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仲嶋 一範
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What does Reelin control to regulate neuronal layer forma-
tion in the developing cerebral cortex？
Kazunori Nakajima（Department of Anatomy, Keio Univer-
sity School of Medicine,３５Shinanomachi, Shinjuku-ku, To-
kyo１６０―８５８２, Japan）

MAPキナーゼのサブタイプ特異的シグナ
ルクロストークによるがん抑制性ケモカイ
ン CXCL１４／BRAKの発現制御

１． は じ め に

日本において国民の１／２ががんに罹患し，１／３ががんで

死亡する．その治療にかかる費用も年間３兆円を超えるよ

うになってきた．現在のがん治療薬の主流はがんにおいて

発現が上昇する，あるいは活性化が起こる分子を標的と

し，その分子の活性を阻害する分子，あるいは阻害抗体を

用いて標的分子を阻害する分子標的治療が主流である．し

かし，がんで活性が上昇する分子も正常細胞の生理機能発

現に重要な分子である場合が多く，その分子の活性阻害に

より強い副作用を示す場合が多い．我々は正常細胞が種々

のがん増殖抑制分子を合成しているためにがんの発生，増

殖が抑えられており，その分子の発現低下，あるいは活性

の低下によりがんが進行する可能性を考え，がんの増殖過

程で発現が低下する分子を探索し，in vivo でがん抑制作

用を示すケモカイン CXCL１４／BRAKを見いだした．この

分子は殆どすべての正常細胞によって合成されており，そ

の発現制御機構の解析からMAPキナーゼのサブタイプ特

異的クロストークによって発現が制御されていることが明

らかになった．

２． CXCL１４／BRAKはがん抑制性のケモカインである

がんは種々の段階を経て徐々に進展・悪性化し，かつ，

各段階はがん進展促進因子とがん抑制分子との活性のバラ

ンスによって進行すると考えられている．

頭頸部がんを含む多くのがんで上皮増殖因子（EGF）受

容体（EGFR）の異常な活性化が観察されるので，がん抑

制分子を見いだすことを目的として無血清培養下で EGF

処理により発現の低下する分子を DNAチップ法と RT-

PCR法でスクリーニングし， 顕著に低下する分子として，

白血球の遊走を促進するケモカイン（chemotactic cytokine）

の一種である CXCL１４を見いだした１）．この分子は１９９９

年に細胞のトランスフォーメーションやがん化で低下をす

る分子として報告され，BReast And Kidneyで発現が高い

ことから BRAKなどと呼ばれたが２），現在は分子の N末端

領域に二つのシステインを含む CXC配列を持つことから

統一名として CXC型ケモカインの１４番目のリガンド
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（CXCL１４）と命名されている３）．ここでは以下 CXCL１４／

BRAKを使用する．この分子はヒトの頭頸部がんでも低

下していることが報告されているので，正常細胞で合成さ

れているがん抑制分子の可能性が示唆された．実際に舌が

ん細胞に CXCL１４／BRAK分子を強制発現させると in vitro

の培養系では親細胞と増殖速度に差は見られない．しか

し，T細胞機能を欠損するヌードマウス１）あるいは T細胞，

B細胞機能をともに欠損する SCIDマウス４）に移植すると

１ヶ月後には親細胞の腫瘍は増殖するのに対して，

CXCL１４／BRAK発現細胞の腫瘍は縮小あるいは消滅した

ので，この分子は生体内で腫瘍抑制分子として機能してい

ると考えられる．

３． CXCL１４／BRAKの EGFによる発現制御

CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現は細胞の EGF処理により

低下するので CXCL１４／BRAK の発現に関与する細胞内シ

グナルを検索した５）．舌がん由来の HSC-３細胞を通常の血

清を含む培地で培養すると CXCL１４／BRAK の発現は非常

に低いが，無血清下で培養すると CXCL１４／BRAKタンパ

ク質の顕著な発現が検出できる．EGFを添加すると

図１ 上皮増殖因子（EGF）は EGF受容体（EGFR）とMAPキナーゼの ERKを活性化して CXCL１４／BRAK
の発現を低下させる

（A）EGFと Gefitinib（EGFR阻害薬）による CXCL１４／BRAKとシグナル分子に対する各種抗体を用いた
ウェスタンブロット法による検出．
（B），（C），（D），（E），はそれぞれ CXCL１４／BRAK，活性型 AKT（プロテインキナーゼ B，pAKT），活
性型 ERK（pERK），および活性型 EGFR（pEGFR）タンパク質の相対発現量を示す．＊＊P＜０．００１
細胞を EGFで処理すると EGFRおよび，ERKの活性化が起こり，BRAKタンパク質の発現量は低下す
る．Gefitinibを添加すると EGFRおよび，ERKの活性化は阻害され，同時に BRAKタンパク質の発現量
はもとにもどる．これらの結果から EGFは EGFR，ついで ERKの活性化を介して BRAKタンパク質の発
現量を低下させていることが判明した．詳細は本文参照．
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CXCL１４／BRAKの発現は低下するが，同時に EGFRのリ

