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研究成果の概要（和文）：何らかの原因により転写に問題が生じた場合に、RECQL5はRNAポリメラーゼを除去す
ることによりゲノムの安定維持に寄与している可能性が示唆された。また、アルデヒドによるDNAの傷害の修復
に関与することが明らかになった。
　一方、RecQヘリカーゼ関連タンパク質、WRNIP1の機能の解析では、WRNIP1は損傷乗り越え合成を行うDNAポリ
メラーゼη（Polη）の上流で機能し、UVによるDNA損傷があると損傷がPolηの経路で処理されるように制御し
ているが、両者が存在しない時にはPolδとPrimPolが機能する経路がある可能性を示し、WRNIP1がPrimPolの発
現を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The results obtained in this study suggested that RECQL5 removes stacked RNA
 polymerase to avoid generation of DNA lesions. In addition, RECQL5 plays role in the process to 
deal with DNA lesions induced by aldehydes. In the case of RecQ helicase related protein, WRNIP1, it
 was suggested that WRNIP1 functions to regulate the translesion DNA polymerase, DNA polymerase η, 
and that when both protein are absent, a novel pathway involving Polδ and PrimPol begins to 
function.  In addition, WRNIP1 controls the expression of PrimPol.

研究分野：分子細胞生物学
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  １版



１. 研究開始当初の背景 

本研究で解析の標的となる RecQL5は RecQ
ファミリーに属するヘリカーゼで、ゲノムの

安定維持に関与すると考えられている。ヒト

の細胞には５つの RecQファミリーヘリカー
ゼが存在し、それらは、RECQL1、ブルーム
症候群原因遺伝子産物（BLM）、ウェルナー
症候群原因遺伝子産物（WRN）、ロスモンド•
トムソン症候群原因遺伝子産物（RTS; 
RECQL4）と RECQL5である。ブルーム症候
群は高発がん性、ウェルナー症候群とロスモ

ンド•トムソン症候群は早老症で知られる遺

伝性疾患で、これらの患者由来の細胞はゲノ

ムの不安定性を示す。申請者は、真核細胞の

DNAヘリケースの研究で世界をリードして
きており、 RECQL1を発見した。その後、
1995年には BLM、1996年にはWRN、1998
年には、RTS（RECQL4）と RECQL5が相次
いで発見され、RECQL1の発見は、その後の
RecQファミリーヘリカーゼの研究が興隆す
る端緒となった。このような背景のもとに、

申請者はこれらの RecQファミリーヘリカー
ゼの機能の解析を精力的に展開してきた。 
  WRNの機能の解析では、WRNが SUMO
化されることを発見し、酵母のモデル系を使
ってその意義を解明した。また、WRN に結
合する新規タンパク質WRNIP1を発見し（① 

）、WRNとの機能的関連を明らかにした。ま
た、WRNIP1の機能の解析では、WRNIP1が
損傷乗り越え合成の過程で、損傷を乗り越え

てDNAを合成するDNAポリメラーゼηの上
流で機能することを示す結果を得た。 
 一方、BLMの機能の解析では、ブルーム症
候群患者由来の細胞で増加する姉妹染色分

体交換（sister chromatid exchange: SCE ）の形
成機構を解明した。また、酵母のモデル系や

動物細胞のモデル細胞を使った解析から、

BLMが複製した DNAの解離や、複製装置が
傷害に遭遇した時に形成される DNAの構造
を解消していることを明らかにした。 
 このように、WRNやBLMの機能の解析は、
我々を含む多くの研究者の研究により大き

く進展した。また、RTS（RECQL4）の機能
の解析も近年急速に進展した。一方、RECQL1
と RECQL5の機能の解析は、上記の３つの
RecQファミリーヘリカーゼの機能の解析と
比べると大幅に遅れていた。 
 我々は、BLM の機能を解析する過程で、

BLMの機能が欠損した時に、RECQL5が部分

的に BLM の機能を代替することを明らか
にし、また、RECQL1、RECQL5 と BLM
三者の機能的関連の解析を行った。 
  一方、Huらにより、Recql5のノック
アウトマウスが作製され、ノックアウト

マウスではがんが多発することから、

Recql5はがん抑制遺伝子として機能して
いることが示唆された。また、彼らは、

生化学的解析により、RECQL5が Rad51
フィラメントを破壊することにより組換

えの初期過程を阻害している可能性を示

唆した。さらに、RECQL5が RNAポリ
メラーゼ IIと結合し、その転写活性を阻
害することや、RECQL5が Rad51に結合
し組換えを抑制することが報告された。

