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は　し　が　き

電離放射線は高いエネルギーを有しているために、あらゆる生体分子に直接

的及び間接的に損傷を与えることができる。しかし、相対的には細胞の核が最

も感受性が高いことから、従来から「標的論」を基本として放射線による生物

影響をより単純化した確立論に基づいて解釈されてきた。即ち、放射線照射さ

れた細胞に見られる種々の生物学的変化は、細胞内標的分子であるDNAに生

じた損傷とその修復の結果を反映したものであり、その変化量から逆に照射線

量が推定できるものと考えられている。実際に、低線量放射線照射においても

種々の異常染色体が出現することから、採取したリンパ球や骨髄細胞の染色体

異常がヒトの被曝線量の推定に使用されている。

一方、放射線による生物影響は「細胞応答反応」の現れであり、その効果は

必ずしも単純な線量依存性を示さないとする報告がある。最近では、被曝細胞

は放射線によって生じた損傷をトリガーとして受け止め、種々のシグナル伝達

に関与する遺伝子発現を介して細胞周期の進行を一時的に停止させて損傷修復

時間を確保するとともに、損傷不可能な細胞は自らを自爆(アポト-シス)さ

せることにより変異細胞の出現を防止していることが明らかになっている。酵

母などでは多くの放射線感受性突然変異が分離され、 DNA損傷や紡錘体形成

異常に反応して細胞周期進行を一時的に停止するか否かを調べることにより、

細胞周期チェックポイント制御に関与する遺伝子の分離が活発に行われている。

既に分離された遺伝子の機能解析から、これらの遺伝子の機能を失活させると

高頻度に染色体の構造的、数的異常を引き起こすとともに、その後の分裂異常

を介して細胞が多核化することが判明している。

高等動物細胞を用いた細胞周期やそのチェックポイント制御機構に関しては、

未だに分子レベルでの解析がほとんど行われていないのが現状である。放射線

は高頻度に種々の染色体異常を誘発するが、照射後の生存細胞中にも安声型の

異常染色体が出現することが知られている。これらの染色体異常を、単にDNA

損傷やその修復の結果として捉えるのでなく、チェックポイント制御異常に起

因するか否かについて調べその分子機構を明らかにすることは、放射線による

生物影響を正確に評価するめだけでなく、染色体異常の発生機構やその生物学

的意味を理解するためにも極めて重要である。

本研究では、細胞周期チェックポイントのうち染色体異常や染色体不安定性

に最も密接に関わっている思われる分裂期チェックポイントに注目し、新規の

遺伝子のクローニングとその分子構造、さらには細胞内での機能と発がんとの

関連性について広範な解析を行った。
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36.数藤志帆　片山博志,韓振波,達家雅呪　鈴木文男:M期チェックポイン
ト・キナ～ゼScMPSl結合蛋白ScMOBlのヒト・ホモローグの解析.第

41回原子爆弾後障害研究会.長崎. 2000年6月

37.笹井香織,矢島浩彦,鈴木文男:培養細胞の紫外線誘発アポトーシスにお
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ける感受性差について.第25回中国地区放射線影響研究会.広島, 2000

年7月

38.達家雅明.数藤志帆　韓振波,河合秀彦.鈴木文男,加藤友久,池永蒲生:

粒子線誘発アポトーシスの研究.第25回中国地区放射線影響研究会,広

島. 2000年7月

39.荻生俊昭.石井洋子,小林森.西村まゆみ,島田義也.辻秀雄,渡達文晶.

