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 本論文は「DNA 二重鎖切断修復に関わる XRCC4/DNA ligase IV 複合体の制御機構に関する研究」と題

し、全６章から構成されている。 
 第１章「序論」では、放射線によって生じる種々の DNA 損傷の中で、放射線生物作用に最も密接に関わ

ると考えられる DNA 二重鎖切断（以下、DSB）の修復機構について、現在までに明らかになっていること

をまとめている。真核細胞において DSB は主として、相同組換えと非相同末端結合（以下、NHEJ）の２

つの機構で修復されるが、XRCC4/DNA ligase IV 複合体は NHEJ の最終段階において DNA 末端同士の結合を

司ると考えられている。XRCC4 は DNA-PK をはじめとした種々のタンパク質リン酸化酵素による制御を受ける

ことが知られ、多くの研究が行われている。一方、近年、DSB 修復の制御において SUMO 化酵素やユビキチン

化酵素が重要な役割を担うことが明らかにされ、XRCC4 についても SUMO 化、ユビキチン化修飾を受けるとい

う報告があるが、機能はほとんど明らかになっていない。これらを踏まえ、本研究の目的は、ユビキチン化、SUMO
化、アセチル化など種々の翻訳後修飾を受ける可能性や、タンパク質間相互作用において重要な役割を担う可能

性があるリジンに着目し、XRCC4/DNA ligase IV の制御機構を明らかにすることであると述べている。 
 第２章「XRCC4 リジン-アルギニン変異体の系統的作製と機能解析」では、まず、ヒトとニワトリの XRCC4
のアミノ酸配列を比較し、両者の間で保存されている 16 個のリジン残基を抽出している。この中で、霊長類に

おいて他のアミノ酸に置き換わっているものを除外し、また、SUMO 化を受けることが報告されている 210 番

目のリジン（K210）を追加し、計 16 個のリジンをアルギニンに置換した変異体 cDNA を作製している。次に、

これらの変異体 XRCC4 cDNA を XRCC4 欠損細胞 M10 に導入して安定発現株を樹立し、4 Gy のγ線照射後の

生存率を指標として DSB 修復における機能を解析している。その結果、187 番目および 271 番目のリジンをア

ルギニンに置換した変異体（以下、それぞれ K187R、K271R）では生存率が著しく低下すること、すなわち、

これらのリジン残基が DSB 修復において重要であることを明らかにしている。 
 第３章「XRCC4 K271R および K210R 変異体の解析」では、K271R 変異体の DSB 修復機能低下の原因を探

るため、まず、蛍光顕微鏡観察による細胞内局在の解析を行い、正常 XRCC4 が核に局在するのに対し、K271R
は核への局在が失われることを示している。さらに、正常 XRCC4 を発現する細胞では DNA ligase IV が核内に

局在するのに対し、K271R では DNA ligase IV の核への局在が失われることを見出している。以上の結果から、

K271 が XRCC4 と DNA ligase IV の核局在に必要であることを明らかにしている。また、SUMO 化部位として

報告されている K210 の変異体は、XRCC4 自身、DNA ligase IV ともに核に局在することを示している。さら

に、放射線感受性、γ-H2AX フォーカス数を指標として、K271R は DSB 修復機能が低下していること、K210 R
はほぼ正常な DSB 修復機能を有していることを明らかにしている。 
 第４章「XRCC4 K187R 変異体の解析」では、K187R 変異体の DSB 修復機能低下の原因を探るため、まず、

免疫沈降法により DNA ligase IV との結合を調べ、K187R 変異体は DNA ligase IV との結合が失われているこ

とを示している。次に、γ-H2AX 免疫染色、コメット電気泳動法により、K187R 変異体は DSB 修復機能が低下

していることを示している。さらに、K187R 変異体は核に局在し、レーザーマイクロビームで生じた DNA 損傷

にリクルートされるが、DNA ligase IV の核への局在がほとんど起こらないことを見出している。以上の結果か

ら、XRCC4 は単独で核に局在し、DNA 損傷部位にリクルートされること、また、DNA ligase IV の核局在に

XRCC4 との相互作用が必要であることを明らかにしている。 
 第５章「XRCC4 と DNA ligase IV の相互作用の構造モデル解析」では、Protein Data Bank に登録されてい

る三次元構造座標データを元に、ソフトウェア PyMOL を用いた解析を行い、K187 が DNA ligase IV の酸性ア

ミノ酸との相互作用に重要であること、K187 をアルギニンに変えると DNA ligase IV との相互作用における立

体障害が起こること、XRCC4 四量体形成に有利に働くことを明らかにしている。 
 第６章「結論」では、以上の研究で明らかになったことをまとめて、結論を述べている。 
 これを要するに、本論文は、DNA 二重鎖切断修復の最終段階において DNA 末端同士の結合を司る

XRCC4/DNA ligase IV 複合体の形成および核局在の制御機構に新規で重要な知見を与えるものであり、理学上

貢献するところが大きい。よって、本論文は博士（理学）の学位論文として十分価値あるものと認められる。 
注意：「論文審査の要旨及び審査員」は、東工大リサーチリポジトリ（T2R2）にてインターネット公表されますので、公表可能な範囲の内容で作成し

てください。 


