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研究成果の概要（和文）：本研究は、DNA複製フォーク障害の修復に関わるリン酸化酵素ATR によるINO80複合体
の構成因子ARP8のリン酸化の生物学的意義と発がんやがんの増悪に重要な意義がある染色体不安定性などとの関
連を検討した。その結果、ATRによるARP8のリン酸化は、複製フォーク障害により停止した複製の再開や細胞死
の誘導や複製ストレス後の染色体異常の形成に関与していることを確認した。これらのことから、ATRによる
ARP8のリン酸化は複製ストレス後にゲノム安定性を維持する役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have reported that phosphorylation of ARP8, an INO80 complex component, 
by ATM kinase, represses the 11q23 chromosomal abnormalities in secondary leukemia. In this study, 
we investigated the biological significance of ARP8 phosphorylation by ATR, a kinase involved in the
 repair of DNA replication fork stress, and its relationships with the chromosome instabilities 
associated with carcinogenesis. We found that ARP8 phosphorylation by ATR is related to the recovery
 of stalled replication fork and the induction of cell death, and the formation of abnormal 
chromosomes after replication stress. These results suggest that ARP8 phosphorylation by ATR plays a
 role in maintaining genomic stability after replication stress.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ARP8 phosphorylation　ATR　replication stress

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、ATMとATRがINO80複合体の構成因子ARP8をリン酸化することを見出し、ATMによるARP8のリン酸化は染色
体転座を抑制することを報告した。しかし、DNA 複製フォーク障害の修復に関与するリン酸化酵素ATRによる
ARP8のリン酸化の生物学的意義は不明であった。本研究により、ATR によるARP8のリン酸化がDNA 複製フォーク
障害を修復する分子機構に関わっていることが解明された。また、ARP8の変異と発がん機構の関連についての証
拠も示された。これにより、ARP8リン酸化を標的とした分子標的療法の開発などに繋がることが期待され、がん
研究分野への貢献となる。

※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 

放射線や抗がん剤により誘導された DNA 損傷は、その損傷の種類に応じたさまざまな修復機構

により修復される。しかし、修復過程でのエラーから突然変異や染色体構造異常などが誘導さ

れ遺伝情報が改変されると、がんや白血病など悪性腫瘍の発症や増悪に繋がることが知られて

いる。一方、がん治療の目覚ましい進歩により、がん患者、特に小児がん患者では生存期間が

顕著に延長している。このため、二次がんの発症予防は非常に重要な課題である。二次がんを

含めた発がんの分子機構の解明には、損傷 DNA を正確に修復するシステムの解明が必須であ

る。しかし、染色体構造異常につながる修復過程でのエラー発生メカニズムについては、未だ

不明な点が多い。 

転写、複製、修復などの DNA 代謝の調節に係るクロマチン構造の変換を制御する INO80 複合体

では、白血病を含む多くのがんにおいて、構成因子の様々な遺伝子変異が確認されており、INO80

複合体の機能と発がん機構との関連が示唆されている。我々は、二次性白血病の疾患特異的染色

体異常として知られている 11q23 染色体転座をモデルにして染色体転座の分子機構の解明に取

り組み、11q23 染色体転座を阻止するためには、ゲノム損傷シグナル因子 ATM リン酸化酵素が、

11q23 に存在する MLL 遺伝子の染色体転座切断点集中領域(BCR)への相同組換え修復(HR)関連因

子 RAD51、RPA と INO80 の結合を負に制御することが重要であることを見出した。さらに ATM が

INO80 複合体の構成因子 ARP8 をリン酸化することで、INO80 や RAD51 の BCR への結合を負に制

御し、染色体転座を抑制することを報告した（図 1）。これらの知見から、ATM による ARP8 のリ

ン酸化は、HR における

INO80 複合体の機能を負に

制御することで、正確な修

復を担保していることが

示された。興味深いこと

に、ARP8 のリン酸化には、

ATMだけでなくDNA 複製フ

ォーク障害の修復に関与

するリン酸化酵素ATRも関

わっている。さらに、ATM 阻

害剤と ATR 阻害剤では、

ARP8 リン酸化の抑制パタ

ーンが異なり、11q23 染色

体転座の誘導率も異なる

ため、ATR による ARP8 リン

酸化には ATM とは異なる生物学的意義が存在することが示唆された（図２）。 

 

