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研究成果の概要（和文）： 
 生体がもつ発がんの防御システムの１つである DNA 損傷応答反応において、ユビキチン化反
応やそれを介したシグナル伝達は極めて重要である。本研究では Cul4/DDB1 ユビキチンリガー
ゼのアダプターとして機能する DDB1 のコンディショナルノックアウト細胞を用いて、DNA 傷害
が生じた時の Cul4/DDB1 ユビキチンリガーゼの破綻による影響を詳細に解析し、細胞の生存に
おいてユビキチンリガーゼとしての機能が必須であることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The Cul4/DDB1 complex is a recently identified culling-RING ubiquitin ligase, which 
regulates DNA repair, DNA replication and transcription.  We analyzed the potential 
functions of DDB1 in the responses to various DNA damaging agents using a conditional 
knockout DT40 cells.  Furthermore, we found that the interaction between DDB1 and Cul4 
is absolutely required for cell viability, suggesting an essential role of DDB1 as a 
component of Cul4/DDB1 ubiquitin E3 ligase. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体がもつ発がんの防御システムである

DNA 損傷応答反応においても、ユビキチン

化反応やそれを介したシグナル伝達の重要

性が明らかにされている。本研究計画で着目

している Cul4/DDB1 ユビキチンリガーゼは、

他の Cullin ファミリーと比較して研究が遅

れていた Cullin4（Cul4）を含む RING 型ユ

ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ で あ り 、 Damaged 

DNA-binding protein 1（DDB1）は、そのア

ダプターとして基質の認識に関わっている。

ここ数年でいくつかの基質が明らかにされ、

ヌクレオチド除去修復の DNA 損傷の認識に

関わる XPC や転写と共役した修復に関わ 

るCSB等のDNA修復タンパク質も基質とな

ることがわかった。しかし、さらに多くの標

的となるタンパク質の存在を示唆するよう
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に、数百もの基質特異的なレセプターと推定

されるタンパク質（DCAF）が存在することが

判明し、その多様な機能が注目されている。

また、その可能性を支持するように、多くの

グループによりその欠損体の多様な表現型

が報告されている。特に、分裂酵母の DDB1
欠損体においては、複製チェックポイントを

介した S期進行の異常、自然突然変異率の上

昇、染色体分配の異常などの表現型が観察さ

れ、遺伝情報の維持においても重要な役割を

担っていることが示唆される。また、高等動

物における DDB1 欠損体に関しては、最近に

なってコンディショナルノックアウトマウ

スが作製され、個体の発生における必須な機

能が明らかになったが、DNA 傷害が生じた時

の DDB1 欠損の影響については、その欠損が

致死となるために十分な解析が行われてい

ないのが現状である。 

 一方で、我々も DDB1 の種間における高度

な保存性に着目し、その機能を明らかにする

ためにニワトリ DT40 細胞を用いてノックア

ウト細胞の作製と解析を行ってきた。驚くべ 

きことに DDB1 の欠損は細胞レベルでも致死

であり、DDB1 が細胞の増殖や生存に必須の機 

能を持つことを明らかにした。現在は、この

必須機能に関する解析と同時に、DNA 損傷応

答における役割について解析を進めていた

ところ、新規の機能を示唆する結果が得られ

ていた。これらの実験結果と数百もの基質が

明らかになっていないレセプターが存在す

ることは、DDB1 の DNA 損傷応答における未知

の機能を示唆しており、それらを解明したい

と考えて本研究計画を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ユビキチンリガーゼのアダプ

ターとして機能する DDB1 のコンディショナ

ルノックアウト細胞を用いて、DNA 傷害が生

じた時の Cul4/DDB1ユビキチンリガーゼの標

的分子やその破綻による影響を解析し、DNA

損傷応答における機能を明らかにすること

を目的とした。 

 
３．研究の方法 
 DDB1 の変異体もしくは分解タグを付加し
た DDB1 発現細胞の単離には、コンディショ
ナル DDB1 ノックアウト DT40 細胞を用いた。
図１で示したように、DDB1 コンディショナル
ノックアウト細胞に、変異型もしくは分解タ
グを付加した DDB1 を MicroPorator MP-100
（エル•エム•エス）を用いてトランスフェク
ションし、薬剤耐性細胞株を単離し、ウェス
タンブロッティングにより、安定発現細胞株
をスクリーニングした。コンディショナルノ

