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研究成果の概要（和文）：DNA2本鎖損傷は相同組換えもしくは非相同末端結合によって修復されることが知られている
。DNA2本鎖損傷応答においては、ユビキチン化依存性のシグナル伝達の重要性が明らかにされてきている。本課題では
、BRCA1非依存性HR機構の解明とユビキチン化依存性シグナリングによる相同組換え修復の制御機構の解明を目的とし
て研究を行った。研究成果として、E3ユビキチンリガーゼのRNF8が53BP1非存在下でのBRCA1非依存性RAD51リクルート
を制御していることを見いだした。また、脱ユビキチン化酵素OTUB2によるユビキチン化の精密制御が相同組換え修復
に必要であることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：DNA double-strand breaks (DSBs) are repaired by the error-free homologous 
recombination pathway and error-prone non-homologous end joining. Ubiquitination is indispensable 
post-translational modification for DSB response. Here, we focused on the mechanism of BRCA1-independent 
HR and ubiquitination-dependent regulation of HR. In this research project, we found that E3 ubiquitin 
ligase RNF8 regulates RAD51 assembly at DSB sites in the absence of BRCA1 and 53BP1. We also found that 
deubiquitinating enzyme OTUB2 finely regulates DSB-induced ubiquitination and enables HR.

研究分野： DNA損傷応答

キーワード： DNA損傷応答　DNA修復　ユビキチン　相同組換え修復
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
DNA2 本鎖切断修復機構には、大きく分けて
Non-homologous end joining （ NHEJ ） と
Homologous recombination（HR）がある。NHEJ
は全細胞周期で働く DNA 修復系で、短時間の
うちに DNA 修復を終えるが、塩基の欠失や付
加を伴う。これに対し、HR では、姉妹染色体
をテンプレートとして損傷したDNAを修復す
るため、S-G2 期に限られ、時間もかかるが、
正 確 に DNA が 修 復 さ れ る 。 最 近 、
Poly(ADP-ribose)polymerase-1（PARP1）阻
害剤を用いた癌治療との関連から、特に HR
機構が着目されている。PARP1 は塩基除去修
復に重要な遺伝子であり、PARP1 を薬剤性に
阻害すると DNA 複製に伴い late S-G2 期の細
胞に DNA2 本鎖切断が蓄積する。BRCA1 あるい
は BRCA2 欠損乳癌細胞では、BRCA1 あるいは
BRCA2 に依存した HR が行われないため、DNA
損傷依存性の細胞死が誘導される。この分子
機構を用いた治療が本格的な臨床応用に向
けて進んでいる。この事実は、すべての HR
関連遺伝子がPARP1阻害剤の効果を増強する
ための薬剤標的となる可能性を示唆してい
る。このような観点で、HR による DNA2 本鎖
切断修復における未知のプロセスを解明す
ることは、重要かつ発展性がある。 
 
２．研究の目的 
HRにはCtIP・MRE11によるDNAのresection、 
RPA による一本鎖 DNA のコーティング、RAD51
のフィラメント形成、姉妹染色分体上でのホ
モロジーサーチ、strand invasion という DNA
プロセッシングを行う過程と、クロマチンユ
ビキチン化、BRCA1 の DNA 損傷へのリクルー
トといったシグナル伝達・制御の 2過程があ
る。本研究ではユビキチン化依存性のシグナ
ル伝達・制御に注目して、以下の２点につい
て、明らかにすることを目的とした。 
1) BRCA1 非依存性 HR 機構の解明 
BRCA1 欠損細胞では、HRの効率が非常に悪い
ことが判明しており、BRCA1 は HR に必須の遺
伝子だと考えられてきた。BRCA1 は DNA2 本鎖
切断部位に集積し、CtIP と結合する、PALB2
を介して BRCA2/RAD51 を DNA 損傷部位へとリ
クルートするなどして、HRの機構を働かせる。
BRCA1 の DNA 損傷部位への集積には、E3 ユビ
キチンリガーゼ RNF8、RNF168 および E2 ユビ
キチン結合酵素 UBC13 に依存したリジン 63
結合型ユビキチン鎖の形成(Kolas et al. 
Science. 2007. Stewart et al. Cell. 2009
など)と BRCA1 複合体に含まれ、リジン 63 結
合型ユビキチン鎖に特異的に結合する RAP80
（Wang et al. Science 2007 など）が重要で
ある。同じく RNF8/RNF168 依存性に DNA 損傷
部位へとリクルートされる分子に53BP1があ
る。最近、BRCA1 と 53BP1 に関連して、驚く