２．研究の目的 

染色体 DNA 損傷の修復過程に発生する何らかのエラーによって突然変異や染色体構造異常など

が誘導されることにより遺伝情報が改変され、がんや白血病など悪性腫瘍の発症や増悪に繋が

ることが知られている。しかし、修復過程でのエラーの発生メカニズムあるいはエラーを抑制す

図 1 ARP8 のリン酸化はエトポシド関連の 11q23 染色体転座

形成を抑制する 

BIVA: ATM 活性欠損細胞、11-4: ATM 活性正常細胞 

S412D: ARP8 リン酸化模倣型 

S412A: ARP8 リン酸化欠損型 



るメカニズムについては、未だ不明な点が多い。本研究では、DNA 複製フォーク障害の修復制御

における ATR による ARP8 リン酸化の役割を中心に取り組むことで、ARP8 と発がん分子機構との

関連について解明する。 

 

３．研究の方法 

１、免疫沈降法を用いて、複製フォーク障害を誘導する薬剤を投与した前後の細胞を用いて複

製フォーク障害において ATR による ARP8 のリン酸化を確認する。 

２、蛍光免疫染色法を用いて DNA 二本鎖や複製フォーク障害のマーカーであるH2AX foci の定

量的解析を行い、複製フォーク障害の誘導及び修復状況の動態を検討する。 

３、DNA ファイバー法を用いて、複製フォーク障害の修復における ATR による ARP8 リン酸化の

役割を検討する。 

４、コロニー形成アッセイ法を用いて、ARP8 の野生型及びリン酸化変異型細胞の、複製フォー

ク障害誘導試薬に対する感受性を検討する。 

５、FISH 法を用いて、染色体異常の解析を行う。 

 

４．研究成果 

本研究では生化学的及び細胞生物学的解析法を用いて検討した。まず、複製フォーク障害を誘

導する薬剤で複製フォーク障害を誘導した後、ARP8 が ATR によってリン酸化されたことを確認

した。また、ATR 阻害剤を予め投与した細胞では ARP8 のリン酸化がほぼ抑制された一方、ATM

の阻害剤による ARP8 のリン酸化の抑制は僅かであった。この結果から、複製フォーク障害に応

じて主に ATR が ARP8 をリン酸化することがわかった。そこで、DNA ファイバー法を用いて、複

製フォーク障害誘導後の修復における ATR による ARP8 リン酸化の意義の検討を行った。複製標

識されたファイバーの長さを測定した結果、複製フォーク障害を誘導しない細胞では、野生型

ARP8 とリン酸化欠損 ARP8 の DNA ファイバーの長さはほぼ同じであるが、複製フォーク障害誘

導後では野生型 ARP8 とリン酸化

欠損 ARP8 細胞の間で DNA ファイ

バーの長さに違いが見られた。こ

の結果から、ATR による ARP8 の

リン酸化は複製フォークの回復に

関与していることが示唆された。

さらに、ATR による ARP8 のリン

酸化の生物学的意義を細胞レベル

で検討した。複製フォーク障害に

対する感受性や染色体異常の誘導

を検討した結果、ARP8 リン酸化の有無によって複製フォーク障害の感受性及び染色体異常誘導

頻度が異なることがわかった。これらのことから、ATR による ARP8 のリン酸化は、複製ストレ

ス後にゲノム安定性を維持する役割を担っていることが示唆された。 

 

 

 

図 2 HA-ARP8 発現細胞抽出液を用いた免疫沈降法に

よる ARP8 のリン酸化の検討 
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