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研究成果の概要（和文）： 
 真核生物間で高度に保存された PIKK ファミリータンパク質(PIKKs)の相互作用因子である
Tel2が複数の異なるPIKKsをどのように区別してそれぞれ制御するのかを明らかにするために、
分裂酵母をモデル系に用いてそれぞれのPIKKsが関与する経路に特異的な欠損を示すtel2の条
件致死変異株の取得及び解析を行った。その結果、tel2 変異株の条件致死性の原因は
Tel1ATM/Rad3ATR及び Tor1/Tor2TORの不安定化によるものではないと考えられた。これらの結果は
先行研究によるモデルと合致せず、新たな制御機構の存在を強く示唆するものである。   
 
研究成果の概要（英文）： 
 To understand how Tel2 protein regulates the PIKK family proteins conserved 
among eukaryotes, we tried to isolate conditionally lethal tel2 mutants of fission yeast 
and analyzed. We found that Tel1ATM/Rad3ATR or Tor1/Tor2TOR were not destabilized in 
tel2 mutants defective in Tel1ATM/Rad3ATR or Tor1/Tor2TOR pathway, suggesting that 
Tel2 is not involved in the stability of PIKKs and has a novel function in the regulation 
of PIKKs.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

２０１０年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

２０１１年度 600,000 180,000 780,000 

年度  

  年度  

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・分子生物学 
キーワード：DNA 複製・DNA 損傷・チェックポイント・細胞応答・PIKK キナーゼ 
 
１．研究開始当初の背景 
  
 PIKK は、真核生物の様々な細胞機能に重要
な役割を果たし、 DNA 複製・損傷応答におけ
る ATM/ATR、細胞増殖因子と栄養源に応答し
て細胞成長と増殖を制御する TOR (target of 
rapamycin)、そしてヒストンアセチル化

(HAT)酵素複合体の構成要素としてクロマチ
ン構造制御を介した転写制御に機能する
TRRAP (transformation/transcription 
domain-associated protein)の３種類に分類
される。ATM/ATR は多くのがん患者でその機
能の欠損がみられ、TOR も新規の抗がん剤の
標的として注目を集めている。また、ヒト



TRRAP は c-Myc により誘発される細胞のがん
化に必要な因子である。 

近年、PIKK 機能制御に関して、「Tel2 フ
ァミリータンパク質が全ての種類の PIKK に
直接結合する能力を有し、それらのキナーゼ
群の機能を統一的に制御する」という驚くべ
き知見が国内外の複数のグループから相次
いで報告された。 

Tel2 は、元々出芽酵母のテロメア長に関
与する因子として Tel1 と共に同定されたが、
他の生物ではテロメア機能への関与は明ら
かにされておらず、分裂酵母やヒト細胞では
DNA 複製・損傷応答に関与することが報告さ
れている。また、線虫では寿命に関与する因
子として解析され Clk-2/Rad-5 と名付けら
れている。このような状況下に於いて、ごく
最近まで Tel2 の機能の実体は謎のままであ
った。PIKK 全般に対する Tel2 による機能制
御に関するこれらの新たな知見により、Tel2
機能についての一見一貫性のないこれまで
の報告結果に対する説明がある程度可能と
なった。しかし同時に、「Tel2 が一体どのよ
うにして時間的・空間的にその機能が大きく
異なる３種類の PIKK を制御するのか」とい
う新たな命題が発生した。 

申請者は分裂酵母をモデル生物として、
ATM/ATR による DNA 複製・損傷チェックポイ
ント応答機構の解明を精力的に行ない、チェ
ックポイントメディエーターMrc1 の発見と
その分子機構解明を中心に、同研究分野の研
究推進に貢献してきた。そのような研究の流
れにおいて、今回ATM/ATRの制御を司るTel2
の機能に着目し、その分子機構を明らかにし
新たなブレークスルーを目指した。 
 
