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研究成果の概要（和文）：本研究では、WRNIP1が関与する DNA損傷回避の分子機構を解明
するとともに、この損傷回避経路に対してWRNや RAD18がどのような影響を及ぼすのかを
明らかにすることを目的にして研究を行い、以下の成果を得た。 
(1) WRNIP1はN末端側に存在するUBZドメインを介してDNAの単鎖切断部位に集積する。 
(2) 複製フォーク型 DNAに結合した RAD18-RAD6複合体はWRNIP1をリクルートし、リ
クルートされたWRNIP1は RAD18-RAD6複合体と置き換わる。 

(3) テンプレート-プライマー型の DNAに結合したWRNIP1はWRNをリクルートし、リク
ルートされたWRNはWRNIP1と置き換わる。 

 
 
研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to identify the DNA damage avoidance 
pathway in which WRNIP1 is involved and to clarify how to affect RAD18 and WRN this 
pathway, and obtained the following results. 
(1) WRNIP1 localized to the region containing DNA single-strand breaks via its N-terminal 

UBZ domain. 
(2) RAD18-RAD6 complex bound to replication fork like DNA recruited WRNIP1 to the 

DNA, and recruited WRNIP1 replaced RAD18-RAD6 complex. 
(3) WRNIP1 bound to template-primer DNA recruited WRN to the DNA, and recruited 

WRN replaced WRNIP1. 
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１．研究開始当初の背景 
ウェルナー症候群（WS）は早老症の代表的
疾患で、一つの遺伝子の変異で引き起こされ
ることがわかっており、がん化、老化のメカ
ニズムを分子レベルで研究するための非常
によいモデルとなると考えられる。ウェルナ
ー症候群患者由来の細胞では、DNA の複製
に異常があることが報告されているが、その
詳細は不明であった。本研究で解析の中心と
なるWRNIP1（WRN Interacting Protein 1）
はウェルナー症候群原因遺伝子産物（WRN）
と結合するタンパク質として我々が発見し
たものであり、この WRNIP1 の発見とほぼ
同時期に、大阪大学の研究グループにより酵
母の WRNIP1（Mgs1）が発見され、その機
能の解析が進められた。その結果、我々及び
阪大のグループは、Mgs1が、Rad18の関与
する損傷回避機構と類似しているが異なる
新規な DNA の損傷回避機構に関与すること
を示唆する結果を得た。また、高等真核細胞
の WRNIP1 の機能の解析では、我々は精製
したタンパク質を用いた解析から、WRNIP1 
が DNA ポリメラーゼ d に結合し、その活
性を促進することを明らかにした。一方、国
内外の研究者により、WRNIP1がポリユビキ
チンに結合することや、WRNIP1ががん治療
の分子標的になる可能性があるという報告
がなされていたが、WRNIP1の機能に関する
報告はほとんどなかった。そこで、本研究で
は、WRNIP1の機能をWRNや RAD18と関
連付けて解析することにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、WRNIP1が関与する新規な
DNA損傷回避の分子機構を解明するととも
に、この損傷回避経路に対してWRNや
RAD18（RAD18が関与する損傷回避経路）
がどのような影響を及ぼすのかを明らかに

することを目的にし、以下の３つの解析を中

心に研究を展開した。 
(1) WRNIP1が認識する損傷と損傷への集
積のメカニズムの解析 
(2) WRNIP1と RAD18の機能的関連のタン
パク質レベル、細胞レベルでの解析 
(3) WRNIP1とWRNの機能的関連のタンパ
ク質レベルでの解析 
 
３．研究の方法 
(1) WRNIP1が認識する損傷と損傷への集
積のメカニズムの解析 
GFPを結合したWRNIP1を細胞に発現させ、
この細胞に共焦点レーザー走査型顕微鏡を

