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研究成果の概要（和文）：放射線感受性遺伝病の蛋白NBS1は、そのC末側でATMおよびMRE11と結合してそれぞれ細胞周
期チェックポイントと相同組換え修復を制御する事が報告されている。本研究で、NBS1蛋白はさらにユビキチンE3リガ
ーゼのRAD18およびRNF20と直接結合して、PCNAのユビキチン化を介した損傷乗り越えDNA合成およびヒストンH2Bのユビ
キチン化を介したクロマチンリモデリングを開始する事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：NBS1, a protein responsible for radiation sensitive disorder, has been to control 
both cell cycle checkpoint and homologous recombination repair by binding to either ATM or MRE11 at the 
C-terminus of NBS1. We hosed here other two binding regions at the C-terminus and their regulatory 
mechanisms. NBS1 ubiquitinates PCNA and then initiates Pol eta-mediated translesional DNA synthesis by 
binding to RAD18. It also binding to RNF20 to ubiquitinate histone H2B, which,in turn, recruits histone 
chaperon FACT and initiates chromatin-remodeling for rejoining of DNA double-strand break.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 損傷乗越えDNA合成　NBS1
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１．研究開始当初の背景 
	
 ナ イミーヘン症候群は 1981 年 C. 
Weemaes によって報告された染色体不安定
性と高発がん性を特徴とするヒト劣性遺伝
病である。患者細胞は電離放射線（以下、放
射線）に対する高感受性と細胞周期チェック
ポイント異常を呈することから、放射線によ
る DNA 二重鎖切断の修復とゲノム安定化機
構の解明に有力な研究材料と期待される。
我々は、ポジショナルクローニングにより同
疾患の原因遺伝子 NBS1 の同定に成功した。
その結果、NBS1がDNA二重鎖切断の修復、
チェックポイント制御、テロメア維持、DNA
複製、中心体維持、ウイルス感染、染色体安
定性、アポトーシス、DNA クロスリンク修
復など生命機能に重要な役割を担っている
ことが判明した。 
	
 我々は NBS1 蛋白ドメインの解析により
蛋白 C末側でMRE11と結合して DNA二重
鎖切断の相同組換え修復を行う事を明らか
にした。また、S. Jackson等のグループによ
り C末側突端で ATMと結合して DNA二重
鎖切断部位への ATM のリクルートとチェッ
クポイント機能を制御する事が報告された。
近年の X 線結晶解析により、NBS1 の N 末
側は FHA/BRCT ドメインを介してリン酸化
蛋白と結合して、C 末側の ATM ならびに
MRE11 結合ドメインとリンクすることが他
の研究者等により明らかにされた。このよう
な重要な機能を担うNBS1のC末側ならびに
N末側のアミノ酸配列は高等真核生物NBS1
を通じて非常に良く保存されている。我々は
データベース上で、ヒト、マウス、イヌ、オ
ポッサム、ニワトリ、アフリカツメガエルの
NBS1 アミノ酸配列を詳細に比較した結果、
上記の ATM ならびに MRE11と結合する領
域以外にさらに保存領域が存在する事を明
らかにした。 
 
２．研究の目的 
	
 DNA 二重鎖切断の修復には、上記の細胞
周期チェックポイント以外にも、DNA 修復
の調整機構および他の DNA 修復との連携機
構の存在が示唆されているが、その詳細は不
明である。本研究では、これら NBS1蛋白 C
末側の保存領域に結合する蛋白を同定して
それらの DNA 修復の調整機構および連携機
構における役割を明らかにする。また、それ
ぞれの経路にシグナル伝達機構とその介在
蛋白の同定と NBS1 との関連を明らかにす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
実験に用いる細胞：ナイミーヘン症候群の患
者細胞では、hypomorphic	
 mutation の結果と
して NBS1 がわずかに発現していることが知
られている。この患者細胞では、今回解析す
るドメインの生物学的性質がマスクされる
ので、実験に用いる細胞の選択は重要である。
NBS1 ノックアウトマウスは胎生致死である

