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研究成果の概要（和文）：我々は放射線高感受性遺伝病Nijmegen breakage syndromeの原因遺伝子NBS1を1998年
に単離、続いてNBS1タンパク質のC末側に放射線照射後のゲノム安定化に重要な幾つかの機能ドメインが存在す
ることを発見した。本研究ではこのなかでRNF20結合ドメインが放射線治療で用いられる低線量照射での放射線
抵抗性にかかわること、そしてRAD18結合ドメインの突然変異発生や発がん性について解析した。さらに、C末側
領域およぶ中央領域に２種類の新規ドメインを発見した。CRISPRAを用いた解析からそれぞれ非相同末端再結合
とDNA複製フォークが停止した時に働くドメインであることが示された。

研究成果の概要（英文）：We had reported several functional domains at the C-terminla of NBS1, which 
was identified as a protein responsible for radiation sensitive disease, Nijmegen breakage syndrome,
 by us in 1998. The functional roles of these domains were analyzed by using the cells lacking the 
specified domain or knock-in mice, which revealed the association with the radiation resistance at 
low dose irradiation in radiation therapy and with the genome instability, such as mutagenesis and 
carcinogenesis. Moreover, we found two novel functional domains in the C-terminal region and middle 
region, respectively. Analysis using CRISPRA technique indicated their functional roles in 
non-homologous end-joining for radiation-induced DNA double strand breaks and also in  another 
genome stability.

研究分野：放射線生物学

キーワード： NBS1　クロマチン･リモデリング　損傷乗越えDNA合成　非相同末端再結合　ドメイン解析
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 ナイミーヘン症候群は 1981 年 C.	Weemaes

によって報告された高発がん性と小頭症を

特徴とする放射線高感受性のヒト劣性遺伝

病である。患者細胞は電離放射線（以下、放

射線）に対する高感受性と細胞周期チェック

ポイント異常を呈することから、放射線によ

るDNA二重鎖切断の修復とゲノム安定化機構

の解明に有力な研究材料を提供して来た。

我々は、ポジショナルクローニングにより同

疾患の原因遺伝子NBS1の同定に成功(Nature	

Genetics,1998)、さらにドメイン解析により

NBS1蛋白がC末側でMRE11と結合してDNA二

重鎖切断の相同組換え修復を行う事を明ら

かにした(Nature	2002)。また、英国のグル

ープにより、C末側突端で ATMと結合して DNA

二重鎖切断部位へのATMのリクルートによる

細胞周期チェックポイントを制御する事が

報告された。引き続き、我々はデータベース

上で、さまざまな生物種の NBS1 アミノ酸配

列を詳細に比較した結果、上記の ATM ならび

にMRE11と結合する領域以外にさらに三カ所

の保存領域が存在する事を明らかにした。そ

のうち二ヶ所では、ユビキチンリガーゼ

RNF20 と結合して放射線照射後のクロマチ

ン・リモデリングを、またユビキチンリガー

ゼ RAD18と結合して損傷乗り越え DNA 合成を

制御することも明らかにした(それぞれ

Molecular	Cell,	2011 に１報ずつ)。このよ

うにNBS1ドメイン解析は有力な方法であり、

残された未知ドメインの機能ならびに新規

ドメインの探索は放射線照射後のゲノム安

定化機構を知る上で重要な知見を提供する

と期待される。	
 
２．研究の目的 
	 【1】NBS1 による DNA 修復とその調整経路
の制御機構：我々が発見した	NBS1 の RNF20
結合ドメインは主として相同組換えにおけ
るクロマチン・リモデリングの調整経路に機
能することを報告した。しかし、放射線誘発
のDNA二重鎖切断は主に非相同末端再結合で
修復することが知られているので、RNF20 機
能の見地から、この矛盾の解明と相同組換え
修復の放射線生物学的役割を解析する。また、
生物種を通じて保存されているが、機能が不
明なまま残された C末側ドメイン、ならびに
その他の新規ドメインを探索してそのゲノ
ム安定化における役割を解析する。【2】中心
体維持機構と小頭症：ナイミーヘン症候群の
患者は程度の差こそあれ、一様に小頭症を呈
する。一方、放射線の胎内被ばくにより高頻
度で小頭症を発症する（原爆小頭症として知
られる）ことが報告されているがその発症機
序は現在まで不明である。我々は NBS1 が欠
損すると細胞内 γ チューブリンのユビキチ
ン化が低下して中心体数が正常の２個より

