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研究成果の概要（和文）：　DNA損傷チェックポイントクランプ9-1-1(Rad9-Hus1-Rad1)はDNA損傷時に多面的に
働く。本研究では、最も重篤なDNA損傷、二本鎖DNA切断（DSB）時の9-1-1の役割を解析した。9-1-1は、別の多
機能因子Mre11-Rad50-Nbs1（MRN）と重複して、損傷に応答したシグナル伝達経路を活性化することや、相同鎖
を利用したDNA修復の初期過程である削り込み反応を促進すること、またそれらの反応の鍵となる因子と分子機
構を明らかにした。本研究は、9-1-1及びMRNが損傷応答活性化と削り込み反応を同時に行うしくみや、削り込み
に伴う損傷応答経路遷移のしくみの理解に貢献した。

研究成果の概要（英文）：The DNA damage checkpoint clamp 9-1-1 (Rad9-Hus1-Rad1) participates in 
multiple aspects in response to DNA damage. In this study, we analyzed the roles of 9-1-1 upon the 
most severe DNA damage, double-stranded DNA breaks (DSBs), and found that 9-1-1 and another 
multifunctional complex, Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN), redundantly activate the DNA damage signaling 
pathway that recognizes single-stranded (ss) DNA exposure. They also redundantly promote DSB end 
resection, an initial stage of homology-directed DNA repair. We further clarified the key factors 
and molecular mechanisms that activate the signaling pathway and facilitate the end-resection in 
response to DSBs. This study contributes to understanding of the mechanism how 9-1-1 and MRN 
complexes simultaneously activate the signaling pathway and stimulate the end-resection, and the 
mechanism of switching from the pathway that recognizes DSBs to the one that recognizes ssDNA 
exposure as resection proceeds.

研究分野：分子生物学

キーワード： DNA損傷　チェックポイント　DNA修復　シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々は現在、抗がん剤や農薬、環境汚染物質などDNA損傷を生じるような様々な化学物質に晒されている。ま
た近年CRISPR-Casシステムなどを用いたゲノム編集が盛んに行われており、効率よくゲノム編集するために二重
鎖切断が用いられている。このように、さまざまなDNA損傷や、二重鎖切断後に細胞内で起こる反応を正確に知
ることは非常に重要である。これまで、損傷後のチェックポイント応答や、二重鎖切断後の反応は、別々に解析
されることがほとんどであったが、本研究ではこれらを同時に調べる系が確立できた。また、それらの両反応に
2つの多機能複合体が重複して機能することを示すことができた点は大変意義深い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ゲノムの恒常性は、正確な DNA 複製や DNA 損傷修復など様々な反応経路が巧妙に機能するこ
とにより維持される。これらの反応に、クランプ・クランプローダー系が重要な役割を果たす 1。
複製クランプ PCNA は、リング状のホモ三量体で、RFC1-RFC5 で構成される RFC クランプローダ
ー複合体によって DNA を囲む形で DNA に装着（ロード）される（図１）。PCNA は様々な因子と結
合して機能する多機能なクランプで、例えば DNA 複製時には DNA ポリメラーゼの足場として、ま
た DNA が損傷を受けた場合には様々な DNA 修復タンパク質の足場として働く。DNA 損傷応答クラ
ンプ 9-1-1 は Rad9、Hus1、Rad1 からなるヘテロ三量体で、PCNA と類似したリング状の複合体を
形成する。9-1-1 は、RFC の RFC1 が Rad17 に置き換わった Rad17-RFC クランプローダーによっ
て DNA 上にロードされ、DNA 損傷チェックポイントの活性化因子 TopBP1 と結合して主要なキナ
ーゼ、ATR を活性化する。また、9-1-1 は
DNA ポリメラーゼやヌクレアーゼ、DNA 組
換えに関わる因子などと結合して、損傷乗
り越え DNA 合成や塩基除去修復、二重鎖切
断（DSB）修復などにも関与することが報
告されている。しかし、PCNA が DNA を囲
む形でロードされ、様々な因子と結合し
て、DNA 複製や DNA 修復に機能することが
in vivo、in vitro の両面から明確に示さ
れているのに対し、9-1-1 の場合は、
Rad17-RFC による DNA 装着と、その後の反
応が別々の反応系で解析されてきたため
に、9-1-1 が DNA 上に装着された形で機能
することを示す生化学的な証拠は非常に
限られていた。そこで、9-1-1 が DNA 上に
装着された形で機能する反応を解析する
系の構築が課題となっていた。 
 
