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研究成果の概要（和文）：DNA修復機構は、ゲノムDNA上に生じる多様なDNA損傷を除去・修復することによりゲ
ノムの恒常性維持に必須の役割を果たしている。DNA二重鎖切断（DNA double-strand break: DSB）は電離放射
線等によって生じる最も重篤なDNA損傷の一つである。DSBは主に非相同末端再結合あるいは、相同組換え修復に
よって修復される。本研究では、核内においてゲノムDNAと混在する核内構造体のうちnuclear speckleがDSB修
復に果たす機能を明らかにすることを目的とし、新規nuclear speckle因子USP42が相同組換え修復を促進するこ
とを見出した。

研究成果の概要（英文）：The integrity of genomic DNA that is challenged by various endogenous and 
exogenous sources is maintained by DNA repair mechanisms that remove and repair a wide variety of 
DNA damages. DNA double-stand breaks (DSBs) are one of the most deleterious type of DNA damage, 
which can be generated by ionizing radiation. DSBs are mainly repaired by either non-homologous 
end-joining or homologous recombination repair. In this study, we sought to reveal potential 
involvement of nuclear bodies in DSB repair. Among these, we focused on nuclear speckles that 
localize next to transcriptionally active regions. Mechanistically, we established that USP42, 
hitherto unidentified nuclear speckle factor, promoted homologous recombination repair.

研究分野： DNA修復

キーワード： DNA修復　相同組換え修復　核内構造体　Nuclear speckles　ユビキチン化　脱ユビキチン化　R-loop

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、DSB修復、特に相同組換え修復、への影響を指標に核内構造体であるnuclear specklesを構成する
タンパク質をスクリーニングした。その結果、複数の新規因子がDSB修復に正あるいは、負に寄与することが示
唆され、nuclear specklesという核内空間の特異的な領域を占める構造体がゲノム安定性に寄与することが明ら
かになった。これは、核内構造体によって規定されるゲノム構造・機能がDSB修復に重要であることを示唆して
おり、新しい研究領域を切り開いたものであると言える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ゲノム DNAの恒常性を維持することは、正常な生命活動にとって必要不可欠である。そのため
に、細胞は多様な DNA 修復機構によりゲノム DNA 上に生じた DNA 損傷を除去、修復している。
DNA 二重鎖切断(DNA double-strand breaks: DSBs)は最も重篤な DNA損傷の一つであり、DSB修
復機構の欠損または異常を原因とするヒト遺伝性疾患が複数報告されていることから明らかな
ように、DSB修復機構はゲノムの恒常性の維持に非常に重要な役割を果たしている。 
DSB 損傷部位及び、ヒストン修飾等のクロマチンレベルにおける DSB修復の詳細な分子機構が明
らかにされつつある。その一方で、ゲノム DNAは promyelocytic leukemia body （PML body）
や核膜孔複合体等の核内／核膜構造体と混在しているが、これらの構造体が DSB修復及び、随伴
するシグナル伝達（合わせて DSB応答と呼ばれる）に与える影響については未だ解明すべき点が
多く残されている。これまでに核内構造体による核の組織化を介した転写制御が知られていた
が、1) DSBが生じた部位の転写活性と DSB 修復機構選択の相関、2) DSB 応答によって誘発され
る転写の抑制が報告されており、DSB応答と転写のクロストークが注目されている。従って、DSB
応答の全容を解明するためには、DSB修復と転写をはじめとした他の DNA代謝反応との核内構造
体を介したクロストークの理解は必須であると考えられる。 
 

２．研究の目的 

ゲノム DNAの恒常性を維持するうえで、DNA に生じた損傷（DNA損傷）を除去する DNA修復機構
が果たす役割は大きい。DNA修復機構を包括的に理解する為には、核内構造体による DNA修復へ
の影響を明らかにする必要がある。本研究では、nuclear speckles と呼ばれる核内構造体によ
る DNA 修復制御機構を転写制御とのクロストークに着目して明らかにすることを目標とする。
Nuclear speckles はこれまでに、転写および、スプライシング部位の近傍に存在し、これらに
関与する因子の貯蔵庫であることが示唆されている。これに加えて、転写やスプライシイングが
nuclear speckles の辺縁部で生じているとする報告もある。これらのことは、少なくとも
nuclear speckles が転写と密接な関係にある核内構造体であることを示している。一方、上述
のように、DSB 修復と転写のクロストークが存在することが明らかにされつつある。そこで本研
究では、nuclear speckles と DSB修復、特に相同組換え修復、のクロストークを明らかにする
ことを目的とした。その為に、自身の先行研究において、nuclear speckle に局在する DNA二重
鎖切断修復因子の候補として同定した脱ユビキチン化酵素 USP42 の機能を明らかにするととも
に、DNA修復に関与する nuclear speckle 因子を同定し、機能を解明することを目的とする。本
研究は、nuclear speckle による局所的な DNA修復制御の重要性及び、そのネットワークを明ら
かにしようとするものである。 
 

