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は　し　が　き

電離放射線や紫外線は、細胞内ゲノムDNAに種々の損傷を誘発する。これら

の障害から身を守るために、生命はDNA二本鎖切断に対しては相同組換え

(homologous recombination、 HR)修復や非相同末端結合(non-homologous

end-joining)修復、塩基損傷に対しては塩基及びヌクレオチド除去修復といっ

た巧妙なシステムを発展させてきた。しかしながら、最近の研究により、放射

線による生物影響はDNA損傷修復能に加え、細胞が有するDNA損傷に対する

応答反応に大きく依存することが判明している。実際、放射線に高い感受性を

示めすヒト遺伝病の毛細血管拡張性運動失調症(ataxia・telangectasia、 AT)や

ナイミ--ン症候群(nijmegen breakage syndrome、 NBS)の原因遺伝子産物

(ATM、 NBSl)は、 DNA損傷修復に直接働かず、むしろ細胞内シグナル伝達

因子として、種々の応答反応に関わることが分かってきた。

細胞周期進行の一時的停止や自爆的な細胞死(アポトーシス)は、放射線照

射された細胞に見られる代表的な応答反応である。いずれもDNA損傷がトリガ

ーとなって、細胞内にある複数のシグナル伝達経路を介して、細胞周期や細胞

死制御に関わる因子(エフェクター)を活性化することが知られている。例え

ば、細胞周期の進行にはいくつかの独立した事象から構成されており、各ステ

ップの進行制御(チェックポイント制御)には、 DNA損傷を感知するセンサー

や、その情報をエフェクターに伝える数々のシグナル伝達因子が関与しており、

多くのヒト悪性腫癌ではこれらの因子が欠損していることが明らかになってい

る。一方、アポトーシス促進及びその制御因子に関する生化学的な解析から、

放射線照射などDNA損傷をトリガーするアポトーシスにはミトコンドリアを

介した経路が主として働き、アポトーシスは放射線照射により生じた異常細胞

の出現を防止するために機能していることが判明している。

生体の細胞は、種々の外来因子や内的要因からのストレスにさらされている。

この点、こういった細胞応答反応は、生じたDNA損傷に起因して、がん等の疾

患に繋がる異常細胞の蓄積を防止する自己防御システムと言える。既に、 DNA

損傷を受けた細胞は一時的に細胞周期進行を止めることにより修復時間を稼ぎ、

修復しきれなかった場合、 DNA損傷や細胞内異常分子を感知して、アポトーシ

スにより死滅・除去させるとする考えも提唱されている。本研究では、細胞周

期チェックポイント制御とアポトーシス誘発に関わるタンパク質についてプロ

テオーム解析するとともに、既に両応答反応に関わることが証明されている既

知因子との相互反応について調べる。さらに、新規のタンパク質のシグナル伝

達因子としての機能について解析し、シグナル伝達経路の位置から統合的制御

に関わる基本因子として機能するか否かを評価する。
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Ⅲ.研究成果の概要

