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研究成果の概要（和文）：アポトーシス誘導因子p53の結合蛋白質である53BP1は、DNA二本鎖切断修復を誘導する機能
が報告されているが、アポトーシスにおける機能は不明であった。本研究では、53BP1がアポトーシス時に生じたヌク
レオソームを核から細胞表層へ露出させる機構を明らかにし、その生理的意義として、マクロファージによるアポトー
シス細胞の積極的な排除の促進を見出した。さらに、53BP1依存的にアポトーシス細胞表層へ露出したヌクレオソーム
には、補体制御因子が結合したことから、53BP1がアポトーシスに陥った自己細胞の自己抗原化を抑制することが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：53BP1 was identified as one of the binding proteins of apoptosis-inducer p53. It h
as been reported that 53BP1 is involved in DNA double-strand break repair. However the function of 53BP1 i
n apoptosis has remained to be understood. In this study, we revealed that 53BP1 is localized on the surfa
ce of an apoptotic cell via binding to modified histones. Furthermore, we found that downregulation of 53B
P1 reduces elimination of apoptotic cells by macrophages, and binding of some of regulators for complement
 pathways to the surface of apoptotic cells. These data suggest novel roles of 53BP1 for the clearance of 
apoptotic cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
 p53 binding protein 1（以降 53BP1）はア
ポトーシス誘導因子p53の結合タンパク質と
して同定された核タンパク質である。これま
でに、53BP1 の機能としては、DNA への損傷
ストレスで生じたDNA二本鎖切断端に出現す
るジメチル化ヒストンへの結合を介して、切
断端を認識し、DNA の非相同末端再結合修復
を誘導すること、および DNA 損傷時に細胞周
期を調節することが報告されていた。すなわ
ち、53BP1 は、DNA 損傷の修復、特に最も重
篤な DNA損傷として知られる DNA二本鎖切断
の認識・修復において、非常に重要な役割を
果たしていることが、多くの研究により明ら
かにされていた。一方、53BP1 はアポトーシ
ス誘導因子であるp53への結合性を有するこ
とから、アポトーシスにも関与することが予
想された。しかしながら、アポトーシスにお
ける 53BP1 の機能に関する研究は、未だ報告
されていなかった。 
 これまでに、DNA 損傷修復に携わるタンパ
ク質のうち、アポトーシスにおいて、DNA 損
傷修復とは全く異なる機能を発揮するもの
がいくつか報告されていた。例えば、53BP1
と同様に非相同末端再結合修復に働くこと
で知られているKu70が挙げられる。 Ku70は、
核に多く存在する一方で細胞質にも存在し、
p53 の下流で発現が誘導されるアポトーシス
誘導因子である Bcl-2-associated X protein
のミトコンドリアへの局在を抑制すること
で、アポトーシスの進行を制御する。また、
DNA 二本鎖切断端の認識において、53BP1 と
密接な関係にあるDNA損傷修復タンパク質で
ある Breast cancer susceptibility gene 1
（以降 BRCA1）も、DNA 損傷修復とは別にア
ポトーシスの誘導に関与することが報告さ
れている。すなわち、BRCA1 の局在が核内か
ら細胞質に変化すると、がん細胞にアポトー
シスが誘導されるといった現象も報告され
ていた。このように、同じく DNA 損傷修復タ
ンパク質である 53BP1 も、DNA 損傷修復とは
異なる機構に働いて、アポトーシスに関与す
る可能性が考えられた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 前述のような背景を受けて、申請者は、
53BP1 がアポトーシスへ関与するかどうかの
手がかりを探すべく、本研究開始以前に、ア
ポトーシス細胞における53BP1の発現状態と
局在を検出した。その結果、53BP1 は、アポ
トーシス特異的タンパク分解酵素であるカ
スパーゼによって切断されて、ジメチル化ヒ
ストン結合領域を残す C末端部分（以降 C末
断片）となること、アポトーシス細胞内で生
じるヌクレオソーム単位の DNA 断片と共に、
細胞表層に検出されることを見出した。さら

に、アポトーシス細胞表層への DNA 露出が
53BP1 依存性であるとの結果を得た。そこで、
本研究では、53BP1 を介したアポトーシス細
胞表層へのヌクレオソーム露出の分子機構
とその生理的意義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 
 
 アポトーシスにおける 53BP1 の働きが DNA
損傷に依存するか否かを区別するために、
DNA 損傷性および DNA 非損傷性の両方の薬剤
を使い分けてアポトーシスを誘導した。DNA
損傷性アポトーシス誘導剤としてトポイソ
メラーゼ I 阻害剤であるカンプトテシンを、
DNA 非損傷性アポトーシス誘導剤としてプロ
テインキナーゼC阻害剤であるスタウロスポ
リンをそれぞれ用いた。細胞は、ヒト Tリン
パ球由来白血病細胞株 Jurkat 細胞あるいは
Molt-4 細胞を用いた。リンパ球由来細胞株へ
の遺伝子導入は、導入効率が低いことがしば
しば問題となる。この問題を解決するために、
エレクトロポレーター（Lonza 社）を用いて
遺伝子導入を行った。この導入方法により、
8 割以上の細胞へ遺伝子を導入できること、
さらにそのほとんど全ての細胞が生存して
いることを確認した。これらの細胞を前述の
アポトーシス誘導剤でそれぞれ処理してア
ポトーシス細胞として用いた。 
 
 
（2）マクロファージの調製 
 
 ヒト単球由来細胞株 THP-1 細胞を、分化誘
導剤であるホルボール-12-ミリスタート
-13-アセタートで処理することで、マクロフ
ァージ様細胞への分化を誘導し、マクロファ
ージとして用いた。 
 
