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研究成果の概要（和文）：DNA二重鎖切断修復で機能する NBS1と RAD51の物理的な相互作
用がもつ生物学的な意義を明らかにするため、RAD51 と結合できない変異型 NBS1 の作製を
試みた。この過程でRAD51はMRE11を介してNBS1と結合していることが明らかとなった。
RAD51と結合できない変異型MRE11は DNA二重鎖切断の組換え修復能を失っておらず、ま
た放射線感受性も示さなかったことから、NBS1 と RAD51 の相互作用は DNA 二重鎖切断修
復ではあまり重要な機能をもたず、別の機構での役割が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to clarify the biological significance of the physical 
interaction between NBS1 and RAD51, we tried to establish a NBS1 mutant that was not 
able to bind to RAD51. In this process, we found that NBS1 interacted with RAD51 
through MRE11. The MRE11 mutant that could not interact with RAD51 had full activity 
of homology-dependent repair of DNA double-strand breaks (DSBs). Cells expressing the 
MRE11 mutant did not show sensitivity to ionizing radiation. These results indicate that 
the interaction between NBS1 and RAD51 does not have an important role in DSB repair 
but has a role in other mechanisms. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学、放射線・化学物質影響科学 
キーワード：DNA修復、相同組換え 
 
１．研究開始当初の背景 
 
	
 放射線は最も重篤な DNA 損傷である
DNA 二重鎖切断（DSB）を作るが、これは
主に二つの経路、すなわち相同組換え修復
（homology-dependent repair: HDR）と非

相同末端結合（NHEJ）によって修復される。
NHEJ が突然変異を生じやすい経路である
のに対し、HDR はゲノム情報を維持したま
ま修復する経路であるため、ゲノム安定性の
維持に大きく貢献している。その初期過程で
はまず DSB 末端が消化されて一本鎖 DNA

機関番号：14301	
 

研究種目：若手研究（B）	
 

研究期間：2010～2011	
 	
 	
 

課題番号：22710053	
 

研究課題名（和文）相同組換え修復の新規制御機構の解析	
 	
 

	
 

研究課題名（英文）Analysis	
 of	
 a	
 new	
 mechanism	
 on	
 homology-dependent	
 repair	
 

	
 

研究代表者	
 

	
 加藤	
 晃弘	
 （KATO	
 AKIHIRO）	
 

京都大学・放射線生物研究センター・研究員	
 

	
 研究者番号：70423051	
 

 
 



 

 

領域が形成され、そこに一本鎖 DNA 結合タ
ンパク質 RPA が結合する。RPA はその後
RAD51と置き換わり、RAD51が巻き付いた
一本鎖 DNA（ヌクレオプロテインフィラメ
ント）が姉妹染色分体の相同配列に入り込む
ことで組換えが始まる。HDR の主要因子は
RAD51 であり、組換え反応の分子メカニズ
ムについても試験管内アッセイにより詳細
に研究されている。しかしながら、DNA 損
傷検出機構や損傷シグナル増幅／伝達機構
とのつながりについては解析が進んでおら
ず、上流因子による RAD51 の制御機構は未
解決の問題として残されている。 
	
 ヒト常染色体劣性遺伝病であるナイミー
ヘン症候群（NBS）は、高発がん性、免疫不
全、成長遅滞を特徴とし、その患者由来細胞
は放射線高感受性やゲノム不安定性を示す。
NBS の原因遺伝子産物である NBS1 は、放
射線照射後すばやく DSB に集結するため、
DNA 損傷初期応答因子とみなされている。
NBS患者細胞ではHDR活性が低いことが示
されており、NBS1 が HDR に関与している
ことが示唆されている。特に、NBS1はヌク
レアーゼであるMRE11と結合することから、
HDRの最初のステップであるDSB末端の消
化を行っているというモデルが多くの研究
者によって提唱されてきた。しかしながら、
MRE11 のヌクレアーゼ活性は末端の消化に
影響しないという報告もあり、この仮説には
疑問も呈されている。また我々の研究結果で
は、NBS患者細胞でも RAD51が DSB部位
に集結することが観察されており、この結果
はNBS1非依存的に RAD51ヌクレオプロテ
インフィラメントが形成されている可能性
を示唆している。こういった状況から、NBS
細胞での HDR 活性の低下は、組換え反応の
初期過程である末端の消化だけでなくその
後の過程にも起因しているのではないかと
考えられる。 
	
 そこで、NBS1 が RAD51 と直接相互作用
して RAD51 の働きを制御している可能性を
考え、両者の物理的相互作用について調べた
ところ、両者の結合が明らかとなった（未発
表）。この結果は、NBS1が RAD51の働きを
制御していることを示唆している。NBS細胞
でも RAD51 の損傷部位への集結は観察され
るので、この結合はそれぞれ独立に損傷部位
に集結したNBS1と RAD51との間で起こっ
ていると考えられる。RAD51 が損傷初期応
答因子と結合するという報告はこれまで無
いため、この新たな発見を手がかりに初期応
答から相同組換え修復までのつながりが解
明されると期待される。 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究の目的は、RAD51 と NBS1 が結合

