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1-1 細胞の恒常性と DNA 損傷 

 ヒト細胞などの真核生物細胞では、細胞核内に染色体 DNA が存在し、タンパク質翻

訳が行われる細胞質から 2層の核膜によって区切られている(図 1-1)。細胞がその恒常

性を維持するためには、細胞核と細胞質間での様々な分子の移動が行われ、細胞内で

の正常な働きが保たれていることが求められる。これらの働きの担い手であるタンパ

ク質は DNA→RNA→タンパク質という遺伝情報の流れ(セントラルドグマ)によって生産

される[1]。すなわち、タンパク質の設計図となる DNA が正しい形で保存されている

ことが細胞内の恒常性につながる[2]。しかし、細胞内では様々な要因により多種多様

な DNA 損傷が生じている(図 1-2)[3]。これらの DNA 損傷が放置されると、細胞は即座

に致死的な DNA異常を蓄積し機能を停止することが考えられる。 

多種多様な DNA 損傷の由来は、内的・外的要因に大別される。内的要因の最たる例

は細胞代謝による副産物である。ミトコンドリアでのアデノシン三リン酸(Adenosine-

tri-phosphate: ATP)合成などの電子伝達系の過程、免疫反応の過程、食細胞がウイル

スや細菌に感染した細胞を殺すために酸化バーストを起こす時、ペルオキシソームで

の脂質過酸化の時など、多くの細胞プロセスでスーパーオキシドアニオン、OH ラジカ

ル、過酸化水素(H2O2)などの活性酸素種（Reactive oxygen species: ROS）が生成され、

これらの内因性 ROS は酸化的 DNA 損傷、主に塩基損傷を引き起こすことが知られてい

る[4-7]。他には、生理的条件下で DNA の一部の化学結合が自然に崩壊することである。

ヌクレオチドは加水分解して脱塩基部位（AP site）になることがあり、1 日に 1 細胞

当たり 2000~10000回の脱プリンが起こると推定されている[3]。また、DNA構成要素の

一つであるシトシンは自然状態で脱アミノ化してウラシルに変換されることがあり、

細胞内で 1日に 60~500回起こると推定されている[8]。加えて、DNA複製、転写に起因

して DNA 損傷が発生する場合がある。I 型トポイソメラーゼ(Top1)、II 型トポイソメ

ラーゼ（Top2）は転写や DNA複製の際に、DNA二重らせん DNAのそれぞれ片方または両

方の鎖にニックを入れ、それを解きほぐすことによって、スーパーコイル二重らせん

DNA を弛緩させる。この間に一時的な内在性の DNA 一本鎖切断(Single-strand break: 

SSB)および DNA二本鎖切断(Double-strand break: DSB)が誘導される。通常は Top1、

Top2によってニックは即座に再結合されるが、再結合が頓挫する可能性がある[9]。 

外的要因の主な例は紫外線(Ultra violet: UV)である。UV は DNAの二重らせん構造

を歪める鎖内架橋(Intra-strand crosslink)を誘発し、シクロブタンピリミジン二量

体（CPD）や 6-4 光生成物（6-4PP）を生じることが知られている[10]。また、線や X

線などの電離放射線(Ionizing radiation: IR)も DNA損傷を引き起こす。IRによって
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引き起こされる DNA 損傷は様々あり、塩基損傷、鎖内架橋、鎖間架橋(Inter-strand 

crosslink)、SSBおよび DSBと多くの損傷を誘発する。ヒト正常二倍体細胞では、放射

線 1 Gy 当たり、塩基損傷が約 1,000~3,000 個、SSBが約 1,000 個、DSBが約 20~50

個生じると考えられている。DSB は生じる量としては最少ではあるが、その損傷の具

合から全ての DNA 損傷の中で最も重篤であると考えられており、放射線の生物影響を

考えるにあたり重要な位置を占める[11,12]。他にも、タバコの煙に含まれる多環芳香

族炭化水素や、加熱しすぎた食品に含まれる複素環アミンなどの外因性遺伝毒性物質

も付加体を DNAに作用させることで DNA 損傷を誘導する可能性がある[10]。 

我々が、DNA 損傷が生じても正常な細胞の状態を保つことができるのは、DNA 損傷

の効率的な修復(DNA 損傷修復) 、修復しきれない DNA損傷をもった細胞を自主的に細

胞死へ誘導(アポトーシス)するなどの細胞内の恒常性を保つための DNA 損傷応答が機

能しているからである(1-2章で述べる)。 

 

 

図 1-1 細胞の構造(エッセンシャル細胞生物学より引用) 
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図 1-2 内的・外的要因による様々な種類の DNA損傷 
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1-2 細胞内における DNA 損傷応答機構 

1-1章で述べたように、生体は DNA 損傷に対する様々な防御機構を備えている。こ

の章ではそれらの、DNA 損傷応答機構について述べる。 

 

1-2-1 細胞周期チェックポイント 

細胞周期チェックポイントとは、細胞が細胞周期を停止させる機構のことを指す。

中でも、DNA 損傷やゲノムストレスに応じて行われる G1/S チェックポイント、G2/M チ

ェックポイントはよく知られている。G1/S チェックポイントでは、S 期に入る前に外

部環境に適しているか、また、DNA に損傷がないかを確認している。細胞の外部環境

が細胞にとって好ましくない場合や DNA修復が必要な場合は G1期の進行を停止、特殊

な休止状態である G0 期に突入させ、細胞周期の流れを変える。主に、ATM、CHK2、p53

タンパク質のシグナル伝達経路を通して S 期進行に必要なタンパク質をダウンレギュ

レートすることが知られている(図 1-3)。また、G2/M チェックポイントでは、有糸分

裂に入る前に DNA の修復と複製が完了しているかを確認する。主に、ATR、CHK1 タン

パク質のシグナル伝達経路を通して M 期に必要なタンパク質をダウンレギュレートす

ることが知られている(図 1-3)。そして、他の細胞からのシグナルに応じて細胞周期

を制御するのもこれらのチェックポイントのもつ役割である[13]。 
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図 1-3 DNA 損傷、複製ストレス誘発細胞周期チェックポイント 
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1-2-2 アポトーシス 

アポトーシスとは、細胞が自発的に死ぬ(プログラム細胞死)ことである。アポトー

シスの発生時、細胞の収縮、核の凝集、DNA の断片化が起こり、細胞自体がいくつか

に分裂し、アポトーシス小体が形成される。そして、アポトーシスを起こした細胞は、

最終的にマクロファージにより貪食される。同じ細胞死にネクローシスというものが

あり、細胞の膨大、溶解、崩壊などによって細胞が消失する現象である。しかし、ネ

クローシスはアポトーシスとは異なり外部要因による細胞の他殺なのでアポトーシス

とは区別される。DNA 損傷を受けた細胞や、がん遺伝子を活性化した異常な細胞を生

体から排除する機構であるアポトーシスは、細胞のがん化を抑制する上で最も重要な

機構である。特に、DNA 損傷応答に関連したアポトーシスではがん抑制遺伝子である

p53 を介した経路がよく知られている。p53 が正常に機能している細胞では、DNA 損傷

誘導下で高頻度にアポトーシスが引き起こされる。DNA損傷により p53が安定化し、細

胞内に蓄積することにより、転写因子としての活性が上昇するからである。p53 によ

って発現が調節される Bax、Noxa、PUMA などの遺伝子産物はミトコンドリアに局在し

て Cytochrome c をミトコンドリア内から流出させる機能を有している。Cytochrome c

は Caspase-9 の活性化因子である Apaf-1と結合し、これらの複合体内でカスパーゼ

活性を有する Caspase-9 が作られ、下流のエフェクターカスパーゼを活性化

(Caspase-3、-6、-7 の切断) することによりアポトーシス関連分解反応が引き起こさ

れる[14]。 
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1-2-3 DNA損傷修復 

DNA 損傷修復とは、何らかの原因で DNAへの損傷が発生した場合に、その損傷を修

復する機構である。損傷を受けた DNA は、細胞内で素早く損傷の検出ができるように

形状を変化させる。そして、DNA 損傷修復に関連するタンパク質群が DNA 損傷の発生

している部位、またはその周辺に動員・結合し、他の分子との結合や複合体を形成す

ることによって DNA 修復が行われる。 

 

1. 塩基除去修復・一本鎖切断修復 

細胞内で発生した塩基損傷並びに一本鎖切断は塩基除去修復(Base excision 

repair: BER)および一本鎖切断修復(Single-strand break repair: SSBR)により修復

される。両修復経路は図 1-4に示すように、その大部分が重複している経路である。 

SSBRにおいて、SSBは酵素 Poly ADP-ribose polymerase 1(PARP1)、Poly ADP-ribose 

polymerase 2(PARP2)によって検出され、同時に PARP1/2は SSB部位でポリ ADPリボシ

ル化(PARylation)を媒介する。この ADP リボシル化は足場タンパク質である X-ray 

repair cross complimenting 1(XRCC1)と相互作用し、XRCC1 の損傷個所への集積を可

能にする。XRCC1は細胞内で DNA Ligase III (LIG3)、DNA polymerase  (POLB)、Poly 

nucleotide kinase phosphatase (PNKP)および Aprataxin (APTX)といった酵素と物理

的に結合していることから、SSBR 関連因子の損傷部位への集積は XRCC1 依存的である

ことが分かっている[15]。SSBの損傷部位における DNA末端が付加物などにより即座に

結合できない場合は、XRCC1 と結合した PNKP および APTX により末端処理(End 

processing)が行われる。その後、XRCC1 と結合した POLB 並びに LIG3 により鎖の合成

および末端結合(Ligation)が行われ、修復が完了する[15,16]。 

BER において、塩基損傷は DNA グリコシラーゼにより検知される。DNA グリコシラー

ゼは Monofunctional 型または Bifunctional 型に大別され、Monofunctional 型では塩

基と糖の間の N-グリコシド結合を切断することで損傷した塩基を DNA 鎖の中から取り

除き、脱塩基部位(AP site)を作る。この AP サイトはヌクレアーゼ AP endonuclease 

1(APE1)により SSB に変換され PARP1/2 を刺激し、以降 SSBR の経路を介して修復され

る。一方、Bifunctional 型は N-グリコシド結合の切断だけでなく AP リアーゼ活性を

持ち、 脱離反応を介して AP部位を分解し、リン酸化 3’末端を持つ塩基の脱落した

SSB へと変換する。そして、PARP1/2 が媒介する PARylaiton による XRCC1 の損傷部位
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への集積並びに PNKP による 3’末端の脱リン酸化を経て、POLB および LIG3 によって

DNA末端が結合される[16,17]。 

 

 

図 1-4 塩基除去修復(BER)と DNA一本鎖切断修復(SSBR) 
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2. ヌクレオチド除去修復 

ヌクレオチド除去修復(Nucleotide excision repair: NER）は、DNA の二重らせんを

歪ませるような付加体や架橋を含む、様々な DNA 損傷を認識し修復する。特に UV 暴露

により生成されるシクロブタンピリミジンダイマー（CPD）および 6-4 ピリミジン光生

成物（6-4PP）などの架橋に対する修復経路としてよく知られている。NER はグローバ

ルゲノム NER(Global genome NER: GG-NER)および転写共役 NER(Transcription-coupled 

NER: TC-NER)の経路に大別される(図 1-5)。GG-NER は、ゲノムのあらゆる場所で二重

らせん構造の歪みを引き起こす DNA 付加体を認識し修復する経路であり、主に 6-4PP

は XPC 複合体に、CPD は XPE 複合体(DDB 複合体とも呼ばれる)によりそれぞれ検知され

る。TC-NER は転写を阻害する付加体を取り除く修復経路であり、伸長している RNA 

polymerase が付加体と遭遇した場合に CSA および CSB が損傷を認識し集積する。損傷

の検出後、GG-NER と TC-NER は重複した経路をたどる。まず転写因子 TFIIH、ヘリカー

ゼXPBおよびXPD複合体により二重らせん構造の解きほぐしが行われる(バブル形成)。

バブル形成後、ヌクレアーゼ XPG および XPF 複合体によりバブルの 3'末端と 5'末端に

それぞれ二重の切開が行われる。残った一本鎖 DNA(Single-strand DNA:  ssDNA)ギャ

ップは PCNA と結合した DNA polymerase  (POLD)あるいは DNA polymerase  (POLE)

によって埋められ、PCNA-LIG1 複合体(または XRCC1-LIG3)によって末端が結合される

(Ligation)[18]。最近の研究では 6-4PP の修復において、APE1 依存的 BER により修復

されているという報告もある[19]。 
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図 1-5 グローバルゲノムヌクレオチド除去修復(Global genome NER)と転写共役型ヌ

クレオチド除去修復(Transcription-Coupled NER) 
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3. 二本鎖切断修復 

生体、細胞にとって最も重篤な損傷である DSB はヒトを含む脊椎動物細胞において、

主に 3 つの機構によって修復されることが分かっている[20,21]。1 つ目が相同組換え

修復(Homologous Recombination repair: HRR) 、2 つ目が非相同末端結合(Non-

Homologous End-Joining: NHEJ)、3つ目が代替的末端結合(alternative End joining: 

alt-EJ , Theta-mediated end joining: TMEJ or Microhomology-mediated end 

joining: MMEJ)である。生じた DSB をどの経路で修復するかは細胞周期、損傷領域な

どに応じて選択されていることが示唆されている。以下の図 1-6 はそれぞれの経路に

ついてのイニシエーションおよび促進する因子を表している。最初に、DSB 末端は

Breast cancer susceptibility gene 1(BRCA1)、p53 binding protein 1(53BP1)がそ

れぞれ媒介する末端切除(End resection)または末端保護(End protection)のどちらか

の修飾を受け、End protection が選択された場合は NHEJ を介して修復される[20]。

End resection が選択されると、DSB末端から 3’方向に約 100 塩基ほど下流の位置に

おいて 3’→5’方向で DNA が分解され、一本鎖 DNA(single-strand DNA: ssDNA)が露

出する。ここから 2 つの経路に分岐し、ヘリカーゼ Bloom (BLM)、ヌクレアーゼ DNA 

replication helicase/nuclease 2(DNA2)ら 5’→3’方向にさらなる End resection(分

解)が行われると HRR に、露出した ssDNA に PARP1/POLQ が媒介するアニーリング

(Annealing)が行われると MMEJ によって修復される[20,21]。以下の項目でイニシエー

ション後のそれぞれの経路について述べる。 
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図 1-6 DNA 二本鎖切断修復の経路選択 
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A) 非相同末端結合(NHEJ) 

NHEJ では、53BP1 による末端切除抑制の下で Ku70 および Ku80 から構成される Ku ヘ

テロダイマーにより損傷が検知され、DNA 末端が保護される(End protection)(図 1-7)。

そして、Ku を指標にキナーゼ DNA-PKcs、足場タンパク質 Paralogue of XRCC4 and XLF 

(PAXX)、XRCC4-like factor (XLF)、X-ray repair cross complimenting 4(XRCC4)お

よび XRCC4と結合した PNKP、APTX、DNA ligase IV (LIG4)、ヌクレアーゼ Artemis が

DNA 末端に動員される(Synapsis 形成)。損傷末端の形状に応じて Artemis による DNA

末端の分解、PNKPおよび APTXによる End processing が行われ、XRCC4-LIG4複合体に

より末端が結合される(Ligation)。NHEJ は直接 DNA 末端をつなぎ合わせる修復方法

(End joining)であり、結合の際に約 0~5 塩基ほどの欠失、空間的に隣接する他の DNA

鎖との誤った結合(染色体欠失、逆位、転座) が発生する可能性がある[20,22]。また、

NHEJ は M 期以外のどの細胞周期においても機能しており、最も選択される修復経路で

あることが示唆されている[23]。 

 

 

図 1-7 非相同末端結合(NHEJ) 
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B) 相同組換え修復(HRR) 

HRRでは、ヌクレアーゼ Meiotic recombination 11(MRE11)により DSB末端から 3’

