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Rad９のリン酸化フィードバック制御の分子構造基盤を

解明することは今後の課題である．段階的なリン酸化を保

証する分子構造基盤だけでない．Rad９のフィードバック

制御は単一タンパク質内でおこる異なる部位のリン酸化に

より引き起こされている珍しい例である．個々のリン酸化

がどの様に Rad９の分子構造に作用するのか，また，その

作用がどういう仕組みで DNA損傷への脱着を制御しうる

のかを理解することは重要である．これらの知見は他の分

子生物学分野にも応用可能である．転写，翻訳など，核

酸・タンパク質の相互作用が基盤となる経路では複数の複

合体が順次作用する事で一つの高次な生命現象の実現を可

能としている．Rad９で見られる制御基盤と共通する部分

は多いと予想しており，本研究の成果から普遍的な分子基

盤が見出せると信じている．

Rad９タンパク質だけがチェックポイント機構のフィー

ドバック制御を担っている訳ではないと私達は考えてい

る．前述したように（図２），DNAチェックポイント機構

には Rad９以外にも RPAと結合するセンサー・複合体，

ATRIP-ATRがある．そのサブユニットである ATRIPタン

パク質にも，Rad９で見られるような RPA結合モチーフが

存在する．また，興味深い事に ATRIPも DDKにより段

階的なリン酸化を受ける事を私達は見出している（古谷，

未発表）．ATRIPの段階的なリン酸化もフィードバック制

御である可能性が高く，それぞれのチェックポイントタン

パク質が持つフィードバック制御が協調して起こる事で，

チェックポイントシグナルは厳密にオン・オフの制御を

行っているのかも知れない．

終 わ り に

本研究は分裂酵母のタンパク質を用いた解析から私達が

見出した知見である．分裂酵母は遺伝学の非常に容易なモ

デル生物である．様々なリン酸化部位置換変異遺伝子を構

築し，それらを逐次，ゲノム上の野生型遺伝子と入れ替え

る事で解析が可能である．また，培養が簡単であり，

チェックポイント活性化だけでなく，DNA損傷修復など

の微妙な DNA損傷応答活性の差も検出可能である．確か

に高等生物にしかないチェックポイント因子は存在し，私

達もヒト遺伝子・培養細胞を用いた解析に着手している．

その一方で少ない制御因子で成り立つ分裂酵母のチェック

ポイント制御は，比較的詳しい部分まで分かっており，普

遍的な分子構造基盤を明らかにするのには強力なモデルシ

ステムと言えると考えている．
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分子シャペロン HSP９０による複製ストレ
ス応答機構の制御

１． は じ め に

多細胞生物のゲノムは，紫外線，化学物質などの外的要

因や，細胞内代謝に伴う活性酸素，副産物などの内的要因

により，常に損傷を受けている１）．これらの損傷は複製

DNAポリメラーゼによるゲノム複製の阻害，すなわち「複

製ストレス」を引き起こす．細胞は複製ストレスに応答し

て，様々な生化学経路を介して，損傷の除去や複製の再開

をおこなう．しかし，この応答機構がうまく働かないと，

ゲノムに損傷や変異が蓄積し，細胞死，細胞老化，細胞の

がん化が誘導される．また，複製ストレス応答機構は，が

ん細胞の抗がん剤耐性や悪性化にも関与することが強く示

唆されている１）．このような重要性にもかかわらず，複製

ストレス応答の分子機構は未だ不明な点が多く，様々な生
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化学経路がどのように制御されているのか，また，どのよ