増加することを報告したので (Cancer	
Res.2009)、マウス大脳の中心体数に注目し
て放射線小頭症の発症機序を解明する。【3】
ゲノム安定化と放射線発がん：ナイミーヘン
症候群の患者細胞はゲノム不安定化を示す
ので、患者に見られる高発がん性はこの不安
定化が原因と見なされている。そこで、RAD18
結合ドメインの NBS1 ノックインマウスを用
いて、突然変異誘発およびリンパ腫を中心と
する放射線誘発がんを測定して、放射線照射
後のゲノム安定化における NBS1 の役割を個
体レベルで明らかにする。	
 
３．研究の方法 
毛細血管拡張性運動失調症とナイミーヘン

症候群は放射線高感受性の２大疾患である。

毛細血管拡張性運動失調症はその原因遺伝

子 ATM がクローニングされ、その成果に基づ

いて作製された Atm ノックアウトマウスは

DNA 修復機構、発がん抑制、神経発生、老化、

抗酸化作用などATMが関連する多くの生体維

持機能の解明に役立ってきた。しかし、残念

ながら Atm と違って Nbs1 ノックアウトマウ

スは胎生致死である。最近、我々が試験的に

NBS1のRAD18結合ドメインのノックインマウ

スを作製したところ、このマウスは生存可能

であり、ノックインマウス同士の交配で繁殖

も可能であった。そこで本研究ではこのノッ

クインマウス、ならびに近年進展著しいゲノ

ム編集技術の CRISPR-Cas9 法（平成 27 年実

績報告書記載）を用いた NBS1 結合ドメイン

欠失変異体を用いて、ゲノム安定化における

それぞれの結合ドメインの役割を解析する。	

【1】NBS1 による DNA 修復とその調整経路の

制御機構：相同組換えと非相同末端再結合の

各種細胞条件での活性を測定するために、相

同組換えレポーター遺伝子 DR-GFP ならびに

非相同末端再結合遺伝子pEJを導入したヒト

細胞 HeLa と U2OS を作製した。測定には、DNA

二重鎖切断を発生させる制限酵素ISceIを発

現するpCBASceプラスミドを細胞に一過性に

導入後、30 時間経てから発現する GFP 量を

FACSCalibur フローサイトメーターで定量し

た。細胞同調は 2mM チミジンを用いた二段階

チミジンブロック法で行い S 期および G2 期

細胞はそれぞれ PCNA と CENPF 抗体を用いた

免疫染色で確認した。また、DNA 複製能はチ

ミジンアナログ EdU	10μM を 10分間取り込
ませた細胞の PCNA 抗体との二重免疫染色
により定量した。一方、クロマチン・リモ
デリング能は上述の DR-GFP 導入細胞に

50μgPCBASceを発現して4時間後に発生し

た DNA 二重鎖切断部位のヒストン量から定
量した。具体的には、pCBASce 処理した細
胞をフォルムアルデヒド処理後に超音波処
理、そしてヒストンH2B抗体で沈殿したDNA
量を、DNA 二重鎖切断部位からの距離に応



じた 3種類の PCR プライマーセットで定量
した。また、制限酵素 ISceI 誘発の DNA二

重鎖切断部位でのクロマチン・リモデリン
グ結果を放射線誘発 NA 二重鎖切断部位で
確認するために、GFP 標識したヒストン H2B
を導入した細胞を FRAP法により解析した。
具体的には、放射線照射により発生した
DNA 二重鎖切断部位で発生する 53BP1 フォ

ーカス部位を、405-nm レーザーでブリーチ
ング後に再結集する GFP 標識ヒストン H2B
量を経時的に測定した。	
	 NBS1 の C末端の ATM 結合ドメインと MRE11

