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研究成果の概要（和文）： 
ヒトの細胞には５つの RecQ ファミリーヘリカーゼ（RECQL1、BLM、WRN、RTS、RECQL5）
が存在し、これらのヘリカーゼが欠損すると高発癌性になる。本研究では、これらの RecQ フ

ァミリーヘリカーゼの機能を解析し、BLM に関しては DNA 複製の最終過程における役割を明

らかにし、RTS に関しては、DNA 複製と二本鎖 DNA 切断の修復への関与を、RECQL1 と

RECQL5 については相同組換えの初期過程への関与を明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Human cells possess five RecQ family helicases, RECQL1, BLM, WRN, RTS, and RECQL5, 
whose defects cause a predisposition to cancer. In this study, functions of these RecQ family 
helicases were investigated and following results were obtained. BLM functions at the last 
stage of DNA replication, segregation of replicated DNA and sister chromatid cohesion.  
RTS is involved in DNA replication and repair of DNA double strand breaks.  Finally, 
RECQL1 and RECQL5 are involved in early stages of recombination. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒト細胞には RecQ ファミリーヘリカーゼが
５つ存在し、そのうちの３つは、ブルーム症
候群（BS）、ワーナー症候群（WS）、ロスモ
ンド・トムソン症候群（RTS）の原因遺伝子
産物で、BS では種々の悪性腫瘍が若年で発
症し、WS、RTS では特定の悪性腫瘍が多発
することが知られている。このうち、BS の
原因遺伝子産物 BLM と WS の原因遺伝子産
物 WRN の機能に関しては比較的解析が進ん
でいたが、RTS の原因遺伝子産物 RECQL4
や RECQL1、RECQL5 の機能の解析はほと
んど進んでいなかった。一方、酵母を用いた
我々の解析から、酵母の RecQ（Sgs1）が DNA
の傷害の回避や傷害の修復、停止した DNA
複製の再開の過程で重要な役割を果たして
いることが示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RecQ ファミリーヘリカーゼの
DNA 複製、修復、組換えにおける機能を、
酵母のモデル系を用いて、DNA 複製装置が
DNA 上の傷害に遭遇した時、その傷害はど
のように回避されるかを調べることにより
解析するとともに、高等真核細胞の RecQ フ
ァミリーヘリカーゼ、RECQL1、BLM、
RECQL4 および、RECQL5 の DNA 複製、
修復、組換えにおける機能を解析することに
より、RecQ ファミリーへリカーゼの機能欠
損による高発癌性の分子機構を解明するこ
とを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、RecQ ファミリーへリカーゼ及び
それと機能的な関連をもつタンパク質の機
能を、酵母を用いて遺伝学的に解析するとと
もに、高等真核細胞で比較的容易に遺伝子破
壊が可能なニワトリ B細胞由来の DT40 細胞
を用いて、様々な遺伝子破壊細胞を作製して
解析した。 
 酵母を用いた解析では、酵母の RecQ（Sgs1）
が関与する template-switchによる傷害回避
機構を解析するとともに、Sgs1/Top3 の機能
をさらに解析する目的で、Sgs1/Top3 に結合
する Rmi1 に注目して研究を展開した。Rmi1
のヒトホモローグはブルーム症候群原因遺
伝子産物（BLM）に結合する BLAP75 である。
Rmi1 の機能の解析では、テトラサイクリンの
オペレーターの繰り返し配列を組み込み、
GFP 融合テトラサイクリンレプレッサーを発
現する細胞株を用いて、様々な変異株を作製
し、Rmi1、 Sgs1、Top3 のコヒージョン形成
における役割を解析した。 