が、我々が作製した NBS1 ノックアウトキメ
ラマウスから線維芽細胞 A31-1 クローンの樹
立に成功した。この細胞では、ウエスタンブ
ロットレベルでの NBS1 の発現が見られず（図
2左）、また紫外線照射時に RAD18 のフォーカ
ス形成が阻害されるなど通常の患者細胞に
見られない性質を示す。この結果、紫外線や
放射線に高感受性となる。この細胞の放射線
感受性は野生型 NBS1 の導入により感受性が
回復するが、RAD18 や RNF20 との結合ドメイ
ンを欠失した NBS1 の導入では放射線感受性
の回復は見られない。実際、RNF20 のノック
ダウンにより相同組換えの低下が起こる。そ
こで、本研究では A31-1 細胞を中心に解析し
て、補助的に NBS 患者細胞 GM7166VA7 および
siRNA(NBS1:GUACGUUGUUGGAAGGAAA) に よ る
NBS1 ノックダウン細胞を用いる。	
 
１）H2AX 非依存的な RNF20 修復経路：RNF20
が損傷部位にリクルートされる機構ならび
に RNF20 の下流で実際にクロマチン再編成に
関与する蛋白を同定する。RNF20 による H2B
ユビキチン化は転写で良く研究されている。
転写では、ヒストンシャペロン FACT が
RNF20/40のヘテロダイマーをRNAポリメレー
スⅡによる転写部位にリクルートする事が
知られている(Pavri,	
 R.	
 et	
 al.,	
 Cell,	
 2006)。
そこで、放射線照射細胞を用いた免疫沈降法
により FACT の構成成分 Spt16/Pob3 と RNF20
との相互作用を確認する。また、Spt16 をノ
ックダウン(siRNA:	
 GAATGAAGATGAGGAAGAAGA)
したときに、放射線による RNF20 フォーカス
形成が阻害されるのか同時に確認する。もし、
両蛋白の相互作用が見られない時には、
Flag-HA	
 二重標識の RNF20 で Flag 抗体と HA
抗体の二回の免疫沈降物を SDS	
 gel で分離後、
クマシー染色バンドの蛋白をマススペクト
ルで同定する。さらに、最近我々が開発に成
功した ChIP 技術を用いて、レーザー
microirradiation の結果を確認する。この方
法では DR-GFP 遺伝子を取り込んだ HeLa 細胞
に、I-SceI 制限酵素発現ベクターpCBASce を
導入して DNA 二重鎖切断を発生させる。損傷
部位にリクルートされる蛋白を免疫沈降後、
定量をリアルタイム PCR にて行う。この方法
は DNA 二重鎖切断部位への特定蛋白の集結を
確認するために用いられた Niida の方法
（Gene	
 Dev.	
 2009）の改良法である。Niida
の方法では、ChIP の精度を上げるために
Ku-/-細胞を用いたが、ここでは代わりに
DNA-PK阻害剤の10mMの Nu7026を添加して測
定する。続いて、H2AX 非依存的な RNF20 修復
経路：前年度に同定した結合蛋白ならびにク
ロマチンリモデリング因子の機能ならびに
H2AX 依存性修復経路との関係について解析
する。①	
 転写阻害剤のアクチノマイシン D
処理による効果、および、クロマチン構造を
弛緩させるトリコスタチン Aやクロロキン処
理による相同組換え能への影響を確認する。
また、レポーター遺伝子を用いてそれぞれの
蛋白・因子を単独ノックダウンおよび RNF20



との同時ノックダウンした時の相同組換え
能および非相同末端再結合能を測定して、
RNF20 修復経路おける寄与を確認する。各蛋
白の変異体あるいは siRNA によるノックダウ
ンによる反応ステップの順序を確定する。ま
た、H2AX ノックアウトマウス細胞を用いて
H2AX 経路との関連を解析する。	
 
