
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年６月６日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 生細胞イメージングにより DNA 二重鎖切断（DSB）修復に関与するヌクレアーゼ Artemis の動

態解析を行った。細胞核への局所レーザー照射により DSB 損傷を誘発すると、ヒト Artemis と

GFP の融合タンパク質（Artemis-GFP）の DNA 損傷部位への蓄積が観察された。変異体を用いた

解析により、Artemis の集積には、ヌクレアーゼ活性は必要でなく、複数部位のリン酸化が重

要であることが判明した。また、細胞をカフェイン処理すると Artemis の集積は抑制された。

以上の結果は DSB によるリン酸化が Artemis の動態を制御していることを示唆している。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Artemis is a nuclease that involves in the repair of DNA double stranded breaks (DSBs). 
We have analyzed the dynamics of Artemis using live cell imaging methods. After laser 
microbeam irradiation, human Artemis-GFP fusion proteins were accumulated at DNA damaged 
sites. By mutational analysis, the multiple phosphorylation sites, but not nuclease 
domain of Artemis required for its accumulation. Consistent with these observations, the 
accumulation of Artemis at DNA damaged sites markedly reduced in caffeine treated cells. 
Collectively, these results suggested that phosphorylation of Artemis regulates its 
dynamics upon DSBs. 
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノム DNA は内的・外的要因より絶え間な
く損傷を受けており、中でも DNA 二重鎖切断
（DSB）は生体への影響が最も大きい。DSB は
主に放射線照射や薬剤等により生じること
が知られている。DSB はそのまま放置される
と細胞死やゲノムの変異・染色体転座の原因
となる可能性があり、それゆえ DSB に対する
防御メカニズムの研究は、発がんや先天性異
常発生などの理解に非常に重要である。 
 DSB の主要な修復経路として、相同 DNA 組
換え（HR）と非相同 DNA 末端結合（NHEJ）の
二つの分子機構が知られている。ヒトをはじ
めとする高等真核生物では、後者の NHEJ の
役割が大きい。DSB は正常な細胞の中でも生
体反応の中間体として生成しており、事実、
NHEJ はリンパ球の抗原受容体の多様性を生
み出すV(D)J 組換えに重要な働きをしている。
このため NHEJ 遺伝子異常の多くは、リンパ
球を欠損する重症複合型免疫不全症（SCID）
を発症し、放射線感受性（RS）となる。Artemis
は RS-SCID 患者の原因遺伝子として同定され
た NHEJ に関わる重要な因子の一つである。
Artemis はヌクレアーゼであり、in vitroで
単独ではエキソヌクレアーゼ活性を示すが、
DNA-PKcsの存在下ではDNAのヘアピン構造を
開裂させるエンドヌクレアーゼとして働く。
V(D)J 組換えでは、DNA のヘアピン構造が形
成されるため、Artemis はそれを開裂すると
考えられる。一方、放射線照射後の DNA 末端
はヘアピン構造を取っている訳ではなく、
DSB 修復における Artemis の機能及びその制
御はいまだに不明な点が多い。 
 放射線照射によりタンパク質リン酸化酵
素（キナーゼ）である ATM と DNA-PKcs によ
り Artemis の複数の部位にリン酸化がおこる
ことが報告されているが、これらのリン酸化
部位変異体は in vitro の Artemis のヌクレ
アーゼ活性や in vivoの放射線感受性の相補
やV(D)J 機能に影響がないとする報告がある。
またその制御についても DNA-PKcs や Ku との
相互作用が必要というデータもあるものの
決着がついていない。さらに、Artemis に及
ぼすATMの作用機構は全く解明されていない。 
 研究代表者の作製したニワトリ DT40 細胞
由来の artemis 欠損細胞はヒト Artemis と
GFP の融合タンパク質（Artemis-GFP）の発現
で機能相補できることから、ヒト Artemis 解
析のよいモデル系である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究ではArtemis の細胞内動態解析を行
うことで、Artemis の機能調節機構を明らか
にすることを目的とする。 
 
 

３．研究の方法 
 ヒト Artemis のヌクレアーゼ欠損変異体と
して、報告されている D136N, H319A 変異を
作製した。複数のリン酸化部位変異体は、Ser
ないしThrをAlaやAspに置換し、作製した。
既に樹立しているニワトリ DT40 細胞由来の
artemis欠損細胞を用い、Artemis-GFP やそ
の変異体を安定発現する細胞を樹立した。生
細胞イメージング解析には、Artemis-GFP や
その変異体を一過性に発現させたヒト繊維
芽細胞 GM02063 を用いた。 
 細胞内局所レーザー照射法による生細胞
イメージングは、当初、広島大学原医研の田
代聡 教授の研究室との共同研究で364nm レ
ーザー照射と共焦点レーザー顕微鏡を用い
て行っていたが、京大放生研に新しい共焦点
レーザー顕微鏡が整備された 2010 年以降は
405nm レーザー照射でも研究を行った。どち
らの場合でも、細胞核への局所レーザー照射
により、DSB 損傷が誘導される。 
 Artemis 変異体の機能検定は artemis欠損
DT40 細胞の示す放射線感受性を利用し、メチ
ルセルロース培地によるコロニー形成率の
測定により行った。細胞内の Artemis のリン
酸化はタグ付き Artemis 発現細胞を用い、放
射線照射後、細胞抽出液を調製し、ウエスタ
ンブロットにより検討した。試験管内の
Artemisリン酸化反応は293T細胞で発現させ
たタグ付きArtemis の部分精製タンパク質と
精製 DNA-PKcs により行った。 
 
