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研究成果の概要（和文）：53BP1は、DNA二本鎖切断 (DSB)誘発時にはATM活性に依存してDSB部位に集積し、非相
同末端結合 (NHEJ)を促進して相同組換え (HR)を抑制することが知られている。本研究では、G2期のHRが進行し
ているDSBで53BP1の集積塊 (foci)を検出し、その集積の制御や意義を明らかにすることを目的とした。HR進行
中の53BP1 foci数は、ATM阻害剤を添加しても未添加との違いは見られなかったが、ATR阻害剤の添加によって減
少した。このことから、HR修復時のDSB部位で見られる53BP1 fociの維持には、ATM活性ではなくATR活性が関与
していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：DNA double-strand break (DSB) caused by ionizing radiation or anti-cancer 
drugs is a deleterious damage, which can lead to chromosomal instability. Cells have the two main 
repair pathways for DSB, non-homologous end-joining (NHEJ) and homologous recombination (HR). While 
NHEJ functions through cell cycle, HR ensues if NHEJ fails to repair DSB in S/G2 phase. 53BP1 is 
known as a factor promoting NHEJ via inhibiting HR. We show the activation of ATM and ATR is 
dispensable for the maintenance of 53BP1 foci at sites of DSBs generated by ionizing radiation at 
early time points (0.5 h). Interestingly, inhibition of ATR (but not ATM) disturbs the maintenance 
of 53BP1 foci at later time points (4 h), which is fully recovered when the inhibitor is omitted. 
Collectively, the results in this study suggest that localization of 53BP1 foci at DSB sites during 
HR is dependent on ATR activation.

研究分野： 放射線照射によって誘発される細胞傷害、特に近年はDNA二本鎖切断修復機構に着目し研究を行っている。
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究結果から、HR進行中のDSB部位における53BP1の集積の維持には、DSB誘発早期に活性化するATMではな
くresectionの開始に伴い活性化するATRに依存することが示唆された。HR修復における53BP1の役割に関して、
今後より詳細な解析を進めることができれば、発がん等の疾病発症のメカニズム解明の一助になると考えてい
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 放射線照射などによって誘発されるDNA二本鎖切断 (DNA double strand break: DSB)は、正確
に修復されない場合、欠失変異や染色体転座などの重篤な突然変異から発がんにつながる要因の
一つとなる。DSBは主に非相同末端結合 (non-homologous end joinig: NHEJ)または相同組換え 
(homologous recombination: HR)によって修復される。DSB研究の中で、NHEJやHRの分子機構は
解明されつつあるが、二つの主要な修復経路がどのように使い分けられているかは未だ多くが明
らかになってない。 
 DSB 修復経路のバランスを調節する因子として、53BP1 と BRCA1 が最も注目されている。BRCA1
は EXO1/DNA2 が行う elongation of resection のステップを促進することが明らかになってき
た (Zhou et al., NAR, 2014)。一方で 53BP1 は resection を抑制することで NHEJ を促進する
因子として知られている (Bunting et al., Cell, 2010)。BRCA1 と 53BP1 は相反する機能を持
ち、DSB 修復経路のバランスを維持している。また近年の超高解像度顕微鏡解析により、G2期
細胞における 53BP1 は時間の経過に伴い集積塊 (foci)が大きくなり、DSB 近傍からは 53BP1 
が除かれる現象 (53BP1 repositioning)が起こることが報告されている (Kakarougkas et al., 
NAR, 2013)。また 53BP1 repositioning は BRCA1 依存的であることから、「BRCA1 は 53BP1 を
DSB末端から外側へ移動させることで、53BP1がいないDSB末端からのresection を促進する」
というモデルが提唱されている。上記のように、細胞が resection を行うためには、53BP1 
repositioning が先だって起きる必要がある。これまでの研究では 53BP1 の repositioning は
HR が進行する際のマーカーのようにして使われているのみで、53BP1 がどのようにして
repositioning するかについてはほとんど研究が行われていない。 
 研究代表者は、BRCA1 は PP4C 依存的な 53BP1 の脱リン酸化を促進する機能があることを報告
している (Isono et al, Cell Reports, 2017)。一方、S/G2 期であっても、ATM が一過性に 53BP1
をリン酸化することで RIF1 をクロマチンに集積させることも見出した。その後、DSB が残存し
ているにも関わらず、放射線照射後約 1時間の時点で 53BP1 は脱リン酸化され、RIF1 はクロマ
チンから放出される。さらに本研究に関わる重要な発見の一つとして、放射線照射直後の 53BP1
がリン酸化され、repositioning が起こっていない時間帯であったとしても、RIF1 のノックダ
ウンが早期の repositioning を引き起こすことを見出している。RIF1 が 53BP1 repositioning
に対する抑制因子であることは明らかであるが、RIF1 放出以降に 53BP1 がどのように
repositioning という動的変化を引き起こすのか、また動的変化がありつつも DSB 部位に集積
する意義は未だ不明であり、研究代表者は HRにおける 53BP1 を制御する分子機構に興味を持っ
た。 
  