べき報告が発表された。これらの論文による
と、53BP1 両アレルと BRCA1 のエクソン 11 を
両アレルで同時に欠く MEF 細胞では、HR が
wild type 細胞と同等に行われる（Bunting et 
al. Cell. 2010）。これらの論文は、哺乳類
細胞に BRCA1 非依存性 HR 機構が存在するこ
とを示し、また、BRCA1 欠損癌細胞が PARP1
阻害剤に耐性となりうることを示している。
一方、我々らは、UBC13 の機能を抑制する脱
ユビキチン化酵素OTUB1を過剰発現させ、DNA
損傷部位でのユビキチン鎖の形成および
BRCA1、 53BP1 の集積を妨げた場合、HR 効率
は著しく低下することを発見した（Nakada et 
al．Nature 2010) 。これらの事実を総合す
ると、BRCA1 非依存性 HR 機構はクロマチンユ
ビキチン化の下流で機能していると考えら
れる。UBC13 依存性ユビキチン化反応に関連
する分子、特にユビキチン鎖結合分子に着目
することで BRCA1 非依存性 HR 制御機構を明
らかにすべく、研究を行った。 
 
2) HR修復とユビキチン化依存性DNA損傷応
答シグナルとの関連を解明する。 
DSB修復には、前述の通りHRとNHEJがある。
これら2つの修復経路はそもそも相互排他的
であり、経路選択の誤りは染色体不安定性を
誘発することが知られている。このことから、
個々のDNA損傷に対して適切な修復方法が存
在し、細胞には修復経路を選択する分子機構
が存在すると予想される。修復経路選択機構
はDNA修復研究に携わる研究者にとって長年
の謎であったが、近年の研究成果の蓄積によ
り、この謎に取り組む土壌が整い、その分子
機構の解明が期待されている。これまで、
我々はユビキチン化依存性のDNA損傷応答に
ついて研究を行ってきた。しかし、ユビキチ
ン化依存性の応答とDNA修復との関連につい
ては明らかにされてこなかった。ここではこ
の未解明な点を明らかにするべく、研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
1) 培養細胞を用いて研究を行った。RNAi干
渉法（siRNAを用いた）によりBRCA1、53BP1お
よびRNF8のノックダウンを行った。ウエスタ
ンブロット法により、3つの遺伝子を同時にノ
ックダウンすることが可能であることを確認
した。細胞にX線を照射し、DNA2本鎖切断を発
生させた。その後に、細胞を固定し、HRにお
いて必須の過程であるRAD51のDNA損傷部位へ
の局在を解析するために蛍光免疫染色を行っ
た。各細胞において、標的とした分子のノッ
クダウンが行えているかを確認するため、結
合型ユビキチン特異抗体や53BP1特異抗体を
用いた蛍光免疫染色も行った。 
HR修復効率の解析にはdirect-repeat GFP 



（DR-GFP）assay法を採用し、フローサイトメ
トリーにより分析を行った。 
２）Flag-OTUB2をU2OS細胞に過剰発現させ
た細胞あるいはsiRNAを用いてOTUB2をノック
ダウンした細胞をneocarzinostatin（NCS）で
処理し、DNA2本鎖切断を発生させた。NCS処理
後さまざまな時間経過後に細胞を固定し、
53BP1、RAP80、RNF168、γH2AX抗体などで蛍
光免疫染色を行い、DNA損傷応答シグナルにつ
いて解析を行った。 
His-L3MBTL1とRNF8を細胞内で過剰発現させ、
L3MBTL1 をユビキチン化させる in vivo 
ubiquitination assayにおいて、OTUB2野生型
および不活性変異体を過剰発現させ、OTUB2が
L3MBTL1ユビキチン化に与える影響を解析し
た。 
OTUB2ノックダウン細胞におけるHR修復効率
をDR-GFPアッセイにより、また、HR過程につ
いてRPAおよびRAD51のDNA損傷部位への集積
により解析を行った。HR、NHEJを含めたtotal
のDNA修復についてはneutral comet assayお
よびγH2AXの消失速度測定により解析した。 
４．研究成果 
１）  BRCA1・53BP1に加え、RNF8をノック
ダウンすると、BRCA1・53BP1ノックダウン細
胞において観察されていたRAD51のDNA損傷部
位への集積が観察されなくなった。一方、RPA
のDNA損傷部位への集積はBRCA1・53BP1ノック
ダウン細胞でもBRCA1・53BP1・RNF8ノックダ
ウン細胞でも観察された（下図）。このこと