ックアウト細胞内の最初に導入したトラン
スジーンがドキシサイクリンの添加により
発現が抑制されることを利用し、新たに導入
した恒常的に発現する DDB1 の変異の及ぼす
影響について解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 コンディショナルノックアウト細胞を
用いた安定発現細胞株の単離と表現型解析
の概略 
 
４．研究成果 

 DT40 細胞を用いて作製したコンディショ

ナルノックアウト細胞を用いて、DDB1 を欠損

した時の各種 DNA傷害剤に対する感受性や応

答性について検討した。感受性は色素排除法

により解析を行ったが、紫外線、X 線、カン

プトテシン、エトポシド、シスプラチン、過

酸化水素、ヒドロキシウレアのいずれにおい

てもわずかな抵抗性を示し、この指標では信

頼のおける結果が得られないと判断した。そ

こで細胞周期分布の変化に注目して解析を

行ったところ、カンプトテシンやエトポシド

を処理した時に、野生型の DT40 細胞や DDB1

存在下では著しい G2/M 期への蓄積がみられ

たが、DDB1 を欠損させた場合には S期の初期

で遅延または停止していることがわかった。

この結果は、解析が進んでいる紫外線による

DNA 損傷のみならず、二本鎖切断を誘起する

これらの薬剤に対する応答反応への関与を

示唆しており、非常に興味深い。 

 また二本鎖切断が誘起された時にヒスト

ン H2A のバリアントである H2AX がリン酸化

され、さらにユビキチン化を受けることが知

られており非常に注目を集めている。我々は

DSBが生じない紫外線によってもH2AXがリン

酸化されることを見いだして解析を行って

きたが、紫外線によってもリン酸化体である

H2AX がユビキチン化されることを新たに発

見した。さらに興味深いことには、その反応

に DDB1 の関与を示唆する結果を得た。今後

はその結果を注意深く検証するとともに、そ

の反応の意義を明らかにしていきたい。 



 

 

 そして、DDB1 のユビキチンリガーゼとして

の機能の重要性を明らかにするために、まず

立体構造的に DDB1 と Cul4 との相互作用に必

要と考えられるアミノ酸に変異を導入した

各種 DDB1 を作成し、相互作用に重要なアミ

ノ酸を同定した。その変異型 DDB1 を DDB1 コ

ンディショナルノックアウト細胞に導入し、

Cul4/DDB1 ユビキチンリガーゼの基質の量に

ついて調べたところ、DDB1 を欠損した場合と

同様に基質の量が増加し、ユビキチンリガー

ゼとしての機能が失われていると考えられ

た（図 2）。この Cul4 との相互作用が消失し

た DDB1 変異体の表現型の解析を行ったとこ

ろ、この変異体が DDB1 を完全に欠損した場

合と全く同様な表現型を示し、細胞致死に至

ることがわかった（図 3）。したがって、DDB1

の生存に必須な機能がユビキチンリガーゼ

としての機能によることがわかった。 

 
図 2 DDB1 変異によるユビキチンリガーゼの 

 機能消失 

図 3 DDB1 変異の増殖能に及ぼす影響 

 

 これまでにコンディショナルノックアウ
ト細胞を用いて、いくつかの新規の知見を得
ることができたが、この実験系では DDB1 が
消失するまでの時間が長く、間接的な効果を
見ている可能性が否定できないため、短時間
で発現調節の可能な分解誘導による発現抑
制系の導入を試みた。分解タグを付加した

DDB1 を一過性に発現させ、DDB1 の発現が極
めて速やかに抑制されることを確認できた。
安定発現細胞の樹立に進め、DT40 細胞を用い
て内在と同程度の発現を持つ細胞株を得た。 
今後は得られた細胞株の詳細な性格付けを
早急に行い、本研究により得られた新規の知
見を検証するとともに、十分に解析すること
のできなかった Cul4/DDB1ユビキチンリガー
ゼの基質を同定していきたい。 
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