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研究成果の概要（和文）：本研究は、DNAメチル化の重要な制御因子であるE3ユビキチンリガーゼUHRF1と岡崎フ
ラグメント連結を担うDNAリガーゼLIG1の相互作用に注目し、その意義と制御機構を明らかにする目的で行っ
た。まず、岡崎フラグメント連結についてツメガエル無細胞系を用いた詳細な解析を行い、その制御不全が
PARP1/HPF1によるADPリボシル化を誘導し、バックアップ機構であるLIG3/XRCC1経路を活性化することを見出
し、報告した。また、UHRF1のLIG1結合が、これまで報告されていたPCNAとの相互作用とともに、岡崎フラグメ
ントの効率的な連結に重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the interaction between the E3 ubiquitin ligase UHRF1,
 an important regulator of DNA methylation, and the DNA ligase LIG1, which is responsible for 
Okazaki fragment linkage, to clarify its significance and regulatory mechanism. First, we performed 
a detailed analysis of Okazaki fragment linkage using a cell-free system derived from Xenopus egg 
extracts and found that its dysregulation induces ADP-ribosylation by PARP1/HPF1 to activate the 
backup mechanism, the LIG3/XRCC1 pathway. We also showed that LIG1 binding of UHRF1, along with its 
previously reported interaction with PCNA, is important for the efficient linkage of the Okazaki 
fragment.

研究分野： DNAメチル化

キーワード： DNAメチル化　DNA複製　岡崎フラグメント　ADPリボシル化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、まず岡崎フラグメント連結のバックアップ機構として働くLIG3/XRCC1経路がPARP1/HPF1によるヒスト
ンH3ADPリボシル化を介して活性化することを明らかにし報告した。また、DNAメチル化制御因子UHRF1がLIG1と
の相互作用を介して岡崎フラグメント連結を制御することを示す実験結果を得ている。PARP1やDNAメチル化酵素
の阻害剤は、抗がん剤としても注目されており、上記の研究成果は、染色体安定性を制御する新たな分子機構の
発見にとどまらず、新たなDNAメチル化阻害剤やPARP1阻害剤開発の重要な分子基盤とな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。
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１．研究開始当初の背景 
 

DNA メチル化は主に CpG 配列中のシトシン 5 位を標的とするエピジェネティックな修飾で、
クロマチン構造の変換を介して転写制御、トランスポゾン抑制、X 染色体の不活性化、発生/分
化など様々な生命現象に重要な役割を果たす。さらに、DNA メチル化はゲノム安定性を維持す
るためにも重要であることが示唆されている。染色体上の DNA メチル化パターンは、染色体複
製に伴い DNA メチル化酵素 1 (DNMT1)を中心とする DNA 維持メチル化機構により、娘 DNA
に正確に継承される。近年、我々は DNA メチル化維持の過程を試験管内で再現可能であるツメ
ガエル卵抽出液を用いて、DNMT1 の DNA メチル化部位への局在が片鎖メチル化 DNA 結合タ
ンパク質である E3 ユビキチンリガーゼ UHRF1 依存的なユビキチンシグナルによって制御さ
れていることを明らかにしてきた。このように DNA メチル化維持の分子機構が理解されてきた
一方、DNA メチル化がゲノム安定性をどのように制御するのかについては不明な点が多く残さ
れている。 
このような背景のもと、我々は UHRF1 と相互作用する因子として報告されていた DNA リガ

ーゼ 1 (LIG1)に注目した。LIG1 は、DNA 複製時にラギング鎖における岡崎フラグメント連結
を担っており、PCNA との相互作用を介して DNA 複製部位に局在すると考えられている。しか
し、UHRF1 と LIG1 の相互作用が岡崎フラグメント連結にどのように関わるのかは明らかとな
っていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、UHRF1 が LIG1 との相互作用を介して、岡崎フラグメント連結を制御する可能性、
さらに DNA 複製時に岡崎フラグメント連結がどのように保証されているかを明らかにするこ
とを目的として行った。 
 
３．研究の方法 
ツメガエル卵抽出液由来の無細胞系を用いて、DNA 複製時の LIG1 のクロマチン局在、また岡崎
フラグメント連結効率について様々な条件下で調べることにより、岡崎フラグメント連結を制
御する分子機構について解析を行った。未連結の岡崎フラグメントは、抽出液から単離した複製
時のゲノム DNA を Klenow 断片と放射線標識した核酸を用いてラベルしたものをアルカリ電気泳
動することで検出した。 
 
