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研究成果の概要（和文）：DNA損傷応答因子の中で、NBS1タンパク質やATMキナーゼは初期のステップで働く因子
である。NBS1の分子機能解析から、NBS1が持つ新たな機能として、ATMシグナル経路の一部だけに関わると同時
にDNA二重鎖切断（DSB）修復の一部の経路だけを促進する特殊な機能を有していることを示す実験結果が得られ
た。この結果から、NBS1がATMの特定の役割をピンポイントに調節することでDSB修復を調節しているという可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：NBS1 and ATM are DNA damage response factors that are involved in an early 
step of the cascade. Molecular analysis showed that NBS1 has a novel function to enhance a 
particular pathway of the ATM signaling and the DSB repair system. Our results suggest that NBS1 
might regulate DSB repair via pinpoint control of ATM signaling pathway.  

研究分野： DNA修復

キーワード： DNA修復　放射線　DNA二重鎖切断
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
電離放射線は DNA に様々な種類の傷をつ

ける。DNA は生命の設計図であるため、DNA
の傷は生命を脅かすものである。放射線が作
る DNA 損傷の中で、特に重篤な損傷は DNA 二
重鎖切断（DNA double-strand break: DSB）
であり、DSB 修復遺伝子の働きが損なわれる
と細胞は放射線高感受性を示すようになる。
このような遺伝子群の一つに NBS1 遺伝子が
ある。NBS1 は稀な遺伝病であるナイミーヘン
症候群 (Nijmegen breakage syndrome: NBS) 
の原因遺伝子であり、この病気は放射線感受
性や高発がん性を特徴とする。これまでの研
究から、NBS1 タンパク質は DSB 応答性細胞内
反応の中でも特に初期のステップで機能す
ることが明らかとなっており、「初期応答因
子」として認識されている。初期応答の一例
として、核内フォーカスの形成が挙げられる。
NBS1 を含む一群の初期応答因子は、放射線照
射直後に（秒単位で）核内で一様に拡散した
状態から点状の局在へと局在変化をおこす。
この点状の局在はフォーカスと呼ばれ、DSB
部位へ数多くのタンパク質分子が集積した
ものと考えられている。DSB 初期応答はタン
パク質リン酸化酵素ATMによって支配されて
いる。放射線照射後に細胞内では ATM が素早
く活性化し、初期応答因子のフォーカス形成
などを促進する。NBS1 のフォーカス形成も
ATM によるリン酸化に依存しており、実際、
ATM特異的阻害剤処理によりNBS1のフォーカ
ス形成は阻害される。 

 
放射線によって生じた DSB は、DSB 修復機

構によって修復される。修復されずに残った
残存 DSB は細胞に死をもたらす。また、修復
の過程で DNA に変化を残してしまうと、それ
が細胞死の引き金になったり、細胞ががん化
しやすくなったりする。初期応答から修復反
応に至る過程は多くの部分が不明であった
が、研究開始当初の段階では一部について明
らかになりつつあった。DSB は大きく分けて
二つの主要な経路によって修復される。一方
は 相 同 組 換 え 修 復 経 路 （ homologous 
recombination: HR）と呼ばれ、もう一方は
非相同末端結合経路（non-homologous end 
joining: NHEJ）と呼ばれる。HR では修復過
程で無傷な鋳型 DNA 鎖が利用されるため、正
確な修復が可能であるが、NHEJ では鋳型 DNA
が使われないために再結合部位に欠失や挿
入などの変化が生じやすく、正確性が低い修
復経路とみなされている。修復の正確性の観
点からすれば、HR が優先的に修復した方が良
さそうに思えるが、実際にはヒトを含む多く
の生物で DSB の大半は NHEJ で修復されてい
る。正確性が低いということは、細胞死や細
胞のがん化を起こしやすいということを意
味しており、NHEJ が主要な経路であるという
事実は大いなる疑問として研究者を悩ませ
ている。この疑問に対する答えは出ていない
ものの、いくつかのアプローチでこの問題に

取り組むことが可能である。一つには、細胞
は NHEJ を主要な経路たらしめているシステ
ムを有しているはずであるという仮説を立
てることができ、この仮説の検証およびこの
システムの全貌解明が重要な課題の一つと
なる。 

