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研究成果の概要（和文）：	 Rad9-Hus1-Rad1(9-1-1)複合体は DNA 損傷センサーとして働き、TopBP1

と結合してそのシグナルを下流へ伝達する。本研究では、9-1-1 と TopBP1 の結合はそれらの DNA

損傷部位への移動には影響せず、損傷部位への移動後のシグナル伝達に関わること、その結合

能が細胞の損傷応答能と相関することが分かった。また、9-1-1 には潜在的な DNA 結合能があ

り、他の因子との結合によりこの DNA 結合能が調節されることが示唆された。	 

	 
研究成果の概要（英文）：The	 Rad9-Hus1-Rad1	 (9-1-1)	 complex,	 a	 DNA	 damage	 sensor	 interacts	 
with	 TopBP1	 to	 activate	 a	 signaling	 pathway.	 	 In	 this	 study,	 we	 found	 that	 9-1-1/TopBP1	 
interaction	 plays	 an	 important	 role	 in	 the	 signal	 transduction	 after	 their	 localization	 
to	 the	 sites	 of	 DNA	 damage	 without	 affecting	 their	 localization	 upon	 DNA	 damage.	 	 The	 
binding	 ability	 of	 Rad9	 to	 TopBP1	 was	 strongly	 correlated	 with	 the	 activity	 of	 DNA	 damage	 
response	 in	 human	 cells.	 	 Finally,	 our	 in	 vitro	 results	 suggest	 that	 9-1-1	 has	 a	 potential	 
to	 interact	 with	 DNA	 and	 the	 binding	 ability	 may	 be	 regulated	 by	 the	 interaction	 with	 
other	 factors.	 
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１．研究開始当初の背景	 
(1)	 ATR-Chk1 経路について	 

	 様々な DNA損傷に対して応答する主要なチ

ェックポイント経路として、ほ乳類では

ATR-Chk1 経路が知られている。DNA が損傷を

受けて、一本鎖 DNA が露出すると、その領域

に一本鎖結合タンパク質である RPA複合体が

結合する。このような状況下で、チェックポ

イ ン ト ク ラ ン プ と し て 知 ら れ る

Rad9-Hus1-Rad1(9-1-1)複合体は Rad17-RFC

複合体により損傷部位にロードされる。また、

ATR-ATRIP 複合体は ATRIP-RPA 間の相互作用
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を通してクロマチン上にリクルートされる。