することの生物学的意義を培養細胞レベル
で解析し、相同組換え修復における NBS1の
新規機能を解明することにある。NBS1は初
期過程で機能することが明らかにされてい
るが、後期過程での機能は未知であり、NBS1
がどのような機能を持つかを明らかにする
ことで、相同組換え修復機構の未知の制御機
構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
	
 FLAGタグ付きNBS1をヒト 293E細胞で
発現させ、FLAG抗体ビーズを用いた免疫沈
降を行い、RAD51 が結合するかどうかを
RAD51 抗体によるウエスタンブロッティン
グにより調べる。野生型 NBS1 では RAD51
が結合することがわかっているので、変異型
NBS1 を作製して RAD51 が結合できないよ
うな変異を探索することで RAD51 の結合部
位を特定した。 
	
 続いて、NBS1 が RAD51 と結合できない
場合にはどういった表現型になるのかを解
析した。RAD51 は相同組換え修復蛋白質で
あるので、まず GFP レポーターアッセイに
より相同組換え修復活性を測定した。また、
DSB修復欠損を示すかどうか調べるため、コ
ロニー形成法により放射線感受性の測定を
行った。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
	
 RAD51がNBS1のどこに結合するのかを調べ
るため、NBS1 の N 末端断片と C 末端断片を作
製し、免疫沈降により RAD51 との結合の有無
を調べた。その結果、NBS1 の C 末端側に RAD51
が結合することが明らかとなった（図 1）。
NBS1の C末端にはMRE11が結合することがわ
かっているので、この領域を欠損した断片で
も同様に免疫沈降を行った。その結果、MRE11
結合ドメインを欠失させると（ΔMBD）、MRE11
だけでなく RAD51 の結合もなくなることが明
らかとなった（図 1）。この結果から RAD51 は
MRE11を介してNBS1に結合することが示唆さ
れた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 図 1.	
 NBS1 と RAD51 の結合	
 
	
 



 

 

	
 次に NBS1 の場合と同様に、MRE11 のどこに
RAD51 が結合するのかを調べるため、MRE11
の N 末端断片と C 末端断片を作製し、免疫沈
降により RAD51 との結合の有無を調べた。そ
の結果、MRE11 の C 末端側に RAD51 が結合す
ることが明らかとなった（図 2）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 図 2.	
 MRE11 と RAD51 の結合	
 
	
 
	
 続いて、異なる領域を欠失させた MRE11 の
C 末端側断片 R1、R2、R3 を作製し、同様に
RAD51 との結合を調べた。その結果 R3 断片で
のみRAD51との結合がみられなかった（図3）。
この結果から、R3 で欠失している領域が
RAD51 との結合に重要であることが示された。
R3 では NBS1 と RAD50 との結合は失われてい
なかったため、RAD51 と MRE11 の結合は NBS1
や RAD50 を介したものではないことが示唆さ
れた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 図 3.	
 RAD51 と結合できない MRE11 断片	
 
	
 
	
 この領域を欠失したときの相同組換え修
復能を調べるため、MRE11 欠損細胞である
ATLD細胞に相同組換え測定GFPレポーターを
導入し、野生型 MRE11 と変異型 MRE11 を発現
させた時の修復能を測定した。野生型
MRE11(WT)を発現させた場合では空ベクター
（Ev）導入時よりも相同組換え修復活性が 2
倍高くなり、変異型 MRE11（Δ1、Δ2）を発
現させた場合でもほぼ 2倍高くなった。この
結果から、MRE11 の C 末端側で RAD51 が結合
できなくなっても、DSB の相同組換え修復に
大きな影響はないことが示された。また、コ
ロニー形成法により放射線感受性を測定し
たが、変異型MRE11発現細胞でも野生型MRE11
発現細胞と同程度の生存率を示し、高感受性
は認められなかった。以上の結果は、MRE11
を介した NBS1 と RAD51 の結合は放射線によ
る DSB の相同組換え修復に重要ではないとい

うことを示している。RAD51 は DSB 修復でも
機能するが、複製阻害時の回避機構でも重要
な役割を持つことが知られている。NBS1 も同
様に複製阻害の回避に必要とされるため、
NBS1と RAD51との結合はDSB修復ではなく複
製阻害の回避機構で重要な役割を果たして
いるのかもしれない。今後は複製阻害回避機
構の欠損について解析を行うことで NBS1 と
RAD51 との相互作用の役割が明らかにされる
ことを期待する。本研究で作製した変異細胞
はこういった今後の解析にも有用である。	
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