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研究成果の概要（和文）：本研究は、DNA複製に不可欠なATRキナーゼの役割の解明を目的とし、ヒト正常上皮細
胞のDNA複製、およびがん遺伝子誘発性のDNA複製ストレスに応答するリン酸化因子を解析したところ約200種類
のリン酸化因子に顕著なATR阻害剤感受性を認めた。これらの因子のpathway解析より従来のDNA損傷応答に加え
て細胞骨格制御に関わるRhoA経路、さらにはクロマチンリモデリング因子制御の可能性が示唆された。これらの
ことから内因性DNA複製ストレス応答におけるATRは外的要因によるDNA損傷応答時とは異なる基質群をリン酸化
することにより染色体を安定に維持し正常細胞の生存を維持することが示唆された

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the role of ATR kinase that is essential for 
DNA replication. Analysis of phosphorylation factors in response to DNA replication in human normal 
epithelial cells and oncogene-induced DNA replication stress revealed remarkable ATR inhibitor 
sensitivity in approximately 200 types of phosphorylation factors. The pathway analysis of these 
factors suggested the possibility of RhoA pathway involved in cytoskeleton regulation as well as 
chromatin remodeling factor regulation in addition to conventional DNA damage response. These 
results suggest that ATR in the endogenous DNA replication stress response stably maintains the 
chromosome and maintains the survival of normal cells by phosphorylating different substrate groups 
from the DNA damage response caused by external factors.

研究分野：細胞分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、内因性DNA複製およびDNA複製ストレスに応答するATR基質群が同定されたことにより、外因性
DNA損傷応答時とは異なる機構により染色体を安定に維持し正常細胞の生存を維持する機能が示唆された。この
ことはDNA複製にともなう複製エラー（突然変異）によるゲノム不安定性誘発・発がん過程におけるATRの機能解
明が進み、これを応用しATR阻害療法が新たながん治療として開発が進むことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
正確な DNA 複製・遺伝及びゲノム安定性の維持は真核生物におけるに最も重要な生命現象の
一つである。DNA複製のエラーは時間とともに増幅・蓄積し、ゲノム不安定性の要因となりが
んや老化を誘発する。DNA 損傷応答を最上流で制御する Ataxia telangiectasia and Rad3 
related (ATR) はHUやUVなどの外的DNA複製ストレスによって生ずる一本鎖DNA (ssDNA)
の露出によって活性化し、細胞周期を停止させ、新たな origin firing を阻害・複製フォークを
安定化する事により細胞の生存を維持する。マウスにおいて ATR 欠損は胎生致死であること
（Genes & Dev; 2000,14:397）や ATR選択的阻害剤は急激な ssDNA露出を誘発し replication 
catastropheによる細胞死を誘導することから（Cell; 2013, 155: 1088、Mol Cell; 2015, 59: 1011） 
ATRは外的損傷のない状況下においても DNA複製に必須であると考えられている(Fig. 1.)。ま
た酵母における解析から、ATR（Mec1）基質の DNA複製に関わる機能が示唆された（Mol Cell; 
2015, 57: 1124）。しかし、DNA複製の開始・進行・完結に関わる具体的な ATRの機能はほと
んど説明されていない。 
Simian Virus 40 (SV40)はサルやヒトに感染することで知られ、環状二本鎖 DNA型ウイルス
であり、古くから動物細胞 DNA 複製機構のモデル系として繁用されている(Ann rev of 
biochem;1998, 67, 721)。興味深いことに、感染細胞における SV40ゲノム複製に対して ATR阻
害剤は抑制的に働くことから、ATR の SV40 ゲノム DNA 複製進行における必須な機能が示唆
されている。そこで本研究では、合成 DNAとヒト細胞核抽出液を用いた ATR活性化機構を明
らかにしてきた申請者の経験から(Mol. Cell; 2009, 33: 547, Mol. Cell; 2011, 43: 192, Cell 
Reports; 2013, 3: 1651, Methods in Mol. Biol.; 2011, 782: 181)、DNA複製過程における新規
ATR機能解析ため in vitro SV40ゲノム複製をDNA複製モデルとして利用するシステムを着想
するにいたった（Fig. 1.）。 
２．研究の目的 
In vitro SV40ゲノム DNA複製系を利用し、外的 DNA損傷非存在下における DNA複製進行
に伴って ATRが活性化するかどうかを明らかにする。また DNA複製の開始・進行・完結にお
ける ATRの関与について、リン酸化基質を同定し解析することにより明らかにすることを目的
とする。ATR 直接的基質の動的には AS-ATR (ATP-analog による基質のラベルを可能にした
ATR変異体)を開発し。これを利用することにより SV40ゲノム DNA複製過程における ATR直
接的基質を網羅的に同定、機能を解明することを目的とした。 
３．研究の方法 
(1) ATPアナログに感受性の AS-ATRを作成する。 
① 生物種間でよく保存されている ATRの ATP結合領域における Gatekeeper（Y2365）、H-