２．研究の目的 
  
 「Tel2 が一体どのようにして時間的・空
間的にその機能が大きく異なる３種類の
PIKK を制御するのか」という命題に対して、
特定の種類の PIKK の制御に欠損を示す
tel2 変異株を取得・解析することにより、
その制御の分子機構の解明が可能であると
考えた。本計画を開始する準備として、tel2
条件致死変異株の取得を試み、既に幾つか
の複製・損傷チェックポイントのみに欠損
を示す変異株の取得に成功していた。本研
究では、これらの tel2 変異株を用いた分子
遺伝学的及び生化学的解析により、Tel2 に
よる ATM/ATR の機能制御の分子機構を解明
することを目的とした。そして、その成果
を手がかりにして、Tel2 による PIKK の制
御機構の謎の全貌解明に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
 
  既に取得済みの複製・損傷チェックポイン

トのみに欠損を示す分裂酵母 tel2 変異株の
機能欠損の原因を分子遺伝学的及び生化学的
に解析を行う。変異株の機能欠損の実体を理
解することが、目的達成のための最重要課題
となる。それにより、Tel2 による ATM/ATR (分
裂酵母では Tel1/Rad3)の機能制御の分子機構
の特異性、普遍性を見いだし、他の PIKK の制
御との相違点・共通点を明確にする。 
 
(1)tel2 変異株の特性の決定 
 各変異の特性を正確に理解することは、欠
損している機能を把握する上で重要である。
各変異株の複製及び損傷チェックポイント能
をエフェクターキナーゼ（Cds1及びChk1）の
活性化能で評価する。 
 
(2)tel2変異株の変異部位の特定 
 変異tel2遺伝子の塩基配列決定により機能
欠損の原因となる変異部位を特定することは、
以降の解析結果をTel2の機能ドメインの側面
から解釈する上で極めて重要である。 
 
(3)変異Tel2と各PIKK（分裂酵母Tel1/Rad3, 
Tor1/Tor2, Tra1/Tra2）の結合の評価 
 in vitro及びin vivoで変異Tel2と各PIKK
の結合を生化学的に評価することにより、各
tel2変異体で欠損している機能と各PIKKとの
結合能との相関関係があるかどうかを解析す
る。変異株の表現型と結合能の消失との間に
相関関係があれば、Tel2と各PIKKとの結合の
特異性で、それぞれ独立的な制御機構の一端
が説明可能となる。 
 
(4)tel2 変異が Tel1/Rad3 キナーゼ活性に与
える影響の解析 
 tel2 変異株の表現型の特異性は、各 PIKK
のキナーゼ活性に及ぼす効果で説明可能と
考えた。分裂酵母においては Tel1/Rad3 のキ
ナーゼ活性の変動を評価する系が不十分で
ある。そこで、目的達成のために、これまで
の解析から、下流でメディエーターとして働
く Mrc1 が Tel1/Rad3 の極めていい基質であ
るという知見を得ており、Mrc1 を基質とした
Tel1/Rad3 キナーゼ活性評価系を構築し、活
用する。 
 
(5)tel2変異株での各PIKKのタンパク質の安
定性の解析 
 ヒト細胞の系ではTel2がPIKK全般のタンパ
ク質の安定化に働くと報告されているが、そ
れと合致しない報告もあり論争中である。取
得済みの多種類の変異株を用いて各PIKKタン
パク質の安定性の変化を解析することで、一
定の結論を導くことが可能である。 
 
 
 



(6)Tel2結合タンパク質Tti1との結合状態の
検証 
 Tel2はTti1タンパク質とヘテロ二量体を形
成する可能性が報告されている。しかし、Tti1
は未解析の機能未知のタンパク質である。そ
こで、Tti1の機能を遺伝学的及び生化学的に
検証することで、Tel2の理解を深める。さら
に、Tel2変異がTel2-Tti1結合にどのような影
響を与えるのかを免疫沈降法やグリセロール
密度勾配分離などにより評価する。 

