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研究成果の概要（和文）：　DNA修復蛋白質XRCC4のDNA修復以外の機能はよくわかっていない。以前私は、XRCC4
がThr233リン酸化依存性にアポトーシスを促進すること、そしてカスパーゼにより切断されて生じたXRCC4断片
のThr233が脱リン酸化されることを見出した。本研究では、Thr233の脱リン酸化がXRCC4によるアポトーシスの
促進を誘導すると予想し、検証した。その結果、XRCC4がアポトーシスを促進するには、リン酸化Thr233の脱リ
ン酸化が必要であることが証明された。さらに、Thr233のリン酸化にはリン酸化酵素DNA-PKおよびCK2が、脱リ
ン酸化には脱リン酸化酵素PP2Aが関与することが示された。

研究成果の概要（英文）： A role of DNA-damage repair protein XRCC4 in apoptosis is not well 
understood. I have revealed that XRCC4 enhances apoptosis after its cleavage by caspases, and this 
enhancing effect requires the phosphorylation of XRCC4Thr233. I have further shown that the cleaved 
fragment of XRCC4 is dephosphorylated during apoptosis. In this study, I asked whether the 
dephosphorylation of phosphorylated XRCC4Thr233 enhances apoptosis. The results showed that the 
dephosphorylation of XRCC4Thr233 leads to apoptosis enhancement. Furthermore, protein kinase DNA-PK 
and/or CK2 are/is involved in the phosphorylation, whereas protein phosphatase PP2A is involved in 
the dephosphorylation of XRCC4Thr233.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 アポトーシスに陥った細胞において、DNA
損傷修復タンパク質の多くは、タンパク分解
酵素であるカスパーゼにより切断されるこ
とで DNA 修復活性を失う。その一方で、カス
パーゼにより切断されてできたDNA修復タン
パク質由来のポリペプチドが、アポトーシス
を促進する例が報告されている。例えば、DNA
損傷を感知する Mediator of DNA damage 
checkpoint protein 1（MDC1）は、カスパー
ゼにより切断されると、DNA 修復タンパク質
群のDNA損傷部位への集積を抑制することで、
アポトーシスを促進する。 
 X-ray repair cross complementing 4
（XRCC4）は、DNA 二本鎖切断（DSB: double 
strand break）の非相同末端結合修復（NHEJ：
non-homologous end joining）において、セ
リン/スレオニンリン酸化酵素である DNA-PK
からDSB末端結合酵素であるDNAリガーゼIV
へのシグナルを仲介するタンパク質である。
XRCC4 は、233 番目のスレオニン（Thr233）
がリン酸化されることで、DSB 断端処理タン
パク質と結合し、NHEJ を促進するという機構
が報告されている。しかし、DNA 損傷修復以
外における XRCC4 の機能は不明であった。 
 アポトーシスに関連したXRCC4のふるまい
に関しては、これまでに、X 線や温熱で誘導
されるアポトーシスで、カスパーゼにより切
断されて XRCC4-N 末断片（以下 p35、p35 は
リン酸化標的残基である Thr233 を含む）と
なるという報告があったが、切断により生じ
たポリペプチドがアポトーシスに影響を及
ぼすか否かは検証されていなかった。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 申請者は、所属する岩淵教授研究グループ
において、XRCC4 の切断がアポトーシスに及
ぼす影響を調べた。マウスリンパ腫由来
XRCC4 欠損細胞株 M10 と M10 に XRCC4 を発現
させた細胞に、Protein Kinase C 阻害剤
Staurosporine (STS)でカスパーゼを活性化
することで、アポトーシスを誘導した。その
結果、以下を見出した。 
 
(1) XRCC4 は切断依存性にアポトーシス
を促進すること 

(2) (1)の促進は、XRCC4 切断依存性の
Inhibitor of caspase-ativated 
DNase（ICAD）-S mRNA の減少と、そ
れに伴う Caspase-activated DNase
（CAD）の活性化促進に起因すること 

