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研究成果の概要（和文）：我々は以前の研究でγH2AXと結合する因子として核小体タンパク質nucleolinを同定してい
た。nucleolinは転写活性化時のクロマチンリモデリング機能することが報告されていたので、DNA損傷応答時において
同様な機能を持つか、本研究で検討した。nucleolin欠損細胞では放射線DNA損傷における細胞周期チェックポイント機
構・相同組換え修復の低下、複製ストレス時の複製フォークの不安定化、突然変異増加が見られ、ヒストンevictionに
も異常が見られたことから、nucleolinはクロマチンリモデリングを通して、ゲノム安定性維持に機能することが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：We identified nucleolin (nucleolar protein) as one of H2AX-binding proteins. As 
nucleolin could remodel chromatin structure at transcription-active sites, we investigated the role of 
chromatin remodeling radiation-induced DNA damage. Nucleolin-depleted cells remarkably reduced cell cycle 
checkpoints and HR repair activity, and showed un-stabilization of stalled replication fork and abnormal 
chromatin remodeling. Therefore, nucleolin could be important to maintain genomic stability through 
chromatin remodeling.

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子情報が納められているゲノム DNA
は電離放射線、紫外線、活性酸素などに暴露
すると、損傷が生じる。これらの DNA 損傷、
とりわけ DNA 二重鎖切断(DSB)損傷が残存
すると、ゲノム情報消失により細胞死あるい
は癌化のような異常細胞を招くために、高等
真核細胞は、DNA 損傷が発生するとともに
検知し、チェックポイント機構により細胞増
殖を停止し、ただちに DNA 損傷を修復する。
高等真核生物のゲノム DNA はヒストンタン
パク質とともに安定なクロマチン構造をと
るため、DSB 損傷が発生すると、クロマチン
構造の再構成（リモデリング）によって弛緩
し、修復タンパク質の集結のための空間を確
保すると考えられる。 
 これまでの転写や DNA 複製制御の多くの
研究から、クロマチンリモデリングにはヒス
トンの翻訳後修飾（リン酸化、アセチル化、
メチル化など）が重要な役割を果たすことが
明らかとなっていたが、DSB 損傷に対する細
胞応答時での役割は明らかで無かった。しか
し、ヒストン H2A バリアントであり、DSB
損傷発生で ATM 依存的にリン酸化される
H2AX が NBS1 などの DNA 損傷応答因子の
DSB 損傷部位への集結（フォーカス形成）に
重要であること、ATM キナーゼの活性化自
体にも重要であることを我々は報告した。ま
た、ヒストンアセチル化酵素の一つ、Tip60
の阻害剤 pentamidine でヒト細胞を処理す
ると、ヒストン H2A のアセチル化を阻害さ
れるとともに、DNA 損傷修復タンパク質の
集結、相同組み換え(HR)修復を抑制し、放射
線感受性の増感すること、さらに RNF20 (ユ
ビキチン E3 リガーゼ)によるヒストン H2B
のユビキチン化が HR 因子の DSB 損傷部位
への集結、HR 修復の開始に重要であること
を明らかにし、DNA 修復におけるヒストン
修飾の重要性を我々は明らかにしていた。 
 一方、我々はプロテオミクス解析による最
近の研究から、DSB 損傷発生時にヒストン
H2AX と 結 合 す る タ ン パ ク 質 と し て
nucleolin を同定していたが、nucleolin はヒ
ストン H2A/H2B と結合して、ヒストン
H2A/H2Bのクロマチンからの解離(eviction)
を介してクロマチンリモデリング、転写の活
性化に機能すると報告されており、DSB 損傷
応答においても nucleolin が中心因子として
機能することが考えられた。また多様な癌で
nucleolin の高発現が報告されており、DSB
損傷を初め様々なタイプの DNA 損傷の修復
過程で nucleolin はクロマチンリモデリング
を通して働くことにより、ゲノム安定性の維
持に機能する可能性が考えられていた。 
 
２．研究の目的 
 核小体タンパク質 nucleolin はリボソーマ
ル RNA 合成、核小体形成に機能することが
知られているが、近年の研究からクロマチン
リモデリングを介して転写活性化に寄与す

