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研究成果の概要（和文）：ATRはDNA損傷応答を制御し、ゲノムの安定性を維持するキナーゼである。ATRはより
広範なDNA損傷に応答し、多様な機能を示す事が明らかにされてきている。本課題ではATRのDNA構造依存的な活
性化を基にATRの直接的な基質を網羅的同定し機能を明らかにする事を目的に研究を行った。成果として、DNA二
本鎖切断部位における新規ATR活性化機構を見出した。またアナログ感受性ATR変異体を作成し、多くの未知基質
の検出及び同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：ATR is a kinase that regulates the DNA damage response and maintains genome 
stability. ATR has been shown to respond to a wider range of DNA damage and exhibit diverse 
functions. In this study, we aimed to clarify the mechanism underlying DNA structure-dependent 
activation of ATR and to identify the direct substrate of ATR. As a result, we found a novel ATR 
activation mechanism at the DNA double strand break site. We also made analog susceptible ATR 
mutants and successfully detected and identified many unknown substrates.

研究分野： DNA損傷応答

キーワード： ATR　DNA損傷応答　DNA複製ストレス
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１．研究開始当初の背景 
すべての生命体の最も根本的な目的は、それ
ぞれの持つ遺伝物質すなわち DNA を、そのま
まに変化なく次の世代に提供することであ
る。しかしながら、真核生物のゲノム DNA は
継続的に内的及び外的要因によって損傷の
危機にさらされている。その起源にかかわら
ず DNA 損傷は遺伝子不安定性を誘発し、細胞
の生存を脅かし、また生命体にがんをはじめ
様々な疫病をもたらす原因となる。これらの
DNA 損傷による脅威に対抗するため、真核生
物は DNA 損傷応答(DNA Damage Response: 
DDR)というメカニズムを獲得・進化させてき
た。DNA 損傷応答は細胞周期、DNA 複製、DNA
修復、アポトーシス及び細胞老化等を制御す
るシグナル伝達経路から成る。この内、
phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-related 
protein kinases (PIKKs)に属する Ataxia 
telangiectasia mutated (ATM) や Ataxia 
telangiectasia and Rad3 related (ATR) は
DDR の最上流において主要な役割を果たす。
申請者は DNA 損傷構造特異的な ATM、ATR の
活性化機構を詳細に調べるため、合成 DNA と
ヒト細胞抽出液を用いた DNA-based In vitro 
checkpoint assay を開発した。このアッセイ
を用いて、DNA 二本鎖切断（DSB）応答におい
て DSB Resection によって形成される ssDNA
が ATMからATRへのスイッチ機構を促進する
ことで、DSB 応答は ATM と ATR によって二段
階的に制御されることを明らかにした。また、
ATR の活性化には Thr1989 の自己リン酸化が
必須であることを示し、驚くべきことに
Thr1989 はこれまでに報告のある ATR の認識
配列 TQ 配列ではなく TP であることから ATR
が SQ/TQ配列ではない配列も基質としうるこ
とを初めて示した。これらの研究から ATR は
これまで考えられてきたよりもより広範な
DNA 損傷構造に応答し活性化すること及び
ATR の基質特異性に多様性が認められたこと
から、ATR の機能の抜本的解明にはさらなる
ATR 活性化機構の解明および ATR 特異的な基
質の同定が必須と考え、本研究の着想に至っ
た。 
 ２．研究の目的 
１）DSB は遺伝子の突然変異や転移、欠失の
原因となる最も危険な DNA 損傷であり、DSBs
の末端構造はエクソヌクレアーゼによって
切除され(DSB Resection )3’突出末端を生
ずることなどから、末端の構造は常に変化す
る。DSB Resectionによって形成される ssDNA
は ATR 依存的な RPA32（Ser33）のリン酸化を
誘導するが、このリン酸化にはこれまでに 
ATR 活性化に必須とされてきた Rad17 複合体
ではなく Nbs1 が関与することを見出した。
これらのことから、DSB における Nbs1 を介し
た ATR 活性化機構を明らかにし、DNA 損傷応
答におけるATRの新たな機能を解析するため、
研究を行った。 
２）ATM と ATR は主に SQ/TQ 配列を標的とし
てリン酸化するなど、生化学的及び機能的に

