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学 位 論 文 題 名 

TRIM29による DNA修復および転写の制御 

（TRIM29 regulates DNA repair and transcription） 

 

【背景と目的】TRIM タンパク質は，RING フィンガードメイン，B-box ドメイン及び

Coiled-coilドメインからなる tripartite motif を有しており，ヒトやマウスにおいて 70種

類以上の TRIM 遺伝子が同定されている．TRIM タンパク質のうち，TRIM29 は，常染色

体劣性疾患である毛細血管拡張性運動失調症 (ataxia telangiectasia: AT) の機能欠損を補

う遺伝子として，ヒトのコスミドライブラリーを用いた機能相補実験によって同定された．

TRIM29は，SiHa細胞，NIH 3T3細胞や BxPC3細胞などの放射線耐性の獲得に寄与して

いることが報告されている．しかしながら，TRIM29 による放射線耐性の制御機構は，ま

だ十分に解明されていない．また，TRIM29 は，様々ながん細胞の浸潤能や転移能を制御

することが示唆されているが，そのメカニズムついては十分に解明されていない．本研究

では，どのようにして TRIM29 が放射線耐性とがん細胞の機能を制御しているのかを明ら

かにすることを目的とした． 

 

【方法】TRIM29が高発現している HeLa S3細胞を細胞質，核質およびクロマチン画分に

分画し，ウエスタンブロット法によって TRIM29 の細胞内局在を解析した．さらに、免疫

染色法によって、TRIM29の細胞内における分布を解析した． 

FLAG タグ付き TRIM29 の安定発現 HeLa S3 細胞を作製し，核抽出液を調製した．抗

FLAG抗体を用いた免疫沈降によって，核抽出液から FLAG-TRIM29および結合タンパク

質からなるタンパク質複合体を精製した．タンパク質結合実験および質量分析によって，

TRIM29の結合タンパク質の同定を行った． 

RNA干渉法によって HeLa S3細胞に発現している TRIM29をノックダウンし，細胞に

10 Gyの放射線を照射した．TRIM29ノックダウンが DNA修復開始シグナルの誘導に与え

る影響をウエスタンブロットによって解析した．また，TRIM29をノックダウンした HeLa 

S3細胞を 7日間から 1週間培養し，形成されたコロニー数から細胞生存率を算出した．  

RNA干渉法によって子宮頸がん細胞に発現している TRIM29をノックダウンし，細胞接

着能および浸潤能に与える影響を in vitroの実験系で解析した．細胞接着アッセイでは，細

胞外マトリックスでコーティングされた細胞培養プレートを用いた．細胞浸潤アッセイで

は，基底膜マトリックスでコーティングされたポリカーボネート膜を用いた．TRIM29 を

ノックダウン細胞から RNAを抽出し，TRIM29ノックダウンが接着能や浸潤能の制御因子



の発現に与える影響を定量 RT-PCRおよびウエスタンブロットによって評価した． 

 

【結果】 

1． TRIM29の結合タンパク質の同定 

TRIM29 の細胞内局在を解析したところ，TRIM29 はクロマチン上に存在することが明

らかとなった．質量分析およびプルダウンアッセイによって，TRIM29 は細胞内において

DNA修復タンパク質や転写制御に関わるタンパク質と結合していることが明らかになった．

TRIM29 が直接結合するタンパク質の同定を行ったところ，TRIM29 は DNA ミスマッチ

修復タンパク質の 1 つである MSH2 とヒストン H3 に直接結合した．さらに TRIM29 は，

転写制御因子である TAp63，RNAポリメラーゼ IIおよびメディエーター複合体に結合す

ることが判明した．TRIM29複合体のヌクレオソームへの結合は，H3K36me2/3，H4K16Ac

およびH4K20me2などのヒストン修飾によって制御されていることが明らかになった． 

2．DNA修復における TRIM29の役割 

DNA修復における TRIM29の役割を検証した．TRIM29ノックダウンは，DNA修復開

始シグナルであるヒストン H2AX のリン酸化レベルを低下させ，細胞の放射線感受性を上

昇させた．さらに TRIM29 のクロマチンへの結合は，DNA 損傷に応答したH2AX の誘導

および放射線耐性に必要であることが明らかになった． 

3．TRIM29による細胞接着能および浸潤能の制御 

TRIM29が子宮頸がん細胞の接着能および浸潤能の制御に関わるかを解析した．TRIM29

ノックダウンにより，HeLa S3およびHeLa細胞の細胞外マトリックスへの結合能を上昇

したが，SiHa 細胞の接着能には大きな影響を与えなかった．TRIM29 ノックダウンは，

HeLa S3および SiHa細胞の浸潤能を低下させたが，HeLa細胞の浸潤能には大きな影響を

与えなかった．また，TRIM29 ノックダウン細胞では，細胞接着分子の発現パターンが変

化し，細胞の浸潤能を上昇させる機能を持つ ZEB1の発現レベルが上昇した． 

 

【考察】TRIM29は，ヒストン結合タンパク質であり，DNA修復と転写を制御する分子で

あることが明らかになった．TRIM29のクロマチンへの結合は，DNA修復経路の活性化に

必要であったことから，DNA損傷に応答して TRIM29は DNA修復タンパク質の機能を活

性化させる可能性が示唆された．さらに，TRIM29は TAp63，RNA polymerase IIおよ

びメディエーター複合体に結合することによって，細胞接着因子や ZEB1 の発現制御に関

わることが判明した．TRIM29 がクロマチンに結合することを踏まえると，TRIM29 は細

胞接着因子や ZEB1 のプロモーター領域への転写制御因子のリクルートを制御することに

よって，細胞接着能や浸潤能を制御することが示唆された．DNA修復やがん細胞の機能制

御における TRIM29 の機能の解明は，がんの新たな診断や治療方法の開発に繋がることが

期待される。 