方向に約 100 塩基ほど下流の位置において 3’→5’方向で DNA が分解され、ssDNA が

露出する(End resection)。露出した ssDNA はさらにヘリカーゼ BLM、ヌクレアーゼ

DNA2 または Exonuclease 1(EXO1)によって 5’→3’方向に拡張される。この間に、露

出した ssDNA は Replication protein A (RPA)にコーティングされる。これらの過程は

BRCA1 によって促進される。その後、 ssDNA を覆う RPA は Breast cancer 

susceptibility gene 2(BRCA2)に媒介され RAD51に置換される。RAD51はフィラメント

を形成し、相同鎖の探索と鎖交換が行われ、相同鎖を鋳型とした DNA 合成が行われる

(Recombination)(図 1-8)。最終的には、相同鎖と修復された DNA からなる 2対の染色

体が解離して修復が完了する。相同配列間のわずかな違いを除けば、塩基レベルで正

確に復元するため、正確性の高い修復経路である。しかしながら、HRR で用いられる

相同的な DNA 鎖は相同染色体や姉妹染色体にあることが前提だが、ヒト・マウスなど

の細胞では相同染色体はほとんど鋳型として機能せず姉妹染色体しか利用されない。

つまり、HR 活性は S期の後半から G2期に限定される[20,24]。既往の研究では転写活

性領域においては HRRが優先して行われていることが示唆されている[25]。 
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図 1-8 相同組換え修復(HRR) 
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C) 代替的末端結合(MMEJ) 

代替的末端結合は他 2 経路と比べて比較的新たに発見された修復経路であり、英名

称では alternative End joining (alt-EJ)、Theta-mediated end joining (TMEJ)、 

Microhomology-mediated end joining (MMEJ)の 3つの名で呼ばれていることが多く、

本論文では MMEJ で統一している(図 1-9)[21]。イニシエーションにおいて MRE11 によ

り DSB 末端から 3’方向に約 100 塩基ほど下流の位置において 3’→5’方向で DNA が

分解され ssDNA が露出するが、その後の 5’→3’方向の拡張はされない。代わりに、

ヘリカーゼ活性およびポリメラーゼ活性を持つ DNA polymerase  (POLQ)による微小相

同鎖(Microhomology)のアニーリングおよび DNA 鎖の合成、開裂が行われる。これらの

過程は PARP1 により促進されることが示唆されている。また、アニーリング時にフラ

ップ構造を形成する場合があり、これはヌクレアーゼ Flap endonuclease 1(FEN1)によ

りフラップ部位が分解される。最後に、XRCC1-LIG3 複合体あるいは PCNA-LIG1 複合体

により末端が結合される(Ligation および End joining)。MMEJ はフラップ部位が分解

されることから、数十塩基ほどの欠失が発生する可能性がある[21]。最近の研究では

M期に機能する唯一の修復経路であることが示唆されている[26,27]。 
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図 1-9 代替的末端結合(MMEJ) 
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1-3 DNA 修復因子と遺伝性疾患 

1-1 章で述べたように、細胞内における正常な代謝過程でも発生しており、一日一

細胞あたり約数十万個の DNA 損傷が発生すると考えられている。そして、これらの 

DNA 損傷は DNA 損傷修復機構によって正しく修復され、ゲノムの安定性が保たれてい

る。DNA 損傷修復に異常が生じると、これらの DNA 損傷が蓄積または、修復の失敗に

よる突然変異が蓄積することで、細胞の恒常性の崩壊やゲノム不安定性に繋がり、病

気の症状となって現れる。また、遺伝子変異が生殖細胞に生じた場合は、両親から子

へと受け継がれる遺伝性疾患へと繋がる。これらのことから、DNA 損傷修復と遺伝性

疾患は密接に関係していることがわかる。 

実際に報告されている DNA 損傷修復因子の変異により発症する遺伝性疾患の例とし

て以下のものなどが挙げられる。 

 

1) Microcephaly and Seizure (MCSZ) 

小頭症やてんかんを呈する遺伝性疾患であり、原因遺伝子は BER、SSBR、NHEJ に関

与する PNKP である [28]。MCSZ 患者由来細胞は SSB を誘導する薬剤に高感受性を示す

ことがわかっている[29]。 

2) Ataxia Oculomotor Apraxia 4 (AOA4) 

神経変性および眼球運動失調症を呈する遺伝性疾患であり、原因遺伝子は PNKP であ

る[30,31]。AOA4 患者由来細胞は MCSZ 患者同様に SSB を誘導する薬剤に高感受性を示

すことがわかっている[29]。 

3) Ataxia Oculomotor Apraxia 1 (AOA1)/Early onset ataxia with ocular motor 

apraxia and hypoalbuminemia (EAOH) 

神経変性、眼球運動失調症および低アルブミン血症を呈する遺伝性疾患であり、原

因遺伝子は BER、SSBR、NHEJに関与するとされている Aprataxin (APTX)である[32-35]。 

4) Bloom 症候群 (Bloom syndrome) 

日光過敏症、免疫不全、低身長症、若年性悪性腫瘍発生率の上昇などの症状を呈す

る遺伝性疾患であり、原因遺伝子は HRRに関与するヘリカーゼ BLMである[36]。BLMは

DSB修復経路選択や DNA複製に関わることが報告されている[37,38]。 

5) 遺伝性乳がん卵巣がん(Hereditary breast and ovarian cancer: HBOC) 
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HBOC患者は生殖細胞においてで HRRに関与する BRCA1、BRCA2のヘテロ接合変異を有

していることがよく知られている。BRCA1/2 変異は病的バリアントを保持していると

乳がんおよび卵巣がんの生涯発症リスクが約 40-80%上昇することが分かっている[39]。

他にもすい臓がん、前立腺がんの発症リスクが 3-7 倍に増加することが報告されてい

る[40,41]。既往の研究により、BRCA1/2 変異がん細胞は PARP1/2 阻害剤に高感受性を

示すことが分かっている[42,43]。 

6) 色素性乾皮症（Xeroderma pigmentosum: XP） 

日光過敏症、若年性皮膚がん発生率の上昇などの症状を呈する遺伝性疾患であり、

原因遺伝子はヌクレオチド除去修復に関与する XP遺伝子群(XPA-XPG, XPV)である[44]。 

 

このように、DNA 修復因子と遺伝性疾患は密接に関係する。本研究で着目した APTX

も遺伝性疾患の原因遺伝子として同定され、その後の研究により BER、SSBR、NHEJ に

関与する DNA 修復因子であることが示唆されている。しかしながら、AOA1 由来患者細

胞は DNA 損傷誘導剤に対する感受性が軽度であり、APTX の細胞内での役割と遺伝病と

の関連は不明な点が多い[34,35,45]。 
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1-4 DNA 修復を標的とした化学療法 

三大がん治療法である手術・放射線療法・化学療法の中でも化学療法は「手術によ

って切除ができないがんの治療が可能である」こと、「放射線療法と併用時に放射線

増感剤作用が見込める」などの様々なメリットがある。一般的に、化学療法の代表と

して抗がん剤治療が挙げられ、その作用機序としては、DNA 損傷、DNA 修復阻害、DNA

合成阻害、細胞分裂阻害、代謝拮抗などがある。その中でも、 DNA 損傷を誘導する抗

がん剤は、細胞の DNA を効率的に損傷させ細胞死を誘導できることから、がん治療の

標的として幅広く利用されている。 

以下に、本研究で使用した DNA 損傷や修復機構を標的とした抗がん剤を示す。 

A) Camptothecin (CPT) 

CPT は二本鎖 DNA のらせん制御をする活性を持つ I 型 Topoisomerase 

(Topoisomerase I: Top1)の阻害剤である。1-1で記載したように、Top1は DNA 鎖を

一度切断し、結合することで DNA 鎖の絡まりを解くが、CPT は切断後の DNA 末端に

Topoisomerase poison と呼ばれる断片化した Top1を残存させることで SSBを結合出

来なくする[9,46]。この Topoisomerase poison を持った SSB は、DNA 複製の際に複製

フォークと衝突し、細胞への毒性の高い DSB となることから、有効な抗がん剤として

使用されている(図 1-10)。それだけでなく、細胞周期の S 期特異的に DSBを誘導す

ることから、DNA 修復の分子メカニズム解析のツールとして分子生物学の分野では幅

広く使用されている。 
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図 1-10 Camptothecin (CPT)による S期依存的な DNA二本鎖切断 
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B) PARP1/2阻害剤 

PARP1/2阻害剤は BER、SSBRに関連する PARP1/2標的とした阻害剤である。既往の研

究により PARP1/2 の阻害は HBOC などの BRCA1/2 変異がん細胞との合成致死関係にある

ことが分かっている[42,43]。すなわち、PARP1/2 阻害剤を投与すると変異を持たない

細胞にはほとんど影響を及ぼさず、BRCA1/2 変異がん細胞のみを選択的に細胞死へと

誘導できる。現在までに、多数の PARP1/2 阻害剤が開発され、Olaparib、Talazoparib、

Rucaparib が BRCA 変異陽性乳がんおよび卵巣がんに対して臨床応用されている[47]。

また、PARP1/2 阻害剤は PARP1/2 の ADP リボシル化を阻害するだけでなく、PARP1/2 を

DNA 損傷部位にトラップすることが分かっている[47-49]。CPT のように、この PARP ト

ラッピングが複製フォークと衝突し、DSB に変換されることで細胞障害性を誘発する

ことが示唆されている(図 1-11)。加えて、BRCA1/2 は HRR に関与することから HRR 経

路の機能不全が PARP1/2 阻害に対する感受性の原因である可能性が示唆されているが、

合成致死の詳細なメカニズムは明らかになっていない[47]。 
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図 1-11 PARP1/2 阻害剤による細胞障害性 

  



32 

 

1-5 APTX 複合体 

本研究で着目した APTX 複合体は APTX-XRCC1 および APTX-XRCC4 と細胞内で 2 つの複

合体を形成しており、それぞれの複合体で DNA 損傷修復に寄与していと考えられてい

る。以下に APTX、XRCC1並びに XRCC4の報告されている知見を述べる。 

 

1-5-1 APTX 

Apratxin (APTX)は、ヒトでは第 9 番染色体短腕上に存在する APTX 遺伝子から生産

され、分子量約 40 kDa、8個の exon、342個のアミノ酸から構成されるタンパク質で

ある(図 1-12)。APTXは主に核内に局在するが、N末端に 14アミノ酸が拡張されたアイ

ソフォームは、ミトコンドリアにも局在する[50,51]。APTX は 3 つのドメイン（FHA ド

メイン、HIT ドメイン、ZNF ドメイン）および天然変性領域（リンカー領域）から構成

される。FHA ドメインは多くの DNA 損傷応答・修復タンパク質に共通して保存されて

いるドメインであり、リン酸化された Threonine と特異的な結合をすることがわかっ

ている[52]。既往の研究により、APTX はキナーゼ CK2 によって 519 番目の Threonine

がリン酸化された XRCC1、233 番目の Threonine がリン酸化された XRCC4 と結合するこ

とがわかっている[35,53,54]。後述するが、それぞれ XRCC1 は BER および SSBR におい

て、XRCC4 は NHEJ において足場として機能するタンパク質であり、このことから APTX

は図 1-14に示すように BER、SSBRおよび NHEJに関与することが示唆されている[35]。

リンカー領域は APTX が核への局在に必要な核局在シグナル(Nuclear localization 

signal: NLS)を含んでいると考えられている[45]。ZNF ドメインは APTX と DNA の相互

作用を媒介することが分かっている[55]。HIT ドメインは APTX の酵素活性を媒介する

ドメインである[34,55]。豊富な In vitro 研究により、APTX は HIT ドメインを介して

DNA の 5′末端からアデノシン一リン酸（Adenosine-mono-phosphate: AMP）を除去す

る酵素活性(Deadenylation)を持ち、DNA ニック(Nick)、一本鎖および二本鎖 DNA 末端、

RNA/DNA ジャンクションのアデニル化を解消することができることが示されている

[34,56-59]。このアデニル化末端は DNA 損傷修復において主に DNA 末端をつなぎ合わ

せる(Ligation)酵素 DNA ligase によって以下の図 1-13 のように媒介される[60]。

Ligation において、最初に DNA ligase はアデノシン三リン酸(Adenosine-tri-

phosphate: ATP）と反応し、AMP がホスホアミド結合を介して活性部位の Lysine に共

有結合した DNA ligase-AMP中間体を形成する。次に、DNA ligase は AMPをリン酸化さ

れている 5’末端(5'P 末端)に転移し、AMP-DNA 中間体を形成する。さらに、DNA 

ligaseは脱リン酸化されている 3’末端(3'OH末端)への AMPの求核攻撃を触媒し、AMP



33 

 

の置換およびホスホジエステル結合により DNA を連結させることができる(Nick 

sealing)。しかしながら、Nick sealing は 3'末端が脱リン酸化されていない場合や損

傷塩基が 3’末端に含まれていた場合に頓挫する可能性がある(Abortive ligation)。

この場合、DNA ligase は DNA 末端から遊離し、AMP-DNA 中間体が残存する。こうした

Abortive ligation に対して、APTXは SSBRでは XRCC1と、NHEJでは XRCC4と結合して

HIT ドメインを介した Deadenylation 活性により Ligation 反応をリセット

(Proofreading)することで DNA損傷修復に関与すると考えられている(図 1-14)[58,61]。 

前述したように、APTX 遺伝子の変異は AOA1/EAOH などの潜性遺伝性神経変性疾患を

引き起こす[32,33]。現在までに AOA1/EAOH では非常に多くの変異が見つかっている

(図 1-15)[16,55]。これらの患者由来細胞は、メチルメタンスルホネート(MMS)や過酸

化水素（H2O2）などの塩基損傷および SSB 誘発剤に対して軽度な感受性を示し、DSB を

誘発する電離放射線に対しては感受性を示していない[34,35,45]。また、マウスモデ

ルでは Aptx ノックアウトマウスは明らかな表現型を示さず、これらのマウスの神経細

胞はほぼ正常な DNA 修復機能を有していることが報告されている [34,62]。Ligation

反応はほとんどの DNA損傷修復経路の最終過程であるため、Abortive ligationの蓄積

が AOA1/EAOH の病因に関与している可能性があるが、患者由来細胞やマウスモデルを

用いた研究では明らかな表現型を得ることができていない。加えて、XRCC1 との結合

が APTX の酵素活性、DNA 損傷部位への集積を促進するという報告がある一方で、細胞

内での XRCC4 との結合の意義は未だ理解されておらず、二本鎖切断修復における APTX

複合体の役割は分かっていない[63]。 

 

 

図 1-12 APTX のドメインマップ 
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図 1-13 DNA ligase による Ligation 反応 
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図 1-14 SSBR および NHEJにおける APTX の機能 

 

 

 

図 1-15 AOA1 で報告されている APTX変異部位[55] 
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1-5-2 XRCC1 

XRCC1 はヒトでは第 19 番染色体長腕上に存在する XRCC1 遺伝子から生産され、分子

量約 90 kDa、17個の exon、633個のアミノ酸から構成されるタンパク質である(図 1-

16)。病理的には、結合する APTX および PNKP と同様に、XRCC1 の変異は神経変性を誘

発することが最近の研究で明らかされている[15]。XRCC1 は 3 つのドメイン(NT ドメイ

ン、BRCT ドメイン×2)と 2 つの天然変性領域（リンカー領域）から構成される[64]。

NT ドメインでは POLB と物理的に結合するドメインである。中央の BRCT ドメインは

PARylation との相互作用を媒介する。C 末端側の BRCT ドメインは LIG3 と物理的な結

合に必要であり、LIG3 の細胞内でのタンパク質安定性を担っていることが示唆されて

いる[65]。NTドメインと中央の BRCTドメインの間にあるリンカー領域には XRCC1が核

への局在に必要な NLS を含んでいることが分かっている[66]。また、中央の BRCT ドメ

インと C 末端側の BRCT ドメインの間にあるリンカー領域の多くの Serine および

Threonine はキナーゼ CK2 によってリン酸化されることが分かっており、519 番目の

Threonine のリン酸化を介して APTX および PNKP と物理的に結合している[53,67]。他

の結合因子と同様に BER、SSBR において XRCC1 は足場として機能することで APTX の

DNA 損傷部位への集積および酵素活性を促進することが報告されている[63,64]。また、

既往の研究により XRCC1-LIG3 複合体が BER、SSBR だけでなく MMEJ を介した DSB 修復

への関与が示唆されている[68,69]。加えて、最近の研究では XRCC1 欠損細胞が

BRCA1/2変異がん細胞との合成致死を示す PARP1/2阻害剤に対して高い感受性を示すこ

とが報告されている[70,71]。 

 

