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研究成果の概要（和文）：細胞の増殖は適切なDNA複製と分裂のメカニズムによってコントロールされている。
細胞内外の障害によってDNA複製が異常な停止状態に陥ると、正しいDNA複製が完了しないまま細胞分裂が進まな
いよう複製ストレス応答という反応が起き、細胞の増殖は一時停止する。本研究において我々は、がん抑制因子
p130RB2がATRというリン酸化酵素の活性化に働き、複製ストレス応答経路に積極的に関与していることを見出し
た。p130RB2が機能しない細胞では、染色体の異常が引き起こされ、細胞が正常に生存できないことがわかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Proper DNA replication and division control cell proliferation. When 
intracellular or extracellular disturbances aberrantly arrest DNA replication, replication stress 
responses occur to prevent cell division from proceeding without completing correct DNA replication,
 resulting in a pause in cell proliferation. In this study, we found that the tumor suppressor 
p130RB2 is actively involved in the DNA replication stress response by activating ATR, one of the 
critical phosphorylation enzymes in the DNA damage response pathway. p130RB2 dysfunction causes 
chromosomal aberrations and prevents normal cell growth.

研究分野：がん研究、細胞周期、DNA損傷応答

キーワード： がん抑制因子　p130RB2　複製ストレス　染色体不安定性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん抑制因子RBファミリーの一つであるp130RB2が機能しない場合、適切な複製ストレス応答が起こらず、細胞
の染色体異常や増殖異常を誘発することが示された。したがって、がん抑制因子p130RB2はDNA複製の異常時に対
応して染色体を守るという、これまで明らかでなかった機能をもつことがわかり、がん抑制因子としての重要性
を示すことができた。

※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 

細胞の増殖は適切な DNA 複製と分裂のメカニズムによってコントロールされている。紫外線

や薬剤などが引き起こす障害によって DNA 複製が異常な停止状態に陥ると、DNA 複製が完了しな

いまま細胞分裂が進まないよう DNA 複製ストレス応答という反応が起き、細胞の増殖は一時停

止する。DNA 複製ストレス応答で重要な ATR（ATM and Rad3 related serine threonine kinase）

活性化の機序において、詳細が明らかでない点が残されていた。 

がん抑制因子 RB ファミリータンパク質（pRB、p130RB2、p107）は、細胞周期進行の抑制（細

胞増殖の抑制）および染色体不安定化の抑制において重要な役割を持つことが知られている。こ

れまで pRB が DNA 複製に関与していることが示されていた。しかしながら、その分子メカニズム

は部分的にしか解明されておらず、特に DNA 複製ストレスに対する RB ファミリーの役割はほと

んど不明であった。 

 
２．研究の目的 

我々の研究開始当初の予備的実験で、がん抑制因子 p130RB2 が ATR 活性化因子と相互作用す

ることが示唆された。そこで ATR 活性化因子および p130RB2 の DNA 複製ストレス（以下、複製ス

トレスと略）応答における役割を明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

複製ストレス応答の研究で汎用される培養細胞系を用い、ノックダウン法により p130RB2 機

能を喪失させた場合に生じる ATR 活性化への影響を調べた。複数の ATR 活性化因子と p130RB2 の

相互作用、細胞内の存在部位、複製ストレス解除後の DNA 複製の回復度、染色体の正常性、およ

び細胞生存能について解析した。 

 
４．研究成果 

「概要」複製ストレス応答は、正常な染色体の維持のために重要である。本研究において、がん

抑制因子 p130RB2 が機能しない場合、適切な複製ストレス応答が起こらず、細胞の染色体異常や

増殖異常を誘発することが示された。したがって、p130RB2 は、DNA 複製の異常時に対応して染

色体を守るという、これまで明らかではなかった機能を持つことがわかり、がん抑制因子として

の重要性を示すことができた。 

 

「研究結果」 
ATR 活性化の特徴である RPA32、Chk1 のリン酸化 (RPA32pS33, Chk1pS345)が、p130RB2 ノッ

クダウンによって減少することがわかった。p130RB2 は、ATR 活性化因子の一つである ETAA1 に

結合し、p130RB2 ノックダウンは RPA32-ETAA1 相互作用を阻害することも見いだした。 

また p130RB2 ノックダウンは、複製ストレス除去後に、一本鎖 DNA の残存と S 期再開の遅延

を引き起こした。 

さらにp130RB2ノックダウンは、複製ストレス除去後に、異常な染色体であるanaphase bridge

の増加と細胞生存率の低下をもたらした。重要なことに、p130RB2 を遺伝子導入によって発現回

復させると、p130RB2 ノックダウン細胞の異常な表現型が改善した。このように、p130RB2 が複

製ストレスにおける RPA32-ETAA1-ATR 活性化経路に働き、染色体安定性を維持するために積極

的に関与していることが示された。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの成果を国際誌に発表（Uchida, et al., Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-

