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緒　言

　細胞毒性の高い DNA 損傷の一つである DNA 二重鎖切断（DNA double-strand breaks: DSBs）は哺乳類細胞におい
ては、主に非相同末端再結合（non homologous end joining: NHEJ）あるいは、相同組換え修復（homologous
recombination: HR）により修復される。DSB を適切な修復経路により修復すること（DSB 修復経路選択と呼ばれる）
はゲノム恒常性を維持する上で不可欠である。　また、DSB に対する適切な細胞応答には修復経路の選択に加えて、細
胞周期チェックポイントや、転写抑制等の他の DSB 応答とのクロストークの厳密な制御が必須である。現在までに、
DSB 修復の分子機構についてはこれに関与するタンパク質の同定に始まり、エピジェネテックな制御を含むクロマチ
ンレベルにおける制御が解明されてきた。その一方でゲノム DNA は核内において PML body 等の多様な核内構造体
と混在しているが、これらの核内構造体が DSB 修復及び、応答に果たす役割には解明すべき点が多く残されている。
Nuclear speckle は転写因子、スプライシング因子及び、RNA から構成され、転写が活発に行われているゲノム領域に
隣接して存在する核内構造体である。哺乳類細胞の核内では免疫染色によりおよそ 25-50 個の不定形なドット状の構
造体として認められる１）。これまでに転写が活発に行われているゲノム領域に生じた DSB は HR によって修復される
傾向が存在することが報告されており２）、転写と DSB 修復経路選択の関連が示唆されていた。その一方で、DSB 依存
的な DSB 近傍の転写抑制も DSB 応答に重要であることが知られている３）。従って、DSB 応答と転写とのクロストー
クを明らかにすることは DSB 修復及び、応答を理解する上で重要であるが、核内構造体の関与については未解明な点
が多い。
　そこで、本研究では我々のヒト脱ユビキチン化酵素（deubiquitylating enzymes: DUBs）の細胞内局在解析から４）、
nuclear speckle に局在することを見出した USP42 の機能解析により nuclear speckle と DSB 修復及び、応答のクロス
トークを明らかにすることを目的とした。

方法および結果

１．USP42 は相同組換え修復に促進的に機能する
　これまでにヒト骨肉腫由来細胞（U2OS）に一過性に過剰発現させた GFP タグを融合した USP42 が nuclear speckle
に局在することを見出していたが、内在性 USP42 も同様の細胞内局在を示すか免疫蛍光染色法により検討したところ、
内在性 USP42 は nuclear speckle のマーカーである sc35 と共局在を示した（図 1A）。そこで、USP42 が DSB 応答に
寄与するか検討する為に、内在性 USP42 を small interference RNA（siRNA）によりノックダウン後、細胞に電離放
射線（ionizing radiation: IR）を照射し、細胞生存率を測定した。コントロール細胞と比較して、USP42 をノックダウ
ンした細胞では有意に細胞生存率が低下した（図 1B）。さらに、HR による DSB 修復を特異的に検出する Direct-repeat
GFP アッセイ５）により、USP42 は HR に促進的に機能することが示唆された（図 1C）。これらの結果により、USP42
が核内の局所、nuclear speckle に存在しながら、HR に促進的に機能する新規因子であることが示唆された。
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図 1． USP42 は相同組換え修復を促進する
A）U2OS 細胞における内在性 USP42（緑）及び sc35（赤）の細胞内局在。Scale bar:
10μm.
B）図中に示した siRNA をトランスフェクションした U2OS 細胞に IR を照射し、コロニ
ーフォーメーションアッセイを行った。エラーバーは標準誤差を示す（n = 4）。*:p < 0.05、
Student's t-test.
C）U2OS-DR-GFP 細胞に図中に示した siRNA 及び、I-SceI 発現プラスミドをトランスフェ
クションし、GFP 陽性細胞の割合を flow cytometry を用いて解析した。エラーバーは標準
誤差を示す（n = 3）。*:p < 0.05、Student's t-test.

　そこで、USP42 と相互作用する既知の HR 因子を探索した。USP42 あるいは、MRE11 を U2OS 細胞に一過性に過
剰発現させ共免疫沈降を行ったところ USP42 は内在性の MRE11 及び RAD50 と、MRE11 は内在性の USP42 との相
互作用が其々認められた（図 2A）。USP42 における MRN 複合体との相互作用部位を同定する目的で、様々な USP42
ドメイン欠失変異体を用いて同様に共免疫沈降実験を行ったところ、USP42 は USP ドメインを含む N 末端領域及び、
USP ドメイン以外の部位で MRN 複合体と相互作用することが明らかになった（図 2B、C）。
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図 2． USP42 は MRN 複合体と複数ドメインで相互作用する
A）U2OS 細胞に GFP 融合 USP42（左）あるいは、MRE11（右）をトランスフェクション
し、抗 GFP 抗体を用いて免疫沈降後、図中に示す抗体でイムノブロッティングを行った。
B）ヒト USP42 のドメイン構造と用いた欠失変異体の模式図。
C）GFP タグを融合した図中に示す USP42 欠失変異体を用いて A と同様に免疫沈降を行っ
た。