 
NHEJとHRの使い分けの割合が大きく異な

るという疑問を解決する手がかりとして、細
胞周期依存的な使い分けの違いに注目する
ことができる。細胞は G1 期、S期、G2期、M
期と呼ばれる4つの連続する過程をぐるぐる
回りながら増殖しているが、HR に必要とされ
る鋳型 DNA が存在するのが S 期から G2 期に
かけてであるため、この時期でのみ HR が機
能するのに対し、NHEJ は細胞周期を通して機
能できる。そのため NHEJ の割合が HR よりも
高いのだと考えることができる。しかしなが
ら、HR のための鋳型が完全に揃っている G2
期での解析でも、HR よりも NHEJ が優勢であ
る事が示されており (Beucher et al.,2009, 
EMBO J)、なぜこれほどまでに NHEJ が優先的
に選択されるのかは細胞周期の観点からだ
けでは説明がつかず、未解明のシステムが存
在していると考えられる。そのシステムとは、
DSB の「修復経路選択システム」であると想
定されている。 

 
DSB 修復の経路選択問題は国内外で長い

間 強 い 関 心 が 持 た れ て き た 。 最 近 、
53BP1-Rif1 タンパク質複合体が HR に対して
阻害的な作用を持つことと、CtIP タンパク質
がそれに対して拮抗的に作用することで HR
を促進することが報告され(Zimmermann el 
al., 2013, Science; Virgilio et al., 2013, 
Science)、この問題の解決に糸口が見えてき
ている。CtIP はリン酸化酵素 CDK2 により
S-G2 期特異的にリン酸化されるが、このリン
酸化が 53BP1-Rif1 の抑制に必要であること
も示されている(Escribano-Diaz et al., 
2013, Mol Cell)。したがって、HR の開始に
おいて CtIP のリン酸化は重要な鍵の一つと
言える。また、CDK2 による S-G2 期特異的な
NBS1 のリン酸化も HR の進行に必要であると
報告されている。これらの報告は、こういっ
たタンパク質複合体の働きやリン酸化が HR
の必要条件であることを示している。しかし
ながら、これらは経路選択の一面を明らかに
してはいるものの、NHEJ が優勢である事を説
明するまでには至っていない。では、NHEJ は
どのように促進され、HR はどのようにして低
く抑えられているのだろうか。この問いに対
する答えを求める戦略として、本研究では損
傷初期応答から修復に至る過程における初
期応答因子の働きに注目した。放射線によっ
て DSB が生じた後、どの段階で、またいくつ
のステップによってその修復経路が選択さ
れるのかは不明であるが、経路選択が実行さ
れうる時期として初期応答は一つの有力な
候補と考えられる。 



 
初期応答因子と DSB 修復との関係は完全

には解明されていないものの、その関係性を
裏付ける証拠がいくつか見つかっている。
NBS1 が HR に必要であることは複数の研究グ
ループによって確かめられており、この機能
は主に DSB修復タンパク質である MRE11 タン
パク質および RAD50 タンパク質を DSB部位に
運ぶことによるものであると考えられてい
る。NHEJ については議論の余地があるものの、
一部の NHEJ については NBS1 の関与が強く示
唆されており、我々の実験からもそれを示唆
するデータが得られていた。NBS1 以外の初期
応答因子では、NBS1 のフォーカス形成を制御
する ATM についても、HR と NHEJ の両経路に
必要であるという研究報告がなされていた。
ATM は NBS1 と直接結合し、NBS1 をリン酸化
することも知られており、NBS1 との関わりが
深いタンパク質である。ATM のリン酸化活性
は NBS1 のフォーカスのみならず、他の DSB
修復関連タンパク質のフォーカス形成にも
影響を与えるため、ATM が HR や NHEJ に関与
するという可能性はこれらの事象からだけ
でも想像できるが、ATM がリン酸化する基質
は千数百もしくはそれ以上とも言われてお
り、DSB 修復における ATM の機能解析は複雑
な様相を呈している。さらに複雑なことに、
NBS1はATMの活性化に必要であるとされてお
り、NBS1 の機能欠損が ATM の機能不全をもた
らし、逆に ATM の機能欠損が NBS1 の機能に
影響を与えるという構図になっているので
ある。このような状況もあり、DSB 修復にお
ける NBS1 の機能と ATM の機能がどのように
関連しあっているのかは未解明であった。 

