
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３８０２

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

ＤＮＡ複製開始制御における新規機構の解析

Analysis of novel mechanism for regulation of DNA replication start

２０３３６６７１研究者番号：

丹伊田　浩行（Niida, Hiroyuki）

浜松医科大学・医学部・准教授

研究期間：

２４３９００７２

平成 年 月 日現在２８   ６   ６

円    14,400,000

研究成果の概要（和文）：HBO1は細胞周期の促進因子であるがDNAダメージ下においての制御機構は良く解っていなか
った。我々は細胞周期を抑制するためにDNAダメージ後、HBO1が分解されることを証明した。HBO1 Ser50/53はUV照射後
ATM/ATRによりリン酸化され、CRL4/DDB2によりユビキチン化される。Ser50/53をアラニンに変異させたHBO1変異体はUV
照射後、ヒストンH3 Lys14のアセチル化を維持し、細胞周期制御を失わせた。これらの結果はHBO1がDNAダメージチェ
ックポイントの標的であり、ユビキチン依存的HBO1分解はUVに対する生存率に寄与することを示していた。

研究成果の概要（英文）：HBO1 plays positive regulation for cell proliferation under unperturbed 
condition, whether there is regulation mechanism of HBO1 under DNA damage is poorly understood. We 
demonstrated that HBO1 was degraded after DNA damage to suppress cell proliferation. Ser50 and Ser53 of 
HBO1 were ATM and ATR-dependently phosphorylated after UV treatment. ATM/ATR-dependent phosphorylated 
HBO1 preferentially interacted with DDB2 and was ubiquitylated by CRL4DDB2. Replacement of endogenous 
HBO1 to Ser50/53Ala mutants maintained acetylation of histone H3K14 and impaired cell cycle regulation in 
response to UV. These results indicated that HBO1 is one of the targets by DNA damage checkpoint. These 
results show that ubiquitin-dependent control of HBO1 protein contributes to cell survival toward UV 
irradiation.

研究分野：細胞周期
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１．研究開始当初の背景 
細胞が増殖するにあたり、一回の分裂に
つき正確に一度だけ全DNA領域を複製し
なければならない。哺乳動物細胞は短時
間に長大な DNA を複製する為に、多くの
複製起点から DNA 合成を開始する。DNA
に損傷を生じた時には複製起点からの
発火を抑制する必要があるが、その機構
の詳細に付いては良く解っていない。ア
フリカツメガエルの実験系を用いた研
究から、真核生物の複製開始には複製開
始領域へライセンス化された複製酵素
を含む一連の因子が集合しDNA合成を開
始することが明らかにされている。
pre-RC の形成においては、Cdc6 と Cdt1
に依存して複製起点にMcm複合体がロー
ドされる。最近この Mcm 複合体のローデ
ィングを促す因子としてヒストンアセ
チルトランスフェラーゼ、HBO1 が同定さ
れた(Miotto B and Struhl K, Genes &
Development. 2008)。HBO1 のこの機能は
特に癌細胞で顕著であるが、細胞内で
HBO1 が如何に制御されているのかは不
明である。
２．研究の目的 
複製開始機構を調節する因子として
HBO1 に着目し、DNA 損傷や阻害に際して
HBO1 が ATM/ATR 依存的なリン酸化修飾
を受けていることを見出した。このリン
酸化は HBO1 活性を負に制御しているこ
とが推測され、本研究でこの分子機構を
明らかにすることは Pre-RC 形成機構の
理解に重要と考えている。
３．研究の方法
HBO1 の ATM/ATR 依存的リン酸化を阻害
した時に pre-RC 形成が抑制されるかを
明らかにする。また、この pre-RC 形成
抑制機構が如何なる仕組みを伴って実
行されるのか、分子的作用機序について
HBO1 リン酸化部位変異体を細胞内に発
現させることで検討を進める。さらにこ
の機構が阻害された場合に、細胞内の
DNA 安定性の維持が損なわれるかを検討、
癌細胞と正常細胞においてこの機構へ
の依存度を比較し、発癌との関係に迫る。
４．研究成果
HBO1 は複製起点に pre-RC 複合体形成を
促すヒストンアセチルトランスフェラ
ーゼである。Pre-RC 形成は MCM2-7 複合
体のローディングをもって完了する。
HBO1 は CDT1 依存的に複製起点周辺のヒ
ストン H4 をアセチル化し、クロマチン
構造を変換する。一方、ヒストン H3 の
アセチル化の意義については明らかに
なっていなかった。HBO1 は平常、細胞周
期の促進因子であるが、DNA ダメージ下
においての制御機構は良く解っていな
かった。我々は細胞周期を抑制するため
に DNA ダメージ後、HBO1 が分解されるこ
とを証明した。HBO1 Ser50/53 は UV 照射

後チェックポイントタンパクである ATM/ATR
によりリン酸化された（図１）

このリン酸化された HBO1 は速やかにユビキ
チン化される事が明らかになった。（図２）。

我々は HBO1 と結合し複製起点にリクルート
する CDT1 が UV 照射後に CUL4/CDT2 により分
解されること、また UV 照射後に CUL4/DDB2
が活性化することから基質認識サブユニッ
トについて CDT2 と DDB2 を候補とし細胞内に
おいてユビキチン化アッセイを行った。する
と HBO1 は CRL4/DDB2 によりユビキチン化さ
れることがわかった（図３）。この DDB2 にお
ける作用が内在性の HBO1 分解においても見
られるか、内在性 DDB2 をノックダウンした
細胞で UV 照射後の HBO1 のユビキチン化を検
討すると DDB2 ノックダウン細胞内の HBO1 は
ユビキチン化が抑えられていた（図４）。



 

 

Ser50/53 をアラニンに変異させた HBO1
変異体は UV 照射後、ヒストン H3 Lys14
のアセチル化を維持し、細胞周期制御を
失わせた（図５、６）。

これらの結果は HBO1 が DNA ダメージチ

ェックポイントの標的であり、ユビキチン依
存的 HBO1 分解は UV に対する生存率に寄与す
ることを示していた。
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