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研究成果の概要： 
 RPA は、DNA ダメージ時の修復、複製、相同組換えなど様々なプロセスに関与しているが、ヒ

ト RPA のテロメアにおける機能は現在のところわかっていない。そこで本研究ではヒト RPA が

ヒト培養細胞においてテロメアでどのように機能するかを明らかにすることを目的とし、分裂

酵母 rad11-D223Y に相当する変異をもつヒト発現用ベクターhRPA70(D227Y)をヒト細胞に導入

し、この変異 hRPA70 をヒト培養細胞に過剰発現したところ、テロメアが短小化することを発見

した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 急速に進展する高齢化社会を豊かで活力
に満ちたものとするためには、老化・老年病
に関する研究を推進し、その成果に基づき、
老化の制御と老年病の克服をはかることが
重要な課題である。これまでニ本鎖テロメア
DNA の長さは細胞の老化と関係していると
考えられていた。しかし正常細胞のテロメア
ーゼの機能を阻害するとテロメア短小化が
起る前に細胞が老化し、その時のテロメア一
本鎖突出の長さは短くなることが報告され
た（Cell.2003,114,241-253）。このことから、
ニ本鎖テロメア DNA の長さではなく、テロ

メア一本鎖突出の長さが細胞の老化と密接
に関係していることが明らかになった。しか
しテロメア一本鎖突出の維持機構はほとん
ど明らかにされていない。テロメア一本鎖突
出の維持機構が解明されれば、基礎生物学の
進歩に大きく貢献するだけでなく、細胞の老
化を防止する新しい技術の開発に繋がるこ
とが期待できる。 
 
２．研究の目的 
  
 分裂酵母とヒトのテロメア関連蛋白質は
構造と機能が比較的類似していると考えら
れている。従って分裂酵母のテロメア一本鎖
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突出の制御に関連する新規蛋白質のヒトホ
モログもテロメア一本鎖突出の制御に関係
する可能性がある。そこで本研究では、以下
の 2つの目標を立てて実験を行う。 
 
目標１ これまでに申請者が発見した分裂
酵母テロメア一本鎖構造維持関連蛋白質
RPA のヒトホモログがテロメア一本鎖ある
いは二本鎖構造維持に関係するかどうかを
明らかにする。 
 
目標２ 分裂酵母テロメア一本鎖あるいは
二本鎖構造の維持に関係する新規蛋白質を
発見する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト細胞を用いた研究 
 
 まず、分裂酵母テロメア一本鎖結合蛋白質
RPA のヒトホモログがテロメア一本鎖およ
び二本鎖構の造制御に関係しているかどう
かを明らかにする。ヒト細胞の蛋白質の機能
を解析する方法として最近 siRNA 法がよく
使われるが、siRNAでは細胞分裂を数回行う
と siRNA が効かなくなる。しかしテロメア
構造の変化を観測するためには細胞分裂を
多数繰り返す必要があると考えられる。そこ
で、本研究では変異を持った RPA を発現さ
せ、数カ月培養したあとのテロメア構造を解
析する。 
 
(2) 分裂酵母を用いた研究 
 
 分裂酵母 taz1 rad11-D223Y二重破壊株は
テロメア DNA が消失することを発見してい
る。Rap1は Taz1と同様破壊するとテロメア
が伸長するが、taz1破壊株と違って、テロメ
ア近傍での DNA 複製が停止するということ
はないことが報告されている。そこで、rap1 
rad11-D223Y二重変異株を作成し、テロメア
DNA が消失するかどうかを調べた。また、
最近分裂酵母 RPA の小サブユニットである
ssb3 破壊株が生育可能であることがわかっ
た。そこで、ssb3破壊株のテロメアの長さが
異常かどうかや、taz1 ssb3 二重破壊株はテ
ロメア DNA が消失するかどうかを調べる。
DNA ダメージチェックポイントにおいて
RPAは rad3と同経路で機能することがわか
っている。また rad32 rad3二重破壊株、tel1 
rad3 二重破壊株はテロメアが消失すること
が報告されている。そこでテロメアでも ssb3
と rad３が同経路で機能するかどうかを調べ
るために、rad32 ssb3二重破壊株、tel1 ssb3
二重破壊株を作製し、テロメアが消失するか
確認した。 
 
 

