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研究成果の概要（和文）： 
 本研究は、DNA 二重鎖切断修復の非相同末端結合修復経路で中心的な役割を演ずるタンパク
質の分子が作られてから分解されるまでの一生(ライフサイクル)および変性などによる機能不
全状態から回復あるいは防御する機構(ホメオスタシス)の解析を通じて、得られた知見を放射
線感受性予測と制御の新しい技術開発に繋げることを目的として行った。 
 主な成果として、(1) DNA ligase IV においてクロマチン結合に必要とされる領域、安定性
に関わる新たな領域がそれぞれ明らかになった。(2) XRCC4 のクロマチン結合に関与する分子
とその結合領域が明らかになった。(3) XRCC4 において、リン酸化部位以外で放射線感受性が
上昇する変異体が数種類見つかり、リン酸化以外の翻訳後修飾あるいはタンパク質間相互作用
の役割が示唆された。これらの結果から、タンパク質間相互作用、あるいはタンパク質―クロ
マチン間相互作用を標的とした新たな放射線感受性制御法の可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study aimed to find a new approach to the prediction and control of radiosensitivity 
through the analyses of the life cycle – how proteins are generated and degraded - and 
homeostasis – how proteins are protected and recovered from dysfunctional status, such as 
denaturation - of proteins involved in DNA double-strand break repair through 
non-homologous end joining. 
We obtained the following major outcomes. First, we found regions in DNA ligase IV for 
chromatin binding and stabilization. Second, we found a protein required for the chromatin 
binding of XRCC4 and also clarified binding region in XRCC4. Third, we created a series of 
mutants of XRCC4 and XLF. In XRCC4, we found several mutants, other than potential 
phosphorylation site mutants, with elevated radiosensitivity, suggesting possible 
involvement of posttranslational modifications other than phosphorylation or 
protein-protein interaction. These results might show a new strategy for radiosensitization 
by targeting the protein-protein or protein-chromatin interactions. 
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１．研究開始当初の背景 
 本研究代表者は、大学院修士課程入学時に
自ら提案して開始して以来、一貫して、DNA
依存性プロテインキナーゼ(DNA-PK)の性質
と機能に関する研究を行ってきた。DNA-PKは
DNA-PKcs、Ku86(Ku80)および Ku70 から構成
され、二本鎖 DNA末端に結合して活性化する
というユニークな性質を有するタンパク質
リン酸化酵素であり、DNA 二重鎖切断(DSB)
の「センサー」として、その修復や情報伝達
に重要な役割を担う分子であると考えられ
る。申請者は、この DNA-PK の性質、機能を
糸口として、DNA 損傷に対する生体応答と修
復のメカニズムの全容を解明すること、また、
その成果をがん治療に生かすことを目指し
ている。 
 DNA-PK は試験管内では数十のタンパク質
をリン酸化することが知られている。しかし
ながら、生体内で実際にどの分子をリン酸化
しているか、つまり、「真の基質」が何か、
は明らかになっておらず、DNA 修復分野にお
ける最大のミッシング・リンクの１つとなっ
ている。本研究代表者は 2000 年に、DNA 
ligase IV とともに DSB を最終的に結合する
と考えられている XRCC4が、生細胞内で放射
線照射後に DNA-PK 依存的なリン酸化を受け
ることを示した。以来、リン酸化基質の同定
とリン酸化の生理的意義の解明を中心的に
行い、DSB において重要な役割を持つと考え
られるリン酸化部位２カ所を突き止めた。ま
た、DNA-PK、XRCC4 などを含む修復複合体を
単離し、その成分と形成過程の解析も行って
きた。 
 以上の研究は DNA 損傷が起こった場合の
DNA 修復系の応答特性、言わば「動的特性」、
に注目している。これに対して、DNA 修復系
の存在状態や調節機構、言わば「前動状態特
性」、に着目して、放射線感受性の予測と制
御を目指す本研究を発案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、DNA二重鎖切断修復の非相同末端
結合修復経路(NHEJ)で中心的な役割を演ずる
タンパク質(DNA-PKcs、Ku86(Ku80)、Ku70、
XRCC4、DNA ligase IV(LIG4)、XLF(Cernunnnos)
等)に注目し、これらの分子が作られてから分
解されるまでの一生(ライフサイクル)および
変性などによる機能不全状態から回復あるい
は防御する機構(ホメオスタシス)を探る。さ
らに、これらと放射線感受性の個人差、組織
・細胞による違い、および生理的条件による
変化との関係を探り、得られた知見を放射線