 

図 1-16 XRCC1 のドメインマップ 
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1-5-3 XRCC4 

XRCC4はヒトでは第 5番染色体長腕上に存在する XRCC4遺伝子から生産され、分子量

約 55 kDa、7個の exon、336個のアミノ酸から構成されるタンパク質である(図 1-17)。

病理的には XRCC4 の変異は小頭症、成長障害を呈することが報告されている[72]。

XRCC4は 3つのドメイン(Headドメイン、Coiled-coilドメイン、C-terminalドメイン)

で構成される。Head ドメインはパラログかつ NHEJ の Synapsis 構成因子 XLF と物理的

に結合するドメインである[73]。Coiled-coil ドメインは LIG4 と物理的な結合に必要

であり、LIG4 の細胞内でのタンパク質安定性を担っていることが示唆されている[74]。

C-terminal ドメインは XRCC4 が核への局在に必要な NLS を含んでおり、CK2 にリン酸

化された 233 番目の Threonine を介して APTX 並びに PNKP と物理的に結合する

[54,75,76]。XRCC4 の足場機能は NHEJ 経路において LIG4 の安定性、XLF および PNKP

の DNA 損傷部位への集積に必要であることが報告されているが、APTX との結合が細胞

内において NHEJにどのように関与するかは明らかになっていない[74,77,78]。 

 

 

図 1-17 XRCC4 のドメインマップ 
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1-6 本研究の目的 

本研究の目的は、“APTX 複合体の DNA 損傷修復における役割の解明”である。本研

究では、CRSPR-Cas9 ゲノム編集技術により APTX、XRCC1 ノックアウト細胞を樹立する。

従来の患者由来細胞を用いた解析では変異や樹立されたバックグラウンドの違いから、

表現型の単純比較が困難であった。ノックアウト細胞ではバックグラウンドを統一で

きるため、純粋な表現型解析を行うことができる。また、APTX 複合体 DNA 損傷修復の

時空間的反応を解明するために、Laser micro-irradiation および Live cell imaging

法を採用した。これは蛍光タンパク質をタグ付けした APTX を生細胞に発現させ、レー

ザーによる高密度な DNA 損傷誘導後、APTX の損傷部位への集積挙動を秒単位で解析で

きる手法である。さらに、細胞生物学・分子生物学・遺伝子工学的手法を駆使して、

DNA 損傷修復における APTX複合体の役割の解明を目指す。 

本研究では、上記の目的を果たすために具体的に 2 つの研究テーマを遂行した。こ

れらの結果はそれぞれ 3章と 4章において示す。 

1. DNA二本鎖切断修復における APTX複合体の役割 (第 3 章) 

2. PARP1/2阻害剤による DNA損傷修復における APTX複合体の役割 (第 4 章) 

 

将来的には、これらの研究を通して DNA 損傷修復の分子メカニズムの一端を解明す

る。さらに、APTX、XRCC1、XRCC4 を原因とした疾患発症メカニズムの解明、そして遺

伝病の新規治療法開発などに繋がることが期待される。 
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第 2 章 原理・実験材料・実験方法 
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2-1 原理と実験材料 

2-1-1 細胞 

本研究で用いた細胞のデータを以下に示す。本研究では HCT116、U2OSを用いた。 

第 4 章および第 5 章では CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術により APTX、XRCC1 遺伝子を欠

損した U2OS 細胞(APTX-/-、XRCC1-/-)または HCT116 細胞(XRCC1-/-)を樹立し実験を行っ

た。これらの細胞は全て、37℃、CO2 濃度 5%のインキュベーター内で培養した。培地

はダルベッコ改変型イーグル培地(DMEM High Glucose)(ナカライテスク)を適宜使用し、

Bovine Calf Serum(BCS)(ナカライテスク)を 10%濃度とし、さらに Penicillin + 

Streptomycinを適量添加したものを用いて、基本的には 6 cmディッシュを用いて培養

した。 

◆ HCT116 

ヒト結腸がん由来細胞。接着細胞。アラバマ大学の Brattinらによって 1981年頃に

48 歳男性より樹立された。p53 野生型を保持。正常二倍体細胞に近い形質を有してい

るが Microsatellite instability がある(MLH1/PMS2 negative)。移植形成能あり。

CTNNB1 (-catenin)(S45del)、PIK3CA (H1047R)、KRAS (G13N)のヘテロ接合変異があ

る。トランスフェクション効率は良く、ゲノム編集によく用いられる[79,80]。 

 

◆ U2OS 

ヒト中分化型骨肉腫由来細胞。接着細胞。15 歳女性より樹立された。p53 野生型を

保持。Insulin like growth receptor I, II の発現および Chromosomal instability

を有している。核構造はっきりしており、核内イベントの観察に向いている。トラン

スフェクション効率は良く、ゲノム編集によく用いられる[79,81-83]。 
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2-1-2 プラスミド DNA 

プラスミドは環状構造をした DNA 分子であり、細胞内で染色体 DNA とは独立して

存在することができる。そして、プラスミドは、複製開始点を有し、自立的に増殖す

ることができる。多くのプラスミドは、主として細菌において見出されている。また、

同一プラスミドが 1 つの細胞内に複数存在することがあり、この時のプラスミドの分

子数をコピー数という。遺伝子工学において、多コピー数のプラスミドは遺伝子やタ

ンパク質を増幅させるためのベクター(運び屋)として広く利用されている。プラスミ

ド DNA 上には、1 つ以上の遺伝子が存在し、そのプラスミドの宿主は抗生物質耐性、

病原性など様々な特徴を示す。 

本研究ではこのプラスミド DNAを利用し、緑色蛍光タンパク質 GFP、赤色蛍光タンパ

ク質 mCherry2、人工ペプチド FLAGタグの付いた APTX、XRCC1のそれぞれプラスミドを

作製した。以下に本研究で作製・使用したプラスミドのベクターマップを示す。 

 

◆ EGFP-APTX 

EGFP-APTX を構築するにあたり、バックボーンとして pEGFP-C1 ベクターを用いた。

使用する EGFP(Enhanced Green Fluorescence Protein)は、オワンクラゲ由来の GFP の

変異体であり、GFP の蛍光をより明るくするために改良されたものである。488nm の

波長で励起することで、最大蛍光波長 507nm の緑色蛍光を発する。EGFPと APTX の融

合遺伝子を作製するために、制限酵素処理によって特定の塩基配列を認識して切断を

行った。APTX フラグメントについては U2OS 細胞の APTX遺伝子配列を PCR 法により

増幅、アガロースゲル電気泳動法により分離・精製した。それぞれ、pEGFP-C1 ベクタ

ーの切断には BglⅡと BamHI を用いた。その後、In-fusion 法によって、APTX フラグ

メントと pEGFP-C1 ベクターの間で遺伝子の組換えを起こさせ、EGFP-APTX ベクター

(図 2-1) を作製した。導入確認には、アガロースゲル電気泳動によるベクター全長の

サイズ確認と DNA シークエンシングによる配列確認を行なった。さらに、実際に細胞

に遺伝子導入し GFP 蛍光が観察できるか、また細胞内局在の確認を行なった。 
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図 2-1 EGFP-APTX ベクター(Snapgene により作製) 

 

 

◆ mCherry2-XRCC1 

pmCherry-C1をバックボーンに XRCC1配列を KpnI、BamHI部位に In-fusion法により

導入したプラスミドである(図 2-2)。mCherry2 は 540-590 nm の波長で励起することで、

最大蛍光波長 550-650 nm の赤色蛍光を発する。さらに mCherry2-XRCC1 T519A 変異は

Mutagenesis 法により導入された。本研究では Tukada らに作製されたプラスミドを使

用した[78]。 
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図 2-2 mCherry2-XRCC1 ベクター(Snapgene により作製) 

 

 

◆ 3xFLAG-XRCC1 

p3xFLAG-CMV-10 ベクターをバックボーンに XRCC1 配列および XRCC1 T519A 配列を

EcoRI、BglII 部位に In-fusion 法により導入したプラスミドである(図 2-3)。FLAG 配

列は人為的に作られた配列でありアミノ酸では DYKDDDDK をコードする。p3xFLAG-CMV-

10はFLAG配列が3連続で繰り返されている。それぞれのXRCC1配列は上述のmCherry2-

XRCC1より取得し、クローニングした。 
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図 2-3  3xFLAG-XRCC1ベクター(Snapgene により作製) 

  

 

◆ pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 は後述する sgRNA、Cas9 および Puromycin 耐性

遺伝子を発現するように構築されたベクターである(図 2-4)。Addgen より取得した。

20 塩基の sgRNA のターゲット配列は、二本鎖 DNA Oligo を用いて BbsI 部位に Golden 

Gate法により導入した。 
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図 2-4 pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 ベクター(Snapgene により作製) 

 

 

◆ pCBASceI 

制限酵素 I-SceI を発現するように構築されたベクターである[84]。本研究では後述

する End joiningアッセイにおいて使用した。 
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図 2-5 pCBASceI ベクター(Snapgene により作製) 
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2-1-3 細胞へのプラスミド DNAの導入(トランスフェクション) 

今回使用したベクターには、目的遺伝子の他に薬剤耐性遺伝子が組み込まれている。

遺伝子導入後に選択薬剤処理をすることで目的の遺伝子が発現する細胞のみを選択的

に回収することができる。また、基本的に遺伝子導入したベクターは約 1 週間で細胞

内から抜けていき、遺伝子の発現が消失すると言われている。このことから、遺伝子

導入後に選択薬剤を長期間使用し続けることで、目的遺伝子が細胞の染色体上に導入

(ランダムインテグレーション)され安定遺伝子発現細胞株を作製することができる

(Stable Transfection)。これとは異なり、一過性の発現で留める場合は一過性発現細

胞と表す(Transient Transfection)。 

本研究では、実験に応じてそれぞれを使い分けて実験を行った。 

 

◆ 一過性発現 

本研究においては、代表的な遺伝子導入法の一つであるリポフェクション法を用い

て遺伝子導入を行った。基本原理は、負の電荷を持つ DNA を正の電荷を持つ陽イオン

性物質で包み込み、エンドサイトーシス現象によって、細胞表面から細胞内に DNA を

取り込ませるというものである。リポフェクションにはカチオンポリマーである PEI-

MAX (Polysciences)を用いた。具体的には以下の方法で行った。今回のプロトコルは 6 

cmディッシュのものである。 

細胞の準備として、リポフェクションの当日に細胞数が全体の 5-8 割のコンフルエ

ント状態となるように、前日か前々日に細胞数を調節しつつ継代を行う。当日培養細

胞の接着を確認後、1.5 ml のマイクロチューブを 2 本用意し、1 本目は 200 L の

Opti-MEM® Medium と 10 L の PEI-MAX (ストック濃度 1 mg/mL)を混合する。2本目は

200 Lの Opti-MEM® Medium と導入する DNAが 約 3.33 gとなるように混合し、2 分

間静置することで DNA をなじませる。その後、2 つの調整液を緩やかに混合し、15 分

間静置する。静置後、インキュベーターから細胞を取り出し、培地を取り除いた後、

新鮮な DMEM + 10% BCS を 3.6 mL 加え、その後すぐに DNA を含んだ混合液を滴下し

37℃、5% CO2 の条件で 6時間インキュベートする。インキュベーションの後、再度培

地を取り除き、一度 DMEMでリンスした後に DMEM + 10% BCS を加え、再び 37 ℃、5% 

CO2 の条件でインキュベーションした。 
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細胞種にもよるが、リポフェクション法は一般的に導入効率が 20-70%程で、24 時間

程度の培養で遺伝子導入が完了すると言われている。なお、一過性発現細胞の実験に

は、リポフェクション 48-72時間後の細胞を用いた。 

  

◆ 安定遺伝子発現細胞株の樹立 

安定発現細胞株の作製には、G418 (Geneticin 418、ナカライテスク)を用いた。

G418 は、真正細菌の 70S リボソームによるタンパク質合成と真核生物の 80S リボソー

ムによるタンパク質合成を阻害する薬剤である。pEGFP-C1および pmCherry2-C1ベクタ

ーには Neomycin 耐性遺伝子が含まれているため、正しく遺伝子導入が行われた場合は、

G418 耐性になるはずである。リポフェクション 48 時間後の細胞を PBS で一度リンス

し、0.5 mg/mLの濃度になるように G418 を含んだ DMEM + 10% BCS を加えて、10-14 日

間培養した。その後、96-well plateに 1ウェル当たり 0.5個の細胞が入るように播種

し、上記の G418 を含んだ培地で約 3 週間培養した。形成したコロニーをピックアップ

して拡大培養後、目的遺伝子の蛍光および局在をライブセルイメージングで、発現を

ウエスタンブロッティング法により確認した。 
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2-1-4 RNA干渉による目的タンパク質発現抑制 

RNA干渉(RNA interference: RNAi)とは、二本鎖 RNAが複数のタンパク質と複合体を

作り、相同な塩基配列をもつメッセンジャーRNA (mRNA)と特異的に対合・切断するこ

とで、遺伝子の発現を抑える現象である。RNAi は、生体内においてウイルス感染に対

する防御機構や、ゲノム上を転移する動く遺伝子を抑制するなど、ゲノムの安定性を

保つ上で重要な役割を担うことが知られている。そして RNAiは，特定の遺伝子の発現

を人為的に 抑制する手法として、遺伝子機能解析のためのツールとしても幅広く使用

されている。 

本研究では、21 塩基の二本鎖 RNA (short interfering RNA: siRNA)を細胞に遺伝子

導入することで、細胞内で発現する特定の遺伝子の発現量を抑制した。細胞内に導入

された siRNA は、RISC (RNA-induced silencing complex)タンパク質に取り込まれ、

一方の RNA 鎖の中央が切断され一本鎖 RNA へと変換される。そして、一本鎖 siRNA 

は標的 RNA への対合が可能となり、対合された mRNAが分解を受けることにより特定遺

伝子の発現抑制が可能となる[85-87]。 

本研究では、Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)を用いて siRNAの導入を行った。

siRNA の最終濃度は 50 nM とし、導入後 48-72 時間後の細胞を用いて実験を行った。

今回使用した siRNA配列は siControl (siCON): GUGUUUUAAGACAAAAACAdTdG (sense) and 

UGUUUUUGUCUUAAAACACdTdC (anti-sense), siXRCC1 3’-UTR: GAAGUAUGUGCUAUACACAdTdT 

(sense) and UGUGUAUAGCACAUACUUCdTdT (anti-sense), siXRCC4 3’-UTR: 

CUAUGUUUUCUAUUCAUUUdCdT (sense) and AAAUGAAUAGAAAACAUAGdTdC (anti-sense), 

siAPTX 3’-UTR: CUACUCAUUUCCUAAAUUAdTdT (sense) and UAAUUUAGGAAAUGAGUAGdTdT 

(anti-sense)である。なお、dはデオキシリボースを表す。 
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2-1-5 CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術 

I. CRISPR-Cas9 

ゲノム編集技術は、ヌクレアーゼを利用して、細胞の持つ DNA 中の標的配列を探し

出して切断、そして、目的遺伝子を欠損(ノックアウト) 、他の遺伝子を挿入(ノック

イン)する技術である(図 2-6)。標的配列への特異性が極めて高いことから、ヒトでは

約 2 万種類ある遺伝子の中からたった 1 つの目的遺伝子を探し出して編集することが

できる。よって、特定遺伝子の機能を直接的に解析できることから、世界中で急速に

広がり、様々な分野で広く用いられている [89]。 CRISPR(Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeat)-Cas9(Crisper associated protein 9)は、

