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研究成果の概要（和文）：ゲノム不安定性は正常細胞の発がん過程において遺伝子変異・欠失・増幅・転座を獲
得する上で必要な性質であり、ほぼすべてのがん細胞で認められるがんの特徴の一つである。本研究は、変異型
KRASG12V発現によって転写依存的なゲノムDNAのヘテロクロマチン化の促進がDNA複製ストレス要因となること、
またDNA複製ストレス応答因子であるATRの発現上昇がDNA複製ストレス耐性を制御し変異型KRASG12Vによるゲノ
ム不安定性を獲得しながらクローン拡大すること、更にはATR高発現がKRAS変異肺がんの悪性化と関連すること
が明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Genomic instability is a necessary property for the acquisition of gene 
mutations, deletions, amplifications, and translocations during tumor development process of normal 
cells and is one of the Hallmarks of cancer that is observed in almost all cancer cells. The present
 study demonstrated that oncogenic KRASG12V expression promotes transcription-dependent 
heterochromatinization of genomic DNA, which induces DNA replication stress, and that elevated 
expression of ATR, a DNA replication stress response factor, regulates DNA replication stress 
tolerance and leads to clonal expansion while acquiring genomic instability due to mutant KRASG12V. 
Furthermore, we found that high ATR expression is associated with poor prognosis of KRAS mutant lung
 cancers.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変異型KRASG12V による転写依存的なヘテロクロマチン形成によってDNA複製ストレス要因となること、また
ATR-PrimPol依存的なDNA複製ストレス耐性によってヘテロクロマチン近傍で再プライミングが生じDNA複製を継
続するが、同時に脆弱なssDNA露出を引き起こすことによってゲノム不安定性を誘発することを明らかにしたこ
とにより、非遺伝性がんにおける高頻度ながんゲノム不安定性誘発メカニズムの一端が解明された学術的意義は
大きい。またこの成果は変異型KRAS肺がん患者におけるATRシグナル経路を標的とする新規治療法の開発が期待
され、社会的波及効果も大きい。

※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 
 
ゲノム不安定性は正常細胞の発がん過程において遺伝⼦変異・⽋失・増幅・転座を獲得する上で
必要な性質であり、ほぼすべてのがん細胞で認められるがんの特徴の⼀つである。興味深いこと
に、ドライバー変異に起因する異常な細胞増殖にともなう⾼度な DNA 複製ストレスが複製エラ
ーを促進することによりゲノムが不安定化し、がんの発⽣を加速するメカニズムが⽰唆されて
いる(Halazonetis et al. Ann Rev Pathol 2015)。このことは DNA 複製ストレス及びそれに対する
細胞応答が１細胞内において細胞のがん化につながるゲノム進化（ゲノム不安定化）を促進する
ことを強く⽰唆している。 
 DNA 複製ストレスは⼀本鎖 DNA(ssDNA)を露出させ、ゲノム DNA は危険な状態となる。
申請者はこれまで ssDNA の露出が ATR キナーゼを活性化する機構を明らかにしてきた
（Shiotani et al. Mol cell, 2009, Mol Cell 2011, Cell Rep. 2013）。ATR は様々な基質をリン酸化
する事により細胞⽼化や細胞死を誘導し発がんを抑制すると考えられてきたが、RAS 遺伝⼦発
癌マウスモデルでは、ATR 活性がむしろ発がん過程に要求されることが強く⽰唆されている 
(Shoppy et al. J clin Inv. 2012) 。そこで本研究ではがん遺伝⼦の活性化によって⽣ずる DNA 複
製ストレスの要因、活性化した ATR がゲノム不安定性・細胞の形質転換を促進するメカニズム
の解明に取り組んだ。 
 本研究を進めるにあたり、ATR 遺伝⼦や DNA 複製ストレス要因として RNA に着⽬した解析
のための RNaseH1 の発現システムの利⽤により効率よく DNA 複製ストレス応答研究を展開で
きると考え、⽶国Harvard Medical School/Massachusetts General Hospital Cancer Center との
国際共同研究を展開した。 
 
