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研究成果の概要：シロイヌナズナの AtRAD26 蛋白質を解析することにより、この蛋白質が DNA
損傷を検出する AtATR キナーゼと協調的に働き、細胞周期を一時的に停止させる機能があるこ
とを明らかにした。また、AtRAD26 蛋白質のリン酸化修飾や多量体形成を検出することにより、
この蛋白質がヒトの ATR 結合蛋白質や分裂酵母の Rad26 蛋白質と同様に ATR キナーゼを制御す
る働きがあることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 すべての生物は、DNA 複製と細胞分裂のサ
イクルを繰り返すことによって増殖し、生命
を維持している。この細胞分裂周期の進行は
様々な内的または外的な要因によって常に
ストレスを受けており、それによって様々な
異常が生じることが知られている。細胞周期
チェックポイントとは、DNA 複製作業の中断
や染色体の分配異常などといった異常事態
の際に、細胞周期の進行をいったん停止し、
適切な処理が行われるまで次のステップに
移行しないようにする機構であり、単細胞生
物である酵母から哺乳動物まで広く保存さ
れている。チェックポイント機構を欠損する

と、ヒトでは遺伝病を発症したりガンが生じ
ることが知られており、この機構が正確な遺
伝情報を維持していく上で非常に重要であ
ることが示唆されている。 
 哺乳動物細胞や酵母（分裂酵母・出芽酵母）
を材料とした研究により、チェックポイント
機構には、DNA 複製チェックポイント、DNA
損傷チェックポイント、およびスピンドルチ
ェックポイントなどがあり、多くの蛋白質が
シグナルネットワークを形成して、それぞれ
の異常に対応していることが明らかにされ
ている。例えば、DNA に損傷や複製障害が発
生 す る と 、 ATM (ataxia telangiectasia 
mutated) や ATR (ataxia telangiectasia- 
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and rad3-relted) などのセンサーが活性化
され、メディエーター蛋白質を介して、エフ
ェクターである Chk1 (checkpoint kinase 1) 
や Chk2 がリン酸化される。エフェクターの
働きにより、細胞周期の調節因子である p53
や cdc25A、cdc25C などにシグナルが伝えら
れ、その結果、細胞周期の停止・DNA 修復・
アポトーシスなどが誘導される。 
 高等植物においては、ATM および、ATR の
ホモログがシロイヌナズナから単離されて
いる (AtATM 及び AtATR)。Britt らはさらに
シロイヌナズナにガンマ線照射をおこなっ
て・-H2AX のフォーカスの形成を解析し、
AtATM・AtATR の両者が損傷チェックポイント
の誘導に働いていることが明らかにした。し
かし、AtATM や AtATR の直接のターゲットは
何であるかなど、シグナルカスケードの詳細
は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 シロイヌナズナの紫外線感受性変異株の
ひとつである suv2  (sensitive to UV 2) 変
異株は、紫外線以外の DNA 損傷処理や DNA 複
製阻害剤に対しても感受性を示し、細胞周期
制御に関わる因子であることが強く示唆さ
れてきた。一方、suv2 の原因遺伝子は、646
アミノ酸からなる未知の蛋白質をコードし
ており、その N 末付近には GCN4 型のコイル
ドコイルドメインが存在した。これらのこと
から、suv2 の原因遺伝子は、ATR と結合し ATR
の活性を制御する ATRIP (ATR interacting 
protein)および出芽酵母 Rad26のホモログを
コードしている可能性が強く疑われている。
そこで、本研究では suv2(rad26 と改名)の原
因遺伝子 (AtRAD26)と AtATRとの関連性を生
化学的・分子遺伝学的手法で解析し、高等植
物における損傷チェックポイント機構の解
明を目指す。 
 具体的には、1)AtATR 欠損株と AtRAD26 欠
損株の表現系の比較、2) AtRAD26 遺伝子のチ
ェックポイント反応に及ぼす影響、3) 
AtRAD26 蛋白質の多量体形成能の検証、4）
AtRAD26 蛋白質の AtATR 依存的なリン酸化修
飾の検証、などの解析を行い、DNA 損傷によ
って引き起こされるリン酸化を介したシグ
ナルカスケードの道筋を明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) AtRAD26 欠損植物の DNA 損傷処理・複製
阻害処理に対する感受性の解析 
 AtRAD26 遺伝子を欠損した幼植物体に対し
て、紫外線 B、ガンマ線、マイトマイシン C
などの DNA 損傷処理やアフィディコリン、ヒ
ドロキシウレアなどの DNA複製阻害処理を与
え、幼植物体の根の伸長を指標にこれらの処
理に対する感受性を解析する。また、AtRAD26

欠損植物を AtATR欠損植物と交配することに
より、二重変異体を作製し、この植物の DNA
損傷処理・DNA 複製阻害剤に対する感受性を
調べることにより、両遺伝子産物の機能の関
連性を検証する。 
 
