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1.1 放射線による細胞・生体への影響 

1.1.1 放射線による生物影響 
 1895 年に X 線がレントゲンによって発見されて以来、放射線は人類の生活様式に

大きな変革をもたらしてきた[1]。例えば、現在、世界のがん治療の分野において、

放射線治療は外科治療、抗がん剤治療と並び、がん治療の三本柱の一つとして重要な

役割を担っている。しかし一方で、広島・長崎における原子爆弾や東海村臨海事故な

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場合もある。本章

では放射線による生物影響に関して述べる。 
 放射線の生物作用を考える場合、「吸収線量」という定義がよく使われる。吸収線

量は単位質量の物質に与えられるエネルギーのことを表しており、単位はグレイ(Gy) 
を用い、以下の式で定義される。 
 

1Gy	 = 	1J/kg 
 

 また、実際の放射線影響効果の尺度として、半数致死線量(LD50/60) というものが

ある。これはヒトが全身に 4Gy の放射線を浴びた場合、無菌治療、骨髄移植などの

適切な処置を施さなければ、60日以内にその半数が死に至ると言われる線量である。

この 4Gy という放射線量をグラム当たりのカロリーに換算すると、以下のようにな

る。 
 

4 × 0.24 ÷ 1000 ≒ 0.001[cal/g] 
 

ヒトの身体の大部分(およそ 70％) は水であるため、身体の比熱は水とほぼ等しいと

すれば、半数致死線量は、体温をわずか 0.001℃上昇させるために必要な熱エネルギ

ーほどしかない。このことから、放射線は極めて低いエネルギーで、生体・生物に大

きな影響をもたらすことがわかる。 
 我々ヒトの体は様々な組織、臓器から構成される。そして、組織、臓器ごとに放射

線の影響の受けやすさ(「放射線感受性」と呼ばれる) が異なる。一般に、細胞分裂が

盛んな細胞・組織ほど放射線感受性が高く、細胞分裂をほとんどしない細胞・組織は

放射線感受性が低いと言われている。この現象は、1906 年にベルゴニーとトリボン

ドーによって報告され、ベルゴニー・トリボンドーの法則と呼ばれている。また、体

内で最も放射線に敏感なのは白血球であり、0.25Gy 以上の放射線を浴びると数時間

後から顕著な白血球数の減少が認められる。さらに、生殖組織、消化管も放射線の影

響を受けやすい。生殖組織では、男性は 0.15Gy 以上、女性は 0.65Gy 以上の放射線
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を被ばくすると一時不妊を生じると言われており、細胞増殖が盛んな消化管において

は、一度に 10〜15Gy 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

因する感染や出血で死亡すると言われている。一方で、細胞増殖をしていない筋肉組

織、神経組織などは放射線の影響を受けにくいことが知られている[2-4]。 
 これらのことから、放射線は極めて小さいエネルギーで、細胞の増殖能力に著しい

影響を与えるということが分かる。しかしこれは、放射線が増殖に関連したある標的

にエネルギーを付与することで効率的に生体への影響を与えているとも解釈できる。

そして、この標的というものが遺伝情報を担う DNA であると考えられている。 
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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、その物質の分子を励起・電離することが知ら

れている。生体を構成する分子は水が大部分を占めるが、その他に DNA、RNA、タ

ンパク質、脂質などがある。そして、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、特に DNA 分子の励起・電離は、他の分子に比べて細胞の恒常性

維持へと大きな影響を与えると考えられている。 
 その理由として、“DNA が生命の設計図”ということが挙げられる。細胞内におい

て DNA が正確に残ってさえいれば、RNA やタンパク質は正しく作られ、機能を果

たすことができる。しかし、放射線によって DNA が壊されると、これらの分子を作

ることができなくなり、細胞の生存が脅かされる。 
 さらに、“DNA は細胞内で唯一の存在”であり、同じものは存在しない。ヒトには

46 本の染色体があり、半分を父親、残りの半分を母親から受け継ぐ。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) がある。このような特別な場合を除けば、

基本的に DNA は同じものが二つと存在しない。そのため、細胞内において唯一の存

在である DNA が壊される影響は極めて大きい。 
 そして、“DNA は極めて長い分子”であるため、何らかの要因で切断される可能性

が高い。ヒトのゲノム DNA は約 60 億塩基対から構成される。1 塩基対当たりの長

さは約 0.3nm であり、全長は約 2m となる。ヒト細胞の場合、ゲノム DNA を格納す

る核の大きさは約 10µm であり、これだけ小さな核の中に 2m の DNA が収納されて

いるということだけでも驚きである。しかし、DNA は少しでも切断されると、遺伝

情報の保存・伝達に非常に重大な影響を与える。細胞は分裂時に、対極する中心体か

ら伸びる微小管に染色体の動原体を結びつけて引っ張ることで、染色体を正しく均等

に分配する。ここでDNAが少しでも切れていると、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、細胞内で RNA やタンパク

質が正常に作り出せなくなるため、細胞の生存が著しく脅かされる。 
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1.1.3 放射線による DNA 損傷 
 放射線によって引き起こされる DNA 損傷には様々な種類がある(図 1.1) 。例えば、

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、こ

れらは塩基損傷と呼ばれる。また、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) と呼ばれる損傷、さらに、DNA二本鎖の内の一方が切断

される一本鎖切断(Single-Strand Break : SSB) 、DNA二本鎖両方が切断される二本

鎖切断(二重鎖切断ともいう、Double-Strand Break : DSB) という損傷もある。ヒト

正常二倍体細胞では、放射線(γ 線、X 線) 1Gy当たり、塩基損傷が約 1,000~3,000個、

一本鎖切断が約 1,000個、二本鎖切断が約 20~50個生じると考えられている。DNA
二本鎖切断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[5-6]。 
 これらの DNA 損傷は放射線以外の様々な要因によっても発生する。例えば、細胞

組織やミトコンドリアの活動などから生じる活性酸素による酸化ストレス、DNA の

複製時に発生する複製エラーなどが挙げられる。DNA 損傷の修復が不完全あるいは

不正確であると、細胞内で様々な障害を引き起こし、がんや他の疾患の発生につなが

る。また、逆にこれを利用して、様々な疾患を治療する手法も存在する。 
 このようなことから、細胞・生体は DNA 損傷に対する防御機構を備えていること

がわかる。その防御機構には、DNA 損傷修復、細胞周期チェックポイント、アポト

ーシス経路など様々な種類があり、複雑な分子群によって構成される経路である。そ

して、細胞の恒常性維持のためにこれらは厳密に制御されている。これらの概要は

1.2.2 章にて解説する。さらに、DNA二本鎖切断修復の機構については 1.2.3 章で詳

しく解説する。 

 
図 1.1 放射線(γ 線、X 線 1 Gy) で生じる種々の DNA 損傷 
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1.2 DNA 損傷に対する細胞・生体の応答 

1.2.1 細胞内における働き  
 ヒト細胞などの高等動物細胞では、細胞核内に染色体 DNA が存在し、タンパク質

の合成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 1.2) 。そして、

細胞が生存し、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。この細胞内

での正常な働きとは、タンパク質が正常な状態で活動することを指す。そして、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[7]。つまり、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のである[8]。 
 しかし、我々は自然放射線や紫外線、有害な化学物質など、様々な DNA 損傷を与

える要因に囲まれて生活をしている。さらに、我々が日常生活を送る中でも、細胞内

での代謝活動によって活性酸素種が発生し、DNA 損傷は引き起こされている。我々

が、DNA 損傷が発生しても正常な細胞の状態を保つことができるのは、DNA 損傷を

効率良く修復したり(DNA 損傷修復) 、修復しきれない DNA 損傷をもった細胞を自

主的に細胞死に誘導したり(アポトーシス) などの、細胞内の恒常性を保つための様々

な細胞応答が備わっているからである。 
 1.2.2 章では、DNA 損傷が発生した細胞が、その恒常性を保つために引き起こす

様々な応答の詳細を解説する。 

 
図 1.2 細胞内の構造[Essential 細胞生物学より引用] 

 

図 1.3 細胞内での遺伝情報の流れ(セントラルドグマ)  
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1.2.2 細胞内における DNA 損傷応答機構 
1.1.3 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詳しく解説する。 
 

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、放射線などのゲノムストレスにより細胞内の 
DNA に損傷を受けた時に、細胞が細胞周期を停止させる機構のことを指す。まず、

細胞周期とは、細胞が染色体 DNA を複製し、娘細胞に分配するために経る過程のこ

とである。M期(細胞分裂期) →G1期(DNA 合成準備期) →S期(DNA 複製期) →G2
期(細胞分裂準備期) →M 期という流れで細胞周期は進み、この細胞周期を繰り返す

ことによって細胞は増殖する。これらの期の進行は、様々な進行促進因子および抑制

因子によって巧妙に制御されている。そして、細胞周期チェックポイントは、細胞周

期を止める分子のブレーキを利用し、細胞の準備が整う前に次の過程が始まらないよ

うにする役割がある。 
細胞周期の中で G1期と G2期に存在するチェックポイントは極めて重要である。

G1 期のチェックポイント (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期の進行を停止させ

たり、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。また、DNA
複製期である S期には、細胞は DNA の複製が正しく行われているか常に確認してお

り、異常がある場合は複製を一時的に休止させる(S 期チェックポイント)。さらに、

G2期のチェックポイント(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。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。 
そして、細胞周期チェックポイントは細胞周期を一度止めることで細胞にその後の

細胞応答を決定させる時間を与えるとも考えられており、後述するアポトーシスや

DNA 修復などの中から最適な経路の決定や DNA 修復を進行させるための猶予時間

を与えるなど細胞の運命を決定する上で極めて重要な細胞応答経路である。 
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図 1.4 細胞周期チェックポイント 
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2) アポトーシス 

 アポトーシスとは、放射線や他の外的要因、発生の過程で修復が困難なレベルでの

DNAへの損傷を受けた場合に、細胞が自発的に死ぬ(プログラム細胞死) ことである。

オタマジャクシからカエルへの変態の過程で尾が消えるのも、尾の細胞がアポトーシ

スによって死んでいるからである。アポトーシスが発生する時、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、自発的な細胞死ではなくいわば、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。 
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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。そして、DNA には様々

な種類の損傷(1.1.3 章参照) が存在し、損傷の種類によってその修復方法は異なる。 
DNA 損傷修復のより詳細な解説は 1.2.3 章で行う。 
 

 

図 1.5 DNA の構造 
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1.2.3 種々の DNA 損傷修復機構 
 1.1.3 章で述べたように放射線は、DNA に塩基損傷、鎖切断、架橋などの様々な

損傷を与える。そして、細胞内にはそれらの損傷を修復する酵素群が存在し、それ

らの修復酵素群の遺伝子に変異が入り、欠損することで放射線高感受性や遺伝性疾

患の原因となる。ここでは、DNA 一本鎖切断、DNA二本鎖切断の修復機構につい

て述べる。 

1) DNA 一本鎖切断の修復 

 DNA 一本鎖切断は間接的に発生したもの(酵素活性による DNA 鎖の切断など)
と直接的に発生したもの(代謝で発生した活性酸素による塩基損傷や放射線による

直接的な切断など)の二種類に分けられる。 
 
間接的に発生する DNA 一本鎖切断は、塩基損傷などの修復機構の過程で発生す

る。活性酸素などによって発生する塩基損傷は、放射線によって発生する DNA 損

傷の中でも最も発生数が多い損傷であり、塩基損傷の修復には、DNA を切断せず

に損傷した塩基を直接修復する機構と、損傷部分を切り出し除去することで修復す

る除去修復機構がある。除去修復の中には、損傷した塩基のみを切り出す塩基除去

修復機構(Base Excision Repair: BER)と、損傷した塩基を含むより大きな範囲を

切り出し、その部分の DNA を改めて合成し直すというヌクレオチド除去修復機構

(Nucleotide Excision Repair: NER)がある。 
 DNA を切断せずに修復する機構の中では、光回復が最も代表的である。紫外線

などが原因で発生するピリミジン二量体(ピリミジンダイマー) を見つけて、これに

光回復酵素が結合する。そこへ可視光が当たると酵素中の受光部分が光のエネルギ

ーを吸収し、そのエネルギーを利用しピリミジン二量体を開口して元に戻す。この

修復機構は、光エネルギーを利用した極めて効率的なものだが、ヒトやマウスなど

はこの機構を持っていない。 
 塩基除去修復機構は、損傷した塩基と糖の間の N-グリコシド結合を DNA グリ

コシラーゼという酵素により切断し、損傷した塩基を DNA 鎖の中から取り除く。

次に塩基の取り除かれた AP 部位を除去し、DNA ポリメラーゼという酵素により

新しく DNA を合成するという修復機構である。 
 ヌクレオチド除去修復機構は、塩基除去修復機構と異なり、損傷した塩基の周辺

の広い領域を取り除き、取り除かれた領域を DNA ポリメラーゼによって合成し、

DNA リガーゼによってつなげるという修復機構である。 
 この他にも、DNA 複製の過程で発生した 1〜5 塩基対程度の対合しない領域を

見つけ、修復を行うミスマッチ修復(Mismatch Repair: MMR)と呼ばれる修復機構
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などがある。 
これらの修復経路に関する研究は、2015 年に Tomas Lindahl 博士(BER)、Paul 
Modrich博士(MMR)、Aziz Sancar博士(NER)の 3氏がノーベル化学賞を受賞して

いる。 
 
 直接的な DNA 一本鎖切断は DNA 一本鎖切断修復機構(Single Strand Break 
Repair: SSBR)によって直接結合される。上記の間接的に発生する DNA 一本鎖切

断も最終的には SSBR によって修復される。SSBR では、まず ATR や PARP と呼

ばれるタンパク質がセンサーとして一本鎖切断の認識を行う。ATR はタンパク質

のリン酸化を介して他タンパク質の活性化を行い、PARP(poly ADP-ribose poly-
merase)複合体はPAR化によりDNA一本鎖切断部位に他のタンパク質が正しく集

積してくるための目印を作る。その後、PNKP や APE1 による切断末端の修飾が

行われ、最終的にはXRCC1-LigaseⅢ複合体により損傷末端の結合が行われる[9]。 
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2) DNA二本鎖切断の修復 

 1.1.3 章でも述べたが、放射線による DNA 損傷の中で最も重篤だと考えられてい

るのは、DNA 二本鎖切断である。二本ある DNA 鎖の両方が切断された場合、除去

修復機構のように向かい合った正常な DNA(相補鎖 DNA) も存在しないため、正し

い配列を認識できない。つまり、これらの修復には異なる機構が必要となる。 
ヒトを含む真核生物において、DNA二本鎖切断の修復は主として 2 つの機構によ

って修復される[9、10]。1 つ目が相同組換え(Homologous Recombination: HR) 、2
つ目が非相同末端結合(Non-Homologous End-Joining: NHEJ) である(図 1.6)。 
 相同組換えは、DNA 二本鎖切断が起こると、DSB 部位周辺と相同な配列を探し、

それを鋳型として DNA 合成・修復をする方法である。エキソヌクレアーゼ活性を持

つ NBS1-MRE11-RAD50 複合体 (MRN 複合体)が DSB の位置から一方の DNA鎖を

削る(分解) ことで、一本鎖部分を作り出す。この一本鎖部分の伸長は BLM、WRN、

EXO1、DNA2 などが制御し、相同配列を認識するために必要な長さを露出させる[10, 
11]。また、この複合体は ATM を損傷部位に動員し、細胞周期チェックポイントを活

性化させることも知られている。この一本鎖 DNA に RPA、RAD51、BRCA1、BRCA2
などが結合し、RAD51 のフィラメント形成を促進する。RAD51 によって、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。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。この修復

系は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 DNA二本鎖切断修復経路である。 
 
 非相同末端結合は、DNA 二本鎖切断が起こると、まずドーナツ型のタンパク質

Ku(Ku86またはKu80とKu70のダイマー) が、切断されたDNAの末端に結合する。

次に、DNA-PKcs が DNA-Ku 複合体に結合する。DNA-PKcs はタンパク質リン酸化

酵素であり、自身と他の修復酵素群をリン酸化する働きを持っている。さらに必要に

応じて、Artemis、XLF/Cernunnos、Pol µおよびλ、PNKP などが末端の調節を行

い、XRCC4-DNA リガーゼⅣ複合体が最終的に DSB 同士を結合することで修復が完

了する。 
 
 非相同末端結合は、結合部位における塩基の欠失や挿入、さらに空間的に隣接する

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。そ

の一方で、相同組換え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

能しないため、姉妹染色体しか利用されない。つまり、相同組換えによる DNA二本
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鎖切断の修復は S 期の後半から G2 期に限定される。このように、これらの 2 つの

DNA二本鎖切断修復経路は細胞周期によって厳密に制御されている。 
 さらに近年 2 つの DSB 修復経路の制御において、DNA 損傷末端の処理や削り込

みが極めて重要であることがわかっている[12,13]。たとえば、相同組み換え修復では

鋳型となる DNA配列を探せるように、切断末端を削り込んで一本鎖尾部を露出させ

るエンドリセクションと呼ばれる工程が必要であるのに対して、NHEJ では相同性

を必要とせずに平滑末端を利用して再連結できる。そのため、これらの 2 つの修復経

路は切断末端の形を基準に修復が進行されると考えられている。RPA 複合体や

Shieldin 複合体はそれぞれ、エンドリセクションによって削り出された一本鎖 DNA
の保護と、エンドリセクションの防止の為に二本鎖の DNA切断末端を保護する役割

を持つことが近年報告されている[14, 15]。そして、これらは相同組み換え修復と非

相同末端結合のマスターレギュレーターである BRCA1 と 53BP1 によって適切に制

御されている[16]。 
 また、非相同末端結合は、空間的に最も近接する末端同士を結合する反応なため、

相同組換えに比べ、修復の精度が低いとされているが、ゲノムの大部分はタンパク質

をコードしないため、多少の塩基の欠失、挿入などは許容される。そして、体内にお

いて G0期あるいは G1期の細胞の割合が多いため、ほとんどの DNA二本鎖切断は

非相同末端結合によって修復されている。そのため、特にヒトにおいては非相同末端

結合の重要性が高いと考えられている。 
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図 1.6 相同組換え(HR) と非相同末端結合(NHEJ)  
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1.2.4 DNA 修復因子と遺伝性疾患 
 DNA の損傷は、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 50000〜500000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 修復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 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、次

第に病気の症状となって現れる。また、これらの症状は遺伝子の変異に由来するため、

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 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修復因子の変異により発症する遺伝性疾患として以下

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神経疾患であり、原因遺伝子は PNKP である

[17]。MCSZ の患者細胞は DNA 一本鎖切断を誘導する薬剤に高感受性を示すこ

とがわかっている[18]。 
 

2) Ataxia Oculomotor Apraxia 4 (AOA4) 
眼球運動失調症を症状とする遺伝性神経疾患であり、原因遺伝子は PNKP であ

る[19、20]。AOA4 の患者細胞は DNA 一本鎖切断を誘導する薬剤に高感受性を

示すことがわかっている[18]。 
 

3) Charcot-Marie-Tooth Hereditary Neuropathy 2(CMT2B2) 
慢性の運動・感覚多発ニューロパチー(末梢神経障害)を特徴とする遺伝性神経疾

患であり、原因遺伝子は PNKP である[21、22]。 
 

4) Ataxia Oculomotor Apraxia 1 (AOA1) 
眼球運動失調症を症状とする遺伝性神経疾患であり、原因遺伝子は DNA 一本鎖

切断修復など広範な DNA鎖切断修復に関わるとされる Aprataxin (APTX)であ

る[23]。APTX は PNKP と同様に DNA切断末端の修飾を行い、その後 DNA末
端結合を促進する役割を持つ[24]。AOA1 の患者細胞は DNA 一本鎖切断を誘導

する薬剤に高感受性を示し、染色体不安定性を持つことがわかっている。 
 

5) Spinocerebellar Ataxia with Axonal Neuropathy 1 (SCAN1) 
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約 13歳-15歳と比較的遅い段階で末梢神経障害が症状として現れる遺伝性神経

疾患であり、原因遺伝子は Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase 1 (TDP1)である[25]。
TDP1はPNKPやAPTXと同様にDNA切断末端の調整を行うことが知られてい

る。 
 

6) 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、原因遺伝子は相同組み換え修復(HR)による DNA二本鎖

切断修復に関わる DNAヘリケース(DNA二本鎖を一本鎖に解く活性を持つ酵

素)BLM である[26]。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[27-30]。 
 

7) 毛細血管拡張性運動失調症 (Ataxia-Telangiectasia) 
主な特徴として小脳失調、毛細血管拡張、免疫不全を呈し、患者の細胞は電離放

射線などの DNA障害因子に高い感受性を示すことが知られている遺伝性疾患で

ある。原因遺伝子は DNA二本鎖切断のセンサータンパク質であり、他の DNA
修復因子をリン酸化により活性化する役割を持つ ATM である[31]。 
 

 このように、DNA 修復因子と遺伝性疾患は密接に関係するが、その中でも特に本

研究で注目する PNKP は 3 つの遺伝性疾患の原因として報告されていることから、

細胞が持つ様々な機能に関わることが示唆されている。しかし、これらの遺伝病と

PNKP の機能の関係については不明な部分が多く、遺伝病発症メカニズムの理解や

治療法の開発には細胞内での PNKP の役割に関する詳細な理解が求められている。 
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1.3 DNA 修復とがん治療 

1.3.1 DNA 修復を標的としたがん治療法 
 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、「放射線療法と同時に放射線増

感剤として併用可能である」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、栄養阻害などがある。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 DNA 損傷や修復機構を標的とした主な抗がん剤・放射線増感剤を示す。 
1) Camptothecin (Ⅰ型 Topoisomerase阻害剤) 
  Camptothecin は一本鎖DNA のらせん制御をする活性を持つⅠ型 Topoisomerase

の阻害剤である。Ⅰ型 Topoisomerase 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、Camptothecin は切断後の DNA末端に Topoisomerase poison と

呼ばれる断片化した Topoisomerase を残存させることで DNA 一本鎖切断を結合出

来なくする[32]。この Topoisomerase poison を持った DNA 一本鎖切断は、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 DNA二本鎖切断となること

から、有効な抗がん剤として使用されている。それだけでなく、細胞周期の S期特

異的に DNA二本鎖切断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。 

 
2) Hydroxyurea (Ribonucleotide reductase阻害剤) 

  Hydroxyurea (HU)は 1869 年にドイツの Dresler らによって合成された尿素誘

導体である。リボヌクレオチドから DNA の構成物質であるデオキシリボヌクレオチ

ドを作り出すために必要不可欠である Ribonucleotide reductase(リボヌクレオチド還元

酵素)の阻害剤である[33]。そのため HU は、DNA の構成物質の枯渇を促し、DNA 合

成阻害効果を持つ。このことから、細胞を DNA 複製フォークの停止により DNA 合

成期である S期に停滞させる事も知られている。また、DNA 構成物質の合成阻害は

DNA 複製だけでなく DNA 修復にも重要であり、DNA 一本鎖切断の修復不全、それ

による複製フォークとの衝突による DNA 二本鎖切断を起こすことが知られている。

これらの効果により抗腫瘍効果を持つとして抗がん剤として使用されている。 
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3) Mitomycin C (DNAポリメラーゼ阻害剤) 
  Mitomycinは 1955年に北里研究所の秦藤樹らによって発見された抗腫瘍抗生物

質群である [34]。その一群の中から安定性が高く、強い抗腫瘍活性を有する

Mitomycin C(MMC)が協和発酵工業の若木重敏らによって分離された[35]。MMC は、

様々な酵素により還元されて複数の活性代謝物となり、アルキル化、DNA への架橋

形成、フリーラジカルによる DNA 鎖の切断を介して DNA の複製を阻害し、抗腫瘍

効果を示すことがわかっている。 

 

4) Cisplatin 
  Cisplatin は白金錯体に分類される抗がん剤であり、1845 年にイタリアの化学者

Michele Peyrone により錯体の研究材料として合成された。1965 年に米国の Barnett 
Rosenberg らが、Cisplatin が大腸菌に対する細胞分裂阻止作用を発見し、1969 年に

は Cisplatin が癌細胞の分裂抑制に効果を示すことがわかった。作用機序としては、

DNA の構成塩基であるグアニン、アデニンに結合し、2 つの塩素原子部位で DNA
と結合することで、DNA鎖内に架橋を形成する[36]。 
 

5) Olaparib (PARP1阻害剤) 
 Olaparib は抗がん剤の中でも分子標的薬であり、がん細胞の増殖・浸潤・転移に関

わる分子を標的として阻害することによりがん治療を行う。正常細胞へのダメージを

少なくしてがん細胞のみを選択的に攻撃することを目指している。Olaparib は PARP1

という DNA 一本鎖切断修復に関わるタンパク質を標的として阻害する活性を持つ

[37]。Olaparib は、合成致死という方法でがん細胞を選択的に細胞死へ誘導する。合

成致死とは 2 つの因子の機能が阻害されたときのみに発生する細胞死であり、

Olaparib は家族性乳がん原因遺伝子である BRCA1/2 が欠損した乳がんや卵巣がんの

治療薬として使用されている。 
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1.3.2 既存のがん治療法の問題点 
 既存のがん治療法、特に抗がん剤や放射線増感剤の大きな問題点として薬の副作用

と薬剤耐性の 2 つが挙げられる。近年薬の副作用の問題を解決するために、合成致死

を狙った治療が流行となっており、Olaparib などの分子標的阻害によるがん治療が

正常細胞への副作用をできるだけ減らすことが可能な手法として使われている。この

ように、DNA 修復因子を特異的に阻害するような抗がん剤は、組み合わせによって

細胞の合成致死を誘導できることがしばしばあり、副作用を減らすためのターゲット

として極めて有望である。 
しかし、DNA 修復阻害を標的としたがん治療には薬剤耐性の問題がつきまとう。

大きく分けて以下の 2 つの問題点が挙げられる。 
 
 1 つ目の問題点は、がん細胞の由来や状態の違いによる薬剤耐性である。そもそも

がん細胞はその由来により遺伝的な背景が大きく異なる。その遺伝的な背景により、

効果的な抗がん剤、つまり効果的な標的因子が異なってくる。これらを考慮して抗が

ん剤治療の標的を決める必要があるが、そもそも遺伝的背景と効果的な標的遺伝子の

組み合わせはあまりわかっておらず、名の通った抗がん剤を順番に使用しているのが

現状である。また、がん細胞の遺伝的背景だけでなく、細胞周期に依存した DNA 損

傷耐性や、低酸素環境など腫瘍の周辺環境も抗がん剤治療の効果に影響を与える重要

なファクターである。 
 

2 つ目の問題点は、治療中に発生するがん細胞の抗がん剤抵抗性の獲得である。第

1.3.2 章の抗がん剤・放射線増感剤などを使ったがん治療は現在よく見られるが、患

者の多くは服用後しばらくしてからこれらの薬剤に対する耐性を獲得するという問

題点である。DNA 修復の阻害を狙っている抗がん剤である以上、DNA 損傷の誘導と

同時に誤った DNA 修復によるさらなる突然変異の蓄積は否めない。これらの突然変

異が蓄積することでがん細胞はしばしば抗がん剤抵抗性を獲得する。抵抗のメカニズ

ムとしては細胞外への薬の流出、薬の無効化に加え、分子的要因としては細胞死(ア
ポトーシス)の抑圧、DNA 修復の補助(通常とは異なる経路を用いた DNA 修復経路が

活性化し、バイパスとなることで細胞死を免れる)などが挙げられる。 
 
これら 2 つの理由から、DNA 損傷応答や DNA 修復経路の分子メカニズムの詳細

を理解することは、既存の抗がん剤。放射線増感剤の効率化や新規治療標的の探索、

さらには抵抗性を示したがん細胞の新規治療標的の探索に繋がる可能性を秘めた学

術的・社会的に重要な研究課題である。 
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1.4 Polynucleotide Kinase Phosphatase(PNKP) とは 

1.4.1 PNKP とは 
 Polynucleotide Kinase Phosphatase(PNKP) は、ヒトでは分子量 57kDa、17個
の exon、521個のアミノ酸から構成されるタンパク質である(図 1.7) 。そして、PNKP
は第 19番染色体長腕上に存在する PNK遺伝子から生産される。PNKP は 3 つのド

