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タンパク質リン酸化を介した DNA二重鎖
切断修復制御のメカニズム

１． は じ め に

生命のプログラムとしてのゲノムの情報がわずかにでも

失われることは，生物にとって致命的である．そのため全

ての生物は内的・外的要因によって生じる DNA上の傷に

対する様々な防御システムを備えている．DNA二重鎖切

断修復もその一つである．しかし，その防御機構もヒト等

の多細胞生物で考えたとき，使う手段や場所を誤ると

DNA配列の改変や染色体転座を引き起こし最終的に発が

んなど疾病の原因となってしまう危険性を含んでいる．こ

のような事態を防ぐために細胞内では DNA上の傷を認識

し，傷の種類や細胞の状態を判断した上で，その場に応じ

た適切な修復酵素群を会合させて配置する制御メカニズム

が存在すると考えられているが，その分子メカニズムは明

らかではない．真核生物の細胞内では DNA二重鎖切断

（DSB）はおもに非相同末端結合（NHEJ）と相同組換え（HR）

で修復されることが知られている（図１）．相同組換えは，

Rad５２グループ遺伝子群が中心的機能を果たし，同じ遺伝

情報を持つ鋳型をコピーすることで変異等を伴うことなく

DNA二重鎖切断を元通りに修復できるエラーフリーの手

段である．しかし，全く同一の遺伝情報を持つ鋳型 DNA

として姉妹染色体を必要とするために，使うことのできる

時期が S，G２期に限定される．もしも，G１期に相同組換

えが活性化したら，異なる染色体間の繰り返し配列等の間

で組換えが起きてしまい，染色体転座を招いてしまう危険

性がある．一方，NHEJは切れた DNA末端同士をそのま

ま結合する反応であることから細胞周期を通じて使うこと

ができるが，DSB末端部分の遺伝情報が失われる危険性

がある．そのため，NHEJは HRを使うことのできない

（つまり，姉妹染色体の存在しない）G１期あるいは静止期

において必須の修復機構であると考えられている．このよ

うに，G１と S／G２の間で DNA二重鎖切断修復に機能する

修復酵素群には違いがあると考えられるが，その制御の分

子メカニズムについてはあまりわかっていない．そこで，

我々は細胞周期を通じてどのように DSB修復機構が選択

されているか，そのメカニズムに焦点をあて解析を行って

いる．

１０２９２００８年 １１月〕

みにれびゆう



２． 非相同末端結合と相同組換え

NHEJの過程では DSB末端はヌクレアーゼによる急激

な分解から保護され，末端同士は遠く離れないように架橋

され，そして，最終的に NHEJ特異的な DNAリガーゼ複

合体（DNL複合体：DNA ligaseIV-Nej１-Lif１）の結合反応

によって元通りに修復される（図１）．例えば出芽酵母で

は，YKU７０／HDF１，YKU８０／HDF２，LIF１，NEJ１，

DNL４，MRE１１，RAD５０，XRS２といった遺伝子が必要

であり，これらは高等真核生物まで保存されている（表

１）．また，最近，末端部分のマイクロホモロジーに依存し

た末端部分のアニーリング反応による micro-homology de-

pendent NHEJに POL４，RAD２７が機能していることがわ

かってきた１）．この過程は前述の ligase IVに依存した経路

と機能するタンパク質が根本的に異なるため，お互いを区

別するために従来の NHEJを classical-NHEJと呼ぶように

なっている．

HRについては，相同鎖検索に必要な一本鎖 DNAを作

るための DSB末端のプロセシングがサイクリン依存的キ

ナーゼ（CDK）活性に依存して制御され，G１期にプロセ

シングが抑制されることがわかっている２）．一方，NHEJ

の制御機構については，出芽酵母において DNL複合体の

サブユニットの一つである Nej１の発現が２倍体では抑制

されることから，酵母２倍体では NHEJが抑制されること

がわかっている３，４）．しかし，高等真核細胞では体細胞は通

図１ DNA二重鎖切断修復経路
DSBはまず，大きく分けて HRと NHEJの二つの異なる経路により修復される．さらに NHEJは二つの経路に分かれ，それぞれ
の経路に特異的に機能するタンパク質群が存在する．

