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研究成果の概要： 
 本研究では、早老症ウェルナー症候群原因遺伝子産物 WRN と相互作用するタンパク質とし

て申請者の所属する研究室で見出された WRNIP1 の機能解析を目的とした。申請者は、損傷ト

レランス機構で働く RAD18 と WRNIP1 が相互作用することを初めて見出した。そこで、その

機能的連携の解析から、WRNIP1 が損傷トレランス機構の中心で働く RAD18 と連携をとりな

がら、損傷トレランス機構に関与することが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

早老症ウェルナー症候群原因遺伝子産

物 WRN は DNA 複製、修復、組換え、テ

ロメア維持などに関与するとされるが、そ

の細胞内での機能は未だ不明な点が多い。

当研究室では、WRN と WRNIP1 が細胞内

で 結 合 す る こ と (J.Biol.Chem. 276, 

20364-20369, 2001)、さらに精製した WRN 

と WRNIP1 が試験管内で直接結合でき、

その結合が ATP によって促進されること

を明らかにした (DNA Repair 5, 816-828, 

2006)。申請者の研究室や阪大グループのこ

れまでの成果から、高等動物細胞で 

WRN,WRNIP1, PCNA, Polδ, RAD18 の機



能の連携を調べることは、「WRNIP1 の複

製フォーク上での役割の解明」につながる

ことが期待された。申請者はニワトリ

DT40 細胞を用い、WRNIP1, WRN/WRNIP, 

WRN/RAD18, WRNIP1/RAD18 などの各種遺

伝子破壊細胞の作製と解析を行った。その

結果、WRN と WRNIP1 は必ずしも同じ

経路で機能するわけではないことを示し

た(DNA Repair 5, 816-828, 2006)。また、

DT40 細胞の RAD18 欠損細胞は抗ガン剤

であるカンプトテシン(CPT)に極めて高い

感受性を示し、これは Polηを呼ぶ込む機

能とは関係がないことを明らかにした

（Yoshimura et al., DNA Repair 5, 1307-1316, 

2006）。また、予想外に、DT40 細胞では酵

母と異なり WRNIP1/RAD18 二重破壊細胞

は生存可能であった。さらに RAD18 破壊

株の CPT 高感受性が WRNIP1 の遺伝子

破壊により部分的に抑制された(Yoshimura 

et al. Biol. Pharm. Bull. 29, 2192-2196, 2006)。

この結果は、WRNIP1 が RAD18 の上流で

機能することを示唆している。 

上記の結果を踏まえ、 WRNIP1 と 

RAD18 との物理的な相互作用を調べるた

めに、ヒト WRNIP1 と ヒト RAD18 を 

293E 細胞に共発現させたところ、両者は

免疫沈降可能な複合体中に含まれた。また、

バキュロウィルスを用いた昆虫細胞発現

系による精製タンパク質を用いた免疫沈

降法によっても、両者の結合が確認された。

従って、高等動物細胞では  WRNIP1 と

RAD18 が緊密に連携をとりながら、PCNA 

や Polδ の制御を行い、損傷トレランス機

構を機能させる可能性が考えられた。本研

究は、この独自の視点からの研究をさらに

押し進めるものである。 

 

 

２．研究の目的 

WRNIP1 のDNAに対する結合の解析 

RAD18 が DNA 複製中間体様構造に結合

することが明らかとなっている。WRNIP1

が DNA 複製フォーク近傍に存在し、様々

な複製関連因子と結合するという現在ま

での知見から、WRNIP1 も DNA 複製中間

体様構造に結合することが予想される。ま

た、 RAD18 の DNA に対する結合に

WRNIP1がどのような影響を与えるか解析

をすることで、複製フォーク上での

WRNIP1 と RAD18 の両者の機能的関係を

調べる。 

 
３．研究の方法 

（１）WRNIP1 のDNAに対する結合の解析 

 RAD18 が DNA 複製中間体様構造に結合

体の

すること（Genes to Cells 13, 343-354, 2008）、

WRNIP1 が様々な DNA 複製関連因子と相

互作用することから、WRNIP1 も DNA 複

製中間体様構造に結合することが考えら

れる。また、DNA 複製が停止した際には、

一本鎖 DNA 領域ができると考えられるの

で、WRNIP1 が一本鎖 DNA に結合する性

質を持つか、解析を行う。さらにテンプレ

ートプライマー型のDNA など様々なDNA

を準備し、精製タンパク質を用いて、ゲル

シフトアッセイによる解析を行う。 

（２）WRNIP1 がRAD18-RAD6 複合

DNAに対する結合に及ぼす影響の解析 

 WRNIP1がRAD18のDNA結合にどのよ

．研究成果 

うな影響を及ぼすのかゲルシフトアッセ

イを用いた解析を行い、DNA 複製フォー

ク上での両者の機能的関連を明らかにす

る。 

 

 

４



 高等動物細胞においてWRNIP1とRad18

、WRNIP1 と RAD18 が実際に物

伝学的解析から、

．主な発表論文等 
者及び連携研究者に

（計 8 件） 
al interaction 

との間に遺伝学的な関係があることから、

WRNIP1 と Rad18 が、直接あるいは間接的

な相互作用をする可能性が示唆された。そ

こで、両者の物理的相互作用の有無の検討

を行い、さらに、精製したヒト WRNIP1 と

ヒト RAD18 を用いて生化学的解析を行う

ことにより、両者の機能的関係について検

討した。 

 その結果

理的に相互作用することが明らかになった。

また、WRNIP1 の DNA 結合能をゲルシフト

分析法により調べたところ、WRNIP1 が ATP

依存的に DNA に結合することが明らかにな

った。WRNIP1 は 120 mer の一本鎖 DNA、テ

ンプレートプライマー型の DNA や停止した

複製フォークに似たギャップがあるフォー

ク型 DNA に結合したが、その中でもフォー

ク型 DNA に特によく結合した。また、

WRNIP1とRAD18-RAD6Bの両者が共存する

と、RAD18 が結合している DNA に WRNIP1

が リ ク ル ー ト さ れ る こ と 、 一 方 、

RAD18-RAD6B の DNA 結合は WRNIP1 に取

っ て 代 わ ら れ る た め 、 WRNIP1 が

RAD18-RAD6B の DNA 結合を阻害すること

が判明した。以上の結果から、WRNIP1 が損

傷トレランス機構の中心で働く RAD18 と連

携をとりながら、損傷トレランス機構に関与

することが示唆された。  

 また、出芽酵母を用いた遺

Mgs1 が Rad18 と同一ではないが同様の鋳型

鎖乗り換え機構で機能することが示唆され

ていたが、WRNIP1 と RAD18 の DNA 結合に

関する生化学的解析から、WRNIP1 と RAD18

が機能的に連携しながら損傷トレランス機

構へ関与することが、本研究において示唆さ

れた。即ち、WRNIP1 が損傷乗り越え機構に

関わり、RAD18 が WRNIP1 をリクルートし、

WRNIP1 が Pol δをリクルートすることによ

りポリメラーゼスイッチの制御に関与する

可能性であり、また、鋳型鎖乗り換えが必要

な場合には、まず初めに WRNIP1 が関与する

経路を選択し、WRNIP1 が欠損した時に

RAD18 が関与する可能性である。このように、

DNA 複製や修復における様々な局面に応じ

て、Rad18 と WRNIP1 はお互いに連携をとり

ながら、部分的に協調する、お互いの機能を

制御するなど、相互の関係を変えながら機能

していると考えられる。本研究が今後の

WRNIP1 が関わる損傷トレランス機構の解明

への端緒となることが期待される。 
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