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研究成果の概要（和文）：細胞内バルク分解系オートファジーは様々な疾患を防ぐ生体防御機構として機能す
る。近年、その発がん抑制機能が実験的に示されており、詳細なメカニズムの解明が待望されている。我々は、
大規模なゲノム再編を引き起こすDNA複製ストレスに着目し、オートファジーが複製ストレスに由来するゲノム
不安定性を防ぐ事を明らかとした。オートファジーはDNA複製ストレスを回避するためのバイパス経路に関与す
るタンパク質の分解を間接的に制御していた。本研究よりオートファジーが複製ストレスに由来するゲノム不安
定性を抑制して発がんを防ぐ分子機構のアウトラインが示された。

研究成果の概要（英文）：Despite of redundant DNA repair systems, cells suffer tumor-causing gross 
chromosomal rearrangements caused by replication stress. Although recent evidence suggests that 
replication stress response suppresses these aberrations, the mechanism how replication stress 
promotes tumorigenesis in vivo is still under debate. Here we show that autophagy, intracellular 
bulk degradation system, protects cells from genome instability caused by replication stress. 
Compromise in basal autophagy results in deregulation of DNA repair systems and increase in 
chromosomal instability, which stem from deregulated pathway choice. Altogether, we propose that 
replication stress response and autophagy cooperatively facilitate chromosomal integrity during 
genome duplication.

研究分野：細胞生物学、遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
近年、複製ストレスがガンを引き起

こす原因として注目されている。これは、

DNA複製がゲノム情報全体のコピーを作る

というダイナミックな機構であり、その異常

がゲノム情報の大規模な変化を引き起こす

ためである。残念ながら、我々の細胞がおか

れている環境は理想とは程遠く、代謝から生

じる活性酸素や紫外線などに由来する塩基

の損傷など直接的な因子のみならず、エネル

ギーの不足やDNAの材料である dNTPの欠

乏などの各種生理学的要因により DNA複製

は頻繁に阻害され、複製ストレスを生じる

（Zeman et al, Nature Cell Biology, 2014）。

哺乳類の細胞は実際にS期に活性化されるよ

りもおおよそ１０倍もの過剰の潜在的に使

われうる複製開始点を持っている事が知ら

れている。 

これまでの研究を通じて常に問題と

なっていたのは、前述の通り DNA複製は周

りの環境に強く影響されるため、複製ストレ

スの原因を探るには細胞内代謝など他の生

理現象の関与を考慮するのが不可欠な事で

ある。その中でも、細胞内バルク分解システ

ムであるオートファジーが、DNA複製を行

う最適な環境を維持するために必要である

と考えていた。そこで、研究代表者はオート

ファジー研究を世界に先駆けて展開してい

る吉森保教授の研究室で複製ストレスの抑

制にオートファジーが関与する仕組みの研

究を開始した。 

本研究では、複製ストレス応答、そ

してオートファジーという一見全く別の生

理現象が協調して制御される機構を明らか

とする。なお、本研究は異分野の融合であり、

複製ストレス応答とオートファジーの詳し

い関係を初めて明らかとするものである。

元々、複製ストレス応答は DNA複製、修復、

組換え、細胞周期制御、アポトーシスなど複

数の学問領域を包含する分野である。さらに

オートファジーも大きくメンブレントラフ

ィックに含まれ、多数の細胞内小器官が関与

する複雑な機構であるため、本研究は非常に

集学的な特徴を示す。複製ストレス応答は個

体発生やガン抑制に必須であり、また、オー

トファジーは、ガン、糖尿病、腎症、感染症、

心不全、神経変性疾患や炎症など多彩な疾病

を抑制する。さらに免疫応答、個体発生と分

化、飢餓および低酸素ストレス時の細胞生存

にも必要であり、本研究は両方の基礎研究分

野に大きなインパクトを与えると共に、医科

学発展に大きく貢献するものである。 

 

２．研究の目的 

複製ストレスとオートファジーの両分野に

またがる融合領域を開拓し、オートファジー

が発がんを抑制するメカニズムの解明を目

指す。さらに、複製ストレスをオートファジ

ー異常の観点から捉え直し、オートファジー

の関与する様々な病態に即した複製ストレ

スのインパクトを推察する。 

 