表１ NHEJに関わるタンパク質群
様々な機能を持つタンパク質が NHEJに関わっており，それら
の多くは酵母からヒトまで広く保存されている．

出芽酵母 ヒ ト 機 能

Mre１１ Mre１１ エキソ／エンドヌクレアーゼ
Rad５０ Rad５０ SMC様タンパク質
Xrs２ Nbs１ MRX（N）制御サブユニット？
Dnl４ DNA ligase IV NHEJ特異的 DNAリガーゼ
Lif１ Xrcc４ ligase IVの制御サブユニット
Nej１ XLF ligase IVの制御サブユニット

Ku７０／Hdf１ Ku７０ DSB末端保護
Ku８０／Hdf２ Ku８０ DSB末端保護
― DNA-PKcs PI３タンパク質キナーゼ

Pso２ Artemis DSB末端プロセシング？
Pol４ Polµ DNAポリメラーゼ
― Polλ DNAポリメラーゼ

Rad２７ FEN-１ Flapエンドヌクレアーゼ
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常２倍体で維持されていることからこの制御様式は酵母特

異的であると言える．そして，今のところ NHEJがどのよ

うに制御を受けているのか（そもそも制御を受けているの

か）はわかっていない．

３． 酵母 Xrs２の FHAドメインは NHEJに必要である

Mre１１-Rad５０-Xrs２（MRX）複合体（出芽酵母以外の生

物種ではMre１１-Rad５０-Nbs１（MRN）複合体）は DSB末端

に結合し DSB修復の初期過程に必要な因子であるが，こ

図２ xrs２-SH 変異株におけるMRX fociの形成および DSB修復
（A）出芽酵母の減数分裂期クロマチン上での Xrs２タンパク質とMre１１タンパク質の局在について間接蛍光抗体法を用いて観察
した．FHAドメインの機能を欠く変異 Xrs２タンパク質は DSB部位において正常にフォーカスを形成することができ，Mre１１と
共局在する．（B）出芽酵母第三番染色体上にガラクトース誘導型の HOエンドヌクレアーゼで人工的に導入した DSBの修復過程
を DSB近傍の DNA配列をプローブとしてサザンブロティング法で検出した．FHAドメインの変異株では NHEJによる修復の
効率が低下していた．（＊は，欠失を伴った組換えによる産物）
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の複合体は DSB修復以外にテロメア維持，DNA損傷

