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研究成果の概要（和文）：DNA損傷応答反応の初期段階に寄与しDNA2重鎖切断部位にごく早期に集積することが
知られているMDC1が通常の細胞活動においても、スプライシング複合体を制御することによって一連のRNA転写
およびスプライシング反応を恒常的に制御していることを明らかにした。またMDC1をノックダウンした骨肉腫細
胞株ではRNAポリメラーゼIIの転写を抑制する薬剤に対して抗感受性を示すことが分かった。これによりDNA損傷
応答機構と転写制御機構やpre-mRNAスプライシング制御機構が共通の因子であるMDC1によって制御されているこ
とが本課題によって解明された。

研究成果の概要（英文）：MDC1 accumulates at the site of DNA double-strand break(DSB), which is known
 to contribute to the early stage of the DNA damage response and repair. It was newly revealed that 
MDC1 also regulates the splicing complex during normal cell activity,leading to an efficient RNA 
transcription elongation and splicing.Moreover,MDC1 was involved in de novo RNA synthesis at the 
DSB, which contributes to facilitating the homologous recombination, an essential pathway for DSB 
repair. It was also revealed that MDC1-depleted osteosarcoma cell lines exhibit sensitivity to 
agents that inhibit the transcription of RNA polymerase II. As a result, it was elucidated by this 
project that the DNA damage response mechanism, the transcriptional control mechanism, and the 
process of pre-mRNA splicing are efficiently regulated by MDC1.

研究分野： DNA損傷応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA損傷応答反応の初期段階に寄与するMDC1が通常の細胞活動において、一連のRNA転写およびスプライシング反
応を恒常的に制御していることを明らかにした。これによりDNA損傷応答機構と転写制御機構やRNA代謝経路が共
通の因子であるMDC1によって制御されていることが本課題によって解明された。このことは、これらいずれの経
路も活性化し薬剤抵抗性を示すことが知られている“がん幹細胞”を標的としたがんの分子標的治療開発の研究
分野において、DNA損傷応答反応とRNA転写機構を標的とした効率的な治療法の開発など一定の波及効果が認める
と考えられる。このようにがん研究分野での橋渡し研究が発展すると期待される。

※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 

染色体上の DNA は、外因性および内因性の損傷に常にさらされている。損傷した
DNA は癌などの致命的な疾患につながる可能性があるため細胞内に備わった DNA 損
傷応答機構によってそのシグナルが細胞全体に拡散され、DNA 損傷の程度に応じ細胞
周期の停止、転写・翻訳の停止、DNA 修復が行われ、細胞機能が回復されるか、そうで
なければ細胞老化または細胞死が選択される。例えば、細胞が電離放射線に曝された直
後に DNA 二重鎖切断（DSB）のごく近傍のクロマチン上でヒストン H2AX がユビキチ
ン化されることが知られている。このヒストン修飾はタンパク質を分解に導くユビキチ
ン化ではなく、リジン 63 を介したポリユビキチン化によって DSB 依存的に修飾される
ことが分かっている。このユビキチンによるデノボヒストン修飾は、RNF8 と RNF168
２つのユビキチンリガーゼ（E3 リガーゼ）が触媒することによって DSB 周囲のクロマ
チン上のヒストン H2AX に広がりこのユビキチン化がさらに DNA 修復や細胞周期を停
止する実際の役割を担うタンパク質を DSB 周囲に呼び込む“シグナルカスケード”と
なっていることが知られている。これらの E3 リガーゼのノックアウトマウス由来の細
胞が DSB を引き起こす薬剤や放射線照射に対して野生型細胞より高感受性であること
から、これらの E3 リガーゼが細胞内に DSB が生じた際に重要な機能を担っていること
からもわかっている。H2AX をノックダウンした細胞において DSB 周囲のユビキチン
化シグナルは完全に消失しないことより、これらの E3 リガーゼのクロマチン上での基
質が H2AX 以外に存在することが考えられている。しかしながら現在までヒストンを
除いてそれらの基質はほとんど知られていない。申請者は RNF168 のクロマチン上での
ヒストン以外の基質を特定するためのスクリーニングによって新たな RNF168 の基質
として RNA polymerase II (pol II)と複合体を形成し転写及びスプライシングや翻訳開
始といった一連の RNA 代謝経路に関与していることが知られている基質候補タンパク
質を同定した。先行研究において RNF8 と RNF168 が DNA 二重鎖損傷後におけるヒス
トンのポリユビキチン化を介して一時的に転写を抑制することは知られている
(Shanbhag NM et al, Cell 2010)。しかし DNA 損傷時以外において、これらの E3 リガーゼ
が恒常的に一連の RNA 代謝経路を制御しているという報告はほとんどない。今課題に
おいて、これら DNA 損傷応答に関与する E3 リガーゼが DNA の損傷存在下や通常状態
において、どのように RNA 代謝経路の制御を行ない、その破綻ががんの増殖進展へ寄
与しているかを検討することである。 
 