感受性予測と制御の新しい技術開発に繋げる
ことを目的として行った。 
 
３．研究の方法 
１）さまざまな培養細胞を種々の条件下で培
養し、NHEJ関連分子の発現をウェスタン・ブ
ロッティング法、RT-PCR法などにより検討し
た。 
２）DNA-PKcs、Ku86、Ku70、XRCC4、LIG4、
XLF等を抗体カラムを用いて非照射細胞から
精製し、ウェスタン・ブロッティング法等に
より、翻訳後修飾状態を解析した。 
３）欠損細胞、酵素阻害剤、siRNAなどを用
いることにより、分子間の相互関係を解析し
た。また、XRCC4、LIG4、XLFにさまざまな変
異を導入後、欠損細胞に導入し、放射線感受
性(コロニー形成法)等を指標として機能解
析を行った。 
 
４．研究成果 
 平成21年度は、まず、これらの分子を培養
細胞から抗体カラムによって単離し、翻訳後
修飾状態を解析することを試みた。XRCC4につ
いては、結合分子探索もあわせて行い、細胞
骨格関連因子、タンパク質リン酸化酵素、カ
ルシウム結合タンパク質などが見出された。
DNA-PK、新規タンパク質リン酸化酵素による
リン酸化部位探索およびリン酸化の意義の検
討のため、網羅的にリン酸化部位置換変異体
を作成した。また、他の修飾の可能性が考え
られる部位についても変異体を作成した。更
に、XRCC4のクロマチンDNAへの結合機構の解
析を行うとともに、クロマチン結合状態にあ
るXRCC4を含む複合体を単離し、その成分分析
を行った。 
 Ku86、Ku70については、これまでに、ヒト
とマウスで発現量や安定性が著しく異なるこ
とを明らかにしているので、この原因を探る
ために、それぞれの培養細胞からcDNAを調製
した。XLF、DNA ligase IVについては、ヒト
細胞からcDNAを調製し、翻訳後修飾やタンパ
ク質間相互作用に関わることが予想された部
位について変異体を作製した。 
 平成 22 年度は、翻訳後修飾による調節の
解析を中心に行った。XRCC4 については、こ
れまでに５カ所のリン酸化状態特異的抗体
を作製している。これを用いたウェスタン・
ブロッティングの結果、４カ所は放射線照射
によってリン酸化が亢進するものの、１カ所
は放射線照射による変化が認められなかっ
た。欠損細胞や阻害剤を用いた検討の結果、
リン酸化には DNA-PK と ATM が相補的に関わ



っていることが示された。また、XRCC4、LIG4
のクロマチン結合状態を解析した結果、ヒト
細胞では放射線非照射時においても 20Gy の
γ線照射後と同等の結合が見られた。これら
のことから、XRCC4 は平常時(放射線非照射
時)においても複製や転写に伴う DNA 損傷に
応答して DNA-PK、ATMによる調節を受けてい
る可能性が考えられた。その他のリン酸化酵
素、あるいはユビキチン化、SUMO化酵素など
による調節の可能性を探るため、変異体を系
統的に作製した。また、上記分子のホメオス
タシスを探るために、温熱、低酸素の影響や
低線量率放射線に対する応答を解析した。 
 平成 23〜24 年度には、22 年度までに作製
された変異体等を用いて、XRCC4、XLF、LIG4
の制御機構について解析を行った。主な結果
として、(1) LIG4においてクロマチン結合に
必要とされる領域、安定性に関わる新たな領
域がそれぞれ明らかになった。これらの領域
に変異を導入すると放射線感受性が上昇し
たことから、DNA 二重鎖切断修復において重
要であることが示唆された。(2) XRCC4 のク
ロマチン結合に関与する分子とその結合領
域が明らかになった。また、この領域が動物
種間において極めて保存性が高いことが明
らかになった。(3) XRCC4、XLFについて種間
保存性を考慮しつつ系統的に作製された変
異体の機能解析を行った。XRCC4については、
リン酸化部位以外で放射線感受性が上昇す
る変異体が数種類見つかり、リン酸化以外の
翻訳後修飾あるいはタンパク質間相互作用
の役割が示唆された。 
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