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1.1 放射線の生物作用 

1.1.1 放射線の生物作用 

 今日、我が国において癌は 1981 年以来、死因の第一位であり、2007 年の統

計では約 30%（年間死亡者数 1,108,334 人中 336,468 人）を占める[1]。この癌

の治療において放射線は外科手術、化学療法と並んで重要な役割を担っている。

一方で、広島、長崎における原子爆弾や東海村臨界事故などの事例が示すよう

に、放射線が人体にとって重篤な影響を及ぼすこともある。 

 放射線の生物作用を考える際、その量は吸収線量で表されることが多い。吸

収線量とは単位質量の物質に与えられるエネルギーである。吸収線量の単位は

グレイ（Gy）であり、1 Gy＝1 J/kg である[2]。ヒトが全身に 4 Gy の放射線を

あびて、無菌治療、骨髄移植などの適切な処置を施さなければ、60 日以内に半

数が死に至るといわれている。これを半数致死線量（LD50/60）という。これを

グラムあたりのカロリーに換算すると 

 4×0.24÷1000≒0.001 [cal/g] 

となる。体の大部分が水であり、したがって、その比熱は水とほぼ等しいとす

ると、半数致死線量は、体温をわずか 0.001℃上昇させる熱エネルギーに相当す

る。また、力学的エネルギーとしては、 

 4÷9.8≒0.41[m] 

だけ体を持ち上げるのに必要な力学的エネルギーに相当する。このように、放

射線は極めて低いエネルギーで、生体に大きな影響をもたらす。 

 我々ヒトの体はさまざまな組織、臓器から構成されるが、組織、臓器ごとに

放射線の影響の受けやすさが異なる。放射線の影響の受けやすさを「放射線感

受性」という。一般に、細胞分裂がさかんな組織ほど放射線感受性が高く、一
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方、分裂をほとんどしていない細胞は放射線感受性が低いとされる[2]。これは、

1906 年に Bergonie と Tribondeau によって報告され、Bergonie-Tribondeau の

法則という。体内で最も放射線に敏感なのは白血球であり、0.25 Gy 以上の放射

線を浴びると数時間後から顕著な減少が認められる。生殖組織、すなわち、男

性の精巣、女性の卵巣も放射線感受性が高く、男性では 0.15 Gy 以上、女性で

は 0.65 Gy 以上の被ばくで一時不妊を生じる。また、消化管も放射線感受性が

高く、ヒトが一度に 10〜15 Gy の放射線を被ばくすると、2〜3 週間以内に消化

管の傷害に起因する感染、出血で死亡する。一方で、筋肉組織、神経組織など

は放射線の影響を受けにくい。 

 これらのことから、放射線は極めて小さなエネルギーで、細胞の増殖能力に

著しい影響を与えること、言い換えれば、放射線は増殖に関連した特異的な標

的にエネルギーを付与することによって作用を発揮することがうかがえる。こ

の標的の具体的実体は遺伝情報を担う DNA であると考えられている。 

 

1.1.2 放射線の標的分子 DNA 

 放射線は物質にエネルギーを付与し、励起または電離する。生体を構成する

分子は DNA の他に、RNA、タンパク質、脂質、水などがあり、放射線はこれ

らすべての分子を励起または電離することができる。しかしながら、特に DNA

分子の励起、電離は、他の分子の励起、電離に比べて、生体への影響が極めて

大きいと考えられる。第一に、DNA は生命の設計図といわれる。RNA やタン

パク質は細胞内に設計図が正確に残ってさえいれば、正しく作られ、機能を果

たすことができる。一方で、放射線によって設計図自体が壊されると、これら

の分子を作ることができなくなり、生存が脅かされると考えられる。第二に、

DNA は細胞内で唯一つの存在であり、同じものは存在しないということである。
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ヒトは 46 本の染色体を持っており、半分を父親、残り半分を母親から受け継い

でいる。男性の性染色体以外はほぼ同じものが二つ存在するが、わずかに異な

るもの（相同染色体）と、DNA を複製してできた全く同じもの（姉妹染色体）

とがある。このような特別な場合を除けば、DNA は基本的に同じものが二つと

存在しない。このような性質を持つ DNA が失われる影響は大きいと考えられる。

第三に、DNA は極めて長い分子である。ヒトゲノム DNA は約 60 億塩基対か

ら構成される。1 塩基対あたりの長さは約 0.3 nm であり、総延長は約 2 m とな

る。ヒト細胞の場合、ゲノム DNA を格納する核は、約 10 μm である。長い分

子であるということは、どこかで切れる危険性が高いということである。第四

に、DNA は少しでも切れることよって、遺伝情報の伝達に非常に重大な影響を

与える。細胞は分裂するときに、対極する二箇所（中心体）から伸びる紡錘糸

（実体は微小管）に染色体の一箇所（動原体）を結びつけて引っ張ることによ

り、染色体を正しく均等に分配する。ここで DNA が切れていると、染色体の分

配が正しく行われず、新生細胞において遺伝情報の過不足が生じる。その結果

として、細胞内で RNA やタンパク質が作り出せなくなるため細胞の生存が著し

く脅かされると考えられる。 

 

1.1.3 放射線による DNA 損傷 

 放射線によって生じる DNA 損傷にはさまざまなものがある。DNA の塩基が

糖から外れる塩基脱離、塩基に異常な化学基が結合する塩基修飾、DNA の同一

鎖の隣り合う塩基間などで共有結合が生じる鎖内架橋（intrastrand crosslink）、

相対する鎖間で共有結合が生じる鎖間架橋（interstrand crosslink）、DNA とタ

ンパク質の間で共有結合が生じる DNA-タンパク質間架橋などがある。さらに、

DNA 二本鎖の一方が切断される一本鎖切断（single-strand break; SSB）、両方
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が切断される二重鎖切断（二本鎖切断ともいう、double-strand break; DSB）

