
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21年 6月 8日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：細胞は紫外線などで遺伝情報である DNA が傷つくと細胞分裂を停止して、
それを修復する。この機能を DNA チェックポイント機能と呼び、それがおかしくなると癌を
多発する。チェックポイント機能が働いている様子をリアルタイムで検出し得るツールを作製

した。これをさらに改良する事で生きたままチェックポイント機能の活性化の様子を追うこと

ができる様になると考えている。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）研究分野の背景：細胞は紫外線などで
遺伝情報である DNA が傷つくと細胞分裂を停
止して修復する。この機能を DNA チェックポ
イント機能と呼ぶ。DNA チェックポイントが
欠損すると損傷した DNA が修復されないまま
次の細胞周期へと進行し、それが発がん等の
原因となる。DNA チェックポイントに関わる
タンパク質群は既に酵母の遺伝学等の解析
から同定されており、リン酸化によるシグナ
ル伝達経路である事が分かっていた。 
（２）本研究の背景：DNA チェックポイント

タンパク質の分子メカニズムは様々な解析
により明らかになって来ている。しかしなが
らそれらの解析は個々の分子の生化学的解
析や、固定細胞における観察にとどまってお
り、生体内での動的な挙動に関する知見が欠
落していた。 
（３）本研究の動機：DNA チェックポイント
の活性化の動的な挙動の観察を可能にする
ためリアルタイムでその活性化を視覚的に
検出する事のできるツールの作製を計画し
た。このツールの作製に私がこれまで解析し
て来た Rad9 と Cut5 タンパク質に注目した。
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Rad9 と Cut5 はチェックポイントが活性化す
るとリン酸化依存的に結合する。これを一分
子 FRET 法に応用し，Rad9-Cut5 が結合すると
発光するツール作製を試みた（研究の方法、
図１参照）。 
 
２．研究の目的 
DNA チェックポイントの活性化を視覚的に
検出するツールを構築する事で生きた細胞
内での DNA チェックポイントの活性化の様
子を観察できるようにする。DNA チェック
ポイントの活性化の動的な様子がリアルタ
イムで検出できる様になると考えた。さらに
細胞内での DNA チェックポイント活性化の
時空間的な解析を行い、チェックポイント信
号がどのように発生し、どのように細胞内へ
と広がっていくかを観察する。 
 
３．研究の方法 
（１）概要：これまでに私が解析して来たタ
ンパク質間相互作用の知見を利用する。
Rad9-Cut5 はチェックポイント活性化時の
みに Rad9のリン酸化を介して複合体を形成
する事を私は見いだして来た。本研究に置い
ては Rad9-Cut5 が相互作用する時のみ発光
する一分子 FRET と呼ばれる技術を利用す
る。高いエネルギーで励起された蛍光タン
パク質（ドナー）は、近傍にある低いエネ
ルギーで励起される蛍光タンパク質（アク
セプター）に自らのエネルギーを転移させ
ることができる。すなわちドナーを励起さ
せる事で近くに位置するアクセプターを発
光させる事が出来る。FRET法ではその現
象を利用する事で２つの蛍光標識されたタ
ンパク質の相互作用を見る。 
Rad9と Cut5の部分断片を融合し、さらに二
つの蛍光タンパク質をその両端に付加した
融合タンパク質を作製し、細胞内で発現させ
る（図１）。チェックポイントが活性化した
細胞内でのみ融合タンパク質は構造を変化
させ、発光すると考えた。これにより細胞内
のチェックポイント活性化状態を生きた細
胞内にて検出する（図１）。 

（２）プラスミドの作製：まず図２の様に
8-base cutter の制限酵素部位で構成された
マルチクローニング部位をもつプラスミド
を構築した。図２の様にそれぞれ蛍光タンパ
ク質および Rad9/Cut5 ペプチド断片を挿入
し、酵母用発現ベクターに構築した。このモ
ジュールは蛍光タンパク質／ペプチドを自
由に入れ替えることができるのが利点であ
る。 

（３）CyPET, YPetを用いた方法：当初用い
た CyPet、YPet 蛍光タンパク質は単体では
酵母中で発光したものの、融合タンパク質中
では十分な明るさの蛍光を得ることができ
なかった。一つの理由として融合タンパク質
になると不安定化する事が考えられる。そこ
で蛍光タンパク質を別のコンビネーション
(mKO, miCy)に付け替えた。 
（４）mKO, miCYを用いた方法：本研究期
間中に、より FRET効率が良いと思われる蛍
光タンパク質の報告がなされた。それら
(miCy: ミドリイシシアン、mKO:単体クサビ
ラオレンジ) を入手し、試用した。それぞれ
の励起、蛍光波長、は図３の通りである。ま



