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研究成果の概要（和文）：本研究では相同組換え機構において生じるDNA鎖の絡まりを解消する
「BLM-TOP3alpha-RMI1-RMI2 (BTR) 複合体」の遺伝学的関係性を明らかにすることで相同組換え機構の理解を深
めることを目指した。その結果、RMI1/RMI2間での合成致死性を発見し、さらにその合成致死性がBLMを欠損させ
ることで抑制されることを見出した。既に酵母を用いた研究で得られている結果も踏まえると、BTR複合体によ
る相同組換え制御機構は、酵母から高等真核生物まで高度に保存された機構であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to understand the mechanism of homologous 
recombination by clarifying the genetic relationship of the BLM-TOP3alpha-RMI1-RMI2 (BTR) complex, 
which resolves the DNA strand entanglements produced during homologous recombination process. As a 
result, we found synthetic lethality between RMI1/RMI2 and revealed that the synthetic lethality was
 suppressed by deletion of BLM. Considering the results obtained in yeast, it became clear that the 
regulation of homologous recombination by the BTR complex is a highly conserved mechanism from yeast
 to higher eukaryotes.

研究分野： 分子生物学、遺伝学

キーワード： 染色体安定性　DT40　BLM　RMI1　RMI2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BTR複合体を構成するタンパク質をコードする遺伝子の変異はブルーム症候群などの遺伝病の原因となる。これ
らの遺伝病ではありとあらゆる癌の発生頻度が上昇することから、BTR複合体の機能を理解することは、癌の発
生メカニズムの解明、そしてその予防にとっても重要である。本研究で明らかにしたBTR複合体における遺伝学
的関係性は今後さらにBTR複合体の機能の詳細を解明するための基盤となるものである。

※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 
相同組換えは、相同性の高い塩基配列を持つ DNA の間で起こる DNA の組換えで、DNA 二本
鎖が断裂した際の修復や、減数分裂時に起こる遺伝的組換えなど、生体内で遺伝情報の保持や組
換えに関わっている。相同組換えでは、反応の途中で DNA 鎖同士が交換する形となるため、こ
の構造の解消のされ方により DNA 鎖の交差が起こる場合と起きない場合がある。交差は、場合
によってはヘテロ接合性の消失による、がん抑制遺伝子の喪失にもつながるため適切に制御さ
れる必要がある。このDNA鎖の交差を抑制する主要な因子と考えられているのがBLM-TOP3-
RMI1-RMI2 複合体 (BTR 複合体) である (図 1)。BTR 複合体の TOP3は DNA の切断と再結
合を行い、RMI1/RMI2 は、BTR 複合体の DNA への結合に関わることが報告されている。酵母
で BTR 複合体に対応するのは Sgs1-Top3-
Rmi1 複合体である。Top3 や Rmi1 を欠損
すると著しい細胞増殖能の低下や染色体
不安定性が観察されるが、興味深いことに
これらの異常は Sgs1 を同時に欠損すると
抑制される (Gangloff et al., Mol Cell Biol 
1994)。このことから Top3-Rmi1 が機能す
るためには、それに先立って Sgs1 ヘリカ
ーゼが DNA をまき戻す必要があり、Sgs1
がなければ Top3 は働くことができず、代
わりに Mus81 などのヌクレアーゼが
DNA を切断し、組換え中間体を解消する
と考えられている。しかしながら高等真核
生物における組換え中間体の解消機構が
酵母のそれと同じなのか、否かついては未
解明なままであった。 
 
２．研究の目的 
酵母において Sgs1 の欠損が Top3 欠損株の表現型を抑制することが発見されたのは 25 年前で
あったにもかかわらず、動物細胞では、BTR 複合体を形成する因子の機能的関係に関する遺伝
学的な解析があまり進んでいなかった。その原因としては TOP3が動物細胞では生存に必須の
遺伝子であり、ニワトリ DT40 細胞でしか条件欠損株が作製されていなかったこと、RMI1 に関
してはいずれの動物細胞においても条件欠損株が作製されていなかったことが挙げられる。そ
のため本研究では DT40 細胞の多重遺伝子欠損株を用いた遺伝学によって BTR 複合体の構成
因子の機能的関係を明らかにし、相同組換えにおける DNA 鎖の交差抑制機構を明らかにする
ことを目的とした。 
  