1)研究の背景と目的

1.細胞周期チェックポイント制御に関わる因子

あらゆる生命体にとって、自分自身の遺伝情報を維持し子孫に伝えることは、

種の保存という観点から極めて重要なことである。しかしながら、遺伝情報を

担うゲノムDNAは、放射線や環境中に存在する化学物質に起因する外的ストレ

ス及びエネルギー代謝過程で生理的に生じる活性酸素などの内的要因によって、

絶えず損傷を受けている。これに対処するため、細胞にはDNA損傷の種類に応

じた種々の損傷修復システムが存在し、通常の正常細胞では速やかに損傷が除

かれる。もっとも、損傷量が多く修復しきれない場合は細胞死が引き起こされ

るが、少ない場合でも修復過程で生じるエラーが伴うので、遺伝子に突然変異

などの有害な情報が蓄積されることは避けられない。

最近の研究により、細胞はゲノム恒常性の維持のために、積極的にゲノム損

傷に応答し、少しでも突然変異細胞などの異常細胞として固定化されることを

防止していることが明らかになってきた。例えば、電離放射線照射により生じ

たDNA二本鎖切断によりATMが活性化され、その下流にあるChklやChk2

及びがん抑制遺伝子産物p53などのシグナル伝達因子をリン酸化することが知

られている。紫外線照射により生じたピリミジンダイマ-などの塩基損傷では、

ATMと同様の働きをもつATR (ataxia telangiectasia mutated- and Rad3

核移行

電離放射線

Ⅱ工E DNA傷害618

図1.細胞周期チェックポイントに関わるシグナル伝達
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-related)が活性化されChklをリン酸化するが、ヌクレオチド除去修復の過梶

で作られる一本鎖DNAがその活性化のトリガーになっていることが示唆され

ている。いずれにせよ、ゲノム損傷を認識する因子(センサー)を介してATM

やATRが活性化されるはずであり、最終的には複数の因子が関わるシグナル伝

達経路を経て、細胞周期進行をつかさどるサイクリン依存性キナ-ゼ(CDK2、

CDK4/6、 Cdc2)の働きを阻害することにより、 G1期からS期或いはG2期か

らM期-の進行が阻害される(図1)。

細胞増殖の基本は、如何にして正確に遺伝子を複製し均等に二つの娘細胞に

分配するところにある。特に、短時間の内に極めてダイナミックな変化を示す

分裂期には種々の制御因子が働いており、放射線照射により誘発される染色体

異常や生存細胞中に出現する染色体の数的異常あるいは安定型の異常染色体は、

これらの因子の不十分な応答反応に起因するものと考えられている。既に、我々

が世界に先駆けて分離した分裂期チェックポイント因子AIM-1(Aurora-B)は、

動原体構成タンパク質であるinner centromere protein (INCENP)やアポト

ーシス阻害因子として知られているsurvivinと複合体を形成して、分裂期での

染色体分離に重要な役割を果たしていることが明らかになっている。また、

Aurora-Bは、分裂期においてH3ヒストンを特異的にリン酸化することから、

染色体の凝縮や動原体の赤道面-の配列、姉妹染色体の分離制御、細胞分裂の

際の収縮盤の形成とその後の収縮及びmidbody分離など、分裂期全般にわたっ

て染色体の均等分配に関わっていることが判明している。

一方、 Aurora-Aは、 Aurora-Bとほぼ同じ遺伝子構造を有しているにもかか

わらず、分裂期中において全く異なった細胞内分布を示すことが報告されてい

る。既に報告したように、がん抑制遺伝子産物p53がAurora-Aの基質となり

うるかどうか調べたところ、この酵素はp53の315番目のセリンを特異的にリ

ン酸化すること、その結果としてp53がMdm2により容易に分解されることが

わかった。さらに、細胞内のAuroa-Aを枯渇させるとアポトーシス高感受性と

なり、逆にその発現量を上昇させるとp53量が低下した。このことはゲノムDNA

損傷応答因子として働くp53を介してAurora-AがG2期からM期-の細胞周

期進行を制御すると同時に、アポトーシス誘発にも密接に関与していることを

示唆する。

2.アポトーシス誘発に関わる因子

分子生物学的解析手法を導入した精力的な研究により、アポトーシス誘導に

関連する遺伝子のクローニングとその産物、細胞死に関わる細胞内シグナル伝

達因子やその促進及び抑制因子、さらには細胞の自己分解に関わる細胞死実行

因子が数多く分離・同定され、 DNA損傷をトリガーとするアポトーシスにはミ

トコンドリアが重要な役割を果たしていることが判明している。これは、ゲノ
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ムDNA損傷によりp53がリン酸化され安定化し、細胞内に蓄積することによ