 
２．研究の目的 
これまで RNF168 の機能は DNA 二重鎖切断における損傷応答反応についてのみ報告さ
れてきた。本研究で DNA 損傷時のみならず、通常の細胞活動においてこれら DNA 損
傷応答反応に寄与するユビキチン E3 リガーゼが一連の RNA 代謝経路を恒常的に制御
していることを明らかにしようとするのが今課題の目的である。また、DNA 損傷応答
機構と転写制御機構や RNA 代謝経路が共通の因子である E3 リガーゼ、RNF168 によっ
て制御されていることが本課題によって解明されることになる。このことは、これらい
ずれの経路も活性化し薬剤抵抗性を示すことが知られている“がん幹細胞”を標的とし
たがんの分子標的治療開発の研究分野において、RNF168 を標的とした効率的な治療法
の開発など一定の波及効果が認めると考えられる。このようにがん治療研究分野での基
礎研究からがん治療への橋渡し研究が発展すると期待される。           
 
 
 
３．研究の方法 

クロマチン上で DNA 損傷応答反応に寄与する E3 リガーゼである RNF168 の基質を
同定する目的で RNF168 をノックダウンした骨肉腫細胞株（U2-OS）において SILAC 
(Stable isotope labeling with amino acids in cell culture)法を用いて網羅的にユビキチン化さ
れたペプチドの増減を量的に質量分析で解析した。その結果に基づいて、基質候補であ
る転写及びスプライシングに関与することが知られているタンパク質についてその機
能とユビキチン化修飾による機能制御について検討する。これら基質候補タンパク質と
Ｅ３リガーゼの結合がＸ線照射や抗がん剤などのＤＮＡ損傷依存的に増加するかを検
討する。がん細胞内で RNF168 のノックダウンにおいて転写やスプライシング反応の効
率などＲＮＡ転写機能に影響が認められるかについて検討する。また基質候補タンパク
質において、RNF168 によってユビキチン化されるリジン残基を同定し、そのユビキチ
ン化変異体タンパクを恒常的に発現するがん細胞株を作成する。これら変異ユビキチン
化変異体がもたらす転写開始、転写伸長反応における機能異常を明らかにするする。 



 
４．研究成果 
①RNF8、RNF168 の新たな基質としての RNA の転写及びスプライシング因子の発見 
E3 リガーゼである RNF8、RNF168 の基質候補として RNA の転写及びスプライシングに関
与することが知られているいくつかのタンパク質が SILAC によるスクリーニングによ
り見いだすことができた。その個々のタンパク質について実際これら E3 リガーゼの基
質であるかどうか検討を行った。図 1に示すように RNA の転写及びスプライシングに関
与することが知られているタンパク質 NONO 及び PLRG1 についてその検討を行った。
NONO に関しては RNF8、RNF168 いずれも細胞内で NONO のユビキチン化に関与している
ことが示唆された(図１左)。PLRG1 に関しては野生型の RNF168 を発現させた細胞では
効率よくポリユビキチン化されることが観察された。しかし RNF168 のユビキチン化反
応に重要なドメインである RING ドメインを欠く変異体(RNF168RING)では PLRG1 のポ
リユビキチン化を促進することができなかった(図１右)。以上の結果より DNA 二重鎖切
断における損傷応答反応に寄与する E3 リガーゼの新たな基質として転写及びスプライ
シングに関与するタンパク PLRG1 及び NONO を同定することができた。 

