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研究成果の概要（和文）：DNAチェックポイント機構は放射線等により生じたDNA損傷を検出すると活性化する細胞内シ
グナル伝達機構である。チェックポイント機構は発がんの抑制にも深く関わる事から、その活性化の有無を検出するツ
ールの作製が強く望まれる。本研究課題ではチェックポイント機構の発動した細胞を生きたまま検出可能とするモジュ
ールの作製に挑戦した。具体的にはDNA複製の異常を感知するチェックポイント機構が発動すると核の外へ蛍光タンパ
ク質が排出されるように仕組んだモジュールを作製した。このツールを更に鋭敏な者に改良する事で生きたまま個体の
なかでチェックポイント機構の発動がモニター可能になる事を期待している。

研究成果の概要（英文）：DNA checkpoint mechanism is activated when cells receive the DNA damage stress tha
t arose from gamma-ray exposure. Not only the DNA damage responsive signaling cascade, DNA damage checkpoi
nt could act as anti-tumour mechanism to protect us from cancer. Thus to detect which cells activate DNA c
heckpoint could help detect precancerous cells. Here we tackled to construct the module to detect checkpoi
nt activation in live cells. We constructed the GFP-tagged peptide to express in the cells, and the module
 translocate outside the nucleus upon DNA replicative stress. Now we are modifying the module to make it m
ore clear response so that we could apply to monitor checkpoint activated cells in live organism.
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１．研究開始当初の背景 
放射線等により DNA 損傷を受けた細胞は細
胞分裂を一旦停止させ、その修復を待つ。こ
の停止時期をチェックポイントと呼び、停止
機構全体を DNA チェックポイント機構と呼
ぶ。DNA チェックポイント機構はリン酸化
を介した細胞内シグナル伝達機構であり、ゲ
ノム不安定性の生じた細胞を排除する事か
ら、発がんの抑制にも重要な役割をもつ事が
明らかとなっている。したがってチェックポ
イント機構の活性化をモニター可能とする
技術は非常に有用であり、とりわけ生きた細
胞内でその活性の有無を検出するツールの
作製はチェックポイント研究を大きく推進
すると考えた。 
申請者はこれまでにチェックポイント機構
の活性制御を、リン酸化制御を中心に解析し
て来た。その過程でリン酸化依存的に Rad9
と Cut5 の二つのチェックポイントタンパク
質が結合する事、また、その結合がチェック
ポイント発動時にのみ見られる事を見出し
た。そこで、この二つのタンパク質の結合を
蛍光でモニター可能とする系の確立を試み
る、という考えに至った。 
 
２．研究の目的 
DNAチェックポイント機構は DNA損傷を 
速やかに検出し発動する細胞内シグナル伝
達機構である。ATR, ATM, Chk1, Chk2とい
った複数のキナーゼを介したリン酸化に依
存したシグナル伝達機構であり、その発動と
共に細胞周期停止を引き起こす。高等生物に
おいては細胞周期停止の制御を行なうだけ
でなく、老化、といった恒久的な細胞増殖停
止や細胞死を引き起こすことで過剰な損傷
を受けた細胞等を排除する。この様にチェッ
クポイント機構は多様な応答を誘導するた
め、従来の分子生物学的手法のように細胞集
団をまとめてウエスタンブロッティング等
の手法で解析していては個々の細胞応答を
区別する事ができない。一つ一つの細胞の中
でのチェックポイント活性をモニターし、さ
らにそれらの細胞運命を追尾できるような
システムを確立する事でのみチェックポイ
ント活性化の程度と細胞運命との相関関係
を論じる事が出来る。 
本研究課題では Rad9 タンパク質と Cut5 タ
ンパク質というチェックポイントが発動し
た際に結合するタンパク質相互作用を利用
した蛍光モジュールの作製を試みる。Rad9
タンパク質と Cut5 タンパク質の結合はチェ
ックポイントキナーゼである、ATRと ATM
キナーゼに依存したリン酸化に依存してお
り、Rad9-Cut5間相互作用の程度の強さは細
胞内 ATR/ATM キナーゼ活性とみなして良
いと考えた。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では実際には二通りの手法をと
った。	 

（Rad9-Cut5 タンパク質相互作用を利用した
BiFc 法による蛍光検出）	 
前述の通り、Rad9 タンパク質と Cut5 タンパ
ク質の相互作用はγ線などの DNA 切断（DNA
損傷）やヒドロキシウレアという DNA 複製阻
害を引き起こす薬剤（DNA 複製停止）により
細胞がストレスを受けた際に、その相互作用
が強くなる。二分子蛍光補完法では、二つの
タンパク質が相互作用した際にのみ蛍光タ
ンパクが成熟するように細工をする。具体的
には蛍光タンパク質 GFP を N 末端部と C末端
部の二つに分け、C末端部を Rad9 との融合遺
伝子として、N末端部を Cut5 との融合遺伝子
として細胞内で発現させる。Rad9 と Cut5 が
直接相互作用すると必然的にそれぞれに付
加され発現する N末端と C末端の GFP 分子も
近傍に来るため相互作用し、高確率で N末端
と C末端が合わさった GFP 分子が形成される。
従って、Rad9 と Cut5 タンパク質が相互作用
すると GFP による蛍光が検出される仕組みで
ある。DNA 損傷・複製ストレスを受けた細胞
では Rad9 と Cut5 の相互作用が増大する。即
ち GFP による蛍光も増大するはずである。	 
	 
