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研究成果の概要： 
 本研究では、ヒトユビキチンリガーゼHLTFが、出芽酵母Rad5の機能的ホモログであり、PCNA
のポリユビキチン化を介して、複製ポリメラーゼの停止解除を促進することを明らかにした
(PNAS 2008 論文発表)。また、 DNA二本鎖切断の修復の際にUBC13と共役して働くユビキチンリ
ガーゼの一つRNF8の遺伝子破壊DT40株を作製し、その表現型解析を行った。これにより、RNF8
が相同組み替え修復を促進することを明らかにした(Keystone Symposia 2009 学会発表)。 
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１．研究開始当初の背景 
 染色体の転座・欠失などの「染色体再編成: 
gross chromosomal rearrangements (GCRs)」
はヒト癌で非常に頻繁に観察され、癌の根源
的原因である。多くのGCRはDNAの複製時に発
生する。すなわち、酸化DNA損傷やシスプラ
チンによる損傷部位で複製ポリメラーゼが
停止した時に、停止部位で稀にDNA断裂が起
き、その結果、染色体転座・欠失が起こる。
従って、複製停止の解除機構の理解は、効率
的な癌の予防・治療を考える上で重要である。 
 出芽酵母では、DNA複製停止は「 Rad18依存
的乗り越え修復」、「Rad5依存的乗り換え修復」

および、「組み替え依存的修復」によって解除
される。Rad18 及び Rad5 はユビキチンリガ
ーゼであり、それぞれ、DNA ポリメラーゼに
付随する複製促進因子である proliferating 
cell nuclear antigen (PCNA) のリシン164 
(K164) をモノユビキチン化、ポリユビキチ
化することで、DNA複製停止の解除を促進す
る。  
  研究代表者は、永らく不明であったヒト 
Rad5オーソログ SHPRH, HLTF (ユビキチンリ
ガーゼ) を発見した (Motegi et al, 2006)。
また、研究代表者が2007 年5月に移籍し 
た京大グループは、Rad5と共役して働く
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Ubc13 (ユビキチン結合酵素)が、組換え依存
的修復に必須の役割を持つことを発見した 
(Zhao et al, 2007)。 
 
２．研究の目的 
 1.で述べた研究成果を踏まえて、本研究で
は以下の二点を主な研究目的とする。 
1) 新規ヒトユビキチンリガーゼ HLTF の解
析を中心に、高等真核細胞における乗り換え
修復経路の詳細を解明する。 
 
2) Ubc13による組換え依存的修復の制御メカ
ニズムの解析、および下流因子の同定。主に、
Ubc13 と共役して DNA 損傷応答に関与する
と考えられる新規ユビキチンリガーゼ RNF8 
の解析。 
 
３．研究の方法 
1) ヒト大腸癌由来  HCT116 細胞および 
SHPRH, HLTF 欠損マウス由来繊維芽細胞を用
いて、ユビキチンリガーゼ SHPRH, HLTF の
更なる解析を行う。 
 
2) Ubc13と共役して働くユビキチンリガーゼ
RNF8 の遺伝子破壊 DT40 細胞株を樹立し、
それらが相同組換え修復に関与するかを検
討し、解析を行う。 
 
４．研究成果 
1) SHPRH, HLTF の細胞レベルでの機能解析 
ヒト 293T 細胞に MMS (アルキル化剤) 損

傷を与えると、PCNA のポリユビキチン化が観
察される(Motegi, et al, 2006)。SHPRH は、
この PCNAのユビキチン化を介して MMS よる
染色体断裂を抑制する。MMS がどのように 
PCNA のユビキチン化をひきおこすのかをさ
らに検討するため、ヒト 293T 細胞を様々な
薬剤で処理し、PCNA のポリユビキチン化を観
察した。その結果、DNA ポリメラーゼ阻害剤
であるアフィジコリンによっても PCNA のポ
リユビキチン化が誘導されることが分かった
(図1)。 
このことから、 図1 
MMS は DNA  
にアルキル化 
損傷を引き起 
こし、複製 
ポリメラーゼ 
の進行を阻害することによって、PCNA のポリ
ユビキチン化を誘導すると考えられた。 
我々は、ヒト HLTF が第二の Rad5 ホモログ
として機能することを見いだした。図2 に示
すように、ヒト 293T 細胞に SHPRH と HLTF 
の両者を共発現させると、PCNA のポリユビキ
チン化がsynergistic に促進された。このこ
とから、SHPRH と HLTFは、協調的に働くこと
が分かった。 