(2) 細胞周期マーカー遺伝子を用いたチェ
ックポイント機構の解析 
細胞周期の G1/M 期のマーカーである
CycB1;1:GUS 遺伝子を用い、AtATR や AtRAD26
の欠損株で、チェックポイント反応の異常が
見られるかどうかを観察する。AtATR や
AtRAD26 の欠損株に対して、アフィディコリ
ンなどの DNA 複製阻害剤やガンマ線・紫外線
などの DNA 損傷処理を行い、マーカー遺伝子
の発現パターンを実体顕微鏡で観察するこ
とにより、AtATR および AtRAD26 のチェック
ポイントにおける機能を解析する。 
 
(3) 酵母 Two-Hybrid 実験系による AtRAD26
蛋白質の多量体形成の解析 
 AtRAD26のcDNAを酵母転写因子のDNA結合
ドメインまたは転写活性化ドメインのコー
ド領域の下流に組み込み、酵母細胞内で両遺
伝子産物の間で相互作用が見られるかどう
かを調べる。また、AtRAD26 の cDNA をいくつ
かの領域に分割したものを同様に相互作用
検出用ベクターに組み込み、多量体形成に必
要なドメインを同定する。 
 
(4) AtRAD26 遺伝子産物のシロイヌナズナ核
抽出物によるリン酸化 
 AtRAD26 蛋白質が植物細胞内に存在するキ
ナーゼによってリン酸化されるかどうかを
調べるため、大腸菌中で発現させた AtRAD26
蛋白質と植物組織から抽出した核蛋白質画
分を[・-32P]ATP の存在下で混合し、AtRAD26
への 32P の取り込みを解析する。また、野生
型植物及び AtATR欠損植物から抽出した核蛋
白質画分を用いた際の 32P の取り込み効率を
比較することにより、リン酸化活性に及ぼす
AtATR キナーゼの寄与を検証する。さらに、
AtRAD26 のリン酸化ターゲット配列を他のア
ミノ酸に置換した変異蛋白質を大腸菌中で
発現・精製し、これに対する 32P の取り込み
効率を調べることに、リン酸化のターゲット
を推定する。 
 
４. 研究成果 
(1) AtRAD26 遺伝子の欠損株（rad26）に対
して、DNA 損傷処理や DNA 複製阻害処理を与
え、幼植物体の根の伸長を指標にこれらの処
理に対する感受性を解析した。その結果、
rad26 変異株は、紫外線 B やガンマ線、ヒド
ロキシウレア、アフィディコリンに対して感
受性を示し、損傷チェックポイントにかかわ
る AtATR 遺伝子の欠損株（atr）で報告され



ていた結果と同様の結果を示した。また、
rad26 と atr の２重突然変異株 atr rad26 を
作製し、DNA 損傷や細胞周期阻害剤に対する
反応を解析した結果、rad26、atr および atr 
rad26 変異株のヒドロキシウレアに対する感
受性は全く同一であった （図１）。このこ
とから、AtRAD26 と AtATR との強い関連が示
唆された。 

 
(2) 細胞周期の G1/M 期のマーカーである
CycB1;1:GUS 遺伝子を用いて、DNA 損傷や細
胞周期阻害剤を与えたときの細胞周期の状
態を観察した。その結果、rad26 および atr
バックグラウンドにおいては、ガンマ線処理
後における GUS活性の蓄積量や蓄積の持続性
が弱く、G1/M 期におけるチェックポイント反
応が正常に働かなかった。同様の結果は、変
異体にアフィディコリン処理を行った際に
も観察された。このことから、AtRAD26 遺伝
子のチェックポイント機構への関与が強く

示唆された (図２)。 
 
 
(3) AtRAD26 の cDNA の全長を酵母転写因子
の DNA結合ドメイン及び転写活性化ドメイン
のコード領域の下流に組み込み、両遺伝子産
物間の相互作用を調べた結果、AtRAD26 蛋白
質は酵母細胞内で２量体を形成することが
わかった。さらに、AtRAD26 の cDNA をいくつ
かの領域に分割し、AtRAD26-NT（コイルドコ
イル領域を含む N末領域）、AtRAD26-NT2（コ

イルドコイル領域を含まない N 末領域）、ま
たは AtRAD26-CT(C 末領域)に分割し、ドメイ
ン間の相互作用を検証した結果、両蛋白質が
コイルドコイル領域を含む場合には相互作
用が見られたが、どちらか一方がこの領域を
欠くと相互作用が失われた。このことから、
コイルドコイル領域が AtRAD26の２量体形成
に必須であることが明らかになった。 
 
(4) AtRAD26 が AtATR などのセンサーキナー
ゼによってリン酸化されるかどうかを調べ
るため、大腸菌中で発現させた AtRAD26 と植
物 組 織 か ら 抽 出 し た 核 蛋 白 質 画 分 を
[・-32P]ATP の存在下で混合し、AtRAD26 への
32P の取り込みを解析した。その結果、野生型
の植物由来の抽出画分では、強い 32P の取り
込みが見られたが、AtATR 欠損株由来の抽出
画分では取り込みが半減した。一方、AtATR
のリン酸化サイトと思われる 2箇所のセリン
残基をアラニンに置換した変異 AtRAD26を用
いると、32P の取り込みが減少する傾向が見ら
れた。以上の結果から、AtRAD26 のセリン残
基が AtATRを主体としたセンサーキナーゼに
よってリン酸化される可能性が示唆された。 
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