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　令和3年4月1日付けで、京都大学大学院生命科学研究科附属
放射線生物研究センター（放生研）の特定講師を拝命しました、
勝木陽子と申します。今号の放生研ニュースの誌面上をお借り
し、着任のご挨拶をさせていただきます。
　生命科学研究との出会いは、母校の創価大学工学部、安藤俊
夫先生の研究室での卒業研究にさかのぼります。安藤研では抗
がん剤候補の探索を目的とした、新規トポイソメラーゼ阻害剤
の解析を行い、がん化学療法の基礎知識に加え、研究を志す者
の姿勢や心構えを教えていただきました。安藤先生、実験をご
指導いただいた助教の柳瀬香恵先生のご厚意により、札幌で行
われた学会ではじめてポスター発表を経験した思い出は、今も
印象深く残っています。
　卒業後、小児の遺伝性疾患の分子メカニズムや治療法の開発
について勉強したいと思い、東京医科歯科大学大学院の門をた
たきました。難治疾患研究所の寺岡弘文先生の研究室（病態生
化学）に、専攻生として2年間在籍し、その間と大学院博士課
程の4年間、小児科学教室（発生発達病態学）前教授の水谷修
紀先生にご指導いただきました。水谷研究室では、乳児白血病
の遺伝子解析をとおし、小児のまれな先天性疾患である「毛細
血管拡張性運動失調症」の原因遺伝子ATMとの関連性が研究
されており、はじめて触れた疾患生物学の世界に魅了されまし
た。ATMはDNA修復や細胞周期チェックポイントをはじめと
する、DNA損傷応答の重要な分子として知られており、この
出会いが小児遺伝性疾患とゲノム安定性機構への興味の原点
となりました。
　院生時代は細胞生物学、分子生物学をとおして、先輩研究者
であった中田慎一郎先生に医学研究を学び、トポイソメラー
ゼII阻害剤による治療関連二次性白血病、乳児白血病に特徴的
な染色体転座（MLL　rearrangement）の抑制メカニズムを、
ゲノム損傷応答を切り口として解明する研究などに携わりま
した。2008年に学位を取得し、国立がん研究センター研究所
でポスドクとして研究者の道をスタートしました。
　がんセンターでは前任者の仕事を引き継ぎ、肺がん抑制遺伝
子として同定された、細胞分裂装置にかかわるタンパク質の機
能を明らかにするプロジェクトにチャレンジしましたが、思う
ような結果を出せず、研究の世界の厳しさを味わいました。ゲ
ノム損傷応答のフィールドで研究したいという思いと、学生
時代から希望していた海外留学への気持ちが再び高まってい
たところ、幸運にも先輩方の後押しのおかげで、英国サセック
ス大学Genome　Damage　and　Stability　CentreのDr．
Penny　Jeggoのラボで、2年間ポスドクとして働くチャンス
に恵まれました。Jeggoラボでは、放射線によるDNA二本鎖
損傷の修復において、細胞周期、クロマチン構造などのファク
ターによる修復経路の選択メカニズムに注目しており、高解像
度顕微鏡等を駆使した研究が行われていました。センター全体

