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研究成果の概要（和文）：Chk2-/-Rad18-/-マウスを作製し表現型をみた結果、自然発ガン率が野生型マウスに比べて
高いことがわかった。我々はマウス由来のES細胞を用いることにより、放射線照射だけでなくUV照射によるDNA損傷で
も、傷害された細胞がChk2依存的に排除されることを示唆する実験結果を得た。Rad18が機能しないと複製フォークが
不安定しDNAが切断され、Chk2が活性化される。活性化Chk2は、傷害をもつ細胞を排除することによりゲノムの安定性
を保ち、発がんを抑制すると考えられる

研究成果の概要（英文）：The Chk2 kinase functions as a tumor suppressor.Chk2 Rad18 double knockout mice sh
owed increased rate of spontaneous spleen lymphoma and UV induced skin tumor formation. To elucidate molec
ular mechanism how the two gene products maintain genome integrity, we have prepared ES cells from the mic
e and examined survival, apoptosis, chromosomal aberration and sister chromatid exchange rate following UV
 irradiation of the cells. While deficiency of Rad18 sensitized the cells against UV irradiation, deficien
cy of Chk2 conferred resistance on the cells. Deficiency of Chk2 increased chromosomal aberration while it
 did not have a great effect on SCE rates following UV irradiation. Collectively we surmised that deficien
cy of Rad18 cause genome instability including DSB while the DSB activate Chk2 to compensate deficiency of
 Rad18 in damaged cells via elimination of DNA damaged cells from the organisms.
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１． 研究開始当初の背景 

 Rad18 タンパクは PCNA をモノユビキ

チン化する E3 酵素であり、細胞の DNA

が損傷されると、Rad18 が複製停止部位

に集積しPCNAをユビキチン化すること

により、通常の複製酵素δから損傷乗

越え複製酵素ηへの転換を促し、損傷

乗越え複製を誘導する機構を明らかに

した。生体での Rad18 の役割を知るた

め、Rad18 ノックアウト(Rad18-/-)マウ

スを作成した。このマウスは、ほぼ正

常に誕生し成育した。若年齢♂マウス

の精巣および生殖能力は正常であった

が、加齢に伴い生殖細胞数が減少した

ため、Rad18 は長期にわたる精子形成の

維持に必要である。意外なことに、

Rad18-/-マウスには、高発ガン性は見ら

れなかった。Rad18-/-細胞に UV が照射

されると、Chk2 が活性化される。Chk2 

は、切断 DNA に応答して活性化される

リン酸化酵素であり、細胞周期、アポ

トーシス等を制御する。CHEK2 はガン抑

制遺伝子であり、放射線照射(IR)によ

る DNA 切断損傷に応答して、アポトー

シスなどを誘導する。ヒト CHEK2 の SNP

である CHEK2*1100delC をもつヒトは、

発ガンのリスクが約 3 倍高くなる。ど

のような機構により CHEK2 が発ガンを

抑制しているか解明することは重要で

あるが、その全体像は明らかにされて

いない。Rad18 と Chk2 は連携してゲノ

ム DNA を安定に維持している可能性が

あるため、Chk2-/-Rad18-/-マウスを作製

した。このマウスの自然発ガン率およ

びUV照射による皮膚ガン形成率が高い

ことがわかった(未発表データ)。この

ため、Rad18 が複製フォークを安定に保

つ一方で、未修復の損傷 DNA をもつ細

胞は、Chk2 の機能により排除される可

能性が高い。本研究の主な目的は、Chk2

による発ガン抑制機構を明らかにする

ことである。 

 
２． 研究の目的 

(1) Rad18 とチェックポイントの両

方を欠損した細胞の増殖・DNA 複製速

度が低下し細胞周期の S 期が減少し

ていることを明らかにする。 

  (2)細胞老化が進行し、また細胞周期

を負に制御する p16, p27 などの発現

が亢進していることをみる。 

(3) 細胞周期の停止または細胞老化

との関連をみるため、細胞が放射線の

照射、活性酸素、UV、メチル化剤等に

対して感受性を示すか調べる。 

(4) 放射線を照射した細胞内での活
性酸素の発生状況を調べること

により、細胞周期の停止または細

胞老化との関連を調べる。 

(5) Chk2-/-Rad18-/-マウスの生存率
が上昇していることの原因をさ

ぐるため、マウスの腫瘍形成頻度

が低下していることを明らかに

する。 

(6) Chk2-/-マウスは放射線の照射に
より発がんが誘導されることが

予想される。これに対して、

Chk2-/-Rad18-/-マウスで発がん

が抑制されているか調べる。 
 
 
３． 研究の方法 

(1)細胞増殖速度の比較: 野生型、

Rad18-/-、Chk2-/-、Chk2-/-Rad18-/-、

p53-/-、p53-/-Rad18-/-の計 6種類の

マウスからそれぞれ胎児由来繊維芽

細胞(MEF)を樹立する。低酸素インキ

ュベーターを用いて培養し、経時的に

細胞数を計測することにより増殖速

度を決定する。 

 

(2) 相互作用解析: 放射線を照射し

た細胞での、Rad18 タンパクと各種の

チェックポイント因子 Chk2、p53、

53BP1 タンパク)との物理的な相互作

用を、免疫沈降法およびプルダウン法

により調べる。 

 

C. 細胞周期制御異常の検出: MEF を



培養した後に、フローサイトリーメト

リーを用いて、G1,S, G2/M 期の割合を

求める。また、BrdU を細胞に取り込ま

せた後に坑BrdU抗体を用いて2重染色

することにより S 期の割合を正確に求

める。 

 

D. 細胞老化の検定: 培養した MEF の

表面積を比較する。老化の指標となる

β-SA-gal 染色をおこなう。 

 

E.  ROS の測定: 最近 ATM 欠損細胞で

ROS が発生し誘導された p16 により 

細胞老化が促進されるモデルが報告さ

れた。今回の研究では、MEF に ROS が発

生している可能性を検討する。MEF に

ROS を検出するための試薬である

DCF-DA を加え H2O2処理後に、ROS の発

生を検出する(立石、熊本大学 COE 支援

班)。 

 

F.  感受性の測定: Chk2-/-Rad18-/-

または p53-/-Rad18-/-細胞で放射線の

照射、 

活性酸素、UV、等に対する感受性が高

くなっているか検証する。MEF に対する 

各種の DNA 損傷処理後に培養し、色素

排除試験により生存率を測定する。 
 
 
４． 研究成果 
Chk2 と Rad18 が連携した発がん防御の

分子メカニズムを解析するために、WT、

Rad18-/-、Chk2-/-または Chk2-/-Rad18-/-マ

ウスから調整した ES 細胞を用いて、放

射線または UV 照射後の生存率、アポト

ーシス、染色体異常頻度、組換え頻度な

どを測定した。その結果、Chk2-/-細胞に

UV を照射すると、テロメア融合などの染

色体異常が形成される頻度が野生型細

胞に比べて約 2 倍高いことがわかった。

活性化した Chk2 が DNA 切断などの損傷

を含む細胞を生体から排除する可能性

が高いことがわかった。また、Chk2 は、

損傷をもつ細胞のSCE頻度を調節する作

用はないと考えられる。以上の結果を踏

まえて、DNA が損傷した際に Rad18 が機

能しないと、複製フォークが不安定化し

DNA の切断が起こることで、Chk2 が活性

化される。活性化した Chk2 は、異常な

DNA を含む細胞が生体から排除すること

により、発がんを抑制する作業仮説を立

てた(図 3)。 
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