２．研究の⽬的 
 
課題①：がん遺伝⼦の活性化による ATR 活性化メカニズムを明らかにする 
課題②：がん遺伝⼦活性化に起因する DNA 複製ストレス要因を明らかにする 
課題③：活性化された ATR によって促進するゲノム不安定性獲得メカニズムを明らかにする 
 
【学術的独⾃性と創造性】 
 
従来の DNA損傷応答研究では⼀時的・致死
的な外因性 DNA損傷（放射線、UV、Cisplatin
など）が⽤いられ、 ATR 阻害は DNA 損傷
感受性を亢進することから、ATR はゲノム安
定性維持に必須、すなわち腫瘍抑制因⼦と考
えられてきた。しかし、がんゲノム解析では
ATR 遺伝⼦の突然変異は極めて少なく、腫瘍
抑制因⼦としての概念と⼀致しない。そこで
本研究では継続的・内因性 DNA 複製ストレ
スに対して ATR がゲノム不安定性促進因⼦
として働くという独⾃のアイデアを検証し
た。申請者は変異型KRAS 発現肺線がんモデ
ルにおいて ATR ⾼発現が発がんを促進する結果を得ており上記アイデアを検証するモデルを有
している。これにより ATR が変異型KRAS による DNA 複製ストレスに応答し致死的 DNA損
傷を修復・細胞の⽣存を優先することにより、むしろ突然変異を含むゲノム異常を促進し、ゲノ
ムの不安定性獲得・発がんを促進する機能の解明に取り組んだ。（Fig.1） 
 
３．研究の⽅法 
 
ヒト正常肺上⽪細胞（SAEC）に ATR ⾼発現系を導⼊し、これらの細胞において変異型 ER-
KRASG12V(4OHT により誘導）を導⼊し、肺腺がん発⽣モデルを作成した。これらの細胞におい
て⾜場⾮依存的増殖能を獲得したクローンを取得し Replication Stress Tolerant Cell (RSTC)を
樹⽴し解析に⽤いた。コントロールおよび ATR ⾼発現細胞における変異型 KRAS 発現による
DNA 複製に及ぼす影響を、DNA ファイバー法を⽤いて DNA 複製フォークの進⾏速度を解析
した。DNA 複製ストレス要因を解析するため、RNA 転写抑制剤（DRB）、ヘテロクロマチン解
消剤（クロロキン）、及び EZH2 阻害剤（GSK126）存在下の DNA 複製フォークの進⾏速度を
解析した。また、クロマチン動態について HistoneH3K27me3 レベルを免疫染⾊法、ゲノム DNA
の MNase感受性試験によってヘテロクロマチン化を評価した。さらには RSTC におけるゲノム
不安定性をWGS によって解析した。 
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Fig. 1 ATR acts as tumor promoter rather than suppressor
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４．研究成果 
 
課題①：がん遺伝⼦の活性化による ATR 活性化メカニズム 
がんドライバー遺伝⼦の活性化は、異常な DNA 複製ストレスを誘発し、ゲノム不安定性を誘発
する。これまでに、KRASG12V肺腺がんモデルを作成したところ、DNA 複製ストレス応答の中⼼
的な役割を果たす ATR の⾼発現が形質転換を促進する実験結果を認めた。コントロール条件下
で KRASG12V発現によってわずかに⾜場⾮依存性細胞増殖能を獲得した DNA 複製ストレス耐性
クローン（Replication Stress Tolerant Cell: RSTC）を取得し解析したところ、KRASG12Vを発現
する前の細胞に⽐べて ATR の発現が上昇する結果を得た。すなわち、ATR ⾼発現は KRASG12V
によって誘導される形質転換において必要⼗分条件を満たすことが強く⽰唆された。この DNA
複製ストレス耐性獲得過程において KRASG12V発現後、14 ⽇経過ごろから ATR 発現の上昇が認
められた。次に、ATR 発現上昇のメカニズムについて検証し、ATR 発現を抑制するmiR-158が
KRASG12Vによって発現抑制され、ATR の mRNA が発現上昇することや ATR 遺伝⼦の増幅に
よることを明らかにした。 
 