(3) (1)の促進は DNA-PK 活性依存性であ
ること 

(4) (1)の促進はアポトーシス以前の
XRCC4Thr233 のリン酸化に依存する
こと 

(5) カスパーゼによる切断で生じる p35
ではThr233は脱リン酸化されてする
こと 

 
 以上より申請者は、リン酸化された
XRCC4Thr233 が、カスパーゼによる切断依存
性に脱リン酸化されることが、アポトーシス
促進の引き金になるという仮説を立てた。本
研究は、この仮説を証明することを目的とし
た。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)Thr233 非リン酸化型かつカスパーゼで切
断されない XRCC4 発現細胞株の樹立 
 
 マウスリンパ腫由来 L5178Y 細胞株を親株
とする XRCC4 欠損株である M10細胞株におい
て、野生型ヒトXRCC4発現細胞株（M10-XRCC4）、
カスパーゼにより切断されないXRCC4発現細
胞株（M10-D265A）、Thr233 がリン酸化されな
い XRCC4 発現細胞株（M10-T233A）、コントロ
ールとなるベクター導入 XRCC4 欠損細胞株
（M10-vector）を既に入手していた。そこで、
Thr233 がリン酸化されず、かつカスパーゼで
切 断 さ れ な い XRCC4 発 現 細 胞 株
（M10-T233AD265A）を、前述の変異型 XRCC4
発現細胞株と同様に、発現ベクターを構築し
細胞に導入することで樹立した。 
 
 
(2)Thr233 強制リン酸化型 p35 発現ベクター
の構築 
 
 XRCC4 がアポトーシス促進効果を発揮する
のにリン酸化型 Thr233（pThr233）の脱リン
酸化が必要かを検証するために、Thr233 が脱
リン酸化されない p35 発現ベクターを、
Thr233 を強制的にリン酸化類似状態となる
ようグルタミン酸（Glu）に置換することで
構築した。また、当初の計画で予想された Thr
から Gluの置換では強制的なリン酸化状態の
効果を検出できないといった問題を避ける
べく、Glu とは別の酸性アミノ酸であるアス
パラギン酸へ置換したp35発現ベクターも合
わせて構築した。 
 
(3)Thr233 強制リン酸化型 XRCC4 発現細胞株
の樹立 
 
 Thr233 が常にリン酸化類似状態となる、す
なわち Thr233 強制リン酸化型の XRCC4 発現
細胞株（M10-T233E）を、前述の変異型 XRCC4
発現細胞株と同様に、発現ベクターを構築し
細胞に導入することで樹立した。 
 
 
 



４．研究成果 
 
XRCC4Thr233 のリン酸化およびカスパーゼに
よる切断で生じた p35pThr233 の脱リン酸化
の両反応が、XRCC4 によるアポトーシスの促
進に必要であることの証明 
 
(1)Thr233 の脱リン酸化はカスパーゼによる
切断依存的かの検証 
 
 M10-XRCC4 および M10-D265A を、STS で処
理することでアポトーシスを誘導した。その
後、細胞粗抽出液について抗カスパーゼ抗体
および抗 XRCC4pThr233 抗体を用いたウエス
タンブロットを行った。その結果、M10-D265A
においても、M10-XRCC4 と同程度のカスパー
ゼの活性化が検出された。また、XRCC4 のリ
ン酸化状態を検出したところ、アポトーシス
前の M10-D265A においても、M10-XRCC4 と同
程度の XRCC4Thr233 のリン酸化がみられた。
一方、アポトーシス誘導後の M10-D265A およ
びM10-XRCC4において、同程度にXRCC4Thr233
が脱リン酸化されていた。この結果より、ア
ポトーシスにおけるXRCC4Thr233の脱リン酸
化には、カスパーゼによる切断が不要である
ことが証明された。 
 
 
(2)Thr233 の脱リン酸化がアポトーシスの促
進の引き金になるかの検証 
 
 M10-vector、M10-XRCC4、M10-T233A、およ
び M10-T233E を、STS で処理することでアポ
トーシスを誘導した。その後、アポトーシス
時に XRCC4 下流で誘導される ICAD-S mRNA の
減少を定量的 RT-PCR 法で、アポトーシスで
特異的に生じる DNA 切断を terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated 
dUTP nick-end labeling（TUNEL）法で検出
した。その結果、ICAD-S mRNA の減少および
TUNEL 陽性細胞群の増加は、M10-T233A と
M10-T233E のいずれにおいても認められなか
った。これらの結果から、XRCC4 によるアポ
トーシスを促進には、Th233 のリン酸化およ
び脱リン酸化の両方の現象が必要であるこ
とが示された。 
 
