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研究成果の概要（和文）：NBS1 がヒト細胞の相同組換え修復に重要な機能を有している。 
その機能は同じく放射線感受性疾患の ATM や BRCA1 遺伝子とは異なり、相同組換え修復の

早い段階に機能することが示された。また、NBS1 が TOPBP1 と結合して ATR 活性化によ

り、紫外線や制がん剤シスプラチンによる損傷の修復にも機能していることが初めて明らかに

された。さらに、NBS1 が中心体維持にも関与しており、その欠損によりゲノム不安定性を誘

導する新規の経路が本研究で示された。 
 
研究成果の概要（英文）：We showed here that NBS1 is involved in human homologous 
recombination. Contrast to other underlying genes of radiation sensitive genetic 
syndrome, such as ATM and BRCA1, NBS1 functions in early step of homologous 
recombination. In addition, we revealed that NBS1 binds to TOPBP1, which is an 
important factor for activation of ATR, and disruption of NBS1 leads to enhanced 
sensitivity to UV and anti-tumor drug, cis-platin. Furthermore, we showed that NBS1 
has critical role in genome stability through maintaining centrosomes. 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 16,400,000 0 16,400,000 
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2007 年度 16,400,000 0 16,400,000 

2008 年度 16,400,000 0 16,400,000 

2009 年度 16,400,000 0 16,400,000 

総 計 82,000,000 0 82,000,000 
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初の背景 
DNA 二重鎖切断は複製ストレスや電離放射 
線照射などにより誘発される重篤なDNA 損
傷である。発がん因子として DNA 二重鎖切
断が重要であることは、広島・長崎の原爆 

 
放射線に被爆した生存者に種々の癌が多 
発した事から明らかである。高発がん性 
の劣性遺伝病ナイミーへン症候群は若年 
患者の４０％ に、DNA 二重鎖切断を伴う 
免疫組換えが起こるリンパ球特異的に、 
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腫瘍の発生が見られる事から DNA 二重鎖 
切断に起因する発がん過程を解析する優れ 
た研究材料である。我々は、疾患の原因遺 
伝子 NBS1 のクローニングに成功。 
（ Matsuura S.et al.,Nature Genet., 
1998）,また、NBS1 が相同組換えに重要 
な遺伝子であることを発見した(Tauchi, 
H. et al., Nature, 2002)。 
 
２．研究の目的 
ナイミーへン症候群細胞は放射線高感受性 
として知られている。その一方、がん遺伝子 
の活性化などにより誘導される複製ストレ
スに対して、ATM キナーゼ/Chk2/p53 経路
による増殖制御およびアポトーシス誘導が
発癌のバリアーとして機能していることが、
他の研究者によりヒト膀胱癌、乳癌、肺癌、
大 腸 癌 で 示 さ れ た (Bartkova et 
al.,Nature,2005) ATM の活性化には NBS1 
蛋白が必要であることから、上記の報告は複
製ストレスに起因する発癌の抑制にも NBS1 
が機能している事を示唆している。そこで本
研究では放射線誘導のDNA 二重鎖切断に加
えて、シスプラチンなどの薬剤を用いて複製
ストレスに対する NBS1 の修復とチェック
ポイン制御による細胞防御機構を明らかに
する事を目的とする。また、発癌に加えて
DNA 修復の抑制による制癌の可能性につい
ても検討する。 
 
３．研究の方法 
NBS 細胞として当教室で患者の皮膚繊維 
芽細胞を SV40 により樹立した GM7166SV 
細胞を用いた。しかし、この細胞を含め 
て、現在までに報告されている NBS 患者 
細胞では、NBS1 蛋白の C 末側が一部発現 
している hypomorphic 変異であることが 
知られている。このため、NBS1 遺伝子の 
エキソン３－５に LacZ と PGKneo 遺伝子を 
導入した NBS1 ノックアウトマウス細胞 
も実験に用いた。相同組み換え能の測定 
には、GFP 遺伝子２個がタンデムに配列 
した DR-GFP レポーター遺伝子を予め１ 
コピー導入した細胞を用いた。この細胞 
に制限酵素 I-Sce1 発現プラスミドをエ 
レクトロポレーション法で導入して、レ 
ポーター遺伝子内に発生する二重鎖切断 
が相同組み換えにより再結合した時に発 
現する GFP 蛋白ポジテブ細胞を FACS によ 
り相同組み換え能の定量解析を行った。 
一方、DNA 鎖間クロスリンク(ICL)の修復 
能はビオチン標識のソラーレンを用いた 
（図２）。エレクトロポレーションにより 
細胞内に導入したソラーレンに紫外線 
UVA を照射して DNA に生じた ICL を、細 
胞抽出のゲノム DNA をメンブレンフイル 
ターにドットブロット後、ソラーレンに 

