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研究成果の概要（和文）：本研究は、DNA二重鎖切断(DSB)のセンサーであるDNA依存性プロテインキナーゼ
(DNA-PK)の機能と存在意義を明らかにすることを目的として行った。本研究では、DNA-PKによるリン酸化が
XRCC4の機能、構造に与える影響の一端を明らかにした。また、XRCC4の結合分子PNKPとAPTXに関して、DNA修復
機能やDNA損傷部位への動員機構を明らかにした。さらに、XRCC4の小頭症、発育不全を呈する患者に見られる変
異、がんリスクとの相関が報告されているバリアントにおいてDNA修復機能が低下していることなどを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the biological meaning of the existence of the
 DNA double-strand break (DSB) sensor molecule, DNA-dependent protein kinase (DNA-PK). This study 
clarified the effects of phosphorylation by DNA-PK on the function and structure of XRCC4. It also 
clarified the DNA repair function and the mechanism of the recruitment to DNA damage of XRCC4 
binding molecules, PNKP and APTX. Furthermore, it also revealed the reduction in DNA repair function
 of XRCC4 mutants observed in the patients of microcephaly and growth defect and XRCC4 variant 
reportedly associated with increased cancer risk. These outcomes of this research might contribute 
to the improvement of cancer radiotherapy through the prediction and modification of 
radiosensitivity.

研究分野：放射線生物学・医学

キーワード： DNA依存性プロテインキナーゼ(DNA-PK)　放射線　DNA修復　DNA損傷応答　タンパク質リン酸化　タンパ
ク質間相互作用　タンパク質構造解析　がん放射線治療

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線によって生じるさまざまなDNA損傷の中で、DNA二重鎖切断(DSB)は最も重篤な損傷で、がんの治療効果や
副作用の鍵を握ると考えられている。DNA-PKはDSBのセンサーとして働き、DNA修復をはじめとする種々の細胞応
答を引き起こすために重要と考えられる。本研究は、DSBの結合を制御するXRCC4に注目し、これまで長年の研究
にも関わらず明らかになっていなかったDNA-PKのDSB修復における機能や存在意義の一端を明らかにした。本研
究の成果は、放射線感受性の予測や制御を通じてがん放射線治療のさらなる向上につながる可能性が期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景  
 DNA-PK は、二本鎖 DNA の末端に結合して活性化するというユニークな性質を持つタンパ
ク質リン酸化酵素であり、DSBの「センサー」と考えられる。DNA-PKは、触媒サブユニット
DNA-PKcsと、Ku70-Ku86（または Ku80）ヘテロダイマー（以下、Ku）から構成される。1994
年に Ku86 が電離放射線高感受性および V(D)J 組換え機能異常を呈するげっ歯類細胞群で欠損
している XRCC5遺伝子であることが明らかになり[1,2]、続いて 1995年に DNA-PKcsが同様
な表現型を示す重症複合免疫不全(scid)マウスなどで欠損していることが明らかになった[3,4]。
また、XRCC4遺伝子の同定[5]および XRCC4と DNA ligase IV(LIG4)との結合の発見[6,7]によ
り、DNA-PK、XRCC4-LIG4が協同して、放射線等によって誘発された、あるいは、V(D)J組
換えの過程で RAG1-RAG2 によって作られた DSB の修復・結合に関わることが明らかになっ
た。この DSB修復・結合過程は非相同末端結合(NHEJ)と呼ばれ、相同組換え(HR)とともに、
真核生物における主要な DSB修復機構であることが明らかになった。しかし、DNA-PKが DSB
修復過程において、どのタンパク質を、何のためにリン酸化するかは 20年以上を経ても未解明
のままであり、DNA修復分野におけるミッシング・リンクとなっていた。 
 代表者はこの課題の解明に取り組んでおり、XRCC4 が放射線照射後に DNA-PK によるリン
酸化を受けることを初めて示した[8]。その後、海外の 2 つのグループが、質量分析法を用いて
DNA-PKによる XRCC4のリン酸化部位として 2カ所を同定したが[9,10]、代表者らは独自に 4
カ所のリン酸化部位を同定した。代表者らはこれら 6 カ所のリン酸化部位の全てに対応するリ
ン酸化状態特異的抗体を作製し、うち 5 カ所が実際に細胞内でリン酸化され、リン酸化が放射
線照射によって亢進することを明らかにした[11,12,投稿準備中]。また、酵母からヒトに至るさ
まざまな生物の XRCC4アミノ酸配列の比較解析を行ったところ、最も C末端に位置する 18ア
ミノ酸の領域が脊椎動物に固有でかつ高度に保存されていることを明らかにし、この領域を
XECT (XRCC4 extremely C-terminal)領域と名付けた[13]。NHEJに関わるタンパク質群の中
で Ku、LIG4、XRCC4は酵母からヒトまで保存されているが、DNA-PKcsはほぼ脊椎動物に存
在が限定される。このことから、XECT領域は DNA-PKcsによる DSB結合過程制御のために、
脊椎動物とともに進化上同時に出現したものではないかと推察した。 
 一方で、DNA-PK が XRCC4 をリン酸化するためだけに存在するとは極めて考えにくい。
NHEJに関わる分子の中でも、DNA-PKcs自身、Ku70、Ku86、XLF、PAXX、Artemisなどが
リン酸化を受ける。しかし、リン酸化部位の多くは試験管内の反応で見出されたものであり、細
胞内において DSBに応答してリン酸化を受けるか、また、NHEJによる DSB修復においてど
のような意義を持つかについては不明の部分が多い。DSB 修復反応に直接関わる分子群のみな
らず、修復の足場となるクロマチンの構造制御や転写・複製などとの協調における DNA-PKの
機能を探る必要がある。さらに、2014年には、DNA-PKが Golgi phosphoprotein 3（GOLPH3）
をリン酸化し、ゴルジ体の断片化と分散を促すことが報告された[14]。このように、ゲノム DSB
の損傷に応答して、オルガネラの構造や機能を変化させるさまざまな機構の存在も考えられる。
このような DSBに対する未知の応答やその意義、DNA-PKの関わりを明らかにするためには、
体系的、網羅的な基質探索が必要であると考えた。 
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２．研究の目的 
 本研究の目的は、DNA 二重鎖切断(DSB)のセンサーである DNA 依存性プロテインキナーゼ
(DNA-PK)の機能と存在意義を明らかにすることである。まず、非相同末端結合(NHEJ)による
DSB修復において DNA-PKの重要な基質と考えられ、これまでにリン酸化部位を同定、解析し
てきた XRCC4 タンパク質について、リン酸化部位と、脊椎動物に固有かつ高度に保存された
XECT(XRCC4 extremely C-terminal)領域の機能を探る。具体的には、結合分子の探索やその機
能解析、構造解析、損傷部位への動員機構解析、cell-free系および in cellulo系での DSB修復
解析を通じて、NHEJにおける DNA-PKの機能とその意義を明らかにする。また、二次元電気
泳動法と AIを組み合わせた新しいプロテオミクス手法を用いて、新規基質、リン酸化部位の体
系的・網羅的探索を行う。これにより、DSB修復反応に直接関わる分子群のみならず、DSBに
対する未知の応答やその意義、DNA-PKの役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 