メイン（FHA ドメイン、脱リン酸化ドメイン、リン酸化ドメイン）と非構造化領域

（リンカー領域）からなるタンパク質で、核酸末端のリン酸化・脱リン酸化活性を持

つ酵素である。興味深いことに、PNKP はその酵素活性のユニークさから、前述し

た塩基除去修復・DNA 一本鎖切断修復・DNA二本鎖切断修復など非常に広範な DNA
修復経路に関わることが報告されている[38-41]。また、第 1.2.4 章で言及したように

ヒトにおいて PNKP の変異は小頭症やてんかんを呈する MCSZ や眼球運動症失調症

である AOA4、末梢性神経障害を引き起こす CMT2B2 など、様々な遺伝性神経疾患

の原因となることが報告されている。また、これらの遺伝病の原因変異としては酵素

活性を司る脱リン酸化ドメイン(L176F、E326K)とリン酸化ドメイン(L399P、R462P、
Q517*、Y515*、T408del など)に多く存在しており、FHAドメイン(I21Hfs*37)やリ

ンカー領域内での報告は少ない[18]。 
 1.4.2 章では、細胞内において PNKP がどのように制御されるのか、1.4.3 章では

PNKP に関する研究の現状について解説する。 
 

 
図 1.7 PNKP のドメインマップ：PNKP タンパク質を機能・構造毎に分割したドメイン

マップである。PNKP は N 末端から 1～110 アミノ酸の領域は、Fork-head associat-

ed(FHA)ドメイン、146〜337 アミノ酸の領域は脱リン酸化(Phosphatase)ドメイン、341

〜516 アミノ酸の領域がリン酸化(Kinase)ドメイン、111〜145 アミノ酸領域がリンカー

(非構造化)領域と呼ばれている。全長は 521 アミノ酸で、分子量は約 57kDa である。 
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1.4.2 PNKP の酵素活性と DNA 修復への寄与 

 図 1.8 に DNA 修復における PNKP の役割を示す。PNKP は DNA の 5’末端をリン

酸化、3’末端を脱リン酸化する活性を持つ酵素である[42、43]。塩基損傷、DNA 一

本鎖切断、DNA 二本鎖切断などの DNA 損傷では、その修復の過程で DNA の末端

が露出する。この露出した末端を結合するためには、2 つの DNA末端がリン酸化状

態と脱リン酸化状態である必要があり、PNKP の活性が重要である。そのため、放

射線やその他の因子により DNA 損傷が発生した場合、XRCC1 や XRCC4 と呼ばれ

る足場タンパク質と結合することで、それぞれ DNA 一本鎖切断修復、非相同末端結

合を介した DNA二本鎖切断修復に関わることが報告されている[44、45]。 
 多数のアミノ酸が繋がったものをポリペプチド鎖といい、その両末端にあるアミノ

基側を N末端、カルボキシル基側を C末端という。PNKP は N末端から 1～110ア
ミノ酸の領域は、Fork-head associated(FHA)ドメイン、146〜337 アミノ酸の領域

は脱リン酸化(Phosphatase)ドメイン、341〜516アミノ酸の領域がリン酸化(Kinase)
ドメインと呼ばれており、111〜145アミノ酸がリンカー(非構造化)領域である。 

FHA ドメインはリン酸化タンパク質を特異的に認識し、タンパク質結合を促すド

メインであり、DNA 二本鎖切断のセンサーとして働く NBS1 や、DNA 二本鎖切断

が発生した場所のマーカーとして他のタンパク質のリクルートに関わる MDC1 など、

多くの DNA 修復タンパク質間で共通して見られる配列である[46]。FHAドメインの

三次元構造を図 1.9 に示す。FHAドメインはリン酸化した Threonine を特異的に認

識することが知られており、よく似た役割を持つドメインとして家族性乳がん原因遺

伝子 BRCA1 が持つ BRCTドメイン(リン酸化した Serine を特異的に認識する)が挙
げられる[47]。 
脱リン酸化ドメインは、タンパク質ではなく核酸の脱リン酸化を制御するドメイン

であり、DNA 損傷 3’末端のリン酸基を取り外す酵素活性を持っている。そして、こ

れまで PNKP の変異に由来する遺伝性神経疾患の原因変異として多く報告されてお

り、脱リン酸化ドメインの変異は PNKP 自体のタンパク質安定性の低下を引き起こ

すと考えられている[17]。 
リン酸化ドメインは、DNA 損傷 5’末端にリン酸基を取り付ける酵素活性を持つ領

域である。脱リン酸化ドメインとともに遺伝性疾患の患者細胞において多くの変異が

確認されている[18]。また、リン酸化ドメイン内の372〜379はATP結合領域であり、

核酸のリン酸化に必要不可欠な領域だと考えられている。 
リンカー領域は、前述したドメインとは異なり構造を持たないタンパク質領域であ

り、PNKP の中で一番役割のわかっていない領域である。網羅的な解析により多く

の翻訳後修飾可能残基を含むことがわかっている。 
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図 1.8 DNA 修復における PNKP の役割：PNKP は DNA 一本鎖切断発生時には XRCC1

と結合し、DNA 二本鎖切断発生時には XRCC4 と結合することで DNA 損傷部位へと集

積する。その後 DNA 切断末端の修飾を行い、その後の末端結合を促進する。 

 

 

図 1.9 PNKP FHA ドメインの 3 次元構造 (Protein database 2BRF より引用) 
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1.4.3 PNKP と関連研究の現状 
図 1.10 に PNKP のドメインマップと既往の研究において明らかになっているタン

パク質結合を示した。 
脱リン酸化ドメインの D171 は脱リン酸化活性の活性中心であり、このアミノ酸に

変異を入れた PNKP は核酸末端の脱リン酸化能が著しく低下することがわかってい

る[48、49]。 
リン酸化ドメインのアミノ酸領域 372〜379 は ATP 結合領域であり、核酸末端へ

のリン酸基付与の活性に必要不可欠である。この領域を欠失すると、PNKP は核酸

のリン酸化能が著しく低下する[50]。 
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[51]。リン酸化はしばしばタンパク質の機能のオン/オフ切り替えのために行わ

れ、DNA 損傷応答過程においても多くのタンパク質がリン酸化を介して制御される。

既往の研究において、DNA 一本鎖切断修復過程では 519番目の Threonine をリン酸

化されたXRCC1とDNA二本鎖切断の修復過程では 233番目のThreonineをリン酸

化された XRCC4 と結合することがわかっている[45、52]。これらの 2 つのリン酸化

サイトは CK2 によってリン酸化される。 
リンカー領域は、酵素活性や構造を持たない領域であり、いくつかの翻訳後修飾に

よって PNKP の構造変化に関わると考えられている。既往の研究において、リンカ

ー領域内の 114番目の Serine と 126番目の Serine が DNA二本鎖切断に応答してセ

ンサータンパク質である ATM や DNA-PKcs にリン酸化されることが報告されてお

り、タンパク質の安定性などに関わることが報告されている[53、54]。 
既往の研究において、PNKP の酵素活性は非常に注目されており、脱リン酸化ド

メインとリン酸化ドメインに関しては多くの研究がなされてきた。それは、ヒト細胞

において核酸末端のリン酸基の取り外しを直接制御する酵素が PNKP しかおらず、

この酵素活性が DNA 修復の過程で極めて重要なためである。また、PNKP は無脊椎

動物から脊椎動物に渡り多くの生物種で共通して存在しており、T4 バクテリオファ

ージの T4 PNK のヒトにおけるホモログ(似た機能を持ち、共通祖先から受け継がれ

た遺伝子)だと考えられていることから、進化的保存性が極めて高い。しかし、T4 PNK
の時点では脱リン酸化ドメインとリン酸化ドメインのみで構成され、線虫や分裂酵母

においても FHAドメインとリンカー領域が欠失している[55]。このことから、FHA
ドメインとリンカー領域は高等生物におけるゲノムDNAサイズの増加や複雑化に伴

って、進化の過程で追加された領域なのではないかと推察した。つまり、高等生物種

として生き残るために必要となる複雑な DNA 修復や DNA 複製、細胞周期制御、ア

ポトーシスなどの細胞応答において、PNKP が FHAドメインやリンカー領域を介し
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て制御され、関与している可能性があると考えられる。しかし、FHA ドメインとリ

ンカー領域、特にリンカー領域の役割に関しては不明な部分が多く、DNA 修復分子

メカニズムのさらなる理解が求められる。 
 

 
 

 
図 1.10 PNKP と関連タンパク質の研究状況 
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1.5 本研究の目的 

本研究の目的は、“DNA 損傷に応答した PNKP の制御機構を解明”することであ

る。DNA 損傷応答は、多様なタンパク質翻訳後修飾によるシグナリングや様々なタ

ンパク質結合によって秒単位で厳密に制御されている。本研究では、この DNA 損傷

応答の時空間的制御機構を解明するために、近年注目されている“蛍光タンパク質に

よるバイオイメージング技術”を利用する。第 2.1.5 章で後述するが、バイオイメー

ジングの中でも特に蛍光タンパク質によるイメージングは空間分解能や時間分解能

に優れており、一度細胞に導入するだけで生細胞内での目的分子の挙動を可視化する

ことが出来る。この技術を利用して、生細胞内での PNKP 分子を可視化し、DNA
損傷に応答した PNKP の挙動を秒単位で解析した。また、PNKP などの NHEJ 関連

タンパク質は細胞内での存在量が多い、または 1 損傷当たりに結合してくる分子数が

少ないため、既往の実験手法 (g 線照射部位への集積観察など)では DNA 損傷部位へ

の集積が観察できない。そのため、本研究では Laser micro-irradiation 法により、

細胞内の一部にレーザーを照射し、高密度な DNA 損傷を誘導することで PNKP の

DNA 損傷部位への集積挙動解析を可能にする。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 損傷応答における PNKP の制御機構を分子・ア

ミノ酸レベルで明らかにすることを目指す。 
 

 
本研究では、上記の目的を果たすために具体的に 3 つの研究テーマを遂行した。こ

れらの結果はそれぞれ 3〜5 章において示す。 
1) 細胞内での PNKP の局在制御機構の解析 (第 3 章) 

2) DNA 損傷部位への PNKP 集積動態解析 (第 4 章) 

3) 新規リン酸化部位の同定と DNA 修復・複製における役割 (第 5 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

し、既存の抗がん剤や放射線増感剤の効率化や新規標的としての PNKP の有用性を

評価する。さらに、PNKP を原因とした遺伝性神経疾患の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。本研究においては、野生型 PNKP 遺
伝子を持つ細胞として HCT116・U2OS・HEK293、また、第 5 章では CRISPR/Cas9
ゲノム編集技術により PNKP遺伝子を欠損した 2種類の U2OS 細胞 (PNKP-/-細胞)
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、NEWBORN 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 10cmディッシュを用いて培養した。細胞の継代は、細胞が接着した 10cm
ディッシュ内の培地を取り除いた後、PBS(Phosphate buffered saline：リン酸緩衝

生理食塩水) (ナカライテスク) 約 5mL で 2 度洗浄し、0.25% EDTA-トリプシン(ナカ

ライテスク) 処理によって細胞をディッシュから剥がした。その後、細胞懸濁液を遠

心処理することでトリプシン含有培地を取り除き、細胞ペレットを全量が 5-10ml程
度となるように適宜培地で再懸濁し、9mL の培地の入った新たな 10cm ディッシュ
に 1mL移すという方法で行った。 
 
ⅰ) HCT116 
 HCT116 細胞は、アラバマ大学の Brattin らによって 1981 年頃にヒト大腸がんよ

り樹立された細胞株である。がん細胞ではあるが、染色体数がほぼ二倍体に近く、培

養過程で染色体数の変化が少ないことから、頻繁に細胞周期チェックポイントの解析

に用いられる。また、ヌードマウスに移植可能であり、βカテニン遺伝子に変異があ

ることが知られている。接着細胞であり、倍化時間は約 16~18 時間である。形質は

安定しているが、少数の細胞で培養していると増殖が低下してくるため、細胞数を

1/5程度にして 2~3日おきに継代するのが好ましい[56, 57]。 

 
図 2.1 HCT116 細胞 
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ⅱ) U2OS 
 U2OS 細胞は 1964 年に 15 歳女性の中分化型骨肉腫から樹立された Insulin-like 
growth factor(IGF) -I とⅡを発現している。DNA 損傷後の修復経路の解析やアポト

ーシス経路の解析に広く用いられている。また、細胞構造がはっきりと分かれている

ため、蛍光免疫染色法を用いた解析に適している。接着細胞であり、細胞数を 1/3~1/6
で 2、3日ごとに継代を行うのが好ましい[56, 58-60]。 

 
図 2.2 U2OS 細胞 

 
ⅲ) HEK293 
 HEK293 細胞は 1973 年にオランダのライデン大学の Alex van der Eb の研究室に

おいてヒト胎児腎細胞から樹立された[61]。健康なヒト胎児の腎細胞にアデノウイル

ス 5 を切断した DNA をトランスフェクションさせることにより開発された。細胞の

増殖速度が速く、遺伝子導入効率が高いことからタンパク質発現解析や免疫沈降解析

などに使用されている。接着細胞であり、細胞数を 1/3~1/6 で 2、3日ごとに継代を

行った。 

 
図 2.3 HEK293 細胞  
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ⅳ) U2OS PNKP-/-細胞 
 本研究で使用した U2OS PNKP-/-細胞は、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて

本研究室で樹立したものである。欠損の確認は PNKP タンパク質の発現量とゲノム

DNA のシークエンス解析によって行った。U2OS 細胞において PNKP が存在する

17 番染色体は 2 倍体であることが既往の研究で報告されており[62]、本研究での

DNAシークエンス解析においても PNKP の gDNA上に 2 つの異なる変異が入って

おり、2 アリルともフレームシフトにより PNKP が欠損していることが確認できて

いる。第 5 章で後述するが、細胞の倍化時間は約 38時間であり、細胞数を 1/5程度

にして 3~4日おきに細胞の継代を行った。 
 

  
図 2.4 PNKP-/-細胞 (左 C14、右 C16) 

 
  



 35 

2.1.2 実験・解析装置 
本研究において使用した実験・解析装置の詳細を以下に示す。 
ⅰ) 放射線照射装置 
 以下に、実験に使用した放射線照射装置の仕様と図を示す。 
線源と放射線の種別：コバルト 60 の γ 線 
半減期：5.27 年 
エネルギー：1.17、1.33MeV 
実際の放射能や照射距離は 2.2 章実験方法にて示す。 

 
図 2.5 放射線照射装置 

ⅱ) LI-COR(Western Blotting 現像機)  
 以下に、実験に使用した Western Blotting 用現像機(LI-COR) の仕様と図を示す。 
製品名：LI-COR The C-DiGit Blot Scanner 
製造会社：LI-COR Biosciences 
イメージング可能範囲：10cm×8.5cm(196μm)  
測定時間：12 分(High) 、6 分(Standard)  
検出器：リニアイメージングセンサー 

 
図 2.6 Western Blotting 用現像機(LI-COR)  
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ⅲ) 蛍光倒立顕微鏡 
 以下に、実験に使用した 2 つの蛍光顕微鏡の仕様と図を示す。 
製品名：Axio Observer 
製造会社：Carl Zeiss 

 
図 2.7 倒立型蛍光顕微鏡 

 

製品名：TCS SP8 LIGHTNING Confocal Microscope 
製造会社：Leica 

  
図 2.8 倒立型蛍光共焦点顕微鏡 
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ⅳ) フローサイトメーター 
 以下に、実験に使用したフローサイトメーターの仕様と図を示す。 
製品名：CELL LAB QUANTA™ SC 
製造会社：ベックマン・コールター 
検出方式：ハイブリッド方式(光と電気の同時検出)  
粒度分布分解能：0.05µm 
測定範囲：2~40µm 
サンプルフローレート：4.17~100μL/分 

 
図 2.9 フローサイトメーター 

ⅴ) PCR thermal cycler 
 以下に、実験に使用した PCR thermal cycler の仕様と図を示す。 
製品名：TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice 
製造会社：TaKaRa 
加熱・冷却方式：ペルチェ素子 
温度設定範囲：4~99℃(0.1℃単位)  
加熱・冷却速度：最大 3.0℃/秒、最大 2.0℃/秒 

 

図 2.10 PCR サーマルサイクラー  
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2.1.3 プラスミド DNA とその構築方法 
 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(図 2.11) 。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 つかそれ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、生細胞内における PNKP の詳細な動

態解析を行った。今回は、細胞内で GFP-PNKP 融合タンパク質を発現させるための

プラスミド DNA(pEGFP-PNKP) とアミノ酸レベルでの機能解析のために

GFP-PNKP 変異体発現用プラスミド DNA を作製した。さらに、核小体タンパク質

Fiblliralin と DNA 一本鎖切断修復タンパク質 XRCC1、DNA二本鎖切断修復タンパ

ク質 XRCC4 とイソギンチャクモドキから単離された赤色蛍光タンパク質(RFP)の融

合タンパク質発現プラスミド DNA の作製も行った。 
 以下にそれらのベクターの詳細と作製過程を示す。 
 

 
図 2.11 細胞内におけるプラスミド 
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ⅰ) pEGFP-C1 
 まず、GFP-PNKPの融合タンパク質を発現するプラスミドDNAの構築を行った。

バックボーンとして pEGFP-C1 ベクター(Clontech 図 2.12) 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。塩基配列

としては 190 箇所以上の 変異が導入されており、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。 
本研究では、PNKP 蛍光を高感度に検出するため、蛍光強度が強くなるように改

良された EGFP を使用した。 

 
図 2.12 pEGFP-C1 ベクター［Clontech より取得］ 
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CMV promoter 
 CMV(Cytomegarovirus) とは、ヒトに感染する通常無害のウイルスである。CMV 
promoter は、最も広く使用されているプロモーターであり、大部分の細胞において

非常に強力な遺伝子プロモーターとして働くが、ヒトやマウスの幹細胞内では活性が

低下する。 
 
MCS(Multiple Cloning Site)  

MCS とは、様々な制限酵素サイトを一箇所に集中させた部位のことである。比較

的使用頻度の高い制限酵素が集中している。ここに目的の遺伝子を挿入することで融

合タンパク質などが発現するように設計されていることが多い。 
 
SV40 polyA/HSV TK polyA 
 polyA は転写効率を増大させる効果があり、SV40polyA は MCS に挿入される外来

遺伝子、HSV TK polyA は Neomycin 耐性遺伝子の転写効率を増大させる。 
 
SV40 promoter 

SV40 はサルなどの霊長類の細胞に感染するウイルスであり、SV40 promoter は哺
乳類細胞内で強いプロモーター活性を示す。 
 
Kanamycin/Neomycin resistance 
 Kanamycin耐性遺伝子は、SV40 promoter 制御下で発現すると、宿主細胞内にお

いて Neomycin 耐性遺伝子として機能する。Ampicillin や Kanamycin などの抗生

物質は、原核生物(大腸菌など) のみに対して増殖阻害作用を持つ。一方、Neomycin 
は原核生物だけでなく、真核生物に対しても増殖阻害作用を持つため、真核細胞の薬

剤選択に用いられる。 
 
pUC origin 

pUC origin はプラスミドの複製起点として、大腸菌内でプラスミドを維持するた

めに必要とされる。 
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ⅱ) pEGFP-PNKP 
次に、EGFP と PNKP 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(digestion) を行った。PNKP フラグメントについては

U2OS 細胞の PNKP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 SalI を用

いた。その後、In-fusion 法によって、PNKP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、pEGFP-PNKP ベクター(図 2.13) 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。 

 

 
図 2.13 pEGFP-PNKP ベクター(Snap gene viewer により作成)  
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また、PNKP 遺伝子の配列が正常であるか確かめるため、シークエンス解析を行っ

た。BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) を利用して目的の遺伝子である

ことが確認できた。図 2.14 に PNKP遺伝子の配列を示す。開始コドン ATG から始

まり、終止コドン TGA を含めた 1566ヌクレオチドから構成されている。 
 
ATGGGCGAGG TGGAGGCCCC GGGCCGCTTG TGGCTCGAGA GCCCCCCTGG GGGAGCGCCC 

CCCATCTTCC TGCCCTCGGA CGGGCAAGCC CTGGTCCTGG GCAGGGGACC CCTGACCCAG 

GTTACGGACC GGAAGTGCTC CAGAACTCAA GTGGAGCTGG TCGCAGATCC TGAGACCCGG 

ACAGTGGCAG TGAAACAGCT GGGAGTTAAC CCCTCAACTA CCGGGACCCA GGAGTTGAAG 

CCGGGGTTGG AGGGCTCTCT GGGGGTGGGG GACACACTGT ATTTGGTCAA TGGCCTCCAC 

CCACTGACCC TGCGCTGGGA AGAGACCCGC ACACCAGAAT CCCAGCCAGA TACTCCGCCT 

GGCACCCCTC TGGTGTCCCA AGATGAGAAG AGAGATGCTG AGCTGCCGAA GAAGCGTATG 

CGGAAGTCAA ACCCCGGCTG GGAGAACTTG GAGAAGTTGC TAGTGTTCAC CGCAGCTGGG 

GTGAAACCCC AGGGCAAGGT GGCTGGCTTT GATCTGGACG GGACGCTCAT CACCACACGC 

TCTGGGAAGG TCTTTCCCAC TGGCCCCAGT GACTGGAGGA TCTTGTACCC AGAGATTCCC 

CGTAAGCTCC GAGAGCTGGA AGCCGAGGGC TACAAGCTGG TGATCTTCAC CAACCAGATG 

AGCATCGGGC GCGGGAAGCT GCCAGCCGAG GAGTTCAAGG CCAAGGTGGA GGCTGTGGTG 

GAGAAGCTGG GGGTCCCCTT CCAGGTGCTG GTGGCCACGC ACGCAGGCTT GTACCGGAAG 

CCGGTGACGG GCATGTGGGA CCATCTGCAG GAGCAGGCCA ACGACGGCAC GCCCATATCC 

ATCGGGGACA GCATCTTTGT GGGAGACGCA GCCGGACGCC CGGCCAACTG GGCCCCGGGG 

CGGAAGAAGA AAGACTTCTC CTGCGCCGAT CGCCTGTTTG CCCTCAACCT TGGCCTGCCC 

TTCGCCACGC CTGAGGAGTT CTTTCTCAAG TGGCCAGCAG CCGGCTTCGA GCTCCCAGCC 

TTTGATCCGA GGACTGTCTC CCGCTCAGGG CCTCTCTGCC TCCCCGAGTC CAGGGCCCTC 

CTGAGCGCCA GCCCGGAGGT GGTTGTCGCA GTGGGATTCC CTGGGGCCGG GAAGTCCACC 

TTTCTCAAGA AGCACCTCGT GTCGGCCGGA TATGTCCACG TGAACAGGGA CACGCTAGGC 

TCCTGGCAGC GCTGTGTGAC CACGTGTGAG ACAGCCCTGA AGCAAGGGAA ACGGGTCGCC 

ATCGACAACA CAAACCCAGA CGCCGCGAGC CGCGCCAGGT ACGTCCAGTG TGCCCGAGCC 

GCGGGCGTCC CCTGCCGCTG CTTCCTCTTC ACCGCCACTC TGGAGCAGGC GCGCCACAAC 

AACCGGTTTC GAGAGATGAC GGACTCCTCT CATATCCCCG TGTCAGACAT GGTCATGTAT 

GGCTACAGGA AGCAGTTCGA GGCCCCAACG CTGGCTGAAG GCTTCTCTGC CATCCTGGAG 

ATCCCGTTCC GGCTATGGGT GGAGCCGAGG CTGGGGCGGC TGTACTGCCA GTTCTCCGAG 

GGCTGA 

図 2.14 ヒト PNKP の遺伝子配列 

 



 43 

ⅲ) mCherry2-C1 
まず、mCherry2-Fiblliralin/ XRCC1/XRCC4 の融合タンパク質を発現するプラス

ミド DNA の構築を行った。バックボーンとして mCherry2-C1ベクター(Addgene、 
図 2.15) を用いた。使用する mCherry は、イソギンチャクモドキの一種に由来する

RFP (Red Fluorescent Protein)の変異体であり、RFP の蛍光をより明るくするため

に改良されたものである。540-590nm の波長で励起することで、最大蛍光波長

550-650nm の赤色蛍光を発する。 
本研究では、融合タンパク質の蛍光を高感度に検出するため、蛍光強度が強くなる

ように改良された mCherry2 を使用した。 
 

 
図 2.15 mCherry2-C1 ベクター［Addgene より取得］ 
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ⅳ) mCherry2-Fiblliralin 
次に、mCherry(RFP: Red Fluorescence Protein)と Fiblliralin 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(digestion) を
行った。Fiblliralinフラグメントについては U2OS 細胞の Fiblliralin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。mCherry2-C1
ベクターの切断とには KpnI と BamHI を用いた。その後、In-fusion 法によって、

PFiblliralin フラグメントと mCherry2-C1 ベクターの間で遺伝子の組換えを起こさ

せ、mCherry2- Fiblliralinベクター(図 2.16) 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 RFP 蛍光が観察できるか、

また細胞内局在の確認を行なった。Fiblliralinタンパク質は核小体タンパク質であり、

核小体特異的に局在するため、PNKP の核小体内局在を確認するため第 3 章の実験

で使用した。 
 

 
図 2.16 mCherry2-Fiblliralin ベクター［Snapgene により作製］ 

 
 

  



 45 

ⅴ) mCherry2-XRCC1 
次に、mCherry(RFP: Red Fluorescence Protein)と XRCC1 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(digestion) を行っ

た。XRCC1フラグメントについては U2OS 細胞の XRCC1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。mCherry2-C1 ベクタ
ーの切断には KpnI と BamHI を用いた。その後、In-fusion 法によって、XRCC1フ
ラグメントと mCherry2-C1 ベクターの間で遺伝子の組換えを起こさせ、

mCherry2-XRCC1ベクター(図 2.17) 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 RFP 蛍光が観察できるか、また細胞

内局在の確認を行なった。さらに、第4章の実験でPNKPとの結合が欠失したXRCC1 
T519A 変異体発現ベクターをミュータジェネシス PCR 法により作製した。変異体も

同様に DNA 配列の確認を行った。XRCC1 タンパク質は DNA 一本鎖切断修復に関

わるタンパク質であり、T519A を変異体では PNKP との結合を欠失する。これらの

ベクターはDNA損傷部位へのPNKPの集積とXRCC1との結合の関係を解析するた

めに第 4 章の実験で使用した。 
 

 

図 2.17 mCherry2-XRCC1 ベクター［Snapgene により作製］ 
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ⅵ) mCherry2-XRCC4 
次に、mCherry(RFP: Red Fluorescence Protein)と XRCC4 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(digestion) を行っ

た。XRCC4フラグメントについては U2OS 細胞の XRCC4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。mCherry2-C1 ベクタ
ーの切断には KpnI と BamHI を用いた。その後、In-fusion 法によって、XRCC4フ
ラグメントと mCherry2-C1 ベクターの間で遺伝子の組換えを起こさせ、

mCherry2-XRCC4ベクター(図 2.18) 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 RFP 蛍光が観察できるか、また細胞

内局在の確認を行なった。さらに、第4章の実験でPNKPとの結合が欠失したXRCC4 
T233A 変異体発現ベクターをミュータジェネシス PCR 法により作製した。変異体も

同様に DNA 配列の確認を行った。XRCC4 タンパク質は DNA 二本鎖切断修復に関

わるタンパク質であり、T233A を変異体では PNKP との結合を欠失する。これらの

ベクターはDNA損傷部位へのPNKPの集積とXRCC4との結合の関係を解析するた

めに第 4 章の実験で使用した。 
 

 
図 2.18 mCherry2-XRCC4 ベクター［Snapgene により作製］ 
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2.1.4 細胞へのプラスミド DNA の導入(トランスフェクション)  
 今回使用した蛍光タンパク質発現ベクターには、目的遺伝子と Neomycin 耐性遺
伝子がそれぞれ組み込まれている。そして、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。つまり、遺

伝子導入後に選択薬剤を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) された細胞のみを選択的に回収することができる

(Stable Transfection) 。これとは異なり、遺伝子導入後に選択薬剤を使わずに実験で

使用する場合は一過性の遺伝子導入細胞といえる(Transient Transfection) 。 
 本研究では、これら 2 種類の細胞の作製を試み、実験に応じてそれぞれを使い分け

て実験を行った。 
 
ⅰ) 一過性遺伝子導入細胞(Transient transfection) の取得 
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