結合ドメインの間に存在する、我々が発見し

た生物種を通じて保存された領域を欠失し

たヒト U2OS 細胞を CRISPR-Cas9 システムで

作製した。続いて Myc 標識の野性型 NBS1 ま

たはドメイン 4 欠失 NBS1 をそれぞれ導入し

た安定発現株を樹立、両樹立細胞の放射線と

マイトマイシン C(MMC)に対する致死感受性、

DR-GFPおよびpEJレポーター遺伝子を用いた

相同組換え修復および非相同末端再結合能

の定量、NBS1 抗体を用いた免疫染色により放

射線照射後の NBS1 フォーカス形成能を調べ

た。さらに本領域に特異的に結合するタンパ

ク質を調べるために、FLAG標識の野性型NBS1

またはドメイン 4欠失 NBS1 を導入して FLAG

で免疫沈殿して電気泳動、銀染色を行った。

また、NBS1 の未知の機能ドメインを探索する

ために、NBS1 抗体を用いた免疫染色により放

射線に加えて紫外線、シスプラチン、カンプ

トテシン、マイトマイシン C 処理後の NBS1

フォーカス形成能を調べた。続いて

CRISPR-Cas9システムで作製したNBS1の各領

域欠失変異体を作製してこれらのフォーカ

ス形成能に必要な領域を探索した。さらにフ

ォーカス形成に必要な領域の致死感受性お

よび相同組換え能を上述の方法により定量

した。同様に、FLAG 標識の野性型 NBS1 と当

該量域欠失 NBS1を導入して FLAG で免疫沈殿

して電気泳動、銀染色により領域特異的に結

合するタンパク質を探索した。	

【2】中心体維持機構と小頭症：妊娠した ICR

マウスを胎仔が受精 1.3 日（ヒト胎児 9〜15

周に相当）で 1Gy および 2Gy 照射した。照射

後 12時間および 24時間の胎仔大脳のニュー

ロン細胞数およびニューロン前駆細胞はそ

れぞれ Tuj1 および Tbr2 抗体を用いた大脳組

織の免疫染色により定量した。また、ニュー

ロン前駆細胞の中心体数はγチューブリン

抗体、増殖細胞数はヒストン H3 リン酸化抗

体、そしてアポトーシス細胞はカスパーゼ 3

およびγ-H2AX を用いた大脳皮質組織の染色

で求めた。小頭症の判定は照射胎仔の生後

0.5日の大脳重量およびBrn1と Foxp2抗体を

用いた胎仔大脳皮質の厚さから定量した。	

【3】ゲノム安定化と放射線発がん：RAD18 結

合ドメインは 16 エキソンでコーデングされ

ている。このうち種を通じて保存されている

エキソン 13 とその前後の配列から構成され

るターゲテングベクターDTA-long	arm-(欠

損：	 STOP コドン)-loxP-Neo-loxP-short	

arm(イントロン12とExon13のcoding	region

を削った3'UTRの配列を含む領域)をC57BL/6	

ES 細胞に導入する。ノックインした ES 細胞

をマウス胚盤胞にインジェクションして

C57BL/6 系統キメラマウスを作製、続いて交

配により生殖系列に移行したマウスを選別

してノックインマウスを作製した。この NBS1

ノックインマウスに muta マウスとの交配に

より lacZ	レポーター遺伝子を導入して突然

変異頻度を測定した。各種線量の UVB を照射

4 週間後にマウスの照射部皮膚表皮から抽出

したDNAをlacZ	と galE遺伝子を欠失した細

菌に取り込んでP-gal選択法により変異lacZ

およびその頻度を検出した。一方、発がん実

験は NBS1ノックインマウス 12匹とその野性

型 C57BL/6 マウス 12 匹を SPF 環境で終生飼

育を行い、死亡したマウスの病理解剖からそ

の発がん性を検出した。	
	
４．研究成果	
【1】NBS1 による DNA 修復とその調整経路の
制御機構：	DNA二重鎖切断の修復経路として
非相同末端再結合と相同組換え修復の2種類
が知られている。放射線誘発 DNA 二重鎖切断
には非相同末端再結合が主流で相同組換え
修復は重要でないとされているが、これが正
しいかどうかを放射線量とDNA複製停止の条
