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緒　言

　損傷乗り越え DNA 合成は，DNA 複製阻害を回避する機構で紫外線により生じた DNA 損傷からの生体防御に必須
の機構である．紫外線高感受性遺伝病の色素性乾皮症における日本人患者の半数は損傷乗り越え DNA 合成に異常が
あると報告されている 1)．近年では，制がん剤のシスプラチン処理やアルコール摂取などにより生じる DNA 鎖架橋修
復や，免疫多様性獲得のためのクラススイッチ機構などの広範な生命維持に損傷乗り越え DNA 合成が機能しているこ
とが報告されている 2)．また，損傷乗り越え DNA 合成機構の異常により誘発突然変異頻度が上昇し，発がんが促進さ
れる事も報告されている 3)．
　損傷乗り越え DNA 合成は，DNA 損傷部位で DNA 複製が停止すると E3 ユビキチンリガーゼ RAD18 が細胞増殖因
子 PCNA をモノユビキチン化することにより活性化され，複製型の DNA 合成酵素から損傷乗り越え型酵素 (Pol eta)
にポリメラーゼスイッチすることにより進行する 4)．我々は，この活性化機構に放射線損傷修復因子 NBS1 が関与して
いることを発見した 5)．しかし DNA 結合領域を有しない NBS1 が紫外線損傷 DNA をどのように認識するか不明であ
った．そこで本研究では，NBS1 の紫外線損傷認識とそれによる損傷乗り越え DNA 合成の開始機構を明らかにするた
め，NBS1 の上流機能因子を同定することを目的とした．

方　法

１．免疫染色法を用いた紫外線照射後の核内局在解析
　GFP タグを付加した NBS1-N, NBS1-C を過剰発現させた細胞株を作製し 2 種類の細胞で比較検討を行った．各細胞
に，放射線 3 Gy 照射し 10 分後に固定，紫外線 10 J/m2 照射し 3 時間後に固定し，0.5％-Triton X/PBS (－) で処理後，
GFP 抗体を用いて免疫染色を行った．GFP の核内局在を蛍光顕微鏡 (Leica) で観察した．

２．siRNA ライブラリーを用いたスクリーニング解析
　GFP タグを付加した NBS1-C を過剰発現させた細胞株に，Lipofectamine RNAiMax (Life technologies) を用いて
siRNA ライブラリー (Ambion) を導入した．siRNA (final: 1 pmol) 導入 72 時間後に紫外線 10 J/m2 照射し，3 時間後に
固定し，GFP の核内局在をハイコンテント細胞イメージアナライザー IN Cell Analyzer 2000（GE ヘルスケア）で観
察した．

結　果

１．紫外線損傷応答に関与する NBS1 機能領域の解析
　紫外線損傷応答に関与する機能領域を同定するため，NBS1-N, NBS1-C を過剰発現させた細胞株を用いて，放射線及
び紫外線照射後の核内局在解析を行った．
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　放射線照射後，NBS1-N を過剰発現させた場合，放射線損傷部位への局在が認められた．NBS1-C を過剰発現させた
場合，放射線損傷部位への局在は認められなかった．紫外線照射後では，NBS1-N を過剰発現させた場合，紫外線損傷
部位への局在は認められなかった．一方，NBS1-C を過剰発現させた場合，紫外線損傷部位への局在が認められた．こ
れらの結果から，放射線損傷応答には NBS1 の N 末端側が，紫外線損傷応答には NBS1 の C 末端側が機能領域である
ことが明らかとなった（図 1）．

図 1． NBS1 の機能ドメイン．
(A) NBS1 タンパク質の構造．N 末端部分は DNA 修復タンパク質によくみられる FHA (forkhead-associated)
ドメイン及び BRCT (BRCA1 C-terminus) ドメインを有している．GFP タグを付加させた NBS1-N 及び NBS1-
C を過剰発現させた U2OS 細胞に，(B) 放射線 3 Gy 照射 10 分後に固定，(C) 紫外線 10 J/m2 照射３時間後に固
定し，GFP の核内局在を蛍光顕微鏡 (Leica) で観察した．Scale bar: 15μm.

２．紫外線損傷応答における NBS1 上流機能因子の同定
　siRNA ライブラリーを用い，紫外線損傷応答における NBS1 の核内局在を制御する上流因子の探索を試みた．
　siRNA によりノックダウンした GFP-NBS1-C 強制発現細胞に紫外線を照射し，損傷部位への GFP 局在の有無を指標
に検討を行った．
　先行研究で，NBS1 との相互作用因子が数多く同定されている．siRAN ライブラリーのうち，まずは機能既知の因子
(MDC1, ATM, ATR) に着目した ．その結果，放射線損傷経路で NBS1 の上流で機能することが知られている因子
(MDC1, ATM) をノックダウンした細胞では，紫外線照射後の GFP-NBS1 核内局在には影響を受けなかった．また，
紫外線損傷シグナル伝達因子 ATR をノックダウンした細胞においても，紫外線照射後の GFP-NBS1 核内局在には影
響はなかった．
　一方，相互作用未知の因子群の中から，紫外線照射後の GFP-NBS1 局在変化を抑制する遺伝子が二つ発見された（図
2）．
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図 2． GeneA 及び GeneB ノックダウンにより DNA 損傷部位への NBS1 の集積が抑制された．
GFP タグを付加させた NBS1-C を発現させた U2OS 細胞に，GeneA 及び GeneB 特異的 siRNA (si GeneA/ si
GeneB)，標的遺伝子なしのコントロール siRNA (si Control) を導入し，紫外線 10 J/m2 照射３時間後に固定し，
GFP の核内局在をハイコンテント細胞イメージアナライザー IN Cell Analyzer 2000（GE ヘルスケア）で観察
した．Scale bar: 15μm.

考　察

　NBS1 は電離放射線による DNA 二重鎖切断再結合の修復タンパク質として知られている．一方，損傷乗り越え
DNA 合成は DNA 二重鎖切断とは異なる種類の DNA 損傷に対する細胞応答であるため，NBS1 がこれら両機構にお
いてどのように応答しているのかが謎であったが，本研究の結果から，放射線と紫外線により生じる損傷への応答に必
要な機能領域が異なることが明らかとなった．この結果は NBS1 が紫外線損傷応答においてこれまで明らかにされて
こなかった新たな分子機能を発揮していることを示唆しており，NBS1 の機能が DNA 二重鎖切断の再結合にとどまら
ないことが改めて示された．紫外線損傷応答に必要であることがわかった NBS1 の C 末端は，生存に必須であること
が知られている領域であるので，この領域の機能解析をさらに進めることでなぜ NBS1 が生存に必須なのかという未
解決問題が解明されることが期待される．
　siRNA ライブラリーを用いたスクリーニングから同定された GeneA, GeneB は，紫外線照射後の NBS1 核内局在変
化に重要な役割を持つことが強く示唆された．NBS1 と GeneA/GeneB の関係が損傷乗り越え DNA 合成機構へ関与
されると考えられる（図 3）．今後はそれらの作用機序の解明により更なる分子機構の解析を行っていきたい．
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図 3． 紫外線損傷部位への NBS1 の集積モデル．
(A) 紫外線照射により DNA 上にチミンダイマー (TT) などの紫外線損傷が生じる．(B) 紫外線損傷部位に
GeneA/B が集積する．(C) NBS1 は GeneA/B と結合し，紫外線損傷部位に集積する．これにより損傷乗り越え
DNA 合成機構が開始されると考えられる．
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