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研究成果の概要（和文）：複製開始因子Cdt1が過剰になると複製フォーク進行に関わるMCMの活性を阻害した。
フォークを移動できる Tipin  の遺伝子破壊株で、低濃度カンプトテシン（DNAトポイソメラーゼ阻害剤）暴露
により、DNA二重鎖切断が野生型株に比べ増加し、その帰結としてのチェックポイント異常亢進が明らかになっ
た。一方、早老症ウェルナー症候群遺伝子産物 WRN  と相互作用できる WRNIP1 は、UV照射時にTranslesion 
Synthesis  (TLS) に関わる Polηの上流で機能すること、WRINP1の過剰発現が TLS に関わるPriPolの量を低下
させることなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Main findings are as follows; (1) Excess DNA replication initiation factor 
Cdt1 inhibits MCM helicase activity in frog eggs extract. (2) Chicken DT40 TIPIN KO cells shows CTP 
(DNA topoisomerase I inhibitor) hypersensitivity. Under low dose CPT exposure, DNA double strand 
breaks are accumulated in TIPIN KO, leading to hyper checkpoint activation. (3) After UV 
irradiation, UV sensitivity and UV-induced hyper mutation of DT40 Polh single KO cells are almost 
completely suppressed by WRNIP1 gene knockout, suggesting that WRNIP1 acts upstream of Polh. (4) One
 of translation polymerases, PriPol is down-regulated by overproduction of WRNIP1. PriPol is the 
best candidate for error-free translesion polymerase on UV-damaged DNA in the absence of both WRNIP1
 and Polh.

研究分野： 分子細胞生物学
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１. 研究開始当初の背景 
 

  DNA 複製フォークの進行に伴う、フォ
ーク前方の torsional stress の解消が、円滑
な DNA 複製に必須なことは以前から知られ
ていた。申請者は、J. Biol. Chem. 289, 
11374-11384, 2014 にて「Tipin (複製フォー
クの進行を担うMCMヘリカーゼ複合体と供
に移動できるタンパク質)が、MCM のヘリカ
ーゼ活性と DNA トポイソメラーゼ I (TopI)
の torsional stress 解消反応を連動させる」
可能性を見出していた。 
 
２．研究の目的 

 
  本研究は、DNA 複製フォーク前後で、
DNA 複製を滞りなく完遂させるための分子
機構の一端を解明しようとするものである。
具体的に、以下の 2 つの目標を掲げた。 

 
(1) ニワトリ DT40 Tipin ノックアウト 

(KO) 細胞の TopI 阻害剤カンプトテシ
ン (CPT) への高感受性を指標に、フォ
ーク進行と torsional stress の解消のカ
ップリング機構の解明に挑む。 
 

(2) DNA 複製後修復のうちの translesion 
synthesis (TLS) に関与する可能性が高
い  WRNIP1 (Werner interacting 
protein 1) の機能解析により、WRNIP1 
と DNA polymerase η (Polη)との機
能の連関、さらには DNA 組換え酵素 
Rad52との機能の連関の解明を目指した。 
 

３．研究の方法 
 

  ニワトリDT40細胞を用いた遺伝学的解
析と、標的タンパク質と複合体を形成する因
子との関係を調べることを組合せ、目標の達
成を目指した。上記の (1) (2) に対し、具体
的には、 

 
(1) DT40 TopI 条件致死株樹立と性状解析

および MCM 複合体 (Tipin とともに複
製フォーク上にある)の Cdt1 によるフ
ォーク進行阻害機構の解明 
 

(2) DT40 WRNIP1/Polη二重遺伝子破壊株
(DKO) の 樹 立 と そ の 性 状 解 析 、
WRNIP1/RAD52 二重遺伝子破壊株 
(DKO) の樹立とその性状解析を行う。さ
らに WRNIP1 と TLS に関わることが
最近明らかになってきた PriPol との機
能の連関について解析する。 