ン性リポソームと呼ばれる膜で包み込み、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(図 2.19) 。 
リポフェクションには Lipofectamine® 2000(Invitrogen) 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 6cmディッシュでのものである。 
 
まず、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 6 割となるよ

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、Lipofectamine® 2000 の調整を行う。1.5ml のマイ

クロチューブを 2 本用意する。1 本目は 250μl の Opti-MEM® Medium と 7.5μl の
Lipofectamine® 2000 を混合する。2 本目は 250μl の Opti-MEM® Medium と導入する

DNA が 1μg となるように混合し、5 分間静置し 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、混合液を培養細胞全体に満遍なく滴下し 1 分程静置

した後、約 4ml の Opti-MEM® Medium+10%FBS(Fetal Bovine Serum：FBS) を加
え、37℃、5%CO2 の条件でインキュベートした。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 60%程で、12 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 2日後の細胞

を用いた。 
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図 2.19 リポフェクション法の原理 
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ⅱ) 安定遺伝子発現細胞株(Stable Transfection) の樹立 
GFP-PNKP安定発現細胞株の作製には、G418(Geneticin418、ナカライテスク) を

用いた。G418 は、タンパク質合成のうち伸長反応を阻害する。具体的には、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。また、Neomycin耐性遺伝子を持つ細胞であれば

生き残ることができる。今回使用したベクターは Neomycin耐性遺伝子を含んでいる

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 1日後の細胞を、5ml の PBS で 2 度洗浄し、トリプシン処理に

よって剥がした。そして、適当な培地を 2ml程加え、そのまま全量を 10cmディッ
シュへ播種した。その後、G418(50mg/ml) を 160μl滴下し、37℃、5%CO2の条件

で培養した。G418 の濃度は、通常の細胞がほぼ 100%死滅する濃度である 0.8mg/ml
とした。その後、10cmディッシュ当たりの細胞数が、2000個(U2OS) となるように

プレーティングし、10ml の培地と 160μl の G418 を加えた。約 1週間後、コロニー

の形成を確認しピックアップした後、引き続き G418入りの培地を用いて培養を続け

た。細胞数が一定以上に増えた後、蛍光観察によって GFP の蛍光を確認した。また、

Western Blotting による GFP と GFP-PNKP 融合タンパク質の発現解析を行った。 
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2.1.5 バイオイメージングと蛍光タンパク質 
 “バイオイメージング”とは生体内でのリアルタイムイメージングのことである。

1970 年代に染色法の発展型としてバイオイメージング研究は始まり、現在までその

研究は続いている。例えば、放射線を利用したコンピュータ断層撮影(Computed 
Tomography: CT) 、放射線同位元素を用いた陽電子放射断層撮像法 (Positron 
Emission Tomography: PET) から核磁気共鳴画像(Magnetic Resonance Imaging: 
MRI) など、ヒトが生きたままの状態で外部から細胞や生体分子をイメージングする

ことが出来る、様々なバイオイメージング技術が現在も世界中で利用されている[63]。 
バイオイメージング技術のメリットは、生きている状態の細胞、生体組織あるいは

in vivo において生体分子(酵素、受容体、DNA、糖など) を直接捉えることができる

ということである[64]。生命科学研究の長い歴史の中で、“生細胞内”で目的分子の

変化量や活性などを時間と場所を特定して検出する方法は存在しなかった。そして、

バイオイメージング技術は、その解明することが不可能だった現象を解明するための

新たな技術として、注目を浴びている。 
“バイオイメージング”の中でも、特に蛍光タンパク質を利用したイメージングは、

空間分解能や時間分解能に優れ、高感度かつ簡便に作成でき、経済面でも優れている。

また、一度細胞内に導入するだけで、“生細胞”そのものの挙動を観察することがで

きることから新しいイメージング技術として注目されている。 
2008 年にボストン大学下村博士、コロンビア大学 Chalfie 博士、カリフォルニア

大学Tsien博士の3名は、「緑色蛍光タンパク質(Green Fluorescent Protein: GFP) の
発見、発現、そして開発」によりノーベル賞を受賞した[65、66]。GFP は 1962 年に

オワンクラゲから発見された分子量約 27kDa のタンパク質であり、青色光を吸収し

て緑色光を発する性質を持つ。そして、GFP や RFP(Red Fluorescent Protein)など

の蛍光タンパク質は生物化学の分野では必需のツールとして世界中で使われている。 
 また、これらの蛍光タンパク質がローダミンなどの蛍光有機小分子より“バイオイ

メージング”において優れている理由は、発光過程で基質や補因子を必要とせず、自

己蛍光が可能であることが挙げられる。よって、細胞からのタンパク質抽出→化学修

飾による蛍光色素ラベル→細胞内注入などの蛍光有機小分子で行う過程をスキップ

することができるというメリットを持っている。つまり、細胞内で、標的分子との融

合タンパク質を発現させるだけでイメージングが可能である。 
本研究では、GFP や RFP などの蛍光タンパク質と PNKP などの標的タンパク質

の融合タンパク質を生細胞内で発現させることで、DNA 損傷応答の時空間的制御機

構をバイオイメージングにより可視化し、その詳細を解析した。 
  



 51 

2.1.6 RNA 干渉による目的タンパク質の発現抑制 
 RNA干渉 (RNAi: RNA interference)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。1998 年に線虫の発生学者である

Craig Mello博士と Andrew Fire博士が報告した現象で、2006 年のノーベル生理学・

医学賞を受賞した。RNA干渉は、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 RNA干渉は，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 (siRNA: short interfering RNA)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、Argonouteタンパク質の RNA切断活性(Slicer 活性)により一方

の RNA鎖の中央が切断され一本鎖 RNA へと変換される。残った一本鎖 RNA と

Argonouteタンパク質の複合体は RISC と呼ばれる。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[67-69]。 
本研究では、Lipofectamine RNAiMAX(Invitrogen)を用いて siRNA の遺伝子導入

を行った。siRNA の最終濃度は 50nM とし、遺伝子導入後 36-72時間後の細胞を用

いて実験を行った。今回使用した siRNA の配列は第 2.1.10 章の表 6 に示す。 
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2.1.7 CRISPR/Cas9 を用いた PNKP ノックアウト(KO) 細胞株の作製 

ⅰ) CRISPR/Cas9 
 ゲノム編集技術は、人工ヌクレアーゼ(特異的な DNA配列を認識・切断する) 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

損させたり(ノックアウト) 、他の遺伝子を挿入する技術である(図 2.20) 。このシス

テムを発見したカリフォルニア大学バークレー校の Doudna 博士とウメオ大学の

Charpentier博士は 2020 年にノーベル化学賞を受賞した。標的配列への特異性が極

めて高いことから、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[71]。 
 CRISPR(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) 
/Cas9(Crisper associated protein 9) システムは、ZFN(Zinc Finger Nucleases) [72]、
TALEN(Transcription Activator-Like Effector Nuclease) [73]に次ぐ第三世代のゲ

ノム編集技術として知られている。元々は、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[74]。 
 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
2.21 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 2.21 a②) 、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 2.21 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(guide RNA：
gRNA) で代用が可能である(図 2.21 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 gRNA が Cas9 エン

ドヌクレアーゼ(分解酵素) を標的配列まで誘導し、Cas9 が狙った DNA鎖を切断す

る。その際に、図 2.20 に示すように目的の遺伝子のノックアウトや改変(ノックイン

など) も可能となる。 
 CRISPR/Cas9 の塩基認識機構は RNA-DNA の塩基対形成であり、1 つの gRNA
による塩基認識で二本鎖切断を導入する。gRNA 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。この PAM配列が CRISPR/Cas の標的配列の制限にな

りうるが、現在広く用いられている化膿レンサ球菌(Streptococcus pyogenes) 由来の
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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[75]。 

 
図 2.20 ゲノム編集技術の原理[70] 

 
図 2.21 CRISPR/Cas9 システム[70] 
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ⅱ) PNKPノックアウト細胞株の樹立 
既往の研究において、遺伝病原因遺伝子の機能解析は一般的に患者細胞を用いて行

われる。しかし、DNA 損傷応答・修復経路には PNKP 以外にも多くの遺伝子が関わ

る。そのため、患者細胞と正常細胞など、細胞種による関連遺伝子の発現量や挙動の

違い(バックグラウンドの違い)は、野生型 PNKPそのものの機能を解析する上で大き

な障壁となる。そこで、細胞種による誤差を最小限にとどめた状態で機能解析を行う

ために、U2OS において、CRISPR/Cas9システムを用いてゲノム編集を行い、PNKP
遺伝子をノックアウトした細胞株を作製した。 

 
手順としては、DNA 一本鎖切断を誘導する Cas9 の変異体 Cas9 D10A を発現する

プラスミド DNA、pSpCas9(BB) -2A-Puro(PX462)ベクターに PNKP の 2種類の標

的配列を導入した pX462-PNKP target1 と target2 を作製し、U2OS 細胞に 2.1.4 章

のリポフェクション法によって導入した。その後も 2.1.4 章の安定発現株の作製法と

同様に、ベクターに組み込まれている Puromycin 耐性遺伝子を利用し、選択薬剤を

使用することで、ベクターが取り込まれた細胞のみを選択的に回収した。Puromycin
濃度は、通常の細胞がほぼ 100%死滅する濃度である 0.8mg/ml(U2OS) とした。そ

の後、96-well plate の 1well当たりの細胞数が 0.4個となるように細胞をプレーティ

ングし、約 2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、PNKP
遺伝子の発現解析を Western Blotting 法によって行った。そして、PNKPタンパク

質の発現が消失したクローンに対して、PNKP 遺伝子のサイズ確認を、アガロース

ゲル電気泳動によって行った。野生型の PNKP 遺伝子の DNA サイズと比較し、フ

ラグメントのサイズが明らかに小さくなっていたクローンに対して、DNA シークエ

ンス解析を行い、ゲノム DNA(gDNA)の配列に欠損または変異が入り、野生型の

PNKP を発現できなくなったクローンをノックアウト細胞株(PNKP-/-細胞)として実

験に用いた。 
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2.1.8 薬品・溶液データ 
 本研究において使用した薬品、溶液の詳細を以下に示す。 

表 1 SDS-PAGE 用のゲルの組成 

 
 

表 2 使用試薬の組成 

 

  

4.5% 6% 7% 8% 10% 12.5% 1�� 2��
��� 6.7ml 5.8ml 5.55ml 5.3ml 4.8ml 4.2ml ��� 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

Stacking gelSeparating gel
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2.1.9 抗体データ 
本研究において使用した抗体データを以下に示す。 
 

表 3 Western Blotting・蛍光免疫染色で使用した一次抗体 

 
M は Mouse、R は Rabbit 由来であることを示す。また、WB は Western Blotting、IF は免疫染色、

FCM はフローサイトメトリー法を示す。 

 
表 4  Western Blotting・蛍光免疫染色で使用した二次抗体 

  

Antigen Dilution (WB)Dilution (IF) Host MW (kDa) Company cat# Application
ATM 1:2000 M 250 Sigma Aldrich A1106 WB
ATR 1:1000 R 250 BETHYL A300-137A WB
CHK1 1:1000 55 Santa Cruz sc-8408 WB
CHK1-pS317 1:1000 R 55 Cell Signalling D12H3 WB
CK2a 1:1000 M 38 Santa Cruz sc-12738 WB
CK2a' 1:500 M 38 Santa Cruz sc-514403 WB
Cyclin A2 1:1000 M 54 Cell Signalling BF683 WB
DNA-PKcs 1:2000 R 400 abcam Y393 WB
GAPDH 1:10000 M 38 EMD millipore MAB374 WB
GFP 1:5000 1:1000 M 28 Nacalai Tesque 04363-24 WB+IF
H2AX-pS139 1:1000 1:1000 M 18 Merck Millipore JBW301 WB+IF
KAP1 1:1000 1:1000 R 110 abcam ab10483 WB+IF
KAP1-pS824 1:1000 1:1000 R 110 BETHYL A300-767A-2 WB+IF
p53 1:3000 1:1000 M 53 Santa Cruz sc-126 WB+IF
PCNA 1:500 R 32 Santa Cruz sc-7907 WB
PNKP 1:1000 R 57 Novus NBP1-87257 WB
PNKP-pT118 1:1000 1:1000 R 57 YM lab WB+IF
RPA32 1:2000 1:1000 M 32 abcam ab2175 WB+IF+FCM
RPA32-pS4/8 1:1000 1:1000 R 32 BETHYL A300-245A WB+IF
XRCC1 1:1000 M 95 Invitrogen MA5-13412 WB
XRCC4 1:1000 R 54 YM lab WB

Antigen Dilution (WB)Host Company cat# Application
Polyclonal Swine Anti-

Rabbit
Immunoglobulins/HRP

1:2000 R Dako P0447 WB

Polyclonal Goat Anti-
Mouse

Immunoglobulins/HRP
1:3000 M Dako P0339 WB

Goat anti-Mouse
IgG(H+L) Alexa Fluor

Plus 488
1:1000 M Invitrogen A32723 IF

Goat anti-Rabbit
IgG(H+L) Alexa Fluor 488 1:1000 R Invitrogen A11034 IF

Goat anti-Mouse
IgG(H+L) Alexa Fluor

Plus 594
1:1000 M Invitrogen A32742 IF

Goat anti-Rabbit
IgG(H+L) Alexa Fluor

Plus 594
1:1000 R Invitrogen A32740 IF
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2.1.10 プライマー・siRNA データ 
本研究において使用したプライマーと siRNA の配列を以下に示す。 
 

表 5 実験で使用した Primer 

 

DNA配列

F TACAAGTCCGGACTCAGATCTATGGGCGAGGTGGAGGCCCCGGGC
R CGGGCCCGCGGTACCGTCGACTCAGCCCTCGGAGAACTGGCAGTA
F ATTCTGCAGTCGACGGTACCATGAAGCCAGGATTCAGTCC
R TATCTAGATCCGGTGGATCCTCAGTTCTTCACCTTGGGGG
F CGGACTCAGATCTATGACACCAGAATCCCAGC
R GCTGGGATTCTGGTGTCATAGATCTGAGTCCG
F GGGAAGAGACCCGCGGCTGGGAGAACTT
R AAGTTCTCCCAGCCGCGGGTCTCTTCCC
F GCGGAAGTCAAACCCCCTCCCAGCCTTTGATC
R GATCAAAGGCTGGGAGGGGGTTTGACTTCCGC
F CAGCCGGCTTCGAGTGAGTCGACGGTAC
R GTACCGTCGACTCACTCGAAGCCGGCTG
F CCTGGTCCTGGGCGCGGGACCCCTGACC
R GGTCAGGGGTCCCGCGCCCAGGACCAGG
F GGACCGGAAGTGCTCCGCAACTCAAGTGGAGCTG
R CAGCTCCACTTGAGTTGCGGAGCACTTCCGGTCC
F ATGCTGAGCTGCCGTCAAACCCCGGCTG
R CAGCCGGGGTTTGACGGCAGCTCAGCAT
F AGATGCTGAGCTGCCGGCGAAGCGTATGCGGAAG
R CTTCCGCATACGCTTCGCCGGCAGCTCAGCATCT
F GCTGAGCTGCCGAAGGCGCGTATGCGGAAGTC
R GACTTCCGCATACGCGCCTTCGGCAGCTCAGC
F CTGAGCTGCCGAAGAAGGCTATGCGGAAGTCAAACC
R GGTTTGACTTCCGCATAGCCTTCTTCGGCAGCTCAG
F CCGAAGAAGCGTATGGCGAAGTCAAACCCCGG
R CCGGGGTTTGACTTCGCCATACGCTTCTTCGG
F GAAGAAGCGTATGCGGGCGTCAAACCCCGGCTGG
R CCAGCCGGGGTTTGACGCCCGCATACGCTTCTTC
F GACCCGCACACCAGAAGCCCAGCCAGA
R TCTGGCTGGGCTTCTGGTGTGCGGGTC
F CCAGAATCCCAGCCAGATGCTCCGCCTGG
R CCAGGCGGAGCATCTGGCTGGGATTCTGG
F CTCCGCCTGGCGCCCCTCTGGTG
R CACCAGAGGGGCGCCAGGCGGAG
F GCACCCCTCTGGTGGCCCAAGATGAGAAG
R CTTCTCATCTTGGGCCACCAGAGGGGTGC
F GCGTATGCGGAAGGCAAACCCCGGCTG
R CAGCCGGGGTTTGCCTTCCGCATACGC
F AGACCCGCACACCAGAAGACCAGCCAGATACTCC
R GGAGTATCTGGCTGGTCTTCTGGTGTGCGGGTCT
F CACCAGAATCCCAGCCAGATGATCCGCCTGGCAC
R GTGCCAGGCGGATCATCTGGCTGGGATTCTGGTG
F CACCGCGGGTCTCTTCCCAGCGCA
R AAACTGCGCTGGGAAGAGACCCGC
F CACCGTCCCAGCCAGATACTCCGCC
R AAACGGCGGAGTATCTGGCTGGGAC
F CGTATGCAGGCTCCGCGGATGAGAACACG
R CGTGTTCTCATCCGCGGAGCCTGCATACG
F CCGTGTACGACGAGAGTGCTGATGAGGAAAGTGAA

R TTCACTTTCCTCATCAGCACTCTCGTCGTACACGG

プライマー名

R35A

R141A

XRCC1 T519A

K142A

PNKP KO
Target2

S114A

T118A

T122A

S126A

S143A

PNKP KO
Target1

S114D

T118D

PNKP

D2

D3

D4

R48A

del 137-142

K137A

XRCC4 T233A

K138A

R139A

Fibrillarin

D1
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表 6 実験で使用した siRNA 

 
 

  

Oligonucleotides ("d" indicates deoxyribonucleotide) Target site (5'-3')

Sense
Anti-sense

Sense CACAAUAAACGCUGUUUCUCC

Anti-sense AGAAACAGCGUUUAUUGUGGA

Sense ACAAUAAACGCUGUUUCUCCUUG

Anti-sense AGGAGAAACAGCGUUUAUUGUGG

Sense GGCAGACACUUACCGAAAAUG
Anti-sense UUUUCGGUAAGUGUCUGCCUU

Sense GAAGUAUGUGCUAUACACATT
Anti-sense UGUGUAUAGCACAUACUUCTT

Sense CUAUGUUUUCUAUUCAUUUdCdT
Anti-sense AAAUGAAUAGAAAACAUAGdTdC

Sense UGGUGCUAUUUACGGAGCUdTdT
Anti-sense AGCUCCGUAAAUAGCACCAdTdT

Sense AAAUGAUUCAGACUUUCACUGGAGGdTdT
Anti-sense CCUCCAGUGAAAGUCUGAAUCAUUUdAdC

Sense GAUGACUACCAGCUGGUUCdTdT

Anti-sense GAACCAGCUGGUAGUCAUCdTdT

Sense CAGUCUGAGGAGCCGCGAGdTdT

Anti-sense CUCGCGGCUCCUCAGACUGdTdT

Supplementary table 2
Oligonucleotide sequences of siRNAs for specific depletion with indicated proteins. “d” indicates deoxyribonucleotide.

Name

TGGTGCTATTTACGGAGCT

GATGACTACCAGCTGGTTC

CAGTCTGAGGAGCCGCGAG

siDNA-PKcs AAATGATTCAGACTTTCACTGGAGG

TAAGGCTATGAAGAGATAC
Dharmacon, cat# D-001210-02-20

CACAATAAACGCTGTTTCTCC

siXRCC1 3'-
UTR

siXRCC4 3'-
UTR

ACAATAAACGCTGTTTCTCCTTG

GAAGTATGTGCTATACACA

CTATGTTTTCTATTCATTT

GGCAGACACTTACCGAAAA

siCTRL

siPNKP 3'-
UTR Ver.1

siATM

siCK2a

siCK2a'

siPNKP 3'-
UTR Ver.2

siXRCC1
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2.2 実験方法 
 本研究の基本的な実験方法は、以下の図 2.22 の手順で進めた。 

 

図 2.22 基本的な実験の手順：本研究の基本となる実験手順の模式図である。本研究で

は、実験内容に合わせて細胞の準備を行い、その後に放射線処理などの細胞ストレスを行

った。その後、実験目的に合わせて細胞を培養後、回収し、Western Blotting や蛍光免

疫染色、フローサイトメトリー法などで解析を行った。 

 
 放射線量は、ヒトの半数致死線量が 4Gy であることから、生体内で DNA 二本鎖

切断などの DNA 損傷が発生する十分量だと考えられる 2〜5Gy の線量を照射した。

また、放射線処理後の培養時間については実験の目的に応じて 30 分〜24時間の間で

適宜変更した。薬剤処理では、既往の研究を参考に充分な DNA 損傷またはゲノムス

トレスが確認できる使用濃度と処理時間を適宜調整し実験を進めた。 
 以下にこれらの手順の詳細を示す。 
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2.2.1 細胞準備 
 実験を行う前に必要な細胞の準備について述べる。 
まずは、実験で用いた細胞について述べる。本研究で用いた細胞は、HCT116 細胞、

U2OS 細胞、U2OS PNKP-/-細胞、HEK293 細胞の 4種類であった。これらの細胞は、

ヒト細胞であること、そして DNA 損傷応答経路の解析や DNA 損傷修復経路の解析

で広く一般的に用いられていることを基準に選んだ。それぞれの細胞には特徴がある。

HCT116 は染色体が 2 倍体に保たれていることから遺伝子ノックアウト研究によく

使われている。また、細胞自体の大きさが小さいため、同じ 10cmディッシュ内でも

大量の細胞を培養することが出来る。しかし、上述した通り細胞が小さく、細胞核と

細胞質の境界がわかりにくいため、細胞形態観察実験にはあまり適していない。

U2OS は細胞構造が比較的はっきりしており(細胞核と細胞質がきれいに分かれてい

る) 、細胞自体も大きいため、蛍光免疫染色などの細胞形態観察に適している。

HEK293 は上記の細胞同様培養が容易であることと遺伝子導入効率が非常に高いこ

とから、タンパク質を扱う実験に用いた。細胞の大きさは、HCT116 と同程度であり、

U2OS などと比べると同サイズのディッシュで大量の細胞を培養することができる。

また、PNKP-/-細胞は本研究において CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて U2OS
細胞から樹立した細胞であり、同一の遺伝的背景で PNKP の機能解析を行うために

使用した。 
 実験内容に応じて siRNA を用いた一時的な遺伝子の発現抑制を行い、通常時と比

較することで抑制した遺伝子の機能解析を行った。siRNA による遺伝子発現抑制も

一過性ではあるが、ノックアウトと同様に同一の遺伝的背景で実験を行うことが出来

るというメリットがある。 
なお、本研究では遺伝子工学技術により多くの蛍光タンパク質融合タンパク質発現

ベクターを作製した。これらのベクターを用いた実験では、実験の内容に応じて一過

性遺伝子導入と安定発現株を使い分けて行った。 
 これらの細胞の処理方法は、大きく分けて 2種類の細胞ストレス処理 (放射線処理

と薬剤処理)に分けられる。また、どちらの場合も、未処理(Non-Treatment：NT)の
サンプルを用意し、細胞ストレス処理を行った細胞と比較することで DNA 損傷に応

答した細胞の応答を解析した。よって、準備の段階で、処理をする細胞 1種類につき

サンプルを 2 つずつ用意した。具体的には、実験開始日に 10cmディッシュ内の細胞

量が 7-8 割になるように直前の継代を行った。蛍光免疫染色実験の場合は 10cmディ
ッシュ内にスライドガラスを入れ、その上に細胞を適量播種し、細胞がスライドグラ

スに張り付いたら培地を 10mL入れた。また必要に応じて、6-well plate にカバーガ

ラスを入れ、その上に播種した細胞を用いて実験を行った。 
 その他の実験・解析手法に関しては、2.3 章参照のこと。  
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2.2.2 細胞処理 
 細胞は放射線処理や薬剤処理などの細胞ストレス処理を施した後に回収し、その後

の実験に使用した。 
放射線処理(Ionizing Radiation：IR)は、本学のコバルト照射施設(図 2.23) 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 1.17MeV、1.33MeV のエネル

ギーを持つ γ 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0.318MeV の β 線も放射する放射

線源である。詳細は、2.1.2 章において示した通りである。 
 放射線量の計測は、2019 年 7月 10日に行っており、当時の線量率は約 0.055Gy/s 
(補正時間 8.72 秒を含む)であった。そこから、コバルト 60 の半減期などを考慮し、

本研究では 5Gy の放射線を照射する場合、線源からの距離は 30cm、132秒の照射と

いう条件で処理を行った。 
 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。 

 
図 2.23 放射線照射施設での照射の様子 
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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。 
 

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。使用濃度は、1µM で 4-8時間の処理を行った。コロニーアッセ

イでは、5-20nM で 24時間の処理を行った。 
 

2) Hydroxyurea (HU) 
HU は前述したとおり、複製フォーク停止による S期での細胞周期同調と微弱な

S期特異的 DNA二本鎖切断を引き起こす薬剤である。使用濃度は、2mM で 4-8
時間の処理を行った。コロニーアッセイでは、1-4mMで 24時間の処理を行った。 
 

3) Mitomycin C (MMC) 
MMC は前述したとおり、DNA架橋を引き起こす薬剤である。コロニーアッセイ

では、使用濃度 5-20ng/mL、処理時間 24時間として実験を進めた。 
 

4) Hydrogen peroxide (H2O2) 
過酸化水素(Hydrogen peroxide)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、200µM で 2時間の処理を行った。コロニーアッセイで

は、100-200µM で 2時間の処理を行った。 
 

5) FEN1 inhibitor (FEN1i) 
FEN1 は、DNA 複製の際に発生する岡崎フラグメントと呼ばれる一本鎖

RNA-DNA 複合体同士を結合する際に、末端の突起部分を切断する活性を持った

酵素である。FEN1i は FEN1 の活性を阻害するため、DNA 複製中の岡崎フラグ

メントの結合が出来なくなる[76]。使用濃度は、10µM で 2時間の処理を行った。

コロニーアッセイでは、2.5-10µM で 2週間の処理を行った。 
 

6) Emetine (EME) 
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[77]。また、岡崎フラグメントの合成を阻害する

ことも報告されている[78]。使用濃度は、2µM で 2時間の処理を行った。 
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2.2.3 処理後の培養 
 細胞処理後は実験の目的に応じて 30 分〜24 時間、インキュベーター内(37℃、

5%CO2の条件) で培養し、液体培地および細胞の温度を培養温度に落ち着かせた。 
 
2.2.4 サンプル回収 
 上記の時間まで培養後、細胞をインキュベーター内から引き上げた。Western 
Blotting を行う場合、セルスクレーパーを用いて回収するか、トリプシン処理をして

回収をした。蛍光免疫染色法の実験をする場合はスライドガラスごと細胞を回収し、

コプリンジャーに移し換え、生理食塩水にて洗浄後、細胞固定処理を行った。カバー

ガラスを用いた実験の場合は、カバーガラス入りの Plate をそのまま回収し、同様の

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。これらの手順は 2.3 章で詳しく

述べる。 
 



 64 

2.3 解析手法 

本実験では、以下の解析手法を用いて実験を行った。使用している薬品や溶液の組

成は 2.1.8 章、抗体は 2.1.9 章、そしてプライマーと siRNA の配列は 2.1.10 章をそ

れぞれ参照。 
 
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に 1ml の PBS を加

え、セルスクレーパー、もしくはトリプシン処理で細胞を回収した。その後、1.5ml
マイクロチューブに移した後、1.5×103 rpm(2×102 G) 、4℃で 5 分間の遠心分離を行

った。上清のみを除き、残った細胞ペレットに 50〜200µlのRIPA Buffer(2.1参照)  + 
Protease Inhibiter(ナカライテスク：動物細胞抽出用 製品番号 25955) ＝(99µl：1µl) 
の割合で調整したものを加えて懸濁し、氷上で 10 分以上放置した。その後、1.0×104 
rpm(9.1×103 G) 、4℃、30 分以上の遠心分離を行い、使用した RIPA Buffer + 
Protease Inhibiter の量(100〜200µl) だけ上清を回収し、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、回収したサンプルのタンパ

ク質濃度の測定を行った。濃度測定にはタカラバイオ株式会社の TaKaRa BCA 
Protein Assay Kit(製品コード T9300A) を使用した。手順に関しては付属説明書 P.8
のプロトコルナンバーV-e.を参照とした。まず、マイクロチューブを 9 本(標準曲線用) 
＋測定サンプル数×2 本＋15mlチューブ 1 本を用意した。そして BSA標準溶液を作