 
２．研究の目的 
 9-1-1 は、PCNA に似たリング状の三量体を形成するが、PCNA と異なる特徴も持つ。9-1-1 の構
成因子の一つ、Rad9 の C 末端にはリング形成に関与せずリングから突出した C-tail と呼ばれる
天然変性領域が存在する。C-tail は、TopBP1 と結合する部位を含み、この結合を通じて主要な
DNA 損傷チェックポイントキナーゼである ATR の活性化に貢献する。一方、9-1-1 と結合する DNA
修復関連タンパク質のいくつかは 9-1-1 のリング側で結合することが報告されている。さらに、
我々の研究から C-tail が疎水性アミノ酸を利用して自身のリング部分に分子内結合（fold）し
て、9-1-1 の DNA 結合能を抑制すること、また TopBP1 が C-tail に結合すると C-tail はリング
から解離（unfold）することが明らかになっている 2。これらの知見から、9-1-1 は DNA 上にロ
ードされると、C-tail 側で TopBP1 などと結合してチェックポイントを活性化する一方で、リン
グ側では PCNA と同様に DNA 修復因子と結合して DNA 修復を促進すると予想された。 
申請時点では、9-1-1 の DNA ローディングから DNA 修復促進反応については、個別に生化学的
な解析結果が報告されていたが、それらを統合して 9-1-1 が DNA 上にロードされてから起こる
反応を解析した例はほとんど知られていなかった。したがって、実際にローディングされた 9-
1-1 といつ、どのような因子が 9-1-1 のどの部分と結合して反応を行うかは未解明であった。本
研究では、9-1-1 が DNA 上にローディングされてから除去されるまでに起こる過程の生化学的な
メカニズムを明らかにすることを目的とした。本研究を進める過程で、二重鎖切断（DSB）に着
目した。DSB が起こると、まず MRN（Mre11-Rad50-Nbs1）複合体が末端の削り込みを開始する 3。
続いて Dna2 と Exo1 の 2 種類のヌクレアーゼが一本鎖を拡大する方向に継続的に削り込みを行
う。こうして生じた一本鎖 DNA 領域は相同鎖を利用した修復に利用されるとともに、ATR 活性化
の足場となる。このように、DSB は 9-1-1 が DNA 上で行う反応である削り込みの促進と ATR 活性
化の両方を調べるのに適すると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ツメガエル NPE を用いた ATR 活性化反応と削り込み反応の再現 
アフリカツメガエル卵核質抽出液（NPE）は、卵粗抽出液に精子核 DNA を加えて核を形成させ、
その核質成分を回収したものである。これに DNA を加えるとそれに応じた種々の核内反応を再
現できる。損傷 DNA を模倣した DNA として、一本鎖環状 DNA にオリゴマーをアニールさせた DNA
や、線状二本鎖 DNA を用いた。前者は複製阻害時、後者は二重鎖切断（DSB）時の DNA を想定し



た。また、DSB 後、削り込みが進行した状態を模倣するために、3′末端に数百ヌクレオチドを
付加した DNA 基質も作成した。これらを NPE に加えて経時的に回収し、ATR 活性化の指標として
下流の Chk1 のリン酸化を調べた。また、特に線状 DNA を用いた場合には、回収した抽出液から
DNA をさらに抽出し、一本鎖部分を消化し、二断片化して、両末端からの削り込みの進行を調べ
た。必要に応じて抗体を用いて着目するタンパク質（複合体）を除去したり、精製タンパク質を
加え戻したりしてその機能を調べた。 
 
(2) 二重鎖切断 DNA に結合するタンパク質の解析 
上記の(1)と同様に NPE を用いて DNA pull down を行なった。まず、pull-down assay に利用
する DNA を準備した。片側からの削り込みは起こらないようにするため、ヘアピン構造にし、定
量的な解析を行うために lacO 配列を挿入し、ヘアピン部分にはビオチンを付加してストレプト
アビジンビーズによる pull-down を可能にした。この DNA と NPE および精製した LacI とを混合
した後、経時的に DNA pull-down を行い、この DNA に結合するタンパク質を解析した。 
 
(3) 9-1-1 と結合因子の共結晶構造解析 
 静岡県立大学の橋本博教授のグループとの共同研究により、9-1-1 のリング部分と結合する因
子の結合様式を解析した。Rad9 C-tail を除いた 9-1-1 を精製し、これに結合するペプチドとの
共結晶を得て、X線構造解析を行なった。 
 
 
４．研究成果 
(1) 複製阻害時と二重鎖切断（DSB）時とで ATR 活性化に対する 9-1-1 の要求性が異なる 
9-1-1 複合体は、これまで DNA 損傷時、複製阻
害時に ATR を活性化すること、DSB 時にはさら
に DSB 末端の削り込みを促進することが報告さ
れていた。しかし、例えば複製阻害時と DSB 時
の ATR 活性化における 9-1-1 の要求性を比較し
て調べられたことはほとんどなかった。そこで
まず、それぞれの状態を模倣した DNA として一
本鎖環状 DNA にオリゴマーをアニールさせた
DNA および線状二本鎖 DNA を NPE に加え、ATR 活
性化を調べた。どちらを NPE に加えた場合にも
ATR が活性化され、下流の Chk1 のリン酸化が認
められた（図２）。Rad9 抗体を用いて NPE 中の
9-1-1を除去すると、複製阻害を模倣した DNA に
応答した Chk1 のリン酸化はほぼ消失したのに
対し、DSB を模倣した DNA を用いた場合にはあ
まり減弱しなかった。DSB 後には 9-1-1 が機能
する経路以外にも、ATR を活性化する経路が存
在すると考えた。 
 