２．USP42 は HR の初期反応である DNA end-resection を促進する
　より詳細に USP42 による HR 制御機構を理解する為に、U2OS 細胞において USP42 を siRNA によりノックダウン
し、HR によって修復される DSB を生じる薬剤である camptothecin（CPT）による処理後、イムノブロッティングに
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より HR に伴うタンパク質翻訳後修飾を検討した。USP42 のノックダウンにより HR の初期反応である一本鎖 DNA
の形成（DNA end-resection）に伴うと考えられている RPA2 のリン酸化６）に減弱が認められた（図 3A）。さらに、
ゲノム DNA をあらかじめ BrdU でラベルし、一本鎖 DNA が形成された場合にのみ抗 BrdU 抗体によって認識される
アッセイ系４）を用いて DNA end-resection を検討したところ、イムノブロッティングの結果と一致して、USP42 のノ
ックダウンにより DNA end-resection が有意に減弱していた（図 3B）。

図 3． USP42 は DNA end-resection に機能する
U2OS 細胞に図中に示した siRNA をトランスフェクションし、CPT（1μM）処理後、イ
ムノブロッティング（A）あるいは、DNA end-resection アッセイ（B）を行った。エラー
バーは標準誤差を示す（n = 3）。*:p < 0.005, Student's t-test.

３．USP42 の発現は細胞周期依存的に制御される
　HR は修復過程で姉妹染色分体を DNA 複製の鋳型として必要とする為、細胞周期の S 期及び、G2 期のみに機能す
る修復経路である。これまでに BRCA1 や CtIP 等の HR タンパク質の発現が S 期及び、G2 期に高く、G1 期に低下す
る細胞周期依存的な制御を受けることが報告されており７）、この発現制御が HR の細胞周期特異的な機能の発揮に寄与
していると考えられている。そこで、USP42 の発現も細胞周期によって制御されているかを検討した。U2OS 細胞を
ダブルチミジンブロック法により G1/S 期境界に同調し、チミジン除去後経時的にサンプルを調製した。イムノブロッ
ティングにより USP42 の発現を検討したところ、USP42 の発現は S 期後期から G2 期にかけて最も高く、G1 期には低
下していた（図 4A、B）。さらに同様の手法でサンプルを調製し、qRT-PCR により USP42 の mRNA 量の変化を検討
したところ、タンパク質量の変動と一致して S 期後期から G2 期にかけて USP42 の mRNA 量の増加が認められた（図
4C）。
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図 4． USP42 の発現は細胞周期依存的な制御を受ける
G1/S 期境界に細胞周期を同調後に細胞周期を flow cytometry（A）、USP42 のタンパク質
発現をイムノブロッティング（B）、あるいは USP42 の mRNA の発現を qRT-PCR（C）に
より其々解析した。エラーバーは標準誤差を示す（n = 3）。*:p < 0.05、Student's t-test、
n.s.: not significant.

考　察

　我々の研究により、USP42 が HR 及び、その初期反応である DNA end-resection に促進的に機能し、S 期後期から
G2 期にかけて高発現を示す細胞周期依存的な発現制御を受けることが示された。これらの結果から、USP42 は新規の
HR 因子である可能性が示唆された。分子機構の点からは、USP42 が HR の開始に必須の因子である MRN 複合体と相
互作用を示したことから、MRN 複合体の機能が USP42 によって制御される可能性が考えられる。DSB の発生に応答
して、MRN 複合体のうち NBS1 は SKP2-SCF ユビキチン E3 リガーゼ及び、RNF8 によりユビキチン化を受け、これ
らのユビキチン化が ATM キナーゼの活性化、HR 及び、NBS1 の DSB 部位への保持に其々重要であることが報告され
ている８, ９）。従って、脱ユビキチン化酵素である USP42 がこれらのユビキチン化に対して拮抗することにより機能し
ているかの検討が今後の課題であると考えられる。これに加えて、USP42 はヒストン H2B の 120 番目のリジン残基を
脱ユビキチン化し、転写を促進することが報告されており１０）、USP42 は転写の促進を介して HR に寄与する可能性が
ある。特に USP42 は転写が活発なゲノム領域の近傍に存在する nuclear speckle に局在することから、USP42 はゲノ
ム領域特異的な HR による DSB 修復の促進あるいは、DSB 修復経路の選択に関与しているかもしれない。この仮説と
一致して、予備的なデータではあるが USP42 のノックダウンにより NHEJ を促進する因子である 53BP1 の foci が巨大
化するデータを得ており、今後 USP42 と 53BP1 による DSB 修復経路選択の可能性について検討する予定である。本
研究により、nuclear speckle 因子の DNA 修復への関与が明らかにされたが、その分子機構には未解明な点が多い。
今後はより詳細な USP42 のドメイン解析を進めることに加えて、転写制御と DSB 修復のクロストークを検討する予定
である。
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