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研究成果の概要（和文）：本研究では、早老症原因遺伝子産物 RecQL4 の高等真核細胞内での機

能と動態を理解することを目的とし、生化学的手法や培養細胞を利用した解析をおこなった。

その結果、1)RecQL4 が DNA 損傷部位へ速やかに移行すること、2)DNA 損傷応答関連タンパク質

のほか、種々のタンパク質翻訳後修飾酵素が RecQL4 と相互作用すること、3)RecQL4 に高等真

核細胞の生存に必須な領域と DNA 損傷に対応するための領域が共存していること、が示された。     
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to understand the function and behavior 
of RecQL4, a product of a gene mutated in a progeria syndrome, in higher eukaryotic cells. 
Cell-biological or biochemical analyses of RecQL4 revealed that 1) RecQL4 is promptly 
translocated onto a site of DNA lesions, 2) RecQL4 interacts with numbers of 
post-translational modification enzymes, as well as proteins relevant to recognition and 
repair of DNA lesions, and 3) RecQL4 possesses domains for viability of higher eukaryotic 
cells and for coping with DNA damages in separate regions. 
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１．研究開始当初の背景 
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クロマチン構造
の変換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
胞周期の特定の時期に脆弱な状態におかれ
る DNA を特に保護・監視し、問題が有ればそ
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れを迅速に取り除く特別なメカニズムが細
胞に備えられていると推測される。遺伝子構
造安定性維持への関与が強く示唆されてい
る RecQ ファミリーDNA ヘリカーゼ (RecQ ヘ
リカーゼ) のひとつである RecQL4 は、DNA 複
製開始に必須なタンパク質であるうえ相同
組換え修復への関与も示唆されており、DNA
複製と DNA修復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。 
Rothmund-Thomson 症候群（RTS）は多形皮

膚萎縮症や骨形成異常のほか、若年性白内障
などの早期老化症状、高頻度の骨肉腫の発症
などを特徴とする常染色体劣性遺伝病であ
る。1999 年、Kitao らにより RecQL4 の変異
がこの遺伝病の原因となることが報告され
た。その後、RecQL4 が DNA 複製開始の過程に
必須の役割を果たすことが確認されたが、こ
のような細胞増殖に不可欠の機能が遺伝病
の原因となることは考え難いうえ、RTS の原
因となる RecQL4 の変異点が DNA 複製開始に
必須と予想された領域とは異なる領域に位
置しているため、RecQL4 には DNA 複製開始以
外の場面でも何らかの役割を果たしており、
その異常がRTSをもたらすのではないかと考
えられている。しかしながら、研究開始時に
は RecQL4 の DNA 複製開始以外の機能として
は DNA 組換え修復で中心的な働きをする
Rad51 や種々の修復経路で機能する poly 
(ADP-ribose) polymerase との相互作用など
が断片的に記述されているのみであり、RTS
の病態に関わる RecQL4 の機能についての理
解はほとんど進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、DNA 複製をはじめとした細胞

周期の諸段階と遺伝子構造安定性維持機構
の分子的な連携を探り、その中での RecQL4
の機能を分子レベルで解明することを目標
とした。 
より具体的には、DNA 複製開始への役割な

ど細胞の生存に必須な RecQL4 の機能・動態
と、RTS の病態に関わると推測される機能・
動態とを詳細に記述するとともに、これらの
連携（なぜ同じタンパク質がこれらの機能を
同時に保持する必要があったのか、また、こ
れらの機能が関わる過程が細胞内でどのよ
うに絡み合っているのか）について明快に提
示することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト RecQL4の N末側に緑色蛍光タンパク
質  (GFP) が 融 合 し た タ ン パ ク 質 
(C1-RecQL4)、もしくは、ヒト RecQL4 の C
末 側 に GFP が 融 合 し たタ ン パ ク質 
(N1-RecQL4) を発現するプラスミドをそ
れぞれ作製し、HeLa 細胞に導入することに
より、GFP 融合 RecQL4 を一過性に発現させ