非常に良く似た性質を示すことが知られて
おり、標的とする基質はそれぞれ重複すると
考えられている。しかし、ATR は外的 DNA 損
傷非存在下であっても細胞増殖に必須であ
ることに対して ATM は必須ではない。この理
由として、ATM は発生頻度の低い DNA 二本鎖
切断（DSB）に応答するのに対して、ATR は
DSB を含むほぼ全ての DNA 損傷に応答するこ
とがあげられる。このような背景から ATR は
DNA 複製に伴い生ずる内的なゲノムのストレ
スに応答し活性化され、S期の進行及び G2/M 
期への移行を制御することが示唆されてい
るが、その具体的な機能、及び基質はほとん
ど知られていない。近年、ATM/ATR の SQ/TQ
配列に特化した基質の大規模なスクリーニ
ングが報告され、およそ 600-700 種類のタン
パク質におけるリン酸化部位が同定された。
しかしながらこれらの報告では ATM 及び ATR
を同時に活性化する DNA 損傷依存的（放射線
及び紫外線）なリン酸化が同定されており、
ATR 特異的な基質の特定は非常に困難である。
最近、Analog-Sensitive kinase (AS-kinase)
法を用いた特異的リン酸化基質の網羅的解
析が報告がされている。AS-kinase とは自然
界には存在しないATPアナログを使用できる
ように ATP-binding pocket を改変したキナ
ーゼのことである。AS-kinase は基質の特異
性には影響を与えないことからこの改変を
ATR に導入することにより ATR の特異的基質
の同定が可能になることが期待される。ここ
では、AS-ATR の特異的基質を網羅的に解析し、
ATR によるゲノムの安定性維持機構を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) Nbs1 及び機能ドメイン変異体の生化学的
性質の解析にはヒト細胞（293T）、昆虫細胞
（Sf9）または大腸菌より精製したタンパク
質を用いて解析した。Nbs1 の RPA-ssDNA 結合
ドメインを解析し、RPA-ssDNA に結合しない
Nbs1 変異体を作成した。ヒト培養細胞の核抽
出液及び合成 DNA を利用した DNA-based In 
vitro checkpoint assay を用いて DSB 応答に
おける Nbs1 を介した ATR 活性化について解
析した。培養細胞を用いた実験では RNAi 干
渉法により Nbs1 及び Rad17 ノックダウンを
行ったこれらの細胞においてDSBが誘導する
ATR 依存的なリン酸化を同定し、Nbs1 依存性
について検討した。Nbs1 ノックダウン細胞に
野生型または RPA-ssDNA に結合しない Nbs1
変異体を導入し Nbs1 野生型と RPA-ssDNA に
結合しない Nbs1 変異体を細胞に発現し DSB
応答におけるDNA修復や細胞周期制御に及ぼ
す影響を解析した。 
2) AS-ATR を作成するため ATR キナーゼドメ
インのATP結合部位に存在する”Gatekeeper”
アミノ酸残基に変異を導入し N6 位を改変し
た ATP アナログに感受性の AS-ATR 候補を作
成した。これら候補 AS-ATR と ATP アナログ
数種存在下で pRPA32(Ser33)リン酸化を指標



にキナーゼアッセイを行い、活性を示す
AS-ATRとアナログATPの組み合わせのスクリ
ー ニ ン グ を 行 っ た 。 AS-ATR さ ら に
-phophoryl oxigen を Sに置換した ATP アナ
ログ-gamma-Sを用いて核抽出液中で合成DNA
により ATRを活性化しキナーゼ反応により基
質を thiophophate で標識した。AS-ATR を免
疫沈降し共沈するタンパク質を回収しトリ
プシン消化後、iodoacetyl-agarose により
thiophophate 標識されたペプチドを捕獲し
た 。 続 い て 加 水 分 解 処 理 に よ っ て
thiophophate 標識されたペプチドを選択的
に遊離し LC-MS/MS 解析を行った。研究の過
程でアナログATPの細胞膜透過性が非常に低
いことが判明たため、AS-ATR 発現細胞を用い
た細胞内におけるATR基質同定の予定を変更
し、内因性DNA複製ストレスを誘発するk-ras
変異体発現細胞核内におけるリン酸化動態
を網羅的に解析した。 
 