 
４．研究成果 

 
  結果論ではあるが、上記 (1) (2) の当初
計画のうち、(1) に関しては TopI 条件致死
株樹立の不成功をはじめ、思うように研究を

進展させることはできなかった。しかしなが
ら、Tipin の機能に迫る重要な手掛かりは発
見はできた（残念ながら論文発表には至って
いない）。一方、計画 (2) のほうは順調に成
果をあげることができた。そこで、Tipin に
関する発見 2 項目と、MCM ヘリカーゼに関
する発見 1 項目、さらに WRNIP1 に関する
発見 3 項目の合計 6 項目について、箇条書き
にて解説する。また、論文報告できた成果に
ついては文献番号を、論文報告できなかった
が学会発表した成果には、学会発表番号を付
記した。 

 
(1) Tipin KO 細胞では、低濃度の CPT によ

り DNA 二重鎖切断が、野生型に比べ増
加することを検出できた。この知見は、
我々の J. Biol. Chem. 289, 11374-11384, 
2014 にて報告した、低濃度 CPT による 
Tipin KO 細胞の過剰なチェックポイン
ト亢進を説明できるものであった（文献
1）。 
 

(2) チェックポイント活性化に関わる複製フ
ォーク因子である Claspin と Tipin と
の二重変異株 (DKO)を１株のみ、樹立で
きた。このクローンは増殖能が著しく悪
く、Tipin KO による細胞内 defect を 
Claspin がかろうじて支えていることを
示唆するものであった。ただ、残念なこ
とに得られた 1 クローンの安定性が悪く、 
 

(3) Tipin とともに複製フォーク進行を担う 
MCM ヘリカーゼの制御という観点から、
MCM の複製開始のお膳立てに必要な 
Cdt1 における新規機能を発見した。
Cdt1 が過剰になると、これまで未発見で
あった Cdt1 による複製フォークへの影
響を捉えることができた。具体的には、
Cdt1 が MCM ヘリカーゼに働きかけて
複製フォーク進行を遅延させる活性を持
つことを立証した（文献 2）。 

 
(4) WRNIP1 は WRN（ウェルナー症候群

原因遺伝子産物）と相互作用する。WRN
が DNA 組換え酵素 Rad52 と複合体形
成できることから、WRNIP1 と Rad52 
が物理的に相互作用できるか免疫沈降実
験を行った。その結果、両者は僅かなが
らではあるが複合体を形成できた。そこ
で、さらに WRNIP1 と Rad52 の関係
を調べるため、DT40 WRNIP1/RAD52 
二重遺伝子破壊株 (DKO)を作製した。
様々な DNA 傷害剤・薬剤への感受性テ
ストを行った結果、過酸化水素 H2O2 に 
DKO を暴露した際に、それぞれの一重
変異株の H2O2 感受性が抑制された。こ
のことは、WRNIP1 および RAD52 の両
タンパク質が細胞内に存在しない時、他
の酸化ストレス応答が活性化しているこ
とを示唆した（文献 3）。 

 



(5) WRNIP1 は TLS に関わる Polηと物
理的に相互作用し、DT40 WRNIP1/Pol
η DKO 細胞において、Polη単独破壊株
の UV 感受性が WRNIP1 遺伝子破壊で
抑制されること、その意義について議論
した。Polη単独破壊株での UV 誘導性の
突然変異率上昇が WRNIP1 欠損で抑制
されたことから、error-free 型の TLS が
DKO 細胞において活性化していること
が示唆された（文献 4）。 

 
(6) 項目5で予想された error-free TLS候補

として PriPol が想定された。そこで、
WRNIP1 と PriPol が細胞内で相互作
用しているか否か、免疫沈降実験にて調
べてみた。その結果、両者は複合体形成
できた。興味深いことに、WRNIP1 を細
胞に過剰発現させると、ProPol のタンパ
ク質量が著しく低下した。その事象が
PriPol の転写量の低下に起因するもの
でないことから、 WRNIP1 により 
ProPol の分解が促進されていることが
示唆された。この結果は、項目 5 から予
想される候補が、PriPol であることを強
く示唆するものとなった（学会発表 2, 6, 
7, 8）。 
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