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研究成果の概要（和文）： 

高等植物におけるチェックポイント機構の全容を明らかにする目的で、DNA 損傷や複製障害を

受けたときに特異的にリン酸化される蛋白質を解析し、チェックポイントの制御に関与すると

思われるいくつかの新規蛋白質の候補を得た。また、チェックポイント応答の下流で起こる損

傷乗り越え複製について解析し、特異的なポリメラーゼが突然変異を誘発したり、相同組み換

えを制御することを見出した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

To investigate the molecular mechanism of cell-cycle checkpoint in higher plants, we 
analyzed the proteins that are specifically phosphorylated after DNA damage or 
replication inhibition, and found several candidates for checkpoint proteins.  We also 
analyzed the function of TLS-type DNA polymerases that are thought to work 
downstream of the checkpoint response, and found that some polymerases induce 
mutations and regulate somatic recombination activities 
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１．研究開始当初の背景 

細胞周期チェックポイントとは、DNA 複製の

中断や染色体の分配異常などといった異常

事態に際して細胞周期の進行を停止し、適切

な処理が行われるまで次のステップに移行

しないようにする機構であり、単細胞生物で

ある酵母から哺乳動物まで広く保存されて

いる。高等植物では、PIKK ドメインを持つ

AtATM 及び AtATR がシロイヌナズナから単

離され、DNA 損傷や複製障害に際して両者が

協調的に働いて細胞周期の停止を引き起こ

すことがわかっている。一方で CDK/Cyclin 

複合体は、その生合成や複合体形成、リン酸

化／脱リン酸化反応、分解などによって細胞
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周期の進行をコントロールしていることが

知られている。しかし、AtATM/AtATR と

CDK/Cyclin 複合体の間に位置する CHK に相

当する蛋白質はまだ１つも発見されていな

い。これに加え、DNA 損傷や複製障害等の異

常を直接感知し、AtATM や AtATR を活性化さ

せる蛋白質もまだ同定されていない。このた

め、チェックポイント機構の大部分はブラッ

クボックスのままになっている。 

 

２．研究の目的 

チェックポイント機構は、真核生物で広く保

存されており、高等植物のゲノム安定性を維

持する上で重要な役割を担うことが予想さ

れている。しかし、上述のように、植物のチ

ェックポイント反応には未知の部分が多く、

どういった分子が関与しているのか、どのよ

うにしてシグナルが伝えられるのか、全くわ

かっていない。 

 一方で、申請者らは紫外線感受性変異株の

解析から AtATR と相互作用する蛋白質

AtATRIP を発見し、この蛋白質が DNA 損傷や

複製障害に際したチェックポイント反応に

必須であることを示して来ている。AtATRIP 

には PIKK のターゲット配列が存在すること

から、AtATM や AtATR によってリン酸化され

ることによってチェックポイントシグナル

の伝達に関与することが示唆されている。 

 そこで、本研究では、AtATRIP との蛋白質

間相互作用や、ATATRIP を基質として細胞の

キナーゼ活性を解析することにより、チェッ

クポイント応答に関わる新規蛋白質を探索

し、それらを解析することによりブラックボ

ックスを解消し、チェックポイント機構の全

体像を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) AtATRIP 蛋白質を基質として用いたキナ

ーゼ活性の検出 

 AtATRIP には PIKK のターゲット配列が存

在し、大腸菌中で発現させた AtATRIP 蛋白質

に対してシロイヌナズナ核蛋白質画分を作

用させるとリン酸化が起こることがわかっ

ている。そこで、AtATRIP 蛋白質を基質とし

て、チェックポイント活性化処理を行った植

物の抽出物を反応させ、細胞のキナーゼ活性

の変化を解析する。 

 