.鈴木文男.佐渡敏彦:放射線発がんにおけるscid変異の影響-遺伝的要

因による放射線発がんの修飾一.日本放射線影響学会第43回大会.東京,

2000年8月
40.鈴木文男,笹井香織,矢島浩彦:培養晴乳類細胞のアポトーシス過程にお

けるチトクロームC及びAIFのミトコンドリアからの流出.日本放射線

影響学会第43回大会,東京. 2000年8月

41.多賀正尊,達家雅明,池永蒲生　丹羽太見　加藤友久:圧性幹細胞腫由来

細胞における細胞周期G2/M期チェックポイント異常と放射線誘発アポト

ーシス.日本放射線影響学会第23回大会,東京, 2000年8月

42.達家雅明.数藤志帆　片山博志　韓振波,鈴木文男:M期チェックポイン
ト制御因子酵母MOBlのヒトにおける類似遺伝子の解析.第23回日本放

射線影響学会,東京, 2000年8月

43.韓振波,数藤志帆　鈴木文男,達家雅明:AIM-1は染色体量衡不安定性
を誘導する.日本放射線影響学会第23回大会,東京, 2000年8月

44.上田こずえ,村田一堀麻希,達家雅明.細谷浩史:HeLa細胞においてRho

キナ-ゼはミオシンII調節軽鎖を二重リン酸化する.第53回日本細胞生

物学会,福岡, 2000年10月

45.達家雅明.寺田泰比良　片山博志.数藤志帆　韓振波,鈴木文男:動物細

胞のM期分裂過程におけるAIM-1キナーゼ活性と局在性.第53回日本細

胞生物学会.福岡. 2000年10月

46.達家雅呪　太田隆英,鈴木文男:AIM-1キナ-ゼが制御するM期進行制

御シグナルの解析.第59会日本癌学会総会,横浜. 2000年10月

47.川崎輝,松村軌　達家雅明,待井隆志.古川雄祐.金倉譲:巨核球の多倍

体化機構におけるAIM-1の機能解析.第59会日本癌学会総会,横浜, 2000

年10月

48.麓勝巳　村田一堀麻乳　達家雅明,細谷浩史:新規ミオシンII調節軽鎖キ

ナ-ゼとして同定されたAIM-1.第23回日本分子生物学会年会,神戸.

2000年12月

49.矢島浩彦,鈴木文男:アポトーシス促進因子Apaf-1のBcI-Xl結合領域の

同定.第23回日本分子生物学会年会,神戸. 2000年12月

50.笹井香織,矢島浩彦.鈴木文男:紫外線誘発アポトーシスにおけるミトコ

ンドリアを介したシグナルの細胞種依存的活性化.第23回日本分子生物

学会年会,神戸. 2000年12月
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51多賀正尊,達家雅HB,池永満生　丹羽太貫.加藤友久:圧性幹細胞腫由来

細胞におけるDNA損傷に対するG2期チェックポイント維持機構とゲノ

ム安定性保持.第23回日本分子生物学会年会,神戸, 2000年12月

52. Suzuki. J?.: Activation of signaling pathways associated with radiation-

induced apoptosis (Invited Seminar). Radiobiology Group Seminar,

Department of Cancer Cell Biology, Harvard School of Public Health,

Boston, U.S.A., January 6, 2001.

53.鈴木文男:放射線誘発アポトーシスに関与するシグナル因子の解析(招待

セミナー).病因遺伝子研究グループセミナー.理化学研究所脳科学総合

研究センター.和光市, 2001年1月

日.研究成果の概要

1)研究の背景と目的

原爆被爆者に見られるように、放射線被曝者においてがんは晩発障害の中で

も最も深刻な疾患である。実際に、若年被爆者ががん年令に達し、今後ますま

すこれら被爆者においてがんの発症増加が懸念されると同時に、その発症形態

や悪性化の動態が自然発がんものと類似していることに加え、被爆者の高齢化

に伴い、骨髄異形性症候群や種々の生活習慣病の増加が認められている。被爆

者においても、がんは一般の生活習慣病と同じく、複数の遺伝子が関与する多

因子疾患として位置づけられている。しかし何故、放射線被曝者が後年になっ

てがんが高発症するのかについては、依然として明快な解答は得られていない。

がんが放射線照射後に多段階的変化を経た末に生じることは、マウスなどの

実験動物を用いた研究から証明されている。細胞レベルでもがん化の多段階性

が観察され、現在ではがんは正常細胞中の複数のがん遺伝子やがん抑制遺伝子

の変異が積み重なり、その結果として正常な増殖制御がきかなくなり最終的に

悪性ながん細胞になるとする考えが定着している。例えば、ヒト家族性の大腸

腺維腫症ではがん抑制遺伝子APCの変異に加えて、 p53やK-ras、 DCC遺伝

子の変異、さらには特定染色体の欠矢が検出されるので、このがんの発症には

少なくとも5個以上の遺伝子変異が関与しているものと思われる。しかし、放

射線による体細胞の突然変異誘発率は、高々1(T程度なので、この程度でそれ

ぞれ独立して遺伝子が変異するならば、全生涯を通じて5-6個の遺伝子変異

を持った大腸がん細胞(頻度は10,-25以下)は出現しえないことになる(ヒトの

身体は約60兆個の細胞から構成されている)。このことは、放射線が複数のが

ん遺伝子やがん抑制遺伝子に直接突然変異を誘発したとするより、放射線照射

された細胞において突然変異誘発率を上昇するような変化(遺伝的不安定性の
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誘導)が誘導されたとする考えの方を支持するものである。