 

 

た、本解析においては図３にあるような CFP
用の励起フィルター、TRITC用の蛍光フィル
ターを用いて解析した。融合タンパク質モジ
ュールはチアミンの枯渇により誘導される
プロモータの支配下に在る。チアミンの濃度
を振り、また、DNA 損傷（ヒドロキシウレ
ア、あるいはカンプトテシン）を培地中に添
加する事で融合タンパク質量やチェックポ
イントの活性化状態を変えて解析する。 
（５）あらたな FRETコンビネーションの探
索：Rad9-Cut5 以外に FRET に用いる事の
できるタンパク質間相互作用を探索するた
め Rad9 の 複 合 体 精 製 を TAP
（proteinA+CBP）タグを用いて Rad9 とリ
ン酸化依存的に相互作用を変化させるタン
パク質の取得を行った。その後ツーハイブリ
ッド法にて直接相互作用を検証した。 
 
４．研究成果 
（１）概要／背景：これまでに類似のツール
が作製された報告は一報しかなく、新規性が
高い技術である。本研究においては、計画し
ていた一分子 FRET用のモジュールを全て
作製した。当初予定していた CyPet, YPet蛍
光タンパク質では融合タンパク質の発現効
率が悪い事、また、研究期間中に報告のあっ
た、miCyと mKO が、より FRET効率が良
さそうであったので、それを用いて、モジュ
ールを作製した。 
（２）結果１： FRETの結果： 
①FRETすなわち蛍光共鳴エネルギー転移が
起こると励起させた蛍光タンパク質のエネ
ルギーが隣接する蛍光タンパク質の励起エ
ネルギーとして吸収され、その励起エネルギ
ーとなる。従ってこの場合では FRETモジュ
ールを CFPフィルターを用いて miCyを励
起する。その際に miCyの蛍光（CFP => 
CFP）強度と mKO（CFP => Red）の比較を
チェックポイントが活性化していない状態
（-HU: ３時間）と活性化した状態（-HU）
で行う。 
②FRETモジュールの発現はチアミンの枯渇
によって誘導がかかるプロモータの支配下
にある。チアミンを枯渇させてからの時間に
よって発現量が変化する。検討した結果、チ
アミンを完全に枯渇させてから１０時間が
最も効率のよい事が分かった。 
③予想としてはチェックポイントが活性化
した状態では miCyの蛍光が弱まり、mKO
の蛍光が強まると思われる。図４に見られる
様にmiCyの蛍光が予想通りチェックポイン
ト活性化時において弱くなる事が観察され
た。残念ながら mKOの蛍光シグナルに変化
は見られなかったがこれは FRETによって
移動するエネルギーが弱く、mKOを強く活
性化させる事ができない為と考えられる。ち
なみに FRETモジュールの個々の細胞内に

おける発現量の検定は mKOを直接活性化
(Red => Red)の蛍光量によっておこなった。 
④本研究によりチェックポイント活性化を
リアルタイムで視覚的に検出する FRETモ
ジュールを作成する事に成功した。今回研究
に用いた分裂酵母は遺伝学と細胞生物学の
両方の容易なモデル生物である。チェックポ
イント変異株のコレクションが豊富であり、
それらにおけるチェックポイントの活性化
状態の推移を追う事でより詳細な解析が可
能となる。また、分裂酵母は細胞形態と細胞
周期の相関の解析が非常に進んでいる。チェ
ックポイント活性化と細胞形態との相関を
より定量的に観察する事ができると考えて
いる。 
（３）結果２： 新規 FRETコンビネーショ
ンの探索：TAPタグを用いた解析から Rad9
と相互作用する因子として RPA
（ReplicationProtein A）を取得した。ツー
ハイブリッド法の解析から Rad9のカルボキ
シル末端に RPAが結合する事が分かった。
並行して行って来た解析から Rad9はチェッ
クポイントキナーゼ ATRだけでなく複製キ
ナーゼである DDKによってもリン酸化を受
ける事を私は見いだして来た。DDKによる
リン酸化部位が RPA結合配列の希望にある
こと、又他の生化学的解析から Rad9は DDK
のリン酸化を受けると RPAから解離する、
とのモデルを立てている。DNA損傷に応答
して起こるリン酸化であり、この相互作用は
DNA損傷応答が起こると発色が失われるコ
ンビネーションに用いることができるかも
しれない。 
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( 図 4）ミドリイシシアンの蛍光発光（CFP=>CFP) がチェックポイ
ントが活性化した場合、抑制された。これは FRET 効果によりクサ
ビラオレンジへとエネルギーが転移し、吸収されたためと思われる。
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