がある。ヒト正常二倍体細胞では、X 線 1 Gy あたり、塩基損傷が約 1,000 個、

一本鎖切断が約 1,000 個、二重鎖切断が約 40 個生じるとされる[3]。この中で、

二重鎖切断は、生成数としては最小であるものの、最も重篤であり、放射線の

生物作用に最も密接に関わると考えられている。他の損傷では DNA 二本鎖の少

なくとも一方がつなぎ止められているが、二重鎖切断では DNA 二本鎖が完全に

切り離されており、修復が困難であるためと考えられる。 

 DNA 二重鎖切断をはじめとした DNA 損傷は放射線以外にもさまざまな薬剤

によっても生じる。抗癌剤の中には、DNA 損傷によってその作用を発揮するも

のが少なくない。また、細胞が特に薬剤や放射線にさらされなくていなくても、

酸化ストレスや複製の際のエラーなどにより、DNA 損傷は常に起こっている。

さらに、生殖系や免疫系の組織ではさかんに DNA の組換えが行われているが、

これは DNA 二重鎖切断に始まる。DNA 二重鎖切断は放射線の生物影響理解の

鍵であるばかりでなく、さまざまな生命現象の根幹に関わっている。DNA 二重

鎖切断の修復、解消が不完全あるいは不正確であると、細胞が形質転換、増殖

能の喪失などを起こし、癌や様々な疾患につながる。逆に、これを利用して癌

をはじめいろいろな疾患を治療することもできる。 

 生体は DNA 損傷に対する防御機能を備えている[4,5]。まず、さまざまな DNA

損傷はそれぞれに特化した機構で修復される。また、DNA 損傷を持ったまま複

製や分配を行うことを防ぐために細胞周期進行を一時停止する細胞周期チェッ

クポイント機構が存在する。さらに、細胞が自ら死ぬことによって癌化や子孫

への影響を防ぐアポトーシス機構も存在する。 
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1.2 DNA 二重鎖切断修復の分子機構 

1.2.1 相同組換え（HR）と非相同末端結合（NHEJ） 

 ヒトを含む真核生物において、DNA 二重鎖切断は主として二つの機構によっ

て修復される[4,5]。一つは相同組換え（homologous recombination; HR）、も

う一つは非相同末端結合（non-homologous end-joining; NHEJ）である。HR

は切れた DNA と類似、あるいは同一な DNA 配列を持つ DNA を探し出して、

それを鋳型にして切断部位の配列を復元する反応機構である。NHEJ は近接す

る DNA の末端同士を必要に応じて整形を行った後、つなぎ合わせる反応機構で

ある。二つを比べると NHEJ はやや精度に欠けると考えられる。例えば、結合

の際に塩基が脱落したり、新しく加わったりして配列が変化する可能性がある。

また、互いに近接して複数の DNA 二重鎖切断が存在した場合、本来とは異なる

DNA 同士が結合されてしまう危険性がある。その一方で、HR は精度面では優

れていると考えられるが、時期が限定される。類似あるいは、同一な配列をも

つ DNA には、相同染色体と姉妹染色体が存在するが、動物細胞では姉妹染色体

しか鋳型に使用することができない。従って、HR は複製後にしか行えず、細胞

周期の S 期か G2 期に限られる。それ以外の時期では DNA 二重鎖切断修復は

NHEJ に依存する。特に、ヒトの正常および癌組織を構成する細胞では、G0 期

または G1 期にある細胞が最も多い。また、ヒトゲノムのうちタンパク質をコー

ドしているのはごく一部であり、残りの部分は繰り返し配列、転写調節配列、

イントロンなどであるため、多少の塩基の欠落、挿入などは許容される場合が

多いと考えられる。そのため、特に、ヒトにおいては NHEJ の重要性が高いと

考えられる。 
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1.2.2 相同組換え（HR）の分子機構 

 HR では、まず、DSB の位置から一方の鎖が 5’→ 3’方向に分解され、一本鎖

部分が形成される。これを resection と呼ぶ。Resection には、CtIP、

Mre11-Rad50-Nbs1 （MRN）複合体、ExoI/BLM （Bloom’s syndrome mutated）

複合体が関与する[6]。MRN 複合体のうち、Mre11 がエンド／エキソヌクレア

ーゼ活性を持ち、CtIP がそれを促進する。Mre11 のエンドヌクレアーゼ活性に

より、二本鎖の 5’端を持つ方の鎖にニックが入る。次に、Mre11 のエキソヌク

レアーゼ活性により、ニックから 3’→5’方向に分解が起こる。一方、ニックから

5’→3’方向にエキソヌクレアーゼ ExoI とヘリカーゼ BLM により分解が起こる。

このようにしてできた一本鎖部分にまず RPA （Replication protein A）が結合

して安定化する[6]。続いて、BRCA1、BRCA2（FANCD1）などの作用により、

RPA が Rad51 に置き換えられ、一本鎖 DNA 上に Rad51 が整列したフィラメ

ントが形成される[6]。Rad51 は相同鎖の探索と鎖交換反応を行う。続いて切断

部位から鋳型鎖に従って DNA polymerase δ（polδ）、PCNA などの DNA 複

製タンパク質による DNA 合成が行われる[6]。最後に、ヌクレアーゼである

Mus81-Eme1、XPF-ERCC1、SLX1-SLX4 などの作用により、交差した２本の

鎖が解離（resolution）されて修復が完了する[6]。 

 

1.2.3 非相同末端結合（NHEJ）の分子機構 

 NHEJ においては、まず、Ku80（Ku86 ともいう）と Ku70 のヘテロダイマ

ー（以下、これを Ku と呼ぶ）が二本鎖 DNA の末端に結合する[4,5]。次に、タ

ンパク質リン酸化酵素活性を有する DNA-PKcs （DNA-dependent protein 

kinase catalytic subunit）が Ku を介して二本鎖 DNA の末端に結合し、活性化
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する[4,5]。DNA 末端の形状により直ちに結合できない場合には、結合に先立っ