真正細菌や古細菌の獲得免疫(外来 DNAの排除機構)である CRISPR-Casシステムの一部

を応用して作られた[90]。CRISPR-Cas システムでは、ウィルス(バクテリオファージ)

などを介して外部から侵入してきた DNA を断片化、CRISPR 領域とよばれるゲノム領域

へと取り込む(図 2-7 a①) 。さらに、取り込んだ DNA 配列を鋳型として短鎖の RNA 

(CRISPR RNA：crRNA)を合成(図 2-7a②) 、tracrRNA (trans-crRNA)とよばれるもう 1

つの短鎖 RNAと複合体を形成することで(図 2-7 a③) 、再び同一ウイルスが侵入した

場合に標的 DNA を認識して Cas を呼び込み・切断する。内在の CRISPR-Cas システムで

は、外来 DNA の取り込みや、crRNA のプロセッシング、tracrRNA との複合体の形成な

ど、多くのステップを必要とし、また多数の Cas タンパク質が関与する。しかし、ゲ

ノム編集に適用するには、標的 DNAは自らデザインした合成オリゴ、短鎖 RNAは crRNA

と tracrRNAをハイブリッドさせたキメラ RNA (small guide RNA： sgRNA)で代用が可

能である(図 2-7 b) 。また、Casタンパク質に関しても、Cas9 タンパク質の一種類の

みでよい。標的配列に相補的な配列を含む sgRNA が Cas9 エンドヌクレアーゼを標的配

列まで誘導し、Cas9 が狙った DNA鎖を切断する。CRISPR-Cas9 の塩基認識機構は RNA-

DNAの塩基対形成であり、1つのsgRNAによる塩基認識で二本鎖切断を導入する。sgRNA

が認識する塩基配列は 20塩基程であり、ゲノム上の塩基配列にはその3’末端側に PAM 

(Protospacer Adjacent Motif)とよばれる配列が必要である。現在広く用いられてい

る化膿レンサ球菌(Streptococcus pyogenes) 由来の Cas9 (SpCas9)が認識する PAM 配

列は 5’-NGG-3’(N は任意の塩基)であり、それほど大きな制約にならない[91]。 
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図 2-6 ゲノム編集技術の原理[88] 

 

 

 

図 2-7 CRISPR-Cas9 システム[88] 
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II. ノックアウト細胞株の樹立 

U2OS および HCT116 細胞において、CRISPR-Cas9 システムを用いてゲノム編集を行

い、ノックアウト細胞株を樹立した。 

手順としては、ターゲット配列を導入した pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 ベク

ターを細胞に PEI-MAX を使用したリポフェクション法によって導入した。ベクターに

は Puromycin 耐性遺伝子が含まれているため、リポフェクション 48 時間後に培地を

2.0 g/mLの濃度になるように Puromycin を含んだ DMEM + 10% BCS に置換し、さらに

48 時間培養することでベクターが取り込まれた細胞のみを選択した。その後、96-

well plate の 1ウェル当たり U2OSが 0.5個、HCT116が 1個となるようにそれぞれ細

胞をプレーティングし、約 3 週間後にコロニーの形成を確認後、ピックアップして拡

大培養後、遺伝子の発現解析をウエスタンブロッティング法によって行った。そして、

目的タンパク質の発現が消失したクローンに対して、目的遺伝子のターゲット配列の

前後約 350 塩基の領域を PCR 法により増幅し、pEGFP-C1 ベクターにクローニングおよ

びサンガー法による DNA シークエンス解析を行い、ゲノム DNA (gDNA)配列にフレーム

シフトが生じているクローンをノックアウト細胞株として実験に用いた。 
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2-1-6 薬品・溶液データ 

表 2-1  SDS-PAGE 用のゲルの組成 

 

表 2-2 使用試薬の組成 

  

  

Separating 
gel 

Stacking 
gel 

 4.5% 6% 7% 8% 10% 12.5%  1  2  

蒸留水 6.7ml 5.8ml 5.55ml 5.3ml 4.8ml 4.2ml 蒸留水 3.65ml 7.3ml 

1.5M Tris HCl pH 8.8 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 1.5M Tris HCl pH6.8 630μl 1.3ml 

40% Acryl Amid gel 1.1ml 1.5ml 1.75ml 2ml 2.5ml 3.1ml 40% Acryl Amid gel 630μl 1.3ml 

10% SDS 100μl 100μl 100μl 100μl 100μl 100μl 10% SDS 50μl 100μl 

10% APS 100μl 100μl 100μl 100μl 100μl 100μl 10% APS 50μl 100μl 

TEMED 10μl 10μl 10μl 10μl 10μl 10μl TEMED 5μl 10μl 

Total 10ml 10ml 10ml 10ml 10ml 10ml Total 5ml 10ml 
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2-1-7 抗体データ 

本研究において使用した抗体データおよび希釈率を以下に示す。 

◆ Western blotting 法 

APTX (mouse, 1:750, Santa Cruz Biotechnology, Cat. No. sc-374 108), XRCC1 

(mouse, 1:1000, Invitrogen in Thermo Fisher Scientific, Cat. No. MA5–13412), 

XRCC4 (rabbit, 1:500, Homemade), Ku80 (mouse, 1:2000, abcam, Cat. No. ab3715), 

PARP1 (mouse, 1:750, Santa Cruz Biotechnology, Cat. No. sc-74 470), GFP (mouse, 

1:5000, Nacalai Tesque Inc, Cat. No. GF200), GFP (rabbit, 1:2000, Protein Tech, 

Cat. No. 50430-2-AP), KAP1 (rabbit, 1:4000, abcam, Cat. No. ab10484), PNKP 

(rabbit, 1:500, Novus, Cat. No. NBP1-87257), POLB (mouse, 1:50, Santa Cruz 

Biotechnology, Cat. No. sc-376581), FLAG (mouse, 1:5000, Sigma-Aldrich, Cat. 

No. F1804), LIG3 (mouse, 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Cat. No. sc-135883), 

RFP (rabbit, 1:1000, MBL, Cat. No. PM005), Polyclonal Swine Anti-Rabbit 

Immunoglobulins/HRP (1:4000, Dako, Cat. No. P0447), and Polyclonal Goat Anti-

Mouse Immunoglobulins/HRP (1:5000, Dako, Cat. No. P0339) 

◆ 免疫染色法 

H2AX (mouse, 1:2000, Merck Millipore, Cat. No. JBW301), 53BP1 (rabbit, 1:3000, 

Bethyl, Cat. No. A300-272A), pan-ADP-ribose binding reagent (rabbit, 1:2000, 

Merck, Cat. No. 9QQ12P), RPA2 (mouse, 1:1000, abcam, Cat. No. ab2175), BrdU 

(rat, 1:300, abcam, Cat. No. ab6326), Alexa Fluor™ 555-conjugated Goat anti-

Mouse IgG (H+L) (1:1000, Invitrogen in Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 

A28180), Alexa Fluor™ Plus 488-conjugated Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (1:1000, 

Invitrogen in Thermo Fisher Scientific, Cat. No. A32731), Alexa Fluor™ Plus 

594-conjugated Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (1:1000, Invitrogen in Thermo Fisher 

Scientific, Cat. No. A32740) and Alexa Fluor™ 488-conjugated Goat anti-Rat IgG 

(H+L) (1:1000, Invitrogen in Thermo Fisher Scientific, Cat. No. A11005) 
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2-1-8 プライマーデータ 

本研究において使用したプライマーの配列を以下に示す。なお、F は Forward、R は

Reverseを表す。 

 

表 2-3 実験で使用した Primer 

  Name   DNA sequences (5’-3’) 

EGFP-APTX 
F ACAAGTCCGGACTCAGATCTATGATGCGGGTGTGCTGGTTGG 

R TATCTAGATCCGGTGGATCCTCACTGTGTCCAGTGCTTCCTG 

sgAPTX 
F CACCGCCAATGGTAACGGGCCTTT 

R AAACAAAGGCCCGTTACCATTGGC 

APTX 
sequencing 
primer 

F ATCTCGAGTGTACGTGTCACACAGTCTG 

R GTGGATCCTCTGAGGATAATGAAGCTGC 

3xFLAG-

XRCC1 

F AAGCTTGCGGCCGCGAATTCAATGCCGGAGATCCGCCTCCG 

R CTGGTACCGATATCAGATCTTCAGGCTTGCGGCACCACCC 

sgXRCC1 
F CACCGCCTCCGCCATGTCGTGTCCT 

R AAACAGGACACGACATGGCGGAGGC 

XRCC1 
sequencing 
primer 

F ACAAGTCCGGACTCAGATCTGGTAACTCCATCGTGCAATG 

R TACCGTCGACTGCAGAATTCTCCAGCTCTCAGATGATTCC 
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2-2 細胞処理 

2-2-1 放射線処理 

放射線処理(Ionizing Radiation：IR)は、本学の千代田テクノルコバルト照射施設

で依田功技術専門員の協力のもと行った。60Co は 1崩壊毎に 1.17 MeV、1.33 MeV のエ

ネルギーを持つ 線を 1 個ずつ放出することが知られている。また、今回はほとんど

が筺体のアルミニウムに吸収されるが、最大エネルギー0.318 MeV の線も放射する放

射線源である。半減期は 5.27年である。線量率の測定は、指頭型電離箱 C-110(応用技

研)を用いて行い、計算によって減衰補正を行った。さらに、線源の上昇、下降に要す

る補正時間(11.2 秒)を加えて照射を行った。2017 年 12 月 1 日における線量率は気温

15.5 ℃、気圧 1012.9 hPa、補正係数 0.01049、線源からの距離 30 cmで 0.0582 Gy/s

で、放射能は 88.5 TBqである。 

 測定時の 2021年 12月 1日では、59.58 TBqで、線量は線源から距離 30 cmで 0.0392 

Gy/sである。放射線処理は、照射時の移動時間と、準備時間を考慮し、照射処理は 10 

分で行ったものとした。 
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2-2-2 薬剤処理 

本研究では薬剤処理として、以下の薬剤を用いて実験を行った。薬剤の使用濃度お

よび処理時間は先行研究において本研究で使用した細胞および解析手法が等しいもの

を参考にして決めている。結果において参考にした文献をそれぞれ記載している。 

1. Camptothecin (CPT) 

CPT は前述したとおり DNA 一本鎖切断と S期特異的な DNA 二本鎖切断を誘導する薬

剤である。免疫染色法において、使用濃度は 1 Mで 1時間の処理を行った。コロニー

形成法では、7.5-30 nM で 24時間の処理を行った。 

 

2. 過酸化水素(Hydrogen peroxide (H2O2)) 

過酸化水素は、酸化ストレスにより細胞の DNA に多くの塩基損傷を与える。塩基損

傷の修復と DNA 一本鎖切断の修復活性を解析するために用いた。使用濃度は、500 M 

で 10分間の処理を行った。 

 

3. PDD00017273 (PDD; PARG inhibitor), 

PDD は PARylation を分解する酵素 PARG の阻害剤である[47]。内因性 PARylation は

細胞内で即座に PARGにより分解されるため、PDD処理により内因性 PARylationの検出

を可能にした。使用濃度は、10 Mで 30 分間の処理を行った。 

 

4. Emetine 

Emetineは真核生物のリボソームの 40Sサブユニットに結合することでタンパク質合

成を阻害する薬剤である[92]。また、タンパク質合成阻害を介して DNA 損傷応答を誘

発せずにDNA複製をブロックする[93]。使用濃度は、10 Mで45分間の処理を行った。 

 

5. Talazoparib 

Talazoparib は PARP1/2 の阻害剤である[47]。細胞内における PAR 合成の EC50は 2.5 

nM であり、強力な PARP1/2 トラップ能を有する[49]。免疫染色法において、使用濃度

は 100 nM で 24時間の処理を行った。コロニー形成法では、5-20 nM で 24時間の処理

を行った。 
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6. Veliparib 

Veliparibは PARP1/2の阻害剤である[47]。細胞内における PAR合成の EC50は 5.9 nM

であり、比較的マイルドな PARP1/2トラップ能を有する[49]。使用濃度は 10 Mで 24

時間の処理を行った。 

 

7. Palbociclib (Palbo) 

Palbociclib は CDK4/6 の阻害剤である[94]。CDK4/6 は細胞の G1 期から S 期への遷

移を促進するキナーゼであり、Palbo 処理をすると細胞は G1 期に停止する[94]。使用

濃度は 1 Mで 24時間の処理を行った。 

 

8. BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) 

BrdU は、チミジンのアナログである合成ヌクレオシドであり、増殖細胞において

DNA 複製時にゲノム DNA に取り込まれる性質から、S 期細胞の標識によく使用される

[95]。最近の研究ではゲノム上の一本鎖 DNA ギャップ検出に利用されている[96]。使

用濃度は 10 Mで 24 時間の処理を行った。 

 

9. EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine) 

EdU は BrdU と同様にチミジンのアナログである合成ヌクレオシドであり、増殖細胞

において DNA複製時にゲノム DNAに取り込まれる性質から、S期細胞の標識によく使用

される[97]。EdU の検出は変性処理や抗体反応を伴わずに検出できるシステムが開発

されており、より簡単かつオフターゲットの影響を受けずに使用できる。使用濃度は

10 Mで 30分間の処理を行った。 
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2-2-3 サンプル回収 

処理後の細胞は、Western Blotting 法では、セルリフターあるいはトリプシン処理

をして回収をした。蛍光免疫染色法では、カバーガラス入りのプレートをそのまま回

収し、PBS-T でリンス後、固定処理を行った。フローサイトサイトメトリー法を行う

場合は、細胞をトリプシン処理により回収し、シングルセルの状態で実験を進めた。 
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2-3 実験方法 

本実験では、以下の解析手法を用いて実験を行った。 

 

2-3-1 Western Blotting 法(WB) 

Western Blotting 法は、タンパク質の発現状態や塩基の翻訳後修飾を解析するため

の手法として用いた。それぞれの処理をした細胞入りディッシュを PBS でリンス後、

セルリフターもしくはトリプシン処理で細胞を 1.5ml マイクロチューブに回収した。

回収後、300 x g、4 ℃で 2分間の遠心分離を行った。上清を除き、残った細胞ペレッ

トに 50-200 µL の RIPA Buffer(表 2-2 参照) + 1/200倍希釈 Protease Inhibiter(ナ

カライテスク)を加えて懸濁し、氷上で 10分以上放置した。その後、20000 x g 、4 ℃、

20分間の遠心分離を行い、上清を回収し、これをサンプルとして 4 ℃の冷蔵庫で保存

した。すぐに Western Blotting を行わない場合は−30 ℃の冷凍庫に保存した。 

次に、実験に用いるタンパク質量を均一にするために、タカラバイオ株式会社の 

TaKaRa BCA Protein Assay Kit (Cat# T9300A)を使用し、マイクロプレートリーダー

を用いて 562 nm の吸光度を測定することでタンパク質濃度を測定した。タンパク質濃

度を求めた後、サンプル溶液全量中のタンパク質量が 20 µg となるように RIPA Buffer 

+ Protease Inhibiter と、4×SDS Sample Buffer (4×SDS Sample Buffer + 20% 2-

Mercaptoethanol (ナカライテスク)) を加えて調整を行った。4×SDS Sample Buffer

は濃度が全量の 1/4 となるように調整した。そして、調整後のサンプルを 98 ℃で 10

分間ボイルした。 

得られたサンプルで SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis : SDS-PAGE) を行った。泳動時には Protein Ladder One, Triple-

color(Broad range) for SDS-PAGE(ナカライテスク)を分子量のマーカーとして用いた。

泳動後のゲルはホライズブロット転写装置(ATTO)もしくはミニトランスブロットセル

(BIO-RAD) を用いて、セミドライ方式またはウェット方式で、転写膜(Polyvinylidene 

difluoride (PVDF); ポアサイズ 0.45 μm; Millipore)へ転写した。転写後、膜を 100% 

メタノールで 4 ℃、10分間固定処理し、蒸留水でリンス後にポンソー溶液で染色する

ことで転写ムラを確認した。TBS-Tで二度リンスした後、膜を 1% (w/v) スキムミルク

/TBS-T 溶液、または 1% 牛血清アルブミン(BSA)/TBS-T 溶液に 30 分以上浸すことでブ

ロッキング処理を行った。次に、上記のブロッキング溶液によって適宜希釈した 1 次

抗体(2-1-6参照)  に膜を浸した状態で 1時間〜Over nightで放置した。放置後、TBS-
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Tで 3分間の洗浄を 3 回以上行い、スキムミルク溶液で適宜希釈した 2次抗体(2-1-6