 
４．研究成果 
I. PARP1/HPF1 は LIG3/XRCC1 経路を活性化することで、LIG1 非存在下での岡崎フラグメント連
結を保証する (Kumamoto et al., Nucleic Acids Research, 2021)。 
(1)ツメガエル卵抽出液は LIG1 依存的岡崎フラグメント連結を再現する 
まず LIG1 に対して精製したリコンビナントタンパク質を抗原とした特異抗体を作成し、ツメガ
エル卵抽出液を用いて DNA 複製時のクロマチン結合、また岡崎フラグメント連結におけるその
必要性を検討した。その結果、LIG1 は PCNA と相互作用するとともに DNA 複製依存的にクロマチ
ンに結合することが分かった。また LIG1 を免疫除去した抽出液では、未連結の岡崎フラグメン
トが蓄積し、この効果は精製したリコンビナント LIG1 タンパク質を LIG1 除去抽出液に加え戻
すことで回復した。以上の結果は、ツメガエル卵抽出液を用いて、LIG1 の DNA 複製依存的なク
ロマチン結合、および LIG1 依存的な岡崎フラグメント連結を再現可能であることを示している。 
また、興味深いことに LIG1 非存在下での未連結岡崎フラグメントの蓄積は一過的であり、S 期
の進行とともに解消されることがわかった。この結果により卵抽出液においても、LIG1 非存在
下で働くバックアップ機構が機能していることを強く示唆された。 
 
(2)LIG1 非存在下では LIG3/XRCC1 がバックアップ機構として
岡崎フラグメント連結を担う 
次に、LIG1 経路のバックアップ機構として働くと考えられて
いる LIG3/XRCC1 に注目して、さらに解析を行った。抽出液中
で LIG3 は XRCC1 と複合体を形成しており、LIG3 は XRCC1 依存
的なクロマチン結合を示した。そこで、LIG1 単独あるいは LIG1
と XRCC1 の二重除去した抽出液を調製し、各因子のクロマチン
結合や岡崎フラグメント連結効率を調べた。その結果、LIG1 除
去条件下では、LIG3 のクロマチン結合量が増加すること、また
LIG1/XRCC1 二重除去抽出液では LIG3のクロマチン結合が見ら
れず、未連結の岡崎フラグメントが解消されないことが明らか
になった（図 1）。これらの結果は LIG1 非存在下で、LIG3/XRCC1



経路が活性化し、岡崎フラグメント連結を保証することを強く示唆するものである。 
 
(3)LIG1 経路の不全は PARP1/HPF1 複合体によるヒストン H3 の mono-ADP リボシル化を誘起する 
LIG3/XRCC1 経路は一本鎖 DNA 損傷時においては、PARP1 による poly-ADP リボシル化によって活
性化されることが以前に報告されている。一方、補助因子である HPF1 と複合体を形成した PARP1
は、Ser 残基を主な標的として mono-ADP リボシル化を触媒することが明らかとなってきた。そ
こで、LIG1 抑制時のクロマチン上の ADP リボシル化の変化について、ADP リボシル化認識試薬を
用いて検討した。その結果、LIG1 非存在下のクロマチンでは PARP1 の自己 poly ADP リボシル化
と思われるシグナルに加えて、約 15kDa の位置に強く ADP リボシル化による修飾を受けるバン
ドが検出された。以前の報告で、PARP1/HPF1 複合体はヒストン H3 を標的として mono-ADP リボ
シル化を行うことが報告されている。これと一致して、クロマチン結合タンパク質を MNase によ
って可溶化し、抗ヒストン H3 抗体で免疫沈降を行ったところ、ヒストン H3 が LIG1 除去に伴い
ADPリボシル化を受けることが明らかになった（図2）。
また、このシグナルは mono-ADP リボシル化タンパク
質の脱リボシル化を触媒する ARH3 タンパク質を過剰
に加えた抽出液中では抑制された。重要なことに、ヒ
ストン H3の ADPリボシル化は抽出液からHPF1を免疫
除去することで阻害され、精製したリコンビナント
HPF1 タンパク質を添加することで回復した。一方、
PARP1 との結合活性を欠いた HPF1 変異体は、ヒストン
H3ADP リボシル化を促進する活性を失っていた。以上
の結果は、LIG1 経路の機能不全が HPF1 依存的なヒス
トンH3の mono-ADPリボシル化を促進することを示唆
している。 
 
(4)LIG3/XRCC1 経路の活性化には PARP1/HPF1 活性が重要である 
次に、PARP1 および HPF1 の岡崎フラグメント連結への必要性について検討した。 
抗 LIG1 抗体とともに PARP1 あるいは HPF1 に対する特異抗体を用いて二重除去を行い、
LIG3/XRCC1 のクロマチン結合および岡崎フラグメント連結について解析を行った。その結果、
LIG1 除去によって起こる LIG3/XRCC1 のクロマチン結合は、PARP1 や HPF1 の共除去により顕著
に抑制されることが示された。また、これと一致して、未連結の岡崎フラグメントの解消も阻害
されることが分かった（図 3）。 
 