製し、そこから 8 種類のタンパク質濃度へと調整した。さらに、15ml チューブに

Working Solution(1800µl＋100µl×測定サンプル数) を作成した。次に、サンプル希

釈溶液を作成し、96 Well Plate に Working Solution と BSA標準溶液調整液または

サンプル希釈溶液を 100µl ずつ入れてよく混合した。その後、37℃に設定した恒温

槽内で 1時間培養し、マイクロプレートリーダーを用いて 562nm の吸光度を測定し

た。その吸光度からタンパク質の濃度を求めた。 
 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 20µg となるよ

うに RIPA Buffer + Protease Inhibiter と、4×SDS Sample Buffer(4×SDS Sample 
Buffer -1Mercaptoethanol：2-Mercaptoethanol(ナカライテスク) ) ＝95µl：5µl) 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 100℃で 10 分間ボイルした。 
 以上の処理をしたものを Western Blotting で用いるサンプルとした。このサンプ
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ルで SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-polyacrylamide gel electrophore-
sis : SDS-PAGE) を行った。SDS-PAGE の操作はタンパク質実験ノート下巻[79]な
どを参照し行った。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、セミドライ方式もしくはウェット方式で、転写膜(Polyvinylidene difluo-
ride(PVDF) 膜 (Millipore) へ転写した。この膜を適量の 1~5%スキムミルク

/TBS-T( スキムミルク： TBS-T = 0.5g~2.5g： 50ml) 溶液、または適量の

2%BSA/TBS-T(牛血清アルブミン(BSA):TBS-T=0.1g:50ml)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 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-T で 5 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 参照) に浸した状態で 1時間程度放置した。次に、膜を TBS-T で 5 分間の洗浄

を 5回以上行い、WesternSure® PREMIUM Chemiluminescent Substrate(LI-COR 
Biosciences) 、または ECL Plusキット(GE Healthcare, Buckinghamshire) を用い

て処理したものを、図 2.6 に示す現像機(LI-COR Biosciences) 、または検出フィル

ム(Hyperfilm MP, GE Healthcare) 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。 
まず、スライドガラスに細胞が張り付いたものを用いるため、実験前に 10cmディ
ッシュへスライドガラスを設置したものを用意し、そこへ細胞を適当な量播種した。

そして、細胞がスライドガラスに接着し、適当な量になったところで実験を開始した。 
細胞が接着したスライドガラスに以下の処理を施した。まず、コプリンジャーにス

ライドガラスを移し、PBS で 2 回洗浄した。次に、コプリンジャー内で 100% 
Methanol(ナカライテスク) もしくは 4% Paraformaldehyde-PBS(ナカライテスク) 
にスライドガラスを浸した状態で 10 分間放置し、細胞の固定処理をした。次に、PBS
で 2 回洗浄後、0.5％ TritonX100-PBS で 10 分間放置し、細胞膜穿孔処理をした。

クロマチンに強固に結合しているタンパク質のみを検出するため、必要に応じて細胞

固定の前に細胞膜穿孔処理を行った(Pre-extraction)。次に、PBS で 2 回洗浄後、

1%BSA(牛血清アルブミン：PBS = 0.5g：50ml) もしくは 5%スキムミルク/PBS を

用いて 30 分以上放置し、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。放置後、PBS-T で 5 分間の洗浄を 3回
以上行い、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 5 分間の洗浄を 5 回以上行い、

4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride(DAPI(ナカライテスク) ) で核の染

色を行った。希釈倍率は 100 倍で、 Fluorescent Mounting Medium(Dako 
REF:S3023) という封入剤によって希釈した。スライドガラスへこの混合液を適当な

量滴下後、カバーガラスで封入をし、1 時間程度暗所で静置し乾燥させた。乾燥後、

蛍光顕微鏡(Zeiss) を用いて目的タンパク質による蛍光挙動の観察・撮影を行った。 
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2.3.3 生細胞における蛍光観察(ライブセルイメージング)  
 ライブセルイメージングは、生細胞内において GFP、もしくは GFP-PNKP 融合

タンパク質など、蛍光タンパク質融合タンパク質の蛍光状態や局在、また時間経過に

よる蛍光状態の変化を観察するために、本研究で用いた解析手法である。 
 サンプルとして、GFP 単独発現ベクター(pEGFP-C1) 、もしくは GFP-PNKP 融

合タンパク質発現ベクター(pEGFP-PNKP) 導入後の細胞を用いた。これらの細胞が

7-8 割程度接着したディッシュに放射線照射、後述する Laser micro-irradiation など

の処理を施した後、細胞に接触しないように培地を取り除き、10%BCS+phenol 
red-free DMEM(ナカライテスク)培地に培地を交換し、蛍光倒立顕微鏡(Zeiss)を用い

て時間経過に伴う蛍光挙動の変化の観察・撮影を行った。また、観察時間が離れてい

る場合は、37℃、CO2濃度 5%の条件で培養し、観察時間に再び培地を交換し、蛍光

観察を行った。 
 また、必要に応じて生細胞の細胞核を Hoechst 33342(同人化学研究所)により染色

した。Hoechst は DAPI などと同じく DNA をラベルする試薬だが、細胞膜透過性を

持つため、生細胞を使った蛍光観察の際に使用される。Hoechst は濃度 0.5ug/ml と
なるように観察の 30 分前に培地に添加し、UV レーザー(405nm)で励起することで

細胞核を青色の蛍光で観察した。 
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2.3.4 Image J Software による蛍光挙動解析 
 上記の蛍光免疫染色法とライブセルイメージングにおいて、蛍光顕微鏡によって撮

影した画像データから、細胞内での蛍光の局在、蛍光強度について定量的に解析する

ために用いた。本研究では、Image J Software を用いて、3通りの解析を行った。 
 １つ目はライブセルイメージングの定量化である。この実験においては、PNKP
の細胞核、細胞質、核小体内における GFP(緑)の蛍光強度を Image J Software によ

って計測した。そして、細胞核と細胞質、核小体と細胞核での緑色蛍光の比率を計算

し、グラフの縦軸とした。 
 2 つ目はgH2AX の foci を形成した細胞数測定である。この実験では、Image J 
Software を用いて、RB(赤青) の 2色の蛍光強度を組み合わせることで、細胞数の測

定やリン酸化 H2AX などの foci形成の有無を確認した(図 2.24)。まず、DAPI によっ

て青色に染色された部分を細胞核として認識し、それぞれの細胞核内での赤(リン酸

化 H2AX)の foci を形成している細胞数を Image J Software によってカウントした。

なお、自然に代謝などで発生する DNA 損傷の影響を排除するために一細胞内での

foci 数が 10 個以上の細胞のみをポジティブとカウントした。そして、foci を形成し

ている細胞数を全体の細胞数で除した割合をグラフの縦軸とした。 
 3 つ目は細胞核数測定である。ゲノム安定性の試験である微小核形成や染色体架橋

の形成確認実験において用いた。基本的には 2 つ目の方法と同じで、青(DAPI) の蛍
光を Image J software によって一つの細胞核とカウントした。その後、微小核数と

染色体架橋を持った細胞数を目視で測定し、全体の細胞数で割ることで陽性細胞の割

合を計算した。そして、陽性細胞の割合をグラフの縦軸とした。 
 また、すべての解析でそれぞれ測定細胞数は最低 100個以上とし、割合を算出した。 
 

  
図 2.24 細胞数の測定過程： 

左が DAPI とリン酸化 H2AX の共染色、右が Image J Software による細胞数測定 
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2.3.5 Laser micro-irradiation 法 
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局所的DNA損傷部位へDNA損傷応答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。また、PNKP など非相同末端結合に関わる DNA 修復因子は通常時

から細胞核内に膨大な量存在することが知られており、放射線照射など通常の DNA
損傷誘導方法では DNA 損傷部位への集積が観察できない。そこで、本研究では Laser 
micro-irradiation 法により局所的 DNA 損傷を誘導する系を確立することで、PNKP
の DNA 損傷後の制御機構を可視化した。本実験では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 35mmガラスボトムディッシュ(マツナミガラス株式

会社)に細胞観察の 2〜3日前に播種し、必要に応じて siRNA による遺伝子発現抑制

処理を行った。観察前日の夜に 10%BCS+phenol red-free DMEM(ナカライテスク)
培地に培地を交換し、観察の 30 分前にレーザーによる DNA 損傷の増感剤として 0.5 
µg/ml となるように Hoechst33342 を添加した。Laser micro-irradiationアッセイに

は Leica TCS SP8 LIGHTNING 共焦点レーザー顕微鏡 (Leica microsystems)の
63x/1.40 の油浸レンズを用いて実験・観察を行った[80、81]。100%強度の 405nm 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 0.25 秒毎に約 63
秒間の蛍光タンパク質のタイムラプス画像を撮影した。既往の研究によると、同一条

件でレーザーを 25 スキャンするとレーザーの照射領域には約 50Gy 程度の DNA 二
本鎖切断が発生することがわかっている[82]。今回の Leica SP8 共焦点顕微鏡では

100%の蛍光強度 50 mW のレーザーを照射した。顕微鏡からファイバーを通ってお

よそ 1/10 に減衰したとすると、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、レーザーの 1
スキャン当たりの時間は 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 20µm×0.2µm であることから 3.2×108 [J/m2]の
エネルギーが生じていることがわかる。参考として、ヒト細胞の 10%生存率となる 1
細胞当たりの照射量が、254nmUV-C (約1×10-8 [J])、360-400nmUV-A (約0.0005 [J])
程度であることが報告されている。また、今回は 405nm のレーザーで励起される

Hoechst 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が、少

なくても上記のエネルギーが細胞のレーザー照射部位に働くことがわかる。405nm
レーザーの照射のみでは、細胞には UV照射時の主な産物であるシクロブタンピリミ

ジンダイマー (CPD: 隣り合ったピリミジン塩基 (AとC)のC-5とC-6光化学反応に

より閉環反応を起こしシクロブタン構造を形成したもの)が生じることが知られてい

る[83]。また、レーザーの Hoechst増感により生じる DNA 損傷としては、その大半

が酸化ストレスと DNA二本鎖切断であることが報告されている[84]。  
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2.3.6 フローサイトメトリー法 (Flowcytometry: FCM) 
 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、タンパク質・細胞を蛍光抗体で標識することにより、細胞内でのタンパク質発現

量や細胞表面にある抗原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 。 本 研 究 で は 、

EdU(Thermofisher scientific)のパルスラベルによる複製中 DNA の染色と

PI(Cayman chemical)による DNA の染色により細胞周期分布を解析するために用い

た。 
 本実験では、サンプルは細胞を PBS で懸濁した溶液を使用した。それぞれの処理

をした細胞入り 10cmディッシュを、5ml の PBS で 2回洗浄、その後 PBS を取り除

き、新たに 1ml の PBS を加え、トリプシン処理で細胞を回収した。その後、1.5ml
マイクロチューブに移した後、適当な細胞濃度になるように PBS で希釈した。そし

て、フローサイトメーターを用いて EdU(緑色蛍光)と PI(赤色蛍光)の蛍光強度の解析

をした。細胞のサンプリング速度は、管路内で細胞が 1列になるように適当に調節し

た。また、細胞数が 20000 カウントに達するまで実験を行った。EdU がポジティブ

な細胞を S期の細胞とし、PI蛍光が N の細胞を G1期、2N の細胞を G2/M期の細

胞として細胞周期の解析を行った。 
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2.3.7 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、1%アガロースゲルを使用した。

ゲルの作成は、 0.5g の Agarose (ナカライテスク ) と 50ml の 0.5×TBE 
(Tris-Borate-EDTA Buffer ナカライテスク) 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、60℃前後まで冷ました後、核酸染色の

ために 1µl のGel Red(ナカライテスク) を添加し、ゲル作成専用のモールドに 25ml、
または 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、MilliQ で浸しながらゆっくりとコームを

抜き取り、図 2.25 の泳動槽へとセットした。適量の DNA サンプルと 1kbp DNA 
Ladder one(ナカライテスク) と 100bp DNA Ladder one(ナカライテスク) の 2種類

の DNA ラダーマーカーを 3µlずつ各ウェルへアプライし、100V で泳動を行った。 
 その後、UV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 Gel and PCR clean up system(Promega) を用いて、行

った。切り出したゲルと同じ分量の Membrane Binding Solution を加え、60℃の恒

温槽に入れてゲルを完全に溶かした。Minicolumn を用いて、1.6×104g で 1 分間遠心

を行った。この際にゲルを全量濾過させた。次に Membrane Wash Solution を 700µl
加え、1.6×104 g で 1 分間遠心した．再度、Membrane Wash Solution を 500µl加え、

1.6×104g で 5 分間遠心した。その後，Membrane Wash Solution を完全に除くため、

そのまま 1.6×104gで 1分間遠心した。マイクロチューブにMinicolumnをセットし、

TE(10 mM Tris-HCl pH8.0/1mM EDTA)  を 30µl加え、1.6×104g で 5 分間遠心し

た。 
 

 
図 2.25 アガロースゲル電気泳動槽 
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2.3.8 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。今回の実験では、GFP
と PNKP 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 と結合する

磁気ビーズを用いることで PNKP と結合するタンパク質を分離した。GFP などのタ

グを認識する抗体は比較的に感度の良いものが多いことから、タグを用いて高効率に

免疫沈降を行うことは免疫沈降の中でもプルダウンアッセイと呼ばれる。免疫沈降で

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。 
免疫沈降実験には基本的に HEK293 細胞を用いた。GFP 融合タンパク質は免疫沈

降の 24時間以上前に遺伝子導入によって発現させた。10 cm dish上で PBS による

洗浄を行った後、再度 PBS を加えセルスクレイパーを用いて細胞を物理的に回収、

15 ml tube で遠心分離を行い細胞ペレットを回収した。その後、直前にプロテアー

ゼ阻害剤を加えた IP lysis buffer (100 mM NaCl, 0.2 % NP-40, 1 mM MgCl2, 10 % 
glycerol, 50 mM Tris-HCl, pH7.5)で再懸濁し、4℃で 30 分間ローテーターを用いて

放置した。その後、高速で遠心分離を行い遠心後の上澄みの一部を Input コントロー

ルとして分注し、残りをその後の免疫不全に用いた。免疫沈降には GFP-Trap磁気ビ
ーズ (ChromoTek, GmbH)を用いて、4℃で 2時間以上ローテーターを用いて放置し

た。GFP-Trap磁気ビーズは使用前に IP buffer と磁気ステージにより 3回洗浄を行

った。放置後、IP buffer と磁気ステージを用いてサンプルを 5回洗浄し、適量の 2X 
SDS sample buffer (125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4 % SDS, 20 % glycerol, 0.01 % 
bromophenol blue, 5 % 2-mercaptoethanol)に 95℃で溶出した。その後、Western 
Blotting 法により結合タンパク質の解析を行った。 
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2.3.9 コロニーアッセイ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最もよく用

いられる方法の一つがコロニーアッセイである[85]。コロニーとは 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、コロニーアッセイではこの

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細胞死・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。コロニーア

ッセイでは、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。 
 コロニーアッセイは HCT116 細胞または U2OS 細胞を用いて行った。放射線照射

などの細胞処理の 12-14時間前に適切な数の細胞を 10 cm dish または 6-well plate
に播種し、インキュベーターで培養した(放射線量や各薬剤の濃度は実験結果を参照)。
薬剤による処理の場合は、適切な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 で洗浄、

その後 99.5%エタノールで固定処理した。その後、細胞染色液(0.02 % crystal violet; 
2.5 % methanol)で細胞コロニーを紫色に染色し、水で 2 度洗浄を行った。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。コロニーはすべての条件ごとに 50個以上形成するように細

胞播種を行い、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。 

 
図 2.26 コロニーアッセイ法 
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2.3.9 WST-8 法による細胞生存・増殖率測定 
 WST-8 法は、細胞増殖率や細胞生存率を測るための手法の一つで主に薬剤の細胞

毒性などを測定するときに用いられる[86、87]。原理としては、テトラゾリウム塩

(WST-8)を生細胞に添加し、生成される吸収波長 450nm の WST-8 ホルマザンの吸

光度を直接測定するものである。水溶性の WST-8ホルマザンは、WST-8 が細胞内脱

水素酵素である NADH から 1-Methoxy PMS を介して電子を受け取ることで還元さ

れ、生成された産物である。以下に WST-8アッセイの詳細な方法を示す。 
 WST-8 アッセイには HCT116 細胞を用いた。細胞は事前に 70-80%のコンフルエ

ンシーで 10 cm dish で培養しておき、6-well plate へ 60-70%のコンフルエンシーと

なるように再播種した。また、この際に siRNA による遺伝子抑制処理を行った。15-20
時間の培養後、1 well当たり 5000個の細胞となるように 96-well plate へ播種し、

24時間の前培養を行った。その後、過酸化水素(H2O2, ナカライテスク)などの細胞処

理を行った後、通常の培地で 72時間の培養を行った。WST-8 法には Cell Counting 
Kit-8 (同人化学研究所)を用いた。まず、培養液を新鮮な培地へと交換し、10 µl の
WST-8溶液を添加し、1時間培養した。その後、450nm の吸光度を iMark Microplate 
Absorbance Reader (Bio-Rad Laboratories)を用いて計測した。 
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2.4 実験の流れ 
本研究では、“DNA 損傷に応答した PNKP の制御機構を解明”するために、3 つ

の視点から細胞内での PNKP の制御機構を解析した。以下に 3 つの研究内容の概要

を示す。 
 
1) ライブセルイメージングによる PNKP 細胞内局在制御機構の解析 (第 3 章) 

多くのDNA修復因子は細胞核内に存在する gDNAを迅速に修復するために

通常時から細胞核内に局在する。第 3 章では緑色蛍光タンパク質 GFP を用い

て PNKP を生細胞内で可視化し、細胞内での局在制御メカニズムをアミノ酸

レベルで解析した。 

 

2) Laser micro-irradiation 法を用いた DNA 損傷部位への PNKP 集積動態解析 

(第 4 章) 

 DNA 二本鎖切断の大部分は NHEJ 経路で修復されるが、PNKP などの

NHEJ 関連因子はタンパク質量の問題から、通常の手法では DNA 損傷部位へ

の動員が確認できない。第 4 章では細胞内に局所的な DNA 損傷を誘導する実

験系(Laser micro-irradiation 法)により、DNA 損傷部位での PNKP の時間的

制御機構をタンパク質結合やアミノ酸レベルで詳細に解析した。 

 

3) リンカー領域内の新規リン酸化部位の同定とDNA修復・複製における役割 (第

5 章) 

 DNA 損傷応答においてリン酸化などの翻訳後修飾はタンパク質の活性・構

造を即時変化させ、応答を次のステップへ進めるシグナル的役割を持つ。第 5

章ではPNKPのDNA一本鎖切断と二本鎖切断修復へと関わる新規リン酸化サ

イトを同定した。また、PNKP の一本鎖切断修復能が細胞の DNA 複製の進行

に関わることを突き止めた。 
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図 2.27 本研究における実験の流れ  

 

  



 77 

 

 

 

 

 

 

第 3章 

ライブセルイメージングによる

PNKP細胞内局在制御機構の解析 
 

 

 

 

 

  



 78 

3.1  第 3 章の目的 
 第 1 章で述べたように真核生物の細胞は、細胞核、核小体、細胞質など様々な細胞

内小器官・構造体によって構成されている。そして、我々の遺伝情報を司るゲノム

DNA は、基本的に細胞核内で保存されている。つまり DNA 損傷の発生時、迅速に

DNA 修復を進めるためには DNA 損傷応答因子・DNA 修復因子は常に核内に局在し

ている方が有利である。特に切断された DNA鎖を結合する修復経路である DNA 一

本鎖切断修復や NHEJ を介した DNA二本鎖切断修復は、一般的に修復時間が非常

に短いと考えられており、これらの修復に関わる因子は DNA 損傷に迅速に応答する

ことが求められる。 
 
 PNKP遺伝子は上記の 2 つの修復に関わることが報告されているが、細胞内での

局在などに関する報告は少なく、細胞内での局在制御機構は不明な部分が多い。 
 
そこで本章の目的は、「DNA 修復因子 PNKP の細胞内局在の制御機構を明らかに

すること」である。さらに、これらの細胞内局在、特に細胞核での局在が DNA 修復

に与える影響を明らかにすることを目指す。そのために、以下の 4点を解析する。 
 
1) GFP-PNKP の構築とライブセルイメージング系の確立 (3.2 章)  
2) PNKP の細胞核内移行シグナル(NLS)の同定 (3.3 章、3.4 章)  
3) PNKP の核内移行と DNA 修復への寄与 (3.5 章)  
4) PNKP の核小体局在の制御機構 (3.6 章) 
  
また、3.7 章ではこれらの結果を踏まえた考察を示す。 
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3.2  GFP-PNKP の細胞内局在解析 
 本章では、PNKP の細胞内での詳細な制御機構を解析するために、ライブセルイ

メージングによる観察を行う。そのためにまず、緑色蛍光タンパク質 GFP を発現す

るプラスミド DNAベクターpEGFP-C1ベクターをバックボーンとして、PCR 法に

より U2OS 細胞から PNKP遺伝子の DNA配列を増幅し、pEGFPベクターに挿入

することで、GFP-PNKP を発現する pEGFP-PNKPベクターを構築した(図 3.2.1)。
構築したベクターはアガロースゲル電気泳動によるインサートチェックと、DNAシ
ークエンス解析による PNKP の DNA配列確認を行った。 
次に、細胞形態観察に適しており、遺伝子導入効率が高いため U2OS 細胞を用い

て、pEGFP-C1ベクターと pEGFP-PNKPベクターの発現解析を行った。遺伝子導

入はリポフェクション法を用いて、遺伝子導入の 2日後に蛍光観察を行った(図 3.2.2)。
Hoechst は膜透過性を持ち、DNA の構造に入り込む蛍光色素であり 350nm付近の

波長を持つ紫外光で励起すると 461nm で最大強度となる青-シアン光を放出する。本

実験では、Hoechst は膜透過性を持つため生細胞の蛍光観察において、DNA、つま

り細胞核を染色するために観察の 30 分前に添加した。また、重ね合わせは緑色蛍光

と青色蛍光のチャンネルを重ね合わせたものであり、細胞核での GFP の局在を確認

するために用いた。微分干渉観察像は、細胞の観察条件を統一するため、蛍光観察に

おける Z軸を合わせるために用いた。なお、Hoechst の染色と GFP-PNKP が共局在

していない細胞があるが、これは本実験が GFP-PNKP の一過性発現細胞を用いたも

のであるため、約 60%の細胞でのみ GFP-PNKP が発現しているためである。 
 
図 3.2.2 の結果として、GFP 単体を発現する細胞は緑色蛍光が細胞核と細胞質とも

に確認できた。それに対して、GFP-PNKP は、Hoechst と共局在していることが観

察でき、細胞核に有意に局在していることがわかった。つまり、通常時に PNKP遺
伝子は細胞核に局在するということがわかった。本章ではどちらの条件においても生

細胞内で GFP の蛍光を用いてタンパク質の局在を観察することが可能であった。そ

こで、第 3.3 章ではこの“ライブセルイメージング”の実験系を用いて PNKP のど

の領域が細胞内での局在に関わるのかを解明する。 
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図 3.2.1 緑色蛍光タンパク質 GFP 発現ベクターと GFP-PNKP 発現ベクターの構築 ：

細胞内でGFPを発現するプラスミドDNAベクターである pEGFP-C1をバックボーンと

して PNKP の DNA 配列を U2OS 細胞から PCR によりコピーし、挿入することで

GFP-PNKP を発現する GFP-PNKP ベクターを構築した。挿入した PNKP 遺伝子の配列

は DNA シークエンス解析により確認した。PNKP は 3つのドメイン(FHA、脱リン酸化、

リン酸化)とリンカー領域で構成され、521 アミノ酸から成る。GFP-PNKP の図に示した

数字は各領域の始まりと終わりのアミノ酸番号を表している。 

 

 

 
 

図3.2.2 pEGFP-C1ベクターと構築したpEGFP-PNKPベクター導入後の蛍光顕微鏡観

察画像 ：U2OS 細胞に pEGFP-C1 ベクター (上図: GFP)と構築した pEGFP-PNKP ベ

クター (下図: PNKP FL)をリポフェクション法により遺伝子導入した。遺伝子導入 2日

後の生細胞の蛍光顕微鏡観察を行った。左から GFP 蛍光の観察、細胞核 (Hoechst: DNA)

の観察、GFP と細胞核の重ね合わせ画像、微分干渉画像である。GFP単体を発現する細

胞では、細胞核とともに細胞質でも GFP 蛍光が観察できるのに対して、GFP-PNKP は

細胞核内に有意に局在していることがわかる。白線は 10µm を表すスケールバーである。 
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3.3  PNKP の細胞内局在を制御する領域解析 
 3.2 章において、GFP を用いたライブセルイメージングによって、PNKP が細胞

核へ局在することがわかった。そこで、本章では、PNKP のどの領域が細胞核への

局在に関係するのかを解析した。そのために、ミュータジェネシス PCR 法により上

記の pEGFP-PNKPベクターを改変し、各領域の欠損変異体(D1: FHAドメイン欠損、

D2: リンカー領域欠損、D3: 脱リン酸化ドメイン欠損、D4: リン酸化ドメイン)を作

製した(図 3.3.1)。それぞれの変異体における欠損領域は図内にて示す。 
 次に、構築した 4 つの PNKP 変異体を U2OS 細胞にリポフェクション法により遺

伝子導入し、2日後に蛍光顕微鏡観察を行った(図 3.3.2)。観察の条件は第 3.2 章と同

じである。次に、これらの変異体と GFP 単体、そして GFP-PNKP の細胞核と細胞

質における GFP蛍光強度を Image Jソフトウェアを用いて解析した(図 3.3.3)。細胞

核内と細胞質内で一定領域を選択し、その領域内の蛍光強度を ImageJ にて 255段階
で評価した。図では細胞核内と細胞質内の GFP蛍光強度の比率を縦軸としている。

それぞれの条件において少なくとも 100 細胞以上を観察し統計解析に用いた。また、

遺伝子導入後のそれぞれのタンパク質の発現確認は Western Blotting によって行っ

た(図 3.3.4)。検出は GFP 抗体、PNKP 抗体、GAPDH 抗体を用いて行った。 
 
図 3.3.2 から、どの変異体においても生細胞内で GFP の蛍光が確認できた。D1、

D3、D4 変異体においては顕微鏡観察レベルでの細胞内局在の変化は見られなかった。

しかし、リンカー領域を欠失した PNKP D2 変異体においては、核内とともに細胞質

に PNKP が局在することが確認できた。つまり、PNKP のリンカー領域が細胞核内

への PNKP移行に関わる可能性が示唆された。 
図 3.3.3 から、GFP を単独で発現する細胞では細胞核/細胞質の蛍光強度比(N/C比)

が約 1 となることがわかった。つまり、細胞核と細胞質などはあまり関係なく全体的

にベタ染まりしていることがわかる。それに対して野生型の PNKP と GFP の融合タ

ンパク質は N/C比が有意に上昇し、細胞核内での局在が優位になることが ImageJ
を用いた解析からも明らかとなった。また、脱リン酸化ドメインとリン酸化ドメイン

を欠失した D3 と D4 変異体では、野生型 PNKP と比較しても有意な蛍光挙動の差は

確認できなかった。それに対して FHAドメインを欠失した PNKP D1 変異体と D2
変異体において有意な細胞核内局在量の低下が確認できた。特に、D2 変異体に関し

ては劇的に細胞核内の蛍光強度が低下、細胞質内の蛍光強度が増加したことにより

N/C比が GFP を単独で発現した細胞レベルに低下していることがわかった。よって、

PNKP の細胞核への移行のおおよそを制御するのはリンカー領域であり、残りの一

部を制御するのが FHAドメインである可能性が示唆された。 
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図 3.3.4では、タンパク質のWestern Blottingによる発現量解析を行った。Western 
Blotting では各サンプルを 20 µgアプライした。今回は遺伝子導入により外部から導

