〈タイトル〉転写部位の近傍において2本鎖DNA切断が生じるとENLはATMによりリン酸化されポリコーム抑制複合体1をリクルートすることにより転写を抑制する
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〈要 約〉

　ENLは転写伸長因子複合体の構成タンパク質として転写を促進することが知られている．筆者らは，ENLと相互作用するタンパク質として転写抑制能をもつポリコーム抑制複合体1の構成タンパク質であるBMI1を同定した．転写が活性化されているときにはENLはポリコーム抑制複合体1をリクルートしないが，転写部位の近傍において2本鎖DNA切断が起こるとENLはATMによりリン酸化されることによりBMI1との相互作用が増加し，ポリコーム抑制複合体1を転写部位にリクルートして転写を抑制した．さらに，この転写の抑制は2本鎖DNA切断部位においてDNA修復タンパク質のリクルートを促進したことから，ATMによる転写の抑制は転写より2本鎖DNA切断部位の修復を優先して進めるために必要である可能性が示唆された．

はじめに

　ATMはDNA損傷チェックポイント機構やDNA修復を制御する重要なキナーゼであるが，近年，転写も制御することが示されている1)．2010年，転写部位の近傍において2本鎖DNA切断が起こると，ATMによりヒストンH2AのLys119あるいはLys120がユビキチン化され転写が抑制されることが見い出された1)．当時，この転写部位に起こるヒストンH2Aのユビキチン化はATMによるヒストンγH2AXの形成に依存してリクルートされるRNF8およびRNF168によるのではないかと推測されたが，のちの研究から，RNF8およびRNF168はヒストンH2AのLys119あるいはLys120をユビキチン化する活性をもたないことが明らかにされ2)，ATMがどのようにヒストンH2AのLys119あるいはLys120のユビキチン化を制御して転写を抑制しているのかは不明であった．また，2014年には，SWI/SNF複合体の構成タンパク質であるPBAFがATMによりリン酸化されヒストンH2Aのユビキチン化の促進および2本鎖DNA切断により誘導される転写の抑制に関与すること，また，ヒストンH2Aをユビキチン化する活性をもつポリコーム群タンパク質が2本鎖DNA切断により誘導される転写の抑制に関与することが示された3)．しかし，クロマチンリモデリングタンパク質であるPBAFがどうやってヒストンH2Aのユビキチン化をひき起こすのか，ポリコーム群タンパク質がどうやって転写部位にリクルートされて転写の抑制に関与するのか，また，ATMとポリコーム群タンパク質がどのような関係にあるのかも不明で，ATMによる転写部位におけるヒストンH2AのLys119あるいはLys120のユビキチン化および2本鎖DNA切断により誘導される転写の抑制の制御機構については明らかではなかった．

　今回，筆者らは，転写部位の近傍において2本鎖DNA切断が起こると，ATMが転写伸長因子複合体の構成タンパク質として転写を促進するENLをリン酸化し，転写抑制能をもつポリコーム抑制複合体1をリクルートしてヒストンH2AのLys119あるいはLys120をユビキチン化することにより転写伸長反応を停止する，という新しい転写抑制機構を明らかにした．また，ATMは2本鎖DNA切断の近傍において転写を抑制することより，DNA修復を転写より優先的に進めゲノムの安定性を維持している可能性のあることを明らかにした．

1．転写促進能をもつENLと転写抑制能をもつポリコーム抑制複合体1の構成タンパク質であるBMI1は相互作用する
　ENLと相互作用するタンパク質を検索したところ，ポリコーム抑制複合体1の構成タンパク質でありユビキチンリガーゼ複合体のサブユニットであるRING1BおよびBMI1が同定された．in vitroにおける解析により，ENLはBMI1と直接的に相互作用することが明らかにされた．ENLはRNAポリメラーゼIIのC末端ドメインのリン酸化を制御する転写伸長因子複合体（super elongation complex：SEC）の構成タンパク質であり，転写を促進することが知られている4-9)（図1a）．一方で，ポリコーム抑制複合体1はヒストンH2AのLys119あるいはLys120をユビキチン化することにより転写を抑制することが知られている10)（図1b）．このように，反対の機能をもつENLとポリコーム抑制複合体1について，転写の過程における挙動を調べた．その結果，ENLは転写が活性化した際には転写部位に結合し転写活性化に関与していた．一方で，ポリコーム抑制複合体1は転写部位にほとんど結合せず転写活性化には関与していなかった．このことから，ENLとポリコーム抑制複合体1は転写において異なる機能をもつと考えられた．