結合したビオチンをペルオキシダーゼ標 
識ストレプトアビジンを用いて定量測定 
した。紫外線照射により誘導されるシク 
ロブタン型チミジン２量体ならびに６- 
４光産物のヌクレオチド除去修復能はそ 
れぞれの損傷の特異抗体 TDM-2 および 
64M-2 を用いた ElISA 法により定量測定 
した。 
 
４．研究成果 
（1）DNA二重鎖切断の修復チェックポイント 
我々は既にニワトリ DT40 細胞の NBS1 欠損 
が相同組み換えを顕著に低下する事を報告 
した(Nature, 2002)。DT40 細胞自体が相同 
組み換え能が異常に昂進している細胞とし 
て知られているので、患者細胞での相同組 
み換え能ならびにその機能ドメインを種々 
の NBS1 変異体を用いて解析した。その結果、 
ヒト NBS1 も相同組み換えに関与している 
こと、その機能には NBS1 の N 末側のヒスト 
ン結合領域と C 末側の MRE11 が重要である 
事が示された（図１）。しかし、驚いた事に、 
C 末側の最末端の ATM 結合領域が欠損して 
も相同組み換えの低下は見られなかった。 
そこで、ATM の欠損した A-T 患者細胞を用 
いて同様の解析をしたが結果は同じであっ 
た。更にこの事を確認するために、ATM 阻 
害剤の KU-55933 を用いて解析した。 
KU-55933 の添加により、非相同末端再結合 
の低下が見られたが、相同組み換え能はほ 
とんど影響を受けなかった。これに対して、 
放射線照射後の DNA 合成は NBS と A-T の両 
細胞ともに停止せずにいわゆる放射線抵抗 
性 DNA 合成を示した。この事から、チェッ 
クポイントに関しては ATM と NBS1 は同じ経 
路で機能する。しかし、NBS1 は相同組み換 
え修復に必須であるが、ATM はほとんど関 
与せず、修復能において両蛋白機能の乖離 
が明らかになった。 
（2）紫外線損傷の複製後修復 
相同組み換えは多くの修復に関与しており、 
大腸菌の相同組み換え欠損株は紫外線高感 
受性を示す。そこで、NBS1 ノックアウトマ 
ウス細胞を用いて紫外線感受性を検討した 
結果、予想通り高い感受性を示した。NBS 
患者細胞では紫外線感受性が確認出来なか 
ったので、 患者細胞に見られる NBS1 蛋白 
の C 末側のわずかな発現が紫外線感受性を 
マスクしていたと思われる。続いて、ELISA 
法を用いてヌクレオチド除去修復能を測定 
したが、NBS1 ノックアウトマウス細胞はシ 
クロブタン型チミジン２量体ならびに６、 
４光産物のいずれにも正常の修復能を示し 
た。紫外線損傷の未修復は複製フォークの 
停止を誘導する。このとき、複製後修復と 
して相同組み換えと RAD6/RAD18 による 
PCNA のモノユビキチン化が DNA ポリメラー 



 

 

