシル化修飾反応にかかわるタンパク質の細胞内局在および発現

（Ａ） 細胞周期における PARP1および PAR の細胞内局在抗 PARP1および抗 PAR 抗体を用いて免疫染色を行った。DAPI

で染色体を染色することで細胞分裂期を特定した。右のグラフは、細胞周期における核および細胞質の PARP1および

PARの発現量を示す。PARP1および PAR の間期における核内の発現量を１として変化量を示す。means± S.E.M.（n

＝7）
（Ｂ） 細胞周期における PARG の細胞内局在抗 PARG ＃１抗体および抗 PARG ＃２抗体を用いて免疫染色を行った。

DAPI で染色体を染色することで細胞分裂期を特定した。右のグラフは、細胞周期における核および細胞質の PARG

の発現量を示す。PARG の間期における核内の発現量を１として変化量を示す。means± S.E.M.（n＝7）
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Poly(ADP-ribose): novel functions for an old 
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６）Mashimo M, Kato J, Moss J: Structure and 

function of the ARH family of ADP-ribosyl-

acceptor hydrolases. DNA repair, 23, 88-94 (2014).

7）Verheugd P, Butepage M, Eckei L, Luscher B: 

Players in ADP-ribosylation: Readers and Erasers. 

Curr Protein Pept Sci, 17, 654-667 (2016).

８）Mashimo M, Kato J, Moss J: ADP-ribosyl-

acceptor hydrolase 3 regulates poly(ADP-ribose) 

degradation and cell death during oxidative 

stress. Proc Natl Acad Sci U S A, 110, 18964-

18969 (2013).

９）Sharifi R, Morra R, Appel CD, Tallis M, 

Chioza B, Jankevicius G, Simpson MA, Matic I, 

Ozkan E, Golia B, Schellenberg MJ, Weston R, 

Williams JG, Rossi MN, Galehdari H, Krahn J, 

Wan A, Trembath RC, Crosby AH, Ahel D, Hay  

R, Ladurner AG, Timinszky G, Williams RS, 

Ahel I: Deficiency of terminal ADP-ribose protein 

ナルおよび核局在シグナル両方を持つ１、11、12）。また、これら

のタンパク質の多くは、染色体と結合していることから２、11）、

核と細胞質間の移行には能動的な機構が存在していること

が想定される。この後、PARP1および PARGの核と細胞

質間の移行の分子メカニズムに着目した研究を行っていく

予定である。

　細胞分裂期にあわせて核における PARP1の局在が減少

するとともに細胞質に移行することで核における PAR の

レベルが減少することを明らかにした。PARP1による核

タンパク質のポリ ADP-リボシル化修飾反応は、DNA修復、

転写および染色体安定性に寄与する。これまでの結果をま

とめると、PARP1の発現および核での局在を減少させる

ことで、染色体の安定を低下させ、細胞分裂を促進させて

いる可能性が考えられる。
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