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研究成果の概要（和文）：アポトーシス細胞において53BP1がカスパーゼ依存性に切断され、残った53BP1断片の
一部がアポトーシス細胞表層に露出することを見出した。この現象は、X線照射によって誘導されるアポトーシ
スのみならず、DNA損傷を与えないアポトーシス誘導剤であるスタウロスポリン処理で誘導されるアポトーシス
においても観察された。53BP1のDNA二重鎖切断部位への集積に必要なユビキチンリガーゼ であるRNA8および
RNA168の発現を抑制した細胞においても、53BP1断片の細胞表層露出がみられた。以上より、アポトーシス細胞
において53BP1は、DNA損傷応答とは独立した機能を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：53BP1 accumulates at sites of DNA double-strand breaks (DSBs), and 
facilitates non-homologous end joining repair of DSBs. We found that 53BP1 is cleaved into a 
fragment in a caspase-dependent manner in apoptotic cells. This 53BP1 cleavage was observed in 
apoptosis induced by not only X-ray irradiation, but also treatment with staurosporine, a non-DNA 
damaging apoptosis-inducer. Some of the 53BP1 fragments are localized on the surface of apoptotic 
cells. The surface localization of the 53BP1 fragment was observed in apoptotic cells which lacked 
expression of RNF8 or RNF168, ubiquitin ligases required for accumulation of 53BP1 at DSB sites. 
These data suggest that in apoptotic cells, 53BP1 plays a role independent on the role of 53BP1 in 
DNA damage responses.        

研究分野：放射線影響科学
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１． 研究開始当初の背景 
 
 53BP1 は、53BP1 の C末にある BRCT ドメイ
ンを介して癌抑制蛋白質p53と結合する蛋白
質として見出された。DNA 二重鎖切断(以下
DSB)が発生すると 53BP1 は、53BP1 の Tudor
ドメインを介してヌクレオソームと結合す
ることで、DSB 部位に集積する。DSB 部位に
集積した 53BP1 は、相同組み換えによる修復
を抑制し、非相同末端結合による修復を促進
する。一方、DNA 損傷を完全に修復できない
細胞はアポトーシスに陥るが、アポトーシス
細胞において53BP1が何らかの役割を担って
いるかは不明である。 
我々は、スタウロスポリンでアポトーシス
を誘導したヒトT細胞系白血病細胞株Jurkat
において、53BP1 がカスパーゼ依存性に 60 
kDa の C 末断片になること、この 53BP1C 末断
片が細胞表層に露出することを見出した。 
 
２． 研究の目的 
 

 本研究は、53BP1 の細胞表層への露出に着
目し、アポトーシスにおける 53BP1 の機能を
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）アポトーシス細胞の調製 
 ヒト T リンパ球由来白血病細胞株 Jurkat、
Molt-4、およびヒト B 細胞白血病細胞株
Nalm-6 に、X線照射あるいはプロテインキナ
ーゼC阻害剤スタウロスポリン処理を行いア
ポトーシスを誘導した。 
 
（２）siRNA の細胞導入 
 細 胞 へ の siRNA 導 入 は 、 Amaxa 
4D-Nucleofector (Lonza 社 ) に よ る
electroporation 法で行った。Lonza 社の推
奨するプロトコールに従った。 
 
（３）阻害剤 
 微小管重合阻害剤として Nocodazole, ア
クチン重合阻害剤として Cytochalasin D, 
ROCK1/2 阻害剤として Y27632 を使用した。 
 
（４）アポトーシス細胞における 53BP1 の検
出 
アポトーシス誘導後の細胞から細胞溶解
液を抽出し、53BP1N 末あるいは C末に対する
抗体を用いたウェスタンブロット法で、
53BP1 の切断を検出した。細胞内の 53BP1 の
局在は、細胞を固定し膜透過処理を行った後
に免疫蛍光染色法で調べた。細胞表層の
53BP1 は、細胞を固定後、膜透過処理を行わ
ずに免疫蛍光染色法で検出した。 
 
４．研究成果 
 
（１）X 線照射後のアポトーシス細胞におけ

る 53BP1 の細胞表面露出 
Jurkat 細胞のスタウロスポリン処理で見
られた 53BP1C 末断片の細胞表層露出が、異
なる細胞株や異なるアポトーシス誘導刺激
でも見られるか否かを調べた。Molt-4、
Nalm-6にX線照射を行いDSBを発生させると、
当初 53BP1 は DSB 部位に集積し foci を形成
した。その後アポトーシスの進行にともない
53BP1 は、カスパーゼにより切断され、C 末
断片が残った。一部の C末断片はアポトーシ
ス細胞の表層に露出した。すなわち、アポト
ーシス細胞において見られる53BP1の特異な
挙動は、アポトーシスを誘導する機序には依
存しない事が示唆された。一方、U2OS や
HCT116 など非リンパ球系癌細胞株を用いた
場合、アポトーシス細胞における 53BP1 の細
胞表層露出が観察されなかった。53BP1C 末断
片の細胞表層露出が、リンパ球系細胞に特異
的な現象である可能性が示唆された。 
 
（２）53BP1 細胞表層露出の阻害 
 アポトーシス細胞における核内物質の移
動に関与するとされている、微小管、アクチ
ン/ミオシン、ROCK1/2 の機能が、53BP1C 末
断片の細胞表層露出に必要か否かを、それぞ
れに対する阻害剤を用いて調べた。53BP1 の
細胞表層露出は、微小管重合阻害剤、ROCK1/2
阻害剤で抑制されたが、アクチン重合阻害剤
では抑制されなかった。細胞膜近傍までの
53BP1 の輸送には微小管が、細胞膜内への取
り込みにはROCK1/2が必要なのではないかと
予想している。 
 
（３）DNA 損傷応答と 53BP1 の細胞表層露出 
53BP1 の細胞表層露出は、DNA 損傷を起こ
さないアポトーシス誘発剤であるスタウロ
スポリンでも見られた。そこで、53BP1C 末断
片の細胞表層露出が、53BP1 の DNA 損傷応答
と関連しているか否かを調べた。53BP1 は、
Tudor ドメインを介してDSB部位に出現する
メチル化ヒストン H4(以下 H4K20me2)と結合
し、DSB 部位に集積する。H4 のメチル基は
JMJD2AまたはL3MBTL1に覆われているが、DSB
が発生すると、ユビキチンリガーゼである
RNF8 と RNF168 依存性に、JMJD2A は分解され
L3MBTL1 は H4K20me2 から離れる。即ち DSB に
応答した 53BP1 の DSB 部位集積は RNF8, 
RNF168 依存性である。そこで、53BP1C 末断
片の細胞表層露出が、RNF8, RNF168 依存性で
あるか否かを調べたところ、siRNA で RNF8 あ
るいは RNF168 の発現を抑制した細胞におい
ても、53BP1C 末断片の細胞表層露出がみられ
た。以上より 53BP1C 末断片の細胞表層露出
は、53BP1 の DNA 損傷応答とは独立した機能
であることが示唆された。 
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