て整形が行われる[4,5]。これをプロセシングという。例えば、エンド／エキソ

ヌクレアーゼ Artemis は DNA 末端がヘアピン構造担っている場合にこれを開

裂したり、オーバーハングを除去したりする。ギャップがある場合には、DNA 

polymerase μおよびλによる合成が行われる。PNKP （polynucleotide kinase 

phosphatase）は 5’末端にリン酸基がない場合にこれを付加したり、3’末端にリ

ン酸基がある場合にこれを加水分解して除去したりする。二つの DNA 末端は、

最終的に XRCC4 と DNA ligase IV （以下、LigIV）の複合体によって結合さ

れる。XLF（XRCC4 like factor、別名 Cernunnos）は XRCC4 と結合し、ミス

マッチやギャップがある DNA 末端同士の結合を促進すると考えられている。 

 本研究は NHEJ の分子機構に関するものであるので、上記の分子の発見の経

緯や性質、機能などについて以下にやや詳しく述べる。 

i) Ku 

 Ku は当初、三森らによって、膠原病患者の自己抗原として発見され[7]、抗体

を用いたアフィニティー精製によって、分子量約 70,000 と 80,000 の２つのサ

ブユニットからなる DNA 結合タンパク質であることが明らかになった[8]。こ

れらのサブユニットをそれぞれ Ku70、Ku80 とよび、さらに、両者から構成さ

れる二量体タンパク質を Ku 抗原あるいは Ku という。フットプリント解析によ

って、Ku が DNA 配列に依存せず、二本鎖 DNA の末端に結合することが明ら

かになった[9]。この性質から DNA の組換えやトランスポジションによる役割

が考えられたが、数年間明らかでなかった。 

 1992〜1993 年にかけて、Ku が DNA-PK の成分であることが 2 つのグルー

プによって明らかにされた[10-12]。さらに、Ku80 が X 線感受性を示すげっ歯

類 細 胞 の 第 5 群 で 欠 損 し て い る 遺 伝 子 XRCC5 （ X-ray repair 
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cross-complementing）の産物であることが明らかになった[13,14]。Ku80 を欠

損する細胞は放射線高感受性に加えて、V(D)J 組換え異常を示す。 

 Ku80 遺伝子ノックアウトマウスは下記の scid マウスと同様、免疫不全、放

射線高感受性に加え、発育に異常を示し、体重が同週齢の正常マウスの 40〜60%

である[15,16]。Ku70 遺伝子ノックアウトマウスは Ku80 ノックアウトマウスと

同様、免疫不全、放射線感受性、発育異常を示すが、免疫不全はやや軽症であ

り、T 細胞の産生が一部見られる[17,18]。 

 X 線結晶解析により、Ku の構造はドーナツ状で、ドーナツの穴の部分で DNA

に結合することが明らかにされた[19]。このため、端を持たない DNA には結合

できないが、DNA の端があれば、穴に DNA を通すような形で結合できる[19]。 

ii) DNA-PKcs 

 1985 年、ヒト HeLa 細胞、ウサギ赤芽球、カエル卵、ウニ卵などの抽出液中

に二本鎖 DNA を添加するとヒートショックタンパク質 Hsp90 のリン酸化が促

進されることが見出された[20]。1989〜1990 年にかけて、2 つのグループが

HeLa 細胞抽出液からこのタンパク質リン酸化活性を示す分子を精製し、分子量

約 350,000 の大きな分子（p350）であることが明らかになり、DNA 依存性プロ

テインキナーゼ（DNA-dependent protein kinase, DNA-PK）と名付けられた

[21,22]。1992〜1993 年にかけて、上述のように DNA-PK が p350 だけでなく、

Ku も含むことが明らかになった[10-12]。このことから、p350 は DNA-PK 触

媒サブユニット（DNA-PK catalytic subunit, DNA-PKcs）と呼ばれるのが一般

的になった。同時に、DNA-PK の活性の発現に DNA 末端が必要であることが

明らかになったことから、DNA-PK は DNA の組換えや修復に関わるシグナル

伝達分子である可能性が考えられた[11]。さらに、Ku80 が XRCC5 遺伝子産物

であることが明らかになって間もなく、DNA-PKcs が X 線感受性を示すげっ歯
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類細胞の第 7 群で欠損している遺伝子 XRCC7 の産物であることが明らかにな

った[23-25]。第 7 群には、B 細胞、T 細胞を欠損する重症複合免疫不全を示し、

移植拒絶がないために腫瘍移植実験に頻用されていた scid（severe combined 

immunodeficiency）マウスが属する[26]。これとほぼ同時に、ヒト脳腫瘍バイ

オプシーから樹立された細胞 M059J において DNA-PKcs が欠損していること

が発見された[27]。DNA-PKcs の変異による scid マウス様の症候群は、ウマ、

イヌでも報告されている[28,29]。近年、ヒトの放射線高感受性-重症複合免疫不

全（radiosensitive-severe combined immunodeficiency, RS-SCID）患者で、

DNA-PKcs の変異が 2 例発見された[30,31]。うち 1 例では、重篤な脳神経発達

異常が認められている[31]。 

 DNA-PKcs 遺伝子の全長クローニング、塩基配列決定は 1995 年に行われ、

4,127 アミノ酸からなり、分子量はそれまで推定されていたより大きく、約

470,000 であることが明らかになった[32]。また、その触媒ドメインは、ホスフ

ァチジルイノシトール 3-リン酸キナーゼおよび直前に報告された毛細血管拡張

性運動失調症原因遺伝子（ataxia-telangiectasia mutated, ATM）[33]と相同性

を示すことが明らかになった。 

iii) XRCC4/DNA ligase IV 

 XRCC4 は X 線感受性げっ歯類細胞の第 4 群に属する細胞 XR-1 の V(D)J 組

換え能を相補するヒト遺伝子として単離された[34]。発見時に知られていた他の

分子との相同性は認められなかった。その後、免疫沈降法により、XRCC4 と

DNA ligase IV が結合していることが明らかになった[35,36]。DNA ligase IV

の変異は、放射線感受性の白血病患者[37]、発育不全、免疫不全を呈する患者[38]

で同定されている。後者は、Ligase IV シンドロームと呼ばれる。XRCC4 ある

いは DNA ligase IV 遺伝子のノックアウトマウスは、免疫不全に加え、脳神経
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発生異常によって胎性致死となる[39-41]。 