①XRCC4および結合分子の変異体の作製：XRCC4において、DNA-PKによるリン酸化を受ける
セリンまたはスレオニンをアラニンあるいはアスパラギン酸に置換した変異体を構築した。合
わせて、2014年から 2015年にかけて報告された小頭症、発育不全を呈する遺伝病患者に見られ
る XRCC4変異 6種類、がんリスクとの相関が報告されているバリアントを模擬した変異体の発
現ベクターを構築した。これらの変異体には FLAG、6XHis、GFPなどのタグを付加し、目的に
応じて使い分けた。これらのベクターをマウス白血病由来M10細胞(XRCC4欠損)、ヒト骨肉腫
由来 U2OS細胞、ヒト腎細胞由来 HEK293細胞などに発現させ、DNA修復能に関する種々の解
析を行った。また、大腸菌に導入して、タンパク質の発現・精製を行なった。結合分子であるポ
リヌクレオチドキナーゼホスファターゼ(PNKP)、アプラタキシン(APTX)についても同様に変異
体を作製した。 
②XRCC4および結合分子の遺伝子ノックアウト細胞の樹立： CRISPR/Cas9系を用いたゲノム編
集技術により、ヒト骨肉腫由来 U2OS細胞から XRCC4および結合分子である PNKP、APTXの
遺伝子ノックアウト細胞を作製した。 
③DNA 修復機能解析：②で作製した遺伝子ノックアウト細胞、あるいはこれに①で作製した正
常型あるいは変異型の XRCC4、PNKP、APTXを導入した細胞について、以下の解析を行うこと
で、DNA修復機能を検討した。⑴コロニー形成法により、放射線照射、DNA損傷誘発薬剤処理
後の細胞生存率を調べた。⑵γ-H2AX、53BP1 蛍光免疫染色を行うことにより、放射線照射、
DNA損傷誘発薬剤処理後の DSB修復のカイネティクスを調べた。⑶制限酵素 I-SceIによる切断
部位を染色体上に有するレポーター基質を用いて、非相同末端結合(NHEJ)、相同組換え(HR)能
を測定した。⑷哺乳動物用 EGFP発現プラスミドを種々の制限酵素で処理することによって、5’
突出、平滑、3’突出の末端形状を持つ基質プラスミドを調製し、XRCC4 遺伝子ノックアウト細
胞に導入後、フローサイトメータで GFP陽性細胞の割合を計測することで、DNA結合能を調べ
た。 
④XRCC4にリン酸化依存的に結合する分子の探索：GFP タグを付加した正常 XRCC4と 4カ所
のリン酸化部位を欠失する XRCC4を HEK293細胞に発現させ、GFP抗体ビーズを用いた免疫沈
降を行った。沈降物を SDS-PAGE で展開し、両者で違いのあるバンドを確認するとともに、質
量分析、PMF (peptide mass fingerprinting)解析を行うことにより、タンパク質同定を試みた。 
⑤リン酸化がタンパク質高次構造に与える影響の解析：DNA-PK によるリン酸化を受けるセリ
ン、スレオニンをアスパラギン酸に置換した変異体 XRCC4 を大腸菌で発現させ、精製した後、
以下の解析を行った。⑴放射光円二色性(CD)スペクトルによる二次構造解析を行った。⑵X線小
角散乱（SAXS）を用いて、XRCC4の多量体、フィラメント構造形成のダイナミクスに対するリ
ン酸化の影響を解析した。 
⑥DSB 修復タンパク質の動員機構の解析（細胞内局所レーザー照射法によるライブセルイメー
ジング解析）：蛍光タンパク質との融合タンパク質の発現ベクターを細胞に導入し、レーザー共
焦点顕微鏡を用いて局所的に DNA損傷を誘発し、照射領域への蛍光タンパク質の集積のカイネ
ティクスを解析する。 
⑦新たなプロテオミクス手法による新規基質の探索：研究分担者の林によって開発されたコン
パクト化二次元電気泳動法と AIによる解析を組み合わせたハイスループットの新たなプロテオ
ミクス手法を用いて、放射線照射前後でのスポットの変化を解析し、DNA-PKの新規リン酸化基
質の探索を試みた。 
 