以上の結果から、1)LIG1 非存在下で LIG3/XRCC1 経路がバ
ックアップ機構として働き、岡崎フラグメント連結を保証
すること、2)LIG1 阻害に伴う岡崎フラグメント連結不全が
PARP1/HPF1 による ADP リボシル化を活性化すること、
3)LIG3/XRCC1 経路の活性化には PARP1/HPF1 が重要である
ことが明らかになった。しかしヒストン H3 の ADP リボシ
ル化を読み取る Reader タンパク質やその制御機構など、
詳細な分子機構は未だ不明であり、今後の重要な研究課題
となる。 
 
II. UHRF1 は LIG1 との相互作用を介して岡崎フラグメント連結を制御する 
(1) UHRF1 の免疫除去により LIG1 のクロマチン局在が阻害される 
これまでに、LIG1 は G9a/GLP によるメチル化修飾を受けることで、UHRF1 の TTD ドメインと相
互作用し、UHRF1 の複製部位局在を促進する役割を果たすことが報告されていた。まず、LIG1 を
免疫除去した場合の DNA 維持メチル化の進行について解析を行った。しかし、予想に反して、
LIG1 の免疫除去により UHRF1 やその下流で働く PAF15、そして DNMT1 のクロマチン結合に大き
な影響は見られなかった。一方、意外なことに UHRF1 を免疫除去した抽出液では LIG1 のクロマ
チン結合が大きく低下することが分かった。以上の結果は、UHRF1 が LIG1 の上流因子としてそ
のクロマチン局在を制御していることを示している。 
 
(2) LIG1 のクロマチン局在には UHRF1 の TTD ドメインと SRA ドメインが重要である。 
UHRF1 は E3 ユビキチンリガーゼ活性に重要な RING ドメインに加えて、ヒストン H3 を認識する
PHD ドメイン、メチル化タンパク質と結合する TTD ドメイン、ヘミメチル化 DNA に結合する SRA
ドメインなど複数の機能ドメインを持つタンパク質である。そこで、これらの機能ドメインがど
のように LIG1 のクロマチン局在を制御するのか検討した。UHRF1 を免疫除去した抽出液に精製
したリコンビナント UHRF1 タンパク質あるいはその変異体を加えて、DNA 複製時のクロマチン結
合タンパク質について解析を行った。その結果、UHRF1のPHDドメイン変異体を加えた場合には、
PAF15 のユビキチン化、DNNT1 のリクルートが阻害された一方、LIG1 のクロマチン局在には影響
は見られなかった。一方、TTD ドメイン変異体を加えた場合には DNA メチル化進行には影響を及
ぼすことなく、LIG1 のクロマチン結合のみが特異的に阻害された。以上の結果は、UHRF1 依存的



な LIG1 のクロマチン結合には、TTD ドメインを介した UHRF1 との相互作用、また UHRF1 のヘミ
メチル化 DNA 結合が重要であることを示すものである。一方、DNA メチル化維持に必須な PHD ド
メイン機能は必ずしも必要でなく、UHRF1 が DNA メチル化維持と LIG1 のクロマチン制御の２つ
の異なる役割を使い分けていることが示唆された。 
 
(3) UHRF1 は LIG1 による効率的な岡崎フラグメント連結に重要である 
次に、UHRF1 の岡崎フラグメント連結における必要性について検討した。ツメガエル卵抽出液は
過剰の LIG1 を有しているため、あらかじめ LIG1 を除去した抽出液にリコンビナント LIG1 を段
階的に異なる濃度で加えた抽出液を用いて岡崎フラグメント連結の効率を調べた。その結果、
UHRF1 存在下では、内在性 LIG1 の 10%に相当するリコンビナント LIG1 で岡崎フラグメント連結
に十分であったのに対し、UHRF1 除去抽出液では 20-50%に相当するリコンビナント LIG1 を必要
とすることが分かった。上記の結果は、UHRF1 が岡崎フラグメントの効率的な連結に重要である
ことを示唆している。 
 
以上の結果は、UHRF1 が LIG1 と相互作用し、DNA メチル化部位に LIG1 をリクルートすることで
岡崎フラグメント連結を保証している可能性を示唆している。現在、上記の分子機構が哺乳細胞
でも保存されているか、UHRF1 および LIG1 に Auxin-inducible-degron を付加することで特異的
および可逆的除去を可能にした細胞株を用いて検討を進めている。 
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