iv) XLF/Cernunnos 

 XRCC4 結合タンパク質の two hybrid 法によるスクリーニングで、XRCC4 と

類似の 3 次構造が予測される分子が同定され、XRCC4-like factor（XLF）と命

名された [42]。ほぼ同時に、ヒト RS-SCID の新たな原因遺伝子として

Cernunnos が同定された[43]。また、XLF と Cernunnos は同一分子であるこ

とが明らかになった。 

v) PAXX（Paralog XRCC4 and XLF） 

 PAXX は 2015 年 1 月に NHEJ にかかわるタンパク質として同定された

[44,45]。Protein Data Bank（PDB）では C9orf142 と登録されている。PAXX

は三次元構造が XRCC4 に非常によく似ていて、Ku70 と Ku80 に直接結合し、

DNA 損傷部位にリクルートされる。薬剤によって誘導された DNA 損傷に対し、

XRCC4 と XLF と共に DNA 修復、生存率の回復に寄与する。さらに、PAXX

の 199 番目のバリンと 201 番目のフェニルアラニンをアラニンに置換すると

Ku70 と Ku80 との相互作用が欠失する。この変異体を利用して PAXX が Ku 依

存性の DNA Ligation を亢進することが試験管内の実験で実証された。ヒトゲノ

ムの解読の終了が 2003 年に宣言され、12 年が経った後に新たなタンパク質が

同定されたのは驚くべきことである。このようなことが起こった理由として考

えられるのは PAXX が比較的小さなタンパク質であったことが一因としてあげ

られる。 
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1.3 XRCC4 の翻訳後修飾による調節 

 DNA-PK は巨大な分子であり、触媒ドメインはその一部に過ぎないが、その

活性中心に変異を導入すると、NHEJ が部分的にしか回復しないこと、すなわ

ち、NHEJ 機能にリン酸化触媒機能が必須であることが示されている。DNA-PK

は 1990 年代前半から多くの核タンパク質をリン酸化することが報告されてい

るが、NHEJ においてどのタンパク質をリン酸化することが重要かは明らかに

なっていない。 

 当研究グループは以前、放射線照射された細胞内で DNA-PK が XRCC4 をリ

ン酸化することを初めて示した[46]。その後、二つのグループが別々に Ser260、

Ser320 をリン酸化部位として同定したが、これらの部位に変異を導入しても放

射線感受性や V(D)J 組換え能への影響は認められなかった[47,48]。これらのこ

とから、これらのグループは DNA-PK による XRCC4 のリン酸化は NHEJ に

不要であると結論づけた。当グループでは他に 4カ所のリン酸化部位を同定し、

少なくともそのうち 3 カ所が放射線照射後にリン酸化され、DNA 修復において

重要な役割を担うことを見出している（Sharma ら、投稿準備中）。 

 また、XRCC4 は、カゼインキナーゼⅡによるリン酸化を受け、これによって

PNKP との結合が促進されすることが示されている[49]。さらに、ユビキチン

化[50]、SUMO 化[51]を受けるという報告もある。DNA ligase IV については、

DNA-PK によるリン酸化の報告が１件ある[52]。これらのことから、XRCC4 は

さまざまな翻訳後修飾を受け、DNA ligase IV による DNA 末端結合を調節する

可能性が考えられる。 
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1.4 本研究の目的 

 本研究では、XRCC4（X-ray repair cross-complementing）タンパク質に注

目した。当研究室では、主に DNA-PK のリン酸化基質という観点から XRCC4

の解析を行ってきたが、XRCC4 はカゼインキナーゼ II によるリン酸化、さら

にはユビキチン化、SUMO 化などを受けることが報告されており、多数の翻訳

後修飾による複雑な制御を受けていることが推察される。本研究は、動物種間

で保存されているリジンに着目し、XRCC4 の制御機構を明らかにすることを目

的として行った。 
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 XRCC4 のリジン残基の中で種間保存性の高い残基に注目し、変異体を系統的

に作製し、機能解析を行うことにより、重要なリジン残基の探索を行った。異

種生物間の XRCC4 アミノ酸配列を比較し、保存性の高いリジンを調べた。この

うち、K140 についてはオランウータンでそれぞれグルタミン酸になっているた

め、対象から除外した。一方、K210 を解析対象に加えた。K210 を加えた理由

は Yurchenko らが 2006 年に、①K210 が SUMO 化修飾を受けること、②SUMO

化修飾が XRCC4 の核移行に必要十分であること、③K210 変異体が放射線感受

性上昇と V(D)J 組換え能低下を呈することを報告したからである。これらのリ

ジンをアルギニンに置換した変異体 XRCC4 と GFP の融合タンパク質を

XRCC4欠損細胞M10に導入し、放射線感受性を指標とした機能解析を行った。 
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3.1 本章の目的 

 第 2 章で、XRCC4 K271R 変異体は DNA 二重鎖切断修復における機能が低

下していることが明らかになった。K271 は核移行シグナルと考えられる配列の

中に存在する(図 3.1)。そこで、本章では、まず、K271R 変異の核局在への影響

を調べることを目的とした。また、K210R 変異体は前章で放射線感受性の上昇

は K271R に比べてわずかであったが、K210 の SUMO 化修飾が核局在制御に

関わることが報告されている[1]。そこで、K210R 変異の核局在制御への影響を

調べた。核局在解析には蛍光免疫染色に適したヒト子宮頸癌細胞 HeLa を用い

た。しかしながら、HeLa 細胞の内在性の XRCC4 があり、変異体 XRCC4 の核

移行機能を相補する可能性が考えられたため、非翻訳領域に対する siRNA を用

いたノックダウンを行った。また、第 2 章の K271R 変異体と K210R 変異体の

DNA 二重鎖切断修復能の解析を行った。  
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図 3.1 種々の脊椎動物の XRCC4 の K210、K271 周辺のアミノ酸配列の

比較 リジン(K)残基は白黒反転で示している。K210 周辺のアミノ酸配列の

うち、下線を施した部分は DNA ligase IV との結合領域である。また、K271

周辺のアミノ酸配列のうち、二重下線を施した部分は核移行シグナルと考えら

れる領域、点線下線を施した部分は Caspase の認識配列である。 
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3.2 実験方法 