４．研究成果 
(1) ヒト細胞を用いた研究 
 
①分裂酵母 rad11-D223Y に相当する変異
hRPA70(D227Y)を過剰発現するヒト培養細
胞を作製した 
ヒト培養細胞において RPA 複合体の機能
を変化させたときのテロメア構造への影響
を調べるため、分裂酵母 rad11-D223Y に相
当する変異をもつヒト細胞発現用ベクター
hRPA70(D227Y)を作成し、HT1080 細胞に
ウイルス感染を行い遺伝子導入し、
TAB182N(テロメアの機能に影響しないタン
パ ク質 。 コ ン トロ ー ル ) 、 hRPA70、
hRPA70(D227Y)を過剰発現させた。導入遺
伝子を長期安定的に発現させるため、遺伝子
導入を行ったレトロウィルスベクターに薬
剤耐性遺伝子を挿入し、ベクターとして利用
した。パッケージング細胞にレトロウィルス
ベクターを導入すると、組み換え型レトロウ
ィルスを産生する。これを感染させるとホス
トの染色体に組み込まれ、安定した発現が期
待できる。ウイルス感染による遺伝子発現を
ウエスタンブロッティングにより確認後
(Fig.13B)、約 PD=50まで長期培養を行った。 
 
②ヒト培養細胞において hRPA70(D227Y)を
過剰発現するとテロメアが短小化する 
約 PD=8、30、50でのそれぞれの細胞のゲ

ノム回収を行い、サザンハイブリダイゼーシ
ョンによってテロメア長に変化が起きてい
るか調べると、hRPA70(D227Y)過剰発現細
胞でテロメア長が短くなっているように見
えた。そこで、FUJIFILM Multi Gauge V3.0
を使って各細胞のバンドのピーク値を調べ
てみると、hRPA70(D227Y)過剰発現細胞で
は初期の細胞（PD=8）は他の細胞と同じく
らいのテロメアの長さだが、細胞を継代して
いくとテロメア長が PD=8,約 5900bp から
PD=50,約 3900bpへと約 2000bp短くなって
いることがわかった。さらに、シグナル全体
のシフトを観察するために各細胞のシグナ
ルをグラフ化してみると、hRPA70(D227Y)
過剰発現細胞だけ明らかにシグナル全体が
シフトしていた。 
 
③ヒト培養細胞において hRPA70(D227Y)を
過剰発現すると内在の hRPA70 の発現量が
落ちる 

Myc 抗体での発現確認をみると、PD=50
では hRPA70(D227Y)の発現が極端に少なか
った。また、RPA70 抗体での発現確認とあ
わせてみると、PD=8 での hRPA70(D227Y)
の発現は、Myc抗体でのシグナルに比べると、
RPA70 抗体でのシグナルがごくわずであっ
た。これは RPA70 抗体が hRPA70(D227Y)
に結合できていない可能性がある。しかし、



 

 

このことを考慮しても、hRPA70(D227Y)過
剰発現細胞での RPA70 抗体を用いたシグナ
ルは、内在性 hRPA70の発現量が変化しない
と思われる TAB182N 過剰発現細胞での
RPA70 抗体を用いたシグナルよりも極端に
弱い。細胞を継代している途中で生育速度な
ど、目立った表現型はなかった。そこで
FUJIFILM Multi Gauge V3.0を使ってMyc、
RPA70 抗体での発現量(シグナル強度)を数
値化した。Myc、RPA70 抗体での発現量を
Fig.16C の CBB 染色の矢印の位置のバンド
の発現量で割り、さらにMyc/CBBではPD=8
の hRPA70の値を、RPA70/CBBではPD=30
の TAB182Nの値を基準(=1)に相対化した。
その結果、hRPA70(D227Y)の発現は、遺伝
子導入後からしだいに落ちていることがわ
かった。また、hRPA70(D227Y)過剰発現細
胞は TAB182N 過剰発現細胞(hRPA70 の発
現量は HT1080 細胞と同じと考えられる)よ
りも初期の段階から内在性の hRPA70 の発
現が落ちている。 
 
