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研究成果の概要（和文）：DNA損傷応答（DDR）はがんの抑制や治療に関わる重要な機構である。本研究ではDDR
を制御する代表的なタンパク質でるRad17の構造活性相関に注目し、DDRを標的とする創薬へとつながる成果を得
た。Rad17のC末端に存在するiVERGEドメインとそのリン酸化がRad17に必須の機能を持つことを明らかにした。
さらに、Rad17の細胞内における空間的制御を解明し、特に核内への移行によってRad17タンパク質のプロテアソ
ーム依存的分解が促進されることを見出した。本研究によってRad17と関連因子の制御機構について重要な知見
が明らかとなり、DDRを標的とする分子標的薬の開発に繋がる成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：DNA damage response (DDR) is a critical mechanism involved in cancer 
suppression and treatment. In this study, we focused on the structure-activity relationship of 
Rad17, a representative protein that regulates DDR, and obtained findings that could lead to the 
development of DDR-targeted therapeutics. We elucidated that the iVERGE domain located at the 
C-terminus of Rad17 and its phosphorylation are essential for Rad17's functionality. Furthermore, we
 discovered the spatial regulation of Rad17 within cells, particularly noting that its nuclear 
translocation promotes proteasome-dependent degradation of Rad17 protein. This research has provided
 significant insights into the regulatory mechanisms of Rad17 and its associated factors, yielding 
results that contribute to the development of molecular targeted drugs aimed at DDR.

研究分野： 生物系薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、Rad17がKYxxLモチーフに加えて、iVERGEを二つ目の9-1-1複合体との相互作用ドメインとして持つ
ことを示した。KYxxLとiVERGEそれぞれの制御機構を解析することで、DNA損傷応答の詳細な制御機構が明らかに
なると期待される。また、これはDDRを標的とする新規分子標的薬の開発において、Rad17と9-1-1複合体との相
互作用を標的とする創薬に繋がる成果である。さらに、Rad17の細胞内局在の制御や二つのD-boxの存在が明らか
となり、新規分子標的の創出やDDRを標的とする抗がん剤の新規スクリーニング系の構築に貢献することが期待
される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
DNA 損傷応答とがん 

DNA 損傷応答機構（DDR）はゲノムの安定性を維持する機構として生体の恒常性の維持に必
要不可欠である。一方で、がん細胞は DDR の活性化によって化学療法や放射線治療に対する耐
性を獲得する。そのため DDR はがん治療において重要な役割を果たし、分子標的型抗がん剤の
創薬標的となる。正常細胞ではゲノム DNA に損傷が生じると、p53 依存的 DDR と ATR-Rad17
依存的 DDR による二重の機構によって細胞周期が停止し、その間に DNA 損傷の修復が行なわ
れる。一方で、がん細胞の多くは p53 遺伝子に変異を持ち、p53 の機能を欠いている。そのよう
ながん細胞では ATR-Rad17 依存的 DDR によって細胞周期の停止が誘導されるため、ATR-Rad17
依存的 DDR の阻害は細胞死につながる。ATR-Rad17 依存的 DDR の阻害剤の開発はがん治療に
おいて有望な分子標的薬の創出につながる。 
 
ATR 経路と Rad17 

ATR 経路は代表的な DDR の一つであり、ATR 経路を構成するキナーゼに対して数多くの阻害
剤が開発されている。一方、Rad17 は ATR 経路を構成する ATPase であるが、その特異的阻害剤
はまだ存在しない。Rad17 は損傷を受けたゲノム DNA に結合し、9-1-1 複合体を損傷部位に結合
させ、ATR 経路の反応を開始させる。最近の我々の Rad17 の機能と制御についての研究のなか
で、特に Rad17 と 9-1-1 複合体との相互作用について未解明な点が数多くあることを示唆する知
見が得られ、これが本研究の出発点となった。 
 