2．ポリコーム抑制複合体1は転写部位の近傍において2本鎖DNA切断が生じるとそこにリクルートされる

　転写の抑制をひき起こしたときENLおよびポリコーム抑制複合体1の挙動はどう変化するのか検討した．ENLは転写の活性化とともに転写部位に結合し，転写を抑制しても変化なく転写部位に局在しつづけた．一方で，ポリコーム抑制複合体1は転写を活性化した際，また，RNAポリメラーゼIIのリン酸化の抑制により転写を抑制した際には転写部位に結合しなかったが，転写部位の近傍において2本鎖DNA切断を起こすことにより転写を抑制した際には転写部位にリクルートされた．

3．2本鎖DNA切断が生じるとポリコーム抑制複合体1はENLおよびATMに依存して転写部位にリクルートされる

　転写活性化の近傍において2本鎖DNA切断を起こすことにより転写を抑制した際のポリコーム抑制複合体1の転写部位へのリクルートはENLに依存するのか，また，この転写の抑制を制御することが報告されているATMに依存するのか検討した．その結果，ENLをノックダウンした細胞ではポリコーム抑制複合体1の転写部位へのリクルートは減少した．また，ATMの阻害剤を処理することによりポリコーム抑制複合体1の転写部位へのリクルートは減少した．これらの結果から，ポリコーム抑制複合体1は2本鎖DNA切断が生じた際にENLおよびATMに依存して転写部位にリクルートされることが明らかにされた．

4．2本鎖DNA切断が生じるとENLおよびポリコーム抑制複合体1は転写部位のヒストンH2Aのユビキチン化を促進することにより転写を抑制する
　2本鎖DNA切断が生じた際の転写部位におけるヒストンH2AのLys119あるいはLys120のユビキチン化および転写の抑制に，ENLあるいはポリコーム抑制複合体1は関与するのか検討した．その結果，ENLをノックダウンした細胞，および，ポリコーム抑制複合体1の構成タンパク質をノックダウンした細胞では，2本鎖DNA切断が生じた際の転写部位におけるヒストンH2Aのユビキチン化が減少し，転写の抑制は起こらないことが明らかにされた．

5．ENLはATMによりリン酸化されるとBMI1との結合が増加する
　以上の結果から，ENLとポリコーム抑制複合体1との結合はATMにより制御されており，ENLがポリコーム抑制複合体1を転写部位にリクルートすることにより転写を抑制するのではないかと推測した．そこで，ENLおよびBMI1においてATMによるリン酸化部位を検索したところ，ENLにATMによるリン酸化部位が見い出された．放射線を照射することにより2本鎖DNA切断を起こすとENLはATMによりリン酸化されること，ENLのリン酸化部位に変異を導入するとATMによるリン酸化は起こらなくなること，ENLのリン酸化によりBMI1との相互作用が増加することが明らかにされた．さらに，ENLのリン酸化部位の変異体ではポリコーム抑制複合体1は転写部位にリクルートされず，転写の抑制も起こらなくなった．このことから，2本鎖DNA切断が生じるとENLはATMによりリン酸化され，BMI1との相互作用が増強することによりポリコーム抑制複合体1を転写部位にリクルートし，転写の抑制をひき起こしていると考えられた．

　ENLのリン酸化を模倣した変異体は，in vivoにおいてほかの転写伸長因子複合体の構成タンパク質との相互作用は変化しないまま，BMI1との結合が増加した．この結果から，ENLはATMによりリン酸化されると立体構造に変化が起こり，転写伸長因子複合体の構成タンパク質とのとの相互作用は保ちつつポリコーム抑制複合体1と相互作用できるようになると考えられた．