４．研究成果 
【１】DNA-PKによる XRCC4のリン酸化の意義 
 上記のように、これまで DNA-PK による XRCC4 のリン酸化部位として 6 カ所の解析を進め
てきた。これまでの結果から、6カ所のうち 5カ所が放射線実際に細胞内でリン酸化され、リン
酸化が放射線照射によって亢進すること、うち 4 カ所のリン酸化部位のいずれかをアラニンに
置換した変異体を発現する細胞では放射線感受性の回復が部分的であり、これらの部位におけ
るリン酸化が DSB修復において重要であることが示唆されていた。 
 ヒト U2OS細胞からゲノム編集技術を用いて XRCC4欠損細胞を樹立した。これに XRCC4の
リン酸化部位欠損変異体を導入することで、DSB 修復に関する種々の機能解析を試みた。その
一つとして、in vitroで種々の制限酵素で切断した GFP発現ベクターを細胞に導入し、蛍光を指
標として DSB結合能を測定する新たな系を確立した。その結果、変異によって DSB結合能が減
少するものと増加するものが見出され、DSB 結合を促進するリン酸化部位と抑制するリン酸化
部位が存在することが示唆された。 
 また、正常 XRCC4及びリン酸化を受けるセリンをアスパラギン酸に置換したリン酸化擬似変
異体(S260D、S327D)の二量体及び多量体について 円二色性スペクトル測定及び X 線小角散乱
測定を行った。その結果、リン酸化がβストランド量を増加させ、フィラメント状の会合体形成
の調節に関わることが示唆された(Nishikubo et al., Int. J. Radiat. Biol., 2023)。 
 さらに、GFPプルダウンと質量分析により、正常 XRCC4と 6カ所のリン酸化部位のうち 4カ
所を欠損する変異体 XRCC4に結合する分子を同定した。DNA-PKcs、Ku86、Ku70、LIG4、XLF
など、XRCC4 とともに非相同末端結合(NHEJ)に関わるタンパク質群は正常 XRCC4 と変異体の
両者でほぼ等量検出された。一方、全長に比べて欠失変異体で著しく少ないタンパク質が数種類
見つかった。その結果から、DNA-PKによる XRCC4のリン酸化が他の DNA損傷応答経路との