 
（3）アポトーシス細胞表層へのタンパク質 

および DNA 結合解析 
 
 アポトーシス細胞表層に局在した 53BP1、
DNA、あるいはヒストンを検出するために、
細胞の固定および細胞膜の透過処理を行わ
ずに、抗 53BP1 抗体、抗 DNA 抗体、あるいは
抗ヒストン抗体を用いた蛍光抗体法を行っ
た。また、internalization による抗体の細
胞表層からの消失を防ぐために、全ての反応
は氷温下にて行った。そして、蛍光顕微鏡下
で検出し、細胞表層に 53BP1、DNA あるいは
ヒストンを露出した細胞数を計測し、それら
の存在割合を数値化した。 
 補体成分は、アポトーシス細胞を精製補体
添加培地で培養あるいはマクロファージと



共培養することで結合させた。細胞表層に結
合した補体成分は、前述と同様に固定および
膜透過処理を行わずに、補体に対する抗体を
用いた蛍光抗体法を氷温下にて行い、蛍光顕
微鏡下で検出し、補体が結合したアポトーシ
ス細胞数を計測し、それらの存在割合を数値
化した。 
 
 
（4）マクロファージによるアポトーシス細 

胞貪食解析 
 
 マクロファージにアポトーシス細胞を添
加して共培養し、マクロファージにアポトー
シス細胞を取りこませた。その後、氷冷する
ことで取り込み反応を停止させ、貪食されず
に培養液中に残ったアポトーシス細胞を除
去した。マクロファージおよび貪食されたア
ポトーシス細胞は、ヘマトキシリン染色にて
可視化させ、明視野顕微鏡下で検出した。マ
クロファージに貪食されたアポトーシス細
胞、およびアポトーシス細胞を貪食したマク
ロファージの数を計測し、貪食程度を数値化
した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
（1）53BP1 を介したアポトーシス細胞表層へ 

のヌクレオソーム露出機構 
 
 アポトーシス細胞表層への53BP1依存的な
ヌクレオソーム露出機構を明らかにする一
環として、53BP1 が核内から細胞表層へヌク
レオソームを輸送する因子であると予想し
た。DNA 損傷時の 53BP1 は、DNA 切断端のジ
メチル化ヒストンに結合することが報告さ
れている。また、DNA 損傷の有無にかかわら
ず、アポトーシスに陥った細胞の核内では、
ゲノム DNAが DNA 分解酵素により短く切断さ
れて、DNA およびヒストンからなるヌクレオ
ソームが出現することがわかっている。そこ
で、DNA と共にアポトーシス細胞表層へ露出
したヒストンを調べると、53BP1 との結合性
が報告されているヒストンがDNA損傷の有無
にかかわらず検出された。この結果から、
53BP1 は、DNA 損傷時だけでなく、アポトー
シス時もクロマチンに結合しうることが考
えられた。そして、53BP1 は、ヒストンとの
結合を介して核内から細胞表層へヌクレオ
ソームを輸送する因子であることが示唆さ
れた。しかしながら、53BP1 自身にモーター
タンパク質としての活性があるという報告
はない。今後の課題として、53BP1 結合ヌク
レオソームが核から細胞質へと移行する機
構、および細胞膜付近に移行した 53BP1 結合
ヌクレオソームが細胞内から細胞外へ露出
する機構の詳細を明らかにしていく予定で
ある。 

（2）53BP1 依存性ヌクレオソーム露出の生理 
的意義 

 
①アポトーシス細胞の積極的な排除： 
 アポトーシス細胞表層に露出したDNAに結
合した補体は、マクロファージの貪食活性を
促進することが報告されている。そこで、ア
ポトーシス時の 53BP1 は、ヌクレオソームの
露出を介して、補体によるマクロファージの
貪食促進作用を支持することで、アポトーシ
ス細胞を積極的に排除する役割を担うので
はないかと予想した。そこで、アポトーシス
細胞への補体の結合、それに続くマクロファ
ージによるアポトーシス細胞貪食の程度を
調べた。その結果、いずれにおいても、53BP1
依存性がみられた。これらの結果から、53BP1
を介したアポトーシス細胞表層へのヌクレ
オソーム露出には、補体に結合して、マクロ
ファージによる貪食除去を促進させる効果
があると考えられた。 
 
 
②アポトーシス細胞への自己免疫応答の抑 

制： 
 アポトーシス細胞など自己細胞を排除す
る際には、免疫細胞による自己への攻撃を抑
制する機構が働く。近年、その機構の構成成
分も、アポトーシス細胞表層の DNA およびヒ
ストンに結合することが報告された。そこで、
53BP1 を介してアポトーシス細胞表層に露出
したヌクレオソームが、補体抑制機構を活性
化し、アポトーシス細胞が自己抗原となるの
を抑制しているのではないかと予想した。こ
の予想を検証するために、アポトーシス細胞
への補体制御因子の結合を調べると、53BP1
依存性がみられた。この結果から、53BP1 を
介したアポトーシス細胞表層へのヌクレオ
ソーム露出は、４．（2）①．で示したアポト
ーシス細胞の積極的排除のみならず、自己抗
原化を抑制する機構でもあることが示唆さ
れた。現在では、この自己免疫抑制効果を確
定させるために、53BP1 を介してヌクレオソ
ームを露出したアポトーシス細胞を貪食し
たマクロファージでは、炎症の惹起が抑制さ
れていることを検証している。 
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