（リン酸化依存的な核内移行、核外移行のシ
ステムを利用した蛍光プローブの作製）	 
DNA 損傷に応答して幾つかのタンパク質が細
胞内局在を変える。これらの中にはチェック
ポイント機構のリン酸化酵素により直接リ
ン酸化を受け、局在を変えるタンパク質があ
る。それらは Cop1 タンパク質と Cdc25 タン
パク質であり、前者は ATM キナーゼに、後者
は Chk2 キナーゼによりリン酸化を受ける事
で核外に放出される。そこで本研究課題では
Cop1及びCdc25タンパク質の局在変化に必要
な最小部分断片をクローニングし、GFP との
融合遺伝子として発現させる。これによりチ
ェックポイントが発動した細胞において蛍
光が核外に検出されるはずである。	 
	 
４．研究成果	 
（Rad9-Cut5 タンパク質相互作用を利用した
BiFc 法による蛍光検出）	 
下に示すようなプローブの作製を行なった。	 
申請者はこれまで分裂酵母の Rad9 タンパク

質及び Cut5 タンパク質を用いて解析して来
た。Rad9 タンパク質の C 末端部には ATR/ATM
のリン酸化部位が二つ存在し、DNA 損傷・複
製ストレスを受けた細胞内でそれらのリン
酸化が増大する事をこれまで示して来た。ま
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た、Cut5 のカルボキシル末端部分に Rad9 の
リン酸化を認識し、結合する BRCT ドメイン
が存在し、２者タンパク質は DNA 損傷・複製
ストレスを受けた細胞内では結合量が増大
する。それぞれの断片に GFP の誘導体である
VENUS タンパク質の N 末端部、C 末端部を付
加させたものを作製し、融合遺伝子として同
時に細胞内で発現させた。Rad9 と Cut5 の相
互作用には向きがあるため、それぞれ Rad9、
Cut5断片のN末、C末に蛍光タンパク質Venus
の C 末端部分と N 末端部分を融合させ、総当
たり的に同時発現させた。また、Rad9、Cut5
タンパク質と蛍光タンパク質断片の間には
Ser-Ala-Gly-Gly の４アミノ酸の 4 回反復配
列を挿入する事で動きに柔軟性を持たせた。	 
これらの融合遺伝子を分裂酵母の大量発現
用のプロモータ配列である、nmt1 プロモータ
の下流に繋ぎ、酵母細胞内で発現させた。
Nmt1 プロモータには強さの異なる配列があ
る。TATA ボックス配列に変異を持たせる事で
三段階の異なる発現を起こさせるプロモー
タを利用出来る。	 
最も強い nmt1 プロモータを用いた際には蛍
光が DNA 損傷ストレスを与えない細胞におい
ても観察され、残念ながら VenusN 末-Rad9 と
Cut5 を付加させていない VenusC 末とを共発
現させた細胞でも蛍光が観察された。これは
nmt1 レベルの強発現状況では N 末部分の
Venus と C 末部分の Venus は Rad9-Cut5 の相
互作用を介さなくても複合体を形成出来る
事を示している。	 
次に nmt1 プロモータの TATA ボックスの半分
を削ったプロモータである nmt41 の下流に
Rad9 と Cut5 を繋ぎ、発現させた。この際に
は Rad9 及び Cut5 に依存した蛍光が検出され、
ある程度 Rad9-Cut5 の相互作用の検出系が上
手く作動している事が示された。しかしなが
ら、局在は核内に一様に検出され、期待され
た DNA 損傷領域のみの局在など、特殊な蛍光
パタ−ンは観察されなかった。また、DNA 損傷
ストレスに依存せず、通常培養時から蛍光シ
グナルが観察され、未だコピー数が過剰に有
る事が示唆された。	 
さらに nmt1 プロモータの TATA ボックスをほ
ぼ全て欠失したプロモータである、nmt81 配
列の下流にモジュールを繋ぎ、細胞内で発現
させたが、この場合には蛍光は全く観察出来
なかった。	 
そこで、次に、nmt41 の下流に繋いだモジュ
ールをこれまでのように多コピープラスミ
ドとして細胞に持たせるのではなく、ゲノム
DNA 上に挿入し、細胞当たりのコピー数を一
コピーに限定して発現させた。これにより、
細胞間での発現量の差が比較的なくなる他、
実験間での差異も少なくなると予想された。
その結果を下記の表にまとめる。興味深いの
は Rad9 断片の N 末に Venus の C 末を繋いだ
ものと Cut5 の N 末に Venus の N 末を繋いだ
モジュールを共発現させた場合と Rad9 及び
Cut5 の C 末に Venus の C 末、N 末を付加させ

