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研究成果の概要（和文）：本研究では、DNA二本鎖切断によって形成されるDNA修復ドメインの形成過程における
核骨格タンパク質の役割について解明するため、核骨格タンパク質Lamin B1と相同組換え修復因子RAD51に着目
し、Lamin B1がDNA損傷時のRAD51凝集に関与していることからこれらの結合特性について解析を行った。その結
果、Lamin B1は通常のDNA非損傷時においてRAD51とクロマチン結合性画分にてRAD51と相互作用することでRAD51
の待機場所としての役割を持ち、DNA損傷発生時にはその結合を緩めることでDNA損傷修復ドメイン形成に向けた
ダイナミックな構造変化を促していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the role of nucleoskeleton proteins in 
the formation process of DNA repair domains formed by DNA double-strand breaks. We focused on the 
nucleoskeleton protein Lamin B1 and the homologous recombination repair factor RAD51. Since it was 
reported that Lamin B1 promotes RAD51 foci formation upon DNA damage, we analyzed the interaction 
between them. As a result, Lamin B1 interacted with RAD51 in the chromatin fraction, and the 
interaction was temporary weakened upon DNA damage. These results suggest that Lamin B1 play a role 
as a scaffold for RAD51 under DNA non-damaged state and loosen the interaction to allow DNA repair 
foci to form dynamically.

研究分野：分子生物学

キーワード： クロマチン　ラミン　核構造　DNA損傷

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、核内タンパク質の核膜局在化や核膜直下のクロマチン発現制御など核ラミナにおけるラミンの役割は
明らかになりつつあるが、核膜直下以外における機能はあまり知られておらず、核内ドメイン形成への関与は未
だ不明な点が多い。本研究結果は、ラミンによる核内ドメイン形成を促進するメカニズムの解明のために重要な
知見をもたらすものであり、核骨格タンパク質の新たな役割を提唱するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ゲノム DNA では、１日１細胞あたり数十万回
という頻度で損傷が発生するため、細胞にはDNA
損傷を迅速正確に修復する機構が備わってい
る。中でも、DNA 二本鎖切断（DSB）はゲノムの
不安定化や癌化を引き起こす重篤な損傷であ
り、非相同末端結合（NHEJ）や相同組換え（HR）
を中心とした複数の修復経路により適切に修復
される。DSB が発生すると、DNA 切断箇所の認識
から始まり、修復因子の集結、クロマチン構造
変化を伴って、最大 100 万塩基にも及ぶ巨大な
DNA 修復ドメインが形成される（図 1）。しかし、
その修復ドメインが形成及び維持されるメカニズムは未だ不明な点も多い。 
 本研究では、DNA 修復ドメインの形成を担う因子の一つとして、核骨格タンパク質ラミンの存
在に注目した。ラミンは後生動物細胞に見られる中間径フィラメントタンパク質で、核膜の内側
に核ラミナと呼ばれる網目状の裏打ち構造を形成している。核ラミナは核の形状維持の他、クロ
マチン構造制御や転写、DNA 複製、ストレス応答といった様々な経路に関与していることが明ら
かになっており、核内機能を調整する足場の役割を持つと考えられている。脊椎動物では、Lamin 
A、Lamin C からなる Aタイプラミンと、Lamin B1、Lamin B2 からなる Bタイプラミンが存在し、
それぞれ異なる核ラミナネットワークを形成している。先行研究において、Lamin A と Lamin B1
が、RAD51フォーカスの形成に寄与することが
示されている。酵母やショウジョウバエなど
の核のサイズが比較的小さな生物種において
は、DSB箇所が核膜近傍へと移動する再配置が
起こり、核膜を足場としたより安定的な修復
が行うことが出来るが、哺乳類細胞ではヘテ
ロクロマチンなど一部領域を除き、殆どはそ
のまま核質内で修復が行われる（図 2）。その
ため、DNA 修復ドメイン形成を担うのは、核膜
直下に位置する通常の核ラミナではないと考
えられる。核質中には、核質ラミンと呼ばれる
核ラミナ以外のラミンの画分が少量存在して
いる可能性が近年議論いるが、その役割については未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、核骨格タンパク質と DNA 修復ドメイン形成過程の間に存在する分子メカニズム
を解明し、DNA 修復ドメイン形成におけるラミン、および核骨格タンパク質の役割を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ヒト網膜色素上皮細胞株(RPE1)を用い、相同組換え修復ドメイン形成の中核とな
る RAD51 と Lamin B1 の間に存在する分子メカニズムについて分子生物学・細胞生物学・生化学
的手法を用いて解析するため、以下の手法で解析を行った。 
 
(1)【Lamin B1 と RAD51 の結合性の解析】 
NaCl、TritonX-100 の濃度などを段階的に変えた溶出条件にて細胞抽出を行い、各条件下での
Lamin B1 と RAD51 の結合性について Lamin B1 による共免疫沈降にて解析を行った。 
 
(2)【DNA 損傷時の Lamin B1 - RAD51 結合の変化の解析】 
(1)で得られた条件下における Lamin B1 と RAD51 の結合性が DNA 損傷条件下でどのように変化
するかを解析するため、RPE1 細胞に 5 Gy の放射線照射を行い、その後 30 分、1、2、3時間後の
細胞を用いて Lamin B1 による共免疫沈降により Lamin B1 と RAD51 の結合性の解析を行った。 
 