参照) に浸した状態で 1時間放置した。膜を蒸留水で 3分間の洗浄を 5回、TBS-T で 3

分間の洗浄を 2回行った後、WesternSure® PREMIUM Chemiluminescent Substrate(LI-

COR Biosciences)用いて処理したものを、現像機(LI-COR Biosciences)を用いて検出

した。 
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2-3-2 蛍光免疫染色法(Immunofluorescence staining: IF) 

蛍光免疫染色法は、細胞内のタンパク質に免疫の特異性を利用して蛍光の標識を着

け、蛍光顕微鏡で検出する解析方法である。今回は、細胞レベルでの目的タンパク質

の発現の有無、局在状態を解析するために用いた。24-well plateにカバーガラスを設

置したものを用意し、そこへ細胞を適当な数播種した。そして、播種後 48 時間ごろに

細胞処理を行い回収した。回収したカバーガラス入りプレートを一度 PBS-T でリンス

した後、0.5% (v/v) TritonX-100を含む CSKバッファー(10 mM PIPES-KOH pH 6.7, 100 

mM NaCl, 300 mM Sucrose, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl2)に浸し、5分間室温で細胞膜穿孔

処理を行った。その後、0.2% (v/v) TritonX-100を含む 2% Paraformaldehyde/PBS(ナ

カライテスク)に浸し、10 分間室温に放置することで固定・透過処理を行った。PBS-T

で 2 回洗浄後、1% BSA/PBS-T を用いて 30 分放置し、ブロッキング処理を行った。続

いて、1% BSA 溶液で適宜希釈した 1次抗体で 1 時間以上処理をした。PBS-Tで 3 分間

の洗浄を 3 回行った後、1% BSA で適宜希釈した 2 次抗体で 1 時間程度処理をした。2

次抗体による処理は暗所で行った。放置後、PBS-T で 3 分間の洗浄を 6 回行い、100 

ng/mL 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride(DAPI(ナカライテス))/PBS-

T を加え、核染色を暗所かつ室温で 30 分間行った。最後に、Fluorescent Mounting 

Medium (Dako REF:S3023)を用いてカバーガラスをスライドグラスへ封入した。暗所で

乾燥させた後、蛍光顕微鏡(Zeiss)(図 2-7)を用いて観察・撮影を行った。蛍光強度や

フォーカス数の定量解析は Cellprofiler を用いて解析した[98]。統計解析は Prism10

ソフトウェアまたは Excelを用いて、2群間の有意差は対応の無い両側 t検定で、多群

間の有意差は Tukey 検定を伴った One-way ANOVA または Two-way ANOVA で決定した。

有意水準は p = 0.05 とした。 
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図 2-8 Zeiss 蛍光顕微鏡 
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2-3-3 Laser micro-irradiation および Live cell imaging 法 

蛍光タンパク質を発現させた生細胞内の一部にレーザーを照射し、局所的な DNA 損

傷を誘導する方法である。レーザーにより誘導された DNA 損傷部位へ蛍光タンパク質

が集積し、レーザートラックを形成するため、DNA 損傷応答の時間的な制御動態を確

認するために適している。本研究では、GFP-APTXの遺伝子導入を行った U2OS細胞を用

いて実験を行った。細胞は 35 mm ガラスボトムディッシュ(マツナミガラス)に細胞観

察の 2-3 日前に播種および siRNA 処理を行った。観察前日の夜に 50 M Xanthotoxin 

(8-MOP, Tokyo chemical industry) を含む Phenol red-free DMEM(ナカライテスク) + 

10% BCS 培地に培地を交換した。Laser micro-irradiation には Leica TCS SP8 

LIGHTNING共焦点レーザー顕微鏡(Leica microsystems)の 63 x/1.40 の油浸レンズを

用いて実験・観察を行った(図 2-8)[78]。レーザー照射部位での GFP 蛍光強度は Leica 

LASXソフトウェアにより定量化した。レーザー照射について、100% 強度 50 mW の 405 

nmレーザーを 0.25 秒で細胞核内の指定した領域に照射し、照射前から 0.5秒毎に約 

60 秒間の蛍光タンパク質のタイムラプス画像を撮影した。レーザーの顕微鏡からの減

衰率を 90%と仮定すると、細胞に当たるのは 5 mW程度になり約 0.005  J/s となる。顕

微鏡の一秒当たりのフレーム数が 3.88 fps であることから、レーザー1 scan当たりの

時間は 0.257 秒となり、約 0.0013 Jのエネルギーが照射されたこととなる。また、今

回の照射範囲が 1 m × 2 mであることから 6.5×108 J/m2のエネルギーが生じてい

ることがわかる。U2OS 細胞の UVC 照射に対する 50%生存率がおおよそ 5 J/m2であるこ

とが分かっている[99]。しかしながら、本実験では 8-MOP を増感剤として使用してい

るため、正確なエネルギーは計算できない。一方、既往の研究によると、U2OS 細胞に

おいて 100 M 8-MOP を 3時間処理後に 405 nm レーザーで 100 scan (1 scan 当たり 8 

Wで合計 800 W)するとレーザーの照射領域には約 30 Gy相当で 1000個の DNA二本鎖

切断が発生することが報告されている[100]。これらのことから、本実験では少なくと

も DNA 二本鎖切断を誘発するエネルギーが細胞のレーザー照射部位に働くことが考え

られる。 
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図 2-9 Leica TCS SP8 LIGHTNING 共焦点レーザー顕微鏡 (国立がん研究センター) 
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2-3-4 フローサイトメトリー法(Flowcytometry: FCM)および End joining アッセイ 

フローサイトメトリー法は、細胞懸濁液を装置内で適当な速度で流すことで、細胞

が一列で流れている状態にし、そこへレーザー光を当てて反射光を測定、またその光

の強さを電気信号に変換し定量化することで、一つ一つの細胞の情報を自動的にサン

プリングする方法である。一つの細胞単位での相対的大きさや形状、細胞種の同定や

ある細胞群に含まれる種々の細胞の割合を短時間で解析することが可能である。さら

に、細胞に蛍光タンパク質を導入することで細胞内のタンパク質発現量を定量的に測

定することが可能で、細胞の形状や形態の差としては現れない性質の差を識別するこ

とができる(図 2-9)。本研究では、End joining アッセイにおいて GFP陽性(GFP+)細胞

を計測するために用いた。 

End joiningアッセイは GFPレポータープラスミド(pEJ)を用いて、既報[101]を参考

にした。pEJ は図 2-10 に示すように代替的開始コドン ATG により GFP 遺伝子の発現が

抑制されるように設計されている。代替的開始コドン ATG の前後には制限酵素 I-SceI

の認識切断配列が含まれており、I-SceI 発現時に代替的開始コドン ATG が切り落とさ

れ、細胞内の End joining により DNA が結合されると下流の GFP が発現する仕組みと

なっている。なお、End joiningは DNA二本鎖切断修復経路である NHEJと MMEJで行わ

れると考えられている。本研究では U2OS を背景に pEJ がゲノム上に組み込まれた EJ-

U2OS 細胞を用いて解析を行った[102]。手順としては、EJ-U2OS を siRNA による目的遺

伝子発現の抑制後に pCBASceI を PEI-MAX を用いたリポフェクション法により導入した。

導入 48 時間後に細胞をトリプシン処理で回収し、上記のフローサイトメトリー法によ

り GFP陽性(GFP+)細胞を定量解析した。統計解析は Prism10ソフトウェアまたは Excel

を用いて、One-way ANOVAおよび Welch検定で有意差を決定した。有意水準は p = 0.05

とした。 
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図 2-10 フローサイトメーター(Beckman Coulter) 

 

 

図 2-11 pEJの模式図 

CMV は CMV プロモーター、赤文字 I-SceI は I-SceI 認識切断配列、ATG は開始コドン、

GFPは緑色蛍光タンパク質 GFPを表す。 
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2-3-5 アガロースゲル電気泳動 

アガロースゲル電気泳動は、DNA フラグメントのサイズを確認・また切り出しをす

るために行う解析手法である。本実験においては、0.5-1%アガロースゲルを使用した。

ゲルの作製は、0.25-0.5 gの Agarose (ナカライテスク)と 50 mL の 0.5×TAE (Tris-

Acetic acid-EDTA Buffer)を三角フラスコに入れ、電子レンジを用いてアガロースを

完全に溶かした。そして、50 ℃前後まで冷ました後、核酸染色のため 0.5 µL の Gel 

Red(ナカライテスク)を添加し、ゲル作製専用のモールドに 50mL ずつ流し込み、その

上からコームをセットした状態で約 30分間、常温で放置し固まらせた。ゲルが固まっ

たら、泳動槽へとセットした。適量の DNA サンプルと 1 kbp DNA Ladder one(ナカラ

イテスク)の DNAラダーマーカーを 3 µL ウェルへアプライし、100 Vで泳動を行った。

その後、LED 装置で撮影後、目的部分のゲルを切り出し、マイクロチューブへ入れた。

ゲルからの DNA抽出は Fast GeneTM Gel/PCR エクストラクションキット(日本ジェネテ

ィクス)を用いた。 
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2-3-6 免疫沈降法 (Immunoprecipitation: IP) 

免疫沈降(IP: ImmunoPrecipitation)は抗原-抗体反応を利用して、溶液中から抗体

特異的に結合してくるタンパク質を分離させる方法である。プルダウンアッセイとも

呼ばれる。今回の実験では、GFP-APTXまたは FLAG-XRCC1の融合タンパク質を細胞内で

遺伝子導入により発現させ、GFP または FLAG と結合する磁気ビーズ、Protein G 

Agarose を用いることで目的タンパク質と結合するタンパク質を分離した。IP で回収

したサンプルは Western Blotting 法により解析した。以下にそのプロトコルを示す。 

まず GFP-APTX の IP について、U2OS 細胞に PEI-MAX によるリポフェクション法で

GFP-APTX を導入した。導入 72 時間後、細胞を PBS で一度リンスし、氷上で Lysis 

buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.2% NP-40, 10% glycerol) 

+ 1/200 protease inhibitor を dishに直接加え、セルリフターで細胞をマイクロチュ

ーブに回収した。その後、4 ℃で 30分間回しながら放置した。遠心分離機で 20000 x 

g、20分間遠心後、上澄みを回収し、BCA Protein Assay Kit を用いてタンパク質量を

調整した。調整後、一部を Input コントロールとして取り分け、残りを IP に用いた。

IPには 1サンプル当たり 10 Lの GFP-Trap 磁気ビーズ(ChromoTek, Cat# GmbH)を用い

て、4 ℃で 2時間ローテーターを用いて回しながら放置した。GFP-Trap 磁気ビーズは

使用前に Lysis buffer と磁気ステージにより 3 回洗浄を行った。放置後、磁気ステ

ージを用いてサンプルを Lysis buffer で 5 回洗浄し、IP サンプルと Input コントロ

ールに適量の 2 x SDS sample buffer (125 mM Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 

0.01 % bromophenol blue, 10% 2-mercaptoethanol)加えて 10分間 98 ℃で溶出した。 

次に FLAG-XRCC1 の IP について、HCT116 細胞に PEI-MAX によるリポフェクション法

で FLAG-XRCC1を導入した。導入 72時間後、細胞を PBSで一度リンスし、氷上で Lysis 

buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.2% NP-40, 10% glycerol) 

+ 1/200 protease inhibitor を dishに直接加え、セルリフターで細胞をマイクロチュ

ーブに回収した。その後、4 ℃で 30分間回しながら放置した。遠心分離機で 20000 x 

g、20分間遠心後、上澄みを回収し、BCA Protein Assay Kit を用いてタンパク質量を

調整した。調整後、一部を Input コントロールとして取り分け、残りを IP に用いた。

IPサンプルに 1サンプル当たり 2 gの FLAG 抗体を加え、4 ℃で Over nightローテー

ターを用いて回しながら抗体を反応させた。反応後、サンプルに 40 L の Protein G 

PLUS-Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Cat# sc-2002)を加え、再度 4 ℃で 6 時間

ローテーターを用いて回しながら反応させた。Protein G PLUS-Agarose は使用前に

Lysis buffer を加えて遠心(2000 x g、2 分)する洗浄を 3 回行った。反応後、サンプ
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ルを Lysis buffer と遠心(2000 x g、2 分)で 5回洗浄し、IP サンプルと Inputコント

ロールに適量の 2 x SDS sample buffer (125 mM Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% 

glycerol, 0.01 % bromophenol blue, 10% 2-mercaptoethanol)加えて 10分間 98 ℃で

溶出した。 
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2-3-7 コロニー形成法による細胞生存率測定 

放射線や種々の薬剤による細胞生存率(感受性)を定量的に解析する際に用いられる

方法の一つがコロニー形成法である[103]。コロニーは 1 細胞が増殖を続けることで、

一つの密集した細胞集落を作ることであり、コロニー形成法ではこのコロニー形成を

利用して細胞の種々のストレスに対する感受性解析を行う。細胞に放射線などの DNA 

損傷誘導因子で処理をすると間期死・増殖死を起こした細胞はそれ以上細胞分裂せず、

一定時間培養した後も明確なコロニーを形成しない(図 2-12)。コロニー形成法では、

未処理の細胞と処理後の細胞のコロニー形成数を比較することで細胞生存率を算出す

る。 

本研究では U2OS 細胞を用いて行った。放射線照射などの細胞処理の 6-12 時間前に

適切な数の細胞を 6-well plate に播種し、インキュベーターで培養した。薬剤による

処理の場合は、薬剤入り培地で 24 時間培養した後通常の培地へと交換し、再度培養し

た。10〜14 日の培養後、充分なコロニー形成が確認出来たら、細胞を PBSでリンス後、

99.5%エタノールで固定処理した。その後、細胞染色液(0.02 % (w/v) crystal violet, 

25% methanol)で細胞コロニーを紫色に染色し、水で洗浄を行った。乾燥後、それぞれ

の条件での細胞コロニー形成数を計測し、種々の細胞ストレス因子に対する細胞生存

率を導出した。3 回以上の独立した実験を平均して、統計的な差を算出した。統計解

析は Prism10ソフトウェアまたは Excelを用いて、One-way ANOVA および Welch検定で

有意差を決定した。有意水準は p = 0.05 とした。 

 

 

図 2-12 コロニー形成法により 6-well plate 上で染色されたコロニー(紫色) 
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第 3 章 DNA 二本鎖切断修復における

APTX 複合体の役割 
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3-1 第 3 章の目的 

DNA二本鎖切断(DNA double-strand break: DSB)はヒト細胞において 3つの経路によ

り修復されるが、E. Coli に代表される原核生物は DSB を修復することができない

[104]。これは DNA 損傷修復が原核生物から真核生物へ、単細胞生物から多細胞生物へ

分化・進化の過程で高度に複雑化してきた 1つの証拠と言えるだろう。複雑化した DNA

損傷修復は膨大な数のタンパク質が互いに相互作用することで厳密に制御されている。

細胞内でタンパク質間相互作用はリン酸化などの翻訳語修飾やタンパク質の物理的な

結合により媒介されていることが分かっている。 

ヒト APTX は 1-5-1 章で述べたように FHA ドメインを介して塩基除去修復(Base 

excision repair: BER)および DNA 一本鎖切断修復(Single-strand break repair: 

