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研究成果の概要（和文）： 

我々は Rad18 が、53BP1 と同様に、細胞への X 線照射に反応して DNA 二重鎖切断(DNA 
double-strand break：DSB)部位に集積しフォーカスを形成することを見出した。X 線によ
る Rad18 のフォーカス形成は G1 期細胞においてのみ 53BP1 依存性であり、さらに Rad18
と 53BP1 との結合依存性であった。Rad18 は、in vitro で 53BP1 の 1268 番目のリジン残
基をモノユビキチン化し、さらに、Rad18 は 53BP1 のモノユビキチン化を介して 53BP1 の
フォーカスを安定化させた。53BP1 および Rad18 は、G0-G1 期細胞に発生した DSB の修復
を亢進させた。Rad18による DSB修復の亢進には 53BP1と Rad18の結合、Rad18による 53BP1
のモノユビキチン化が必要であった。以上より、G0-G1 期細胞において Rad18 は、53BP1
との結合を介して DSB 部位に集積し、その後 53BP1 をモノユビキチン化することにより
53BP1 の DSB 部位でのクロマチン結合を安定化させ、その結果 53BP1 による DSB の修復を
亢進させることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We show that RAD18 is recruited at sites of DNA double-strand breaks (DSBs) forming 
foci which are co-localized with 53BP1. RAD18 associates with 53BP1 and is recruited 
at DSB sites in a 53BP1-dependent manner specifically during G1-phase. RAD18 mono- 
ubiquitinates 53BP1 at lysine 1268 in vitro. The mono-ubiquitination resistant 53BP1 
mutant harboring a substitution at lysine 1268 is not retained efficiently at the 
chromatin in the vicinity of DSBs. In Rad18-null cells, retention of 53BP1 foci, 
efficacy of DSB repair and post-irradiation viability are impaired compared with 
wild-type cells. Taken together, these results suggest that RAD18 promotes 53BP1- 
mediated DSB repair by enhancing retention of 53BP1, possibly through an interaction 
between RAD18 and 53BP1 and the mono-ubiquitination of 53BP1. 
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１．研究開始当初の背景 
 
p53 結合タンパク質として見出された

53BP1 は、DNA 二重鎖切断（double strand 
break:DSB）部位に速やかに集積し、DNA 損傷
チェックポイントに関与することが広く知
られている。我々は、53BP1 が、既知の
Ku70/Ku80/DNA-PKcs経路（4 ページ図の A経
路）、ATM/Artemis経路（4ページ図の B経路）
とは異なる経路で、DNA 二重鎖切断の非相同
末端結合修復に関与していることを明らか
にした（参考文献 1 ）。この 53BP1 依存性非
相同末端結合修復経路（4ページ図の C経路）
は他の 2 経路と異なり、PI-3 キナーゼ（ATM
や DNA-PK）によるリン酸化の制御を受けてお
らず、その制御機構は不明である。 
E3 ユビキチンリガーゼである Rad18 は、紫

外線による DNA損傷などが原因で S期に複製
フォークが停止した場合に、損傷を乗り越え
て DNA合成を継続する機構（損傷乗り越え DNA
合成）に関与することが明らかになっている
（参考文献 2 ）。しかし、DSB に対する細胞
の反応において Rad18が何らかの役割を担っ
ているか否かについては報告がない。最近
我々は、細胞への X 線照射後 Rad18 が、53BP1
と同様に核内にフォーカスを形成すること
を見出した。 
 

２．研究の目的 
 
 本研究は、Rad18 が DNA 二重鎖切断の修復
に関与しているか否かを明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
細胞：Rad18ノックアウトマウス（参考文献 
3 ）から採取したマウス胎児線維芽細胞
（mouse embryonic fibroblast：MEF）、Junjie 
Chen博士より供与された 53BP1-/-MEF、HeLa
細胞、U2OS細胞、ニワトリ DT40細胞と DT40
細胞を用いて樹立した各種遺伝子欠損細胞
を使用した。 
細胞周期の同調：HeLa細胞はダブルチミジン
法で G1/S境界に同調した。DT40細胞は、8
時間の Nocodazole 処理と、その後の 8時間
の Mimosine 処理で G1 期に同調した（参考文
献 1 ）。 
Fluorescence recovery after photo 
-bleaching(FRAP)：Leica TCS DMIRE2 
confocal laser-scanning microscopeを使用
した。GFPを融合したマウス 53BP1（GFP- 
53BP1）を発現させた細胞を Bleomycin処理
し、GFP-53BP1フォーカスを形成させた後に、
488-nm argon laser 100% power で蛍光を消
失させた。その後の蛍光の回復を laser 15% 

powerで 15秒ごとに計測した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Rad18 は、細胞への X 線照射に反応して
DSB 部位に集積しフォーカスを形成する。 
Rad18 は核内に均一に分布する蛋白質であ