にも、質の高い研究・教育環境が整っており、複数の関連グルー
プが集まって行われるジャーナルクラブや、国内外からスピー
カーを招いて行われるセミナーには毎回会場いっぱいの参加
者が集まり、活発な議論が展開される様子を目の当たりにする
など、毎日が刺激の連続でした。日々の研究に没頭しつつ、イ
ギリスのゆたかな自然や、同僚との交流を楽しみ日常生活も満
喫することができました。
　帰国後、長崎大学原爆後障害医療研究所の荻朋男先生の研究
室で研究員を経て、2014年から放生研晩発効果研究部門に参
加し、今年で8年目になります。現在、ファンコニ貧血の原因
遺伝子産物を制御するDNAクロスリンク修復の分子経路を探
索しています。特定教員として授業や大学院生の実験指導の機
会もいただき、研究以上に、教育の難しさを痛感していますが、
研究の面白さを常に再発見させてくださるメンターの高田穣
先生、アットホームなラボメンバー、放生研のおかげで、充実
した時間を送らせていただいています。今日の自分があるのは
多くの方々のサポートのおかげであり、京都大学生命科学研究
科という恵まれた環境で研究ができることに、日夜感謝の思い
を深くしています。
　未熟で至らぬ点も多くありますが、一層精進してまいります
ので、今後もご指導、ご鞭撻いただきますようなにとぞよろし
くお願い申し上げます。
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　私は、2004年4月から京大放生研の松本智裕教授の下でポ
スドク生活をスタートさせました。私は学生時代から今でも変
わらず分裂酵母をモデル生物として研究を続けています。学生
時代は、減数分裂・配偶子形成の研究をしており、放生研に移っ
てきてから初めて放射線生物学の勉強を始めました。その当
時、晩発効果研究部門の教授であった丹羽大貫先生が放射線生
物学の勉強会を毎週催してくださっていました。ホルミシス効
果やバイスタンダー効果など聴き慣れない用語ばかりで、毎回
必死に付いていっていました。初めて参加したRBCシンポジ
ウムの印象記では、私の拙い文章を丹羽先生が褒めてくださっ
たことが今でも温かな思い出として残っています。それまでは
新しい環境での不安感や焦燥感に包まれていましたが、その言
葉で“自分も放射線生物学の分野に受け入れてもらえた”よう
な気がして、気持ちが少し楽になりました。
　松本先生の下では、分裂酵母を用いてヒト結節性硬化症の
原因遺伝子TSC1/2の機能解析を進めていました。結節性硬
化症（Tuberous Sclerosis Complex ; TSC: 多臓器に腫瘍が
形成される）は発症率が6,000人に一人程度と比較的頻度が高
く、精神発達遅延やてんかん、顔面血管繊維種などの症状を呈
します。また、TSC1/2は、栄養応答シグナルに関与するTSC-
mTORシグナル伝達経路に機能することがわかっていたこと
から、培養が低コストであることや培養時間の短さなど分裂酵
母の利点を生かし、この経路に関わる新規因子のスクリーニン
グを開始しました。その結果、低分子量Gタンパク質のファル
ネシル基転移酵素やアミノ酸トランスポーターの制御因子、レ
トロトランスポゾン発現制御因子など興味深い因子の単離に
成功しました。
　この仕事を進めていく中で、私は結婚と出産を経験し、毎日
目が回る思いでしたが、振り返ってみるととても充実した日々
だったように思います。一人目の出産後に、育児と仕事のプ
レッシャーから、松本先生に「ポスドクではなく技術補佐員と
して雇って欲しい」と申し出たときに、今の立場で続けること
を後押ししてくださったことが今に繋がっています。これまで
好きなだけ研究に打ち込めていた時間が、子供がいることで制
限ができ、周りより少ない時間で勤務することをとても後ろめ
たく感じていました。また、要領が悪かった私は、子供のお迎
えの時間までに実験が終わらず、度々保育園に遅れて迎えに行
くという日々でした。そんな中で、放生研の事務室の方々には
仕事だけでなく育児の悩みなども聞いていただいたりと癒し
の時間をいただきました。それまでは人に頼ることに躊躇や罪
悪感さえありましたが、子供ができてからは「周りに助けても
らいながら進もう」という新たな境地に至り、心が少し楽にな
りました。時代の波もあり、男女共同参画の女性研究者支援な
どの後押しも大きかったと思います。
　2021年2月から奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエ

ンス領域の助教として着任しました。現在も引き続き分裂酵母
を用いて『細胞が高温環境に適応する分子メカニズムの解明』
に取り組んでいます。長い放生研生活の中で学んだことや知り
合った方々との思い出を胸に、新天地でも邁進していく所存で
す。今後とも引き続き放生研の皆様にはご指導ご鞭撻を賜りま
すよう、よろしくお願い申し上げます。
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はじめに
　放射線の生物影響、特にX線やγ線のような低LET放射線の
生物影響は、一般に、線量率が小さくなるにつれて低下する傾
向があります。これは「線量率効果」と呼ばれ、培養細胞、モデ
ル動物、ヒト疫学などを含むさまざまな生物学的システムで認
められ、がんの放射線治療や放射線防護の重要な基礎の一つと
なっています。低線量率照射は分割照射の1回あたりの線量と
照射間隔を小さくした極限で、線量率効果は照射中に亜致死損
傷（SLD）が修復されることによるものと考えられています。
しかしながら、その分子メカニズムには不明の部分が多く残さ
れており、線量率効果がどのDNA修復経路に関係しているの
かが明らかにされていません。
　放射線によって生じるさまざまなDNA損傷の中で、最も重
篤と考えられるDNA二本鎖切断（DSB）は、相同組換え（HR）
と非相同末端結合（NHEJ）によって修復されます。HRは
NHEJに比べて精度が高いと考えられますが、脊椎動物細胞に
おいては姉妹染色分体を必要とするため、S期の後半からG2
期に限定されると考えられています。一方で、NHEJは細胞周
期を通じて機能し、G1期ではほぼ全てのDSB、G2期でも70
〜80％のDSBの修復に関わると考えられています。NHEJに
おいては、Ku70、Ku86（あるいはKu80）、DNA依存性プロテ
インキナーゼ触媒サブユニット（以下、DNA-PKcs）、XRCC4、
DNA ligase IVなどが重要な役割を担います。Ku70とKu86は
リング状構造のヘテロダイマー（以下、Ku）を形成し、その穴
の部分でDNA末端、すなわちDSBに結合します。次にKuは
DNA-PKcsをDSBにリクルートして活性化し、DNA-PKcsは
タンパク質リン酸化を通じて、続くNHEJの過程を制御すると