た。この細胞を用いて、細胞核内の任意の
領域に 405 nm 波長のレーザーを照射する
ことで、局所的に DNAの損傷を引き起こし、
この部位への蛍光タンパク質 (RecQL4) 
の集積を確認した。この蛍光の集積を指標
に種々の解析をおこなった。 

 
(2)RecQL4 と相互作用するタンパク質を同定
するため、Flag タグを融合した RecQL4 を
安定に発現するヒト 293 細胞を樹立した。
作製した RecQL4 安定発現株より細胞抽出
液を作製し、抗 Flag 抗体を用いて免疫沈
降した。ブレオマイシン処理もしくは紫外
線照射したのちに、細胞抽出液を得たサン
プルも調製し、無処理時の条件と比較・検
討した。得られたサンプルを SDS-ポリアク
リルアミドゲル電気泳動により展開した
後、銀染色をおこなった。また、コントロ
ールとしてベクターのみを導入した細胞
を作製し、これを用いて同様に免疫沈降を
おこなった。 

 
(3)ニワトリ B細胞由来 DT40細胞株は高等真
核生物由来の細胞株でありながら、標的遺
伝子破壊を比較的容易におこなうことが
できる細胞株である。この細胞株を用いて
RecQL4 条件欠損株を樹立した上で、致死性
や各種 DNA 傷害処理への感受性について検
討をおこなった。 

 
４．研究成果 
(1)レーザー照射により誘発された DNA 損傷
部位への RecQL4 の集積について解析した。
GFP 融合 RecQL4 を発現させた HeLa 細胞核
にレーザーを照射し、核内の特定の領域に
DNA 損傷を与えたところ、照射部位への
RecQL4 の速やかな集積が観察された。この
とき、RecQL4 の N 末端、C末端のいずれに
GFP を融合させた場合でも、同様の挙動で
RecQL4が DNA損傷部位へ集積することが確
認された。 

 レーザーを細胞核に照射すると、DNA 一本
鎖切断、二本鎖切断、塩基損傷など様々な
DNA 損傷が誘発されることが知られている。
そこで、RecQL4 がどのような DNA損傷へ集
積しているのか検討した。ブロモデオキシ
ウリジン (BrdU) を DNA に取り込ませた細
胞では、レーザー照射により誘発される
DNA 二本鎖切断の生成が促進するため、細
胞を BrdU で処理した後に、RecQL4 が損傷
部位へ集積する様子を観察した。その結果、
BrdU 処理した細胞では集積する RecQL4 の
量が顕著に増加した。この結果より、RecQL4
が DNA 二本鎖切断部位へ集積することが示
唆された (図 1)。 
RecQL4 は poly-(ADP-ribose) polymerase 1 
(Parp-1) と相互作用することが報告され



ている。また、XRCC1 や DNA ポリメラーゼ
βなどの DNA 修復に関わるいくつかのタン
パク質は Parp-1 依存的にレーザー照射部
位へ集積することが知られる。そこで、
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する
ため、Parp-1 阻害剤である 1,5-ジヒドロキ
シイソキノリン (DIQ) を処理した細胞を
用いてレーザー照射後の RecQL4 の挙動を
観察した。その結果、DIQ 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 依存的にレーザー照射部
位へ集積すると考えられた。 
さらに、レーザー照射部位への集積に必要
な領域を絞り込むため、RecQL4 を N末端側
領域、中央領域、C 末端側領域の 3 つに分
け、同様の解析をおこなった。その結果、N
末端側領域が全長型 RecQL4 と同様の挙動
を示した。したがって、N 末端側のドメイ
ンが DNA 損傷部位への集積に重要な役割を
果たすと考えられた。 
 

(2)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。Flag タグを融
合させたRecQL4を安定に発現するヒト293
細胞を樹立し、細胞抽出液より抗 Flag 抗
体による免疫沈降をおこなった。これによ
り得られた沈降画分に含まれるタンパク
質を、質量分析計を用いて分析した。その
結果、様々な DNA 損傷の認識や修復に関わ
る種々のタンパク質のほか、ユビキチンリ
ガーゼ（E3）や SUMO E3 リガーゼなど、い
くつかの翻訳後修飾酵素と RecQL4 との相
互作用が見出された。これらの相互作用は、
細胞抽出液の調製前に DNA 損傷処理をした
か否かにかかわらず同様に見られた。この
とき用いた細胞では、内在性 RecQL4 に加

