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研究成果の概要（和文）：放射線により誘導されたDNA二本鎖切断(DSB)は、哺乳類のがん細胞では主に非相同末
端結合(NHEJ)機構により修復される。したがって、イヌのがん治療における新たな放射線増感剤を開発するため
に有益な情報を得るには、イヌのNHEJの分子機構を明らかにすることが重要である。本研究では、イヌのKu依存
的なNHEJ修復の分子機構に基づく新しい放射線増感剤の開発のための研究を行い、開発の基盤となる情報を得
た。

研究成果の概要（英文）：Understanding the molecular mechanisms of DNA double-strand break (DSB) 
repair is important for developing new radiosensitizers for companion animal cancers.  Radiation- 
induced DSBs are mainly repaired by nonhomologous end joining (NHEJ) mechanisms in mammalian cancer 
cells. Therefore, it is important to clarify the molecular mechanisms of underlying NHEJ in order to
 get valuable information for the development of potential molecular targets for new 
radiosensitizers in the treatment of canine cancers.  On the other hand, cDNAs of core NHEJ factors 
of canine species have not been cloned.  Furthermore, the sequence, localization and control 
mechanisms of core NHEJ factors of canine species have not been published.   
    In this study, we performed fundamental study for the development of new radiosensitizers based 
on the molecular mechanism of Ku-dependent NHEJ of canine species.

研究分野：放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) イヌは愛玩動物、盲導犬や警察犬とし
ての役割に加えて、最近ではアニマルセラピ
ー等の分野でも重要な役割を担っている。さ
らに、人間社会における高齢化や少子化に伴
い、イヌは伴侶動物として重要な役割を担う
ようになってきている。したがって、伴侶動
物イヌの健康寿命を延ばすことが喫緊の課
題となっている。一方、飼育環境、栄養状態、
診断・治療・予防技術の向上などによりフィ
ラリア症等の感染症や事故死は減少したが、
生活習慣の変化と寿命の延長により人間同
様にがんへの罹患率が増加し、がんは死亡原
因の第1位となると共に健康寿命短縮の原因
となっている。 
 
(2) 伴侶動物イヌ用に開発された化学療法
剤は少なく、ヒト用の抗がん剤が伴侶動物に
転用されているが、一部のがんを除きその治
療効果は低い。また最新の化学療法剤の一つ
であるヒト用分子標的剤の多くはヒトの標
的蛋白質への特異性が高く伴侶動物イヌへ
の転用が難しい。一方、伴侶動物イヌはヒト
よりも寿命が短いために二次がん発生のリ
スクが低いので、優れた伴侶動物イヌ用分子
標的剤の開発ができれば化学放射線療法が、
健康寿命を延ばすための最も有効ながん治
療法になりうる。 
 
(3) 放射線により誘発された DNA 二本鎖切
断(DSB)は、もし修復されなければ、がん細
胞が死ぬ要因となる。一方、がん細胞の DSB
は主に非相同末端結合 (NHEJ) 機構で修復
されるので、分子標的法により NHEJ 機構を
阻害できれば様々な「がん」に放射線増感効
果を持つ次世代新薬が開発できる可能性が
高い。イヌ用の分子標的剤を開発するために
はイヌのDSB修復機構を分子レベルで正確に
理解する必要がある。しかし、これまでにイ
ヌ細胞の NHEJ 機構に関する報告がないばか
りか、NHEJ 機構で働く遺伝子のクローニング
もされていない。従って、イヌ細胞の NHEJ
機構を解明するには、まず関連する遺伝子の
同定やクローニングを行い NHEJ 機構の分子
機構を明らかにすることが不可欠である。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、NHEJ を標的とする伴侶動物
イヌ用の次世代放射線増感剤開発のための
基盤を構築するために、イヌの NHEJ 機構で
働くと予想される Ku70, Ku80, XLF, XRCC4
遺伝子をクローニングし、正確な遺伝子配列
とアミノ酸配列を決定する。 
 