3.2.1 使用した細胞とその培養方法 

この実験では第 2 章で用いた M10 細胞と、ヒト子宮頸癌由来 HeLa 細胞を使

用した。M10 細胞の培養方法は第 2 章に記述した通りである。蛍光顕微鏡観察

による XRCC4 および DNA ligase IV の細胞内局在の解析には、浮遊細胞であ

る M10 細胞より付着細胞である HeLa 細胞が適していると考えた。 

ヒト子宮頸癌由来 HeLa 細胞の培養には、DMEM/Ham’s F-12 混合液体培地（ナ

カライテスク）に 10%容の牛胎児血清（HyClone）、1%容の 10,000 U/ml ペニ

シリン・10,000 g/ml ストレプトマイシン混合溶液を添加したものを用いた。

また、ヒト肺癌由来 H1299 細胞の培養には、RPMI1640 液体培地に 10%容の

牛胎児血清、1%容の 10,000 U/ml ペニシリン・10,000 g/ml ストレプトマイ

シン混合溶液、10 M の-mercaptoethanol（ナカライテスク）を添加したもの

を用いた。いずれも、温度 37.0±0.1℃、CO2 濃度 5.0±0.1%、湿度 95%以上

のインキュベータ（SANYO）中で培養した。 

3.2.2 siRNA 

 内在性 XRCC4 を選択的にノックダウンするため、非翻訳領域（untranslated 

region, UTR）をターゲットにした siRNA を作製した。RNAi 社（東京）が公

開しているプログラム siDirect v.2.0（http://sidirect2.rnai.jp, 21 March 2014 

last access）に XRCC4 mRNA 配列を入力して検索を行い、出力された標的候

補配列から、5’側 UTR の-34〜-12（開始コドン ATG の A から 5’側に 34 塩基か

ら 12 塩基の部分）および 3’側 UTR の 1036〜1058（開始コドン ATG の A から

数えて 1,036 塩基目から 1,058 塩基目、なお、ストップコドンは 1,009 塩基目

から 1,011 塩基目）を選んだ。表 3.2 に示す 4 種のオリゴヌクレオチドを日本バ
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イオサービス（さいたま、埼玉）に依頼して合成した。各オリゴヌクレオチド

は50 Mの濃度でRNase free waterに溶解し、小分けにして-85℃で保存した。

二本鎖を形成させるため、5’-UTR-S と 5’-UTR-AS、または 3’-UTR-S と

3’-UTR-AS をそれぞれ 30 l と 5XAnnealing buffer（500 mM KOAc, 150 mM 

HEPES- KOH, pH 7.4, 10 mM Mg(OAc)2）15 l を 90℃で 1 分間、37℃で 60

分間反応させた。これを小分けにして-30℃で保存した。  

 

 

表 3.1 siRNA 作製のために合成したオリゴヌクレオチド 

名称 配列（d はデオキシリボヌクレオチド、他はリボヌクレオチド） 

5’-UTR-S CUUUAAAUAACAAAAAUCUdTdT 

5’-UTR-AS AGAUUUUUGUUAUUUAAAGdAdG 

3’-UTR-S CUAUGUUUUCUAUUCAUUUdCdT 

3’-UTR-AS AAAUGAAUAGAAAACAUAGdTdC 

 

3.2.3 Lipofection 

 リン脂質二重膜のリポソームで環状 DNA を包み込み細胞膜を通過させるこ

とによって遺伝子を細胞内に導入する方法である。Electroporation 法と違い高

額な装置や実験部品が不要であることや、レンチウィルスやレトロウィルスと

いったようなウィルスベクターを使用しないので、人体への被害が比較的少な

いといった特徴がある。 

遺伝子導入試薬として Lipofectamine 2000（Invitrogen）を使用した。遺伝

子導入はForward TransfectionまたはReverse Transfectionのいずれかで行っ

た。Forward Transfection は抗生物質が含まれない Opti MEM（Gibco）と第 2
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章の手法で準備したプラスミドを混ぜ 10~20 分間室温でインキュベートする。

その後、前日に 1×105個程度の細胞数になるように調整した 10cm dish に培地

と遺伝子が入った溶液を加えた。 

 

3.2.4 XRCC4 及び DNA ligase IV の細胞内局在の解析 

HeLa を固定しない場合は siRNA で内在性 XRCC4 をノックダウンした後、

pEGFP-C1 ベクターに各 XRCC4 cDNA を組み込んだプラスミドを HeLa に

HeLa を固定する場合は HeLa 細胞を使用する場合は前日に 1〜5 ×105個の細

胞を調整した後、細胞をインキュベータ (0-30min 37℃±0.1、CO2±0.1)に置

いた。4% Paraformaldehyde-PBS（ナカライテスク）で 30 分処理することに

より、細胞を固定した。PBS（ナカライテスク）で洗浄後、70％ EtOH で脱水、

PBS で加水し、5％ Albumin Bovine Immunoglobulin Free（BSA）、0.5% Triton

（いずれもナカライテスク）を含む PBS（Blocking Buffer）でブロッキングを

行った。XRCC4 antibody を Blocking Buffer で 1,000 倍に希釈し、Glass Base 

dish (Greiner, Germany)に加えた。0.05% Tween 20 を含む PBS（PBST）で 3

回洗浄後、Alexa Flour 594 を結合した抗ウサギ IgG 抗体（Biolegend）を PBST

で 1,000 倍に希釈し、Glass Base dish に加えた。再び PBST で 3 回洗浄後、4’, 

6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) （ナカライテスク）で核

を染色し、PBS で洗浄後、Mount Quick（大道産業, 東京）とカバーガラスで

封入した。10~20 分後に倒立型蛍光顕微鏡 IX71 の緑色蛍光透過フィルターを

使用して撮影した。 
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3.2.5 免疫沈降による XRCC4 と DNA ligase IV の相互作用の解析 

 M10 細胞を 107 個回収し、Lysis Buffer （20mM Tris-HCl pH7.6, 150mM 

NaCl. 0.5% Triton X-100, Phosphatase Inhibitor 1/100, Protease Inhibitor 

1/100）で細胞を溶解し、氷上で 30 分インキュベートした。15,000rpm, 7min

遠心分離機にかけ、上澄みを回収し、40uL Anti FLAG (M2) Mouse Agarose 

（Sigma-Aldrich）を加え、攪拌機に入れ 4℃ ,overnight もしくは、室温で 2

時間インキュベートした。10,000rpm 1min 遠心分離機にかけ、上澄みを除去、

1mL の Lysis Buffer without Phosphatase and Protease Inhibitor を加え、攪

拌後、10,000rpm 1min 遠心分離機にかける工程を 3 回繰り返した。90uL の

Sample Buffer を加え 100℃で 10min 加熱、15,000rpm 10min 遠心分離機にか

けた後、Western Blotting した。 

 