２）RA18 を介した放射線修復経路：RAD18 に
より損傷部位にリクルートされる蛋白とし
て Polη	
 eta(McIlwraith	
 M.J.	
 et	
 al.,	
 Mol	
 
Cell.	
 2005)および RAD51C	
 (Huang,	
 J.	
 et	
 al.,	
 
Nat	
 Cell	
 Biol.	
 2009)の関与が報告されてい
るので、いずれが正しいか検証する。①	
 Pol	
 
eta は相同組換えの D ループ形成後の修復複
製の酵素と思われているので、GFP 標識の Pol	
 
etaを用いて放射線およびUVレーザー照射後
のフォーカス形成と NBS1 の RAD18 結合部位
欠失による阻害を確認する。また、DR-GFP レ
ポーター遺伝子を用いた相同組換え能を指
標として、Pol	
 etaと RAD18結合部位欠失NBS1
変異体とのエピスタシス解析を行う。具体的
には、タンデムに２個配列した不活性 GFP が、
I-SceI 制限酵素で切断後に相同組換え修復
が行われると GFP が発現する DR-GFP 遺伝子
(Sakamoto,S.	
 et	
 al.,	
 Oncogene,2002)を導
入した細胞に制限酵素 I-SceI を発現する
pcBasプラスミド導入３日後にFACS解析する。
エピスタシス解析は２種類の修復蛋白が同
一の修復経路で機能していることの判定に
用いる。例えば、図 2右では RNF20 ノックダ
ウン細胞の相同組換え能が NBS1 と同時にノ
ックダウンしても変わらないことから両者
は同じ修復系に属することが示される。続い
て、①	
 GFP 標識蛋白を用いたレーザー照射に
よる局在、および蛋白のノックダウンのよる
それら修復機序の解析を行う。また、H2AX 経
路との関連を H2AX ノックアウトマウス細胞
を用いて解析する。②RNF20 と同様にリン酸
化とユビキチン化、さらにポリユビキチン化
による蛋白分解の効果を検証する	
 
３）NBS1 の非相同末端再結合における役割：
ほ乳類細胞の放射線感受性は非相同末端再
結合の不全に由来するので、レポーター遺伝
子 pEJ を用いて、NBS1 欠損 A31 細胞、
wt-NBS1,RAD18 結合ドメイン欠損 NBS1,	
 
RNF20結合ドメイン欠損NBS1をそれぞれ導入
した細胞の非相同末端再結合能を定量測定
する。pEJ レポーター遺伝子は GFP 遺伝子の
プロモーター領域で I-SceI２カ所で挟まれ
た insertion が脱落して非相同末端再結合す
ると GFP を発現する系である。	
 
I-SceI 制限酵素の導入や GFP-positive 細胞
のカウントは相同組換えレポーター遺伝子
DR-GFP と同じである。レポーター遺伝子を用
いた実験と同時に、コロニー法を用いた電離
放射線感受性も測定して両者の相関を確認
する。①Scully 等の方法により（Nat	
 Struct	
 
Mol	
 Biol.	
 2009）レポーター遺伝子の再結合
生成物のシークセンスから、古典的な非相同
末端再結合かマイクロホモロジーを介した

alternative	
 非相同末端再結合かを決定す
る。また、②NBS1 の RAD18 および RNF20 結合
ドメインに結合する蛋白ならびにその経路
の蛋白の欠損変異体および siRNA ノックダウ
ン細胞を用いて、NBS1 欠損細胞の結果と一致
するかを確認する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 転写の研究から、RNF20 はヒストンシャペ
ロン FACT と結合することが知られている。
そこで、免疫共沈法を用いて解析した結果、
FACTの構成因子Spt16と RNF20が放射線照射
依存的に結合することが判明した。放射線照
射により RNF20 がフォーカスを形成すること
を以前に報告したが、Spt16 蛋白のノックダ
ウンにより RNF20 フォーカスが消失した。こ
のことから、Spt16 の C 末側で RNF20 の RINGU
ドメインと結合して、放射線照射により発生
した DNA 二重鎖切断部位に動員することが明
らかとなった。実際 RING ドメインに変異を
入れた蛋白では RNF20 のフォーカスが消失す
る。	
 