SSBR)に関わる足場タンパク質 XRCC1 または非相同末端結合(Non-homologous End 

joining: NHEJ)を介した DSB修復に関わる XRCC4と物理的に結合することで図 1-14 に

示すように、それぞれの DNA 損傷修復経路において厳密に制御されていると考えられ

る[105]。また、単細胞真核生物である分裂酵母の APTX オルソログ hnt3 には FHA ドメ

インが存在しないことから、分化・進化の過程で FHA ドメインを介した足場タンパク

質による制御が必要となった可能性がある[106]。しかしながら、APTXの XRCC4との結

合による NHEJでの役割は未だ解明されておらず、AOA1患者由来細胞が DSBを誘発する

電離放射線(Ionizing radiation: IR)に感受性を示していないことから細胞内で APTX

が DSB修復に関与するかは不明である[35,45]。 

これらのことを踏まえて、本章では”DSB 修復における APTX 複合体の役割を明らか

にすること”を目的とした。上記の目的を達成するために、以下の 3点を解析した。 

1. ゲノム編集による APTXノックアウト細胞の樹立および表現型(3-2章) 

2. APTX の DNA 損傷部位への集積挙動(3-3章) 

3. DSB 修復における APTXと XRCC4 のエピスタシス(Epistasis)(3-4章) 

 

3-5章では結果を踏まえた考察を示す。 
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3-2 ゲノム編集による APTX ノックアウト細胞の樹立および表現型 

AOA1/EAOHでは遺伝子背景の異なる 20以上の変異が同定されており、ほとんどが HIT

ドメインおよび ZNF ドメインに集中している[55]。これらの変異 APTX は In vitro 研

究でタンパク質安定性、酵素活性、DNA へのアクセスおよび結合など、それぞれ異な

る機能欠損を示すことが報告されている[55]。また、AOA1 患者由来細胞を用いた研究

において、Guevenらの研究[45]では AOA1患者由来リンパ芽球細胞 L136(APTXフレーム

シフト変異：689insT/840delT)、L938(APTX ミスセンス変異：P206L/P206L)および

L939(APTX ミ ス セ ン ス 変 異 ： P206L/V263G) は 塩 基 損 傷 を 誘 導 す る

Metylmethanesulfonate (MMS)および塩基損傷と DNA一本鎖切断を誘導する H2O2に感受

性を示すが、DNA 二本鎖切断を誘発する電離放射線、DNA 架橋を誘発する Mitomycin C 

(MMC)に対して感受性を示さないことが報告されている。さらに、Clements らの研究

[35]では AOA1 患者由来線維芽細胞で APTX ホモ接合ナンセンス変異 W279*を持つ FD104、

FD105、FD106 が MMS、H2O2、電離放射線に感受性を示さないことが報告されている。両

研究において、AOA1 患者由来細胞が電離放射線に感受性を示していないことは一致し

ているが、MMSや H2O2への感受性は一致していない。これらの異なる報告は、用いた細

胞の形態、APTXの変異またはコントロールとして用いた正常細胞などにより APTX本来

の表現型がマスクされたことに起因する可能性がある。そこで、本研究では 2-1-5 章

で述べた、CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を用いたゲノム編集技術により同一細胞で純

粋な表現型解析を可能とした。ゲノム編集について、sgRNAの標的配列は CHOP CHOPで

決定した[107]。CHOP CHOP は CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術のオープンデータベースで

あり、遺伝子名を記入することでその遺伝子の最適標的配列、すなわち相同配列が存

在せず CRISPR 効率が低下しない配列のランク付けした結果を検索することができる。

APTX で検索すると、3 塩基以内のミスマッチが存在しないユニーク配列が APTX の HIT

ドメインに相当する APTX 遺伝子座の exon 6 上に 4 つあることが分かった。その中で

も最も N 末端側にある sgRNA 標的配列を選択した(図 3-1）。ゲノム編集を行う細胞は

既知の培養細胞かつトランスフェクション効率が良く、ゲノム編集によく用いられる

U2OS 細胞を使用した。手順は、2-1-5 章に記載の通りに行った。ノックアウトは

Western Blotting 法でタンパク質発現の消失を確認し、DNA サンガーシーケンス法に

より DNA 配列を読むことで両対立アリルの 1 塩基および 2 塩基欠損によるフレームシ

フトを確認した(図 3-2、3-3)。両フレームシフトにより U2OS細胞における内在性 APTX

の 196番目のプロリン以降が別のアミノ酸に置き換わっており、それぞれアリルで 212

番目のバリン、220 番目のプロリンの次で終始コドンとなる(図 3-2)。すなわち、樹立

した U2OS APTX欠損(APTX-/-)細胞では HITドメインおよび ZNFドメインを欠いた上記の
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APTX トランケーション変異体が発現している可能性がある。しかしながら、タンパク

質検出に用いた APTX 抗体はヒト APTX の C 末端に位置するアミノ酸 43-342 に対応して

おり、APTX 抗体のエピトープと sgRNA 標的配列が被っていることから、これらの APTX

トランケーション変異体は検出できないと考えられる。Zheng らの研究[51]では、

U2OS細胞で APTXをノックアウトした細胞で PARP1タンパク質発現レベルの低下を示す

ことが報告されている。本研究で作製した U2OS APTX-/-細胞において、Ku80 発現量で

PARP1 タンパク質発現レベルを規格化し解析したところ、発現量の低下は見られなか

った（図 3-3、3-4）。 

APTX-/-細胞の DNA 損傷に対する表現型を解析するために、GFP タグ付き APTX（GFP-

APTX）を発現するプラスミドベクターを構築し、APTX-/-細胞に PEI-MAX を用いて一過

性にトランスフェクトした後、GFP-APTXの発現を Western Blotting法で確認した（図

3-5）。EGFP の分子量は約 28 kDa であり、APTX のの分子量は約 40 kDa であることか

ら、GFP-APTX の分子量は約 68 kDa であると予想される。実際に、APTX-/-+GFP-APTX の

レーンにおいて GFP 抗体により 75 kDa と 60 kDa の間の位置にバンドを検出した。位

置から、このバンドが全長 GFP-APTX であると考えられる。一方で、APTX-/-+GFP-APTX

のレーンにおいて、内在性 APTX の全長サイズである 40 kDa 付近およびそれ以上のサ

イズにおいても、APTX 抗体によりいくつかのバンドが検出された。APTX 抗体はヒト

APTX の C 末端に位置するアミノ酸 43-342 に対応していることから、40 kDa 以上のサ

イズのバンドは GFP-APTX がリンカー部位あるいは EGFP 上で分解された産物であると

考えられる。また、EGFP-APTX発現ベクターは APTX遺伝子配列の開始コドンである ATG

を含んで設計している。よって、U2OS 細胞内で内在性 APTX と同サイズの APTX が GFP-

APTXベクターから発現される可能性がある。このことから、40 kDa 付近で検出された

バンドは GFP-APTX ベクターから発現された GFP タグが付いていない APTX も含んでい

ると考えられる。これらの U2OS 野生型(WT)、APTX-/-、APTX-/-＋GFP-APTX 細胞を用い

て、細胞周期特異性の無い DNA 一本鎖切断(Single-strand break: SSB)および DNA 二

本鎖切断(Double-strand break: DSB)を誘発する電離放射線(IR（線）)、S期特異的

な DSB を誘発する I 型トポイソメラーゼ阻害 Camptothecin (CPT)に対する感受性をコ

ロニー形成法で測定した。放射線処理は、U2OS WT細胞の生存率が 10%-20%に収まる線

量(4 Gy)を最大線量に設計して行った。また、CPT処理においても U2OS WT細胞の生存

率が 10%-20%に収まる 24 時間処理濃度(30 nM)を最大濃度に設計して行った。IR 照射

において、APTX-/-細胞は WT細胞に比べ、特に 4 Gy照射後の細胞生存率が低下したが、

APTX-/-＋GFP-APTX細胞は APTX-/-細胞に比べて生存率を回復させた（図 3-6）。CPT処理

においても、APTX-/-細胞は WT 細胞に比べ、30 nM での生存率が低下したが、APTX-/-＋
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GFP-APTX 細胞は APTX-/-細胞と比べて生存率を回復させた（図 3-7）。IR 4 Gy 照射条

件および 30 nM CPT 処理条件において、APTX-/-＋GFP-APTX細胞は WT細胞と比べると、

One-way ANOVAおよび Welch検定では有意差ではなかったが、生存率の平均値は同じ値

とならなかった。これは GFP-APTXが APTX-/-細胞において一過性過剰発現であり、全て

の細胞が GFP-APTX を発現していないことが影響していることが考えられる。また、一

過性発現は通常一週間ほどで発現が失われると考えられている。本実験では照射後 2

週間の培養を行ったことから、最後の一週間は GFP-APTX が発現していない状態であっ

たと考えられる。コロニー形成法は増殖死を解析できる手法であるが、増殖を経るに

つれて APTX の発現が失われることで DNA 損傷の残存や誤った修復が致死的な遺伝情報

の不均等配分などを誘発し、細胞が生命活動を維持できなくなった可能性がある。よ

って、これらの寄与があったと推定される。また、本実験では、WT 細胞の内在性 APTX

と APTX-/-＋GFP-APTX 細胞で導入した GFP-APTX の発現量の比較はできていない(図 3-

5)。しかしながら、コロニー形成法の結果において APTX-/-＋GFP-APTX 細胞が WT 細胞

に匹敵するほどに生存率を回復させたことから、GFP-APTX を発現した APTX-/-＋GFP-

APTX細胞では生存に十分な量の GFP-APTXが発現していたと考えられる(図3-6、3-7)。

まとめると、APTX が IR、CPT 処理した細胞の生存に必要であり、GFP-APTX は内在性

APTXを補うことができることが示された。 

APTX-/-細胞が IR および CPT 処理に感受性を示したことから、APTX-/-細胞は DNA 損傷

修復能が低下していることが考えられた。そこで、SSB のマーカーである ADP-ribose

を指標として APTX-/-細胞の SSBR 能を評価した[108]。Blessing らの研究[49]において

U2OS 細胞を用いて塩基損傷と SSB を誘導する過酸化水素（H2O2）を処理した後に ADP-

ribose を免疫染色法により解析した条件を参考に、U2OS WT 細胞と APTX-/-細胞に 500 

M H2O2で 10分間処理した後、免疫染色法により解析した。その結果、H2O2処理により

未処理(NT)条件と比べて WT 細胞と APTX-/-細胞の両細胞において ADP-ribose 蛍光強度

が増加することを確認した(図 3-8、3-9)。さらに、H2O2処理条件の WT細胞と APTX-/-細

胞を比べると APTX-/-細胞は WT 細胞よりも ADP-ribose 蛍光強度が有意に増加していた

(図 3-8、3-9)。このことから、APTX-/-細胞は BERまたは SSBRに欠陥があることが示さ

れ、APTX これらの修復経路に関与していることが支持された。次に、DSB マーカーで

あるH2AX と 53BP1 を指標として APTX-/-細胞の DSBR 能を評価した[109]。Zhou らの研

究[110]において U2OS 細胞を用いて IR 照射後にH2AX を免疫染色法により解析した条

件を参考に、IR 5 Gy照射後にインキュベーターで 4時間培養後に免疫染色法により解

析した。その結果、IR照射(IR 4h)により未処理(NT)条件と比べて WT細胞と APTX-/-細

胞の両細胞において残存するH2AXおよび 53BP1フォーカス数が増加することを確認し
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た(図 3-10、3-11)。さらに、IR照射条件の WT細胞と APTX-/-細胞の残存するH2AXフォ

ーカス数を比べると APTX-/-細胞は WT細胞よりも有意に増加していた(図 3-10、3-11)。

意外なことに、同条件下で残存する 53BP1 フォーカス数は、APTX-/-細胞と WT 細胞の間

で識別できるほどの差がないことが確認された（図 3-10、3-11）。また、CPT 処理に

よる S期特異的 DSBに対する修復能も評価した。Sunらの研究[111]において U2OS細胞

を用いて CPT 処理後にH2AXを免疫染色法により解析した条件を参考に、1 M CPT で 1

時間処理した後に免疫染色法により解析した。その結果、CPT 処理によりコントロー

ル条件(DMSO)と比べて WT 細胞と APTX-/-細胞の両細胞において高いH2AX および 53BP1

蛍光強度を示すことを確認した(図 3-12~3-15)。さらに、CPT 処理条件の WT 細胞と

APTX-/-細胞のH2AX 蛍光強度を比べると APTX-/-細胞は WT 細胞よりも有意に増加してい

た(図 3-12,3-13)。また IR 照射条件と同様に、CPT 処理条件下で 53BP1 蛍光強度は、

APTX-/-細胞と WT 細胞の間で識別できるほどの差がないことが確認された（図 3-14,3-

15）。これらの結果から、APTX-/-細胞はグローバルな DSB 修復が機能していないこと

が示され、APTX が DSB 修復に関与ことが明らかとなった。一方で、53BP1 は End 

resection を抑制することで NHEJ を促進することが知れているが、APTX が 53BP1 依存

的 NHEJを介した DSB 修復には関与していないことが示唆された[20]。 
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図 3-1 APTX 遺伝子座および対応するドメイン 

9 番染色体短腕 21.1(9p21.1)にあるヒトゲノム APTX 遺伝子座、CRISPR/Cas9 を介した

ゲノム編集のための sgRNA ターゲット、およびタンパク質のドメイン構造。ボックス

は exonを表す。空部分はオープンリーディングフレームを表し、黒部分は5’-または

3’-非翻訳領域を表す。sgRNAの標的は、APTXの HITドメインに対応する exon 6 に位

置している。 
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図 3-2 U2OS APTX-/-細胞における APTX exon 6 の 2つのノックアウト(KO)対立遺伝子

の DNA配列 

PAM と sgRNA の配列はそれぞれ水色と赤色で示されている。2 つの対立遺伝子はそれぞ

れ 1 塩基と 2 塩基の欠失を示し、-は欠損を表す。各配列はそのコドンに対応するアミ

ノ酸を下部に含む。*は終止コドンを表す。 
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図 3-3 U2OS 野生型(WT)および APTX-/-細胞における APTXおよび PARP1 タンパク質の

Western Blotting による解析 

各レーンは生物学的複製からの独立したサンプルを示す。Ku80 はローディングコント

ロールとして示した。 
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図 3-4 U2OS WT細胞および U2OS APTX-/-細胞における Ku80発現量で正規化した PARP1

発現の定量解析 

図 3-3 の PARP1 発現量を Ku80 発現量で規格化することでグラフ化した。各バーは 3 回

の平均＋SEM(標準誤差)を表す。有意差は Welchの t検定で決定した。ns は p > 0.05

を表す。 
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図 3-5 U2OS WT、APTX-/-および APTX-/- + GFP-APTX 細胞における APTX および GFP-

APTX タンパク質の Western Blotting 解析 

矢印は GFP-APTXの予測分子量 68 kDaを示す。GFP-APTXは GFP抗体で、APTXは APTX抗

体で検出している。Ku80はローディングコントロールとして示した。 
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図 3-6 U2OS WT、APTX-/-、APTX-/-＋GFP-APTX 細胞のコロニー形成法による放射

線(Ionizing radiation: IR, -ray)感受性 

細胞の生存率は未処理のコントロールに対するパーセンテージで表し、データは独立

した実験を 3 回繰り返し行った結果の平均±SEM(標準誤差)を表す。有意差は One-way 

ANOVAおよび Welch 検定で決定した。ns は p > 0.05、*は 0.01 < p ≦ 0.05、**は

0.005 < p ≦ 0.01 を表す。 
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図 3-7 U2OS WT、APTX-/-、APTX-/-＋GFP-APTX 細胞のコロニー形成法による

Camptothecin (CPT)感受性 

細胞の生存率は未処理のコントロールに対するパーセンテージで表し、データは独立

した実験を 3 回繰り返し行った結果の平均±SEM(標準誤差)を表す。有意差は One-way 

ANOVAおよび Welch 検定で決定した。ns は p > 0.05、*は 0.01 < p ≦ 0.05、**は

0.005 < p ≦ 0.01 を表す。 
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図 3-8 H2O2処理後の U2OS WT および APTX-/-細胞における ADP-ribose 染色の代表的な