り、転写活性化因子としての能力が高まるからである。即ち、 p53は広範なア

ポトーシスを促進するBax、 Noxa及びPUMA等の遺伝子産物を増強し、その

結果、アポトーシスシグナル伝達因子としての役割を果たしているチトクロー

ムCがミトコンドリアから漏出することになる。チトクロームCは細胞死の実行

に関わるcaspase -9の活性化因子であるApaf-1と結合し、これらの複合体(ア

ポトソ-ム: apoptosome)内で酵素活性を有するcaspase -9が作られ、下流の

エフェクターcaspaseを活性化(caspase-3, -6, -7の切断)することにより細

胞死が誘発される。アポトーシス細胞に見られる特徴的なラダー状のDNA分解

は、 DNaseの一種であるCAD (caspase・activated DNase)によることが証明

されている。即ち、正常細胞のCADはその阻害因子であるICAD (inhibitorof

CAD)と結合しているが、アポトーシスシグナルにより　caspase -3あるいは

caspase -7が活性化するとICADが分解され、 CADがDNAをヌクレオソ-ム

単位で分解するからである(図2)0

図2.アポトーシスに関わるシグナル伝達

我々はマウス胸腺リンパ腫由来細胞を用いて、 Ⅹ線に対するアポトーシス感

受性はがん抑制遺伝子産物p53に大きく依存しているばかりでなく、照射後に

p53の一過的上昇に対応して転写因子NF-kBの機能低下が起きることから、

アポトーシス促進因子としてのp53と抑制因子としてのNF-kBとがクロスト

ークしていることを発見した。さらに、ヒト白血病由来Jurkat細胞はp53遺伝

子が機能していないにもかかわらず、紫外線照射すると速やかにアポトーシス
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が誘発されることを見つけた。一方、 γ線を照射した場合、照射後24時間以上

培養しないとそのような死細胞は出現せず、照射後しばらくは分裂停止状態を

維持することがわかった。既に、放射線照射後に細胞周期進行阻害を解除する

薬剤を処理するとアポトーシス頻度が上昇することから、細胞周期チェックポ

イント異常がアポトーシス誘発の原因となっている可能性が示唆されてきた。

上皮系及び線維芽系由来細胞では、一般に放射線照射後かなり遅れてアポトー

シス細胞が出現するので、 「損傷を受けた細胞は細胞周期進行を一時的に止め

ることにより損傷修復時間を稼ぎ、修復しきれなかった場合には細胞死実行経

路が働いてアポトーシスにより自らを排除する」という考えが提唱されている。

本研究では、分裂期進行制御に関わる因子を中心に、細胞周期チェックポイ

ントに関わる既知タンパク質と複合体を形成する因子をスクリーニングし、そ

の機能を解析することにより、 「損傷を受けた細胞が示す細胞周期進行の一時

的な停止機構」を明らかにする。また、放射線によるDNA損傷をトリガーとし

たアポトーシスシグナル伝達に関わる因子を、タンパク質の二次元電気泳動と

超高感度全自動質量分析装置を用いて網羅的にタンパク質解析することにより、

新たな放射線応答因子の分離・同定を試みる。最終的には、分離されたタンパ

ク質の細胞周期チェックポイント制御とアポトーシス誘発における役割を調べ

ることにより、ゲノムDNA損傷に応答する基本因子の同定を試みる。

2)研究結果と考察

1・分裂期チェックポイント因子(Aurora-A、 -B、 -C)の機能

3種のAuroraキナ-ゼはヒトがん細胞において共通して高発現しているが、

それぞれの細胞内分布や他の因子との結合動態及び放射線に対する応答性につ

いては異なることが分かった。まず、 Aurora-Aは細胞内においてがん抑制因子

でありゲノムDNA応答因子として中心的な働きを有しているp53と中心体に

共局在するが、がん細胞ではそのキナ-ゼ活性の上昇によりMDM2を介して

p53の分解を促進することを発見した。細胞に放射線を照射すると、 Aurora-A

のキナ-ゼ活性は放射線高感受性遺伝病である末梢血管拡張性運動失調症の原

因因子ATMに依存的に変化するが、これは放射線応答因子p53を介した反応

をみている可能性が高い。一方、 Aurora-BとAurora-Cには、そのような依存

性は観察されなかった。これらのキナ-ゼは共に分裂期中期で動原体、終期に

おいてミッドボディーに局在するが、INCENPやSurvivinなどのパッセンジャ

ータンパク質との結合において差異がみられた。

染色体パセンジャータンパク質とはM期染色体分配過程において染色体セン

トロメア上で赤道面に整列し、姉妹染色体分配後に再び細胞質分離収縮環形成

のためのM期細胞中央部分に整列する一群のものを指すが、その主要な複合体
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構成因子としてはAurora-B、 Survivin、 INCENPが知られる。また、 Survivin

