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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、哺乳類培養細胞の温度感受性変異株を用いて、染色体安定性維持機構に関連
する遺伝子を分離し、その機能を明らかにすることを目的とする。
温度感受性変異株tsTM3に関して、ユビキチン活性化酵素Uba1遺伝子上に変異を同定した。また、制限温度下のtsTM3株
では核内のUba1が著しく減少し、ユビキチン化活性が低下するとともに、複製のライセンシング因子の分解に異常が起
こることを見出した。これは核内のUba1の減少と反比例しており、ユビキチン活性化酵素Uba1の温度感受性変異が複製
反応に影響を与える有力なメカニズムとして発表した。

研究成果の概要（英文）：A temperature-sensitive (ts) CHO-K1 mutant, tsTM3, exhibits chromosomal 
instability and cell-cycle arrest in the S to G2 phases with decreased DNA synthesis at the nonpermissive 
temperature, 39℃. In the present study, we identified a point mutation in a gene encoding ubiquitin 
activating enzyme, Uba1, isolated from the tsTM3 cells, which led to a Met-to-Ile substitution at amino 
acid 256 in deduced Uba1 protein. Mutant cells at the nonpermissive temperature showed a significant 
decrease of Uba1 in the nucleus with decreased ubiquitination activity. This defect in ubiquitination led 
to significant accumulation of geminin and retention of Cdt1, resulting in an inappropriate balance 
between Cdt1 and geminin. Both Cdt1 and its inhibitor, geminin, are crucial regulators of the licensing 
of DNA replication. Uba1 plays an important role in the nucleus, and a ts mutation found in tsTM3 cells 
appears to result in the loss of localization of Uba1 in the nucleus.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム安定性維持機構に関連する遺伝子
を分離し、その機能を解析するために、放射
線医学総合研究所の辻らは、チャイニーズハ
ムスターCHO-K1細胞から、細胞周期制御機
構や染色体安定性維持機構に異常を示す温
度感受性変異株(13相補性群)を分離した(表
１，Tsuji et al., 1990)。申請者は、これらのう
ちの二種類の変異株(tsTM4と tsTM18)を解析
し、転写やスプライシング反応に関与する分
子の温度感受性変異が、ゲノム安定性維持機
構を破綻させることを明らかにしてきた。 

 
２．研究の目的 
本研究課題は、哺乳類培養細胞の温度感受
性変異株を用いて、染色体安定性維持機構に
関連する遺伝子を分離し、その機能を明らか
にすることを目的とする。研究対象である温
度感受性変異株は、制限温度(39℃)において
染色体不安定性や DNA合成活性の低下など
の表現型を示す。本研究では、解析が進んで
いない変異株に関して原因遺伝子の分離と
機能の解明を行う。染色体不安定性に関連す
る遺伝子を効率的に同定し、その機能を明ら
かにすることでゲノム安定性維持機構の研
究に貢献したい。 
 本研究課題で対象とする温度感受性変異
株には、DNA合成活性の低下や S期での細
胞周期の異常などの表現型を示すものも少
なくない。そこで、変異株における DNA複
製、特に伸長反応を解析し、染色体不安定性
との連関を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）温度感受性変異株の原因遺伝子の探索
と機能解析 
①ヒトDNAによる温度感受性の相補と形質変
換株の分離 
実験材料には、CHO-K1細胞由来の温度感
受性変異株(10株)を用いる。これら変異株に
断片化したヒト DNA を導入し、遺伝学的相
補により制限温度で生育可能となった形質
変換株を分離する。 
分離した形質変換細胞よりゲノム DNA を
調製し、ヒト特異的な Alu 配列を利用した
PCRにより相補に関連したヒト DNA断片を
特定し原因遺伝子を探索する。 
 

②温度感受性変異株 tsTM3の原因遺伝子の同
定 
温度感受性変異株 tsTM3は細胞融合による
相補性試験により、ユビキチン活性化酵素に
異常がある ts85細胞と同じ相補性群に分類さ
れた(Tsuji et al., 1990)。tsTM3に関しては、ユ
ビキチン活性化酵素 Uba1の cDNAを用いた
相補実験を行う。その際 GFP結合タンパク質
を発現するベクターを構築し、Uba1の発現と
局在を解析する。 
また、野生型と変異型の Uba1 遺伝子の塩
基配列を決定して変異を特定する。さらに、
レポーターシステムを利用して核内のユビ
キチン化を詳細に解析する。 
 