 
我々は先行研究においてNBS1がNHEJに関

与するというデータを得ており、またこの機
能を発揮するために必要な新規機能ドメイ
ンを特定していた。このドメインは HR によ
る修復には不必要であることを示すデータ
が得られていたため、DSB 修復における NBS1
の機能を HRと NHEJ に分けて解析することが
可能であると考えられた。片方の経路だけを
単独で解析できるということは、経路選択問
題にも切り込んでいけるという可能性を示
しており、初期応答因子の経路選択への関与
という興味深い問題への道筋が開けていた。
また、この新規機能ドメインは ATM との結合
に必要でないというデータも得ており、DSB
修復における ATM の機能と NBS1 の機能の関
係を解析することも可能であると考えられ
た。 
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２．研究の目的 
修復経路選択への NBS1 の関与の仕方を考

える上で、それが拮抗的な作用なのか、非拮
抗的な作用なのかという問題を考える必要
がある。すなわち、NHEJ が下がれば HR が上
がるのか、NHEJ が下がっても HR に影響は及
ばないのかという問題である。前者の場合、
NBS1 はまさに経路の振り分けをしていると
いうことになり、後者の場合は NHEJ の促進
を行うことで NHEJ を主要な経路たらしめる
のに一役買っているということになる。本研
究では、正確性が低いとされる NHEJ がどの
ようなメカニズムによってDSB修復経路の主
要な経路として働いているのかという謎を
解き明かすため、損傷初期応答因子であり
HR・NHEJ両修復経路に共に必要とされるNBS1
タンパク質が修復経路選択にどのように関
わっているのかを明らかにすることを目的
とした。また、NBS1 の DSB 修復における機能
がATMを中心としたリン酸化シグナルネット
ワークを介したものなのかどうかという点
にも着目し、この問題解明にも取り組んだ。 
 
 
３．研究の方法 

NBS 患者由来細胞を用いた実験や NBS1 の
ノックダウン実験は、NBS1 の機能を解析する
上で有効な手段ではあるものの、ある特定の
機能だけに注目した解析には不向きである。
そこで、本研究ではゲノム編集技術により新
規機能ドメインだけに変異を導入したノッ
クイン細胞を作製し、この細胞株の解析を行
うこととした。対照として、ノックイン細胞
に正常型の NBS1 遺伝子を導入した正常型遺
伝子再導入細胞株も作製し、ノックイン細胞
とセットで解析を行った。正常型遺伝子再導
入細胞株は、ノックイン細胞株で失われた機
能が回復することを想定して作製した。また



比較のため、ノックイン細胞にノックインと
同じ変異型の NBS1 遺伝子を導入した変異型
遺伝子再導入細胞株も作製した。変異型遺伝
子再導入細胞株は、ノックイン細胞株で失わ
れた機能が回復しないことを想定して作製
した。さらに、NBS 患者由来細胞や NBS1 のノ
ックダウン細胞のように NBS1 の多くの機能
を失わせた NBS1 欠損細胞もゲノム編集によ
って作製し、この細胞株も比較対象として使
用した。ゲノム編集に用いた親株はどちらも
同じ細胞株であり、親株も対照として使用し
た。 

DSB 修復能を評価するため、作製した細胞
株の放射線感受性をコロニー形成法によっ
て調べた。また、HR 修復能を評価するため、
DNA 架橋剤であるマイトマイシン C（MMC）に
対する感受性もコロニー形成法によって調
べた。 

DSBの HRによる修復能とNHEJによる修復
能を別の面から定量評価するため、作製した
細胞株での両修復経路による修復頻度を緑
色蛍光タンパク質（GFP）を指標にしたレポ
ーターアッセイで調べた。 

作製した細胞株における ATM の活性化を
調べるため、ATM によってリン酸化されるこ
とが知られている複数のタンパク質のリン
酸化をウエスタンブロッティングにより調
べた。また、放射線によって形成される ATM
依存的なフォーカス形成への影響を免疫染
色法によって調べた。 

新規機能ドメインに結合する新規タンパ
ク質を探索するため、細胞抽出液を用いて免
疫沈降を行い、質量分析によるタンパク質の
同定を行った。また、ウエスタンブロッティ
ングによる確認実験を行った。 
 
 
４．研究成果 

ゲノム編集によって導入された NBS1 変異
は PCRおよびシークエンス解析により確認さ
れた。遺伝子再導入細胞株の NBS1 タンパク
質の発現量はウエスタンブロッティングに
よって調べられ、導入した正常型 NBS1 と変
異型 NBS1 は同程度の発現量であることが確
かめられた。NBS1 欠損細胞株での NBS1 の発
現量は親株と比較して著しく低下しており、
この細胞株では NBS1 の機能が大きく低下し
ていることが予想された。 