件を変えて測定した。DR-GFP 相同組換え修復
とpEJ非相同末端再結合のそれぞれレポータ
ー遺伝子を組み込んだ HeLa 細胞に制限酵素
I-SceI制限酵素を発現するpCBASceプラスミ
ドをトランスフェクション後、細胞を 1Gy か
ら 8Gy 照射、その後 GFP 陽性細胞数を FACS
でカウントした。その結果、相同組換え能は
放射線量に依存しており、8Gy 照射では非照
射の1/10以下に低下することがわかった（図
１）。驚いたことに、非相同末端再結合はこ
のような放射線量依存性は見られず、8Gy 照
射でも非照射と同程度の修復能を有してい
た。このことを
さらに確認する
ために、DNA 二重
鎖切断が起こる
I-SceI 制限酵素
部 位 で の
ChIP(クロマチ
ン免疫沈降)を
行った。相同組
換えの代表的な蛋白	RAD51の抗体でのDNA量
は、予想された様に切断部位の距離に応じて
減弱、また放射線照射により大きく減少した。
このことは放射線照射後のRAD51フォーカス
形成数でも確認できた。これに対して非相同
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末端再結合の代表蛋白Ku70での ChIP では放
射線量に応じた減少は見られず、レポーター
遺伝子の結果を裏付けた。DNA 修復能の測定
には通常2Gy〜10Gyの放射線照射するので相
同組換え修復能が低下して非相同末端再結
合が主流になる。しかし、放射線リスク推定
や放射線治療で重要なそれ以下の放射線量
では相同組換え修復が重要な寄与をしてい
ることが判明した。	
	 それでは何故、相同組換え修復は高線量で
減少するのだろうか？相同組換えはS期で活
発であることが知られているので、S 期に同
調した細胞をDNA複製阻害剤アフィデコリン
で処理したときの相同組換え修復能を測定
した結果は大幅な修復能の低下を示した。こ
のことは放射線照射によるDNA複製の低下が
相同組換え能の減弱をもたらす可能性を示
唆している。そこでチミジンアナログ EdUの
パルスラベリングによる放射線照射後の
DNA 複製能を定量した。その結果は、3Gy
照射では DNA複製能が顕著に低下するが、
0.5Gy 照射では DNA 複製が変わらず、上記
の仮説を裏付けた。次に DNA 複製による相
同組換え制御の分子機構を解明するために、
DNA二重鎖切断I-SceI部位でのヒストンH3
抗体を用いた ChIP 解析を行った。結果は、
0.5Gy 照射では DNA 二重鎖切断部位からヒ
ストン H2B の顕著な遊離が見られるのに対
して、3Gy 照射では大幅に減弱した。この
クロマチン・リモデリングの低下は、GFP
標識ヒストンH2Bを導入したFRAP解析でも
確認できた。我々は既に、ユビキチンリガ
ーゼ RNF20 がヒストン H2B のユビキチンを
介してクロマチン・リモデリングを起こす
ことを報告している（Mol	Cell,2011）。そ
こで、放射線 3Gy 照射後の H2Bユビキチン
化を測定した結果、照射により有意に低下
していることが確認された。結果として本
研究で、放射線照射による DNA複製の低下
がクロマチン・リモデリングを阻害して相
同組換え修復を放射線量依存的に減少させ
ていることが明らかとなった。このことは、
DNA 複製を停止させると相同組換え修復が
起こらなくなり、その結果として細胞の放
射線増感が可能になる。がんの放射線治療
における同時放射線化学療法に汎用されて
いるシスプラチンおよび 5-FU ともに DNA
複製阻害剤であることの生物学的根拠を与
える研究成果である。	
	 我々が発見したNBS1のC末端のATM結合
領域と MRE11結合領域に近接する生物種を
通じて保存された領域の機能を調べる目的
で、この領域を欠失した細胞を CRISPR-Cas9
法で作製した。当該領域欠失細胞は放射線に
対して顕著に感受性であるが、マイトマイシ
ン C には野性型と同程度の感受性を示した。
このことは、相同組換え修復よりも非相同末
端再結合に異常があることを示唆するので、
DR-GFPおよびpEJレポーター遺伝子を用いて
解析した。予想されたように当該領域欠失細