入した GFP 融合 PNKPタンパク質の発現を解析するために、GFP 抗体と PNKP 抗

体の二種類を用いた。また、各レーンに流したサンプルのタンパク質量が同じである

ことを示すため、ローディングコントロールとして GAPDH 抗体を用いた。GAPDH
抗体を用いた検出結果から、今回アプライしたサンプルはほぼ同一量であることがわ

かる。さらに、GFP と PNKP 抗体を用いた検出から、タンパク質レベルでもどの変

異体も細胞内で発現しており、それぞれの領域を欠失している分サイズが小さいこと

がわかる。また、脱リン酸化ドメインを欠失した D3 変異体は細胞内での存在量が低

いことがわかる。脱リン酸化ドメインは PNKP 変異を原因とした遺伝性神経疾患の

患者細胞において多くの変異が報告されており、これらの患者細胞では PNKP の安

定性が低下することが報告されている[17]。つまり、今回の D3 変異体の存在量低下

は、脱リン酸化ドメインの欠損により PNKP自体の安定性が低下した結果だと考え

られる。 
 
第 3.3.章では、PNKP のリンカー領域が細胞核内への移行において重要な役割を持

つことが明らかになった。そこで第 3.4 章ではリンカー領域内の更にどの領域がその

細胞核への移行を制御するのかを解析する。 
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図 3.3.1 PNKP各領域欠損変異体の構築 ：PNKP の細胞核局在における PNKP の各領

域の重要性を解析するために第 3.2章で構築したGFP-PNKP発現ベクターをミュータジ

ェネシス PCR 法により改変し、各領域の欠損変異体(D1: FHA ドメイン欠損、D2: リン

カー領域欠損、D3: 脱リン酸化ドメイン欠損、D4: リン酸化ドメイン)を作製した。各変

異体ではそれぞれの図に示した数字のアミノ酸領域を欠失させた。 
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図 3.3.2 PNKP各領域欠損変異体の蛍光顕微鏡観察画像 ：U2OS 細胞に図 3.3.1 で示し

た PNKP の各領域欠失変異体 D1、D2、D3，D4 をリポフェクション法により遺伝子導

入し、2日後に蛍光顕微鏡観察した結果である。左からGFP蛍光の観察、細胞核 (Hoechst: 

DNA)の観察、GFP と細胞核の重ね合わせ画像、微分干渉画像である。D2変異体におい

て細胞内局在の変化が観察された。白線は 10µm を表すスケールバーである。 
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図 3.3.3 PNKP各領域欠損変異体の細胞核内と細胞質内での蛍光強度比測定 ：図 3.3.2

を Image J ソフトウェアを用いて定量化した結果である。細胞核内と細胞質の GFP 蛍

光強度を測定し、その比を求め、GFP単体と GFP-PNKP、それぞれの PNKP変異体で

比較した。D1変異体と D2変異体において野生型の PNKP と比較し、細胞核内での局在

が有意に減少していることがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 100

細胞以上をカウントした。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 

< p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 
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図 3.3.4 遺伝子導入後の細胞内での PNKP 各領域欠損変異体の発現量解析 ： U2OS

細胞に GFP 単体、GFP-PNKP、PNKP 変異体を遺伝子導入し、細胞内での各タンパク

質の発現量を Western Blotting によって確認した結果である。GFP タグを付けたタンパ

ク質であるため、GFP 抗体を用いた検出と、PNKP 抗体を用いた検出を行った。GFP 抗

体、PNKP 抗体ともに遺伝子導入により発現させた PNKP とその変異体が確認できた。

図左側の“*”は内在性の PNKP を表しており、図右側の数字は分子量を表している。

GAPDH(分子量 37 kDa) はエネルギー産生において重要な解糖系に関わる酵素の一つで、

多くの組織で高い発現が確認されているためWestern Blotting においてタンパク質の泳

動量を確認するためのコントロールタンパク質として広く用いられている[88]。各ウェル

に流したタンパク質の総量は 20µg である。 
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3.4  核内移行シグナル(NLS)の同定  
 第 3.3 章では、PNKP のリンカー領域が PNKP の細胞核内への局在へ関わること

を明らかにした。既往の研究において、核内に局在するタンパク質は様々な種類の核

内移行シグナル(NLS: Nuclear Localization Signal)を持ち、Importin と呼ばれるタ

ンパク質と結合することで細胞質から細胞核へ運ばれることが知られている[89]。そ
こで、様々な生物種間での PNKP リンカー領域の保存性を解析し、生物種間で高度

に保存されているアミノ酸領域を同定(図 3.4.1)、さらに、これまでに報告されている

他のタンパク質が持つ NLS との比較を行った(図 3.4.2)。 
 
 図 3.4.1、図 3.4.2 から、アミノ酸領域 137-142 (KKR-RK)が生物種間で高度に保存

されており、NLS において頻繁に確認される Arginine(R)や Lysine(K)などのポジテ

ィブチャージのアミノ酸の並びが確認できた。特に SV40 に由来する Mono-partite  
NLS との相同性が高く、他のタンパク質が持つ Mono-partite NLS と比較すると非

常に似た配列であることがわかった。Mono-partite NLS は 5アミノ酸程度のポジテ

ィブチャージを持つアミノ酸で構成されたアミノ酸領域からなる核移行シグナルで

あり、他には Bipartite (2 つの moro-partite NLS が近くに存在する)と Tripartite (3
つの Mono-partite NLS が近くに存在する)と呼ばれる NLS が報告されている[90、
91]。NLS は Importin と呼ばれるタンパク質との結合モチーフであると考えられて

おり、この Importinタンパク質が結合タンパク質を細胞核内へと輸送する輸送タン

パク質であるため、NLS を有するタンパク質は細胞核内へと局在すると考えられて

いる[89]。 
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 そこで、ミュータジェネシス PCR 法を用いて、アミノ酸 137-142 を欠失させた

PNKP D137-142 変異体を作製した。そして、U2OS 細胞にリポフェクション法によ

り遺伝子導入し、タンパク質発現量を Western Blotting(図 3.4.3)、GFP蛍光を蛍光

顕微鏡でこれまでの章と同様に観察した(図 3.4.4)。さらに、D137-142 変異体と

GFP-PNKP の細胞核と細胞質における GFP蛍光強度を Image J を用いて解析した

(図 3.4.5)。 
 
まず、図3.4.3において、GFP 抗体を用いたブロットから GFP-PNKP と D137-142

変異体がどちらも同程度発現していることがわかった。D137-142 変異体では領域を

欠損させた分、若干のタンパク質分子量の低下が確認できる。 
図 3.4.4 の蛍光観察の結果から、D137-142 変異体では、核内での PNKP の局在が

ほぼ消失し、細胞質に局在することが観察できた。この蛍光挙動は GFP 単独の蛍光

挙動とはことなり、細胞質に優位に存在していることがわかる。 
 図 3.4.5 の ImageJ による定量解析の結果からも、GFP-PNKP とD137-142 変異体

を比較するとD137-142 変異体が有意に N/C比が低いことがわかる。また N/C比が 1
を下回っていることからも、GFP 単独の場合と比較して細胞質有意に局在している

ことが明らかとなった。そこで、PNKP リンカー領域内の核外移行シグナル (NES: 
Nuclear export signal、いくつかの疎水残基のアミノ酸からなるアミノ酸配列で

Exportin によって細胞核内から細胞核外へと輸送される)の配列解析を行ったところ、

137-142 の直前にあるアミノ酸配列が NES 様であることがわかり、NLS を欠失した

PNKP は NES によって細胞核外へと輸送されたため、GFP 単独と比較しても細胞

核内の発現量が有意に低下するということが示唆された。 
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図 3.4.1 様々な生物種間での PNKP リンカー領域の保存性解析 ：PNKP リンカー領域

の生物種間(ヒト、チンパンジー、アカゲザル、イヌ、マウス、ラット)での保存性を解析

した結果。赤で示された領域(アミノ酸 137-142: KKR-RK)、が高度に保存されているこ

とがわかる。Arginine(R)と Lysine(K)はポジティブチャージをもつアミノ酸であり、核

移行シグナルには多くの R/K が含まれていることが知られている。各生物種でのアミノ

酸配列は NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/)より取得した。アミノ酸配

列のアラインメントには MEGAX を用いた。 

 

 
 

図 3.4.2 他タンパク質が持つ既知の NLS 配列との相同性解析：PNKP リンカー領域の

アミノ酸領域 137-142 を既知の NLS のアミノ酸配列と比較した結果である。c-Myc(アミ

ノ酸領域 323-326)、NAB2(アミノ酸領域 343-346)、H2B(アミノ酸領域 30-34)、

SAMHD1(アミノ酸領域 11-14)、SV40(アミノ酸領域 127-131)のアミノ酸配列を用いた。

これらは Monopartite NLS と呼ばれ、5 アミノ酸程度のポジティブチャージを持つアミ

ノ酸で構成されたアミノ酸領域からなる核移行シグナルであり、SV40 の NLS に由来す

ると考えられている。 
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図 3.4.3 GFP-PNKP と PNKP D137-142 変異体の発現量解析：  U2OS 細胞に

GFP-PNKP、PNKP D137-142 変異体を遺伝子導入し、細胞内での各タンパク質の発現

量を Western Blotting によって確認した結果である。GFP 抗体を用いて検出を行い、遺

伝子導入により発現させた PNKP とその変異体の発現が確認できた。GAPDH はコント

ロールタンパク質として使用した。各ウェルに流したタンパク質の総量は 20µg である。 

 

 

 
 

図 3.4.4 GFP-PNKP と PNKP D137-142変異体の蛍光観察画像： U2OS 細胞に図 3.4.1

で示したPNKPのNLS様配列欠失変異体PNKP D137-142変異体をリポフェクション法

により遺伝子導入し、2日後に蛍光顕微鏡観察した結果である。左から GFP 蛍光の観察、

細胞核 (Hoechst: DNA)の観察、GFP と細胞核の重ね合わせ画像、微分干渉画像である。

D137-142変異体では細胞質への局在が優位になることが観察できる。白線は 10µm を表

すスケールバーである。 
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図 3.4.5 GFP-PNKP と PNKP D137-142変異体の細胞核と細胞質における蛍光強度比： 

図 3.4.4 を Image J ソフトウェアを用いて定量化した結果である。細胞核内と細胞質の

GFP 蛍光強度を測定し、その比を求め、GFP-PNKP と PNKP D137-142変異体で比較し

た。D137-142変異体において野生型の PNKP と比較し、細胞核内での局在が有意に減少

していることがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 100 細胞以上をカ

ウントした。ns は有意差なし、ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**

は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表して

いる。 

  



 92 

 図 3.4.5 までの結果から、PNKP のアミノ酸 137-142 が PNKP の細胞核内移行に

関わることがわかった。そこで次に、これらの領域の中でどのアミノ酸が PNKP の

核内局在に重要なのか解析を行った。前述したとおり、既知の NLS ではポジティブ

チャージのアミノ酸 Arginine: R と Lysine: K が重要であるということが報告されて

いる。PNKP のアミノ酸 137-142 には 5 つの R/K(K137、K138、R139、R141、K142)
がある。そこで、ミュータジェネシス PCR 法を用いて、これらのアミノ酸を

Alanine(A)に置換し、ポジティブチャージを欠失した変異体(K137A、K138A、R139A、

R141A、K142A)を作製した(図 3.4.6)。次に、U2OS 細胞にこれらの変異体を遺伝子

導入し、細胞内における発現量を Western Blotting により確認した(図 3.4.7)。また、

5 つの変異体の細胞内局在は遺伝子導入 2日後に蛍光顕微鏡により観察し、細胞核と

細胞質における GFP蛍光強度比を測定した(図 3.4.8、図 3.4.9)。観察の条件はこれ

までと同様である。 
  
 図 3.4.7 の Western Blotting によるタンパク質発現量解析では、GFP 抗体と

GAPDH 抗体による検出を行った。GFP 抗体の結果から、今回作製した 5 つの変異

体はどれも PNKP 野生型と同程度の発現量を示していることがわかった。また、今

回はアミノ酸を置換した変異体であるため、タンパク質分子量の有意な変化は確認で

きなかった。 
 図 3.4.8、図 3.4.9 の生細胞内における蛍光挙動解析の結果から、5つの

Arginine/Lysine 変異体の内、3 つの変異体 K138A、R139A、R141A において有意

な細胞核内 PNKP 局在の低下が確認できた。しかし、2 つの変異体 K137A、K142A
においては野生型の PNKP と同様に細胞核内に局在することがわかった。このこと

から、PNKP のリンカー領域内のアミノ酸領域 137-142 の内、138-141 が PNKP の

細胞核内移行において特に重要であることがわかった。 
 
 第 3.4 章では、PNKP リンカー領域内のアミノ酸領域 137-142 が他の核内タンパ

ク質が持つ既知の細胞核内移行シグナル NLS と類似しており、生物種間でも高度に

保存されていること、そしてその中でもアミノ酸 K138、R139、R141 が特に PNKP
の細胞核内への移行には必須であることが明らかになった。そこで、3.5 章ではこれ

らの PNKP の核内移行能力が細胞の DNA 修復能力に関与するのか解析する。 
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図 3.4.6 PNKP アミノ酸 137-142 領域に存在する 5 つの Arginine/Lysine 変異体の作

製： PNKP リンカー領域のアミノ酸領域 137-142 に存在する 5つのポジティブチャージ

を持つアミノ酸(Arginine:R, Lysine:K)を Alanine:A に置換し、プラスの電荷を失わせた

5つの変異体を作製した(K137A、K138A、R139A、R141A、K142A)。 

 

 

 

 
図3.4.7 作製した5つのArginine/Lysine変異体のWestern Blottingによる発現量解析： 

GFP-PNKP、作製した 5つの PNKP変異体を遺伝子導入し、細胞内での各タンパク質の

発現量をWestern Blottingによって確認した結果である。GFP抗体を用いて検出を行い、

遺伝子導入により発現させた PNKP と 5つの変異体の発現が確認できた。GAPDH はコ

ントロールタンパク質として使用した。各ウェルに流したタンパク質の総量は 20µg であ

る。 
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図 3.4.8 作製した 5つの Arginine/Lysine変異体の蛍光顕微鏡観察画像： U2OS 細胞に

図 3.4.6 で示した PNKP の 5 つの Arginine/Lysine 変異体をリポフェクション法により

遺伝子導入し、2日後に蛍光顕微鏡観察した結果である。左から GFP 蛍光の観察、細胞

核 (Hoechst: DNA)の観察、GFP と細胞核の重ね合わせ画像、微分干渉画像である。

K138A、R139A、R141A変異体において細胞質への局在が優位になることが観察できる。

白線は 10µm を表すスケールバーである。 
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図 3.4.9 作製した 5つの Arginine/Lysine変異体の細胞核と細胞質内 GFP 蛍光強度比： 

図 3.4.8 を Image J ソフトウェアを用いて定量化した結果である。細胞核内と細胞質の

GFP 蛍光強度を測定し、その比を求め、GFP-PNKP と 5つの Arginine/Lysine変異体で

比較した。K138A、R139A、R141A 変異体において野生型の PNKP と比較し、細胞核

内での局在が有意に減少していることがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの

実験で 100 細胞以上をカウントした。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、

**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表し

ている。 
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3.5  PNKP 核内移行の DNA 修復への寄与  
 第 3.4 章において、PNKP のリンカー領域内に存在するアミノ酸領域 137-142、特
に K138/R139/R141 が PNKP の細胞核内移行に必要であることがわかった。本章で

は、この細胞核内移行能力と細胞の DNA 修復能力の関係を解析した。DNA 修復能

力として DNA二本鎖切断の修復能力と DNA 一本鎖切断の修復能力を免疫染色法に

より解析した。免疫染色では、siRNA により内在性の PNKP の発現量を抑制し、遺

伝子導入により野生型の PNKP と NLS 変異型の PNKP を細胞内で再発現させた細

胞を用いた。siRNA は PNKP の 3’側に存在する非翻訳領域(3’-UTR)を標的として設

計し、遺伝子導入により再発現させた PNKP には干渉しないようにした。siPNKP
による PNKP 発現抑制効率は Western Blotting によって確認した(図 3.5.1)。 

DNA二本鎖切断修復能力の解析は、DNA二本鎖切断のマーカーとして広く用いら

れているg-H2AX 抗体を用いて行った[92]。DNA 損傷は 2Gy の放射線照射により誘

導し、照射後 30 分後と 6時間後に細胞を回収し、細胞内に 10個以上のg-H2AXドッ
ト(Foci)が確認出来る細胞を DNA二本鎖切断が残存しているg-H2AX陽性細胞とし

てカウントし、陽性細胞の割合を解析した(図 3.5.2、図 3.5.3)。理論上、2Gy のg線照

射後には約 80個の DNA二本鎖切断が発生し、時間経過に伴い DNA 修復機構によ

って DNA二本鎖切断が修復されていく。g-H2AX のドットがそれぞれの DNA二本

鎖切断を表すと仮定すると、時間経過に伴うg-H2AX陽性細胞の割合をカウントする

ことで細胞集団間のDNA二本鎖切断がどのくらい修復されているのかを評価できる。 
DNA 一本鎖切断修復能力の解析は、DNA 一本鎖切断のマーカーとして広く用いら

れている ADP-ribose 抗体を用いて行った[93]。DNA 損傷は 2Gy の放射線照射によ

り誘導し、照射後 30分後に細胞を回収し、細胞内でのADP-ribose蛍光強度を ImageJ
ソフトウェアにより計測し、蛍光強度を細胞内での DNA 一本鎖切断の残存率として

考え解析を行った(図 3.5.4、図 3.5.5)。DNA 一本鎖切断の発生量は、DNA二本鎖切

断と比較して多く、理論上 2Gy当たり約 2000個発生すると考えられている。このこ

とから、DNA 一本鎖切断のマーカーである ADP-ribose のドットがそれぞれ DNA 一

本鎖切断を表すとしても、細胞核内でドットとして認識することが困難である。よっ

て、DNA 一本鎖切断修復の状況を判断するために細胞核内での ADP-ribose の蛍光

強度を評価した。 
 
図 3.5.1 の Western Blotting の結果から、PNKP mRNA の 3’末端側の非翻訳領域

を標的とした siRNA (siPNKP 3’-UTR)を導入した細胞では、ホタルのルシフェラー

ゼを標的とした siControl導入細胞と比較して、PNKP の発現が顕著に減少している
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ことがわかる。つまり、今回設計した siPNKP 3’-UTR は細胞内の PNKP の発現を

抑制できることがわかった。 
図 3.5.2 と図 3.5.3 では 4 つの PNKP NLS 変異体発現細胞での DNA二本鎖切断修

復能力を、U2OS 細胞に siRNA を用いて内在性 PNKP の発現抑制をした後、野生型

PNKP と 4 つの PNKP 変異体(D137-142、K138A、R139A、R141A)を再発現させる

ことで解析した。DNA二本鎖切断は 2Gy の放射線照射により誘導し、放射線照射

30 分後と 6時間後のそれぞれの条件の細胞における DNA二本鎖切断の残存率を、

gH2AX陽性細胞をカウントすることで定量化した。NT は未処理細胞を表しており、

gH2AX陽性細胞はほとんど観察できなかった。結果として、放射線照射 30 分後では

どの条件の細胞でもほぼ 100%がgH2AX陽性細胞であった。放射線照射 6時間後で

は PNKP抑制細胞と 4 つの PNKP 変異体発現細胞において、コントロール細胞

(siCTRL)や siPNKP+PNKP 細胞と比較して、gH2AX陽性細胞の割合の有意な増加

が確認できた。このことから、PNKP の細胞核内への移行能力は DNA二本鎖切断の

修復に必要であり、核移行能力が欠失した PNKP を発現する細胞では放射線照射後

の DNA二本鎖切断の修復が遅延することが明らかになった。 
図 3.5.4 と図 3.5.5 では 4 つの PNKP NLS 変異体発現細胞での DNA 一本鎖切断修

復能力を、DNA二本鎖切断と同様の細胞条件で解析した。DNA 一本鎖切断は 2Gy
の放射線照射により誘導し、PARG阻害剤(PARGi)により poly ADP-ribose の分解を

遅延させることで DNA 一本鎖切断を ADP-ribose 抗体により検出した[93]。そして、

細胞核内での ADP-ribose の蛍光強度を ImageJソフトウェアで定量化することで、

残存している DNA 一本鎖切断を定量化した。結果として、放射線のみ照射後と比較

して、PARGi+放射線照射後では全体的に ADP-ribose の蛍光強度が増加しているこ

とがわかった。そして、PARGi+放射線照射後の PNKP抑制細胞と 4 つの PNKP 変

異体発現細胞では、コントロール細胞(siCTRL)や siPNKP+PNKP 細胞と比較して、

ADP-ribose蛍光強度の有意な増加が確認できた。このことから、PNKP の細胞核内

への移行能力は DNA二本鎖切断同様、DNA 一本鎖切断の修復にも必要であり、核

移行能力が欠失した PNKP を発現する細胞では放射線照射後の DNA 一本鎖切断の

修復能力が低下することが明らかとなった。 
 
第 3.5 章では、PNKP の細胞核内移行能力が低下した 4 つの変異体 (D137-142、

K138A、R139A、R141A)を用いて、PNKP の核内移行能力と細胞の DNA 損傷修復

能力の関係を解析した。その結果、PNKP の核内移行能力は放射線照射後の細胞の

DNA 一本鎖切断と DNA二本鎖切断の修復において極めて重要であることがわかっ

た。第 3.6 章では、第 3.3 章においてリンカー領域を欠損させた D2 変異体程ではな
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いが、PNKP の核内での局在が有意に低下した FHAドメイン欠損 D1 変異体につい

て解析した。 
 

 
図3.5.1 Western Blottingによる siRNAによる細胞内PNKPの発現抑制確認 ： siRNA

導入後の細胞内 PNKP の発現量を Western Blotting によって解析した。siControl では

ホタルが持つルシフェラーゼを標的としているため、ヒトの細胞においては相補鎖を形成

する mRNA が存在せず、遺伝子発現量は変わらないとされる。PNKP の抑制には PNKP 

mRNA の 3’末端側に存在する非翻訳領域(UTR: Untranslated region)を標的とすること

で、内在性の PNKP mRNA とのみ相補鎖を形成し、干渉するように設計した。PNKP

抗体を用いて検出を行い、siPNKP の導入により PNKP の発現抑制が起きていることが

確認できた。KAP1 は細胞核内に局在するタンパク質であり、本実験ではコントロールタ

ンパク質として使用した。各ウェルに流したタンパク質の総量は 20µg である。 
 
 

 
図 3.5.2 放射線 2Gy 照射後の gH2AX による DNA 二本鎖切断の検出： U2OS 細胞に

放射線を 2Gy 照射し、30 分経過後の細胞内のgH2AX を免疫染色法で検出した結果であ
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る。gH2AX のドット(foci)が 10個以上存在する細胞を、gH2AX陽性細胞(DNA 二本鎖切

断が残存する細胞)としてカウントし、細胞の処理条件と時間経過に伴うgH2AX陽性細胞

割合の変化を解析した。左の赤の染色図が DNA 二本鎖切断のマーカーとして用いた

gH2AX であり、右側の図はgH2AX と DNA を染色する DAPI(青色染色)を重ね合わせた

図である。上の陰性細胞は放射線未照射の細胞で、下の陽性細胞は放射線 2Gy 照射 30

分後の細胞で免疫染色を行った結果である。放射線照射後はgH2AX のドット(foci)が検出

でき、DNA 二本鎖切断が蓄積していることがわかる。 

 

 

図 3.5.3 放射線 2Gy 照射後の時間経過に伴うDNA二本鎖切断残存細胞の定量的解析結

果：U2OS 細胞に siRNA を用いて内在性 PNKP の発現抑制をした後、野生型 PNKP と

4つの PNKP変異体(D137-142、K138A、R139A、R141A)を再発現させ、放射線照射 30

分と６時間後のそれぞれの条件の細胞における DNA 二本鎖切断の残存率を、gH2AX foci

陽性細胞をカウントすることで定量化した結果である。NT(未処理)ではgH2AX陽性細胞

はほとんど確認できない。放射線照射 30 分後ではどの条件の細胞でもほとんどがgH2AX

陽性細胞であるのに対し、6 時間後ではコントロール細胞や野生型 PNKP 再発現細胞と

比較し、PNKP 抑制細胞と 4 つの PNKP 変異体発現細胞ではgH2AX 陽性細胞の割合が

有意に増加していることがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 100 細

胞以上をカウントした。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 

< p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 
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図 3.5.4 放射線 2Gy 照射後の ADP-ribose による DNA 一本鎖切断の検出結果： U2OS

細胞に放射線を 2Gy 照射し、30 分経過後の細胞内の ADP-ribose を免疫染色法で検出し

た結果である。左二列が放射線照射のみ、右二列が放射線照射と PARG 阻害剤(PARGi)

を添加し、DNA 一本鎖切断のマーカーである poly ADP-ribose の蛍光強度を増幅させた

細胞である。二列の中の左の赤の染色図が DNA 一本鎖切断のマーカーとして用いた

ADP-ribose であり、右側の青色の図は DNA を DAPI で染色した図である。縦がそれぞ

れの細胞の siRNA や再導入した PNKP の条件などを示している。PARGi添加細胞にお

いて、PNKP を抑制した細胞と 4つの変異型 PNKP を再発現させた細胞において、赤色

の蛍光強度が増加していることがわかる。白線は 10µm を表すスケールバーである。 
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図 3.5.5 放射線 2Gy 照射後の残存 DNA 一本鎖切断の定量的解析結果：U2OS 細胞に

siRNA を用いて内在性 PNKP の発現抑制をした後、野生型 PNKP と 4つの PNKP変異

体(D137-142、K138A、R139A、R141A)を再発現させ、放射線照射 30 分のそれぞれの条

件の細胞における DNA 一本鎖切断の残存率を、ADP-ribose の蛍光強度を測定すること

で定量化した結果である。PARG阻害剤(PARGi)処理により poly ADP-ribose の分解を阻

害することで、DNA 一本鎖切断を検出した。PARGi 処理後の放射線照射細胞では、コン

トロール細胞や野生型 PNKP 再発現細胞と比較し、PNKP 抑制細胞と 4 つの PNKP 変

異体発現細胞では ADP-ribose の蛍光強度が有意に増加していることがわかる。実験は 3

回繰り返し行い、それぞれの実験で 100 細胞以上をカウントした。ns は有意差なし (p > 

0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****

は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 
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3.6  FHA ドメインと PNKP の核小体内移行 
 第 3.6 章では、第 3.3 章においてリンカー領域欠損 PNKP とともに PNKP の核内

での局在が減少した FHA ドメイン欠損 PNKP に関して解析した。第 4 章において

後述するが、PNKP の FHA ドメインは PNKP と他のタンパク質との結合を制御す

るドメインであり、リン酸化された Threonine を認識することが知られている[46、
51]。その中でも、PNKP FHA ドメイン内に存在する 35 番目の Arginine (R35)が
FHA ドメインの構造上重要であり、リン酸化タンパク質との結合に必要であること

がわかっている。そのため、R35 を Alanine:A に置換した R35A 変異体を作製し、

第 3.3 章で確認できた PNKP D1 変異体の細胞核内局在の低下がタンパク質との結合

に依存するものなのかを解析した。FHAドメインに依存した PNKP の細胞核内局在

とリンカー領域に依存した核内移行が独立したものなのかを解析するために、PNKP
の核内移行シグナル NLS に変異を入れた K138A、K138A/R139A 変異体とダブルで

変異を導入した R35A/K138A 変異体を用いて解析を行った。遺伝子導入後のタンパ

ク質の発現両解析は Western Blotting により行った(図 3.6.1)。また、R35A 変異体

と既知の PNKP 結合タンパク質(XRCC1、XRCC4)との結合の有無を解析するために

GFPタグを用いた免疫沈降を行い、GFP-PNKP に結合するタンパク質を精製した後、

こちらも Western Blotting により PNKP 結合タンパク質の検出を行った(図 3.6.2)。
また、これらの変異体の細胞内局在は遺伝子導入 2 日後に蛍光顕微鏡により観察し、

細胞核と細胞質における GFP 蛍光強度比を測定した(図 3.6.3)。野生型 PNKP と

R35A 変異体を比較したもの(図 3.6.4)、K138A 変異体と R35A/K138A 変異体を比較

したもの(図 3.6.5)、R35A/K138A と K138A/R139A を比較したもの(図 3.6.6)の 3種
類に分けて解析を行った。測定条件はこれまでと同様である。 
 