うに協調して働いているのか解明すべき問題として残され

ている．

熱ショックタンパク質 HSP９０は，タンパク変性ストレ

スにより誘導される分子シャペロンとして同定された．し

かし，HSP９０の細胞内含量は非ストレス環境下において

も高く，その作用は，転写因子，ステロイドホルモン受容

体，タンパク質リン酸化酵素など，細胞の増殖・生存に必

要な因子の機能発現といった，多くの生物学的現象に重要

であることが明らかになっている２，３）．

近年，HSP９０が DNA損傷修復や複製ストレスに関わる

タンパク質の安定性，細胞内局在の制御を介し，細胞の抗

がん剤感受性や突然変異の発生に重要な役割を果たしてい

ることが明らかになりつつある．本稿に於いて，HSP９０

がどのように複製ストレス応答の制御に関わっているか，

具体例を挙げ概観したい．

２． 複製ストレス応答機構

複製ストレスは，細胞内外の様々な要因で生じる（図

１）．例えば，活性酸素は８-オキソグアニンなどの塩基修

飾を引き起こす．種々の化学物質は同一鎖や対合する塩基

対同士の架橋，あるいは塩基修飾を生じさせる．また，自

発的な塩基の加水分解や脱アミノ化といった反応は常に発

生している．これらの損傷は，DNA合成期までに修復さ

れなければ，複製 DNAポリメラーゼの進行を阻害する

（図１）．複製ストレスが持続している DNA部位は不安定

で，DNA二重鎖切断が生じやすく，この損傷が修復不可

能になると細胞死プログラムが働くと考えられている．そ

のため，細胞は複製ストレス応答系と呼ばれる様々な分子

機構を活性化させ，このような状況におちいることを防い

でいる（図１）１，４）．複製ストレスが生じると，まず，チェッ

クポイント機構が働き，細胞周期を停止させる．次に，損

傷の修復や複製の再開をおこなうために，後述するファン

コニ貧血（Fanconi anemia：FA）経路，特殊な DNAポリ

メラーゼを用いて強行的に複製を進める損傷乗越え DNA

合成（Translesion DNA synthesis：TLS），相同組換え修復

（Homologous recombination repair：HR），そして，ヌクレ

オチド除去修復（Nucleotide excision repair：NER）などが

働く（図１）．これらの生化学経路は協調的に働くと考え

られているが，その詳細な分子機構は不明である．我々

図１ 複製ストレス応答
DNA鎖上に生じた損傷は複製 DNAポリメラーゼの進行を阻害し，「複製ストレ
ス」が生じる．すると，チェックポイントが働き細胞周期が停止する．また，FA
経路，TLS，HR，NERなどが協調して働き，複製が再開する．この過程がうまく
働かなければ，細胞死，細胞老化，細胞のがん化が生じる（破線）．
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は，HSP９０が FA経路と TLSの二つの機構における鍵分