(2)ヒトや齧歯類のオルソログとの間で、各
蛋白質のアミノ酸配列の比較解析を行いド
メイン構造と機能制御に関わる翻訳後修飾
サイト（リン酸化等）を予測する。 
 
(3) クローニングした（予定）イヌの各遺伝

子と緑色蛍光タンパク質（GFP）遺伝子を連
結した融合型発現ベクターをそれぞれ作製
して、各遺伝子産物（蛋白質）の細胞内局在
と相互作用機序を解明する。 
 
(4) 各遺伝子産物である標的候補蛋白質を
DNA 損傷直後からライブセルで追跡する方法
を開発する。 
 
これらを通じて、イヌの NHEJ 機構を分子レ
ベルで明らかにすると共に、新しい放射線増
感剤の開発の基盤となる「標的蛋白質と標的
アミノ酸部位」を提示する。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子クローニングと塩基配列の決
定：(a) イヌの Ku70, Ku80, XLF, XRCC4 遺
伝子について、公開されているイヌゲノム配
列からの推測情報とヒトオルソログの配列
を参考に、PCR 用の各プライマーを設計する。
そして、(b) PCR 法により cDNA ライブラリー
から各遺伝子をクローニングする。それから、
(c) クローニングした遺伝子のシークエン
スを行い塩基配列とアミノ酸配列を決定す
る。 
 
(2) 種間比較解析：各遺伝子産物（蛋白質）
の機能とその制御機構を解明するために、決
定した（予定）各蛋白質のアミノ酸配列と報
告されているヒトや齧歯類のオルソログと
の間で比較解析を行う。 
 
(3) GFP 融合型発現ベクターの構築と細胞内
局在解析：(a)クローニングした（予定）イ
ヌの各遺伝子と緑色蛍光タンパク質（GFP）
遺伝子を連結した融合型発現ベクターをそ
れぞれ作製する。(b) リポフェクション法に
より、各発現ベクターをイヌ腎臓尿細管上皮
細胞由来細胞株 MDCK(Madin-Darby Canine 
Kidney cells)に導入し、発現させてから、
共焦点レーザー顕微鏡法によって各遺伝子
産物（蛋白質）の細胞内局在を調べる。 
 
(4) ライブセルイメージング法：融合した
GFP を指標に、イヌの各遺伝子産物である標
的候補蛋白質をDNA損傷直後からライブセル
で追跡する。 
 
４．研究成果 
 (1) イヌのNHEJコア遺伝子のクローニング
と塩基配列の決定：イヌの Ku70, Ku80, XLF, 
XRCC4 遺伝子について、公開されているイヌ
ゲノム配列からの推測情報とヒトオルソロ
グの配列を参考に、PCR 用の各プライマーを
設計し、PCR 法によりイヌ由来の cDNA ライブ
ラリーから各遺伝子をクローニングした。そ
の後、クローニングした遺伝子のシークエン
スを行い塩基配列とアミノ酸配列を決定し
た。その結果、イヌの Ku70 遺伝子は 608 ア
ミノ酸を、XRCC4 遺伝子は 332 アミノ酸を、