一方我々は、RECQL5が RNAポリメラ
ーゼ IIと結合するために必要な領域を同
定し、RECQL5が RNAポリメラーゼ II
と結合できることが、RECQL5による組
換えの抑制（SCEの抑制）に必要であり、
また、この結合活性とは独立に、RECQL5
の DNAへリカーゼ活性も SCEの抑制に
必要であることを明らかにした（②）。更

に、最近の我々の RECQL5遺伝子破壊細
胞を用いた研究から、RECQL5がシスプ
ラチンなどの DNA架橋剤による傷害の
修復過程で、Rad51フィラメントを破壊
して、不要な組換えを抑制していること、

さらに、免疫グロブリン遺伝子の組換え

産物の詳細な解析から、RECQL5は不正
確な組換えを抑制していることが示唆さ

れた（③）。本研究はこれらの研究成果に

基づき、それをさらに発展させようとす

るものである。 
 
２. 研究の目的 
 高等真核細胞には５つの RecQファミ
リーへリカーゼが存在し、これらはゲノ

ムの安定維持に寄与していると考えられ

ている。本研究では、機能解析が比較的

遅れている RecQ5と RecQへリカーゼ関
連タンパク質、WRNIP1の機能の解明を
行う。これまでの申請者の研究により、

RecQ5がシスプラチンなどの DNA架橋
剤による DNAの傷害の修復過程で、不
要な組換えを抑制していることが明らか

になった。本研究では、DNA架橋剤に誘
導される DNA組換えのどの過程に



RecQ5が機能するかを解析するとともに、
RecQ5の機能の一つとして報告されている
転写の抑制と組換えとの関連を解明するこ

とを目的にする。DNA架橋剤による DNA
の傷害の修復過程で主要な役割をする

Fanconi anemia (FA:ファンコニー貧血) 経
路の原因遺伝子の欠損細胞がアセトアルデ

ヒドに感受性を示すことから、RecQ5 が、
生体内で発生するアセトアルデヒドによる

DNA架橋を処理することにより、ゲノムの
安定性に寄与している可能性を検討する。

以上より、RecQ5の Rad51フィラメント破
壊作用と転写抑制機能がどのように RecQ5
の組換えの抑制に寄与するかを明確にする

ことにより、DNAクロスリンクの修復にお
ける RecQ5の機能を明らかにするととも
に、転写制御と組換えという新たな視点を

提出する。また、内因性アセトアルデヒド

による DNA傷害誘起と RecQ5によるその
処理を明らかにすることにより、RECQ5の
がん抑制遺伝子としての役割を明確にする

ことを目的とする。 
 また、RecQヘリカーゼ関連タンパク質
であるWRNIP1の機能の解析の過程で前述
したように、WRNIP1が損傷乗り越え合成の
過程で、損傷を乗り越えて DNAを合成する
DNAポリメラーゼη（Polη）の上流で機能す
ることを示す結果を得たことから、WRNIP1
の DNA傷害の修復あるいは傷害の回避に
おける機能を明らかにすることを目的にし

た。 
 

３. 研究の方法 

(1) 細胞株と細胞培養 
ニワトリ Bリンパ球由来 DT40細胞を親株に
して様々な遺伝子破壊細胞株を作製して用

いた。また、ヒト由来の細胞としては 293E
細胞を用いた。ヒト細胞を用いて遺伝子発現

を抑制する場合には、siRNAを用い、遺伝子
を破壊する場合には、CRISPR/Cas9 systemを
用いた。 
 
(2) 増殖能と薬剤感受性の測定 
細胞浮遊液を１日ごとに回収し、マイクロビ

ーズと混合し、フローサイトメーターで、マ

イクロビーズ当たりの生細胞数を計測する

ことにより増殖曲線を作成した。薬剤感受性

試験では、薬剤処理後、所定の時間後に細胞

を回収し、生細胞数を計測するか、細胞を

播種してコロニー形成率を測定した。また、

突然変異は、6-チオグアニン耐性コロニー
の出現率で測定した。 
 
(3) WRNIP1と Polη及び、RAD52との結合
の検出 
293細胞に FLAGタグの付いたWRNIP1と
Polηあるいは RAD52を過剰発現させ、そ
の細胞抽出液を用いて、抗 FLAG抗体で免
疫沈降することにより検出した。 
 