 

３．研究の方法 

(1) 相同組換え修復に関与する nuclear speckles 構成因子の同定 
ヒト細胞において相同組換え修復活性を測定するために、Direct-Repeat GFP (DR-GFP)アッセ
イ（A. Pierce et al., Genes Dev., 1999）を用いた。DR-GFPレポーターを有するヒト骨肉腫
細胞（U2OS）に各 nuclear speckles構成タンパク質を標的とした short interfering RNA (siRNA)
をトランスフェクションし、相同組換え修復活性を測定した。 
(2) USP42による相同組換え修復促進機構の解析 
相同組換え修復のマーカーとなるタンパク質翻訳後修飾及び、DSB部位への修復タンパク質のリ
クルートをイムノブロッティング、免疫染色によりそれぞれ検討した。また、相同組換え修復の
初期過程である DNA end-resection を定量的に検出する方法は Nishi らの報告に従っておこな
った（R. Nishi et al., Nat. Cell Biol., 2014）。 
(3)細胞生存率測定 
DSB を生じる電離放射線照射後の細胞生存率はコロニー形成法により測定した。 
(4) USP42ノックアウト細胞株及び、これに USP42（野生型あるいは、欠失変異体）を発現する
細胞株の樹立 
U2OS 細胞を親株とし、CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編集により内在性 USP42 遺伝子を破壊し、
USP42 ノックアウト細胞株を樹立した。この細胞株を用いて、green fluorescent protein (GFP)
タグを融合した種々の USP42遺伝子（GFP-USP42）を安定に発現する細胞株を樹立した。 
(5) DNA-RNAハイブリッド構造（R-loop）の検出 
ゲノム DNA を精製後、抗 R-loop 抗体を用いたスロットブロットにより定量的に R-loop を検出
した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 相同組換え修復に関与する nuclear speckles 構成因子の同定 
これまでの質量分析の結果から nuclear speckles には 360種類のタンパク質が含まれているこ
とが報告されている。すでに mRNAスプライシングと相同組換え修復の関連が示唆されているこ
とから、これらを除いた nuclear speckles 構成タンパク質（129種類）に対する siRNAライブ
ラリーを用いて DR-GFP アッセイを行なったところ、複数の nuclear speckles 因子が相同組換



え修復に寄与することが示唆された。本スクリーニングからはすでに相同組換え修復に関与す
ることが報告されているタンパク質（ZMYND8 及び、XAB2）がヒットとして得られたことから、
本スクリーニング結果は信頼性の高いものであることが示唆された。さらに、本スクリーニング
では各因子に対し 2 種類の siRNA を混合したものを用いていたことから、スクリーニング結果
を確認する目的で、複数のトップヒットについて単独の siRNAを用いて DR-GFPアッセイを行な
ったところ、スクリーニング結果と一致した結果が得られた。これらのトップヒットはいずれも
転写制御に関わる因子であり、予想と一致して nuclear speckles を介した転写と相同組換え修
復のクロストークの存在が示唆された。我々は、ノックダウンすることにより相同組換え修復活
性が低下した因子のうち脱ユビキチン化酵素である USP42に着目し、さらに解析を進めた。USP42
はこれまでに nuclear speckles への局在が示唆されてはいたものの、十分な検討がなされてい
なかった。そこで、免疫染色により内在性の USP42が主に nuclear speckles に局在し、それよ
りも少量ではあるが核質にも局在することを明らかにした。 
 
