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研究成果の概要（和文）：ENLはMLLと融合し白血病の原因となる因子であり、転写伸長複合体であるSuper 
Elongation Complex (SEC)の因子である。本研究ではENLの新規相互作用因子として、転写抑制の機能を持つ
PRC1複合体のユビキチンE3ライゲースであるBMI1とRING1Bを同定した。さらに転写活性化部位の近傍でDSB (DNA
二重鎖切断)が入ると、ATMによりENLがリン酸化されPRC1を転写部位にリクルートすることで、転写抑制に関与
することを明らかにした。また、このATMによる転写抑制は近傍のDSB修復を促進しゲノム安定性の維持に重要で
ある可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：ENL (MLLT1), a factor of Super Elongation Complex (SEC) and fusion partner 
of the Mixed-Lineage-Leukemia (MLL) protein, activates transcription. Here we found that ENL 
interacts with BMI1/RING1B, the E3-ubiquitin-ligase of PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1). After 
DSB, ENL is phosphorylated by ATM at its well-conserved SQ-sites and increase its interaction with 
BMI1. Then, ENL recruits Polycomb at transcription sites near DSBs to repress transcription by 
promoting ubiquitination of H2A. Furthermore, the function of ENL is required for the recruitment of
 DSB repair proteins at DSB sites near transcription sites and DSB repair. These results suggest 
that under the control of ATM, ENL recruits PRC1 at transcriptional elongation sites to repress 
transcription and promotes DSB repair. This mechanism ensures a rapid and systematic transcriptional
 repression by DSBs to secure cellular homeostasis and genome integrity.

研究分野：分子生物学、DNA修復
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１．研究開始当初の背景 

 

クロマチンの構造変化は、細胞の発生・

分化・細胞増殖に必須な転写・DNA 複製・

DNA 修復など、蛋白質・酵素が直接 DNA に

働きかけるようなイベントにおいて必要で

ある。実際に、クロマチンの構造変化を行

うクロマチンリモデリング因子の欠損は、

細胞の発生・分化に異常をきたすだけでな

く、近年、がん細胞の多くでクロマチンリ

モデリング因子の変異が見つかってきてお

り、非常に注目を浴びている。このため、

クロマチンリモデリング因子の機能解析は、

細胞がん化のメカニズムの解明と、がん治

療につながると考えられている。 
 

２．研究の目的 

 

DNA 二重鎖切断（DNA double strand 

breaks; DSB）は細胞にとって致死的であ

ることから、がん治療に応用されている。

我々は、DSB に応答するクロマチンリモデ

リング因子のスクリーニングで、MLL と融

合して白血病を引き起こす因子である ENL

（MLLT1）を同定していた。ENL はクロマチ

ンリモデリング因子であるSWI/SNFと相互

作用すると報告されていると共に、転写促

進 / ク ロ マ チ ン 構 造 の 弛 緩 を 促 す

Trithorax 群と相互作用すると報告されて

きた。一方で、研究代表者は ENL が

Trithorax 群とは相反する作用を持つ、転

写抑制/クロマチン構造の凝集を促す

Polycomb 群の PRC1 とも相互作用する事を

発見した。そこで、ENL の DSB 修復におけ

る機能とその生物学的意義を明らかにす

るとともに、PRC1 との機能的関連を明らか

にすることを目的に研究を行った。 

 

３．研究の方法 

 

（１） 免 疫 沈降法により、 ENL と

Polycomb のユビキチン E3 ライゲース

である BMI1/RING1B の相互作用を明ら

かにした。放射線により DSB を誘導し

た際の結合の変化も明らかにした。さ

らに、ENL のアミノ酸配列の中に ATM

にリン酸化されうるSQサイトを見出し

た。この部位に変異を導入することに

より、Polycomb との相互作用が変化を

検出した。 

（２） 転写を簡便にライブで観察する実

験系を導入した。転写部位と I-SceI 部

位を含むカセットをU2OSに安定的に導

入し、tTA-ER を一時的にトランスフェ

クションすることで、転写を活性化で

きる。このような細胞で、ENL や

Polycomb を siRNA によりノックダウン

して、転写への影響を検討した。また、

上記のSQ部位に変異を導入した細胞で

の転写への影響を検討した。 

（３） ENL を siRNA でノックダウンした

際に、放射線などの DNA damage に対し

てどのような効果があるのかを検討し

た。また、上記の SQ 部位に変異を導入

した細胞での放射線感受性を検討した。 
 
４．研究成果 

 