子を調節することにより，両者を制御することを見いだし

た５～７）．

３． 分子シャペロン HSP９０

翻訳されたタンパク質は不安定なエネルギー状態にあ

り，フォールディングの過程を経て安定化する．分子シャ

ペロンはこのようなタンパク質（クライアント）に結合し，

そのフォールディングを助ける．また，種々の変性したタ

ンパク質に作用し，生理機能活性を持つフォールディング

への回帰を手助けする２，３）．HSP９０は αと βの二つのアイ
ソフォームが存在し，ホモ二量体で働く．熱ショックタン

パク質の一種である HSP７０は疎水性アミノ酸領域に結合

するため，合成されたタンパク質や変性したタンパク質の

多くをクライアントにするのに対し，HSP９０はステロイ

ドホルモンレセプター，タンパク質リン酸化酵素（例

AKT１，RAF），転写因子（例 p５３）などの細胞増殖，生存

に必要な特定のタンパク質をクライアントとしている２，３）．

HSP９０のシャペロン活性は ATPの結合と分解に共役す

る構造変化に依存する．N末端領域にある ATP結合部位

に ATPが結合すると，N末端どうしが結合し HSP９０は活

性化される．アンサマイシン系抗生物質である HSP９０特

異的阻害剤Geldanamycion（ゲルダナマイシン）やその誘導

体の１７-（Allylamino）-１７-demethoxy-geldanamycin（１７-AAG）

は HSP９０の ATP結合部位に競合的に結合してその活性を

阻害する２，３）．

HSP９０を含む熱ショックタンパク質の発現量および活

性はがん細胞で高く，また，がん細胞の HSP９０がゲルダ

ナマイシンに強い親和性を持つことが報告されている８）．

このような理由から，ゲルダナマイシン誘導体は，HSP９０

を標的分子とする抗がん剤として臨床試験が進められてい

る２）．しかし，なぜ，がん細胞において HSP９０の発現，活

性が高くなるのか現在のところ十分解明されていない．可

能性としては，HSP９０の発現・活性が高いがん細胞が，

生体内における生存・増殖に有利であり選択されてきたこ

とが考えられる．

４． HSP９０による FA経路の制御

ファンコニ貧血（FA）は，臨床的には先天性骨髄不全

症候群，骨格異常，高発がん性（白血病，扁平上皮がんな

ど）を特徴とする４，９）．抗がん剤であるマイトマイシン C

やシスプラチンは，二本鎖 DNA間を共有結合でつなぐ架

橋（interstrand crosslink；ICL）を形成する．FA患者由来

の細胞（FA細胞）は，これらの DNA架橋剤に感受性が

高いことが知られている４，９）．例えば，正常細胞ではほとん

ど影響がでない低濃度の DNA架橋剤で FA細胞を処理す

ると，分裂中期において特徴的な染色体断裂像が高頻度に

みられ，細胞死が亢進する．FA原因遺伝子は現在１５個

が同定され，これらの遺伝子産物は FA経路と呼ばれる

ICL修復に重要な生化学経路を構成している４，９）．FA経路

の活性化には，FANCA，B，C，E，F，G，Lと複数の

Fanconi anemia-associated protein（FAAP）からなる核内 FA

コア複合体の形成が重要である（図２）．この FAコア複

合体はユビキチン E３リガーゼ複合体で，触媒サブユニッ

トである FANCLが FANCD２, Iをモノユビキチン化する

（図２）４，９）．また，FANCD２, Iは損傷依存的にチェックポイ

ントキナーゼである ATRや ATMによりリン酸化される

（図２）１０）．FANCD２と FANCIは複合体（ID複合体）を形

成しており，上記の修飾を受けた ID複合体は，クロマチ

ンに結合し，ICL修復に必要な種々の DNA結合タンパク，

DNAヌクレアーゼや DNAポリメラーゼを損傷部位へ集

積させ，TLSや HRを介した機構で複製を再開すると考え

られている．このとき，ID複合体は，核内フォーカスと

して観察され，FA経路の活性化を反映していると思われ

る．これまで，ICLを引き起こす内因性因子は不明であっ

た．しかし，最近，内因性アセトアルデヒドの毒性に拮抗

するために FA経路が必要であることが報告された１１）．し

たがって，この代謝産物が内因性の ICL誘導物質である

可能性があり，アルコールによる発がん，胎児奇形の誘発

と FA経路との関係が注目されている．

FANCAは，FA患者の約６０％で遺伝子変異が認めら

れ，細胞質と核の間をシャトルする核タンパク質である９）

（図２）．FA複合体の形成，すなわち FA経路の活性化に

は FANCAの核内濃度の増加が重要であるが，その制御機

構は明らかではなかった．この分子機構を知るために我々

は FANCAの結合タンパクをプロテオミクスで網羅的に同

定し，その中に HSP９０を見いだした５）．HSP９０はクライア

ントの細胞内局在，安定性を制御することが知られている

ので，HSP９０が FANCAの核内濃度を制御するか否か解析

してみた．まず，１７-AAGや HSP９０RNAiで HSP９０の機

能を阻害すると，FANCAのポリユビキチン／プロテア

ソーム系による分解が亢進した．また，FANCAの細胞質

から核への移行が著しく阻害された．さらに，FANCD２

の活性化阻害，DNA架橋剤に対する感受性の亢進と染色

体断裂の増加がみられることから，FA経路が抑制されて

いることが明らかになった５）．以上の結果は，HSP９０が
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FANCAを介して，FA経路の活性化を制御することを示