 
２．研究の目的 

本研究は、Rad17 に関する基礎的な解析を基盤として、Rad17 を標的とする分子標的薬の創出
へつながる新規の分子標的を見出すことを目的とする。過去に成功した分子標的薬の多くはキ
ナーゼ阻害剤であり、Rad17 などの ATPase を標的とするがん分子標的薬はまだ成功例がない。
分子標的の枯渇が指摘される中で、新しい分子標的の探索ががん治療戦略において不可欠であ
ることから、本研究では DDR に関わる ATPase として Rad17 の解析を行い、新規分子標的の創
出とその基盤となる Rad17 の制御機構の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 

Rad17 と 9-1-1 複合体との相互作用の生化学的解析においては、培養細胞へ遺伝子導入を行な
って組換えタンパク質を発現させ、免疫沈降によってタンパク質間相互作用の検討を行なった。
Rad17-iVERGE のリン酸化による制御の解析では、EGFP を iVERGE と融合させて培養細胞へ発
現させ、そのリン酸化を検出した。また、バクテリアにおいて組換えタンパク質として iVERGE
を発現し、やはり組換えタンパク質として調製した CK1 および CK2 によるリン酸化について検
討した。Rad17 の核移行シグナルおよび核小体移行シグナルの解析では、培養細胞に組換えタン
パク質を発現した後に、蛍光顕微鏡を用いてその細胞内局在の観察と解析を行なった。 

Rad17 と相互作用タンパク質との詳細な相互作用機構の解析には、生化学的手法に加えて in 
silico 解析を使用した。タンパク質間相互作用の安定コンフォメーションの探索には、分子動力
学シミュレーションを使用し、焼き鈍し法によってコンフォメーションのサンプリングを行な
った。また、結合エネルギーの計算には量子計算を使用し、フラグメント分子軌道法によってア
ミノ酸残基間の相互作用エネルギーを計算した。計算結果の解析には機械学習を使用し、類似す
るコンフォメーションを階層的クラスタリングによってグループ分けし、エネルギー的に最も
安定なクラスターを同定した。これらにより Rad17 とその相互作用タンパク質との詳細な相互
作用機構を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Rad17 の酸性 C 末テール「iVERGE」の解析 

Rad17 タンパク質の Rad17 の C 末端に存在する酸性アミノ酸に富むドメイン「iVERGE」に注
目し、リン酸化による制御とタンパク質間相互作用を中心に解析し、多くの知見を得た。 
 
Rad17 酸性 C 末テール iVERGE のリン酸化による制御 

以前の我々の研究において、Rad17 の C 末端には ATR 経路に必須の機能を担うドメイン
「iVERGE」が存在すること(1)、さらに Rad17 iVERGE に存在する保存されたセリン残基（S667）
の CK2 によるリン酸化が Rad17 の機能に必須であることを明らかにした(2)。本研究では S667
に加えて、保存されたスレオニン残基（T670）が細胞内で恒常的に CK1 によってリン酸化され



ていることを見出した。また、組換えタンパク質を用いた解析により、iVERGE が CK1 と CK2
によって相互促進的にリン酸化されることを明らかにした。この成果は、ATR 経路における新
規のリン酸化ドメインを同定するとともに、CK1 と CK2 による ATR 経路の制御を示すもので
ある。この成果は Fukumoto et al. BBRC 2019 として報告した(3)。 
 
Rad17-iVERGE の 9-1-1 複合体との相互作用に関わる分子機構 

これまでの研究で Rad17-iVERGE が 9-1-1 複合体との相互作用に必須であることを見出してい
たが、その詳細な分子機構は未解明であった(1)。本研究では、iVERGE が 9-1-1 複合体と直接相
互作用することを見出し、その詳細な分子機構の解析を行なった。 

FLAG を付与した EGFP に iVERGE を融合させ、COS-1 細胞に発現し、免疫沈降をおこなった
際に、内在性の Rad1 タンパク質が共免疫沈降されることを見出した。この相互作用には iVERGE-
S667 の CK2 によるリン酸化が必要であった。従って、iVERGE が全長の Rad17 と同様の様式で
9-1-1 複合体と相互作用し、Rad17 と 9-1-1 複合体との相互作用ドメインの一つとなっているこ
とが示唆された。 