はM期におけるアポトーシス抑制因子として知られている。一方、これらのタ

ンパク質は癌遺伝子Rasのシグナル経路を活性化し、増殖シグナルや細胞死抑

制シグナルに関わっていることの明らかになっている。そこで本研究では、電

離放射線被曝により間期死を起こす胸腺細胞のアポトーシス過程におけるこれ

らの染色体パセンジャー蛋白質の役割を知ることを目的とし、アポトーシス過

程での細胞内パセンジャー蛋白質分布の変化を調べた。

電離放射線照射してアポトーシス誘導した胸腺系細胞を細胞質界面活性剤可

溶性画分、細胞核界面活性剤可溶性画分、そしてそれ以外の界面活性剤不溶性

画分に分画して、染色体パセンジャータンパク質群の発現分布を調べた。その

結果、染色体パセンジャー蛋白の根幹キナ-ゼであるAurora-Bはアポトーシス

過程で界面活性剤可溶性画分から不溶性画分へと分布変化した。また、 Survivin

は細胞質界面活性剤可溶性画分に分布し、アポトーシス実行過程では変化しな

かったが、アポトーシス完了時期には界面活性剤不溶性画分に移行した。また、

INCENPは界面活性剤不溶性画分に分布し、アポトーシス過程で分布変化を示

さなかった。本研究結果とこれまでの報告から、染色体パッセンジャータンパ
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図3.放射線照射による分裂期チェックポイント因子(AI M-1/Aurora-B)

の機能阻害
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ク質複合体の根幹キナ-ゼであるAurora-Bは、電離放射線照射によって.核小体

から放出されて3型カスペースにより分断化されたポリ　ADPリボシル化酵素

(PARP)によってポリADPリボシル化を受けてその活性が抑制されることが

示唆される(図3)。一方、 PARPはDNA鎖切断部位でDNAをポリ

ADPリボシル化することによりDNA修復を助け、損傷DNAが原因でミトコ

ンドリアからチトクロームCが放出されて3型カスペースが活性化されること

により細胞内の基質を分断化するが、 Inner Centromere Protein (INCENP)