唆する（図２）．今回，我々の見いだした知見は，HSP９０

阻害剤でがん細胞の FA経路を不活性化させ，マイトマイ

シン Cやシスプラチンなどの ICLを引き起こす抗がん剤

に対する感受性を高めるという，あらたな抗がん治療法の

開発につながる可能性がある．

５． HSP９０による TLSの制御

紫外線は，同一鎖に隣接するピリミジン残基間に共有結

合を生じさせ，シクロブタン型ピリミジン二量体や６-４光

産物と呼ばれる DNA損傷を引き起こす（図１）１２）．これら

の損傷は DNA鎖に歪みを生じさせる．NERは，この歪み

を認識し，損傷を含む約３０ヌクレオチドを除去して新た

な DNA鎖を合成する分子機構である．皮膚の過敏症，皮

膚がんの高発を特徴とする色素性乾皮症の多くは，この

NERに関与する遺伝子の両アレルの変異が原因であ

る．６-４光産物による DNA鎖の歪みは大きく，この損傷

は NERで速やかに修復される．一方，シクロブタン型ピ

リミジン二量体は歪みが小さく，修復に時間がかかること

が知られている．もしこのような DNA損傷が DNA合成

期まで残存していると，複製 DNAポリメラーゼの進行が

阻害され，複製ストレスが生じる．すると，細胞は特殊な

DNAポリメラーゼ（TLSポリメラーゼ）を用いて複製ス

トレスを回避する１２）．すなわち，TLSポリメラーゼは，複

製 DNAポリメラーゼと異なり，複製の忠実度が低いた

め，正確な対合でなくてもヌクレオチドを入れて複製を進

めることができる．しかし，この機構では，損傷部位の相

補鎖に誤った塩基が挿入されやすく，その結果ゲノム上に

変異が導入される可能性が非常に高くなる（Error Prone

TLS）１２）．したがって，後述するように，通常の DNA複製

では TLSポリメラーゼが働かないよう制御されている．

TLSポリメラーゼの中で中心的な働きをするものは Y-

ファミリーポリメラーゼの Pol η，ι，κ，REV１と B-ファ

ミリーポリメラーゼの Pol ζである．一般に，TLSポリメ

ラーゼは誤りを起こしやすいが，Pol ηは，シクロブタン
型ピリミジン二量体の損傷に対しては，相補鎖に正しいヌ

クレオチドを入れて複製をおこなうことができる（Error

Free TLS）１２）．上述したように，シクロブタン型ピリミジ

ン二量体は DNA合成期まで残存する可能性が高い損傷な

ので，Pol ηの欠損細胞は，この損傷部位を正確に複製す
ることができず，代わりに他の TLSポリメラーゼが働く

ので紫外線誘発性の突然変異を蓄積しやすいと考えられ

図２ HSP９０による FA経路の制御モデル
FA経路の活性化には，核内 FANCAを含む FAコア複合体に依存する ID
複合体のモノユビキチン化が必須である．HSP９０は細胞質における
FANCAの安定化と核移行を促進する．１７-AAGなどにより HSP９０を阻害す
ると，FANCAはプロテアソームによる分解と核移行が阻害され，FA経路
が抑制される．
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る．事実，Pol ηは，NER遺伝子に異常のない色素性乾皮