（２）DNA複製反応の解析 
①複製 DNA鎖の標識と解析 
各種の核酸前駆体アナログの細胞内への
導入と DNA 鎖の標識と検出の評価を行う。
また、DNAファイバーを作成して DNA複製
伸長反応を評価する。さらにクリック反応を
用いて、変異株のDNA複製反応を解析する。 
 
②複製解析ゲノム領域の探索 
制限温度下で DNA 合成に異常を示す温度
感受性変異株を対象として、DNA複製を解析
する遺伝子座を探索し、そのゲノム構造と転
写やスプライシングとの関係を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）温度感受性変異株の原因遺伝子の探索 
平成 23年 3月 11日に発生した東日本大震
災の影響や福島第一原発の事故に関連する
業務などで、ヒト DNAによる温度感受性の
相補と形質変換株の分離が遅れていたが、平
成 24年度に全ての温度感受性変異株に関し
て相補実験を終了した。最終的に３株の変異
株から制限温度下で生育可能となった形質
変換株が得られ、平成 25年度にヒト特異的
なAlu配列を利用したPCRによる原因遺伝子
の探索と塩基配列の解析、およびサザンハイ
ブリダイゼーションによるヒトゲノム断片
の探索を行った。しかし、形質変換株から相
補に関連したヒト遺伝子を同定することは
できなかった。これらの結果から形質変換株
として分離した細胞は、形質復元株と考えら
れた。また、温度感受性変異株には、制限温
度下の自然発症の生存コロニーの出現頻度
が高い細胞株や、相補実験操作により形質復
元株の出現頻度が上昇する細胞株が含まれ
ていることが明らかとなった。以上の結果よ
り解析が進んでいない変異株は、相補実験に
よる原因遺伝子の同定に不向きの細胞群と
考えられ、温度感受性変異株の原因遺伝子を
探索する方法を抜本的に見直す必要がある
と結論する。これらの温度感受性変異株の原
因遺伝子の同定には、次世代シークエンサー
を用いた網羅的な塩基配列の決定と比較に
よる方法が有力であると考えている。 
 



（２）温度感受性変異株 tsTM3の原因遺伝子
の同定と機能解析 
①温度感受性変異株 tsTM3に関して、ユビキ
チン活性化酵素 Uba1遺伝子上に本変異株の
原因である変異を同定した（図１）。また、
レポーターシステムを利用して核内のユビ
キチン化を詳細に解析できる評価系を開
発・提案した。さらに、ウェスタンブロッテ
ィングにより核内のユビキチン活性化酵素
が著しく減少することを見出した。これらの
解析を統合して、制限温度下の tsTM3株では
核内のユビキチン化活性の低下に伴って、複
製のライセンシング因子の分解に異常が起
こることを見出した。これは核内のユビキチ
ン活性化酵素の減少と反比例しており、ユビ
キチン活性化酵素の温度感受性変異が複製
反応に影響を与える有力なメカニズムと考
えられる。これらの成果を国内外の学会にて
発表するとともに、原著論文として取りまと
めて投稿し受理された(Sugaya et al. PLoS 
ONE 2014)。 

 
②DNA複製反応の解析に関して、制限温度下
で DNA合成に異常を示す温度感受性変異株
において、スプライシングに異常を生ずる遺
伝子座を新たに２ヶ所同定し、DNA複製を解
析する遺伝子座の候補とした。 
また、各種の核酸前駆体アナログを用いた

DNA複製反応の評価を行った。特にクリック
反応を用いてゲノム複製反応を詳細に解析
し、その一部を Uba1の温度感受性変異と複
製反応の研究成果と合わせて学会にて発表
するとともに、原著論文として取りまとめて
投稿し受理された(図２，Sugaya et al. FEBS 
Open Bio 2015)。 

 
③Uba1の tsTM3株における核内分布と機能
に関して、GFP結合 Uba1タンパク質の発現
と局在を詳細に解析し、その核内分布と温度
感受性の相補との関連を明らかにした (図３，
Sugaya et al. Genes Cells 2015)。 

以上、温度感受性変異株 tsTM3の解析に関し
て、ユビキチン活性化酵素 Uba1の核内にお
ける機能の一端が解明されるなど計画以上
に研究が進展した。 
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