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研究成果の概要（和文）：複製チェックポイントキナーゼATRは、細胞の生存に不可欠である。本研究では、内
因性複製ストレスによるATRの活性化機構とそこでのCDC6の役割を明らかにすることを目的とし、外的複製スト
レス有無の条件下でヒトATRおよびその関連因子の染色体結合動態を解析した。また、DNA-タンパク質複合体に
よる複製フォーク停止を人工的に誘導できる実験系を新規に構築した。本実験モデル系は、異常停止したフォー
クでのストレス応答機構の解析に有用であり、ゲノム不安定性を示すがんや遺伝性疾患の原因究明および治療法
研究開発の強化につながることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：ATR is a checkpoint kinase responding to DNA replication stress and 
essential for cell survival.  This study aimed to reveal how ATR is activated in response to the 
endogenous replication stress and how CDC6 functions in such process.  We analyzed the chromatin 
binding kinetics of human ATR and its co-factors in the presence and absence of exogenous 
replication stress.  In addition, we have established an experimental model system that 
recapitulates replication fork arrest using an artificial DNA-protein tethering on the chromatin.  
This model system is useful for the analysis of stress response mechanism(s) at stalled forks and 
would provide a further understanding of cancer and genetic diseases characterized by genomic 
instability.  Further development in therapy of such diseases would also be anticipated.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 DNA複製フォークの異常な停止は、一本鎖
DNA の露出や DNA 二重鎖切断(DSB)につな
がり、染色体不安定性の一因となる。ゲノム
の恒常性を維持するために、細胞は DNA 複
製が阻害されるとその負荷(複製ストレス)を
感知し、複製フォークの安定化、細胞周期の
進行阻止、損傷の修復等を行う。ATR (Ataxia 
telangiectasia and Rad3-related)は、複製ストレ
スへの応答経路の最も上流で働くキナーゼ
であり、停止した複製フォークに呼び込まれ
て種々の下流因子をリン酸化する (Cimprich 
& Cortez, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 9:616, 2008)。
同じく DNA 損傷応答に関わる PI3 キナーゼ
ファミリーである ATMおよび DNA-PKとは
異なり、ATRは細胞増殖に必須である。これ
は、自然な染色体代謝が内的な複製ストレス
要因になっており、それらに応答する ATRの
機能が重要であることを示唆している(図 1)。
しかし、通常の細胞周期における ATR機能と
その制御については、微弱な活性の検出が困
難なためか、ほとんど解析が進んでいなかっ
た。 
 近年、複製ストレス応答機構の重要な制御
因子として、ATRの新規結合因子がいくつか
同定されている。その一つとして、我々は、
複製開始制御因子でもあるCDC6を同定した 
(Yoshida et al., J. Cell Sci., 123: 225, 2010)。ヒト
培養細胞系及びカエル卵抽出液の in vitro 系
において、我々は CDC6 が S 期に ATR と結
合することを見いだし、これが細胞内 dNTP
を枯渇させるヒドロキシウレア(HU)による
複製フォーク停止時の細胞周期停止制御に
関わることを明らかにした。ATR依存性の複
製ストレス応答にCDC6が必要であることは、
我々の結果に加えて分裂酵母においても報
告があり (Hermand & Nurse, Mol. Cell, 26:553, 
2007)、これは真核生物に保存された重要な機
構であると考えられた。 
 これまで、複製ストレス応答機構の研究は、
DNA 複製阻害薬(HU やアフィディコリン等)
に対する応答の解析を中心に進んできた。現
在のモデルにおいて、ATRは一本鎖 DNA部
分に結合した RPA 依存的にストレス部位へ
と呼び込まれ、そこで Rad9-Hus1-Rad1 複合
体や TopBP1 等の補助因子の働きによって活
性化されて機能を果たすと考えられている。
しかし、通常の細胞増殖における ATRの活性
化については不明な点が多い。どのような内
的要因が、ゲノム中のどこで、どのようにし
て ATRを活性化するのかは明確ではない。 
 
２．研究の目的 
 我々は、発がんに結びつく内因性複製スト
レスに対して応答するゲノム安定性維持機
構の理解をめざしている。本研究では、CDC6
が ATR 制御に重要であるという発見も踏ま
えて、微弱な複製ストレスに対する ATR活性
化の制御機構の解明を目的とした。下記の２
つのアプローチにより、種々の複製ストレス

