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研究成果の概要： 
 本研究では、Rothmund-Thomson症候群の原因遺伝子産物RecQL4の機能について検討した。
まず、生化学と細胞生物学の手法により、RecQL4 がポリ ADP リボシルポリメラーゼに依存
する形で DNA 損傷部位に集まり、損傷の修復に関わる可能性が示された。さらに、RecQL4
と相互作用するタンパク質の同定を試みた結果、DNA 損傷応答や転写に関連するタンパク質
の他、様々なタンパク質修飾に関係したタンパク質と相互作用することが見出されたため、種々
のタンパク質修飾が RecQL4 の機能を調節していると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子である DNA は種々の攻撃に対して
遺伝情報を正確に保持しうるようきわめて
高度に保護されているが、DNA が関与する
様々な代謝経路の中では DNA の高度な保護
を外す必要に迫られる過程も多く存在する。
例えば、DNA 複製の過程では相補鎖との解離
や部分的な二本鎖の生成などに応じて物理
的なひずみ・ねじれなどが生じることにより
DNA の構造がもろくなり、様々な DNA 傷害
誘発作用に対して特に高い感受性を示すこ
とが予想される。また、DNA 複製装置が鋳型

となる DNA 上の異常な構造や障害と遭遇す
ることにより、DNA 複製の停止やこれに伴う
DNA 二本鎖切断の生成などを介して遺伝情
報の不安定化が引き起こされることも報告
されている。したがって、細胞には細胞周期
の特定の段階などに脆弱な状態におかれる
DNA をとくに保護・監視し、問題が有ればそ
れを迅速に取り除くための特別なメカニズ
ムを備えられていると推測される。 

広範な生物で共有されている RecQ ファミ
リーDNA ヘリカーゼ (RecQ ヘリカーゼ) は
大腸菌 RecQ に相同性を持つ一群のタンパク



質の総称であり、遺伝子構造安定性維持への
関与が強く示唆されている。ヒトでは 5 種類
の RecQ ヘリカーゼが存在することが報告さ
れているが、そのひとつである RecQL4 の遺
伝子が変異を起こすことにより、その変異の
状態に応じて Rothmund-Thomson 症候群、
RAPADILINO 症候群、Baller-Gerold 症候群の
3 つの遺伝性疾患を引き起こすことが知られ
ている。これらのうち、Rothmund-Thomson
症候群は最も重篤なものであり、多形皮膚萎
縮症、骨形成異常、若年性白内障、発育不全、
早期老化症状、高発癌性 (特に骨肉腫) など
幅広い臨床症状を呈する常染色体劣性遺伝
病である。この遺伝病は 1869 年、ドイツの
眼科医 August Rothmund により稀な皮膚変性
を伴う白内障として最初に報告された 

RecQL4 は 1208 アミノ酸からなる分子量
133 k のタンパク質である。細胞内において
は、核と細胞質の両方に存在することが報告
されており、胸腺、精巣において発現量が多
く、細胞周期においては S 期で最も発現が高
い。これまでに、RecQL4 の DNA 複製開始に
おける機能が示されているほか、いくつかの
研究室より DNA 傷害に応じた挙動の変化に
ついても報告されている。したがって、
RecQL4が細胞周期とDNA修復過程との接点
に位置するタンパク質として機能すること
が推測される。 

 
 

２．研究の目的 
本研究では、遺伝子構造安定性維持機構に

おける RecQL4 の役割について生化学的およ
び細胞生物学的手法により解析をおこない、
RecQL4 の機能とRothmund-thomson症候群の
病態について分子的な理解を深めることを
目的とした。具体的には以下の点について検
討することを目指した。 
(1) DNA 複製およびその前後の過程を中心に
据えながら、細胞周期に応じた RecQL4 の挙
動の変化について解析を進める。 
(2) DNA 傷害認識・応答反応における RecQL4
の役割を細胞周期の段階と関連付けながら
分子レベルから解明する。 
(3) 広範な DNA 傷害に対する応答修復反応
をリアルタイムでモニターする実験系、ある
いはDNA複製とDNA修復を特定の時点で連
動させて細かく解析できるような実験系を
利用し、これらの系の中での RecQL4 の機能
と挙動の変化について検討する。 
(4) 解析範囲を発展的に拡大していくために、
RecQL4 と連携して機能するタンパク質の同
定を目指す。 

 
３．研究の方法 

前項で述べた通り、本研究では生化学的解
析と細胞生物学的解析を利用して解析をお

こなった。また、RecQL4 と連携して機能す
るタンパク質を同定するため、プロテオミク
ス的手法を用いて RecQL4 相互作用タンパク
質を検索した。 
(1) 生化学的手法 