４．研究成果 
1) Camptothecin (CPT) によって誘発される
DSBs 応答の解析から、Chk1,Rad17,RPA32,及
び ATR のリン酸化は ATRの選択的阻害剤であ
る VE-821 によって抑制されたことから、こ
れらのリン酸化がATR依存的であることを示
した。また Chk1 のリン酸化は CPT 処理後間
もない 15 分で認められるのに対し、RPA のリ
ン酸化は時間依存的に段階的にリン酸化が
認められた。このことから RPA のリン酸化は
DSB部位でおこる5’から3’へおこるDNAの
削り込み（DSB resection）によって生ずる
一本差 DNA(ssDNA)によって制御される可能
性が示唆された（下図） 

Chk1およびRPAは経時的に異なったリン酸化
速度が認められたことから、ATR はこれらの
基質に対して異なったメカニズムによって
制御されているのではないかと考えた。そこ
で RNA干渉法により Rad17 の発現を抑制した
ところ、これまで報告されているように Chk
１(S345)のリン酸化は非常に効率よく抑制
されたのに対して、RPA(S33)のリン酸化は抑
制されなかった。一方、DNA 損傷応答に密接
に 関 与 す る こ と で 広 く 知 ら れ る
Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN)複合体の構成因子の
一つである Nbs1 の発現抑制は Chk1 のリン酸
化に及ぼす影響は弱いにも関わらず、RPA の
リン酸化を非常に強く抑制したことから、
Rad17と異なりNbs1はRPAのリン酸化に対し

てより重要な役割を果たすことが明らかと
なった。 
DNA-based In vitro checkpoint assay によ
り Nbs1 による直接的な RPA のリン酸化に及
ぼす影響を検討した。このアッセイでは直鎖
状の二本鎖 DNAをあらかじめ exonuclease に
よって処理することでssDNAを露出させるこ
とにより DSB resection を模倣し、また ATM
および DNA-PKcs の阻害剤存在下で実験を行
った。RPA(S33)のリン酸化は Rad17 発現抑制
細胞から準備した核抽出液中においてわず
かな抑制しか認められないのに対して、Nbs1

発現抑制細胞より準備した核抽出液中では
顕著な RPA(S33)のリン酸化の抑制が認めら
れた。 
（下図） 
次に DSB resection 後に Nbs1 がどのように
ATR の活性化に関わるのかについて検討した。
ssDNA プルダウンアッセイを行ったところ精
製した MRN複合体は RPA依存的に ssDNA に結
合し、またその結合は Nbs1 に依存すること
を見いだした。また様々な Nbs1 変異体を用
いた解析から Nbs1 の RPA-ssDNA に重要な働
きをするアミノ酸配列（559EDE561）を決定
し、EDE を AAA に置換した全長 Nbs1 は
RPA-ssDNA に結合しないことを確認した。 
 Nbs1 と RPA-ssDNA との結合が RPA32(S33)の
リン酸化に重要かどうかを検討するため、内
在性の Nbs1 を RNA 干渉により発現を抑制し、
RNA干渉抵抗性の野生型Nbs1またはEDE変異
体を発現する細胞を構築した。野生型 Nbs1
を発現した細胞ではCPTによって誘発される
RPA32(S33)のリン酸化が認められるのに対
して、EDE 変異体を発現した細胞では
RPA32(S33)のリン酸化が顕著に抑制された。
このことは、Nbs1 と RPA-ssDNA との結合が
DSB resection 後に起こる ATR 依存的な
RPA32(S33)のリン酸化に重要な働きをする
ことを示している。さらに、Nbs1 による RPA
の認識がDNA損傷応答に及ぼす影響を検討し
た。S期に同調した Nbs1 野生型及び EDE 変異
体発現細胞においてCPT処理によりほぼ同等
（約 80％）のH2AX (DNA 損傷マーカー)foci
陽性細胞が認められた。CPT 除去 24 時間後に
おいてH2AX foci 陽性細胞の割合を比較した
ところ、Nbs1 野生型発現細胞ではほぼ認めら
れないのに対して、EDE 変異体発現細胞にお
いてはおよそ 40％の陽性細胞が残存してい
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