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研究成果の概要（和文）：細胞はDNA複製障害によって生じるストレス（複製ストレス）に応答し、異常な染色
体DNAを持ったまま分裂しないよう細胞増殖を一時停止させるチェック機能を備えている。本研究期間において
我々は、がん抑制遺伝子産物RBファミリーの機能を抑制すると、複製ストレスへの応答反応が低下すること、
DNA複製障害の原因を除去しても細胞機能の回復が遅延することを見出した。すなわちRBファミリーは、複製ス
トレス応答・チェックポイントの正常な活性化とその後の適切な細胞機能において重要な役割を果たすことが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：High levels of DNA damage or inhibition of DNA replication by some drugs 
interferes with DNA replication and hamper its progression, which causes “replication stress”. 
Replication stress triggers cell cycle arrest to prevent cell division with abnormal genome DNA due 
to uncompleted DNA replication. In this study, we found that inhibition of RB family, one of the 
important tumor suppressor gene products, leaded to reduction in cell response against replication 
stress, and even delayed recovery from the replication stress. Our experimental data suggested that 
RB family might play an important role in activation of proper molecular signaling in cells in 
response to the replication stress.

研究分野：細胞周期制御　がん抑制
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RB は細胞老化・がん抑制に機能する。多くのがんでRBファミリーの変異や欠失が確認されており、RBファミリ
ーの機能喪失はがん化の大きな要因とされている。複製ストレスも老化やがん化に関与することが注目されてい
ることから、本研究成果は細胞老化・悪性化制御の研究へ発展する可能性もあり、基礎医学における普遍的な問
題解明と、将来的な臨床医学への貢献の双方において重要な意義を持つことが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

DNA 複製阻害を受けた時、阻害解消まで細胞周期を一時停止させる複製チェックポイント

は、生体のゲノム恒常性維持において重要なシステムである。がん抑制遺伝子産物として知

られる RBファミリータンパク質 (pRB、 p107RBL1、 p130RB2)は、細胞周期進行抑制の要と

して、また、転写因子、DNA 複製制御因子、M期制御因子やクロマチンリモデリング因子と

の相互作用を介して、ゲノム恒常性維持に対する積極的な関わりを持つ。 

本研究代表者らは、pRB のユビキチン–プロテアソーム系による分解亢進が細胞周期抑制に

破綻を招き、がん化の要因となること、正常な M期進行に必要であることなど、細胞周期制

御と染色体安定性維持における pRB の重要性を示してきた。先行研究では、複製開始の制御

因子との相互作用などから、pRB の DNA 複製への関与が示されている。しかしながら、RB フ

ァミリーの DNA 複製に対する分子メカニズムが明らかとなったのは一部であり、特に DNA 複

製阻害を受けた際の複製ストレス応答、複製チェックポイント機能における役割について

は明確に示されていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、”DNA 複製ストレスチェックポイント制御に関わる RB ファミリーの新規分子

機能”の解明を目指した。申請者らは、準備研究期間で得た RBファミリーと DNA 複製スト

レス応答因子の相互作用等の結果から、「RB ファミリーは DNA 複製ストレス応答に関与し、

ゲノム恒常性の維持に機能する」と考え、これを検証し、RB ファミリーによる複製ストレ

スチェックポイント制御の分子機構を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

DNA複製ストレス応答におけるp130RB2の機能とその制御メカニズムを明らかにするため、

下の項目について検証を実施した。p130RB2、複製ストレス関連因子のノックダウン(KD)細

胞、またはそれらの過剰発現細胞へ複製ストレスを与え、p130RB やその他因子の有無にお

ける複製ストレス応答の変化を比較した。さらに、p130RB2 非結合型の複製ストレス関連因

子の発現との比較を行った。 

1. p130RB2 による複製ストレス関連因子の活性・機能の制御：活性化マーカー分子の発現

変動、細胞内局在の変化の検証） 

2. 複製ストレスチェックポイントにおける p130RB2 の機能：（ATR・ATM 経路活性化の継

時的比較） 

3. 複製阻害の解消とゲノム恒常性における p130RB2 の役割：（複製ストレス解消-細胞周

期再開、細胞生死への影響） 

 

４．研究成果 

U2OS 細胞内 RBファミリーの特定分子をノックダウンすると、Hydroxyurea 処理による DNA

複製ストレスを与えた条件において、複製ストレス初期に活性化されるべき応答因子のリ

ン酸化レベルが減少、すなわち活性化が抑制されることが再現性をもって示された。また、

このノックダウンにより活性化が抑制される応答因子を複数見出し、RB ファミリーとの細

胞内共局在、結合を明らかにした。更にこのノックダウンは、複製ストレス負荷除去後も１

本鎖 DNA 解消、および細胞増殖の回復を遅延させた。これらの実験結果から、RB ファミリ



ーは複製ストレス応答因子活性化とその後の適切な細胞応答において重要な役割を果たす

と推測している。 

これらの成果について、第 42 回日本分子生物学会年会（2019 年）でポスター発表を行っ

た。また、DNA 損傷応答に関わる核内因子の新たな機能の解析に参画し、共著者としての論

文が国際誌に掲載された。がん抑制遺伝子産物である RB ファミリーと関連し、細胞増殖制

御とがん化に関与する生理活性因子 TGFによる細胞内応答の解析研究にも携わり、共著論

文が発表された。 
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