さらに詳細な分子機構を明らかにするために、In silico 解析を行った。ドッキングシミュレー
ションによって複数の相互作用モデルを作成し、相互作用エネルギーの計算と in vitro での実験
結果から、実際のタンパク質間相互作用を反映すると期待される相互作用モデルを絞り込んた。
特に 9-1-1 複合体を構成する Hus1 サブユニットの塩基性および疎水性表面が iVERGE と結合す
ると予測された。分子動力学シミュレーションとフラグメント分子軌道法および機械学習を用
いて、構造の最適化を行った。この構造モデルに基づいて Hus1 の変異体を作成し、iVERGE と
の相互作用を in vivo で検討した結果、Hus1 変異体では iVERGE との相互作用が減弱した。 

以上の解析から iVERGE が 9-1-1 複合体と直接相互作用することが示され、特に in silico 解析
と生化学的解析から iVERGE と Hus1 タンパク質との相互作用がその詳細な分子機構として示さ
れた。この成果は Fukumoto et al. DNA Repair 2023 として報告した(4)。 
 
結論 

我々は以前に Rad17 が KYxxL モチーフを介して 9-1-1 複合体と相互作用することを報告した
(5)。今回の解析で Rad17 が KYxxL モチーフに加えて iVERGE を二つ目の 9-1-1 複合体との相互
作用ドメインとして持つことが示された(1-4)。今後は、KYxxL と iVERGE それぞれの制御機構
を解析することで、DDR の詳細な制御機構がさらに明らかになると期待される。また、この成
果は DDR を標的とする新規分子標的薬の開発の中で、Rad17 と 9-1-1 複合体との相互作用を標
的とする創薬に繋がる可能性があり、将来的な応用が期待される。 
 
 
(2) Rad17 の核内移行とプロテアソーム依存的分解機構の解析 

Rad17 タンパク質の細胞内での空間的制御に注目し、Rad17 の核内移行および核小体移行に関
わる分子機構を明らかにした。その過程で Rad17 の核内移行が Rad17 のプロテアソーム依存的
分解を促進する事を見出し、その詳細な分子機構について解析した。また、Rad17 の D-box を同
定し、これらの過程における Rad17 の D-box と ATP 結合能の寄与を明らかにした。 
 
Rad17 の核移行の制御機構の解析 

以前の我々の研究で、Rad17 の細胞内局在の制御に Rad17 の ATPase 活性が関与することを見
出していた(5)。本研究では、Rad17 の核内移行を制御する機構を探索した。その結果、Rad17 の
核内移行は ATP 結合能に依存的であるが、ATP 加水分解能には非依存的であることが明らかと
なった。さらに、Rad17 の中央に位置する塩基性アミノ酸に富むドメインの内部に核移行シグナ
ルを同定した。一方で、この核内移行シグナルを欠く変異体でも 9-1-1 複合体とは正常に相互作
用することが確認され、Rad17 と 9-1-1 複合体は細胞質において結合してから核内へ移行する可
能性が示唆された。 
 
Rad17 のプロテアソーム依存的タンパク質分解機構の解析 

上記の核内移行シグナルを欠く Rad17 変異体はプロテアソーム依存的なタンパク質分解に対
して耐性を示した。Rad17 の ATP 結合能を欠く変異体もタンパク質の安定性が向上し、核内移
行とタンパク質分解との関係が示唆された。以前に他のグループから、タンパク質分解に対して
抵抗性を示す Rad1 の変異体が報告されていた。これらの変異体も核内へは移行せず細胞質への
局在を示した。以上の解析から、Rad17 のタンパク質分解と核内移行の関連が示唆された。 