H2AX 蛍光免疫染色 

 HeLa 細胞を使用する場合は前日に 1〜5 ×105個の細胞を準備し、M10 細

胞を用いて行う場合は 1〜5 ×105個の M10 細胞にコバルト線源の放射線 2Gy

を照射した後、細胞をインキュベータ (0-30min 37℃±0.1、CO2±0.1)に置い

た。SC-2（トミー精工、東京）を用いて 1,200rpm、5min の遠心により、スラ

イドガラス（松浪硝子、岸和田、大阪）に細胞を圧着した。Liquid Blocker （コ

スモ・バイオ）で細胞が圧着した部分を囲み、4% Paraformaldehyde-PBS（ナ

カライテスク）で 30 分処理することにより、細胞を固定した。PBS（ナカライ

テスク）で洗浄後、70％ EtOH で脱水、PBS で加水し、5％ Albumin Bovine 

Immunoglobulin Free（BSA）、0.5% Triton（いずれもナカライテスク）を含

む PBS（Blocking Buffer）でブロッキングを行った。抗H2AX ウサギポリク
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ローナル抗体（Millipore）もしくは XRCC4 antibody を Blocking Buffer で

1,000 倍に希釈し、スライド上に加えた。0.05% Tween 20 を含む PBS（PBST）

で 5 回洗浄後、Alexa Flour 488 もしくは、Alexa Flour 594 を結合した抗ウサ

ギ IgG 抗体（Biolegend）を PBST で 1,000 倍に希釈し、スライド上に加えた。

再び PBST で 5 回洗浄後、4’, 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 

(DAPI) （ナカライテスク）で核を染色し、PBS で洗浄後、Mount Quick（大

道産業, 東京）とカバーガラスで封入した。10~20 分後に蛍光倒立顕微鏡 IX71

の緑色蛍光透過フィルターを使用して撮影した。撮影後、フォーカスの数を目

視または画像ソフトを利用してカウントした。 
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3.3 結果 

3.3.1 内在性 XRCC4 のノックダウン 

 XRCC4 は二量体として機能するため、仮に変異体 XRCC4 の核移行機能が失

われていても、内在性の正常 XRCC4 とともに核移行する可能性が考えられる。

そこで、内在性 XRCC4 をノックダウンすることが必要と考えた。変異体 XRCC4

の発現に影響しないように、非翻訳領域を標的配列とする siRNA をデザインし

た。5’側と 3’側の非翻訳領域について１種類ずつ siRNA を合成して、効果を検

討したところ、5’側の非翻訳領域に標的配列を持つ siRNA は内在性 XRCC4 の

発現に影響しなかったが、3’側の非翻訳領域(3’-UTR、UTR: untranslated 

region)に標的配列を持つ siRNAは内在性XRCC4の発現をほぼ完全に抑制した

(図 3.2)。さらに、pEGFP-C1-XRCC4WT プラスミドを導入すると予想される

分子量の位置に GFP-XRCC4 の発現が認められた。 

 なお、バンドの濃さから、GFP-XRCC4 の発現は内在性 XRCC4 より高いと

考えられた。また、内在性 XRCC4 が単一のバンドであるのに対し、GFP-XRCC4

は広い分子量にわたってバンドがスメア状となった。GFP-XRCC4 がさまざま

なプロテアーゼによって分解を受けた可能性が考えられる。また、XRCC4 には

265 番目と 266 番目のアミノ酸の間に Caspase による切断部位があり、この部

分で分解された可能性も考えられる。 
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図 3.2 3’-UTR siRNA による内在性 XRCC4 のノックダウン HeLa 細胞に

3’-UTR を標的にした siRNA を transfection し、24 時間後 XRCC4 WT を組

み込んだ pEGFP-C1 Vector を transfection した。24 時間後にウエスタンブ

ロットを行った。PCNA はローディングコントロールとした。 
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3.3.2 XRCC4 K271R 及び K210R 変異体の核局在機能 

 K271R 変異体の核局在機能を調べるため、HeLa 細胞に XRCC4 3’-UTR 

siRNA と正常 XRCC4 あるいは K271R 変異体 cDNA を導入し、生きたままの

状態で GFP の蛍光を倒立型蛍光顕微鏡で観察した。その結果、正常 XRCC4 は

核への局在が認められたが、K271R 変異体は細胞質に局在し、核への局在がほ

とんど認められなかった(図 3.3)。核を DAPI で染色すると、正常 XRCC4 の局

在は核と一致し、一方、K271R 変異体がほとんど存在しない部分が核と一致し

た(図 3.4)。これらの結果から、XRCC4 の K271 が核局在に必要であると考えら

れる。 

 

図 3.3 GFP-XRCC4 KR 変異体の核移行機能 3’-UTR を標的にした siRNA を
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transfection し、24 時間後 XRCC4 WT, XRCC4 K187R, XRCC4 K271R, 

pEGFP-C1 Vector をそれぞれ transfection した。さらに 24 時間後に蛍光倒立

顕微鏡 IX71(OLYMPUS)で緑色蛍光透過フィルターを使用して撮影した。 
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図 3.4 GFP-XRCC4 truncation 変異体の NLS 機能評価 3’-UTR を標的にし

た siRNA を transfection し、24 時間後 XRCC4 WT, XRCC4 K187R, XRCC4 

K271R, XRCC4 K311X, pEGFP_C1 Vector をそれぞれ transfection した。24

時間後に 4’, 6-Diamidino-2-phenylindole Dihydrochloride (DAPI)試薬で染色

し、蛍光倒立顕微鏡 IX71(OLYMPUS)で緑色蛍光透過フィルターを使用して撮
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影した。XRCC4 WT、XRCC4 K187R、XRCC4 K271R、XRCC4 K311 truncation

はそれぞれ WT、K187R、K271R, K311X, Vector と示した。 

 

抗 XRCC4 抗体を用いた蛍光免疫染色 

さらに、抗 XRCC4 抗体を用いた蛍光免疫染色を行った(図 3.5)。コントロー

ル pEGFP_C1 ベクターをトランスフェクトした細胞では抗 XRCC4 抗体による

赤色蛍光が観察されかったことから、内在性 XRCC4 の発現がほぼ完全に抑制さ

れていると考えられた。この結果は、3.3.1 の図 3.1 で示したウエスタンブロッ

ティングの結果と一致している。また、正常 XRCC4 と K271R 変異体において、

GFP の緑色蛍光と抗 XRCC4 抗体による赤色蛍光はほぼ完全に重なった。以上

の結果から、この siRNA、cDNA 導入条件においては、緑色蛍光は GFP-XRCC4

単独での空間的挙動を示していると考えた。 

以前に核移行機能異常が報告されている K210 変異体は、ライブセル観察で

も、蛍光免疫染色でも正常 XRCC4 と同様に核への局在が認められた。 

 なお、コントロール pEGFP-C1 ベクターを導入した場合、GFP の蛍光は核を

含めて細胞全体に拡散した。このような現象は、他の論文でも指摘されており、

GFP 単独であれば核膜孔をある程度透過できるのではないかと考えられる。。
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図 3.5 HeLa 細胞内の野生型または変異体 XRCC4 の核局在 siRNA を導

