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研究成果の概要（和文）：アポトーシス細胞の細胞膜表層に断片化されたクロマチンが露出することは、1994年
に示されているが、露出の分子機構は不明である。我々は、アポトーシス細胞においてDNA損傷修復因子である
53BP1がカスパーゼ依存性に切断され、残った53BP1断片の一部がアポトーシス細胞表層に露出することを見出し
た。本研究では、アポトーシス細胞における53BP1の機能を調べた。53BP1欠損細胞では、アポトーシス細胞表層
へのクロマチン露出が、部分的ではあるが減少した。53BP1がアポトーシス細胞表層へのクロマチン露出に関与
していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Apoptotic cells express chromatin on the surface of cell membrane. 
Macrophages quickly removes apoptotic cells by phagocytosis. When this removal of apoptotic cells is
 inefficient, the histone and DNA on the surface of apoptotic cells are believed to become an 
auto-antigen to trigger auto-antibody production, which then leads to autoimmune diseases, such as 
systemic lupus erythematosus. We found that deficiency of DNA repair protein 53BP1 slightly reduced 
the expression of chromatin on the cell surface of apoptotic cells.

研究分野：放射線影響学

キーワード： アポトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アポトーシス細胞の表層にはクロマチンが露出する。体内に発生したアポトーシス細胞はマクロファージにより
速やかに貪食され除去されるが、この貪食の進行に障害が起こると、細胞表層のクロマチンが自己抗体産生の自
己抗原になるとされている。本研究の成果は、SLEを代表とする自己免疫疾患の発症メカニズムに大きな知見を
与える可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
 53BP1 は、53BP1 の C 末にある BRCT ドメインを介して癌抑制蛋白質 p53 と結合する蛋白質と
して見出された。DNA 二重鎖切断(以下 DSB)が発生すると 53BP1 は、53BP1 の Tudor ドメインを
介してクロマチンと結合することで、DSB 部位に集積する。DSB 部位に集積した 53BP1 は、相同
組み換えによる修復を抑制し、非相同末端結合による修復を促進する。一方、DNA 損傷を完全
に修復できない細胞はアポトーシスに陥るが、アポトーシス細胞において 53BP1 が何らかの役
割を担っているかは不明である。 
我々は、アポトーシスを誘導したヒト T 細胞系白血病細胞株 Jurkat において、53BP1 がカス
パーゼ依存性に 60 kDa の C 末断片になること、この 53BP1C 末断片が細胞表層に露出すること
を見出した。 
 
２． 研究の目的 
 

 本研究は、53BP1 の細胞表層への露出に着目し、アポトーシスにおける 53BP1 の機能を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）アポトーシス細胞の調製 
 ヒト T リンパ球由来白血病細胞株 Jurkat、および 53BP1 ノックアウトマウス胸腺から採取し
たリンパ球に、プロテインキナーゼ C 阻害剤スタウロスポリン処理を行いアポトーシスを誘導
した。 
 
（２）siRNA の細胞導入 
 細胞への siRNA 導入は、Amaxa 4D-Nucleofector (Lonza 社)による electroporation 法で行っ
た。Lonza 社の推奨するプロトコールに従った。 
 
（３）53BP1 欠損, CAD 欠損 Jurkat 細胞株の樹立 
 CRISPR-Cas9 システムを用いて、53BP1, および caspase-activated DNase (CAD)を欠損させ
た Jurkat 細胞株、Jurkat-53BP1 欠損細胞、Jurkat-CAD 欠損細胞を樹立した。 
 
（４） アポトーシス細胞における 53BP1, クロマチンの検出 
アポトーシス誘導後の細胞から細胞溶解液を抽出し、53BP1C 末に対する抗体を用いたウェス
タンブロット法で、53BP1 の切断を検出した。細胞内の 53BP1 の局在は、細胞を固定し膜透過
処理を行った後に免疫蛍光染色法で調べた。細胞表層の 53BP1、ヒストン、DNA は、細胞の固定
処理、膜透過処理を行わずに、抗 53BP1 抗体, 抗 DNA 抗体, 抗ヒストン抗体を用いた免疫蛍光
染色法で検出した。 
 