(4) 免疫グロブリン遺伝子変換
（immunoglobulin gene conversion; IgGC） 
IgGCでは、V geneの上流に存在する 25個
の pseudo Vをドナーテンプレートとして
使用して V geneと相同組換えにより組換
えを起こすことで、抗体の多様性を生み出

している。本研究で使用した DT40細胞の
免疫グロブリン軽鎖の V領域にはフレー
ムシフト変異が入っているため、表面 IgM
（sIgM）を細胞表面に発現できない。IgGC
によりこのフレームシフト変異が除かれ

ると sIgMが発現することから、sIgM陽性
細胞をフローサイトメトリーにより測定

することにより、IgGCの頻度を測定した。 
 

４. 研究成果 

(1) RECQL5 の機能の解析 

RECQL5遺伝子破壊株や他の遺伝子との二

重遺伝子破壊株を作製して解析すること

により、これまでに RECQL5遺伝子破壊細

胞は、シスプラチンやマイトマイシン C

（MMC）などの DNAクロスリンク剤に感

受性であることを見いだし、遺伝学的解析

により RECQL5 は、DNA 傷害チェックポ

イントで働く RAD17 や 、DNA クロスリ

ンク修復に働くファンコニー貧血（FANC）

経路の C 群タンパク質（FANCC）とは別

経路で、BRACA2とは同一経路で働くこと

が明らかになった。さらに、RECQL5 と

BRACA2、RAD54との機能的関連を、それ

ぞれの遺伝子単独破壊株と二重遺伝子破

壊株を用いて、クロスリンク剤に対する感



受性や Rad51foci の形成と消失を調べること

により、RECQL5 は DNA 組換えにおいて

BRCA2 の下流で機能し、それは Rad51 フィ

ラメントの形成以降の過程であることが判

明した。また、Rad51foci の消失が RECQL5/ 

RAD54二重遺伝子破壊株では、それぞれの遺

伝子の単独破壊株より遅れることが観察さ

れた。一方、Rad51 に結合できない RECQL5

を発現させた実験から、RECQL5の機能の発

現には、Rad51 に結合できることが必要であ

ることがわかった。以上の結果とこれまでに

報告されている結果を考え合わせ、RECQL5

は、２つある Rad51フィラメントの一つが相

同性をもつ DNA 鎖に侵入して組換えが始ま

ると、もう一つの Rad51フィラメントを破壊

することにより、不適切な組換えを抑制して

いるというモデルを提出した。 

 本研究では、まず転写と組換えにおける

RECQL5の役割の解析を行った。RNAポリメ

ラーゼの進行を阻害して転写を抑制する

5,6-dichloro-1-β -D-ribofuranosylbenzimidazole 

(DRB)に対するRECQL5遺伝子破壊株の感受

性を調べたところ、RECQL5遺伝子破壊株は野

生株に比べ高い感受性を示した。この結果は、

転写の途中でフリーズしたRNAポリメラーゼ

をRECQL5が除去している可能性を示唆して

いる。一方、トリコスタチンにより、ヒスト

ン脱アセチル化酵素を阻害することにより、

転写を活性化すると、RECQL5遺伝子破壊株で

は、免疫グロブリン遺伝子の組換頻度が上昇

することが判明した。この結果は、転写複合

体とDNA複製複合体が遭遇した際に、

RECQL5が存在しないと、転写複合体が除去

できないためDNA傷害が起きて組換えが誘導

され、さらに不正確な組換えが抑制できない

ために、組換え頻度が上昇した可能性を示唆

している。 

 次に、アルデヒドにより生成するDNA傷害

の修復にRECQL5が関与する可能性を検討し

た。RECQL5遺伝子破壊株のアセトアルデヒド、

ホルムアルデヒド、パラホルムアルデヒド

に対する感受性を調べたところ、RECQL5

遺伝子破壊株は、これら全てのアルデヒド

に対して野生株に比べ高い感受性を示した。

エチルアルコールは細胞内で代謝されアセ

トアルデヒドになるが、RECQL5遺伝子破

壊株はエチルアルコールに対しても高い感

受性を示した。これらの結果は、生体内で

生じるアルデヒドによって形成される

DNAの傷害の修復にRECQL5が関与するこ

とを示している。どのようにアルデヒド類

によるDNA傷害にRECQL5が関与するかを

詳細に検討することが今後の課題である。 

 

