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研究成果の概要（和文）：環境中の化学物質や放射線などによるDNAの損傷は、ゲノム不安定化の原因となる。ゲノム
の不安定化は発ガンや遺伝的影響の要因となり、ゲノム安定維持機構の解明が急がれる。我々は、クロマチン制御-DNA
修復の連携によるゲノムの安定維持機構を、「ゲノム恒常性維持マシナリー」と定義しその解明を行なった。これまで
、遺伝学アプローチによりゲノム恒常性維持マシナリーの各因子の機能解明を行なってきたが、個別のタンパク質の研
究では、全貌を俯瞰するような知見を得ることは不可能であった。本研究ではSILACという手法を用いプロテオミクス
と遺伝学手法を融合させ、ゲノム恒常性維持マシナリーの全貌解明を目指し研究を推進した。

研究成果の概要（英文）：DNA damages caused by environmental genotoxic agents and ionizing radiations 
induce genome instability. Genome instability is a cause of cancer and cellular senescence, and thus 
understanding of the genome maintenance system is important issue. Here we defined genome maintenance 
system including chromatin regulation and DNA repair as ‘Genome maintenance machinery’ and studied this 
by the use of genetic approach and proteomics approach. To this end, we applied SILAC technique to DT40 
DNA repair mutant panel. Our comprehensive approach revealed the relationship among signal pathway, 
repair factor and chromatin modifications. In this report, we explain about the identification of 
ubiquitination target proteins of RNF4 ubiquitin ligase.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質の翻訳後修飾の一つ、ユビキチン化
は DNA損傷応答に中心的役割を果たす事が
知られている。しかし、ユビキチン化シグナ
ル経路は未解明でありどのようなメカニズ
ムで DNA修復を促進しているのかわかって
いない。我々は、系統的に蛋白質ユビキチン
化酵素の遺伝子破壊を行い、それぞれの酵素
は DNA損傷のタイプ（UVによるキズ、放射
線による断裂などなど）ごとに、各酵素は共
同して機能したり、独立に機能したり様々な
働き方をしている事を見つけている
（Kobayashi et al 2015 Oncogene）。 
 昨今の研究で、ユビキチン化シグナル経路
によるクロマチン構造制御により、DNA修復
が促進されているという仮説が提唱されて
いる。この仮説では、ユビキチン化経路によ
って、クロマチンを構成するヒストン蛋白質
がユビキチン化修飾され、DNA修復因子が働
ける環境を形成する事で修復反応を促進し
ていると考えられている。一方、DNA修復に
関与する蛋白質が直接にユビキチン化を受
け、クロマチンへ動員されるように制御され
ている例も多数知られている。しかし、ユビ
キチン化酵素は多数同定され、そのゲノム安
定維持における機能が解明される一方、各酵
素の基質分子が未解明である故に、ユビキチ
ン化経路は未解明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに系統的にユビキチン化
を担う酵素遺伝子を破壊し、変異体ライブラ
リーを作成した。これら変異体ごとに異なる
遺伝毒性物質への感受性パターンを示すこ
とから、それぞれの酵素がお互いに補いなが
らも異なる経路の調節を行っている様子が
浮かび上がってきている。われわれの得意と
する遺伝学比較によって、プロテオーム像の
比較を行うために、図１に示す SILAC(Stable 
Isotope Labeling of Cells)を、申請者は DT40細
胞用に最適化した。 
 

 
図１ SILAC アプローチによる、ゲノム安定性の変異体
（例；PCNAのユビキチン化部位の変異や、ユビキチン
化酵素の変異）と野生型間のタンパク質比較の方法。細