	
 
	
 
一方、DR-GFP レポーター遺伝子を用いてこれ
らの NBS1 領域を欠損した細胞の相同組み換
え修復能を測定した結果、相同組換え修復が
大きく減少した。一方、NBS1 と RNF20 の結合
は転写や DNA 複製阻害剤の添加により影響を
受けず、放射線照射にのみ依存することが示
された。また、この結合は RAD51 のような相
同組み換え蛋白の DNA 損傷部位への集積に必
須であるが、クロマチン構造を弛緩させる薬
剤処理により代替できた。一方、RNF20 と結
合する蛋白として新たにヒストンシャペロ
ンを同定して、そのノックダウンと結合領域
の変異蛋白から、RNF20 を経由したクロマチ
ン構造の弛緩とそれに続く相同組み換え修
復の制御機構の存在が明らかになった。この
結果、MRE11 領域のみならず、RNF20 ならび
に ATM 領域の欠損による相同組み換え能が顕
著に低下することが示された。続いて、pEJ
レポーター遺伝子を用いて非相同末端再結
合を測定した。驚いたことに、チェックポイ
ントに関わる ATM 結合領域の欠損により非相
同末端再結合能が低下した。現在までに、非
相同末端再結合経路への ATM の役割は知られ
てないので、さらなる解析が必要である。	
 
	
 次に、RAD18 結合ドメインを欠損した NBS1



の欠失変異体を用いて、その役割を解析した
結果、NBS1 は直接 RAD18 蛋白と、しかも RAD6
結合ドメインで結合することが判明した。
NBS1 は RAD6 とも結合するがその結合には
RAD18 が必須である事から、RAD18 二量体に
NBS1 と RAD6 が結合して、RAD18 を紫外線損
傷部位にリクルートすることが明らかとな
った。この系は放射線による MRE11 を介した
リクルート機構とは独立に機能する。	
 

	
 
	
 
NBS1/RAD18 の結合は紫外線のみならず、アル
コール摂取により発生するアセトアルデヒ
ドやその他のアルキル化剤にも高感受性を
示した。RAD18 欠失変異体ではレポーター遺
伝子を用いた相同組み換えの測定により、こ
れらの DNA 損傷の修復には相同組み換え修復
に加えて RAD18 依存性の損傷乗り越え DNA 合
成が重要な役割を果たしていることが判明
した。一方、Flag 標識 NBS1 に免疫共沈する
蛋白をマススペクトル法により同定した結
果、幾つかの関連蛋白との新規結合が明らか
となった。RAD18 結合ドメインを欠損した
Nbs1 欠損細胞は放射線にわずかに感受性と
なる。その程度は相同組換え修復の欠損細胞
と類似しているので、DR-GFP レポーター遺伝
子を用いて相同組換え能をアッセイしたが
異常は見られなかった。しかし、EdU を用い
て放射線照射後の修復合成を測定した結果、
顕著に低下していた。放射線は DNA 二重鎖切

断以外にも数多くの塩基損傷を誘発するの
で、修復合成における損傷乗り越えにこの
RAD18 ドメインが必要であると思われる。	
 
	
 本研究の結論として、DNA-クロマチン構造
はまるで呼吸するかのように、緩んだり、堅
くなったりすることが知られている。ヒスト
ンシャペロン FACT は緩んだクロマチンをよ
り安定にする作用がある。DNA 二重鎖切断に
構造を緩めて、FACT が損傷部位に多く結合、
そして RNF20 をリクルートすることが明らか

となった。このように NBS1 と結合する RAD18
および RNF20 の解析から、損傷応答の新しい
概念が導かれた。そして、NBS1 による修復、
チェックポイント、クロマチン・リモデリン
グ、損傷乗り越え合成から構成される損傷応
答機構の全体象が明らかとなった。	
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