(2)USP42による相同組換え修復促進機構の解析 
USP42 が相同組換え修復を促進する分子機構を明らかにするために、相同組換え修復の初期過程
である DNA end-resection に対する USP42 除去の影響をイムノブロッティング、DNA end-
resection を定量的に解析するアッセイ、およびその下流で機能する RAD51の DSB部位への集積
により検討したところ、USP42は DNA end-resectionに対して促進的に機能することが示唆され
た。さらに、USP42 を siRNAにより一過性に除去あるいは、ノックアウトした細胞株は電離放射
線に対し高感受性となった。USP42 ノックアウト細胞に再び GFP-USP42 を発現させることによ
り、感受性の回復が認められた。これらのことは USP42が相同組換え修復の初期過程に促進的に
機能し、DSB発生後の細胞生存に必要であることを示唆している。 
さらに、USP42 がどのように相同組換え修復を促進するかを明らかにするために、相同組換え修
復に促進的に機能するタンパク質（BRCA1）及び、もうひとつの主な DSB修復機構である非相同
末端再結合を促進するタンパク質（53BP1）の DSB 部位への集積を検討した。USP42 のノックダ
ウンにより、BRCA1 の DSB部位への集積は減少する一方、53BP1の集積は増加していた。これに
加えて、BRCA1 は相同組換え修復の開始に必須の因子 MRN（MRE11-RAD50-NBS1）複合体と相互作
用するが、USP42 ノックアウト細胞株では両者の相互作用に減弱が認められた。以上の結果から、
USP42 は BRCA1-MRN複合体の相互作用を仲介し、BRCA1 の DSB部位への集積を促進することによ
り相同組換え修復の初期過程を促進していることが示唆された。 
 
(4)USP42 の nuclear speckles への局在は相同組換え修復に重要である 
USP42 は主に nuclear speckles へ局在するタンパク質であるが、この局在が DSB修復にとって
重要かどうかを検討する目的で、様々な USP42 の欠失変異体を作成し、それらを USP42 ノックア
ウト細胞に発現させることにより検討した。USP42は N末端側に酵素活性部位ドメインを含む他
は主に low-complexity domain (あるいは天然変性領域と呼ばれる)から構成されているが、
USP42の nuclear speckles局在には 946番目のアミノ酸残基から 1156番目のアミノ酸残基から
なるドメインが十分であり、946 番目のアミノ酸残基から 1196 番目のアミノ酸残基からなるド
メインが必要であることが明らかになった。前者のドメインをさらに小さなドメインに分割し
た場合、nuclear speckles への局在が失われたことから、このドメインの完全性が USP42の細
胞内局在制御に重要であることが示唆された。さらに、DNA end-resection の指標となる RPA2
の Ser4/Ser8におけるリン酸化（pRPA2 S4/S8）状態をイムノブロッティングにより検討したと
ころ、USP42ノックアウト細胞で減弱が認められ、野生型 GFP-USP42を発現する細胞株では回復
した一方、nuclear speckles 局在を喪失した USP42を発現する細胞ではレスキューされなかっ
た。このことは USP42の nuclear speckles への局在が相同組換え修復に重要であることを示唆
している。 
 
(5)USP42 は DNA-RNAヘリカーゼ DHX9と協同して相同組換え修復に機能する 
USP42 による相同組換え修復促進のさらなる解明を目指して、USP42 と相互作用するタンパク質
の同定を目的に USP42を基質とした質量分析を行い、USP42と特異的に相互作用する因子を 161
種同定した。これらのうち、nuclear speckles への局在が示唆され、相互作用が強いと予測さ
れたタンパク質である DHX9に着目し、以降の解析を進めた。一過性に過剰発現させた USP42あ
るいはDHX9がそれぞれ内在性のDHX9、USP42と相互作用することを共免疫沈降により確認した。
また、DHX9 のノックダウンが USP42 ノックダウンと同じく相同組換え修復の初期過程に抑制的
な効果を有することを明らかにした。もっとも重要なことに、USP42 ノックアウト細胞からさら
に DHX9 をノックダウンした場合でも電離放射線に対する感受性の亢進は認められず、USP42 と
DHX9 が同一経路上で機能することが示唆された。さらに、DHX9が DNA-RNAヘリカーゼであるこ
とから、DSB 発生にともなって形成される R-loop（DNA と RNA のハイブリッド構造）の解消に
USP42 が機能するか検討したところ、USP42 ノックアウト細胞株ではコントロール細胞株に比較
して R-loopの解消が遅延することが示唆された。 
本研究により nuclear speckles に局在する複数の因子が相同組換え修復に機能する可能性が示
唆された。また、USP42に焦点を当てた解析から、DSB発生後の R-loopの解消が適切な相同組換
え修復に必要とされることが明らかになった（図 1）。 



 
 

 

図1.本研究から考えられるモデル
USP42及び、DHX9を介したDNA-RNAハイブリッド構造解消は、 nuclear speckle近傍に発生し
たDSBの相同組換え修復による修復を促進する。また、USP42にはそれ以外の機構により相同
組換え修復を促進する可能性が想定される。
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