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研究成果の概要（和文）：本研究は、DNA-PKによるXRCC4のリン酸化を介したタンパク質間相互作用の調節機構を明ら
かにすること、それを利用した新たな放射線増感剤開発の可能性を探ることを目的として行った。XRCC4極C末端(XECT)
領域の重要性の発見、XRCC4/LIG4複合体の核局在およびクロマチン結合制御機構の解明、細胞内でのDNA-PKによるXRCC
4 S320のリン酸化の検出等の成果が得られた。これらの成果を踏まえ、XRCC4のリン酸化部位を模した合成ペプチドに
よる放射線増感試験を行ったが、期待した効果は得られず、ペプチド配列や導入方法等のさらなる検討が必要と思われ
た。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the regulatory mechanisms of protein-protein 
interaction mediated through DNA damage-induced phosphorylation of XRCC4 by DNA-PK and to explore their 
potential in application to the development of new radiosensitizer. The main achievements of this study 
include finding the importance of XRCC4 extremely C-terminal (XECT) region, which is highly conserved 
among vertebrates, the mechanisms of the nuclear localization and chromatin binding of XRCC4/LIG4 complex 
and the detection of XRCC4 S320 phosphorylation by DNA-PK in living cells. Based on these results, we 
tested possible radiosensitizing effects of XRCC4 phosphorylation-mimicking synthetic peptide, but the 
expected effects were not obtained, requiring further studies to optimize peptide sequence and the 
protocol of introduction into cells.

研究分野：放射線生物学・医学
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 二重鎖切断(DSB)は放射線によって生
じるさまざまなDNA損傷の中で最も重篤であ
り、がん放射線治療の鍵を握ると考えられて
いる。ヒトを含む真核細胞において DSB は主
として、非相同末端結合(NHEJ)と相同組換え
の二つの機構で修復される。NHEJ は相同組換
えに比べて精度は低いと考えられているが、
細胞周期上のどの時期においても可能であ
り、多くの細胞が G1/G0 期に存在するヒト細
胞においては重要性が高いと考えられる。
NHEJ において中心的な役割を担う分子とし
て、DSBの認識を担うKu70、Ku86(別名Ku80)、
DNA-PKcs、DSB の結合に関わる DNA ligase 
IV(以下、LIG4)、XRCC4、XLF(別名 Cernunnos)
がある。DNA-PKcs はタンパク質リン酸化酵素
であるが、NHEJ の過程でどの分子を何のため
にリン酸化するかが明らかになっていない。 
 我々は、従来の研究で放射線照射された細
胞内において DNA-PKcs が XRCC4 をリン酸化
することを明らかにし、その部位を 4カ所同
定していた。他のグループによって同定され
た 2 カ所と合わせると、XRCC4 には少なくと
も 6カ所のリン酸化部位が存在すること、そ
のうち 5 カ所がこれまで機能未知であった
XRCC4 の C 末端側 3 分の 1 の領域に集中して
いることが分かっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、DNA-PK による XRCC4 のリン酸化
を介したタンパク質間相互作用の調節機構
を明らかにすること、それを利用した新たな
放射線増感剤開発の可能性を探ることを目
的として行った。 

図 1  本研究の概念図 DNA-PK によってリ
ン酸化されたXRCC4に特異的に結合する分
子がある可能性を考えた。また、もしあれ
ば、リン酸化部位周辺を模したペプチドで
このタンパク質とXRCC4との結合を阻害し、
放射線感受性を高められる可能性を考え
た。 