 
４．研究成果 
 
(1) tel2 変異株の特性の決定 
 複数単離したtel2条件致死変異株のうち、
Tel1ATM/Rad3ATRが関与する DNA 複製及び損傷
チェックポイントに欠損を示す変異株
(tel2-F187)、Tor1/Tor2TORが関与する高温及
び Rapamycin に感受性を示す変異株
(tel2L815P)の特徴付けに成功した。 
 
(2) tel2 変異株の変異部位の特定 
 Tel1ATM/Rad3ATRが関与するDNA複製及び損傷
チェックポイントに欠損を示す変異株
(tel2-F187)と Tor1/Tor2TORが関与する高温及
び Rapamycin に感受性を示す変異株
(tel2L815P)の両変異株のアミノ酸置換部位の
同定に成功した。 
 
(3) 変異 Tel2と各 PIKK（分裂酵母Tel1/Rad3, 
Tor1/Tor2, Tra1/Tra2）の結合の評価 
 Tel1ATM/Rad3ATRが関与するDNA複製及び損傷
チェックポイントに欠損を示すtel2-F187変
異株において、Tel2 と Rad3ATRとの結合に異
常は見られなかった。変異 Tel2 と Tel1ATMと
の結合に関しては、抗体の関係で評価に至ら
なかった。また、Tor1/Tor2TORが関与する高
温及び Rapamycin に感受性を示す変異株
tel2L815Pにおける Tel2 と Tor1/Tor2TOR結合の
評価に関しては、現在解析中である。 
 
(4) tel2 変異が Tel1/Rad3 キナーゼ活性に与
える影響の解析 
 分裂酵母においては Tel1/Rad3のキナーゼ
活性の変動を評価する系として、Tel1/Rad3
のキナーゼの下流でメディエーターとして
働き、直接リン酸化制御を受ける Mrc1 に着
目した。Mrc1 のリン酸化レベルを指標にして、
in vivo における Tel1/Rad3 のキナーゼ活性
を評価したところ、Tel1ATM/Rad3ATRが関与する
DNA 複製及び損傷チェックポイントに欠損を
示す tel2-F187 変異株では、Tel1/Rad3 キナ
ーゼによる Mrc1 のリン酸化能が低下してい
る事が分かった。現時点では、Tel1/Rad3 キ
ナーゼのキナーゼ活性自体が低下している
のか、基質の認識能が低下しているのか判別
ができていない。しかし、いずれにしても

tel2-F187 変異株では Tel1/Rad3 キナーゼか
ら Mrc1 へのシグナルの伝達過程に欠損があ
ることが明らかとなった。 
 
(5) tel2変異株での各PIKKのタンパク質の安
定性の解析 
 ヒト細胞の系では Tel2 が PIKK 全般のタン
パク質の安定化に働くと報告されているが、
それと合致しない報告もあり論争中である。
Tel1ATM/Rad3ATR が関与する DNA 複製及び損傷
チェックポイントに欠損を示す変異株
tel2-F187、Tor1/Tor2TORが関与する高温及び
Rapamycin に感受性を示す変異株 tel2L815Pの
両 方 に お い て 、 Rad3ATR や Tel1ATM 及 び
Tor1/Tor2TOR タンパク質の安定性は野生株の
ものと顕著な違いが見られなかった。このこ
とから、tel2 変異株の条件致死性の原因は、
Tel1ATM/Rad3ATR 及び Tor1/Tor2TOR の不安定化
によるものではないと考えられた。これらの
結果は先行研究によるモデルと合致せず、新
たな制御機構の存在を強く示唆するもので
ある。 
 
(6) Tel2結合タンパク質Tti1との結合状態の
検証 
 免疫沈降法により、両方の tel2 条件致死
変異株においても野生株と同様の Tel2 と
Tti1 の結合を確認した。このことから、tel2
変異株の条件致死性の原因は Tel2 と Tti1 の
相互作用の消失によるものではないと考え
られる。 
  
 今後、tel2 変異が DNA 複製及び損傷チェック
ポイントの活性化のどの局面に欠損を示すのか
更に詳細に解析を継続することで、Tel2 による
PIKK の制御機構の謎を明らかにしたい。 
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