 
４．研究成果 
 研究代表者が以前作製していた artemis欠
損 DT40 細胞を用い、ヒト Artemis-GFP の野
生型、変異体の安定発現細胞を樹立した。
artemis 欠損細胞の示す放射線感受性は
Artemis のヌクレアーゼ変異体や６個のリン
酸化部位の変異体（6M）では相補されず、
Artemis の DSB 修復機能にはヌクレアーゼ活
性や複数部位のリン酸化が関与することが
わかった。また、細胞内の Artemis のリン酸
化は 6M 変異体で著減しており、この部位へ
の細胞内でのArtemis のリン酸化を確認した。 
 生細胞イメージング解析には、当初の見込
みに反し、樹立した Artemis-GFP 安定発現
DT40 細胞を用いたフォトブリーチング解析
が困難であることが判明した。このため、細
胞内局所レーザーマイクロ照射法での解析
に切り替えた。条件検討の結果、Artemis-GFP
を一過性に発現させたヒト繊維芽細胞を用
い、細胞核局所へのレーザー照射により DSB
損傷を誘発させると、DNA 損傷部位への
Artemis-GFP の集積が観察でき、解析が可能
となった。 
 DNA 損傷部位への Artemis-GFP の集積に必
要な領域を、Artemis 変異体を用いて検討し



た。ヌクレアーゼ活性の欠損変異体は野生型
とほぼ同様の集積パターンを示し、ヌクレア
ーゼ活性は必要ではないと結論された。一方、
６個のリン酸化部位変異体（6M）では DNA 損
傷部位への集積が減少した。ATM, DNA-PK 両
方の阻害剤である高濃度（1 mM）カフェイン
で細胞を処理するとArtemis の集積は阻害さ
れた。これらの結果から、リン酸化が DSB 後
の Artemis の動態に重要であることが示唆さ
れた。しかし、カフェインによる阻害効果に
比べると、Artemis 6M 変異体の DNA 損傷部位
への集積の減少は弱い。加えて、精製
DNA-PKcsを用いた試験管内のArtemisリン酸
化の検討では、Artemis の 6M 変異体は野生型
と同程度のリン酸化が検出された。これらの
結果から、DSB に伴う Artemis のリン酸化部
位は 6M 変異体で置換した６個では不十分で
あり、さらにリン酸化される部位が存在する
可能性が示唆され、リン酸化部位の見直しを
行 っ た 。 ATM, DNA-PKcs は い ず れ も
Ser/Thr-Gln 配列をリン酸化することが知ら
れているが、ヒト Artemis にはこの配列が全
部で 12 個存在する。これらの Ser/Thr をす
べて Ala に置換した変異体（12M）を作製し
た。予想通り、Artemis 12M 変異体では 6M 変
異体よりもさらにDNA損傷部位への集積が減
少した。現在、artemis欠損 DT40 細胞を用い
て12M 変異体の安定発現細胞を作製中である
が、前述のように 6M 変異体発現細胞では細
胞内でのリン酸が著しく減少し、放射線感受
性も相補しないため、同様の結果を 12M 変異
体でも予想している。 
 さらに Artemis の集積に重要なリン酸化部
位を同定する目的で、12M 変異体の Ala 置換
を個別にSer/Thr に戻す変異体やリン酸化状
態をミミックすると予想されるAsp置換変異
体を作製し、検討した。結果として、表現型
に大きな影響を与える単一の変異部位は同
定されず、Artemis のリン酸化は複数残基の
リン酸化が蓄積することで効果を発揮する
と考えられる。 
 また、ATM と DNA-PKcs のどちらのキナーゼ
がArtemis のリン酸化や局所集積に重要であ
るかを検討する目的で、ATM 特異的阻害剤
KU55993 と DNA-PKcs 特異的阻害剤 NU7026 を
用いて検討した。それぞれ単独で、あるいは
両者の組み合わせで使用した場合でもカフ
ェインでみられたほどの阻害効果は観察さ
れず、ATMとDNA-PKcs以外のキナーゼとして、
ATR が関与する可能性が考えられた。ATR は
カフェインにより阻害され、ATM や DNA-PKcs
と同様に DNA 損傷後 Ser/Thr-Gln 部位をリン
酸化することが知られている。現在、ATR の
変異細胞である Seckel 細胞や ATR に対する
siRNA による ATR ノックダウン細胞等を用い
て Artemis-GFP の動態解析を試みている。 
 

 これらの研究と並行して、我々は DSB 損傷
後の細胞死（アポトーシス）反応への Artemis
の寄与という予想外の結果を見いだし、解析
した。これまで、DNA トポイソメラーゼ II 阻
害剤であるエトポシドによりDSB が誘導され、
NHEJ 経路で修復されることが知られていた。
我々は、東北大学大学院の榎本武美 教授
（現、武蔵野大）、同 関政幸 准教授の研
究室との共同研究により、今回新たに DT40
細胞を高濃度のエトポシドで処理すると１
時間以内にアポトーシスが誘導されること
を見いだした。詳細な解析により、このエト
ポシド誘導性アポトーシスは、NHEJ の上流因
子である Ku, DNA-PKcs, Artemis に依存し、
それより下流の NHEJ 経路因子には依存しな
いことがわかった。加えて、Ku は DNA-PKcs
の上流で、Artemis は DNA-PKcs の下流で機能
することが示された。また、Artemis/SNM1C
と同じく SNM1 ファミリーヌクレアーゼに属
する SNM1A, Apollo/SNM1B も同様にエトポシ
ド誘導性アポトーシスに関与することがわ
かった。以上の結果は論文として発表した。 
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