胞は非相同末端再結合能の有意な低下を示
したが、相同組換え能に異常はなかった。ま
た、免疫沈降で両隣の ATM および MRE11 との
結合、さらには NBS1 自体のフォーカス形成
能を調べたがいずれも領域欠失による異常
は見られなかった。本領域に特異的に結合す
るタンパク質を調べるために、FLAG 標識の野
性型 NBS1 またはドメイン 4欠失 NBS1 を導入
後に免疫沈殿して結合蛋白を調べたが野性
型と大きな違いは見られなかった。マススペ
クトルなどを用いたさらに詳細な解析が必
要である。NBS1 は放射線だけでなく紫外線、
シスプラチン、カンプトテシン、マイトマイ
シンC処理に対してもフォーカスを形成する
ことが今回の研究で初めて示された。そこで、
紫外線によるフォーカス形成能を指標に、
CRISPR-Cas9法で作製したNBS1の各種欠失細
胞をスクリーニングした結果、NBS1 中央付近
の特定領域が紫外線フォーカス形成に必須
であることが判明した。この領域は放射線照
射後の NBS1 フォーカス形成に影響しないこ
とから、DNA 修復とは別の機能を有している
こと思われる。実際、CRISPR-Cas9 法で作製
した当該領域欠失は、染色体不安定性と DNA
複製の異常を示した。紫外線ならびに各種薬
剤処理後の DNA 複製異常を正常化する NBS1
の新たな機能の可能性が示された。欠失細胞
の NBS1 沈降蛋白の電気泳動および銀染色に
より、この領域特異的に結合する蛋白が存在
するので、現在その解析を行っている。	
【2】中心体維持機構と小頭症：我々は既に
NBS1 欠損細胞では中心体数が増加すること
を報告した。この中心体数増加と NBS1 が異
常な疾病（ナイミーヘン症候群）患者に見ら
れる小頭症との関係をマウス実験で検証し
た。受精 13.5 日に放射線 1Gy ならびに 2Gy
照射したマウス大脳のニューロン前駆細胞
を照射48時間後にγ-チューブリン抗体で染
色すると、放射線線量に応じた多数の中心体
異常が観測された。同時に中心体異常による
細胞分裂の失敗と思われるアポトーシスも
多数発生して、両者の合計は 1Gy 照射で全体
の 54％、2Gy 照射で 81％にも達した。また、
残っている細胞も本来増殖する位置から離
れた異常な位置で増殖していることが示さ

れた。この結果、ニューロン細胞、ニューロ
ン前駆細胞ともに細胞数が激減して、大脳皮
質特有のマーカー蛋白質、Brn1（赤色）およ
び Foxp2（緑色）で組織染色した大脳皮質が
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薄くなっていることが示された（図 2）。これ
により、受精 13.5 日に放射線 1Gy ならびに
2Gy 照射したマウスの大脳重量を誕生直後
(P0)に測定すると非照射に比べて有意に小
さく、いわゆる放射線小頭症を呈しているこ
とが分かる（図 2）。母親胎内に居るときの受
精14.5日〜18.5日でもこの傾向は変わらず、
小頭症が一旦発症すると回復されず持続す
ることが分かる。我々の結果は、放射線小頭
症がニューロン前駆細胞に起こる中心体異
常を介して発生することを示しており、ナイ
ミーヘン症候群患者の小頭症も NBS1 欠損に
よる中心体異常の原因によることを強く示
唆している。	
【3】ゲノム安定化と放射線発がん：NBS1 の
生存可能なノックインマウスは紫外線に高
感受性なRAD18結合ドメイン欠失のマウスで
ある。このため、ゲノム安定性として紫外線
照射後のlacZ突然変異レポ-ター遺伝子おけ
る突然変異頻度を測定した。100J/mm2〜
100J/mm2の UVB を照射すると、雌雄差にかか
わらず線量依存性に突然変異頻度が上昇し
た（図３）。しかし、野性型の突然変異頻度
とは有意な差が認められなかった。この正確
な原因は不明であるが、NBS1 は DNA 複製にお
けるゲノム安定化にもかかわることからハ
イドロキウレアのような複製阻害剤を用い
るべきだっ
たと思われ
る。720 日齢
の雌の発が
ん実験では、
ノックイン
マウスが 12
匹中１匹、
ヘテロマウ
スで12匹中
１匹、最高齢 1011日齢の野性型で 22匹中 11
匹死亡した。死亡原因は悪性リンパ腫 6 例、
肝腫瘍 2例、肺腫瘍 1例で、その他２匹の死
亡原因は不明である。雄では、687 日齢のノ
ックインマウスでは 12匹中 2匹死亡、722 日
齢ヘテロマウスで 12 匹中 1 匹死亡、最高齢
947日例の野性型では21匹中10匹死亡した。
死因は悪性リンパ腫 3例、肝腫瘍 2例、肺腫
瘍 2例、回腸弛緩 1例、その他 3匹は不明で
ある。全体として死亡数が少なく結論を言え
ない状況である。これは、ノックインマウス
の繁殖のために二回にわたって実験を行っ
たこと、そしてノックインマウスが予想より
はるかに長命であったことが原因である。今
後も最終結論が得られるまで、実験を継続す
る予定である。	
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