(2) チェックポイント特異的にリン酸化さ

れる蛋白質の解析 

 PIKK の下流に位置するキナーゼは放射線

や複製阻害剤により活性が誘導されること

が予想される。そこで、ガンマ線や紫外線で

処理した植物や培養細胞などから蛋白質を

抽出し、リン酸化蛋白質に対するアフィニテ

ィーカラムを用いて精製し、２次元電気泳動

等で解析を行う。ここから特異的に生じたス

ポットを解析することにより、PIKK のター

ゲットとなる蛋白質の候補を探索する。 

 

(3) データベースに基づくAtATM/AtATRのタ

ーゲット蛋白質の探索 

 動物や酵母においては、AtM/ATR のリン酸

化のターゲット配列は SQ/TQ 配列であること

がわかっている。そこで、シロイヌナズナ遺

伝子データベースの中から、チェックポイン

トに関連し、SQ/TQ 配列をもつ蛋白質遺伝子

を探索し、チェックポイントシグナルの伝達

に関与することが予想される遺伝子の候補

を得る。 

 

(4) チェックポイント関連蛋白質間の相互

作用の解析 

 動物や酵母においては、DNA 複製が何らか

の原因で阻害されて一本鎖 DNA が生じると、

そこに ATRIP を含む高次蛋白質複合体が形成

され、これが ATR を活性化することがわかっ

ている。そこで、AtATRIP 遺伝子、およびチ

ェックポイント反応において蛋白質複合体

形成に関わることが予想される蛋白質の遺

伝子を酵母細胞に導入し、two hybrid の実験

系を用いて両者の間で相互作用が見られる

かどうか解析する。さらに、両遺伝子大腸菌

中で産生させ、in vitroにおける相互作用を

解析する。 

 

(5) プルダウンアッセイによるチェックポ

イント関連蛋白質の探索 

 動物や酵母においては、DNA 複製が何らか

の原因で阻害されて一本鎖 DNA が生じると、

そこに ATRIP を含む高次蛋白質複合体が形成

され、これが ATR を活性化することがわかっ

ている。そこで、GFP タグをつけたチェック

ポイント関連遺伝子をシロイヌナズナに導

入し、チェックポイント反応を活性化させた

細胞から抗 GFP 抗体を用いて高次蛋白質複

合体を回収し、チェックポイント反応に関与

する新規蛋白質を探索する。 

 

(6) チェックポイントとDNA複製のクロスト

ークの解析 

 DNA 損傷や何らかの理由で複製阻害が起こ

ると、DNA 複製複合体が解体して損傷乗り越

え複製や鋳型の交換などが起こることが知

られている。これらの反応により、突然変異

や相同組換えの上昇が見られることが予想

される。そこで、それぞれのマーカーを導入

した植物に紫外線または放射線を照射して

チェックポイントを誘導し、突然変異や相同

組み換えの頻度がどう変化するのか、またど

のような遺伝子が関与しているのかを解析

する。 

 

４．研究成果 



(1) AtATRIP 蛋白質を基質として用いたキナ

ーゼ活性の検出 

 大腸菌で産生させた AtATRIPを基質として

用い、DNA 損傷処理によってリン酸化活性が

変化するかどうかを解析した。その結果、ガ

ンマ線処理を行った植物から抽出した蛋白

質画分を用いると、未処理の植物由来の蛋白

質画分に比べてリン酸化活性が上昇した。こ

のことから、シロイヌナズナのリン酸化活性

はチェックポイントの活性化にともなって

誘導されることが示唆された。 

 

(2) ガンマ線照射によって特異的にリン酸

化される蛋白質の探索および同定 

 ガンマ線処理を行ったシロイヌナズナか

ら蛋白質画分を抽出し、リン酸化蛋白質に特

異的な蛍光試薬(ProQ diamond)で染色を行っ

た。ガンマ線処理によって特異的にリン酸化

されたスポットを抽出してトリプシンで処

理し、PMF 解析を行った。その結果、RuBisCO

等のいくつかの蛋白質がガンマ線照射によ

って特異的にリン酸化されることが明らか

になった。  

 