1997年にKinzlerとVogelsteinは、がん発症に関わる遺伝子をRBやAPC

のようながん細胞の増殖に直接関与するGatekeeper遺伝子群と、遺伝子不安

定性を引き起こしてがん関連遺伝子の変異を起こしやすくさせるCaretaker遺

伝子群とに分けるべきであると提唱した。後者にはDNA損傷修復遺伝子や細

胞周期の進行制御に関わるチェックポイント遺伝子が属しているが、特に染色

体異常誘発や染色体不安定性の誘導には分裂期チェックポイント遺伝子が

Caretakerとして重要な役割を担っているものと考えられる。つまり分裂期チ

ェックポイント遺伝子は、放射線照射後に異常を持ったまま細胞が分裂期に進

入し、結果的に染色体の構造異常や数的変化を引き起こすのを事前に防止する

ところに働いているので、この遺伝子が正常に働かない場合は種々の異常染色

体が蓄積し、最終的には異常分裂を繰り返す過程で遺伝子の不安定性につなが

る可能性が高くなる。実際に、酵母を用いた研究により多くの分裂期チェック

ポイント遺伝子が分離され、各遺伝子の機能解析により分裂期進行は損傷(ト

リガ-)依存的に種々のシグナル伝達因子を介して巧妙に制御されていること

が証明されている。本研究では、これらの遺伝子情報をもとに培養嘱乳類細胞

から新規の分裂期チェックポイント遺伝子をクローニングし、分離した遺伝子

の構造と細胞内での機能について解析した。即ち、本研究の目的は分裂期チェ

ックポイント遺伝子の異常が染色体異常誘発や染色体不安定性の原因になるか

否かを明らかにすることであり、最終的にはこれらの遺伝子と放射線発がんと

の関連性について新たな知見を得ることを目標としている。

2)研究結果と考察

1.放射線応答性の分裂期チェックポイント遺伝子の分離

チャイニーズハムスター細胞は株化(不死化)しても安定な核型を維持する。

このことは、この動物種由来細胞は分裂期チェックポイントが正常に機能して

いることを示唆する。そこで放射線応答性の分裂期チェックポイント遺伝子を

分離するため、 Ⅹ線照射されたチャイニーズハムスター胎児(CHE)由来細胞

のM期細胞についてcDNAライブラリーを作製し、セリン/スレオニンキナ

-ゼに特徴的な塩基配列をもとに作ったdegenerated primerを用いてPCR法

により遺伝子のスクリーニングを行った　PCR合成産物をベクターにサブクロ

ーニングし、塩基配列を調べたところ、得られた89クローン全てにセリン/

スレオニンキナーゼの保存筒域が同定できたO　最も長い遺伝子のキナ-ゼドメ

インでは、酵母でM期チェックポイント機能が証明されているMpslと31%

が同一(61%が類似アミノ酸)であることから、放射線応答性の新規の分裂期

チェックポイント遺伝子である可能性が示唆された。そこでこの遺伝子をズ汝I

と命名し、完全な遺伝子(CDNA)のクローニングを行うとともに、現在Ⅹ線
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照射後の発現動態やその機能変化について解析しているところである0

一方、酵母ではMPSlの欠損変異体は放射線高感受性であり、その機能は

MPSl結合因子MOBlを介して発揮されることが証明されている。そこで次

に、 Xiklの作用因子を同定する目的から、酵母MOBl遺伝子情報を基にヒト

子宮頚部癌由来HeLa細胞からヒト　MOBl類似遺伝子のクローニングを試み

た。酵母MOBl遺伝子のdegenerated primerを用いたPCR法でHeLa細胞

から作製したcDNAライブラリーをスクリーニングしたところ、酵母MOBl

と構造的に類似した全長3197bpのcDNAを単離することができた。この遺伝

千(ヒhMOBl)のORFは654bpからなる推定217個のアミノ酸配列をコ

ードし、酵母MOBlと41%、酵母MOB2と37%の相同性を示した。ヒトMOBl

は種々の臓器で発現がみられ、ヒト正常2倍体細胞の細胞周期においても、各

期で変動が見られず恒常的に発現していることがわかった。但し、ノコダゾ-

ル処理により紡錘体形成を阻害してスピンドルチェックポイントを作動させた

ところ、この遺伝子産物(ヒト　MOBl　タンパク質)は顕著にリン酸化される

ことから、 MOBlはMPSlを介して分裂期チェックポイントに機能している

ことが示唆された。

2.ヒトAIM-1遺伝子の分離とがん組織での発現

既に我々は、ラットcDNAライブラリーから分裂期の最終段階(細胞質分裂)