４．研究成果 
 

（１）CAD 欠損細胞でのクロマチン表層露出 
アポトーシス細胞では、クロマチンが断片化され、断片化されたクロマチンの一部はアポト
ーシス細胞の表層に露出する。アポトーシス細胞はマクロファージにより速やかに貪食される
が、この貪食の進行に障害が起きると、表層露出しているクロマチンが、アポトーシスボディ
と呼ばれる小胞の膜に取り込まれ、アポトーシス細胞から遊離する。アポトーシスボディ表層
のクロマチンは、SLE などの自己免疫疾患を引き起こす抗 DNA 抗体や抗ヒストン抗体などの自
己抗原になると考えられている。 
アポトーシス細胞における細胞膜表層へのクロマチン露出が、クロマチンの断片化に依存す
るか否かを調べた。アポトーシス細胞でのヌクレオソーム切断において中心的な役割を果たす
ヌクレアーゼ caspase-activated DNase (CAD)を、CRISPR-Cas9 システムを用いて欠損させた
Jurkat-CAD 欠損細胞を樹立した。CAD 欠損細胞では、アポトーシスを誘導しても、ゲノム DNA
の断片化が全く見られないことをアガロースゲル電気泳動法で確認した。CAD 欠損細胞では、
アポトーシス誘導後の細胞膜表層へのクロマチン露出がほとんど見られなくなることが分かっ
た。アポトーシス細胞における細胞膜表層へのクロマチン露出には、CAD 依存性のヌクレオソ
ーム切断が必要であることが明らかになった。 
 
（２）53BP1 欠損細胞でのクロマチン表層露出 
 我々は、アポトーシス細胞において、53BP1 がカスパーゼ活性依存性に断片化されるが、
60kDa を示す C 末断片はアポトーシス細胞内に残存し、その一部がアポトーシス細胞の表層に



露出することを見出した。アポトーシス細胞の表層にはクロマチンも露出することから、この
クロマチン露出に 53BP1 が関与しているか否かを調べた。 
 siRNA を用いて Jurkat 細胞で 53BP1 発現をノックダウンさせた細胞では、アポトーシス細胞
表層へのクロマチン露出が部分的に低下した。しかし siRNA による 53BP1 の発現抑制は不十分
であり、アポトーシス細胞表層へのクロマチン露出の 53BP1 依存性については解釈が難しかっ
た。そこで、CRISPR-Cas9 システムを用いて Jurkat-53BP1 欠損細胞を樹立した。Jurkat-53BP1
欠損細胞では、53BP1 のアポトーシス細胞表層への露出は見られなかった。また、アポトーシ
ス細胞表層へのクロマチン露出は Jurkat-53BP1 欠損細胞では部分的に減少した。 
 さらに、アポトーシス細胞表層へのクロマチン露出における 53BP1 の関与を明らかにするた
めに、53BP1 ノックアウトマウスの胸腺リンパ球にアポトーシスを誘導して調べた。やはり、
アポトーシス細胞表層へのクロマチン露出に対する 53BP1 欠損の影響は限定的であった。部分
的ではあるが、53BP1 がアポトーシス細胞におけるクロマチンの細胞表層露出に関与している
ことが示唆された。 
 
（３）クロマチン細胞表層露出の 53BP1Tudor domain 依存性  
53BP1 がアポトーシス細胞におけるクロマチンの細胞表層露出に関与しているか否かをさら
に明らかにするために、戻し実験を行った。Jurkat-53BP1 欠損細胞に野生型 53BP1 を発現させ
ると、部分的に減少していたクロマチンの細胞表層露出が完全に回復した。 
DNA 二重鎖切断が発生した細胞において、53BP1 は Tudor domain を介して DNA 損傷部位のヒ
ストンと結合する。そこで、53BP1 欠損によるクロマチンの細胞表層露出の部分的減少に、
53BP1 の Tudor domain が関与しているか否かを調べた。 
Jurkat-53BP1 欠損細胞に、野生型 53BP1 を発現させると、部分的に減少していたクロマチン
の細胞表層露出が完全に回復したが、Tudor domain 変異型 53BP1 を戻したアポトーシス細胞で
は、部分的に減少していたクロマチンの細胞表層露出に変化が見られなかった。アポトーシス
細胞におけるクロマチン細胞表層露出の一部は、53BP1 の Tudor domain 依存性であることが示
唆された。 
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