胞培養を安定同位体でラベルする。（左；野生型）と（右；

変異体）を質量数の異なるアイソトープでそれぞれラベ

ルする。両細胞をミックスして、複製フォークタンパク

質や組換え中間体を単離し、質量分析を行う。アイソト

ープの質量差分、質量分析のピークの位置 m/zはシフト
して現れるので（下の図）、野性型と変異体の区別が出

来る。精製の前に比較する２種の細胞をミックスするの

で、精製過程で生じる誤差を考慮する必要がない。さら

に、DT40 細胞はきわめて形質が安定で同一の遺伝的バ
ックグランドの比較が出来るので SILAC 研究に最適で
ある。 
 
 申請者は、研究期間中に、特に断裂防止や
染色体の維持、チェックポイント活性化など
DNA 修復のみならず多様なゲノムの安定維
持に必須の役割を RNF4ユビキチン化酵素が
果たすことを報告した (Hirota et al. 2014 
Genes Cells)。本研究では、上記の様な、プロ
テオームの包括的比較研究を行ったため、膨
大なデータが得られているが、本申請書には
その一例として RNF4の基質タンパク質の同
定について記載する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、図１に説明したプロテオミクス
アプローチSILACを用いてユビキチン化シグ
ナル経路の解明を行った。野生型と RNF4欠
損変異体におけるユビキチン化タンパク質
の包括的比較を行うことで、RNF4の標的に
迫るストラテジーで研究を行った。ユビキチ
ン化したペプチドをジグリシルリジン抗体 
（clone GX41）を用いて濃縮した。濃縮した
タンパク質複合体を質量分析により網羅的
に同定した。同定では、申請者が独自に整備
したニワトリデータベース（質量分析用のト
ランスクリプトームデータに由来するデー
タ ベ ー ス ） を 用 い て 、 MaxQant 
(http://www.biochem.mpg.de/227318/MaxQ
uant)ソフトウェアによるバイオインフォマ
ティクス解析を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究結果で、下記の RNF4 ユビキチン化
酵素の基質蛋白質のテーブルを描き出す事
に成功した。 

 
 



 
RNF4 の標的候補の HistoneH2AZ は、ヒストン
H2A のバリアントタンパク質であり、転写や
組換えといった、染色体上での酵素反応の調
節に重要な働きを持つことが示唆されてい
る。そこで、H2AZ の細胞内での振る舞いを野
生型と RNF4 欠損細胞とで比較した。RNF4 欠
損細胞において、SUMO 化した H2AZ タンパク
質が増加していた。RNF4 は SUMO 化したタン
パク質の分解を行うためにポリユビキチン
化することが知られているので、RNF4 欠損細
胞ではユビキチン化が不良となった結果、
SUMO 化タンパク質が増加したと仮説した。仮
説の検証のため、野生型と RNF4 欠損細胞に
10Gy の放射線を照射し、その後の H2AZ の状
態をモニターした。このとき、プロテアソー
ムでのユビキチン化タンパク質を抑制する
ためにMG132を培地に添加して実験を行った。 
 
 
 その結果、上図の様に野生型では放射線照

射後２時間以降に顕著なユビキチン化が見
出されたが、RNF4欠損細胞ではこのユビキ
チン化が不良となっていることが分かった。 
RNF4ユビキチン化によるタンパク質の分解
制御が、上記研究で明らかとなったが、その
生理的意義を調べるために、H2AZの過剰発
現を行ったところ、RNF4欠損細胞と同様の、
放射線誘導性の染色体断裂が多発する表現
型が確認できた。このことから、RNF4はヒ
ストンバリアントの H2AZ の SUMO-Ub 修
飾による分解によって、タンパク質の時空間
的な量的制御を行うことで、染色体断裂を防
止していることが明らかとなった（投稿準備
中）。 
 ユビキチン化経路はDNA修復の重要な経路
であり、その経路の中身が本研究で理解でき
た意義は大きい。近年 DNA 修復酵素阻害型の
抗がん治療薬品が注目を集めている。本研究
で見いだした、ユビキチン化経路の構成因子
群にはその阻害ががん細胞の増殖阻害を引
き起こすなどの、抗がん効果を発揮する可能
性が高く、臨床応用に資する知見である。今
後薬品スクリーニングのためのプラットフ
ォームを作り、社会還元に向けて研究を継続
する。 
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府・大阪市) 

 
15. 分裂酵母 fbp1 におけるクロマチン構造
変化を利用した遺伝子発現制御機構の
解明 酵母遺伝学 Forum (2014) ９月
１日 浅田隆大、廣田耕志 （東京都・
文京区） 

