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研究成果の概要（和文）：精製したヒトRAD18・RAD6B複合体タンパクは、ヒストンH2Aタンパクをモノおよびポ
リユビキチン化する活性があることがわかった。細胞を電離放射線で照射すると、クロマチンタンパクのユビキ
チン化レベルが増加した。RAD18欠損細胞ではそのレベルが低下していた。RAD18は電離放射線照射に応答して、
クロマチンタンパクをユビキチン化すると考えられる。RAD18欠損細胞でヒストンメチル化酵素の発現レベルが
低下していた。RAD18はヒストンメチル化酵素の発現量を調節することが示唆された。RAD18はヒストンメチル化
制御を介して、多様な遺伝子の発現をコントロールすると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We found that purified human RAD18 / RAD6B complex protein have an activity 
of mono- and polyubiquitinating histone H2A protein. Irradiation of cells with ionizing radiation 
increased the ubiquitination level of chromatin protein. The level was reduced in RAD18-deficient 
cells. RAD18 is thought to ubiquitinate chromatin proteins in response to ionizing radiation. The 
expression level of histone methyltransferase was decreased in RAD18-deficient cells. It was 
suggested that RAD18 regulates the expression level of histone methyltransferase. RAD18 is thought 
to regulate the expression of various genes through histone methylation regulation.

研究分野： ゲノムDNA安定性の維持機構　放射線生物学

キーワード： 損傷トレランス　RAD18　ヒストン　ヒストンメチル化酵素　ユビキチン　放射線

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
E3酵素であるRAD18は、DNA複製部位へ集積し損傷乗越え複製を複製停止部位に集積させることで、 損傷乗越え
複製を促進する機能をもつ。Rad18欠損マウスは、損傷乗越え複製酵素η欠損マウスと異なる表現型が見られ
た。RAD18には、損傷乗越え複製の制御とは異なる機序でゲノムを安定化する機構があると推論した。今回の研
究で、RAD18は新たにヒストンタンパクのユビキチン化とメチル化に関与していることが示された。RAD18は正常
細胞の増殖を維持する一方で、癌化した細胞の増殖も助けてしまう面をもつ。今回の研究成果が、老化の抑制研
究または新規の抗癌剤の開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 

細胞に UV が照射されて DNA 鎖が損傷されて DNA 複製が停止すると、E3 酵素である

RAD18 タンパクは DNA 複製部位へ集積して PCNA をユビキチン化する。特殊な DNA

複製酵素は、ユビキチン化 PCNA と強い親和性をもちため複製停止部位に集積し、損傷を

乗越えて DNA を複製する(損傷乗越え複製)。Rad18 欠損マウスを作製しその表現型を調

べた結果、損傷乗越え複製酵素η欠損マウスと異なる表現型が見られた。このため、RAD18

には、損傷乗越え複製の制御とは異なるメカニズムのゲノム安定化機構があると推論した。

これまでの研究により、RAD18 は DNA が損傷しやすい環境でも DNA 複製と細胞増殖を維

持する役割をもつ。正常細胞の増殖を維持する一方で、癌化した細胞の増殖も助けてしま

う面をもつ。 (熊本大学発生医学研究所損傷修復分野のホームページを参照 :  

http://www.imeg.kumamoto-u.ac.jp/bunya_top/department_of_cell_maintenance/ ) 

p53 遺伝子を欠損する細胞は、癌細胞のモデルである。この細胞から Rad18 遺伝子を欠損

させると、細胞の増殖が低下する傾向が見られた。この時に細胞周期進行のブレーキの役

割をもつ、p16 および p27 タンパクの量が増えていた。Rad18 タンパクは、p16 および

p27 タンパクの発現を抑えることにより、癌細胞の増殖を促すことが考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

Rad18 がどのようなメカニズムで、p16 などの発現を制御するのか調べることが目的であ

る。また、Rad18 がエピジェネティクにヒストンを修飾することにより、遺伝子発現を制

御する可能性があるため、Rad18 によるヒストンタンパク修飾についても調べることにな

った。 

 

３．研究の方法 

 

野生型細胞と Rad18 欠損細胞を用いて、各種のヒストンメチル化酵素の発現量を比較した。ま

た、Rad18 タンパクによるヒストン修飾について調べるため、精製した RAD18・RAD6 タンパク

と精製ヒストンタンパクを in vitro で反応された後におこる、ヒストン修飾反応についてウエ

スタン解析などにより調べた。さらに、in vivo での生物学的意義をさぐるため、野生型細胞

とRad18欠損細胞に紫外線または電離放射線を照射した後に、どのようなヒストン修飾がRad18

依存的におこるのか調べた。 

 

４．研究成果 

 

(1) 精製 RAD18 タンパクは、ヒストン H2A タンパクをユビキチン化する 

精製したヒト RAD18・RAD6B 複合体タンパクは、in vitro でヒストン H2A タンパクをモノおよ

びポリユビキチン化する活性があることがわかった。RAD6B タンパクだけでは、この活性は見

られなかった。RAD18には、zinc finger ドメインがある。このドメインを変異させたRAD18C207F

タンパクは、ヒストン H2A タンパクをモノユビキチン化するが、ポリユビキチン化する活性は

失われていた。 

次に、in vivo での RAD18 によるヒストン H2A のユビキチン化の生物学的意義をさぐるため、



野生型ヒト細胞、RAD18 欠損細胞、RAD18 欠損+野生型 RAD18 細胞、RAD18 欠損+zinc finger 欠

損 RAD18 細胞の 4種類に電離放射線を照射した。培養後のヒストンユビキチン化レベルを、抗

ユビキチン化ヒストン H2A 抗体を用いる細胞免役検出により評価した。野生型細胞では電離放

射線照射後に、クロマチンに含まれるタンパクのユビキチン化レベルの増加が見られた。これ

に対して、RAD18 欠損細胞ではそのレベルが約 30%低下していた。RAD18 欠損細胞に RAD18

を発現させた細胞では、それが回復していた。しかし zinc finger 欠損 RAD18 を発現させ

た細胞では、回復のレベルが低下していた。以上の結果から、RAD18 タンパクは in vitro

でヒストン H2A タンパクをモノ、およびポリユビキチン化する。In vivo で RAD18 は電離

放射線照射に応答して、クロマチンに含まれるタンパクをユビキチン化すると結論した。 

 

(2) RAD18 により制御されると思われるヒストンメチル化機構 

野生型ヒト細胞およびその RAD18 欠損細胞、野生型マウス細胞およびその Rad18 欠損細胞

をそれぞれ用いて、各種のヒストンメチル化酵素の発現レベルを比較した。その結果ヒト

細胞、マウス細胞でも、ある種類のヒストンメチル化酵素の発現レベルが RAD18 欠損細胞

で低下していた。RAD18 欠損細胞に野生型 RAD18 遺伝子を発現させた細胞では、そのヒス

トンメチル化酵素の発現の回復が見られた。RAD18 はヒストンメチル化酵素の発現量を調

節することが示唆された。RAD18 はヒストンメチル化制御を介して、多様な遺伝子の発現

をコントロールすると考えられる。現在、RAD18 タンパクとヒストンメチル化酵素の結合

能力などを評価することにより、RAD18 によるヒストンメチル化の制御機構について調べ

ている。 
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