図 3.6.1 の Western Blotting によるタンパク質発現量解析では、GFP 抗体と

GAPDH 抗体による検出を行った。GFP 抗体の結果から、今回作製した 3 つの変異

体はどれも PNKP 野生型と同程度の発現量を示していることがわかった。また、今

回はアミノ酸を置換した変異体であるため、タンパク質分子量の有意な変化は確認で

きなかった。 
図 3.6.2 の GFPタグを用いた免疫沈降と Western Blotting によるタンパク質発現

量解析の結果、免疫沈降後のサンプルである IP:GFP において野生型 PNKP と

K138A 変異体では XRCC1 や XRCC4 と結合しているのに対して、R35A を含む 2
つの変異体では XRCC1 と XRCC4 との結合が欠失していることがわかった。免疫沈

降の後の GFP-PNKP と GFPタグ付き PNKP 変異体の発現量は Ponceau により検

出した。 
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図 3.6.3 の蛍光観察の結果から、細胞質への局在が確認できたのは、K138A または

R139A 変異を含む PNKP 変異体のみであることがわかった。リン酸化依存的なタン

パク質結合を欠失した R35A 変異体では野生型 PNKP と同様に細胞核への局在が優

位であり、細胞質内への局在はあまり見られないことがわかった。 
しかし、図 3.6.4 の定量解析の結果から、野生型 PNKP と比較して R35A 変異体

では細胞核内での PNKP の蛍光強度が有意に低下していることがわかった。そこで、

蛍光観察画像を詳細に観察した結果、R35A 変異体では細胞核内の一部で発現が欠失

している領域があることがわかった。 
そこで、R35A 変異体が示した核内一部での局在欠失が NLS に依存したものなの

か、別の経路で発生しているのかを解析するために、図 3.6.5 で K138A 変異体と

R35A/K138A 変異体の定量解析を行った。その結果、R35A を欠失することにより

K138A 変異体と比較しても有意に細胞核内の蛍光強度が低下することがわかった。 
次にK138Aのみの置換ではPNKPの核内移行能力の欠失が十分でない場合を考え

て、図 3.6.6 では K138A/R139A 変異体と R35A/K138A 変異体で定量解析を行った。

その結果、R35A/K138A 変異体は K138A/R139A 変異体と比較しても有意に細胞核

内での蛍光強度が低下していることがわかった。 
これらの結果から、R35A において確認できた核内蛍光強度の減少は、FHAドメ

インによるリン酸化タンパク質との結合依存的であり、リンカー領域内に存在する

NLS の影響を受けていないことがわかった。そこで、PNKP の FHAドメインを介

した他のタンパク質との結合が PNKP を核小体などの細胞核内構造体への移行に関

わるのではないかと仮説を立てた。 
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図 3.6.1 野生型 PNKP と変異型 PNKP の細胞内での発現量解析 ：GFP-PNKP、作製

した 3つの PNKP変異体を遺伝子導入し、細胞内での各タンパク質の発現量を Western 

Blotting によって確認した結果である。GFP 抗体を用いて検出を行い、遺伝子導入によ

り発現させた PNKP と 3つの変異体の発現が確認できた。GAPDH はコントロールタン

パク質として使用した。各ウェルに流したタンパク質の総量は 20µg である。 

 

 

 

図 3.6.2 GFP タグを用いた免疫沈降法による PNKP の結合タンパク質と R35A変異体

における結合能力解析：GFP-PNKP と作製した 3 つの GFP タグ付き PNKP 変異体を

HEK293 細胞に遺伝子導入し、24 時間後に細胞内のすべてのタンパク質を回収し(Input)、

免疫沈降法により GFP に結合したタンパク質のみを精製した(IP: GFP)。それぞれの条件

での各タンパク質の発現量を Western Blotting によって確認した結果である。PNKP と

結合することがわかっている XRCC1 と XRCC4 を検出し、R35A変異を含む 2つの変異
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体では PNKP と XRCC1 と XRCC4 との結合が欠失していることがわかる。免疫沈降前

の細胞溶出液は 1% Inputコントロールとして使用した。Ponceau はタンパク質を染色し

ており、免疫沈降後の過剰発現させた GFP-PNKP タンパク質の量を検出した。 

 
 

 

 
図 3.6.3 作製した 4 つの PNKP 変異体の蛍光顕微鏡観察画像： U2OS 細胞に野生型

PNKP と 4つの PNKP変異体(R35A、K138A、R35A/K138A、K138A/R139A)をリポフ

ェクション法により遺伝子導入し、2日後に蛍光顕微鏡観察した結果である。左から GFP

蛍光の観察、細胞核 (Hoechst: DNA)の観察、GFP と細胞核の重ね合わせ画像、微分干

渉画像である。K138A、K138A/R139A変異体において細胞質への局在が優位になること

が観察できる。また、R35A 変異体では、細胞核内の一部のみで PNKP の局在が低下し

ていることがわかる。白線は 10µm を表すスケールバーである。 
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図 3.6.4 野生型 PNKP と PNKP R35A変異体の細胞核と細胞質内 GFP 蛍光強度比： 図

3.6.3 の中から、野生型 PNKP と R35A変異体の緑色蛍光を Image J ソフトウェアによ

り定量化した結果である。細胞核内と細胞質の GFP 蛍光強度を測定し、その比を求めた。

R35A 変異体では野生型 PNKP と比較して、細胞核内での局在が有意に減少しているこ

とがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 100 細胞以上をカウントした。

ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 

< p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 

 
  



 107 

 

図 3.6.5 PNKP K138A変異体と PNKP R35A/K138A変異体の細胞核と細胞質内 GFP

蛍光強度比： 図 3.6.3 の中から、K138A 変異体と R35A/K138A 変異体の緑色蛍光を

Image J ソフトウェアにより定量化した結果である。細胞核内と細胞質の GFP 蛍光強度

を測定し、その比を求めた。R35A/K138A変異体では K138A変異体と比較して、細胞核

内での局在が有意に減少していることがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの

実験で 100 細胞以上をカウントした。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、

**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表し

ている。 
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図 3.6.6  R35A/K138A変異体とK138A/R139A変異体の細胞核と細胞質内GFP蛍光強

度比： 図 3.6.3 の中から、R35A/K138A 変異体と K138A/R139A 変異体の緑色蛍光を

Image J ソフトウェアにより定量化した結果である。細胞核内と細胞質の GFP 蛍光強度

を測定し、その比を求めた。R35A/K138A変異体では K138A/R139A変異体と比較して、

細胞核内での局在が有意に減少していることがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それ

ぞれの実験で 100 細胞以上をカウントした。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 

0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001

を表している。 
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 図 3.6.1 から図 3.6.6 までの結果より、PNKP は他のタンパク質とのリン酸化依存

的な結合を介して、細胞核内の核小体などの核内構造体に局在している可能性が示唆

された。核小体は、タンパク質生合成を制御するリボソームの構成物質であるリボソ

ーム RNA を生成する機能を持った核内構造体である。核小体は、近年がん細胞や老

化細胞において核小体の数や大きさに異常が出ることが報告されており、注目されて

いる核内構造体である。もし、PNKP が結合したタンパク質に誘導され核小体内に

局在するのであれば、PNKP の新たな機能を明らかにする可能性がある。そこで、

蛍光観察により、PNKP の核内での局在の詳細を観察した(図 3.6.7)。さらに、核小

体タンパク質である Fiblliralin と赤色蛍光タンパク質である mCherry との融合タン

パク質発現ベクターを作製し、GFP-PNKP と R35A 変異体と同時に細胞へ遺伝子導

入、蛍光観察により PNKP と Fiblliralin の局在の解析を行った(図 3.6.8)。さらに、

細胞核と核小体内での蛍光強度を ImageJソフトウェアにより測定し、核小体/細胞

核での蛍光強度比を定量化解析した(図 3.6.9)。 
 
 図 3.6.7 では、微分干渉観察により細胞核内の核小体を観察し、その部分に PNKP
と R35A 変異体が局在するのかを解析した。微分干渉画像内の破線で囲んだ領域が核

小体である。その結果、野生型の PNKP は核小体内に強く局在しており、R35A 変

異体では明らかに核小体内での緑色蛍光強度が低下していることがわかった。 
 さらに、図 3.6.8 ではより正確に核小体での局在を観察するため、核小体に局在す

ることが既にわかっている Fiblliralin を生細胞内において赤色蛍光で同時観察し、

PNKP と R35A 変異体の局在の詳細を観察した。その結果、野生型 PNKP と

Fiblliralin が共局在していることと、R35A 変異体は Fiblliralin との共局在が欠失す

ることを突き止めた。 
 また、図 3.6.9 に示した定量解析の結果からも、野生型 PNKP の核小体/細胞核で

の緑色蛍光強度比は 1 を超えることから、核小体に強く局在すること、R35A 変異体

では 1 を下回るため核小体への局在が欠失することがわかった。 
 
 第 3.6 章では、PNKP の FHAドメインが、リンカー領域の核内移行シグナルとは

別の機構で PNKP を細胞核内、特に核小体などに局在させる機構を持つことが明ら

かになった。この制御機構には、PNKP と他のリン酸化タンパク質との結合を司る

R35 が関与していることから、PNKP の結合パートナーがタンパク質結合を介して

PNKP を細胞核内、そして核小体内まで運んでいることが示唆された。そして、PNKP
が核小体内に強く局在することから、PNKP が核小体においてこれまでに報告され

ていない未知の機能を持つことが示唆された。 
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図 3.6.7 野生型 PNKP と R35A 変異体の生細胞での蛍光顕微鏡観察画像(微分干渉画

像)： U2OS 細胞に野生型 PNKP と R35A変異体をリポフェクション法により遺伝子導

入し、2日後に蛍光顕微鏡観察した結果である。左から GFP 蛍光の観察、微分干渉観察

画像、GFP と微分干渉画像の重ね合わせ画像、細胞核 (Hoechst: DNA)の観察画像であ

る。微分干渉画像内の破線は核小体の領域を示している。野生型 PNKP が破線内での局

在が強いのに対して、R35A変異体では、破線部分内での蛍光が減少していることがわか

る。白線は 10µm を表すスケールバーである。 

 

 
図 3.6.8 野生型 PNKP と R35A変異体の生細胞での蛍光顕微鏡観察画像(核小体タンパ

ク質 Fiblliralin との同時観察)： U2OS 細胞に野生型 PNKP と R35A変異体、さらに核

小体タンパク質であるFiblliralinと赤色蛍光タンパク質であるmCherryの融合タンパク

質発現ベクターをリポフェクション法により同時に遺伝子導入し、2日後に蛍光顕微鏡観

察した結果である。左から緑色蛍光観察、赤色蛍光観察、細胞核 (Hoechst: DNA)の観察

画像、3つの蛍光を重ね合わせた画像である。Fiblliralin は核小体タンパク質であり、赤

色蛍光の強い領域が核小体を示している。野生型 PNKP では Fiblliralin と共局在してい

るのに対して、R35A変異体では、Fiblliralin局在領域内での蛍光が明らかに減少してい

ることがわかる。白線は 10µm を表すスケールバーである。 
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図 3.6.9  野生型 PNKP と R35A変異体の核小体と細胞核 GFP 蛍光強度比： 図 3.6.8

の核小体内と細胞核の緑色蛍光強度を Image J ソフトウェアにより定量化した結果であ

る。核小体内と細胞核内の GFP 蛍光強度を測定し、その比を求めた。R35A変異体では

野生型 PNKP と比較して、核小体内の局在が有意に減少していることがわかる。実験は

3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 100 細胞以上をカウントした。ns は有意差なし (p 

> 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****

は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 
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3.7  第 3 章のまとめ 
 本章では、「DNA 修復因子 PNKP の細胞内局在の制御機構を解明すること」を目

的として、以下 4 つの実験項目を実行し、以下の内容を明らかにした。 
 
1) GFP-PNKP の構築とライブセルイメージング系の確立 (3.2 章)  
 第 3.2 章では、遺伝子工学技術により GFP-PNKP 融合タンパク質を発現するベク

ターを構築し、生細胞内で GFP の蛍光を用いて PNKP の局在を観察するライブセル

イメージングの実験系を確立した。 
 
2) PNKP の細胞核内移行シグナル(NLS)の同定 (3.3 章、3.4 章)  
 第 3.3 章では、ライブセルイメージングと PNKP の領域欠損体を用いることで、

PNKP のリンカー領域が細胞核内への移行において重要な役割を持つことを明らか

にした。 
 第 3.4 章では、In silico 解析により、PNKP リンカー領域内に他のタンパク質が持

つ既知の核内移行シグナルと非常に類似し、生物種間でも高度に保存されているアミ

ノ酸領域 137-142 を同定し、その中のアミノ酸 K138、R139、R141 が PNKP の細

胞核内への移行に必須な領域(NLS)であることを明らかにした。 
 
3) PNKP の核内移行と DNA 修復への寄与 (3.5 章)  
 第 3.5 章では、PNKP の細胞核内移行能力を欠失させた変異体を用いて、PNKP
の核内移行能力と細胞の DNA 損傷修復能力の関係を解析した。その結果、PNKP の

核内移行能力は放射線照射後のDNA損傷修復において極めて重要であることを解明

した。 
 
4) PNKP の核小体局在の制御機構 (3.6 章) 
 第 3.6 章では、生細胞内での核小体タンパク質 Fiblliralin との同時観察により、

PNKP が FHAドメイン内の R35 を介して他のタンパク質と結合し、核小体内へ誘

導され、強く局在していることを明らかにした。そして、この制御機構はリンカー領

域の NLS とは独立して制御されていることを解明した。 
 
 これらの結果を統合すると、PNKP は通常時から細胞核内に局在することで、放

射線などにより DNA二本鎖切断や DNA 一本鎖切断などの DNA 損傷が発生した時

に、迅速に修復できるようにしていることがわかった。そして、その細胞内局在はリ

ンカー領域内の核移行シグナル(アミノ酸領域 138-141)によって制御されていること
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を明らかにした。また、PNKP は FHAドメインによるタンパク質結合を介して細胞

核の核小体内に独立した制御機構で誘導される。核小体の中にはリボソーム DNA や

リボソーム RNA と呼ばれる核酸が存在する。このことから、核酸脱リン酸化・リン

酸化酵素である PNKP は核小体内の DNA や RNA の修復にも関わる可能性が示唆さ

れた。また、リボソーム DNA 損傷などの核小体ストレスは核小体異常、そして細胞

のがん化や老化に関わることが知られており[94、95]、PNKP ががん化や老化の防止

に関わっている可能性が併せて示唆された(図 3.7)。 
 
 

 
図 3.7 細胞内での PNKP局在の制御機構 : PNKP は R35 によるタンパク質間相互作用

により核小体内に強く局在する。また、リンカー領域内のアミノ酸領域 138-141 によっ

て細胞核内へ局在し、核内で DNA 損傷が生じた場合に迅速に対応できるようにしている。 
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第 4章 

Laser micro-irradiation法を用いた
DNA損傷部位への PNKP集積動態

解析 
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4.1  第 4 章の目的 
 DNA 損傷応答は、数百ものタンパク質が関わる細胞応答の一つであり、一連のタ

ンパク質間相互作用によって制御されている。タンパク質間相互作用は、リン酸化な

どの翻訳後修飾によるタンパク質状態の時間的な制御や、結合タンパク質を目的地と

したタンパク質動員といった空間的な制御という役割を持ち、膨大な数のタンパク質

間相互作用が複雑に絡み合うことで DNA 損傷応答が時空間的に制御されている。そ

して、DNA 損傷応答は単細胞生物より多細胞生物と生物の分化・進化、構造の高度

化に伴い急速に複雑化しており、アポトーシスなどは異常な細胞の無秩序な増殖(が
ん化)を抑制するための多細胞生物特有の細胞応答機構だと考えられている。このよ

うな多細胞化に伴うDNA損傷応答の制御機構の違いに関しては不明な部分が多いが、

細胞のがん化や遺伝病発症のメカニズム解明に向けた重要なミッシングリンクであ

ると考えられる。 
 
 第 1 章で述べたように PNKP の酵素活性ドメインは T4バクテリオファージなど

のファージから無脊椎動物、そして脊椎動物に渡り多くの生物種で共通して存在して

いるが、FHAドメインとリンカー領域は高等生物種への進化の過程で獲得された領

域である。つまり、高等生物への進化に伴うゲノム DNAサイズの増加や複雑化によ

って必要となった複雑な DNA 修復や DNA 複製、細胞周期制御、アポトーシスなど

の細胞応答に必要となったために FHAドメインとリンカー領域は追加されたのでは

ないかと仮説を立てた。本章ではその中でも PNKP とリン酸化タンパク質との結合

を司る FHAドメインの機能・重要性に着目して研究を進めた。 
 
本章の目的は、「タンパク質間相互作用の観点から DNA 損傷部位への PNKP 集積

の制御メカニズムを明らかにすること」である。さらに、PNKP の DNA 損傷部位へ

の集積能力が最終的なDNA修復や細胞のゲノム安定性維持に与える影響を明らかに

することを目指す。そのために、以下の 4点を解析する。 
 
1) 生細胞への Laser micro-irradiation による DNA 損傷誘導系の確立 (4.2 章)  
2) PNKP の DNA 損傷応答に必要なアミノ酸の同定 (4.3 章)  
3) DNA 損傷部位への PNKP 集積の時空間的制御機構 (4.4 章、4.5 章)  
4) Arg35/Arg48 のゲノム安定性維持における重要性 (4.6 章) 
  
また、4.7 章ではこれらの結果を踏まえた考察を示す。  
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4.2  Laser micro-irradiation 法による DNA 損傷応答

の可視化 
 本章では、DNA 損傷応答における PNKP の制御メカニズムをタンパク質間相互作

用の観点から明らかにすることを目的としている。既往の DNA 損傷応答因子の制御

メカニズム研究において、最も一般的な研究方法は放射線や DNA 損傷を誘導する薬

剤などを用いて、細胞内に DNA 損傷を人為的に誘導し、DNA 損傷発生部位に集積

するタンパク質の挙動を解析する方法である[96]。しかし、PNKP は細胞核内での発

現量が極めて多く、既往の方法で誘導した DNA 損傷部位には差を識別できるレベル

では集積しない。そこで、本章ではまず DNA 損傷応答部位での PNKP 集積を可視

化できるような実験系を確立した。具体的には、第 3 章で作製した GFPタグ付きの

PNKP を生細胞内で発現させた細胞に共焦点レーザー顕微鏡を用いて、細胞核内の

微小領域のみに 405nm のレーザーを照射することで DNA 損傷を誘導、その後の

DNA 損傷部位への PNKP の集積挙動を緑色蛍光強度で可視化する Laser mi-
cro-irradiation 法を確立した。さらに、第 3 章でも用いた PNKP の各領域の欠失変

異体(D1: FHAドメイン欠失、D2: リンカー領域欠失、D3: 脱リン酸化ドメイン欠失、

D4: リン酸化ドメイン欠失)を用いて、Laser micro-irradiation 法を行うことで、

PNKPのDNA損傷部位への集積に必要な領域を生細胞内で解析した(図4.2.1)。また、

レーザー照射部位の緑色蛍光強度を Leica LASXソフトウェアにより定量化し、野生

型 PNKP とそれぞれの領域欠失変異体で比較した(図 4.2.2)。野生型 PNKP と 4 つの

PNKP 変異体の細胞内での発現量は Western Blotting 法で解析した(図 4.2.3)。 
 
 まず、図 4.2.1上は使用した GFP-PNKP と 4 つの PNKP欠損変異体のドメインマ

ップである。図内の数字はそれぞれの領域のアミノ酸番号と欠失しているアミノ酸領

域を示している。図 4.2.1 下は、これらの GFPタグ付きの PNKP を細胞内で発現さ

せ、実際に Laser micro-irradiation により細胞核内の一部に DNA 損傷を誘導し、

60秒後までのそれぞれの PNKP の集積挙動を観察したものである。赤色の矢印の間

の線上に 405nm のレーザーを 0.25秒照射し、DNA 損傷を誘導した。0s は 0秒を表

しており、レーザー照射前の GFP-PNKP の蛍光観察画像である。そして、その後

0.25秒のスキャニングにより赤色矢印間に DNA 損傷を発生させ、その後 1-60秒の

GFP-PNKP の集積挙動を観察した蛍光画像である。また、レーザー照射の 30 分前

には DNA 損傷の増感剤として Hoechst を添加後再び培養した。一番上の野生型の

PNKP を発現した細胞ではレーザー照射の 3秒後には、レーザーライン上に PNKP
が集積していることがわかる。そして、時間の経過に伴いレーザーライン上の



 117 

GFP-PNKP の蛍光強度が増加しており、DNA 損傷部位への集積量が増加していく

ことがわかった。しかし興味深いことに、FHAドメインを欠失した D1 変異体はレ

ーザー照射後のレーザーライン上にGFP-PNKPの集積が見られなくなることがわか

った。また、PNKP の D2、D3、D4 変異体においてはレーザー照射後、レーザーラ

イン上に集積することがわかった。 
 そこで、図 4.2.2 では図 4.2.1 の蛍光観察の結果を Leica LASXソフトウェアで定

量化した。その結果野生型 PNKP(FL)では、レーザー照射後に DNA 損傷部位での

GFP-PNKP の蛍光強度が秒単位で増加し始め、約 30秒後にピークとなり 60秒まで

平衡状態に入ることがわかる。それに対して、PNKP の 4 つの領域欠失変異体 (D1、
D2、D3、D4 変異体)の全てにおいて、野生型の PNKP と比較すると蛍光強度の低下

は見られた。その中でも特に、D1 変異体ではレーザー照射後の GFP蛍光強度の増

加が観察できず、DNA 損傷部位への集積能力をほぼ完全に消失することが明らかに

なった。つまり、PNKP は DNA 損傷の約数秒後には動員されており、この動員には

FHAドメインを介したタンパク質間相互作用が必須であることが明らかとなった。 
 図 4.2.3では、野生型PNKPとこれら 4つのPNKP欠失変異体の発現量をWestern 
Blotting 法で解析した。GFP 抗体で野生型 PNKP と 4 つの変異体の発現量を解析し

た結果、第 3 章での結果と同様に、D3 変異体で安定性の低下に伴う細胞内存在量の

低下が確認できた。また、ローディングコントロールとして用いた PCNA 抗体では

どの細胞でも同様のブロットが確認できた。 
 
 第 4.2 章では、PNKP の DNA 損傷部位への集積挙動を秒単位で可視化することが

可能な Laser micro-irradiation の実験系を確立し、野生型の PNKP と 4 つの PNKP
変異体の DNA 損傷部位への集積挙動を解析した。その結果、PNKP と FHAドメイ

ンを介したリン酸化タンパク質との結合がDNA損傷部位への集積に必要不可欠であ

ることを突き止めた。そこで第 4.3 章では、FHAドメインの中でも特にどのアミノ

酸が PNKP の DNA 損傷応答に関わるのかを解析する。 
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図 4.2.1 PNKP の DNA 損傷応答に関わる領域の解析 ：(上) PNKP の DNA 損傷応答に

おける各領域の重要性を解析するために GFP-PNKP 発現ベクターをミュータジェネシ

ス PCR 法により改変し、各領域の欠損変異体(D1: FHA ドメイン欠損、D2: リンカー領

域欠損、D3: 脱リン酸化ドメイン欠損、D4: リン酸化ドメイン)を作製した。各変異体で

はそれぞれの図に示した数字のアミノ酸領域を欠失させた。(下) 作製した GFP-PNKP

と 4つの PNKP変異体を生細胞内で発現させ、共焦点レーザー顕微鏡を用いて、赤色の

矢印の間に 405nm のレーザーを 0.25秒照射し、DNA 損傷を誘導した。レーザー照射の

30 分前には DNA 損傷の増感剤として Hoechst を添加し、再度 CO2濃度 5%、37℃で培
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養した。レーザー照射直前からレーザー照射後約 60 秒までの 0.25 秒毎に緑色蛍光観察

画像を撮影し、図は照射前(0s)、1 秒、3 秒、5 秒、15 秒、30 秒、60 秒での観察画像で

ある。レーザー照射後に秒単位でGFP-PNKPが集積していることがわかる。白線は 10µm

を表すスケールバーである。 

 

 
 

 
図 4.2.2 PNKP と 4つの PNKP変異体の DNA 損傷部位への集積挙動の定量解析結果: 

図 4.2.1下で行った Laser micro-irradiation 後のレーザー照射部位での GFP 蛍光強度を

Leica LASXソフトウェアにより定量化し、野生型 PNKP と 4つの PNKP変異体での蛍

光強度を比較した結果である。蛍光観察画像はレーザー照射直前からレーザー照射後約

60秒までの 0.25秒毎に撮影し、1 細胞当たり合計約 250枚の蛍光観察画像を定量化解析

した。それぞれの条件毎に約 20 細胞で実験を行い、その平均値をそれぞれのブロット、

標準誤差をエラーバーとしてグラフを作成した。縦軸の GFP-PNKP 相対蛍光強度はレー

ザー照射前後での蛍光強度差を、バックグラウンド領域の蛍光強度で割ることで求めた。

横軸はレーザー照射後の経過時間を表している。 
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図 4.2.3 Western Blotting による野生型 PNKP と 4つの PNKP変異体の発現量解析：

U2OS 細胞に GFP-PNKP、作製した 4 つの PNKP 変異体を遺伝子導入し、細胞内での

各タンパク質の発現量を Western Blotting によって確認した結果である。GFP タグを付

けたタンパク質であるため、GFP 抗体を用いた検出を行った。GFP 抗体による検出で、

遺伝子導入により発現させた野生型 PNKP と 4つの変異体が確認できた。PCNA 抗体は

ローディングコントロールとして使用した。各ウェルに流したタンパク質の総量は 20µg

である。 
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4.3  PNKP の DNA 損傷部位への集積に必要なアミノ

酸の同定 
 第 4.3 章では、FHAドメインが制御する PNKP の DNA 損傷部位への集積機構の

詳細を解析するため、FHAドメインの中でも特にどのアミノ酸が重要なのかを解析

する。FHAドメインは、DNA二本鎖切断のセンサー複合体の一つである NBS1 や

DNA 損傷応答のメディエーターと考えられている MDC1 など多くの DNA 損傷応答

タンパク質の中で保存されているドメインであり、リン酸化したタンパク質との結合

を制御することがわかっている[97、98]。そして、それらの FHAドメインの構造を

解析すると、FHAドメインの中央付近に存在する Arginine がしばしば FHAドメイ

ンとリン酸化タンパク質との結合を構造的に支えるための中心となっていることが

わかった。そこで、PNKP の FHAドメイン内のアミノ酸配列を哺乳類から魚類まで

様々な生物種間で比較すると、35番目と 48番目の Arginine が極めて高度に保存さ

れており、PNKP FHAドメインの結合中心となる可能性が示唆された(図 4.3.1)。こ

れらのアミノ酸の重要性を解析するためにミュータジェネシス PCR 法を用いて、3
つの変異体 (R35A、R48A、R35A/R48A)を作製した(図 4.3.2)。3 つの PNKP 変異体

を U2OS 細胞に遺伝子導入し、Laser micro-irradiation 法により DNA 損傷部位へ

の集積挙動を観察した(図 4.3.3)。また、DNA 損傷部位での GFP-PNKP の蛍光強度

を Leica LASXソフトウェアにより定量化・比較した(図 4.3.4)。野生型 PNKP と 3
つの PNKP 変異体の細胞内での発現量は Western Blotting で解析した(図 4.3.5)。さ
らに、作製した 3 つの FHAドメイン変異体の既知の PNKP 結合タンパク質(XRCC1、
XRCC4)との結合能力は、GFP を用いた免疫沈降と Western Blotting により解析し

た(図 4.3.6)。 
 
 図 4.3.1 と図 4.3.2 から、PNKP FHAドメイン内の様々な生物種間で高度に保存さ

れている 35番目と 48番目の Arginine (R35、R48)の Alanine (A)への置換変異体を

作製した。Arginine を Alanine に置換することでアミノ酸のポジティブチャージが

欠失した変異体となる。 
 図 4.3.3 では、これらの GFP-PNKP と 3 つの FHAドメイン変異体を細胞内で発

現させ、実際にLaser micro-irradiationにより細胞核内の一部にDNA損傷を誘導し、

60秒後までの GFP の集積挙動を観察したものである。実験方法の詳細はこれまでと

同様である。興味深いことに、3 つの FHAドメイン変異体では FHAドメインを欠

失した D1 変異体と同様に、レーザー照射後のレーザーライン上への GFP-PNKP の
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集積が見られなくなることがわかった。特に R35A と 2RA 変異体において顕著に減