から、BRCA1が存在しない状況において、RNF8
はDNA end resectionを制御するのではなく、
RPAとRAD51の置換の過程を制御していると考
えられた。一方、RNF8を単独でノックダウン
した場合にはRAD51のDNA損傷部位への集積は
阻害されなかった。 
BRCA1・53BP1・RNF8をノックダウンした細胞
に、siRNA抵抗性のRNF8を外来性に発現させる
と、RAD51のDNA損傷部位への集積は回復した。
RNF8のE3ユビキチンリガーゼ活性を失った変
異体を発現させた場合にはRAD51のDNA損傷部
位への局在は回復しなかった。このことから、

RNF8のユビキチン活性がBRCA1非依存性の
RAD51リクルートに必要であることが示され
た。 
BRCA1・53BP1ノックダウン細胞では、HR修復
はコントロール細胞と同等の効率で起こって
いたが、BRCA1・53BP1・RNF8ノックダウン細
胞ではHR修復は抑制された。 
これらのことから、BRCA1・53BP1非存在下に
おいてRNF8はRAD51のDNA損傷部位への局在お
よびHRを制御していることが示された。 
２） siRNA により OTUB2 をノックダウンし
た細胞を neocarzinostatin により処理した
後に固定し、結合型ユビキチンに特異的な抗
体や DNA 2 本鎖切断応答に関連する分子に対
する抗体を用いて免疫染色を行った。OTUB2
ノックダウン細胞における DNA 2 本鎖切断部
位のユビキチン化は、neocarzinostatin によ
る処理の5～20分のちには増強していたもの
の、1 時間のちには対照となる細胞と同じ程
度になっていた（下図）。 

 

ユビキチン化の上流において起こるヒスト
ン H2AX のリン酸化および MDC1 の DNA 2 本鎖
切断部位への局在に変化はなかった。RNF8 に
よるユビキチン化に依存して DNA 2 本鎖切断
部位に局在するユビキチンリガーゼ RNF168、
RAP80、53BP1 の DNA 2 本鎖切断部位への集積
も、neocarzinostatin による処理の 5～30 分