考えられています。
　今回、私たちは線量率効果とNHEJによるDSB修復との関係
を明らかにすることを目的として、京都大学大学院生命科学研
究科附属放射線生物研究センター（以下、センター）を利用さ
せて頂き、KuおよびDNA-PKcs欠損細胞における線量率効果
を調べました。その成果を本年3月のJournal　of　Radiation
　Research誌にて発表させて頂きましたので、その概要と今
後の展望について述べさせて頂きたいと思います（1）。

DNA-PKcs、Ku欠損細胞における線量率効果
　本研究では、DNA-PKcs、Ku70あるいはKu86を欠損する
4種類のげっ歯類細胞とその対照となる4種類の細胞を用いま
した。東京工業大学のコバルト照射施設を用いた高線量率照射
実験も行っていますが、ここではセンターの設備を用いた実
験の結果をご紹介させて頂きます。高線量率（HDR）照射は、
コロニー形成のために低密度で細胞をディッシュに播種した
後、Gammacell 40 Exactor（137Cs）を用いて、0.855〜0.911 
Gy/minの線量率で、室温で行いました。また、低線量率（LDR）
照射では、低密度で細胞をディッシュに播種した後、低線量率
長期照射設備（137Cs）内に設置されたインキュベータ（設定温
度37.0℃、CO2濃度5.0%）中に置いて、1.0または1.1 mGy/
minで照射しながら1〜2日の培養を行いました。いずれも照射
終了後、8-15日の培養を行い、形成されたコロニーを計数し、
コロニー形成効率と生存率を求めました。
　図1は、DNA-PKcsに変異を持つ重症複合免疫不全（SCID）
マウス由来の胎仔線維芽細胞（以下、MEF）、その対照として
親系統（CB17）マウス由来のMEF、Ku70遺伝子ノックアウ

「線量率効果」のメカニズムに迫る：
Ku欠損細胞における線量率効果の消失・逆転

ミニレビュー 1

図1　DNA-PKcs欠損細胞（SCID）、
Ku70 欠 損 細 胞（Ku70-/-）
およびこれらの対照細胞
（CB17、Ku70-/-+Ku70）の
高線量率（HDR）、低線量率
（LDR）γ線照射後の生存率
曲線
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ト（Ku70-/-）マウス由来のMEF、その対照としてマウスKu70 
cDNAを導入した細胞（Ku70-/-+Ku70）の4種類の細胞の
HDR、LDR照射後の細胞生存率を示しています。○□はLDR
（L）を、●■はHDR（H）を表しています。A、Bともグラフ上
方の2曲線は対照細胞で、いずれもLDR照射の方がHDR照射
より生存率が高く、一般的な線量率効果を示しました。下方の
2曲線は欠損細胞の生存率です。AのSCIDでは対照細胞と同様、
一般的な線量率効果が見られました。しかし、BのKu70-/-では、
LDR照射の方がHDR照射より生存率が大きく下がり、線量率
効果の逆転が見られました。また、チャイニーズハムスター肺
線維芽細胞V79B、卵巣細胞CHO-K1由来でKu86遺伝子に変
異を持つXR-V15Bとxrs-5は、LDR照射とHDR照射でほぼ
同じ生存率を示し、線量率効果の消失が見られました。これら
の結果から、線量率効果にKuが関与していることが示されま
した。
　なお、Mitchellらは、ヒト子宮頸がん由来HeLa細胞を用い
て、0.37〜1.54 Gy/hの範囲で線量率の低下に伴い細胞生存
率が低下すること、つまり線量率効果が逆転することを報告
していますが、いずれもHDR照射（1.43 Gy/min）時よりは
高い細胞生存率を示しています（2）。また、Tomitaらは、Kuあ
るいはDNA-PKcsを欠損するトリ、ヒト細胞を1mGy/hrの条
件で照射しながら培養した場合、対照細胞やHR欠損細胞より
も非照射に対する増殖遅延が大きいことを示しています（3）。
また、Krederらはパルス状の照射によって平均1Gy/hrでの照
射を行い、対照細胞ではHDR連続照射より生存率が上がるが、
NHEJあるいはHR遺伝子に異常を持つ細胞では変わらないこ
とを示しています（4）。Tomitaら、Krederらの結果はいずれも
LDR照射時の細胞生存・増殖におけるNHEJの重要性を示す