症バリアント群の原因遺伝子として同定されている１３）．

Y-ファミリーポリメラーゼによる TLSの活性化には，

複製装置の一部である PCNAの K１６４にユビキチンが結合

したモノユビキチン化 PCNA（Ub-PCNA）が重要である１２）．

紫外線などによる複製ストレスで Ub-PCNAが生じると

（図３），PCNAへの結合ドメインとユビキチンに対する結

合ドメインを持つ Y-ファミリーポリメラーゼが，Ub-

PCNAに強い親和性で結合し，複製 DNAポリメラーゼに

置き換わり，TLSが開始する（図３）．このとき，Y-ファ

ミリーポリメラーゼは，損傷部位への動員を反映する核内

フォーカスとして観察される．最後に PCNAが脱ユビキ

チン化され，複製 DNAポリメラーゼが Y-ファミリーポリ

メラーゼと置き換わり，忠実度の高い複製がおこなわれ

る．

これまで高等真核生物において，Y-ファミリーポリメ

ラーゼの活性制御の分子機構は十分明らかでなかった．

我々は，HSP９０のクライアントとなる複製ストレス応答

タンパク質を探索し，Pol ηを同定した．さらに，HSP９０

が Pol ηのフォールディングを調節することにより TLS

を制御することを明らかにした６）．まず，Pol ηの安定性や

細胞内局在における HSP９０の役割を調べるため，１７-AAG

処理や siRNAで HSP９０の発現や機能を抑制すると，いず

れの場合も Pol ηの核内フォーカス形成が著しく阻害され
た．このとき，Ub-PCNAの発現量とその核内フォーカス

形成は影響を受けなかった．したがって，Pol ηの核内
フォーカス形成抑制，すなわち損傷部位への動員の抑制は

Pol ηの量的，質的変化による可能性が考えられた．実際，
HeLa細胞などでは，HSP９０阻害でユビキチン／プロテア

ソームによる Pol ηの分解が亢進し，これが核内フォーカ
ス形成の抑制の主な原因であることが分かった．一方，

HEK２９３細胞，MCF７細胞などは，Pol ηの発現量は低下
しないにもかかわらず，核内フォーカス形成が抑制され

た．この結果は，HSP９０の機能抑制により，Pol ηの正し
いフォールディングが損なわれ，Ub-PCNAとの結合が抑

制されていることを示唆した．それを証明するために，in

vivo, in vitro で解析したところ，HSP９０阻害が，Pol ηと
Ub-PCNAとの結合を著しく阻害することが分かった６）．

次に，HSP９０が，Pol ηを介する TLSに与える影響を解

析した．まず，紫外線感受性を測定したところ，１７-AAG

は，Pol ηの RNAiによる発現抑制と同様に紫外線感受性

を亢進させた．すなわち，この結果は，HSP９０阻害が紫

図３ HSP９０による Pol ηの制御モデル
紫外線などによる DNA損傷で複製ストレスが生じると PCNAがモノユビキ
チン化される．するとこれに強い親和性を持つ Pol ηが複製 DNAポリメ
ラーゼと置き換わり TLSがおこる．HSP９０は，Pol ηのフォールディングを
制御し，Ub-PCNAに結合できる活性型の変換を促進する．HSP９０阻害時，
細胞タイプによっては不活性型 Pol ηはプロテアソームで分解され，タンパ
ク質レベルが低下する．
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外線で生じた DNA損傷に対する効率的な TLSを抑制して