(3) 紫外線照射によって特異的にリン酸化

される蛋白質の探索および同定 

 紫外線を照射した植物から総蛋白質を抽

出し、リン酸化蛋白質画分を濃縮した上で２

次元電気泳動で分画し、ProQ diamond によっ

てリン酸化蛋白質の検出を行った。得られた

蛋白質のスポットをトリプシン処理後に PMF

分析にかけた結果、熱ショック蛋白質 

(HSP)90 等のいくつかの蛋白質がが紫外線照

射によって特異的にリン酸化されることが

明らかになった。 

 

(4) データベースに基づくAtATM/AtATRのタ

ーゲット蛋白質の探索 

 シロイヌナズナ遺伝子データベースのな

かから、チェックポイントに関連し、かつ

SQ/TQ 配列を含む遺伝子を探索したところ、

Rad9、RPA、TopBP1 等のホモログを含む多数

の蛋白質が AtATM/AtATRのターゲットの候補

として見出された（図１）。 

 

(5) チェックポイント関連蛋白質間の相互

作用の解析 

 チェックポイント応答で働く AtATRIP 蛋白

質と、AtATM/AtATR のターゲット蛋白質の候

補である AtRPA2 蛋白質との相互作用を解析

するため、AtATRIP および AtRPA2 遺伝子を

two hybrid 実験用ベクターに組み込み、相互

作用を解析した。その結果、これらは酵母細

胞中で相互作用することが示された(図２)。

さらに、大腸菌中で発現させた AtATRIP の N

末領域と Halo-RPA2 との in vitro での相互  

作用を解析した結果、AtATRIP の N 末領域と

AtRPA2 が in vitro で相互作用することが明

らかになった。 

 

(6) AtRPA2 欠損植物の表現型の解析 

 DNA 複製とチェックポイント応答に関わる

AtRPA2 遺伝子の機能を調べるため、この遺伝

子が破壊された rpa2-1(T-DNA 挿入変異体)お

よび rpa2-2(イオンビーム誘発変異体)の解

析を行った。その結果、rpa2-1植物は矮性と

なり、ほとんどが稔性みられないことがわか

った。一方で、rpa2-2植物はやや矮性となる

ものの稔性は保持されており、弱い allele

であることがわかった。 

 

(7) タグを付けた AtRPA2 遺伝子のシロイヌ

ナズナへの導入とプルダウン実験 

 チェックポイント応答で働く AtATRIP 蛋白

質と相互作用する RPA2 蛋白質と GFP との融

合蛋白質をシロイヌナズナで発現させた。そ

の結果、GFP-RPA2 融合遺伝子は、RPA2 の欠

損に由来する表現型(矮性)を相補すること

が明らかになった。また、GFP をタグとして

精製を試みた結果、GFP-RPA2 の精製に成功し

た。さらに、いくつかのマイナーなバンドが

検出され、これらが AtRPA2 と相互作用する

新規蛋白質である可能性が示唆された。 

 

(8) チェックポイントとDNA複製のクロスト

ークの解析 

 DNA 損傷時に働く損傷乗り越え型 DNA ポリ

メラーゼとチェックポイント機構との関係

を調べる目的で、紫外線および放射線で処理

した植物における突然変異頻度の計測を行

った。その結果 AtREV3、AtREV1 または AtPOLH

を欠失すると損傷突然変異頻度の上昇また



は低下が見られ、乗り越え型ポリメラーゼが

紫外線や放射線処理された植物における DNA

複製に関与していることが明らかになった

（図３）。  

 さらに、AtREV3 および AtREV1 を欠失した

植物における相同組換え活性を調べたとこ

ろ、野生型植物との間で組換え頻度に差が見

られ、損傷乗り越え型 DNA ポリメラーゼが相

同組換え活性の制御において何らかの機能

を持つことが示唆された。 
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