TopBP1 は互いに独立に損傷近傍に呼び込ま

れたこれらの 2つの複合体の両方と結合して、

DNA 損傷応答に於いて主要な役割を果たすキ

ナーゼである ATR を活性化する。	 

(２)9-1-1 と TopBP1 の結合について	 

	 2007 年には、Rad9 の C 末端 tail に存在す

る 387 番目のセリン(S387)のリン酸化が

TopBP1 との結合に必須であり、続いて起こる

ATRおよびChk1の活性化の前提条件となるこ

とが報告された。我々はユビキタスなリン酸

化酵素、カゼインキナーゼ 2(CK2)が 9-1-1 複

合体と相互作用して、Rad9 の S341 および

S387 をリン酸化することを明らかにし、さら

に CK2によってこれら両残基をリン酸化させ

ることで、9-1-1/TopBP1 間のリン酸化依存的

結合を in	 vitro で再構築することに成功し

ていた。この過程で報告されていた S387 に

加え、S341 のリン酸化も TopBP1 との完全な

結合に必要であることが分かった。しかし、

その制御メカニズムや、損傷認識過程に於け

る役割は不明であった。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究では CK2 による Rad9 のリン酸化依
存的な 9-1-1 と TopBP1 間の相互作用を基盤
にして、精製タンパク質による DNA 損傷認識
機構および細胞内動態の解析を行い、DNA 損
傷から ATR-Chk1 経路の活性化に至る分子メ
カニズムの解明を最終目的とした。そのため
に、まず TopBP1 との結合変異型 Rad9 発現株
を用いた感受性試験や細胞内での蛋白質局
在観察など様々な解析を行い、9-1-1 と
TopBP1 の結合の細胞内での意義を探った。さ
らに精製した 9-1-1 や TopBP1 の DNA 結合を
解析した。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)Rad9 発現株を用いた感受性試験	 
	 Rad9の野生型(WT)、CK2の標的であるS341、
S387 のそれぞれまたは両方をアラニンに置
換した変異体（それぞれ S341A,	 S387A,	 2A）
を FLAG タグ融合型で発現するプラスミドを
HeLa 細胞に導入してそれぞれの安定発現株
を樹立した。また、Rad9 の siRNA に抵抗性の
Rad9 発現株も同様に作製した。細胞の薬剤感
受性試験には細胞中の代謝酵素の活性を測
定する試薬を用いた。	 
(2)クロマチン分画と免疫沈降による結合実
験	 
	 クロマチン分画は、HeLa 細胞または前述の
Rad9 発現株を用い、界面活性剤で処理をした
後、遠心分離する標準的な方法（Genes	 &	 
Dev.16:198-208,	 2002）で行った。9-1-1 と
TopBP1の結合実験にはFLAGタグ融合Rad9発

現 HeLa 細胞株を用い、抗 FLAG 抗体を用いて
免疫沈降した。	 
	 (3)局所的紫外線照射法による Rad9 および
TopBP1 の細胞内局在解析	 
	 細胞に microporefilter を通して紫外線照
射することにより、局所的に細胞に DNA 損傷
を与えた。代表的な紫外線損傷である
CPD(cyclobutane	 pyrimidine	 dimer)を抗体
により可視化して、Rad9 や TopBP1 がこの損
傷部位に共局在するかどうか調べた（図１）。	 

	 
(4)精製タンパクを用いた DNA 結合実験	 
	 野生型 9-1-1 および Rad9 の C 末端を欠失
した 9-1-1ΔC や TopBP1、Rad17-RFC を精製
して、ゲルシフト法により一本鎖及び二本鎖
DNA に結合するかどうか調べた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)変異型 Rad9 発現株の DNA 損傷感受性と
Rad9-TopBP1 結合の関係	 
	 まず、WT,	 S341A,	 S387A,	 2A のそれぞれを
10 倍程度過剰発現する株のシリーズを用い
て紫外線やアルキル化剤(Methylmethane	 
sulfonate,	 MMS)に対する感受性を調べたと
ころ、2A 発現株でのみ明らかな感受性が認め
られ、両方のセリン残基が細胞内での損傷応
答に重要な役割を果たすことが明らかとな
った。この結果は in	 vitro の結果と合わせ
て 2010 年に Genes	 to	 Cells 誌に報告した（発
表論文 4）。in	 vitro での 9-1-1 と TopBP1 の
結合実験では、S387A の場合 TopBP1 との結合
が 70％程度、S341A では 20%程度減少し、2A
ではほとんど結合しなかったが、感受性試験
の結果がこの in	 vitro の結果を完全には再
現しているとは言い難い。感受性試験の系は
変異 Rad9 の過剰発現による dominant	 
negative な効果を期待したもので、発現量の
程度や内在性の Rad9 の影響を無視できない。
そこで、我々は新たに siRNA 抵抗性の Rad9
を発現させたシリーズを用いて内在性の
Rad9 をノックダウンした上で同様の実験を
行った（図２）。Rad9 をノックダウンすると
紫外線や MMS に対して高感受性となったが、
内在性の Rad9 と同程度の発現が認められる



 

 

株では S341A や WT の場合には生存の回復が
見られた。一方、S387A や 2A の場合にはこの
ような回復は認められなかった。また、高発
現株の場合には前述の過剰発現の結果と同
様の結果が得られた。これらの結果から
S387A では S341 を介した TopBP1 の結合が残
存するために過剰発現株ではアルキル化剤
や紫外線に対して抵抗性を獲得するが、内在
性と同程度の発現株の場合では、チェックポ
イント応答を活性化するには不十分であり、
感受性を示すと考えられる。また過剰発現株
では 2A 発現株が S387A 発現株より高感受性
であることから S341 も細胞内での損傷応答
に重要であることが理解できる。同様にこれ
らの株で損傷応答が起こっているか ATRの基
質である Chk1(S345)のリン酸化状態を調べ
たが、リン酸化の程度と生存とが一致してい
た。このようにして、細胞内での Rad9 と
TopBP1 の結合能が細胞の損傷応答能と相関
関係があることを示した（投稿準備中）。	 