ン酸化（活性化）とともに ERK MAPキナーゼのリン酸化

が促進される（図１A，B，D）．EGFRの活性化阻害薬で

ある Gefitinib（商品名：イレッサ）を添加すると EGFの

有無にかかわらず EGFRと ERKのリン酸化が阻害され，

CXCL１４／BRAKの発現が回復する（図１A，B，D，E）．

EGF処理により，AKTのリン酸化も促進されるが（図１A，

C），AKTの活性化に関与する PI３キナーゼの阻害薬

（LY２４００２）の共存によって AKTのリン酸化を阻害しても

CXCL１４／BRAKの発現は回復しなかったので AKTの経路

は CXCL１４／BRAKの発現に直接は関与しないと考えられ

る５）．

一方，ERK１／２の活性化に関与するMEK１／２の阻害薬

（PD９８０５９，U０１２６）あるいは ERK１／２の阻害薬（FR１８０２０４）

を添加すると ERK１／２の活性化阻害とともに濃度依存的に

CXCL１４／BRAK の発現が回復した．これらの結果から

EGFは EGFR，MEK１／２，ERK１／２遺伝子の活性化を介し

て CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現を抑制すると考えられ

た５）．

４． CXCL１４／BRAK の遺伝子構造とその発現制御

CXCL１４／BRAK 遺伝子はヒト染色体５q３１領域に，マウ

スでは染色体１３に存在し，ともに四つのエキソンから構

成されている．CXCL１４／BRAKの発現低下とがん化には

密接な関係があると考えられるが，発現制御のメカニズム

は解明されていない．そこで CXCL１４／BRAK 遺伝子発現

に関わるプロモーター領域の解析を行った．まず CXCL

１４／BRAK の転写開始点を確定するために，CXCL１４／

BRAK の発現が確認されたヒト舌由来口腔扁平上皮がん細

胞株である HSC-３細胞などを用いて５′RACE法による解

析を行った．その結果，これまでに報告のあった２種類の

転写開始点のうち，上流の転写開始点２）は確認できず，

＋２８４下流に存在する転写開始点と一致した６）．次にルシ

フェラーゼをレポーター遺伝子とするベクター（pGL４．１０）

に遺伝子の発現を制御するプロモーター領域と考えられる

転写開始点の上流の配列を導入し，プロモーターの解析を

行った．これらの結果からこれまでに報告のあった二つの

転写開始点の間にプロモーター活性があることが明らかに

なった．この領域にはプロモーターとなり得る典型的な

TATA配列は存在しなかったが，TATTAA配列（TATA-

like sequence）が１箇所，転写因子結合配列である GCbox

が４箇所，AP１結合配列が１箇所存在したため，これらの

配列を除いた欠損ベクター，あるいは配列に変異をかけた

変異ベクターを作成した．これらのベクターを導入した

HSC-３細胞のルシフェラーゼ活性を解析した結果，TAT-

TAA配列はプロモーター，AP１結合配列と３番目と４番

目の GCboxがエンハンサーであると考えられた．エンハ

ンサーとして働く転写因子である AP１はプロテインセリ

ン／トレオニンホスファターゼの阻害剤であるオカダ酸に

よって活性化することが知られていることから，オカダ酸

で細胞を処理したところ，野生型の配列では転写活性の上

昇が認められたが，AP１結合配列の変異ベクターでは転

写活性の上昇が認められなかった．これらの結果より，オ

カダ酸は活性型MEK３の脱リン酸酵素の阻害によりMEK３

の活性化状態を維持し，さらに，p３８δの活性化を介して
AP-１を活性化し，最終的に CXCL１４／BRAK 遺伝子の転写

活性を上昇させることが考えられた６）．しかし，このレ

ポーター遺伝子コンストラクトあるいは CXCL１４／BRAK

遺伝子の上流３．５kbの配列を含むコンストラクトの

発現は EGFによって影響を受けなかった．この結果は

ERK１／２が CXCL１４／BRAK 遺伝子の本実験で用いたレ

ポーターの領域外を標的としている，あるいは間接的に

CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現を制御している可能性を示

している．

５． CXCL１４／BRAK 遺伝子のMAPキナーゼのサブタイ

プ特異的クロストークによる発現制御

種々の細胞外ストレスはMAPキナーゼの p３８，あるい

は JNKによって制御されていることが報告されている．

HSC-３細胞を紫外線（UV）で照射すると１０分後から一時

的に p３８の活性化が起こり，３０分後には CXCL１４／BRAK

遺伝子発現上昇が観察された（図２Aa，Ac）．興味深いこ

とに p３８の活性化パターンと鏡像の関係で ERKの不活性

化が観察された（図２Ab）７）．このデーターは CXCL１４／

BRAK 遺伝子発現上昇に p３８の活性化が関与していること

を示唆したが，p３８の活性化阻害剤である SB２０３５８０の共

存によっても CXCL１４／BRAK 遺伝子の上昇は阻害されな

かった．p３８には α，β，γ，δの４種のサブタイプが存在
し，SB２０３５８０はそのうちの α，βを阻害することが報告
されている．UV照射による CXCL１４／BRAK 遺伝子の発

現上昇に関与する４種のサブタイプの関与を調べるために

それぞれのサブタイプを特異的に阻害する short hairpin

（Sh-）RNAあるいは対照としてスクランブル配列の Sh-

RNAを細胞に導入後 UV照射し，CXCL１４／BRAK 遺伝子

の発現を調べた．その結果，Sh-p３８δで細胞を前処理した
ときのみ CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現上昇が阻害され
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た７）．以上の結果から細胞を UV照射すると p３８δが活性化
され，ついで CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現が促進される