３．研究の方法 
⑴XRCC4 変異体の作製：全長ヒト XRCC4 cDNA
はヒト T 細胞白血病細胞 MOLT-4 から PCR に
よって増幅し、p3XFLAG-CMV10 ベクター、お
よび pEGFP-C1 ベクターに挿入した。アミノ
酸置換変異体は PrimeSTAR Mutagenesis キッ
トを用いて作製した。 
⑵XRCC4 変異体の機能解析：XRCC4 遺伝子に
変異(c.A370T, p.R124X)を有するマウス白血
病由来細胞 M10に、上記の XRCC4 変異体 cDNA
発現ベクターを Neon Transfection System
を用いて導入し、安定発現株を樹立した。放
射線感受性は軟寒天中コロニー形成法にて
検討した。DNA 二重鎖切断修復能は、γ-H2AX
免疫染色法、コメット電気泳動法にて検討し
た。また、XRCC4 変異体 cDNA 発現ベクター
をヒト子宮頸癌由来 HeLa 細胞に導入し、蛍
光顕微鏡観察により、細胞内局在を調べた。 
⑶XRCC4 リン酸化状態特異的抗体の作製：抗
原ペプチド（リン酸化部位周辺配列を模した
合成ペプチドで当該部位をリン酸化型にし
たもの）をキャリアータンパク質(KLH)に結
合し、ウサギに接種した。 
 
４．研究成果 
 本研究の主な成果として以下のものが挙
げられる。 
 
⑴XRCC4 極 C 末端(XECT)領域の重要性の発見
(論文 8) 
 XRCC4 はヒトの場合 336 アミノ酸からなる
が、その最も C 末端に位置する 18 アミノ酸
の領域は、広範な脊椎動物種において高い保
存性を示す。これを XECT(XRCC4 extremely 
C-terminal)領域と命名した(図 1)。この領域
のアミノ酸の置換変異体を作成して、機能解
析を行った。その中で特に保存性が高い 326
番目のアスパラギンをロイシンに置換した
もの(N326L)が顕著な機能低下を示した。こ
の変異体はアミノ酸置換の結果、偶然核外移
行シグナル(NES)ができ、そのため核から排
除されることが分かった。しかし、核外移行
を制御する CRM1 の阻害剤レプトマイシン B
を添加しても部分的にしか機能が回復しな
かった。さらに、他のアミノ酸(アスパラギ
ン酸、グルタミン酸、アラニン)に置換した
場合、核に局在したが、機能低下が見られた
ことから、このアミノ酸、およびこれを含む
XECT領域はXRCC4の機能に重要であると考え
られた。 

 
図 1 XECT 領域と脊椎動物での保存性 
 



⑵XRCC4およびLIG4の核局在制御機構の解明
(論文 9) 
 リジン残基はユビキチン化、SUMO 化、アセ
チル化などさまざまな翻訳後修飾を受け、ま
た、このようなリジンを標的とした翻訳後修
飾がリン酸化と連動する事例が多くあるこ
とから、XRCC4 全長にわたって、リジンをア
ルギニンに置換した変異体を作製し、機能解
析を行った。その中で、最も著しい機能低下
を示した変異体の一つであるK271R変異体に
ついてさらなる解析を行った。K271 は核内移
行シグナル(NLS)モチーフ内に存在するが、
K271R は核ではなく、細胞質に局在した(図
2)。XRCC4 と結合する LIG4 も核への局在がほ
とんど消失した。以上の結果から、XRCC4 お
よびLIG4の核局在にXRCC4のK271を含むNLS
もチーフが必要であることが明らかになっ
た。 

⑶細胞内での DNA 損傷に応答した XRCC4 S320
のリン酸化の検出(論文 12,産業所有権) 
 XECT 領域に含まれる S320 は他のグループ
によって同定されたリン酸化部位である。
我々は独自に同定した部位 4カ所に加え、こ
の部位についてもリン酸化状態特異的抗体
を作製した。独自に同定した部位のリン酸化
は免疫沈降などを行わなければ検出困難で
あるが(投稿準備中)、S320 のリン酸化は細胞
抽出液の直接ウェスタン・ブロッティングで
も検出可能であった。また、γ線 1Gy 照射後
でも検出可能で(図 3)、欠損細胞、阻害剤を
用いた実験から DNA-PKcs がリン酸化を行っ
ていることが検証された。以上の結果から、
XRCC4 S320 のリン酸化は DNA損傷に応答した
DNA-PKcs の活性化状態を反映していると考
えられた。XRCC4 S320 のリン酸化は放射線感
受性や癌罹患性の指標として有用であると
考えられることから、論文発表に先立ち、特
許出願を行った。 
 
 

 
 