 
16. SUMO化タンパク質を認識するRING型ユ
ビキチンリガーゼ RNF4 による、スピン
ドルアセンブリチェックポイント(SAC)
の活性維持と染色体ロスの防止 分子
生物学会 (2014)11月26日 廣田耕志
（神奈川県・横浜市） 

 
17. Tup family corepressor と CCAATー
binding factor によるクロマチン構造
変化の拮抗的な制御が mRNA 転写開始点
を決定する 分子生物学会 (2014) 
11 月 26 日 浅田隆大、廣田耕志（神奈
川県・横浜市） 

 
 
18. SUMO ターゲットユビキチンリガーゼ
(STUbL)、RNF111 は複製ストレストレラ
ンスに重要な役割を果たす 分子生物



学会 (2014) 11 月 27 日 廣田耕志
（神奈川県・横浜市） 

 
19. 損傷乗り越え PrimPol と損傷乗り越え
ポリメラーぜ Polζ/ηの関係 分子生
物学会 (2014) 11 月 27 日 小林香、
廣田耕志（神奈川県・横浜市） 

 
 
20. 複製ポリメラーゼδPOLD3/p66 サブユ
ニットはポリメラーゼζ経路と独立に
損傷乗り越えに寄与する 染色体ワーク
ショップ (2014)12 月 15 日 廣田耕志
(広島県・廿日市) 

 
 
21. 分裂酵母 fbp1 におけるクロマチン構
造・ゲノム高次構造変化による遺伝子発
現制御機構の解明 染色体ワークショッ
プ  (2014)12 月 15 日 浅田隆大、廣田
耕志 (広島県・廿日市) 

 
22. RNF4 は染色体ロスを防止する 染色体
ワークショップ  (2014)12月15日 高
木季代、廣田耕志 (広島県・廿日市) 

 
 
23. 損傷乗り越えにおける PrimPol と損傷
乗り越えポリメラーぜ Polζ/ηの関係 
染色体ワークショップ  (2014) 12 月
15 日 小林香、廣田耕志(広島県・廿日
市) 

 
24. ニワトリ Bリンパ球 DT40 細胞を用いた
遺伝毒物学手法による有害化学物質の
検出法の開発と、その応用による抗がん
シーズ化合物のスクリーニング MMS 研
究会 2013 年 ５月３１日 廣田耕志 
（招待講演）（長野県・諏訪郡・下諏訪
町） 

 
25. 遺伝子シナジーを作動原理とする抗が
ん治療薬品の探索 Biotech 2013 (お台
場) (2013)年 5 月８日 廣田耕志 （東
京都・江東区） 

 
26. クロマチンリモデリング因子 ALC1 は
PARP 経路による酸化ダメージ DNA 損傷
トレランスに必須の役割を果たす 遺
伝研研究会 (2013) 9 月 20 日 廣田耕
志 (静岡県・三島市) 

 
27. 染色体断裂はいつも DNA２重鎖切断が
原因とは限らない（招待講演）日本癌学
会 (2013) 10 月 4 日 廣田耕志 (神奈
川県・横浜市) 

 
28. クロマチンリモデリング因子 ALC1 は
PARP 経路による酸化 DNA 損傷トレラン
スに必須の役割を果たす 第３6 回日

本分子生物学会 (2013)１２月１6 日 
廣田耕志 （招待講演）(兵庫県・神戸
市) 

 
〔図書〕（計２件） 
1. DNA 損傷修復の概念提起からメカニズ
ム解明へ 廣田耕志 武田俊一 医学
の歩み (2015) 255, p857-859 

 
2. 酵母SRG1, mlonRNAによる遺伝子発現制
御 浅田隆大 廣田耕志 実験医学増
刊 (2015) 33, p3272-3273 

 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 0件） 
○取得状況（計 0件） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
プレスリリース発表 2015 2/3 
http://www.kyoto-u.ac.jp/ja/research/re
search_results/2014/150202_2.html 
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研究者番号：00342840 
首都大学東京 理工学研究科(分子物質化学
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