bond （I2377）、Salt-bridge（V2493）アミノ酸残基に変異を導入、さらにそれぞれの組み
合わせを用いて AS-ATRの候補を数種類作成する。 

② 次に AS-ATRの候補を用いて ATRの特異的基質として知られる RPA32(Ser33)を基質に用
いて in vitro キナーゼアッセイを行い、WT-ATRと同等の活性を示す AS-ATRを選定する。
さらに N6位を改変した ATPアナログ存在下でキナーゼ活性を示す AS-ATR を決定する。 

(2) SV40 genome DNA in vitro複製系を構築する。 
① In vitro SV40 genome DNA複製系構築のため、293細胞抽出液および複製開始に必須な

SV40 Large T抗原を精製する。鋳型 SV40 DNAは複製開始点含有 origin(+)DNAおよび
複製開始非含有 origin(-)DNA調整する。 

② 1)で調整した材料を用い in vitro DNA複製反応の最適化を行う。具体的に反応に用いる細
胞抽出液量及び SV40DNA量、ATP濃度、反応時間等を決定する。 

(3) ATR制御性リン酸化基質を in vivo DNA複製ストレス系を用いて解析する。 
① ヒト正常肺上皮細胞（SAEC）における外的・内的ストレス非存在下におけるリン酸化プロ
テオーム解析をおこなう。ATR機能阻害には ATR阻害剤を利用する。 

② 変異型 ER-K-rasG12V(4OHT により誘導：DNA 複製ストレス誘発）を導入し K-rasG12V誘
発性 DNA複製ストレス抵抗性に関連する ATRリン酸化基質(in vivo)を同定する。これら
の細胞群から細胞抽出液を調整し、 TMT(Tandem Mas Tag)法を用いてリン酸化基質の
LC-MS/MSにより網羅的比較定量を行う。 

③ 同定された基質の Gene Ontology・パスウェイ解析を行い ATRによる DNA複製、複製ス
トレス制御機構について検討する。 

４．研究成果 
(1) 本研究では ATR 特異的リン酸化基質の網羅的な
解析を行うため、自然界には存在しない ATPアナ
ログを利用できるように ATR のキナーゼドメイ
ン中の ATP-binding pocket を改変した。ATR の
ファミリーキナーゼである ATM における
Y2365A改変によってAS-ATM作成に成功したと
の報告を参考に ATR において Y2365A を導入し
たところ、予想に反してキナーゼ活性が完全に失
われた。そこで Y2365Aに加えて ATP結合部位に
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Fig. 1. AS-ATR is able to utilize an ATP analog, 6-(2-MeBu)-ATP.



変異を様々に導入しキナーゼ活性を維持する AS-
ATR 候補を約 60 種類作成し、これらの中から 6-
(2-Mebu)-ATP 存在下で活性を示す Analog 
sensitive ATR (AS-ATR)を同定した(Fig. 1)。また
ATR候補基質に対して、AS-ATRを用いて in vitro 
kinase assayを行い、Phos-tag gel（リン酸化タン
パク質は泳動が遅れる）を用いて分離することによ
り ATR特異性を決定するシステムの構築に成功し
た(Fig. 2)。 

(2) SV40 genome DNA in vitro複製系の構築に関して
は、SV40 ウイルス T抗原による DNA複製にとも
なう P32TTPの取り込みが観察され、DNAの複製
進行を in vitroで再現することに成功した(Fig. 3)。
しかし in vitro 複製効率が低いために抽出液中に
おけるリン酸化動態の変化を観察することができ
なかった。また基質検出に必要とされる利用可能な
SV40 ウイルス T 抗原量に限りがあること、およ
び細胞抽出液中における基質回収率が低いことか
ら質量分析に十分なサンプルを得られなかった。 