ものですが、線量率がTomitaらの研究では今回の研究に比べ
て60分の1程度と低く、一方、Krederらの研究では15倍程度
高い点に違いがあります。

LDR照射に伴う細胞周期分布の変化
　次に、LDR照射によって細胞周期分布にどのような変化が
見られるか調べました。LDR照射した細胞をEdU存在下で
30分培養した後、クリック反応によってEdUをAlexa Fluor 
488で標識するとともに、PIによるDNAの染色を行い、フロー
サイトメトリーで解析しました。その結果、Ku70-/-ではLDR
照射後にS期細胞の割合の減少とG2/M期細胞の割合の増加
が顕著に見られました。一方、Ku70-/-+Ku70、SCIDでは、S
期細胞の割合の減少、G2/M期細胞の割合の増加ともにわず
かで、CB17ではいずれも見られませんでした。XR-V15Bは
Ku70-/-とSCIDの中間程度の変化を示しました。以上のこと
から、G2/M期への蓄積が線量率効果の消失・逆転と関係があ
ることが示唆されました。

Ku欠損細胞における線量率効果の消失・逆転
のメカニズム
　線量率効果の要因として、照射中の①DNA損傷の修復、②
細胞の増殖、③（その時点で生き残っている細胞の）細胞周期
の分布の変化が考えられます。①、②については一般的に生存
率を増加させる方向に働きますが、③については生存率を減少
させる方向に働く場合があります。これらを踏まえて、Ku欠損
細胞が線量率効果の消失や逆転が見られるほど、低線量率放
射線に高い感受性を示す理由について考察してみます（図2）。
まず、①のDNA修復については、HRはS期後半とG2期でし

図2　DNA二重鎖切断修復機構と細胞
周期から見たKu欠損細胞に対
する低線量率放射線の影響
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か機能しないため、Ku欠損細胞にとってG1期でのDNA損傷
は致命傷になりやすいと考えられます。また、今回のLDR照射
の線量率では照射時間が細胞周期と同等かそれより長くなる
ため、照射開始時にどの時期にあった細胞も必ずG1期を通過
すると考えられます。Krederらの研究では照射時間が最大10
時間程度で、細胞周期と同等かそれより短くなるため、今回の
研究ではこの影響がより顕著に現れたことが考えられます。②
の細胞増殖と③の細胞周期分布の変化については、細胞周期
解析の結果から、Ku欠損細胞はG2/Mチェックポイントの働
きにより、放射線感受性が高いG2/M期に蓄積するとともに、
細胞増殖が抑えられていると考えられました。なお、上記の
Mitchellの研究では、HeLa細胞の場合0.37 Gy/h以上でG2/
M期での細胞周期停止が起こることを示しています（2）。Ku欠
損細胞はDSB修復能が低いため、より低い線量率でG2/M期
への蓄積が起こったと考えられます。
　LDRでも線量率に数桁の幅があり、DNA修復、細胞増殖、細
胞周期に与える影響が大きく異なると考えられますので、今
後、線量率を変えて実験してみたいと考えております。また、
同じNHEJに関連する遺伝子でも、Ku欠損細胞では線量率効
果が消失あるいは逆転する一方、DNA-PKcs欠損細胞では線
量率効果が正常に見られるのも興味深い点です。これについて
は、NHEJにおけるDNA-PKcsの機能がKuより部分的である
ことなどが考えられます。今後、他のNHEJ欠損細胞やHR欠
損細胞、さらには多重遺伝子欠損細胞を用いた検討を行うこ
とで、線量率効果のメカニズムをより明らかにしたいと思い
ます。

おわりに
　今回の研究で、わたしたちは、コロニー形成能を指標とした
線量率効果がKu欠損細胞では消失、さらには逆転さえするこ
とを示しました。この結果は、線量率効果へのKuの関与を示
すとともに、がん放射線治療への応用可能性も考えられます。
たとえば、低線量率放射線源を用いた密封小線源治療におい
て、Kuの発現をsiRNAやshRNAを用いたRNA干渉で抑制し
たり、昨年報告されたKu-DNA結合阻害剤（5）などで阻害した
りすることにより、治療効果を向上させられる可能性が考えら
れます。このような可能性についても、今後検討したいと考え
ております。
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はじめに
　細胞膜を構成するリン脂質は非対称性を有しており、ホス
ファチジルセリン（PS）は細胞膜の内側に存在している。しか
しながら、様々な生理的条件下においてこの非対称性は崩壊す
る。例えば、アポトーシス時に細胞表面に露出したPSは、マク
ロファージ等の貪食細胞に認識・貪食されるための“Eat-me”
シグナルとして機能する（Bevers and Williamson, 2016; 
Nagata, 2018）。この過程には、リン脂質を区別なく双方向に
輸送するスクランブラーゼが関わるとされていたが、その分子
的実体は長らく不明であった。我々はスクランブラーゼを同定
することを目的として研究を進め、カルシウム依存的スクラン
ブラーゼTMEM16F（Suzuki et al., 2010）、カスパーゼ依存的
スクランブラーゼXkr8（Suzuki et al., 2013a）を同定し、そ
のファミリーメンバーにもスクランブラーゼがあることを示
してきた（Suzuki et al., 2013b; Suzuki et al., 2014; Gyobu 
et al., 2016; Gyobu et al., 2017）。また、Xkr8には細胞膜に
局在するためのサブユニットBasiginが必要なことも示してい
る（Suzuki et al., 2016）。Xkrファミリーが活性化するために
は、C末端の細胞内領域がカスパーゼにより切断される必要が
あるが、神経細胞に特異的に発現するXkr4のC末端が欠損さ
せたもの（Xkr4ΔC）を細胞に発現させても活性は示さなかっ
た。この結果より、Xkr4の活性化には未知の活性化因子が必要
であることが示唆されたが、その分子的実体は不明であった。