条件下におけるヒト ATR およびその関連因
子の染色体結合動態を解析した。 
 

 
３．研究の方法 
(1) 複製ストレスへの感受性が高い染色体領
域として、例えば Common Fragile Siteと呼ば
れる脆弱部位が知られている (Durkin & 
Glover, Annu. Rev. Genet., 41: 169, 2007)。この
領域では複製フォークの停止が頻発するこ
と、ATR経路がこの領域の染色体安定性を維
持していることが報告されている。本研究で
は、このような領域や複製開始領域における
ATR関連因子のクロマチン結合を、外的複製
ストレス有無の条件下において、クロマチン
免役沈降-定量 PCR (ChIP-qPCR)法により調
べた。主に HeLa 細胞を用いた。外的複製ス
トレスを誘導するために、HU を種々の濃度
で用いた。各タンパク質の染色体全域への集
合・遊離のパターンは、生化学的な細胞分画
によって検証した。 
 当初は ATR のクロマチン結合の解析を試
みた。しかし、一般的な ChIP 法ではクロマ
チン調製の際に ATRタンパク質が分解され、
免疫沈降を行うことが困難であった。種々の
試行を経た現在でも至適条件ではない可能
性も残っている(後述)。そこで、計画を変更
し ATR活性化に関わる他の因子 Rad9および
TopBP1の ChIP解析を進めた。 
 
(2) 我々は、最近、多コピーlacO 配列を安定
保持する U2OS 2-6-3細胞 (Janicki et al., Cell, 
116:683, 2004) に配列特異的結合タンパク質
LacIを発現させることによって、局所的に複
製ストレス応答を誘導できる系を作製した学
会発表 4。これは、ヒト培養細胞の染色体上で、
強固なタンパク質-DNA 複合体との衝突によ
る複製フォークの異常停止を再現できる系
であると考えられた。本研究では、この人工
的フォーク停止部位への ATR 関連因子の集
積を免疫蛍光染色法および ChIP 法により検
出した。 
 
４．研究成果 
ヒト培養細胞において、ChIP-qPCR法および
新規に構築した人工的複製フォーク停止誘
導系を駆使し、複製ストレス応答機構を解析
した。主な成果として以下の 5つがあげられ
る。 

図1： ATRの必須機能とその活性化メ カニズムは？ 

内因性 
複製スト レス 

?  

ATR 活性化 

ゲノム安定性 細胞の増殖 

ATRの 
必須機能 

複製フォーク  
の異常停止 

DNA複製が困難な領域 

　 高発現遺伝子 (転写との衝突) 

　 DNAリ ピート 配列 

　 特殊なDNA構造 (グアニン4重鎖) 

　 DNA-タンパク質複合体 

　 等 



(1) ATR およびその活性化因子 Rad9 と
TopBP1 は、外的ストレスがない時でも複製
ストレス高感受性領域に結合している。 
 ATR の染色体結合について ChIP-qPCR 法
により解析した。低濃度の HU有無の条件下
で、染色体脆弱部位および初期複製開始点へ
の結合について調べた。現在の実験条件にお
いて、ATRは調べた全ての部位に HU処理前
から一定量が結合しており、低濃度の HU処
理によって結合量が減少することが示され
た。さらに、高濃度 HUで処理した場合にも
同様に ATR の染色体からの遊離が観察され
た。ATR の結合シグナルが ATR 発現抑制に
より減少することによって、ChIPの特異性を
確認した。ATRのこの動態は、ATRが複製フ
ォークの異常停止に応答してクロマチンに
呼び込まれるという現在の ATR 活性化機構
のモデルとは異なっており、興味深い。しか
し、生化学的分画法を行ったところ、HU 処
理により ATR 結合は増加し、ChIP の結果と
は一致しなかった。今後、ATR-ChIP シグナ
ル減少の原因を精査し、外的複製ストレス有
無での ATR のクロマチン結合制御機構を明
らかにしていく必要がある。 
 続いて、ATR活性化因子である TopBP1と
Rad9 のクロマチン結合を同様に ChIP-qPCR
法によりストレス有無条件下で調べた。その
結果、Rad9や TopBP1も外的ストレスのない
時に染色体脆弱部位や初期複製開始領域に
結合していた。ATRの結果と合わせて、通常
の細胞増殖時でも内因的な複製ストレスが
生じていることが示唆される。一方、低濃度
HU存在下においては、TopBP1と Rad9の染
色体結合量が増加するという、従来のモデル
通りの動きが明らかとなった。ATRと活性化
因子の挙動が異なる点について、現在のモデ
ルでは十分な説明ができず、今後の検討が必
要である。 
 
