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研究成果の概要（和文）：細胞周期を通して、BRCA1 の蛋白複合体を網羅的に解析した。HERC2

が S 期特異的に BRCA1 と結合し、分裂期では BRCA1 から迅速解離する現象を見出した。HERC2

は BRCA1のユビキチンリガーゼで、BARD1から離脱した BRCA1を不安定させると同時に、pre-RC

複合体の MCM 蛋白質の活性化を誘発し、異常複製開始点を発火させる。HERC2 は Claspin とと

もに複製フォークの進行や安定を制御し、最終的に G2/M チェックポイント応答に機能する。

HERC2は BRCA1が司っている細胞周期の G2/Mチェックポイント制御機構には重要な役割を担い、

BRCA1の細胞周期調節機構には必須因子であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：BRCA1 complex was comprehensively analyzed through the cell cycle. 

HERC2 specifically interacts with BRCA1. The interaction is maximal during the S phase 

of  the cell cycle, and rapidly diminishes as cells enter mitosis. HERC2 is an E3 ligase 

to target the BARD1-uncoupled BRCA1 for degradation, to regulate BRCA1 stability. 

Concomitantly, HERC2 contributes to pre-replicative complex (pre-RC) formation and 

activation by the inducible phosphorylation of MCM protein and results in regulation of 

origin firing and replication. HERC2 plays a role in replication fork progression and 

stabilization with Claspin, to be involved in the G2/M checkpoint. The study elucidated 

HERC2 plays critical roles in BRCA1-mediated G2/M checkpoint.  
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１．研究開始当初の背景：BRCA1癌抑制遺伝

子で、ゲノムの安定性を制御し、癌抑制経

路におけるハブ蛋白質と位置づけられてい

る。BRCA1はBARD1とRINGヘテロダイマーを
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形成し、ユビキチンリガーゼ活性を有する。

その癌抑制のメカニズムはまだ解明されて

いない。BRCA1の癌抑制機構を解明するため、

基質同定が盛んに行われてきたが、いずれ

にしても癌抑制機構解明には直接結びつく

ことができない。他方、BRCA1は細胞周期の

G1期からS期への移行時に発現のピークが

認められるほか、DNA損傷時の細胞周期のチ

ェックポイント機構としても認識され、細

胞周期の制御には不可欠とされている。し

かし、その細胞周期制御の分子機構は依然

分かっていない。BRCA1の癌抑制機構の解明

には、細胞周期制御においてBRCA1自身が果

たしている役割を明らかにすることが必要

である。細胞周期ことでBRCA1の結合蛋白を

網羅的に解析するのが有効な手段であると

考えた。 
 
２．研究の目的：本研究の目的としては、B

RCA1の細胞周期制御の分子機構を明らかに

し、BRCA1の癌抑制機構を含めた新規な生命

現象に更なる認識を目指す。具体的には、

細胞周期特異的にBRCA1と結合する蛋白質

を明らかにし、その蛋白質がBRCA1のユビキ

チンリガーゼ活性やユビキチン化修飾など

との相関関係を明らかにすることで、BRCA

1の癌抑制メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
細胞周期特異的なBRCA1結合タンパク質の 

