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研究成果の概要（和文）：アポトーシス細胞の細胞膜表層には断片化されたヌクレオソームが露出する。我々
は、アポトーシス細胞においてDNA損傷修復因子である53BP1がカスパーゼ依存性に切断されるが、C末断片が残
存し、これがアポトーシス細胞表層に露出することを見出した。53BP1欠損細胞では、アポトーシス細胞表層へ
のヌクレオソーム露出が減少した。さらに53BP1のTudorドメインがアポトーシス細胞表層へのヌクレオソーム露
出に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Apoptotic cells express a variety of eat-me signals on the surface of cell 
membrane. Apoptotic cells are quickly removed by macrophages. When this apoptotic cell-removal is 
inefficient, the histone and DNA on the surface of apoptotic cells are believed to trigger 
auto-antibody production, which then leads to autoimmune diseases, such as systemic lupus 
erythematosus. We found that deficiency of DNA repair protein 53BP1 slightly reduced cell surface 
chromatin, one of the eat-me signals, in apoptotic cells. Furthermore, 53BP1-Tudor domain was 
required for the chromatin exposure in apoptotic cells.   

研究分野：生化学

キーワード： アポトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内で死に陥った細胞はマクロファージにより速やかに貪食され除去される。このメカニズムに障害が起こる
と、死細胞の表面に露出しているDNAやタンパク質が抗原となり自己抗体が産生されるとされている。本研究の
成果は、SLEを代表とする自己免疫疾患の発症メカニズムに大きな知見を与える可能性がある。

※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 
 
 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
介してクロマチンと結合することで、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。 
アポトーシス細胞の細胞膜表層に断片化されたヌクレオソームが露出することは、1994
年に示されているが、露出の分子機構は不明である。細胞表層のヌクレオソームも含めて、
アポトーシス細胞表層には補体 C1q が結合する分子が複数存在し、アポトーシス細胞表層
への C1q 結合は、食細胞(Phagocyte)によるアポトーシス細胞の貪食を助ける。アポトーシ
ス細胞の速やかな貪食除去は、自己免疫疾患を防ぐうえで極めて重要である。 
研究代表者は 53BP1 が、アポトーシス細胞においてカスパーゼ依存性に 60 kDa の C 末断片
（以下 53BP1C）になること、この 53BP1C が細胞表層に露出すること、53BP1 欠損細胞ではア
ポトーシス細胞表層へのヌクレオソーム露出が減少することを見出した。 
 
２． 研究の目的 
 
本研究は、アポトーシスにおける 53BP1 の役割を明らかにすることを目的とする。 
 
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株 Jurkat 細胞をプロテインキナーゼ C阻害剤スタウロスポリンで
処理しアポトーシスを誘導した。マウスリンパ腫株 L1210 細胞を抗がん剤カンプトテシンで
処理しアポトーシスを誘導した。 
 
（２）細胞への遺伝子, siRNA の導入 
 細胞への遺伝子あるいは siRNA の導入は、 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）免疫沈降と質量分析 
 53BP1 の C 末端には BRCT ドメインが存在する。ヒト骨肉腫株 U2OS 細胞に Flag タグ付-BRCT
を発現する細胞株、U2OS-53BP1BRCT を樹立した。U2OS-53BP1BRCT 細胞の細胞抽出液を用いて抗
Flag 抗体で免疫沈降を行った。共沈したタンパク質を質量分析にかけて、53BP1BRCT ドメイン
と複合体を形成するタンパク質 Xを同定した。アポトーシス誘導前後の Jurkat 細胞から細胞抽
出液を抽出し抗 53BP1 抗体を用いて免疫沈降を行った。免疫沈降物中のタンパク質をウェスタ
ンブロッティングで検出した。 
 
（４）53BP1 欠損, タンパク質 X欠損細胞株の樹立 
 CRISPR-Cas9 システムを用いて、53BP1 あるいはタンパク質 Xを欠損させた Jurkat 細胞株, 
Jurkat-53BP1 欠損細胞株, Jurkat-タンパク質 X欠損細胞株を樹立した。同様に、L1210-
53BP1 欠損株を樹立した。さらに L1210-53BP1 欠損株に、53BP1C の野生型 53BP1 あるいは
様々な 53BP1 変異体を戻した細胞株を樹立した。 
 
（５）アポトーシス細胞における 53BP1, ヌクレオソームの検出 
アポトーシス誘導後の細胞から細胞溶解液を抽出し、53BP1C 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、ヒストン、DNA は、細胞の固定
処理、膜透過処理を行わずに、抗 53BP1 抗体, 抗 DNA 抗体, 抗ヒストン抗体を用いた免疫蛍光
染色法で検出した。 
 