（１）転写促進因子 ENL の相互作用因子と

して、転写抑制因子 Polycomb 群の PRC1 に

含まれる BMI1/RING1B の E3 ライゲースを

同定した。 

ENL の新規相互作用因子を免疫沈降法に

より検索したところ、Polycomb 群の PRC1

に含まれるBMI1/RING1BのE3ライゲースを

同定した。大腸菌を用いた蛋白精製による

In vitro の解析により、ENL は BMI1 と直接

相互作用することが明らかになった。 

ENL と PRC1 の、転写におけるこれらの挙

動と影響を調べるために、細胞内で転写を

ライブで簡便に可視化できる実験系を用い

た。その結果、転写活性化の際には、ENL



は転写活性化と共に転写部位に結合し、転

写活性化に関与していた。一方で PRC1 は転

写活性化部位にほとんど結合せず、転写活

性化に関与していなかった。このことから、

従来の説と同様、我々が用いた転写の系で

も、ENL と PRC1 は転写活性化においては異

なる機能を持つと考えられた。 

 

（２）PRC1 は転写の近傍で DSB が起きると

転写部位にリクルートしてくる。 

  ENLとPRC1の転写抑制における機能的

関連を明らかにするために、下記の二つの

方法で転写抑制を引き起こした①RNA 

polymerase II のリン酸化を抑制する DRB

を処理することにより転写を抑制する、②

転写近傍で DSB を起こして転写を抑制する

(DSB-induced transcriptional 

repression)。その結果、ENL は転写活性化

と共に転写部位に結合し、①と②の処理に

おいても変化なく局在し続けた。一方で、

PRC1 は転写活性化と①の処理の際には転

写部位にあまり結合しないが、②で転写の

近傍に DSB が入ると転写部位に結合してく

ることが明らかになった。 

 

（３）DSB が生じた際に、PRC1 は ENL と ATM

に依存して転写部位に結合する。 

 次に、転写活性化部位への PRC1 の結合が、

ENL に依存するのか上記の転写の実験系を

用いて検討した。その結果、ENL ノックダ

ウン細胞では PRC1 の転写部位への結合が

減少した。また、転写部位の近傍で DSB が

生じた際の転写抑制に ATM が関与している

ため、ATM インヒビターにより PRC1 のリク

ルートを観察した。その結果、ATM インヒ

ビター処理することにより PRC1 の転写部

位への結合が減少した。これらの結果から、

PRC1 は DSB が生じた際に、ENL と ATM に依

存して転写部位に結合することが明らかに

なった。 

（４）DSB が起きた際に、ENL と PRC1 は、

転写部位の K119/120-H2A のユビキチン化

を促進し、転写抑制を引き起こす。 

分 化 や 発 生 に お い て は PRC1 の

RING1B/BMI1 E3 ユビキチンライゲースによ

り、転写部位の K119/120-H2A がユビキチン

化され、転写抑制が起こることが知られて

いる。そこで我々は、DSB が起きた際の転

写部位の K119/120-H2A のユビキチン化と

転写抑制に、ENL と PRC1 が関与するのかを

検討した。その結果、ENL と PRC1 ノックダ

ウン細胞では、DSB が生じた際の転写部位

の K119/120-H2A のユビキチン化が減少し、

転写抑制が起きないことが明らかになった。

この結果から、DSB が起きた際に、ENL と

PRC1 は転写部位の K119/120-H2A のユビキ

チン化を促進し、転写抑制を引き起こすこ

とが明らかになった。 

 

（５）ENLが ATMにより保存された SQ-site

でリン酸化されると、BMI1 との結合が増加

し、PRC1 の転写部位への結合が上昇し転写

抑制を引き起こす。 

 ENL と BMI1 のアミノ酸配列の中に、ATM

によるリン酸化サイト（SQ-sites）がある

かアミノ酸配列より検索した。その結果、

ENL によく保存された SQ-sites（S394 と

S398）が存在することが明らかになった。

そこで、放射線照射により DSB を発生させ

てリン酸化を観察したところ、ENL は ATM

によりこれらの部位がリン酸化され、それ

により BMI1 との相互作用が増加するとい

う結果が得られた。 

 

（６）転写抑制が起こらない ENL の変異で

は、DSB 部位への DNA 修復因子の結合が低

下すると共に、放射線感受性が増強し、ゲ

ノムの安定性維持に貢献する。 

上記の ENL の AQ 変異細胞を用いて、ATM

と ENL, Polycomb による近傍の転写抑制が



欠損した際に、DSB の修復にどのような影

響が出るのかをDSB修復タンパクであるKU

のリクルートを観察することにより検討し

た。この結果、ENL の SQ mutant では DSB

部位へのDSB修復因子であるKU70のリクル

ートが減少し、放射線などに感受性を示し

た。このことから、ATM は DSB 近傍の転写

活性化部位の転写を抑制することにより、

転写よりもまず DSB 修復を優先して進め、

これがゲノム安定性の維持につながると考

えられた。 
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