は染色体パッセンジャータンパク質の標的の一つと考えられる。即ち、 INCEP

の分断化はセントロメアに対するダメージ応答に関係してアポトーシスや染色

体分配異常などの原因となっている可能性があり、染色体パセンジャータンパ

ク質複合体を構成するAurora-Bが分裂期チェックポイント制御とアポトーシ

ス誘発の両方を制御する基本因子としての役割を担っているものと思われる

(図3)。

2. Tn^^-i^?」」/ill^ Aurora-B (DM^W^Mfe
AIM-1/Aurora-Bは染色体パッセンジャータンパク質複合体の根幹キナ-ゼ

として正確な染色体分配と細胞質分離に深く関わっているが、一方ではM期細

胞質とキネトコア-との間をダイナミックに移動していることもフォトブリー

チングの実験から明らかとなっている。すなわち、 Aurora-Bには未知の基質が

存在する可能性が高い。そこで、本研究ではAurora-BはM期でH3ヒストンの

セリン10番をリン酸化することが知られているので、このリン酸化部位を特異

的に認識する抗体を作成し、新しいAurora-B基質を分離・同定することを試み

た。具体的には、 M期でこのリン酸化部位をエピトープに持つ他のリン酸化タ

ンパク質をプロテオミクスの手法によりスクリーニングした。その結果、いく

つかの候補タンパク質が得られ、この内約100-kDaの分子量を有するタンパク

質について部分アミノ酸分析をした結果、新規のタンパク質であることがわか

った。部分アミノ酸配列から核酸配列を推定し、合成核酸を作成後、全長cDNA

を単離した。このタンパク質はNOLI!NOP2/sunを含む新規の5メチルシトシ

ンメチル化酵素(NSUN2ファミリーの一種)であることが推察されたので、

SAKE (Substrate of AIM-1 kinase)と命名したO実際に、 SAKIは139番目の

セリンがAurora-Bによりリン酸化されてそのメチル化活性を負に制御される

ことがわかった。以上の結果は、 Aurora-BがM期染色体分配の制御のみならず、

核酸修飾の制御機能も合わせ持っていることを示すものであり、ゲノムDNA損

傷応答の際にも何らかの関わりを有することを強く示唆するものである。

3.放射線応答因子のスクリーニング

一般に、紫外線照射された細胞は速やかに死滅するのに対して電離放射線照

射された細胞では死細胞が遅れて出現することから、両者で活性化されるアポ
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ト-シスシグナル伝達の経路は異なるものと考えられている。実際、 Jurkat細

胞に紫外線を照射すると照射後2時間でミトコンドリアからの大量のチトクロ

ームCの漏出がみられ、 3時間以内にはアポトーシスに特徴的なDNAラダーパ

ターンの出現やcaspase-9とそれ以降の細胞死実行因子の活性化が生じた。一

方、 γ線照射ではチトクロームCの漏出やcaspase・9及びcaspase-3の活性化は

照射後24時間以上培養しないと見られなかった。そこで本研究では両者の違い

を明らかにするために、 Jurkat細胞にγ線及び紫外線を照射し、二次元電気泳

動法を用いて照射後に変動するタンパク質について解析した。

実験には、主にミトコンドリアによってアポトーシスが制御されているヒト

白血病由来Jurkat細胞を用いた。細胞にほぼ同程度の細胞致死効果を与えるγ

線(15Gy)及び紫外線(UV-C, 20J/m2)を照射し、種々の時間培養後にジギ

トニン処理により細胞質画分を抽出した。まずサンプルを市販のpHグラディェ

ントストリップを用いて電気泳動(一次元電気泳動)した後、 SDS-PAGEに載

せて二次元電気泳動を行うことによりタンパク質の泳動パターンを調べた。未

照射細胞とγ線及び紫外線照射後種々の時間培養した細胞について調べたとこ

ろ、照射により量的に増えたスポットや新たに出現したスポットが数多く検出

できた。全体としてγ線と紫外線に特異的なものと、両者に共通して変化した

スポットに分類できる事が分かった。そこでまずγ線と紫外線照射により共通

して変化したスポットについてトリプシンによるゲル内消化を行い、

MALDITOF/TOF型の質量分析装置を用いてペプチドマスフィンガープリン

を分析しコンピューター解析を行った。その結果、明瞭に変化した6スポット

に関してはdelta3,5-delta2,4-dienoyl-CoA isomerase mitochondria! precursor、

stathmin、 RuvB-like l、 Cap G、 acidic ribosomal protein PO (RpPO)及びP2

(RpP2)、さらにRho GDP dissociation inhibitor (LyGDI)であることが同定でき

た。

興味あることに、未照射細胞では分子量が同じでpI値が0.1酸性側野の所に

RpP2のスポットが検出され、照射後培養するに従いpI値が0・1ずつ塩基性側

にずれた2カ所にRpP2スポットが出現することがわかった。これらのスポッ

トについてMS/MS解析を行ったところ、最も酸性側に出現したスポットでは

RpP2の第102位と第105位のセリンがどちらもリン酸化しているのに対して、

pI値が0.1塩基性側のスポットは第102位のみがリン酸化状態、最も塩基性側

に検出されたスポットは両方のセリンが脱リン酸化していることが判明した。

また、放射線照射されたJurkat細胞におけるRpP2の脱リン酸化は、 caspase

阻害剤であるz-VAD-fmk処理された細胞でも観察されることから、この変化は

アポトーシスを起こした結果として現れたものではないと言える。さらに、こ

れらの脱リン酸化がアポトーシス誘発に関係しているかどうか確認するため、

第102位と第105位のセリン(Ser)をアラニン(Ala)にしたRpP2>£4 (脱リ
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ン酸化型)と、両方ともアスパラギン酸(Asp)にしたPpP2SD (リン酸化型)