ること、我々の最新の研究から DSB 損傷で
形成される γH2AX とインターラクション
することが見いだされたことから、nucleolin
の放射線や他の様々な損傷誘導ストレスで、
DNA 損傷が誘導されたときに、細胞応答に
おける機能を明らかにすることが本研究の
目的である。また、nucleolin が転写誘導時
と同様にクロマチンリモデリングを介して
これら損傷応答に機能するかを明らかにし
て、nucleolin がゲノム安定性の維持、がん
化にどのようにかかわるかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）nucleolin ノックダウン細胞での DNA
損傷応答チェックポイント経路の解析 
 ヒト培養細胞でnucleolinを siRNAあるい
は shRNA で発現をノックダウンした後に、
細胞周期チェックポイントを制御する ATM, 
ATR によるリン酸化を、リン酸化特異的抗体
によるウエスタンブロット法で検討する。さ
らにゲノムDNAをPI蛍光染色してフローサ
イトメーターで DNA 含量を定量し細胞周期
分布を解析し、細胞周期チェックポイント・
アポトーシス誘導を検討する。 
 
（２）nucleolin ノックダウン細胞での DNA
修復活性の測定 
 HR 活性測定、あるいは NHEJ 活性測定用
コンストラクトが導入された HeLa 細胞、
U2OS 細胞を用いて、最初に siRNA あるい
は shRNA で発現をノックダウンし、続いて
I-SceI を導入して DNA 二重鎖切断を誘導し
て、2〜3 日培養する。これらのコンストラク
トは誘導された DSB が NHEJ あるいは HR
修復されると GFP 蛍光タンパク質を発現す
るため、その発現をフローサイトメーターで
検出する。 
 DNA 修復欠損による遺伝子突然変異を計
測するため、突然変異検出に適した SupF プ
ラスミドを紫外線などで DNA 損傷処理した
後に、nucleolin ノックダウン細胞にトラン
スフェクションし、24 時間後に SupF 回収し
て大腸菌に導入する。supF に含まれるアン
ピシリン遺伝子で薬剤耐性になった大腸菌
クローンの発生頻度を計測し、突然変異頻度
とする。また、個々のクローンから分離した
supF プラスミドを DNA シークエンス解析
して、遺伝子突然変異のスペクトラムも検討
する。 
 
（３）nucleolin 結合因子の同定 
 FLAG タグを結合した nucleolin 発現プラ
スミドを作製し、HeLa 細胞に導入して、
Flag-nucleolin 発現細胞を作製する。この細
胞を用いて DNA 損傷処理後、核抽出液を作
製し、FLAG 抗体を用いて、免疫沈降法で複
合体を回収した後、電気泳動装置で構成タン
パク質を分離、分離したタンパク質はトリプ
シンによる断片化、抽出を行い、質量分析計
を用いて、nucleolin 結合因子を同定する。



同定された nucleolin 結合因子は上記（１）
（２）の方法で、DSB 損傷応答（チェックポ
イント制御、DSB 修復）、複製ストレス応答
における役割を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）放射線誘導 DSB 損傷応答における
nucleolin の役割 
 以前の研究で我々は DSB 損傷発生時にリ
ン酸化ヒストン H2AX（γH2AX）と結合す
るタンパク質として nucleolin を同定してい
たので、DSB 損傷応答において nucleolin が
機能することが予想された。実際、siRNA を
用いて、HeLa 細胞、U2OS 細胞で発現をノ
ックダウンすると、γ線照射時の ATM の自
己リン酸化、ATM の基質のリン酸化が抑制
されており、ATM 依存的 G2 チェックポイン
トの誘導も起こらなかった。また、γ線照射
で誘導されるMDC1, リン酸化ATM, 53BP1
フォーカスも抑制されていた。MDC1 は
ATM シグナルの増幅、53BP1 フォーカスの
形成に重要であることから、nucleolin は
MDC1 を通して ATM の十分な活性化、細胞
周期チェックポイント誘導を制御している
と考えられる。 
 nucleolin の DSB 修復を検討するために、
DSB マーカーである γH2AX フォーカス形
成の増減を γ 線照射時に検討すると、
nucleolin ノックダウン細胞では γH2AX の
消失が遅延しており、DSB 修復の異常が示唆
された。HR マーカーである Rad51 フォーカ
スのγ線照射時に検討すると、nucleolin ノ
ックダウン細胞では低下していた。さらに、
HR 活性を促成できる DRGFP コンストラク
トを組み込んだ HeLa 細胞、U2OS 細胞で、
nuleolin をノックダウンした後に、HR 修復
で発現した GFP 陽性細胞を計測すると、HR
活性が半分程度に低下しており、Rad51 フォ
ーカスの結果と一致した。NHEJ 活性も同様
に検討すると、ノックダウン細胞で 1/3 程度
の低下が見られた。これらの結果から
nucleolin は HR に重要であり、部分的に
NHEJ 修復にも機能することが示唆された。 
 転写制御において、nucleolin はヌクレオ
ソームを形成する H2B を eviction して、転
写活性化部位のリモデリングに機能すると
報告されていたので、nucleolin とヒストン
修飾、クロマチンリモデリングとの関係を検
討すると、DSB 損傷応答に関与するヒストン
H2A のユビキチン化、及びヒストンユビキチ
ン化酵素 RNF168 のフォーカス形成がノッ
クダウン細胞で抑制されていた。さらに、転
写時に見られる H2B の eviction（クロマチ
ンから核質への解離）は DSB 損傷発生時に
も誘導されるが、ノックダウン細胞では
evictionは抑制されており、nucleolinはH2B
の eviction を通して DSB 損傷応答に機能す
ると考えられる。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ nucleolin によるヒストン eviction を
通した DSB 損傷応答の制御 
 