(3)【Lamin B1 - RAD51 結合メカニズムの解析】 
Lamin B1 と RAD51 の結合を担う RAD51 のドメインを特定するために、GFP を融合した野生型
RAD51、自己結合ドメイン変異型（F86E）、及び SUMO 結合ドメイン変異型（V264K）RAD51 を RPE1
細胞に過剰発現させ、その結合性の変化を Lamin B1 による共免疫沈降により解析した。 
 

 

図 1. DSB 修復ドメインの形成 

図 2. DSB の核内挙動 



４．研究成果 
 まず初めに、細胞抽出液の溶出
条件を段階的に変え、各可溶・不
溶画分におけるLamin A、Lamin B1
の割合を Western Blotting にて
解析を行った（図 3）。Lamin A、
Lamin B1 共に、弱い溶出条件では
ほとんど溶出されず、強い溶出条
件（NaCl 300mM 以上、TritonX-100 
0.5%）によってようやく過半数が
溶出された。しかし、強い溶出条
件下でも一部は不溶画分に残存
していた。ヒストン等をはじめ、
クロマチン周辺のタンパク質は
通常の細胞溶出条件では可溶化出来ず、細胞溶出時に DNA の分解を行うことで可溶化できるこ
とが多い。そこで、各溶出条件に DNase 処理を加え、同様に Lamin A、Lamin B1 の溶出度を確認
すると、わずかに不溶画分に残存していたものが可溶画分へと移行していた。このことより、
Lamin A、Lamin B1 には一部クロマチンに強く結合したものが存在することが示唆された。 
 
 続いて、同じ条件下における RAD51 の溶出度を解
析したところ、RAD51 は弱い条件下でもそのほとん
どが可溶画分に存在しているにも関わらず、強い溶
出条件下でもLamin同様一部が不溶画分に残存して
いた（図 4）。さらに、DNase 処理下では Lamin 同様
に可溶画分への移行が見られ、RAD51 もその一部は
Lamin 同様にクロマチンに強く結合していることが
示唆された。 
 
 以上の結果より、Lamin と RAD51 はその一部が同
じクロマチン結合性の画分に存在していることか
ら、この画分の Lamin と RAD51 が結合し、機能して
いる可能性を仮定した。そこで、各条件下における
Lamin B1 と RAD51 の相互作用を、Lamin B1 による
共免疫沈降により解析を行った。すると、クロマチ
ン結合性画分の溶出条件下にて、Lamin B1 と RAD51
の相互作用が見られた（図 5）。 
 
 続いて、DNA 損傷時の LaminB1、RAD51 の相互作用
を調べるため、細胞に 5Gy の放射線を照射し、照射
後の各時点において Lamin B1 による共免疫沈降を
行った。その結果、放射線照射後では Lamin B1 と
RAD51 の相互作用は弱まり、3 時間後には再び強くなっていることが分かった（図 6）。さらに、
Lamin B1 による共免疫沈降では、照射後にɤH2AX が検出され、こちらは逆に時間が経過するに
つれて検出が弱まっていき、3時間後にはほとんど検
出されなかった。これらの結果より、一部の RAD51 は
通常時から Lamin B1 に結合しており、DSB 発生時に
は一時的に結合が弱まり、DNA 損傷修復が進むにつれ
て再び強く結合し、修復複合体が安定化しているこ
とが考えられる。RAD51 を過剰発現すると、DNA 非損
傷時においても核内に線状の凝集構造が見られるこ
とが報告されており、RAD51 は通常時から核内の特定
の部位に集積していることが言われている。核膜直
下の核ラミナでは、様々な核タンパク質と結合し、そ
の足場となっていることが知られており、ここで見
られた Lamin B1 と RAD51 の相互作用も、Lamin B1 は
RAD51 が局在する足場となっていることが考えられ
る。 
 

図 3. 各溶出条件下における Lamin の溶出度 

図 4. DNA 分解処理により Lamin B1 お
よび RAD51 が可溶化される 

図 5. クロマチン結合性画分における
Lamin B1 と RAD51 の相互作用 

図 6. DNA 損傷下における 
Lamin B1-RAD51 相互作用の変化 



 さらに、Lamin B1 と RAD51 の相互作用を担う RAD51 の
ドメインを解析するため、野生型（wt）、自己結合ドメイ
ンの変異型（F86E）、及び SUMO 結合ドメイン変異型
（V264K）の RAD51 を細胞に発現させ、Lamin B1 による
共免疫沈降を行った。その結果、wt および V264K では相
互作用が見られたのに対し、F86E では見られなかった
（図 7）。このことより、Lamin B1 と RAD51 の相互作用
にはRAD51の自己結合ドメインが必要であることが分か
った。 
 
 以上の結果をまとめると、DNA 非損傷時、Lamin B1 はクロマチン結合性画分にて RAD51 の自己
結合ドメインを介して RAD51 と結合し、RAD51 の核内局在の足場となっていることが示唆され
た。また、DSB 発生時には一時的に結合が弱まり、DNA 損傷修復が進行するにつれて、再び結合
が強化されることから、DNA 損傷によって Lamin B1-RAD51 複合体の構造が緩むことで修復ドメ
イン形成に向けた再構成が行われることが考えられる。 

図 7. RAD51 変異体の Lamin B1 結合性 
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