 DT40 細胞を用いた解析では、BLM、XRCC3、
TOP3・、TOP3・、RECQL1、RECQL4、RECQL5 等
の遺伝子破壊株、および、その二重、三重破
壊株を作製して、その性状を調べることによ
り、BLM と TOP3・の機能や XRCC3 との機能的
関連、RECQL 4 の DNA 複製、修復における機
能、RECQL1 と RECQL5 の DNA 組換えにおける
役割の解析を行った。また、精製した酵素・
タンパク質を用いた生化学的解析や、アフリ
カツメガエル卵抽出液を用いた cell-free 
DNA 複製・修復系を用いて RECQL1 と RECQL5
の機能を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）酵母を用いた解析 
RecQ ファミリーへリカーゼとして唯一の
Sgs1 を持つ出芽酵母のモデル系を用い、Sgs1
が DNA 複製装置が DNA 傷害に遭遇した際、
template-switch による傷害回避に関与し、
この過程で形成されるヘミカテナン様構造
を解消することを示してきたが、この過程に
SUMO 化が関与することを明らかにした。 
 また、Sgs1 の機能をさらに解明する目的で、
Sgs1 と Top3 の複合体に含まれる Rmi1（高等
真核細胞の BLM 結合タンパク質 BLAP75 の酵
母ホモローグ）の機能を解析した。その結果、
Rmi1 が姉妹染色分体間のコヒージョンに関
与する可能性を示唆する結果が得られ、Rmi1
は Ctf4、Chl1 や Csm3 が関与する経路ではな
く、Ctf18-RFC 複合体や Mrc1 が関与する経
路で機能することが明らかになった。以上の
結果から、Sgs1-Top3-Rmi1 複合体は Rad51 に
より形成されたヘミカテナン様の構造を解
消するとともに、Top3-Rmi1 は分離した姉妹
染色体のコヒージョンに関与する可能性が
示唆され、今後、高等真核細胞の BLM、Top3・、
BLAP75 の機能を解析するための重要な手が
かりが得られた。 
（２）高等真核細胞の RecQ ファミリーへリ
カーゼの機能の解析 
① BLM の機能の解析 
BLM は DNA トポイソメラーゼ III・（Top3・）
と結合することが知られていたが、その機能
的関連は不明であった。そこで Top3・と BLM
との機能的関連を、DT40 細胞を用いて遺伝子
破壊株を作製し、この細胞を用いて解析した。
その結果、Top3・は生存に必須であり、
Top3・非存在下では、G2 期での停止や核の巨
大化、M期における metaphase から anaphase
への移行の阻害、姉妹染色分体の同じ位置に
おこる染色体の切断の増加がおこり、これら
の表現型が、BLM 遺伝子破壊により軽減され
ることが明らかになり、これらの結果と酵母