 
(3)Thr233 リン酸化型の p35 を大量発現させ
るとアポトーシスが抑制されるかの検証 
 
 Thr233強制リン酸化型p35発現ベクターを
M10-XRCC4 にエレクトロポレーションで高効
率に導入し、アポトーシスを TUNEL 法で解析
した。その結果、TUNEL 陽性細胞の増加は検
出されなかった。この結果から、XRCC4 がア
ポトーシス促進作用を発揮するためには、カ
スパーゼにより生じたp35が脱リン酸化され
る必要があることが示唆された。 
 

 
 以上の結果から、XRCC4Thr233 のリン酸化、
およびアポトーシスでカスパーゼに切断さ
れて生じたp35が脱リン酸化の両方が、XRCC4
のアポトーシス促進作用発揮の引き金にな
るという結論に至った。 
 
 
 
アポトーシスにおける Thr233 の責任リン酸
化酵素および脱リン酸化酵素の同定 
 
 XRCC4 による Thr233 リン酸化・脱リン酸化
依存的なアポトーシス促進のメカニズムの
詳細を明らかにするため、本機構に関与する
責任リン酸化酵素・脱リン酸化酵素の同定を
試みた。 
 
 
（1）阻害剤を用いた Thr233 の責任リン酸化
酵素の探索 
 
 Thr233 のリン酸化を担うリン酸化酵素を
スクリーニングした。候補には、既知のスレ
オニンリン酸化酵素である、 Ataxia 
telangiectasia mutated （ ATM ）、 Ataxia 
telangiectasia and Rad3 related（ATR）、
DNA-PK、および XRCC4Thr233 をリン酸化する
ことが報告されている Casein kinase 2（CK2）
を設定した。これらの酵素の阻害剤各種で予
め処理した M10-vector および M10-XRCC4 を、
STS で処理することでアポトーシスを誘導し
た。そして、アポトーシスを TUNEL 法で解析
し、阻害剤処理により XRCC4 依存性アポトー
シスの促進が抑制されるリン酸化酵素をス
クリーニングした。その結果、DNA-PK あるい
は CK2 の阻害剤で処理したときのみ、TUNEL
陽性細胞群の増加は認められなかった。この
結果から、DNA-PK および/あるいは CK2 がア
ポトーシス促進に必要なXRCC4Thr233のリン
酸化を担うことが示唆された。 
 
 
（2）阻害剤を用いた pThr233 の責任脱リン
酸化酵素の探索 
 
 pThr233 の脱リン酸化を担う脱リン酸化酵
素をスクリーニングした。候補には、既知の
スレオニン脱リン酸化酵素である Protein 
phosphatase（PP）1、PP2A、PP2B、および PP2C
を設定した。これらの脱リン酸化酵素阻害剤
各種を用いて、前述の(1)と同様の方法で責
任脱リン酸化酵素をスクリーニングした。そ
の結果、PP2A 阻害剤処理時にのみ、M10-XRCC4
におけるTUNEL陽性細胞群の増加が認められ
なかった。この結果から、PP2A 活性がアポト
ーシス促進の引き金となるp35Thr233脱リン
酸化に必要であると考えられた。 
 
 



 以上の結果から、XRCC4 によるアポトーシ
ス促進作用を引き起こすための Thr233 のリ
ン酸化は DNA-PK および/あるいは CK2が担い、
p35Thr233の脱リン酸化はPP2Aが担うことが
考えられた。それぞれの酵素が、XRCC4 の
Thr233リン酸化およびp35Thr233脱リン酸化
を引き金としたアポトーシス促進機構にお
いて、標的である Thr233 を実際にリン酸化・
脱リン酸化していることの検証は今後の課
題としたい。 
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