少する。 
 図 4.3.4 では、図 4.3.3 のレーザー照射部位での GFP蛍光強度を Leica LASXソフ
トウェアにより定量化した結果である。その結果 3 つすべての FHAドメイン変異体

において、有意な DNA 損傷部位への集積量低下が確認できた。特に R35A と 2RA
変異体では D1 変異体と同程度まで、DNA 損傷部位での GFP蛍光強度が低下するこ

とが明らかになった。 
 図 4.3.5 では、野生型 PNKP とこれら 3 つの FHAドメイン変異体の発現量を

Western Blotting 法で解析した。GFP 抗体で野生型 PNKP と 3 つの変異体の発現量

を解析した結果、全てのサンプルにおいて同程度の発現量が確認できた。また、ロー

ディングコントロールとして用いた PCNA 抗体でも同様のブロットが確認できた。 
 図 4.3.6 での GFPタグを用いた免疫沈降と Western Blotting によるタンパク質発

現量解析の結果、免疫沈降後のサンプルである IP:GFP において野生型 PNKP では

XRCC1 や XRCC4 と結合しているのに対して、GFP 単体と 2RA 変異体では XRCC1
や XRCC4 と結合がしないことがわかった。免疫沈降の前後での GFP、GFP-PNKP
と GFP-PNKP 2RA 変異体の発現量は GFP 抗体により検出した。 
 
 第 4.3 章では、Arg35 と Arg48 が PNKP とリン酸化タンパク質との結合を制御す

るアミノ酸であることを明らかにした。さらに、これらのアミノ酸に変異を入れた

PNKP は DNA 損傷が発生しても DNA 損傷部位へ集積できなくなることが明らかに

なった。つまり、PNKP の Arg35 と Arg48 を介したタンパク質間結合により、DNA
損傷部位への集積が制御されていることがわかった。第 4.4 章では、siRNA による

タンパク質発現抑制などにより、FHA に結合するタンパク質に異常が発生した場合

の PNKP の DNA 損傷部位への集積能力を解析する。 
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図 4.3.1 PNKP FHA ドメインの様々な生物種間でのアミノ酸保存性解析：PNKP FHA

ドメインの生物種間(ヒト、チンパンジー、アカゲザル、イヌ、マウス、ガー、ゼブラフ

ィッシュ、シーラカンス、ウミウシ)でのアミノ酸保存性を解析した結果である。赤で示

された 2つの Arginine (35番目と 48番目、R35/R48)が、高度に保存されていることが

わかる。Arginine(R)はポジティブチャージをもつアミノ酸であり、FHA ドメインとリン

酸化タンパク質との結合では Arginine がタンパク質間結合の重要な役割を果たすことが

わかっている。PNKP の FHA ドメインでは、R35 と R48 が結合中心である可能性が高

いため、この 2 つのアミノ酸に着目して研究を進めた。各生物種でのアミノ酸配列は

NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/)より取得した。アミノ酸配列のアライ

ンメントには MEGAX を用いた。 

 

 

 
図 4.3.2 PNKP FHAドメイン内の高度に保存された 2つのArginineをAlanineに置換

した 3つの変異体作製結果：PNKP FHA ドメインの R35 と R48 の DNA 損傷応答にお

ける重要性を解析するために GFP-PNKP 発現ベクターをミュータジェネシス PCR 法に

より改変し、Arginine: R を Alanine: A に置換した 3 つの変異体(R35A、R48A、

R35A/R48A)を作製した。Alanine 変異体では Arginine 特有のポジティブチャージを欠

失した変異体となる。 
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図 4.3.3 3つのPNKP FHA変異体のDNA損傷部位への集積動態観察結果：GFP-PNKP

と作製した 3つの PNKP FHA ドメイン変異体を生細胞内で発現させ、共焦点レーザー顕

微鏡を用いて、赤色の矢印の間に 405nm のレーザーを 0.25秒照射し、DNA 損傷を誘導

した。レーザー照射の 30 分前には DNA 損傷の増感剤として Hoechst を添加し、再度

CO2濃度 5%、37℃で培養した。レーザー照射直前からレーザー照射後約 60秒までの 0.25

秒毎に緑色蛍光観察画像を撮影し、図は照射前(0s)、1秒、3秒、5秒、15秒、30秒、60

秒での観察画像である。作製した 3つの FHA ドメイン変異体ではレーザー照射後の GFP

の集積が欠失することがわかる。白線は 10µm を表すスケールバーである。 
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図 4.3.4  PNKP と 3つの PNKP FHA ドメイン変異体の DNA 損傷部位への集積挙動

の定量解析結果: 図 4.3.3 で行った Laser micro-irradiation 後のレーザー照射部位での

GFP蛍光強度をLeica LASXソフトウェアにより定量化し、野生型PNKPと3つのPNKP 

FHA ドメイン変異体での蛍光強度を比較した結果である。蛍光観察画像はレーザー照射

直前からレーザー照射後約 60秒までの 0.25秒毎に撮影し、1 細胞当たり合計約 250枚の

蛍光観察画像を定量化解析した。それぞれの条件毎に約 20 細胞で実験を行い、その平均

値をそれぞれのブロット、標準誤差をエラーバーとしてグラフを作成した。縦軸の

GFP-PNKP 相対蛍光強度はレーザー照射前後での蛍光強度差を、バックグラウンド領域

の蛍光強度で割ることで求めた。横軸はレーザー照射後の経過時間を表している。 

 

 

図 4.3.5  Western Blotting による野生型 PNKP と 3つの PNKP FHA ドメイン変異体

の発現量解析：U2OS 細胞に GFP-PNKP と作製した 3つの FHA ドメイン変異体を遺伝

子導入し、細胞内での各タンパク質の発現量を Western Blotting によって確認した結果

である。GFP 抗体による検出で、遺伝子導入により発現させた野生型 PNKP と 3つの変

異体の発現が確認できた。PCNA 抗体はローディングコントロールとして使用した。各

ウェルに流したタンパク質の総量は 20µg である。 
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図 4.3.6  GFP タグを用いた免疫沈降法による PNKP 2RA (R35A/R48A)変異体におけ

るタンパク質結合能力解析：GFP単体、GFP-PNKP、または GFP-2RA変異体を HEK293

細胞に遺伝子導入し、24 時間後に細胞内のすべてのタンパク質を回収し(Input)、免疫沈

降法により GFP に結合したタンパク質のみを精製した(IP: GFP)。それぞれの条件での各

タンパク質の発現量を Western Blotting によって確認した結果である。PNKP と結合す

ることがわかっている XRCC1 と XRCC4 を検出し、2RA変異体では PNKP と XRCC1・

XRCC4 との結合が欠失していることがわかる。免疫沈降前の細胞溶出液は 1% Inputコ

ントロールとして使用した。GFP 抗体により、免疫沈降後の過剰発現させた GFP-PNKP

と GFP-2RA、また GFP のタンパク質発現を検出した。 
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4.4  PNKP のタンパク質間相互作用による DNA 損傷

部位への集積  
 第 4.4 章では、PNKP の FHAドメイン欠損が PNKP の DNA 損傷部位への集積に

与えた影響が、タンパク質との結合に由来するものなのかを確認するため、RNA干
渉によるタンパク質発現抑制などにより、実際に FHAドメインに結合するタンパク

質に異常が発生した場合の PNKP の DNA 損傷部位への集積能力を解析する。既往

の研究において、PNKP は FHAドメインを介して DNA 一本鎖切断の足場タンパク

質として XRCC1、DNA二本鎖切断の足場タンパク質として XRCC4 と結合すること

が知られている。そこで、これら 2 つのタンパク質を RNA干渉により発現抑制した

場合の DNA 損傷部位への PNKP の集積を解析した。RNA干渉による細胞内での

XRCC1 と XRCC4 の発現量抑制は Western Blotting により解析した(図 4.4.1)。次に

これらの siRNA を用いて 4 つの条件 (siControl、siXRCC1、siXRCC4、
siXRCC1/XRCC4)で Laser micro-irradiation 法により、DNA 損傷部位への

GFP-PNKP の集積挙動を秒単位で観察した(図 4.4.2)。また、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(図 4.4.3)。本実験では、

GFP-PNKP を安定的に発現した U2OS 細胞に siRNA を用いて目的タンパク質の発

現を抑制することで実験を行い、それぞれの siRNA処理条件による比較を行った。 
また、逆に siPNKP による PNKP 発現の抑制が XRCC1 と XRCC4 の DNA 損傷

部位への集積に関わる可能性も考慮し、siPNKP状態での XRCC1 と XRCC4 の DNA
損傷部位への集積能力解析も併せて行った(図 4.4.4、図 4.4.5)。XRCC1 と XRCC4
の DNA 損傷部位への集積量は、赤色蛍光タンパク質 RFP(mCherry)と XRCC1、
XRCC4 融合タンパク質発現ベクターを作製し、Laser micro-irradiationアッセイを

行うことで解析した。 
 
図 4.4.1 の Western Blotting の結果から、XRCC1 と XRCC4 の mRNA の 3’末端
側の非翻訳領域を標的とした siRNA (siXRCC1 3’-UTR、siXRCC4 3’-UTR)を導入し

た細胞では、ホタルのルシフェラーゼを標的とした siControl導入細胞と比較して、

それぞれのタンパク質発現量が顕著に減少していることがわかる。つまり、今回設計

した 3’-UTR を標的にした siRNA は細胞内の XRCC1 と XRCC4 の発現を抑制でき

ることがわかった。 
図 4.4.2 では、GFP-PNKP を安定発現する U2OS に、図 4.4.1 の siRNA により

XRCC1 と XRCC4 の発現抑制を行った細胞を用いて、Laser micro-irradiation によ

り細胞核内の一部に DNA 損傷を誘導し、60秒後までの GFP の集積挙動を観察した
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ものである。実験方法の詳細はこれまでと同様である。興味深いことに、siXRCC1
と siXRCC4、siXRCC1/XRCC4 の 3 つの条件において、DNA 損傷部位での GFP蛍
光強度が部分的に減少している様子が観察できた。 
図 4.4.3 では、図 4.4.2 のレーザー照射部位での GFP蛍光強度を Leica LASXソフ

トウェアにより定量化した結果である。定量化の結果からも、siXRCC1とsiXRCC4、
siXRCC1/XRCC4 の 3 つの条件において、DNA 損傷部位での GFP蛍光強度が有意

に低下することがわかった。つまり、PNKP は XRCC1 と XRCC4 との結合を介して

DNA 損傷部位に動員されていることが明らかになった。さらに興味深いことに、

siXRCC1 や siXRCC4 などの片方の抑制と比較し、同時に XRCC1/XRCC4 を抑制し

た細胞ではより GFP蛍光強度減少することがわかった。このことから、XRCC1 と

XRCC4 との結合を介した PNKP の DNA 損傷部位への動員は、それぞれが独立した

制御機構であることがわかった。しかし、第 4.3 章の FHAドメイン変異体と比較す

ると、siXRCC1/XRCC4 の条件では DNA 損傷部位への PNKP 動員が完全には欠損

していないことから、siRNA による一過性発現抑制であることが原因の可能性もあ

るが、PNKP の動員に関わる足場タンパク質は XRCC1 や XRCC4 以外にも存在する

可能性が示唆された。 
図 4.4.4 と図 4.4.5 の PNKP 発現抑制下での XRCC1 と XRCC4 の DNA 損傷部位

への集積挙動の解析結果から、XRCC1 と XRCC4 の動員は PNKP の発現抑制の有無

に関わらないことがわかった。つまり、これら 2 つのタンパク質の DNA 損傷部位へ

の動員に関しては、PNKP よりも XRCC1 と XRCC4 が上流に位置していることが示

唆された。 
 
第 4.4 章では、PNKP の結合タンパク質 XRCC1 と XRCC4 を発現抑制した状態で

の PNKP の DNA 損傷部位への動員を解析することで、FHAドメインにより制御さ

れる PNKP の DNA 損傷部位への動員が他のタンパク質との結合により制御されて

いることを明らかにした。第 4.5 章では PNKP の DNA 損傷部位への動員とタンパク

質リン酸化との関係性について解析する。 
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図 4.4.1  Western Blotting による siRNA による細胞内 XRCC1/XRCC4 の発現抑制確

認 ： siRNA導入後の細胞内 XRCC1 と XRCC4 の発現量を Western Blotting によって

解析した。siControl ではホタルが持つルシフェラーゼを標的としているため、ヒトの細

胞においては相補鎖を形成するmRNAが存在せず、遺伝子発現量は変わらないとされる。

XRCC1 と XRCC4 の抑制には mRNA の 3’末端側に存在する非翻訳領域(UTR: Un-

translated region)を標的とすることで、内在性の mRNA とのみ相補鎖を形成し、干渉す

るように設計した。XRCC1 と XRCC4 抗体を用いて検出を行い、siRNA の導入によりそ

れぞれのタンパク質の発現抑制が起きていることが確認できた。PCNA 抗体はコントロ

ールタンパク質として使用した。各ウェルに流したタンパク質の総量は 20µg である。 
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図 4.4.2 siRNA による XRCC1 と XRCC4 発現抑制下での GFP-PNKP の DNA 損傷部

位への集積動態観察結果：GFP-PNKP を安定発現した U2OS 細胞に上記の siRNA を用

いて XRCC1 と XRCC4 の発現抑制を行い、GFP-PNKP の DNA 損傷部位への集積挙動

の観察を行った。共焦点レーザー顕微鏡を用いて赤色の矢印の間に 405nm のレーザーを

0.25秒照射することで DNA 損傷を誘導した。レーザー照射の 30 分前には DNA 損傷の

増感剤として Hoechst を添加し、再度 CO2濃度 5%、37℃で培養した。レーザー照射直

前からレーザー照射後約 60 秒までの 0.25 秒毎に緑色蛍光観察画像を撮影し、図は照射

前(0s)、1秒、3秒、5秒、15秒、30秒、60秒での観察画像である。白線は 10µm を表

すスケールバーである。 
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図 4.4.3  siRNA による XRCC1 と XRCC4 発現抑制下での GFP-PNKP の DNA 損傷部

位への集積挙動の定量解析結果: 図4.4.2で行ったLaser micro-irradiation後のレーザー

照射部位での GFP 蛍光強度を Leica LASXソフトウェアにより定量化し、siRNA による

XRCC1、XRCC4、XRCC1/XRCC4 発現抑制状態での GFP-PNKP のレーザーライン上

での蛍光強度変化を比較した結果である。蛍光観察画像はレーザー照射直前からレーザー

照射後約 60秒までの 0.25秒毎に撮影し、1 細胞当たり合計約 250枚の蛍光観察画像を定

量化解析した。それぞれの条件毎に約 20 細胞で実験を行い、その平均値をそれぞれのブ

ロット、標準誤差をエラーバーとしてグラフを作成した。縦軸の GFP-PNKP 相対蛍光強

度はレーザー照射前後での蛍光強度差を、バックグラウンド領域の蛍光強度で割ることで

求めた。横軸はレーザー照射後の経過時間を表している。 
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図 4.4.4  siRNA による PNKP 発現抑制下での RFP-XRCC1 の DNA 損傷部位への集積

挙動の定量解析結果:  siRNA による PNKP 発現抑制状態での RFP-XRCC1 のレーザー

ライン上での蛍光強度変化を Leica LASXソフトウェアにより定量化し、比較した結果で

ある。蛍光観察画像はレーザー照射直前からレーザー照射後約 60 秒までの 0.25 秒毎に

撮影し、1 細胞当たり合計約 250枚の蛍光観察画像を定量化解析した。それぞれの条件毎

に約 20 細胞で実験を行い、その平均値をそれぞれのブロット、標準誤差をエラーバーと

してグラフを作成した。縦軸の RFP-XRCC1 相対蛍光強度はレーザー照射前後での蛍光

強度差を、バックグラウンド領域の蛍光強度で割ることで求めた。横軸はレーザー照射後

の経過時間を表している。 

 

 

図 4.4.5  siRNA による PNKP 発現抑制下での RFP-XRCC4 の DNA 損傷部位への集積

挙動の定量解析結果:  siRNA による PNKP 発現抑制状態での RFP-XRCC4 のレーザー

ライン上での蛍光強度変化を Leica LASXソフトウェアにより定量化し、比較した結果で

ある。基本的な実験方法は図 4.4.4 と同様である。 
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4.5  リン酸化による PNKP DNA 損傷応答の制御 
 上述したように、PNKP が持つ FHAドメインは様々な DNA 損傷応答因子間で共

有されているドメインであり、リン酸化されたタンパク質依存的なタンパク質間相互

作用を制御する。第 4.5 章ではタンパク質のリン酸化に関わる酵素の発現抑制を行っ

た状態において、DNA 損傷部位での PNKP の集積挙動を解析することでリン酸化と

タンパク質動員の関係性について解析する。既往の研究において、既知の PNKP 結

合タンパク質である XRCC1 と XRCC4 は Casain Kinase 2 (CK2)によりそれぞれ

Thr519とThr233をリン酸化されることによりPNKPと結合することがわかってい

る。また、Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM)と DNA-Dependent Protein Kinase 
Catalytic Subunit (DNA-PKcs)は DNA二本鎖切断のセンサータンパク質として知

られており、DNA 損傷応答経路内において様々タンパク質をリン酸化することで活

性化することが報告されている[99、100]。PNKP においても Ser114 と Ser126 が

ATM と DNA-PKcs によってリン酸化され DNA二本鎖切断に関わることが報告され

ている。そこで本研究では、CK2、ATM、DNA-PKcs を siRNA により発現抑制した

状態で、DNA 損傷部位への PNKP の集積挙動を解析する。siRNA による発現量抑

制は Western Blotting によって検出した(図 4.5.1)。CK2 はいくつかのタンパク質か

ら成る複合体であり、サブユニットの中でもタンパク質のリン酸化活性を持つサブユ

ニットがCK2aとCK2a’の2つである。そこで、本実験ではこれら2つを同時にsiRNA
により発現抑制した。次にこれらの siRNA を用いて 4 つの条件 (siControl、siATM、

siDNA-PKcs、siCK2)で Laser micro-irradiation 法により、DNA 損傷部位への

GFP-PNKP の集積挙動を秒単位で観察した(図 4.5.2)。また、それぞれの条件でのレ

ーザー照射部位の GFP蛍光強度は Leica LASXソフトウェアにより定量化した(図
4.5.3)。本実験では、第 4.4 章と同様に GFP-PNKP を安定的に発現した U2OS 細胞

に siRNA を用いて目的タンパク質の発現を抑制することで実験を行い、それぞれの

siRNA処理条件による比較を行った。さらに、第 4.4 章で確認した XRCC1/XRCC4
との結合による PNKP の DNA 損傷部位への動員が XRCC1 と XRCC4 のリン酸化に

依存するものなのかを解明するため、RFP と融合させた XRCC1 T519A と XRCC4 
T233A 変異体を作製し、リン酸化能を欠失させた状態での PNKP の DNA 損傷部位

への集積挙動を解析した(図 4.5.4-図 4.5.7)。 
 
図 4.5.1 の Western Blotting の結果から、ATM、DNA-PKcs、CK2 を標的とした

siRNA を導入した細胞では、siControl導入細胞と比較して、それぞれのタンパク質

発現量が顕著に減少していることがわかる。つまり、今回設計した siRNA は細胞内

の ATM、DNA-PKcs、CK2 の発現を抑制できることがわかった。 
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図 4.5.2 では、GFP-PNKP を安定発現する U2OS に、図 4.4.1 の siRNA により

ATM、DNA-PKcs、CK2 の発現抑制を行った細胞を用いて、Laser micro-irradiation
により細胞核内の一部に DNA 損傷を誘導し、60秒後までの GFP の集積挙動を観察

したものである。実験方法の詳細はこれまでと同様である。興味深いことに、siATM
と siDNA-PKcs、siCK2 の 3 つの条件において、DNA 損傷部位での GFP蛍光強度

が部分的に減少している様子が観察できた。また、DNA二本鎖切断修復は細胞周期

による影響を受けることが予想される。本研究の目的は、レーザー照射後の DNA 損

傷部位への PNKP の集積挙動を秒単位で観察するものであり、使用した siRNA の標

的も細胞周期進行に直接関わるものではないため、各細胞周期の割合の変化は今回の

実験結果にはあまり考慮しなかった。しかし、DNA 損傷部位への PNKP の集積量と

細胞周期の関係を解析してみても興味深い結果が得られるかもしれない。 
図 4.5.3 では、図 4.5.2 のレーザー照射部位での GFP蛍光強度を Leica LASXソフ

トウェアにより定量化した結果である。定量化の結果からも、siATMと siDNA-PKcs、
siCK2 の 3 つの条件において、DNA 損傷部位での GFP蛍光強度が有意に低下する

ことがわかった。つまり、これらのタンパク質リン酸化酵素による PNKP や関連タ

ンパク質のリン酸化は PNKP が DNA 損傷部位へ動員されるために必要であること

がわかった。 
 図 4.5.4-図 4.5.7 では、第 4.4 章で使用した siXRCC1 3’-UTR と siXRCC4 3’-UTR
を用いて内在性のタンパク質を抑制した GFP-PNKP安定発現細胞に、RFP-XRCC1 
野生型または T519A、RFP-XRCC4 野生型または T233A を再導入した細胞で、Laser 
micro-irradiation後の PNKP の DNA 損傷部位での集積量を観察した結果と定量化

解析したものである。結果として、それぞれの野生型の XRCC1 と XRCC4 を再導入

した細胞と比較して、リン酸化サイトを置換した変異体を再導入した細胞では、顕著

な GFP-PNKP の集積量の減少が確認できた。このことから、PNKP と XRCC1 や

XRCC4 の結合を介した DNA 損傷部位への動員のタイミングはリン酸化により厳密

に制御されていることがわかった。 
 
 第 4.5 章では、リン酸化酵素の発現抑制や既知のリン酸化部位に変異を入れた

PNKP の足場タンパク質を用いた実験を行うことで、PNKP の DNA 損傷部位への集

積が数々のリン酸化により制御されていることがわかった。第 4.6 章では、PNKP の

DNA 損傷部位への集積のゲノム安定性維持における役割や重要性を解析する。 
 
 

 
 



 135 

 

図 4.5.1  Western Blotting による siRNA による細胞内 ATM、DNA-PKcs、CK2 の発

現抑制確認 ： siRNA 導入後の細胞内 ATM、DNA-PKcs、CK2 の発現量を Western 

Blotting によって解析した。siControl ではホタルが持つルシフェラーゼを標的としてい

るため、ヒトの細胞においては相補鎖を形成する mRNA が存在せず、遺伝子発現量は変

わらないとされる。ATM、DNA-PKcs、CK2 抗体を用いて検出を行い、siRNA の導入に

よりそれぞれのタンパク質の発現抑制が起きていることが確認できた。PCNA 抗体と

KAP1 抗体はコントロールタンパク質として使用した。各ウェルに流したタンパク質の総

量は 20µg である。 
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図 4.5.2  siRNA による ATM、DNA-PKcs、CK2 発現抑制下での GFP-PNKP の DNA

損傷部位への集積動態観察結果：GFP-PNKPを安定発現したU2OS細胞に上記の siRNA

を用いて ATM、DNA-PKcs、CK2 の発現抑制を行い、GFP-PNKP の DNA 損傷部位へ

の集積挙動の観察を行った。共焦点レーザー顕微鏡を用いて赤色の矢印の間に 405nm の

レーザーを 0.25 秒照射することで DNA 損傷を誘導した。レーザー照射の 30 分前には

DNA 損傷の増感剤として Hoechst を添加し、再度 CO2濃度 5%、37℃で培養した。レー

ザー照射直前からレーザー照射後約 60秒までの 0.25秒毎に緑色蛍光観察画像を撮影し、

図は照射前(0s)、1秒、3秒、5秒、15秒、30秒、60秒での観察画像である。白線は 10µm

を表すスケールバーである。 
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図 4.5.3  siRNA による ATM、DNA-PKcs、CK2 発現抑制下での GFP-PNKP の DNA

損傷部位への集積挙動の定量解析結果: 図4.5.2で行ったLaser micro-irradiation後のレ

ーザー照射部位での GFP 蛍光強度を Leica LASXソフトウェアにより定量化し、siRNA

による ATM、DNA-PKcs、CK2 発現抑制状態での GFP-PNKP のレーザーライン上での

蛍光強度変化を比較した結果である。蛍光観察画像はレーザー照射直前からレーザー照射

後約 60秒までの 0.25秒毎に撮影し、1 細胞当たり合計約 250枚の蛍光観察画像を定量化

解析した。それぞれの条件毎に約 20 細胞で実験を行い、その平均値をそれぞれのブロッ

ト、標準誤差をエラーバーとしてグラフを作成した。縦軸の GFP-PNKP 相対蛍光強度は

レーザー照射前後での蛍光強度差を、バックグラウンド領域の蛍光強度で割ることで求め

た。横軸はレーザー照射後の経過時間を表している。 
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図 4.5.4 XRCC1 リン酸化部位の置換が DNA 損傷部位への PNKP 集積に与える影響の

観察 ： siXRCC1 3’-UTR を用いて内在性の XRCC1 を抑制した GFP-PNKP安定発現

細胞に、RFP-XRCC1 野生型(上)または T519A(下)を再導入した細胞で、Laser mi-

cro-irradiation 後の PNKP の DNA 損傷部位での集積量を観察した画像である。左から、

GFP-PNKP、RFP-XRCC1、Hoechst、3 チャネルの重ね合わせ画像である。白線は 10µm

を表すスケールバーである。 

 

 

 
図4.5.5  XRCC1リン酸化部位の置換がDNA損傷部位へのPNKP集積に与える影響の

定量的解析結果：図 4.5.4 で行った Laser micro-irradiation 後のレーザー照射部位での

GFP 蛍光強度を Leica LASXソフトウェアにより定量化し、XRCC1 T519 のリン酸化が

PNKPのDNA損傷部位への集積に与える影響を比較した結果である。観察条件は図4.5.3

と同様である。 
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図4.5.6  XRCC4リン酸化部位の置換がDNA損傷部位へのPNKP集積に与える影響の

観察 ： siXRCC4 3’-UTR を用いて内在性の XRCC4 を抑制した GFP-PNKP安定発現

細胞に、RFP-XRCC4 野生型(上)または T233A(下)を再導入した細胞で、Laser mi-

cro-irradiation 後の PNKP の DNA 損傷部位での集積量を観察した画像である。左から、

GFP-PNKP、RFP-XRCC4、Hoechst、3 チャネルの重ね合わせ画像である。白線は 10µm

を表すスケールバーである。 

 

 

 
図4.5.7  XRCC4リン酸化部位の置換がDNA損傷部位へのPNKP集積に与える影響の

定量的解析結果：図 4.5.6 で行った Laser micro-irradiation 後のレーザー照射部位での

GFP 蛍光強度を Leica LASXソフトウェアにより定量化し、XRCC4 T233 のリン酸化が

PNKPのDNA損傷部位への集積に与える影響を比較した結果である。観察条件は図4.5.3

と同様である。 
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4.6  Arg35 と Arg48 の DNA 修復・ゲノム安定性維持

における重要性 
 第 4.6 章では、これまでに作製した GFPタグ付きの PNKP 変異体ベクターや

siRNA による特定タンパク質の発現抑制などを駆使して、PNKP の DNA 損傷部位

への集積のゲノム安定性維持においてどのような役割を持つのかを解析する。まずは、

PNKP の 2RA 変異体 (Arg35 と Arg48 を置換した変異体でリン酸化タンパク質との

結合を欠失する)を用いて放射線に対する感受性をコロニーアッセイにより解析した

(図 4.6.1、図 4.6.2)。次に、PNKP と XRCC4 との結合が DNA二本鎖切断に関わる

とされていることから、siPNKP と siXRCC4 を用いてそれぞれのタンパク質の発現

を抑制し、DNA二本鎖切断を効率的に誘導する放射線に対する感受性をコロニーア

ッセイにより解析した(図 4.6.3)。また、PNKP と XRCC1 との結合は DNA 一本鎖切

断修復において重要だと考えられていることから、siPNKP と siXRCC1 を用いてそ

れぞれのタンパク質の発現を抑制し、DNA 一本鎖切断を効率的に誘導する過酸化水

素(H2O2)に対する感受性を WST-8アッセイにより解析した(図 4.6.4)。 
 
図 4.6.1 は、それぞれの細胞に放射線を未照射、1Gy、3Gy、５Gy照射し、約 2
週間後の細胞生存率をコロニー形成率により解析した結果である。図 4.6.2 は図 4.6.1
の 5Gy のみを定量化解析した結果である。siCTRL 細胞と比較し、siPNKP 細胞では