２．研究の目的 
 HRの進行に必要なステップである53BP1 repositioningとfoci形成維持の分子機構について、
免疫蛍光染色によるfociの検出によって明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞株 A549 を用いた。細胞をカバースリップ上に播種し、
48 時間後に 2 Gy のＸ線 (100 kV)または線 (60Co)照射を行った。照射後にパラフォルムアル
デヒド (paraformaldehyde: PFA)を用いて細胞を固定し、抗H2AX 抗体 (ab26350, Abcam)およ
び抗 53BP1 抗体 (A300-272A, Bethyl)を用いて免疫蛍光染色を行った。Resection の進行の指
標となる RPA foci の検出に関しては、0.2% Triton-X in PBS による処理を行った後、PFA で固
定し、抗 RPA 抗体 (LS-C38952, Life Span BioSciences)を用いて染色した。また、S/G2 期を
染色するために抗CENPF抗体 (ab5, Abcam)または抗MITOSIN抗体 (610768, BD Biosciences)、
主にS期の細胞を検出するためにEdUを用いて共染色を行った。G1期およびG2期におけるfoci
を蛍光顕微鏡下でカウントした。阻害剤は ATM kinase 阻害剤 (ATMi, 118500, Calbiochem)お
よび ATR kinase 阻害剤 (ATRi, VE-821, Axon1893, Axon)を使用し、ATM によってリン酸化さ
れる Chk2、ATR によってリン酸化される Chk1 を指標にウェスタンブロットによって使用濃度を
検討し、ATMi は 10 µM、ATRi は 5 µMで使用した。 
 
４．研究成果 
(1) G2 期の DSB 部位に集積した 53BP1 の挙動 
 まず、放射線照射後 15分、30分、2時間、4時間、8時間におけるH2AX と 53BP1 foci 形成
数の推移について細胞周期別に検討した (図１、左、中央)。G1期、G2期共に 53BP1 は照射後
30 分までに foci 数が増加し、30分以降は foci 数の減少が見られた。この fosi 数の推移は、
DSB のマーカーであるH2AX foci 形成数の推移、すなわち DSB 修復のキネティクスとほぼ一致
していた。また、resection のマーカーである RPA の G2 期における foci 形成数の推移につい
て検討した (図１、右)。照射後 2時間まで foci 数が増加し、以降減少を示した。また、放射
線照射後 2時間と 4時間の RPA の foci 形成数がH2AX や 53BP1 の foci 形成数とほぼ同じであ
った。また、これまでの報告と同様、53BP1 の reposioning が 2 時間以降から見られた (未掲
載)。これらの結果から、G2 期の HR が進行している DSB での 53BP1 は、repositioning しつつ
も foci 形成を維持していることを確認した。 
 



(2) HR 修復時の 53BP1 foci 形成の制御 
 DSB 誘発直後は ATM が活性化し、
resection の進行に伴い ATR の活性が優位
となり、活性が切り替わるという報告があ
る (Shiotani and Zou, Mol. Cell, 2009)。
また、DSB 誘発直後の 53BP1 は ATM によっ
てリン酸化され、そのリン酸化部位に RIF1
が一時的に集積することでresectionの進
行、すなわち HR を抑制している (Isono et 
al., Cell Reports, 2017)。これらのこと
から、HR の進行中に検出された 53BP1 foci
形成にはATR活性が関与しているのではな
いかと考えた。そこで、G2期の DSB 修復中
に ATR活性を抑制した際の53BP1の集積に
ついて検討した。まず、放射線照射後 30
分で ATRiを 30分添加した際は未添加と変
わらず 53BP1 foci の形成が見られ、形成
数にもほとんど違いが見られなかった 
(図 2、上 (a))。しかしながら、照射後 4
時間で ATRi を 30 分添加した際は、未添加
に比べて 53BP1 foci の形成数が減少して
いた (図 2、上 (b))。同様の条件で 53BP1
より上流で働くH2AX foci の形成数につい
ても検討を行った。53BP1 とは異なり、照
射後 4時間での ATRi 添加による foci形成
数の減少は見られなかった (図 2、上)。さ
らに、ATMi についても上記の条件で 53BP1
および H2AX foci の形成について検討を
行ったが、阻害剤の添加による両タンパク
の foci 形成数の明らかな違いは見られな
かった (図 2、上)。ちなみに、G1 期につ
いても同様の実験を行ったが、53BP1 およ
びH2AX とも未添加と阻害剤添加で違いは
見られなかった (図 2、下)。 
 また、照射後 4 時間で ATRi を 30 分添加したのち、阻害剤を
除去して 30 分培養した際の 53BP1 の foci 形成数は未添加とほ
ぼ同じ数までに回復していた (図 3)。以上の結果から、HR 修復
時の 53BP1 foci の形成維持には ATR の活性が関与していること
が考えられた。 
 
(3) まとめ 
 53BP1 は HR を抑制して NHEJ を促進すると提唱されてきたが、
本研究の結果から、HR 修復時でも DSB 部位に集積することが確
認され、53BP1 の HR 修復における新たな役割が存在するのでは
ないかと推測された。また、HR 修復時の 53BP1 の foci 形成は、
ATR 活性に依存して維持されている事が示唆された。しかしなが
ら、ATR 活性が直接的または間接的に 53BP1 を制御しているのか
については明らかにできなかった。これまでに 53BP1 の
repositioning は BRCA1-BARD1 によるヒストンのユビキチン化
とクロマチンリモデラーのSMARCAD1によって制御されていると



いう報告がある (Densham et al., Nat. Struct. Mol. Biol., 2016)。このことから、ATR 活
性と BRCA1-BARD1、SMARCAD1 との関係性についても詳細な解析を行う必要がある。また、ATR
活性阻害による DSB 部位からの 53BP1 の消失が修復過程にどのような影響を及ぼすのか検討す
ることにより、HR 修復における 53BP1 の新たな役割を解明することができると考えている。そ
して、このような DSB 修復機構の詳細なメカニズムの解明は、がんなどの疾病発症の原因を探
る一助になると思っている。 
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