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研究成果の概要（和文）：Src型キナーゼによるDNA損傷チェックポイントリカバリーの制御にはATR依存的Rad17リン酸
化の制御が重要であること、またその分子機構としてRad17-Rad9相互作用を阻害することを見出した。またSrc型キナ
ーゼがATM-Chk2経路およびDNA複製チェックポイントリカバリーへ関与することを見出した。さらにKap1およびCdc5Lの
チロシンリン酸化による制御とイマチニブによるチェックポイントリカバリー制御について新規の知見を得た。以上の
解析によりDNA損傷チェックポイント終結制御におけるSrc型キナーゼの役割の一端が明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：We showed that the regulation of DNA damage checkpoint recovery by Src family kina
ses involves the regulation of ATR-dependent Rad17 phosphorylation as a key event, and that the underlying
 molecular mechanism involves the inhibition of the interaction between Rad17 and Rad9. Src family kinases
 are also involved in ATM-Chk2 checkpoint pathway and replication checkpoint recovery. We also showed the 
regulation of Kap1 and Cdc5L by tyrosine phosphorylation and the regulation of checkpoint recovery by imat
inib. These data shed light on the role of Src family kinases in the termination of DNA damage checkpoint 
signaling.
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１．研究開始当初の背景 
 
遺伝情報を担うゲノムDNAは絶えず損傷をう
けており、細胞は遺伝情報を安定に保つため
に DNA 損傷応答機構を備えている。この DNA
損傷応答機構は、癌の放射線治療・化学療法
に対する耐性の獲得と癌の治療効果に重要
な機構であり、DNA 損傷応答関連タンパク質
は分子標的型抗癌剤の新規標的タンパク質
として期待されている。DNA 損傷応答の活性
化機構はよく解析されているが、その終結反
応（チェックポイントリカバリー）について
は殆ど解明されていない。これまでに申請者
は Src 型チロシンキナーゼ(SFK)が G2 期 DNA
損傷チェックポイントリカバリーを制御す
ることを見出している。本研究はこれまでの
成果を発展させSFKによるチェックポイント
リカバリー制御の分子機構を明らかにする
ことを目的とする。本研究を通じてがんの治
療効果に関わるDNA損傷チェックポイントリ
カバリー機構のSFKによる制御が分子標的型
抗癌剤による新規の治療戦略となることを
期待している。 
 
２．研究の目的 
 
(1-4)SFKとDNA損傷応答機構との関連を明ら
かにすることを目的とする。そのために G2
期 DNA損傷チェックポイントリカバリーにお
ける SFK の機能を明らかにする。また DNA 損
傷応答因子の SFK依存的制御が DNA損傷応答
機構へ及ぼす影響ついて検討する。 
 
(5)SFK関連因子のDNA損傷応答機構への関与
について検討する。 
 
(6,7)SFK によってチロシンリン酸化を受け
るタンパク質について、チロシンリン酸化に
よる機能制御を明らかとする。 
 
３．研究の方法 
 
(1-5)培養細胞において SFK の機能阻害およ
び機能亢進がDNA損傷応答因子に与える影響
について検討した。さらに、その SFK の効果
にDNA損傷応答因子の機能阻害が与える影響
について検討した。またイマチニブが DNA 損
傷応答因子に与える影響について検討した。 
 
(6,7)SFK の基質として同定したタンパク質
について、チロシンリン酸化がその機能に与
える影響について検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1)チェックポイントリカバリーにおける
SFKによるATR-Chk1経路の制御について解析
を行った。SFK による制御には Rad17 の ATR
依存的リン酸化が関与していることを見出
した。チェックポイントキナーゼ阻害剤を用

いた解析から、SFK による G2 期 DNA 損傷チェ
ックポイントリカバリーの制御は ATR-Chk1
経路を介することを見出した(Fukumoto, J. 
Biol. Chem. 2014)。 
 
(2)SFK による Chk1 の制御の解析のために、
v-SrcによるATR-Chk1経路制御について解析
を行った。v-Src が ATR 依存的 Rad17 および
Chk1 のリン酸化を抑制することを見出した。
またこの分子機構として、v-Src が Rad17 複
合体と Rad9 複合体の相互作用を阻害するこ
とを見出した。 
 
(3)チェックポイントリカバリーにおける
SFKによるATM-Chk2経路制御について解析を
行った。G2 期 DNA 損傷チェックポイントリカ
バリーの過程で、ATM依存的 Chk2 および Kap1
のリン酸化がSFK阻害によって亢進した。SFK
阻害による ATM-Chk2 活性亢進は、G2 期 DNA
損傷チェックポイント活性化の際にも観察
された。また G2 期に加えて非同調培養時に
おいても観察された。 
 
(4)SFKによるDNA複製チェックポイントリカ
バリー制御について検討を行った。SFK 阻害
に加えて、SFK の活性亢進によってもやはり
DNA 複製チェックポイントリカバリーが遅延
することを見出した。さらに SFK 活性亢進に
よる遅延の際にもやはり ATR-Chk1 経路の制
御が関わっていることを見出した。 
 
(5)イマチニブによる G2期 DNA 損傷チェック
ポイントリカバリー制御について検討を行
った。その結果イマチニブは SFK とは異なる
機構でDNA損傷チェックポイントリカバリー
を制御すること、またイマチニブによる DNA
損傷チェックポイントリカバリーの制御に
はPDGFR/c-Kit様キナーゼを介することを見
出した。 
 
(6)SFK による Kap1 制御について解析を行っ
た。Kap1 が SFK によってチロシンリン酸化を
受けることを見出した。またこのチロシンリ
ン酸化は Kap1 の Y449, Y458, Y517 において
誘導されることを見出した。さらにこのチロ
シンリン酸化によって DNA 損傷応答後の ATM
依存的 KAPのリン酸化が促進されることを見
出した(Kubota, J. Biol. Chem. 2014)。 
 
(7)チェックポイントリカバリーにおける
SFK による Cdc5L チロシンリン酸化について
解析を行った。SFK による Cdc5L チロシンリ
ン酸化部位のリン酸化ミミック変異体は ATR
とのタンパク質－タンパク質相互作用が減
弱していることを見出した。また SFK による
DNA 損傷チェックポイント抑制の過程で
Cdc5L がチロシンリン酸化を受けることを見
出した。 
 
以上の解析によって、DNA 損傷チェックポイ



ントリカバリーのSFKによる制御機構の一端
が明らかにされた。 
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