同定について 

(1) 培 養 細 胞 (HeLa 、 T47D) を Double 

Thymidine 法または Thymidine-Nocodazole

法にて同調し、各細胞周期の細胞を回収、

抗 BRCA1抗体を用いて、免疫沈降を行った。

免疫沈降複合体を質量分析にて解析した。 

(2)質量分析の結果を更に免疫沈降、ウェス

タンブロットで再検証した。 

(3)蛍光免疫染色法を用いて、細胞周期こと

で BRCA1との共局在を検討した。 

 HERC2蛋白が S期特異的に BRCA1と結合し、

分裂期では BRCA1から迅速解離することを同

定した。 

機能解析について 

①結合ドメイン解析： HERC2のフラグメン

トを作成し、BRCA1との結合サイトを検討し

た。 

②ユビキチン修飾の検討： HERC2はユビキ

チンリガーゼの構造特性を有することから、

そのユビキチンリガーゼ活性を in vitroと 

in vivoユビキチンアッセイで検証した。in 

vitroと in vivoユビキチンアッセイを用い

て、BRCA1が HERC2によってユビキチン化さ

れるかどうかを検証し、HERC2がＢＲＣＡ１

のユビキチンリガーゼ活性に及ぼす影響も

検討した。 

③細胞周期に及ぼす影響の検討:  siRNA を

用いて、HERC2をノックダウンし、細胞同調

してから、細胞周期進行をフローサイトメ

トリー（FACS）で検討した。HERC2をノック

ダウンしてから、細胞周期における BRCA1

の発現状況 

ウェスタンブロットで検討した。また、

BRCA1 が制御するチェックポイント機構を

検討するため、放射線照射による G2/Mチェ

ックポイント誘導、細胞周期停止を

HistonH3（ser10）抗体を用いて PI と 2 重

染色し、FACS で検討した。更に S 期に及ぼ

す 影 響 を 検 討 す る た め 、 BrdU/IdU 

Dual-Color DNA ラベリング/DNAファイバー

伸展技術を用いて、S期複製フォークの進行

および安定を検討した。 
 
４．研究成果 
 HERC2 蛋白が S 期特異的に BRCA1 と結合し、
分裂期では BRCA1から迅速解離することを同
定した。 
 HERC2は HECTと RLDドメインを持ち、ユビ

キチンリガーゼの構造特性を有する。この構

造特性から、HERC2はユビキチンリガーゼ E3

活性を有し、その活性はユビキチン結合部位

である４７６２番目のアミノ酸システイン

に依存すること、また、HERC2 は核と細胞質

間のシャトルタンパク質であることを明ら

かにした。 

 HERC2の HECTドメインは BRCA1の分解領域

とダイレクトで結合する。HERC2 は BARD1 と

ヘテロダイマーを形成していない BRCA1をユ

ビキチン化する。BARD1 の過剰発現は HERC2

による BRCA1のユビキチン化を弱める。HERC2

は BRCA1/BARD1ヘテロダイマーのユビキチン

リガーゼ活性を直接影響しない。 

 BRCA1は S期 foci形成する。HERC2は S期

特異的に BRCA1と共局在する。HERC2は BARD1

から離脱した BRCA1と結合して、それをユビ  

 

  

 

 

              

 

           

 

          図ー１ 

 



 

 

キチン化させ、分解する。HERC2は BARD1か 

ら離脱した BRCA1を不安定させることによっ

て、G2/Mチェックポイント機構を機能停止状

態にする役割を果たしている。 

  HERC2 は BRCA1 が司っている細胞周期の

G2/M チェックポイント制御機構には重要な

役割を担い、BRCA1 の細胞周期調節機構には

必須因子である（図ー１）。 

 HERC2 は BRCA1 の結合蛋白でもある

Claspin と複合体を形成する。BRCA１の機能

不全が Claspinの蛋白質分解を誘導し、G2/M

チェックポイント応答不能を引き起こすこ

とに対して、HERC2 蛋白を除却することによ

って、Claspinが安定され、G2/Mチェックポ

イント応答が回復する。 

 HERC2は PCNA、TopBp1および MCM7など複数

の複製因子とも共局在し、複製フォークに局

在する。 

 Claspin の機能不全時、複製フォークが不

安定となり、複製も停止状態に陥る。siRNA

技術を用いた解析結果では、HERC2 蛋白は

Claspin の複製フォーク進行障害誘発や複製

フォークの不安定化誘導に働き、pre-RC複合

体の MCM蛋白質の活性化を制御することによ

って、異常複製開始点の発火制御に機能して

いることを明らかにした（図ー２）。HERC2は

Claspin とともに複製フォークの進行や安定

を制御する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
        図ー２ 
  本研究では HERC2が BRCA1の細胞周期調節

機構に必須因子であることを明らかにした。 
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