入し内在性 XRCC4 をノックダウンした後、EGFP タグ付きの XRCC4 WT, 

XRCC4 K271R, XRCC4 K210R を発現するプラスミドを導入した。XRCC4

は GFP の緑色蛍光及び抗 XRCC4 抗体を用いた蛍光免疫染色によって可視化

した。核は DAPI で染色した。 
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3.3.3 XRCC4 K271R及び K210 変異体の DNA ligase IV 核局在制御

機能 

次に、抗 DNA ligase IV 抗体を用いた蛍光免疫染色を行い、XRCC4 の DNA 

ligase IV 核局在制御機構を調べた(図 3.6)。この実験では、pCMV10 ベクター

に挿入された DNA ligase IV cDNA を導入した。XRCC4 3’-UTR siRNA とコン

トロール pEGFP-C1 ベクターを導入した場合、抗 DNA ligase IV 抗体の染色は

細胞全体にわたってごく弱く見られたが、正常 XRCC4 cDNA を導入した場合、

核に強い蛍光が見られた。このことから、XRCC4 が DNA ligase IV の核局在と

安定性に必要であることが分かった。K210R 変異体の場合、コントロール

pEGFP-C1 ベクターを導入した場合と同様に、DNA ligase IV の染色は細胞全

体にわたって弱く見られた。この結果から、XRCC4 の K271 が XRCC4 自身と

DNA ligase IV の核局在及び安定性に必要であることが示された。また、K210R

変異体導入細胞においては、DNA ligase IV の核局在も正常 XRCC4 導入細胞と

同等であった。 
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図 3.6 野生型または変異型 XRCC4 の Ligase IV 核局在制御機能 siRNA を

導入し内在性 XRCC4 をノックダウンした後、EGFP タグ付きの XRCC4 WT, 

XRCC4 K271R, XRCC4 K210R を発現するプラスミドと FLAG タグ付き DNA 

ligase IV を発現するプラスミドを導入した。XRCC4 は GFP 蛍光、Ligase IV

は抗 DNA ligase IV 抗体を用いた免疫染色によって観察した。 

 
  

W
T

 
K

27
1R

 
E

G
F

P
 

si
-X

R
C

C
4 

3’
-U

T
R

 

K
21

0R
 

DAPI EGFP LIG4 Merge

 



45 
 

3.3.4 XRCC4 K271R 及び K210R 変異体と DNA ligase IV の相互作

用 

HeLa 細胞内での XRCC4 WT, XRCC4 K210R, XRCC4 K271R の発現レベル

は XRCC4 K271R が他と比較して若干多かった。このことから、XRCC4 は核

外環境のほうが寿命は長い、もしくは、核内では存在量が決まっていて XRCC4 

K271R は核外に留まるので、核内の XRCC4 を規定量まで増やそうとして細胞

内での XRCC4 K271R の発現が亢進すると考えた。DNA ligase IV（LIG4）の

は発現量については XRCC4 WT, XRCC4 K210R, XRCC4 K271R 発現細胞につ

いて目立った違いはなかったが、XRCC4 が存在しない環境では発現量が低かっ

た（図 3.7）。 

免疫沈降の結果 XRCC4 K271R は DNA ligase IV と相互作用を維持していた

ことがわかった（図 3.8）。図 3.6 の結果と併せて考えると XRCC4 K271R 発現

株では DNA ligase IV は XRCC4 K271R と相互作用を維持しているのにもかか

わらず、核への集積が起こらないという結果となった。この結果から DNA ligase 

IV が核への集積するために XRCC4 の核移行が必須という結論が得られた。

DNA ligase IVと相互作用しているXRCC4の量はXRCC4 WT, XRCC4 K210R, 

XRCC4 K271R 発現細胞との間に顕著な差異は認められなかった（図 3.8）。 
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図 3.7 FLAG-LIG4 と EGFP-XRCC4 の発現レベル HeLa 細胞を図 3.6 と同じ

条件下で処理し、抗 FLAG 抗体を使って免疫沈降を行い、Input として Whole 

Cell Lysate をサンプルとしてウエスタンブロットした。PCNA はローディング

コントロールとした。 
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図 3.8 野生型または変異型 XRCC4 と LIG4 の相互作用 HeLa 細胞を図 3.6 と

同じ条件下で処理し、抗 FLAG 抗体を使って免疫沈降を行い、ウエスタンブロ

ットを行った。 

  

IP : FLAG (LIG4) 

si-XRCC4 3’-UTR
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α-FLAG 
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3.3.5 XRCC4 K271R 及び K210R 変異体 

M10細胞においてXRCC4 WT, XRCC4 K210R, XRCC4 K271Rの発現量に大

きな違いはない（図 3.9）。これは、M10 細胞の細胞質が小さいため図 3.7 で見

られたような XRCC4 K271R の発現量が若干高くなるような差が結果に反映さ

れにくいためである。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 3.9 M10 細胞内の EGFP-XRCC4 発現レベル M10 細胞を用いて 2.2.3.3

の手法で XRCC4 WT, XRCC4 K210R, XRCC4 K271R の安定発現株をそれぞれ

樹立し、ウエスタンブロットを行った。PCNA はローディングコントロールと

した。 

 
 
 
 
  

α-XRCC4 

α-PCNA

K210R K271RWT EGFP 
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3.3.6 XRCC4 WT、K210R、K271R の Surviving Fraction 

XRCC4 K210R 安定発現株の生存率は V. Yurchenko らの結果とは異なり、

XRCC4 K210R 安定発現株の生存率と XRCC4 WT 安定発現株の生存率との間

には有意差は見られなかった（図 3.10）。XRCC4 K271R 安定発現株の生存率と

XRCC4 WT 安定発現株の生存率の間には有意差がみられた。図 3.6 の結果から

XRCC4 K271R は核内に入れない分、生存率が落ちるのは一貫性があった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.10  2Gy 照射後の XRCC4 変異体発現株の生存率 M10 細胞を使用し