の Sss1 の機能の解析から得られた結果に基
づき、「Top3・と BLM が DNA 複製の最終段階
で複製した姉妹染色分体の DNAの分離に関与
している」というモデルを提唱した。また、
TOP3α と結合する RECQL1、BLM、RECQL5 の 3
者の関係を解析し、TOP3α との関係では BLM
が中心的な役割を担うことを明らかにした。
一方、ブルーム症候群患者細胞の特徴である
高 頻 度 の 姉 妹 染 色 分 体 交 換 （ sister 
chromatid exchande; SCE）の形成機構に関
しては、種々の遺伝子破壊株を用いて解析す
ることにより、「SCE の形成の原因となる構造、
恐らく double Holliday junction は RAD52
ではなく、XRCC3、RAD51D、RAD54 により形成
され、BLM/TOP3・はこの double Holliday 
junctionをcrossoverが生じないように解消
している」という可能性を示唆した。さらに、
DNA 傷害生成時に BLM が機能する経路を遺伝
学 的 に 解 析 し 、 BLM は methyl 
methanesulfonateによるDNA傷害誘導時には、
XRCC3 が関与する経路の下流で機能するとと
もに、RAD17 の下流でも機能していることを
明らかにした。 
② RECQ4 (RTS)の機能解析  
RECQL4はDNA複製の開始に関与することが報
告されていたが、細胞にレーザー光を当てて
RECQ4 の挙動を調べたところ、RECQL4 は
ADP-ribose ポリメラーゼの機能に依存して
DNA 二本鎖切断部位（DSB）に集積することが
判明した。また、アフリカツメガエル卵抽出
液を用いた cell-free 系で、DSB を導入して
RECQ4 のクロマチンへの結合を調べたところ、
RECQL4 は KU70 とともに、DSB の近傍に存在
することが判明し、RECQL4 が DNA 複製の開始
だけでなく DSBの修復にも関与する可能性が
示唆された。 
 また、RECQL4 の条件欠損株を作製して解析
した。この細胞で、RECQL4 の発現を抑制する
と２日以内に細胞は増殖を停止してアポト
ーシスを起こしたことから、RECQL4 が細胞の
生存に必須であることが判明した。この増殖
に必須な機能（DNA 複製の開始における機能）
は、ヘリカーゼドメインや、それよりさらに
C 末側の領域を含まない N 末領域だけで十分
であることが判明した。この結果は、ロスモ
ンド・トムソン症候群の患者の変異が、ヘリ
カーゼドメインかそれより C末側に認められ
るが、N 末領域には存在しないことと符合す
る。また、N 末領域だけを発現させた細胞の
種々の DNA傷害剤に対する感受性を調べたと
ころ、この細胞は、DSB を誘導するエトポシ
ドや、DNA 架橋剤であるシスプラチンや
mytomycin C に感受性を示すことがわかり、
ロスモンド・トムソン症候群の患者の細胞の
ゲノム不安定性を解明するための手がかり
が得られた。 
 

③ RECQ5 の機能解析 
１．Recql5 遺伝子ノックアウトマウスでは
発がん性が亢進することが知られており、
RECQL5がDNA組換えに関与することが示唆さ
れているが、その機能の解明は他の RecQ フ
ァミリーへリカーゼと比べると遅れている。
そこで、RECQL5 の組換えにおける役割を IgM
遺伝子の gene conversion (GC)で測定するこ
とにより解析した。RECQL5 遺伝子破壊細胞で
は IgM 遺伝子の GC 頻度が上昇したが、この
細胞の RECQL1 遺伝子を欠損させると GCの頻
度が減少したことから、GC を RECQL1 は抑制
し、RECQL5 は促進すること、及び、RECQL1
は RECQL5 の上流で機能することが示唆され
た。これらの結果と、今までに生化学的解析
により得られている結果とから、両者は、
RAD51-DNA フィラメントが形成される前後で
機能する可能性が示唆された。また、RECQL5
遺伝子破壊細胞の種々の DNA傷害剤に対する
感受性を調べ、RECQL5 がシスプラチンやマイ
トマイシン Cなどの DNA 架橋剤による傷害の
修復に関与し、DNA のクロスリンクの修復に
関与するファンコニ貧血の原因遺伝子産物
が関与する経路とは別の経路で機能するこ
とを明らかにした。 
 さらに、RECQL5 に結合するタンパク質を検
索し、RNAポリメラーゼIIを同定した。RECQL5
の RNA ポリメラーゼ II（Pol II）に結合する
部位を詳細に解析し、RECQL5 の KIX ドメイン
と SRIドメインが関与することを明らかにし
た。これらのドメインや DNA へリカーゼドメ
インの変異株を用いて解析することにより、
RECQL5 はへリカーゼ活性を介して組換え修
復に関与するとともに、Pol II による転写を
抑制することにより、転写による複製障害に
由来する組換えを抑制することを明らかに
した。  
 以上の解析により、RecQ ファミリーへリカ
ーゼが、DNA 複製の開始や終結の段階、ある
いは、複製の途中で DNA 複製装置が傷害に遭
遇した時の傷害回避の過程、傷害の修復過程、
特に組換えの初期過程に、その機能を分担し
て機能していることが明らかになり、その機
能欠損によるゲノムの不安定化による発癌
機構の理解が大きく前進した。 
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