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DNAリン酸化脱リン酸化酵素PNKPと 
神経発生におけるゲノム安定性維持機構

島田 幹男

1. はじめに

染色体ゲノムDNAは放射線や紫外線による外部刺激の
他，細胞内代謝により発生した酸化ストレスによっても絶
えず損傷を受けている．ゲノムDNAは生命構造の設計図
であるため，その損傷は細胞死や突然変異の蓄積につなが
る．そこで生物はゲノムの恒常性の維持のためにDNA修
復機構という高度な防御機構を進化発達させてきた．こ
れらDNA修復の重要性は2015年にTomas Lindahl博士（塩
基除去修復），Paul Modrich博士（ミスマッチ修復），Aziz 
Sancar博士（ヌクレオチド除去修復）の3氏がノーベル化
学賞を受賞してあらためて証明された．
生物の発生過程においてミトコンドリアから生じる活

性酸素などの代謝産物は反応性に富んでおり，DNA鎖や
塩基と化学反応を起こし損傷の原因となる．たとえば塩
基損傷は1日に細胞あたり数万個程度発生すると試算され
ており，これらの損傷がそのまま放置されると細胞死や突
然変異の原因となる．DNA損傷は塩基損傷の他，DNA架
橋，DNA一本鎖切断，DNA二本鎖切断と多岐にわたり，
その損傷の種類によって異なる修復機構が存在する．また
DNA修復機構は大腸菌からヒトまで高度に保存されてお
り，これらの修復遺伝子を欠損した遺伝病患者は発生異常
や，高発がん性といった重篤な症状を示すことが多く，い
かにゲノムの安定性が生物の恒常性に必須であるかを物
語っている．

2. DNA修復機構と神経発生疾患

DNA修復欠損遺伝病患者はDNA修復の分子メカニズム
との関係性から高発がん性，発育遅滞，免疫不全などを呈

するが，特筆すべき点は神経発生異常を示す症例が多いこ
とである（表1参照）．DNA修復能欠損の結果生じたDNA
損傷が原因で細胞死に至り，十分な量の神経細胞が確保で
きなくなるため発生異常を呈することは予想できる．しか
し，なぜ神経系に特異的なのかという疑問はいまだ不明な
点が多い．ここではDNA修復の種類とそれが原因で生じ
る脳神経発生異常について紹介する．

1） DNA一本鎖切断修復，塩基除去修復
DNA一本鎖切断修復，塩基除去修復ではPNKP, XRCC1, 

Ligase III, APE1, TDP1, APTXが重要な働きをする．図1の
ようにこの修復経路は塩基損傷や一本鎖切断などの小さい
規模のDNA損傷が生じた際にその部位を除去する経路で
ある．XRCC1は足場タンパク質として機能し，他のタン
パク質の損傷部位へのリクルートに必要である．脳神経系
でXRCC1を欠損したコンディショナルノックアウトマウ
スは脳のサイズが小さくなることに加え，インターニュー
ロンの数も減少する 1）．また，Ligase IIIは脳発生において
ミトコンドリアのDNA修復にも必要であることが報告さ
れている 2）．APE1は塩基除去の際に生じるAPサイトの除
去に必要であり，脳で欠損すると小脳が萎縮する（未発
表データ）．TDP1の機能は修復の際にDNAのねじれを解
消するトポイソメラーゼを修復後に除去することであり，
脊髄脳失調症（SCAN1）の原因となる 3）．また，APTXは
DNA一本鎖切断修復の際にDNA末端のプロセッシング
に必要であり，眼球運動失行症（AOA1）の原因となる．
PNKPに関しては後述する．

2） ヌクレオチド除去修復
ヌクレオチド除去修復は紫外線照射により生じるピリミ
ジン二量体（塩基どうしの結合）を除去する修復経路であ
り，XP遺伝子群とCS遺伝子群が重要な役割を果たす．XP
遺伝子群は色素性乾皮症（xeroderma pigmentosum：XP）
の原因遺伝子で臨床症状として小頭症，神経変性疾患を
呈する．また，CS遺伝子群はコケイン症候群（Cockayne 
syndrome：CS）の原因遺伝子で臨床症状として小頭症お
よび髄鞘形成不全を呈する．XP, CS遺伝子群は紫外線によ
るDNA損傷の修復に関与するためこれらの遺伝子に欠損
を持つ患者は紫外線に対して高感受性である．CSは特に
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転写と共役したヌクレオチド除去修復に関与する．