用いて波長 405 nmのレーザー光を照射し、
WRNIP1のDNA損傷への集積を観察した。

この際、レーザー光の照射回数の調整や、各

種DNA傷害剤を用いることにより、
WRNIP1がどのような DNA損傷を認識し
て集積するのかを調べた。また、細胞に

WRNIP1の欠失変異体や点変異体を発現さ
せ、これらの変異体の損傷への集積を調べる

ことにより、損傷への集積に必要な

WRNIP1の領域を決定した。さらに、クロ
マチン画分からWRNIP1を免疫沈降するこ
とによりWRNIP1が標的とするタンパク質
の同定を試みた。 
(2) WRNIP1と RAD18の機能的関連のタン
パク質レベル、細胞レベルでの解析 
細胞内でWRNIP1と RAD18が結合している
かどうかを、WRNIP1を免疫沈降し、沈降物
中の RAD18を検出することにより調べた。
また、精製したWRNIP1と RAD18-RAD6複
合体を用いて両者の結合を解析した。さらに、
テンプレートプライマー型の DNAや停止し
た複製フォークに似たギャップがあるフォ
ーク型 DNAへのWRNIP1、RAD18-RAD6複
合体の結合と、その結合の及ぼす両者の相互
の影響をゲルシフトアッセイにより調べた。
また、WRNIP1を過剰発現した細胞を作製し、
この細胞に RAD18が欠損すると感受性が増
大する DNA傷害剤を処理し、これらの DNA
傷害剤に対する感受性を調べた。 
(3) WRNIP1とWRNの機能的関連のタンパ
ク質レベルでの解析 
テンプレートプライマー型の DNAへの
WRNIP1、WRNの結合と、その結合の及ぼす
両者の相互の影響をゲルシフトアッセイに
より調べた。また、WRNの DNAヘリカーゼ
活性に及ぼすWRNIP1の影響を調べた。 
 
４．研究成果 

(1) WRNIP1が認識する損傷と損傷への集
積のメカニズムの解析 
GFPを結合したWRNIP1を細胞に発現させ、
この細胞に共焦点レーザー走査型顕微鏡を

用いてレーザー光を照射し、WRNIP1の
DNA損傷への集積を観察した。その結果、
WRNIP1はレーザー光を照射後７～10分を
ピークに損傷部位に集積し、その後 30分以
上経過しても集積が維持されることが判明

した。また、どのような DNA損傷を認識し
てWRNIP1が集積するかを調べるために、
種々のDNA傷害剤や阻害剤を細胞培養系に
添加して解析した。その結果、WRNIP1は
ポリ ADPリボースポリメラーゼを介するこ
となく、DNAの単鎖切断部位に集積する可
能性が示唆された。 
 次に、DNAの損傷部位への集積に必要な



WRNIP1の領域の解析を行った。WRNIP1
には N末端側に ubiqutin binding 
zinc-finger （UBZ）ドメインが存在するが、
このドメインに D37A変異を導入したとこ
ろDNA損傷部位への集積が消失した。また、
（UBZ）ドメインを含む N末側断片と C末
側断片の融合タンパク質も野生型WRNIP1
と同様に DNAの損傷部位へ集積したが、こ
の融合タンパク質に D37A変異を導入する
とやはりDNA損傷部位への集積が消失した。 
 これまでに、UBZドメイン D37A変異を
導入するとWRNIP1のポリユビキチンへの
結合能が失われるとともに、WRNIP1の全
てのユビキチン化部位がユビキチン化され

なくなることが知られていた。 
そこで、WRNIP1の全てのユビキチン化部
位に変異を導入してDNA損傷部位への集積
を調べたところ、ユビキチン化部位に変異を

導入してもWRNIP1は DNA損傷部位へ集
積することが判明した。この結果から、

WRNIP1はDNA損傷部位に存在するユビ
キチン化されたタンパク質を UBZドメイン
で認識してDNA損傷部位へ集積する可能性
が示唆された。そこで、紫外線照射した細胞

のクロマチン画分を調整し、WRNIP1を免
疫沈降することによりWRNIP1が認識する
タンパク質を検索し、ユビキチン化されたヒ

ストンH2Aを同定した。したがって、ユビ
キチン化されたヒストン H2Aを認識して
WRNIP1がDNA損傷部位に集積している
可能性が示唆された。 
(2) WRNIP1と RAD18の機能的関連のタン
パク質レベル、細胞レベルでの解析 
酵母及び高等真核細胞を用いた遺伝学的解

析から、WRNIP1と Rad18との間に機能的
関連があることが示唆されていたことから、

WRNIP1と Rad18が、直接あるいは間接的
な相互作用をすることが推測された。そこで、

両者の物理的相互作用の有無の検討を行い、

さらに、精製したWRNIP1とヒト RAD18
を用いて生化学的解析を行うことにより、両

者の機能的関係について検討した。 
 細胞にWRNIP1を高発現させ、WRNIP1
を免疫沈降してRAD18の結合を調べたとこ
ろ、細胞内で、WRNIP1が RAD18と結合
することが判明した。また、精製した

WRNIP1と RAD18-RAD6複合体を用いて
両者の結合を調べたところ、結合が観察され、

WRNIP1と RAD18が直接結合することが
明らかになった。WRNIP1とWRNとの結
合には ATPが必要であるが、RAD18と
WRNIP1との結合にはATPは必要ではなか
った。 

 WRNIP1は全長にわたって replication 
factor C (RFC) と相同性をもつ。この RFC
には DNA結合活性があり、DNAとの結合
によって RFCの ATPase活性が活性化され
てその機能が発揮される。WRNIP1も RFC
と同様にDNAに結合して機能するのではな
いかと考え、WRNIP1の DNA結合能をゲ
ルシフト分析法により調べた。その結果、