課題②：がん遺伝⼦活性化に起因する DNA 複製ストレス要因を明らかにする 
KRASG12V発現が DNA 複製の進⾏に及ぼす影響を、DNAファイバーアッセイを⽤いて解析した
ところ、KRASG12Vによって DNA 複製フォーク進⾏速度の著しい低下を認めた。KRASG12Vによ
る DNA 複製ストレス誘発要因を解析するため、転写阻害剤 DRB やヘテロクロマチン解消剤
CQ処理を⽤いたところ複製フォークの進⾏遅延が回避された。すなわち転写依存的なヘテロク
ロマチン形成が複製ストレスの要因となることが⽰唆された。KRASG12V によって誘導される
DNA 複製ストレスの要因として RNA 転写が要因の⼀つと考えられたことから、R-loop量につ
いて検証したところ、ATR ⾼発現の有無にかかわらず KRASG12Vによる R-loop量の増加を認め
なかった。また R-loop の解消に関わる RNaseH1 を導⼊した細胞においても KRASG12Vによって
誘導される DNA 複製フォーク進⾏遅滞が解消されなかった。さらに、RNA 転写装置と DNA 複
製の衝突を PLA法にて検討したが DNA 複製ストレスの要因となりうる結果を得られなかった。 
そこで DRBによって発現抑制される RNA を解析したところ、H3K27me3 ChIP-seqシグナル
と重複することが認められた。また KRASG12V 発現によって H3K27me27 レベルが上昇するこ
と、またこれは DRBや EZH2阻害剤GSK126によって抑制されたことから、KRASG12V発現に
よって誘導された RNA 転写依存的に PRC2 複合体がヘテロクロマチンを誘発し DNA 複製スト
レス要因となることを明らかにした。⾮常に興味深ことに ATR ⾼発現細胞において KRASG12V
による複製進⾏速度低下の回復を認めた。またこの DNA 複製ストレス耐性には ATR依存的な
PrimPol 依存的な再プライミングが関与することを明らかにした。興味深いことに H3K27me3
が関連するヘテロクロマチン近傍には ATR-PrimPol 経路依存的な再プライミングによる
ssDNA が多発することを明らかにした。 
 
課題③：活性化された ATR によって促進するゲノム不安定性獲得メカニズムを明らかにする 
KRASG12V発現による DNA 複製ストレスに対して ATR ⾼発現によって PrimPol依存的な DNA
複製ストレス耐性を⽰した細胞や、KRASG12V誘導形質転換細胞（RSTC：後天的に ATR ⾼発現
を獲得）においてゲノム不安定性の指標について検証したところ、micronuclei 形成やUFB(Ultra 
fine bridge)が顕著に上昇することを認めた。また RSTC の全ゲノム解析から、SVや SNV頻度
の上昇に加えて whole genome duplication(WGD)が⽣じることから、ATR ⾼発現によって DNA
複製ストレス耐性を⽰し⽣存した RSTC は、同時にゲノム不安定性を獲得することが⽰された
(Fig 2)。最後に TCGA 及び国⽴がん研究センターにおける肺腺がん（LUAD）コホートにおい
て KRAS 変異 LUAD における ATR ⾼発現は有意に予後不良を⽰すことが明らかとなった。以
上より ATR-PrimPol経路は KRAS 変異による複製ストレス耐性を制御し、ゲノムの不安定性を
蓄積しながらクローン拡⼤すること、更には ATR ⾼発現が KRAS 変異肺がんの悪性化と関連す
ることが明らかとなった。 

Fig. 2 Proposed model for ATR-PrimPol-mediated RST under KRASG12V-induced RS. 
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