ゼ Pol η をリクルートして開始する 
Translesional DNA synthesis が誘導され 
る事が知られている。しかし、相同組み換 
え能の低下した細胞、例えば、BRCA1-/-細 
胞、では紫外線高感受性は顕著でない。こ 
のため、紫外線感受性の原因を更に詳細に 
調べるために、NBS1 細胞の紫外線照射後の 
PCNA のモノユビキチン化を検討中である。 
（3）DNA 鎖間クロスリンクの修復 
ほ乳類細胞の DNA 鎖間クロスリンクの修復
機構は未だに明らかになっていない。大腸菌
や酵母ではヌクレオチド除去修復により修
復されるが、ほ乳類細胞では相同組み換えが
関与している事が示唆されている。そこで、
NBS 細胞での同損傷に対する修復能を検討
した。しかし、DNA 鎖間クロスリンクの修復
を測定する幾つかのアッセイ系が報告され
ているが、既存の方法では DNA 鎖間クロスリ
ンク剤への感受性と修復能の低下が一致し
ておらず測定法に問題がある。たとえばコメ
ットアッセイ法では、DNA 鎖間クロスリンク
剤感受性のファンコニー細胞の修復能の異
常が検出出来ない。逆に、DNA 鎖間クロスリ
ンクしたプラスミドを細胞に導入してその
修復能をみる HCR 法では、DNA 鎖間クロスリ
ンク剤に感受性を示さない色素性乾皮症細
胞で修復能の低下を示す。このため、我々は
ビオチン標識のソラーレン(PPB)でゲノム
DNA に導入した DNA 鎖間クロスリンクを直
接測定する新規の PPB ドットブロット法を
開発した。この方法では、ファンコニー細胞
および色素性乾皮症細胞で DNA 鎖間クロス
リンク剤に対する感受性と修復能に良い相
関関係が確認された。このアッセイ法により、
NBS 細胞の修復能を検討した結果、顕著な
DNA 鎖間クロスリンクの除去機能の低下が
見られた。また、こ 
れと一致して NBS 細胞のシスプラチン高感 
受性が確認された。 
（4）TOPBPI、WRN および BRCA1 との結合 
NBS1 は C 末側に ATM および MRE11 との結合 
領域、そして N 末側にリン酸化蛋白との結 
合領域を有する（図１）。我々は抗体を用い 
た免疫共沈により、TOPBP1（酵母 CUT5 のヒ 
トホモログ）と WRN（ワーナー症候群の蛋 
白）が NBS1 と結合する事を示した。特に 
TOPBP1 は ATR(ATM and RAD5 related kinase)
の活性化蛋白である事が他の研究者によっ
て示されているので、複製フォーク停止にお
ける損傷応答に重要である。NBS1 と TOPBP1 
の結合は紫外線線量依存性で、TOPBP1 の損
傷部位へのリクルートに NBS1 が必要である。
この事から、NBS1 は DNA 二重鎖切断に対し
ては ATM を損傷部位にリクルート、そして、
複製フォークの停止に対しては TOPBP1 をリ
クルートしてチェックポイントを制御して
いる可能性が示された。 

（5）中心体維持における役割 
NBS1 欠損細胞が DNA 損傷だけでなく中心 
体数の異常を誘発することを示した。すなわ 
ち、NBS1 修復系が中心体の安定化により正 
常な細胞分裂を維持していることが明らか 
になった。NBS1 細胞では、中心体を構成す 
るγチューブリンのユビキチン化が低下し 
ていることから、NBS1 の中心体維持には 
BRCA1 との結合が重要であり、BRCA1 の 
ユビキチン化活性を制御する事が初めて示
された。 
（6）まとめ 
我々がナイミーヘン症候群の原因遺伝子と 
して１９９８年にクローニンした NBS1 は、 
DNA 二重鎖切断の修復とチェックポイント 
の蛋白として研究されて来た。従来、類似 
疾患 A-T の蛋白 ATM との違いは知られてい 
なかった。しかし、本研究では NBS1 の欠損 
により相同組み換えが顕著に低下するのに 
対して、ATM は相同組み換えにほとんど関 
与しない事が示された。これは、NBS1 と複 
合体を形成する MRE11/RAD50 が大腸菌の修 
復蛋白 SbcC/D のパラログ、そして ATM が酵 
母のチェックポイント蛋白 TEL1 由来する 
それぞれの蛋白の起源とも一致する。NBS1 
の本源的な機能は、実験材料に使用される 
NBS 患者細胞が NBS1 蛋白を一部発現してい 
る事によりマスクされていた可能性がある。 
そこで、NBS1 ノックアウトマウス細胞を用 
いた結果、電離放射線だけでなく DNA 鎖間 
クロスリンク剤ならびに紫外線にも高感受 
性である事が示された。また、NBS1 は DNA 
鎖間クロスリンク剤の修復や紫外線損傷の 
複製後修復に関わっている事が示唆された。 
これらの損傷修復は複製フォーク停止およ 
び複製ストレスにより誘導されるので ATR 
の関与が疑われる。本研究で示された NBS1 
が ATR 活性化蛋白 TOPBP1 と結合する事実は、 
上記の NBS 細胞の紫外線や DNA 鎖間クロス 
リンク剤感受性も良く説明できる。複製ス 
トレスによるゲノム不安定化は発癌の要因 
と思われるので、発癌抑制における NBS1 
機能の重要性があらためて示された。また、 
DNA 鎖間クロスリンクを誘発するシスプラ 
チンは抗がん剤として臨床に用いられてい 
るので、NBS1 蛋白の修飾による DNA 鎖間ク 
ロスリンク修復の抑制による抗がん剤の増 
感効果の可能性が示された。一方、発がん 
の初期段階と見なされるゲノム不安定性は、 
チェックポイントや DNA 修復、複製ストレ 
スに起因すると思われる。我々は本研究で、 
細胞核外に存在する中心体の維持に DNA 修 
復蛋白 NBS1 が関与しており、その異常が染 
色体の aneuploidy を通じてゲノム不安定 
性を誘導する新規の経路を初めて示した。 
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