のちには増強していた。このことから、OTUB2
は RNF8 に依存性の DNA 2 本鎖切断応答に抑
制的にかかわっていると考えられた。 
FLAG-OTUB2 を 過 剰 発 現 さ せ た 細 胞 を
neocarzinostatin 処理後 1時間で固定し、抗
FLAG抗体および DNA 2本鎖切断応答に関連す
る分子に対する抗体を用いて免疫染色を行
った。野生型の OTUB2 を過剰発現させた場合
には、DNA 2 本鎖切断部位におけるユビキチ
ン化、および、DNA 2 本鎖切断部位への RNF168、
53BP1、RAP80 の局在は強く抑制されていた。
一方、脱ユビキチン活性中心に変異をもつ
OTUB2 の過剰発現ではこのような抑制は認め
られなかった。DNA 2 本鎖切断応答シグナル
の上流からみていくと、OTUB2 の過剰発現は
ヒストン H2AX のリン酸化、および、DNA 2 本
鎖切断部位への MDC1 および RNF8 の局在に対
し影響を及ぼさなかった。DNA 2 本鎖切断部
位への RNF168 のリクルートには、RNF8 の DNA 
2 本鎖切断部位への局在およびユビキチン化
活性が必要であることから、OTUB2 は RNF8 に
依存性のユビキチン化を脱ユビキチン化酵
素活性に依存して抑制していると考えられ
た。 
細胞を neocarzinostatin により処理したの
ち、DNA 2 本鎖切断のマーカーとして汎用さ
れているリン酸化 H2AX および結合型ユビキ
チンのフォーカス形成を経時的に測定した。
対照となる細胞と比べOTUB2ノックダウン細
胞ではすみやかにフォーカスが消失した。ま
た、コメットアッセイ法を用いた場合でも
OTUB2 ノックダウン細胞は DNA 高い修復効率
を示した。  
DR-GFP により HR 修復の効率を測定したとこ
ろ、OTUB2 ノックダウン細胞では HR 修復の効
率は低下していた。さらに、OTUB2 ノックダ
ウン細胞では RPA および RAD51 の DNA 2 本鎖
切断部位への局在も低下していた。OTUB2 と
同時に RAP80 あるいは 53BP1 をノックダウン
することにより、RPA および RAD51 のフォー
カス形成は回復した。これらのことから、
OTUB2 ノックダウン細胞では 53BP1 および
RAP80 に依存した DNA 末端の保護が強まるこ
とにより非相同末端結合が優先的に選択さ
れ、HR 修復が選択されにくい状況になってい
ることが示された 
RAP80 および 53BP1 の DNA 2 本鎖切断部位へ
の局在には、ユビキチンの Lys63 と Gly76 と
が共有結合をくり返したLys63結合型ユビキ
チン鎖の伸長、および、ヒストン H2A のユビ
キチン化が必要である。RAP80 は K63 結合型
ユビキチン鎖に特異的に結合し、53BP1 は 20
番目の Lys がジメチル化したヒストン H4、お
よび、15 番目の Lys がモノユビキチン化した
ヒストン H2A 結合することにより、DNA 2 本
鎖切断部位に局在することが知られている。

しかし、ヒストン H4 の 20 番目の Lys のジメ
チル基には Polycomb 分子である L3MBTL1 が
結合しており、L3MBTL1 が RNF8 によるユビキ
チン化をうけて DNA 2 本鎖切断部位から取り
除かれなければ、53BP1 はここにアクセスで
きない。そこで、OTUB2 が L3MBTL1 のユビキ
チン化、Lys63 結合型ユビキチン鎖の伸長、
ヒストンH2Aのユビキチン化を抑制するかど
うか検証した。細胞に His タグを付加した
L3MBTL1、RNF8、ユビキチンを強制発現させ、
変性条件においてL3MBTL1をプルダウンした
ところ、ユビキチン化した L3MBTL1 からなる
スメアをウェスタンブロット法により検出
することができた。この実験系において、野
生型のOTUB2を同時に強制発現させたところ
L3MBTL1 のユビキチン化は顕著に抑制された
が、脱ユビキチン活性中心に変異をもつ
OTUB2 を強制発現させても抑制は起こらなか
った。RNF8 の強制発現の代わりに薬剤により
DNA 2 本鎖切断を発生させても同様の結果が
得られた。また、in vitro において、OTUB2
はユビキチン化したL3MBTL1を脱ユビキチン
化したが、OTUB1 は脱ユビキチン化しなかっ
た。さらに、OTUB2 は Lys63 結合型ユビキチ
ン鎖の伸長を抑制し、かつ、Lys63 結合型テ
トラユビキチンをモノユビキチンに分解し
た。これに対し、RNF168 の過剰発現により起
こる細胞内におけるヒストンのユビキチン
化は、OTUB2 を同時に過剰発現したときには
抑制されなかったが、OTUB1 を同時に過剰発
現したときには抑制された。これらのことか
ら、OTUB2 は L3MBTL1 のユビキチン化および
Lys63 結合型ユビキチン鎖の伸長を抑制して
いると結論づけた 
トポイソメラーゼIの阻害剤であるカンプト
テシンによる DNA 1 本鎖切断は、DNA 複製を
へて DNA 2 本鎖切断に変換され、HR 修復によ
り修復されることが知られている。OTUB2 ノ
ックダウン細胞は、DNA 修復経路の選択が非
相同末端結合にかたよることから予想され
たとおり、カンプトテシンに対し高い感受性
を示した。このことからも、OTUB2 は HR 修復
に促進的に機能することが示された。 
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