えてFLAG-融合RecQL4が発現している状態
であるため、RecQL4 が過剰に発現されてい
ることにより、相互作用タンパク質の結合
状態も十分に調節されなくなっているの
かもしれない。 
これらの相互作用タンパク質の一部につ
いて、免疫沈降法とイムノブロッティング
を組み合わせた確認もおこない、RecQL4 と
これらのタンパク質の相互作用が細胞内
においても見られることが示唆された。こ
れらの結果より、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。 
 

(3)細胞生物学的解析の手段として内在性の
RECQL4 遺伝子を破壊したニワトリ DT40 細
胞株を樹立した。この細胞株の樹立に際し、
遺伝子組換えにより細胞内でヒト RecQL4
タンパク質を発現するよう操作したが、こ
のヒト RecQL4 の発現を停止すると同細胞
株は致死となった。この結果により、RecQL4
が確かに生存に必須なタンパク質であるこ
とが、高等真核生物の細胞レベルで明確に
示された。 
この致死性の回避にはヒト RecQL4 の全長
が必要とされているわけではなく、N 末端
側 496 アミノ酸のみで抑えることが可能で
あった。RecQL4 の N末端側領域は出芽酵母
のDNA複製に必須なタンパク質であるSld2
に相同性を有することが知られており、同
領域が DNA 複製に必須な役割を果たすこと
が予測されていた。本結果は、RecQL4 のＮ
末端側領域が高等真核細胞においても生存
に必須な作用を持つことをはじめて実験的
に提示したものである。 
ここまでに得られた DT40 RECQL4 欠損細胞
株を用いて、DNA 障害剤であるヒドロキシ
尿素 (HU)、カンプトテシン (CPT)、4-ニト
ロキノリン-1-酸化物 (4NQO)、メチルメタ
ン ス ル ホ ン 酸  (MMS) 、 エ ト ポ シ ド 
(Etoposide)、シスプラチン (CDDP)、マイ
トマイシン C (MMC) に対する感受性を検討
した。その結果、野生型細胞や RECQL4 欠損
の致死性をヒト RecQL4 の全長で回避し生
育を維持させた細胞に比べて、N 末側領域
のみで生育を維持した細胞では DNA 二本鎖
切断や DNA 架橋剤に対する感受性が高まる
ことが示された (図 2)。 
 
DT40 RECQL4 遺伝子欠損細胞を用いた解析
から、RecQL4の中央領域および C末端側領
域が、DNA 傷害に対する応答・修復反応に
寄与を果たすことが示唆された。RTS では
RecQL4 の中央領域以降に変異がある場合
が多いことから、RTS の原因となる RecQL4
の変異では N末端側の細胞生存に必須な機
能が影響を受けることなく中央部以降の機

図１ BrdU 処理細胞における RecQL4 のレー
ザー照射部位への集積 



能に欠損を持つと考えられる。すなわち、
ヒトRecQL4のN末端側のみで生育を維持し
た RecQL4 欠損細胞株は、RTS 患者細胞を模
した樹立細胞株として、他の遺伝的背景を
同一とする細胞株との比較による詳細な
RecQL4 の細胞生物学的解析を可能にする
ものである。 
一方、培養細胞へのレーザー照射の実験か
ら、RecQL4 の DNA 損傷部位への蓄積にその
N 末側領域が重要な役割を果たしているこ
とが示唆されたため、細胞の生存に必須な
N 末側領域がゲノム構造安定性の維持にも
大きく寄与していると考えられた。 
今後はこれらの新たな知見や本実験で利用
可能になった実験手法や細胞株などの試料
を手がかりとして、RecQL4の機能やこれを
中心とした分子的な連携がさらに明確に示
されることが期待できる。 
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