1．Xkr4活性化細胞の樹立
　Xkr4ΔCを活性化するためにはアポトーシス刺激を必要と
する。細胞死に関わる分子の同定に関しては、遺伝学的スク
リーニングの後、増殖してくる細胞を解析すればよい。しかし、
細胞死に必須でないリン脂質スクランブルに関わる分子を同
定する場合、それらの欠損下でも細胞は死に至るため分子同定
は困難である。そこで、Xkr4が生きた細胞で恒常的に活性化
した変異細胞を樹立し、その細胞で起こっている変化を解析し
ようと考えた。活性化因子に変異が入ることを期待したのであ
る。Xkr4ΔC発現細胞と蛍光標識したホスファチジルコリン
（NBD-PC）を反応させ、自発的なスクランブル活性により細
胞内に取り込んだ細胞（1%以下）をFACSによりソーティン
グした。細胞を増殖させた後、再びNBD-PCを取り込ませると
前回と変わらない。しかし、ソーティングを繰り返すことで恒
常的に活性化した細胞を濃縮できると信じて解析を進めたと
ころ、6回のソーティングの後に、生きた細胞において恒常的
にリン脂質スクランブル活性を示す細胞（PC6）が樹立できた。
Xkr4をノックアウトさせるとスクランブル活性が消失したこ

とより、この活性にはXkr4が必要であることが確認できた。

2．cDNAライブラリースクリーニング
　PC6細胞には何らかの遺伝子に変異が入っている可能性が
考えられた。そこで、PC6細胞よりcDNAライブラリー（2000
万クローン）を作製し、レトロウイルスベクターに組み込んだ。
それを用いてレトロウイルスを作製しXkd4ΔC発現細胞に感
染させ発現クローニングを行ったところ、3回のソーティング
の後、何も刺激をしなくてもリン脂質スクランブル活性を示す
細胞が取得できた。その細胞よりゲノムDNAを作製し、組み
込まれたcDNAをPCRにより増幅したところ、複数のバンド
が検出された。そこで、それらのPCR産物を再度ウイルスベク
ターに組み込み発現クローニングを行ったところ、１回のソー
ティングでスクランブル活性を示す細胞が取得できた。組み込
まれたcDNAを増幅したところ単一バンドで同定され、シーク
エンスにより解析したところ、期待に反してXkr4ΔCそのも
のであることが分かった。調べると、クローニングされたXkr4
ΔCには変異が挿入されており、I322S, L331F, Q332Eの3種
類の独立した変異が同定されたことが分かった。それらを細胞
に発現させると、アポトーシス刺激が無くてもリン脂質スクラ
ンブル活性が誘導されたことから恒常的活性化型であること
が分かった。Blue-Native PAGEで解析したところ、Xkr4ΔC
はダイマーを形成しており、Xkr4ΔC恒常活性化変異体もダ
イマーであることが分かった。以上より、Xkr4ΔC恒常活性化
変異体はダイマーを形成した後、構造的変化により活性化して
いると考えられた。ではアポトーシス刺激時にXkr4ΔCに構
造変化を起こさせる活性化因子は何なのだろうか？

3．リバイバルスクリーニング
　前述のアプローチでは、Xkr4に変異が挿入された細胞が
優先的に濃縮されてくるため、Xkr4の活性化因子を同定す
るためには死にゆく細胞を用いるしかないと考えた。そこで
CRISPR sgRNAライブラリー（Sanjana et al., 2014）を用い
たスクリーニング法を樹立することにした。まず、Xkrファミ
リーを欠損したPLB細胞にCRISPR/Cas9を発現させ、アポ
トーシス時に機能するDNaseであるCADをノックアウトした。
この細胞にレンチウイルスを用いてsgRNAライブラリーを導
入後、スタウロスポリンによりアポトーシス刺激を行い、スク
ランブル活性が消失した細胞をFACSによりソーティングし
た。次に、ソーティングにより集められた細胞よりゲノムDNA
を調製し、組み込まれたsgRNA領域をPCRにより増幅、PCR
産物をレンチウイルスベクターに組み込み、それよりレンチウ