(2) WRNIP1の機能の解析 

WRNIP1 は、Two-hybrid法によりWRN と

相互作用するタンパク質として我々が発

見したタンパク質で、大腸菌からヒトに至

るまで高度に保存されている。WRNIP1は、

AAA+ ATPase ファミリーに属するタンパ

ク質で、その分子内にはユビキチンと結合

し、WRNIP1 のユビキチン化にも必要な

Ubiquitin binding zinc-finger (UBZ)ドメイン、

ATP結合に関与する Waker A、Bモチーフ、

Leucine zipperドメインを有する。我々は、

これまでの研究で、WRNIP1がレーザー照

射部位に集積し、その集積にはWRNIP1の

UBZ ドメインと多量体化に関与する

Leucine zipper が必要であることを明らか

にした。また、酵母を使った遺伝学的研究

や、精製酵素タンパク質を使った研究から、

WRNIP1はDNA複製酵素であるDNAポリ

メラーゼ δ（Polδ）と機能的な関連をもち、

物理的に結合し、その活性を促進すること

を示した。さらに、Polδのクランプとして

機能する PCNA を DNA 傷害時にユビキチ

ン化する RAD18 と結合し、DNA 上で

RAD18と置き換わることを明らかにした。 

 本研究では、損傷乗り越え合成に関与す

る Polηとの機能的関連を解析し、WRNIP1



が Polηと結合することを示し、遺伝子破壊細

胞を使った遺伝学的解析から、WRNIP1 が

Polη の上流で機能し、DNA 損傷があると複

製酵素である Polδ を Polη に置き換える可能

性を示唆した。さらに、シクロブタンダイマ

ー（CPD）の消失速度、DNA複製フォークの

進行、突然変異の出現頻度等を調べることに

より、WRNIP1 は Polη の上流で機能して、

UV による DNA 損傷があると損傷が Polη の

経路で処理されるように制御しているが、

WRNIP1がなくなると、誤りがちな損傷乗り

越えポリメラーゼを使わない未知の経路で、

損傷が処理されることが示唆された。この

WRNIP1とPolηが存在しない時に作動する未

知の経路として、Polδ が CPD を乗り越え、

PrimPolがその後を引き継ぎ、再び Polδ が引

き継ぐという仮説をたて、WRNIP1と PrimPol

の機能的関連を解析した。その結果、WRNIP1

と PrimPol が結合するという結果を得た。ま

た、WRNIP1 の発現を抑制すると PrimPol の

量が増加し、WRNIP1 の過剰発現で PrimPol

の量が減少すること、PrimPol の減少はプロ

テアソームを介するタンパク質分解が関与

することが明らかになった。これらの結果は、

WRNIP1 と Polη の両者が存在しない時に、

Polη の代わりに PrimPol が機能するという

我々の仮説を支持するものである。  

 早老症 Werner 症候群の原因遺伝子産物

WRN は、WRNIP1 だけでなく、DNA 複製、

DNA 修復に関わる様々なタンパク質と結合

することが報告されている。我々は、WRN

と結合するタンパク質の中で RAD52 に着目

した。出芽酵母からヒトに至るまで保存され

ている RAD52は、出芽酵母において DNA修

復機構の１つである相同組換えに必須であ

ることが明らかにされているが、高等真核細

胞ではその機能の解析はほとんど進んでい

ない。そこで、WRNIP1 と RAD52 の機能的

関連の解析も試みた。 

WRNIP1過剰発現細胞を用いて免疫沈降法

を行い、WRNIP1 と RAD52 の結合を調べ

たところ、両者が結合することが判明した。

WRNIP1/RAD52二重破壊株の細胞増殖能を

調べると、二重破壊株では若干の細胞増殖

の低下が観察され、WRNIP1 と RAD52 が

正常な細胞増殖に必要であることが示唆

された。次に、WS 細胞が活性酸素の一種

である過酸化水素に対して耐性を示すと

いう報告があることから、過酸化水素に対

する感受性を解析したところ、RAD52破壊

株は野生株に比べ過酸化水素に対して感

受性を示し、WRNIP1 破壊株も感受性であ

った。一方、二重破壊株ではその感受性が

若干抑制されていた。したがって、過酸化

水素による傷害の処理において WRNIP1

と RAD52 の両者が欠損すると、新たな修

復系が作動する可能性が示唆された。 
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