遺伝子を構築し、 PEGEF-DFに組み込んでHeLa細胞にトランスフェク上した

ところ、 RpP2SAが取り込まれた細胞ではアポトーシス様の核変化を起こす傾

向が観察された。

既に、多くの研究から比較的低線量の放射線照射した場合、アポトーシスに

対応してLyGDIの分解産物(AN(l-19)LyDGI)が出現することから、 A

N(l-19)LyDGIがアポトーシス誘発のシグナル因子として働いている可能性が

示唆されている。一方、ミトコンドリアからのcytochromec漏出能を指標とし

てⅩ線照射されたマウス胸腺からアポトーシス促進因子が分離されたが、意外

にもそれはクロマチン構成因子であるHistoneH1.2であることが判明した。た

だ、 HistoneH1.2はp53が存在して初めて機能することから、 p53非依存性の

アポトーシスには他の因子が関わっているものと思われる。本研究により、紫

外線及びγ線照射したJurkat細胞において、照射後の培養に伴い脱リン酸化型

のRpP2が細胞質に蓄積することがわかった。 RpP2はリボソーム上の突起構造

の構成因子の一つであり、通常は全てリン酸化された状態で他の構成因子

(RpPO及びPppi)と複合体を形成していることがわかっている。また、 RpPO

やPppiと異なり、RpP2は細胞質中にも単独で存在することが知られているが、

その生物学的意味については全く報告が見当たらない。紫外線及びγ線照射後

のアポトーシス細胞の出現に対応して脱リン酸化型のRpP2が検出されたこと

から、細胞質中の脱リン酸化型Rp2P2の蓄積がアポトーシス誘発のきっかけに

なる可能性は否定できない。
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図4.放射線誘発アポトーシスに関与する細胞内タンパク質の変化
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4.ゲノム損傷応答因子p53の活性制御