WRNIP1が ATP依存的に DNAに結合する
ことが判明し、WRNIP1が、RFCのように、
ATPと結合して DNAに結合し、自身の持つ
AAA+ ATPase活性によって DNA上で自身
の構造を変化させているのではないかと考

えられた。WRNIP1は 120 merの一本鎖
DNA、テンプレートプライマー型の DNAや
停止した複製フォークに似たギャップがあ

るフォーク型 DNAに結合したが、その中で
もフォーク型 DNAに特によく結合した。ま
た、WRNIP1と RAD18-RAD6Bの両者が
共存すると、RAD18が結合している DNA
にWRNIP1がリクルートされること、一方、
DNAに結合した RAD18-RAD6Bは
WRNIP1に取って代わられるため、
WRNIP1がRAD18-RAD6BのDNA結合を
阻害することが判明した。 
 上記の結果をふまえ、WRNIP1を過剰発
現する細胞を作製し、RAD18変異株が高感
受性を示すカンプトテシンや紫外線に対す

る感受性を調べたところ、WRNIP1過剰発
現株は野生株に比べこれらのDNA傷害剤に
対して若干耐性になることが判明した。 
(3) WRNIP1とWRNの機能的関連のタンパ
ク質レベルでの解析 
 我々の以前の遺伝学的解析により、カンプ

トテシンにより傷害を与えた時には、

WRNIP1と RAD18が、methyl 
methanesulfonateにより傷害を与えた時に
はWRNとRAD18が同一の経路で機能する
ことが示唆されていた。また、我々は、精製

したWRNIP1とDNAポリメラーゼdを用い
た解析から、WRNIP1が DNAポリメラー
ゼdに結合し、DNAポリメラーゼdの DNA
合成の開始頻度を高めることにより、その活

性を促進することを明らかにした。一方、

WRNも DNAポリメラーゼdの活性を促進
することが報告されていた。WRNIP1の
DNAポリメラーゼdの活性の促進は、
WRNIP1がDNAポリメラーゼdをテンプレ
ート-プライマーのプライマーの３’末端にリ
クルートすることによる可能性が考えられ

た。そこで、WRNIP1とWRNの機能的関
連をテンプレート-プライマー型 DNAを用
い、この DNAへのWRNIP1、WRNの結合



と、その結合の及ぼす両者の相互の影響をゲ

ルシフトアッセイにより調べた。 
 WRNIP1及びWRNのどちらもテンプレ
ート-プライマー型 DNAに結合し、この両
者を共存させ場合は、WRNの DNAへの結
合が観察された。WRNの結合はWRNIP1
の濃度依存的に増加した。WRNIP1による
WRNの DNA結合の促進を詳細に検討した
ところ、テンプレート-プライマー型 DNA
に結合したWRNIP1がWRNをリクルート
し、リクルートされたWRNがWRNIP1と
置き換わることが判明した。一方、WRNの
DNAヘリカーゼ活性に及ぼすWRNIP1の
効果を同じ DNAを用いて調べたところ、活
性の促進も阻害も観察されなかった。WRN
は結合した DNA（この場合はテンプレート
DNA）上を３’→５’方向に移動するため、テ
ンプレート-プライマーのプライマーの３’末
端側に結合した場合にはヘリカーゼの移動

方向にはプライマーが存在しないため、ヘリ

カーゼ活性が検出されない。したがってこの

結果は、WRNIP1がWRNをテンプレート-
プライマーのプライマーの３’末端側にリク
ルートしていることを示唆している。 
 

これまでの解析から、DNAの傷害の種類や
細胞の状況により、WRNとWRNIP1は別々
の経路で機能することが示唆されている。一

方、酵母を用いた遺伝学的解析からは、Mgs1
（WRNIP1）が損傷乗り越え経路あるいは
テンプレートスイッチ経路で機能するとい

う可能性が示唆されている。このどちらの経

路でも一度DNAポリメラーゼdがDNAから
解離し、再び DNAに結合する必要がある。
このことと、本研究で得られた結果を考え合

わせると以下のような可能性が考えられる。 
 DNAに傷害がおきると、損傷部位に
RAD18-RAD6Bが集積し、WRNIP1はユビ
キチン化されたヒストン H2Aと RAD18を
認識して損傷部位に集積する。損傷部位にリ

クルートされたWRNIP1は
RAD18-RAD6Bと置き換わり、DNAポリメ
ラーゼdをリクルートすることにより DNA
合成を再開するとともに、WRNをリクルー
トする。リクルートされたWRNはWRNIP1
と置き換わり、DNAポリメラーゼdによる
DNA合成の伸長過程を促進する。 
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