と考えられた．p３８の活性化と ERKの不活性化の関係を

調べるために，緑色の蛍光を発するクサビラグリーンベク

ター（mKG）を用いて調べた．mKGを二つに分断し，そ

の N末端領域と C末端領域に相互作用すると考えられる

二つのタンパク質をそれぞれ結合させ，細胞内で発現させ

ると，両者が実際に結合したときのみ mKGタンパク質が

再構成されて緑色の蛍光を発する．細胞に種々のMAPキ

ナーゼのサブタイプを結合したベクターを導入し，細胞を

蛍光顕微鏡で観察すると，それらを単独に発現させた時は

蛍光が検出できなかったが p３８δと ERK１あるいは ERK２

とを同時に発現させた時のみに蛍光が観察された（図２B）．

この結果から p３８δと ERK１あるいは ERK２が細胞内で結

合していることが示された．さらに細胞に p３８δに対する
Sh-RNAを導入すると ERKのリン酸化が促進された（図２

C）．これらの結果から UV照射により p３８δは活性化され
ると下流にシグナルを伝えるとともに ERK１／２MAPキ

ナーゼに結合して ERKの活性化を阻害し，結果として

CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現が促進するMAPキナーゼサ

ブタイプ特異的クロストークによって制御されていると

考えられた７）．他方，この細胞を無血清で培養すると

CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現は促進されたが，この促進

は p３８α，βの活性化阻害薬である SB２０３５８０により阻害さ

れることから，細胞は細胞外の異なったストレスに対して

は p３８の異なったサブタイプを用いて応答していると考え

られる７）（図３）．また，頭頸部がん細胞を，OHラジカルで

処理すると，OHラジカルは細胞膜を通過して EGFRを活

性化し，CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現を阻害することが

明らかにされた８）（図３）．また，ERKはMAPキナーゼを

不活性化するMAPキナーゼホスファターゼ（MKP）を活

性化してMAPキナーゼを不活性化する経路も存在する．

これらの結果は CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現が種々の

MAPキナーゼのシグナル特異的サブタイプおよびそのク

ロストークによって制御されていることを示している（図

３）．

６． 多彩な機能を示す CXCL１４／BRAK研究の今後

我々は扁平上皮がんが多くを占める頭頸部がん（口腔が

ん）で発現が低下するがん抑制因子として CXCL１４／BRAK

を見いだしたが，前立腺がん９），乳がん１０）などの腺がんで

は発現の上昇が報告されている．これらの結果はがんの由

来による機能の違いを示している可能性があるが，他方が

んで発現が上昇するのは合成された分子が機能不全のため

である可能性もある．実際に前立腺がんでもがん細胞に

CXCL１４／BRAK を強制発現するとがんの増殖は遅くな

る９）．また，血中の CXCL１４／BRAKレベルが野生型マウス

（１ng／mL）の１０倍発現するトランスジェニックマウス

（Tg）はルイス肺がん細胞や黒色腫細胞の増殖を抑制する

ことから，CXCL１４／BRAKは線がんを含む多くのがんに

対して抑制作用を示すことが期待される１１）．この Tgは２

年を経過しても異常を示さず，また，健康人の中には Tg

と同じレベルの CXCL１４／BRAKを発現しているヒトも存

在する１２）ことから，この分子を高発現しても大きな副作用

を示さないと考えられる．それゆえ CXCL１４／BRAKは副

作用のないがん治療の分子標的として有望であろう．

CXCL１４／BRAKは種々の細胞によって合成されており，

白血球への作用以外にも，血管新生阻害１１，１３），糖代謝にお

ける作用１４）など多彩な機能が報告されている．CXCL１４／