ＤNA修復タンパク質XRCC4によるスクランブラーゼ制御
ミニレビュー 2



（8）

イルスを作製し細胞に発現させスクリーニングを行った。一
度使用したsgRNAを再度、スクリーニングに利用することか
らこの手法をリバイバルスクリーニングと名付けた（図1）。す
ると、ライブラリーの作製とソーティングを3回繰り返すこと
でスクランブル活性を失った細胞が濃縮されることが分かっ
た。候補因子が濃縮されたライブラリー中に存在するsgRNA
を次世代シークエンサーにより調べ、マッピングを行ったと
ころ（京大iCeMS、Daniel Packwood博士との共同研究）、
Cytochrome C, Apaf1といったアポトーシス時にCaspase3
経路を活性化させるために重要な因子に加え、たくさんの遺伝
子が濃縮されてきた。Xkr4活性化因子はアポトーシス刺激で
活性化されるため、Caspase3の下流に位置するはずである。
そこで、濃縮のかかったライブラリーの中からXkr4の活性化
因子を同定するために、ライブラリーを再度細胞に発現させ、
スクランブル活性を消失した細胞をFACSにより集めた。次に、
ソーティングされた細胞をホルマリンで固定、界面活性剤で
膜の透過処理をした後、活性化型Caspase3を認識する抗体と
反応させた。この抗体によって認識された細胞をFACSにより
ソーティングし、ゲノムDNAを調製後、組み込まれたsgRNA
を次世代シークエンサーにより解析したところ、XRCC4が最
上位で同定された。実際に、「Caspase3が活性化しているがス
クランブル活性は喪失している」という条件でソーティングし
た時に、濃縮されたのはXRCC4だけであった。

4．XRCC4
　XRCC4はDNA修復に関わる核内タンパク質である
（Grawunder et al., 1997）。XRCC4を欠損させた時の
Caspase3の活性化に変化がないことよりCaspase3の下流に
位置することが示された。一方で、Xkr4によるスクランブル
活性に関してはXRCC4の欠損により完全に抑制された。次に、

XRCC4がCaspase3の下流に位置するならCaspase3によっ
て切断されるのではないかと考え配列を調べるとCaspase3 
切断サイトを有していた。実際に文献でも切断されることが
示されていた（Matsumoto et al., 2000）。そこで、XRCC4
欠損細胞に野生型のXRCC4を戻すと活性が回復したが、
Caspase切断変異体（2DA）においてはその効果は無かった。
では、核内のXRCC4はどのように細胞膜のXkr4を活性化す
るのだろうか？調べると、Caspase3により切断後、DNAリ
ガーゼ4と複合体を形成するN末側は核内に留まるが、驚くこ
とに、天然変性領域から成るC末端側は細胞質内に放出され
ることが分かった。ではC末端だけでXkr4の活性化に十分な
のだろうか？XRCC4のC末端のみを細胞に発現させたとこ
ろアポトーシス刺激を加えてもその活性は非常に弱かった。
XRCC4が切断されると通常、切断部位においてイソロイシン
が露出するが、C末端のみを発現させる時にはイソロイシンの
前にメチオニンを付加する必要がある。このメチオニンが活
性を阻害しているのではないかと考えた。そこで、切断サイト
よりN末側に10アミノ酸を付加したものを発現させアポトー
シス刺激を加えるとXkr4が効率よく活性化された。このＮ末
側の10アミノ酸が付加された状態でC末側を端から欠損させ
ると、Caspase切断サイトよりC末側に20アミノ酸（全体で
30アミノ酸）を含む領域が十分であることが分かった。そこ
で、この20アミノ酸をペプチド合成し、エレクトロポレーショ
ンにより細胞に導入すると、Xkr4の野生型ではなくXkr4ΔＣ
を活性化させることができた。以上より、Caspase3によって
切断されたXRCC4のＣ末端は、Xkr4のダイマーを活性化さ
せると結論付けた。

5．アポトーシス刺激
　これまでの研究において、アポトーシス刺激にはキナーゼ

図1　	リバイバルスクリーニング
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阻害剤のスタウロスポリンを用いていた。しかしXRCC4は放
射線によるDNAの二重鎖切断時に活性化されるタンパク質で
ある。そこで、京大放生研の原田浩教授との共同研究により、
放射線刺激時のXRCC4のXkr4活性化能を調べた。すると、
XRCC4の野生型、2DA変異体共に放射線刺激後の生存にはほ
とんど差が無かった。一方で、リン脂質スクランブル活性に関
しては、スタウロスポリン刺激時と同様、XRCC4の2DA変異
体では活性を誘導できないことが確認された。これは、Fasリ
ガンドにより外因性アポトーシスを誘導した時、2000 J/m2
のUV刺激により内因性アポトーシスを誘導した時にも同様の
結果であった。以上より、アポトーシス刺激の種類によらず、
Caspaseによって切断されたXRCC4はXkr4を活性化すると
結論付けた。