（６）遺伝子 Xノックアウトマウスの作製 
金沢医科大学・総合医学研究所・西園啓文講師との共同研究で、遺伝子 X の一部を挟むよう
に loxP 配列を組み込んだノックインマウス（X-loxP マウス）の作製を試みた。X-loxP マウス
ができたら、リンパ球特異的に Cre リコンビナーゼを発現するマウス（Cre-リンパ球マウス）
と交配させ、タンパク質 X欠損リンパ球を作製する予定である。 
 
４．研究成果 



 
（１）アポトーシス細胞で 53BP1C と結合するタンパク質の同定 
U2OS-53BP1BRCT 細胞を用いて、53BP1BRCT ドメインと共沈するタンパク質 X を同定した。こ
のタンパク質 Xが、アポトーシス細胞で残存する 53BP1C 末断片（53BP1C）と複合体を作るかど
うか明らかにするために、アポトーシス誘導前後の Jurkat 細胞から細胞抽出液を抽出し抗
53BP1抗体を用いて免疫沈降を行った。免疫沈降物中のタンパク質Xを、抗タンパク質X抗体を
用いてウェスタンブロッティングで検出した。その結果タンパク質 X は、アポトーシス前には
53BP1 とは複合体を形成せず、アポトーシス後に出現する 53BP1C と複合体を形成することが分
かった。 
 
（２）タンパク質 X欠損細胞での 53BP1C およびヌクレオソームの露出 
Jurkat 細胞にスタウロスポリンでアポトーシスを誘導すると、一部の 53BP1C がアポトーシ
ス細胞の表層に露出すること、Jurkat-53BP1 欠損細胞ではヌクレオソームの露出が減少するこ
とは既に確認されている。タンパク質 Xが、53BP1C 露出、ヌクレオソーム露出に関与するかど
うかを明らかにするために、siRNA を用いて Jurkat 細胞でタンパク質 Xの発現を抑制した。そ
の結果、タンパク質 Xの発現抑制により 53BP1C 露出、ヌクレオソーム露出が減少した。しか
し、siRNA でのタンパク質 Xの発現抑制はたかだか 50%程度であった。 
53BP1C 露出、ヌクレオソーム露出におけるタンパク質 Xの関与をさらに確実なものとするた
めに Jurkat-タンパク質 X欠損細胞株を樹立した。この細胞でも、53BP1C 露出、ヌクレオソー
ム露出の減少が観察されたが、Jurkat-タンパク質 X欠損細胞は増殖能やアポトーシス刺激に対
する反応が野生型細胞とは異なっており、公正な比較ができなかった。 
そこで、遺伝子 X ノックアウトマウスの作製を試みた。タンパク質 X 欠損リンパ球の作製を
目的に、まず遺伝子Xの一部を挟むようにloxP配列を組み込んだノックインマウス（X-loxPマ
ウス）の作製を試みた。X-loxP マウスができたら、リンパ球特異的に Cre リコンビナーゼを発
現するマウス（Cre-リンパ球マウス）と交配させ、タンパク質 X 欠損リンパ球を作製する予定
である。しかし現在のところ、当初予定していた部位には LoxP の挿入が困難であると判明した
ことから別の領域への LoxP の挿入を検討している。 
 
（３）ヌクレオソーム露出に必要な 53BP1 ドメイン  
カスパーゼによる切断後に残る 60kDa の 53BP1C には、DNA 損傷部位の、ジメチル化ヒストン
H4 と結合する Tudor ドメイン, ユビキチン化ヒストン H2A と結合する UDR ドメインに加え、
p53 と結合する BRCT ドメインが含まれている。これらのどのドメインが、アポトーシス細胞で
のヌクレオソーム露出に関与しているかを明らかにするために、戻し実験を行った。 
CRISPR-Cas9 システムを用いて、L1210-53BP1 欠損株を樹立した。L1210-53BP1 欠損細胞に、 
53BP1C の①野生型, ②Tudor変異型, ③UDR変異型, ④BRCT変異型を戻した細胞株を樹立した。
53BP1C 野生型が、アポトーシス細胞の表層に露出することは確認した。ヌクレオソーム露出は
Tudor 変異型細胞株では回復せず、他の細胞株では回復した。このことから、53BP1C の Tudor 
ドメインを介したメチル化ヒストン H4 の結合が、アポトーシス細胞におけるヌクレオソーム露
出に必要であることが示唆された。 
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