 図2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、HLTF も SHPRH と同様の障害タイ

プの特異性を持つのかを知るために、HLTF に
対する siRNA を用いてヒト大腸癌由来 
HCT116 細胞の MMS 処理後の細胞生存率、染
色体断裂率を調べた (図 3A, B)。 

 
図 3A                3B 

 
 
 
 
 
 
 

 
HLTF を発現抑制した HTC116 細胞は、MMS に
対する感受性が亢進し、また染色体断裂率の
上昇が見られたことから、HLTF は、SHPRH と
同様に、MMS による DNA のアルキル化損傷に
対する損傷トレランスに関与していると考え
られる。 
 また SHPRH, HLTF を発現抑制した Ramos 
細胞では、イムノグロブリン遺伝子座におけ
る点変異率の上昇が見られた (図 4A)。この
ことは、SHPRH, HLTF は、error-prone な TLS 
ポリメラーゼによる損傷乗り越えと競合 
 
図 4A                4B 
 

 
 
 
 
 
 
 
して機能することを示唆する。また、 相同組
換え効率を測定するレポーターアッセイを用
いて SHPRH, HLTF の発現抑制の影響を調べ
たところ、SHPRH, HLTF に影響はなく、組換
えとは独立に機能することが分かった (図
4B)。このことから、SHPRH, HLTF は、後述す
るユビキチンリガーゼ RNF8 とは機能的に異



なると考えられる。 
 研究代表者は、Myung 研究室所属時に 
SHPRH 欠損マウスを作成した。また、共同研
究として HLTF 欠損マウスを作成した。これ
ら欠損マウスより作製した MEF 細胞では、
MMS 処理後の PCNA のポリユビキチン化、細
胞生存率の低下、及び染色体断裂率の上昇が
見られた (Motegi, et al, PNAS 2008)。 
 
2) Ubc13 と共役して働くユビキチンリガー
ゼ RNF8 の遺伝子破壊 DT40 細胞株の作製
と機能解析 
 「 Rad18依存的乗り越え修復」および「Rad5
依存的乗り換え修復」によって解除されない
複製フォークブロックは、相同組換えによっ
て修復される。京大グループは、脊椎動物 
Ubc13 が、相同組換え修復において重要な役
割を持つことを明らかにした。また、これま
での研究から、 相同組換え修復において
UBC13 と共役して働くユビキチンリガーゼ
の一つとして RNF8、基質の一つとしてヒス
トン H2AX が示唆された。そこで本研究では、
RNF8 遺伝子破壊 DT40 株を作製した (図 
5A, B)。 
 
図 5A 遺伝子破壊ベクターの作製 
 
 
 
 
 
 
 
図 5B サザン法による遺伝子破壊の確認 
 
 
 
 
 
 
 RNF8 遺伝子は DT40 細胞の生存に必須で
はなく、細胞の増殖速度も野生株とほぼ同様
であった。はじめに、RNF8 の DNA 損傷応答
における機能を知るために RNF8 欠損細胞
の各種 DNA 損傷に対する感受性を調べた。
その結果、 RNF8 欠損細胞は、DNA の二本鎖
切断を引き起こすγ線に対して中等度の感
受性の亢進を示し、また、トポイソメラーゼ  
 
図 6A            6B 

I 阻害剤であるカンプトテシンに対して強
い感受性を示した (図 6A, B)。 
 γ線は、直接 DNA 二本鎖切断を引き起こ
し、γ線による切断は、非相同末端結合、お
よび相同組換えによって修復される。これに
対してカンプトテシンは、複製依存的に DNA 
二本鎖切断を引き起こし、主に相同組換えに
よって修復される。従って、RNF8 は、主に
相同組換えによる DNA 二本鎖切断の修復に
貢献していることが強く示唆される。 
 新生 DNA 鎖をアルカリ条件下でスクロー
ス濃度勾配によって分離することで、複製に
伴う新生 DNA 鎖の切断の修復効率を測定す
ることができる。RNF8 欠損細胞では、カン
プトテシンで処理後の新生DNA 鎖の切断の
修復効率が低下していることが観察された 
(図7)。 
 
図 7 (上図,野生株; 下図, RNF8欠損株) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

        Larger DNA --------- smaller DNA 
 
更に、γ線照射部位にポリユビキチン化が集
積することが知られているが、RNF8 欠損細
胞では、このポリユビキチン化の集積が顕著
に減少していた(図 8)。 
今後、更に RNF8 欠損細胞の表現型解析を

行うことにより、RNF8 の相同組換え修復へ
の関与を明らかにする予定である。 

 
図 8 
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