画像 

NTは未処理を表す。DAPI処理は DNAを青色に染色している。Merge with DAPI は ADP-

riboseおよび DPAI を重ね合わせた画像である。スケールバーは 50 mを表す。 
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図 3-9 H2O2処理後の U2OS WT および APTX-/-細胞の ADP-ribose 蛍光強度の定量化 

各条件の ADP-ribose蛍光強度を、H2O2非処理条件(NT)での WT細胞の蛍光強度で正規化

した。各列は、3 つの独立したサンプルからのプール(300 細胞)の平均値＋SEM(標準誤

差)を表す。有意差は対応の無い両側 t検定で決定した。****は p ≦ 0.001 を表す。 
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図 3-10 線 5 Gy 照射後 4 時間培養(IR 4h)の U2OS WT、APTX-/-細胞におけるH2AX と

53BP1 フォーカス残存数の代表的な画像 

NTは未処理を表す。DAPI処理は DNAを青色に染色している。Merge with DAPIは 53BP1、

H2AXおよび DPAIを重ね合わせた画像である。スケールバーは 10 mを表す。 
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図 3-11 線 5 Gy 照射後 4 時間培養(IR 4h)の U2OS WT、APTX-/-細胞における細胞あ

たりのH2AX と 53BP1 の残存フォーカス数 

ドットはそれぞれの条件におけるフォーカス数を表し、赤いバーはそれぞれの実験群

におけるフォーカス数の平均を示す。3 つの独立したサンプルから得られたデータの

プール(300細胞)から平均を算出した。有意差は対応の無い両側 t検定で決定した。ns 

は p > 0.05、 ***は 0.001 < p ≦ 0.005 を表す。 
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図 3-12 1 M CPT を 1 時間処理した後の U2OS WT、APTX-/-細胞におけるH2AX蛍光強

度の代表的な画像 

DMSO はコントロールを表す。DAPI 処理は DNA を青色に染色している。スケールバーは

50 mを表す。 
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図 3-13 1 M CPT を 1 時間処理した後の U2OS WT、APTX-/-細胞におけるH2AX蛍光強

度の定量化 

DMSOはコントロールを表す。各条件のH2AX蛍光強度を、DMSO処理条件での WT細胞の

蛍光強度で正規化した。各列は、3 つの独立したサンプルからのプール(300 細胞)の平

均値＋SEM(標準誤差)を表す。有意差は対応の無い両側 t検定で決定した。****は p ≦ 

0.001を表す。 
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図 3-14 1 M CPT を 1 時間処理した後の U2OS WT、APTX-/-細胞の 53BP1 蛍光強度の代

表的な画像 

DMSO はコントロールを表す。DAPI 処理は DNA を青色に染色している。スケールバーは

50 mを表す。 
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図 3-15 1 M CPT を 1 時間処理した後の U2OS WT および APTX-/-細胞の 53BP1 蛍光強

度の定量化 

DMSO はコントロールを表す。各条件の 53BP1 蛍光強度を、DMSO 処理条件での WT 細胞

の蛍光強度で正規化した。各列は、3 つの独立したサンプルからのプール(300 細胞)の

平均値＋SEM(標準誤差)を表す。有意差は対応の無い両側 t検定で決定した。ns は p > 

0.05を表す。 
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3-3 APTX の DNA損傷部位への集積挙動 

XRCC4の足場機能は物理的に結合する XLF、PNKPの DNA損傷部位への集積を促進する

ことが分かっている[77,78]。このことから、APTXにおいても XRCC4との結合は DNA損

傷部位への集積を促進していることが予想される。そこで、APTX の DNA 損傷部位への

集積を観測するために Laser-micro irradiation および Live cell imaging 法を導入

した。 

 最初に、GFP-APTXが U2OS細胞内で内在性 XRCC1および XRCC4と結合するかを確認し

た。GFP-APTXまたは GFPを PEI-MAXを用いて一過性に U2OS細胞に発現させ、トランス

フェクション 3 日後に回収および GFP をベイトとした免疫沈降法(IP)を行い、Western 

blotting 法で解析した。その結果、GFP trap 磁気アガロースにより GFP および GFP-

APTXがそれぞれ GFPまたは GFP-APTX発現させた条件で沈降できていることを確認した

(図 3-16)。さらに、XRCC1 抗体および XRCC4 抗体でそれぞれ XRCC1 および XRCC4 を検

出すると、GFP を発現させた条件ではこれらのタンパク質は検出されなかったのに対

して、GFP-APTX を発現させた条件では XRCC1 および XRCC4 が検出されることが分かっ

た(図 3-16)。このことから、GFP-APTXは APTX部位を介して内在性 XRCC1および XRCC4

と結合していることが明らかとなった。また、本実験において外因性 DNA 損傷を誘発

していない状態で行っていることから、APTX と XRCC1 および XRCC4 の結合は構成的で

あることが示唆された。 

次に、U2OS 細胞に GFP-APTX を PEI-MAX を用いてトランスフェクションし、2-1-3 章

に記載した方法で GFP-APTXを安定発現する U2OS細胞を樹立した。樹立した U2OS GFP-

APTX安定発現細胞を用いて、2-1-4章に記載した方法で RNA干渉により内在性の XRCC1

および XRCC4 を抑制した(siXRCC1、siXRCC4)。そして、抑制後に Western blotting 法

によりタンパク質発現を解析した。その結果、コントロール(siCON)と比べて siXRCC1

および siXRCC4 条件ではそれぞれ内在性 XRCC1 および XRCC4 の発現が抑制されている

ことを確認した(図 3-17)。XRCC1 および XRCC4 の発現抑制率は KAP1 の発現量で正規化

するとコントロールと比べてそれぞれ 53%と 18%であった。また、XRCC1 または XRCC4

抑制下においても GFP-APTXの発現レベルは変化しないことを確認した(図 3-17)。そし

て、これらの内在性 XRCC1または XRCC4抑制下の条件で、Laser-micro irradiationお

よび Live cell imaging 法に DNA損傷部位に集積する GFP-APTX を共焦点レーザー顕微

鏡で観測した。最初に、U2OS GFP-APTX 安定発現細胞の GFP-APTX の局在を Live cell 

imaging 法により確認すると、局在が強い領域と弱い領域があることが分かった(図 3-

18)。Gueven らの研究[45]では、GFP タグ付きヒト APTX を子宮頸がん由来細胞 Hela に
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発現させると核及び核小体に局在することを Live cell imaging 法により確認してい

る。本実験で観測した GFP-APTX の局在は Gueven らの研究[45]と類似していることか

ら、局在が強い領域では核小体と GFP-APTX が共局在していると考えられる。また、こ

の GFP-APTX の局在は内在性 XRCC1 または XRCC4 抑制下の条件においても変化しないこ

とを確認した(図 3-18)。これらの細胞を用いて、共焦点レーザー顕微鏡により Laser-

micro irradiation を行った。サチュレーションを避けるため、レーザーは GFP-APTX

の局在が弱い領域に照射した。結果として、siCON、XRCC1 抑制(siXRCC1)および XRCC4

抑制(siXRCC4)条件において GFP-APTX はレーザー照射領域にレーザー照射後即座に集

積することが分かった(図 3-18、3-19)。加えて、siCON 条件では、レーザー照射後約

60 秒でプラトーに達することを確認した(図 3-18、3-19)。また、siXRCC1 条件におい

て GFP-APTX は siCON と比較してレーザー照射領域への集積が抑制されることが分かっ

た(図 3-18、3-19)。Horton らの研究[63]において、XRCC1 欠損 Mouse embryonic 

fibroblast (MEF)細胞では、GFP タグ付きマウス由来 APTX の DNA 損傷部位への集積が

抑制されることを Laser-micro irradiation および Live cell imaging 法により確認

している。本解析で得られた結果はこれと矛盾していないことが分かった。また、

siCON 条件のレーザー照射後 60 秒後のレーザー照射領域の相対 GFP 蛍光強度が約 1.2

であるのに対して、siXRCC1条件では約 0.5であった(図 3-19)。siXRCC1条件での発現

抑制率が 53%であったことを考慮すると、GFP-APTX の DNA 損傷部位への集積は XRCC1

の発現量にほぼ全てが依存している可能性がある。一方、siXRCC4 条件において GFP-

APTXは siCONと比較してレーザー照射領域への集積に明らかな差は見られなかった(図

3-18、3-19)。これらの結果から、GFP-APTX は内在性 APTX の機能を有しており、GFP-

APTXを用いた解析から DNA損傷部位への APTXの集積には XRCC4ではなく XRCC1が必要

であることが示され、XLF および PNKP で確認された XRCC4 による結合する因子の DNA

損傷部位への促進は APTXでは機能していないことが示唆された。 
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図 3-16 免疫沈降(IP)による GFP-APTXと XRCC1 および XRCC4 との結合解析 

IP には GFP-Trap 磁気アガロースビーズを用い、U2OS 細胞において結合するタンパク

質を Western blotting で解析した。GFP-APTXおよび GFPは GFP抗体で検出した。 
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図 3-17 U2OS GFP-APTX 安定発現細胞における siRNA による XRCC1と XRCC4 発現抑制 

U2OS GFP-APTX 安定発現細胞にそれぞれの siRNA(siXRCC1、siXRCC4)を導入した後、

XRCC1、XRCC4、GFP-APTXの発現を Western Blotting 法により解析した。siCONはコン

トロールである。KAP1 はローディングコントロールとして用いた。siRNA 処理後の

KAP1 発現量で正規化した XRCC1 および XRCC4 の発現レベルは、siCON に対してそれぞ

れ 53％および 18％であった。 
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図 3-18 XRCC1(siXRCC1)または XRCC4(siXRCC4)抑制下における U2OS GFP-APTX安定

発現細胞のレーザー照射(Photobleaching)後の代表的なライブセル画像 

siCONはコントロールを表す。赤四角内(1 m × 2 m)の領域にレーザーを照射した。

レーザー照射後の照射領域での緑色蛍光強度を観察した。スケールバーは 10 m を表

す。 
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図 3-19 RNA干渉後の各条件における相対的な GFP-APTX 蛍光強度 

レーザー照射後 60 秒までを示している。各条件で 15 個の細胞を解析した。相対的な

蛍光強度は、細胞内のバックグラウンド強度を差し引き、照射領域の強度で除算した

後に取得した。データは平均値±SEM(標準誤差)を表す。 
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3-4 DSB 修復における APTX と XRCC4のエピスタシス(Epistasis) 

3-2 章の結果では、APTX 欠損細胞が DSB を誘導する IR および CPT に感受性を示し、

IR または CPT 処理により DSB マーカーであるH2AX の残存するフォーカス数および蛍

光強度が増加することを確認し、APTX は DSB 修復に関与することを明らかにした。一

方で、APTX 欠損細胞は IR または CPT 処理により DSB 修復の NHEJ 経路を表すマーカー

である 53BP1 の残存するフォーカス数および蛍光強度が野生型細胞と比べて明らかな

差がないことが分かった。加えて、3-3 章の結果から APTX の DNA 損傷部位への集積は

XRCC4 に依存しないことを明らかにした。XRCC4 は DSB 修復の NHEJ 経路における

Synapsis 形成において足場タンパク質として機能し、結合するタンパク質の動員を促

すことが分かっている[20,22]。実際に、XRCC4 ナンセンス変異(R225*/R225*)患者由

来細胞および RNA干渉による XRCC4発現抑制細胞は IRに感受性を示し、IR処理により

残存するH2AXフォーカス数および 53BP1フォーカス数が増加を示し、XLFおよび PNKP

の DNA 損傷部位への集積が抑制されることが報告されている[77,78,112,113]。53BP1

は 1-2-3章で述べたように、DSB修復のイニシエーションにおいて End resectionを抑

制することで NHEJ経路を促進しており、53BP1フォーカスは下流の NHEJ経路が稼働中

であることを表していると考えられている[20,22]。すなわち、53BP1 フォーカスの残

存は下流の NHEJ 経路が頓挫しているため、53BP1 フォーカスが解消されない状態を表

している。APTX は XRCC4 と物理的に結合することから、図 1-14 の右側に示すように

XRCC4 依存的であり XRCC4 と同経路つまり NHEJ 経路で機能していると考えられている

[20,105]。よって、APTX は DSB 修復において XRCC4 と類似した表現型を持つはずであ

る。しかしながら、上記で述べたように APTX 欠損細胞は DSB に対して 53BP1 の挙動が

コントロール細胞と比較して明らかな差がなく、APTXの DNA損傷部位への集積は XRCC4

の発現量に依存しなかった。これらの結果は、APTX が XRCC4 と独立した経路で DSB 修

復に関与していることを示唆するものである。よって、APTX と XRCC4 は異なる経路で

DSB修復に関与していると仮定した。 

DSB 修復における APTX と XRCC4 のエピスタティックな関係性を調べるために、WT 細

胞および APTX-/-細胞において RNA 干渉により内在性 XRCC4 抑制(siXRCC4)し、Western 

blotting法によりタンパク質発現を確認した。その結果、WT細胞および APTX-/-細胞共

にコントロール(siCON)条件と比べて内在性 XRCC4 の発現量が低下していることを確認

した(図 3-20)。また、WT細胞と APTX-/-細胞の siCON条件で内在性 XRCC4の発現量に明

らかな差が見られないことから、APTX の欠損は XRCC4 の発現に影響を及ぼさないこと

が示唆された。RNA干渉による内在性 XRCC4抑制(siXRCC4)後に、IR 5 Gy照射を行い、
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4時間培養後(IR 4h)に免疫染色法によりH2AXおよび 53BP1を解析した。H2AXにおい

て、IR照射により APTX-/- + siCON(コントロール)および WT + siXRCC4 条件では、WT + 

siCON条件よりも残存するH2AXフォーカス数が増加していた(図 3-21）。これは APTX-

/-細胞および XRCC4 抑制細胞で DSB 修復能が低下していることを表し、APTX および

XRCC4 が DSB 修復に関与していることを示していると考えられる。興味深いことに、

APTX-/- + siXRCC4 では、APTX-/- + siCON および WT + siXRCC4 と比較して、H2AX フォ

ーカス数の相加的な増加が確認された(図 3-21)。これは、APTX 欠損および XRCC4 抑制

による DSB 修復能の低下が独立して寄与していることを表していると考えられ、APTX

と XRCC4 が異なる経路で DSB 修復に関与していることを示唆している。53BP1 に関し

て、IR 照射により WT＋siXRCC4 と APTX-/-＋siXRCC4 は WT＋siCON と APTX-/-＋siCON よ

りも多くの 53BP1 フォーカスが残存することを確認した(図 3-22)。Rother らの研究

[113]では、U2OS 細胞おいて RNA 干渉により内在性 XRCC4 を抑制後に IR 照射をすると

残存する 53BP1 フォーカス数が増加することを報告している。本実験の結果は、これ

に矛盾しないことが分かり、XRCC4 の抑制により NHEJ 経路が頓挫していることを表し

いていると考えられる。また、IR 照射後の WT＋siXRCC4 と APTX-/-＋siXRCC4 の残存す

る 53BP1 フォーカス数を比較すると明らかな差がないことが分かった(図 3-22)。これ

は、XRCC4と異なって APTX欠損がコントロールと比較して NHEJ経路を頓挫させていな

いことを示している。まとめると、これらの結果は IR 照射による残存するH2AX フォ

ーカス形成は APTX と XRCC4 の両方に依存し、53BP1 は XRCC4 のみに依存することを示

し、APTXと XRCC4が異なる表現型を示すことを明らかにした。 

 1-5-1章で述べたように、APTXは Deadenylation活性を持つ酵素であり、DNA ligase

による abortive ligation 時に DNA 5’末端より AMPを取り除くことで DNA修復に関

与していると考えられている[34,58,61]。実際に、In vitroで APTXは一本鎖 DNA末端

と二本鎖 DNA 末端の両方から AMP を取り除くことができる[34,56,57]。XRCC4 は LIG4

と物理的に結合し、LIG4 のタンパク質安定性、酵素活性を促進することが分かってい

る[74]。すなわち、APTX と XRCC4 は DSB 修復において DNA ligase が媒介する End 

joining に関与していることが考えられる。そこで、GFP レポーター(pEJ)介した End 

joiningアッセイを用いて APTXと XRCC4の End joiningにおける関係性を調べた[101]。

2-3-4章で記載したようにレポータープラスミド pEJは代替的開始コドンにより GFPが

発現しないように設計されているが、制限酵素 I-SceI に代替的開始コドンが切り落と

されることで DSB を誘発し、細胞が持つ End joining を介した DSB 修復により DNA 末

端が繋ぎ合わされると GFP が発現する仕組みとなっている。なお、I-SceI による DSB

修復が HRR 経路で修復された場合は代替的開始コドンが切り落とされた状態にならな
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いため GFP が発現しない。すなわち、End joining アッセイにおいて GFP の発現は I-