るが、細胞に UV 照射した場合、比較的細か
なフォーカスを形成した。このフォーカスは
これまでの報告どおり PCNA のフォーカスと
局在が一致した。一方、細胞に X線照射を行
った場合にも Rad18は速やかに局在を変えて
フォーカスを形成することが明らかになっ
た。この X 線照射後の Rad18 フォーカスは、
UV 照射後に形成されるフォーカスよりも大
きく、また PCNA とも共局在しなかった。し
たがって、UV 照射後に出現するフォーカスと
は性質が異なっていると考えられた。 
X 線照射によって細胞には DSB が発生する

ことが知られている。また DSB部位では、ヒ
ストン H2AX がリン酸化される（リン酸化さ
れた H2AX をγ-H2AX とよぶ）こと、さらに
γ-H2AXの形成後 DSB部位には、Nbs1、BRCA１、
53BP1 といった細胞周期チェックポイントや
DSB 修復に関わる蛋白質が集積してきて、そ
れぞれフォーカスを形成することが明らか
になっている。そこで、X 線照射後の Rad18
フォーカスが、γ-H2AX、Nbs1、BRCA1、53BP1
のフォーカスと共局在するかどうかを調べ
たところ、いずれの蛋白質のフォーカスとも
共局在を示した。Rad18 のフォーカスは、細
胞への X 線照射 15 分後には出現し、30 分後
に細胞あたり最も多い数となり、その後時間
とともに消退していった。また X線と同様に
DSB を発生させる Bleomycin などの薬剤処理
でも Rad18のフォーカスが形成されることが
確認された。以上より、細胞への X線照射後、
Rad18 は DSB 部位に集積しフォーカスを形成
することが明らかになった。 
 
 
(2) X 線による Rad18 のフォーカス形成は G1
期細胞においてのみ 53BP1依存性である。 
 Rad18 がどのような機序でフォーカスを形
成するのかを明らかにするために、ATM、Nbs1、 
BRCA1 欠損細胞、あるいは siRNA で 53BP1 の
発現を抑制した細胞での Rad18フォーカス形
成を調べた。その結果、53BP1 に対する siRNA
を用いた細胞において、Rad18 のフォーカス
形成細胞の比率が減少した。しかし 90%以上
の細胞で 53BP1の発現抑制が認められるにも
関わらず、細胞によっては Rad18 のフォーカ
ス形成がみられた。 
 Rad18 フォーカス形成において、細胞によ
って 53BP1に対する依存性が異なるのは、細
胞が X線照射を受けた時の細胞周期の違いに



よるのではないかと考え、ダブルチミジン法
で細胞周期を同調させた後に細胞に X線照射
を行い、Rad18 のフォーカス形成を調べた。
その結果、X 線による Rad18 のフォーカス形
成は、G1期細胞においてのみ 53BP1 依存性で
あることが明らかになった。 
 
(3) Rad18 は、53BP1 と直接結合することに
より DNA 二重鎖切断部位に集積する。 
G1期細胞において Rad18のフォーカス形成

が 53BP1 依存性であることから、53BP1 と
Rad18 が複合体を形成するか否かを調べた。
53BP1 と Rad18 は、細胞への X 線照射前には
免疫沈降法で共沈しなかったが、X 線照射後
共沈した。リコンビナントタンパク質を用い
た in vitroでの結合実験から、53BP1と Rad18
は直接結合することが明らかになった。 
Rad18 と結合する 53BP1 の領域は、53BP1

がフォーカスを形成するのに必要である最
小領域を含む KBDドメイン（1235-1616残基）
であった。一方、53BP1 と結合する Rad18 の
領域は、Rad18 の Zinc finger ドメインであ
った。Zinc fingerドメインを欠損した Rad18、
あるいは Zinc finger ドメインに含まれる
207 番目残基をシステインからフェニルアラ
ニンに変えた変異型 Rad18（Rad18C207F）は、
in vitroでの 53BP1との結合能力を失うと同
時に、in vivo での、X 線によるフォーカス
形成能力を失った。以上より、Rad18は 53BP1
との直接結合を介して DNA二重鎖切断部位に
集積し、フォーカスを形成することが明らか
になった。 
 
(4) Rad18 は、53BP1 をモノユビキチン化す

る。 
Rad18が E3ユビキチンリガーゼ活性をもっ

ていることから、Rad18 が 53BP1 をユビキチ
ン化するか否かを調べた。リコンビナントタ
ンパク質を用いた in vitro実験で、Rad18は
対応する E2 ユビキチン結合酵素である Rad6
依存性に 53BP1KBD ドメインをモノユビキチ
ン化した。この in vitro での 53BP1 のモノ
ユビキチン化は、53BP1 と結合できない変異
型 Rad18、および Rad18C207F、ではみられな
かった。 
ユビキチン化される KBDドメイン内の残基