３．研究の方法 
私は本研究の準備段階において、目的タンパク質の分解を誘導するオーキシンデグロンシステ
ム (AID システム, Nishimura et al., Nat methods 2009) を用いて RMI1 条件欠損株の作製に
成功した。この RMI1 条件欠損株にさらに RMI2 遺伝子や BLM 遺伝子の破壊を行うことで多
重遺伝子欠損株を作製し、それらの細胞株の表現型解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) RMI1 と RMI2 の同時欠損による合成致死性の発見 
 RMI1/RMI2 条件二重欠損株の作製により、この両者を欠損した細胞が合成致死となることを
見出した (図 2A)。また二重欠損細胞が死にゆく際には、細胞周期の G2/M 期への蓄積、染色体
分配の異常、DNA 二本鎖切断・染色体異常の増加 (図 2B) が観察され、これらの異常が合成致
死の原因となっていると考えられた。RMI1/RMI2 条件二重欠損株の表現型は TOP3欠損株の
表現型と酷似しており、RMI1/RMI2 が同時に欠損することと TOP3が欠損することがほぼ同
義であることが示された。一方、RMI1/RMI2 二重欠損細胞株の致死性は相同組換え因子の一つ
である XRCC3 を欠損させることにより部分的に抑制された。このことから RMI1/RMI2 は
XRCC3 を含む相同組換え経路の下流で機能することが示された。 



 

(2) BLM 欠損による RMI1/RMI2 の合成致死性の抑制の発見 
 酵母において Sgs1 (BLM のホモログ) の変異が RMI1 欠損細胞の表現型を抑制するサプレッ
サーとなることが報告されている。そこでこの遺
伝学的関係性が高等真核生物においても保存さ
れているかどうかを確かめるために RMI1/RMI2
二重条件欠損株においてさらに BLM を欠損さ
せ、三重欠損株を作製した。その結果、この三重
欠損株は生存可能であり  (図 3)、さらに
RMI1/RMI2 二重欠損株において観察された染色
体異常もまったく見られなくなった。このことか
ら RMI1/RMI2 の非存在化では BLM が細胞にと
ってトキシックな DNA 構造を作り出しているこ
と、RMI1/2 と BLM の関係性は酵母から高等真
核生物まで高度に保存されていることが明らか
になった。 
 
(3) BLM の毒性発現機構の解明 
 RMI1/RMI2/BLM 三重欠損株の解析から BLM の細胞に対する毒性が示唆された。そこで
RMI1/RMI2 二重欠損株において、逆に BLM を過剰に発現することによる細胞への影響を確認
した。その結果、BLM 過剰発現によって、細胞数の低下 (図 4)、染色体の断裂、染色体分配の
異常などはさらに上昇した。また RMI1/RMI2 非存在下では BLM は間期に核内で foci を形成
し、さらにこの foci は DNA 二重鎖切断のマーカーである-H2AX と完全に共局在したことか
ら、BLM によって DNA 二重鎖切断が誘導されることが示された。RMI1/RMI2 が存在してい
る場合でも BLM が大過剰に存在すると細
胞にとって悪影響があるのかどうかを確
かめるため、野生株において Tet on 
system を用いて BLM を一過的に過剰発
現させた。その結果、細胞の増殖の大幅な
低下が見られた。このことから本来 BLM
はゲノム安定性を担保する因子でありな
がら毒性を持つタンパク質であり、
RMI1/RMI2 はその BLM の機能を調整す
ることにより毒性を軽減していると考え
られた。 
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