SceI 依存的 DSB が HRR 以外の経路で修復されたことを表している。この pEJ をランダ

ムインテグレーションにより取り込んだ U2OS細胞(EJ-U2OS)を用いて、RNA干渉により

内在性 APTX の抑制(siAPTX)、内在性 XRCC4 の抑制(siXRCC4)またはその両方の抑制

(siAPTX + siXRCC4)を行い、Western blotting 法によりタンパク質発現量を解析した。

その結果、RNA干渉により内在性 APTX、XRCC4の発現が抑制されていることを確認した

(図 3-23)[102]。これらの条件において、pCBASceI を PEI-MAX によって導入によりタ

ンパク質発現抑制後の EJ-U2OS 細胞に I-SceI を一過性に発現させた後、フローサイト

メトリー法で GFP陽性(GFP positve)細胞の割合を解析した。結果として、siAPTX条件

および siXRCC4 条件ではコントロール(siCON)と比較して、GFP 陽性細胞の割合が減少

することを確認した(図 3-24)。これは、APTXと XRCC4が DSB修復における End joining

に関与していることを表していると考えられる。さらに、siAPTX + siXRCC4条件では、

siAPTX 条件および siXRCC4 条件と比較して、GFP 陽性細胞の割合が相加的に減少する

ことが分かった(図 3-24)。これらの結果は、免疫染色法による IR 照射後の残存する

H2AX フォーカス数の結果と呼応している。一方で、siCON、siAPTX、siXRCC4 および

siAPTX + siXRCC4 条件の GFP 陽性細胞の割合平均はそれぞれ 15.5%、13.4%、12.6%、

11.7%であった。siCON 条件と比べた siAPTX、siXRCC4 条件のそれぞれの減少率に対し

て siAPTX + siXRCC4 条件の減少率は単純な足し算とはならなかった(図 3-24)。これ

は、XRCC4 と APTX が DSB 修復において重複した機能の存在を示唆している。また、本

実験の精度限界を表している可能性もある。さらに、siAPTX + siXRCC4 条件において、

GFP 陽性細胞の割合は大きく減少しなかった(図 3-24)。これは XRCC4 が関与する NHEJ

経路、APTX が関与する DSB 修復経路以外の DSB 修復経路がバックアップした可能性が

ある。実際に、In vitro において abortive ligationはヌクレアーゼ FEN1によっても

解消されることが分かっている[61,114]。 

まとめると、本章において APTX と XRCC4 が DSB 修復においてそれぞれ独立して機能

することを明らかにした。 
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図 3-20 siRNA による XRCC4 抑制後の U2OS WT および APTX-/-細胞における XRCC4 と

APTX の Western blotting 解析 

siCONはコントロールを表す。Ku80はローディングコントロールとして示した。 
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図 3-21 線 5 Gy 照射後 4 時間培養(IR 4h)における XRCC4 抑制下(siXRCC4)での

U2OS WT、APTX-/-細胞における細胞あたりのH2AXの残存フォーカス数 

ドットはそれぞれの条件におけるフォーカス数を表し、赤いバーはそれぞれの実験群

におけるフォーカス数の平均を示す。3 つの独立したサンプルから得られたデータの

プール(300細胞)から平均を算出した。有意差は One-way ANOVAおよび Tukey検定で決

定した。ns は p > 0.05、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、 **は 0.005 < p ≦ 0.01、 ***は

0.001 < p ≦ 0.005、 ****は p ≦ 0.001 をそれぞれ表す。 
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図 3-22 線 5 Gy 照射後 4 時間培養(IR 4h)における XRCC4 抑制下(siXRCC4)での

U2OS WT、APTX-/-細胞における細胞あたりの 53BP1 の残存フォーカス数 

ドットはそれぞれの条件におけるフォーカス数を表し、赤いバーはそれぞれの実験群

におけるフォーカス数の平均を示す。3 つの独立したサンプルから得られたデータの

プール(300細胞)から平均を算出した。有意差は One-way ANOVAおよび Tukey検定で決

定した。ns は p > 0.05、***は 0.001 < p ≦ 0.005、 ****は p ≦ 0.001 をそれぞれ

表す。 
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図 3-23 siAPTX、siXRCC4 またはその両方を導入した EJ-U2OS 細胞における APTX と

XRCC4 の Western Blotting 解析 

siCONはコントロールを表す。Ku80はローディングコントロールとして示した。 
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図 3-24 各条件における End joining (GFP positive)の割合 

EJ-U2OS 細胞を siRNA により目的遺伝子の発現を抑制(siAPTX、siXRCC4)した後に I-

SceI を発現させ、フローサイトメーターで解析した。siCON はコントロールを表す。

各列は 3 つの独立したサンプルによる平均＋SEM(標準誤差)を示す。有意差は One-way 

ANOVAおよび Welch検定で決定した。*は 0.01 < p ≦ 0.05、 **は 0.005 < p ≦ 0.01、 

***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 をそれぞれ表す。 
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3-5 第 3 章のまとめ 

本章では、”DSB 修復における APTX 複合体の役割を明らかにすること”を目的とし

て、3つの実験項目を実行し、以下の内容を明らかにした。 

 

I. ゲノム編集による APTXノックアウト細胞の樹立およびその表現型 

CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術により U2OS APTX-/-細胞を樹立し、DNA 損傷修復能を評

価した。その結果、APTX-/-細胞の SSBR能および DSB修復能の低下を確認し、IRおよび

CPTに対して感受性を示すことを確認した。 

 

II. DNA損傷部位への APTX集積挙動に対する XRCC1または XRCC4 の役割 

U2OS細胞内で APTXは XRCC1および XRCC4と結合していることを免疫沈降法により示

した。さらに、U2OS 細胞を背景に GFP-APTX 安定発現細胞株を樹立し、Laser-micro 

irradiationおよび Live cell imaging 法により GFP-APTXの DNA損傷部位への集積挙

動を評価した。その結果、APTX の DNA 損傷部位への集積は XRCC4 でなく XRCC1 依存的

であることを確認した。 

 

III. DSB 修復における APTXと XRCC4 のエピスタティックな関係性 

U2OS野生型および APTX-/-細胞を XRCC4抑制後に IRに対する DSB応答を確認すると、

H2AX のフォーカス形成は APTX と XRCC4 の両方に依存し、両抑制は相加的であった。

一方、53BP1 のフォーカス形成は XRCC4 にのみ依存していることが分かった。また、

End joiningの割合も APTXと XRCC4に依存し、両抑制は相加的な効果を示した。 

 

本研究により、細胞内で APTXが DSB修復に関与し、特に End joining に必要である

ことが示された。一方で、APTX 欠損細胞における DSB 誘導後の残存する 53BP1 フォー

カス形成割合が野生型と差がなかったこと、APTX の DNA 損傷部位への集積が XRCC4 抑

制により低下しなかったことは、図 3-25 の左側に示すような APTX の XRCC4 と結合し

て NHEJ に関与するモデルに矛盾している。加えて、APTX の DNA 損傷部位への集積が

XRCC1 依存的であったこと、さらに XRCC1 が代替的末端結合(Microhomology-mediated 

end joining: MMEJ)に関与していることを考慮すると、APTX は図 3-25の右側に示すよ
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うな XRCC1 と結合して MMEJ 経路を介した DSB 修復に関与している可能性がある[68]。

また、本章では検証できなかったが、Laser-micro irradiation および Live cell 

imaging法において、第 4章で樹立した U2OS XRCC1-/-細胞、U2OS XRCC1-/-細胞に XRCC1

野生型および APTX との結合能を欠損する XRCC1 T519A を安定発現させた XRCC1-/- + 

RFP-XRCC1WT細胞および XRCC1-/- + RFP-XRCC1T519A細胞を用いて GFP-APTX のレーザー照

射部位への集積を解析すると、U2OS XRCC1-/-細胞および XRCC1-/- + RFP-XRCC1T519A細胞

では siXRCC1条件より GFP-APTXの集積が低下し、XRCC1-/- + RFP-XRCC1WT細胞ではコン

トロール条件と同程度まで集積が回復することが予想される。一方、本研究でもこれ

までの研究と同様 APTX と XRCC4 の結合が確認されたが、この意義については今後の研

究が必要である。また、DSB修復において APTXが MMEJ以外の経路に関与している可能

性において、3-4 章の結果から APTX は End joining に関与していることを明らかにし

た。現在までに、DSB修復において End joiningの過程を経ることが分かっている経路

は NHEJ と MMEJ である。このことから、やはり APTX は MMEJ 経路で機能していること

が強く示唆される。しかしながら、1-5-1 章で述べたように、APTX の酵素活性は多く

の DNA修復経路で行われる Ligation反応に関与することから、APTXが未知の DSB修復

経路に関わっている可能性が考えられる。 

本研究では APTX が XRCC4とは異なる経路で End joining を介した DSB修復に関わる

ことを明らかにした。 
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図 3-25 研究結果より予想される DSB修復における APTX 複合体のワークモデル 

DSB修復において NHEJ と MMEJ経路では DNA ligaseにより 5’P 末端がアデニル化され

る。これは、3’末端が OH でない場合に Abortive ligation となり、それぞれ APTX-

XRCC4 または APTX-XRCC1 複合体によるアデニル化の解消、さらに末端修飾により 5’P

末端と 3’OH 末端が形成され、最後にそれぞれ LIG4-XRCC4 または LIG3-XRCC1 複合体

に末端が結合される(End joining)。細胞内では MMEJ経路での APTX-XRCC1によるアデ

ニル化末端の解消が優位に作用していると考えられる。 
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第 4 章           

PARP1/2 阻害剤による DNA 損傷修復

における APTX 複合体の役割 
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第 5 章 結論 
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5-1 まとめ 

本研究では、“APTX 複合体による DNA 損傷修復機構のおける役割の解明”を目的と

して研究を進めてきた。そのためにゲノム編集、バイオイメージング、細胞生物学、

分子生物学、遺伝子工学的手法を駆使して、DNA 損傷修復における APTX 複合体の役割

を明らかにすることを目指した。 

具体的に本研究では、下記の研究項目を実行し、細胞内における APTX 複合体の役割

を解明した。各章のまとめ(第3-5章、第 4-6章)にて、研究成果の詳細は示している。 

 

1. DNA二本鎖切断修復(Double-strand break repair: DSBR)における APTX複合体の

役割 

ゲノム編集により樹立した U2OS APTX-/-細胞を用いて、APTX 欠損が電離放射線

(Ionizing radiation: IR)および Camptothecin (CPT)に感受性を示し、APTX が

DSBRに必要であることを明らかにした。さらに、DNA損傷部位への集積は XRCC1依

存的であり、APTX が DSBR において XRCC4 とは異なる表現型を示すことを確認し

た。つまり、第 3章では、APTXが XRCC4とは異なる経路で DSBRに関与することを

明らかにした。 

 

 

以上のことから、本研究では APTX-XRCC1、APTX-XRCC4 の 2 つの複合体の細胞内の動

態、DNA損傷応答を解析し、それぞれの DNA損傷修復における役割を明らかにした。 
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5-2 本研究の将来展望 

本研究成果は、分子生物学、医学、原子核工学など幅広い分野に波及する可能性を

秘めたものである。その中でも、特に以下の 3 つの展望が見込める。将来的には、こ

れらの研究を通して DNA 損傷修復の分子メカニズムの一端を解明し、抗がん剤治療お

よび放射線治療の効率化や APTX 複合体のバイオマーカーとしての有用性を評価する。

さらに、遺伝病の新規治療法開発などに繋がることも期待される。 

 

（１） APTX による DNA二本鎖切断修復機構の解明 

本研究により、APTXは XRCC4と異なる経路で DNA二本鎖切断(DSB)修復に関与するこ

とが明らかとなった。第 3章の結果で、DNA損傷部位への集積が XRCC1依存的であった

ことを考慮すると、DSB 修復においても XRCC1 依存的に機能している可能性がある。

Duttaらの研究[68]では In vitroの系で DSB修復経路である MMEJに XRCC1が関与する

ことを報告していることから、APTXは XRCC1を介して MMEJに関わっている可能性があ

る。APTX の MMEJ への関与を明らかにするために、GFP レポータープラスミドを用いて

MMEJ 活性を解析することが挙げられる。既往の研究により、MMEJ 経路で修復されると

GFP が蛍光を発するように設計された GFP レポータープラスミドが開発されている

[130]。これを用いることで、第 3 章の End joining アッセイと同手順で APTX 抑制細

胞の MMEJ 活性を解析できる。また、MMEJ は POLQ 依存的な修復経路であり、この POLQ

は電離放射線(IR)照射によりにフォーカス形成をすることが分かっている[27]。POLQ

フォーカスは MMEJ経路を表し、MMEJの頓挫によりフォーカスの解消が遅延すると考え

られる。すなわち、IR 照射後の残存する POLQ フォーカスを解析することで、IR 誘発

DSB に対する APTX 欠損細胞の MMEJ 能を解析することができる。さらに、APTX 抑制細

胞または APTX欠損細胞に RNA干渉、CRSPR-Cas9ゲノム編集技術を用いて XRCC1の抑制

あるいはノックアウトを行った後に上記の GFP レポーターによる MMEJ 活性および IR

照射後の残存する POLQ フォーカスを解析することで MMEJ 経路における APTX と XRCC1

のエピスタティックな関係性を明らかにすることができる。加えて、第 4 章で用いた

APTXとの結合能を欠損する XRCC1 T519A 変異体発現細胞を用いることで、MMEJ経路に

対する APTX と XRCC1 の結合の重要性を評価できると考える。 

 

 

 



114 

 

（２） 遺伝性疾患発症メカニズムの解明 

第 1 章で述べたように、APTX の変異は神経変性を伴う遺伝性疾患 AOA1/EAOH の原因

となる。また、結合する足場タンパク質である XRCC1 または XRCC4 の変異により誘発

される臨床症状も報告されており、XRCC1 は神経変性、XRCC4 は小頭症および成長障害

である。第 3 章の結果から、APTX は XRCC4 と異なる経路で機能し、また DNA 損傷部位

への集積が XRCC1 依存的であったことは、APTX 変異と XRCC1 変異が呈する臨床症状の

類似性と呼応している。このことから、AOA1/EAOH の発症メカニズムは APTX-XRCC4 複

合体ではなく APTX-XRCC1 複合体の機能が寄与している可能性がある。発症メカニズム

の解明に向けて、今後は APTX-XRCC1 複合体の機能を個体、臓器レベルで解析する必要

があるが、マウスモデルおいて、APTX ノックアウトマウスは明らかな表現型を持たず、

XRCC1 ノックアウトマウスは胚性致死であることが報告されている[34,62,130]。そこ

で、ヒト多能性幹細胞である iPSC (Induced Proripotent Stem Cells)を用いて、神経

細胞や脳組織へ分化させることで、臓器レベルでの解析を行える可能性がある。実際

に、本研究室では独自の iPS細胞を樹立しており、iPS細胞における放射線影響の研究

を行っている[132]。本研究で用いた CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を組み合わせること

で、iPS 細胞で APTX、XRCC1 欠損細胞や APTX-XRCC1 結合変異(XRCC1 T519A など)細胞

を樹立し、分化の過程で経時的な DNA損傷量の解析や、 最終的に分化が可能なのかな

どを解析することで遺伝性神経疾患と APTX 複合体の関係性の詳細を明らかにすること

ができると考えられる。 
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