④hRPA70(D227Y)過剰発現細胞のテロメア
一本鎖 DNAに変化はなかった 
細胞より抽出したゲノム DNA を制限酵素

HinfⅠ、RsaⅠで処理し、電気泳動後ゲルを
gel dryerで dry upし、バックグラウンドと
して Gプローブでテロメアを検出した。次に
G-tailに相補的なCプローブでテロメアを検
出した。サザン解析におけるハイブリダイズ
を二本鎖 DNA 状態のゲル上で行うため、テ
ロメアプローブは一本鎖 DNA 部分である
3‘突出にのみハイブリダイズする。よってシ
グナルの濃淡が一本鎖突出を示すことにな
る。結果としては hRPA70 過剰発現細胞と
hRPA70(D227Y)過剰発現細胞との間には顕
著なシグナル差が見られなかった。このこと
により、hRPA70(D227Y)過剰発現細胞では
テロメア一本鎖突出に変化がないと考えら
れる。 
 
(2) 分裂酵母を用いた研究 
 
①rap1Δrad11-D223Y 株のテロメアは消失
しない 

taz1 破壊株のテロメア DNA 近傍での
DNA 複製が異常になるという報告により、
Taz1 と複合体を形成する Rap1 についての
研究を行った。rap1破壊株もテロメア DNA
が野生型に比べ数倍に伸び一本鎖突出が生
じるが、テロメア DNA 近傍での DNA 複製
は正常という表現型を示す。このため
rad11-D223Y と二重変異株にすることでテ
ロメア DNA が消失するかどうかを調べた。
rad11-D223Y 変異株にヒートショック法を
用いて rap1::kanインサートを形質転換して
rap1 rad11-D223Y 二重変異株を取得した。

こ の 株 の ゲ ノ ム を 回 収 し Southern 
Hybridization を 行 っ た 結 果 、 rap1 
rad11-D223Y二重変異株ではテロメア DNA
は消失しなかった。 
これにより taz1 rad11-D223Y二重変異株の
急激なテロメア DNA 消失には複製進行異常
が関係しているかもしれないことが示唆さ
れた。また、 rap1 破壊株に比べて rap1 
rad11-D223Y 二重変異株のテロメア長が短
くなっていることから、rad11-D223Y変異に
よってテロメアーゼ活性が阻害されている
可能性も示唆された。 
 
②ssb3Δ taz1Δ二重破壊株のテロメアは消
失しない 
また、分裂酵母において RPA 複合体の小

サブユニットをコードする ssb3 を破壊した
株が他の研究室によって取得された。そこで
ssb3 と taz1 または rap1 を破壊した時に
rad11-D223Y 変異株と同じようにテロメア
が消失するかどうか調べた。ssb3 破壊株と 
taz1 破壊株、rap1 破壊株を接合し培地選択
をおこなって ssb3 taz1 二重破壊株、ssb3 
rap1二重破壊株を取得した。それぞれの破壊
株をゲノム回収し、サザンハイブリダイゼー
ションを行ってテロメア長を確認してみた
ところ、WT と比べて ssb3 破壊株は短く、
taz1破壊株に比べて ssb3 taz1二重破壊株も
短くなっており、rad11-D223Y変異と同じよ
うに ssb3 破壊によってテロメアーゼ活性が
阻害されている可能性が示唆されたものの、
ssb3 taz1 二重破壊株のテロメアが消失する
ことはなかった。このことから、ssb3破壊に
よっては rad11-D223Y 変異と同じような表
現型は示さないことがわかった。 

 
③ssb3破壊株は rad3破壊のような表現型は
示さない 

DNAダメージチェックポイントでRPAと
共同で働くたんぱく質として Rad3（出芽酵
母では mec1）がある。rad3Δ株ではテロメ
アが短くなり、 また、Rad32-Rad50-Nbs1 
DNA修復タンパク質複合体をコードする
rad32との二重破壊株、rad32 rad3二重破壊
株ではテロメアが消失する。tel1 rad3二重破
壊株でもテロメアが消失する。そこで接合に
より、rad32 ssb3二重破壊株、tel1 ssb3二
重破壊株を作製し、テロメアが消失するか確
認した。tel1 ssb3二重破壊株ではテロメアが
消失せず、また、rad32 ssb3二重破壊株でも
テロメアが 200bpぐらいに短くなっている
ものの、テロメアが消失することはなかった。
また、rad3 ssb3二重破壊株のテロメア長は
rad3破壊株と同じ短小化を示しているので、
Ssb3と Rad3は同じエピスタティックなテ
ロメア維持機構のグループであるといえる。 
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消失は RecQ ヘリケースの破壊によって抑圧
される。 
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http://home.hiroshima-u.ac.jp/scmueno/i
ndex.html 
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