アフリカツメガエル (Xenopus laevis) 卵か
ら得られた抽出液を用いた実験系は、多くの
タンパク質が複雑に連携された細胞周期を
無細胞的に再現できる現在のところ唯一の
ものであり、細胞周期研究に大きく貢献して
きた実験系である。本研究では、この Xenopus
卵抽出液無細胞実験系をもちいて、各種 DNA
傷害処理をおこなった際の RecQL4 の挙動の
変化、あるいは RecQL4 を卵抽出液から除い
た際の DNA 損傷応答・修復関連タンパク質
の変化について解析をおこなった。 
(2) 細胞生物学的手法 

siRNA をもちいて RecQL4 の発現を抑制し
たHeLa細胞を用いてDNA損傷修復の効率を
検討した。さらに、緑色蛍光タンパク質 
(GFP) を融合した RecQL4 を HeLa 細胞など
の細胞内で発現誘導し、レーザーを用いて特
定の位置のDNAに損傷を与えた際のRecQL4
の挙動について検討をおこなった。 
(3) プロテオミクス的解析 

FLAG タグを融合させた RecQL4 をヒト
293E 細胞内に発現させ、FLAG タグを利用し
て RecQL4 を精製した。その後、精製画分に
含まれるタンパク質を電気泳動により分離
し、各タンパク質を質量分析により同定した。 
 
 
４．研究成果 

Xenopus 卵抽出液中の精子核を添加し反応
させると DNA 複製反応が引き起こされる。
さらにここに制限酵素 EcoRI を添加すると、
DNA 二本鎖切断 (DSB) が誘起され、これに
応じて checkpoint 経路が活性化されることは
研究代表者により報告されている。このとき、
RecQL4 がクロマチン画分に蓄積することが
見いだされた。これより、RecQL4 が DSB 部
位に集合し、その修復に関与している可能性
が考えられた。 

この DSB に応じた RecQL4 のクロマチン
結合は一本鎖 DNA 結合タンパク質複合体 
(RPA) に依存していたため、RPA のクロマチ
ン結合以降に RecQL4 が機能すると考えられ
た。これは、DNA 複製開始時の RecQL4 のク
ロマチン結合とは明らかに異なる挙動であ
る。すなわち、RPA の集合以前に必要とされ
る RecQL4 の DNA 複製開始における機能と
は異なる機能を発揮するために RecQL4 が
DSB 部位に集合していることを示唆してい
る。このとき、RecQL4 の近傍に結合してい
るタンパク質を検出するため、超音波処理に
より DNA を断片化した後に RecQL4 抗体に
よる免疫沈降をおこなった。その結果、DSB



修復のうち非相同末端結合 (NHEJ) に関与
する Ku 複合体が検出されたが、相同組換え
修復 (HR) に主要な役割を果たすRad51は検
出されなかった。  

さらに、DSB の指標となるリン酸化型ヒス
トン H2AX (γH2AX) の減少を検出すること
により DSB 修復効率について検討した結果、
RecQL4 免疫除去卵抽出液を用いた場合に
γH2AX の減少の顕著な遅れが観察された。同
様に、siRNA により RecQL4 の発現を抑制し
た HeLa 細胞に DNA 二本鎖切断を誘発する
zeosin を作用させたところ、γH2AX の生成が
亢進することが示された。 

そこで、GFP 融合型 RecQL4 を細胞内に発
現させた後、レーザーによって核内の特定の
部位に DSB を誘発し、このときの RecQL4
の動態について検討した。その結果、RecQL4
が DSB 部位にきわめて速やかに集合し解離
する一過性の挙動を示すことが示された。さ
らに、この RecQL4 のクロマチン結合には
RecQL4 の N 末端側に位置する領域が重要な
役割を果たすことが認められた。 

RecQL4はポリADPリボシルポリメラーゼ 
(PARP) -1 と相互作用することが知られてい
るため、RecQL4 も同様に PARP-1 に依存して
レーザー照射部位に集積しているのかを検
討した。その結果、PARP の阻害剤で処理し
た細胞ではレーザー照射部位への RecQL4 の
集積が抑制された。さらに PARP-1 欠損細胞
を用いた場合にも、同様の結果が得られたた
め、RecQL4 は PARP-1 依存的に DSB 部位へ
集積すると考えられた。 

PARP は塩基除去修復経路に重要な役割を
果たすことがよく知られているが、近年 DSB
の修復においても、Ku 複合体依存的 NHEJ
を抑制することにより HR を促進すること、
Ku 複合体に依存しない代替的 NHEJ に要求
されることが示されている。上記の研究結果
より、RecQL4 もこの過程に関連して機能す
るものと考えられる。 

 

 
さらに、質量分析を用いて RecQL4 と相互

作用するタンパク質の同定を試みた。その結
果、紫外線損傷修復因子である DDB1 などの
DNA 損傷応答関連タンパク質、転写関連タン

パク質、タンパク質リン酸化酵素やタンパク
質脱アセチル化酵素のようなタンパク質翻
訳後修飾酵素の他、様々なユビキチンリガー
ゼ（E3）や SUMO E3 リガーゼが RecQL4 と
相互作用することが見出された。したがって、
ユビキチン化や SUMO 化などの修飾が
RecQL4 の機能を制御している可能性が考え
られた。今後、これらのタンパク質と RecQL4
の連携についてさらに解析を進めていく予
定である。 
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