(3) そこで本研究では当初の予定を変更し細胞内にお
けるリン酸化基質を同定することとした。外的刺激
非存在下における正常細胞の DNA 複製に関連し
たリン酸化基質を同定するため、対数増殖期にあ
る正常肺上皮細胞（SAEC）を用いた。またがん遺
伝子誘発性の内因性 DNA 複製ストレス応答を解
析するため、変異型 K-Ras を正常肺上皮細胞に導
入し形質転換を誘導する肺腺がんモデルを構築し
た。これらの細胞において ATR高発現細胞および
ATR 阻害剤を用いることによって ATR 依存性の
リン酸化イベントを抽出した（Fig .4）。これらのサ
ンプルに対して TMT 法を用いて比較定量を行っ
たところ、全 6800種類のリン酸サイトを 3500種
類のタンパク質に同定した。このうち ATRの認識
配列とされる SQ/TQサイトを 155同定した。これ
らのリン酸化サイトのうちATR阻害剤存在下によ
る変動を算出、主成分解析および IPA 解析を行っ
たところ、予想されたDNA損
傷応答（Role of BRCA in 
DNA damage response, NER 
pathway, Cell cycle G1/S 
checkpoint regulation , Cell  
cycle G2/M checkpoint 
regulation ） に 関 連 す る
pathwayに加えてRhoAシグ
ナリング pathway が検出さ
れた。これらの結果は ATRシ
グナル経路の一つとして細胞
骨格制御に関わることを示す
ものであり、癌遺伝子発現に応答する新たな ATR機能の可能性を示唆している。しかし抽
出されたリン酸化部位のほとんどは SQ/TQ ではなく SP/TP サイトであり ATR によって
直接制御を受けるというよりかはむしろ二次的な影響が観察された可能性も考えられた。
しかし、ATRの自己リン酸化 pT1989が TPサイトであることから、上記 SP/TPサイトの
中には ATRによって直接制御を受ける基質の存在も考えられ、（１）で構築した ATR直接
的基質同定法を用いて検証を進めている。次に ATR阻害剤感受性に注目した場合には全て
のサンプルセットにおいて HistonH1 のリン酸化が顕著に減少していた。Linker histone
である histonH1のリン酸化部位は CDK1や CDK2の認識配列であると報告があるため、
ATR による直接的な制御とは考えにくい。また一般に DNA 損傷に応答して ATR-Chk1-
cdc25 経路によって活性が抑制されると報告のある CDK1/2 の基質である HistonH1 のリ
ン酸化が ATR阻害剤存在下で減少することは既知の知見と相反するが、ATR経路と CDK
経路のクロストークによってクロマチンリモデリングを制御し DNA 複製ストレスに応答
する可能性が示されたことは興味深い。HistonH1のリン酸化はクロマチンの折りたたみの
解除（chromatin decompaction）に関わることから ATR活性は正常細胞の増殖に伴う DNA
複製時に HistonH1 のリン酸化を介してクロマチンリモデリングを制御し複製フォークの
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Fig. 3. SV40 DNA replication in vitro

Fig. 4. Phospho-proteomics samples

sample ID ATR 
inhibitor K-Ras

CSII

#1 - -

#2 + -

#3 - +

#4 + +

ATR-18

#5 - -

#6 + -

#7 - +

#8 + +

Rank
Ingenuity Canonical Pathways

-log
(p-value) Ratio

1 Role of BRCA1 in DNA Damage Response 5.55 0.138
2 NER Pathway 4.48 0.107
3 Cell Cycle: G1/ S Checkpoint Regulation 3.75 0.119
4 RhoA Signaling 3.16 0.0813
5 Cell Cycle: G2/ M DNA Damage Checkpoint Regulation 3 0.122
6 ATM Signaling 2.67 0.0825
7 Role of CHK Proteins in Cell Cycle Checkpoint Control 2.65 0.105
8 Cyclins and Cell Cycle Regulation 2.51 0.0864
9 Mitotic Roles of Polo-Like Kinase 2.33 0.0909

10 Superpathway of Inositol Phosphate Compounds 2.31 0.0542

Fig. 5. Top 10 pathways regulated by ATR in response to K-rasG12V



進行を促進する可能性が示唆される。またこれまで報告のある外的 DNA損傷応答で認めら
れる ATR基質のリン酸化は内因性 DNA複製ストレスに焦点を当てた本研究のサンプルセ
ットからは顕著には認められなかった。これらのことから内因性 DNA複製ストレス応答に
おける ATRは外的要因による DNA損傷応答時とは異なる基質群をリン酸化することによ
り染色体を安定に維持しがん細胞の生存を維持することが示唆された。 
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