6．ATMは2本鎖DNA切断が生じた際に転写より2本鎖DNA切断の修復を優先させる
　2本鎖DNA切断が生じた際にその近傍において転写が抑制されないと2本鎖DNA切断の修復にどのような影響があるのか検討した．2本鎖DNA切断により誘導される転写の抑制の起こらないENLの変異体では，DNA修復タンパク質であるKU70の2本鎖DNA切断部位へのリクルートが減少し，また，放射線に感受性を示した．このことから，ATMは2本鎖DNA切断が生じた際にその近傍において転写を抑制することにより，転写より2本鎖DNA切断の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のではないかと考えられた．

おわりに

　今回の研究により，転写促進能をもつタンパク質と転写抑制能をもつタンパク質とが協調して転写伸長反応をすばやく停止する新しい転写抑制機構が存在すること，ATMは転写伸長因子複合体の構成タンパク質であるENLのリン酸化により転写伸長から転写の抑制へとスイッチを切り換えることによりゲノムの安定性を維持していることが明らかにされた（図2）．

　ENLを含む転写伸長因子複合体は転写伸長反応を促進すると考えられている9)．このため，ATMがこのENLにリン酸化というマークをつけ，このマークによりポリコーム抑制複合体1を転写伸長部位にリクルートしてヒストンH2Aをユビキチン化すれば，すぐに転写伸長反応を停止できるのだろう．2本鎖DNA切断という細胞の緊急時に転写促進能をもつタンパク質と転写抑制能をもつタンパク質とが協調して転写伸長反応を停止する機構はこれまで知られておらず，新しい転写抑制機構だと考えられた．

　ATMがDNA損傷チェックポイントタンパク質やDNA修復タンパク質の制御だけではなく，転写伸長因子複合体の構成タンパク質をリン酸化することにより転写を制御することも明らかにされた．ATMによる転写の抑制が起こらないとDNA修復タンパク質であるKU70の2本鎖DNA切断部位へのリクルートが阻害されたことから，このATMによる転写の抑制は転写部位の近傍における2本鎖DNA切断の修復の促進に重要だと考えられた．おそらく，転写が活性化している際には巨大な転写複合体がクロマチンを占拠していること，また，クロマチンが転写の活性化に適した状態に変化していることなど，転写の活性化はDNA修復を阻害する可能性が考えられ，転写と2本鎖DNA切断の修復が近傍において同時に起こるとそれらが衝突する可能性が考えられる．そこで，ATMが転写を一時的に停止し，転写複合体のクロマチンへの結合を抑制し，ヒストンの修飾やクロマチンの構造などを2本鎖DNA切断の修復に適した状態に変化させるとともに，転写と2本鎖DNA切断の修復との衝突をさけ，転写より2本鎖DNA切断の修復を優先的に進めゲノムの安定性を維持しているのではないかと考えられた．
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〈図説明〉

図1　転写促進能をもつENLと転写抑制能をもつポリコーム抑制複合体1
（a）ENLはRNAポリメラーゼIIのC末端ドメインのリン酸化を制御することにより転写促進能をもつ転写伸長因子複合体の構成タンパク質である．P：リン酸化．
（b）ENLと相互作用するタンパク質として同定されたBMI1はポリコーム抑制複合体1の構成タンパク質である．BMI1はRING1Bとユビキチンリガーゼ複合体を形成し，ヒストンH2AのLys119あるいはLys120をユビキチン化することにより転写抑制能をもつ．Ub：ユビキチン化．
図2　2本鎖DNA切断が生じた際にATMが転写を抑制する機構
ENLを含む転写伸長因子複合体は転写伸長反応を促進する．転写が活性化している際にはENLはポリコーム抑制複合体1を転写部位にリクルートしない．転写部位の近傍において2本鎖DNA切断が生じるとATMはENLをリン酸化する．ENLはリン酸化によりポリコーム抑制複合体1の構成タンパク質であるBMI1と相互作用できるようになり，ポリコーム抑制複合体1を転写部位にリクルートする．ポリコーム抑制複合体1は転写部位のヒストンH2AのLys119あるいはLys120をユビキチン化することにより転写を抑制する．
P：リン酸化，Ub：ユビキチン化．