3） DNA二本鎖切断修復
放射線のような高いエネルギーを浴びるとDNAは二本
鎖切断を生じる．これを修復する経路は相同組換え修復と
非相同末端結合修復に大別される．DNA二本鎖切断修復
ではATM, ATR, DNA-PKcsという三つのリン酸化酵素が主
要な役割を担う．これらは相同組換え修復，複製阻害スト
レス，非相同末端結合修復経路にそれぞれ関与する．ATM
は毛細血管拡張性運動失調症の原因遺伝子で小脳の発生に
異常がみられる疾患である．ATRはセッケル症候群の原因
遺伝子で小頭症，鳥様顔貌を呈する 4）．さらにDNA-PKcs
の変異は小頭症の原因になることが最近の報告により明ら
かになった 5）．また，ナイミーヘン症候群の原因遺伝子産
物NBS1とAT様疾患の原因遺伝子産物MRE11は複合体を
形成しており，同じ修復経路に関与するが患者の臨床症状
はそれぞれ小頭症と神経変性疾患であり，表現型が異なる
点も興味深い．これに関してはアポトーシスの作用機序の
差が関与していることが報告されている 6）．乳がんの原因
遺伝子であるBRCA1およびBRCA2を脳神経で欠損させた
コンディショナルノックアウトマウスも小頭症を呈するこ
とが報告されている 7, 8）．これらの遺伝子産物も相同組換
え修復経路に関与する．さらにDNA架橋の修復経路に関
わるファンコニ貧血（FA）遺伝子群を欠損すると小頭症
を呈する報告もある．

4） その他
またこれまでの研究からDNA修復遺伝子は細胞内小器

官である中心体の複製にも関与していることが明らかに
なっており，中心体の機能異常が神経発生期の細胞移動な
どに影響を及ぼしている可能性も考えられる 9）．また，ア
ルツハイマー病患者では神経細胞にDNA損傷が蓄積する
ことが知られていることから，発生期以外にもDNA損傷
と神経疾患との関わりは深い．

3. リン酸化脱リン酸化酵素PNKPと神経発生との関わ
り

1） PNKPとは
PNKPはDNAを基質とするリン酸化および脱リン酸化
酵素である（図2）．これまでの報告からDNA切断が生じ
た際にDNAの5´末端をリン酸化，3´末端を脱リン酸化す
ることにより，その後のDNAポリメラーゼによるDNA合
成とDNAリガーゼによる結合を促進する役割を担う 10）．
PNKPはその活性の特異性からDNA一本鎖切断と，DNA
二本鎖切断（非相同末端結合修復）の両方の修復に必要で
ある．また，ATMやDNA-PKcsによるPNKPのリン酸化が
DNA修復の活性に必要であることも報告されている 11, 12）．
さらに，PNKPは小頭症およびてんかん発作を呈する遺伝
病（microcephaly and seizure） MCSZの原因遺伝子であるこ
とが近年報告された 13）．