6．タンパク質結合スクリーニング
　それでは、XRCC4のC末側の断片はどのようにXkr4を活
性化するのであろか？研究を進めると、C末側20アミノ酸の
中の核内移行シグナルに存在する最初のアルギニン（R270）
に変異を導入すると、Xkr4を活性化できないことが分かった。
そこで、XRCC4の野生型、R270Aを発現する細胞において
Xkr4に結合するタンパク質を調べた。アポトーシス刺激後、
膜画分を調製し、SPOTタグを付加したXkr4をビーズにより
沈降させ、結合してくるタンパク質を質量分析により解析した
（徳島大、小迫英尊教授との共同研究）。すると、XRCC4の野生
型を発現させた時のみ、Xkr4とXRCC4のC末端が相互作用

することが確認された。実際に、免疫沈降後ウエスタンブロッ
ティングを行い、抗体を用いても、Xkr4とXRCC4の相互作用
が確認できた。以上より、XRCC4のC末端は、Caspaseによ
り切断されることで細胞質に放出され、細胞膜スクランブラー
ゼXkr4に結合し活性化すると結論付けた（図2）（Maruoka et 
al., 2021）。

7．おわりに
　本研究により、細胞膜スクランブラーゼXkr4は、自身の
Caspaseによる切断によって形成されるダイマー化の後に、
XRCC4の断片が結合することで活性化することが見出され
た。核内タンパク質の断片が細胞膜タンパク質を活性化する
ことはこれまでの常識を覆すものであり、新しいコンセプト
を提唱したと考える。Xkr4は神経細胞に特異的に発現するス
クランブラーゼであり、今後ノックアウトマウスを用いてそ
の生理的役割を調べる必要がある。また、神経細胞では、シナ
プスや細胞の老化した一部等の細胞内コンパートメントの貪
食が知られておりその過程に関わるかは興味深い（Maruoka 
and Suzuki, 2021）。DNA修復に関わるタンパク質の多くが
Caspaseによって切断されることが知られている。それらの
作用は機能喪失であると考えられているが、切断後の断片が新
たな役割をもつ可能性を今後検証する必要があるだろう。また
本研究で樹立されたリバイバルスクリーニング法は、増殖が停
止する細胞、または死にゆく細胞を用いた様々な研究におい
て、活用されると考える。

図2　Xkr4の活性化機構
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第36回放生研シンポジウムについて

　令和3年度の第36回放生研シンポジウムは茨城県水戸市で開催される日本放射線影響学会第64回大会（茨城大学・田内 広 
大会長）の２日目に、以下の様に開催いたします。

　　　令和3年9月23日（祝・木）
　　　ザ・ヒロサワ・シティ会館 C会場（本館２階 県民ギャラリー）
　　　　　　日本放射線影響学会第64回大会への参加登録をお願いします

シンポジウム-Ⅰ：9:10～10:40
　　ゲノム安定性を中心とした生命医科学研究の最前線
　　～分子機構から病態解明・治療戦略まで～
　　座長：高田穣（京大）、柴田淳史（群馬大）
　　演者：柴田淳史（群馬大）、中西真（東大）、谷口俊恭（東海大）、高田穣（京大）

シンポジウム-II：10:50～12:20
　　ユビキチン制御が彩る放射線応答
　　座長：松本智裕（京大）、勝木陽子（京大）　
　　演者：西良太郎（東京工科大）、益谷央豪（名大）、太田智彦（聖マリアンナ医大）

留学促進ワークショップ：13:30～14:30
　　留学のすゝめ
　　座長：原田浩（京大）、南ジンミン（京大）
　　演者：香崎正宙（産業医大）、山内基弘（九大）、村井純子（慶應大）、勝木陽子（京大）、柴田淳史（群馬大）

お問い合わせ：ゲノム動態研究部門がん細胞生物学・池田
Tel: 075-753-7551　e-mail: Ikeda.sachie.2m@kyoto-u.ac.jp
※JSPS研究拠点形成事業による支援の下で開催します。