て第 2 章 2.2.6 の方法に準じてコロニー形成法を行い、生存率を評価した。こ

こでは 2Gy 照射後の Surviving Fraction を SF2 と表した。「*」は one-sided 

Welch’s t-test の結果 p<0.001 であること、「**」は one-sided Welch’s t-test 

の結果 p=0.013 であることを示す。一方、「#」は one-sided Welch’s t-test の

結果 p=0.20 であることを示す。 

# 
*

**
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3.3.7 XRCC4 WT、K210R、K271R の DNA 二重鎖切断修復の評価 

M10 細胞 XRCC4 K271R, EGFP 安定発現株では 2Gy 照射後 2 時間が経過

しても、H2AX focus が残ったままである（図 3.12）。つまり、XRCC4 WT に

比べて XRCC4 K271R は DNA 修復能が低下していた。XRCC4 K271R 安定発

現株は DNA 修復機能が XRCC4 K271R 安定発現株よりも落ちている。これは

図 3.10 の結果と一致している（図 3.12）。 
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 図 3.11 H2AX 免疫染色 M10 細胞 XRCC4 WT、XRCC4 K210R、XRCC4 

K271R それぞれの安定発現株に 2Gy のガンマ線を照射し、2 時間インキュベー

DAPI H2AX Merge 

0 Gy 

2 Gy, 

2 hr 

WT 

K271R 

0 Gy 

2 Gy, 

2 hr 

0 Gy 

2 Gy, 

2 hr 

K210R 

0 Gy 

2 Gy, 

2 hr 

EGFP 
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トした細胞を遠心分離機でスライドガラスに圧着してH2AX 抗体を用いて免

疫染色した後、蛍光顕微鏡で観察した。核を DAPI で染色した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.12 核一つあたりのH2AX のカウント数 図 3.11 の結果を解析した。

DNA 修復能を核一つあたりに存在するH2AX focus 数で評価した。H2AX 

focus 数はH2AX focus 数を核の数で除した数として定義した。三回以上の独

立した実験から 100 個以上の細胞を計算対象とした。エラーバーは標準誤差

を表す。 
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3.4 考察 

 これまでに DNA ligase IV の核局在に XRCC4 が不可欠であることが報告さ

れているが[2]、反対に DNA ligase IV が XRCC4 の核局在に必要であるという

報告もある[3]。従って、XRCC4/ligase IV 複合体を形成したときに XRCC4 か

DNA ligase IV の核移行シグナル（Nuclear Localization Signal, NLS）のどち

らかが正常であれば満足に XRCC4/ligase IV 複合体として機能するという報告

も存在する[4]。ただし、コンピュータによるプログラム計算では DNA ligase IV

のアミノ酸配列には代表的な核移行シグナルに該当する配列が存在しなかった。

本研究では XRCC4 の 271 番目のリジンが XRCC4 自身と DNA ligase IV の核

局在に必要であることを示した（図 3.5, 図 3.6）。タンパク質の核局在には二つ

の要素が必要であると考えている。それは核に移行する機能と核に移行した後

のタンパク質の安定性である。そこで、理論的に考えられる核移行モデルを図 

3.14, 図 3.15 にまとめた。一つ目のモデルは XRCC4/ligase IV 複合体を核外で

形成し XRCC4 もしくは、DNA ligase IV の NLS が働くことで核に移行すると

いうモデル（図 3.14 A）。二つ目は XRCC4 と DNA ligase IV はべつべつに核

に移行した後で、核内で XRCC4/ligase IV 複合体を形成するというモデルであ

る（図 3.14 B）。一つ目のモデルに従うと、XRCC4 自体に DNA 修復能が備わ

っていないが、DNA ligase IV の NLS によって XRCC4/ligase IV 複合体は核に

移行する（図 3.15 C）。二つ目のモデルに従うと、DNA ligase IV は自身の NLS

のおかげで核に移行する。しかし、XRCC4 K271R のように XRCC4 の核移行

が正常に行われていない環境だと、DNA ligase IV が核内で安定して存在するこ

とができない（図 3.15 D）。 

 本研究では XRCC4 K271R の核移行機能の欠失と、核一つあたりに存在する

H2AX focus 数によって XRCC4 K271R 発現 HeLa 細胞における DNA 修復機
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能の低下を示した（図 3.10, 図 3.12, 図 3.13）。これらは 1999 年に Grawunder

らが報告した、250 番目から 300 番目までのアミノ酸を欠いた XRCC4 を用い

た実験の結果と整合する[5, 6]。本研究では XRCC4 の DNA 修復にかかわる部

位をアミノ酸レベルで特定した。 

 また本研究では XRCC4 K210R に関して、これまで報告されている結果とは

異なる結果となった。XRCC4 K210R に関係する論文は Yurchenko らが発表し

た 1 報だけである[7]。Yurchenko らが V(D)J 組換え異常 XRCC4 欠損細胞であ

る XR-1 を用いて行った実験の結果では、XRCC4 K210R は核に局在しない上

に、DNA 修復機能も XRCC4 欠損細胞と同程度まで低下すると報告されていた。

しかし、本研究では XRCC4 K210R の核移行は正常で、H2AX focus 数による

評価では DNA 修復機能も XRCC4 WT に比べ顕著な低下は認められなかった

（図 3.5, 図 3.6, 図 3.10, 図 3.12）。 
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図 3.14 円状の X は XRCC4、長方形の L は DNA ligase IV、アステロイド型

は正常に機能する NLS をそれぞれ表している。 
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図 3.14 XRCC4 と ligase IV の考えられる核移行モデル 
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 図 3.15 円状の X は XRCC4、長方形の L は DNA ligase IV、アステロイド型

は正常に機能する NLS をそれぞれ表している。 
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図 3.15 XRCC4 と ligase IV の考えられる核移行モデル 
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 第 2 章で放射線感受性を示した KR 変異体 XRCC4 に着目し、該当するリジ

ンとその近傍のリジンをアルギニンに置換したKR変異体XRCC4ついて機能を

行った。KR 変異体の核局在、クロマチンへの結合、DNA ligase IV との相互作

用、DNA 損傷修復能の評価、DNA 損傷部位への集積を野生型 XRCC4 と比較

した。 
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第 2 章、第 4 章で得られた結果について PyMOL を使ってシミュレーション

を行い、その結果を基に考察をした。 
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6 章 

 

結論 
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本研究で示したことを総括した。  
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