クロストークに関わる可能性が示唆された。 
【２】XRCC4結合分子の DSB修復機能と DNA損傷部位への動員機構の解析 
 XRCC4の結合分子として、DNA末端のリン酸基の付加・除去を行う PNKPおよびアデニル基
の除去を行う APTXに関して解析を行った。 
 PNKPについては、まず、リンカー領域に存在する Lys138が核局在に必要であることと、FHA
ドメインに存在する Arg35 が核内分画への局在に必要であることを明らかにした(Tsukada et al., 
PLoS One, 2020)。次に、レーザー照射部位への集積を指標として、FHAドメインが PNKPの DNA
損傷部位への動員に必要であることを明らかにした(Tsukada et al., Mutat. Res. Fundament. Mol. 
Mech. Mutagen. 2020)。また、PNKPの DNA損傷部位への動員に XRCC1、XRCC4、DNA-PK、
ATM、CK2が関与すること、CK2による XRCC1のリン酸化部位 Thr519と XRCC4のリン酸化
部位 Thr233が重要であることを明らかにした。さらに解析を進め、PNKPの Thr118が CDKに
よるリン酸化を受け、これが DNA複製過程における岡崎フラグメントのプロセシングに重要で
あることを明らかにした(Tsukada et al., BioRxiv, 2021)。 
 APTXについては、ゲノム編集によって欠損細胞を作製し、放射線・薬剤感受性、DSB修復能
などを解析した(Imamura et al., J. Radiat. Res., 2023)。APTX-/-細胞は正常細胞に比べて高いγ線、
camptothecin 感受性を示した。5 Gy のγ線照射 4 時間後に DSB のマーカーであるγ-H2AX と
53BP1の免疫染色を行ったところ、γ-H2AXのフォーカスは APTX-/-細胞で正常細胞に比べて増
加が見られたのに対し、53BP1は有意差が認められなかった。一方、siRNAにより XRCC4をノ
ックダウンした場合にはγ-H2AX、53BP1とも増加が認められた。また、GFP-APTX発現細胞で
レーザー照射部位への集積を指標として DNA 損傷部位への動員を解析した結果、XRCC1 は必
要であるが、XRCC4は不要であることが分かった。さらに、GFPレポーター基質と I-SceIを用
いた NHEJ能を計測した結果、APTX-/-細胞、XRCC4ノックダウン細胞で低下が認められ、APTX-

/-細胞でXRCC4をノックダウンすると相加的な効果が認められた。以上の結果を総合して、APTX
が XRCC4とは異なる機構で DNA二重鎖切断修復に関与することを明らかにした。 
【３】XRCC4 の小頭症、発育不全を呈する患者に見られる変異、がんリスクとの相関が報告さ
れているバリアントの DNA修復機能解析 
 小頭症、発育不全を呈する患者に見られる 6種類の変異XRCC4をXRCC4欠損細胞に導入し、
コロニー形成法によって放射線感受性を調べたところ、いずれも空ベクター導入細胞よりも放
射線抵抗性を示したが、正常 XRCC4 を導入した細胞よりも放射線感受性であった(Asa et al., J. 
Radiat. Res. 2021)。一部の変異 XRCC4 は核よりも細胞質への局在が見られた。これらのことか
ら、上記の遺伝病患者では XRCC4 の DSB 修復機能が低下していると考えられた。また、がん
リスクとの相関が報告されているバリアントについては、放射線感受性の上昇、γ-H2AX を指
標とした残存 DSB の増加に加え、レーザー照射部位への集積を指標とした DNA 損傷部位への
集積の減弱が認められた。このような DSB修復機能の低下が、がんリスクと関係する可能性が
示唆された(投稿準備中)。 
【４】新たなプロテオミクス手法による新規基質の探索 
 二次元電気泳動と AI解析を組み合わせた新たなプロテオミクス的手法により、放射線照射に
応答して現れるスポットを数十個見出し、一部のタンパク質を質量分析によって同定した。今後、
DNA-PKの新規基質探索の新しいアプローチとして期待される。 
【５】線量率効果における DNA-PKcs、Kuの役割 
 DNA-PK の DSB への結合を担う Ku70 あるいは Ku86 遺伝子欠損細胞が低線量率放射線に対
して同じ線量の高線量率放射線と同等あるいはより高い感受性を示す、すなわち線量率効果が
減弱あるいは逆転することを示した(Tsuchiya et al., J. Radiat. Res. 2021)。一方、DNA-PKcs欠損細
胞は同じ線量の高線量率放射線に対して低線量率放射線より高い感受性を示した。この結果か
ら、線量率効果において Kuが重要な役割を担うことが明らかになった。また、細胞周期の解析
の結果から、Ku70 あるいは Ku86 欠損細胞は、低線量率放射線照射中に G2/M チェックポイン
トが強く働いて放射線感受性が高い G2/M期に蓄積することが明らかになった。 
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