プログラム

日時
場所
参加手続き

ゲノム安定性を中心とした生命医科学研究の最前線　
～分子機構から病態解明・治療戦略まで～

ユビキチン制御が彩る放射線応答

座　長： 高田 穣（京都大学）、柴田 淳史（群馬大学）

座　長： 松本 智裕（京都大学）、勝木 陽子（京都大学）

2021  9  23  

 9:10~10:40

第36回
放生研シンポジウム

年　　月　　 日 Thu

本企画は、放生研シンポジウムの一環として、
JSPS 研究拠点形成事業による支援の下で開催します。　　　　　　　　　

Symposium 1

10:50~12:20Symposium 2

登壇者： 西 良太郎（東京工科大学）、益谷 央豪（名古屋大学）、太田 智彦（聖マリアンナ医科大学）

登壇者： 中西 真（東京大学）、谷口 俊恭（東海大学）、高田 穣（京都大学）、柴田 淳史（群馬大学）

ザ・ヒロサワ・シティ会館（茨城県民文化センター）
C会場（本館２Ｆ 県民ギャラリー）

お問い合わせ 京都大学大学院生命科学研究科附属放射線生物研究センター　
担当 : がん細胞生物学・池田　<ikeda.sachie.2m@kyoto-u.ac.jp>

留学促進
ワークショップ

留学のすゝめ
9 232021

インターネットやオンライン会議システムの発達により、日本国
内にいても十分に先端的な研究を進められる時代になっていま
す。その一方で、“国際的な人的ネットワーク”や“日本の研究社
会を客観的に見る視点”、さらには“最先端の研究に実際に触れ
る機会”など、海外留学でしか得られない事柄が多いのも事実
です。本ワークショップでは、留学先、留学の長さ（短期・中期・
長期）、留学時のキャリアステージが異なる留学経験者を迎え、
留学経験（きっかけ、ラボ選定術、first contactや、留学の酸
い・甘いなど）をご紹介いただきます。また、申請可能な奨学金
の情報なども提供します。

本企画は、放生研シンポジウムの一環として、
JSPS研究拠点形成事業による支援の下で開催します。

香崎正宙

原田浩
Nam Jin-Min

「欧州留学での経験と意義」

「海外ラボで研究することの重要性」
産業医科大学

山内基弘 九州大学

「人生いろいろ、留学先もいろいろ、戦場あり牧場あり」 　　　　　　　　　　　　
村井純子 慶應義塾大学

「英国ポスドク体験記」
勝木陽子 京都大学

「留学のための準備 ～留学資金はどうすればいいのか？～」
柴田淳史 群馬大学

京都大学大学院生命科学研究科
附属放射線生物研究センター

京都大学大学院生命科学研究科
附属放射線生物研究センター

.
座長

Thu

時 間：13:30-14:30
会 場：ザ・ヒロサワ・シティ会館 C会場
　　  （本館2F 県民ギャラリー）

お問い合わせ
京都大学大学院生命科学研究科附属放射線生物研究センター
担当 : がん細胞生物学・池田    mail : ikeda.sachie.2m@kyoto-u.ac.jp
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京都大学大学院 生命科学研究科附属 放射線生物研究センター

Tel: (075)753-7551　E-mail: 150hosei-jimu@mail2.adm.kyoto-u.ac.jp
原田 浩、南 ジンミン、小林 稔、池田 幸恵

〒606-8501 京都市左京区吉田近衛町

お問い合わせ
編 集 委 員

　放生研ニュース169号（2021年7月号）をお届けします。
　東京オリンピックが開幕し、連日熱戦が繰り広げられています。とは言うものの、選手の活躍を平日の昼間にリアルタイムで応援
するのは難しいですから、帰宅後にその日の競技をテレビで観戦して寝るに寝られない...、自国開催のメリットをなかなか活かせて
いない状況です。そんなオリンピックも残り数日で閉幕、早く寝不足から解放されたいと思いながらも、オリンピックロスを感じて
しまいそうな、複雑な心境です。
　今号では、放生研の共同利用・共同研究拠点事業の２つの成果をミニレビューとしてご紹介いただきました。読み応え十分の内容
をお楽しみいただけましたでしょうか？加えて、9月23日に日本放射線影響学会（@水戸）の中で開催させて頂く第36回放生研シン
ポジウムに関してアナウンスさせて頂きました。本放生研ニュースの表紙イメージは、シンポジウムポスターデザインの一部です。
放生研シンポジウムに奮ってご参加頂けましたら幸いです。
　新型コロナウィルスに対する放生研の対応を、7月16日付けで見直しております。詳しくは放生研ホームページでご確認下さい。
引き続き放生研の活動をご支援下さいますようお願い致します。

　（原田　浩）

編 集 後 記

本年度(2021年度）の第45回放射線生物研究連絡会議はオンラインで開催されます

　一昨年度まで放射線影響学会会期中に開催されておりました放射線生物連絡会議ですが、本年度（2021年度）も昨年度
同様、オンライン（Zoomにて）で開催をいたします。
　日程は10月から11月にかけてのいずれかの日に、一時間ほどの時間をかけて執り行う予定です。
詳しい日程は決まり次第、日本放射線影響学会通信（メール配信）にて周知いたします。
　何とぞよろしくお願い申し上げます。
（文責：放射線生物研究連絡会議、代表幹事：田代　聡、所内幹事：古谷寛治）