に機能する分裂期チェックポイント遺伝子AIM-1をクローニングし、その不

活型遺伝子(AIM-1例)を過剰発現させると多倍体化した細胞が出現するこ

とを報告してきた　AIM-1は出芽酵母で分裂異常が見られるIpll変異やハエ

で分裂不能となるaurora変異の原因遺伝子と相同性が高く、典型的なセリン

/スレオニンキナ-ゼをコードするシグナル遺伝子であることが示されている。

そこで本研究では、分裂期チェックポイント遺伝子のヒト発がんにおける関わ

りを調べるため、ラット遺伝子をプローブとしてヒトcDNAライブラリーをス

クリーニングした。その結果、 2種のセリン/スレオニンキナ-ゼをコ「ドす

る遺伝子が分離できた。これらの遺伝子の塩基配列から、一つは分子量38 kD

の344個のアミノ酸をコードするヒト　AIM-1であり、このアミノ酸配列はラ

ットAIM-1と85%一致することがわかった。一方、もう一つは既にSTK6,

やBTAK/STK15, Aik.、 aurora2, ARKlとして登録されている遺伝子と同一

のものであった。

ヒトAIM-1 cDNAをプローブとしてNorthernblot解析を行った結果、ヒト

がん細胞ではAIM-1が共通して高発現していることがわかったo　またこの遺

伝子を正常ヒト線維芽細胞にトランスフェクトして高発現させると多倍体化し

た細胞が出現することから、 AIM-1はM期進行制御を通して染色体の安定性

に関与していることが示唆された。しかし、 Ⅹ線照射してもAIM-1の発現量
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は変わらず、また不括型AIM-1御遺伝子導入細胞においてもX線照射によ