転写因子p53は、がんのおよそ半数でその遺伝子に変異や欠矢が検出される

重要ながん抑制因子の一つである。細胞は生体のゲノム安定性を維持する為に、

細胞周期の停止、 DNA損傷修復、アポトーシスの誘導などの様々なゲノム障害

応答機構を備えているDまた、殆どのヒト悪性腫虜ではp53遺伝子に突然変異

や機能的な失活が見られるので、 p53はがん抑制因子として細胞増殖抑制に働

いているだけでなく、主としてゲノム安定性維持を司ることにより細胞がん化

変異(悪性形質転換)を防止しているものと考えられている。本研究では、ゲ

ノム障害におけるp53の応答制御機構を解明するため、 p53の活性の中心的な

制御因子であるMDM2ファミリーに注目してタンパク質相互反応を調べた。

まず、p53の制御因子としてMDM2-MDMX複合体に注目して解析を行った。

MDMXはMDM2のアミノ酸構造に非常に近似したアミノ構造を有するが、 iD

VIVOにおいては、 MDM2が有するユビキチンE3リガーゼ活性を持たず、その

機能は未だ不明な点が多い。 MDM2ファミリーはストレスの存在しない状態で

はp53と直接結合し、 p53の分解を誘導する事によって、 p53の機能を完全に

阻害することが知られている。興味あることに、放射線照射などによって生じ

る細胞内ストレスに応答して、 MDM2はMDMXを分解し、その結果p53の安

定化し活性化が誘導されることがわかった。このMDM2とMDMXの機能解析

を行うにあたって、様々なキメラタンパク質の発現ベクターを作成し解析を行

った。その結果、p53の分解にはMDM2の酸性アミノ酸領域とMDM2とMDMX

のリングフィンガードメインの複合体形成が必須である可能性が示唆された。

また、細胞にMDM2ファミリーのリングフィンガードメインのみを発現させる

事によってMDM2-MDMXの複合体形成を阻害した場合にはp53の活性化が観

察され、 MDMXの非分解型を発現させることによってMDM2-MDMX複合体

の分解を阻害した場合には、p53のストレス応答の阻害が観察されたことから、

p53のストレス応答はMDM2-MDMX複合体の安定性及び活性によって制御さ

れていることが明らかとなった。

3)研究の総括と将来展望

これまで、放射線の生物影響は、基本的には「標的理論」によって説明され

てきた。即ち、放射線による生物影響は細胞内標的分子(ゲノムDNA)の損傷

とその修復の結果として現れるものと理解されてきた。しかし、最近の細胞内

シグナル伝達を中心とした分子生物学的研究の進歩により、生きた細胞内では

ゲノムDNA損傷に対して自ら積極的に反応し、その能力が生物影響を大きく左

右することが明らかになってきている。実際、これまで放射線高感受性のヒト

遺伝病(AT、 NBSなど)や免疫不全症マウス(scidマウス)の原因遺伝子がク
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ローニングされたが、これらの遺伝子産物はいずれもDNA損傷修復には直接関

係のない細胞内シグナル伝達経路の重要な制御因子であった。その後の研究に

より各シグナル伝達に関わる多くの因子が同定され、損傷を受けた細胞は「細

胞周期チェックポイント制御によりDNA損傷修復を効率よく行い」、うまく修

復できなかった細胞については「アポトーシス経路を活性化させることにより

自らを排除する」という考えが提唱されるようになった。多細胞系においては

細胞相互のつながりの下に恒常性が維持されているので、何らかの機構で両細

胞応答反応が連動して機能している可能性は極めて高い。しかし、現在のとこ

ろこのような統合的な監視機構は推論でしかなく、両者に共通して働く異常細

胞蓄積防護のための基本的因子は見つかっていないのが現状である。

本研究では、分裂期チェックポイント因子である3種のAuroraキナ-ゼにつ

いて、それぞれの細胞内分布や他の因子と相互反応について調べ、 Aurora-Bが

分裂期チェックポイント制御とアポトーシス誘発の両方に関わる制御因子とし

ての役割を担っていることを示すことができた。また、プロテオミクス手法に

よりAurora-Bに結合する新たなタンパク質としてNOLI/NOP2/sunを含む新

規の5メチルシトシンメチル化酵素(NSUN2ファミリーの一種)が同定でき、

Aurora-BがゲノムDNA損傷応答に対しても何らかの関わりを有することが示

唆された。

一方、本研究で同定されたタンパク質合成に関わるリボゾーム構成因子の一

つであるRp2Pとアポトーシス誘発との関係については、直接的にゲノムDNA

損傷との関わりを示すデータ(報告)は現在のところ見当たらない。しかし、

Histone HI.2の例にもあるように、このような細胞質因子が放射線照射により

修飾され、その結果としてアポトーシスのトリガーとして働くことは充分に考

えられる。これを証明するには、やはり脱リン酸化型RpP2遺伝子{RpP2SA)

を細胞に導入して発現させた場合、実際にアポトーシスが誘発されるかどうか

を定量的に調べる必要がある。他の関連リボソーム構成因子(RpPO及びRpPl)

やリン酸化型RpP2遺伝子についても、同様の解析をすることにより、放射線

応答因子としてのRpP2の脱リン酸化の生物学的機能が明らかになるものと思

われる。 p53はゲノム損傷応答の中心的なタンパク質であると同時に、多くの

アポトーシス促進遺伝子の転写因子であることが知られている。この点、 p53

こそが細胞周期チェックポイント制御とアポトーシス誘発の両方に関わる基本

因子であり、本研究でシグナル因子としての重要性が示されたAurora-Bや

acidic ribosomal protein P2 (RpP2)との関連性が注目される。 p53が機能しな

いJurkat細胞はp53が機能していないと言われているので、今後は正常なp53

遺伝子を有する細胞について、放射線照射後の細胞周期チェックポイント制御

とアポトーシス誘発の動態を解析し、本研究で同定された各因子が細胞応答現

象とどう対応するかを詳細に調べることが重要である。
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