(2) 9-1-1 と MRN は重複して ATR 活性化と DSB 末端削り込みを促進する 
 DSB 時に削り込み開始に働く MRN（Mre11-Rad50-Nbs1）も ATR 活性化に働く 4-6。そこで、次に
この経路との関連を調べた。MRN を除去すると DSB 後の削り込みが起きず、ATR 活性化が検出で
きないため、あらかじめ DSB 末端が削り込まれた状態を模倣した DNA を用いた。この DNA 添加
でも ATR が活性化された（図３）。この時、Chk1 のリン酸化は 9-1-1 と MRN のどちらにも部分的
に依存していたが、両者を免疫除
去するとほとんど検出されなく
なった。この時の DNA の状態を調
べたところ、9-1-1、MRN のそれぞ
れ単独で除去した場合には mock
同様に削り込みが進行したが、両
者を除去した場合にはほとんど
進行しなくなった（図４）。これ
らより、9-1-1 と MRN は重複して
ATR活性化とDSB末端の削り込み
を促進することが分かった。9-1-
1 も削り込みを促進したため、そ
の促進がリング部分のみでも可
能か調べた。その結果、部分的で
はあるが C-tail を欠いた 9-1-1
でも削り込みの促進が起こるこ
とが分かった。以上より 9-1-1 は



Rad9 の C-tail で TopBP1 を介した
ATR 活性化を行う一方でリング部
分では削り込みの促進をすること
が明らかになった。 
 
(3) 9-1-1 と MRN は TopBP1（およ
び ATR）の DNA 局在を通して ATR を
活性化する 
DSB に応じて 9-1-1 と MRN が重
複して ATR を活性化することが分
かったが、このしくみに迫るため
に DSB を持つ DNA を用いて DNA 
pull-down を行なった（図５）。9-
1-1、MRN、TopBP1 や ATR などのチ
ェックポイント関連因子、Dna2 や Exo1 などの継続的な削り込みに働く因子がこの DNA に結合す
ることが分かった。9-1-1 と MRN の単独の除去では TopBP1 や ATR の DNA 結合に影響はほとんど
なかったが、9-1-1 と MRN の両方を除去した場合には TopBP1 や ATR の DNA 結合が激減した。ま
た、MRN の除去により Dna2 の
DNA 結合が明らかに減少した
が、9-1-1 の除去は Dna2 や
Exo1 の DNA 結合にはあまり影
響しなかった。(2)、(3)の結果
から、9-1-1 と MRN は TopBP1
（および ATR）を DNA 上に呼び
込む、あるいは繋ぎ止めるこ
とで ATR の活性化に寄与して
いると考えられた。面白いこ
とに、TopBP1 の除去でも ATR
や 9-1-1 の DNA 結合が損なわ
れ、TopBP1 がシグナル増幅の
中心的な役割を担うことが示
唆された。また、MRN は Dna2 を
DNA 上に呼び込むことで、9-1-
1 はおそらく呼び込まれた
Dna2 や Exo1 の活性を促進す
ることで、末端削り込みに寄
与すると考えられた（以上、投
稿準備中）。 
 
(4) Rad1 には複数の 9-1-1 結合因子が結合する 
9-1-1 と結合する因子の一つとして RHINO と呼ばれるチェックポイント因子が知られている。
RHINO は 9-1-1 と TopBP1 の両方に結合して ATR 活性化を促進する因子であり、Rad9 と Rad1 に
結合することが知られていた。共同研究により、9-1-1 と RHINO の部分ペプチドが結合した構造
を明らかにした。RHINO は Rad1 に結合し、PCNA への結合で使われる面とは異なる面に相当する
側で結合した 7。興味深いことに 9-1-1 ローダーである Rad17-RFC の Rad17 にも RHINO の 9-1-1
結合部に存在する配列と類似の配列が見つかった。同様に構造解析を行なったところ、Rad17 も
やはり RHINO と同じく Rad1 の同じ場所に結合した 8。 
 
 以上より、9-1-1 は C-tail で TopBP1 と結合し、リング側でも Rad17 や RHINO などと結合して
ATR 活性化に関与すること、またリング側で DSB 末端の削り込みを促進することが明らかになっ
た。また、DSB 直後には MRN を介して ATM と呼ばれる ATR に類似したキナーゼが活性化される
が、末端の削り込みの進行とともに、一本鎖 DNA が露出し、DSB を認識する ATM 経路から ssDNA
を認識する ATR 経路へと遷移する過程に MRN と 9-1-1 の両複合体が重複して機能することが明
らかになった。本研究は、9-1-1 が DNA 上で行う反応に関する理解、DSB 後の ATM 経路から ATR
経路への経路遷移に関する理解に貢献した。 
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