３．研究の方法 

細胞生物学およびゲノム生物学の手法によ

り以下の項目を解明し、複製ストレス応答と

オートファジー両方の観点から互いの機能

への関与を多面的に検討する。 

(1) 複製ストレス応答によるオートファジー

の制御機構 

(2) オートファジーによる複製ストレス環境

下における細胞内恒常性の維持機構 

 

４． 研究成果 

(1) 複製ストレス応答によるオートファジー

の制御機構 

予備実験結果として、複製ストレスがオート

ファジーを誘導しうる事が示唆されていた。

これをtfLC3アッセイおよび新たに開発した

フローサイトメトリーを用いた手法により

詳細に検討したところ、複製ストレスは



acute responseとしてオートファジーを誘導

する事が明らかとなった。オートファジーを

上流で調節する mTOR の制御を調べたが、複

製ストレスは mTOR 活性に影響を与えず、飢

餓誘導オートファジーと複製ストレスオー

トファジーは異なる機構により誘導される

ことが分かった。この Acute response のオ

ートファジー誘導には、複製ストレス応答の

センサーとして主要な役割を果たすATRの関

与が siRNA および ATR kinase 活性阻害剤を

用いた結果より示唆された。 

ATR による翻訳後修飾によるオートファ

ジーの制御を想定し、オートファジーの各ス

テップで鍵となる因子のタンパク質の変化

を解析した。Rubicon は、オートファゴソー

ムがリソソームと融合するオートファジー

の最終ステップの negative regulator であ

る。ATRの阻害剤を処理した細胞ではRubicon

タンパク質が蓄積していた。これより、ATR

は Rubiconタンパク質の制御を通じて複製ス

トレス誘導オートファジーを調節している

可能性が示唆された。その他、ATR の siRNA

によるノックダウンにより複数のオートフ

ァジー関連タンパク質の変化が見られたた

め、おそらく ATR によるオートファジーの調

節はRubicon以外にも複数のステップをター

ゲットとしていると考えられる。今後これら

を総合した制御機構を明らかとする予定で

ある。 

では、複製ストレスが acute で誘導する

オートファジーの意義は何であろうか。複製

ストレスにより複製フォークの進行が阻害

された際には、通常の複製から TLS と呼ばれ

る特殊な複製へのスイッチが起きる。本研究

では、このスイッチの鍵となるイベントであ

る PCNA タンパクのユビキチン化がオートフ

ァジーの阻害により低下することが明らか

とした。今後は複製ストレス、ATR、オート

ファジー誘導、PCNA のユビキチン化という流

れの詳細な分子機構を明らかとする予定で

ある。 

(2) オートファジーによる複製ストレス環境

下における細胞内恒常性の維持機構 

オートファジーは飢餓などにより誘導され

ずとも、低いレベルで常に起きており、細胞

内の恒常性の維持に貢献している（基底オー

トファジー）。複製ストレスによる acute な

オートファジー誘導に加え、この基底オート

ファジーが複製ストレスに関係するタンパ

ク質の制御に関与する可能性を考慮し、オー

トファジー欠損細胞におけるこれらタンパ

ク質レベルの変化を検討したところ、CtIP 等

の DNA相同組換えに関与するタンパク質量に

変化が観察された。これらは DNA 複製フォー

クが停止した際に、regressed fork と呼ばれ

る中間体のプロセシングに関与するヌクレ

アーゼ複合体を制御することが知られてい

る。これに伴い、オートファジー不全細胞で

は、複製ストレスにより誘導される

micronuclei（MN、染色体異常のマーカー）

の形成が顕著に上昇していた。ヌクレアーゼ

複合体の阻害剤もしくは CtIP タンパク質レ

ベルの減少により MN の形成が抑制されたた

め、ヌクレアーゼ複合体の制御の異常がオー

トファジー不全細胞で見られる複製ストレ

スに由来する染色体異常の原因であると考

えられる。これら CtIP 等タンパク質の異常

は、オートファジーによる直接の分解ではな

くむしろ、オートファジーのアダプタータン

パクとして知られるp62タンパク質の分解を

介した細胞内恒常性の維持としてのオート

ファジーの機能が破綻して引き起こされる

事を示す結果が得られた。 

続いて行ったゲノムワイド解析に

より、オートファジー不全細胞に見られる複

製ストレスが引き起こすゲノム情報の異常

は完全にランダムではなくある程度の傾向

がある事が判明した。今後はこれら特定の

genetic locus に的を絞った解析を行い、オ



ートファジーの異常と関連のある各種生活

習慣病と発がんの関係を明らかとする予定

である。 
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