チェックポイントなどにも関わる多機能タンパク質複合体

として知られている（図３）．しかし，その具体的な機能

については不明な点が多い．そして，興味深いことに出芽

酵母においてはMRX複合体が HRと NHEJの両方に必要

であることがわかっている５）．しかし，ヒトにおいて

MRN複合体が NHEJに機能しているという証拠は今のと

ころ得られていない．

さて，Mre１１と Rad５０タンパク質は大腸菌 sbcCDのホ

モログである．それぞれ，エキソヌクレアーゼと structural

maintenance of chromosomes（SMC）様タンパク質として

の機能を持ち，DSB末端のプロセシングと架橋に必要だ

と考えられている６）．三つ目の因子である Xrs２（Nbs１）タ

ンパク質は真核生物に特異的な因子であるが，その具体的

な機能については全くわかっていなかった．そして，ヒト

のゲノム不安定性症候群の一つである Nijmegen breakage

syndrome（NBS）が Nbs１の N末端の部分欠失によって引

き起こされることから，我々は Xrs２（Nbs１）の N末端部

分がゲノム安定維持に必要だと考え，その機能に焦点を当

て研究を行っている．

出芽酵母 Xrs２とヒト Nbs１タンパク質の N末端部分に

は fork-head associated（FHA）ドメインが保存されている．

FHAドメインはリン酸化タンパク質認識／結合活性があ

ることで知られている．例えば，出芽酵母で DNA傷害

チェックポイントに関わる Rad５３の FHAドメインはリン

酸化された Rad９と相互作用することが知られている７）．

そこで Xrs２の FHAドメインのゲノム安定性維持における

機能を明らかにするために出芽酵母を用いて解析を行っ

た．以前の我々の解析から FHAドメインの部分欠失株お

よび点変異株は，MRX複合体を形成することができ（図

２A），DNA傷害を与えるガンマ線や DNAアルキル化剤メ

チルメタンスルホン酸（MMS）などに対して感受性を示

さないことがわかっている８）．出芽酵母では体細胞増殖期

において DNA二重鎖切断は主に相同組換えによって修復

されることが知られている．そのため，出芽酵母では

NHEJに必須の因子を欠いても DNA傷害修復に見かけ上

は欠損を示さないことが知られている．そこで，我々は

Xrs２の FHAドメインが NHEJ特異的な機能をもつなら

ば，ゲノム安定性維持に関わっていながら，FHAドメイ

ンの部分欠失株が薬剤に耐性になる可能性があると考え

た．そこで，XRS２の FHA変異株（FHAドメインを欠失

した xrs２変異株（xrs２-３１４M）および FHAドメインで

保存されているアミノ酸をアラニンに置換した点変異株

（xrs２-SH））を作製して詳細な解析を行った．部位特異的

な DNA切断活性を持つ HOエンドヌクレアーゼの系を用

いて，酵母染色体上の特定の１箇所に部位特異的 DSBを

同調的かつ一過的に導入し，その修復過程の経時的解析を

行った（図２B）．G１期に同調した細胞では姉妹染色体が

存在しないことから HOエンドヌクレアーゼによる DSB

は NHEJによってのみ修復されることがわかっている．こ

のような系を用いて解析を行った結果，LIF１遺伝子破壊

株では DSB修復が全く行われていないかったことから，

この系での DSB修復は NHEJに依存していることがわか

る．一方，FHAドメインの変異株では DSB修復の効率が

野生株と比較して顕著に低下していることがわかった．こ

の結果は，Xrs２タンパク質において FHAドメインが

NHEJ特異的な機能を担っており，効率の良い NHEJに必

要であることを示している９）．

４． FHAドメインは Lif１タンパク質との相互作用に

機能する

前述したように FHAドメインはタンパク質間相互作用

に関わることが知られていることから NHEJに関わる因子

との相互作用に必要である可能性が考えられる．そこで，

NHEJに関わる因子と Xrs２との相互作用について検討し

た．その結果，NHEJ特異的 DNAリガーゼとして機能す

る，DNL複合体の制御サブユニットの一つである Lif１タ

ンパク質と Xrs２が FHAドメインで相互作用することが明

らかとなった９，１０）．この結果は，DSB修復の最も初期に

DSB上に呼び込まれるMRX複合体が Xrs２の FHAドメイ

ンを介して DNL複合体を DSB部位に効率よく呼び込む機

能を持っている可能性を示している．また，我々は Xrs２

と Lif１との間の FHAドメインに依存した相互作用がヒト

の Nbs１と Xrcc４との間でも保存されていることを明らか

にした．現在のところ，ヒト Nbs１が NHEJにおいて機能

しているという直接的な証拠は得られていないが，その可

能性があることを示す結果であると考えている．

さて，我々は Lif１側の相互作用部位の特定を行った結

果，Lif１の C末端の領域に Xrs２に対する相互作用部位を

同定した（図３）．つまり，Lif１タンパク質は N末端側で

Nej１と相互作用し中央部分で Dnl４と相互作用することが

知られており，C末端で Xrs２とそれぞれ独立して相互作

用することがわかった．また，新しく同定した Xrs２結合

部位はカゼインキナーゼ２（CK２）によってリン酸化を受

ける可能性があることを見いだしている．この結果は，

Lif１タンパク質が CK２によりリン酸化された後に，リン
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酸化タンパク質認識・結合活性を持つ Xrs２の FHAドメイ

ンと相互作用する可能性があることを示唆している．ま

た，FHAドメインとの結合には必要ないが，Lif１タンパ

ク質は細胞周期特異的に CDK活性に依存してリン酸化さ

れ，そのリン酸化が NHEJに必要であることを見いだして

いる（Matsuzaki et al ., unpublished result）．今後，どのよ

うな状況で Xrs２結合部位がこれらのタンパク質キナーゼ

によってリン酸化されるのかを明らかにすることで NHEJ

の制御機構を明らかにできるのではないかと考えている．
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植物二次代謝産物グリコシルトランスフェ
ラーゼの構造と機能

１． は じ め に

グリコシルトランスフェラーゼは糖ヌクレオチドなどの

糖供与体から受容体に糖残基を転移する反応を触媒する．

植物には二次代謝産物のグリコシル化（グルコシル化，ガ

ラクトシル化，アラビノシル化，グルクロノシル化，ラム

ノシル化など）をつかさどるグリコシルトランスフェラー

ゼ群（plant secondary product glycosyltransferases，PSPG）の

遺伝子が多数コードされており，シロイヌナズナ（Arabi-

図３ Lif１タンパク質と Xrs２タンパク質の機能ドメイン
それぞれのタンパク質の機能ドメインとその他の DSB修復タンパク質群との関係．これらのタンパク質はネッ
トワークを形成し DNA修復とそれに付随した DNA傷害に依存した応答反応を連携して行うと考えられる．
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