Molecular Cell Research, 1870, 119484-119499, 2023）した。 
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Ch$1 to prevent division o3 cells harborin+ an aberrant +eno*e 8=295 
Additionally! ATR inhibits ne, ori+in Erin+ durin+ the replication stress 
8;:!=3!=795 This inhibitory e33ect is essential to *aintain the stalled 3or$ 
structure! ,hich is presu*ably dependent on RPA ss4%A-*ediated ATR 
loadin+ on stalled 3or$s and activation5 0urther*ore! ATR positively 
re+ulates stabiliAation o3 the 3or$ 4%A structure throu+h bindin+ to and 
phosphorylatin+ 3or$ *odulator protein 8=:9 that pro*otes an uncon-
ventional replication restart path,ay by 3or$ re+ression ,hen cells 
cannot eli*inate causes o3 the 3or$ stallin+5 There3ore! loss o3 ATR ac-
tivity leads to unscheduled excessive 3or$ reversal and 4%A cleava+e 
8:<!;:!=:95 .oreover! ATR is en+a+ed in replication restart at collapsed 
3or$s by phosphorylatin+ re+ulator proteins actin+ in the Rad:1- 
dependent 3or$ reversal and restart path,ay 8=;–==95 (n this case! 
ATR inactivation causes devastatin+ da*a+e to collapsed 3or$s5 Thus! 
do,nre+ulation o3 these ATR activities delays or suppresses the recovery 
o3 replication and restart5 (ndeed! ,e observed a delay in ss4%A 
disappearance5 0urther*ore! &–. phase re-pro+ression and subseIuent 
cell survival ,ere co*pro*ised in p130RB2 siR%A-treated cells! ,hich 
,as a*eliorated by re-expression o3 p130RB2 10i+s5 7 and :25 (n addition 
to the role o3 RPA bindin+ to ss4%A as a tri++er 3or ATR reco+nition and 
activation! it has been su++ested that phosphorylated RPA32 partici-
pates in 3or$ stability durin+ replication stress and restart5 RPA32 
phosphorylation sti*ulates recovery o3 replication 3or$ *ove*ent a3ter 
replication stress 8=195 A *utant RPA32 de3ective in its &33 phosphor-
ylation inhibits 4%A synthesis and evo$es accu*ulation o3 ss4%A 
acco*panyin+ de3ective replication recovery 3ro* stress 8=095 Ta$en 
to+ether! our Endin+s o3 the reduction in e3Eciency o3 ss4%A disap-
pearance and recovery o3 & phase pro+ression in p130RB2-$noc$do,n 
cells are consistent ,ith these previous reports5 .oreover! considerin+ 
the above*entioned 3unction o3 p130RB2! p130RB2 do,nre+ulation 
accounted 3or the reduced survival o3 cells 10i+5 :d! e25 

Recently! it ,as reported that the ETAA1-ATR path,ay ensures the 
&DF2 chec$point in unperturbed & phase5 (nactivation o3 the ETAA1- 
ATR-Ch$1 axis dere+ulates &–F2 pro+ression ,ith inco*plete 4%A 
replication! leadin+ to early elevation o3 F2D.-speciEc events o3 0-?.1 
phosphorylation and co*pro*ises . phase pro+ression by harborin+ 
anaphase brid+es 820!;2!;395 (ndeed! p130RB2 depletion increased 
anaphase brid+es a3ter release 3ro* replication stress 10i+5 :a! b25 -ur 
Endin+s indicate that p130RB2 *i+ht positively contribute to the 
ETAA1-ATR activation axis under the subseIuent &-F2-. phase a3ter 
re*ovin+ the stress as ,ell as durin+ replication stress5 (n this line! it is 
note,orthy that p130RB2 is also indirectly involved in inhibitin+ F2–. 
pro+ression throu+h 4REA. activity as ,ell as actin+ as a direct in-
hibitor o3 F0DF1 to & transition as a transcriptional re+ulator 87795 
#ence! p130RB2 appears to play a uniIue role in nor*al and perturbed 

cell cycles by ensurin+ F2–. transition and replication stress responses5 
Collectively! our Endin+s provide additional understandin+ o3 the 
p130RB2 3unction in replication stress responses as ,ell as a $no,n 
transcriptional re+ulator o3 cell cycle pro+ression5 
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activation via interaction ,ith ETAA15 0ully activated ATR 
throu+h p130RB2-ETAA1 interaction phosphorylates tar+et 
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