細胞死を増強することを示唆する．また，１７-AAGと

RNAiの併用は相加的な効果がほとんど見られなかったこ

とから，１７-AAGによる紫外線感受性の大部分は Pol ηの
機能喪失によるものと考えられた６）．

Pol η欠損細胞では，他の TLSポリメラーゼが，紫外線

で生じた DNA損傷部位で Error prone TLSをおこない，そ

の結果，紫外線誘発性突然変異が増加すると考えられてい

る．そこで，HSP９０抑制が紫外線誘発性突然変異に与え

る影響を supF 突然変異測定法で調べた１４）．この測定法の

基本原理は，LacZ にアンバー変異を持つ大腸菌に supF

導入をおこない，LacZ 発現をレスキューする実験である．

紫外線照射した supF シャトルベクターを培養細胞に導入

し，NERあるいは Error free TLSによる複製で生じた野性

型 supF と Error prone TLSによる複製で生じた変異型

supF の割合を上記の大腸菌を用いて調べ，変異率を算出

する方法である．１７-AAG処理は，Pol η RNAiと同様に突

然変異率を高めた．また，両者を併用しても相加的な効果

は見られなかった６）．

最近，我々は HSP９０が REV１も制御することを見いだ

した７）．HSP９０は REV１に特異的に結合し，１７-AAGや

HSP９０RNAiは，紫外線照射による REV１の核内フォーカ

ス形成を抑制した．この抑制は，Pol ηの場合と同じく，
細胞タイプ依存的にみられるポリユビキチン／プロテアー

ゼ分解の亢進や Ub-PCNAとの結合抑制によるものであっ

た．REV１は Error prone TLSでゲノムへの突然変異の導

入を促進することが知られている．そこで，上記 SupF 測

定法を用いて HSP９０抑制の効果を調べたところ，REV１

による紫外線誘発性の突然変異率が低下することが示唆さ

れた７）．

以上の結果より，Y-ファミリーポリメラーゼ Pol η，
REV１を介した TLSの活性化に HSP９０が必要であること

が明らかになった．

６． お わ り に

一般に HSP９０を含む熱ショックタンパク質は，細胞内

外のさまざまなストレスから細胞を守っており，これらの

タンパク質の機能が亢進している細胞は環境変化に強いと

考えられている２，３）．HSP９０は，正常細胞では内的要因で

生じた複製ストレスの影響を低減させ，正常なゲノム複製

をおこなうために必要である．しかし，がん細胞では

HSP９０による複製ストレス応答の過剰な活性化は，がん

治療において問題となる．例えば，FA経路の活性化によ

り，DNA架橋剤系の抗がん剤に対して抵抗性を示す可能

性がある．また，アルキル化剤やヌクレオチドアナログに

よって複製ストレスを誘発する際，TLSによる複製の再

開がおこり DNA損傷に対する耐性を高める結果，治療抵

抗性となることが考えられる．さらに，Pol η，REV１によ

る Error prone TLSにより，がん細胞ゲノムに変異が蓄積

され，より悪性形質を獲得する可能性がある．その理由と

して，Pol ηは，紫外線で生じるシクロブタン型ピリミジ
ン二量体に対しては Error free TLSをおこなうが，他の

DNA損傷では REV１と同じく Error prone TLSをおこなう

と考えられるからである．HSP９０は，FANCAや Y-ファミ

リーポリメラーゼの他にもチェックポイントや修復に関わ

るタンパク質をクライアントとしている．したがって，

HSP９０阻害剤は DNA損傷応答系を抑制し，がん細胞の放

射線，抗がん剤の感受性を高める可能性がある９，１５）．上記

の治療法の開発には，がん細胞における HSP９０活性化機

構の解明，およびがん細胞特異的な HSP９０の抑制法が今

後の重要課題となる．
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スプライソソームのスプライシング以外の
機能

１． は じ め に

真核生物において，DNAから転写されたばかりの

mRNAは未成熟の状態であり，このような未成熟 mRNA

（precursor mRNA：pre-mRNA）は，５′末端のキャッピン

グ，３′末端のポリ A化，スプライシングによるイントロ

ンの除去などの転写後修飾を受け成熟型となり，細胞質へ

と輸送され，翻訳の鋳型となる１～３）．現在までに，転写や

転写後修飾機構に関しては数多くの研究がなされており，

それぞれの機構の詳細な分子メカニズムも解明されてき

た．さらに，近年，転写と転写後修飾が共役することで転

写後修飾が効率的に行なわれるという事実が明らかとな

り，現在では，mRNAの転写を行なう RNAポリメラーゼ

IIに様々な転写後修飾因子が結合し，転写後修飾が協調的

に行なわれる mRNAファクトリーという概念が一般化し

ている４）（図１）．加えて，最近の研究から，転写が転写後

修飾に与える影響だけでなく，転写後修飾因子同士が正確

な遺伝子発現を行なうために協調していることも明らかと

なってきた．本稿では，そのような例としてスプライシン

グ関連因子が，スプライシング以外の機能として３′末端

のプロセシングや mRNAの核外輸送をも制御していると

いう最近の報告に焦点を当て，その分子メカニズムなどを

概説したい．

２． mRNA転写後修飾

転写されたばかりの pre-mRNAは，遺伝情報を持つエキ

ソンと，遺伝情報を持たないイントロンが交互に並んだ構

造をしており，正確な遺伝子発現のためにはスプライシン

グによってイントロンが取り除かれ，エキソン同士が繋ぎ

あわされる必要がある．スプライシング反応の中心的な役

図１ mRNAの転写後修飾
転写された mRNAは，５′末端のキャッピング，スプライシング
によるイントロンの除去，３′末端のポリ A化を受け成熟型とな
り，核外輸送される．長方形はエキソン，実線はイントロン，
二重線は DNAを表す．
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