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研究成果の概要（和文）：放射線等により生じるゲノム損傷は生体にとり有害であるため、生体にはその防御機
構としてDNA損傷応答（DDR)が存在する。その中心分子はATMとATRキナーゼであるが、本研究ではATRに注目し
た。ATRはATRIPと複合体を形成し、DNA複製ストレスで活性化され、少なくとも2つの活性化機構が存在する。
研究代表者は新たなATR-ATRIPの活性化機構の存在を想定し、2つの異なるDNA損傷薬剤によるATRIPとRPA2の核内
フォーカス形成を指標にsiRNAスクリーニングを行い、29個の候補分子を得た。すでに詳細な解析が行われたも
のを除外し、有望な候補分子についてさらに検討を行っている。

研究成果の概要（英文）：The DNA damage response is critical for cells to prevent from genotoxic 
stress such as DNA damage. ATR kinase is one of the central players in this system. ATR makes a 
complex with ATRIP, activated under DNA replication stress by two independent mechanisms. To 
identify novel ATR-ATRIP activation pathway, we undertook siRNA screening against mitomycin C and 
hydroxy urea treated ATRIP-GFP expressing cells by evaluating both ATRIP and RPA2 foci formation 
efficiency. We obtained 29 candidate genes. We further evaluate these candidates.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： DNA損傷応答　DNA修復　フォーカス形成　ATRIP　ATR

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA損傷応答は細胞の生存に必須であり、その破綻はがん等の疾患の原因となることが知られている。本研究
は、その中でも特に重要なATRに注目し、既存の2つの活性化経路に加えて未知の活性化経路が存在する可能性を
検討するものである。従って、本研究課題は、発がん等の疾患の基礎研究としての側面や、これらを標的とした
新たな治療薬・新弾薬の開発につながる基礎的知見を提供する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 放射線等により生じるゲノム DNA 損傷は生物にとり有害なため、生体にはその防御機構とし
て DNA 損傷応答（DDR）が存在する。その中心分子は ATM と ATR キナーゼであるが本研究では ATR
に注目した。 
DNA 損傷により DDR や DNA 修復因子が DNA 損傷部位に集積し、細胞核内にドット状に観察され

ることが知られている。これを核内フォーカスと呼ぶ。一般に ATM は放射線照射等により生じる
DNA 二本鎖切断（DSB）により活性化される。一方、ATR は ATRIP と複合体を形成し、DNA 複製フ
ォークの不安定化（DNA 複製ストレスと呼ぶ）で活性化される。 
 複製フォークにより生じた一本鎖切断（SSB）にはまず RPA 複合体が結合する、ATRIP は RPA と
相互作用するが、ATR-ATRIP の活性化はこれだけでは十分ではない。我々のこれまでの研究から、
ATR-ATRIP の活性化には少なくとも 2つの経路に依存することが知られている。 
１つは ATRIP-TOPBP1 の相互作用を介した ATR の活性化であり、もう一つは我々が以前見出した
ファンコニ貧血（FA）コア複合体に依存した ATR-ATRIP の活性化である。この２つの経路は独立
であることは確認されていたがそのメカニズムの詳細は不明である（文献 1－3他）。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、ATR-ATRIP の活性化機構が上の 2 つ以外にも存在するのではないかと考え、

ATRIP と RPA2 のフォーカス形成を指標に siRNA スクリーニングを行い、核内フォーカス形成に
影響を与える候補分子を探索し、検討した。 
 
３．研究の方法 
 ATRIP-GFP を安定に発現するヒト肺がん株 A549 細胞を用い、DNA 複製ストレス下での ATR-
ATRIP の活性化の検出系を構築した。具体的には、細胞に複製ストレスを与える薬剤処理を行い、
ATR-ATRIP の活性化を ATRIP-GFP フォーカスの形成として、複製ストレスにより生じる一本鎖
（ss）DNA の生成を ssDNA に結合して生じる RPA2 フォーカスの形成として検出する系である。
この系を用い、siRNA を形質導入し、ATRIP-GFP と RPA2 のそれぞれのフォーカス形成に影響する
候補分子を探索した。京都大学放射線生物研究センターの構築した siRNA ライブラリーを使用
し、471 個の遺伝子を探索した。細胞固定後、抗 RPA2 抗体と Alexa594 を用いた免疫染色を行い、
ATRIP-GFP（緑）と RPA2/Alexa594（赤）の蛍光強度が 1/4 以下に減少したものを有意とした。
有意な候補分子についてさらに検討した。 
 
４．研究成果 
 ATRIP-GFP 発現細胞を用いた siRNA ライブラリースクリーニングについては、まずマイトマイ
シン C（MMC）24 時間処理の条件で探索を行った（１次スクリーニング）。候補分子が 77個と比
較的多数であったことと、その原因として MMC24 時間処理では薬剤処理の時間が比較的長時間
のため、RPA の活性化が複数の段階で起こっていた可能性が考えられた。このため、ヒドロキシ
ウレア（ＨＵ）2時間処理という別の薬剤処理で生じる複製ストレス処理下で再検討を行い結果
として 29個の候補分子を得た（２次スクリーニング）。なお、スクリーニングで RPA 複合体の構
成遺伝子（RPA1, 2）も単離されたが、これらは 29個の中には含めていない。しかし、RPA1, 2
が単離されたことはこのスクリーニング系が機能していることを示唆していると考えた。 
 候補分子の中で遺伝子ノックアウトやノックダウン細胞を構築し詳細な解析が報告されてい
るもの、あるいは未発表だが研究代表者の所属した研究室等ですでに検討した分子は以降の解
析から除外した。これらの中には、RPA を制御することを我々が報告した FANCW/RFWD3（文献４）
が属し、ATR-ATRIP の活性化に寄与する FA 経路分子が複数含まれる（FANCA, FANCD1/BRCA2, 
FANCW）。 
 残りの分子については、順次発現プラスミドを構築し、発現細胞での検討を行っている。目的
の候補分子は、ATRIP, ATR, RPA の挙動とよく一致することが期待されるが、予測する表現型を
示す候補分子に行きついておらず、さらに検討を重ねている。 
 研究の途中で、カナダの Durocher の研究室から、ヒト不死化正常網膜上皮細胞株 RPE1 細胞を
用いて、27 種の DNA 損傷薬剤に対する 31 の Crisper-Cas9 スクリーニングを網羅的に行った研
究が報告された（文献５）。実験に使用した細胞、薬剤の濃度や処理時間等は実験条件は異なる
ものの、本研究で使用した薬剤である MMC や HU の結果も含まれている。このため、研究代表者
が候補分子としている 29個について、彼らの解析結果を検討したが ATRIP, ATR, RPA と表現型
が一致する分子は見いだせなかった。従って、現在までに我々が得ている結果は上の論文データ
と矛盾しておらず、結果が妥当であることを示唆するものと思われる。 
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