として、1268 番目と 1516 番目のリジン残基
が候補として考えられた。そこで、それぞれ
のリジン残基をアルギニン残基に変えた
（K1268R、および K1516R）リコンビナント
KBDドメインを用いて in vitroモノユビキチ
ン化反応を行ったところ、K1268R の変異をも
った KBD ドメインのモノユビキチン化が（完
全に消失はしないものの）顕著に低下した。 
以上より Rad18 は、53BP1 との結合依存性に
53BP1の 1268番目リジン残基をモノユビキチ
ン化することが明らかになった。 

(5) G1 期細胞の X 線感受性において 53BP1
と Rad18 はエピスタティックである。 
53BP1 を含めて、その産物が DSB の非相同

末端結合修復に関与する遺伝子の欠損細胞
は、G1から early S 期に X線に対して高感受
性を示すことが知られている。また DT40 細
胞を用いて作製した 53BP1 遺伝子欠損細胞
(53BP1-/-DT40細胞)の解析から、53BP1 が既
知の Ku70/Ku80/DNA-PKcs経路、ATM/Artemis
経路とは異なる、53BP1 依存性の非相同末端
結合修復経路を構成していることが明らか
になっている（参考文献 1 ）。そこで、
Rad18-/-DT40細胞を作製し、細胞周期ごとの
X 線に対する感受性をコロニーアッセイで調
べた。Rad18-/-DT40 細胞は、53BP1-/-DT40
細胞より軽度ではあるが、G1 期に高い X 線感
受性を示した。また、53BP1 と Rad18 の両遺
伝子を欠損させた DT40 細胞（ 53BP1-/- 
Rad18-/-DT40細胞）を作製し、53BP1-/-DT40
細胞、Rad18-/-DT40 細胞それぞれとの、G1
期での X 線感受性を比較したところ、
53BP1-/- Rad18-/-DT40細胞の X線感受性は、
53BP1-/-DT40細胞のそれと同一であった。以
上より 53BP1と Rad18 は、G1 期細胞の X 線感
受性においてエピスタティックであり、同一
の修復経路で機能している可能性が示唆さ
れた。 
 
(6) Rad18 は、G1期細胞の DNA 二重鎖切断修
復に関与する。 
Rad18が G1期細胞での DSB修復に関与して

いるか否かを明らかにするために、接触阻害
で G0-G1期に停止させた MEFに X線照射を行
い、G0-G1 期に停止した状態での DSB の消失
速度を調べた。γ-H2AX のフォーカス数を DSB
数の指標として用いた。野性型 MEFに比べて、
53BP1-/-MEF、あるいは Rad18-/-MEF では DSB
の消失速度が低下した。X線照射 24時間後に
おいて、野性型 MEF では約 10 個の DSB が残
っていたが、53BP1-/-MEF、Rad18-/-MEF では
いずれにおいても約 19 個の DSB が残ってい
た。さらに、Rad18-/-MEF に野性型 Rad18 を
発現させると、24時間後の残存 DSB 数が減少
したが、Rad18C207F を発現させても 24 時間
後の残存 DSB 数は減少しなかった。また
53BP1-/-MEFに野性型 53BP1を発現させると、
24 時間後の残存 DSB 数が減少したが、53BP1 
K1268R（実際の実験では、対応する変異を加
えたマウス 53BP1を使用している）を発現さ
せても 24 時間後の残存 DSB 数は減少しなか
った。以上より、53BP1および Rad18 は、G0-G1
期細胞に発生した DSBの修復に関与している
こと、この Rad18による DSB 修復の亢進には
53BP1 と Rad18 の結合が必要であること、さ
らに 53BP1 による DSB 修復の亢進には Rad18
による 53BP1のモノユビキチン化が必要であ
ることが明らかになった。 



DT40 細胞を用いた遺伝学的解析から、G1
期細胞の X線感受性において 53BP1は、Rad18
とはエピスタティックであるが、DNA-PK とは
非エピスタティックであることが明らかに
なっている（参考文献 1 ）。そこで、G0-G1
期 MEF 細胞の X 線感受性において、Rad18 と
DNA-PK が非エピスタティックであるか否か
を確認するために、G0-G1 期に停止させた細
胞に X線照射を行いその細胞を用いてコロニ
ーアッセイを行った。Rad18-/-MEF、DNA-PK
阻害剤処理した野性型 MEF ともに野性型 MEF
に比べて X線感受性が亢進したが、DNA-PK阻
害剤処理した Rad18-/-MEFではさらに X線感
受性が亢進した。また Rad18C207F、あるいは
Rad18DR6（Rad6 との結合能を欠き E3 リガー
ゼ活性を発揮できない変異型 Rad18）を発現
させた Rad18-/-MEF を DNA-PK 阻害剤処理し
た場合の X線感受性は、DNA-PK阻害剤処理し
た Rad18-/-MEF のそれと同程度であった。以
上より、MEFにおいても Rad18は、Ku70/Ku80 
/DNA-PKcs の関与する非相同末端結合修復経
路とは異なる経路で DSBの修復に関与してい
ることが示唆された。さらに、Rad18 による
DSB 修復機能には、Rad18 の Zinc finger ド
メインとユビキチンリガーゼ活性が必要で
あることが明らかになった。 
 