XLF 遺伝子は 299 アミノ酸をコードしている
ことが明らかになった。これらの配列情報は
国際塩基配列データベースに登録した（下記
参照）。 
 
(2) イヌの NHEJ コア蛋白質の種間比較解
析：各遺伝子産物（蛋白質）の機能とその制
御機構を解明するために、決定した各蛋白質
のアミノ酸配列と報告されているヒトや齧
歯類のオルソログとの間で比較解析を行っ
た。その結果、アミノ酸配列は、イヌ Ku70
蛋白質とヒト Ku70 の間で約 87%が、イヌ
XRCC4 とヒト XRCC4 の間で約 80%が、イヌ XLF
とヒト XLF の間で約 82%が一致していた。ま
た、３つの遺伝子の核移行シグナルの構造は、
ヒト、マウス、イヌの間で保存されていた。
一方で、これらのヒト遺伝子の機能に重要と
考えられている翻訳後修飾サイトや蛋白質
結合ドメインは完全には保存されていなか
った。例えば、ヒト XRCC4 の細胞内の局在制
御に重要であることが報告されている Sumo
化サイト（210 番目のリジン（K210））は①、
イヌXRCC4には保存されていなかった。また、
ヒト XLF の SCFβ-TrCP を介したポリユビキ
チン化に関わると報告されているβ
-TRCP-recognizable degron は②、イヌ XLF
とマウス XLF において、完全には保存されて
いなかった。さらに、ヒトのKu70の5′dRP/AP 
lyase activity に重要とされている 31 番目
のリジン(K31)は③、イヌ Ku70 には保存され
ていなかった。これらの結果は、伴侶動物イ
ヌの NHEJ 分子機構を正確に理解するために
はヒトや齧歯類で報告されている NHEJ コア
蛋白質の機能や調節機構についても注意深
く検証をする必要があることを示唆する。こ
れらの情報は、NHEJ を標的とする伴侶動物イ
ヌ用の次世代放射線増感剤開発のための標
的蛋白質と標的アミノ酸部位を決定する上
で、重要な情報となる。 
 
(3) イヌの NHEJ コア蛋白質と GFP の融合型
発現ベクターの構築と細胞内局在解析：クロ
ーニングしたイヌの各遺伝子と緑色蛍光タ
ンパク質（GFP）遺伝子を連結した融合型発
現ベクターをそれぞれ作製した。それから、
リポフェクション法により、各発現ベクター
をイヌ細胞株 MDCK に導入し、発現させた。
そして、共焦点レーザー顕微鏡法によって各
遺伝子産物（蛋白質）の細胞内局在を調べた。
その結果、イヌ Ku70, イヌ XRCC4, イヌ XLF
蛋白質は、細胞周期の間期には主に細胞核内
に、細胞分裂期には凝縮した染色体領域を除
く細胞全体に局在することが明らかになっ
た。これらの結果は、ここで解析したイヌの
NHEJ コア蛋白質は細胞周期特異的に細胞内
局在をダイナミックに変化させることを、示
唆する。 
 
(4) イヌの NHEJ コア蛋白質のライブセルイ
メージング法の開発：ヒトの NHEJ コア蛋白

質のライブセルイメージング法を応用して、
それぞれのイヌの NHEJ コア蛋白質と融合し
た GFP を指標に、マイクロレーザーで狙った
極局所領域に誘発した DNA 損傷（DSB）部位
への蓄積の様子をDNA損傷直後からライブセ
ルで追跡する方法を構築した。その結果、イ
ヌ Ku70, イヌ XLF, イヌ XRCC4 蛋白質は、マ
イクロレーザーで誘発した細胞内極局所の
DSB 領域（γH2AX 染色領域）に、損傷直後か
ら集積することが明らかになった。 
 
以上まとめると、計画していたイヌの NHEJ
遺伝子のうちの４つの遺伝子の全てのクロ
ーニングに成功し、正確な遺伝子配列を明ら
かにできた。また、アミノ酸配列の種間比較
をすることで、種を超えて保存されている翻
訳後修飾サイトと蛋白質結合ドメインを明
らかにすることができた。さらに、イヌの
NHEJ コア蛋白質のライブセルイメージング
法の開発にも成功した。これらの情報や材料
は、伴侶動物イヌの次世代放射線増感剤開発
のためばかりでなく、ヒトの次世代放射線増
感剤開発のためにも役立つことが期待され
る。さらに、NHEJ コア蛋白質は V(D)J 組み換
え機構、テロメアー維持機構やゲノム安定化
機構等の生命現象にも重要な役割をしてい
ることから、本研究で得られた成果は伴侶動
物イヌの NHEJ の分子機構の解明や創薬ばか
りでなく、未解明な疾患の発見や治療法の開
発に寄与することが期待される。 
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遺伝子登録 （計 3件）：  
① canine XLF 遺伝子(国際塩基配列データ
ベース accession number: LC176889) 
 
② canine XRCC4 遺伝子(国際塩基配列デー
タベース accession number: LC168634) 
 
③ canine Ku70 遺伝子 (国際塩基配列デー
タベース accession number: LC195221) 
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