共発現させた場合である。ともに核内の一様
な染色ではなく、核内の斑（Speckled）状な

蛍光が観察出来た。	 
右に示す写真
はその一例で
あり、ぼんや
りと円状に見
える蛍光は細
胞核の中に局
在する蛍光を
示す。核内の
一点ないしは
二点に蛍光中
心が観察され
る細胞が 20%程度の細胞で観察された。また
うち 50％の細胞では核内一様に蛍光が観察
出来た。また、γ線を 50Gy 照射した細胞で
は照射後一時間後に５点以上の蛍光中心が
核内に観察される細胞が 30%程度存在した。	 
これらの結果の一つの解釈は強い蛍光中心
は DNA 損傷の局所的なシグナルを示している
可能性が考えられる。また、γ線を照射して
いない細胞において見られるシグナルは特
殊な染色体領域の可能性もある。実際、染色
体末端である、テロメア近傍配列には Rad9
を始めとするチェックポイントタンパク質
が局在する事がクロマチン免疫沈降法等に
より観察が報告されており、これら蛍光中心
はテロメア配列を示している可能性もある。	 
現在は蛍光シグナルとテロメアマーカーと
の二重染色を試みているが、本モジュールに
よる蛍光シグナルが細胞固定に対して不安
定なため、固定法等の検討を現在行なってい
る最中である。同時に異なる波長のテロメア
局在タンパク質の蛍光標識を用いる事で二
重染色を試みている。また、本モジュールの
最終目的は高等生物細胞内で発現させ、その
挙動を追う事である。現在、CMV プロモータ
に繋いだ物を作製中であり、tet オペレータ
配列を挿入する事で発現レベルをテトラサ
イクリン誘導体であるドキシサイクリンに
より調節可能なコンストラクトを作製中で
ある。	 
（リン酸化依存的な核内移行、核外移行のシ
ステムを利用した蛍光プローブの作製）	 
核内移行、核外移行を利用する本システムは
BiFc 法のバックアップとして作製に取りか
かった。これは BiFc 法では DNA 損傷・複製

Venus (full) -Rad9-C - Uniformal

- Venus (full) -Cut5-C Uniformal

VenusC -Rad9-C VenusN Uniformal No/weak signal

VenusC -Rad9-C VenusN-Cut5-C Speckled Very Bright

VenusC -Rad9-C Cut5-C-VenusN Uniformal Weak

Rad9-C-VenusC VenusN Uniformal No/weak signal

Rad9-C-VenusC VenusN-Cut5-C Uniformal Bright

Rad9-C-VenusC Cut5-C-VenusN Speckled Bright

Leu-based plasmids Ura-based plasmids pattern Intensity



ストレスを与えない細胞に置いても蛍光シ
グナルが観察され、また、発現レベルが高く
なると Rad9 のリン酸化に依存しない蛍光が
観察される為である。おそらくは BiFc の系
は Rad9 及び Cut5 の発現量に影響を受けやす
いためであろうと考えた。これは細胞種を変
えたりする際に非常に不都合である。そこで
発現変化に比較的頑強なシステムとして局
在変化を利用するプローブの開発を試みた。
具体的には、E3 リガーゼであり、ER 上で機
能するが、普段は核内に局在しており、放射
線を照射した細胞では核外へと排出される。
Cop1 タンパク質の中央部分に NLS（核移行シ
グナル配列）と NES（核外排出シグナル配列）
の二つが存在し、核移行シグナルの近傍に
ATM キナーゼによりリン酸化を受ける部位が
存在する。リン酸化依存的に 14-3-3 タンパ
ク質が Cop1 に結合し、核移行シグナルが機
能しなくなるため核外へと放出される。Cop1
部分断片に GFP を付加させ、骨肉腫由来のヒ
ト培養細胞 U2OS にて発現させた。しかしな
がら、その発現は細胞に非常に毒性を与え、
生育を著しく阻害したため有効な活用は出
来ないと結論した。	 
さらに cdc25C 遺伝子も検討した。Cdc25 タン
パク質はその N末部分が制御ドメインとなっ
ており、NLS と NES 配列が存在する。NLS 近
傍配列に Chk2 によるリン酸化部位があり、
これも 14-3-3 との相互作用を促進する事で
核内移行を阻害する。Cdc25 断片を発現する
細胞は比較的生育が良く、DNA 損傷を与えな
い細胞では核内にシグナルが観察出来た。複
製ストレスを引き起こすヒドロキシウレア
を添加した際にはほとんど変化は見られな
かった。また、γ線を照射した際には一部の
細胞で核外にシグナルが観察出来た。現在は
リン酸化部位をアラニンに置換させ、リン酸
化されないようにした変異遺伝子を発現さ
せて観察している。また、リン酸化部位を ATM
キナーゼの認識配列に置換させた変異遺伝
子も作製中であり、より感受性の高いモジュ
ールにするべく検討しているところである。	 
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