(7) Rad18 は、X 線照射により形成される
53BP1 フォーカスを安定化する。 
53BP1 フォーカスの性質を調べている過程

で、Rad18 が 53BP1 フォーカスを安定化する
ことを見出した。X 線照射後の野性型マウス
細胞を 300 mM NaCl を含んだ細胞抽出液で処
理しても 53BP1フォーカス陽性細胞の比率は
減少しなかった。一方、Rad18-/-マウス細胞、
あるいは siRNA で Rad6 の発現を抑制したヒ
ト癌細胞株を用いて同じ実験を行ったとこ
ろ、53BP1 フォーカス陽性細胞率が減少した。
53BP1 フォーカス陽性細胞率は、Rad18-/-マ
ウス細胞に野性型 Rad18を発現させると回復
したが、Rad18C207F、あるいは Rad18DR6 を
発現させても回復しなかった。また GFP を融
合したマウス 53BP1（GFP-野性型 53BP1）お
よび GFP-53BP1 K1268R（実際の実験では、対
応する変異を加えたマウス 53BP1を使用して
いる）を用いて、53BP1 フォーカス陽性細胞
率を調べたところ、野性 型マウス細胞に GFP-
野性型 53BP1 を発現させた場合（約 35%）に
比べて、GFP-53BP1 K1268Rを発現させた場合
（約 18%）、約 1/2に減少した。一方、Rad18-/-
マウス細胞を用いて同じ実験を行うと、GFP-
野性型 53BP1（約 17%）あるいは GFP-53BP1 
K1268R（約 19%）、いずれを発現させた場合で
もそのフォーカス陽性細胞率は、野性型マウ
ス細胞に GFP-53BP1 K1268R を発現させた場
合（約 18%）と同程度であった。以上より、
Rad18 は、53BP1 のモノユビキチン化を介し

て 53BP1のフォーカスを安定化させる可能性
が示唆された。 
さらに Photo-bleaching（FRAP）法を用い

て 53BP1の可動性を調べた。GFP-野性型 53BP1
を野性型マウス細胞、あるいは Rad18-/-マウ
ス細胞に発現させた後、X線照射により 53BP1
フォーカスを形成させた。続いて 53BP1フォ
ーカスの蛍光を強力なレーザー光で消失さ
せ、その後の GFP-野性型 53BP1の DSB部位へ
の集積を観察した。消失前の 53BP1 フォーカ
スの蛍光強度を 100%とした場合、野性型マウ
ス細胞では蛍光強度が 28%、Rad18-/-マウス
細胞では 42%回復した。従って、Rad18-/-マ
ウス細胞では、不動性の GFP-野性型 53BP1 が
減少していることが示唆された。さらに、蛍
光の回復率を算出したところ、Rad18-/-マウ
ス細胞では、野性型マウス細胞の場合の約
1.9倍であり、Rad18-/-マウス細胞では 53BP1
の可動性が亢進していることが示唆された。
さらにヒト癌細胞株に GFP-野性型 53BP1ある
いは GFP-53BP1 K1268R を発現させて FRAP実
験を行ったところ、GFP-53BP1 K1268Rの蛍光
の回復率は GFP-野性型 53BP1のそれの約 1.6
倍であった。以上より Rad18 は、53BP1 のモ
ノユビキチン化を介して 53BP1の可動性を減
少させていることが示唆された。 
 
(8) まとめ 
 我々は以下のようなモデルを提唱する。

1)G0-G1期細胞において Rad18は、53BP1-KBD
ドメインとの直接結合を介して DSB部位に集
積し、フォーカスを形成する。2)Rad18 は DSB
部位で 53BP1の K1268をモノユビキチン化す
る。3)モノユビキチン化された 53BP1は可動
性が減少し、DSB 部位でのクロマチンとの結
合がより強固となる。4) Rad18は、53BP1 依
存性経路で DSBの非相同末端結合修復に関与
している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rad18 が 53BP1 と協調して機能するのが、

なぜ G0-G1期だけなのか、またモノユビキチ
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ン化された 53BP1がどのような機序でクロマ
チンとの結合を強固にするかについては今
後の課題である。 
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