る特異的な変化が観察されなかったことから、 Ⅹ線によるシグナルはAIM-1

の量的変化よりもむしろ質的変化を与える可能性が示された。いずれにせよ、

その上流のシグナル伝達因子や下流の標的因子を同定することは、分裂期チェ

ックポイント因子としてのAIM-1の機能を明らかにする上で極めて重要な研

究課題と言える。一方、今回クローニングした2種の遺伝子について、悪性度

の異なる種々のヒトがん組織について発現量を比較したところ、 AIM-1はヒト

大腸がんの悪性化に伴って高発現するのに対して、 STK15の発現はがんの悪

性度に依存しないことがわかった。この結果は、両遺伝子は共に分裂期チェッ

クポイント制御に機能するとしても、ヒト細胞のがん化過程においては異なっ

たステップで機能することを示しており、 Caretaker因子が発がんの初期変化

に関与するだけでなく、その進行にも重要な役割を果たしていることが示唆す

るものである。

3. AIM-1の機能

これまでの研究により、 AIM-1は分裂期進行に関わるチェックポイント制御

因子であることが証明された。しかし、 AIM-1はセリン/スレオニンキナ-ゼ

活性を有するので、その標的因子(基質)を同定することはシグナル伝達機能

を明らかにするためにも極めて重要である。そこでまず、 AIM-1と相互作用す

る因子を分離・同定するために、酵母Two-hybrid法を用いてAIM-1と結合す

る因子をスクリーニングした.多くのポジティブに反応する遺伝子をスクリー

ニングした結果、 AIM-1と結合するタンパク質として染色体の動原体に結合す

るCENP-Eが同定できた　CENP-Eは染色体分配に加え、その後の分裂期制

御に重要な働きを果たしていることが知られているので、 AIM-1はCENP-E

を介して機能していることが示唆された。しかし、意外にもCENP-Eに対し

てAIM-1はキナ-ゼ活性を示さなかった。一方、最近IpLl/auroraファミリ

ーがヒストンH3をリン酸化することが報告されている.そこで次に、 10番目

のセリンがリン酸化したヒストンH3に特異的な抗体を用いて、 AIM-1発現と

ヒストンH3リン酸化との関係について調べた。既に報告したように、 AIM-1

はG2期から発現しはじめ、 M期において最も高い発現量を示すが、ヒストン

H3のリン酸化の細胞周期依存性はAIM-1の発現変化とよく対応することがわ

かった。興味あることに、染色体の数的変化や多核化しているヒトがん細胞で

はAIM-1が高発現し、ヒストンH3のリン酸化も他の細胞に比べて高い値を示

した。これまでの研究において、 AIM-1は分裂期の進行を制御する重要な分裂

期チェックポイント因子であることを証明してきたが、本研究により、その過

剰発現はヒストンH3の高レベルのリン酸化を引き起こし、その結果として染

色体の不安定性を誘起することが示唆された。
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3)研究の総括と将来展望

既に、がんは遺伝子病であることが確立している。しかし、未だに放射線が

直接がん関連遺伝子に損傷を与え、その結果としてがんが発症するか否かにつ

いては不明である。例えば、ウラン鉱夫に生じた肺がんや原爆被爆者に発症し

た固形腫癌についてがん抑制遺伝子p53の変異が調べられたが、塩基レベルの

変化を調べた限りでは自然発生のものと大差は認められていないのが現状であ

る。これらの結果は、放射線による発がんはがん関連遺伝子に対する直接的な

突然変異誘発作用というより、むしろ自然発がんレベルを引き上げるような間

接的な作用として働いているとする考えを克く指示するものである。

一般に、ヒトがん細埠は正常な核型を維持できない.多くのヒト悪性腫疾由

来細胞では特定染色体の構造異常に加えて、 -染色体の不等分離による数的異常

や細胞質分裂異常の結果としての多倍体化が生じる。これまで、このような染

色体異常は細胞がん化に伴う二次的な変化として捉えられてきたが、分子生物

学的研究手法を用いた研究により細胞周期チェックポイント異常が発がんに深

く関わっていることが明らかになっている。最近では、その結果生じる染色体

不安定性は、正常細胞が悪性形質転換する際の必頚のステップであるとして重

要視されるようになった。古くから、放射線は高頻度に種々の染色体異常を誘

発することから、生物影響の指標として用いられてきたばかりか、特定のがん

の診断指標とし七も採用されてきた。そこで本研究では、まず新規の分裂期チ

ェックポイント遺伝子を分離し、その機能を解析することにより分裂期チェッ

クポイント制御異常が染色体異常誘発や染色体不安定性の原因になるかについ

て調べた。本研究の最終目的は、分離したこれらの遺伝子を武器として、放射

線による染色体異常誘発や染色体不安定性誘導機構、さらには放射線発がんの

分子機構について解明することである。

本研究では、染色体異常誘発に関わる分裂期チェックポイント遺伝子の分離

とその機能解析に全力をあげてきた。 3年間の研究でヒトAIM-1を代表とする

4種の新規遺伝子のクローニングに成功し、発がんとの関係について重要な知

見が得られるとともに、各遺伝子産物の生化学的性質や生物学的機能について

も多くの基礎的なデータを積むことができたO　しかし、これらの遺伝子が放射

線による染色体異常誘発や染色体不安定性の誘導、さらには放射線発がんにど

の程度関わっているかについては、明快な解答は得られなかった。いずれにせ

よ酵母などに比べて、高等動物細胞を用いた分裂期チェックポイント制御に関

する研究は遅れており、この点、本研究で分離された新規遺伝子は今後の研究

の発展に大いに貢献するものと期待される。
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以下に、本研究で得られた結果と残された課題を列記する。

(研究成果のまとめ)

①　ヒトAIM-1及びSTK15遺伝子をクロ-ニングした。

② AIM-1は細胞増殖や分化に関係し、その過剰発現が細胞の多倍体化を誘導

することを発見した。

③ AIM-1とATK15は共にヒト大腸がんで高発現しているが、前者はその悪

性化にも関与していることを見つけた。

④放射線応答性の遺伝子としてXiklとMOBl遺伝子をクローニングしたo

⑤紡錘体形成阻害によりMOBlのリン酸化が促進されることを見つけた。

⑥AIM-1がヒストンH3をリン酸化することを発見した。

(残された課題)

①放射線照射された細胞におけるAIM-1の発現変化と染色体異常誘発との関

係。

② AIM-1の上流および下流に働くシグナル伝達因子の分離とその機能解析

③ XiklとMOBlとの相互作用、および放射線による染色体異常誘発における

役割についての解析
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