BRAKの発現は脳で一番高く，実際に脳の神経細胞にも

図２ CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現におけるMAPキナーゼの
役割

（A）UV照射ストレスにより（a）p３８は活性化されると同時
に，（b）ERKは不活性化され，（c）CXCL１４／BRAK の発現は
促進される．これらの結果から，細胞の UV照射により p３８の
活性化（リン酸化）により ERKは不活性化し，この条件で
BRAKmRNA量は増加する．
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（B）クサビラベクターを結合したMAPキナーゼサブタイプの相互作用の蛍光による検出．p３８δ，ERK１または ERK２の発現ベク
ターの単独の導入では蛍光は検出されないが，p３８δと ERK１または ERK２との共存の時にのみ緑色の蛍光が検出され，両者の結合
が観察された．
（C）p３８δに対する Sh-RNAの導入は ERK MAPキナーゼの活性化を促進する．縦軸は Sh-p３８δ導入前の ERKの値を１００％とした相
対量で示した．これらの結果から，p３８δと ERKは相互作用により活性を制御していることが示された．

図３ MAPキナーゼサブタイプのシグナルクロストークによる CXCL１４／BRAK 遺伝子の発現制御
MKP：MAPキナーゼホスファターゼ，その他の分子については本文を参照．
矢印は活性化シグナルを示す．赤矢印は UV刺激によるシグナル伝達経路を示し，青矢印は無血清刺激によるシグナル伝達経路を示

す． は阻害を示す．
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発現している１５）．CXCL１４／BRAKの分子機能を明らかにす

ることにより，これまでの単に白血球の走化性を制御する

というケモカインの機能の概念を変える展開が期待され

る．
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出芽酵母におけるリボソームタンパク質遺
伝子の新規転写開始制御機構

１． 始めに―真核生物のリボソーム合成

リボソームは生物のタンパク質合成を担う巨大複合体で

あり，その構造と機能に関する研究に対し２００９年のノー

ベル化学賞が与えられたことは記憶に新しい．真核生物の

リボソームは４種類のリボソーム RNA（rRNA）と７９種

類（出芽酵母の場合）のリボソームタンパク質（RP；ribo-

somal protein）から構成され，その合成は核内に存在する

３種類全ての RNAポリメラーゼ（Pol I，Pol II，Pol III）が

関わる唯一の細胞内イベントである（Pol Iが３５S rRNA，

Pol IIが RPの mRNA，Pol IIIが５S rRNAをそれぞれ転写

する）．活発に増殖する酵母細胞においては，全転写反応

の約６０％が rRNAの転写に，全 mRNA転写の約５０％が

RPの mRNAの転写に費やされるなど，リボソームの合成

には膨大な細胞資源を必要とする１）．そのため生物は，細

胞内外の環境に応じて三つの転写系を速やか，かつ協調的

に on／offすることで，無駄のないリボソーム合成を行っ

ている．近年，リボソームの合成が，細胞のサイズや分裂

のタイミングの決定，転写や複製，mRNAの局在など，

様々な細胞機能と密接に関与することが明らかになりつつ

ある．そのため，リボソーム合成制御の正しい理解は，転

写や翻訳のみならず幅広い研究領域に重要な知見をもたら

すと考えられる．各転写系の制御機構については，それぞ

れが独立に大きなテーマであるため，本稿では Pol IIによ

る RP遺伝子の転写制御に絞り，主に著者らが独自に見い

だした Hmo１（High mobility group protein １）タンパク質

による RP遺伝子の新規な転写開始点決定機構について述

べる．
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