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研究成果の概要（和文）：ユビキチンリガーゼRNF126がDSB修復で重要なKu80をユビキチン化し、修復を促進す
る重要な役割を果たしていることを発見・報告した(Ishida N et al. Mol Cell Biol. 2017;37: e00347-16)。 
RNF126ノックアウト(KO)マウスを作製・解析した結果、T細胞と精子の減少が観察され、また、ヒト細胞株を用
いて得られた表現型がKOマウス初代細胞でも再現できることを確認した。 更にRNF126 CKOマウスを作製・解析
した結果、RNF126は精巣における生殖細胞の発生において重要な役割を果たしていることが明らかになった（投
稿準備中）。

研究成果の概要（英文）：It was reported that E3 ligase RNF126 ubiquitinates Ku80, which plays an 
important role in DSB repair, and promotes the completion of repair (Ishida N et al. Mol Cell Biol. 
2017; 37: e00347-16). 
As a result of producing and analyzing RNF126 knockout (KO) mice, a decrease in T cells and sperm 
was observed. It was also confirmed that the phenotype obtained using the human cell line can be 
reproduced in KO mouse primary cells. Furthermore, as a result of producing and analyzing RNF126 CKO
 mice, it was clarified that RNF126 plays an important role in germ cell development in the testis.

研究分野：生化学、細胞生物学、分子生物学

キーワード： DNA損傷修復　ユビキチン　E3リガーゼ　タンパク分解　ノックアウトマウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト細胞における、DNA損傷修復に重要なKu複合体を分解制御する新たな因子RNF126を発見・論文報告したこと
により、DNA修復の二重鎖切断修復メカニズムの理解に貢献できた。また、RNF126のマウス個体レベルでの機
能、T細胞や精子細胞分化における重要性を明らかにしたことより、T細胞維持や精子形成におけるユビキチンリ
ガーゼやタンパク分解の理解に貢献できる可能性に繋がった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 Ku70/Ku80 複合体は DNA 二本鎖切断（DSB）部位に直接結合し、修復複合体のリクルートに機

能する非相同末端（NHEJ）修復を促進する重要な因子であるが、DNA 末端との結合様式より修

復完了前には DNA から外れることが重要であると考えられる。その役割を担う因子として、代

表者らはユビキチンリガーゼ RNF126 が Ku80 をユビキチン化することにより、DSB 修復を促進

する役割を果たしていることを発見した。RNF126 は Ku70/Ku80 にガンマ線照射依存的に結合

し、Ku80 をユビキチン化することにより DSB 修復を促進することが、細胞株や精製タンパク質

を用いた in vitro ユビキチン化などの生化学

的な解析より明らかになった。また細胞生物学

的な解析により、RNF126 を siRNA によってノッ

クダウンさせると、Ku80 の DSB 部位への局在時

間の延長、NHEJ修復の低下がみられ、その結果、

細胞の生存率が低下することも明らかとなった。

また、RNF126 のユビキチン化活性を欠失した変

異体を細胞に過剰発現した場合や Ku80 欠損細

胞に Ku80 の RNF126 によるユビキチン化抵抗性

変異体を発現させた場合も同様の結果を得たこ

とから、RNF126 は Ku80 のユビキチン化を介し

てKu70/Ku80のDNA損傷部位からの解離に働き、

DSB 修復において重要な役割を果たしていると

考えられた（図）。 

 
 