  
 
②DNA 損傷によらないユビキチン E3リガーゼと転写及びスプライシング因子との恒常的な結合 
上記のこれら E3リガーゼと基質の結合が DNA 損傷、特に DSB 依存的に増加するかを検討した。
これら E3リガーゼの基質である PLRG1 は DNA 損傷を誘導する前より恒常的に結合していること
が分かった。DNA の二重鎖切断が誘導された場合でもこれらの結合に明らかな増加を認めなかっ
た(図２)。 

 
 

 
これらの結果より DNA 損傷応答に関与する E3リガーゼである RNF8 及び RNF168 は転写及びスプ
ライシング因子と恒常的に結合しており、転写、スプライシング機能を通常状態においてもユビ
キチン化によって制御している可能性が示唆された。 
 
③DNA 損傷応答タンパクと転写及びスプライシング因子による DNA 損傷非依存的な転写スプラ
イシング機能の制御 
DNA 損傷応答に関与する E3 リガーゼと転写を制御するタンパク質の相互作用を見る際に損傷応
答反応に重要な役割を担う MDC1 タンパク質に着目した。このたんぱく質は DSB が細胞内に生じ
ると DNA 二重鎖切断部位に集積し、細胞内シグナル伝搬や DNA 切断部位への DNA 修復タンパク
質集積の足場としての役割を担っていることが知られている。また、MDC1 は SILAC を用いたス
クリーニングでも E3 リガーゼの基質候補であることが今回分かった。この MDC1 がスプラ
イシング因子である PLRG1 と細胞内で結合していることを新たに見出した。また PLRG1 以外の
スプライシング複合体を構成するタンパク質である PRPF8、CDC5L や pol II とも MDC1 が結合し
ていることを見出した。これらスプライシング複合体を構成するタンパク質は MDC1 をノックダ
ウンすることによって複合体構成因子がスプライソソームから解離することを見出した。しか
し予想に反して、この複合体構成因子がスプライソソーム内に留まるためには RNF168 のユビキ
チン化は必要ではなかった。MDC1 をノックダウンすることにより外因性の DNA 損傷を誘導しな
い場合において pol II の伸長反応とスプライシング効率が低下することが分かった。 
 

図 2 RNF8 及び RNF168 と基

質である PLRG1 との DNA 損傷

非依存的な結合 

図１ RNF8 及び RNF168 の新

規の基質としてスプライシング

因子 NONO、PLRG1 の同定 



④MDC1 による DNA 損傷部位での de novo RNA 転写制御 
DNA 二重鎖切断損傷部位では新たな RNA 合成が DNA 切断断端部で一過性に行われることにより
DNA の相同組み換え修復機構を促進することが報告されている。この DNA2 重鎖切断損傷部位で
の新規の RNA 合成に MDC１タンパク質が必要であることを明らかにした。 
 
⑤MDC1 をノックダウンした骨肉腫細胞株では CDK7 阻害剤に高感受性を示す 
CDK7 阻害剤である THZ1 は RNA ポリメラーゼ II の CTD のリン酸化を阻害し転写抑制作用がある
ことが知られている。今回 MDC1 をノックダウンした骨肉腫細胞株では THZ1 に、より高感受性に
なることが分かった。実際乳がんや肺がんの臨床検体では MDC1 タンパク質の発現が低くなって
いることが知られており THZ1 がこれらのがん治療戦略として有効であるかもしれないことが示
唆された。 
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