図 3 XRCC4 S320 リン酸化の放射線量依存性 
放射線照射したヒト HeLa 細胞について
XRCC4 S320リン酸化状態特異的抗体を用い
たウェスタン・ブロッティングを行ったも
の。白抜きの矢頭が XRCC4 の位置を示す。 
 
⑷XRCC4/LIG4 複合体のクロマチン結合制御
機構の解明(論文 4) 
 界面活性化剤を含むバッファで抽出を行
うことにより、XRCC4 のクロマチン結合状態
を調べたところ、LIG4 欠損細胞ではほぼ消失
していた。LIG4 欠損細胞に全長ヒト LIG4 を
導入するとXRCC4のクロマチン結合が回復し
た。LIG4 欠損患者で見られる R278H 変異体を
導入しても回復したが、C末端の 2つの BRCT
領域の変異体(W725R、W893R)を導入した場合、
部分的にしか回復しなかった。一方、この領
域のみを LIG4 欠損細胞に導入し、発現させ
ると部分的ではあるが、XRCC4 のクロマチン
結合が見られた。これらのことから、XRCC4
のクロマチンへの結合に LIG4 の C 末端領域
が重要であることが明らかになった。また、
W893R変異体の場合LIG4の発現量が低下して
おり、最も C 末端に位置する(W893 を含
む)BRCT領域がLIG4の安定性にも関わること
が明らかになった。 
 

 
図4 XRCC4/LIG4のクロマチン結合 LIG4欠
損細胞に種々の変異体 LIG4 を導入し、放
射線照射時、非照射時の XRCC4 および LIG4
のクロマチンへの結合を界面活性化剤に
よる分画法で調べた。Nは正常 LIG4、R2 は
患者で見られる触媒中心近くの変異。W7、
W8 は C 末端に 2 つ存在する BRCT 領域の変
異体。 
 
 
 

図 2 XRCC4/LIG4 の核局在 3’-UTR に対
する siRNA によって内在性 XRCC4 をノッ
クダウンした HeLa 細胞に K271R および
K210R 変異体を導入し、蛍光顕微鏡観察
を行った。 



 これらの成果は、国内外の研究者との共同
研究にも発展した。その中で、テキサス大学
M.D.アンダーソン癌研究センターの Park 博
士との共同研究で、LIG4 が Wnt シグナルによ
る放射線抵抗性獲得に関与することが明ら
かになった(論文 13)。 
 
 なお、平成 26 年から平成 27 年にかけて、
XRCC4 に変異を有する患者の報告が 6 報あっ
た (Shaheen et al, Genome Res., 2014; 
Murray et al, AJHG, 2015 他)。患者は小頭
症、小人症などを呈するが、他の NHEJ 遺伝
子変異疾患で見られる免疫不全は見られな
い。患者における XRCC4 の変異部位はさまざ
まであるが、C 末端側を欠失する例が複数見
られた。このような患者においては、XRCC4
の mRNA およびタンパク質発現が低下してお
り、ナンセンス mRNA 分解が起こっていると
考えられているが、C末端側に存在する XECT
領域、核移行シグナル、DNA-PK によるリン酸
化部位が機能に関係する可能性も考えられ、
今後の検討の余地があろう。 
 
 最後に、上記の成果を踏まえ、DNA-PK によ
る XRCC4のリン酸化を応用した放射線増感剤
試験を行った。DNA-PK による XRCC4 のリン酸
化部位 2 カ所を含む 14 アミノ酸の領域に注
目し、非リン酸化状態のものと各リン酸化部
位をリン酸化したものに、HIV Tat タンパク
質の細胞質導入配列を付加した3種類のペプ
チドを用意し、放射線増感効果を検討した。
細胞種によっては、無添加時に比べ、非リン
酸化ペプチドを加えたときにわずかな感受
性の上昇が認められるものもあったが、リン
酸化ペプチドによって非リン酸化ペプチド
より感受性が上昇することは認められなか
った。ペプチドやその細胞内導入方法の最適
化検討が必要と思われた。 
 
 なお、研究代表者は、本研究の成果に関連
して平成 26 年度(第 2 回)日本放射線腫瘍学
会生物部会賞を受賞した。 
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