Rad17 は Anaphase-promoting complex (APC)/Cdh1 依存的にユビキチン化され、タンパク質分解
を受けることが報告されていた。そこでバイオインフォマティクス的手法を用いて Rad17 のア
ミノ酸配列を解析したところ、APC/Cdh1 に関連する D-box と推測される配列を Rad17 の N 末
端に同定した。Rad17 の N 末端には二組の D-box 配列が存在し、これらは Rad17 の ATPase ドメ
インよりもさらに N 末端側に位置していた。一組は D-box のコンセンサス配列に一致し、もう
一組は類似の塩基性および疎水性アミノ酸残基による新規の D-box 配列と推測された。 

Rad17 の D-box と Cdh1 との相互作用について生化学的手法を用いて検討した。D-box を含む
Rad17 の N 末端ペプチドと Cdh1 をそれぞれ組換えタンパク質としてバクテリアにおいて発現
し、in vitro において相互作用を検討した。その結果、Rad17 の N 末端ペプチドと Cdh1 の相互作
用が検出され、この相互作用は D-box の変異によって阻害された。二つある D-box のうち、ど
ちらか一方のみの変異では相互作用に影響はなかったため、それぞれの D-box は独立して機能
すると示唆された。さらに D-box を含む Rad17 の N 末端ペプチドを EGFP との融合タンパク質
として COS-1 細胞に発現させたところ、EGFP タンパク質の安定性が有意に低下し、これは D-

box の変異によって阻害された。この結果から、Rad17 の N 末端に二つの D-box が存在し、Rad17

のタンパク質分解に寄与することが示された。 

以上の結果から、Rad17 複合体が細胞質で活性化され 9-1-1 複合体と結合し、核内移行後にタ
ンパク質分解によって不活性化されるモデルが提案された。 
 
結論 

本研究により Rad17 の核内移行とプロテアソーム依存的分解機構に関する重要な知見が得ら
れた。特に Rad17 の ATP 結合能と central basic domain による細胞内局在制御、そして N 末端に
存在する二つの D-box の機能が明らかとなった。これらの成果は、新規分子標的の創出およびス
クリーニング系の構築に繋がるものであり、将来的な応用が期待される。この成果は Fukumoto 

et al. J. Biol. Chem. 2021 として報告した(6)。 
 
 
(3) Rad17 タンパク質の核小体移行とプロテアソーム依存的タンパク質分解機構との関連 

Rad17 のタンパク質中央部には我々が”central basic domain” (CBD)と命名した塩基性アミノ酸
に富む領域が存在する。本研究では、この CBD に核小体移行シグナルが存在することを見出し、
その解析を行った。 

CBD と EGFP の融合タンパク質(CBD-EGFP)を培養細胞に発現させたとき、CBD-EGFP 融合タ
ンパク質は核小体に優先的に蓄積した。また、点変異体の作成によって CBD 内の核小体移行シ
グナルを同定した。さらに、CBD 内での翻訳後修飾によって、核小体移行シグナルが制御され
ることを見出した。CBD-EGFP 融合タンパク質の核小体への蓄積を制御する機構を探索した結
果、プロテアソーム阻害剤によって核小体への蓄積が促進されることを見出した。全長の Rad17

タンパク質においてもプロテアソーム阻害によって核小体への蓄積が促進された。 

核小体は細胞全体の代謝状態などとタンパク質合成とを関連付ける細胞内小器官とされてい
るが、近年の解析で従来考えられていたよりも幅広いストレスに応答することが知られている。
以前に Rad17 の関連タンパク質である Rad9B が核小体へ蓄積することが報告されているが、そ
の生理学的意義は不明である。今回、Rad9B に加えて Rad17 も核小体へよく集積することが示
された。この成果は核小体による細胞ストレス応答に Rad17 と関連因子が関与する可能性を示
唆するもので、今後の機能解析につながる重要な結果である。この成果は Fukumoto et al. Int. J. 

Mol. Sci. 2022 として報告した(7)。 
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