放射線感受性を調べた結果、NBS1 欠損細
胞株は高い感受性を示した。ノックイン細胞
株でも高い放射線感受性が認められたが、正
常型遺伝子再導入細胞株では親株と同程度
まで生存率が回復しており、この感受性が導
入した変異によるものであることが示唆さ
れた。変異型遺伝子再導入細胞株では生存率
の回復は認められず、この変異が放射線高感
受性の原因であることがさらに示された。
NBS1欠損細胞株はMMCに対しても高い感受性
を示した。ところが、放射線の場合と異なり、
ノックイン細胞株はMMCに対する感受性を示

さず、親株と同程度の生存率を示した。HR の
機能に欠損を持つ細胞はMMCに対して高い感
受性を示すことが多く、NBS1 欠損細胞株が示
した MMC 感受性からこの細胞での HR 機能欠
損が推測された。一方、ノックイン細胞株が
MMC 感受性を示さなかったことは、導入した
変異が HR には不要であることを示唆してい
る。ノックイン細胞株の方が親株よりも MMC
抵抗性であるということは観察されず、この
変異導入により HR が亢進するということは
無さそうだと考えられた。 

GFP を指標にした NHEJ レポーターアッセ
イの結果から、変異の導入により NHEJ 修復
頻度が低下し、正常型遺伝子の再導入により
それが回復することが示された。また、この
回復は変異型遺伝子の再導入では認められ
なかった。これらの結果はこの変異が NHEJ
に必要であることを示している。HR レポータ
ーアッセイでは、変異の有無で HR 修復頻度
に顕著な差がないことが示された。この結果
は、ノックイン細胞では NHEJ 修復頻度が低
下しているものの、その分 HR 頻度が上昇し
ているわけではないということを示してい
る。すなわち、本研究で対象とした NBS1 の
新規機能ドメインは NHEJ を促進する機能は
持っているものの、HR を低く抑えるような機
能は持っていないと考えられる。 

放射線によるフォーカス形成を調べた結
果、ノックイン細胞株でもγH2AX、MDC1、NBS1
等の核内フォーカスの形成に異常は認めら
れなかった。この結果は、ATM キナーゼがこ
の細胞内の初期応答において十分に機能し
ていることを示唆している。しかしながら、
ATM によってリン酸化されることが知られて
いる複数のタンパク質のリン酸化を調べる
と、DNA 損傷によるリン酸化の程度が低下し
ていることが認められた。この結果は、初期
応答因子のフォーカス形成より後のATMの役
割については、この細胞内では十分な働きが
できていないことを示唆しており、ATM が活
性化した後から基質をリン酸化するまでの
間に、NBS1 が何らかの形で重要な役割を果た
している可能性が考えられる。 

本研究で解析した新規機能ドメイン変異
細胞は放射線高感受性を示し、NHEJ による
DSB 修復能も低下していることが明らかとな
った。ATM は放射線抵抗性に必要であり、NHEJ
にも必要であるという報告があり、本研究の
編集細胞が示す表現型とよく一致する。NBS1
と ATM の関係性の深さを考え合わせると、こ
の編集細胞では ATMの DSB 修復における機能
が十分に発揮されていないという可能性が
考えられる。一方で、この変異細胞では HR
修復が正常に機能しているという結果が得
られた。ATM は HR 修復にも必要であるという
ことが報告されており、この相違点は興味深
い。以上の結果から、本研究で解析対象とし
た NBS1 の機能ドメインの変異によって、①
DNA損傷によるATMの活性化は正常に起こる、
②NHEJ に必要な ATM 機能は損なわれる、③HR



に必要な ATM 機能に影響は及ばない、と推測
される。これらの特徴から、NBS1 は活性化し
たATMのシグナルを下流の分岐に流す際の調
整役を担っており、このような分岐ごとの調
節がそれぞれのDNA修復経路の活性調節にも
繋がっているのではないかと考えられる。 

NBS1 に結合する新規タンパク質の探索実
験から、これまでに報告の無い新規結合タン
パク質を同定することができた。この結合は、
ウエスタンブロッティングによっても確認
された。また、この結合は新規機能ドメイン
に強く依存していることが免疫沈降−ウエス
タンブロッティングの実験結果から示され
た。NBS1 断片を用いた免疫沈降実験からは、
NBS1 が翻訳後修飾を受けることが判明した。
この修飾は、脱リン酸化酵素処理によって消
失し、既知のリン酸化サイトの変異に影響さ
れなかったことから、未報告の新規リン酸化
であると考えられた。これらの結果について
は、今後のさらなる解析によりどのような生
物学的意義があるのかを明らかにしたい。 
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