2） PNKP欠損コンディショナルノックアウトマウスの作
製

MCSZの患者由来細胞はコメットアッセイ法（1細胞ご
との核内のDNA損傷を電気泳動で検出する方法）を用い

表1 DNA修復欠損遺伝病と原因遺伝子および臨床症状

関連修復機構 疾患名 原因遺伝子 神経疾患症状 その他の臨床症状

DNA一本鎖切断
修復

小頭症，およびてんかん
（MCSZ）

PNKP 小頭症 てんかん

脊髄脳失調症（SCAN1） TDP1 運動失調症，神経変性疾患 高コレステロール血症，低アルブ
ミン血症

眼球運動失行症（AOA1） APTX 運動失調症，神経変性疾患 高コレステロール血症，低アルブ
ミン血症

ヌクレオチド除
去修復

色素性乾皮症（XP） XP遺伝子群 小頭症及，神経変性疾患 皮膚がん
コケイン症候群（CS） CS遺伝子群 小頭症及，髄鞘形成不全 早老症

DNA二本鎖切断
修復

毛細血管拡張性運動失調症
（AT）

ATM 運動失調症，神経変性疾患 免疫不全，発がん性，不妊

AT様疾患（ATLD） MRE11 運動失調症，神経変性疾患 軽微の免疫不全
ナイミーヘン症候群
（NBS）

NBS1 小頭症 免疫不全，発がん性

セッケル症候群 ATR 小頭症 発育遅滞
Ligase IV症候群 Ligase IV 小頭症 免疫不全，発育遅滞

DNA架橋修復 ファンコニ貧血（FA） FA遺伝子群 小頭症 再生不良性貧血
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たDNA修復能の解析により，放射線や化学薬剤のような
DNA損傷誘発処理に対して高い感受性を示すことが報告
されていたが，MCSZ患者特有の小頭症の発生機序は不明
であった．我々は神経発生時におけるPNKPの役割を解析
するためにトランスジェニックマウスを作製した．まず
MCSZの患者と同じ部位に変異を入れたMCSZ変異マウス
の作製を試みたところ，胎生致死であった．ヒトのMCSZ
患者は重篤な症状ではあるが産まれてくるためにマウスで
の胎生致死は意外ではあるが，この結果はPNKPがいかに
重要な因子であるかを示唆している．次に，Cre/LoxPシス
テムを用いてPNKPのコンディショナルノックアウトマウ
スを作製した．このマウスにNestinプロモーター（Nestin
は脳神経系で特異的に発現する）を持つCreリコンビナー
ゼ発現マウスを掛け合わせることにより脳神経系特異的に
PNKPを欠損したPnkpNes-Creマウスを得ることができた 14）．

3） PNKPと神経発生
PnkpNes-Creマウスは産まれてはくるものの，すべてのマ
ウスが5日程度で死亡し大脳皮質より出血がみられるのが
特徴的であった．PnkpNes-Creマウスの胎生14齢の大脳皮質
を免疫染色により観察したところ増殖が盛んな細胞特異的
に大量のDNA損傷（リン酸化H2AX抗体をマーカーとし
て使用）が観察され，またアポトーシス（TUNELアッセ
イ）陽性細胞が多くみられた．生後2日の小脳でPax2を
マーカーとしてインターニューロンを観察した結果，野生
型マウスと比較して90％近くのインターニューロンが減
少していた．以上の結果はPNKPが胎児期の脳神経細胞の
ゲノムの安定性に必須であることを示唆している．
次に生後の大脳皮質の成長にPNKPが関与するかを調
べるためにタモキシフェン添加でアクチンプロモーター
依存的にCreリコンビナーゼを誘導できるシステムを用い
た．その結果，海馬や皮質部位でPNKPを欠損するとリン
酸化H2AXのフォーカスやアポトーシスの陽性シグナルが
観察された．また，オリゴデンドロサイトのマーカーで
あるMBPやOlig2のシグナルが減少していた．これらから
PNKPは生後も神経系の恒常性維持に必須であることが明
らかになった．

4） PNKPとDNA修復機構
PNKPのDNA修復における機能を解析するためにPnk-

pNes-Creマウス脳からアストロサイトを樹立してコメット
アッセイ法およびリン酸化H2AX, Rad51抗体を用いた免

図1 塩基除去修復，一本鎖切断修復，ヌクレオチド除去修復，
相同組換え修復，非相同末端結合修復のそれぞれの経路に関与
するタンパク質群

図2 PNKPの構造と一本鎖切断修復におけるPNKPの役割
PNKPはDNAの5´末端をリン酸化し，3´末端を脱リン酸化す
る．
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疫染色法によってDNA修復能を解析した．ニュートラル
（中性）コメットアッセイはDNA二本鎖切断のみを検出
し，アルカリコメットアッセイはDNA一本鎖切断と二本
鎖切断の両方を検出する実験法である．コメットアッセイ
を用いた実験では放射線およびブレオマイシン処理し30
分，60分と経時的にサンプルを回収後，野生型ではDNA
損傷が修復されていたのに対し，PNKP欠損細胞ではDNA
損傷が残存したままであった．
免疫染色法を用いた実験でRad51は二本鎖切断修復のう
ち相同組換え修復の重要な因子であり，DNA二本鎖切断
が生じたあと，相同組換え修復が促進しないとRad51の
フォーカスが残存したままになる．しかし，PNKPの欠損
細胞ではRad51のフォーカスが残存しなかったことから相
同組換え修復に異常はなく，非相同末端結合修復に主に関
与することが示唆された．

4. おわりに

ゲノム安定性維持機構は多くの遺伝性疾患の原因となり
うるが直接的に発生時期におけるDNA修復系の関与を示
す報告は少ない．培養細胞の系を用いたDNA修復の分子
メカニズムは多くの報告がなされているが，神経系など臓
器特異的な関与との報告となると極端に少なくなるのはそ
の解析の難しさにあると思われる．しかし，iPS細胞研究
や光遺伝学（オプトジェネティクス）など新しい技術の開
発がめざましい昨今，それらの技術を用いた遺伝病疾患の
原因解明に大きな躍進が期待される．
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