	 
	 (2)	 9-1-1 と TopBP1 のクロマチン結合と
Rad9-TopBP1 間の結合との関係	 
	 前述の通り、9-1-1 は TopBP1 と結合し、こ
の結合が細胞に損傷応答能を与えることが
明らかとなったが、この結合の具体的な意味
は依然として不明である。そこで、まずこの
結合が損傷に応じて変化するかどうか調べ
た。これらの結合に必要な Rad9 の S341 およ
び S387 のリン酸化を調べたところ、損傷の
有無に依らずに常に起こることが明らかに
なったが、これと一致して 9-1-1 と TopBP1
の結合も損傷の有無に関係なく観察された。
また、クロマチン分画法と免疫沈降法を組み
合わせて行い、これらの結合が主にクロマチ
ン画分で起こっている事を明らかにした（図
３）。	 
	 次に、これら蛋白質の細胞内局在における
9-1-1/TopBP1 間の結合の重要性を調べた。ま
ず、クロマチン分画法を用いて Rad9 および
TopBP1 の細胞内局在を紫外線照射の有無で
調べた。Rad9 は損傷に応じてクロマチンへの
局在が増加するが、siRNA を用いて TopBP1 を
ノックダウンすると、この損傷依存的な Rad9
のクロマチン局在が減少した。そこで、この
損傷依存的な Rad9 のクロマチン局在に Rad9

と TopBP1 の相互作用が必要かどうか Rad9 の
TopBP1 結合欠損変異体（2A）を用いて同様の
実験を行ったが、Rad9 の野生型と 2A 変異体
とで顕著な差は認められなかった。すなわち、
Rad9 の損傷依存的なクロマチンへの局在に
は TopBP1 の存在は必要だが、Rad9 の S341 お
よび S387 のリン酸化を介した直接的な相互
作用は必要ではない事が明らかとなった。	 

	 
(3)	 Rad9 と TopBP1 の紫外線損傷部位への局
在と Rad9-TopBP1 間の結合との関係	 
	 局所的紫外線照射法により、損傷部位への
これらの局在を調べたところ、Rad9 の局在は
野生型と 2A 変異体とで差は認められなかっ
たが、この Rad9-2A 変異体発現株では TopBP1
の損傷部位への局在が遅延した（図４）。	 

	 しかしながら、この株の紫外線感受性は野
生型に比べ顕著に高く、ATR-Chk1 経路の活性
化の指標となる Chk1 のリン酸化の程度も極
めて低い。このような表現型を TopBP1 の損



 

 

傷部位への局在の遅れで説明するのは難し
い。むしろ、TopBP1 の局在の遅延はこの株の
損傷応答能の減少を反映しているとも考え
られる。従って、9-1-1 と TopBP1 の結合がこ
れらの蛋白質の細胞内局在に与える影響は
少なく、この結合は、これらの蛋白質が損傷
部位へ集積した後のシグナル伝達で主な役
割を担うと結論した（投稿準備中）。	 
	 
(4)DNA 損傷応答因子の DNA 結合	 
	 9-1-1は Rad9の C末端を欠失させるとプラ
イマー／テンプレート型 DNAに結合する事が
報告されている。本研究では、野生型 9-1-1、
C 末端領域を欠く 9-1-1(9-1-1ΔC)を精製し
て、ゲルシフト法によりこれらの DNA 結合能
を解析した。その結果、9-1-1ΔC は一本鎖
DNA、二本鎖 DNA のいずれにも結合したが、
野生型の 9-1-1 はいずれの DNA にもほとんど
結合しなかった（図５）。さらに 9-1-1ΔC の
DNA結合について調べたところ、一本鎖 DNA、
二本鎖 DNAの長さに依存して結合の増加が見
られた。興味深い事に、9-1-1ΔC と DNA の結
合系に Rad9 の C 末端を加えるだけで、この
結合を阻害した事から、Rad9 の C 末端には
9-1-1 リング部分での DNA 結合を阻害する機
能が存在する事が示唆された。さらに、
TopBP1、Rad17-RFC も精製して、同様の解析
を行ったところ、これらも一本鎖 DNA、二本
鎖 DNA のいずれにも結合した。これらのこと
から、ATR-Chk1 経路に関わる損傷応答因子の
多くが DNA 結合能を有しており、蛋白質間相
互作用および蛋白質-DNA 間の結合を利用し
て損傷部位への局在とシグナル伝達を行う
事が伺える。	 
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