(2) 染色体上の強固な DNA-タンパク質複合
体は種々の DNA 損傷応答経路を活性化する。 
 我々は、ヒトゲノムに挿入した lacOリピー
ト配列に LacI タンパク質が結合することに
より、そこに ATRがリクルートされることを
発見した。これが、DNA-タンパク質複合体
に衝突した複製フォークの異常停止を反映
した応答であると予想し、検証を進めた。そ
の結果、lacOにおいて一本鎖 DNAが過剰に
露出しており、ATRチェックポイント経路の
他の因子である RPA、TopBP1、ATRIP、そし
て CDC6 等が集積していることが分かった。
さらに、Fanconi貧血経路因子の FANCD2 (ID
複合体)や FANCA (FAコア複合体)、DSB修復
経路の p-ATM (Ser1981)や 53BP1も lacOへ集
積しており、フォーク停止に対する幅広い損
傷修復ネットワークの関与が明らかになっ
た。lacO への集積が LacI 結合に依存するこ
とは、TopBP1と FANCD2の ChIP-qPCRによ
り確かめた。 
 複製ストレス応答経路の異常は、がんをは

じめとする染色体不安定性を示す疾病の原
因となる。例えば、高発がん性 Fanconi 貧血
は、複製を阻害する DNA 鎖間架橋に応答す
る修復因子群の遺伝子異常が原因である。一
方、lacO-LacIのような DNA-タンパク質複合
体と複製フォークが衝突した時に、どのよう
な損傷・応答が起きるのかは未だ明らかでは
ない。本系を用いて、異常停止したフォーク
でのストレス応答機構を研究することは、が
んや遺伝性疾患等の原因究明や治療法研究
開発の強化につながると期待できる。 
 
(3) lacO-LacI複合体が誘導するATR集積は、
CDC6に依存しない。 
 まず、この系を利用して CDC6の ATR経路
への関与について解析した。上記のように、
CDC6 は、ATR 同様に LacI の結合した lacO
配列に集積し、CDC6 が複製ストレス応答に
関与するという我々の仮説が支持された。
ATR集積のCDC6依存性を明らかにするため
に、siRNAを用いて CDC6の発現抑制を行っ
た。しかし CDC6 の発現抑制は、lacO への
ATRリクルートに影響を与えなかった。また、
CDC6-LacI 融合タンパク質を作製し、CDC6
が lacOへの ATR集積を増強する可能性を検
討したが、CDC6-LacIによる ATRリクルート
の有意な促進は見られなかった。したがって、
本系ではATRのリクルートにCDC6が直接関
与する可能性は低いことが示された。ATR以
外のストレス応答因子の集積への影響につ
いては今後の検討が必要である。 
 
(4) lacOへの LacI結合によって、ATR経路お
よび Fanconi貧血経路は S期特異的に活性化
されるが、ATM経路は G1期にも活性化され
る。 
 実験系の改良のために我々は、改変型エス
トロゲン受容体 ERT2と LacI の融合タンパク
質である ERT2-LacI を安定発現する株を樹立
した。ERT2-LacIは通常細胞質に存在するが、
タモキシフェンと結合すると核内に移行し、
lacO配列と強固に結合することで DNA損傷
応答を誘導する。これによって、より簡便か
つ同調的に、ストレス応答を誘導することを
可能にした。 
 タモキシフェンによる誘導と細胞周期の
同調を組み合わせることにより、ATRや他の
ストレス応答因子の lacO への集積がどの細
胞周期において起きるかを解析した。その結
果、ATRチェックポイント経路と Fanconi貧
血経路の因子の集積は、G0/G1期には起こら
ず、S 期特異的に起きることが明らかになっ
た。この結果は、lacO-LacI結合が複製フォー
クブロックとなり、複製ストレス応答を誘導
しているという仮説を強く裏付けた。 
 一方、興味深いことに、DSB 応答経路の
pATMと 53BP1 は、G1 期細胞でも S期細胞
でも同程度の集積を示し、これらの応答が
DNA複製に依存しないことが分かった。クロ
マチン構造変化が ATM 経路を活性化しうる



ことは過去に報告されているが(Bakkenist & 
Kastan, Nature, 421:499, 2003)、その分子機構
および生理的意義は不明であった。今後、本
実験モデル系を利用することで、その解明が
進むものと期待できる。 
 
(5) ATR経路と Fanconi貧血経路は相互依存
的に働いている可能性がある。 
 上記(4)において、LacI結合が誘導するDNA
損傷応答には、複製フォークの衝突が原因と
考えられる S期特異的な応答と、複製には依
存せず G1 期にも誘導される応答の少なくと
も 2系統があることが示唆された。このうち
S期特異的であった ATR経路と Fanconi貧血
経路の互いの依存性を明らかにするために、
siRNA や ATR キナーゼ阻害剤を用いた検討
を行った、その結果、ATR経路と Fanconi貧
血経路は相互依存的に働く可能性が示唆さ
れた。今後、これら経路を誘導する初期シグ
ナルの詳細を解明することが重要な課題に
なると考えている。 
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