5Gy の放射線照射後の細胞生存率が有意に減少した。また、siPNKP 細胞に PNKP
を再導入した細胞では siCTRL と同程度の細胞生存率を示すこと、2RA 変異体を再

導入した細胞は siPNKP と同程度の細胞生存率を示すことがわかった。このことか

ら、PNKP は放射線に対する細胞生存に必要であり、FHAドメインを介したタンパ

ク質間結合が重要な役割を担うことがわかった。 
図 4.6.3 は図 4.6.1 と同様の細胞処理条件で、siCTRL、siPNKP、siXRCC4 の放射

線に対する感受性を解析した結果である。その結果、siPNKP と siXRCC4 において

5Gy の放射線照射後の細胞生存率が、siCTRL と比較して有意に減少することがわか

った。つまり、PNKP は XRCC4 同様に DNA二本鎖切断の修復に重要であることが

わかる。 
図 4.6.4 は siCTRL、siPNKP、siXRCC1 細胞を H2O2 (NT、0.125mM、0.25mM、

0.5mM)で処理し、約 3日後の細胞生存率を WST-8アッセイによって解析した結果

である。その結果、siPNKP と siXRCC1 細胞では siCTRL 細胞と比較して、H2O2

に対する感受性が有意に低下することがわかり、PNKP が DNA 一本鎖切断修復にお

ける重要性が明らかとなった。 
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図 4.6.1 PNKP 2RA 変異体における放射線に対する細胞生存率解析：HCT116 細胞に

siRNA による PNKP の発現抑制を行い、野生型 PNKP または 2RA変異体を遺伝子導入

により再発現させた。その後、放射線を 1Gy、3Gy、5Gy 照射し、未処理の細胞と比較

した細胞生存率を解析した。縦軸は細胞生存率、横軸は放射線量を示す。実験は 3 回繰

り返し行い、それぞれの条件で 50コロニー以上をカウントした。ns は有意差なし (p > 

0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****

は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 

 

 
図 4.6.2  PNKP 2RA変異体における放射線 5Gy 照射後の細胞生存率 ：図 4.6.1 の 5Gy

の細胞生存率を拡大し、統計解析を行った結果である。siPNKP と siPNKP+2RA 細胞で

は、それぞれ siCTRL と siPNKP+PNKP 細胞と比較して有意な細胞生存率の低下が確認
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できた。 ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、

***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 

 

 

 
図 4.6.3 siPNKP または siXRCC4 細胞における放射線感受性解析：HCT116 細胞に

siRNA による PNKP または XRCC4 の発現抑制を行い、1Gy、3Gy、5Gy の放射線を照

射、未処理の細胞と比較した細胞生存率を解析した。縦軸は細胞生存率、横軸は放射線量

を示す。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの条件で 50 コロニー以上をカウントした。

ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 

< p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 
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図 4.6.4  siPNKP または siXRCC1 細胞における過酸化水素感受性解析：HCT116 細胞

に siRNA による PNKP または XRCC1 の発現抑制を行い、0.125mM、0.25mM、0.5mM

の過酸化水素処理を行い、未処理の細胞と比較した細胞生存率を解析した。縦軸は細胞生

存率、横軸は濃度を示す。実験は 3 回繰り返し行った。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *

は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 

< p ≦ 0.001 を表している。 
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次に、図 4.6.1 と同様の条件の細胞で DNA 一本鎖切断修復能力と DNA二本鎖切

断修復能力を、放射線照射後の ADP-ribose 抗体とg-H2AX 抗体の免疫染色により第

3.5 章と同様の方法で解析した。免疫染色では、siRNA により内在性の PNKP の発

現量を抑制し、遺伝子導入により野生型の PNKP と 2RA 変異体を細胞内で再発現さ

せた細胞を用いた。 
DNA 一本鎖切断修復能力の解析では、放射線照射の 30 分前に PARGi を添加し、

2Gy の放射線照射により DNA 損傷を誘導した。その後、30 分後に細胞を回収し、

細胞内での ADP-ribose蛍光強度を ImageJソフトウェアにより計測し、蛍光強度を

細胞内での DNA 一本鎖切断の残存率として考え解析を行った(図 4.6.5、図 4.6.6)。 
DNA二本鎖切断修復能力の解析では、2Gy の放射線照射により DNA 損傷を誘導

し、30 分後と 6時間後に細胞を回収、細胞内に 10個以上のg-H2AXドット(Foci)が
確認出来る細胞を DNA二本鎖切断が残存しているg-H2AX陽性細胞としてカウント

し、陽性細胞の割合を解析した(図 4.6.7、図 4.6.8)。 
さらに、ゲノム不安定性の指標として考えられている微小核と染色体架橋の形成率

解析も併せて行った (図 4.6.9-図 4.6.11)。5Gy の放射線照射後 24時間細胞を再培養

し、免疫染色と同様の方法で DAPI により DNA の染色を行い、DNA のフラグメン

ト化を表す微小核と細胞分裂後の DNA の絡まりを表す染色体架橋を検出した。そし

て、全細胞における微笑核、または染色体架橋を持つ細胞の割合を siCTRL、siPNKP、
siPNKP+PNKP、siPNKP+2RA の 4種類の細胞条件で比較した。 

 
図 4.6.5 と図 4.6.6 から、どの細胞においても放射線の照射に伴い残存した DNA

一本鎖切断を表す ADP-ribose の蛍光強度が強くなっていることがわかる。特に

siPNKP と siPNKP+2RA 細胞では、それぞれ siCTRL、siPNKP+PNKP 細胞と比較

して ADP-ribose の蛍光強度が有意に増加することがわかった。つまり、Arg35 と

Arg48 が PNKP の持つ DNA 一本鎖切断修復能力に影響を与えることが明らかにな

った。しかし、siPNKP 細胞と siPNKP+2RA 細胞を比較すると、siPNKP 細胞の方

が若干ながらADP-riboseの蛍光強度が高いことから、別の機構によるPNKPのDNA
一本鎖切断修復能力制御が存在する可能性がある。 
次に、図 4.6.7 と図 4.6.8 では 2RA 変異体発現細胞での DNA二本鎖切断修復能力

を解析した。結果として、放射線照射 30 分後ではどの条件の細胞でもほぼ 100%が

gH2AX陽性細胞であった。しかし、放射線照射 6時間後では PNKP抑制細胞と 2RA
変異体発現細胞において、 siCTRL や siPNKP+PNKP 細胞と比較して、gH2AX陽
性細胞の割合が有意に増加することが確認できた。このことから、PNKP の FHAド
メインを介したリン酸化タンパク質との結合能力はDNA二本鎖切断の修復に必要で
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あり、Arg35 と Arg48 を置換した PNKP を発現する細胞では放射線照射後の DNA
二本鎖切断の修復が遅延することが明らかになった。 
次に細胞のゲノム不安定性を解析した。図 4.6.9 は左からそれぞれ通常の細胞核と

微小核を持つ細胞(青矢印が微小核)、染色体架橋を持つ細胞(赤矢印が染色体架橋)の
画像である。図 4.6.10 と図 4.6.11 は実際に 5Gy の放射線照射 24時間後に siCTRL、
siPNKP、siPNKP+PNKP、siPNKP+2RA 細胞を回収し、微小核と染色体架橋を持

つ細胞の割合を定量化した。その結果、非照射においても放射線照射後においても

siPNKP と siPNKP+2RA 細胞では微小核と染色体架橋ともに有意な形成率の増加が

確認できた。また、siPNKP+PNKP 細胞での微小核、染色体架橋形成率が siCTRL
細胞と同程度であることから、ゲノム安定性の維持において PNKP FHAドメインの

タンパク質結合能力は極めて重要であることがわかった。 
 
第 4.6 章では、FHAドメインのタンパク質間結合能力を司る Arg35 と Arg48 に変

異を入れた 2RA 変異体発現細胞を用いて、DNA 損傷に対する細胞生存率、DNA 一

本鎖切断・DNA二本差切断などの修復能力、そして細胞のゲノム安定性維持能力を

解析した結果、DNA 修復能力の欠損、それによるゲノム不安定性の誘発、そして DNA
損傷に対する細胞生存率の低下へと繋がることがわかった。つまり、FHAドメイン

を介した PNKP と他タンパク質との結合はゲノム安定性の維持において極めて重要

な役割をもつ。 
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図 4.6.5 放射線 2Gy 照射前後での ADP-ribose による DNA 一本鎖切断の検出結果： 
U2OS 細胞で 2Gy の放射線照射 30 分経過後の細胞内の ADP-ribose を免疫染色法で検出

した結果である。左二列が PARG阻害剤(PARGi)処理のみ、右二列が放射線照射と PARG

阻害剤(PARGi)処理である。PARGi 添加により DNA 一本鎖切断のマーカーである poly 

ADP-ribose の蛍光強度を増幅させた。それぞれの列の左の赤の染色図が DNA 一本鎖切

断のマーカーとして用いた ADP-ribose であり、右側の青色の図は DNA を DAPI で染色

した図である。縦がそれぞれの細胞の siRNA や再導入した PNKP の条件などを示してい

る。放射線照射後の siPNKP と siPNKP+2RA 細胞において、赤色の蛍光強度が増加して

いることがわかる。白線は 10µm を表すスケールバーである。 
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図 4.6.6 放射線 2Gy 照射前後での残存 DNA 一本鎖切断の定量的解析結果：U2OS 細胞

に siRNA を用いて内在性 PNKP の発現抑制をした後、野生型 PNKP と 2RA変異体を再

発現させ、放射線照射照射前後でのそれぞれの条件の細胞における DNA 一本鎖切断の残

存率を、ADP-ribose の蛍光強度を測定することで定量化した結果である。PARG阻害剤

(PARGi)処理により poly ADP-ribose の分解を阻害することで、DNA 一本鎖切断を検出

した。PARGi 処理後の放射線照射細胞では、siCTRL 細胞や siPNKP+PNKP 細胞と比較

し、siPNKP 細胞と siPNKP+2RA 細胞で ADP-ribose の蛍光強度が有意に増加している

ことがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 100 細胞以上をカウントし

た。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***

は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 

 

  



 148 

 
図 4.6.7 放射線 2Gy 照射後の 2RA変異体発現細胞での DNA 二本鎖切断修復能力の解

析： U2OS 細胞に放射線を 2Gy 照射し、30 分後と 6 時間後の細胞で免疫染色法を行い、

gH2AX を検出した結果である。gH2AX のドット(foci)が 10 個以上存在する細胞を、

gH2AX陽性細胞(DNA 二本鎖切断が残存する細胞)としてカウントし、細胞の処理条件と

時間経過に伴うgH2AX 陽性細胞割合の変化を解析した。それぞれの画像は各処理条件に

おいてDNA二本鎖切断のマーカーとして用いたgH2AX(赤)とDNAを染色するDAPI(青)

を重ね合わせた図である。 
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図4.6.8 2RA変異体発現細胞での放射線2Gy照射後の時間経過に伴うDNA二本鎖切断

残存細胞の定量的解析結果：U2OS 細胞に siRNA を用いて内在性 PNKP の発現抑制を

した後、野生型 PNKP と 2RA変異体を再発現させ、放射線照射 30 分と６時間後のそれ

ぞれの条件の細胞における DNA 二本鎖切断の残存率を、gH2AX foci陽性細胞をカウン

トすることで定量化した結果である。放射線照射 30 分後ではどの条件の細胞でもほとん

どがgH2AX陽性細胞であるのに対し、6 時間後ではコントロール細胞や野生型 PNKP再

発現細胞と比較し、PNKP 抑制細胞と 2RA 変異体発現細胞ではgH2AX 陽性細胞の割合

が有意に増加していることがわかる。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 100

細胞以上をカウントした。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 

< p ≦ 0.01、***は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 
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図 4.6.9 ゲノム不安定性の指標である微小核と染色体架橋の形成：5Gy の放射線照射後

24 時間培養を行った U2OS 細胞で DNA を DAPI により染色し、通常の細胞核とゲノム

不安定性の指標である微小核保有細胞、染色体架橋保有細胞を撮影した結果である。青の

矢印が微小核、赤の矢印が染色体架橋を示している。 

 

 

図 4.6.10 2RA変異体発現細胞の放射線照射後のゲノム安定性維持能力(微小核)：U2OS

細胞に siRNA を用いて内在性 PNKP の発現抑制をした後、野生型 PNKP と 2RA変異体

を再発現させ、5Gy の放射線を照射後 24 時間後の細胞の微小核保有率を解析した結果で

ある。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 500 細胞以上をカウントした。ns は

有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***は 0.001 < p 

≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している。 
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図 4.6.11 2RA 変異体発現細胞の放射線照射後のゲノム安定性維持能力(染色体架橋)：

U2OS 細胞に siRNA を用いて内在性 PNKP の発現抑制をした後、野生型 PNKP と 2RA

変異体を再発現させ、5Gy の放射線を照射後 24 時間後の細胞の染色体架橋保有率を解析

した結果である。実験は 3 回繰り返し行い、それぞれの実験で 500 細胞以上をカウント

した。ns は有意差なし (p > 0.05)、 *は 0.01 < p ≦ 0.05、**は 0.005 < p ≦ 0.01、***

は 0.001 < p ≦ 0.005、****は 0.0005 < p ≦ 0.001 を表している 
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4.7  第 4 章のまとめ 
 本章では、「タンパク質間相互作用の観点から DNA 損傷部位への PNKP 集積の制

御メカニズムを明らかにすること」を目的として、以下 4 つの実験項目を実行し、以

下の内容を明らかにした。 
 
1) 生細胞への Laser micro-irradiation による DNA 損傷誘導系の確立 (4.2 章)  
第 4.2 章では、細胞内の一部に DNA 損傷を誘導する Laser micro-irradiation 法を

確立し、PNKP の生細胞内での DNA 損傷部位への集積挙動を秒単位で可視化する実

験系を確立した。また、FHAドメインが PNKP の DNA 損傷部位への集積能力に関

わることがわかった。 
 
2) PNKP の DNA 損傷応答に必要なアミノ酸の同定 (4.3 章)  
 第 4.3 章では、FHAドメイン内の Arg35 と Arg48 が PNKP とリン酸化タンパク

質との結合を制御するアミノ酸であること、Arg35 と Arg48 を置換すると PNKP が

DNA 損傷部位へ集積できなくなることを明らかにした。 
 
3) DNA 損傷部位への PNKP 集積の時空間的制御機構 (4.4 章、4.5 章)  
 第 4.4 章では、既知の PNKP 結合タンパク質 XRCC1 と XRCC4 を発現抑制した状

態で、PNKP の DNA 損傷部位への動員を解析することで、PNKP の DNA 損傷部位

への集積が他タンパク質との結合により制御されていることを明らかにした。 
 第 4.5 章では、リン酸化酵素 ATM、DNA-PKcs、CK2 の発現抑制や既知のリン酸

化部位に変異を入れた XRCC1、XRCC4 を用いた実験を行うことで、PNKP の DNA
損傷部位への集積がリン酸化により厳密に制御されていることがわかった。 
 
4) Arg35/Arg48 のゲノム安定性維持における重要性 (4.6 章) 
 第 4.6 章では、PNKP FHAドメイン内の Arg35 と Arg48 が制御する PNKP と単

タンパク質との相互作用が、細胞の DNA 修復能力、ゲノム安定性維持能力、そして

DNA 損傷に対する細胞生存率に関わることを解明した。 
 
 図 4.7.1 と図 4.7.2 は、これらの結果を統合した DNA 損傷応答における PNKP 制

御機構のモデル図である。図 4.7.1 は分子レベルでのモデル図であり、図 4.7.2 は細

胞レベルでのモデル図である。第 4 章では、PNKP が FHAドメインを介したタンパ

ク質間相互作用により、DNA 損傷部位へ集積し、DNA 修復を促進、細胞のゲノム安

定性を保つことを解明した。さらに、PNKP は結合のタイミングやパートナーの種
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類により、適切なタイミングで適切な DNA 損傷部位へ動員されるなど、タンパク質

間相互作用による厳密な制御を受けていることがわかった。FHAドメインは様々な

DNA 損傷応答タンパク質に見られる構造であるため、今回の成果は他のタンパク質

の DNA 損傷応答制御機構研究においても大いに貢献できるものであると考える。 
また、PNKP を欠失した細胞と FHAドメイン変異体細胞では放射線に感受性を示

したことから、PNKP が放射線増感剤として有用である可能性も示唆された。  
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図 4.7.1 分子レベルでの DNA 損傷応答における PNKP制御機構のモデル図： 放射線

などにより DNA 一本鎖切断や DNA 二本鎖切断が生じた場合、PNKP は FHA ドメイン

の Arg35 と Arg48 を結合の中心として、リン酸化された足場タンパク質(XRCC1 や

XRCC4 など)と結合する。そして、その結合により PNKP はそれぞれの DNA 損傷部位

へと動員され DNA 末端の脱リン酸化・リン酸化を行いその後の DNA 末端結合を促進す

る。 
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図 4.7.2 細胞レベルでの DNA 損傷応答における PNKP制御機構のモデル図 ： 図 4.7.1

のように、PNKP は足場タンパク質との結合を介して DNA 修復を行い、その後のゲノム

安定性を保つ。しかし、PNKP が欠失した細胞、または FHA ドメインの機能が異常にな

った細胞では DNA 鎖切断などが発生しても正しく修復することができず、DNA のフラ

グメント化や染色体の転座が発生する。これにより、細胞のゲノム安定性維持能力が欠失

し、微小核や染色体架橋などの形成率が上昇、ゲノム不安定性を獲得する。 
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第 5章 

リンカー領域内の新規リン酸化部位
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6.1 まとめ 
本研究では、“DNA 損傷に応答した PNKP の制御機構を解明”することを目的と

して研究を進めてきた。そのために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 損傷応答における PNKP の制御機構を分子・ア

ミノ酸レベルで明らかにすることを目指した。 
 
具体的に本研究では、下記 3 つの研究項目を実行し、細胞内における PNKP の制

御機構を分子・アミノ酸レベルで解明した。各章のまとめ(第 3.7 章、第 4.7 章、第

5.6 章)にて、研究成果の詳細は示している。 
 
1) 細胞内での PNKP の局在制御機構の解析 (第 3 章) 

PNKP のリンカー領域内のアミノ酸領域 138-141 が PNKP の核移行シグナル

(NLS)であることを明らかにした。また、PNKP の核内への局在能力は DNA

損傷が発生した時に、迅速に DNA 修復に関わるために必要であることを明ら

かにした。さらに、PNKP が他タンパク質との結合を介して細胞核内構造体で

ある核小体内に強く局在することを明らかにした。つまり、第 3 章では、特に

細胞内での恒常的な PNKP の制御機構を明らかにした[108]。 

 

2) DNA 損傷部位への PNKP 集積動態解析 (第 4 章) 

Laser micro-irradiation法によりDNA損傷部位でのPNKPの集積動態を秒単

位で可視化した。さらに、FHA ドメイン内の Arg35 と Arg48 が PNKP と他

のリン酸化タンパク質間での結合に必要であり、このタンパク質間相互作用が

細胞の DNA 修復能力、ゲノム安定性維持能力、そして DNA 損傷に対する生

存率に関わることを明らかにした。つまり、第 4 章では PNKP が DNA 損傷を

認識し、損傷部位へ集積するための秒単位でのメカニズムを明らかにした[55]。 

 

3) 新規リン酸化部位の同定と DNA 修復・複製における役割 (第 5 章) 

CRISPR/Cas9 ゲノム編集を用いた PNKP-/-細胞の樹立と、遺伝子工学技術に

より作製した PNKP 変異体を用いて、リンカー領域内のリン酸化が DNA 損傷

部位への集積に関与すること、DNA 一本鎖切断と DNA二本鎖切断の修復に関
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わることを明らかにした。さらに、PNKP が DNA 複製に関与することを突き

止めた。 

 

 以上のことから、本研究ではタンパク質間相互作用や翻訳後修飾、各アミノ酸の特

性などによって制御される生細胞内での PNKP の動態を解析し、DNA 損傷応答に対

する PNKP の制御機構の一端を分子・アミノ酸レベルで解明することに成功した。

今後も、DNA 損傷応答因子の制御機構に着目し、遺伝病やがんの発生における重要

性を研究していきたいと考えている。 
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6.2 本研究の将来展望 
 本研究成果は、分子生物学、放射線影響学、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 つが大きな目標とし

て挙げられる。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、既存の抗がん剤や放射線増感剤の効率化や新規標的としての PNKP
の有用性を評価する。さらに、PNKP を原因とした遺伝性神経疾患の発症メカニズ

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。 
 
1) 様々なタンパク質のバイオイメージング 
 本研究で行った PNKP タンパク質の生細胞内での可視化を応用することで、他の

タンパク質の可視化も可能となる。例えば、他の DNA 損傷応答因子を細胞内で GFP
タグ付きで発現させ、同様に Laser micro-irradiation 法を行うことで他のタンパク

質の DNA 損傷応答時の制御動態をライブで観察することが可能となる。さらに、こ

れらを網羅的に行うことで、非相同末端結合や相同組換えなどの様々な DNA 修復経

路がどのタイミングで動き出すのか、秒単位での DNA 修復経路選択機構を可視化す

ることが期待できる。また、修士時代に行ったがん抑制遺伝子 p53 の可視化や、p53
の下流遺伝子で細胞周期停止に関わる p21 タンパク質、アポトーシスに関わる Bax
タンパク質を同時に可視化することで、細胞の運命決定をライブタイムで可視化出来

るようになる。このように、生細胞内で特定のタンパク質を追いかけることのできる

バイオイメージングは、外的要因に対する細胞の応答をダイレクトに感知できるため、

極めてリアリティの高い手法である。 
 
2) PNKP を標的とした新たながん治療薬・放射線増感剤の開発 
 第 1 章において説明したように、近年特異的な分子を標的にした分子標的薬が効果

的な抗がん剤治療薬として使用されている。そして、第 4 章や第 5 章での結果から、

野生型 U2OS の D10 (生存率が 10%となる線量)が約 4.8Gy であったのに対し、今回

作製した PNKP 欠損細胞の D10 は約 2.2Gy と半分以下となり、PNKP 欠損細胞は

放射線に対して極めて高い感受性を示すことがわかる。さらに、それぞれの細胞の生

存率曲線を標的説から D0 (平均致死線量)を導出したところ、野生型 U2OS が約

2.1Gy であったのに対して、PNKP 欠損細胞は約 0.9Gy であった。このことから、

D0 の逆数をとり 1Gy 当たりに受ける致死性の DNA 二本鎖切断の量を計算すると、

野生型 U2OS では約 0.5個、PNKP欠損細胞では約 1.1個であり、野生型 U2OS と

比較して PNKP 欠損細胞では致死性の DNA 二本鎖切断残存量が約 2 倍となること

がわかった。理論上、ヒト細胞では 1Gy の放射線照射により約 40個の DNA二本鎖
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切断が生じていることから、大半の DNA二本鎖切断はどちらの細胞においても修復

されていることがわかるが、D10 や D0 から分かる通り細胞の生存率には大きな差が

出てくることがわかる。このことから、阻害剤などによる PNKP 阻害が効果的な放

射線治療の増感剤として有望であることが示唆される。既往の研究においても PNKP
の脱リン酸化能を阻害するような薬剤が開発されており、放射線増感剤の標的として

注目されている[109]。これは、PNKP が単独で塩基除去修復、DNA 一本鎖切断修復、

DNA二本鎖切断修復など様々なDNA修復経路に関わることが要因だと考えられる。

また、PNKP 欠損細胞が CPT や H2O2などの薬剤に対して高い感受性を示したこと

から、DNA鎖切断を誘導するような薬剤と PNKP阻害の併用によって高いがん細胞

殺傷効果を得られることが期待される。BRCA1/2欠損家族性乳がんに対する PARP1
阻害剤のように、DNA鎖切断につながるような変異をもつがん細胞に対して PNKP
阻害剤が極めて高い効果を発揮し、合成致死となる可能性がある。合成致死により細

胞死を誘導する抗がん剤はがん細胞の変異特異的に細胞殺傷効果を発揮するため、抗

がん剤の大きな問題点の一つである副作用の問題を解決する可能性を秘めたがん治

療標的である。既往の研究において PNKP に関しても、約 50%のがんにおいて変異

が報告されているがん抑制遺伝子 PTEN や悪性リンパ腫において高頻度な変異が報

告されているがん抑制遺伝子 SHP1 と合成致死のパートナーとして報告されている

ことから[110、111]、これらの変異を持ったがん細胞に対して効果的ながん治療標的

として期待できる。 
 
3) iPS 細胞を用いた DNA 損傷応答と遺伝病発症メカニズムの詳細解析 
 ヒト多能性幹細胞である iPSC (Induced Proripotent Stem Cells)は、全てのタイプ

の細胞へ分化可能(多能性)であり、半永久的に増殖する(自己複製能)細胞である。こ

れまでに本研究室でも独自の iPS 細胞を樹立しており、iPS 細胞における放射線影響

の研究を行ってきた[112、113]。そして、本研究で用いた CRISPR/Cas9 ゲノム編集

技術を用いることで、iPS 細胞に遺伝病由来の突然変異を人為的に導入し、その iPS
細胞を目的の細胞に分化誘導させること(PNKP は遺伝性神経疾患を発症するため、

神経細胞に分化誘導など)で、同一バックグラウンド状態での遺伝病原因突然変異が

もたらす DNA 損傷応答異常の詳細を明らかにすることができる。例えば、PNKP の

場合は、MCSZやAOA4などの遺伝性神経疾患に関わることがわかっているものの、

その発生の機序はほとんど証明されていない。そこで、PNKP を欠損させた iPS 細

胞と通常の細胞で神経細胞に細胞分化誘導を行い、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 PNKP の関係性

の詳細を明らかにすることができる。さらに、他の遺伝病原因遺伝子でも同様の実験

が可能であるため、汎用性が極めて高く、幅広く応用可能である。そして、遺伝病の
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発症メカニズムを理解することは、その治療法開発にもつながる可能性があるため、

社会的にも重要な意義を持った応用研究である。 

 
特に、その中でも現在(3) iPS 細胞を用いた DNA 損傷応答と遺伝病発症メカニズ

ムの詳細解析に力を入れており、これまでに iPS 細胞から神経幹細胞(NSC: Nural 
Stem Cells)へと分化誘導するスキームを確立している。特に、MCSZ や AOA4 など

の遺伝性神経疾患では神経細胞の分化(ニューロンなど)に関して何らかの問題が発生

していると考えられている。そこで、NS 細胞からさらに分化をすすめアストロサイ

トやニューロンへの分化誘導実験を行っており、これらの細胞への分化誘導法の確立

を目指している。分化実験と同時に siRNA を用いた iPS 細胞と分化させた NS 細胞

での遺伝子抑制実験を行っており、これらの細胞において PNKP の抑制に成功して

いる。そこで、iPS 細胞から NS 細胞、そしてニューロンまでの分化の過程で PNKP
発現の有無により、分化の過程で発生する DNA 損傷量がどう変化するのか、また最

終分化形であるニューロンまで分化可能なのかなどを解析し、PNKP 発現抑制によ

る遺伝性神経疾患の発症メカニズムの理解を目指している。 
また、近年「がん幹細胞」という考え方が提唱されており、iPS 細胞のように自己

複製能と分化能をもったがん細胞ががんの原因となると考えられている[114-116]。
つまり、がん幹細胞を死滅させることが腫瘍の根絶、また再発の防止に重要というこ

とである。そして、これらのがん幹細胞は iPS 細胞と似た特徴を持つと考えられてい

ることから、これらの実験系を用いた幹細胞やその分化細胞(神経細胞、皮膚細胞、

血球細胞、心筋細胞など)の DNA 損傷応答機構や放射線に対する応答の分子メカニズ

ムを理解することで、がん幹細胞の細胞応答メカニズムの理解につながり、がん幹細

胞を効率的に殺傷可能な新規治療法や新規標的の探索に繋がることが期待される。 
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