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研究成果の概要（和文）：p53結合蛋白質として見出された53BP1は、DNA二重鎖切断部位に集積することで、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。本研究で私たちは、アポトーシス細胞で53BP1がカ
スパーゼにより切断され、その断片がアポトーシス細胞の表層に露出することを明らかにした。本研究から、53BP1は
アポトーシス細胞の貪食を制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：p53 binding protein-1(53BP1) accumulates at sites of DNA double-strand breaks, whe
re it suppresses DNA end resection, and facilitates repair of DNA double-strand breaks by non-homologous e
nd joining. In this study, we found that in apoptotic cells 53BP1 is cleaved to generate a fragment of 53B
P1 in a caspase-dependent manner. This 53BP1 fragment is localized on the surface of apoptotic cells. Our 
data suggest that 53BP1 regulates clearance of apoptotic cells by a macrophage.
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１．研究開始当初の背景 
 
53BP1 は、癌抑制蛋白質 p53 と結合する蛋
白質として見出された。53BP1 は、ヌクレオ
ソームとの結合を介してDNA二重鎖切断部位
に集積することで、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
することが明らかになってきた。我々は、ア
ポトーシスにおける53BP1の機能を解析して
いる過程で、53BP1 がカスパーゼにより切断
され、ヌクレオソーム結合ドメイン Tudor と
p53結合ドメインBRCTを含むC末断片化され
ることを見出した。この 53BP1C 末断片は、
アポトーシスのステージ進行に伴い、核から
細胞質へと移行した。さらに細胞質の 53BP1C
末断片の一部は、細胞膜表層に露出すること
が分かった。アポトーシス細胞の表層に露出
した蛋白質には、マクロファージによるアポ
トーシス細胞の貪食において、マクロファー
ジ に 対 す る find-me-signal あ る い は
eat-me-signal となるものがあることが知ら
れている。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究は、アポトーシス細胞の表層に露出
した 53BP1 が、マクロファージによるアポト
ーシス細胞の貪食に対して、どのような影響
を及ぼすかを明らかにすることを目的とし
た。 
 
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細胞株 Jurkat
を、プロテインキナーゼ C阻害剤スタウロス
ポリンで処理することでアポトーシスを誘
導した。siRNA法で53BP1の発現を抑制した。 
 
（２）アポトーシス細胞における蛋白質、DNA
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、免疫蛍光染色法で検出した。 
アポトーシス細胞培養液中に、各種精製補
体因子あるいは補体抑制因子を添加し、アポ
トーシス細胞表層にこれらの因子を結合さ
せた。その後、アポトーシス細胞表層に結合
した補体因子あるいは補体抑制因子を、細胞
の固定処理、膜透過処理を行わない免疫蛍光
染色法で検出した。 
 
（３）マクロファージの調製 
 ヒト単球由来細胞株 THP-1 をホルボール
-12-ミリスタート-13-アセタートで処理し、

マクロファージ様細胞へ分化させた。 
 
（４）マクロファージによるアポトーシス細
胞の貪食 
 マクロファージにアポトーシス細胞を添
加し、X 時間の培養後、貪食されずに残った
アポトーシス細胞を除去した。その後、アポ
トーシス細胞を貪食したマクロファージ数
を明視野顕微鏡下でカウントし、貪食程度を
定量化した。 
 
４．研究成果 
 
（１）アポトーシス細胞における 53BP1C 末
断片の局在 
 アポトーシス細胞の表層には、二本鎖 DNA
断片や各種ヒストンが露出することが知ら
れている。アポトーシス細胞表層の53BP1は、
その一部が二本鎖DNA断片や各種ヒストンと
共局在した。53BP1 の発現を抑制すると、ア
ポトーシス細胞表層への二本鎖DNA断片や各
種ヒストンの露出が部分的に抑制された。
53BP1 が、二本鎖 DNA 断片やヒストンを細胞
表面に露出させる「運び屋」としての機能を
部分的に担っている可能性が示唆された。 
 
（２）マクロファージによるアポトーシス細
胞の貪食における 53BP1 の役割 
 アポトーシス細胞の表層に露出した二本
鎖 DNA 断片やヒストンは、マクロファージに
よるアポトーシス細胞の貪食において、マク
ロファージに対する find-me-signal あるい
はeat-me-signalとなるものがあることが知
られている。アポトーシスを誘導した Jurkat
細胞は、マクロファージにより効率よく貪食
されたが、53BP1 の発現を抑制すると、部分
的に貪食が抑制された。 
 
（３）アポトーシス細胞表層への補体因子結
合における 53BP1 の役割 
 アポトーシス細胞表層のクロマチンには、
様々な補体因子や補体経路の抑制因子が結
合することが知られている。また一部の補体
因子は、アポトーシス細胞のマクロファージ
による貪食を促進する。そこでアポトーシス
細胞表層へのいくつかの補体因子、補体活性
化抑制因子の結合量を調べたところ、53BP1
の発現抑制により、いくつかの補体因子、補
体活性化抑制因子の結合が減少した。 
 
以上の結果から 53BP1 は、アポトーシス細
胞表層へのクロマチン露出と、細胞表層への
補体活性制御因子の結合を制御することで、
アポトーシス細胞のマクロファージによる
貪食を制御している可能性が示唆された。 
 現在、貪食後マクロファージの分泌するサ
イトカインが、免疫抑制性のものであるか、
またそれらサイトカインの分泌量が、53BP1
発現抑制により減少するかどうかを調べて
いる。 
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