２．研究の目的 

DＮＡ二重鎖切断（ＤＳＢ）修復に必要なKu80のユビキチン化を担う、ユビキチンリガーゼRNF126

の機能と制御を明らかにすることが本研究の目標である。代表者らは DSB 修復の非相同末端

（NHEJ）修復において、RNF126 が DNA 末端に結合した Ku70/Ku80 複合体の Ku80 をユビキチン化

し、タンパク分解を促すことにより DNA 末端から外して修復完了を促す役割を果たしているこ

とを見出した。本研究課題では、RNF126 のノックアウトマウス・コンディショナルノックアウ

トマウスを用いて、RNF126 依存性タンパク質分解が果たす役割をマウス個体レベルで明らかに

すると共に、RNF126 を中心とした Ku80 ユビキチンリガーゼ遺伝子のヒト･ゲノム多型の探索を

行い、遺伝子制御メカニズムを明らかにすることを目指す。 

 
３．研究の方法 

これまでに代表者らが得た、NHEJ 修復における RNF 126 による Ku 80 ユビキチン化の重要性を

示すデータに基づいて、① RNF126 のマウスより作製した胎仔線維芽細胞やマウス個体における

機能解析を行う。また、② RNF126 を中心とした、Ku80 ユビキチンリガーゼ遺伝子のヒト･ゲノ

ム多型の探索を行い、ゲノム情報提供者の血液由来の株化 B リンパ球細胞を解析することによ

り、得られたレアバリアントの影響を調べる。 

(1)RNF126 KO・CKO マウスの作製（石田・長澤（技術補佐員）・中山（研究協力者）） 

RNF126 のリガーゼ活性に重要なリングフィンガードメインをコードするエクソン 7, 8 部分を 



lox 配列で挟んだ胚性幹(ES)細胞とエクソン 7, 8 部分を欠失した ES 細胞を得、定法に従って

RNF コンディショナルノックアウト（CKO）マウス、及び R RNF ノックアウト（KO）マウスを作

製する。 

(2)RNF126 KO マウス・CKO マウスを用いた機能解析（中川・石田・長澤・中山） 

① 作製した RNF126 KO マウス、あるいは RNF126 CKO マウスから胎仔線維芽細胞（MEF）を作製

する。CKO マウス由来の場合、Cre リコンビナーゼを用いて RN126F 欠損 MEF を得、機能解析を

行う。 

・NHEJ 修復における RNF126 による Ku80 制御 

② RNF KO マウスを用いて RNF の欠損がマウス個体に及ぼす影響を調べる（石田・長澤・中山）。 

・全身（各臓器）の表現型解析 

RNF126 のマウス臓器における発現量は広く、特に精巣、脳、胸腺で高い。また RNF126 はユビキ

チンリガーゼであるため、未同定の新規基質が複数存在する可能性がある。このため、全身に

ついて各臓器の表現型解析を一通り行う。 

③ RNF KO マウスを用いて RNF の欠損がマウス個体に及ぼす影響を調べる。 

・胸腺・脾臓の表現型解析 

Ku80 が機能する NHEJ 修復が役割を果たす臓器は表現型が現れることが期待されるため、3.の

全身解析で胸腺や脾臓に表現型が確認された場合は、以下について解析する。 

胸腺 T細胞の分化、及び脾臓 B細胞の分化（フローサイトメーターを用いた細胞分化解析） 

・精巣の表現型解析 

Ku80 が機能する精子細胞分化過程に異常が現れる可能性が高いため、3.の全身解析で精巣に表

現型が確認された場合は、以下について解析する。 

精細管の病理的解析（HE染色、PAS 染色） 

死細胞、細胞分裂の確認（TUNEL 染色、BrdU 取り込み/抗 BrdU 抗体による染色、抗ヒストン

H3S10 リン酸化抗体による染色など） 

分化段階の特定の細胞に死細胞が確認された場合はマーカータンパク質に対する抗体で検出 

胎仔の発達段階における各マーカータンパク質の定量解析 

また、セルトリ細胞特異的に Cre リコンビナーゼを発現する Tg マウス(Amh-Cre)と交配し、セ

ルトリ細胞特異的 RNF126 KO マウスを作製して、その表現型解析を行う。 

(3)RNF126･RNF8･Fbxl12 遺伝子のヒト･ゲノム多型の探索（石田・山下（研究協力者）） 

 東北メディカル･メガバンク機構 (ToMMo)で公開している日本人ゲノムリファレンスパネル 

(2016 年 10 月現在で 2049 人)を中心としたとした全ゲノム情報を用いて、Ku80 の新規ユビキチ

ンリガーゼ RNF126 や、これまでに報告のある RNF8、Fbxl12 遺伝子のヒト･ゲノム多型を探索す

る。 

 得られたレアバリアントのうち、表現型に繋がる可能性の高いエクソン領域と遺伝子発現制

御領域に絞り、(4)でその影響を調べる。 

(4)ヒト単核球由来株化細胞を用いた表現型解析（石田・峯岸（研究協力者）） 

① (3)でレアバリアント領域を確認したボランティア由来株化 Bリンパ球細胞に、CRISPR/Cas9

システムを用いて、レアバリアント遺伝型の変異を導入し、変異がヘテロ、ホモの細胞株を得

る。コホート対象株化 B リンパ球細胞の利用を見据えると、個人間の遺伝的バックグラウンド



の違いが大きく、表現型解析が難しいことが予想される。このため、まずバックグラウンドが

揃った 1、2 人分の株化 B リンパ球細胞について、メージャーアリル、マイナーアリルヘテロ、

ホモ遺伝型の細胞株を用いて、レアバリアントが Ku80 ユビキチンリガーゼ（RNF126、RNF8、

Fbxl12）に与える影響を調べる。 

② ①の解析で、レアバリアント遺伝型の影響が細胞の表現型として検出された場合、(3)で得

られたレアバリアントの提供者由来 Bリンパ球細胞株（メージャーアリルとマイナーアリル･ホ

モ遺伝型）を入手して、同様の解析を行う。 

 

４．研究成果 

Ku70/Ku80 複合体は DNA 二本鎖切断部位に直接結合し、修復複合体のリクルートに機能する

非相同末端修復を促進する重要な因子であるが、DNA 末端との結合様式より修復完了前に DNA か

ら外れることが重要となる。その役割を担う因子として、研究代表者らはユビキチンリガーゼ

RNF126 が Ku80 をユビキチン化することにより、DSB 修復を促進する重要な役割を果たしている

ことを発見し報告した(Ishida N et al. Mol Cell Biol. 2017;37: e00347-16)。RNF126 依存性

タンパク質分解が果たす役割をマウス個体レベルで解析するために、RNF126 ノックアウト(KO)

マウスの解析を行った結果、RNF126 タンパク質が高い発現量を示す胸腺と生殖器において、T細

胞と精子の減少がそれぞれ観察された。また、RNF126 KO マウスから胎仔線維芽細胞を作製し、

RNF126 欠損細胞を得た結果、これまでにヒト細胞株を用いて得られた表現型が KO マウス初代細

胞でも再現できることを確認した。更にセルトリ細胞(AMH-Cre)や生殖細胞(Stra8-Cre)などを用

いた、細胞タイプ特異的 RNF126 KO マウスを作製して解析した結果、RNF126 は精巣における生

殖細胞の発生において重要な役割を果たしていることが明らかになった（論文投稿準備中）。詳

細は論文発表前のため控える。 
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