（２）複製ストレスによる DNA 損傷応答に
おける nucleolin の役割 
 トポイソメラーゼ I 阻害剤であるカンプト
テシン処理、紫外線(UV)照射、DNA 架橋剤
マイトマイシン C 処理により DNA 損傷が起
こると、DNA 複製フォークの進行が阻害さ
れ、複製ストレスとなるが、このような複製
ストレスによる DNA 損傷は相同組換え経路
で修復される。このような複製ストレスにお
ける nucleolin の役割を明らかにするために、
ノックダウン細胞で ATM, ATR 依存的なリ
ン酸化をウエスタンブロット法で検討した。
複製ストレスが生じるとその部位で ssDNA
が形成して ATR が活性化されるが、UV 照射
においては nucleolin ノックダウン細胞では
ATR 依存的な Rad17, RPA32 のリン酸化が
低下しており、二次的に活性化される ATM
依存的リン酸化も低下していた。カンプトテ
シン処理においても同様な傾向が見られた。
DNA 損傷応答因子はクロマチンに集積して
機能することが知られるが、nucleolin ノッ
クダウン細胞ではカンプトテシンによる複
製ストレス誘導時、RPA, Rad51 のクロマチ
ン集積が低下し、ヒストン eviction にも異常
が見られた。さらにノックダウン細胞では染
色体異常も増加し、PI 染色法でアポトーシス
誘導を検討すると、ノックダウン細胞では
UV 照射によるアポトーシスが増大した。 
 このような結果から nucleolin は複製スト
レス時の細胞応答に機能することが示唆さ
れ、ノックダウン細胞では停止したフォーク
の安定性が損なわれ、それが遺伝子突然変異
につながる可能性が考えられたので、次に
supF プラスミドを用いてノックダウン細胞
での突然変異誘導を検討した。ノックダウン
細胞に導入する supF にあらかじめ紫外線損
傷を導入した場合、突然変異がコントロール
細胞と比べて、顕著に増大していた。以上の
結果から、nucleolin は複製ストレス誘導時
に停止した複製フォークの安定化に機能し
て、停止した部位でのゲノム DNA の安定性
維持に機能すると考えられる。 
 
（３）nucleolin 結合因子の同定、その DNA
損傷応答における役割の検討 
 nucleolin は放射線誘導による DSB 損傷誘
導時、複製ストレス発生時に、ヒストン



eviction、クロマチンリモデリングを通して
DNA 損傷応答、ゲノム安定性に機能すると
本研究成果で示唆されたが、その制御機構の
詳細を明らかにするために、nucleolin と相
互作用する因子を免疫沈降法/プロテオミク
ス解析で同定することを試みた。最初に、
FLAG-nucleolin 強制発現細胞で試みたが、
十分な発現誘導が見られず、同定できなかっ
た。しかし、抗 nucleolin 抗体を用いた免疫
沈降法でヒト培養細胞から nucleolin 複合体
を分離し、MASS 解析すると、これまで我々
が報告していた NBS1, H2AX, SNF2h が複
合体に含まれることが確認できた。さらに複
数の複合体が同定されたので、それらの一部
を siRNAノックダウンしてDNA損傷応答へ
の影響を検討した。その結果、因子 A ノック
ダウン細胞では nucleolin 欠損細胞と類似の
表現型を示し、染色体異常も増加していた。
さらにノックダウン細胞では HR活性も低下
しており、nucleolin はこの同定因子と相互
作用して、機能する可能性が示唆された。 
 以上の結果から、nucleolin はクロマチン
リモデリングを通して、DSB 損傷応答時には
MDC1/ATM 依存的に細胞周期チェックポイ
ント、HR 修復を制御し、複製ストレス時に
は複製フォークの安定化に機能することが
示唆される。nucleolin は癌細胞で過剰発現
が報告されており、nucleolin は適切なレベ
ルの発現により、高等真核細胞でのゲノム安
定性の維持に機能すると考えられ、ゲノム安
定性を通した発がん防御機構を考える上で
も、nucleolin のさらなる機能解明が重要だ
といえる。 
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